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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือ ศกึษาฤทธ์ิการป้องกนัดีเอน็เอเสยีหายจากอนมุลูอิสระ ของสารสกดัจากใบ
และล�ำต้นของสมนุไพรกรดน�ำ้ท่ีสกดัด้วยตวัท�ำละลายชนิดตา่งๆ 5 ชนิด คือ เมทานอล บิวทานอล เอทิลอะซีเตท 
คลอโรฟอร์ม และเฮกเซน พบวา่สารสกดัท่ีสกดัด้วยเมทานอล และบวิทานอล ซึง่เป็นตวัท�ำละลายชนิดท่ีมีสภาพขัว้
คอ่นข้างสงู มีฤทธ์ิในการป้องกนั supercoiled plasmid DNA เสียหายจากอนมุลูอิสระได้ ทัง้สารสกดัจากใบและ
ล�ำต้น นอกจากนีพ้บวา่สารสกดัจากใบท่ีสกดัด้วยเอทิลอะซีเตทและเฮกเซน สามารถป้องกนั supercoiled plasmid 
DNA ได้เช่นเดียวกนั แต่อย่างไรก็ตาม สารสกดัจากสว่นล�ำต้นไม่สามารถป้องกนัความเสียหายต่อ supercoiled 
plasmid DNA สว่นสารสกดัท่ีสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม ในสว่นของสารสกดัจากใบ ไมส่ามารถป้องกนัความเสยีหายของ 
supercoiled plasmid DNA ได้ สว่นสารสกดัจากล�ำต้นสามารถป้องกนัดีเอน็เอเสยีหายได้ นอกจากนีพ้บวา่สารสกดั
ท่ีความเข้มข้น 3 mg/ml จะชกัน�ำการท�ำลายดีเอน็เอได้อีกด้วย นอกจากการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดั
จากต้นกรดน�ำ้แล้ว การศกึษาในครัง้นีย้งัแสดงให้เหน็วา่ วิธี DNA nicking assay สามารถปรับใช้กบัสารสกดัท่ีสกดั
ด้วยตวัท�ำละลายหลากหลายชนิดได้
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ABSTRACT: This study was aimed to evaluate the DNA damage protective activities of 5 various 
solvents including methanol, butanol, ethyl acetate, chloroform, and hexane fraction from Scoparia 
dulcis leaf and stem extracts. In methanolic and butanolic leaf and stem extracts exhibited an efficiency 
of supercoiled plasmid DNA damage inhibition caused by free radicals. The ethyl acetate and hexane 
extracts of the leaves also possessed supercoiled plasmid DNA protection activity. However, the stem 
extracts could not be able to protect supercoiled plasmid DNA. Next to chloroform extract of leaf parts 
did not show any inhibitory effect, but stem part indicated DNA damage protection. In addition, at 3 mg/
ml of the extracts induce reductive damage to the DNA. With this established S. dulcis antioxidant activity 
the conditions for the DNA nicking assay for various solvents used for the extraction was obtained.
Keywords: Scoparia dulcis Linn, DNA, solvents, free radicals
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บทน�ำ

ในปัจจุบนัปัญหาสุขภาพมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึน้ 
เน่ืองจากสภาพแวดล้อมท่ีปนเปื้อนสารพิษ สารเคมี  
สารก่อมะเร็ง และการบริโภคอาหารท่ีมี แป้ง และไขมนั
เกินสมดลุ ท�ำให้เกิดโรคเบาหวาน ความดนัโลหิตสงู  
โรคมะเร็ง และโรคหวัใจขาดเลอืด ซึง่เป็นสาเหตกุารเสยี
ชีวิตตดิอนัดบัต้นๆ ของคนไทย ความต้องการผลติภณัฑ์
จากธรรมชาติ ท่ีมีคุณค่าช่วยป้องกัน รักษาในด้าน
สขุภาพ จึงเป็นกระแสท่ีนิยมมากขึน้ ประเทศไทยเป็น
ประเทศท่ีมีสมุนไพรมากมายหลายชนิด แต่การน�ำ
สมนุไพรมาใช้รักษาโรค ยงัมีข้อจ�ำกดั เน่ืองจากขาดองค์
ความรู้ในการรักษาเชิงวิทยาศาสตร์ จึงท�ำให้การน�ำ
สมนุไพรไทยไปประยกุต์ใช้ในทางการแพทย์มีน้อยมาก 
(วชัรีพร, 2547)

ต้นกรดน�ำ้ (Scoparia dulcis Linn.) มีช่ือเรียกโดย
ทัว่ไปวา่ Sweet broomweed เป็นสมนุไพรท่ีใช้กนัอยา่ง
แพร่หลาย ในหลายๆ ประเทศ ทัง้ในแถบอเมริกา ยโุรป 
แอฟริกา และเอเชีย มีรายงานทางวิทยาศาสตร์ ในการน�ำ
ต้นกรดน�ำ้จากประเทศตา่งๆ ไปใช้ประโยชน์ โดยใช้รักษา
โรคเบาหวาน ซึง่พบวา่สารสกดัสามารถลดระดบัน�ำ้ตาล
ในกระแสเลือด และกระตุ้นการหลัง่ฮอร์โมนอินซูลิน  
ซึง่เป็นฮอร์โมนท่ีส�ำคญัในการรักษาผู้ ป่วยโรคเบาหวาน 
(Pari and Latha, 2005) ป้องกนัการอกัเสบของเนือ้เย่ือ
ต่างๆ โดยลดกิจกรรมของเอนไซม์ไซโคล-ออกซีจีเนส 
ชนิดท่ี 2 (cyclooxygenase-2; COX-2) ลดปริมาณ nitric 
oxide และเพ่ิมการท�ำงานของเอนไซม์ต้านอนมุลูอิสระ 
เชน่ ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมิวเทส (superoxide dismutase; 
SOD) กลูตาไทโอน เพอร์ออกซิเดส (glutathione 
peroxidase; GPx) และกลตูาไทโอน รีดกัเทส (glutathione 
reductase; GRD) (Tsai et al., 2011) รักษาโรคความดนั
โลหิตสงู ชว่ยรักษาแผล ป้องกนัไมใ่ห้ไต หวัใจ และตบั 
ถกูท�ำลายจากโลหะหนกัแคดเมียม (Adaikpoh et al., 
2007) ชว่ยยบัยัง้การเพ่ิมจ�ำนวนของเซลล์มะเร็งตอ่มลกู
หมาก DU-145 ยบัยัง้ไวรัส แบคทีเรีย รา และยงุท่ีก่อโรค 
(Zulfiker et al., 2011; Wankhara et al., 2015) ป้องกนั

การอกัเสบของเส้นประสาทในเซลล์สมอง ซึง่เป็นสาเหตุ
ของโรคอัลไซเมอร์ และป้องกันการแตกของเซลล์ 
เม็ดเลือดแดง โดยคาดวา่สารสกดัมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกบั 
การต้านอนมุลูอิสระ (antioxidants) และต้านการอกัเสบ 
(anti-inflammatory) (Coulibaly et al., 2011) อนมุลูอิสระ 
หรือ Reactive oxygen species (ROS) จะสง่ผลท�ำลาย
โครงสร้างของไขมนั โปรตีน และดีเอ็นเอภายในเซลล์ 
ท�ำให้สารชีวโมเลกลุเหลา่นี ้ เปลีย่นแปลงโครงสร้างและ
หน้าท่ี สง่ผลให้เซลล์เกิดความเสยีหายและตายในท่ีสดุ 
โดยเฉพาะการท�ำลายดีเอน็เอ ท�ำให้เกิดโรคตา่งๆ ท่ีเก่ียว
กบัระบบประสาทในสมอง เชน่อลัไซเมอร์ พาร์กินสนั และ
โรคมะเร็ง (Jackson and Bartek, 2009) ดังนัน้ 
การป้องกนัการท�ำลายดีเอ็นเอ จึงเป็นแนวทางหนึ่งใน 
การป้องกนัโรคได้ วิธี DNA nicking assay เป็นวิธีท่ีนา่
สนใจ เน่ืองจากเก่ียวข้องกับสารชีวโมเลกุลในเซลล์
โดยตรง จากรายงานของ Verma et al. (2009), Golla 
and Bhimathati. (2014), Leba et al. (2014), Sharma 
et al. (2016) และ Zhu et al. (2017) พบวา่ วิธี DNA 
nicking assay น�ำมาใช้วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ของสารสกดัจากพืชได้ โดยจะมีอนมุลูอิสระท่ีเกิดจาก
ปฏิกิริยาเฟนตนั (Fenton) (Fe2+ + H

2
O

2
  Fe3+  + HO• 

+ OH- ) สง่ผลให้รูปร่างของ DNA เปลีย่นจาก supercoiled 
DNA เป็น nicked DNA และมีการเคลื่อนท่ีผ่านเจล 
แตกต่างกนั นอกจากนีย้งัมีรายงานว่า Fe2+ สามารถ
ท�ำให้ดีเอ็นเอเสียหายได้โดยตรง โดยไม่ผ่านไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (Flemmig and Arnhold, 2007) สารสกดั
จากพืชท่ีน�ำมาทดสอบด้วยวิธีนี ้ สว่นใหญ่จะสกดัด้วย 
ตวัท�ำละลายท่ีมีขัว้สงู เชน่ น�ำ้และเมทานอล สารสกดัท่ี
สกัดด้วยตัวท�ำละลายท่ีมีขัว้ต�่ำ มีรายงานน้อยมาก  
แต่อย่างไรก็ตาม ตัวท�ำละลายอินทรีย์จะไปยับยัง้ 
ปฏิกิริยาเฟนตนั ท�ำให้สามารถยบัยัง้ความเสยีหายของ 
ดีเอน็เอจากอนมุลูอิสระได้ (Leba et al., 2014) ดงันัน้
การพัฒนาวิธี DNA nicking assay เพ่ือปรับใช้กับ 
สารสกดัท่ีสกดัด้วยตวัท�ำละลายท่ีมีขัว้แตกตา่งกนั และ
ไมก่ระทบกบัการยบัยัง้ความเสยีหายของดีเอน็เอจงึเป็น 
สิง่ท่ีนา่สนใจ
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งานวิจัยก่อนหน้านีค้ณะผู้ วิจัยพบว่า สารสกัด
หยาบจากต้นกรดน�ำ้ใน จ. สงขลา จากสว่นเหนือดินมี
ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ DPPH ดีกวา่สว่นราก (เนตรนภา 
และคณะ, 2557) รายงานการวิจยัของ Coulibaly et al. 
(2012) พบวา่ สารสกดัหยาบจากต้นกรดน�ำ้ท่ีสกดัด้วย
เมทานอล และอะซโิตน และอะซโิตนในน�ำ้ มีฤทธ์ิต้าน
เชือ้ E. coli ได้ดีท่ีสดุ (MIC 12.5 mg/ml) สารสกดัอะซโิตน
ในน�ำ้ มีฤทธ์ิต้านเชือ้ S. typhimurium ได้ดีท่ีสดุ (MIC 
1.56 mg/ml) สารสกดัท่ีสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม มีฤทธ์ิต้าน
เชือ้ B. cereus ได้ดีท่ีสดุ มีคา่ MIC เทา่กบั 1.56 mg/ml 
และสารสกดัท่ีสกดัด้วยเฮกเซนมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา A. niger 
และ P. roquefortii ได้ดีท่ีสดุ มีคา่ MIC 6.25 mg/ml จาก
งานวิจยัดงักลา่วแสดงวา่ ตวัท�ำละลายมีผลตอ่ฤทธ์ิการ
ต้านเชือ้ชนิดตา่งๆ 

ในการศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือ ทดสอบฤทธ์ิ
ของสารสกดัจากต้นกรดน�ำ้ ท่ีสกดัด้วยตวัท�ำละลายชนิด
ตา่งๆ 5 ชนิด คือ เมทานอล บวิทานอล เอทิลอะซีเตท 
คลอโรฟอร์ม และเฮกเซน ในการป้องกันการท�ำลาย 
supercoiled plasmid DNA จากอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี 
DNA nicking assay ซึง่ข้อมลูท่ีได้จะเป็นการสง่เสริม
การน�ำสมนุไพรไทยไปใช้ประโยชน์ ในการรักษาโรคท่ีมี
สาเหตมุาจากอนมุลูอิสระ และการเสยีหายของดีเอน็เอ

วธีิการศกึษา

1. การเกบ็ตวัอย่างและการสกัดสาร
เก็บตวัอยา่งต้นกรดน�ำ้ท่ีปลกูในพืน้ท่ี จ. สงขลา มา

ล้าง ท�ำความสะอาด และผึง่ให้สะเดด็น�ำ้ แยกสว่นล�ำต้น 
และใบออกจากกนั ชัง่น�ำ้หนกัมาอยา่งละ 30 กรัม บดให้
ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว เติมตวัท�ำละลายเฮกเซน 
(99%) ปริมาตร 300 มิลลลิติร เขยา่ด้วยเคร่ืองเขยา่ 100 
รอบ/นาที ท่ีอณุหภมิูห้อง ท�ำการสกดัเป็นระยะเวลา 3 วนั 
กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น�ำกากตวัอยา่งแชต่อ่ใน
ตวัท�ำละลายชนิดเดมิ รวมสารละลายสว่นใสเข้าด้วยกนั 
น�ำกากตัวอย่างท่ีเหลือ มาท�ำการแช่สกัดต่อด้วย
คลอโรฟอร์ม (99%) เป็นระยะเวลา 3 วนั กรองด้วย
กระดาษกรองเบอร์ 1 ท�ำการสกดัสารซ�ำ้ และน�ำกาก

ตวัอยา่งไปสกดัสารตอ่โดยใช้เอทิลอะซีเตท (99.8%) เป็น
ระยะเวลา 3 วนั กรองและสกดัสารซ�ำ้ จากนัน้น�ำตวัอยา่ง
ไปสกดัสารตอ่ด้วยบิวทานอล (99.4%) และเมทานอล 
(99%) ตามล�ำดบั น�ำสารสกัดหยาบไประเหยตวัท�ำ
ละลายออก ด้วยเคร่ืองกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้
สญุญากาศ (rotary evaporator) น�ำไปชัง่น�ำ้หนกัของ
สารสกัดหยาบท่ีได้ ในส่วนสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วย 
เมทานอล บวิทานอลและ เอทิลอะซีเตท น�ำมาละลายใน
น�ำ้ ส่วนสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม และ 
เฮกเซน น�ำมาละลายด้วย 10% Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) แล้วน�ำไปวิเคราะห์ในขัน้ตอนตอ่ไป

2. การศึกษาผลของสารสกัดต่อการป้องกัน DNA 
เสียหายจากอนุมูลอสิระ โดยวธีิ DNA nicking assay

น�ำแบคทีเรีย E. coli top10 ท่ีมีพลาสมิด pUC 19 
มาเลีย้งบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีแอมพิซลิลนิ ความเข้มข้น 
100 µg/ml และบม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 16 - 18 ชัว่โมง น�ำโคโลนีเด่ียวๆ จากจานอาหารมา
เลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมีแอมพิซิลลิน ความเข้มข้น 
100 µg/ml บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 - 18 ชัว่โมง 
โดยเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 180 รอบ/นาที ท�ำการสกดัพลาสมิด 
pUC19 จากแบคทีเรีย E. coli โดยใช้ชดุ Plasmid DNA 
Purification Kit ของ QIAGEN ด�ำเนินการตามวิธีการของ
ชดุ kit น�ำพลาสมิดท่ีสกดัได้ มาใช้เพ่ือศกึษาการป้องกนั
การท�ำลายของดีเอน็เอ โดยท�ำตามวิธีของ Saelee et al. 
(2011) คือเตมิพลาสมิด pUC19 ปริมาณ 200 ng ผสมกบั
สารสกดั ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ คือ 0.5, 1, 2 และ 3 mg/ml 
และผสมด้วย MCO system ซึง่ประกอบด้วย 3 µM ของ 
FeCl

3
 และ 10 mM ของ DTT ปรับปริมาตรรวมด้วยน�ำ้

กลัน่ ให้ครบ 20 ไมโครลติร บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้วิเคราะห์แถบของดีเอน็เอด้วย 
0.8 % agarose gel electrophoresis และวิเคราะห์ 
เจลด้วย Image Lab™ software ของบริษัท Bio-Rad 
น�ำพืน้ท่ีแถบดีเอน็เอท่ีวิเคราะห์ได้ มาสร้างกราฟโดยแถบ 
supercoiled DNA ท่ีไมไ่ด้บม่สารสกดัและ MCO system 
เทียบเป็น 100% หลงัจากนัน้ท�ำการเปรียบเทียบแถบ 
supercoiled DNA และ nicked DNA ในกลุม่ตวัอยา่ง
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ผลการศกึษาและวจิารณ์

ในการศกึษาครัง้นีท้�ำการสกดัสารในสว่นเหนือดนิ

จากต้นกรดน�ำ้ โดยแยกส่วนใบและล�ำต้นออกจากกนั 

และสกดัสารด้วยตวัท�ำละลายชนิดต่างๆ 5 ชนิด คือ  

เมทานอล บวิทานอล เอทิลอะซีเตท  คลอโรฟอร์ม และ

เฮกเซน โดยตวัท�ำละลายท่ีใช้เป็นตวัท�ำละลายอินทรีย์

ท่ีมีขัว้แตกต่างกัน จากนัน้น�ำไปทดสอบการป้องกัน

ดีเอน็เอถกูท�ำลายจากอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี DNA nicking 

assayจากการสกดัสารด้วยเมทานอล และทดสอบฤทธ์ิ

ของสารสกดั (Figure 1) พบวา่ ทัง้สว่นของสารสกดัจาก 

ล�ำต้นและใบมีฤทธ์ิในการป้องกนั supercoiled plasmid 

DNA เสยีหายจากอนมุลูอิสระ โดยพบแถบ supercoiled 

DNA ในตัวอย่างท่ีมีการเติมสารสกัดจากต้นกรดน�ำ้ 

(Figure 1A,1B; lane 3-6) มากกวา่ตวัอยา่งท่ีไมเ่ตมิสาร

สกดัจากต้นกรดน�ำ้ (Figure 1A,1B; lane 2) ใน lane 1 

เป็นตวัอยา่ง DNA ท่ีไมไ่ด้บม่ด้วยอนมุลูอิสระ จงึไมเ่กิด

การท�ำลาย supercoiled plasmid DNA เม่ือน�ำแถบ

ดีเอน็เอมาวิเคราะห์หาพืน้ท่ีด้วยโปรแกรม Image Lab 

และน�ำข้อมลูไปสร้างกราฟ พบว่าสารสกดัจากล�ำต้น

ป้องกันการเสียหายของดีเอ็นเอจากอนุมูลอิสระได้ดี

ท่ีสดุ (Figure 1C) ท่ีความเข้มข้น 2 mg/ml สารสกดัจาก

ใบ ป้องกันดีเอ็นเอได้ดีท่ีสดุท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml 

โดยสารสกดัจากล�ำต้นป้องกนัดีเอน็เอเสียหายได้ดีกวา่

สารสกดัจากใบ

สารสกดัท่ีสกดัด้วยบวิทานอล มีฤทธ์ิในการป้องกนั 

supercoiled plasmid DNA เสียหายจากอนมุลูอิสระ

ได้ทัง้สารสกดัจากล�ำต้นและใบเชน่เดียวกนักบัสารสกดั

ท่ีสกดัด้วยเมทานอล แสดงผลดงั Figure 2 โดยสารสกดั

จากล�ำต้นมีฤทธ์ิในการป้องกนัดีเอน็เอเสยีหายได้ดีกวา่

สารสกดัจากใบ (Figure 2C) และท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml 

(lane 4) ให้ฤทธ์ิดีท่ีสดุ โดยมี % Relative intensity 36% 

สว่นสารสกดัจากใบท่ีสกดัด้วยเอทิลอะซีเตทและเฮกเซน 

สามารถป้องกัน supercoiled plasmid DNA ได้ดี 

ท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml และ 2 mg/ml ตามล�ำดบั 

(Figure 3C, 4C) สว่นสารสกดัจากล�ำต้น ไมส่ามารถ

ป้องกนั supercoiled plasmid DNA (Figure 3C, 4C) 

เช่นเดียวกนักบัสารสกดัจากใบท่ีสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 

แต่ในส่วนของสารสกัดจากล�ำต้นด้วยคลอโรฟอร์ม 

ป้องกนั supercoiled plasmid DNA ได้ดีท่ีความเข้มข้น 

0.5 mg/ml (Figure 5C)



Figure 1 The DNA protection assay of methanol fraction from Scoparia dulcis stem and leaf extracts. Treatment 
of plasmid DNA with the extracts in absence and presence of metal-catalyzed oxidation. (A) Analysis result 
by 0.8% agarose gel electrophoresis for stem extracts and (B) leaf extracts. (C) Analysis images with Image 
Lab software from Bio-Rad.
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Figure 2 The DNA protection assay of butanol fraction from Scoparia dulcis stem and leaf extracts. Treatment 
of plasmid DNA with the extracts in absence and presence of metal-catalyzed oxidation. (A) Analysis result 
by 0.8% agarose gel electrophoresis for stem extracts and (B) leaf extracts. (C) Analysis images with Image 
Lab software from Bio-Rad.
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Figure 3 The DNA protection assay of ethyl acetate fraction from Scoparia dulcis stem and leaf extracts. 
Treatment of plasmid DNA with the extracts in absence and presence of metal-catalyzed oxidation. (A) Analysis 
result by 0.8% agarose gel electrophoresis for stem extracts and (B) leaf extracts. (C) Analysis images with 
Image Lab software from Bio-Rad.
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Figure 4 The DNA protection assay of hexane fraction from Scoparia dulcis stem and leaf extracts. Treatment 
of plasmid DNA with the extracts in absence and presence of metal-catalyzed oxidation. (A) Analysis result 
by 0.8% agarose gel electrophoresis for stem extracts and (B) leaf extracts. (C) Analysis images with Image 
Lab software from Bio-Rad.
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Figure 5 The DNA protection assay of chloroform fraction from Scoparia dulcis stem and leaf extracts. 
Treatment of plasmid DNA with the extracts in absence and presence of metal-catalyzed oxidation. (A) Analysis 
result by 0.8% agarose gel electrophoresis for stem extracts and (B) leaf extracts. (C) Analysis images with 
Image Lab software from Bio-Rad.
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นอกจากนีพ้บว่า สารสกดัท่ีสกดัได้สว่นใหญ่แล้ว 
ท่ีความเข้มข้น 3 mg/ml จะชกัน�ำการท�ำลายดีเอน็เอ โดย
พบวา่ในหลอดท่ีเตมิสารสกดัและอนมุลูอิสระ (lane 6) 
จะมีปริมาณดีเอน็เอน้อยกวา่หลอดดีเอน็เอเร่ิมต้น (lane 
1) แสดงวา่ สารสกดัหยาบท่ีความเข้มข้นสงู อาจจะสง่
ผลท�ำลายโครงสร้างของดีเอน็เอ เน่ืองจากท่ีความเข้มข้น 
3 mg/ml อาจจะมีสารทตุยิภมิู (secondary metabolites) 
อยูใ่นปริมาณมาก ซึง่สว่นใหญ่มีฤทธ์ิในการต้านอนมุลู
อิสระ ซึง่ท�ำหน้าท่ีถ่ายโอนอิเลก็ตรอนไปยงัอนมุลูอิสระ 
ท�ำให้ดีเอ็นเอไม่ถูกท�ำลายจากอนุมูลอิสระ แต่หาก
ปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระสงูจนเกินไป ท�ำให้เกิดการ
ถ่ายโอนอิเล็กตรอนไปยงัเบสในนิวคลีโอไทด์ สง่ผลให้
พนัธะในดีเอ็นเอถูกท�ำลาย (Jackson and Bartek, 
2009 ; Lu et al., 2013; Nimse et al., 2015) ผลการ
ทดลองในครัง้นีใ้ห้ผลเหมือนกนักบัฤทธ์ิป้องกนัดีเอ็นเอ
เสยีหายจากสารสกดัจากข้าวหมาก (Kong et al., 2015)

ดังนัน้ฤทธ์ิการป้องกันการเสียหายของดีเอ็นเอ 
นอกจากขึน้อยู่กบัชนิดของตวัท�ำละลายแล้ว ยงัพบว่า
ความเข้มข้นของสารสกดัก็เป็นอีกปัจจยัท่ีมีผลต่อการ
ป้องกนัการเสียหายของดีเอ็นเอ จากการทดลองแสดง
ให้เหน็วา่ตวัท�ำละลายท่ีมีขัว้คอ่นข้างสงู ได้แก่ เมทานอล 
และบิวทานอล สามารถป้องกันการเสียหายของ 
supercoiled plasmid DNA ได้ดีกวา่ตวัท�ำละลายท่ีมี
ขัว้ต�่ำจนถงึปานกลาง ได้แก่ เอทิลอะซีเตท คลอโรฟอร์ม
และเฮกเซน ทัง้นีเ้น่ืองจากตวัท�ำละลายท่ีมีสภาพขัว้คอ่น
ข้างสงู จะสกดัสารในกลุม่ท่ีมีขัว้ได้ดี เช่น สารในกลุม่ 
ฟลาโวนอยด์ ซึ่งเป็นสารต้านอนุมลูอิสระ ส่วนตวัท�ำ
ละลายท่ีมีขัว้ค่อนข้างต�่ำ จะส่งผลต่อการสกัดสารใน
กลุม่ท่ีมีขัว้ต�่ำได้ดี 

Leba et al. (2014) ได้ท�ำการหาสภาวะท่ีเหมาะ
สมในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของสารสกัด
จาก Oenocarpus bataua และ Camellia sinensis 
ด้วยวิธี DNA nicking โดยใช้ตวัท�ำละลายชนิดตา่งๆ คือ 
น�ำ้ เมทานอล และอะซิโตน ซึง่น�ำ้จดัเป็นตวัท�ำละลาย 
อนินทรีย์ เมทานอลเป็นตวัท�ำละลายอินทรีย์ท่ีมีสภาพ
ขัว้สงู สว่นอะซโิตนเป็นตวัท�ำละลายอินทรีย์ท่ีมีสภาพขัว้

คอ่นข้างสงูแตต่�ำ่กวา่เมทานอล โดยพบวา่ ตวัท�ำละลาย
ต่างชนิดกัน จะต้องใช้ความเข้มข้นของตวัท�ำละลาย 
(solvent), FeSO

4
, EDTA และระยะเวลาในการบม่สาร

ไม่เทา่กนั ในการทดลองนี ้ ได้ใช้ 10% DMSO ในการ
ละลายสารสกัด ในกลุ่มท่ีไม่ละลายน�ำ้ และน�ำไป
ทดสอบฤทธ์ิด้วยวิธี DNA nicking พบว่าสารละลาย 
10% DMSO ไม่ส่งผลต่อการป้องกนัดีเอ็นเอเสียหาย
จากอนมุลูอิสระ (Figure 4, 5; lane 2) ดงันัน้วิธี DNA 
nicking assay ท่ีน�ำมาวิเคราะห์ในการทดลองนี ้
สามารถน�ำไปปรับใช้กับสารสกัดท่ีสกัดด้วยตัวท�ำ
ละลายหลากหลายชนิดได้ จากผลการทดลองทัง้หมด
ในครัง้นี ้ จึงสนับสนุนการน�ำสมุนไพรต้นกรดน�ำ้ไป
พัฒนาเป็นยารักษาโรคท่ีท�ำให้ดีเอ็นเอเสียหาย และ
ตลอดจนรักษาโรคอ่ืนๆ ท่ีมีสาเหตมุาจากอนมุลูอิสระ

สรุป

จากการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัจากต้นกรดน�ำ้ตอ่
การป้องกันดีเอ็นเอเสียหายจากอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี 
DNA nicking assay พบวา่ สารสกดัท่ีสกดัด้วยเมทานอล 
และบิวทานอล ซึง่มีสภาพขัว้คอ่นข้างสงู มีฤทธ์ิในการ
ป้องกนัดีเอน็เอเสยีหายจากอนมุลูอิสระได้ดีกวา่สารสกดั
ท่ีสกดัด้วยเอทิลอะซีเตท คลอโรฟอร์ม และเฮกเซน ซึง่มี
สภาพขัว้คอ่นข้างต�ำ่จนถงึปานกลาง ดงันัน้ตวัท�ำละลาย
ท่ีมีสภาพขัว้สงู จะสกดัสารในกลุม่ท่ีมีขัว้สงู ซึง่ออกฤทธ์ิ
ในการป้องกนัการเสยีหายของดีเอน็เอได้ดีกวา่สารสกดั
ท่ีสกดัด้วยตวัท�ำละลายท่ีมีขัว้ต�่ำ

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณทุนอุดหนุนการวิจยัจากงบประมาณ 
เงินรายได้ กองทนุวิจยัมหาวิทยาลยัทกัษิณ ประจ�ำปี  
งบประมาณ พ.ศ. 2559 ขอขอบคณุ ผศ.ดร. สมพงศ์ โอทอง
และ สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัทกัษิณ 
วิทยาเขตพัทลุง ท่ีเอือ้เฟื้อสถานท่ีและเคร่ืองมือใน 
การศกึษาครัง้นี ้
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