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วตัถปุระสงค:์ เพื่อศกึษาฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาส

เตส และวิเคราะหป์ริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยดใ์นสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ วิธี
การศกึษา: สกดัสารจากดอกเข็มสีแดง เหลือง สม้ และชมพ ูและน ามาทดสอบฤทธ์ิลดเลือนริว้รอยโดยศกึษาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮ
ยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและอีลาสเตสดว้ยวิธี spectrophotometric โดยใชเ้ควอเซตินเป็น
สารควบคุมเชิงบวก รายงานผลเป็นค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่รอ้ยละ 50 (IC50) 
วิเคราะหห์าปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยดด์ว้ยวิธี Folin-Ciocalteu method, 
aluminium chloride complexation colorimetric method, pH differential method แ ล ะ  spectrophotometric method 
ตามล าดบั ผลการศกึษา: สารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพมูีคา่ IC50 ในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิ
เดสอยู่ในช่วง 239.54 ± 76.57 - 1,662.73 ± 0.13 µg/ml ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสอยู่ในช่วง 28.95 ± 2.00 - 556.94 ± 
165.81 µg/ml และเอนไซม์อีลาสเตสอยู่ในช่วง 287.80 ± 12.22 - 1,615.15 ± 106.67 µg/ml และในสารสกัดดอกเข็มสีแดง สี
เหลือง สีสม้ และสีชมพูปริมาณ 1 g มีปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกอยู่ในช่วง 9.23 ± 0.60 - 23.86 ± 4.83 mg เทียบเท่ากรด
แกลลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยดอ์ยู่ในช่วง 277.38 ± 2.94 - 696.78 ± 5.80 mg เทียบเท่าเควอเซติน สารกลุ่มแอนโทไซยานินอยู่
ในช่วง 3.08 ± 0.02 - 8.56 ± 0.06 mg เทียบเท่าไซยานิดิน และแคโรทีนอยดอ์ยู่ในช่วง 48.91 ± 0.11 - 120.75 ± 3.00 mg เทียบ
เท่าเบตา้แคโรทีน สรุปผลการทดลอง: จากการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมท์ี่เกี่ยวขอ้งกบัการเกิดริว้รอยของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 
พบว่าสารสกัดดอกเข็มสีแดงมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสไดดี้ที่สุด สารสกัดดอกเข็มสีสม้มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเน
สไดด้ีที่สดุ และสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสไดดี้ที่สดุ และสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์
ที่เก่ียวขอ้งกบัการเกิดริว้รอยโดยมีคา่ขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของสารสกดั พฤกษเคมีในสารสกดัดอกเข็มสีตา่ง ๆ พบวา่มีปรมิาณของ
สารกลุ่มฟลาโวนอยดเ์ป็นองคป์ระกอบมากที่สุด และมีปริมาณแคโรทีนอยด์ ฟีนอลิก และแอนโทไซยานินรองลงมา ตามล าดับ 
นอกจากนีย้งัพบว่าฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสมีความสมัพนัธก์บัปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์แต่ไม่พบว่ามีความสมัพนัธ์
กบัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและอิลาสเตส 
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  จ 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

Title INHIBITORY ACTIVITY OF ENZYME INVOLVING IN WRINKLE FORMATION 
FROM IXORA COCCINEA L. FLOWER EXTRACTS 

Author SUPPASET LERTKANCHANASAK 
Degree MASTER OF SCIENCE 
Academic Year 2022 
Thesis Advisor Associate Professor Sarin Tadtong , Ph.D. 

  
The objective of this study is to investigate the inhibitory activities of hyaluronidase, collagenase, and 

elastase, and analyzing the total phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, and carotenoids in various extracts of 
differently colored Ixora coccinea L.  flowers. The methodology was as follows: the red, yellow, orange, and pink I. 
coccinea flowers were extracted and tested for their anti-wrinkling effects by studying the inhibitory effects of 
hyaluronidase using the colorimetric method, and the inhibitory effects of collagenase and elastase using the 
spectrophotometric method, with quercetin as a positive control. The results were reported as the concentration of the 
extract that could inhibit enzyme activity by 50% (IC50). The total content of phenolic compounds, flavonoids, 
anthocyanins, and carotenoids was analyzed using the Folin-Ciocalteu, aluminum chloride complexation colorimetric, 
pH differential, and spectrophotometric methods, respectively. The results were as follows: The IC50 values for inhibiting 
the activity of hyaluronidase by the extracts of red, yellow, orange, and pink I. coccinea flowers were between 239.54 
± 76.57 - 1,662.73 ± 0.13 µg/ml. The inhibitory effects on collagenase were between 28.95 ± 2.00 - 556.94 ± 165.81 
µg/ml. The inhibitory effects on elastase were between 287.80 ± 12.22 - 1,615.15 ± 106.67 µg/ml. Furthermore, the total 
content of phenolic compounds in 1 g of the extracts of red, yellow, orange, and pink I. coccinea flowers were between 
9.23 ± 0.60 - 23.86 ± 4.83 mg of gallic acid equivalents. The total content of flavonoids was between 277.38 ± 2.94 - 
696.78 ± 5.80 mg of quercetin equivalents. The total content of anthocyanins was between 3.08 ± 0.02 - 8.56 ± 0.06 mg 
of cyanidin equivalents. Lastly, the total content of carotenoids was between 48.91 ± 0.11 - 120.75 ± 3.00 mg of beta-
carotene equivalents. In conclusion, the extracts of various colors I. coccinea flowers had different inhibitory effects 
on wrinkle formation involving enzymes. Red I. coccinea flowers showed the highest inhibitory effect on hyaluronidase, 
orange I. coccinea flowers exhibited the highest inhibitory effect on collagenase, and yellow I. coccinea flowers 
expressed the highest inhibitory effect on elastase. The inhibitory effects of the extracts depend on the concentration 
of the extract. The extracts of I. coccinea flowers possessed the highest content of flavonoids and lower contents of 
carotenoids, phenolics, and anthocyanins, respectively. Moreover, flavonoid showed relationship with hyaluronidase 
inhibitory activity, while there was no relationship with collagenase and elastase inhibitory activities. 

 
Keyword : Ixora coccinea L. flower extracts, hyaluronidase inhibitory activity, elastase inhibitory activity, collagenase 
inhibitory activity, phenolics, flavonoids, anthocyanins, carotenoids 
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บทที ่1  
บทน า 

ภมิูหลัง 
 ริว้รอย เป็นสิ่งที่มนษุยไ์ม่สามารถหลีกเลี่ยงไดโ้ดยอายทุี่มากขึน้เป็นปัจจยัส าคญั

ในการเกิดริว้รอย เนื่องจากสารส าคญัในผิวหนงัของเราสามารถผลิตออกมาไดน้อ้ยลง ส่งผลให้
เกิดการเสียสมดลุในรา่งกาย โดยปกติแลว้ผิวหนงัของมนษุยจ์ะมีสารเคลือบเซลล์ (Extracellular 
matrix; ECM) ปกป้องผิวอยู่ ซึ่งช่วยใหเ้ซลลส์ามารถคงสภาพอยู่ได ้และเป็นส่วนส าคญัที่ค  า้จุน
เซลลใ์หเ้ซลลมี์ความแข็งแรง ยืดหยุ่น โดยสารเคลือบเซลลจ์ะมีลกัษณะเป็นของเหลว มีสว่นส าคญั
ในการค า้จนุโครงสรา้งของเซลล ์และท าหนา้ที่เก่ียวขอ้งกระบวนการต่างๆทางชีวภาพอีกมากมาย 
เช่น กระบวนการแบ่งตัวของเอมบริโอ กระบวนการสรา้งหลอดเลือดใหม่ กระบวนการตา้นการ
อกัเสบ รวมไปถึงการสมานแผล ถา้สารเคลือบเซลลเ์กิดความผิดปกติขึน้ก็อาจท าใหเ้ซลลน์ัน้เกิด
ความผิดปกติตามไปดว้ย ในสารเคลือบเซลลจ์ะประกอบไปดว้ย โปรตีโอไกลแคน (proteoglycan) 
และ เมทรกิซเ์มทลัโลโปรตีน (matrix metallo proteins, MMP) ผสานกนัอยู่ สารเคลือบเซลลท์ี่รูจ้กั 
เช่น คอลลาเจน (collagen) อีลาสติน (elastin) ไฟโบรเนคติน (fibronectin) และกรดไฮยาลโูรนิก 
(hyaluronic acid; HA) โดยที่คอลลาเจนเป็นโปรตีนโครงสรา้งหลกัที่ส  าคญัใหก้บัเซลล ์อีลาสติน
รกัษาความยืดหยุ่นใหก้บัผิว และกรดไฮยาลโูรนิก มีคณุสมบตัิในการดงึน า้ไวใ้นเซลล ์สง่ผลใหผ้ิวมี
ความเรียบเนียนชุ่มชืน้ เม่ืออายุมากขึน้ความไม่สมดลุระหว่างการสรา้งสารอนมุลูอิสระ และสาร
ตา้นอนุมลูอิสระก็เพิ่มขึน้ ท าใหผ้ิวเกิดริว้รอยหรือเกิดโรคต่างๆ เช่น ผิวหนงัอกัเสบ กลาก หลอด
เลือดอกัเสบ หรือมะเรง็ ดงันัน้อายขุองผิวจึงมีความสมัพนัธก์บักลไก oxidative metabolism และ
ปฏิกิรยิาในสิ่งมีชีวิต (species generation) โดยการสญูเสียโปรตีนโครงสรา้ง (structural protein) 
ในชัน้ผิวหนงัแท ้(dermis) เป็นสาเหตหุลกัในการเกิดริว้รอย อายทุี่เพิ่มขึน้ ท าใหค้วามยืดหยุ่นของ
ผิวหนงัลดลง เนื่องจากเกิดการเสียสมดลุระหวา่งการผลิต MMP และ matrix metallo proteinases 
(MMPs) ที่เป็นเอนไซมส์  าหรบัย่อยสลาย MMP เม่ืออายุเพิ่มขึน้ร่างกายจะมีการสรา้ง MMP ที่
ลดลง สง่ผลใหก้ารสรา้งสารเคลือบเซลลล์ดลงดว้ย และจะท าให ้MMPs ที่ประกอบไปดว้ย เอนไซม์
คอลลา จี เนส  (collagenase)  เ อน ไซม์อี ลาส เตส  (elastase)  เ อน ไซม์ไฮยาลู โ รนิ เ ดส 
(hyaluronidase) เกิดการย่อยสลายคอลลาเจน เสน้ใยอีลาสติน และกรดไฮยาลโูรนิกตามล าดบั 
สง่ผลใหผ้ิวหนงัแหง้ เกิดริว้รอยและเห่ียวย่น วิธีที่ดีท่ีสดุท่ีจะท าใหผ้ิวหนงัยงัคงความชุ่มชืน้ และลด
รอยเหี่ยวย่นได ้ก็คือ การยบัยัง้การท างานของ MMPs จะช่วยปอ้งกนัและลดการสลายตวัของสาร
เคลือบเซลลไ์ด ้(Zhang & Duan, 2018)   
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การศึกษาในเรื่องของการน าสารสกดัจากธรรมชาติมาใชแ้ทนการใชส้ารเคมี ในปัจจุบนั
นัน้เริ่มมีงานวิจยัเพิ่มมากขึน้ เนื่องจากสารสกดัจากธรรมชาติจะมีความปลอดภยัในเรื่องของการ
ท าใหเ้กิดอาการแพห้รือระคายเคืองไดน้อ้ยกวา่สารเคมีที่สงัเคราะหข์ึน้ โดยสารสกดัจากธรรมชาติ
ที่นิยมน ามาใช้ในการต่อต้านการเกิดริว้รอย จะเป็นสารสกัดที่ มีพฤกษเคมีในกลุ่มฟีนอลิก
(phenolic)  ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) แอนโทไซยานิน (anthocyanin) และแคโรทีนอยด์ 
(carotenoid) เป็นองคป์ระกอบหลกั เนื่องจากในการศกึษาพบวา่สารในกลุม่ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์
แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยดส์ามารถยบัยัง้การท างานของ MMPs ได ้ซึ่งจะท าใหส้ามารถลด
การเกิดริว้รอยได ้(Abhijit & Manjushree, 2010; Bessada et al., 2018) นอกจากนีย้งัมีรายงาน
ว่าสารสกดัจากดอกเข็มนัน้มีสารที่เป็นองคป์ระกอบทางพฤกษเคมีของสารในกลุม่ฟีนอลิก  ฟลาโว
นอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยดอ์ยู่ (Sharma et al., 2021) ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจที่
จะท าการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัจากดอกเข็มในการยบัยัง้การท างานของ MMPs 

เข็ม (Ixora coccinea L.) เป็นพืชในวงศ ์Rubiaceae เป็นไมใ้นเขตรอ้น มีถิ่นก าเนิดอยู่
แถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต ้  โดยจากการศึกษางานวิจ ัยพบว่าในสารสกัดดอกเข็มมี
สารประกอบกลุ่มฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยด์ (Sharma et al., 
2021; Srichaikul, 2016)  และยังพบว่าสารสกัดจากเข็มนัน้มีฤทธิ์ในการตา้นอนุม ูลอิสระ
(antioxidant) (Torey et al., 2010) นอกจากนีไ้ดมี้การทดสอบฤทธ์ิฟลาโวนอยด ์ในการยบัยัง้
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสพบว่า ฟลาโวนอยดส์ามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสได้ 
(Kuppusamy & Das, 1991) 

จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะท าการศึกษาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมช์นิดต่าง 
ๆ ท่ีเป็นสาเหตุใหเ้กิดริว้รอย ไดแ้ก่ ฤทธ์ิยับยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลา
จีเนส ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส และยงัสนใจท่ีจะหาปรมิาณของพฤกษเคมีในกลุม่ฟีนอลิก ฟลา
โวนอยด์ แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยด์เพื่อน ามาศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ
สารส าคญัท่ีพบในสารสกดัจากดอกเข็มกบัฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมช์นิดตา่ง ๆ 
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ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
ในการท าวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งัตอ่ไปนี ้
1. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซม์

อีลาสเตสของสารสกดัจากดอกเข็ม 
2. เพื่อหาปรมิาณรวมของสารประกอบในกลุม่ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และ

แคโรทีนอยดท์ี่มีในสารสกดัจากดอกเข็ม 
3. เพ่ือศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างปริมาณสาระส าคญัในดอกเข็มกบัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม ์

ไฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส 
 

ความส าคัญของการวิจัย 
การศกึษาในครัง้นีเ้ป็นการศกึษาเพื่อยืนยนัและตรวจสอบปรมิาณรวมของสารประกอบใน

กลุม่ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยดท์ี่มีอยู่ในสารสกดัจากดอกเข็ม เพื่อใช้
ในการคาดเดาฤทธ์ิของสารสกดัจากพฤกษเคมีท่ีตรวจพบได ้และศึกษาฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส เพื่อเป็นแนวทางในการน าสาร
สกัดจากดอกเข็มที่น่าสนใจ ไปพัฒนาหรือต่อยอดเพื่อท าออกมาเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพหรือ
เครื่องส าอาง ที่สามารถใชส้  าหรบัชะลอวยัและยบัยัง้รอยเหี่ยวย่นได ้

ขอบเขตของการวิจัย 
 ตัวแปรทีศ่ึกษา 

1. ศกึษาฤทธ์ิลดเลือนริว้เรอืยของสารสกดัจากดอกเข็ม ไดแ้ก่ 
1.1. ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ดว้ยวิธี colorimetric 
1.2. ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส ดว้ยวิธี spectrophotometric 
1.3. ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส ดว้ยวิธี spectrophotometric 

2. ศกึษาปรมิาณพฤกษเคมีของสารสกดัจากดอกเข็ม ไดแ้ก่ 
2.1. สารประกอบฟีนอลิก ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu 
2.2. สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์ดว้ยวิธี aluminium chloride complexation colorime-

tric 
2.3. สารกลุม่แอนโทไซยานิน ดว้ยวิธี pH differential method 
2.4. สารกลุม่แคโรทีนอยด ์ดว้ยวิธี spectrophotometry 
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3. ศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างปริมาณสาระส าคญัในดอกเข็มกบัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม ์
ไฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส 

 

นิยามศัพทเ์ฉพาะ  
 ฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส หมายถึง ประสิทธิภาพในการยบัยัง้ของสารสกดัท่ี
สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสได ้โดยสามารถวดัไดจ้ากคา่ %inhibition และ 
the half maximal inhibitory concentration (IC50)  
 ฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซมค์อลลาจีเนส หมายถึง ประสิทธิภาพในการยับยัง้ของสารสกัดที่
สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมค์อลลาจีเนสได ้โดยสามารถวดัไดจ้ากค่า %inhibition และ 
the half maximal inhibitory concentration (IC50)  
 ฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส หมายถึง หมายถึง ประสิทธิภาพในการยบัยัง้ของสารสกดั
ที่สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมอ์ีลาสเตสได ้โดยสามารถวดัไดจ้ากค่า %inhibition และ 
the half maximal inhibitory concentration (IC50) 
 %inhibition หมายถึง รอ้ยละการยบัยัง้การท างานของเอนไซมท์ี่ท  าการทดสอบ ซึ่งวดัผลจาก
ค่าการดดูกลืนแสง (optical density) ที่ความยาวคลื่นตา่ง ๆ แลว้น ามาค านวณโดยใชส้มการ 
 The half maximal inhibitory concentration (IC50) หมายถึง ประสิทธิภาพของสารสกัดใน
การยบัยัง้การท างานของเอนไซมท์ี่ท  าการทดสอบไดร้อ้ยละ 50 โดยค านวณไดจ้ากสมการเสน้ตรง
ที่ไดจ้ากกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัและรอ้ยละของการยบัยัง้เอนไซมท์ี่
อยู่ในช่วง 0-100  
 

สมมิตฐานการวิจยั 
1. สารสกดัจากดอกเข็มสีต่าง ๆ มีฤทธ์ิในการลดเลือนริว้รอยโดยยบัยัง้การท างานของ

เอนไซมช์นิดต่างๆไดแ้ก่ เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอมไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส 
2. สารสกดัจากดอกเข็มสีต่าง ๆ มีสารประกอบในกลุม่ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซ-

ยานิน และแคโรทีนอยด ์
3. สารสกดัจากดอกเข็มสีต่าง ๆ มีความสมัพนัธก์นัระหว่างปริมาณสารส าคญัในดอก

เข็มกบัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอี์ลาสเตส 
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

2.1. ข้อมูลทางพฤกษศาสตรข์องดอกเข็ม 
เข็ม (Ixora coccinea L.) เป็นพืชในวงศ ์Rubiaceae เป็นไมใ้นเขตรอ้น มีถิ่นก าเนิดอยู่

แถบ เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์คือ เป็นไมพุ้ม่ขนาดเลก็ ล าตน้สงู 3-5 ฟตุ 
แตกกิ่งกา้นสาขาแผ่เป็นพุ่ม ใบแข็งและเปราะลกัษณะมนรี ปลายแหลมโคนใบมน เรียงสลบั ดอก
ออก เป็นช่อใหญ่บริเวณตรงกลางส่วนยอดของตน้ ในแต่ละช่อประกอบดว้ยดอกขนาดเล็กๆ 
มากมาย ดอกมีลกัษณะเป็นหลอด ตรงปลายหลอดแยกเป็นกลีบ 4-5 กลีบ ปลายกลีบแหลม โดย
ดอกมีสี ต่างๆ (Abdullah et al., 2016; KV & Deodhar) เช่น สีแดง (ภาพประกอบ 1) สีเหลือง 
(ภาพประกอบ 2) สีชมพ ู(ภาพประกอบ 3) สีสม้ (ภาพประกอบ 4)  
            

 

 

 

ภาพประกอบ 1 ดอกเข็มสีแดง 
 
 
 
 
 

 

 
ภาพประกอบ 2 ดอกเข็มสีเหลือง 
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ภาพประกอบ 3 ดอกเข็มสีชมพ ู
 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 4 ดอกเข็มสีสม้ 
 

2.2. การสกัดสารจากดอกเข็ม  
จากการศึกษางานวิจัยต่าง ๆ พบว่า การสกัดสารจากดอกเข็ม จะนิยมใชว้ิธี solvent 

extraction และตัวท าละลายที่เหมาะสมในการน ามาสกัดคือ เมทานอล เนื่องจากเป็นตัวท า
ละลายที่มีขัว้ และเม่ือเทียบกบัการใชต้วัท าละลายอื่นเช่น เฮกเซน (hexane) หรือ ไดคลอโรมีเทน 
(dichloromethane) จะพบว่า เมทานอลจะให้ปริมาณสารสกัดออกมาได้ถึงรอ้ยละ 9.43 แต่ 
เฮกเซน และไดคลอโรมีเทนได้ปริมาณสารสกัดออกมาร้อยละ 5.42 และ 3.56 ตามล าดับ 
นอกจากนีย้งัพบว่าสารสกดัจากดอกเข็มท่ีใช ้เมทานอลเป็นท าละลาย ใหฤ้ทธ์ิในการตา้นอนุมลู
อิ ส ระถึ ง ร้อยละ  90 (Ounamornmas & Sommano, 2016; Torey et al., 2010) แต่ ในการ
ศึกษาวิจัยครัง้นีจ้ะใช ้เอทานอลแทนเมทานอล เนื่องจากมีความปลอดภัยในการสกัด และการ
น าไปทดสอบมากกว่า โดยจะน าค่า dielectric constant มาค านวณใหค้วามมีขัว้ของเอทานอล
ใกลเ้คียงกบัเมทานอลมากที่สดุ จากสมการ  

𝜀𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 = (𝜀1 𝑥 %1) +  (𝜀2 𝑥 %2) + ⋯  
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โดยที่ค่า dielectric constant ของเมทานอล เอทานอล และน า้จะมีค่า 32.6, 24.3 และ 
78.5 ตามล าดบั ซึ่งจะใช ้เอทานอลผสมกบัน า้ เพื่อใหค้วามมีขัว้ใกลเ้คียงกบัเมทานอลมากที่สดุ 
และเม่ือท าการค านวณแลว้จะไดป้ริมาณเอทานอลอยู่ที่ 84.69% เพื่อใหง้่ายต่อการเตรียมใน
งานวิจยัจงึจะใชเ้ป็น เอทานอล 80%  

2.3. พฤกษเคมีและฤทธิท์างชวีภาพของเข็ม  
จากการศึกษาพบว่าพฤกษเคมีที่มีการคน้พบโดยใชเ้ครื่องมือ Liquid Chromatography 

Multi-stage Mass Spectrometry (LC-MS) ในใบเข็มจะพบ แคทีชิน (catechin), เควอเซติน 
(quercetin) และแคมป์เฟอรอล (kaempferol) แต่ในล าตน้จะพบแค่แคมป์เฟอรอลเป็นหลกั แต่
สารทัง้หมดที่พบจะเป็นสารในกลุม่ฟลาโวนอยด ์(Jaiswal et al., 2014) นอกจากนีย้งัมีการศกึษา
พฤกษเคมีในดอกเข็มโดยใช้เครื่องมือ high performance liquid chromatography (HPLC) 
พบว่ามี กรดแกลลิก (gallic acid), แคทีชิน และกรดคลอโรเจนิก (chlorogenic acid) ซึ่งเป็น
สารประกอบฟีนอลิก (Srichaikul, 2016) และพบสารประเภทแคโรทีนอยดใ์นดอกเข็ม โดยพบว่า
ดอกเข็มสีเหลืองมีปรมิาณแคโรทีนอยดม์ากที่สดุ (Sharma et al., 2021) 

เข็มเป็นพืชท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย โดยไดมี้การศึกษาสารส าคญัในใบเข็ม และ
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ (antioxidant) พบว่าเข็มมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ
ที่รอ้ยละ 50 อยู่ที่ 9.63 µg/mL (DPPH assay) (Upadhyay et al., 2014) และพบว่าส่วนที่สกัด
จากตัวท าละลาย เมทานอล เป็นส่วนของสารท่ีมีฤทธ์ิมากท่ีสุดคือ ฤทธ์ิตา้นการอักเสบ ในการ
ทดสอบสารตา้นจลุชีพ พบว่าใบเข็มท่ีสกดัดว้ยเมทานอล มีฤทธ์ิมาก (MIC 0.125–2 mg/mL) เม่ือ
เทียบกับสารสกัดตัวท าละลายอื่น ๆ โดยพบว่าไวต่อเชือ้ gram positive Bacillus subtilis และ 
gram negative Klebsiella pneumoniae มากที่สุด (MIC 0.125 และ 0.25 mg/mL ตามล าดับ) 
ฤทธ์ิในการสมานแผล พบว่าใบเข็มที่สกัดดว้ยเมทานอล ช่วยเพิ่มปริมาณเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์
(fibroblast proliferation activity) ที่ความเขม้ขน้ 12.5 µg/mL (Upadhyay et al., 2014) และฤทธ์ิ
ในการยบัยัง้แซนทีนออกซิเดส (xanthine oxidase) ซึ่งมีประโยชนใ์นการรกัษาโรคตบัและโรคเกาต ์
ที่เกิดจากการสรา้งกรดยรูิกและซูเปอรอ์อกไซดแ์อนไอออนเรดิคลั โดยฤทธ์ิในการยบัยัง้แซนทีนอ
อกซิเดสของ ใบ ดอก และล าตน้ของเข็ม มีรอ้ยละของการยบัยัง้อยู่ระหวา่ง 39.7 ถึง 77.3 ในขนาด 
(12.5–100 µg/mL) (Torey et al., 2010)  

จากขอ้มลูท่ีกลา่วมาขา้งตน้ ยงัไม่มีการทดสอบฤทธ์ิในดา้นของการลดเลือนริว้รอย ท าให้
ผูว้ิจยัสนใจท่ีจะศกึษาฤทธ์ิลดเลือนริว้รอยซึง่ไดแ้ก่ ฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ฤทธ์ิใน
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การยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนส ฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตส เน่ืองจากเห็นว่าเข็มมี
ความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระ น่าจะมีสารท่ีสามารถยบัยัง้เอนไซมข์า้งตน้ได ้ 

2.4. การเกิดริว้รอย 
การเกิดริว้รอยในรา่งกาย เกิดจากการที่องคป์ระกอบของรา่งกายนัน้เกิดความไม่สมดลุกนั

ระหว่างกระบวนการสรา้งและกระบวนการสลาย หรือเรียกไดว้่ามีการสรา้งที่ลดลง ส่งผลให้
ร่างกายที่เคยไรร้ิว้รอยนัน้เกิดมีริว้รอยขึน้มาได ้การเกิดริว้รอยตามผิวหนังเป็นสิ่งที่เกิดขึน้ตาม
ธรรมชาติ ซึ่งเกิดจากความเสื่อมของรา่งกายและเวลาที่ผ่านไป โดยลกัษณะที่เราจะมองเห็นไดค้ือ 
ผิวหนังมีร่องลึก เกิดริว้รอย และขาดความยืดหยุ่น และการเสื่อมสภาพของผิวหนงัสามารถแบ่ง
ออกได ้2 ปัจจยั ไดแ้ก่  

ปัจจัยภายใน (intrinsic aging) ซึ่งเกิดจากกระบวนการภายในร่างกายที่หลีกเลี่ยงไม่ได ้
การเกิดความแก่ของผิวหนังที่เกิดจากปัจจัยภายในมีความสัมพันธ์กับพันธุกรรม ความเครียด 
ฮอรโ์มน เป็นตน้ โดยเซลลผ์ิวหนงัของรา่งกายมนษุยจ์ะประกอบไปดว้ยสว่นต่างๆที่ส  าคญั และสิ่ง
ที่ส  าคัญที่ช่วยใหเ้ซลลย์งัสามารถคงสภาพอยู่ไดน้ั่นก็คือ extracellular matrix หรือที่เราเรียกว่า
สารเคลือบเซลล ์ซึ่ง ECM เป็นสว่นที่ส  าคญัของชัน้หนงัก าพรา้ (epidermis) และหนงัแท ้(dermis) 
ในผิวหนังมนุษย ์โดยชัน้หนังก าพรา้จะถูกพยุงไวด้ว้ยชัน้หนงัแทท้ี่มีเมทริกซท์ี่อยู่นอกเซลล ์จะมี
ลกัษณะเป็นของเหลว มีส่วนส าคญัในการค า้จุนโครงสรา้งของเซลล ์ซึ่งประกอบไปดว้ย โปรติโอ
ไกลแคน (proteoglycan) เก่ียวพนัอยู่กบัเมทริกซเ์มทลัโลโปรตีน (matrix metallo proteins) เช่น 
คอลลาเจน (collagen) อิลาสติน (elastin) และ กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid; HA) พยาธิ
สภาพที่เกิดขึน้คือ ชั้นหนังก าพรา้ (ไม่รวม stratum corneum เนื่องจาก ผิวหนังชัน้นีไ้ม่เกิดการ
เปลี่ยนแปลง) ชัน้หนงัแทบ้างลง เสื่อมสภาพ และบริเวณรอยต่อผิวหนงัชัน้หนงัแทก้บัหนงัก าพรา้
เกิด flattening มากขึน้เนื่องจากการสรา้งเซลลผ์ิวหนงัลดลง ส าหรบักระบวนการเสื่อมสลายของ
เซลล ์การวิจยัพบว่าเม่ืออายมุากขึน้ การเพิ่มจ านวนของเซลลใ์นชัน้ฐานจะลดลง จากนัน้ผิวหนงั
ชัน้นอกจะบางลง และพืน้ที่ผิวสมัผสัระหวา่งผิวหนงัชัน้หนงัแทแ้ละชัน้หนงัก าพรา้ลดลง สง่ผลใหมี้
การแลกเปลี่ยนพืน้ผิวที่เล็กลงส าหรบัส่งสารอาหารไปใหก้บัผิวชัน้นอก และความสามารถในการ
เพิ่มจ านวนเซลลพ์ืน้ฐานลดลง โดยในสภาวะปกติสามารถพบเอนไซมท์ี่ท  าหนา้ที่ย่อยเมทรกิซท์ี่อยู่
นอกเซลล์ (matrix metallo proteinases; MMPs) เช่น เอนไซม์คอลลาจีเนส (collagenase) 
ส  าหรบัย่อยคอลลาเจน เอนไซมอ์ีลาสเตส (elastase) จะย่อยสลายเสน้ใยอีลาสติน และ เอนไซมไ์ฮ
ยาลูโรนิเดส (hyaluronidase) จะย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิก โดยเอนไซมเ์หล่านีเ้ป็นเอนไซมท์ี่
ส  าคญัในการย่อยสลายเมทริกซท์ี่อยู่นอกเซลลข์องผิวหนงั ซึ่งในสภาวะปกติจะพบเอนไซมเ์หล่านี ้
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ในปริมาณที่ต  ่า และจะพบปริมาณของ tissue inhibitor of metallo proteinases (TIMPs) ไดแ้ก่ 
TIMP-1 และ TIMP-3 ที่มีปรมิาณค่อนขา้งสงูซึ่งมีหนา้ที่ยบัยัง้เอนไซม ์MMPs แต่ในกรณีที่เกิดการ
เสื่อมสภาพของผิวหนงั จะมีปรมิาณ MMPs ค่อนขา้งสงูและมี TIMPs ค่อนขา้งต ่า ซึ่งเกิดการขาด
คอลลาเจน อีลาสติน และกรดไฮยาลโูรนิก จะส่งผลใหโ้ครงสรา้งของเซลลไ์ม่แข็งแรง ไม่ยืดหยุ่น 
และขาดน า้ ท าใหผ้ิวดไูม่เรียบเนียนชุ่มชืน้  

ปัจจัยภายนอก (extrinsic aging) เช่น มลพิษทางอากาศ การสบูบุหรี่ โภชนาการที่ไม่ดี 
และแสงแดด ส่งผลใหเ้กิดริว้รอยที่หยาบกรา้น สญูเสียความยืดหยุ่น ความหย่อนคลอ้ย โดยการ
ไดร้บัแสงแดดน าไปสู่การเสื่อมสภาพของผิว เนื่องจากแสงแดดนัน้จะมีรงัสียูวี (ultraviolet; UV) 
การสมัผัสกับรงัสียูวีเป็นปัจจัยหลกัของการเสื่อมสภาพของผิวภายนอก คิดเป็นประมาณ 80% 
ของริว้รอยบนใบหนา้ โดยพบว่าหนงัก าพรา้ที่ฉายรงัสี UV จะหนาขึน้ และดมีูอายเุกินกวา่อายขุอง
ผิวหนงัจรงิ โดยรงัสียวูีจะไปกระตุน้ใหมี้การสรา้งเอนไซม ์MMPs เพิ่มมากขึน้ ท าใหมี้การลดลงของ 
คอลลาเจน อีลาสติน และกรดไฮยาลูโรนิก นอกจากนีร้งัสียูวียังสามารถท าใหเ้กิดอนุมูลอิสระ 
(Free radical และ reactive oxygen species, ROS) โดยกลไกของ ROS ที่ท  าใหก้ารเสื่อมสภาพ
ของผิ วหนังคื อ  คื อ  ROS ไปกระตุ้น  growth factor cytokine receptors บนผิ วของ เซลล์  
fibroblasts สง่ผลท าใหเ้กิดการสง่สญัญาณไปยงั protein kinase แลว้กระตุน้ activating protein-
1 (AP-1) ในนิวเคลียส และไปเพิ่มระดบัของ AP-1 สง่ผลท าใหป้รมิาณของเอนไซม ์MMPs เพิ่มขึน้ 
และเกิดการท าลายเมทริกซท์ี่อยู่นอกเซลล ์(Abhijit & Manjushree, 2010; Ganceviciene et al., 
2012; Papakonstantinou et al., 2012; Zhang & Duan, 2018) 

2.5. สารประกอบฟีนอลกิ (Phenolic compound) และการหาปริมาณรวมของ
สารประกอบฟีนอลกิ (Total phenolic content determination)  

สารประกอบฟินอลิก จัดเป็นสารเมตาบอไลตท์ุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่พืช
สรา้งขึน้ และพบไดม้ากในธรรมชาติ โดยในปัจจบุนัพบสารประกอบฟีนอลิกมากกว่า 8,000 ชนิด 
ในธรรมชาติ ซึง่สารประกอบฟีนอลมีสตูรโครงสรา้งทางเคมีเป็นวงแหวน ที่เป็นอนพุนัธข์องวงแหวน
เบนซิน มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) อย่างนอ้ยหนึ่งหมู่ต่ออยู่ และสารประกอบฟีนอลิกพืน้ฐาน 
คือ สารฟีนอล (phenol) ที่ต่ออยู่กับกรดคารบ์อกซิลิก (-COOH group) รวมไปถึงอนุพันธุ์ของ
สารประกอบฟีนอล ซึ่งมีการแทนที่ดว้ยหมู่ฟังกช์ันต่างๆ เช่น ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ลิกนิน 
(lignins) กรดซินนามิก (cinnamic acid) ซึ่งการจ าแนกสารประกอบฟีนอลิก สามารถจ าแนกออก
ไดเ้ป็น 5 กลุม่ ดงันี ้(Liu, 2004)  
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ภาพประกอบ 5  โครงสรา้งของฟีนอล (ซา้ย) และกรดฟีนอลิก (ขวา) 
       ที่มา: en.wikipedia.org 
2.5.1. กลุม่กรดฟีโนลิก สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุม่ คือกลุม่ที่เป็นโครงสรา้งของกรดไฮ

ดรอกซีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acids) ได้แก่ กรดแกลลิก (gallic acid) และกลุ่มที่ เป็น
โครงสรา้งของกรดไฮดรอกซีซินนามิก (hydroxycinnamic acid) ไดแ้ก่ กรดคาเฟอิก (caffeic 
acid)  กรดเฟอรูลิก (ferulic acid) และกรดคมูารกิ (coumaric acid) (Butkhup, 2012) 

2.5.2. กลุม่ฟลาโวนอยด ์เป็นกลุม่ใหญ่ สามารถแบง่ออกไดเ้ป็น 7 กลุม่ตามต าแหน่งของ
หมู่ ฟังก์ชัน ประกอบด้วยกลุ่ม ฟลาโวนอล (flavonols) ฟลาโวน (flavones) ฟลาวาโนน
(flavanones) ฟลาวานอล (flavanols) ฟลาวาโนนอล (flavanonols) ไอโซฟลาโวน(isoflavones) 
และแอนโธไซยานิดิน (anthocyanidins) (Yoosatit & Klinchan, 2016) 

2.5.3. กลุ่มสติลบีนส ์(stilbenes) ในธรรมชาติจะถูกสรา้งขึน้โดยพืชเพื่อป้องกนัเชือ้โรค 
รวมไปถึงแมลง และสามารถป้องกนัแสงแดด จากการศึกษาพบว่ามีฤทธ์ิในการตา้นออกซิเดชนั 
และตา้นการอกัเสบได ้(Butkhup, 2012) 

2.5.4. กลุ่มคูมารินส์ (coumarins) สามารถแบ่งโครงสร้างออกได้เป็น 4 กลุ่มตาม
ลั ก ษณะ โ ค ร ง ส ร้ า ง ดั ง นี ้  คู ม า ริ น อ ย่ า ง ง่ า ย  ( simple coumarins) ฟู แ ร โ น คู ม า ริ น 
(furanocoumarins) ไพแรโนคูมาริน (pyranocoumarins) และคูมารินที่มีหมู่แทนที่เป็นไพโรน 
(pyrone-substituted coumarins) (Küpeli Akkol et al., 2020) 

2.5.5. กลุ่มแทนนินส ์(tannins) สามารถแบ่งตามโครงสรา้งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่คือ 
condensed tannins เป็นสารที่ไม่ถูกย่อยแต่เม่ือถกูกรดหรือเอนไซมจ์ะสลายใหส้ารสีแดงซึ่งไม่
ละลายน า้ และอีกกลุ่มคือ hydrolysabletannins เช่น gallic acid หรือ ellagic acid จบักนัเป็น
โมเลกลุใหญ่เป็นสารที่ถกูย่อย (hydrolyse) ไดโ้ดยกรดหรือเอนไซม ์(Butkhup, 2012) 
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ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของฟลาโวนอยด ์(ซา้ย) และโครงสรา้งของสติลบีนส ์(ขวา) 

           
ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของคมูารนิส ์(ซา้ย) และโครงสรา้งของแทนนินส ์(ขวา) 

           ที่มา: en.wikipedia.org 

ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกที่พบในธรรมชาติจะมีปริมาณที่แตกต่างกัน แต่เป็นสารที่มี
บทบาทส าคญัเน่ืองจากมีฤทธ์ิตา้นแบคท่ีเรีย ตา้นการอกัเสบและยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์ซึ่ง
รวมไปถึงเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส คณุสมบตัิดงักลา่วนี ้
มีความสมัพนัธก์บัคณุสมบตัิการเป็นสารตา้นอนมุลู ซึ่งจากการศึกษาพบว่าเข็มมีสารส าคญัที่อยู่
ในกลุม่ฟีนอลิก จงึไดมี้การหาปรมิาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกในสารสกดัจากดอกเข็ม 

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดที่สกัดไดด้ว้ยวิธี Folin-Ciocalteu method 
โดยใช้หลักการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องมือ UV-Vis spectrophotometer ซึ่งเป็นการวัดค่าการ
ดดูกลืนแสงของสารละลาย ที่ใหส้ีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ระหว่างสารละลายกบัสารทดสอบ Folin-
Ciocalteu reagent ที่ประกอบไปดว้ยโซเดียมโมลิบเดต (sodium molybdate) กรดฟอสฟอริก 
(phosphoric acid) และโซเดียมคารบ์อเนต (sodium carbonate) โดยพบวา่สารจากธรรมชาติท่ีมี
กลุม่ฟีนอลิกไฮดรอกซิล (phenolic hydroxyl group) หรอืสารกลุม่พอลีฟีนอล (polyphenols) เป็น
องค์ประกอบ จะเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น ( reduction) กับสารทดสอบ Folin-Ciocalteu reagent 
(Mo6+) ซึ่งมีสีเหลืองให้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็น phosphotungstatic acid และ phosphomolyp 
(Mo5+) ซึ่งมีสีน า้เงิน และน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ส าหรบัการ
หาปริมาณรวมของสารประกอบฟินอลิคในสารตัวอย่างนั้น ค านวณโดยใช้การสร้างกราฟ
มาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก เพื่อวิเคราะหห์าปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกในสาร
ตวัอย่าง จากสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานเพื่อรายงานค่าในหน่วย Gallic acid equivalents 
(GAE) (CHEEWABANTHOENG & Tadtong, 2021; Suksomboon et al., 2021) 
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2.6. สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์(Flavonoids) และการหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์
(Total flavonoid content determination) 

สารประกอบฟลาโวนอยดเ์ป็นสารผลิตภัณฑธ์รรมชาติประเภทหนึ่งที่พบไดท้ั่วไปในพืช 

โครงสรา้งพืน้ฐานของสารประกอบฟลาโวนอยดมี์สูตรโครงสรา้งทางเคมีเป็นฟลาแวน ( flavan) 

หรือ 2-ฟีนอลเบนโซไพแรน (2-phenylbenzopyran) ประกอบดว้ยคารบ์อน 15 อะตอม เรียงกัน

แบบ C6-C3-C6 เรียงเป็น 3 ring เรียกเป็น ring A, B, และ C โดย ring A และ B เป็นวงเบนซีน 

(benzene ring) ส่วน ring C เป็น heterocyclic pyran ring ซึ่งอยู่ตรงกลางของโครงสรา้ง ท าให้

โครงสรา้งที่ไดเ้ป็นแบบวงแหวนโครแมน (chroman ring) ในธรรมชาติสารประกอบฟลาโวนอยดมี์

มากกว่า 4,000 ชนิด ส่วนใหญ่ อยู่ในรูปฟลาโวนอยดไ์กลโคไซคซ์ึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิลหนึ่งหมู่ หรือ

มากกวา่ในโมเลกลุของสารประกอบฟลาโวนอยด ์จะเกิดพนัธะกบัโมเลกลุของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว 

เช่น กลูโคส (glucose) แรมโนส (rhamnose) อะราบิโนส  (arabinose) และไซโลส (xylose) 

สารประกอบ ฟลาโวนอยดส์ามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยตามต าแหน่งของหมู่ฟังกช์ันซึ่งแทนที่ใน

โครงสรา้งพืน้ฐาน ไดเ้ป็น 7 กลุม่  

2.6.1. ฟลาโวนอล (flavonols) เช่น เควอเซติน (quercetin) แคมป์เฟอรอล (kaempferol) 
ไมรซิิติน (myricetin)  
2.6.2. ฟลาโวน (flavones) เช่น ลตูิโอลิน (luteolin) อาพิจินิน (apigenin)  
2.6.3. ฟลาวาโนน (flavanones) เช่น เฮสเพอรติิน (hesperetin) 
2.6.4. ฟลาวานอล (flavanols) เช่น แคทิชิน (catechin) แกลโลแคทิชิน (gallocatechin) 
2.6.5. ฟลาวาโนนอล (flavanonols) เช่น แทกซิโฟลิน (taxifolin)  
2.6.6. ไอโซฟลาโวน (isoflavones) เช่น เดดซีน (daidzein) จีนิสตีน (genistein) 
2.6.7. แอนโทไซยานิน  (anthocyanins) เ ช่ น  ไซยานิดิ น  (cyanidin) เดลฟินิ ดิ น 
(delphinidin) มาลวิดิน (malvidin) เพลาโกนิดิน (pelargonidin) (Yoosatit et al., 2016) 
การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ด้วยวิ ธี  aluminium chloride 

complexation colorimetric method โดยใช้เควอเซติน (quercetin) เป็นสารมาตรฐาน โดย
หลกัการคือ AlCl3 จะเขา้ท าปฏิกิริยากบัหมู่คีโต (keto group) ในคารบ์อนต าแหน่งที่ 4 และหมู่ไฮ
ดรอกซีลในคารบ์อนต าแหน่งที่ 3 และต าแหน่งที่ 5  ของฟลาโวนและฟลาโวนอลหรือท าปฏิกิริยา
กบั ไดไฮดรอกซิล (dihydroxyl) ที่วงแหวน A และ B เกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นที่มีสีเหลือง โดย
จะท าการวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 415 นา
โนเมตร หลงัจากการเขา้ท าปฏิกิริยาผ่านไปแลว้ 40 นาที จากนัน้ท าการสรา้งกราฟมาตรฐานของ
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สารละลายเควอเซติน เพื่อน าสมการเสน้ตรงไปค านวณหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโว
นอยดใ์นสารละลายตวัอย่าง (CHEEWABANTHOENG et al., 2021) 

 

2.7. สารกลุ่มแอนโทไซยานิน (Anthocyanins) และการหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโท
ไซยานิน (Total anthocyanin content determination) 

แอนโทไซยานิน  เป็นสารใหส้ีตามธรรมชาติที่จดัอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด ์และเป็นสารรงค
วัตถุ (pigment) ที่ใหส้ีในพืช เช่น สีแดง สีน า้เงิน โดยสามารถพบไดใ้นทัง้ดอกและผล สามารถ
ละลายน า้ไดด้ี และสีของแอนโทไซยานินจะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะกรด-เบส จึงท าหนา้ที่เป็น
อินดิเคเตอรว์ัดความเป็นกรด-ด่างได ้(pH indicator) โดยที่ pH นอ้ยกว่า 4.5 จะใหส้ีแดง ที่ pH 
มากกว่า 4.5 ไม่มีสี และที่สภาวะเป็นกลาง (pH = 7) ใหส้ีน า้เงิน แอนโทไซยานินมีคณุสมบตัิช่วย
ตา้นอนุมูลอิสระ สามารถลดอาการอักเสบ ช่วยปกป้องหลอดเลือด ซึ่งโครงสรา้งของแอนโทไซ
ยานินจะประกอบไปดว้ยสว่นของอะไกลโคน (aglycone) น า้ตาล และหมู่เอซิล (acyl group) โดย
จะเป็นคารบ์อนเรียงต่อกัน 15 อะตอม แบบ C6-C3-C6 เรียงเป็น 3 ring หรือเรียกโครงสรา้งนีว้่า 
flavylium โดยการเกิดสีต่าง ๆ จะเกิดจากการแทนที่ดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล (OH) และหมู่เมทอกซี 
(OCH3)  ของ flavylium ring ถา้หากมีการแทนที่ดว้ยหมู่ไฮดรอกซิลมาก จะท าใหเ้กิดเฉดสีน า้เงิน 
แต่ถา้มีการแทนที่ดว้ยหมู่เมทอกซี แอนโทไซยานินจะอยู่ในรูปออกโซเนียม (oxonium form) จะท า
ใหเ้กิดเฉดสีแดง(Fakngoen & Meerod, 2017)  

การหาปรมิาณแอนโทไซยานินดว้ยวิธี pH Differential method จะใชส้ารละลายสองชนิด
ในการวัดคือ KCl buffer และ CH3COONa ที่ pH 1.0 และ 4.5 ตามล าดับ และจะท าการวัดผล
ดว้ย UV-Vis spectrophotometer จากค่าการดูดกลืนแสงของสีที่เปลี่ยนแปลงไป เนื่องจากเม่ือ
โครงสรา้งของแอนโทไซยานินเปลี่ยนแปลงไป จะท าใหไ้ดส้ีของสารละลายที่แตกต่างกนั หากอยู่ที่ 
pH 1.0 แอนโทไซยานินจะอยู่ในรูปออกโซเนียมของฟลาวิเลียม ซึ่งใหส้ีสม้แดง และที่ pH 4.5  
แอนโทไซยานินจะอยู่ในรูปเฮมิคีทอล (hemiketal form) ของคารบ์ินอล ซึ่งไม่มีสี เม่ือท าการวดัค่า
การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตรของ pH 1.0 และ 4.5 แลว้น ามาหกัลบกนั จะได้
เป็นปริมาณรวมของสารแอนโทไซยานินในสารที่เราทดสอบ และในกรณีที่สารละลายมีความขุ่น
จะตอ้งท าการวดัที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร เพื่อน ามาหกัลบค่าความขุ่น ที่อาจจะท าใหก้าร
หาปรมิาณแอนโทไซยานินคลาดเคลื่อนได ้ดงัสมการ 

 
Absanthocyanin = (Abs510-Abs700)pH 1.0 - (Abs510-Abs700)pH 4.5 
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ภาพประกอบ 8 โครงสรา้งของแอนโทไซยานินที่ pH ตา่ง ๆ 

ที่มา : อรุษา เชาวนลิขิต. (2554). วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขา
วิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี). 

ขอ้ควรระวังในการใชว้ิธี pH Differential method คือสารละลายที่น  ามาทดสอบ ควรมี 
pH ที่ถูกตอ้งและแม่นย า เนื่องจากหาก pH ที่น  ามาทดสอบเปลี่ยนแปลงไปจากค่ามาตรฐาน จะ
ส่งผลให้ค่าการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานินมีความคลาดเคลื่อนได้ และจะส่งผลต่อการ
ค านวณหาปริมาณแอนโทไซยานิน โดยควรท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง หลังจากปล่อยให้
สารละลายท าปฏิกิรยิากนัเป็นเวลาอย่างนอ้ย 15 นาที แต่ไม่ควรนานเกิน 60 นาที (Chaovanalikit, 
2011) 

2.8. สารกลุ่มแคโรทนีอยด ์(Carotenoids) และการหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแคโรที
นอยด ์(Total carotenoid content determination) 

แคโรทีนอยด์เป็นองค์ประกอบส าคัญของสิ่งมีชีวิตที่สังเคราะห์ด้วยแสง เนื่องจากมี
คุณสมบตัิป้องกันแสง และดูดกลืนแสงความยาวคลื่นระหว่าง 400 ถึง 550 นาโนเมตร ซึ่งท าให้
สารประกอบของสิ่งมีชีวิตที่มีแคโรทีนอยดจ์ะพบสีแดง สม้ หรือเหลือง แคโรทีนอยดถ์ูกจดัใหเ้ป็น
สารทุติยภูมิในกลุ่มเทอรปี์นอยด ์(terpenoids) โดยมีโครงสรา้งพืน้ฐานประกอบดว้ย isoprene 
unit (C5) ทัง้หมด 8 หน่วยมาเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะโคเวเลนตไ์ดเ้ป็น tetraterpene ที่มีคารบ์อน 40 
ตัว และเกิดการคอนจูเกตกันของพันธะคู่ในสายยาวของแคโรทีนอยดซ์ึ่งมีความส าคัญต่อการ
ท างานที่เหมาะสมของแคโรทีนอยด ์เช่น ช่วยใหก้ารดดูกลืนแสงส าหรบัสิ่งมีชีวิตที่สงัเคราะหด์ว้ย
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แสงดีขึน้ ซึ่งแคโรทีนอยดส์ามารถจ าแนกออกไดเ้ป็นสองประเภทคือ hydrogenated carotenoid 
derivatives หรือกลุ่มแคโรทีน (carotene) และ oxygenated carotenoid derivatives หรือกลุ่ม
แซนโทฟีล (xanthophyll) ในกลุม่แคโรทีน จะเป็นกลุม่ที่มีไฮโดรคารบ์อนอยู่ในโมเลกลุ ซึ่งเป็นสาร
ที่ไม่มีขั้ว จึงละลายได้ดีในไขมัน โดยสารในกลุ่มนีท้ี่ เ ราจะพบได้คือ อัลฟาแคโรทีน (alpha-
carotene) เบตา้แคโรทีน (beta-carotene) และไลโคปีน (lycopene) ส่วนในกลุ่มแซนโทฟีล จะ
เป็นกลุ่มที่มีอะตอมของออกซิเจนอยู่ในโมเลกุล ท าใหมี้ขัว้มากกว่าและละลายในน า้ไดด้ีกว่าใน
ไขมนั โดยสารที่เราจะพบคือ ลทูีน (lutein) ซีแซนทีน (zeaxanthin) แอสตรา้แซนทีน (astraxanthin) 
เป็นตน้ (Tan & Norhaizan, 2019; Tanaka et al., 2008) 

จากการศกึษาปรมิาณแคโรทีนอยดท์ี่ผมในดอกเข็ม พบวา่ดอกเข็มสีเหลืองมีปรมิาณแคโร
ทีนอยดม์ากที่สดุ และรองลงมาเป็นดอกเข็มสีสม้ และสีอื่น ๆ ซึ่งสมัพนัธ์กบัคณุสมบตัิของแคโรที
นอยดท์ี่จะพบในสารท่ีมีเหลือง และสม้เป็นสว่นใหญ่ (Sharma et al., 2021) 

การหาปริมาณรวมแคโรทีนอยด์ด้วยวิธี spectrophotometry เป็นการตรวจสอบหา
ป ริ ม าณแค โ ร ที น อ ย ด์  โ ด ย ใ ช้ เ อ ทิ ล อ ะ ซิ เ ต ท  ( ethyl acetate;EA) ไ ด ค ล อ โ ร มี เ ท น 
(dichlorometane;DCM) และเฮกเซน (hexanCe;Hex) กับสารละลายที่ทดสอบ โดยสารละลาย 
EA:DCM:Hex จะไปละลายกบัสารกลุม่แคโรทีน ที่เป็นสารไม่มีขัว้ และน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสง
ของแคโรทีนที่ความยาวคลื่น 454 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer และท าการ
สรา้งกราฟมาตรฐานโดยใชเ้บตา้แคโรทีนเป็นสารมาตรฐาน และวดัค่าการดดูกลืนแสงเฉลี่ยของ
สารละลายตวัอย่างมาแทนค่าในสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน เพื่อค านวณเป็นปริมาณสาร
กลุม่แคโรทีนอยดจ์ากสารละลายตวัอย่าง (Davey et al., 2006; Serino et al., 2009) 

 

2.9. เอนไซมท์ีเ่กี่ยวข้องกบัการเสื่อมสภาพของผิวหนัง 
 2.9.1. กรดไฮยาลูโรนิกและเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส 

เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จะย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิก หรือที่ เรียกว่าไฮยาลูโรแนน 
(hyaluronan) เป็นส่วนประกอบหลกัของ ECM เป็นโพลีแซ็กคาไรด ์(polysaccharide) ที่เรียกว่า 
ไกลโคสะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycans,GAGs) โดยภายในโครงสรา้งไกลโคสะมิโนไกล
แคน ประกอบดว้ย ไดแซ็กคาไรด ์(disaccharide) ของกรด D-glucuronic (GlcUA) เช่ือมอยู่กับ 
N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc)  กรดไฮยาลูโรนิกมีส่วนส าคัญในการลดริว้รอย รักษา
บาดแผล และท าใหผ้ิวเรียบเนียนและชุ่มชืน้ โดยกรดไฮยาลโูรนิก 1 มิลลิกรมั สามารถกกัเก็บน า้ไว้
ไดถ้ึง 6000 มิลลิลิตร นอกจากนีก้รดไฮยาลโูรนิกสามารถถกูท าลายไดด้ว้ยเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
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(hyaluronidases) ดว้ยการตดั N-acetylglucosamidic ที่พนัธะไกลโคซิดิกบรเิวณต าแหน่ง β-1,4 
ท าใหไ้ดเ้ป็นโมเลกลุโอลิโกแซ็กคาไรดข์นาดเล็ก โดยกรดไฮยาลโูรนิกสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุม่ 
ตามการท าลายโครงสรา้งของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ไดแ้ก่ 

1. โครงสรา้งที่ถกูท าลายดว้ยเอนไซม ์hyaluronate 4-glycanohydrolase 
2. โครงสรา้งที่ถกูท าลายดว้ยเอนไซม ์hyaluronate 3-glycanohydrolase 
3. โครงสรา้งที่ถกูท าลายดว้ยเอนไซม ์hyaluronate lyase 

ภาพประกอบ 9 โครงสรา้งของกรดไฮยาลโูรนิก  

ภาพประกอบ 10 โครงสรา้งของกรดไฮยาลโูรนิกท่ีถกูท าลายดว้ยเอนไซมช์นิดต่าง ๆ 
          ที่มา: Ikegami M. (2004) 

โดยทั่วไปในจีโนมของมนุษยมี์ยีน 6 ยีนที่เก่ียวขอ้งกับการท างานของเอนไซมไ์ฮยาลูโร 
นิเดส ไดแ้ก่ Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3, Hyal-4, Hyalp-1 และ PH-20 โดยยีนแต่ละชนิดกระจายอยู่ 
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บรเิวณเนือ้เย่ือที่ไม่ซ  า้กนัยกเวน้ PH-20 จะสามารถพบไดท้ั่วไปในเนือ้เย่ือ โดยยีนทัง้ 6 ยีนสามารถ 
แบ่งกลุม่ออกไดเ้ป็น 2 กลุม่ย่อย ไดแ้ก่ 

1. กลุม่ที่มีการรวมตวักนับนโครโมโซม 3p21.3 ไดแ้ก่ Hyal-1, Hyal-2 และ Hyal-3 
2. กลุม่ที่มีการรวมตวักนับนโครโมโซม 7p31.3 ไดแ้ก่ Hyal-4, Hyalp-1 และ PH-20 

 
 

 
 
 

ภาพประกอบ 11 การแบ่งกลุม่ยีนของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
ที่มา: Ikegami M. (2004) 
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสที่สามารถพบไดใ้นรา่งกายมนษุยจ์ะประกอบไปดว้ยเอนไซมจ์ากยีน 

Hyal-1 และ Hyal-2 โดยที่ Hyal-1 จะย่อยสลายกรดไฮยาลโูรนิกที่มีน า้หนกัโมเลกลุสงูใหเ้ป็นโอลิ
โกเมอรข์นาดเล็ก (โดยส่วนใหญ่เป็นเตตระแซ็กคาไรด)์ สามารถพบไดท้ี่ ตบั ไต หวัใจ และมา้ม 
ในขณะที่ Hyal-2 จะย่อยสลายกรดไฮยาลโูรนิกที่มีมวลโมเลกลุสงูใหเ้ป็นผลิตภณัฑป์ระมาณ 20 
kDa  (Ikegami, 2004; Liyanaarachchi et al., 2018; Stern & Jedrzejas, 2006) 
 
 2.9.2. คอลลาเจนและเอนไซมค์อลลาจีเนส 

คอลลาเจนจดัเป็นโครงสรา้งแบบเกลียวสามชัน้คือประกอบไปดว้ยสายโซ่เกลียวที่เช่ือม
กันสามสาย (triple helix) โดยมีกรดอะมิโน X-Y-Gly เรียงวนซ า้เป็นเกลียวไป โดยโครงสรา้งที่
แข็งแรงของคอลลาเจนสามารแบง่ออกไดเ้ป็น 2 แบบคือ 

1. เป็นโครงสร้างที่  X และ Y เป็นกรดอะมิโนโพรลีน (proline) และไฮดรอกซีโพรลีน 
(hydroxyproline) ตามล าดบั โดยไฮดรอกซีโพรลีนนัน้เกิดจากการที่กรดอะมิโนโพรลีนถกู
เติมหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) โดยผ่านกระบวนการ hydroxylation โดยโครงสรา้ง
ที่ไดอ้อกมาเป็น (Pro-Hyp-Gly)n จะเช่ือมกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond)โดย
จะเรยีกโครงสรา้งนีว้า่ neutral strand  

2. เป็นโครงสรา้งที่มีสามสายของกรดอะมิโนมารวมกันโดยที่ X และ Y เป็นกรดอะมิโน 
โพรลีน และไลซีน ( lysine)  ตามล าดับ เรียงกันออกมาได้เป็น (Pro-Lys-Gly)n เรียก
โครงสรา้งนีว้า่ cationic strand มารวมตวักบั anionic strand ที่ X และ Y เป็นกรดอะมิโน
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แอสพาราจีน (asparagine) และไฮกรอกซีโพรลีนตามล าดบั ซึ่งไดโ้ครงสรา้งออกมาเป็น 
(Asp-Hyp-Gly)n มารวมกบั neutral strand จะไดโ้ครงสรา้งตามภาพประกอบ 13 

 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 12 โครงสรา้งคอลลาเจนแบบ neutral strand 

 
ภาพประกอบ 13 โครงสรา้งที่เสถียรของคอลลาเจน 

ที่มา: Chung et al. (2004). Journal of The EMBO journal. 

โครงสรา้งแบบเกลียวสามชัน้นีท้  าใหค้อลลาเจนในชัน้ผิวหนงั สามารถตา้นทานตอ่เอนไซม์
ย่อยโปรตีนส่วนใหญ่ไดแ้ต่เอนไซมท์ี่สามารถแยกโครงสรา้งของคอลลาเจนไดค้ือ เอนไซมค์อลลา
จีเนส ซึ่งเป็นหนึ่งในเอนไซมข์อง MMPs โดยเอนไซมค์อลลาจีเนสที่สามารถพบไดใ้นร่างกายของ
มนุษยจ์ะประกอบไปดว้ย เอนไซมค์อลลาจีเนสชนิดที่ 1 (MMP-1) เอนไซมค์อลลาจีเนสชนิดที่ 2 
(MMP-8) เอนไซมค์อลลาจีเนสชนิดที่ 3 (MMP-13) และ เอนไซมค์อลลาจีเนสชนิดที่ 4 (MMP-18) 
โดยความจ าเพาะของ MMP-1 และ MMP-8 จะจ าเพาะต่อการจบักบัคอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 3 
แต่ถา้เป็น MMP-13 และ MMP-18 จะจ าเพาะต่อการจบักบัคอลลาเจนชนิดที่ 1 เพียงอย่างเดียว 
(Chung et al., 2004; Shoulders & Raines, 2009) 
 

2.9.3. อีลาสตนิและเอนไซมอ์ีลาสเตส  
เอนไซมอ์ีลาสเตส จะย่อยสลายเสน้ใยอีลาสติน อีลาสตินเป็นโปรตีนหลกัของเสน้ใยที่ใหค้วาม
ยืดหยุ่นแก่เนือ้เยื่อ เช่น หลอดเลือด ปอด ผิวหนงั และกระดกูอ่อน มีคณุสมบตัิพิเศษคือ ใหค้วาม
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ยืดหยุ่น มีความทนทานสูง โดยเส้นใยอีลาสตินประกอบด้วยแกนอีลาสติน (elastin core)  
และไมโครไฟบริลลารแ์มนเทิล (microfibrillarmantle) อีลาสตินสามารถตา้นทานต่อแรงดึงไดด้ี  
เนื่องจากมีองคป์ระกอบทางเคมีที่เป็นเอกลกัษณ ์ที่ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน า้ 4 ชนิด
ไดแ้ก่ ไกลซีน (Glycine) อะลานีน (Alanine) วาลีน (Valine) และ โปรลีน (Proline) และส่วนของ 
tropoelastin ที่เป็นสารตั้งตน้ที่ละลายน า้ไดข้องอีลาสตินที่เป็นโมโนเมอรม์ารวมตัวกันบริเวณ  
ไมโครไฟบรลิและเกิด crosslinked โดยผ่านปฏิกิรยิา lysine oxidase ท าใหป้ระกอบกนัเป็นเสน้ใย
อีลาสติน  และเม่ือร่างกายเกิดการอกัเสบจะมีการหลั่งเอนไซมอ์ีลาสเตสออกมาจะส่งผลใหอ้ีลา
สตินเกิดการเสื่อมสภาพ และการที่มีเอนไซมอ์ีลาสเตสร่วมกับการปลดปล่อยอีลาสโทไคน ์จะ
สง่ผลใหเ้กิดการย่อยสลายเสน้ใยอีลาสตินที่เพิ่มขึน้ โดยเอนไซมอ์ีลาสเตส ที่มีผลต่อการย่อยสลาย
เส้นใยอีลาสตินในร่างกายมากที่สุดคือ macrophage metalloelastase (MMP-12) ซึ่งถูกหลั่ง
ออกมาจากเซลลห์ลายเซลลเ์ช่น เคราติโนไซต ์(keratinocytes) ไฟโบรบลาสต ์(fibroblast) และ
เซลลท์ี่เกิดการอักเสบ (inflammatory cell) (Heinz, 2020; Wang et al., 2021; Weihermann et 
al., 2017) 
 

2.10. การทดสอบการยับยัง้การท างานของเอนไซมช์นิดต่างๆ ทีเ่กี่ยวข้องกบักระบวนการ
เกิดการเสื่อมสภาพของผิวหนัง 

2.10.1. การทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส จะสามารถ
ทดสอบได ้2 วิธีคือ วิธี colorimetric และวิธี turbidimetric 

2.10.1.1. Colorimetric method (Lee & Kim, 2010) 
เป็นการวิเคราะห์ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสด้วย แบบจ าลอง colorimetric 

hyaluronidase inhibition assay เป็นแบบจ าลองในการทดสอบ ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
โดยการวดัปริมาณของ N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) ที่ถูกแยกออกมาจากกรดไฮยาลโูร
นิก โดยที่ GlcNAc จะเขา้ท าปฏิกิรยิากบัเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส และถกูเปลี่ยนไปเป็น chromogen 
I แ ล ะ  II จ า ก นั้ น ก็ จ ะ เ ป ลี่ ย น เ ป็ น  chromogen III เ พื่ อ เ ข้ า ท า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ  p-
dimethylaminobenzaldehyde (PDMAB) และจะไดส้ีม่วงปรากฎออกมา   

วิธีการทดสอบนี ้จะเป็นการวิเคราะหด์ว้ยการเปรียบเทียบความเขม้ของสี โดยน าสารที่
ตอ้งการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสมาท าปฏิกิริยากบัสารทดสอบที่เป็นเอนไซมไ์ฮ
ยาลูโรนิเดส คือ bovine hyaluronidase แล้วท าการใส่ sodium hyaluronate ซึ่งท าหน้าที่เป็น 
substrate จากนั้น ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร จากการท า
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ปฏิกิรยิากบั PDMAB เพื่อวดัการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึน้เทียบกบักลุม่ควบคมุผลลบ ถา้หากวา่สาร
ตัวอย่างสามารถป้องกันการท าเขา้ปฏิกิริยาของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสได ้ปฏิกิริยาจะมีสีม่วงที่
นอ้ยกว่าปฏิกิริยาควบคุมผลลบ โดยสามารถค านวณฤทธ์ิในการยบัยัง้ท่ีวดัเป็น % inhibition ได้
จากสมการ 

% inhibition =   
Optical densitycontrol - Optical densitysample

Optical densitycontrol
x100 

เม่ือ Optical density คือ ค่าการดดูกลืนแสงในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ และในปฏิกิริยาที่
ทดสอบกบัสารละลายทดสอบ ที่เวลาสิน้สดุการท าปฏิกิรยิา 
 

2.10.1.2. Turbidimetric method (Schmith & Faber, 1950) 
เป็นการวิเคราะหค์่าความขุ่น ของปฏิกิรยิาที่เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสท ากบักรดไฮยาลโูรนิก 

โดยจะวดัค่าความขุ่นที่ลดลงของสารละลายกรดไฮยาลโูรนิเดสที่อยู่ในสารละลายกรด จากการที่
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสเขา้ไปตดัพนัธะของกรดไฮยาลโูรนิก ท าใหพ้นัธะของกรดไฮยาลโูรนิกสัน้ลง 
และสามารถละลายน า้ไดด้ีมากขึน้ สง่ผลใหส้ารละลายมีความขุ่นที่ลดลง  

วิธีการทดสอบนี ้จะเป็นการเปรียบเทียบค่าความขุ่นของสารละลายกรดไฮยาลโูรนิกที่อยู่
ในสารละลายกรด โดยน าสารท่ีตอ้งการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสมาท าปฏิกิริยา
กบักรดไฮยาลโูรนิก แลว้ท าการใสเ่อนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสลงไป จากนัน้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร เพื่อวดัค่าความขุ่นที่เปลี่ยนแปลงไปเทียบกบักลุม่ควบคมุผลลบ 
ถา้หากว่าสารทดสอบสามารถป้องกนัการท าเขา้ปฏิกิริยาของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสได ้ค่าความ
ขุ่นที่วดัไดใ้นปฏิกิรยิาจะไม่แตกต่างจากปฏิกิรยิาควบคมุผลลบ  

โดยในการศกึษาครัง้นีเ้ลือกใชว้ิธีการทดสอบดว้ยวิธี colorimetric  
 

2.10.2. การทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส จะสามารถ
ทดสอบได ้2 วิธี คือ วิธี spectrophotometric และวิธี spectrofluorometric 

2.10.2.1. Spectrophotometric method (Mandrone et al., 2015) 
เป็นการวิเคราะห์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสจาก Clostridium 

histolyticum โดยใชส้ารตัง้ตน้เป็น N-(3-[2-Furyl]-Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) เม่ือ
สารตัง้ตน้เขา้ท าปฏิกิริยากับเอนไซมค์อลลาจีเนส จะไดผ้ลิตภัณฑอ์อกมาสองตัวคือ N-(3-[2-
Furyl]-Acryloyl)-Leu และ Gly-Pro-Ala  
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วิธีการทดสอบเป็นการวดัค่าการดดูกลืนแสงจากการสลายตวัของ FALGPA ที่ความยาว
คลื่น 340 นาโนเมตร หากสารที่ท  าการทดสอบสามารถยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสจาก 
Clostridium histolyticum จะมีค่าการดูดกลืนแสงของ FALGPA ที่นอ้ยกว่าปฏิกิริยาควบคุมผล
ลบ และสามารถค านวณรอ้ยละของการยบัยัง้เป็น %inhibition ไดจ้ากสมการ 

 

 % inhibition =   
∆Optical densitycontrol - ∆Optical densitysample

∆Optical densitycontrol
x100 

เม่ือ ∆Optical density คือ ค่าที่เปลี่ยนแปลงไปของค่าการดูดกลืนแสงที่วดัค่าไดต้ัง้แต่
เริ่มตน้จนสิน้สดุปฏิกิริยาของ FALGPA ในปฏิกิริยาควบคุมผลลบ และในปฏิกิริยาที่ทดสอบกับ
สารละลายทดสอบ 

 
2.10.2.2. Spectrofluorometric method (Ahmed et al., 2007) 
เป็นการวัดค่าการเรืองแสงจากการสลายตัวของ  DQTM-collagen 1 และ DQTM-gelatin 

โดยใชเ้อนไซมค์อลลาจีเนสจาก Clostridium histolyticum (MMP-1 และ MMP-2) โดย DQTM-
collagen 1 และ DQTM-gelatin จะถูกย้อมสี fluorescene และเม่ือเข้าท าปฏิกิริยากับเอนไซม์
คอลลาจีเนส MMP-1 จะเขา้ไปสลายพนัธะของ DQTM-collagen 1 และ MMP-2 จะเขา้ไปสลาย
พนัธะของ DQTM-gelatin และเม่ือเกิดการสลายตวัจะไดส้ารที่สามารถเรืองแสง และสามารถวดัที่
ความยาวคลื่น 485 (excitation)  และ 538 (emission) นาโนเมตรได ้ 

วิธีการทดสอบนีจ้ะเป็นการวัดการเรืองแสงของโปรตีน ที่สลายตัวจากเอนไซมค์อลลา
จีเนส Clostridium histolyticum โดยวัดที่สองความยาวคลื่นคือ 485 และ 538 นาโนเมตร หาก
สารที่ท  าการทดสอบสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมค์อลลาจีเนสได ้การสลายของโปรตีน ก็
จะมีค่าการเรืองแสงที่น้อยกว่าปฏิกิริยากลุ่มควบคุมผลลบ ซึ่งสามารถน าค่าการเรืองแสง 
fluorescence ของโปรตีนท่ีเรืองแสงในปฏิกิริยามาค านวณหาฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซมค์อลลา
จีเนสเป็น %inhibitionไดจ้ากสมการ 

% inhibition =   
Fluorescence intensitycontrol - Fluorescence intensitysample

Fluorescence intensitycontrol
x100 

เม่ือ Fluorescence intensity คือ ค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรืองแสงใน
ปฏิกิรยิาควบคมุผลลบ และในปฏิกิรยิาที่ทดสอบกบัสารละลายทดสอบ  

โดยในการศกึษาครัง้นีเ้ลือกใชว้ิธีการทดสอบดว้ยวิธี spectrophotometric 
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2.10.3. การทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซมอี์ลาสเตส จะสามารถทดสอบ

ได ้2 วิธี คือ วิธี spectrophotometric และวิธี spectrofluorometric 
2.10.3.1 Spectrophotometric (Ambarwati et al., 2020) 
เป็นการวิเคราะหก์ารยบัยัง้การท างานของเอนไซมอ์ีลาสเตสท่ีไดจ้ากตบัออ่นหมู (porcine 

pancreatic elastase) โดยใชส้ารตัง้ตน้เป็น N-Succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) โดยปกติ
แล้วเอนไซม์อิลาสเตสจะท าการตัดพันธะของสารตั้งต้นเพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็น  N-
Succinyl-(Ala)3 และ  p-nitroaniline โดยปรมิาณที่จะท าการวดัผลจะใชเ้ป็น p-nitroaniline  

วิธีการทดสอบนีจ้ะเป็นการวดัค่าการดดูกลืนแสงของ p-nitroaniline ที่ความยาวคลื่น 405 
นาโนเมตร อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หากสารที่ท  าการทดสอบสามารถยับยัง้การท างานของ
เอนไซมอ์ีลาสเตสได ้การสลายตวัของ SANA จะนอ้ยลง ท าใหก้ารเกิด p-nitroaniline ลดลง และมี
ค่าการดดูกลืนแสงนอ้ยกว่าปฏิกิริยากลุม่ควบคมุผลลบ โดยสามารถค านวณหาฤทธ์ิในการยบัยัง้
การท างานของเอนไซมอ์ีลาสเตสเป็น %inhibition จากสมการ 

 

% inhibition =   
Optical densitycontrol - Optical densitysample

Optical densitycontrol
x100 

เม่ือ Optical density คือ ค่าการดดูกลืนแสงของ p-nitroaniline ในปฏิกิรยิาควบคมุผลลบ 
และในปฏิกิรยิาที่ทดสอบกบัสารละลายทดสอบ ที่เวลาสิน้สดุการท าปฏิกิรยิา 
 

2.10.3.2. Spectrofluorometric (Vallisuta et al., 2014) 
เป็นการวัดค่าการเรืองแสงของโปรตีน bovine neck ligaments ที่สลายตัวดว้ยเอนไซม์

อีลาสเตสจากตับอ่อนหมู โดยที่ bovine neck ligaments จะถูกยอ้มสี BODIPY® FL conjugate 
เอาไว ้เม่ือโปรตีนเขา้ท าปฏิกิรยิากบัเอนไซมอ์ีลาสเตส เอนไซมจ์ะเขา้ไปสลายพนัธะ และท าใหเ้กิด
การสลายตวัพรอ้มกบัไดส้ารที่สามารถเรืองแสงได ้และน าไปวดัที่ความยาวคลื่น 485 (excitation) 
และ 535 (emission) นาโนเมตร  

วิธีการทดสอบนีจ้ะเป็นการวดัค่าการเรืองแสงของ bovine neck ligaments ที่ไดท้  าการ
ยอ้มสี BODIPY® FL conjugate เอาไวแ้ละเกิดการสลายตวัดว้ยเอนไซมอ์ีลาสเตส โดยมีการวดัที่
สองความยาวคลื่นคือ 485 และ 535 นาโนเมตร หากสารที่ทดสอบสามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซมอ์ีลาสเตสได ้ค่าการเรืองแสงที่วดัไดจ้ะมีค่านอ้ยกว่า ค่าการเรืองแสงของปฏิกิริยากลุ่ม
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ควบคมุผลลบ   ซึ่งจะน าค่าการเรืองแสงที่วดัไดใ้นหอ้งปฏิบตัิการมาค านวณหาเป็น %inhibition 
จากสมการ  

 

% inhibition =   
Fluorescence intensitycontrol - Fluorescence intensitysample

Fluorescence intensitycontrol
x100 

เม่ือ Fluorescence intensity คือ ค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีน เรืองแสงใน
ปฏิกิรยิาควบคมุผลลบ และในปฏิกิรยิาที่ทดสอบกบัสารละลายทดสอบ  

โดยในการศกึษาครัง้นีเ้ลือกใชว้ิธีการทดสอบดว้ยวิธี spectrophotometric 
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บทที ่3 
วัสดุและวิธีการวิจัย 

สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 
- Aluminium chloride (AlCl3) (Kemaus, Australia)  
- Bovine hyaluronidase (BHA) (Sigma-aldrich Co.,Ltd., USA) 

- Beta-carotene, -carotene (Fluke, China) 
- Calcium chloride (CaCl2) (Merck KGaA, Germany)  
- Collagenase type I จาก Clostridium histolyticum (Sigma, USA) 
- Cyanidin chloride (Fluke, China) 
- Ethanol AR (Merk Co.,Ltd., Germany) 
- Folin-Ciocalteu reagent (Carlo Erba, France)  
- Gallic acid (Sigma, USA)  
- Glacial acetic acid (Quality Reagent Chemical, New Zealand) 
- Hyaluronic acid (Chanjao Longevity Co., Ltd., Thailand) 
- Hydrochloric acid (QReC, S.V. medico Co.,Ltd., New zealand) 
- N-(3-[2-Furyl]-acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) (Sigma, USA)  
- N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) (Sigma, USA)  
- Porcine pancreatic elastase type IV (PPE) (Sigma, USA) 
- Potassium chloride (KCl) (Ajax Finechem, Australia)   
- p-Dimethylamino benzaldehyde; PDMAB (Sigma-aldrich Co.,Ltd., India) 
- Quercetin (Sigma-aldrich Co.,Ltd., India) 
- Sodium carbonate (Na2CO3) anhydrous (Ajax Finechem, New Zealand)  
- Sodium chloride (NaCl) (Quality Reagent Chemical, New Zealand)  
- Sodium hydroxide (NaOH) (Ajax Finechem Pty Ltd, Australia) 
- Sterile water for injection (A.N.B. laboratory, ประเทศไทย) 
- Tricine (Sigma, USA)  
- Tris-HCI (Sigma, USA) 
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เคร่ืองมือและอุปกรณท์ีใ่ช้ในการทดลอง 
- เครื่องแกว้ 
- เครื่องชั่งน า้หนกั 2 ต าแหนง่ (Sartorius corporate administration GmbH, Germany) 
- เครื่องชั่งน า้หนกั 4 ต าแหนง่ (Sartorius corporate administration GmbH, Germany) 
- Blender (Panasonic, ประเทศไทย) 
- Fume hood (Major scientific product Co.,Ltd., Thailand) 
- Hot air oven (Contherm, New Zealand) 
- Incubator (Memmert GmbH + Co. KG , Germany) 
- Microcentrifuge tube 1.5 ml (Bio7 bioline, Meridian bioscience, China) 
- Microcentrifuge tube 2.0 ml (Axygen, USA) 
- Micropipette 200, 1000 µl (Rainin instrument, LLC., USA)    
- Microtitre plate 96 well (Thermo scientific, Sterilin Co.,Ltd., UK) 
- Microplate reader spectramax M3 (Molecular devices, RI technologies  Co.,Ltd., 

USA) 
- Pipette tip 200, 1000 µl (Sarstedt AG & CO. KG., Germany) 
- Rotary evaporator (Buchi, Switzerland) 
- Sonicator (Power Sonic450, Hwashin Technology, Korea) 
- Vortex (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, USA) 
- Water bath (Buchi, Switzerland) 

พชืสมุนไพรทีใ่ช้ในการทดลอง 
- ดอกเข็มสีแดง (นครนายก ประเทศไทย) 
- ดอกเข็มสเีหลือง (นนทบรุี ประเทศไทย) 
- ดอกเข็มสชีมพ ู(นครนายก ประเทศไทย) 
- ดอกเข็มสีสม้ (นนทบรุี ประเทศไทย) 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 1. การเตรียมสารสกัดดอกเข็ม และหาปริมาณสารสกัดทีไ่ด้ 

1.1 น าดอกเข็มที่เก็บมา ลา้งท าความสะอาด แลว้น าไปผึ่งลมในที่รม่ใหแ้หง้ 

1.2 น าดอกเข็มที่ผึ่งลมจนแหง้แลว้ เขา้ตูอ้บ (hot air oven) ที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส 
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1.3 น ามาบดใหเ้ป็นผงดว้ย blender  

1.4 น าผงแหง้ที่ไดไ้ปชั่ง จะไดน้ า้หนกัผงแหง้ของดอกเข็ม 

1.5 น าผงแห้งมาแช่สกัด (maceration) ด้วย ethanol 80% ทิง้ไว้ประมาณ 2-3 วัน 

ในอตัราสว่นสมนุไพร (g) : ethanol (ml) เป็น 1:10 ท าซ า้จนกวา่สีของสารสกดัท่ีกรองไดจ้ะจางลง 

1.6 น าสารสกดัท่ีไดม้ากรอง 

1.7 น าสารสกัดที่กรองได้ ไประเหย ด้วยเครื่อง rotary evaporator จนได้สารสกัด 

จากดอกเข็มที่เหนียวขน้ขึน้  

1.8 ชั่งน า้หนกัของสารสกดัที่ท  าการระเหยได ้และน าไปค านวณปริมาณสารสกดั คิดเป็น

รอ้ยละที่ได ้ดว้ยสมการดงัตอ่ไปนี ้ 

% yield =   𝑤1

𝑤2
× 100 

เม่ือ  w1 คือ น า้หนกัของสารสกดัหยาบ 

w2 คือ น า้หนกัแหง้ของดอกเข็ม  
 2. การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ฮยารูโลนิเดสด้วยวิธ ีcolorimetric  
 2.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 
  2.1.1. เตรียมสารละลาย 0.1 M acetate buffer pH 3.6 
   2.1.1.1. ชั่ง sodium acetate 0.198 g และ acetic acid 2.858 g  
   2.1.1.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย sterile water จนครบ 500 ml 
   2.1.1.3. ปรบั pH ดว้ย HCl หรอื NaOH จนได ้pH 3.6  
  2.1.2. เตรียมสารละลาย  bovine hyaluronidase (BHA) ความเข้มข้น  7 ,900 
units/ml โดยละลาย ดว้ย acetate buffer pH 3.6 
   2.1.2.1. ชั่ง bovine hyaluronidase (BHA) 0.0296 g    
   2.1.2.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย acetate buffer จนครบ 3 ml 
  2.1.3. เตรียมสารละลาย hyaluronic acid (HA) ความเขม้ขน้ 15 mg/ml  
   2.1.3.1. ชั่ง hyaluronic acid 0.0900 g 
   2.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย acetate buffer จนครบ 6 ml  
  2.1.4. เตรียมสารละลาย p-dimethyl-aminobenzaldehyde (PDMAB) 0.5 g/50ml 
   2.1.4.1. ชั่ง PDMAB 0.5000 g ละลายดว้ย 10 N HCl ปรมิาตร 6.25 mL 
   2.1.4.2. เติม glacial acetic acid 43.75 mL  
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  2.1.5. เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 500, 550, 
600, 650 และ 700 µg/mL 
   2.1.5.1. ชั่ง quercetin มา 0.05 g 
   2.1.5.2. ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย ethanol AR : propylene glycol (EtOH : 
PG)อตัราสว่น 2 : 3 จนครบ 1000 µl แลว้น าไป sonicate จนไดส้ารละลายสีเหลืองใส จะได ้stock 
solution ที่มีความเขม้ขน้ 50 mg/ml  
   2.1.5.3. น า stock solution มาเจือจางดว้ย EtOH : PG (อัตราส่วน 2 : 3) ให้มี
ความเขม้ขน้ 13.5, 14.85, 16.20, 17.55 และ 18.90 mg/ml ตามล าดบั 
  2.1.6 เตรียมสารละลายของสารสกดัจากดอกเข็ม เพื่อน าไปสรา้งกราฟเสน้ตรง โดย
ทดสอบใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ย 39.10, 78.13, 156.25, 312.50, 625.00 µg/ml  
   2.1.6.1. ชั่งสารสกดัดอกเข็มมา 40 mg เติม water for injection 2 ml น าไปป่ัน
เหวี่ยง (centrifuge) ที่ 10000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แลว้แยกส่วน supernatant ไปป่ันเหวี่ยงที่ 
10000 rpm 10 นาที จะได ้stock concentration ที่มีความเขม้ขน้ 20 mg/ml 
   2.1.6.2. น า stock concentration มาเจือจางดว้ย water for injection โดยใหมี้
ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 39.10, 78.13, 156.25, 312.50, 625.00 µg/ml 
 
     2.2. การทดสอบความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ  
  2.2.1. เติมสารละลาย BHA ความเข้มข้น 7,900 units/ml ปริมาตร 50 µl ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2.0 µl 
  2.2.2. เติมสารละลายมาตรฐาน quercetin ปริมาตร  50 µl ที่ ความเข้มข้น 
แตกตา่งกนั 
  2.2.3. เติมสารละลาย acetate buffer 50 µl ส าหรับปฏิกิ ริยาควบคุมผลลบ 
(negative control) และ EtOH : PG (อตัราสว่น 2 : 3) 50 µl ส าหรบัปฏิกิรยิาควบคมุตวัท าละลาย 
(solvent control) 
  2.2.4. เติมสารละลาย HA ความเขม้ขน้ 15 mg/ml ปรมิาตร 250 µl หรอืเติม acetate 
buffer แทนการเติม HA ส าหรบั blank 
  2.2.5. น าไป incubate ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที 
  2.2.6. น ามาเติม PDMAB ปรมิาตร 1000 µl 
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  2.2.7. ปิเปตสารละลายมาใส่ลงใน 96-well plate ปริมาตร 200 µl แต่ละความ
เขม้ขน้จ านวน 3 ซ า้ 
  2.2.8. น าไปวดัค่าการดดูกลืน (absorbance) แสงดว้ยเครื่อง microplate reader ที่
ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ทนัทีหลงัท าปฏิกิรยิา แลว้น าค่าการดดูกลืนแสงมาค านวณหารอ้ย
ละการยบัยัง้จากสมการ 

% inhibition =   
Absorbancecontrol - Absorbancesample

Absorbancecontrol
x100 

 
  2.2.9. น าค่าร้อยละการยับยั้งที่ค  านวณได้ ไปสร้างกราฟมาตรฐานที่แสดง
ความสมัพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน quercetin กับค่าเฉลี่ยรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส และท าการหาคา่ R2 เพื่อเลือกสภาวะการทดสอบที่เหมาะสม 
  2.2.10. ท าการค านวณ IC50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin จากสมการเสน้ตรง
ที่ไดจ้ากกราฟ เพื่อน าไปใชเ้ป็น positive control 
  2.2.11. ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
  
 2.3. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัจากดอกเข็มสีตา่ง ๆ 
  2.3.1. เตรียมสารละลาย quercetin ให้มีความเข้มข้น  50 mg/ml เ ป็น  stock 
concentration และเจือจางให้ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยาเป็น 700 µg/ml ส าหรับใช้เป็น
ปฏิกิรยิาควบคมุผลบวก (positive control) 
  2.3.2. เติมสารละลาย BHA ความเข้มข้น 7,900 units/ml ปริมาตร 50 µl ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2.0 µl 
  2.3.3. เติมสารละลาย quercetin ปรมิาตร 50 µl ส าหรบั positive control 
  2.3.4. เติมสารละลายดอกเข็มความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 50 µl ส าหรับ test 
sample 
  2.3.5. เติมสารละลาย acetate buffer 50 µl ส าหรับปฏิกิ ริยาควบคุมผลลบ 
(negative control) และ EtOH : PG (อตัราสว่น 2 : 3) 50 µl ส าหรบัปฏิกิรยิาควบคมุตวัท าละลาย 
(solvent control) 
  2.3.6. เติมสารละลาย HA ความเขม้ขน้ 15 mg/ml ปรมิาตร 250 µl หรอืเติม acetate 
buffer แทนการเติม HA ส าหรบั blank 
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  2.2.5. น าไป incubate ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที 
  2.2.6. น ามาเติม PDMAB ปรมิาตร 1000 µl 
  2.2.7. ปิเปตสารละลายมาใส่ลงใน 96-well plate ปริมาตร 200 µl ทันที โดยใหแ้ต่
ละความเขม้ขน้จ านวน 3 ซ า้ 
  2.2.8. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเครื่อง microplate reader ทันทีที่ความยาว
คลื่น 570 นาโนเมตร ทันทีหลงัท าปฏิกิริยา แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณหารอ้ยละการ
ยบัยัง้จากสมการ 

% inhibition =   
Absorbancecontrol - Absorbancesample

Absorbancecontrol
x100 

 
  2.2.9. น าค่าร้อยละการยับยั้งที่ค  านวณได้ ไปสร้างกราฟมาตรฐานที่แสดง
ความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัจากดอกเข็มสีต่าง ๆ กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส และท าการหาคา่ IC50 ของสารสกดัจากดอกเข็มจากสมการเสน้ตรง 
  2.2.10. ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
 
ตาราง 1  ปรมิาณสารทดสอบที่ใชใ้นการหาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

กลุ่ม 
ปริมาณสารใน microcentrifuge tube (µl) 

HA BHA Sample Acetate 
buffer 

PDMAB 

Negative control 250 50 - 50 1000 

Blank negative 
control 

- 50 - 300 1000 

Test sample 250 50 50 - 1000 

Blank test Sample - 50 50 250 1000 
Positive control 250 50 50 - 1000 
Blank positive control - 50 50 250 1000 
Solvent control 50 250 50 - 1000 
Blank solvent control 50 - 50 250 1000 
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เม่ือ sample คือ สารสกดัจากดอกเข็ม ส าหรบั test sample, quercetin ส าหรบั positive control 

และ ethanol AR ส าหรบั solvent control 

 3. การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมค์อลลาจเีนสดว้ยวิธี spectrophotometric  

 3.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 
  3.1.1. เตรียมสารละลาย 0.05 M Tricine buffer pH 7.5 
   3.1.1.1. ชั่ง Tricine 0.8959 g, NaCl 2.3376 g และ CaCl2 2.3376 g  
   3.1.1.2. ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย sterile water for irrigation ใหมี้ปริมาตร
เป็น 100 ml 
   3.1.1.3. ปรบั pH ดว้ย 1N NaOH จนได ้pH 7.5  
  3.1.2. เตรียมสารละลาย collagenase type I from Clostidium histolyticum ความ
เขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 6.25 collagen digestion unit (CDU) 
   3.1.2.1. ชั่ง collagenase type I 0.005 g    
   3.1.2.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย Tricine buffer จนครบ 2 ml 
  3.1.3. เตรี ยมสารละลาย  N-[3-(2-furyl)acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) 
ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 0.8 mM 
   3.1.3.1. ชั่ง FALGPA มา 0.0381 g 
   3.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย Tricine buffer จนครบ 1 ml 
  3.1.4. เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 0.78125, 
1.5625, 3.125, 6.25 และ 12.5 mg/mL 
   3.1.4.1. ชั่ง quercetin มา 0.500 g 
   3.1.4.2. ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย Tricine buffer จนครบ 10 ml แลว้น าไป 
sonicate จนไดส้ารละลายสีเหลืองใส จะได ้stock solution ที่มีความเขม้ขน้ 50 mg/ml  
   3.1.4.3. น า stock solution มาเจือจากด้วย Tricine buffer ให้มีความเข้มข้น 
250, 200, 150, 100 และ 125 µg /ml ตามล าดบั 
  3.1.5. เตรียมสารละลายของสารสกดัจากดอกเข็ม เพื่อน าไปสรา้งกราฟเสน้ตรง โดย
ทดสอบใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ย 0.1, 0.25, 0.35, 0.45 และ 0.5 mg/ml  
   3.1.5.1. ชั่งสารสกัดดอกเข็มมา 0.15 g เติม water for injection ปริมาตร 3 ml 
น าไปป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 10000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แลว้แยกส่วน supernatant ไปป่ัน
เหวี่ยงที่ 10000 rpm 10 นาที จะได ้stock concentration ที่มีความเขม้ขน้ 50 mg/ml 



  31 

   3.1.5.2. น า stock concentration มาเจือจางดว้ย water for injection โดยใหมี้
ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.125, 0.3125, 0.4375, 0.5625 และ 0.625 mg/ml  
     3.2. การทดสอบความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ  
  3.2.1. เติมสารละลายมาตรฐาน quercetin ปริมาตร 120 µl ที่ ความเข้มข้น 
ที่แตกตา่งกนั ลงใน 96-well plate เป็น test sample 
  3.2.2. เติมสารละลาย Tricine buffer 120 µl ส าหรบั negative control 
  3.2.3. เติมสารละลาย collagenase 15 µl หรือเติม Tricine buffer 15 µl แทนการ
เติมเอนไซมส์  าหรบั blank 
  3.2.4. น าไป incubate ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที 
  3.2.5. เติมสารละลาย FALGPA 15 µl 
  3.2.6. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 340 นา
โนเมตร ทันทีหลังท าปฏิกิริยา และ 20 นาทีหลังท าปฏิกิริยา  แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงมา
ค านวณหารอ้ยละการยบัยัง้จากสมการ 
 

% inhibition =   
∆Absorbancecontrol - ∆Absorbancesample

∆Absorbancecontrol
x100 

 
  3.2.7. น าค่าร้อยละการยับยั้งที่ค  านวณได้ ไปสร้างกราฟมาตรฐานที่แสดง
ความสมัพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน quercetin กับค่าเฉลี่ยรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส และท าการหาคา่ R2 เพื่อเลือกสภาวะการทดสอบที่เหมาะสม  
  3.2.8. ท าการค านวณ IC50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin จากสมการเสน้ตรง
ที่ไดจ้ากกราฟ เพื่อน าไปใชเ้ป็น positive control 
  3.2.9. ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
 
 3.3. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัจากดอกเข็มสีตา่ง ๆ 
  3.3.1. เตรียมสารละลาย quercetin ให้มีความเข้มข้น  50 mg/ml เ ป็น  stock 
concentration และเจือจางใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยในปฏิกิริยาเป็น 1,560 µg/ml ส าหรบัใชเ้ป็น
ปฏิกิรยิาควบคมุผลบวก (positive control) 
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  3.3.2. เติมสารละลายดอกเข็มความเขม้ขน้ต่าง ๆ ปริมาตร 120 µl ลงใน 96-well 
plate ส าหรบั test sample 
  3.3.3. เติมสารละลาย quercetin ปรมิาตร 50 µl ส าหรบั positive control 
  3.3.4. เติมสารละลายดอกเข็มความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 50 µl ส าหรับ test 
sample 
  3.3.5. เติมสารละลาย collagenase ปรมิาตร 15 µl หรอืเติม Tricine buffer แทนการ
เติม เอนไซม ์ส าหรบั blank 
  3.2.6. น าไป incubate ที่อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที 
  3.2.7. เติมสารละลาย FALGPA 15 µl 
  3.2.8. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 340 นา
โนเมตร ทนัทีหลงัท าปฏิกิรยิา  
  3.2.9. น าคา่การดดูกลืนแสงมาค านวณหารอ้ยละการยบัยัง้จากสมการ 
   

% inhibition =   
Absorbancecontrol - Absorbancesample

Absorbancecontrol
x100 

 
  3.2.10. น าค่าร้อยละการยับยั้งที่ค  านวณได้ ไปสร้างกราฟมาตรฐานที่แสดง
ความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัจากดอกเข็มสีต่าง ๆ  กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้
เอนไซมค์อลลาจีเนส และท าการหาคา่ IC50 ของสารสกดัจากดอกเข็มจากสมการเสน้ตรง 
  3.2.11. ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
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ตาราง 2 ปรมิาณสารทดสอบที่ใชใ้นการหาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 

กลุ่ม 
ปริมาณสารใน 96-well plate (µl) 

Collagenase Quercetin Sample Tricine buffer FALGPA 

Negative control 15 - - 120 15 
Blank negative 
control 

- - - 135 15 

Test sample 15 - 120 - 15 
Blank test Sample - - 120 15 15 
Positive control 15 120 - - 15 
Blank positive control - 120 - 15 15 

 

 4.  การทดสอบฤทธิย์ับยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสด้วยวธิี spectrophotometric  

 4.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 
  4.1.1. เตรียมสารละลาย 0.2 M Tris-HCl buffer pH 8.0 
   4.1.1.1. ชั่ง Tris-HCl 3.153 g  
   4.1.1.2. ละลายและปรับปริมาตรด้วย sterile water for irrigation จนครบ  
100 ml 
   4.1.1.3. ปรบั pH ดว้ย 1N NaOH จนได ้pH 8.0  
  4.1.2. เตรียมสารละลาย PPE type IV (4.5 unit/mg solid) ความเขม้ขน้สุดทา้ยใน
ปฏิกิรยิาเท่ากบั 0.01 mg/ml 
   4.1.2.1. ชั่ง PPE type IV 0.02 mg    
   4.1.2.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย Tris-HCl buffer จนครบ 2 ml 
  4.1.3. เตรียมสารละลาย N-Succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) ความเข้มข้น
สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเท่ากบั 0.8 mM 
   4.1.3.1. ชั่ง SANA มา 0.01444 g 
   4.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย Tris-HCl buffer จนครบ 4 ml 
  4.1.4. เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 25, 50, 
100, 200 และ 400 µg /mL 
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   4.1.4.1. ชั่ง quercetin มา 0.01 g 
   4.1.4.2. ละลายและปรบัปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer จนครบ 10 ml แลว้น าไป 
sonicate จนไดส้ารละลายสีเหลืองใส จะได ้stock solution ที่มีความเขม้ขน้ 1000 µg/ml  
   4.1.4.3. น า stock solution มาเจือจากด้วย Tricine buffer ให้มีความเข้มข้น 
31.25, 62.50, 125, 250 และ 500 µg /ml ตามล าดบั 
  4.1.5. เตรียมสารละลายของสารสกดัจากดอกเข็ม เพื่อน าไปสรา้งกราฟเสน้ตรง โดย
ทดสอบใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ย 0.5, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.50 mg/ml  
   4.1.5.1. ชั่งสารสกดัดอกเข็มมา 0.03 g เติม water for injection ปริมาตร 10 ml 
น าไปป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 10000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แลว้แยกส่วน supernatant ไปป่ัน
เหวี่ยงที่ 10000 rpm 10 นาที จะได ้stock concentration ที่มีความเขม้ขน้ 3 mg/ml 
   4.1.5.2. น า stock concentration มาเจือจางดว้ย water for injection โดยใหมี้
ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.625, 0.9375, 1.25, 1.5625 และ 1.875 mg/ml  
 
     4.2. การทดสอบความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ  
  4.2.1. เติมสารละลายมาตรฐาน quercetin ปริมาตร 160 µl ที่ ความเข้มข้น 
แตกตา่งกนั ลงใน 96-well plate เป็น test sample 
  4.2.2. เติมสารละลาย Tris-HCl buffer 160 µl ส าหรบั negative control 
  4.2.3. เติมสารละลาย PPE 20 µl หรือเติม Tris-HCl buffer 20 µl แทนการเติม
เอนไซมส์  าหรบั blank 
  4.2.4. น าไป incubate ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที 
  4.2.5. เติมสารละลาย SANA 20 µl  
  4.2.6. น าไป incubate ต่อท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 60 นาที 
  4.2.7. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 410  
นาโนเมตร ทนัทีหลงัท าปฏิกิริยา แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณหารอ้ยละการยบัยัง้จาก
สมการ 
 

% inhibition =   
Absorbancecontrol - Absorbancesample

Absorbancecontrol
x100 

 



  35 

  4.2.9. น าค่าร้อยละการยับยั้งที่ค  านวณได้ ไปสร้างกราฟมาตรฐานที่แสดง
ความสมัพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน quercetin กับค่าเฉลี่ยรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส และท าการหาคา่ R2 เพื่อเลือกสภาวะการทดสอบที่เหมาะสม  
  4.2.10. ท าการค านวณ IC50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin จากสมการเสน้ตรง
ที่ไดจ้ากกราฟ เพื่อน าไปใชเ้ป็น positive control 
  4.2.11. ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
 
 4.3. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดัจากดอกเข็มสีตา่ง ๆ 
  4.3.1. เตรียมสารละลาย quercetin ให้มีความเข้มข้น 1,000 µg/ml เป็น stock 
concentration และเจือจางให้ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยาเป็น 400 µg/ml ส าหรับใช้เป็น
ปฏิกิรยิาควบคมุผลบวก (positive control) 
  4.3.2. เติมสารละลายดอกเข็มความเขม้ขน้ต่าง ๆ ปริมาตร 160 µl ลงใน 96-well 
plate ส าหรบั test sample 
  4.3.3. เติมสารละลาย quercetin ปรมิาตร 160 µl ส าหรบั positive control 
  4.3.4. เติมสารละลาย Tris-HCl buffer 160 µl ส าหรบั negative control 
  4.3.5. เติมสารละลาย PPE ปริมาตร 20 µl หรือเติม Tris-HCl buffer แทนการเติม
เอนไซมส์  าหรบั blank 
  4.3.6. น าไป incubate ที่อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที 
  4.3.7. เติมสารละลาย SANA 20 µl 
  4.3.8. น าไป incubate ต่อท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 60 นาที 
  4.3.9. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 410 นา
โนเมตร ทนัทีหลงัท าปฏิกิรยิา  
  4.3.10. น าคา่การดดูกลืนแสงมาค านวณหารอ้ยละการยบัยัง้จากสมการ 
   

% inhibition =   
Absorbancecontrol - Absorbancesample

Absorbancecontrol
x100 

  4.3.11. น าค่าร้อยละการยับยั้งที่ค  านวณได้ ไปสร้างกราฟมาตรฐานที่แสดง
ความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัจากดอกเข็มสีต่าง ๆ  กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้
เอนไซมอ์ีลาสเตส และท าการหาคา่ IC50 ของสารสกดัจากดอกเข็มจากสมการเสน้ตรง 



  36 

  4.3.12. ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แตล่ะครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
 
ตาราง 3 ปรมิาณสารทดสอบที่ใชใ้นการหาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส 

กลุ่ม 
ปริมาณสารใน 96-well plate (µl) 

PPE Quercetin Sample Tris-HCl buffer SANA 

Negative control 20 - - 160 20 
Blank negative control - - - 180 20 
Test sample 20 - 160 - 20 
Blank test Sample - - 160 20 20 

Positive control 20 160 - - 20 
Blank positive control - 160 - 20 20 

 
 5.  การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกด้วยวธิี Folin-ciocalteu method 

 5.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 

  5.1.1. เตรียมสารละลาย Folin-ciocalteu reagent ความเขม้ขน้ 10% v/v 

   5.1.1. ปิเปตสารละลาย Folin-ciocalteu reagent ปรมิาตร 1000 µl เจือจางดว้ย 

water for irrigation จนครบ 10 ml 

  5.1.2. เตรียมสารละลาย sodium carbonate (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 75 mg/ml 

   5.1.2.1. ชั่ง Na2CO3 0.375 g  

   5.1.2.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย water for irrigation จนครบ 5 ml 

  5.1.3. เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 

0.0313, 0.0625, 0.125, 0.25 และ 0.5 mg/ml  

   5.1.3.1. ชั่ง gallic acid 0.01 g 

   5.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย ethanol AR จนครบ 1 ml จะไดเ้ป็น stock 

solution ความเขม้ขน้ 10 mg/ml 

   5.1.3.3. น า stock solution มาเจือจางดว้ย sterile water for irrigation ใหมี้

ความเขม้ขน้ 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 และ 5 mg/ml  
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  5.1.4. เตรียมสารละลายของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ความเขม้ขน้ 10 mg/ml 

(ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเป็น 1 mg/ml) 

   5.1.4.1. ชั่งสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 0.01 g 

   5.1.4.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย 95% ethanol จนครบ 1 ml 

 5.2. การทดสอบหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลกิ จะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่

ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 

  5.2.1. ปิเปต Folin-ciocalteu reagent ปรมิาตร 100 µl ลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 2 ml ส  าหรบั control  

  5.2.2. ปิเปต สารละลายดอกเข็มสีต่าง ๆ หรือสารละลายมาตรฐาน gallic acid 

ปรมิาตร 100 µl ส  าหรบั sample 

  5.2.3. ปิเปต  Na2CO3 ปรมิาตร 100 µl ส  าหรบั control และ sample 

  5.2.4. ปิเปต water for irrigation ใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเป็น 1000 µl 

  5.2.5. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้นที่มืด อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 90 นาที 

  5.2.6. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µl จ านวน 

3 หลมุ 

  5.2.7. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 765 นา

โนเมตร 

  5.2.8. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได ้มาสรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ดดูกลืนแสง และความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid  เป็นกราฟมาตรฐาน  

  5.2.9.  ค านวณหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิกที่วดัค่าไดจ้ากค่าการดดูกลืนแสง

ของสารสกดัดอกเข็ม โดยค านวณมาเป็นมิลลิกรมัของ gallic acid equivalent (GAE) ต่อปรมิาณ

ในหน่วยกรมัของสารสกดัดอกเข็ม (mg/g) 
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ตาราง 4 ปรมิาณสารทดสอบที่ใชห้าปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลกิ 

กลุ่ม 
ปริมาณสารใน microcentrifuge (µl) 

Folin-ciocalteu 
reagent 

Sample Na2CO3 Water for 
irrigation 

Sample 100 100 100 700 

Blank sample - 100 - 900 
Control 100 - 100 800 

เม่ือ sample คือ สารละลายมาตรฐาน gallic acid ส าหรบัสรา้งกราฟมาตรฐาน หรอื สารสกดัดอก
เข็มสีต่าง ๆ ส  าหรบัการทดสอบหาปรมิาณสารตวัอย่าง 
 
 6. การหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยดด์้วยวิธี aluminium chloride complexation 
 6.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 
  6.1.1. เตรียมสารละลาย aluminium chloride (AlCl3) ความเขม้ขน้ 8 mg/ml 
   6.1.1.1. ชั่ง AlCl3 0.24 g 
   6.1.1.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย ethanol AR 30 ml 
  6.1.2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 2.5, 
5.0, 7.5, 10 และ 12.5 µg/ml 
   6.1.2.1. ชั่ง quercetin 0.001 g 
   6.1.2.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย 50% ethanol จนครบ 2 ml จะได ้stock 
solution ความเขม้ขน้ 500 µg/ml 
   6.1.2.3. น า stock solution มาเจือจางดว้ย 50% ethanol ใหมี้ความเขม้ขน้ 25, 
50, 75, 100 และ 125 µg/ml 
  6.1.3. เตรียมสารละลายของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ความเขม้ขน้ 10 mg/ml 
(ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเป็น 1 mg/ml) 
   6.1.3.1. ชั่งสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 0.01 g 
   6.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย water for irrigation จนครบ 1 ml 
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 6.2. การทดสอบหาปรมิาณรวมฟลาโวนอยด ์จะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้
ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
  6.2.1. ปิเปต AlCl3 ปรมิาตร 1000 µl ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 ml 
ส  าหรบั control  
  6.2.2. ปิเปต สารละลายดอกเข็มสีต่าง ๆ หรือสารละลายมาตรฐาน quercetin 

ปรมิาตร 1000 µl ส  าหรบั sample 

  6.2.3. ปิเปต ethanol AR ใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเป็น 10 ml 

  6.2.4. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้นที่มืด อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 40 นาที 

  6.2.5. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µl จ านวน 

3 หลมุ 

  6.2.6. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 415 นา

โนเมตร 

  6.2.7. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได ้มาสรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ดดูกลืนแสง และความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน quercetin  เป็นกราฟมาตรฐาน 

  6.2.8. ค านวณหาปรมิาณรวมของฟลาโวนอยดท์ี่วดัค่าไดจ้ากค่าการดดูกลืนแสงของ

สารสกัดดอกเข็ม โดยค านวณมาเป็นมิลลิกรมัของ quercetin equivalent (QE) ต่อปริมาณใน

หน่วยกรมัของสารสกดัดอกเข็ม (mg/g)   

 

ตาราง 5 ปรมิาณสารทดสอบที่ใชห้าปรมิาณรวมของฟลาโวนอยด ์

กลุ่ม 
ปริมาณสารใน microcentrifuge (µl) 

Sample AlCl3 Ethanol AR 

Sample 1000 1000 8000 
Blank sample 1000 - 9000 

Control - 1000 9000 

 เม่ือ sample คือ สารละลายมาตรฐาน quercetin ส าหรบัสรา้งกราฟมาตรฐาน หรือ สาร
สกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ส  าหรบัการทดสอบหาปรมิาณสารตวัอย่าง 
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 7. การหาปริมาณรวมของแอนโทไซยานินด้วยวิธี pH differential method 
 7.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 
  7.1.1. เตรียมสารละลาย 0.2M potassium chloride (KCl) buffer pH 1.0 
   7.1.1.1. ชั่ง KCl 0.7455 g 
   7.1.1.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย sterile water for irrigation จนครบ 50 ml 
   7.1.1.3. ปรบั pH ใหไ้ด ้1.0 ดว้ย 0.2M HCl 
  7.1.2. เตรยีมสารละลาย 0.4 M sodium acetate (CH3COONa) pH 4.5 
   7.1.2.1. ชั่ง CH3COONa 0.1495 g 
   7.1.2.2. ปิเปต glacial acetic acid ปรมิาตร 80 µl ลงผสม 
   7.1.2.3. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย sterile water for irrigation จนครบ 50 ml
  7.1.3. เตรียมสารละลาย cyanidin ความเขม้ขน้ 2 µg/ml (stock solution) 
   7.1.3.1. ชั่ง cyanidin 0.00004 g 
   7.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย ethanol AR จนครบ 2 ml 
 
 7.2. การสรา้งกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ cyanindin 
  7.2.1. เ จื อจาง  cyanidin stock solution ด้วยสารละลาย  KCl (pH 1.0) และ 

CH3COONa (pH 4.5) ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ย 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 และ 2.0 µg/ml 

  7.2.2. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้นที่มืด อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที 

  7.2.3. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µl จ านวน 

3 หลมุ 

  7.2.4. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 510 

และ 700 นาโนเมตร 

  7.2.5. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได ้มาสรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ดดูกลืนแสง และความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน cyanidin  เป็นกราฟมาตรฐาน จากสมการ 

Absanthocyanin = (Abs510-Abs700)pH 1.0 - (Abs510-Abs700)pH 4.5 
 

 



  41 

 7.3. การหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ  ความ

เขม้ขน้สดุทา้ย 10 mg/ml 

  7.3.1. ชั่งสารสกดัดอกเข็ม 0.01 g ลง microcentrifuge tube จ านวน 2 หลอด  

  7.3.2. ละลายสารสกดัดอกเข็มดว้ย 35% ethanol ใน KCl (pH 1.0) จ านวน 1000 µl  

1 หลอด และอีก 1 หลอดละลายดว้ย 35% ethanol ใน CH3COONa (pH 4.5) จ านวน 1000 µl 

  7.3.3. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µl จ านวน 

3 หลมุ 

  7.3.4. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงโดยใชเ้ครื่อง microplate reader ที่ความยาว คลื่น 

510 และ 700 นาโนเมตร แลว้น าค่าการดดูกลืนแสงมาค านวณหาค่าการดดูกลืนแสงของ แอนโท

ไซยานิน จากสมการ 

Absanthocyanin = (Abs510-Abs700)pH 1.0 - (Abs510-Abs700)pH 4.5 
 

  7.3.5. ท าการทดลองของแต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้

แลว้หาคา่เฉลี่ยของค่าการดดูกลืนแสงของสารทดสอบ  

  7.3.6. ค านวณหาปรมิาณรวมของสารกลุม่แอนโทไซยานินของสารสกดัดอกเข็ม โดย

น าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานินของสารสกัดดอกเข็มแทนค่าในสมการ

เสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน แลว้ค านวณเป็นมิลลิกรมัของ cyanidin equivalence (CE) ต่อกรมั

ของสารสกดั (mg/g) 

 
 8. การหาปริมาณรวมของแคโรทนีอยดด์้วยวิธี spectrophotometry 
 8.1. การเตรียมสารละลายทดสอบ 

                8.1.1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน -carotene ความเขม้ขน้ 0.02 mg/ml 
                     8.1.1.1. ชั่ง beta-carotene 0.01 g 

                     8.1.1.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย ethanol AR 100 ml 
   8.1.1.3. น า stock solution มา 10 ml และปรบัปรมิาตรดว้ย ethanol AR จนมี
ปรมิาตรเป็น 50 ml จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.02 mg/ml 
              8.1.2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน -carotene ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 2.5, 
5.0, 7.5, 10 และ 12.5 µg/ml 
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                  8.1.2.1. น าสารละลายมาตรฐาน -carotene 0.02 mg/ml มา 1, 3, 5, 7 และ 9 
ml เจือจางดว้ย ethanol AR ใหมี้ปรมิาตรสดุทา้ยเป็น 25 ml 
                  8.1.2.2. จะไดส้ารละลาย -carotene ที่มีความเขม้ขน้เป็น 0.8, 2.4, 4.0, 5.6 
และ 7.2 µg/ml 
              8.1.3. เตรียมสารละลายของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ความเขม้ขน้ 10 mg/ml 
(ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเป็น 1 mg/ml) 
                  8.1.3.1. ชั่งสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 0.01 g 

                     8.1.3.2. ละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย water for irrigation จนครบ 1 ml 
  8.1.4. เตรียมสารละลาย  ethyl acetate (EA) : dichloromethane (DCM) : hexane 
(Hex) (20:4:1, v/v/v) 
   8.1.4.1 ปิเปต ethyl acetate มา 20 ml ใสล่งใน flask 
   8.1.4.2. ปิเปต dichlorometane มา 4 ml ใสล่งใน flask 
   8.1.4.3. ปิเปต hexane มา 1 ml ใสล่งใน flask และผสมใหเ้ขา้กนั จะได้
สารละลายผสม EA:DCM:Hex 
        

       8.2. การทดสอบหาปรมิาณรวมเบตา้แคโรทีน ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ แต่ละครัง้
ทดสอบ 3 ซ า้ (n=3, triplicate) 
                8.2.1. ปิเปตสารละลาย EA:DCM:Hex ปรมิาตร 1000 µl ลงใน microcentrifuge 
tube ขนาด 2 ml ส าหรบั control 
                8.2.2. ปิเปตสารละลายดอกเข็มสีต่าง ๆ หรอืสารละลายมาตรฐาน -carotene 
ปรมิาตร 1000 µl ส าหรบั sample 
                8.2.3. ปิเปต ethanol AR ใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเป็น 10 ml 
                8.2.4. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้นท่ีมืด อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาท ี

                8.2.5. ปิเปตสารละลายในแต่ละหลอด ลงใน 96-well plate ปรมิาตร 200 µl จ านวน 
3 หลมุ 

                8.2.6. น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 454 นา
โนเมตร 
                8.2.7.น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาสรา้งกราฟความสัมพันธ์  ระหว่างค่าการ
ดดูกลืนแสง และความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน -carotene เป็นกราฟมาตรฐาน 
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                8.2.8. ค านวณหาปริมาณรวมของแคโรทีนอยด ์ที่วัดค่าไดจ้ากค่าการดูดกลืนแสง
ของสารสกดัดอกเข็ม โดยค านวณมาเป็นมิลลิกรมัของ -carotene equivalent (BCE) ต่อปรมิาณ
ในหน่วยกรมัของสารสกดัดอกเข็ม (mg/g) 
 
ตาราง 6 ปรมิาณสารทดสอบที่ใชห้าปรมิาณรวมของแคโรทีนอยด ์

กลุ่ม 
ปริมาณสารใน microcentrifuge (µl) 

Sample EA:CDM:Hex Ethanol AR 

Sample 100 100 800 
Blank sample 100 - 900 

Control - 100 900 

เม่ือ sample คือ สารละลายมาตรฐาน -carotene ส าหรบัสรา้งกราฟมาตรฐาน หรอื 
สารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ส าหรบัการทดสอบหาปรมิาณสารตวัอย่าง 

EA:DCM:Hex คือสารละลาย ethyl acetate : dichloromethane : hexane อตัราสว่น 
20:4:1, v/v/v 

สถติทิีใ่ช้ในการวิจยั 
1. รายงานผลเป็นค่าเฉลี่ยความเขม้ขน้ของสารสกดัดอกเข็มที่สามารถยบัยัง้การท างานของ

เอนไซม์ทดสอบได้ 50% (IC50) และความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error; SE) และ
พิจารณาว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยใช้ one-way ANOVA และ post analysis ด้วย 
Fisher’s LSD เพ่ือเปรยีบเทียบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารดอกเข็ม 

2. ใช ้Pearson’s correlation เพ่ือศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดั
ดอกเข็มกบัปรมิาณสารส าคญัท่ีตรวจพบในดอกเข็ม 
 
การวิเคราะหข์้อมูล 

วิเคราะหข์อ้มลูดว้ยสถิติเชิงพรรณนา  โดยรายงานฤทธ์ิลดเลือนริว้รอยของสารสกดัดอก
เข็มสีต่าง ๆ เป็นคา่เฉลี่ยความเขม้ขน้ของสารสกดัดอกเข็มสีตา่ง ๆ ที่สามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส  และเอนไซมอ์ีลาสเตส ไดร้อ้ยละ 50 (IC50) และ
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย (standard error of the mean; SE) (IC50 ± SE)  และ
เปรียบเทียบฤทธ์ิลดเลือนริว้รอยของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ กบัสารมาตรฐานท่ีใชเ้ป็นปฏิกิริยา
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ควบคุมผลบวก โดยน าค่า IC50 ± SE มาวิเคราะห์ด้วยวิธี Fisher’s LSD ด้วยโปรแกรม PSPP 
version 1.6.2 ก าหนดค่า p<0.05 จงึจะยอมรบัวา่มีนยัส าคญัทางสถิติ และรายงานปรมิาณพฤกษ
เคมีซึง่มีปรมิาณรวมของ สารประกอบฟีนอลิก สารกลุม่ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และสารกลุม่
แคโรทีนอยด ์เป็นรอ้ยละโดยมวล (%w/w) โดยเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid, quercetin, 
cyanidin และ beta-carotene ตามล าดับ ซึ่ งวิ เคราะห์ความสัมพันธ์ของฤทธ์ิกับปริมาณ
สารส าคญัท่ีตรวจพบดว้ย Pearson’s correlation 
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บทที ่4 
ผลการศึกษา 

 
ผูว้ิจยัไดด้  าเนินการวิจยัตามขัน้ตอน ดงันี ้
1.  การสกดัสารจากดอกเข็มสีตา่ง ๆ และการหาปรมิาณสารสกดัท่ีได ้
เม่ือน าผงของดอกเข็มสีต่าง ๆ มาท าการสกดัดว้ย 80% เอทานอล และน าไประเหยตวัท า

ละลายอินทรียอ์อกดว้ยเครื่อง rotary evaporator ใหไ้ดส้ารสกดัหยาบที่มีลกัษณะเหนียวขน้ และ
ท าการเทียบกบัปริมาณของดอกเข็มก่อนการสกัด คิดออกมาเป็นรอ้ยละสารสกัดที่ได ้(% yield) 
พบว่าสารสกดัดอกเข็มสีสม้ใหป้รมิาณรอ้ยละโดยน า้หนกั (%w/w) ของสารสกดัดอกเข็มมากที่สดุ
เท่ากับ รอ้ยละ 48.41 และรองลงมาเป็นดอกเข็มสีเหลือง สีแดง และสีชมพูโดยมีรอ้ยละ  47.39, 
40.29 และ 35.8 ตามล าดบั   

2. การทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric 
ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวธีิ colorimetric ของสารสกดัดอกเข็ม

สีต่าง ๆ ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ โดยทดสอบความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ
ดว้ยสารมาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้ 300, 400, 500, 600 และ 700 µg/ml ท าปฏิกิรยิากบั 
bovine hyaluronidase 7,900 unit/ml และ hyaluronic acid  ความเขม้ขน้ 15 mg/mI เป็นเวลา 
40 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วเติม p-dimethyl-aminobenzalde-hyde (PDMAB) 
ความเขม้ขน้ 10 mg/ml แลว้น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm และท าการ
สรา้งกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน quercetin 
กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส พบว่าที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารละลาย
มาตรฐาน quercetin มีรอ้ยละของการยับยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสเพิ่มขึน้ตาม
ความเข้มข้นที่เพิ่มขึน้ แต่ที่ความเข้มข้นที่ 300 µg/ml พบว่ามีค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยับยั้งของ
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสที่แตกต่างไปจากความเขม้ขน้อื่น ดงัแสดงในภาพประกอบ 14 และไดท้ า
การสรา้งกราฟเสน้ตรงที่เหลือเพียง 4 ความเขม้ขน้ เป็นกราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่าง
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน quercetin กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส ดงั
แสดงในภาพประกอบ 15 จากการทดสอบความเหมาะสมของสภาวะทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
ท างานเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสพบว่าวิธีการทดสอบมีความถกูตอ้งและแม่นย า ซึ่งพิจารณาไดจ้าก
สมการเสน้ตรง y = 0.1848x - 53.763 และค่า R² = 0.9838 ซึ่งมีค่าใกลเ้คียง 1 และไดท้ าการหา
รอ้ยละในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสที่ 50 (IC50) จากการทดลอง 3 ครัง้ที่เป็น
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อิสระต่อกันท าใหไ้ดค้่าเฉลี่ยรอ้ยละการยับยัง้การท างานเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสของสารละลาย
มาตรฐานมีค่า IC50 ± SE เท่ากบั 561.49 ± 51.87 µg/ml จึงใช ้quercetin ที่ความเขม้ขน้ 700 µg 
/ml เป็นปฏิกิริยาควบคมุผลบวกในการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอก
เข็มสีต่าง ๆ  
 

 
ภาพประกอบ 14 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารมาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้  

300-700 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
 

 

ภาพประกอบ 15 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารมาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้ 400-
700 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

 

0
20
40
60
80

100

200 300 400 500 600 700 800% 
nh
ibi
tio
n o

  h
 a
l  
on
ida

se

 oncent ation o    e cetin ( g/ l)

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสารมาตรฐาน          ท่ีความเข้มข้น             
กับค่าเฉล่ียร้อยละการยับยั้งเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส



  47 

การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการท างานเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ สีแดงที่ความเขม้ขน้ 39.10, 78.125, 156.25, 312.5 และ 625 µg/ml สีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 
500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500 µg/ml สีสม้ที่ความเขม้ขน้ 1,000, 2,000, 3,000, 4,000 และ 
5,000 µg/ml และสีชมพูที่ความเขม้ขน้ 1,000, 2,500, 5,000, 7,500 และ 10,000 µg/ml และใช้
สารละลายมาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิา 700 µg/ml เป็นสารควบคมุเชงิ
บวก จากผลการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การท างานเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสท าใหไ้ดก้ราฟความสมัพนัธ์
เชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้การท างาน
เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส โดยรอ้ยละการยับยั้งของสารสกัดดอกเข็มสีแดงเท่ากับ 11.90, 19.19, 
36.61, 69.08 และ 115.58 ตามล าดบั (ตารางที่ 8)  รอ้ยละการยบัยัง้ของสารสกดัดอกเข็มสีเหลอืง
เท่ากบั 27.95, 79.24, 109.29, 140.71 และ 147.70 ตามล าดบั(ตารางที่ 9) ซึง่จะเห็นไดว้า่ที่ความ
เขม้ขน้ 1,250 และ 1,500 µg/ml มีค่ารอ้ยละการยบัยัง้ของสารท่ีใกลเ้คียงกนั แสดงใหเ้ห็นว่าฤทธ์ิ
ในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสเริ่มคงที่ จึงจะใชเ้พียงแค่ความเขม้ขน้ 500 – 1,250 µg/ml ใน
การสรา้งกราฟมาตรฐาน สารสกัดดอกเข็มสีสม้แสดงรอ้ยละการยับยั้งเท่ากับ 22.78, 69.06, 
94.54, 129.68 และ 129.97 ตามล าดบัซึ่งจะเห็นไดจ้ากตารางที่ 10 ว่าที่ความเขม้ขน้ 4,000 และ 
5,000 µg/ml มีค่าร้อยละการยับยั้งของสารท่ีใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าฤทธ์ิในการยับยั้ง
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสเริ่มคงที่ จึงจะใชเ้พียงแค่ความเขม้ขน้  1,000 – 4,000 µg/ml ในการสรา้ง
กราฟมาตรฐาน สารสกัดดอกเข็มสีชมพูแสดงรอ้ยละการยับยั้งเท่ากับ 37.68, 69.49, 79.00, 
108.82 และ 128.18 ดงัตารางที่ 11 ซึ่งพบว่าฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสข
องสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ มีค่าขึน้อยู่กับความเขม้ขน้ของสารสกัด (dose-dependent) โดยมี
สมการเสน้ตรงของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ดงัแสดงในตารางที่ 7 

 
ตาราง 7 แสดงสมการเส้นตรงของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีได้จากการทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

สารสกัดดอกเข็ม สมการเส้นตรง ค่า R² 
สีแดง y = 0.1779x + 7.3858 0.9919 
สีเหลือง y = 0.1473x - 39.615 0.9820 
สีส้ม y = 0.0346x - 7.5303 0.9873 
สีชมพ ู y = 9.4528x + 35.48 0.9629 
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จากตารางที่ 7 จะเห็นไดว้่าทกุสมการมีค่า R2 เขา้ใกล ้1 จึงสามารถน ามาค านวณหารอ้ย
ละในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสที่ 50 (IC50 ± SE) ของสารสกดัดอกเข็มสีแดง
เท่ากบั 239.54 ± 76.57 µg/ml สารสกดัดอกเข็มสีเหลืองเท่ากบั 608.38 ± 90.42 µg/ml สารสกดั
ดอกเข็มสีสม้เท่ากับ 1,662.73 ± 0.13 µg/ml สารสกัดดอกเข็มสีชมพูเท่ากับ 1,528.42 ± 0.61 
µg/ml และเม่ือเปรียบเทียบกบั IC50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin ที่มีค่าเท่ากบั 561.49 ± 
51.87  µg/ml ตารางที่ 12 พบว่า IC50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin มีค่านอ้ยกว่าสารสกดั
ดอกเข็มสีเหลือง สีสม้ และสีชมพู อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่า p<0.05 แสดงใหเ้ห็นว่าสาร
มาตรฐาน quercetin มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดีกว่าสกัดดอกเข็มสีเหลือง สีสม้ และสี
ชมพ ูแต่มีค่านอ้ยกว่าสารสกดัดอกเข็มสีแดง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ค่า p<0.05 แสดงใหเ้ห็น
วา่สารสกดัดอกเข็มสีแดง มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดีกวา่สารมาตรฐาน quercetin  

 
ตาราง 8 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีแดงท่ีความเขม้ขน้ 39.10 - 625 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

39.10 11.90 ± 

78.125 19.19 ± 

156.25 36.61 ± 

312.5 69.08 ± 

625 115.58 ± 
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ตาราง 9 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 500 – 
1,500 µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

500 27.95 ± 

750 79.24 ± 

1000 109.29 ± 

1,250 140.71 ± 

1,500 147.70 ± 

 
ตาราง 10 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีสม้ท่ีความเขม้ขน้ 1,000 – 
5,000 µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

1,000 22.78 ± 

2,000 69.06 ± 

3,000 94.54 ± 

4,000 129.68 ± 

5,000 129.97 ± 

 

ตาราง 11 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีชมพท่ีูความเขม้ขน้ 1,000 – 
10,000 µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

1,000 37.68 ± 

2,500 69.49 ± 

5,000 79.00 ± 

7,500 108.82 ± 

10,000 128.18 ± 
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ตาราง 12 แสดง IC50 ± SE ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เปรียบเทียบกบั quercetin 

สารทดสอบ IC50 ± SE (µg/ml) 

สารสกัดดอกเข็มสีแดง 239.54 ± 76.57 * 

สารสกัดดอกเข็มสีเหลือง 608.38 ± 90.42 * 

สารสกัดดอกเข็มสีส้ม 1,662.73 ± 0.13 * 

สารสกัดดอกเข็มสีชมพ ู 1,528.42 ± 0.61 * 

Quercetin 561.49 ± 51.87 

หมายเหต:ุ * = p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 

3. การทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสดว้ยวิธี spectrophotometric 
ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสดว้ยวิธี spectrophotometric ของสารสกดั

ดอกเข็มสีตา่ง ๆ ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ โดยทดสอบความเหมาะสมของสภาวะ
ทดสอบด้วยสารมาตรฐาน quercetin ที่ความเข้มข้น 780, 1,560, 3,130, 6,250 และ 12,500 
µg/ml ท า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ  collagenase type I from Clostidium histolyticum 6.25 CDU ที่
อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที แลว้ N-[3-(2-furyl)acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) ความ
เขม้ขน้ 0.8 mM และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 340 nm พบว่า ที่ความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารละลายมาตรฐาน quercetin มีรอ้ยละของการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์
คอลลาจีเนสเพิ่มขึน้ตามความเขม้ขน้ที่เพิ่มขึน้ และสามารถสรา้งเป็นกราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิง
เสน้ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน quercetin กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลา
จีเนส ดงัแสดงในภาพประกอบ 16  

 

ภาพประกอบ 16 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารมาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้  
780-12,500 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
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จากการทดลอง 3 ครัง้ที่เป็นอิสระต่อกันท าใหไ้ดค้่าเฉลี่ยรอ้ยละการยับยั้งการท างาน
เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารละลายมาตรฐาน quercetin และพบว่ารอ้ยละในการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซมค์อลลาจีเนสที่ 50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin มีค่า IC50 ± SE เท่ากบั 
1,420.17 ± 168.55 µg/ml ดงันัน้ในปฏิกิรยิาควบคมุผลบวก จงึใชส้ารละลายมาตรฐาน quercetin 
ที่ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิริยาเป็น 1,560 µg/ml จากการทดสอบความเหมาะสมของสภาวะ
ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานเอนไซมค์อลลาจีเนสพบว่าวิธีการทดสอบมีความถกูตอ้งและ
แม่นย า พิจารณาไดจ้ากสมการเสน้ตรง y = 17.276x + 25.903 และค่า R2 = 0.9900 ซึ่งมีค่า
ใกลเ้คียง 1 

การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การท างานเอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
สีแดงที่ความเขม้ขน้ 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/ml สีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 500, 750, 
1,000, 1,250 และ 2,000 µg/ml สีส้มที่ความเข้มข้น 25, 50, 100, 150 และ 500 µg/ml และสี
ชมพูที่ความเข้มข้น 100, 250, 350, 450 และ 500 µg/ml และใช้สารละลาย quercetin ความ
เขม้ขน้สุดทา้ยในปฏิกิริยา 1,560 µg/ml เป็นปฏิกิริยาควบคุมผลบวก จากผลการทดสอบฤทธ์ิ
ยบัยัง้การท างานเอนไซมค์อลลาจีเนสท าใหไ้ดก้ราฟความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหวา่งความเขม้ขน้ของ
สารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้การท างานเอนไซมค์อลลาจีเนส โดยรอ้ยละ
การยับยั้งของสารสกัดดอกเข็มสีแดงเท่ากับ  43.24, 55.02, 76.38, 105.85 และ 111.77 
ตามล าดบัซึง่จะเห็นไดจ้ากตารางที่ 14 วา่ที่ความเขม้ขน้ 1,000 และ 2,000 µg/ml มีค่ารอ้ยละการ
ยบัยัง้ของสารที่ใกลเ้คียงกนั แสดงใหเ้ห็นวา่ฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสเริม่คงท่ี จงึจะใช้
เพียงแค่ 4 ความเขม้ขน้หลงั  รอ้ยละการยบัยัง้ของสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองเท่ากบั 41.99, 73.84, 
84.77, 105.90 และ 132.91 ตามล าดบัซึ่งจะเห็นไดจ้ากตารางที่ 15 สารสกัดดอกเข็มสีสม้แสดง
รอ้ยละการยบัยัง้เท่ากับ 42.48, 68.33, 97.82, 124.44 และ 169.94 ตามล าดบัซึ่งจะเห็นไดจ้าก
ตารางที่ 16 ว่าที่ความเขม้ขน้ 150 และ 500 µg/ml มีค่ารอ้ยละการยบัยัง้ของสารที่มีแนวโนม้ไป
ทางเสน้โคง้ แสดงใหเ้ห็นว่าฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสเริ่มคงท่ี จึงจะใชเ้พียงแค่ความ
เขม้ขน้ 25 – 150 µg/ml ในการสรา้งกราฟมาตรฐาน สารสกัดดอกเข็มสีชมพูแสดงรอ้ยละการ
ยบัยัง้เท่ากบั 1.28, 38.26, 61.58 และ 76.46 ตามล าดบั (ตารางที่ 17) เนื่องจากความเขม้ขน้ 100 
µg/ml ไม่มีค่ารอ้ยละการยบัยัง้ของสาร หรือไม่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส จึงใชเ้พียง
แคค่วามเขม้ขน้ 250-500 µg/ml ในการสรา้งกราฟมาตรฐาน ซึง่พบวา่ฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างาน
เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ มีค่าขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของสารสกดั (dose-
dependent)  
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ตาราง 13 แสดงสมการเสน้ตรงของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง
เอนไซมค์อลลาจีเนส 

สารสกัดดอกเข็ม สมการเส้นตรง ค่า R² 

สีแดง y = 0.0706x + 37.023 0.9883 
สีเหลือง y = 0.0856x + 2.3256 0.9808 
สีส้ม y = 0.6362x + 31.58 0.9834 
สีชมพ ู y = 0.2939x - 69.504 0.9896 

 
จากตารางที่ 13 จะเห็นไดว้่าทุกสมการมีค่า R2 เขา้ใกล ้1 จึงสามารถน ามาค านวณหา 

IC50 ± SE ของสารสกัดดอกเข็มสีแดงเท่ากับ 183.81 ± 53.71 µg/ml สารสกัดดอกเข็มสีเหลือง
เท่ากบั 556.94 ± 165.81 µg/ml สารสกดัดอกเข็มสีสม้เท่ากบั 28.95 ± 2.00 µg/ml สารสกดัดอก
เข็มสีชมพูเท่ากับ 406.61 ± 3.12 µg/ml และเม่ือเปรียบเทียบกับ IC50 ของสารละลายมาตรฐาน 
quercetin ที่มีค่าเท่ากบั 1,420.17 ± 168.55 µg/ml ดงัตารางที่ 18 จะพบว่า IC50 ของสารละลาย
มาตรฐาน quercetin มีค่ามากกว่าสารสกัดดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีส้ม และสีชมพู  อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีค่า p<0.05 แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพ ูมี
ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสดีกวา่สารมาตรฐาน quercetin  

 
ตาราง 14 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีแดงที่ความเขม้ขน้ 125 – 2,000 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

125 43.24 ± 3.78 

250 55.02 ± 6.18 

500 76.38 ± 0.93 

1,000 105.85 ± 1.88 

2,000 111.77 ± 2.90 
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ตาราง 15 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองท่ีความเขม้ขน้ 500 – 
1,500 µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

500 41.99 ± 24.88 

750 73.84 ± 2.99 

1,000 84.77 ± 9.20 

1,250 105.90 ± 3.45 

1,500 132.91 ± 19.77 

 
 

ตาราง 16 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีสม้ท่ีความเขม้ขน้ 25 – 500 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

25 42.48 ± 2.06 

50 68.33 ± 1.19 

100 97.82 ± 1.00 

150 124.44 ± 1.75 

500 169.94 ± 1.81 
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ตาราง 17 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีชมพท่ีูความเขม้ขน้ 100 – 500 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

100 0.00 

250 1.28 ± 0.99 

350 38.26 ± 2.78 

450 61.58 ± 0.33 

500 76.46 ± 0.76 

 

ตาราง 18 แสดง IC50 ± SE ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เปรียบเทียบกบั quercetin 

สารทดสอบ IC50 ± SE (µg/ml) 

สารสกัดดอกเข็มสีแดง 183.81 ± 53.71 * 

สารสกัดดอกเข็มสีเหลือง 556.94 ± 165.81 * 

สารสกัดดอกเข็มสีส้ม 28.95 ± 2.00 * 

สารสกัดดอกเข็มสีชมพ ู 406.61 ± 3.12 * 

Quercetin 1,420.17 ± 168.55 

หมายเหต:ุ * = p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 

4. การทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสดว้ยวิธี spectrophotometric 
ทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซมอ์ีลาสเตสดว้ยวิธี spectrophotometric ของสารสกัด

ดอกเข็มสีตา่ง ๆ ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ โดยทดสอบความเหมาะสมของสภาวะ
ทดสอบด้วยสารมาตรฐาน quercetin ที่ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200 และ 400 µg/ml ท า
ปฏิกิรยิากบั porcine pancreatic elastase (PPE) type IV ความเขม้ขน้ 0.01 mg/mI เป็นเวลา 10 
นาที ที่อณุหภมูิหอ้ง แลว้เติม N-succiny-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) ความเขม้ขน้ 0.8 mM ให้
ท าปฏิกิรยิา 60 นาที ที่อณุหภมูิหอ้ง จากนัน้ท าการวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 nm 
พบว่า ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายมาตรฐาน quercetin มีรอ้ยละของการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซมอ์ีลาสเตสเพิ่มขึน้ตามความเขม้ขน้ที่เพิ่มขึน้ และสามารถสรา้งเป็นกราฟแสดง
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ความสมัพันธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน quercetin กับค่าเฉลี่ยรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส ดงัแสดงในภาพประกอบ 17 

 
ภาพประกอบ 17 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารมาตรฐาน quercetin  

ที่ความเขม้ขน้ 25-400 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้อีลาสเตส 
 
 จากการทดสอบความเหมาะสมของสภาวะทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานเอนไซม์
อีลาสเตสพบว่าวิธีการทดสอบมีความถกูตอ้งและแม่นย า ซึ่งพิจารณาไดจ้ากสมการเสน้ตรง y = 
0.1249x + 15.648 และค่า R2 = 0.9734 ซึ่งมีค่าใกลเ้คียง 1 จึงพิจารณาใชส้ภาวะทดสอบขา้งตน้ 
และไดท้ าการหารอ้ยละในการยับยั้งการท างานของเอนไซมอ์ีลาสเตสที่ 50 พบว่าสารละลาย
มาตรฐาน quercetin มีค่า IC50 ± SE เท่ากับ 275.04 ± 79.27 µg/ml ดังนั้นในปฏิกิริยาควบคุม
ผลบวก จงึใชส้ารละลายมาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิาเป็น 400 µg/ml 
  การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การท างานเอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ไดแ้ก่ สี
แดงที่ความเขม้ขน้ 180, 330, 480, 630 และ 780 µg/ml สีเหลืองที่ความเขม้ขน้ 100, 200, 300, 
400 และ 500 µg/ml สีสม้ที่ความเขม้ขน้ 500, 750, 1,000, 1,250 และ 1,500 µg/ml และสีชมพทูี่
ความเข้มข้น 375, 750, 1,500, 2,500 และ 3,000 µg/ml และใช้สารละลาย quercetin ความ
เขม้ขน้สดุทา้ยในปฏิกิรยิา 400 µg/ml เป็นปฏิกิรยิาควบคมุผลบวก จากผลการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้
การท างานเอนไซมอ์ีลาสเตสท าใหไ้ดก้ราฟความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดั
ดอกเข็มสีต่าง ๆ กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้การท างานเอนไซมอ์ีลาสเตส โดยรอ้ยละการยบัยัง้
ของสารสกดัดอกเข็มสีแดงเท่ากบั 11.21, 11.61, 26.49, 38.61 และ 56.39 ตามล าดบัซึ่งจะเห็น
ไดจ้ากตารางที่ 20 วา่ที่ความเขม้ขน้ 180 และ 330 µg/ml มีค่ารอ้ยละการยบัยัง้ของสารที่ใกลเ้คยีง
กัน แสดงใหเ้ห็นว่าฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสที่ 2 ความเขม้ขน้นีไ้ม่ต่างกัน จึงเลือกใช้
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เพียงความเขม้ขน้ 330 – 780 µg/ml ในการสรา้งกราฟมาตรฐาน รอ้ยละการยบัยัง้ของสารสกัด
ดอกเข็มสีเหลืองเท่ากับ 24.06, 37.84, 54.17, 63.56 และ 68.02 ตามล าดับซึ่งจะเห็นไดจ้าก
ตารางที่ 21 ว่าที่ความเขม้ขน้ 400 และ 500 µg/ml มีค่ารอ้ยละการยบัยัง้ของสารที่ใกลเ้คียงกนั 
แสดงใหเ้ห็นว่าฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสเริ่มคงท่ี จึงจะใชเ้พียงแค่ความเขม้ขน้ 100 - 
400 µg/ml ในการสรา้งกราฟแสดงมาตรฐาน สารสกดัดอกเข็มสีสม้แสดงรอ้ยละการยบัยัง้เท่ากบั 
6.97, 45.41, 56.57, 62.74 และ 70.22 ตามล าดบัซึ่งจะเห็นไดจ้ากตารางที่ 22 ว่าที่ความเขม้ขน้ 
500 µg/ml มีค่ารอ้ยละการยบัยัง้ของสารนอ้ยที่สดุ จึงใชเ้พียงแค่ความเขม้ขน้ 700 - 1500 µg/ml 
ในการสรา้งกราฟมาตรฐาน สารสกดัดอกเข็มสีชมพูแสดงรอ้ยละการยบัยัง้เท่ากบั 24.99, 35.57, 
52.93, 65.03 และ 72.34 ตามล าดับซึ่งจะเห็นตามตารางที่ 23 ซึ่งพบว่าฤทธ์ิในการยับยั้งการ
ท างานเอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ มีค่าขึน้อยู่กับความเขม้ขน้ของสารสกัด 
(dose-dependent)  
 
ตาราง 19 แสดงสมการเสน้ตรงของสารสกดัดอกเข็มสีตา่ง ๆ ท่ีไดจ้ากการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้
เอนไซมค์อลลาจีเนส 

สารสกัดดอกเข็ม สมการเส้นตรง ค่า R² 

สีแดง y = 0.0976x - 20.913 0.9947 
สีเหลือง y = 1348x + 11.205 0.9899 
สีส้ม y = 32.242x + 22.464 0.9837 
สีชมพ ู y = 17.477x + 21.772 0.9747 

 
จากตารางที่ 19 จะเห็นไดว้่าทุกสมการมีค่า R2 เขา้ใกล ้1 จึงสามารถน ามาค านวณหา 

IC50 ± SE ของสารสกัดดอกเข็มสีแดงเท่ากับ 726.57 ± 76.74 µg/ml สารสกัดดอกเข็มสีเหลือง
เท่ากับ 287.80 ± 12.22 µg/ml สารสกัดดอกเข็มสีสม้เท่ากับ 855.16 ± 130.84 µg/ml สารสกัด
ดอกเข็มสีชมพูเท่ากับ 1,615.15 ± 106.67 µg/ml และเม่ือเปรียบเทียบกับ IC50 ของสารละลาย
มาตรฐาน quercetin ที่มีค่าเท่ากับ 275.04 ± 79.27 µg/ml ดังตารางที่ 24 จะพบว่า IC50 ของ
สารละลายมาตรฐาน quercetin มีค่านอ้ยกว่าสารสกัดดอกเข็มสีแดง สีสม้ และสีชมพู อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ค่า p<0.05 แสดงใหเ้ห็นว่าสารสกัดดอกเข็มสีแดง สีสม้ และสีชมพู มีฤทธ์ิ
ยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสนอ้ยกวา่สารมาตรฐาน quercetin แต่สารสกดัดอกเข็มสีเหลืองมีคา่ IC50 ที่
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ใกล้เคียงกับค่า IC50 ของสารละลายมาตรฐาน quercetin มากที่สุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 287.80 ± 
12.22 µg/ml  

 
ตาราง 20 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีแดงท่ีความเขม้ขน้ 180 – 780 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

180 11.21 ± 9.82 

330 11.61 ± 10.42 

480 26.49 ± 10.85 

630 38.61 ± 7.73 

780 56.39 ± 4.91 

 
ตาราง 21 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองท่ีความเขม้ขน้ 100 – 500 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 
100 24.06 ± 23.52 
200 37.84 ± 19.17 
300 54.17 ± 12.76 
400 63.56 ± 9.81 
500 68.02 ± 10.72 
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ตาราง 22 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีสม้ที่ความเขม้ขน้ 500 – 1,500 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

500 6.97 ± 0.30 

750 45.41 ± 2.92 

1,000 56.57 ± 6.96 

1,250 62.74 ± 1.95 

1,500 70.22 ± 3.78 

 

ตาราง 23 ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีชมพทูี่ความเขม้ขน้ 375 – 3,000 
µg/ml 

Concentration (µg/ml) %Inhibition 

375 24.99 ± 12.35 

750 35.57 ± 12.16 

1,500 52.93 ± 7.82 

2,500 65.03 ± 5.63 

3,000 72.34 ± 2.92 
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ตาราง 24 แสดง IC50 ± SE ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เปรียบเทียบกบั quercetin 

สารทดสอบ IC50 ± SE (µg/ml) 

สารสกัดดอกเข็มสีแดง 726.57 ± 76.74 * 

สารสกัดดอกเข็มสีเหลือง 287.80 ± 12.22  

สารสกัดดอกเข็มสีส้ม 855.16 ± 130.84 * 

สารสกัดดอกเข็มสีชมพ ู 1,615.15 ± 106.67 * 

Quercetin 275.04 ± 79.27 

หมายเหต:ุ * = p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 

5. การหาปรมิาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-ciocalteu  
การทดสอบหาปรมิาณรวมของสารประกอบกลุม่ฟีนอลิกในสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ดว้ย

วิธี Folin-ciocalteu ท าการทดสอบสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ แลว้น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงมา
เทียบกบัสารมาตรฐาน gallic acid ที่ความยาวคลื่น 765 nm  

การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบกลุ่มฟีนอกลิกในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ กับสาร
มาตรฐาน gallic acid ท าโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่
ความเขม้ขน้ 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 และ 5 mg/ml และสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้
ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid กบัค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 765 nm ดงัแสดงในภาพประกอบ 18 

 
ภาพประกอบ 18 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน gallic acid  

ที่ความเขม้ขน้ 0.3-5.0 mg/ml กบัค่าเฉลี่ยการดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm 
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เม่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ หลังจากท าปฏิกิริยากับ folin-

ciocalteu reagent แลว้น าค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงมาแทนค่าในสมการเชิงเสน้ y = 0.087ln(x) + 
0.1346 เพื่อค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิกเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
gallic acid จะไดค้่าปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกในรูปมิลลิกรมัของ gallic acid equivalents (GAE) 
โดยพบว่าสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั สารสกดัดอกเข็มสีแดง มีปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกมาก
ที่สดุคือ 23.86 ± 4.83 mg gallic acid equivalent และสารสกดัดอกเข็มสีสม้ สีเหลือง และสีชมพู 
มีปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกรองลงมาเท่ากับ 13.63 ± 1.80, 11.49 ± 2.34 และ 9.23 ± 0.60 mg 
gallic acid equivalent ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 19 

 
ภาพประกอบ 19 กราฟแสดงปรมิาณสารกลุม่ฟีนอลิกในรูปมิลลิกรมัของ gallic acid equivalents 

(GAE) ในสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั 
 

5. การหาปรมิาณรวมของฟลาโวนอยดด์ว้ยวิธี aluminium chloride complexation 
การทดสอบหาปริมาณรวมของฟลาโวนอยด์ในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ ด้ วยวิธี 

aluminium chloride complexation ท าการทดสอบสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ แลว้น ามาวดัค่าการ
ดดูกลืนแสงมาเทียบกบัสารมาตรฐาน quercetin ที่ความยาวคลื่น 415 nm  

การเปรียบเทียบปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ กับสาร
มาตรฐาน quercetin ท าโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน quercetin ที่
ความเขม้ขน้ 25, 50, 75, 100 และ 125 µg/ml และสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่าง
ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน quercetin กับค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
415 nm ดงัแสดงในภาพประกอบ 20 
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ภาพประกอบ 20 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน quercetin ที่

ความเขม้ขน้ 25-100 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm 
 

เม่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ หลังจากท าปฏิกิริยากับ 
aluminium chloride (AlCl3) แล้วน าค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงมาแทนค่าในสมการเชิงเส้น  y = 
0.0039x - 0.0157 เพื่อค านวณหาปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟลาโวนอยดเ์ทียบกบัความเขม้ขน้ของ
สารมาตรฐาน quercetin จะไดค้่าปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นรูปมิลลิกรมัของ quercetin 
equivalents (QE) โดยพบว่าสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั สารสกัดดอกเข็มสีแดง มีปริมาณ
สารกลุ่มฟลาโวนอยดม์ากที่สุดคือ 696.78 ± 5.80 mg quercetin equivalent และสารสกัดดอก
เข็มสีชมพู สีเหลือง และสีสม้ มีปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยดร์องลงมาเท่ากับ 350.85 ± 3.65, 
277.38 ± 2.94 และ 264.13 ± 1.86 mg quercetin equivalent ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 21 
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ภาพประกอบ 21 กราฟแสดงปรมิาณสารกลุม่ฟลาโวนอยดใ์นรูปมิลลิกรมัของ quercetin 
equivalents (QE) ในสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั 

6. การหาปรมิาณรวมของแอนโทไซยานินดว้ยวิธี pH differential 
เป็นการทดสอบหาปริมาณรวมของแอนโทไซยานินในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ ดว้ยวิธี 

pH differential โดยท าการทดสอบสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ แลว้น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงมา
เทียบกบัสารมาตรฐาน cyanidin ที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm  

การเปรียบเทียบปริมาณสารกลุ่มแอนโทไซยานินในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ กับสาร
มาตรฐาน cyanidin ท าโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน cyanidin ใน
สภาวะ pH 1.0 และ 4.5 ที่ความเขม้ขน้ 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 และ 1.50 µg/ml และสรา้งกราฟ
แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน cyanidin กับค่าเฉลี่ย
การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm ดงัแสดงในภาพประกอบ 22 

 

 
ภาพประกอบ 22 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน cyanidin ที่
ความเขม้ขน้ 0.25-1.5 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยการดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm 

 

เม่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ หลังจากท าปฏิกิริยากับ pH 
differential แลว้น าค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงมาแทนค่าในสมการเชิงเสน้ y = 0.2886x - 0.0406 
เพื่อค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแอนโทไซยานินเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
cyanidin จะไดค้่าปรมิาณสารกลุม่แอนโทไซยานินในรูปมิลลิกรมัของ cyanidin equivalents (CE) 
โดยพบว่าสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั สารสกัดดอกเข็มสีแดง มีปริมาณสารกลุ่มแอนโทไซ
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ยานินมากที่สุดคือ 8.56 ± 0.06 mg cyanidin equivalent และสารสกัดดอกเข็มสีเหลือง สีชมพู 
และสีสม้ มีปรมิาณสารกลุม่แอนโทไซยานินรองลงมาเท่ากบั 6.37 ± 0.04, 3.77 ± 0.05 และ 3.08 
± 0.02 mg cyanidin equivalent ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 23 

 

 
ภาพประกอบ 23 กราฟแสดงปรมิาณสารกลุม่แอนโทไซยานินในรูปมลิลิกรมัของ cyanidin 

equivalents (CE)  ในสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั 
 

7. การหาปรมิาณรวมของแคโรทีนอยดด์ว้ยวิธี spectrophotometric 
เป็นการทดสอบหาปริมาณรวมของแคโรทีนอยดใ์นสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ ดว้ยวิธี 

spectrophotometric โดยท าการทดสอบสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ แลว้น ามาวัดค่าการดูดกลืน
แสงมาเทียบกบัสารมาตรฐาน -carotene ที่ความยาวคลื่น 450 nm  

การเปรียบเทียบปริมาณสารกลุ่มแคโรทีนอยด์ในสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ กับสาร
มาตรฐาน -carotene ท าโดยการวดัค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน -carotene ที่
ความเข้มข้น 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 และ 12.5 µg/ml และสรา้งกราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงเสน้
ระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน -carotene กับค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 nm ดงัแสดงในภาพประกอบ 24 
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ภาพประกอบ 24 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน -carotene ที่

ความเขม้ขน้ 2.5-12.5 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยการดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm 
 

เม่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ หลังจากท าปฏิกิริยากับ 
EA:DCM:Hex แลว้น าคา่เฉลี่ยการดดูกลืนแสงมาแทนค่าในสมการเชิงเสน้ y = 0.0243x + 0.0335 
เพื่อค านวณหาปริมาณรวมของสารกลุ่มแคโรทีนอยดเ์ทียบกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน -
carotene จะไดค้่าปริมาณสารกลุ่มแคโรทีนอยด์ในรูปมิลลิกรัมของ -carotene equivalents 
(BCE) โดยพบว่าสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั สารสกดัดอกเข็มสีสม้ มีปรมิาณสารกลุม่แคโรที
นอยด์มากที่สุดคือ 120.75 ± 3.00 mg -carotene equivalent และสารสกัดดอกเข็มสีแดง สี
เหลือง และสีชมพู มีปรมิาณสารกลุม่แคโรทีนอยดร์องลงมาเท่ากบั 106.62 ± 0.79, 74.89 ± 0.42 
และ 48.91 ± 0.11 mg -carotene equivalent ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 25 

 
ภาพประกอบ 25 กราฟแสดงปรมิาณสารกลุม่ฟีนอลิกในรูปมิลลิกรมัของ -carotene 

equivalents (BCE) ในสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 1 กรมั 
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8. การศกึษาความสมัพนัธข์องฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมช์นิดตา่ง ๆ กบัปรมิาณพฤกษเคมีท่ีตรวจ
พบ โดยใชก้ราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ และสถิติ Pearson’s correlation 

ท าการวิเคราะหป์ริมาณสารส าคัญแต่ละชนิดที่พบในสารสกัดดอกเข็มกับรอ้ยละการ
ยับยั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสของสารสกัดความเข้มข้น 500 µg/ml   โดยการพิจารณาจาก
ความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ดังแสดงในรูปที่ 26 – 29และผลการวิเคราะหค์วามสมัพนัธข์องฤทธ์ิยบัยัง้
เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ย Pearson’s correlation (ตารางที่ 25) 

 

ภาพประกอบ 26 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสและปรมิาณ
สารกลุม่ฟีนอลิกของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/ml 

 

 

ภาพประกอบ 27 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสและปรมิาณ
สารกลุม่ฟลาโวนอยดข์องสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/ml 
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ภาพประกอบ 28 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสและปรมิาณ
สารกลุม่แอนโทไซยานินของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ที่ความเขม้ขน้ 500 µg/ml 

 

 

ภาพประกอบ 29 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสและปรมิาณ
สารกลุม่แคโรทีนอยดข์องสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/ml 

 

ท าการวิเคราะหป์ริมาณสารส าคัญแต่ละชนิดที่พบในสารสกัดดอกเข็มกับรอ้ยละการ
ยับยั้ง เอนไซม์คอลลาจีเนสของสารสกัดความเข้มข้น 250 µg/ml โดยการพิจารณาจาก
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ความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ดังแสดงในรูปที่ 30 – 33และผลการวิเคราะหค์วามสมัพนัธข์องฤทธ์ิยบัยัง้
เอนไซมค์อลลาจีเนสดว้ย Pearson’s correlation (ตารางที่ 26) 

 

ภาพประกอบ 30 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและปรมิาณ
สารกลุม่ฟีนอลิกของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 250 µg/ml 

 

 

ภาพประกอบ 31 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและปรมิาณ
สารกลุม่ฟลาโวนอยดข์องสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 250 µg/ml 
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ภาพประกอบ 32 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและปรมิาณ
สารกลุม่แอนโทไซยานินของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ที่ความเขม้ขน้ 250 µg/ml 

 

 

ภาพประกอบ 33 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสและปรมิาณ
สารกลุม่แคโรทีนอยดข์องสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 250 µg/ml 

 

ท าการวิเคราะหป์ริมาณสารส าคัญแต่ละชนิดที่พบในสารสกัดดอกเข็มกับรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกดัความเขม้ขน้ 500 µg/ml  โดยการพิจารณาจากความสมัพนัธ์
เชิงเสน้ดงัแสดงในรูปที่ 34 – 37 และผลการวิเคราะหค์วามสมัพนัธข์องฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาส-
เตสดว้ย Pearson’s correlation (ตารางที่ 27) 
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ภาพประกอบ 34 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและปรมิาณสาร
กลุม่ฟีนอลิกของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ที่ความเขม้ขน้ 500 µg/ml 

 

 

ภาพประกอบ 35 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและปรมิาณสาร
กลุม่ฟลาโวนอยดข์องสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/ml 
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ภาพประกอบ 36 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและปรมิาณสาร
กลุม่แอนโทไซยานินของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/ml 

 

 

ภาพประกอบ 37 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสและปรมิาณสาร
กลุม่แคโรทีนอยดข์องสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/ml 
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ตาราง 25 แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสที่ความเขม้ขน้ 500 µg/ml 
กบัปรมิาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยด ์

Correlation 
 Hyaluronidase Phenolic Flavonoid Anthocyanin Carotenoid 
Hyaluronidase  Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N  

1.000 
 

4 

.804 

.196 
4 

.968 

.032 
4 

.876 

.124 
4 

.037 

.963 
4 

Phenolic            Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.804 

.196 
4 

1.000 
 

4 

.895 

.105 
4 

.759 

.241 
4 

.624 

.376 
4 

Flavonoid        Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.968 

.032 
4 

.895 

.105 
4 

1.000 
 

4 

.792 

.208 
4 

.234 

.766 
4 

Anthocyanin      Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.876 

.124 
4 

.759 

.241 
4 

.792 

.208 
4 

1.000 
 

4 

.122 

.878 
4 

Carotenoid        Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.037 

.963 
4 

.624 

.376 
4 

.234 

.766 
4 

.122 

.878 
4 

1.000 
 

4 

 

ตาราง 26 แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสที่ความเขม้ขน้ 250 µg/ml 
กบัปรมิาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยด ์

Correlation 
 Collagenase Phenolic Flavonoid Anthocyanin Carotenoid 
Collagenase   Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N  

1.000 
 

4 

.149 

.851 
4 

-.234 
.766 

4 

-.385 
.615 

4 

.840 

.160 
4 

Phenolic            Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.149 

.851 
4 

1.000 
 

4 

.895 

.105 
4 

.764 

.236 
4 

.629 

.371 
4 

Flavonoid        Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

-.234 
.766 

4 

.895 

.105 
4 

1.000 
 

4 

.771 

.229 
4 

.236 

.764 
4 

Anthocyanin      Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

-.385 
.615 

4 

.764 

.236 
4 

.771 

.229 
4 

1.000 
 

4 

.175 

.825 
4 

Carotenoid        Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.840 

.160 
4 

.629 

.371 
4 

.236 

.764 
4 

.175 

.825 
4 

1.000 
 

4 
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ตาราง 27 แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสที่ความเขม้ขน้ 500 µg/ml กบั
ปรมิาณฟีนอลกิ ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และแคโรทีนอยด ์

Correlation 
 Elastase Phenolic Flavonoid Anthocyanin Carotenoid 
Elastase   Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N  

1.000 
 

4 

-.390 
.610 

4 

-.530 
.470 

4 

.098 

.902 
4 

-.179 
.821 

4 
Phenolic            Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

-.390 
.610 

4 

1.000 
 

4 

.895 

.105 
4 

.759 

.241 
4 

.624 

.376 
4 

Flavonoid        Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

-.530 
.470 

4 

.895 

.105 
4 

1.000 
 

4 

.792 

.208 
4 

.234 

.766 
4 

Anthocyanin      Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

.098 

.902 
4 

.759 

.241 
4 

.792 

.208 
4 

1.000 
 

4 

.122 

.878 
4 

Carotenoid        Pearson Correlation 
 Sig. (2-tailed) 
 N 

-.179 
.821 

4 

.624 

.376 
4 

.234 

.766 
4 

.122 

.878 
4 

1.000 
 

4 

 

ส าหรบัความสมัพนัธ์เชิงเสน้โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัจากดอกเข็มที่ความเขม้ขน้
เดียวกนัเปรียบเทียบกบัรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมช์นิดต่าง ๆ จากรูปที่ 27 จะเห็นไดว้่าปรมิาณรวม
ของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์มีความสัมพันธ์กับฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส แต่ไม่ มี
ความสมัพนัธก์บัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมค์อลลาจีเนส และปริมาณรวมของ
สารกลุม่ฟีนอลิก แอนโธไซยานิน และแคโรทีนอยด ์ไม่มีความสมัพนัธก์บัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลู
โรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส ดงัแสดงในรูปที่ 26, 28 - 37 ซึ่งการวิเคราะห์
ขอ้มูลดว้ย Pearson correlation ยืนยันว่าฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสมีความสัมพันธ์กับ
ปริมาณรวมของสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์(R2 = 0.9366, p = 0.032) แต่ไม่สมัพนัธก์ับปริมาณรวม
ของสารกลุ่มฟีนอลิก (R2 = 0.6441, p = 0.196) สารกลุ่มแอนโธไซยานิน (R2 = 0.7668, p = 
0.124) และสารกลุ่มแคโรทีนอยด ์(R2 = 0.6441, p = 0.963) (ตารางที่ 25) ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์
คอลลาจีเนสไม่สัมพันธ์กับปริมาณรวมของสารกลุ่มฟีนอลิก (R2 = 0.0215, p = 0.851)  
สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์(R2 = 0.0549, p = 0.766) สารกลุ่มแอนโธไซยานิน (R2 = 0.1744, p = 
0.615) และสารกลุม่แคโรทีนอยด ์(R2 = 0.7074, p = 0.160) (ตารางที่ 26) และฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์
อีลาสเตสไม่สมัพนัธก์บัปรมิาณรวมของสารกลุม่ฟีนอลิก (R2 = 0.1537, p = 0.610) สารกลุม่ฟลา
โวนอยด ์(R2 = 0.281, p = 0.570) สารกลุ่มแอนโธไซยานิน (R2 = 0.0096, p = 0.902) และสาร
กลุม่แคโรทีนอยด ์(R2 = 0.0322, p = 0.821) (ตารางที่ 27) 
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บทที ่5 
สรุป อภปิราย และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

จากการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการเกิดริว้รอยของสารสกดัดอกเข็มสตีา่ง 

ๆ โดยทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดว้ยวิธี colorimetric method และ ทดสอบฤทธ์ิ

ยับยั้งเอนไซมค์อลลาจีเนสและเอนไซมอ์ีลาสเตสดว้ยวิธี spectrophotometric method พบว่า

ฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดั 

ดอกเข็มต่าง ๆ มีค่าขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของสารสกดั (dose dependent) โดยฤทธ์ิในการยบัยัง้

เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพ ูมีค่ายบัยัง้ที่รอ้ยละ 50 

(IC50) สามารถสรุปไดด้งัตารางที่ 28 เท่ากบั 239.54 ± 76.57, 608.38 ± 90.42, 1,662.73 ± 0.13 

และ 1,528.42 ± 0.61 µg/ml ตามล าดบั ฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนคอลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสี

แดง สีเหลือง สีส้ม และสีชมพู มีค่า IC50 เท่ากับ 183.81 ± 53.71, 556.94 ± 165.81, 28.95 ± 

2.00 และ 406.61 ± 3.12 µg/ml (ตารางที่ 28) ตามล าดบั และฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตส

ของสารสกัดดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพู มี  IC50 เท่ากับ 726.57 ± 76.74, 287.80 ± 

12.22, 855.16 ± 130.84 และ 1,615.15 ± 106.67 µg/ml ตามล าดบั (ตารางที่ 28) แสดงใหเ้ห็น

ว่าสารสกดัดอกเข็มสีแดงมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสไดดี้ท่ีสดุ สารสกดัดอกเข็มสีสม้มีฤทธ์ิ

ยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสไดดี้ท่ีสดุ และสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสได้

ดีท่ีสุด และสารสกัดดอกเข็มสีต่าง ๆ มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกับการเกิดริว้รอยโดยมีค่า

ขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของสารสกดั ซึง่สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้ที่พบวา่สารสกดัของใบเข็มมี

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีขึน้กับความเข้มข้นของสารสกัดจากใบเข็ม (Bose et al., 2008) และ

สอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีท าการทดสอบสารสกดัท่ีไดจ้ากเข็มท่ีต่างสายพนัธุ ์ต่างสี จะใหฤ้ทธ์ิตา้น

อนุมูลอิสระ และฤทธ์ิต้านการอักเสบท่ีแตกต่างกัน (Baliga & Kurian, 2012; Dontha et al., 

2015) 
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ตาราง 28 แสดงค่ารอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซม์
อีลาสเตส ที่ 50 (IC50) ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ  

สารสกัด 
IC50 ± SE (µg/ml) 

Hyaluronidase Collagenase Elastase 

ดอกเข็มสีแดง 239.54 ± 76.57 * 183.81 ± 53.71 * 726.57 ± 76.74 * 

ดอกเข็มสีเหลือง 608.38 ± 90.42 * 556.94 ± 165.81 * 287.80 ± 12.22  

ดอกเข็มสีส้ม 1,662.73 ± 0.13 * 28.95 ± 2.00 * 855.16 ± 130.84 * 

ดอกเข็มสชีมพู 1,528.42 ± 0.61 * 406.61 ± 3.12 * 1,615.15 ± 106.67 * 

Quercetin 561.49 ± 51.87 1,420.17 ± 168.55 275.04 ± 79.27 

หมายเหต:ุ * = p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 

จากการศกึษาชนิดและปริมาณพฤกษเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดริว้รอย โดยใน

การศึกษาวิจัยครัง้นีไ้ดท้  าการศึกษาหาปริมาณของสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์สาร

กลุ่มแอนโทไซยานิน และสารกลุ่มแคโรทีนอยด ์(ตารางที่ 29) โดยท าการเทียบกบัสารมาตรฐาน 

gallic acid, quercetin, cyanidin และ -carotene ตามล าดบั ส าหรบัปรมิาณสารกลุม่ฟีนอลิกที่

พบในสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพมีูค่าเท่ากบั 23.86 ± 4.83, 11.49 ± 2.34, 

13.63 ± 1.80 และ 9.23 ± 0.60 mg gallic acid equivalent ตามล าดับ ปริมาณสารกลุ่มฟลาโว

นอยดท์ี่พบในสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพมีูค่าเท่ากบั 696.78 ± 5.80, 277.38 

± 2.94, 264.13 ± 1.86 และ 350.85 ± 3.65 mg quercetin equivalent ตามล าดับ ปริมาณสาร

กลุ่มแอนโทไซยานินที่พบในสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพมีูค่าเท่ากบั 8.56 ± 

0.06, 6.37 ± 0.04, 3.08 ± 0.02 และ  3.77 ± 0.05 mg cyanidin equivalent ตามล าดับ  และ

ปรมิาณสารกลุม่แคโรทีนอยดท์ี่พบในสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และสีชมพมีูค่าเท่ากบั 

106.62 ± 0.79, 74.89 ± 0.42, 120.75 ± 3.00 และ  48.91 ± 0.11 mg -carotene equivalent 

ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นว่าปริมาณสารที่พบได้มากที่สดุในสารสกัดดอกเข็มเป็นสารกลุ่มฟลาโว

นอยด ์ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยก่อนหนา้ท่ีมีการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส แลว้

พบว่าสารในกลุ่มฟลาโวนอยดมี์ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสไดดี้ท่ีสดุ โดยโครงสรา้งที่ยบัยัง้

เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสได้ดีที่สุดคือ luteolin (76.1%) รองลงมาเป็น  apigenin (66.5%) และ 
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kaempferol (56.1%) ตามล าดบั ซึง่จากการศกึษาโครงสรา้งจะพบว่าบรเิวณคารบ์อนต าแหน่งท่ี 2 

และ 3 หากมีโครงสรา้งเป็นพันธะคู่ (double bond) จะมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสไดด้ี  

และการแทนที่ดว้ยหมู่คีโตน บริเวณคารบ์อนต าแหน่งที่ 4 การแทนที่ดว้ยหมู่ไฮดรอกซีที่คารบ์อน

ต าแหน่ง 5, 7 และ 4’ จะท าใหฤ้ทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสดีกว่า โครงสรา้งสารกลุ่มฟลาโว

นอยดท์ี่ไม่มีการแทนที่ และนอกจากนีย้งัพบวา่หมู่ไฮดรอกซี ที่คารบ์อนต าแหน่ง 5 และ 7 จะไปจบั

ต าแหน่งการท างานของเอนไซม ์และขัดขวางการท างานของเอนไซมไ์ด ้ (Kuppusamy et al., 

1990) และงานวิจัยท่ีมีการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส พบว่าฟลาโวนอยดส์ามารถ

ยบัยัง้การท างานของคอลลาจีเนสได ้ซึง่โครงสรา้งของฟลาโวนอยดท์ี่สามารถยบัยัง้การท างานของ

เอนไซมค์อลลาจีเนสได ้มีลักษณะโครงสรา้งที่คารบ์อนต าแหน่งที่ 2 และ 3 เป็น double bond 

และที่คารบ์อนต าแหน่งที่ 3 มีหมู่ไฮดรอกซีเป็นหมู่แทนที่ ซึ่งฟลาโวนอยดท์ี่มีโครงสรา้งเช่นนี ้ไดแ้ก่ 

quercetin, myricetin และ kaempferol (Sin & Kim, 2005) ในงานวิจัย ท่ีทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง

เอนไซม์อีลาสเตสพบว่า โครงสร้างที่สามารถยับยั้งเอนไซม์อีลาสเตสได้ดีคือ quercetin, 

myricetin, luteolin และ apigenin ตามล าดับ และจากการศึกษาโครงสรา้งของสารกลุ่มฟลาโว

นอยดจ์ะพบว่า การที่โครงสรา้งใน ring C มี double bond ในต าแหน่ง C2-C3 และการเกิด c-

glucoside ใน ring A ที่ต  าแหน่ง C6, C8 จะท าใหค้วามสามารถในการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสนัน้

มีประสิทธิภาพมากขึน้ (Jakimiuk et al., 2021) โดยสารส าคญัในกลุ่มของฟลาโวนอยดท์ี่คาดว่า

จะพบในดอกเข็ม ไดแ้ก่ myricetin, quercetin, rutin และ kaempferol (Dontha et al., 2015) จึง

คาดว่าสารกลุ่มฟลาโวนอยดน์่าจะมีความเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมท่ี์

เก่ียวกบัการเกิดริว้รอย (Thring et al., 2009) แต่จากการวิเคราะหข์อ้มลูดว้ยกราฟความสมัพนัธ์

เชิงเสน้และ Pearson’s correlation พบว่ามีเพียงสารกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์มีความสมัพนัธก์บัฤทธ์ิ

ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส แต่ไม่สมัพนัธก์บัฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอี์ลาส

เตส ในขณะท่ีพฤกษเคมีอื่น ไดแ้ก่ phenolic, anthocyanin และ carotenoid ไม่แสดงความสมัพนัธ์

กับการออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมท์ัง้ 3 ชนิดคือ hyaluronidase, collagenase และ elastase ผูว้ิจัย

คาดว่าฤทธ์ิยับยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส และเอนไซมอี์ลาสเตส ที่เกิดขึน้อาจเกิดจากพฤกษเคมี

เหลา่ออกฤทธ์ิรว่มกนัหรอืเกิดจากพฤกษเคมีอ่ืนท่ีไม่ไดท้  าการตรวจสอบในงานวิจยันีในขณะท่ีฤทธ์ิ

ยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสเกิดจาก flavonoid 
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ตาราง 29 แสดงปรมิาณพฤกษเคมีท่ีพบในสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ น า้หนกั 1 g  

สารสกัด 
Phenolic 
(GAE) 

Flavonoid 
(QE) 

Anthocyanin 
(CE) 

Carotenoid 
(BCE) 

ดอกเข็มสีแดง 23.86 696.78 8.56 106.62 

ดอกเข็มสีเหลือง 11.49 277.38 6.37 74.89 

ดอกเข็มสีส้ม 13.63 264.13 3.08 120.75 

ดอกเข็มสชีมพ ู 9.23 350.85 3.77 48.91 

 

ขอ้เสนอแนะ 

 จากการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการเกิดริว้รอยของสารสกดัดอกเข็มสตีา่ง 

ๆ พบว่าสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ พบความสมัพนัธก์นัระหว่างฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิ

เดสกบัสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์แต่ไม่พบความสมัพนัธก์บัพฤกษเคมีอื่นที่ท  าการตรวจสอบซึ่งไดแ้ก่ 

phenolic, anthocyanin และ carotenoid นอกจากนัน้ยงัไม่พบความสมัพนัธข์องพฤกษเคมีทัง้ 4 

ชนิด ไดแ้ก่ phenolic, flavonoid, anthocyanin และ carotenoid กับฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมค์อลลา

จีเนส และเอนไซมอ์ีลาสเตส จึงควรมีการศึกษาพฤกษเคมีอื่น เช่น alkaloid, terpenoid ในสาร

สกัดดอกเข็มเพิ่มเติม เพ่ือหาความสัมพันธ์ของปริมาณพฤกษเคมีและฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ที่

เก่ียวขอ้งกบัการเกิดริว้รอยของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เพื่อน ามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑท์ี่สามารถ

ลดเลือนริว้รอย และควรมีการศึกษาเปรียบเทียบปัจจัยต่าง ๆ ในการน าดอกเข็มมาศึกษา เช่น 

บริเวณที่เก็บ สภาพการเจริญเติบโตของเข็ม ระยะเวลาในการเก็บดอกเข็ม เพื่อใหก้ารทดสอบมี

ความคลาดเคลื่อนนอ้ยที่สดุ 
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1. ค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ 
และสีชมพ ูที่ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ตามล าดบั 

 
ภาพประกอบ 38 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีแดงที่ 

ความเขม้ขน้ 39.10-625 µg/ml กบัคา่เฉล่ียรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
 

 

ภาพประกอบ 39 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองท่ี 
ความเขม้ขน้ 500-1,500 µg/ml กบัคา่เฉล่ียรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
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ภาพประกอบ 40 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีเหลืองท่ีความเขม้ขน้  
500-1,250 µg/ml กบัคา่เฉล่ียรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

 

 

ภาพประกอบ 41 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีสม้ที่ความเขม้ขน้  
1,000-5,000 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
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ภาพประกอบ 42 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีสม้ที่ความเขม้ขน้  
1,000-4,000 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 

 

 

ภาพประกอบ 43 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีชมพท่ีูความเขม้ขน้ 1,000-

10,000 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส 
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2. ค่ารอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสที่ 50 ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เปรียบเทียบ
กบั quercetin 

 

 
ภาพประกอบ 44 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 

กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส *p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 
 

 

 

 

 

 

 

 

* 
* 

* * 
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3. ค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ 
และสีชมพ ูที่ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ตามล าดบั 

 

 

ภาพประกอบ 45 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีแดง ที่ความเขม้ขน้  
125-2000 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 

 
 

 
ภาพประกอบ 46 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีแดง ที่ความเขม้ขน้  

125-1000 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
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ภาพประกอบ 47 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีเหลือง ที่ความเขม้ขน้  

500-1500 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
 

 
ภาพประกอบ 48 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีสม้ ที่ความเขม้ขน้ 25-500 

µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
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ภาพประกอบ 49 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีสม้ ที่ความเขม้ขน้ 25-150 

µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
 

 
ภาพประกอบ 50 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีชมพ ูท่ีความเขม้ขน้ 250-

500 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส 
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4. ค่ารอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสที่ 50 ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เปรียบเทียบ
กบั quercetin 

 

 
ภาพประกอบ 51 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 

กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนส *p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 
 
 

5. ค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีสม้ และ
สีชมพ ูที่ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ตามล าดบั 
 

 

ภาพประกอบ 52 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีแดง  
ที่ความเขม้ขน้ 180-780 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ลีาสเตส 

* 

* 

* 
* 
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ภาพประกอบ 53 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีแดง  

ที่ความเขม้ขน้ 330-780 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ลีาสเตส 
 

 
ภาพประกอบ 54 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีเหลือง  
ที่ความเขม้ขน้ 100-500 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ลีาสเตส 
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ภาพประกอบ 55 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีเหลือง  
ที่ความเขม้ขน้ 100-400 µg/ml กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ลีาสเตส 

 

 
ภาพประกอบ 56 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีสม้  

ที่ความเขม้ขน้ 500-1,500 µg/ml กบัคา่เฉล่ียรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส 
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ภาพประกอบ 57 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีสม้  

ที่ความเขม้ขน้ 750-1,500 µg/ml กบัคา่เฉล่ียรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส 
 

 

ภาพประกอบ 58 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีชมพ ู 
ที่ความเขม้ขน้ 375-3,000 µg/ml กบัคา่เฉล่ียรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส 
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6. ค่ารอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสที่ 50 ของสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ เปรียบเทียบกบั 
quercetin 

 

 
ภาพประกอบ 59 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งสารสกดัดอกเข็มสีต่าง ๆ 

กบัค่าเฉลี่ยรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตส *p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั quercetin 
 

7. การเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สี
ชมพ ูและสีสม้ 

 
ตาราง 30 แสดงการเปรยีบเทียบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็มสีตา่ง ๆ 

Multiple Comparisons (%inhibition) 
 

(J) Family    (J) Family Mean Difference (I-J) Std. Error Sig 
95% Confideence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
Turkey HSD       Red Yellow 
  Orange 
  Pink 

-362.59 
-1383.48 
-1499.25 

448.85 
448.85 
448.85 

.849 

.059 

.041 

-1799.95 
-2820.84 
-2936.61 

1074.77 
53.88 

-61.89 
 Yellow  Red 
  Orange 
  Pink 

362.59 
-1020.88 
-1136.66 

448.85 
448.85 
448.85 

.849 

.183 

.128 

-1074.77 
-2458.24 
-2574.02 

1799.95 
416.48 
300.70 

 Orange  Red  
  Yellow 
  Pink 

1383.48 
1020.88 
-115.78 

448.85 
448.85 
448.85 

.059 

.183 

.994 

-53.88 
-416.48 

-1553.14 

2820.84 
2458.24 
1321.58 

 Pink  Red  
  Orange 
  Yellow 

1499.25 
1136.66 

115.78 

448.85 
448.85 
448.85 

.041 

.128 

.994 

61.89 
-300.70 

-1321.58 

2936.61 
2574.02 
1553.14 

* * 

* 
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 จากตารางที่ 30 เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสของสารสกดัดอกเข็ม

สีต่าง ๆ แลว้น ามาเปรียบเทียบกนัพบว่าสารสกดัดอกเข็มสีแดงมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส

ที่แตกต่างกบัสารสกดัดอกเข็มสีชมพ ูอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ที่ระดบั p<0.05 แต่สารสกดัดอก

เข็มสีอ่ืน ๆ มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสท่ีไม่แตกตา่งกนั 

 

8. การเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกัดดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สี
ชมพ ูและสีสม้ 
 

ตาราง 31 แสดงการเปรยีบเทียบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสีตา่ง ๆ 

Multiple Comparisons (%inhibition) 
 

(J) Family    (J) Family Mean Difference (I-J) Std. Error Sig 
95% Confideence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
Turkey HSD       Red Yellow 
  Orange 
  Pink 

-361.68 
145.59 
-231.88 

123.27 
123.27 
123.27 

.073 

.654 

.307 

-756.43 
-249.17 
-626.63 

33.08 
540.34 
162.88 

 Yellow  Red 
  Orange 
  Pink 

361.68 
507.26 
129.80 

123.27 
123.27 
123.27 

.073 

.014 

.725 

-33.08 
112.51 

-264.96 

756.43 
902.02 
524.56 

 Orange  Red  
  Yellow 
  Pink 

-145.59 
-507.26 
-377.46 

123.27 
123.27 
123.27 

.654 

.014 

.061 

-540.34 
-902.02 
-772.22 

249.17 
-112.51 

17.29 
 Pink  Red  
  Orange 
  Yellow 

231.88 
-129.80 
377.46 

123.27 
123.27 
123.27 

.307 

.725 

.061 

-162.88 
-524.56 

-17.29 

626.63 
264.96 
772.22 

 
จากตารางที่ 31 เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสของสารสกดัดอกเข็มสี

ต่าง ๆ แลว้น ามาเปรียบเทียบกนั พบว่าสารสกดัดอกเข็มสีสม้มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสท่ี
แตกต่างกบัสารสกัดดอกเข็มสีชมพ ูอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ที่ระดบั p<0.05 แต่สารสกัดดอก
เข็มสีอ่ืน ๆ มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมค์อลลาจีเนสที่ไม่แตกตา่งกนั 
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9. การเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีแดง สีเหลือง สีชมพ ู
และสีสม้ 
 

ตาราง 32 แสดงการเปรยีบเทียบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอี์ลาสเตสของสารสกดัดอกเข็มสีตา่ง ๆ 

Multiple Comparisons (%inhibition) 
 

(J) Family    (J) Family Mean Difference (I-J) Std. Error Sig 
95% Confideence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
Turkey HSD       Red Yellow 
  Orange 
  Pink 

300.24 
-140.72 

-1283.56 

149.59 
133.80 
149.59 

.283 

.728 

.001 

-217.59 
-603.88 

-1801.40 

818.07 
322.44 

-765.73 
 Yellow  Red 
  Orange 
  Pink 

-300.24 
-440.96 

-1583.80 

149.59 
149.59 
163.87 

.283 

.092 

.000 

-818.07 
-958.79 

-2151.06 

217.59 
76.87 

-1016.55 
 Orange  Red  
  Yellow 
  Pink 

140.72 
440.96 

-1142.84 

133.80 
149.59 
149.59 

.728 

.092 

.001 

-322.44 
-76.87 

-1660.68 

603.88 
958.79 

-625.01 
 Pink  Red  
  Orange 
  Yellow 

1283.56 
1583.80 
1142.84 

149.59 
163.87 
149.59 

.001 

.000 

.001 

765.73 
1016.55 

625.01 

1801.40 
2151.06 
1660.68 

 
จากตารางที่ 32 เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสของสารสกัดดอกเข็มสี

ต่าง ๆ แลว้น ามาเปรียบเทียบกัน พบว่าสารสกัดดอกเข็มสีชมพูมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสที่
แตกต่างกบัสารสกดัดอกเข็มสีอื่น ๆ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ที่ระดบั p<0.05 แต่สารสกดัดอก
เข็มสีอ่ืน ๆ มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมอ์ีลาสเตสที่ไม่แตกตา่งกนั 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัตผู้ิเขียน 
 

ชื่อ สกุล ศภุเศรษฐ์ เลิศกาญจนศกัดิ ์
วัน เดอืน ปี เกิด 8 พฤษภาคม 2540 
สถานทีเ่กิด จงัหวดัราชบรุ ี
วุฒกิารศึกษา ปรญิญาตร ีเภสชัศาสตรบณัฑิต 
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 100/88 หมู่ 8 ต าบลบางพดู อ าเภอปากเกรด็ จงัหวดันนทบรุี 11120   
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