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บทคัดย่อ 
 

แบคทีเรียสกุล Streptococcus เป็นแบคทีเรียที่เกี่ยวขอ้งกับโรคฟันผุ และพบได้ทั่วไปในช่องปากมนุษย ์
งานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของสมุนไพรจีนต่อแบคที เรียที่ก่อ โรคในช่องปาก  
โดยท าการศึกษาฤทธ์ิต้านเชื ้อจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรจีนสามชนิดได้แก่ จื่อฉ่าว จินอิ๋นฮวา  
และกันเฉ่า ต่อแบคทีเรียสองชนิดไดแ้ก่ Streptococcus mutans และ Streptococcus salivarius ผลการทดสอบ
ด้วยวิธี Agar well diffusion พบว่าสารสกัดหยาบของจื่อฉ่าวมีฤทธ์ิในการต้านเชื ้อแบคทีเรีย S. mutans และ  
S. salivarius ไดด้ีที่สดุ จึงน ามาท าการทดสอบในขัน้ต่อไป ประกอบดว้ยฤทธ์ิตา้นเชือ้จุลินทรีย ์ฤทธ์ิตา้นการเกิดไบ
โอฟิลม์ และฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ พบว่าการออกฤทธ์ิของจื่อฉ่าวต่อเชือ้ทัง้สองชนิดมีค่า MIC และ MBC เท่ากนัคือ 
0.049 และ 0.098 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และสารสกดัหยาบจื่อฉ่าวสามารถยบัยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ได้
รอ้ยละ 80 ที่ความเขม้ขน้ 0.012 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ส าหรบั S. mutans และที่ความเขม้ขน้ 1.563 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร ส าหรบั S. salivarius ส่วนฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีทดสอบด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 
พบว่าสารสกัดหยาบจื่อฉ่าวมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดี โดยมีค่า IC50 ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน BHT 
(Butylated hydroxyltoluene)  ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่าสมุนไพรจีนจื่อฉ่าว มีศักยภาพที่จะน ามาพัฒนา
ผลิตภณัฑท์ี่ใชต้า้นเชือ้ในช่องปาก 
  

ค าส าคัญ : สารสกดัหยาบจากสมนุไพรจีน  สารตา้นอนมุลูอิสระ MIC MBC  ไบโอฟิลม์ 
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Abstract 
 

Streptococcus is a typical bacterium found in human oral cavity and associated with tooth decay 
disease.  The objective of this study was to evaluate the efficiency of Chinese herbs against oral cavity 
disease bacteria.  Antimicrobial activities of three Chinese herbs zicao (Lithospermum erythrorhizon), 
jinyinhua (Lonicera japonica) and gancao (Glycyrrhiza uralensis) were evaluated against two oral cavity 
bacteria S. mutans and S. salivarius.  Results from agar well diffusion revealed that crude extract of 
zicao had the highest activity among those three herbs. Hence, antimicrobial, antibiofilm and 
antioxidant activities were further examined with zicao. As a result, antimicrobial activity of zicao 
against S. mutans and S. salvarius was exhibited by the MIC and MBC of 0.049 and 0.098 mg/ml, 
respectively.  Zicao also provided 80% inhibition of biofilm at 0.012 mg/ml for S. mutans and 1.563 
mg/ml for S. salivarius.  Antioxidant activity test using DPPH radical scavenging assay showed that 
zicao had a good antioxidant activity with an IC50 value close to the standard BHT (Butylated hydroxyl 
toluene).  Results obtained from this research could be applied for oral cavity disease prevention using 
Chinese herb zicao. 
 
Keywords: Crude Chinese Herbs Extracted, Antioxidant, Biofilm  
 

บทน า 
แบคทีเรียสกุล Streptococcus เป็นแบคทีเรียที่

เกี่ยวขอ้งกบัโรคฟันผุและพบไดท้ั่วไปในช่องปากมนษุย ์
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง S. mutans เป็นเชือ้แบคทีเรียที่เป็น
สาเหตุหลักของโรคฟันผุในมนุษย์ คุณสมบัติที่ส  าคัญ
ในการก่อโรคคือความสามารถในการสรา้งไบโอฟิลม์ที่
ผิวฟัน เรียกว่าคราบพลัค (Dental plaque) นอกจากนี้
แบค ที เรี ย มี เอ น ไซม์ก ลู โค ซิ ล ท รานส์ เฟ อ ร์เรส 
(glucosyltransferases) โป รตี น ที่ จั บ กั บ ก ลู แ ค น 
(glucan-binding proteins) ห ล า ย ช นิ ด  โป ร ตี น
แอนติ เจน  ซี  (protein antigen C) ที่ ผิ วเซลล์  และ 
โป รตี น ที่ จั บ กั บ ค อ ลลา เจ น  (Collagen-binding 
protein) ซึ่งปัจจยัเหล่านีมี้ส่วนร่วมก่อใหเ้กิดคราบพลัค 

และชักน าให้เกิดโรคฟันผุ นอกจากนี้แบคทีเรียยังใช้
ระบบควอรัมเซนซิงเป็นการส่ือสารของแบคทีเรีย 
(quorum-sensing) เพ่ือตอบสนองต่อความเครียดใน
ส่ิงแวดลอ้มโดยควบคมุการแสดงออกของยีนที่มีความ
เกี่ ย วข้ อ งกั บ ก ารส ร้า ง ไบ โอ ฟิ ล์ม  [1] ส่ วน เชื ้ อ  
S. salivarius เป็นหนึ่ งในเชื ้อที่ พบเป็นชนิดแรก ๆ   
ในช่องปาก และล าไสข้องมนุษยต์ั้งแต่แรกเกิด และยัง 
คงอยู่ แบบถาวรต่อ ไป  [2] แต่อย่ างไรก็ตาม เชื ้อ  
S. salivarius นั้นจัดอยู่ในกลุ่มเชือ้ฉวยโอกาสกับผูท้ี่มี
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง หรือผู้ที่มีภาวะเม็ดเลือดขาวต ่า
ก่อใหเ้กิดการติดเชือ้ในกระแสเลือด รวมทั้งเกิดการติด
เชื ้อในระหว่างการท าฟันได้ [3] ดังนั้นการยับยั้งการ
เจริญของเชือ้ทั้งสองชนิดนีใ้นช่องปากสามารถป้องกัน
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การเกิดฟันผุ และช่วยป้องกนัการติดเชือ้ชนิดรุนแรงใน
ผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต ่า เนื่องมาจากการแพทย์แผนจีนให้
ความส าคัญในการป้องกันการเกิดโรค และบรรเทา
อาการ มีการใช้ต ารับยาจีนที่ใช้สมุนไพรจีนเพ่ือการ
รักษาฟ้ืนฟู และเสริมภูมิต้านทานของร่างกายโดย
อ าศั ย ก ารป รับ สม ดุ ล ใน ร่า งก าย  เช่ น จื่ อ ฉ่ า ว 
(Lithospermum erythrorhizon) มีรายงานถึงฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ [4] ตา้นการอกัเสบ [5] ตา้นแบคทีเรีย [6] 
ตา้นเชื ้อรา [7] และ ต้านเชื ้อไวรสั [8] จินอิ๋นฮวาหรือ
ดอกสายน า้ผึง้ (Lonicera japonica) ในทางการแพทย์
แผนจีนไดน้ าส่วนของใบและดอกมาใชเ้ป็นยาจีนแผน
โบราณเพ่ือรกัษาโรคหลายชนิด เช่น เป็นไขป้วดศีรษะ 
ติดเชื ้อทางเดินหายใจ โรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ 
โรคไขข้ออักเสบ และโรคเบาหวาน[9] และมีฤทธ์ิตา้น
อนุมู ลอิ ส ระ  [10] กัน เฉ่ า  (Glycyrrhiza glabra) มี
รายงานฤทธ์ิต้านเชื ้อ  Pseudomonas aeruginosa 
โดยสาร glycyrrhizic acid มีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์ และ
การยับยั้งการสรา้งไบโอฟิล์ม [11] สารต้านจุลินทรีย์
หลายชนิดถกูน ามาใชใ้นการต่อตา้นการเกิดคราบพลัค 
เช่น  คลอเฮกซิดีน สารลดแรงตึงผิวประจุบวกในกลุ่ม 
quaternary ammonium compounds ห รือ ส า รที่ มี 
รายงานวิจัยพบว่ามีประสิทธิภาพดีกว่าสารเดิม เช่น 
โล ห ะอ นุ ภ า ค น า โน  (Metal nanoparticles) [12] 
คลอเฮกซิดีนเป็นสารเคมีมาตรฐานในการปฏิบัติทาง
ทันตกรรม แต่การใชผ้ลิตภัณฑ์ที่มีคลอเฮกซิดีนอย่าง
ต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานอาจท าใหเ้กิดคราบบนฟัน 
ลิน้ และเหงือก เกิดการรบัรสชาติที่เปล่ียนไป เกิดภาวะ
ปากแห้ง เป็นต้น ดังนั้นจึงไม่เหมาะกับการใช้ เป็น
ประจ าต่อ เนื่ อง  [13] ดั งนั้นสารชีวภาพที่ มีความ
ปลอดภัยเช่น สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตา้นเชือ้แบคทีเรีย ตา้น
การเกิดไบโอฟิล์ม และมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระจึงเป็น

ทางเลือกที่ดี และมีความเหมาะสมที่จะน ามาศึกษา
เพ่ือพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ที่ใชใ้นช่องปาก ป้องกันการ
เกิดโรคในช่องปากเพ่ือใชท้ดแทนยาหรือสารที่สังเคราะห์
ขึ ้นมาจากกระบวนการทางเคมี ดังนั้น  การศึกษานี้มี
วตัถปุระสงคเ์พ่ือ ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจาก
สมุนไพรจีนสามชนิดที่ดีที่สุดต่อการยับยั้งการเจริญ 
และการเกิดไบโอฟิล์มของเชื ้อแบคทีเรียในช่องปาก 
รวมทัง้ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ  

 
วิธีการวิจัย 
1. การเตรียมสารสกัดสมุนไพรจีน 

น าสมนุไพรจีนส่วนก้านและใบของจื่อฉ่าว ส่วน
ดอกของจินอิ๋นฮวา และส่วนรากของกันเฉ่า ที่ซือ้จาก
รา้นขายสมุนไพรจีนรา้นแสงธรรมเภสัช หั่นและป่ันให้
ละเอียด น ามาชั่ง 300 กรมั แช่ดว้ยตัวท าละลายเอทา
นอล 95 เปอรเ์ซ็นต์ โดยใช้อัตราส่วนสมุนไพรจีนต่อ   
เอทานอล 95 เปอรเ์ซ็นต์ 1:6 ตั้งทิง้ไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
3 วัน แล้วกรองหยาบด้วยผ้าขาวบาง จากนั้นกรอง
ละเอียดด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 ท าซ ้า  
3 ครัง้ น าไประเหยตัวท าละลายออกดว้ยเครื่องระเหย
สารแบบหมุน (Rotary evaporator) จะได้สารสกัด
หยาบ (Crude extract) ท าให้แห้งด้วยเครื่องอบแห้ง
เยือกแข็ง (Freeze dryer) ชั่งสารที่ได ้เพ่ือค านวณรอ้ย
ละของน า้หนักสารสกัดหยาบ (% yield) เก็บใส่ในขวด
สีชาและเก็บรกัษาไวท้ี่อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
2. การศึกษาฤทธ์ิการต้านเชื้อแบคทีเรียของสาร
สกัดสมุนไพรจีนด้วยวิธี Agar well diffusion 

ศึกษาฤทธ์ิการต้านเชื ้อจุลินทรีย์ของสารสกัด
สมุนไพรจีน จื่อฉ่าว จินอิ๋นฮวา และกันเฉ่า ด้วยวิธี 
Agar well diffusion ตามวิธีของ [14] โดยเตรียมเชื ้อ
ทดสอบ S. mutans ATCC 25175 และ S. salivarius 
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ATCC 7073 ให้ มี ค่ าก ารดู ด ก ลืน แสงอ ยู่ ใน ช่ ว ง 
0.15±0.005 (ประมาณ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) น าไป
เกล่ียให้ทั่วผิวอาหารเพาะเชื ้อ Brain Heart Infusion 
Agar (BHA) รอให้ผิวหน้าอาหารแห้ง เจาะวุ้นให้เป็น
หลุมด้วย cork borer เบอร ์2 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 
มิลลิเมตร) หยดสารสกัดสมุนไพรจีนที่ละลายด้วยตัว
ท าละลาย DMSO (dimethyl sulfoxide) ความเขม้ข้น 
100 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลง
ไปในหลุมทดสอบ ท าการทดลอง 3 ซ  ้า โดยใช้ยา
ปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
มิล ลิลิตร เป็นชุดควบคุมผลบวก และใช้ DMSO 
(Dimethyl sulfoxide) เป็นชุดควบคุมผลลบ รอจนสาร
ทดสอบซึมเข้าเนื ้อวุ้นไปจนหมด น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
35±2 องศาเซลเซียส ใน candle jar เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง สังเกตและบันทึกผลการทดลองโดยใช้เวอร์
เนียรค์าลิปเปอร ์(Vernier caliper) วดัขนาดโซนใสหรือ
บริเวณยับยั้ง (Inhibition zone) ที่เกิดขึ ้นทั้ง 3 ด้าน 
แลว้น ามาค านวณหาค่าเฉล่ีย  
3. การทดสอบการหาความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถ
ยับ ย้ังการเจริญของเชื้อแบคที เรีย (Minimum 
Inhibitory Concentration: MIC) และความเข้มข้น
ต ่ า สุดที่ สามารถฆ่าเชื้อแบคที เรีย  (Minimum 
Bactericidal Concentration: MBC) ข อ ง ส า ร
สกัดจ่ือฉ่าว  

การทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดที่สามารถ
ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริญ ขอ ง เชื ้ อ แ บ ค ที เรี ย  (Minimum 
Inhibitory Concentration: MIC) และความ เข้มข้น
ต ่ า สุ ด ที่ ส าม า รถ ฆ่ า เชื ้ อ แบ ค ที เรี ย  (Minimum 
Bactericidal Concentration: MBC) ของสารสกัดจื่อ
ฉ่าว ดัดแปลงตามวิธี [14] โดยปิเปตตอ์าหารเพาะเชือ้ 
Brain Heart Infusion Broth (BHI broth) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลท แบบ 96 หลุม ท าการเจือ
จางสารสกัดจนมีความเขม้ขน้ 0.195-50 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร ปิเปตตเ์ชือ้ทดสอบความเขม้ขน้ประมาณ 106 
CFU/ml ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทุกหลุม ท าการ
ทดลอง 3 ซ  ้า โดยใช้ยาปฏิชีวนะ ampicillin ความ
เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นชุดควบคุม
ผลบวก และใช้เชือ้ทดสอบเป็นชุดควบคุมผลลบ แล้ว
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ใน candle 
jar เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร โดย
เครื่อง microplate reader อ่านค่าและค านวณผล 
ความเขม้ขน้ที่ต  ่าสดุที่สามารถยับยัง้เชือ้ไดค้ือ ค่า MIC 
จากนัน้หาค่า MBC โดยใชล้ปูแตะเชือ้จากหลุมทดสอบ
ทุกความเขม้ขน้มา streak ลงบนอาหารเพาะเชือ้ BHI 
agar น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ใน 
candle jar เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการ
ทดลอง โดยความเข้มข้นที่ต  ่าสุดที่สามารถฆ่าเชื ้อ
แบคทีเรียได ้คือ ไม่มีโคโลนีของเชือ้ปรากฏขึน้ บันทึก
เป็นค่า MBC 
4. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจ่ือฉ่าวต่อการ
สร้างไบโอฟิลม์ (Biofilm) ของเชื้อแบคทีเรีย ด้วย
วิธี Crystal violet staining for biofilm assay  

ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจื่อฉ่าวต่อการสรา้ง 
ไบโอฟิลม์ (biofilm) ดว้ยวิธี crystal violet staining for 
biofilm assay ดัดแปลงตามวิธีของ [15] โดยปิเปตต์
อ า ห า ร  SBHI (Brain heart infusion ที่ มี ก า ร เติ ม 
sucrose) ลงในไมโครเพลท แบบ 96 หลุม ปริมาตร  
50 ไมโครลิตร เจือจางสารสกัดจนมีความเข้มข้น 
0.006-6.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมเชื ้อที่ต้องการ
ทดสอบ 106 CFU/ml ลงไป 50 ไมโครลิตร ท าการ
ทดลอง 3 ซ  า้ น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส 
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ใน  candle jar เป็ น เวล า  4 ชั่ ว โม ง  ห ลั งจ ากนั้ น 
ล้างเซลล์ด้วยน ้า  reverse osmosis (RO) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง  เขย่ าไมโครเพลท เพ่ือน า
แบคทีเรียที่ไม่มีการเกาะติดออก น าไปอบให้แห้งที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 45 นาที จากนั้นเติม 0.1 
เปอรเ์ซ็นต ์crystal violet ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ทิง้
ไว ้20 นาที ลา้งออกดว้ยน า้ RO 3 ครัง้ ท าการชะสีออก
จาก ไบ โอ ฟิ ล์มด้ วยสารละลาย  (เอทานอล  70 
เป อ ร์เซ็ น ต์  ก รดอะซิ ติ ก  5 เป อ ร์เซ็ น ต์  แล ะน ้ า  
25 เปอรเ์ซ็นต์) เขย่าเบา ๆ ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  
20 นาที ถ่ายสารละลาย 100 ไมโครลิตร ลงในไมโคร
เพลทใหม่ แลว้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader 
ท าการทดลอง 3 ซ  า้ ค่าที่วดัไดน้ ามาค านวณเปอรเ์ซ็นต์
ก า รยั บ ยั้ ง ก า รส ร้า ง ไบ โอ ฟิ ล์ ม  (%  inhibition)  
ตามสมการ  

 
(("A570" ของชุดควบคมุ − "A570" ของชุดทดสอบ))

("A570" ของชุดควบคมุ) ×  100
 

 
5. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจ่ือฉ่าวต่อการ
สร้างไบโอฟิล์มของแบคที เรียภายใต้กล้อ ง
จุลทรรศน ์

ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจื่อฉ่าวต่อการสรา้งไบ
โอฟิลม์ของจุลินทรียภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์ดัดแปลง
ตามวิธีของ [15] ท าการสรา้งไบโอฟิลม์ในไมโครเพลท
แบบ 96 หลุมแบบก้นแบน (96 well microplate) บ่ม
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากครบเวลาท าการลา้งเซลล์
ด้วยน ้า RO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 3 ครัง้ เขย่าไม
โครเพลท แบบ 96 หลุม เพ่ือน าแบคทีเรียที่ไม่มีการ
เกาะติดออก น าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส 45 นาที หลังจากนั้น เติม 0.1 เปอรเ์ซ็นต ์

crystal violet 30 ไมโครลิตร ทิง้ไว ้5 นาที จากนั้นลา้ง
เซลลด์ว้ยน า้ RO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 1 ครัง้ น าไป
อบใหแ้หง้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นน ามา
ส่องดูไบโอฟิลม์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศนท์ี่ก าลังขยาย 100 
เท่า บนัทึกภาพไบโอฟิลม์เพ่ือน ามาเปรียบเทียบผลของ
สารสกัดสมุนไพรจีนจื่อฉ่าวต่อความหนาแน่นของ 
ไบโอฟิลม์ ท าการทดลอง 3 ซ า้ ที่ความเขม้ขน้ของสาร
สกดัจื่อฉ่าว 0.006 -6.25 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
6. ศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant 
activity) ของสารสกัดจ่ือฉ่าว ด้วยวิธีการ DPPH 
radical scavenging assay  

น าสารสกัดจื่อฉ่าวมาทดสอบโดยใชวิ้ธี DPPH 
radical scavenging assay ตามวิธีของ [16] เตรียม
สารละลายดีพีพีเอช (DPPH. reagent) โดยชั่ง DPPH 
0.004 กรมั ละลายในเอทานอล 100 มิลลิลิตร ท าการ
ทดสอบสารสกัด ท่ีความเขม้ขน้ 0.025, 0.05, 0.1, 0.5 
และ 1 มิล ลิกรัมต่อ มิลลิ ลิตร แต่ละความเข้มข้น
ประกอบไปดว้ย หลอดอา้งอิง 1 หลอด หลอดควบคุม 
3 หลอด หลอดอา้งอิงของสารสกดั 1 หลอด และหลอด
ทดสอบสารสกัด 3 หลอด เติมสารละลาย DPPH   
ลงไปในสารทดสอบแต่ละความเขม้ขน้ที่เตรียมไว ้เขย่า
ให้เขา้กันและตั้งทิง้ไวใ้นที่มืดเป็นเวลา 30 นาที น าไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 
การทดลองท าซ ้า 3 ครั้ง เพ่ือใช้ ในการหาค่าเฉล่ีย 
(mean) แ ล ะค่ า เบ่ี ย ง เบ น ม าต รฐ าน  (Standard 
deviation) ถ้าสารสกัดมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจะท าให ้
สีม่วงของอนุมูลอิสระ (DPPH) จางลงจนกลายเป็นสี
เหลืองอ่อนหรือไม่มีสี น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไป
ค านวณหาความเข้มข้นที่ ยับยั้งสารอนุมูลอิสระ  
(% inhibition) ที่  50% โดยเปรียบเทียบกับสารต้าน
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อนุมู ลอิส ระมาตรฐาน  BHT (Butylated hydroxyl 
toluene) และค านวณหาค่า (IC50) ดงัสตูรค านวณ 

% inhibition   = {(C-(S-BS))/C} x 100 
เม่ือ C คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารควบคมุ      
       S คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารสกดั    
    BS คือ ค่าการดูดกลืนแสงอ้างอิงของสาร

สกัดที่มีสีที่ใช้ในการทดสอบ มีไว้เพ่ือหักออกจากค่า
การดดูกลืนแสงของสารสกดั  

ค่า IC50 คือความเขม้ขน้ของสารสกดัที่สามารถ
ยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50 เปอรเ์ซ็นต์ ถ้าสารสกัดมีค่า 
IC50 น้ อ ย ก ว่ า ส า รม า ต รฐ าน  BHT แ ส ด ง ว่ า มี
ความสามารถตา้นสารอนมุูลอิสระ DPPH ไดด้ีกว่าสาร
มาตรฐาน BHT  
7. การวิเคราะหข้์อมูลทางสถิติ 

การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียใชวิ้ธีวิเคราะห์ค่าทาง
ส ถิ ติ  Newman Keuls Multiple Comparison test 
ดว้ยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism โดยค่า p-value < 
0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  

ผลการวิจัย 
1. ผลการสกัดสารจากสมุนไพรจีน  

จากการน าสมุนไพรจีนทั้งสามชนิดมาสกัดดว้ย
ตัวท าละลายเอทานอล 95 เปอรเ์ซ็นต ์ปริมาณรอ้ยละ
ของน ้าหนักแห้ง (% Yield) ของสารสกัดหยาบจาก
สมุนไพรจีนจื่อฉ่าว กันเฉ่า และจินอิ๋นฮวา เท่ากับ 
1.342, 10.32 และ 13.27 ตามล าดบั 
2. ผลการศึกษาฤทธ์ิการต้านเชื้อแบคทีเรียของ
สารสกัดหยาบจากสมุนไพรจีนด้วยวิธี Agar well 
diffusion 

ฤทธ์ิการต้านเชื ้อจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบ
จากสมุนไพรจีน 3 ชนิด ที่สกดัในชัน้เอทานอล ละลาย
ด้วย  DMSO ให้ มี ความเข้มข้น  100 มิล ลิกรัมต่ อ
มิลลิลิตร และใชเ้ชือ้ทดสอบ 2 ชนิด ไดแ้ก่ S. mutans 
และ S. salivarius ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดยพบว่าสาร
สกัดหยาบจื่อฉ่าวออกฤทธ์ิต้านเชื ้อแบคทีเรียในช่อง
ปากทั้งสองชนิดไดด้ีที่สุด รองลงมาคือสารสกัดหยาบ
จินอิ๋นฮวาและกนัเฉ่า ตามล าดบั (Table 1) 

 
Table 1.  Antibacterial properties of ethanol Chinese herb extracts against oral cavity bacteria using 

agar well diffusion method 
Chinese herb   Zone of growth inhibition (mm ± SD) 

S. mutans S. salivarius 
Zicao 31.13 ± 0.70c 20.84 ± 0.51c 
Jinyinhua 16.80 ± 0.30b 16.14 ± 0.53b 

Gancao 10.16 ± 0.45a 10.60 ± 0.72a 
Ampicillin  12.17 ± 0.06 11.37 ± 0.25 
DMSO - - 
(-) indicates for no inhibitory effect, experiment with 3 replicates, difference superscript letters in each column indicate 
significant difference (P<0.05)   
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3. ผลการศึกษาหาความเข้มข้นที่ต ่าสุดของสาร
สกัดจ่ือฉ่าวที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ
แ บ ค ที เ รี ย  (Minimum Inhibitory Concentration: 
MIC) และความเข้มข้นที่ต ่าที่สุดที่สามารถฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย (Minimum Bactericidal Concentration: 
MBC) 

จากผลการทดสอบ agar well diffusion พบว่า
สารสกัดหยาบของจื่อฉ่าวมีฤทธ์ิในการต้านเชื ้อ S. 
mutans และ S. salivarius ได้ดีที่สุดจึงน ามาทดสอบ
หาค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื ้อ ด้วยวิธี Modified broth microdilution เพ่ือหาค่า 
MIC และ MBC ผลการทดสอบพบว่าค่า MIC และ 
MBC ของเชื ้อทั้ง 2 ชนิดมีค่าเท่ากัน โดยมีค่าเท่ากับ 
0.049 และ 0.098 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
4. ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจ่ือฉ่าวต่อการ
ยับย้ังการสร้างไบโอฟิลม์ (Biofilm) ของเชือ้

แบคทีเรีย ด้วยวิธี crystal violet staining for 
biofilm assay 

ผลการทดสอบฤทธ์ิยั้งการสรา้งไบโอฟิล์มพบว่า 
สารสกดัจื่อฉ่าว สามารถยับยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ 
S. mutans ได้ดี ก ว่าเชื ้อ  S. salivarius ภายในเวลา  
4 ชั่ วโมง  โดยความเข้มข้นของสารสกัดจื่อ ฉ่าวที่
สามารถยับยั้งการสรา้งไบโอฟิล์มได้มากกว่ารอ้ยละ  
50 (MBIC50) ต่อเชื ้อทั้ง 2 ชนิดมีค่าน้อยกว่า 0.006 
มิลลิกรัมต่อ มิลลิลิตร ส่วนค่า MBC80 มีค่าเท่ากับ 
0.012 และ 1.563 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
โดยความสามารถในการยบัยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของ
เชือ้ S. mutans ของสารสกดัจากจื่อฉ่าวที่ความเขม้ขน้ 
0.006-6.25 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ไม่มีความแตกต่าง
อย่ าง มี นั ย ส าคัญ ทางสถิ ติ  (p<0.05) (Figure 1)

 

 
Figure.1  Inhibition of S. mutans and S. salivarious biofilm by Zicao at 0 .06 to 6.25 mg/ml.  
Different superscript letters indicate significant difference (P<0.05) 
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5. ผลของสารสกัดจ่ือฉ่าวต่อการสร้างไบโอฟิล์ม
ของแบคทีเรีย ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์ 

ผลการทดลองพบว่าเม่ือความเข้มขน้ของสาร
สกัดเพ่ิมขึ้นปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มจะลดลง 
ภาพถ่ ายใต้กล้อ งจุลทรรศน์แสดงให้เห็น ว่าเชื ้อ  
S. mutans นั้นมีความสามารถในการสรา้งไบโอฟิล์ม

ได้ดีกว่าเชื ้อ S. salivarius อย่างเห็นได้ชัด สารสกัด 
จื่อฉ่าวมีฤทธ์ิในการตา้นการเกิดไบโอฟิลม์ของเชื ้อทั้ง
สองชนิดได้ดีภายในเวลา 24 ชั่ วโมง (Figure 2 and 
Figure 3) 

 

 
  

 
(a) (b) (c) 

 
Figure.2 Biofilm inhibition of S. mutans by Zicao extracts as observed under light microscope with 100x 
objective lens; a, b, c represent control, 0.006 mg/ml and 6.25 mg/ml of Zicao extracts, respectively.  
 

  

 

(a) (b) (c) 
 
Figure.3 Biofilm inhibition of S. salivarus by Zicao extracts as observed under light microscope with 
100x objective lens; a, b, c represent control without Zicao, 0.006 mg/ml and 6.25 mg/ml of Zicao 
extracts, respectively. 
 
6. ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี 
DPPH radical scavenging assay 

จากผลการทดลองที่รายงานเป็นค่า IC50 แสดง
ถึงความเขม้ขน้ของสารสกัดท่ีมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูล
อิสระให้ลดลงรอ้ยละ 50 เม่ือเปรียบเทียบสารสกัดจื่อ

ฉ่าวกับสารมาตรฐาน BHT พบว่ามีค่า IC50 ไม่แตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) แสดงดัง 
Table 2 
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Table 2.  Inhibition of free radicals and IC50 of Zicao extracts in comparison with standard BHT 
Sample IC50 + SD* 

(mg/mL) 
Zicao   0.046 + 0.001 
BHT 0.034 ± 0.0005 

 

อภิปรายผลและสรุป 
จื่อฉ่าวเป็นสมุนไพรดั้งเดิมของประเทศจีนมี

รายงานวิจัยถึงฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาหลายชนิดรวมถึง
ความต้ านทานต่ อ human immunodeficiency virus 
(HIV) type 1 โด ยสารที่ สกั ด ได้ จ าก ส่ วนรากคื อ 
shikonin เป็นสารที่มีฤทธ์ิตา้นการอักเสบ ตา้นการเกิด
เนือ้งอก และยงัช่วยท าใหแ้ผลหายเร็วขึน้ [17]  ในส่วน
ของก้าน และใบ ยังไม่พบรายงาน ผลการวิจัยนีพ้บว่า
สารสกัดจื่อฉ่าวด้วยเอทานอลส่วนของก้านและใบมี
ฤทธ์ิทั้งตา้นสารอนุมูลอิสระ ต้านแบคทีเรีย และต้าน
การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียในช่องปาก เม่ือ
เป รี ย บ เ ที ย บ ฤ ท ธ์ิ ต้ า น เชื ้ อ  S. mutans แ ล ะ 
S. salivarius ของสารสกดัจื่อฉ่าวกบัสารสกดักานพลูที่
สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล  พบว่า สารสกัด 
จื่อฉ่าวออกฤทธ์ิตา้นเชือ้ทั้งสองชนิดไดดี้กว่าโดยมีค่า 
MIC และ MBC เท่ากนัคือ 0.049 และ 0.098 มิลลิกรมั
ต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดกานพลูมีค่า  MIC และ 
MBC ต่ อ เชื ้ อ  S. mutans เท่ า กั บ  12.5 แ ล ะ  25 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร และเชือ้ S. salivarius เท่ากบั 25 
และ 50 มิ ล ลิก รัม ต่ อ มิล ลิ ลิต ร ต ามล าดับ  [18]  
ในท านองเดียวกนัเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดใบพลูที่
สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีค่า MIC และ MBC 
ต่อเชือ้ S. mutans เท่ากับ 1.56 และ 3.17 ตามล าดับ
[19] ค่า MIC และ MBC ที่ต ่ากว่าของสารสกัดจื่อฉ่าว
แสดงถึงฤทธ์ิต้านเชือ้ในช่องปากทั้งสองชนิดได้ดีกว่า

สารสกดัสมนุไพรไทยทั้ง 2 ชนิด นอกจากฤทธ์ิการตา้น
เชือ้แล้ว สารสกัดจื่อฉ่าวยังแสดงการยับยั้งการสรา้ง 
ไบโอฟิลม์ไดด้ีโดยอาจเป็นผลจากการที่สารสกดัจื่อฉ่าว
ไปยับยั้งการสรา้งเอนไซม์กลูโคซิลทรานส์เฟอร์เรส 
(Glucotransferase) มี ผลให้เกิ ดการสร้างกลูแคน
นอ้ยลง เชือ้จึงเกาะติดไดน้อ้ยลง หรือสารสกัดอาจไป
ยบัยั้งโปรตีนจับลิโพโพลีแซคคาไรด ์(Glucan-binding 
proteins) ท าใหเ้ชือ้มาจับกับกลูแคนไดน้อ้ยไบโอฟิลม์
จึงไม่สามารถก่อตวัใหห้นาขึน้ได ้รวมถึงสารสกดัอาจมี
ผลต่อโปรตีนแอนติเจน  ซี (Protein antigen C) ที่ผิว
เซลล์ และ โปรตีนที่จับกับคอลลาเจน (Collagen-
binding protein) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ มีส่วนที่ท  าให้เกิด
คราบพลคัท่ีผิวฟัน และก่อใหเ้กิดโรคฟันผ ุ

นอกจากนีจ้ื่อฉ่าวเป็นสมุนไพรจีนที่เต็มไปดว้ย
สารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ โดยสารตา้นอนุมูล
อิสระ (Antioxidant)  เป็นสารที่ท  าหน้าที่ป้องกันการ
เกิดกระบวนการออกซิเดชัน สามารถท าปฏิกิริยากับ
อนุมูลอิสระโดยตรง โดยใหอ้ิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ
เพ่ือก าจัดอนุมูลอิสระให้หมดไป และหยุดปฏิกิริยา
ลูกโซ่ไม่ให้ด าเนินต่อได้ สารต้านอนุมูลอิสระจึง มี
ความส าคัญที่จะช่วยต้านการอักเสบของเหงือกที่เป็น
สาเหตุท าให้เกิดโรคฟันผุ มีรายงานวิจัยพบว่าสาร
สกดัจื่อฉ่าว ประกอบดว้ยสารประกอบ 7 ชนิด ท่ีมีฤทธ์ิ
ในการต้านอนุมู ลอิ สระคื อ  deoxyshikonin, b,b-
dimethylacrylshikonin, isobutylshikonin, shikonin, 
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5,8-dihydroxy-2-(1-methoxy-4-methyl-3-pentenyl)-
1,4-naphthalenedione, b-sitosterol  และเอสเทอร์
ของกรดคาเฟอิค อีก 2  ชนิด [20] ที่ช่วยลดขนาดการ
อกัเสบ [5] 

จากผลการวิจัยท าให้ทราบว่าสามารถใช้สาร
สกัดจื่อฉ่าวในการควบคุมการเกิดคราบพลัคที่เกิดมา
จากแบคทีเรียในช่องปากเพ่ือป้องกันโรคเหงือกอักเสบ 
โรคฟันผุ และการเกิดกล่ินปากได้ รวมถึงป้องการติด
เชื ้อชนิดรุนแรงในผูท้ี่มีภูมิคุ้มกันต ่าที่มีสาเหตุลุกลาม
มาจากเชื ้อในช่องปาก ซึ่งสามารถน ามาใช้ทดแทน
สารเคมี เช่นคลอเฮกซิดีนซึ่งเป็นสารเคมีที่ใชก้นัมานาน
ในน ้ายาบ้วนปากซึ่งเป็นสารเคมีมาตรฐานในการ
ปฏิบัติทางทันตกรรมแต่ยังมียังมีขอ้ดอ้ยบางประการที่
ไม่เหมาะสมที่จะใชต้่อเนื่องเป็นประจ า ดงันั้นสารสกัด
จากสมุนไพรจึงเป็นทางเลือกที่ดีในการน ามาพัฒนา
เป็นผลิตภัณฑเ์พ่ือใชใ้นการป้องกันการเกิดการติดเชือ้
ในช่องปาก และการเกิดโรคฟันผุ โดยเป็นผลิตภัณฑ์ที่
มีความปลอดภัยมากกว่าการใช้สารเคมีเม่ือใช้อย่าง
ต่อเนื่อง และงานวิจัยนี ้ยังเป็นการคัดกรองสารต้าน
อนุมูลอิสระธรรมชาติที่สามารถน ามาใชเ้ป็นยาได้อีก
ดว้ย 

 
ข้อเสนอแนะ 

สารสกดัดว้ยเอทานอลของสมนุไพรจีนจื่อฉ่าวมี
ศกัยภาพในการน าไปใชเ้ป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ตา้น
แบคทีเรีย และตา้นการเกิดไบโอฟิลม์ ดั้งนั้นควรศึกษา
ถึ งสารส าคัญ ท่ีออกฤท ธ์ิ  และน า ไปพัฒ นาเป็น
ผลิตภัณฑ์จากสมุนไพร เช่น ยาสีฟัน น ้ายาบ้วนปาก 
เพ่ือป้องกันโรคฟันผุ และป้องกนัการติดเชือ้ในช่องปาก
ที่อาจลกุลามได ้
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