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บทคดัย่อ 
 งานวิจยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาเปรียบเทยีบความหลากหลายทางพนัธุกรรม องค์ประกอบพฤกษเคม ี 
และฤทธิท์างชวีภาพของพญายอ (Clinacanthus nutans) ที่เกบ็จากแหล่งธรรมชาตใินเขตภาคเหนือจ านวน 3 แหล่ง 
คือ จงัหวดัเชียงใหม่ เชียงราย และพะเยา ด้วยเทคนิค sequence-related amplified polymorphism (SRAP-PCR) 
พบว่าสามารถแยกพญายอและพชืในวงศเ์ดยีวกนัไดอ้ย่างชดัเจน เมื่อน าสารสกดัมาวเิคราะหอ์งคป์ระกอบพฤกษเคมี
ดว้ยวธิโีครมาโทกราฟีแบบแผ่นเคลอืบ พบว่าสารหลกัทีพ่บ คอื สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์ส าหรบัผลการทดสอบฤทธิท์าง
ชีวภาพ พบว่าสารสกดัพญายอจากจงัหวดัเชยีงใหม่มฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระและฤทธิต์้านแบคทเีรียสูงกว่าแหล่งอื่น  
โดยสมัพนัธก์บัปรมิาณสารกลุ่มฟลาโวนอยดใ์นตวัอย่าง   
 

ค าส าคญั : พญายอ, สารสกดัหยาบ, องคป์ระกอบพฤกษเคม,ี ฤทธิท์างชวีภาพ 
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Abstract 
The study aimed to investigate genetic diversity, phytochemical composition, and bioactivity  

of Clinacanthus nutans collected from tree provinces of northern Thailand including Chiang Mai, Chiang Rai, 
and Phayao using sequence-related amplified polymorphism (SRAP-PCR) technique. The data suggested that  
C. nutans could be clearly differentiated from those of the same family. Thin layer chromatography was 
performed to determine the major phytochemical composition in C. nutans extract. The results showed that the 
major composition in C. nutans extract was flavonoid. We investigated the bioactivity of the extracts. The results 
showed that the extracts of C. nutans taken from Chiang Mai possessed the highest antioxidant and antibacterial 
activity. A significant correlation was found between the antioxidant and antibacterial activity of extract and the 
highest amount of flavonoid content.  
 

Keywords: Sabah snake grass, Crude extract, Phytochemical composition, Bioactivity  
 

บทน า 
 พญายอ หรอื เสลดพงัพอนตวัเมยี (Clinacanthus 
nutans)  เป็นพืชในวงศ์ Acanthaceae มีถิ่นก าเนิด 
ในเขตร้อนและเขตกึ่งร้อนของประเทศในแถบเอเชยี  
ในประเทศไทยมกัพบขึน้ตามป่าเบญจพรรณ หรอืปลูก
ตามบ้าน ทัว่ทุกภาคของประเทศ ใบของพญายอมี
สรรพคุณทางยาในการรกัษาโรคทางผวิหนัง แผลไฟไหม้
หรือแผลที่เกิดจากเชื้อไวรัส Herpes simplex virus 
type 2 และ Varicella-zoster virus [1] ที่พบในผู้ป่วย
โรคเรมิ และงูสวดั ท าใหแ้ผลหายเรว็ ลดอาการปวดไดด้ ี
และไม่มผีลขา้งเคยีง นอกจากนี้ยงัมรีายงานฤทธิท์าง
ชีวภาพของสารสกัดหยาบของพญายอพบว่ามฤีทธิ ์
เป็นต้านสารอนุมูลอิสระที่มีประสทิธิภาพสูงถึง 82%
เมื่อสกัดด้วยตัวท าละลายที่ไม่มีข ัว้  [2] และช่วยลด 
สารไนตรกิออกไซด์ที่เกีย่วของกบักระบวนการอกัเสบ
จากสาเหตุการติดเชือ้ หรอืได้รบัสิง่กระตุ้นอื่น ๆ เช่น 
สารพษิ [3] นอกจากนี้ผลการศกึษายงัพบว่าพญายอมี
ฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกกลุ่ม 
Staphylococcus และ Bacillus ได้เ ป็นอย่างดี โดย
แบคทเีรยีทัง้สองกลุ่มเป็นสาเหตุการก่อโรคทางผวิหนงั
และอาหารเป็นพิษ [4,5] ปัจจุบันพญายอจึงมีการ
พฒันาเป็นผลติภณัฑเ์พื่อใชใ้นการรกัษาโรค ซึง่แสดง
ให้เห็นถึงศักยภาพของสารสกัดพญายอในทาง
การแพทยแ์ละเชงิการคา้  
  

 องค์ประกอบและชนิดของสารพฤกษเคมีที่
ส าคญัในพืชสมุนไพรเป็นปัจจยัหลกัในการออกฤทธิ ์
ของสารสกดัสมุนไพร สารออกฤทธิท์างชวีภาพจดัเป็น
สารทุติยภูมิเฉพาะของพชืแต่ละชนิด ทัง้นี้มีรายงาน 
ว่าพญายอมีสารประกอบทุติยภูมิกลุ่ม กลีเซอไรด์  
ไตรเทอพีนอยด์ ฟีนอลิก และ ฟลาโวนอยด์ [6] 
นอกเหนือจากสารประกอบที่กล่าวมาข้างต้นแล้ว  
ในพญายอยังมีสารประกอบอื่น ๆ ที่อยู่ ระหว่าง
การศกึษาอกีเป็นจ านวนมาก โดยระดบัของสารพฤกษ
เคมีในพืชสามารถเปลี่ยนแปลงได้แม้ในพืชชนิด
เดียวกัน โดยอาจจะได้รับอิทธิพลจากพันธุกรรม 
หรือสภาพแวดล้อมรวมถึงกระบวนการหลงัการเก็บ
เกี่ยว เช่น การอบแห้ง หรือการสกัดที่อาจส่งผลต่อ
ระดบัของสารพฤกษเคมใีนพชื [7] ทีผ่่านมายงัไม่มกีาร
รายงานการศกึษาเปรยีบเทยีบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม องค์ประกอบพฤกษเคมแีละการออกฤทธิ ์
ทางชีวภาพของพญายอที่ปลูกในพื้นที่ต่าง ๆ ของ
ประเทศไทย ดังนัน้ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ใน
การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม องคป์ระกอบ
พฤกษเคมีเบื้องต้น และการออกฤทธิท์างชีวภาพใน
การต้านสารอนุมลูอสิระและแบคทเีรยีของพญายอจาก
พื้นที่ต่าง ๆ ของภาคเหนือ การวิจัยนี้แสดงผลการ 
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค 
sequence-related amplified polymorphism (SRAP),  
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การเปรยีบเทยีบองคป์ระกอบพฤกษเคมขีองสารสกดั
พญายอด้ว ย เทคนิ ค  Thin layer chromatography  
การเปรยีบเทยีบฤทธิท์างชวีภาพดว้ยการทดลองฤทธิ ์
ต้านอนุมูลอสิระด้วย 2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl 
(DPPH) assay และทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยีจ านวน 
4 สายพัน ธุ์  ไ ด้ แ ก่  Staphylococcus epidermidis,  
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 
แ ล ะ  Escherichia coli ด้ ว ย วิ ธี  Minimal inhibitory 
concentration และ Minimum bactericidal concentration 
ซึ่งผลการศกึษาที่ได้จะเป็นการเปิดเผยศกัยภาพของ
พญายอ และเป็นขอ้มลูในการน าไปใชป้ระโยชน์ในทาง
การแพทยต่์อไป 
 

วสัดแุละวิธีการ 
A. ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของพญายอ 

1. การเกบ็ตวัอย่าง 
 เ ก็บตัว อย่ า ง ใบพญายอ  (Clinacanthus 
nutans) จากแหล่งปลูกธรรมชาตใินจงัหวดั เชยีงใหม่ 
เชียงราย และพะเยา พื้นที่ละ 1 ตัวอย่าง อย่างน้อย
พืน้ทีล่ะ 500 กรมั และเกบ็ตวัอย่างพชืคนละสกุลที่อยู่
ในวงศ์ Acanthaceae เพื่อใช้เป็น out group จ านวน  
2 ชนิด คือ ต้อยติ่ง (Ruellia tuberosa) และดีปลากัง้ 
(Phlogacanthus pulcherrimus) ชนิดละ 1 ตัวอย่าง 
ตวัอย่างใบพญายอที่เกบ็ได้จะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วนคือ 
ส่วนของใบสดส าหรบัการสกดัดเีอน็เอ และส่วนของใบ
อบแห้งทีอุ่ณหภูม ิ60 °C เป็นเวลา 3 วนั  เพื่อท าสาร
สกดัหยาบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 2. การสกัดดีเอ็นเอและการสร้างลาย
พิมพดี์เอน็เอด้วยเทคนิค SRAP 

สกัดดีเอ็นเอจากใบพญายอของจังหวัด 
เชียงใหม่ เชียงราย พะเยา ต้อยติ่ง และดีปลากัง้ 
ด้วยชุดสกัดดีเอ็น เอ NucleoSpin Plant II (บริษัท 
MACHEREY-NAGEL, Düren, เยอรมัน)   โดยสกัด 
ดีเอ็นเอจากใบสดปริมาณ 50 มิลลิกรัม ท าการวัด
ปริมาณดีเอ็นเอโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
OD260 ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  nanodrop™ 2000/2000c 
spectrophotometers (ThermoFisher Scientific, MA, 
สหรฐัอเมรกิา) ตรวจสอบคุณภาพของดเีอน็เอดว้ยวธิ ี
agarose gel electrophoresis  

จากนัน้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่าง
ทัง้หมด โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) ที่ถูกคิดค้นและ
พัฒนาโดย Li และ Quiros [8]  โดยใช้ไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะจ านวน 10 คู่ ไดแ้ก่ M2E7 M2E8 M3E2 
M3E6 M3E7 M3E9 M4E1  M4E2 M4E3 และ M4E5 
(ตาราง 1) ปฏิกิริยา PCR ใช้เอนไซม์ iTaq™ DNA 
polymerase (LiliF Diagnostic, MA, สหรฐัอเมรกิา) ใช้
อุณหภูมแิละเวลา ดงันี้ ช่วงที ่1 ประกอบดว้ยขัน้ตอน 
(1) initial melting ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส นาน 
5 นาท ี(2) denaturation ที่อุณหภูม ิ94 °C นาน 1 นาท ี
(3) annealing ทีอุ่ณหภูม ิ35 °C นาน 1 นาท ี(4) extension 
ที่อุณหภูม ิ72 °C นาน 2 นาท ีท าซ ้าในขัน้ตอน (1) – 
(4) จ านวน 5 รอบ ช่วงที่ 2 ประกอบด้วยขัน้ตอน  
(5) denaturation ที่อุณหภูมิ 94 °C นาน 30 วินาที (6) 
annealing ที่ อุณหภู มิ  54 °C นาน  30 วิน าที  (7) 
extension ที่อุณหภูมิ 72 °C นาน นาที ท าซ ้ า ใน
ขัน้ตอน (5)-(7) จ านวน 35 รอบ และท าขัน้ตอน (8) 
final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C นาน 5 นาที เป็น
ขัน้ตอนสดุทา้ย 

 
 
 
 

 
 
 

https://de.wikipedia.org/wiki/D%C3%BCren
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ตาราง 1  Primer ของเทคนิค SRAP 

ช่ือไพรเมอร ์ ล าดบัเบสของไพรเมอร ์5´-> 3´ ความยาว (นิวคลีโอไทด)์ 

            Forward 
M-2 

 
TGAGTCCAAACCGGAAG 

 
17 

M-3 TGAGTCCAAACCGGAAC 17 
M-4 

Reverse 
E1  

TGAGTCCAAACCGGAAT 
 
        GACTGCGTACGAATTAAC 

17 
 

18 
E-2 GACTGCGTACGAATTAAT 18 

E-3 GACTGCGTACGAATTGAC 18 
E-5 GACTGCGTACGAATTCAA 18 

E-6 GACTGCGTACGAATTCAG 18 
E-7 GACTGCGTACGAATTCAC 18 

E-8 GACTGCGTACGAATTCTG 18 
E-9 GACTGCGTACGAATTTGA 18 

 
B. องคป์ระกอบพฤกษเคมีของพญายอ 

1. การสกดัสารสกดัหยาบจากใบพญายอ 
 น าตัวอย่างใบของพญายอแล้วจากแต่ละ
แหล่งที่อบแห้งแล้วปริมาณ 25 กรัม มาบดให้พอ
ละเอยีดจากนัน้สกดัดว้ยเอทานอล (70% v/v) ปรมิาตร 
500 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขย่าในแนวระนาบ
ความเร็ว 160 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  
24 ชัว่ โมง  แล้วท าการกรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร ์1 จากนัน้ระเหยตวัท าละลายออกดว้ย
เครื่องระเหยแบบหมุน (Rotary evaporator) ภายใต้
ความดันต ่ าที่อุณหภูมิ 45 °C จนกระทัง่สารละลาย
เหนียวข้น น าสารสกัดไประเหยน ้าออกด้วยอ่างน ้ า
ควบคุมอุณหภูมิจนสารแห้ง และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ  
4 °C เพื่อเตรยีมไวท้ าการทดลองต่อไป  

2. การแยกสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ
เบือ้งต้นโดยวิธี Thin Layer Chromatography, TLC) 

ละลายสารสกดัหยาบของพญายอดว้ยเมทานอล 
(95% v/v) น ามาวิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟี  
โดยใชส้ารละลายตวัอย่างและสารมาตรฐาน (eugenol, 
quercetin, gallic acid) spot ลงบนแผ่น TLC แลว้ใสล่ง 
 
 

ในระบบที่ใชแ้ยกสารสกดั คอื hexane:chloroform:ethyl  
acetate:methanol:water:formic acid 3:3:2:2:0.1:0.1) 
โดยท าในระบบปิด ตัง้ทิ้งให้ตัวท าละลายซึมขึ้นไป 
บนแผ่น TLC เป็นระยะทาง 10 เซนติเมตร น าไป
ตรวจสอบแถบสารภายใต้รังสียูวีความยาวคลื่น  
256 นาโนเมตร จากนัน้น ามาพ่นด้วย Anisaldehyde-
H2SO4 แลว้น าไปวางบนแผ่นใหค้วามรอ้น 5 นาท ีก่อน
น าไปตรวจสอบ ภายใตร้งัสยีวูคีวามยาวคลื่น 256 และ 
365 นาโนเมตร [9] จากนัน้วเิคราะหค์วามเขม้ของแถบ
สทีีป่รากฏดว้ยโปรแกรม ImageJ [10] 
 

C. การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัพญายอ 
1. การทดสอบฤทธ์ิการต้านสารอนุมูล

อิสระด้วย DPPH  
 ละลายสาร 2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl 
(DPPH) ที่ความเขม้ขน้ 0.1 มลิลโิมลาร์ และสารสกดั
พญายอทัง้ 3 แหล่งด้วยเมทานอลให้มีความเข้มข้น 
10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 แ ล ะ  0.15625 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั จากนัน้ดูดสารสกดั 
แต่ละความเขม้ขน้ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ใสใ่น well plate 
96 หลุม และเตมิสารละลาย DPPH 150 ไมโครลติร ใน
ทุกหลุม เทยีบกบัชุดควบคุม (DPPH และเมทานอล) 
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น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที 
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร และ

ค านวณเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity ดัง
สมการ 

    

% radical scavenging activity = {(A1 - A2)/A1} х 100 
    โดยที ่A1 = ค่าการดดูกลนืแสงควบคุม 
                    A2 = ค่าการดดูกลนืแสงของตวัอย่าง 

 

น าค่า % radical scavenging activity ทีร่ะดบั
ความเข้มข้นต่างๆ มาค านวณหาค่า IC50 (ค่าความ
เขม้ขน้ของสารสกดัทีท่ าใหค้่า % radical scavenging 
activity ลดลงรอ้ยละ 50) ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า  

2. การทดสอบค่าความเข้มข้นต า่สุดของ
สารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย 
(Minimal inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี  
Microdilution method  

เตรยีมสารสกดัพญายอจากจงัหวดัเชยีงใหม่ 
เชียงราย และพะเยา โดยเจือจางแบบสองเท่าล าดบั
ส่วน (two-fold serial dilution) มคี่าความเขม้ขน้สงูสุด
เป็น 500 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร  ลงใน well plate  
96 หลุม จากนัน้เตมิเชือ้ทดสอบ ไดแ้ก่ Staphylococcus 
epidimidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa และ  Escherichia coli ที่ป รับความขุ่น
เท่ากับ 0.5 McFarland ลงในแต่ละหลุม น าไปบ่มที่
อุณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง การอ่านผลการ
ทดลองค่า MIC สงัเกตจากความขุ่นหรอืใสของอาหาร
ที่ไม่มีเชื้อเจริญเปรียบเทยีบกบัชุดการทดลองที่มแีต่
อาหารกบัสารสกดั ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของสาร
สกดัที่ไม่มีการเจริญของเชื้อให้บนัทึกผลการทดลอง
เป็นค่า MIC ท าการทดสอบ 3 ซ ้า  

3. การทดสอบหาความเข้มข้นต า่สุดของ
สารสกัดท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (Minimum 
Bactericidal Concentration, MBC) ด้วยวิธี Streak 
Plate 

เลอืกความเขม้ขน้ต ่าสุดที่สามารถยบัยัง้การ
เจริญของแบคทีเรีย (MIC) ไปท า Streak Plate บน
อาหารเลีย้งเชือ้ Mueller-Hinton agar จากนัน้น าไปบม่

ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สังเกตและ
บันทึกผลการทดลองค่า MBC โดยบันทึกค่าความ
เขม้ขน้น้อยที่สุดของสารสกดัที่ไม่มกีารเจรญิของเชือ้
บนอาหาร ท าการทดสอบ 3 ซ ้า 
 
ผลการศึกษา 
A. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพญายอ
ด้วยลายพิมพดี์เอน็เอจากเทคนิค SRAP 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของพญายอที่เก็บจากแหล่งเพาะปลูกธรรมชาติใน
ภาคเหนือ จ านวน 3 แหล่ง ไดแ้ก่ ในจงัหวดัเชยีงใหม่ 
เชยีงราย และพะเยา ดว้ยเทคนิค SRAP โดยใชไ้พรเมอร์
จ านวน 10 คู่ ได้แก่ M2E7 M2E8 M3E2 M3E6 M3E7 
M3E9 M4E1 M4E2 M4E3 และ M4E5 เปรียบเทียบ 
ลายพมิพด์เีอน็เอกบัตวัอย่างพชืในวงศเ์ดยีวกนัจ านวน 
2 ตวัอย่าง ได้แก่ ต้อยติ่ง (R. tuberosa) และดปีลากัง้ 
(P. pulcherrimus) พบว่าเทคนิค SRAP ให้แถบดเีอน็
เอทัง้หมด 98 ต าแหน่ง โดยม ี95 ต าแหน่งที่แตกต่าง
ในพชืทัง้ 3 ชนิด ส่วนลายพมิพด์เีอน็เอของพญายอทัง้ 
3 แหล่ง มีแถบที่ตรงกันทุกต าแหน่ง (ภาพ 1A-1J)  
เมื่อน าขอ้มูลความแตกต่างของแถบดเีอน็เอมาวเิคราะห์
หาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม ดว้ยโปรแกรม PHYLIP 
3.698 โดยวิธี unweighted pair group method using 
arithmetic average (UPGMA) แสดงผลในรปูแบบของ 
phylogenetic tree พบว่า พญายอทัง้ 3 แหล่ง มคีวาม
ใกลช้ดิกนัมาก ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมจงึ
ถูกจดัให้อยู่ในกลุ่มเดียวกนั และแยกออกจากพืชใน
วงศเ์ดยีวกนัอย่างชดัเจน (ภาพ 1K)
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ภาพ 1 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพญายอด้วยการวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอน็เอ โดยใช้ไพรเมอร์ที่ต่างกนั
จ านวน 10 คู่ (ภาพ A-J) เปรยีบเทยีบลายพมิพด์เีอน็ตวัอย่างพญายอจากจงัหวดัเชยีงใหม่ (แถวที ่1) ตวัอย่างพญายอ
จากจงัหวดัเชยีงราย (แถวที ่2) ตวัอย่างพญายอจากจงัหวดัพะเยา (แถวที ่3) ตวัอย่างตอ้ยติง่ (แถวที ่4) ตวัอย่างดปีลากัง้ 
(แถวที ่5) PCR negative control (แถวที ่6)  
 
B. องคป์ระกอบพฤกษเคมีของสารสกดัพญายอ 
 การศกึษาองคป์ระกอบพฤกษเคมเีบือ้งต้นของ
สารสกดัพญายอด้วยวธิ ีthin layer chromatography (TLC) 
โดยใช้ระบบตวัท าละลายเป็น hexane:chloroform:ethyl 
acetate:methanol:water:formic acid (3:3:2:2:0.1:0.1)  
(ภาพ 2A-2C) วิเคราะห์แถบสีภายใต้รังสียูวีที่ความ
ยาวคลื่น 256 นาโนเมตร พบว่าองค์ประกอบในสาร
สกดัพญายอทัง้ 3 แหล่ง มกีารเคลื่อนทีต่รงกบัมาตรฐาน 
eugenol (Rf 0.90) และ quercetin (Rf 0.54) แต่ไม่พบ
แถบสีที่ตรงกับสารมาตรฐาน gallic acid (Rf 0.26)  
(ภาพ 2B) แต่เมื่อน าไปพ่นดว้ย Anisaldehyde-H2SO4 
และให้ความร้อนจนปรากฏแถบสีที่ชัดเจนมากขึ้น 
พบว่าองค์ประกอบในสารสกัดพญายอทัง้ 3 แหล่ง  

ตรงกับสารมาตรฐาน  quercetin เท่านัน้ (ภาพ 2C) 
สรุปได้ว่า quercetin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์
เป็นองคป์ระกอบหลกัในสารสกดัพญายอ เมื่อเปรยีบเทยีบ 
ปริมาณสาร quercetin ที่พบในสารสกดัพญายอจาก
การวิเคราะห์ความเข้มข้นของแถบสีด้วยโปรแกรม 
ImageJ พบว่า สารสกัดพญายอจังหวัดเชียงใหม่มี
ปรมิาณสารเฉลี่ยสูงที่สุด 3380 ± 745.3 สารสกดัจาก
ใบพญายอของจงัหวดัเชยีงราย 610 ± 128.8 และสาร
สกัดจากใบพญายอของจังหวัดพะเยา 571.3 ± 7.8 
ตามล าดบั นอกจากนี้ยงัพบแถบสอีื่นปรากฏร่วมดว้ย
ซึ่งจะต้องท าการตรวจสอบเทยีบกบัสารมาตรฐานอื่น 
เพื่อยนืยนัผล 
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ภาพ 2 องคป์ระกอบพฤกษเคมเีบือ้งต้นของสารสกดัพญายอดว้ยวธิ ีTLC TLC chromatogram ของสารสกดัพญายอ
ภายใต้ แสงปกติ (A),  UV 256 นาโนเมตร (B)  และ UV 365 นาโนเมตร (C)  โดยเปรยีบเทยีบการเคลื่อนทีข่องสาร
มาตรฐาน eugenol (แถวที ่1)  quercetin (แถวที ่2)  และ gallic acid (แถวที ่3) ตวัอย่างพญายอจากจงัหวดัเชยีงใหม่ 
(แถวที ่4) ตวัอย่างพญายอจากจงัหวดัเชยีงราย (แถวที ่5) ตวัอย่างพญายอจากจงัหวดัพะเยา (แถวที ่6) 
 
C. ผลการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัพญายอ 
 1. ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกดั
พญายอ 
 เพื่อศกึษาเปรยีบเทยีบฤทธิท์างชวีภาพของ
สารสกัดพญายอจาก 3 แหล่ง คณะผู้วิจ ัยได้ท าการ
ทดสอบความสามารถในการยบัยัง้สารอนุมลูอสิระดว้ย
วิธี DPPH โดยสารสกัดจากใบพญายอของจังหวัด
เชยีงใหม่มฤีทธิใ์นการต้านอนุมูลอสิระไดด้ทีีสุ่ด โดยมี
ค่ า  IC50 คือ  2.637 ± 0.35 มิลลิก รัม ต่ อมิลลิลิต ร  

มีประสิทธิภาพดีกว่าค่า IC50 ของสารสสกัดจากใบ

พญายอของจังหวัดเชียงรายคือ 2.771 ± 0.37 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และ IC50 ของสารสสกดัจากใบ
พญายอของจงัหวดัพะเยาคอื 4.196 ± 0.19 มลิลกิรมั
ต่อมลิลลิติร ตามล าดบั จากการเปรยีบเทยีบค่า IC50 

โดยการวเิคราะห์ทางสถิติ (t-test) พบว่าค่า ของสาร
สกัดจากใบพญายอของจังหวัดเชียงใหม่มีความ
แตกต่างจากใบพญายอของจังหวัดพะเยาอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.0024) ดังแสดงใน
ภาพ 3  

 

 

ภาพ 3 ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพญายอ ภาพแสดงความเข้มข้นของสารสกัดพญายอจาก จังหวดั 
เชียงใหม่ เชียงราย และพะเยา ที่ท าให้ค่าเปอร์เซน็ต์ radical scavenging activity ลดลงร้อยละ 50 (IC50) โดยการ
วเิคราะห ์nonlinear regression (curve fit) จากค่าผลการทดลองสามซ ้าดว้ยโปรมแกรม GraphPad Prism version 8 
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2. ฤทธ์ิการต้านเช้ือแบคทีเรียของสาร
สกดัพญายอ 
 คณะผูว้จิยัท าการศกึษาเปรยีบเทยีบฤทธิท์าง
ชีวภาพของสารสกัดพญายอ โดยศึกษาฤทธิใ์นการ
ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียทัง้หมด 4 สายพันธุ์ 
ไ ด้ แ ก่  S. epidimidis, S.aureus, P.aeruginosa และ 
E.coli โดยตรวจสอบค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุของสารสกดั
ที่สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย (MIC) และ 
ความเข้มข้นต ่ าสุดของสารสกัดที่สามารถฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย (MBC) จากผลการทดสอบพบว่าสารสกดั
แต่ละแหล่งมีประสทิธิภาพในการต้านการเจริญของ
แบคทีเรยีต่างกนั จากผลการทดลองทัง้ 3 ซ ้า พบว่า
สารสกดัพญายอของจงัหวดัเชยีงใหม่มปีระสทิธภิาพดี
ที่สุดในการต้านการเจริญของ S.epidimidis โดยมคี่า 

MIC และ MBC เท่ากบั 31.25 และ 250 มลิลกิรมัต่อ
มลิลลิติร และสามารถยบัยัง้เชือ้ E.coli  โดยมคี่า MIC 
และ MBC เท่ ากับ 31.25 และ 500 มิลลิกรัม ต่อ
มิลลิลิตร สารสกัดพญายอของจงัหวดัเชียงรายมีค่า 
MIC เท่ากนัในทุกเชือ้แบคทเีรยี คอื 62.5 มลิลกิรมัต่อ
มิลลิลิตร แต่มีค่า MBC ที่ดีที่สุดในเชื้อ S.epidimidis 
เท่ากบั 250 มลิลกิรมัต่อมลิลิลติร และสารสกดัพญา
ยอของจงัหวดัพะเยาสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ 
S.epidimidis และ S.aureus ได้ดี มีค่า MIC เท่ากับ 
31.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า MBC เท่ากับ 

500 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรในทุกเชื้อแบคทเีรยี ดงันัน้
ต้องใชส้ารสกดัพญายอในการฆา่เชือ้แบคทเีรยีทีค่วาม
เข้มข้นมากกว่าเมื่อใช้ในการยับยัง้เชื้อแบคทีเรีย
ทดสอบ ดงัแสดงในตาราง 2 

 
ตาราง 2  ค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย (Minimal inhibitory concentration, MIC)  
และค่าความเข้มข้นของสารที่ต ่าที่สุดในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย (Minimum Bactericidal Concentration, MBC) ของ 
สารสกดัพญายอ 

 
สารสกดั 

ความเขม้ข้น (มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร) 

S.epidimidis S.aureus P. aeruginosa E.coli 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

พญายอ (เชยีงใหม่) 31.25 250 62.5 500 62.5 250 31.25 500 
พญายอ (เชยีงราย) 62.5 250 62.5 500 62.5 500 62.5 500 
พญายอ (พะเยา) 31.25 500 31.25 500 62.5 500 62.5 500 
Gentamicin  
(positive control) 

0.0156 0.0156 0.0156 0.0156 0.0156 0.0156 0.0156 0.0156 

* ค่าความเขม้ขน้เฉลีย่ (n=3) 
 
วิจารณ์ 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของพญายอที่เก็บมาจากแหล่งธรรมชาติในจังหวัด
เชียงใหม่ เชียงราย และพะเยา ด้วยเทคนิค SRAP 
และเปรยีบเทยีบลายพมิพด์เีอน็เอ พบว่าสามารถแยก
พญายอและพืชสายพันธุ์ใกล้เคียง คือ ต้อยติ่ง และ  
ดปีลากัง้ ไดอ้ย่างชดัเจน โดยพบแถบดเีอน็เอทีม่คีวาม
ต่ า ง กั น  ( polymorphic band) จ า น ว น  95 แ ถบ  
จากทัง้หมด 98 แถบ คิดเป็น 96% แสดงให้เห็นว่า

เทคนิค SRAP สามารถน ามาใชแ้ยกพญายอออกจาก
กลุ่มพชืที่มคีวามใกล้เคยีงกนัได้อย่างมปีระสทิธิภาพ 
ซึง่สามารถพฒันาเป็นแบบแผนในการตรวจสอบพญา
ยอก่อนที่จะน าไปผลติเป็นผลติภณัฑ์เพื่อป้องกนัการ
ปนของสายพนัธุ์อื่นที่อาจจะมีผลท าให้สรรพคุณของ
ผลิตภัณฑ์จากพญายอนัน้ลดลง อย่างไรก็ตามเมื่อ
เปรยีบเทยีบความต่างของแถบดเีอน็เอในกลุ่มพญายอ
ที่เกบ็มาจากแหล่งธรรมชาติที่ต่างกนักลบัไม่พบความ
ต่างของแถบดเีอน็เอ ดงัปรากฏตามผลการจดักลุ่มดว้ย 
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วธิ ีUPGMA จงึอาจจะเป็นไปไดว้่าพญายอในภาคเหนือ
นัน้มคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า ตวัอย่างพญา
ยอในภาคเหนือที่เก็บมานัน้จงึไม่มคีวามแตกต่างกนั
ทางพนัธุกรรม สอดคลอ้งกบัการศกึษาวจิยัทีไ่ดศ้กึษา
ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของพญายอในประเทศ
มาเลเซยี ประเทศไทย และเวยีดนาม พบว่าแมว้่าพญา
ยอที่ใช้ในการศกึษาเกบ็จากแหล่งเพาะปลูกที่มคีวาม
แตกต่างกนัทางภูมศิาสตร ์แต่พบว่ามคีวามคลา้ยคลงึ
กันทางพันธุกรรมสูงถึง 91.6 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้
เ ทคนิ ค  microsatellite [11] คว ามคล้ ายคลึงทาง
พนัธุกรรมนี้อาจเป็นผลมาจากการขยายพนัธุพ์ญายอ
ท าโดยการตอนกิ่งเป็นหลัก เนื่องจากเป็นวิธีการที่
สะดวก ให้การเจรญิเติบโตด ีประกอบกบัต้นพญายอ
ออกดอกน้อย จึงท าให้มีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมน้อย อย่างไรก็ตาม ก็มีความเป็นไปได้ว่า
ความไวของเทคนิค SRAP อาจจะยงัไม่สามารถแยก
ความต่างของสายพันธ์พญายอได้ การศึกษาความ
หลากหลายของพนัธุกรรมโดยเทคนิควธิทีี่มคีวามไว
และความจ าเพาะในระดับสูง เช่น microsatellite 
อาจจะจ าเป็นในการศกึษาเพิม่เตมิต่อไป   
 การหาองค์ประกอบและชนิดของสารพฤกษ
เคมใีนสารสกดัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟฟีแผ่นบาง 
เป็นเทคนิคที่สะดวก รวดเร็ว สามารถใช้ได้กับสาร
หลากหลายชนิด จากผลการทดสอบสารสกดัพญายอที่
ไดจ้ากธรรมชาตทิัง้ 3 แหล่ง พบว่ามอีงคป์ระกอบหลกั
คือ quercetin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ แต่ไม่
พบสาร eugenol และ gallic acid ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
ฟีนอลกิ โดยสารสกดัพญายอทัง้สามแหล่งมชีนิดของ
องคป์ระกอบสารพฤกษเคมทีีใ่กลเ้คยีงกนัแต่มปีรมิาณ
สารที่แตกต่างกนั เนื่องจากพญายอจากทัง้สามแหล่ง
นัน้ไม่มคีวามต่างทางดา้นพนัธุกรรม จงึอาจจะเป็นไป
ได้ว่า ปัจจัยที่มีผลต่อระดับปริมาณสารพฤกษเคมี
น่ าจะมี ปั จจัยหลักมาจากสิ่ง แวดล้อมมากกว่ า
พนัธุกรรม เช่น แสง ปรมิาณน ้า ดนิ เป็นตน้ หรอืแมแ้ต่
ขัน้ตอนหลงัการเกบ็เกี่ยวเช่น การอบ การสกดัก็อาจ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพของสารสกัดได้เช่นเดียวกัน 
[11], [12] นอกจากนี้พบว่า เทคนิคและตวัท าละลายที่
ใชใ้นการสกดัสารนัน้มผีลต่อชนิดขององคป์ระกอบของ
สารสกดั การศกึษาของ Khoo และคณะ [13] รายงาน

ว่าเมื่อใช้ตัวท าละลายและเทคนิคที่ใช้ในการสกัด
ต่างกนั จะได้สารองค์ประกอบที่ต่างกนัออกไป จากการ
รวบรวมขอ้มูลพบว่า สารสกดัพญายอมอีงค์ประกอบ
หลกั คอื สารในกลุ่มแอลคาลอยด์(alkaloid), ไตรเทอร์
พินอยด์ (triterpenoid), สเตียรอยด์ (steroids), แทนนิน 
( tannin), อิริดอยส์  (iridoids)  และ  ฟลา โ วนอยด์  
(flavonoids) [13] 
 การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพของสารสกัด
พญายอเพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพในการต้านอนู
มูลอสิระและต้านเชือ้จุลชพี การศกึษานี้คณะผูว้จิยัได้
ทดสอบว่าสารสกดัพญายอจากภาคเหนือของประเทศ
ไทยทัง้ 3 แหล่ง มฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ โดยสาร
สกัดพญายอจากแหล่งเพาะปลูกจังหวัดเชียงใหม่มี
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดคือ 
2.637 ± 0.35 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรสูงกว่าสารสกดั
พญายอจากแหล่งเพาะปลกูจงัหวดัเชยีงรายและพะเยา 
ซึ่งเป็นที่น่าสงัเกตว่าประสทิธภิาพของสารสกดัพญา
ยอมีความสมัพันธ์กับปริมาณสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์
ในตวัอย่างสารสกดัพญายอทีม่คี่าปรมิาณสารเฉลี่ยสูง 
ที่สุดคือ  3380 ± 745.3  โดยผลการศึกษาของ 
Norlizac และคณะ [14] ก็พบว่าฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ
ความสมัพนัธก์บัปรมิาณสารฟีนอลคิในใบพญายอ [14] 
ผลการทดสอบฤทธิก์ารต้านเชื้อแบคทเีรยีโดยการหา
ค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้
แบคทีเรีย (MIC) และฆ่าเชื้อแบคทีเรีย (MBC) ทัง้  
4 ชนิด ไดแ้ก่ ไดแ้ก่ S. epidimidis, S. aureus, P. Aeruginosa 
และ E. coli พบว่าสารสกัดพญายอให้ผลต้านเชื้อ
แบคทเีรยีที่ด ีแต่มปีระสทิธภิาพแตกต่างกนัตามชนิด
ของแบคทเีรยี สอดคล้องกบัผลการศึกษาก่อนหน้านี้  
ที่ได้รายงานว่าสารสกัดจากใบพญายอมีฤทธิย์บัยัง้  
S. epidemidis, S. aureus และ E.coli โดยมีค่า MIC 
มากกกว่า 12.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรขึน้ไป [4] รวมถงึ
มีฤทธิย์ ับยัง้  และฆ่าแบคทีเรียชนิดอื่นด้วย เช่น 
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis แ ล ะ  Bacillus 
cereus [15] ถึงแม้ว่าประสิทธิภาพในการยับยัง้เชื้อ
แบคทีเรียจะมีความแตกต่างจาก gentamicin มาก  
แต่ผลการทดสอบก็แสดงให้เห็นว่าสารสกดัพญายอ 
มฤีทธิใ์นการต้านการเจรญิของแบคทเีรยีทัง้ 4 ชนิดที่
น ามาทดสอบในงานวจิยันี้   
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 จากการศกึษาในครัง้นี้แสดงให้เหน็ถึงความ
คล้ายคลึงกนัทางพนัธุกรรมและองค์ประกอบพฤกษ
เคมใีนพญายอ รวมถงึฤทธิใ์นการต้านอนุมลูอสิระและ
ยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งช่วยเปิดเผย
ความส าคญัของปัจจยัทางสิง่แวดลอ้มต่อศกัยภาพของ
พญายอซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อการงานวจิยัหรอืวงการ
แพทยต่์อไป 
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