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บทคัดย่อ 

 โรคอัลไซเมอร์ จัดเป็นโรคความเสื่อมของระบบประสาท ในปัจจุบันแนวทางการรักษาของโรคอัลไซเมอร์คือ การเพิ่ม
ปริมาณสารสื่อประสาทอะซีติลโคลีนในสมองโดยใช้ยาที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมุนไพรไทยทั้งหมด 7 ชนิด ได้แก่ ใบเหลียง ใบมะม่วง      
หิมพานต์ ใบบัวบก ใบมะรุม ใบมะกอก ใบมันปู และใบหมุย ที่ถูกสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลและวิเคราะห์องค์ประกอบเคมี
ของสารสกัดที่ออกฤทธิ์ด้วยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี -แมสสเปกโทรเมทรี/แมสสเปกโทรเมทรี เนื่องจากมีรายงานการวิจัย
เกี่ยวกับฤทธิ์นี้ค่อนข้างน้อย พบว่าสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสสูงที่สุดด้วย 
ค่า IC50 เท่ากับ 181 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการวิเคราะห์แมสสเปกตรัมของสารสกัดใบมะมว่งหิมพานต์เปรียบเทียบกับสารสกดั   
ใบมันปูและสารสกัดใบเหลียงที่แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งปานกลางและน้อย พบสารประกอบฟลาโวนอยด์ (isorhamnetin-3-O-
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glucoside, 3'-O-methyl-(-)-epicatechin-7-O-sulphate และ apigenin 7-sulfate), สารประกอบฟีนอลิก (4-O-methylgallic 
acid) และสารประกอบ phosphatidylcholine ที่คาดว่าเป็นองค์ประกอบหลักของสารสกัดใบมะม่วงหิมมานต์ในการออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส จากผลวิจัยนี้ช้ีให้เห็นว่าสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์สามารถน ามาพัฒนาเป็นอาหารเสริมทาง
การแพทย์ป้องกันโรคอัลไซเมอร์ต่อไปได้ 

ค าส าคัญ: สมุนไพรไทย  มะม่วงหิมพานต์  ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส  ลิควิดโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมทรี/  
             แมสสเปกโทรเมทรี 
 

Abstract 

 Alzheimer's disease (AD) is classified as a neurodegenerative disease. Currently, the treatment for AD 
involves increasing acetylcholine (ACh), which is a neurotransmitter, through the use of drugs known as 
acetylcholinesterase (AChE) inhibitors. The objective of this research is to investigate the anti-
acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity of ethanolic extracts of seven Thai medicinal herbs: Gnetum 
gnemon, Anacardium occidentale, Centella asiatica, Moringa oleifera, Spondias pinnata, Glochidion littorale 
and Micromelum minutum, as there are a few reports on this study and to determine the main chemical 
components of the bioactive crude ethanolic extracts using liquid chromatography-mass spectrometry/mass 
spectrometry (LC-MS/MS). The result showed that the crude extract from leaves of Anacardium occidentale 
displayed the highest anti-AChE activity, with an IC50 value of 181 µg/ml. The LC-MS/MS analysis showed the 
chemical constituents of Anacardium occidentale leaves extract compared to those of Glochidion littorale and 
Gnetum gnemon leaves extracts which showed medium and low anti-AChE activities, respectively. From the 
result, it was found that the bioactive components from Anacardium occidentale leaves contains flavonoid 
compounds (isorhamnetin-3-O-glucoside, 3'-O-methyl-(-)-epicatechin-7-O-sulfate, and apigenin 7-sulfate), 
phenolic compound (4-O-methylgallic acid) and phosphatidylcholine which are expected to inhibit AChE. This 
research suggested that the ethanolic extract of Anacardium occidentale leaves has the potential to be further 
developed as a medicinal supplement for the prevention of Alzheimer’s disease. 

Keywords: Thai medicinal herbs, Anacardium occidentale, Acetylcholinesterase inhibition activity, Liquid    
                chromatography- mass spectrometry/ mass spectrometry 

บทน า 
โรคความเสื่อมของระบบประสาท (Neurodegenerative disorders) เป็นโรคที่มีสาเหตุจากเซลล์ประสาทในสมองถูก

ท าลาย ส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการท างานของสมองลดลง เป็นโรคเรื้อรังที่ไม่สามารถรักษาให้หายขาดแต่สามารถชะลอความ
รุนแรงของอาการเอาไว้ได้ โรคอัลไซเมอร์จัดเป็นโรคในกลุ่มอาการสมองเสื่อม [1] การลดลงของอะซีติลโคลีน (acetylcholine) ซึ่ง
เป็นสารสื่อประสาทในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส (hippocampus) ที่ท าหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมความจ าเป็นหนึ่งในสมมุติฐาน
หลักที่ส าคัญของสาเหตุการเกิดโรค การลดลงของสารสื่อประสาทชนิดอะซีติลโคลีนเป็นผลโดยตรงจากการเพิ่มขึ้นของปริมาณ
เอนไซม์ที่ท าหน้าท่ีในการสลายอะซีติลโคลีน ซึ่งมี 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส (acetylcholinesterase: AChE) 
และเอนไซม์บิวทิริลโคลีนเอสเทอเรส (butyrylcholinesterase: BChE) พบว่าในเนื้อเยื่อสมองของผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์มีปริมาณ 
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อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสในสัดส่วนที่สูงกว่าบิวทิริลโคลีนเอสเทอเรส [2] ปัจจุบันยาที่ใช้ในการรักษาหรือบรรเทาอาการโรคอัลไซ
เมอร์ เป็นยาในกลุ่ม acetylcholinesterase/ cholinesterase inhibitors (ChE-Is) ได้แก่ donepezil (Aricept®), rivastigmine 
(Exelon®) และ galantamine (Razadyne®) [3] ถึงแม้ว่ายาดังกล่าวจะมีประสิทธิภาพในการลดอาการหลงลืมของผู้ป่วยรวมถึง
ช่วยลดความผิดปกติทางด้านอารมณ์ของผู้ป่วย แต่จะมีประสิทธิภาพเฉพาะผู้ป่วยอัลไซเมอร์ในระยะเริ่มต้นเท่านั้นไม่มีผลต่อการ
รักษาในระยะที่โรคมีความรุนแรง อีกทั้งยังมีอาการข้างเคียงเล็กน้อย เช่น ท้องอืด ท้องเฟ้อ และท้องร่วง [4] ดังนั้นการศึกษาหาสาร
ที่มีประสิทธิภาพในการรักษาที่ดีกว่าและไม่มีผลข้างเคียงยังเป็นสิ่งท่ีจ าเป็นอยู่ในปัจจุบัน  

สมุนไพรไทยหลายชนิดมีสรรพคุณและประโยชน์ที่หลากหลาย เช่น ใบมะกอก อุดมไปด้วยวิตามินและแร่ธาตุ มีสรรพคุณ
แก้ร้อนใน แก้อาเจียน แก้ท้องอืด บ าบัดโรคพาร์กินสัน [5, 6] ใบมะรุม มีประโยชน์ท าให้นอนหลับง่าย ช่วยห้ามเลือด ขับปัสสาวะ 
นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ออกฤทธิ์ลดระดับน ้าตาลในเลือด ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ [7 - 9] ยอดอ่อน          
ใบมะม่วงหิมพานต์ มีสารต้านอนุมูลอิสระ ช่วยชะลอความแก่ มีฤทธ์ิต้านการอักเสบ [10] ยอดมันปูอ่อน มีเบต้าแคโรทีนและวติามนิ 
A ในปริมาณที่สูง ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ [11] ใบหมุย ออกฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งล าไส้ใหญ่ ลดคอเลสเตอรอล  [12] ใบเหลียง
ประกอบด้วย โปรตีน ธาตุเหล็ก และวิตามินอี นอกจากนี้ยังมีเบต้าแคโรทีน ช่วยบ ารุงสายตา ป้องกันโรคหัวใจ ช่วยป้องกันโรค
ภูมิแพ้ [13] ใบบัวบกช่วยแก้ร้อนใน ลดความดันโลหิต [14] 
 จากท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นว่าสมุนไพรไทยแต่ละชนิดนั้นมีองค์ประกอบและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาแตกต่างกัน ดังนั้น ผู้วิจัย
จึงสนใจศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดเอทานอลจากสมุนไพรทั้งหมด 7 ชนิด 
ได้แก่ ใบเหลียง ใบบัวบก ใบมะม่วงหิมพานต์ ใบมะรุม ใบมะกอก ใบมันปู และใบหมุย และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสาร
สกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสได้สูงที ่สุด ปานกลาง และน้อยที่สุด โดยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี-
แมสสเปกโทรเมทรี/แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS/MS) เพื่อเป็นข้อมูลในการน าสมุนไพรไปใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ อีกทั้งการ
ศึกษาวิจัยนี้ยังเป็นการอนุรักษ์พันธุกรรมของพืชสมุนไพรกลุ่มนี้อีกทางหนึ่งด้วย 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  

1. การตรวจสอบเอกลักษณ์ของสมุนไพร 

 ตัวอย่างสมุนไพร ได้แก่ ใบเหลียง ใบบัวบก ใบมะม่วงหิมพานต์ ใบมะรุม ใบมะกอก ใบมันปู และใบหมุย (ซื้อจากตลาดใต้ 
อ าเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก) ซึ ่งเป็นเขตพื้นที่บริการของมหาวิทยาลัยราชภัฏพิบูลสงคราม ช่วงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2564 
ด าเนินการตรวจสอบและระบุเอกลักษณ์ของพืช โดยผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กาญจนา ธนนพคุณ เลข Voucher Specimen PSRU 
1143 (ใบเหลียง), PSRU 1144 (ใบมะม่วงหิมพานต์), PSRU 1145 (ใบมะรุม), PSRU 1146 (ใบมะกอก), PSRU 1147 (ใบมันปู) 
และ PSRU 1148 (ใบหมุย) เก็บรักษาไว้ ณ ห้องเก็บรวบรวมพรรณไม้ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏพบิูล
สงคราม  

2. การเตรียมตัวอย่างสมุนไพรและสารสกัด 
 น าตัวอย่างสมุนไพร ได้แก่ ใบเหลียง ใบบัวบก ใบมะม่วงหิมพานต์ ใบมะรุม ใบมะกอก ใบมันปู และใบหมุย มาผึ่งลมให้
แห้งเป็นเวลา 7 วัน จากนั้นท าการบดหยาบ ชั่งใส่ในภาชนะที่ปิดสนิทชนิดละ 100 กรัม แล้วเติมเอทานอลปริมาณ 500 มิลลิลติร 
สกัดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 วัน เขย่าด้วยเครื่องเขย่า (shaker) เป็นครั้งคราว จากนั้นกรองสารละลายออกด้วยกรวยกรองที่บรรจุ
ส าลี และน ากากเดิมมาสกัดซ ้าด้วยเอทานอลใหม่อีกจนกระทั่งได้สารสกัดใสไม่มีสี น าสารละลายที่กรองได้ไประเหยตัวท าละลาย
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ด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (rotary evaporator) จะได้สารสกัดเอทานอล (ethanol extract) ชั่งน ้าหนักของ
สารสกัดและเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4°C จนกว่าจะน ามาวิเคราะห์ 

3. ศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส 
 ศึกษาฤทธิ์ใน 96-well plate ด้วยเทคนิค Modified Ellman assay โดยเติมสารละลาย 20 mM tacrine (ยาที่ใช้ใน
ปัจจุบัน, positive control) ที่ความเข้มข้น (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 และ 5 µg/ml) หรือ สารสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้น (5, 50, 
100, 500 และ 1,000 µg/ml) 25 µl ร่วมกับ 0.3 unit อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส 25 µl บ่มโดยเครื่อง incubator ที่อุณหภูมิ 37ºC 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 1 mM acetylthiocholine iodide 25 µl และ 3 mM DTNB 125 µl แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37ºC 
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ค่าการดูดกลืนแสง 412 nm เพื่อค านวณ
ร้อยละของการยับยั้ง (% inhibition) [15] ท าการทดลอง 3 ซ ้าของสารตัวอย่างแต่ละความเข้มข้น 

4. วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดที่ออกฤทธิ์โดยเทคนิค LC-MS/MS   
   น าสารสกัดเอทานอลที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสสูงสุด ออกฤทธิ์ปานกลาง และออกฤทธิ์ต ่าที่สุด 
แยกด้วยลิควิดโครมาโทกราฟีโดยดัดแปลงจากวิธีของ Boonchaisri et al. [16] การวิเคราะห์เริ่มจากฉีดสารสกัดปริมาตร 10 µlให้

ไหลผ่านคอลัมน์ Luna C18 100 A, ขนาด 4.6×150 mm, อนุภาคขนาด 5 µm ที่อัตราการไหล 0.5 ml/min วัฏภาคเคลื่อนที่
ประกอบด้วย 0.1% กรดฟอร์มิกในน ้า (สารละลาย A) และ 0.1% กรดฟอร์มิกในอะซีโตไนไตรล์ (สารละลาย B) ปรับอัตราส่วน
ของวัฏภาคเคลื่อนที่แบบเกรเดียนท์ของสารละลาย B 5-95% เวลาชะตัวอย่าง 30 นาที ท าการสแกนมวลของสารประกอบตั้งแต่ 
m/z 100 - 1,000 amu จากนั้นท าให้สารประกอบแตกตัวด้วยพลังงาน (collision energies) 3 ระดับ คือ 10, 20 และ 40 V 
หลังจากนั ้นวิเคราะห์มวลของสารประกอบด้วยโปรแกรม Agilent MassHunter Qualitative Analysis Software (version 
B.06.00, © Agilent Technologies, Inc. 2013) 

5. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 ค่าข้อมูลที่วิเคราะห์แสดงในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าการทดสอบจ านวน  3 ซ ้า วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance, 
ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Least -Significant Different  (LSD) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูปในการค านวณทางสถิติ 

ผลการวิจัย 

 ผลการสกัดใบแห้งจากสมุนไพรไทย 7 ชนิด ได้แก่ ใบเหลียง ใบบัวบก ใบมะม่วงหิมพานต์  ใบมะรุม ใบมะกอก ใบมันปู 
และใบหมุย ด้วยตัวท าละลายเอทานอล พบว่าสารสกัดเอทานอลแต่ละชนิดมีลักษณะทางกายภาพเป็นของเหลวหนืดและมีร้อยละ
ผลผลิตของสารสกัดต่อน ้าหนักใบแห้ง ดังตารางที่ 1 

จากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสของสารมาตรฐาน tacrine ที่ความเข้มข้น 0.01-5 µg/ml และ
สารสกัดเอทานอลจากสมุนไพรแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 5-1000 µg/ml พบว่าสารมาตรฐาน tacrine และ สารสกัด 5 ชนิด ได้แก่ 
สารสกัดใบมะกอก สารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์ สารสกัดใบมะรุม สารสกัดใบมันปู และสารสกัดใบหมุย มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะซีติล
โคลีนเอสเทอเรสแปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารสกัด ส่วนสารสกัดใบบัวบกมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสที่ความ
เข้มข้น 500 µg/ml และ 1000 µg/ml ขณะที่สารสกัดใบเหลียงไม่แสดงฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสที่ทุกค่าความ
เข้มข้นของสารสกัด นอกจากน้ีที่ความเข้มข้น 1000 µg/ml สารสกัดใบมะกอกและสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์มีค่าร้อยละการ 
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ตารางที่ 1 ลักษณะทางกายภาพ น ้าหนักและร้อยละผลผลิตของสารสกัดเอทานอลจากสมุนไพร 7 ชนิด  
ตัวอย่าง ลักษณะทางกายภาพ น ้าหนักก่อนสกัด (กรัม) น ้าหนักสารสกัด (กรัม) ร้อยละผลผลิต 

ใบเหลียง ของเหลวหนืดสีน ้าตาล 100.04 18.70 18.70 
ใบบัวบก ของเหลวหนืดสีเขียวด า 100.03 30.23 30.23 
ใบมะม่วงหิมพานต์ ของเหลวหนืดสีน ้าตาลแดง 100.04 24.79 24.79 
ใบมะรุม ของเหลวหนืดสีน ้าตาล 100.06 32.16 32.16 
ใบมะกอก ของเหลวหนืดสีน ้าตาลแดง 100.03 19.61 19.61 
ใบมันป ู ของเหลวหนืดสีน ้าตาลแดง 100.02 12.51 12.51 
ใบหมุย ของเหลวหนืดสีน ้าตาล 100.02 14.18 14.18 

 
ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากับ 73.82 และ 73.65 ตามล าดับ ซึ่งสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ใกล้เคียงกับ
สารมาตรฐาน tacrine แม้ว่าจะใช้ความเข้มข้นท่ีสูงกว่า เมื่อท าการศึกษาค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีน
เอสเทอเรสได้ร้อยละ 50 (IC50) โดยค่า IC50 ของสารสกัดใบมะกอกและสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์ มีค่าเท่ากับ 227 และ 181 
µg/ml ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน tacrine มีค่า IC50 เท่ากับ 0.020 µg/ml ดังตารางที่ 2 และตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 2  ประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสของสารมาตรฐาน tacrine  

สารมาตรฐาน 
ร้อยละของการยับย้ัง (ค่าเฉลี่ย ± S.D.) IC50 

(µg/ml) 0.01 µg/ml 0.05 µg/ml 0.1 µg/ml 0.5 µg/ml 1 µg/ml 5 µg/ml 

tacrine 25.15±0.91 56.71±0.68 66.69±0.24 77.50±0.13 78.87±0.13 80.32±0.14 0.020 
 
ตารางที่ 3  ประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดเอทานอลจากสมุนไพร 7 ชนิด 

สารสกัด 
ร้อยละของการยับย้ัง (ค่าเฉลี่ย ± S.D.) IC50 

(µg/ml) 5 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 500 µg/ml 1000 µg/ml 
ใบมันป ู 2.71 ± 6.25b 7.37 ±5.60c 6.30 ±3.75b 34.85±8.59d 48.58±4.78b ND 
ใบบัวบก ND* ND* ND* 2.30±3.15d 22.65±13.75c ND 
ใบเหลียง 1.02 ± 2.37b 1.12 ±1.95c 1.49±2.06b 0.24±0.42d 1.07±1.23d ND 
ใบหมุย 0.75 ± 1.72b 5.13 ±6.94c 2.10±2.67b 13.65±7.13c 36.23±1.69c ND 
ใบมะรุม 0.80 ± 1.85b 2.51 ±4.34c 1.24±1.13b 5.74±7.37cd 25.17±9.02c ND 
ใบมะกอก 2.38 ± 1.05ab 36.05 ±11.40b 46.15±10.50a 55.57±9.94a 73.82±3.31a 227b 
ใบมะม่วงหิมพานต์ 6.34 ± 3.29a 52.64 ±9.87a 46.14±10.18a 52.24±4.21a 73.65±2.67a 181a 

หมายเหตุ: ND (not determine) คือ ไม่สามารถระบุได้เนื่องจากความเข้มข้นท่ีทดสอบไม่สามารถยับยั้งเอนไซม์ได้ถึงร้อยละ 50 
   ND* คือ ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส 
   อักษร a-d ในแนวตั้งแสดงความแตกต่างกันแบบค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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 จากตารางที่ 3 จะเห็นว่าสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์ออกฤทธิ์ยับยั ้ง เอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสสูงที่สุด เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารสกัดสมุนไพรชนิดอื่น ดังนั้นจึงท าการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ในภาพรวมเพื่อหากลุ่มสารพฤกษเคมี       
ที่ส่งผลต่อฤทธิ์นี้ โดยน าสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์ที่ออกฤทธ์ิสูงที่สุด สารสกัดใบมันปูท่ีแสดงฤทธิ์ยับยั้งปานกลาง และสารสกัดใบ 
เหลียงมีฤทธิ์ต ่าที่สุด มาท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว (LC-MS/MS) โดยท าการแยกภาวะไอออนบวก 
(positive mode) และภาวะที่เป็นลบ (negative mode) พบว่าในแต่ละโหมดจะให้โครมาโทแกรมที่แตกต่างกันดังภาพที่ 1  

 
ภาพที่ 1 โครมาโทแกรมแสดงการเปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมีในภาพรวมของสารสกดัสมุนไพร 3 ชนิดที่ออกฤทธิแ์ตกต่างกัน  

ก) โครมาโทแกรมแบบไอออนบวก และ ข) โครมาโทแกรมแบบไอออนลบ 

เมื่อเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของสารสกัดจากสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด โดยใช้สารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์เป็นหลักในการ
อ้างอิงเนื่องจากสารสกัดสมุนไพรชนิดนี้มีค่าการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสสูงที่สุด พบว่าสารพฤกษเคมีที่ปรากฏเฉพาะ
โครมาโทแกรมไอออนบวกของสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์แต่ไม่ปรากฏในสารสกัดใบมันปูและสารสกัดใบเหลียงมีจ านวน 2 พีค     
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ทีเ่วลา 15.276 นาที และ 31.664 นาที ในขณะทีโ่ครมาโทแกรมแบบไอออนลบองค์ประกอบทางเคมีที่พบเฉพาะสารสกัดใบมะม่วง
หิมพานต์ปรากฏทั้งหมด 2 พีค ที่เวลา 10.698 นาที และ 15.306 นาที จากนั้นท าการวิเคราะห์ไอออนหลักที่เป็น อัตลักษณ์ของ 
แต่ละพีคออกเป็นส่วน ๆ (fragmentation) เพื่อหาโครงสร้างองค์ประกอบทางเคมีของสารที่คาดว่าออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซตีิล
โคลีนเอสเทอเรสด้วยเทคนิค MS/MS พบว่าสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์ที ่ออกฤทธิ ์ประกอบด้วยสาร  isorhamnetin-3-O- 
glucoside, phosphatidyl  choline (18:1/0:0), 4-O-methylgallic acid, 3'-O-methyl-(-)-epicatechin-7-O-sulphate และ 
apigenin 7-sulfate ตามล าดับ ดังตารางที่ 4 และภาพที่ 2 

ตารางที่ 4 คุณลักษณะของสารพฤกษเคมีเด่นจากสารสกดัใบมะม่วงหิมพานต์ในโครมาโทแกรมไอออนบวกและไอออนลบ 

สาร 
Retention 
time (min) 

m/z 
[M+H]+ 

สูตรโมเลกุล Identification 
กลุ่มสารพฤกษ

เคมีหลัก 
1 15.276 351.0699 unidentified - - 
2 15.276 479.1165 C22H22O12 isorhamnetin-3-O- glucoside Flavoniod 
3 31.664 522.3532 C44H86NO8P phosphatidylcholine (18:1/0:0) Phospholipid 
4 10.730 183.0187 C8H8O5 4-O-methylgallic acid Phenolic acid 
5 10.730 367.0459 C16H16O8S 3'-O-methyl-(-)-epicatechin-7-O-sulphate Flavoniod 
6 15.306 349.0365 C15H10O8S apigenin 7-sulfate Flavoniod 

 

 
ภาพที่ 2 โครงสร้างของสารที่คาดว่าออกฤทธ์ิในสารสกัดใบมะม่วงหมิพานต์เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
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อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 ผลการสกัดใบแห้งจาก เหลียง บัวบก มะม่วงหิมพานต์ มะรุม มะกอก มันปู และหมุย ด้วยตัวท าละลายเอทานอล พบว่า 
สารสกัดใบมะรุมให้ปริมาณสารสกัดมากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 32.16 รองลงมา ได้แก่ สารสกัดใบบัวบกร้อยละ 30.23, สารสกัดใบ
มะม่วงหิมพานต์ร้อยละ 24.79, สารสกัดใบมะกอกร้อยละ 19.61, สารสกัดใบเหลียงร้อยละ 18.70, สารสกัดใบหมุยร้อยละ 14.18 
และสารสกัดใบมันปูร้อยละ 12.51 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับน ้าหนักใบแห้ง พบว่าสมุนไพรแต่ละชนิดมีปริมาณสารสกัดที่
แตกต่างกันเนื่องจากสมุนไพรต่างชนิดกันมีความสามารถในการสร้างสารประกอบทุติยภูมิทั้งชนิดและปริมาณที่ต่างกัน โดยมี
รายงานการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในใบของมะรุมส่วนใหญ่เป็นสารกลุ ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoid), คลอโรฟิลล์ เอ 
(chlorophyll a), โพลีพรีนอล (polyprenol), และไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) เป็นองค์ประกอบหลัก [17] ใบมันปูที่
รายงานมีสารกลุ่มฟีนอลิก ได้แก่ เมทิลแกลเลท (methyl gallate) และ กรดแกลลิก (gallic acid) เป็นองค์ประกอบ [18] ส่วนใบ
หมุยมีสารคูมารินเป็นองค์ประกอบหลัก [19] จากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดเอทานอลจาก
สมุนไพร 7 ชนิด พบว่าสารสกัดใบมะม่วงหิมพานต์มีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสสูงทีสุ่ด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
181 µg/ml เมื่อน ามาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยเทคนิค LC-MS/MS พบว่าสารพฤกษเคมีของสารสกัดใบมะม่วงหิมพานตท์ี่
คาดว่าส่งผลต่อฤทธิ ์ยับยั ้งการท างานของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสได้ดีนั ้น คือ สารประกอบกลุ ่มฟลาโวนอยด์                 
อันประกอบด้วย isorhamnetin-3-O-glucoside, 3'-O-methyl-(-)-epicatechin-7-O-sulphate และ apigenin 7-sulfate ส่วน    
4-O-methylgallic acid เป็นกรดฟีนอลิกซึ่งในเชิงโครงสร้างจัดว่ามีความใกล้ชิดกับกลุ่มสารฟลาโวนอยด์  โดยโครงสร้างทางเคมี
ของกรดฟีนอลิกมีวงฟีนอลเป็นองค์ประกอบเช่นเดียวกับสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เนื่องจากสารทั้งสองกลุ่มจัดเป็นสารทุติยภูมิในพืช
ที่มาจากวิถีชีวสังเคราะห์เดียวกัน (shikimate pathway) [20] สอดคล้องกับความเห็นของ Olennikov et al. [21] ที่สรุปแนวคิด
จากงานวิจัยพบว่ากลุ่มสารฟลาโวนอยด์ทุกชนิดสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส เนื่องจากโครงสร้าง
หลักของสารประกอบกลุ่มนี้สามารถเกิดอันตรกิริยากับแอคทีฟไซต์ของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสอันเป็นสาเหตุท าให้
ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ลดลง ขณะที่สารประกอบ phosphatidylcholine (18:1/0:0) เป็นสารประเภทไขมันเพียง
ชนิดเดียวที่คาดว่าออกฤทธิ์ยับยั ้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสแต่มิได้จัดอยู่ในกลุ่มสารประกอบฟลาโวนอยด์ เนื ่องจาก 
phosphatidylcholine และ สารสื่อประสาทอะซีติลโคลีนล้วนมีองค์ประกอบหลักคือ choline เช่นเดียวกัน อาจเป็นไปได้ว่า
สารประกอบทั้งสองชนิดเกิดการแข่งขันในการจับกับแอคทีฟไซต์ของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสส่งผลให้เป็นหนึ่งในสารที่ท า
ให้ใบมะม่วงหิมพานต์แสดงฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรส ขณะที่สารสกัดจากใบมันปูออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติล
โคลีนเอสเทอเรสรองลงมา โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 227 µg/ml และสารสกัดจากใบเหลียงมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอ
เรสต ่าที่สุด เนื่องจากกลุ่มสารส าคัญที่มีรายงานส่วนใหญ่เป็นสารกลุ่มเทอร์พีนอยด์ [22] จากการสืบค้นพบการออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดเอทานอลจากใบมะม่วงหิมพานต์ ท าให้มั่นใจได้ว่าสารสกัดจากใบมะม่วง
หิมพานต์มีศักยภาพต่อการพัฒนาเป็นอาหารเสริมทางการแพทย์ที่มีผลต่อการบ าบัดป้องกันโรคอัลไซเมอร์ในอนาคต และเป็นข้อมูล
ส าหรับการถ่ายทอดความรู้เกี่ยวกับสรรพคุณทางยาที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายให้แก่  เกษตรกร ผู้ผลิต รวมถึงผู้บริโภคพืชผัก
สมุนไพร และสามารถต่อยอดแนวคิดการน าไปสกัดหรือต่อยอดนวัตกรรมการผลิตสารสกัดสมุนไพรเพื่อใช้ประโยชน์ได้มากขึ้น 
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