
การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส 
(Acetylcholinesterase หรือ AChE) ด้วยเทคนิค Acetylcholinesterase assay 

ตัวอย่างสารสมุนไพร  
  1. KS  
  2. Minoza 
  3. Kerra  
  4. Vitalplus 
  5. BOVA 
  6. Vetchakorn NO.6  
  7. Psylaza 
  8. Sangvichai 
  
วิธีการทดลอง 
 ก า รทดสอบความส ามา รถของส า รทดสอบ ในกา รยับ ยั ้ง ก า รท า ง า นของ เอนไซม์  
Acetylcholinesterase (AChE) โดยใชชุ้ดทดสอบ Amplex Red Acetylcholine/Acetylcholinesterase assay 
kit (A12217) ซึ่งในการทดสอบนัน้จะใช้สารทดสอบสมุนไพรทัง้หมด 8 ชนิด ได้แก่ KS, Minoza, Kerra, 
Vitalplus, BOVA, Vetchakorn NO.6, Psylaza และ Sangvichai ที่ความเขม้ขน้ 1 mg/mL เทียบกับยา
มาตรฐาน Donepezil ที่ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL ซึ่งเป็นกลุ่มยารกัษาโรคทางระบบประสาทหรอืโรคอลัไซ
เมอร์ที่ความเข้มข้นเดียวกัน น าไปท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ AChE ที่ความเข้ม 0.1 U/mL ปริมาตร 50 
ไมโครลติร และ Acetylcholine (Ach) Substrate ทีค่วามเขม้ขน้ 30 µM ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ใน 96-well 
transparent plate และบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้เติม Detector ซึ่งประกอบด้วย 
Horseradish peroxidase (HRP) ความเขม้ขน้ 1 U/mL เอนไซม ์Choline oxidase (ChO) ความเขม้ขน้ 0.1 
U/mL และ Amplex Red reagent ความเขม้ขน้ 100 µM ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ส าหรบักลุ่มควบคุมเชงิ
บวก (Positive control) เตมิ 1X Reaction buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0) ปรมิาตร 50 ไมโครลติร แทน
สารทดสอบ และกลุ่มควบคุมเชงิลบ (Positive control) เตมิ 1X Reaction buffer ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 
แทนสารทดสอบและเอนไซม์ AChE โดยท าการทดลองทัง้หมด 2 ซ ้า จากนัน้ท าการวดัจลนพลศาสตรข์อง
เอนไซม์โดยการวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 571 นาโนเมตร เป็นเวลา 30นาที และวิเคราะห์
ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ AChE และค านวณค่า IC50 โดยค านวณหาเปอร์เซ็นต์
การยบัยัง้จากความชนัของกราฟ โดยใชส้มการ 
 

% Relative Inhibition =
[(AChE positive − AChE negative ) − (AChE sample − AChE negative)]

[(AChE positive − AChE negative)]
 

 



โดยกำหนดให้  Negative control : ไม่มีกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ AChE กราฟมีความชันน้อย 
                    Positive control  : มีกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ AChE กราฟมีความชันมาก 
 

ผลการทดลอง  
จากผลการศกึษาประสทิธภิาพการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์อะซิติลโคลนีเอสเทอเรส (AChE) 

ของสารทดสอบสมุนไพรทัง้หมด 8 ชนิด ทีค่วามเขม้ขน้ 1 mg/ml เทยีบกบัยามาตรฐาน Donepezil ทีค่วาม
เขม้ขน้ 0.1 mg/mL พบว่า สมุนไพร Vetchakorn NO.6 มีประสิทธิการยับย้ังการทำงานของเอนไซม์สูงท่ีสุด ซึ่ง
มีค่าการยับยั้งอยู่ท่ี 80.671 ± 5.355 เปอรเ์ซน็ต์ รองลงมาเป็นสารสมุนไพร BOVA และ Sanschivai โดยมีค่า
การยับยั้งอยู่ที่ 78.743 ± 3.582 และ 75.774 ± 4.285 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่สมุนไพร Psylaza, Vitalplus, 
Minoza, และ Kerra มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ในระดบัปลานกลาง โดยมีค่าการ
ยับยั้งอยู่ที่ 63.653 ± 4.285, 53.375 ± 0.311, 53.253 ± 0.135 และ 50.002 ± 3.390 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสาร
ทดสอบสมุนไพร KS มปีระสทิธภิาพการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ต ่าหรอืน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมี
ค่าการยบัยัง้อยู่ที่ 48.323 ± 0.680 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับประสิทธิภาพการยบัยัง้ของยามาตรฐาน 
Donepezil ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 mg/mL ดงัรปูท่ี 1 และตารางมท่ี 1 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
รูปที่ 1  กราฟแสดงเปอร์เซ็นความสามารถในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ AChE หลังทำการทดสอบกับ 
           สารทดสอบ KS, Minoza, Kerra, Vitalplus, BOVA, Vetchakorn NO.6, Psylaza และ Sangvichai 

ทีค่วามเขม้ขน้ 1 mg/ml เปรยีบเทยีบกบัยา Donepezil ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 mg/mL  

ตารางที่ 1 ตารางแสดงเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ AChE หลังทำการ   
ทดสอบกับสมุนไพร KS, Minoza, Kerra, Vitalplus, BOVA, Vetchakorn NO.6, Psylaza และ     



Sangvichai ตามลำดับ  
 

Sample Relative Inhibition % (Mean ± SD) 
KS 48.323 ± 0.680 

Minoza 53.253 ± 0.135 
Kerra 50.002 ± 3.390 

Vitalplus 53.375 ± 0.311 
BOVA 78.743 ± 3.582 

Vetchakorn NO.6 80.671 ± 5.355 
Psylaza 63.653 ± 4.285 

Sangvichai 75.774 ± 4.285 
 
สรุปผลการทดลอง  

การศึกษาความสามารถในการยับยั้งกิจกรรมของ เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (AChE) ของ 
สารทดสอบสมุนไพรทัง้หมด 8 สามารถจัดลำดับของสารสมุนไพรท่ีสามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ AChE 
ได้ดีท่ีสุดไปยังน้อยท่ีสุด คือ Vetchakon No.6 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเอนไซม์สูงท่ีสุด โดยมีค่าเฉล่ียการยับยั้ง
เท่ากับ 80.671 ± 5.355% รองลงมาคือ BOVA, Sanschivai, Psylaza, Vitalplus, Minoza, Kerra และ KS  
ซึ่งจากผลการทดลองสามารถใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้น เพื่อเป็นทางเลือกหนึ่งในการนำไปพัฒนาไปเป็นยาสำหรับ
ผู้ป่วยอัลไซเมอร์ต่อไปได้  
 
 


