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ปิติปรีญา  เสืออ่วม : กลไกการออกฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินจากส่องฟ้าดง   
Clausena harmandiana (Pierre) ในการยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม          
ในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae. (ACTIVITY MECHANISM OF A COUMARIN 
COMPOUND FROM Clausena harmandiana (Pierre) ON INHIBITION OF 
CALCIUM SIGNALING PATHWAY IN Saccharomyces cerevisiae) อ.ท่ีปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก : ผศ.ดร.ชุลี ยมภักดี, 106 หน้า. 

 
 วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในส่ิงมีชี วิตชั้นสูงควบคุมกระบวนการทางชีวภาพที่ส าคัญ
หลากหลายกระบวนการ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมได้ อาจน าไปพัฒนา
เป็นยารักษาโรคต่างๆ ได้ อาทิ ยากดภูมิคุ้มกันและยาต้านมะเร็ง ในยีสต Saccharomyces cerevisiae         

สายพันธุ์กลายที่ขาดยีน ZDS1 (∆zds1) พบว่าการกระตุ้นสัญญาณของแคลเซียมที่มากเกินไปก่อให้เกิดความ
ผิดปกติอย่างรุนแรงในการเจริญของเซลล์ ซึ่งเป็นผลมาจากการยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์ที่ระยะ G2          
การค้นพบดังกล่าวได้ถูกน าไปใช้ประยุกต์ส าหรับการคัดกรองที่มีผลสัมฤทธิ์สูง เพ่ือหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งวิถีการ
ส่งสัญญาณของแคลเซียมที่มีต่อการควบคุมการแบ่งเซลล์ยีสต์ งานวิจัยก่อนหน้าได้ใช้ระบบคัดกรองดังกล่าว 
เพ่ือคัดกรองหาสารออกฤทธิ์จากสารสกัดสมุนไพรไทย และพบว่าส่วนสกัดหยาบจากส่องฟ้าดงสามารถยับยั้ง  

วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 ได้ ส าหรับงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหา
โมเลกุลเป้าหมายของการออกฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินที่สกัดได้จากส่วนสกัดหยาบของส่องฟ้าดงในวิถีการ
ส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ จากการทดลองโดยใช้วิธีทางพันธุศาสตร์ของยีสต์พบว่าโมเลกุลเป้าหมายของ
สารประกอบคูมารินในยีสต์คือ calcineurin โดยพบว่าสามารถช่วยฟ้ืนความบกพร่องในการเจริญของเซลล์ยีสต์ 
อันเนื่องมาจากสัญญาณกระตุ้น calcineurin ที่มากเกินได้ calcineurin เป็นโมเลกุลที่มีการอนุรักษ์จากยีสต์      
สู่มนุษย์ ซึ่งเป็นเอนไซม์ฟอสฟาเฟสที่มีบทบาทส าคัญหนึ่งในกระบวนการกระตุ้นการแบ่งเซลล์และการหล่ัง         
ไซโตไคน์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-lymphocyte เม่ือศึกษาผลของสารประกอบคูมารินดังกล่าวในเซลล์ไลน์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat พบว่าสารประกอบคูมารินไม่มีความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน เม่ือศึกษาผลของ
สารประกอบคูมารินต่อโมเลกุลเป้าหมาย NFAT ซึ่งเป็นโมเลกุลปลายน้ าต่อจาก calcineurin โดยวิธี              
เวสเทิร์นบลอตพบว่าสารประกอบคูมารินมีผลยับยั้งการเกิด  NFAT dephosphorylation โดยส่งผลให้เกิดการ
ยับยั้งการผลิต IL-2 ได้ตั้งแตร่ะดับการถอดรหัสของยีน ดังนั้นสารประกอบคูมารินที่ได้จึงมีศักยภาพน าไปพัฒนา
เป็นยากดภูมิคุ้มกันไดต้่อไป  
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PITIPREYA SUAUAM : ACTIVITY MECHANISM OF A COUMARIN 
COMPOUND FROM Clausena harmandiana (Pierre) ON INHIBITION OF 
CALCIUM SIGNALING PATHWAY IN Saccharomyces cerevisiae. ADVISOR : 
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In higher eukaryotes, calcium (Ca2+) signaling pathway plays the important roles in 

diverse biological processes. The inhibitors of Ca2+-signals lead to various drugs development 
such as immunosuppressive drugs and anti-cancer drugs. Hyperactivation of Ca2+-signals in a 
zds1-null Saccharomyces cerevisiae strain causes a severe growth defect through the inhibition 
of the cell-cycle engine in G2 phase. According to such findings, a novel high throughput drug 
screening system to search for small-molecule inhibitors of the Ca2+-dependent cell-cycle 
regulation was developed. Upon screening of Thai medicinal plant extracts, the crude extract 
from Clausena harmandiana (Pierre) showed Ca2+-signals inhibition in the ∆zds1 yeast strain. 
The aim of this study was to determine the molecule target affected by the coumarin compound 
from this plant extract as an inhibitor of Ca2+-signals in yeast. Yeast genetics studies showed that 
calcineurin is the molecular target of the coumarin compound. It was found that the coumarin 
compound could suppress the growth defect caused by genetic hyperactivation of calcineurin. 
Calcineurin is conserved from yeast to human, a phosphatase play an important role in               
T-lymphocyte activation and cytokine secretion. In T-lymphocyte activation, calcineurin is 
important in regulation of NFAT dephosphorylation and Interleukin-2 (IL-2) production in human. 
The effect of the coumarin compound on proliferation of Jurkat cell line was evaluated and no 
acute toxicity of the coumarin compound was observed. Western blot analysis indicated that the 
inhibitory effect of the coumarin compound resulted from NFAT dephosphorylation, which led to 
suppression of IL-2 gene transcription and as a result, inhibition of IL-2 production. The results 
obtained from this study emphasize the potential development of the coumarin compound as 
immunosuppressant. 
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บทท่ี  1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์และนักวิจัยจากนานาประเทศต่างเริ่มหันมาศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับชนิดและสรรพคุณของพืชสมุนไพรในการบรรเทาและรักษาอาการเจ็บป่วยกันมากขึ้น ท้ังน้ี
เน่ืองจากยาท่ีใช้รักษาโรคกันอยู่ในปัจจุบันยังพบปัญหาหลายประการ เช่น ปัญหาการเกิดผล
ข้างเคียงอันไม่พึงประสงค์ การด้ือต่อยาของเชื้อโรค  และการเกิดโรคภัยชนิดใหม่ๆ ท่ีไม่ปรากฎใน
อดีต นอกจากน้ียาต้นแบบท่ีน าเข้าจากต่างประเทศส่วนใหญ่มักมีราคาแพง เป็นผลให้เกิดการขาด
ดุลทางด้านการค้าของอุตสาหกรรมยาในประเทศ ดังน้ันการค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิด
ใหม่จากสมุนไพรเพื่อน ามาพัฒนาเป็นยาชนิดใหม่น้ัน จึงเป็นงานวิจัยท่ีอยู่ในความสนใจกันท่ัวโลก 
ซึ่งบ่งชี้ได้ว่าในอนาคตยาแผนโบราณและสมุนไพรจะมีมูลคาการบริโภคในระดับตลาดโลกสูงมาก
ขึ้น    

ในประเทศไทยมีแนวโน้มของผู้ป่วยด้วยโรคท่ีมีความผิดปกติเกี่ยวกับกลไกของ
ระบบภูมิคุ้มกันเพิ่มสูงขึ้น โดยเฉพาะโรคแพ้ภูมิตนเอง หรือ โรคออโต้อิมมูน (Autoimmune 
Diseases) โดยจากการรายงานข้อมูลตามบัญชีจ าแนกโรคระหว่างประเทศ พ.ศ.2548-2552 
พบว่าโรคเลือดและความผิดปกติเกี่ยวกับกลไกของระบบภูมิคุ้มกัน เป็นสาเหตุให้มีจ านวนและ
อัตราการตายของประชากรสูงติด 10 อันดับแรกเมื่อเปรียบเทียบกับสาเหตุการตายอื่นๆ โดยโรค
ออโต้อิมมูนเปนโรคท่ีมีสาเหตุเน่ืองมาจากภูมิต้านทานของตนเองท่ีผิดปกติ ท าให้มีปฎิกิริยา
ต่อต้านเน้ือเยื่อของร่างกายตนเอง จนก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีเป็นอันตรายต่อร่างกาย ท้ังจากการ
ท าลายเน้ือเยื่อโดยตรงจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกันท่ีผิดปกติ หรือจากการท่ีระบบภูมิ คุ้มกันใน
ผู้ป่วยไปกระตุ้นหรือยับยั้งการท างานบางอย่างภายในร่างกายส่งผลให้เกิดความผิดปกติขึ้น  โรค
ออโต้อิมมูนท่ีพบไดบอยก็คือ โรคเอสแอลอี (Systemic lupus erythematosus: SLE)  ซึ่งมักเกิด
กับหลายๆ อวัยวะ เช่น ผิวหนัง ไต สมอง หัวใจ และปอด เป็นต้น (Vyse และ Todd, 1996) 
นอกจากน้ียังมีโรครูมาตอยด์ (Rheumatoid arthritis) ท่ีเกิดขึ้นได้หลายอวัยวะ เช่น ข้อเล็กๆ ของ
มือและเท้า (Firestein, 2003) และโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis) ซึ่งมีอาการผิวหนังอักเสบ และอาจมี
อาการผิดปกติท่ีเล็บและข้อต่างๆ ร่วมด้วย (Barker, 1998) เป็นต้น   

 

   



 
 
2 

ยากดภูมิคุ้มกัน เป็นยาท่ีถูกน ามาใช้ในการรักษาผู้ป่วยโรคออโต้อิมมูน และยังถูก
น ามาใช้ป้องกันการปฎิเสธอวัยวะในผู้ป่วยท่ีได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะจากผู้อื่น ซึ่งผู้ป่วยท้ังสอง
กลุ่มน้ีจ าเป็นต้องได้รับการรักษาโดยการให้ยากดภูมิคุ้มกันอย่างต่อเน่ือง หรืออาจตลอดชีวิต  

ปัจจุบันพบขอจ ากัดของยากดภูมิคุ้มกันท่ีใช้รักษาผู้ป่วยในปัจจุบันมากมาย ท้ังน้ี
เน่ืองจากการใช้ยากดภูมิคุ้มกันรักษาอย่างต่อเน่ือง มักก่อให้เกิดผลข้างเคียงอันไมพึงประสงคกับ
ผู้ป่วย ไดแก อาการพิษตอระบบประสาท และมีความเป็นพิษตอไต อีกท้ังยากดภูมิคุ้มกันท่ีใช้อยู่
ส่วนใหญ่ล้วนเป็นยาน าเข้าจากต่างประเทศ จึงมีราคาแพง ท าให้ผู้ป่วยต้องเสียค่าใช้จ่ายในการ
รักษาเป็นจ านวนมาก โดยเฉพาะเมื่อต้องใช้ติดต่อกันในระยะยาวด้วย ดังน้ันยากดภูมิคุ้มกันชนิด
ใหม่ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพสูง สามารถใช้ได้สะดวก ราคาถูก และท่ีส าคัญคือไม่มีผลข้างเคียงต่อ
ผู้ป่วย  จึงยังคงเป็นท่ีต้องการในวงการแพทย์เป็นอย่างมาก  ปัจจุบันจึงมีการคิดค้นพัฒนาผลิตตัว
ยาใหม่ๆ ออกมามากมายอย่างต่อเน่ือง แต่โอกาสในการค้นพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ 
ท่ีมีกลไกการออกฤทธิ์กดระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจง หรือมีประสิทธิภาพสูงน้ันหาได้ยาก 
ท าให้ยาส่วนใหญ่ท่ีใช้รักษาในปัจจุบันมักมีราคาแพงมาก 

ดังน้ันยากดภูมิคุ้มกันชนิดใหม่ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการกดภูมิคุ้มกันได้ดี 
สามารถใช้ได้สะดวก ราคาถูก และท่ีส าคัญคือไม่มีผลข้างเคียง หรือมีผลข้างเคียงต่ ากว่ายาท่ีมีใช้
อยู่ในปัจจุบัน จึงยังคงเป็นท่ีต้องการในวงการการแพทย์ในปัจจุบันเป็นอย่างมาก 

ปัจจุบันจึงมีการคิดค้นพัฒนาผลิตตัวยาใหม่ๆ ออกมามากมายอย่างต่อเน่ือง แต่
โอกาสในการค้นพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ ท่ีมีกลไกการออกฤทธิ์กดระบบภูมิคุ้มกัน
แบบจ าเพาะเจาะจง หรือมีประสิทธิภาพสูงน้ันหาได้ยาก จึงจ าเป็นต้องอาศัยวิธีคัดกรองหาสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีหลักการแตกต่างไปจากวิธีการท่ัวไป ซึ่งระบบการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ 

โดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีไม่มียีน ZDS1 (∆zds1)  เป็นเซลล์บ่งชี้ (indicator cell) นับว่าเป็น
ระบบการคัดกรองท่ีถูกพัฒนาขึ้นเพื่อเพิ่มโอกาสในการค้นพบสารออกฤทธิ์ชนิดใหม่และมี
ความจ าเพาะเจาะจงสูง โดยมีหลักการคือ เมื่อเซลล์ยีสต์สายพันธุ์กลายดังกล่าวถูกเล้ียงในสภาวะ
ท่ีมีความเข้มข้นของแคลเซียมสูง ซึ่งเป็นสภาวะท่ีวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมถูกกระตุ้น  
เซลล์จะไม่สามารถเจริญได้ แต่หากมีสารโมเลกุลขนาดเล็กไปยับยั้งท่ีส่วนใดส่วนหน่ึงของวิถีการ
ส่งสัญญาณของแคลเซียมจะท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลายดังกล่าวสามารถเจริญในภาวะท่ีมีความ
เข้มข้นของแคลเซียมสูงได้ตามปกติ โดยวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม  (Ca2+ signaling 
pathway) นับเป็นวิถีการส่งสัญญาณภายในเซลล์ท่ีส าคัญ และยังมีบทบาทต่อการควบคุม
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กระบวนการทางชีวภาพหลากหลายกระบวนการ รวมไปถึงการกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันชนิด T-cell 
(T-cell activation) ด้วย (Clapham, 1995) ดังน้ัน สารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียม จึงน่าจะมีฤทธิ์กดภูมิคุ้มกันได้เช่นกัน 

จากการคัดกรองโดยการใช้ยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 ดังกล่าวพบว่าส่วนสกัด
หยาบของใบส่องฟ้าดงมีสารออกฤทธิ์ท่ีสามารถยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ได้ 
(ณัฐพงศ์ ภักดีใหม่, 2551) โดยสมุนไพรส่องฟ้าดงมีชื่อพื้นเมืองแตกต่างกันไปตามแต่ละท้องถิ่น 
เช่น ส่องฟ้า เหม็น และสมุยหอ และมีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ Clausena harmandiana (Pierre) 
พบได้ตามภาคตะวันออก ภาคใต้ และ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ในทางภูมิ
ปัญญาไทย ส่องฟ้าดงมีสรรพคุณใช้เป็นยาสมุนไพรแก้ไข้ ปวดศีรษะ แก้ผิดส าแดง แก้หลอดลม
อักเสบ รวมไปถึงแก้จุกเสียดได้ จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารประกอบคูมา
รินท่ีมีอยู่ในส่วนใบของต้นส่องฟ้าดงซึ่งออกฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ 
โดยการค้นหาโมเลกุลเป้าหมายของสารออกฤทธิ์ดังกล่าวในยีสต์ เน่ืองจากความสัมพันธ์ระหว่าง
ยาและโมเลกุลเป้าหมาย (drug target) ท้ังของในยีสต์และในมนุษย์มีความใกล้เคียงกันมาก ผลท่ี
ได้จากงานวิจัยน้ีนอกจากได้องค์ความรู้เกี่ยวกับสรรพคุณทางยาชนิดใหม่ๆ ของสมุนไพรไทยหา
ยากด้วยการยืนยันรับรองประสิทธิภาพด้วยขั้นตอนทางวิทยาศาสตร์ ท้ังน้ีจะช่วยให้ยารักษาโรค
หรือผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ท่ีจะพัฒนาขึ้นเป็นท่ียอมรับในระดับสากล อีกท้ังแพทย์และผู้ป่วยมี
ความมั่นใจในการน าไปใช้  ท้ังน้ีจะเป็นการช่วยลดการน าเข้ายาราคาแพงจากต่างประเทศ ท าให้
ผู้ป่วยสามารถใช้ยาท่ีมีราคาถูกลง ท้ังยังเป็นการอนุรักษ์สมุนไพรส่องฟ้าดงท่ีใกล้สูญพันธุ์อีกด้วย 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1) ศึกษาลักษณะสมบัติการออกฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินจากสารสกัดหยาบ
ของใบส่องฟ้าดงในวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์  

2) ตรวจสอบโมเลกุลเป้าหมายของสารประกอบคูมารินในวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมในยีสต์ โดยวิธีการทางพันธุศาสตร์ของยีสต์ 

3) ศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวเคมีของสารประกอบคูมารินท่ีมีผลต่อโมเลกุล
เป้าหมายในมนุษย์ โดยวิธีการทางชีววิทยาโมเลกุล 
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1.3 ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม  ตัวยับยั้ง  Saccharomyces cerevisiae     
ส่องฟ้าดง  สารกดภูมิคุ้มกัน 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ผลของงานวิจัยน้ีจะเป็นท้ังการสร้างองค์ความรู้ใหม่ เกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพใน
เชิงลึกของสารประกอบคูมารินท่ีพบในใบส่องฟ้าดง นอกจากจะเป็นการอนุรักษ์สมุนไพรไทยหา
ยากแล้ว ยังจะเป็นแนวทางในการพัฒนาสมุนไพรไทยเป็นยาแผนปัจจุบันต่อไป ท้ังน้ีเพื่อเป็นการ
ทดแทนอัตราการน าเข้ายาจากต่างประเทศท่ีมีราคาแพง 

1.5 วิธีด าเนินการวิจัย 

1) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซยีมในยีสต์ของสารประกอบ      
คูมาริน  

2) ทดสอบฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินท่ีมีผลต่อระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์
ยีสต์ 

3) ทดสอบฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินท่ีมีผลตอโปรตีน Mpk1 และ calcineurin ใน
เซลล์ยีสต์  

4) ศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อโมเลกุลเป้าหมาย calcineurin ในยีสต์ 

5) ศึกษาผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อโมเลกุลเป้าหมายแบบ in vitro 

6) ศึกษาผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อโมเลกุลเป้าหมายในเซลล์มนุษย์ 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 
แนวคิดและทฤษฎ ี

ปัจจุบันงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการพัฒนา วิธีการคัดกรองสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (Natural product) เช่นสมุนไพร ก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก 
เน่ืองจากการใช้ยารักษาโรคในวงการแพทย์เริ่มพบปัญหาส าคัญหลายประการ อาทิ ผลข้างเคียง
อันไม่พึงประสงค์ต่อร่างกายผู้ป่วย การด้ือต่อยาของเชื้อก่อโรค ยาในปัจจุบันมีประสิทธิภาพไม่
เพียงพอ และการเกิดโรคใหม่ท่ีไม่เคยพบในอดีต เป็นต้น เป็นผลท าให้งานวิจัยท่ีพัฒนาขึ้นมาเพื่อ
หาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่เพื่อพัฒนาเป็นยายังคงมีอย่างแพร่หลายและต่อเน่ือง  

วิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยท่ัวไป ใช้หลักการท่ีสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์บ่งชี้ (indicator cell) เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ หรือ 
ปรสิตก่อโรคต่างๆ หรือระบบการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์อื่นๆ ท่ีมีการใช้ท่ัวไป เน่ืองจากวิธี
ดังกล่าวน้ีเป็นท่ีนิยมใช้กันท่ัวไปท าให้มีความเป็นไปได้สูงท่ีจะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดเดิม
ท่ีได้มีการค้นพบก่อนหน้าน้ีแล้ว ดังน้ันการพัฒนาวิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมี
หลักการใหม่จะช่วยเพิ่มโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ท่ียังอาจไม่ถูกค้นพบ
โดยวิธีการคัดกรองท่ีมีอยู่เดิมหรืออาจค้นพบฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่จากสารออกฤทธิ์ท่ีมีการค้นพบ
แล้วได้โดยเฉพาะการใช้ยีสต์เป็นเซลล์บ่งชี้ได้เริ่มมีการวิจัยอย่างหลากหลาย เน่ืองจาก               
S. cerevisiae เป็นส่ิงมีชีวิตเซลล์เดียวท่ีถูกจัดเป็นยูแคริโอตขั้นพื้นฐาน ซึ่งได้ถูกใช้เป็นส่ิงมีชีวิต
ต้นแบบ (model organism) ในการศึกษากระบวนการทางชีวภาพต่างๆ (biological processes) 
ในระดับโมเลกุลและระดับเซลล์ เช่น การศึกษากระบวนการควบคุมการแบ่งเซลล์ (regulation of 
cell cycle) ของยูแคริโอต และของเซลล์มะเร็ง (Botstein และคณะ, 1997; Hartwell, 2002) จึง
นับได้ว่าเป็นวิธีการคัดกรองท่ีมีความจ าเพาะต่อโมเลกุลเป้าหมายสูง ท้ังน้ียังเป็นการเพิ่มโอกาสใน
การค้นพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ ท่ีได้จากสมุนไพรเพื่อน ามาพัฒนาเป็นยารักษาโรค
ต่อไป 

 

 

 



 
 
6 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 อุตสาหกรรมยาและสมุนไพรในประเทศไทย 

ข้อมูลจากรายงานสรุปภาวะเศรษฐกิจอุตสาหกรรมปีพ.ศ. 2553 และแนวโน้มปี
พ.ศ. 2554 โดยกระทรวงอุตสาหกรรม พบว่าในปีพ.ศ. 2553 อุตสาหกรรมยาในประเทศไทยมี
ปริมาณการผลิตยาและผลิตภัณฑ์เภสัชกรรมขยายตัวเพิ่มขึ้นตามยอดค าส่ังซื้อท้ังภายในและ
ต่างประเทศ โดยมีปริมาณ 30,683.8 ตัน ซึ่งเพิ่มขึ้นจากปีก่อนหน้าร้อยละ 9.4 แต่อย่างไรก็ตามใน
ส่วนของมูลค่าการน าเข้ายาจากต่างประเทศน้ันยังคงมีการขยายตัวอย่างต่อเน่ืองท้ังยาต้นแบบ
และยาสามัญ ซึ่งมีมูลค่าถึง 37,911 ล้านบาท โดยเพิ่มขึ้นจากปีก่อนร้อยละ 2.4 ตลาดน าเข้าท่ี
ส าคัญ ได้แก่ ประเทศสหรัฐอเมริกา สวิตเซอร์แลนด์ ฝรั่งเศส เยอรมนี และสหราชอาณาจักร แต่
เมื่อเปรียบเทียบกับในอดีตพบว่าการน าเข้ายาในปีพ.ศ. 2553 มีอัตราการขยายตัวท่ีไม่สูงมากนัก 
ท้ังน้ีเน่ืองมาจากทางภาครัฐได้มีการควบคุมการเบิกจ่ายยาและเวชภัณฑ์ ท าให้สถานพยาบาล
ภาครัฐมีแนวโน้มท่ีจะใช้ยาสามัญท่ีผลิตภายในประเทศมากขึ้น เพื่อลดค่าใช้จ่ายท่ีฟุ่มเฟือยลง 
นอกจากน้ียังมีการเน้นการส่งออกยาท่ีผลิตขึ้นภายในประเทศออกจ าหน่ายไปยังประเทศต่างๆ 
โดยตลาดส่งออกท่ีส าคัญได้แก่ เวียดนาม พม่า กัมพูชา มาเลเซีย และฮ่องกง ซึ่งเป็นผลท าให้
มูลค่าการส่งออกยาของประเทศไทยมีการขยายตัวขึ้นเช่นกัน ท้ังน้ีมีมูลค่า 6,342.1 ล้านบาท 
เพิ่มขึ้นจากปีก่อนร้อยละ 13.0  

เห็นได้ชัดว่าแนวโน้มของอุตสาหกรรมยาภายในประเทศโดยรวมน้ัน ปริมาณการ
ผลิตรวมไปถึงการส่งออกยาและผลิตภัณฑ์เภสัชกรรมมีอัตราการขยายตัวเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ส าหรับ
ด้านการน าเข้ายาน้ันมีแนวโน้มการขยายตัวเพิ่มขึ้นในอัตราท่ีไม่สูงมาก  แต่อย่างไรก็ตามก็ยังท า
ให้ประเทศไทยยังคงประสบกับปัญหาขาดดุลทางการค้าในด้านการน าเข้ายาต้นแบบจาก
ต่างประเทศ ท าให้ต้องสูญเสียรายจ่ายจ านวนมากให้กับประเทศผู้ผลิตยาต้นแบบ ดังน้ันเพื่อเป็น
การลดปัญหาการขาดดุลทางการค้าในอุตสาหกรรมยาในปัจจุบัน ทางภาครัฐจึงได้มีนโยบายใน
การลดการน าเข้ายาจากต่างประเทศท่ีมีราคาแพง และท่ีส าคัญได้มีการส่งเสริมและพัฒนาการใช้
สมุนไพรไทยควบคู่ไปกับการรักษาด้วยยาแผนปัจจุบัน จนถึงขั้นการใช้ทดแทนในอนาคต ส่งผลให้
อุตสาหกรรมยาแผนโบราณและสมุนไพรเวชภัณฑ์ของประเทศไทยเริ่มมีอัตราการขยายตัวเพิ่มขึ้น 
โดยการเร่งผลักดันให้เกิดการใช้ยาสมุนไพรภายในประเทศจากทางภาครัฐตามท่ีปรากฏใน
แผนการสนับสนุนการใช้ยาสมุนไพรระดับชาติ เช่น แผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ ฉบับ
ท่ี 1 (2504-2509), นโยบายแห่งชาติด้านยา พ.ศ. 2536 และพระราชบัญญัติคุ้มครองและส่งเสริม
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ภูมิปัญญาการแพทย์แผนไทย พ.ศ. 2542 เป็นต้น นอกจากน้ียังมีประกาศจากกระทรวง
สาธารณสุข เรื่องการควบคุมการผลิตยาแผนปัจจุบันตามกฎหมายว่าด้วยยา พ .ศ. 2554 ให้
สถานท่ีผลิตยาแผนปัจจุบันทุกแห่งปฏิบัติตามหลักเกณฑ์ GMP (Good Manufacturing 
Practice) หรือข้อก าหนดขั้นพื้นฐานในการผลิต ควบคุมให้ยามีคุณภาพและได้มาตรฐาน ซึ่งการ
สนับสนุนด้านการใช้ยาแผนโบราณและสมุนไพรเวชภัณฑ์ โดยนโยบายจากภาครัฐดังกล่าวน้ี
นับเป็นแรงกระตุ้นต่อแผนการสนับสนุนการใช้ยาสมุนไพรระดับชาติ ในการเพิ่มการเข้าถึงยา
สมุนไพรและสร้างมาตรฐานการผลิตยาท่ีมีคุณภาพเป็นท่ียอมรับในระดับสากล  

การใช้ยาสมุนไพรเป็นการแพทย์ทางเลือก รวมไปถึงการใช้สมุนไพรเพื่อเป็น
วัตถุดิบในการผลิตยา หรือเป็นวัตถุดิบในกระบวนการผลิตสารต้ังต้นในการสังเคราะห์ยาน้ันก าลัง
ได้รับความสนใจและมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้นในหลากหลายประเทศท่ัวโลก ท้ังน้ีทางองค์การอนามัย
โลก (WHO) ได้ก าหนดแผนยุทธศาสตร์เกี่ยวกับศาสตร์การแพทย์ด้ังเดิม ปีพ.ศ. 2545 - 2548 เพื่อ
ใช้เป็นกรอบแนวคิดการวางบทบาทและการส่งเสริมให้บูรณาการการแพทย์ด้ังเดิมไว้ในนโยบาย
สุขภาพระดับชาติ เน้นคุณภาพ ประสิทธิผลและความปลอดภัยในการใช้ รวมท้ังการเข้าถึงยา
สมุนไพรของผู้รับบริการ โดยเฉพาะในประเทศท่ีก าลังพัฒนาและด้อยพัฒนา 

 ท้ังน้ีการส่งเสริมการใช้ยาสมุนไพรไทยในประเทศจากการสนับสนุนของทาง
ภาครัฐในปัจจุบันเริ่มมีให้เห็นเป็นรูปธรรมมากขึ้น เช่นการสนับสนุนให้มีการใช้ยาสมุนไพรใน
โรงพยาบาลอภัยภูเบศร จังหวัดปราจีนบุรี ซึ่งถือเป็นโรงพยาบาลต้นแบบในการใช้สมุนไพรและยา
แผนโบราณท่ีมีประสิทธิภาพ โดยทางโรงพยาบาลมีการใช้สมุนไพรอยู่ 2 รูปแบบ คือ 

1. ใช้ยาสมุนไพรทดแทนยาแผนปัจจุบันแบบ 100% ได้แก่ ผลิตภัณฑ์จากพญายอ 
(ครีมพญายอ, กลีเซอรีนพญายอ และเจลพญายอ) ใช้ทดแทนยา Acyclovir cream 
ในการรักษาเริม งูสวัด อีสุกอีใส นอกจากน้ียังมีการใช้สมุนไพรเพชรสังฆาตแคปซูล 
ซึ่งใช้ทดแทนยา Daflon เพื่อรักษาริดสีดวงทวาร  

2. ใช้ยาสมุนไพรร่วมกับยาแผนปัจจุบัน เช่น ยาน้ าแก้ไอมะขามป้อมช่วยบรรเทา
อาการไอ ระคายคอ, แคปซูลขมิ้นชันช่วยบรรเทาอาการจุกแน่น, แคปซูลฟ้าทะลาย
โจรในการรักษาอาการเจ็บคอ เป็นหวัดน้ ามูกไหล และครีมไพลใช้บรรเทาอาการปวด
เมื่อยกล้ามเน้ือ เป็นต้น 
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แต่อย่างไรก็ตามปัญหาด้านความเชื่อมั่นเกี่ยวกับยาสมุนไพรและมาตรฐาน
คุณภาพของยาสมุนไพร ก็นับเป็นปัญหาส าคัญในการส่งเสริมให้แพทย์หันมาเลือกใช้ยาสมุนไพร
รักษาผู้ป่วย เน่ืองจากแพทย์ส่วนใหญ่ยังคงคุ้นเคยกับการรักษาอาการเจ็บป่วยด้วยยาสังเคราะห์ 
หรือยาท่ีน าเข้าจากต่างประเทศมากกว่าการใช้ยาสมุนไพรท่ีผลิตขึ้นเองภายในประเทศ โดยมี
สาเหตุมาจากการขาดความเชื่อมั่นในประสิทธิภาพและความปลอดภัยของยาจากสมุนไพร 
เน่ืองจากยาสมุนไพรส่วนใหญ่ยังคงขาดแคลนข้อมูลทางวิชาการและงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ท่ีมี
ความน่าเชื่อถือสนับสนุน ซึ่งเกิดจากการท่ีงานวิจัยทางด้านสมุนไพรในประเทศมีน้อย มีรูปแบบ
การวิจัยเป็นแบบกระจัดกระจายและขาดทิศทาง รวมท้ังไม่เน้นการประยุกต์ใช้และส่งเสริม
อุตสาหกรรมยาแผนโบราณของประเทศ 

 
2.2 ฤทธ์ิทางชีวภาพของสมุนไพรไทย 

เน่ืองจากยาท่ีใช้รักษาโรคในปัจจุบันกว่าร้อยละ 25 ได้ถูกค้นพบและได้รับการ
พัฒนามาจากสารสกัดท่ีได้จากพืช (Hamburger และ Hostettmann, 1991) นักวิทยาศาสตร์และ
นักวิจัยจากนานาประเทศจึงต่างเริ่มหันมาศึกษาวิจัยเกี่ยวกับชนิดและสรรพคุณของสมุนไพรใน
การบรรเทาและรักษาอาการเจ็บป่วยกันมากขึ้น ท้ังน้ีเพื่อเป็นการเพิ่มโอกาสในการค้นพบยาชนิด
ใหม่ๆ เพื่อเป็นการเพิ่มทางเลือกใหม่ในการรักษาโรคในปัจจุบัน  

ข้อมูลจากองค์การอนามัยโลก ปี 2003 ระบุว่าประเทศจีนได้เริ่มใช้สมุนไพรเป็น
แนวทางหลักในการรักษาโรคทางเดินหายใจรุนแรงแบบเฉียบพลัน (SARS) นอกจากน้ีในประเทศ
สหรัฐอเมริกาได้เริ่มมีแนวทางการรักษาโรคตับอักเสบเรื้อรังโดยใช้การแพทย์ทางเลือกใหม่หลาย
แนวทาง และการรักษาโดยใช้สมุนไพรก็เป็นหน่ึงในแนวทางการรักษาโรคดังกล่าวด้วยเช่นกัน 
(Seeff และคณะ, 2001)  

ส าหรับผลงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์เกี่ยวกับสมุนไพรน้ันเริ่มมีแพร่หลายมากขึ้น 
ยกตัวอย่างเช่น ผลงานวิจัยโดย Global Neuroscience Initiative Foundation ประเทศ
สหรัฐอเมริกา พบว่าการใช้สมุนไพรท่ีสกัดจากพืชไม้ดอก อาทิ ล้ินมังกร ดอกเสาวรส (Passion 
flower) สามารถบรรเทาอาการวิตกกังวลและคลายความเครียดได้ (Lakhan  และ Vieira , 2010) 
งานวิจัยเกี่ยวกับการใช้สมุนไพรจากพืชประเภทใบโหระพา (Tanacetum vulgare) ซึ่งเชื่อว่ามี
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คุณสมบัติต้านไวรัสท่ีก่อให้เกิดการติดเชื้อท่ีผิวหนัง ได้แก่ เริม และปากนกกระจอก       ( Alvarez  
และคณะ, 2011)  

นอกจากน้ียังมีพืชสมุนไพรไทยอีกหลายชนิดท่ีมีสรรพคุณหรือมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี
ส าคัญ คือฤทธิ์ต้านมะเร็งหรือฤทธิ์ต้านการกลายพันธุ์ ซึ่งสามารถน าไปพัฒนาเป็นยารักษา
โรคมะเร็งได้ เช่น หญ้าปักกิ่ง หรือ Murdannia loriformis (Intiyot และคณะ, 2002), ตะไคร้ หรือ 
Cymbopogon citratus (Vinitketkumnuen และคณะ, 1994)  และมะระ หรือ Mormodica 
charantia (Vinitketkumnuen และคณะ, 1996) และยังมีพืชสมุนไพรอีกหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพอื่นๆ ท่ีส าคัญ ดังน้ี 

บัวบก มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ Centella asiatica (Linn.) Urban อยู่ในวงศ์ 
Umbelliferae เป็นพืชท่ีพบได้ท่ัวไปในแถบเขตร้อน เช่น ประเทศไทย โดยบัวบกมีประสิทธิภาพใน
การใช้สมานแผลและสามารถน าไปท ายาเพื่อใช้รักษาโรคผิวหนังได้ โดยมีสารออกฤทธิ์ท่ีส าคัญ
ประกอบไปด้วยอนุพันธ์ของ triterpene เช่น asiatic acid, asiaticoside, madecassic acid และ 
madecassoside.(Farnsworth และ Bunyapraphats, 1992) 

หญ้าปักกิ่ง มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ M. loriformis (Hassk.) Rolla Rao et 
Kammathy อยู่ในวงศ์ Commelinaceae หญ้าปักกิ่งถูกน ามาใช้ในการรักษาอาการปวดจากโรค
หลอดลมอักเสบและโรคมะเร็งต่างๆ นอกจากน้ีสารสกัดจากหญ้าปักกิ่งยังสามารถลดระดับของ
สาร aflatoxin-albumin ท่ีฉีดเข้าไปในหนูได้อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งสาร aflatoxin ดังกล่าวนับเป็น
สารก่อมะเร็งท่ีเหน่ียวน าให้เกิดโรคมะเร็งตับได้ (Vinitketkumnuen และคณะ, 1999) 

ตะไคร้ มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ C. citratus (DC.) Stapf อยู่ในวงศ์ Gramineae 
ตะไคร้สามารถน ามาใช้รักษาโรคมะเร็งได้ เน่ืองจากมีรายงานค้นพบว่ามีฤทธิ์ต้านการกลายพันธุ์
ใน Salmonella typhimurium ท่ีได้รับการกระตุ้นด้วยสารเคมี (Vinitketkumnuen และคณะ, 
1994)  

กระเทียม มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ Allium sativum Linn. กระเทียมสามารถลด
ปัจจัยเส่ียงในการเกิดโรคหัวใจได้ โดยพบว่ากระเทียมมีสรรพคุณช่วยลดระดับ cholesterol และ 
triglyceride ในซีรั่ม และยังสามารถลดการเกิดล่ิมเลือดได้ (Reuter, 1995) นอกจากน้ียังมีอีก
หลายงานวิจัยท้ังในรูปแบบ in vitro และ in vivo ท่ีพบว่ากระเทียมสามารถป้องกันการเกิด
โรคมะเร็งได้อีกด้วย (Yang และคณะ, 1994) 
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มะระ มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ M. charantia Linn. นอกจากมะระจะเป็นท่ีนิยม
ส าหรับการบริโภคแล้ว ยังมีสรรพคุณทางยาหลายอย่าง เช่นมีฤทธิ์ในการต้านเบาหวาน, ต้าน
มะเร็ง และกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันได้ (Cunnick และคณะ, 1990) 

นอกจากน้ียังมีสมุนไพรไทยอีกหลายชนิดท่ีมีงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ยืนยันฤทธิ์
ทางชีวภาพแล้ว (ตารางท่ี 2.1) 

ตารางที่ 2.1 รายการสมนุไพรไทยและฤทธ์ิทางชีวภาพ  

ชื่อวิทยาศาสตร์ (ชื่อวงศ์) ชื่อท้องถิ่น 
ส่วนที่
ใช ้

โรคที่ใช้รักษา 

Dioscorea birmanica Prain & Burkill 
(Dioscoreaceae) 

มันนก, หัวข้าวเย็น  เหง้า มะเร็ง  
 

Dioscorea membranacea Pierre ex 
Prain & Burkill (Dioscoreaceae) 

มันหมู, หัวข้าวเย็น เหง้า มะเร็ง  

Hydnophytum formicarum Jack. 
(Rubiaceae) 

หัวร้อยรู เหง้า การอักเสบ, มะเร็ง 
และฝี  

Micromelum minutum Wight & Arn. 
(Rutaceae) 

หัสคุณ, หมุยช้าง ราก เน้ืองอก  

Premna herbacea Roxb. 
(Verbenaceae) 

ข้าวเย็น เหง้า มะเร็ง  
 

Salacia chinensis L. (Celastraceae) ว่านก าแพงเจ็ดชั้น ล าต้น การอักเสบ , อาการ
ปวด และมะเร็ง 

Siphonodon celastrineus Griff. 
(Celastraceae) 

มะดูก, ยายปลวก ล าต้น, 
ใบ 

โรคกระดูก, การ
อักเสบ, ฝี และ 
มะเร็ง  

Smilax corbularia Kunth 
(Smilacaceae) 

ข้าวเย็นเหนือ เหง้า มะเร็ง  
 

Smilax glabra Roxb. (Smilacaceae)  ข้าวเย็นใต้ เหง้า มะเร็ง  
 

 



 
 
11 

ตารางที่ 2.1 รายการสมุนไพรไทยและฤทธ์ิทางชีวภาพ (ต่อ)  

ชื่อวิทยาศาสตร ์ ชื่อท้องถิ่น 
ส่วนที่
ใช ้

โรคที่ใช้รักษา 

Suregada multiflora Baill. 
(Euphorbiaceae) 

ขันทองพยาบาท ล าต้น การอักเสบ, มะเร็ง, โรค
ผิวหนัง และกามโรค   

Willughbeia cochinchinensis 
Pierre ex Pitard (Apocynaceae) 

คุย ล าต้น การอักเสบ   

ท่ีมา : Itharat และคณะ, 2004 

2.3 การคัดกรองหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

เน่ืองจากยาท่ีใช้ในการรักษาโรคส่วนใหญ่มักถูกค้นพบหรือได้รับการพัฒนามา
จากผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ (natural products) ยกตัวอย่างเช่นยา elliptinium, galantamine 
และ huperzine ได้มาจากพืช ส่วนยา daptomycin ได้มาจากจุลินทรีย์ และยังมียา exenatide 
และ ziconotide ซึ่งได้มาจากสัตว์ (Harvey, 2008)  นอกจากน้ียาท่ีมีฤทธิ์ต้านมะเร็งและฤทธิ์ต้าน
การติดเชื้อท่ีมีการใช้รักษาโรค รวมไปถึงยาท่ีก าลังอยู่ในขั้นทดลองใช้อยู่กว่าร้อยละ 60 ได้ถูก
ค้นพบมาจากผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติด้วยเช่นกัน (Eldridge และคณะ, 2002) พืชนับได้ว่าเป็น
แหล่งผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติแหล่งใหญ่ มีพืชหรือสมุนไพรหลากหลายชนิดท่ีสามารถน ามาใช้
รักษาโรคหรือมีสรรพคุณบรรเทาอาการต่างๆ ได้  การใช้สมุนไพรในการรักษาโรคน้ันได้มีการใช้กัน
มานานต้ังแต่อดีตตามภูมิปัญญาท้องถิ่น และเริ่มได้รับความนิยมเพิ่มมากขึ้นในปัจจุบัน ดังน้ัน
การค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ เพื่อน ามาพัฒนาเป็นยาชนิด
ใหม่ๆ น้ันยังคงเป็นงานวิจัยท่ีอยู่ในความสนใจกันท่ัวโลก  

การค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีอยู่ในพืชสมุนไพร เพื่อน ามาพัฒนาเป็นยา
รักษาโรคได้น้ัน จ าเป็นต้องอาศัยวิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีหลักการใหม่ๆ ท่ี
แตกต่างไปจากหลักการเดิมๆ ท่ีใช้กันอยู่ซึ่งมักเป็นวิธีการคัดกรองแบบเชิงลบท่ีอาศัยหลักการการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์บ่งชี้ชนิดต่างๆ เช่น แบคทีเรีย เชื้อรา หรือปรสิตก่อโรค เป็นต้น โดยการ
คัดกรองแบบน้ีมักพบปัญหาหลายอย่าง เช่น ไม่สามารถแยกได้ชัดเจนว่าสารออกฤทธิ์มีฤทธิ์ยับยั้ง
เซลล์บ่งชี้โดยตรงหรือมีความเป็นพิษต่อเซลล์บ่งชี้ อีกท้ังยังมีโอกาสในการค้นพบสารออกฤทธิ์ชนิด
ใหม่หรือฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่ๆ ได้น้อย ดังน้ันเพื่อเป็นการเพิ่มโอกาสในการค้นพบสารชนิดใหม่ๆ 
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หรืออาจค้นพบฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่ของสารที่เคยมีการรายงานฤทธิ์มาก่อนแล้ว จึงต้องมีการใช้วิธี
คัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีหลักการแตกต่างจากวิธีการท่ัวไป  

ปัจจบุันแนวโน้มในการค้นพบยาชนิดใหม่ๆ จากการคัดกรองโดยอาศัยหลักการ
ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณต่างๆ ภายในเซลล์มีเพิ่มมากขึ้น ซึ่งจะมีข้อดีคือ สามารถลดผลข้างเคียง
อันไม่พึงประสงค์ต่อร่างกายผู้ป่วย เน่ืองจากยาท่ีได้จะมีความจ าเพาะเจาะจงต่อโปรตีนเป้าหมาย
สูง ยกตัวอย่างเช่น สาร Tyrphostins ถูกค้นพบว่ามีคุณสมบัติในการยับยั้ง Protein tyrosine 
kinase ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญท่ีท าหน้าที่ควบคุมการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ น าไปสู่การ
พัฒนาเป็นยารักษาโรคมะเร็ง (Levitzki และ Mishani, 2006) สาร Sulfasalazine ถูกค้นพบว่ามี
ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ NF-kappaB ซึ่งเป็น transcription factor ท่ีส าคัญในการส่งสัญญาณ
ในระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งหากมีการท างานท่ีผิดปกติ จะเหน่ียวน าให้เกิดโรคทางระบบภูมิคุ้มกัน เช่น 
โรคล าไส้อักเสบ (inflammatory bowel disease) และโรครูมาตอยด์ (rheumatoid arthritis) 
ดังน้ันสาร Sulfasalazine จึงสามารถน ามาพฒันาเป็นยารักษาโรคดังกล่าวได้ (Wahl และคณะ, 
1998)  

2.4 การทดสอบที่ใช้ยีสต์เพื่อค้นหายาชนิดใหม่ๆ  

การคัดกรองท่ีใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นเซลล์บ่งชี้  (Yeast-
based assay) นับเป็นการทดสอบหน่ึงท่ีมีความน่าสนใจเป็นอย่างมาก เน่ืองจากยีสต์เป็น
ส่ิงมีชีวิตเซลล์เดียวท่ีถูกจัดเป็นยูแคริโอตขั้นพื้นฐาน ซึ่งได้ถูกใช้เป็นส่ิงมีชีวิตต้นแบบ (model 
organism) ในการศึกษากระบวนการทางชีวภาพต่างๆ มากมายท้ังในระดับโมเลกุลและระดับ
เซลล์ เช่น การศึกษากระบวนการควบคุมการแบ่งเซลล์ (regulation of cell cycle) ของยูแคริโอต
และของเซลล์มะเร็ง (Botstein และคณะ, 1997; Hartwell, 2002)  กระบวนการทางชีวภาพใน
ยีสต์หลากหลายกระบวนการมีความคล้ายคลึงกับเซลล์ส่ิงมีชีวิตชั้นสูง (Mager และ Winderickx, 
2005) และพบว่าประมาณร้อยละ 2 ของโปรตีนของยีสต์สามารถใช้เป็นเป้าหมายของยารักษาโรค
ได ้(Drews, 1996) และเมื่อเปรียบเทียบจีโนมของมนุษย์และยีสต์ พบว่าประมาณร้อยละ 50 ของ
ยีนท่ีทราบแล้วว่าเกี่ยวข้องกับการก่อโรคในมนุษย์น้ันคล้ายกันกับในยีสต์ (Hartwell, 2004) อีกท้ัง
ความสัมพันธ์ระหว่างยาและโมเลกุลเป้าหมายของยา (drug target) ท้ังของในยีสต์และในมนุษย์
มีความใกล้เคียงกันมาก ดังเช่น โมเลกุลเป้าหมายของสารกดภูมิคุ้มกัน Rapamycin ถูกค้นพบใน
ยีสต์ก่อนและถูกยืนยันผลในมนุษย์ในเวลาต่อมา (Heitman และคณะ, 1991) จากเหตุผลดังกล่าว
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จึงท าให้ยีสต์มีความเหมาะสมท่ีจะถูกน ามาใช้เป็นเครื่องมือในการค้นหาและศึกษาสมบัติของยา
ชนิดใหม่ๆ เป็นอย่างมาก  

วิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยน ายีสต์มาประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนา
วิธีการคัดกรองให้มีลักษณะจ าเพาะมากขึ้น ยกตัวอย่างเช่น การคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ยับยั้ง 
human poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) โดยใช้ระบบยีสต์และพบสารออกฤทธิ์ชนิด
ใหม่ PARP1 ซึ่งเป็นเอนไซม์จะถูกกระตุ้นเมื่อเกิดการท าลายดีเอ็นเอสายคู่ และการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์น้ีท าให้สามารถใช้ประโยชน์เป็นยาควบคุมการตอบสนองต่อการเกิดการ
ท าลายดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นยาต้านมะเร็งได้ โดยเมื่อน า PARP1 ไปแสดงออกในยีสต์เป็นผลท าให้ยีสต์
ไม่สามารถเจริญได้ ถ้ามีสารไปยับยั้งการท างานของ PARP1 ได้จะท าให้ยีสต์สามารถกลับมา
เจริญได้ตามปกติ (Perkins และคณะ, 2001) 

การคัดกรองโดยใช้ระบบยีสต์หายาต้าน prion ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรควัว
บ้า ซึ่งท าการค้นหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งโปรตีนของยีสต์ท่ีมีลักษณะคล้ายกับ prion ของมนุษย์และ
พบว่าสารออกฤทธิ์ท่ีได้จากระบบคัดกรองน้ี สามารถยับยั้ง  prion ของมนุษย์ได้เน่ืองจากมีการ
อนุรักษ์ทางพันธุกรรมจากยีสต์สู่มนุษย์สูง (Bach และคณะ, 2003) 

นอกจากน้ียีสต์ยังถูกดัดแปลงทางพันธุกรรมได้ง่ายและรวดเร็ว จึงได้มีวิธีการคัด
กรองหาสารออกฤทธิ์โดยการท าลายยีนในยีสต์ส าหรับใช้เป็นเซลล์บ่งชี้  โดยมีการศึกษายีสต์สาย

พันธุ์กลายท่ีไม่มียีน  ZDS1 (zds1) ซึ่งเป็นยีนท่ีท าหน้าท่ีควบคุมวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมในยีสต์ พบว่าเมื่อเล้ียงยีสต์สายพันธุ์กลายดังกล่าวในภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
แคลเซียมสูง เซลล์จะไม่สามารถเจริญได้ แต่ถ้ามีสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กไปยับยั้งท่ีส่วนใดส่วน
หน่ึงของวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมจะท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลายสามารถเจริญในภาวะท่ีมี
ความเข้มข้นของแคลเซียมสูงได้ (Shitamukai และคณะ, 2000) ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีได้
จากระบบการคัดกรองน้ีจะมีลักษณะจ าเพาะสูง เน่ืองจากวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต์มีความสัมพันธ์อย่างมากกับกระบวนการทางชีวภาพท่ีส าคัญในมนุษย์ เน่ืองมาจากการ
อนุรักษ์ทางพันธุกรรมจากยีสต์สู่มนุษย์ 
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2.5 วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม      

การอาศัยหลักการพื้นฐานของการควบคุมการเจริญของเซลล์ยีสต์ด้วยวิถีการส่ง
สัญญาณของแคลเซียม (Calcium signal transduction pathway) นับเป็นอีกหลักการหน่ึงท่ีมี
ความน่าสนใจเป็นอย่างยิ่ง โดยวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมน้ีเป็นวิถีการส่งสัญญาณหน่ึงท่ีมี
บทบาทต่อการควบคุมการแบ่งเซลล์ในยีสต์ S. cerevisiae จากระยะ G2 สู่ระยะ M (ดังภาพท่ี 
2.1) โดยการควบคุมการท างานของโปรตีน Swe1 ซึ่งเป็นโปรตีนไคเนส (protein kinase) ใน
สภาวะท่ีมีแคลเซียมสูง โปรตีน Swe1 จะเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylate) ให้โปรตีน Cdc28 ซึ่ง
เป็น cyclin-dependent protein kinase เป็นผลท าให้โปรตีนเชิงซ้อน cyclin-Cdc28 ไม่สามารถ
ท างานได้ เซลล์จึงหยุดหรือชะลอการแบ่งเซลล์อยู่ท่ีระยะ G2 จึงกล่าวได้ว่าในสภาวะท่ีมีแคลเซียม
สูง จะเกิดการกระตุ้นวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม เป็นผลให้เซลล์ยีสต์หยุดหรือชะลอการ
เจริญ (Means, 1994) โดยวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมน้ันเกิดขึ้นโดย 2 วิถีคู่ขนานได้แก่ วิถี
ท่ีส่งสัญญาณของแคลเซียมผ่าน calcineurin  และวิถีท่ีส่งสัญญาณของแคลเซียมผ่าน Mpk1 โดย
ท้ังสองวิถีน้ีท างานร่วมกันในการกระตุ้นการท างานของโปรตีน Swe1 (Mizunuma และคณะ, 
1998) และเพื่อให้เกิดความสมดุลระหว่างสัญญาณการกระตุ้นและยับยั้งการท างาน ในเซลล์ปกติ
จึงมีโปรตีน Zds1 ท าหน้าท่ีเป็นตัวยับยั้งการท างานของโปรตีน Swe1 (negative regulator) (Bi 
และ Pringle, 1996) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.1 แบบจ าลองวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ S. cerevisiae 
ท่ีมา : Mizunuma และคณะ, 1998 
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Shitamukai และคณะ (2000) จึงได้เสนอระบบคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม โดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีไม่มียีน ZDS1 

(∆zds1) เป็นเซลล์บ่งชี้ โดยมีหลักการคือ เมื่อเซลล์ยีสต์ดังกล่าวถูกเล้ียงในสภาวะท่ีมีความ
เข้มข้นของแคลเซียมสูง ซึ่งเป็นสภาวะท่ีวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมถูกกระตุ้น  เซลล์
ดังกล่าวจะไม่สามารถเจริญได้  เน่ืองจากในยีสต์สายพันธุ์น้ีไม่มีตัวยับยั้งการท างานของโปรตีน 
Swe1  เป็นผลให้โปรตีน Swe1 อยู่ในสภาพท่ีท างานได้ จะท าการเติมหมูฟอสเฟตบน Cdc28 ท า
ใหโปรตีนเชิงซอน Clb-Cdc28 ไมอยูในสภาวะท่ีท างานได้ เซลลจึงหยุดอยูในระยะG2 ของวัฎจักร
การแบงเซลล์  ดังน้ันยีสต์ดังกล่าวจะไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของแคลเซียมสูง  
อย่างไรก็ตามหากมีสารโมเลกุลขนาดเล็กท่ีสามารถยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมได้ จะ

ท าให้ยีสต์กลายพันธุ์ ∆zds1 สามารถเจริญได้ตามปกติ แม้จะอยู่ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
แคลเซียมสูงก็ตาม ซึ่งวิธีการคัดกรองด้วยหลักการน้ี จะเป็นการเพิ่มโอกาสท่ีจะพบสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพชนิดใหม่และสารออกฤทธิ์ท่ีได้จะมีความจ าเพาะกับโมเลกุลเป้าหมายสูง  

ถ้าสารออกฤทธิ์ไปยับยั้งโปรตีน Mpk1 ซึ่งเป็นโปรตีน MAP kinase ชนิดหน่ึง สาร
ออกฤทธิ์น้ีน่าจะเป็นสารออกฤทธิ์ต้านมะเร็งหรือสารต้านการอักเสบ   เน่ืองจากโปรตีน Mpk น้ีมี
ความคล้ายคลึงกับ Erk1/Erk2 ในมนุษย์ (Sugiura และคณะ, 2002) ในเซลล์มะเร็งบางชนิดน้ัน 
Erk1/Erk2  จะถูกกระตุ้นตลอดโดยโปรตีนไคเนส Ras เป็นผลให้เกิดการส่งเสริมการแบ่งเซลล์ใน
เซลล์มะเร็ง และ Erk1/Erk2 มีบทบาทเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ  โดยท่ีเมื่อ Erk1/Erk2 ถูก
กระตุ้นน้ันจะไปควบคุมการท างานของ transcription factor ในกลุ่ม AP-1 โดย AP-1 
transcription factor ท าหน้าที่ควบคุมการสร้างไซโทไคน์ IL-2 ท่ีมีบทบาทส าคัญในการกระตุ้นการ
แบ่งตัวของ T-cell  ตัวอย่างรายงานการวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับสารยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 มีดังน้ี 

 งานวิจัยเกี่ยวกับสาร U0126 ซึ่งสามารถยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 ได้ พบว่าสารน้ี
สามารถยับยั้งแอนติเจนต้นแบบ Ovalbumin (OVA) ในการกระตุ้นเม็ดเลือดขาวชนิดอีโอซิโนฟิล
ในกระแสเลือด และการเกิดเมือกท่ีทางเดินหายใจ รวมท้ังการแสดงออกของ VCAM-1 ในเน้ือเยื่อ
ปอดของหนูได้ และจากผลของการศึกษาปอดหนูท่ีถูกกระตุ้นด้วย OVA พบว่า U0126 สามารถ
ป้องกันการกระตุ้นวิถี Erk1/Erk2 อันเน่ืองมาจาก OVA ได้ แสดงว่าการยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 
สามารถท่ีจะใช้เป็นแนวทางการรักษาโรคภูมิแพ้ในระบบทางเดินหายใจได้ (Duan และคณะ, 
2004) 
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 งานวิจัยเกี่ยวกับสาร PD184352 (CL-1040) ซึ่งเป็นสารยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 
พบว่า สามารถยับยั้งการเจริญของมะเร็งได้ จากการให้สารดังกล่าวโดยวิธีกิน พบว่าสามารถ
ป้องกันการเจริญของมะเร็งล าไส้ในสัตว์ทดลองได้ ซึ่งจากการตรวจสอบพบว่าเกี่ยวข้องกับการลด
การกระตุ้นวิถี Erk1/Erk2 ซึ่งแปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารท่ีให้ (Sebolt-Leopold และคณะ, 
1999) 

ถ้าสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีโมเลกุลเป้าหมายเป็น calcineurin สารออกฤทธิ์ท่ี
จะได้น่าจะเป็นสารออกฤทธิ์ต้านการอักเสบหรือสารกดภูมิคุ้มกัน เป็นต้น เน่ืองจาก calcineurin 
ในยีสต์ซึ่งเป็นส่วนหน่ึงในวิถีการส่งสัญญาณแคลเซียมมีความคล้ายคลึงกับ calcineurin ใน
มนุษย์ ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีตอบสนองต่อแคลเซียม มีโมเลกุล
เป้าหมายท่ีส าคัญอย่างหน่ึงได้แก่ transcription factor ในกลุ่ม Nuclear factor of activated T 
cells (NFAT) ซึ่งปกติอยู่ในไซโทพลาซึม   แต่ถ้า calcineurin ถูกกระตุ้น จะท าหน้าท่ีตัดหมู่
ฟอสเฟตของ NFAT ส่งผลให้ NFAT เข้าไปยังนิวเคลียสเพื่อไปกระตุ้นยีนประมวลรหัสไซโตไคน์ 
ได้แก่ IL-2 ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการกระตุ้น T-lymphocyte (Sugiura และคณะ, 2002) ตัวอย่าง
ยาท่ียับยั้ง calcineurin ได้แก่ FK506 และ cyclosporin A ซึ่งเป็นยากดภูมิคุ้มกันท่ีมีการใช้กันอยู่
ท่ัวไป 

 ถ้าสารออกฤทธิ์ไปยับยั้งท่ีโปรตีนไคเนส  Mck1  สารออกฤทธิ์ท่ีได้น่าจะเป็นสาร
ออกฤทธิ์ต้านโรคเบาหวานประเภทท่ี 2 (Diabetes type 2) และหรืออาจเป็นสารต้านโรค 
Alzheimer เน่ืองจากโปรตีน Mck1 ซึ่งเป็นส่วนหน่ึงในวิถีส่งสัญญาณแคลเซียมน้ีมีความ

คล้ายคลึงกับ GSK-3 ในมนุษย์ (Kassir และคณะ, 2006) GSK-3 มีกลไกการท างานตรงกัน
ข้ามกับกระบวนการสร้างไกลโคเจน (Nikoulina และคณะ, 2000) ในผู้ป่วยโรคเบาหวานพบว่ามี

ระดับของ GSK-3 ผิดปกติ ดังน้ันการยับยั้ง GSK-3 อาจจะสามารถน าไปรักษาโรคเบาหวาน
ได้ นอกจากน้ีในระบบประสาทส่วนกลางของผู้ป่วยโรค Alzheimer  ได้ถูกพบการเกิดการ

ตกตะกอนของโปรตีน Tau สาเหตุเน่ืองมาจากระดับของ GSK-3 ท่ีผิดปกติ โดยมีการเติมหมู่
ฟอสเฟตให้โปรตีน Tau มากจนเป็นผลให้โปรตีนสูญเสียโครงสร้างและจับตัวตกตะกอนเกิดเป็นแอ
มีลอยด์ในระบบประสาทส่วนกลาง ส่งผลให้เซลล์สมองหรือระบบประสาทส่วนกลางเสียหาย 
(Bhat และคณะ, 2004)    
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 ดังน้ันสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีน่าจะได้จากวิธีการคัดกรองในระบบยีสต์น้ี ได้แก่ 
สารต้านการอักเสบ สารกดภูมิคุ้มกัน และสารต้านมะเร็ง เป็นต้น (ตารางท่ี 2.2) 
 
ตารางที่ 2.2 ความสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุลเป้าหมายกับฤทธ์ิทางชีวภาพในระบบคัดกรอง

ที่ใช้ยีสต์สายพันธ์ุกลาย zds1 เป็นเซลล์บ่งชี้ 
โมเลกุลเป้าหมาย ฤทธ์ิทางชีวภาพ 

Calcineurin Immunosuppressants (Sugiura และคณะ, 2002) 
Allergy remedy (Kawai และคณะ, 2007) 

MPK1 (ERK1, ERK2) Anticancer agent (Sebolt-Leopold และคณะ, 1999) 
MCK1 (GSK-3) Alzheimer disease (Bhat และคณะ, 2004) 

Type II diabetes (Nikoulina และคณะ, 2000) 
ท่ีมา : วชิรศักด์ิ  วังกังวาน, 2550 

2.6 ยากดภูมิคุ้มกัน 

ข้อมูลตามบัญชีจ าแนกโรคระหว่างประเทศฉบับแก้ไขครั้งท่ี 10 พ.ศ. 2548-2552 
พบว่าโรคเลือดและความผิดปกติเกี่ยวกับกลไกของระบบภูมิคุ้มกัน เป็นสาเหตุให้มีจ านวนและ
อัตราการตายของประชากรสูงติด 10 อันดับแรกในประเทศไทย เมื่อเปรียบเทียบกับสาเหตุการ
ตายอื่นๆ  

โรคออโต้อิมมูน หรือโรคแพ้ภูมิตนเอง หรือโรคภูมิต้านทานเน้ือเยื่อของตนเอง 
(Autoimmune Diseases) เปนโรคท่ีมีสาเหตุเน่ืองมาจากมีภูมิต้านทานท่ีผิดปกติต่อแอนติเจนของ
เน้ือเยื่อร่างกายตนเอง และก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีเป็นอันตรายต่อร่างกาย ท้ังจากการท าลาย
เน้ือเยื่อโดยตรงจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกันท่ีผิดปกติ หรือจากการท่ีไปกระตุ้นหรือยับยั้งการท างาน
บางอย่างภายในร่างกายส่งผลให้เกิดความผิดปกติขึ้น โดยโรคออโต้อิมมูนน้ี ประกอบไปด้วยโรค
ต่างๆ จ านวนมาก โดยอาจแบ่งได้เป็นสองกลุ่มใหญ่ๆ คือ Organ-Specific Autoimmune 
Diseases คือเป็นโรคท่ีเกิดขึ้นกับอวัยวะใดอวัยวะหน่ึงเท่าน้ัน ก่อให้เกิดอาการได้ระบบเดียวหรือ
อวัยวะเดียว เช่น โรคเบาหวานชนิดท่ี 1 และ Grave's disease ซึ่งมีการท างานของต่อมไธรอยด์
มากกว่าปกติ เป็นต้น (Lesage และ Goodnow, 2001) และอีกกลุ่มหน่ึงคือ  Systemic 
Autoimmune Diseases คือโรคท่ีไม่เกิดขึ้นเพียงอวัยวะใดอวัยวะหน่ึง แต่มีพยาธิสภาพเกิดขึ้นกับ
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เน้ือเยื่อ หรืออวัยวะหลายอย่างในร่างกาย จึงก่อให้เกิดอาการได้หลายระบบ โรคในกลุมน้ีท่ีพบได    
บ่อยคือ Systemic lupus erythematosus (SLE) ซึ่งมักเกิดกับหลายๆ อวัยวะเช่น ผิวหนัง ไต 
สมอง หัวใจ และปอด เป็นต้น (Vyse และ Todd, 1996), โรค Rheumatoid arthritis ท่ีเกิดขึ้นได้
หลายอวัยวะ เช่น ข้อเล็กๆ ของมือและเท้า เป็นต้น (Firestein, 2003) และโรคสะเก็ดเงิน 
(Psoriasis) ซึ่งมีอาการผิวหนังอักเสบเป็นปื้นแดง ลอกเป็นขุยและมีอาการผิดปกติท่ีเล็บและข้อ
ต่างๆ ร่วมด้วย (Barker, 1998)  

การรักษาโรคออโต้อิมมูน ยังไม่มีวิธีการรักษาให้หายขาด ปัจจุบันเป้าหมายการ
รักษาคือต้องควบคุมอาการของโรคไม่ให้ก าเริบหรือมีอาการทรุดหนักขึ้น ท าให้ผู้ป่วยต้องได้รับ
ยากดภูมิ คุ้มกันในการรักษาอย่างต่อเน่ือง รวมไปถึงผู้ป่วยท่ีได้รับการเปล่ียนถ่ายอวัยวะก็
จ าเป็นต้องได้รับยากดภูมิคุ้มกันด้วย เน่ืองมาจากในปัจจุบันน้ีมีอัตราการเจ็บป่วยของผู้สูงอายุ
ส่วนใหญ่ด้วยโรคเร้ือรังต่างๆ มากขึ้นเรื่อยๆ เช่น โรคหัวใจ โรคมะเร็งท่ีอวัยวะต่างๆ เช่น ตับ ปอด 
เป็นต้น ผู้ป่วยจ านวนไม่น้อยจ าเป็นต้องได้รับการรักษาโรคดังกล่าวด้วยการเปล่ียนถ่ายอวัยวะ 
เน่ืองมาจากอวัยวะน้ันๆ ถูกใช้งานจนเส่ือมประสิทธิภาพ ไม่สามารถท างานได้ตามปกติแล้ว แพทย์
จะน าอวัยวะภายในมาผ่าตัดเปล่ียนให้กับผู้ป่วยท่ีจ าเป็นต้องได้รับการรักษาเพื่อให้มีชีวิตรอด
ต่อไป ท าให้การรักษาโดยการเปล่ียนถ่ายอวัยวะสามารถช่วยชีวิตผู้ป่วยได้เป็นอย่างมาก แต่ ท้ังน้ี
ผู้ป่วยท่ีได้รับการผ่าตัดเปล่ียนอวัยวะต้องได้รับยากดภูมิคุ้มกันเพื่อลดและป้องกันไม่ให้ระบบ
ภูมิคุ้มกันในร่างกายท าร้ายและปฏิเสธอวัยวะใหม่ ท้ังน้ีท าให้ท้ังผู้ป่วยโรคออโต้อิมมูนและผู้ป่วยท่ี
ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะต้องเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาเป็นจ านวนมากเน่ืองจากต้องใช้ยากด
ภูมิคุ้มกันในการรักษาอย่างต่อเน่ือง และอีกปัญหาส าคัญท่ีตามมาจากการรักษาดังกล่าวก็คือ 
ผลข้างเคียงอันไม่พึงประสงค์ต่อร่างกายผู้ป่วยน่ันเอง 

ยากดภูมิคุ้มกันท่ีใช้รักษาผู้ป่วยในปัจจุบันน้ันมีกลไกการออกฤทธิ์ ท่ีโมเลกุล
เป้าหมายแตกต่างกันไป ซึ่งสามารถแบ่งประเภทตามกลไกการท างานได้เป็น 5 กลุ่ม (ตารางท่ี 
2.3)  

 
 

 
 
 
 

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/article/003006.htm
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ตารางที่ 2.3 กลไกการท างานของยากดภูมิคุ้มกัน  
กลไกการท างาน ยากดภูมิคุ้มกัน โมเลกุลเป้าหมาย 

1. ควบคุมการแสดงออกของยีน Glucocorticoids Glucocorticoid 
receptors 

2. เกิดปฏิกิริยาการแทนท่ีด้วยหมู่ 
Alkyl (Alkylation) 

Cyclophosphamide DNA 

3. ยับยั้งการท างานของ Kinase 
และ Phosphatase 

Cyclosporin A 
Tacrolimus 
Rapamycin 

Calcineurin 
Calcineurin 
Cyclin kinase 
cascade 

4. ยับยั้งการสังเคราะห์ Purine Azathioprine 
Mycophenolate 
Mofetil 

Several enzymes 
IMPDH 

5. ยับยั้งการสังเคราะห์ 
Pyrimidine 

Leflunomide 
Methotrexate 

DHOD 
Thymidylate 
synthase 

ท่ีมา : Allison, 2000 
 

ยากดภูมิ คุ้มกัน Tacrolimus (FK506) จัดเปนยากดภูมิ คุมกันในกลุม 
calcineurin inhibitor เป็นท่ีนิยมใช้เน่ืองจากมีประสิทธิภาพสูง มักใช้รักษาผู้ป่วยท่ีได้รับการ
เปล่ียนถ่ายอวัยวะ เช่น ตับและไต รวมไปถึงผู้ป่วยท่ีมีภูมิคุ้มกันบกพร่องเพื่อป้องกันปฏิกิริยา
ปฏิเสธอวัยวะในผูป่วย Tacrolimus เปนยากลุมเดียวกับยา Cyclosporin-A ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง 
calcineurin โดยการออกฤทธิ์ของยา Tacrolimus เร่ิมจากการท่ียาจับกับโมเลกุลเป้าหมายภายใน
เซลล์คือ FK506-binding protein-12 (FKBP-12) จากน้ัน Tacrolimus-FKBP-12 complex จะไป
จับกับ calcineurin (calcium/calmodulin- dependent protein phosphatase) ท าให้เกิดการ
ยับยั้งการท างานของ calcineurin  
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การท างานของ calcineurin ใน T-lymphocyte น้ัน calcineurin จะถูกกระตุ้น
โดยอาศัยแคลเซียมและ calmodulin ร่วมกัน ซึ่งจะท าหน้าท่ีเป็นเอนไซม์ตัดหมู่ฟอสเฟต 
(dephosphorylation) ออกจาก Nuclear-factor activated T-cell (NFAT) ส่งผลให้ NFAT มีการ
เคล่ือนท่ีจากไซโตพลาสซึมเข้าสู่นิวเคลียส และไปท าการกระตุ้นกระบวนการถอดรหัสยีนของ 
lymphokines เช่น เกิดการผลิต interleukin-2 (IL-2) และกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของ T-
lymphocyte ตามล าดับ ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ของยากดภูมิคุ้มกัน Tacrolimus น้ัน ยาจะจับ
กับโปรตีนเป้าหมาย FKBP ก่อน จากน้ันโปรตีนเชิงซ้อน Tacrolimus-FKBP จะมาจับและออกฤทธิ์
ยับยั้ง calcineurin ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการผลิต IL-2 ท าให้ปริมาณ IL-2 ลดลงและการเพิ่ม
จ านวนของ T-lymphocyte จึงลดลงด้วยตามล าดับ (ดังภาพท่ี 2.2) ยาจึงสามารถกดภูมิคุ้มกันได้ 
(Suthanthiran และ Strom, 1997)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.2 แบบจ าลองกลไกการออกฤทธ์ิของยา Tacrolimus  
ท่ีมา : Westhoff และ van der Giet, 2007 
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แต่อย่างไรก็ตามแมวายา Tacrolimus จะมีประสิทธิภาพดีในการกดภูมิคุ้มกัน แต
การใชยายังมี   ขอจ ากัดเน่ืองจากมักเกิดผลข้างเคียงอันไมพึงประสงคกับผู้ป่วย ไดแก อาการพิษ          
ตอระบบประสาท มีความเป็นพิษตอไต และกอใหเกิดโรคเบาหวาน (Pirsch และคณะ, 1997)  
นอกจากน้ีการใช้ยาในกลุ่มของสเตียรอยด์ มักพบผลข้างเคียงท่ีไม่พึงประสงค์อย่างรุ นแรงต่อ
ผู้ป่วยมากมายหลายประการ เช่น การติดเชื้อ กดการท างานของระบบท่ีควบคุมการหล่ังฮอร์โมน 
และผลต่อระบบประสาทส่วนกลาง (Xie และคณะ, 1992) แพทย์จึงหันมานิยมใช้ยาในกลุ่มท่ี
ไม่ใช่สเตียรอยด์กันอย่างกว้างขวาง แต่อย่างไรก็ตามการใช้ยากลุ่มท่ีไม่ใช่สเตียรอยด์น้ี ก็ยังพบ
ผลข้างเคียงท่ีเกิดกับกระเพาะอาหารและล าไส้ เช่น ปวดท้อง คล่ืนไส้ อาเจียน แสบท้อง และ
อาหารไม่ย่อย เป็นต้น (Fries และคณะ, 1991) ดังน้ันยากดภูมิคุ้มกันชนิดใหม่ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงในการลดการอักเสบได้ดี สามารถใช้ได้สะดวก ราคาถูก และท่ีส าคัญคือไม่มีผลข้างเคียงต่อ
ผู้ป่วย  จึงยังคงเป็นท่ีต้องการในวงการแพทย์เป็นอย่างมาก  ปัจจุบันจึงมีการคิดค้นพัฒนาผลิตตัว
ยาใหม่ๆ ออกมามากมายอย่างต่อเน่ือง แต่โอกาสในการค้นพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ 
ท่ีมีกลไกการออกฤทธิ์กดระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจง หรือมีประสิทธิภาพสูงน้ันหาได้ยาก 
ท าให้ยาส่วนใหญ่ท่ีใช้รักษาในปัจจุบันมักมีราคาแพงมาก 

 
2.7 สมุนไพรส่องฟ้าดง 

 ส่องฟ้าดง เป็นพืชสมุนไพรไทยหายากชนิดหน่ึง มีชื่อพื้นเมืองซึ่งเรียกแตกต่างกัน
ไปตามแต่ละท้องถิ่นคือ โปร่งฟ้า (ภาคกลาง), ล่องฟ้า (อุดรธานี), ส่องฟ้าดง (เลย), เหม็น 
(จันทบุรี )  และสมุยหอม (นครศรีธรรมราช ) และมีชื่ อทางวิทยาศาสตร์ คือ  Clausena 
harmandiana (Pierre) ซึ่งอยู่ในวงศ์ Rutaceae พบได้ตามภาคตะวันออก ภาคใต้ และ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยพืชในสกุล Clausena หลายชนิดได้ถูกค้นพบและมีการ
น ามาใช้เป็นสมุนไพรรักษาโรคมากมายในประเทศอินเดีย เช่น ใช้รักษาอาการท้องเสีย อาการโรค
น่ิวในไต อาการปวดท่ีเกิดจากโรคตับและม้าม เป็นต้น (Chopra และคณะ, 1956) และยังมี
รายงานก่อนหน้าน้ีท่ีพบว่า C. anisata, C. heptaphylla, C. indica, C. wampi และ C. 
pentaphylla มีฤทธิ์ลดการบีบตัวของกล้ามเน้ือเรียบได้ (spasmolytic activity) (Patnaik และ 
Dhawan, 1982) แต่อย่างไรก็ตามในปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของส่องฟ้าดง 
หรือ Clausena harmandiana (Pierre) ได้มีการรายงานพบแต่เพียงฤทธิ์ ต้านจุ ลินทรีย์ 
Escherichia coli TISTR 780, Salmonella typhimurium TISTR 292, Staphylococcus aureus 
TISTR 1466 และ methicillin-resistant S. aureus (MRSA) SK1 ของสารในกลุ่ม carbazole 
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alkaloids ท่ีแยกได้จากกิ่งของส่องฟ้าดง (Maneerat และคณะ, 2012) จึงมีความน่าสนใจเป็น
อย่างยิ่งส าหรับการศึกษาค้นหาหาฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ จากส่องฟ้าดง 

ตามภูมิปัญญาไทย ส่องฟ้าดงมีสรรพคุณใช้เป็นยาสมุนไพร โดยน ารากต้มน้ าด่ืม 
แก้ไข้ ปวดศีรษะ แก้ผิดส าแดง ผสมกับรากหนามงัวซังและเหง้าว่านน้ าปริมาณเท่ากัน ต้มน้ าด่ืม 
แก้หลอดลมอักเสบ หรือผสมกับรากพังคี ต้มน้ าดื่ม แก้จุกเสียด หรือผสมกับรากน้ านมราชสีห์ ราก
ทับทิมและเดือยไก่ป่า ผสมกับน้ ากินและทาตัวแก้ไข้ท ามะลา(อาการไข้หมดสติและตายโดยไม่
ทราบสาเหตุ) นอกจากน้ียังเป็นแหล่งอาหารธรรมชาติส าหรับแทะเล็มส่วนยอดและใบของโค 
กระบือ และสัตว์ป่า เป็นต้น ส่วนใบอ่อนเป็นอาหารผักเพื่อบริโภคส าหรับคนได้ (วงศ์สถิตย์  ฉ่ัวกุล 
และคณะ, 2543) 

ส าหรับลักษณะท่ัวไปของส่องฟ้าดง เป็นไม้พุ่มขนาดเล็ก ทรงต้นต้ังสูง ล าต้นมีสี
เขียวอมน้ าตาลเข้ม ใบประกอบเรียงสลับมีลักษณะเป็นแบบขนนกปลายค่ี (odd-pinately) ซึ่งมีใบ
ย่อยประมาณ 3-7 ใบ ลักษณะของใบมีรูปร่างแบบขอบขนานแกมรูปไข่ (ovate-oblong) ปลายใบ
แหลม (acute) ขอบใบมีรอยหยักแบบฟันเล่ือยห่าง (serrate) ขอบใบด้านล่างโค้งเบี้ยวเล็กน้อย ใบ
มีสีเขียวเข้ม ผิวใบมัน (lustrous) มีจุดน้ ามันโปร่งแสง (punctate) กระจายท่ัวใบ เมื่อส่องดูจะเห็น
ทะลุไปอีกด้านได้ หากส่องดูจุดน้ ามันบนใบกับท้องฟ้า จะเห็นลักษณะจุดคล้ายดาว จึงเป็นท่ีมา
ของชื่อส่องฟ้าดงหรือโปร่งฟ้า ส าหรับเส้นใบเรียงตัวแบบร่างแห (ภาพท่ี 2.3) ส่องฟ้าดงจะออกดอก
ในช่วงระหว่างเดือนมีนาคมถึงพฤศจิกายน ช่อดอกเป็นแบบแยกแขนง (panicle) ดอกมีขนาดเล็ก 
สีเหลืองอมเขียวอ่อน มีเกสรสีเหลือง มักติดผลในช่วงเดือนเมษายน โดยมีผลเป็นรูปกลมรี ผิวออก
ขรุขระ ผลอ่อนมีสีเขียว ผลแก่มีสีชมพูอมขาวและมีลักษณะค่อนข้างฉ่ าน้ า (ภาพท่ี 2.4) (วงศ์สถิตย์  
ฉ่ัวกุล และคณะ, 2543)  

จากรายงานก่อนหน้านี้มีการศึกษาวิจัยใช้ยีสต์เป็นระบบคัดกรองหาสารออกฤทธิ์
ต้านวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมจากพืชสมุนไพรและพืชหายากจากสวนป่าสมุนไพร ศูนย์
ศึกษาการพัฒนาเขาหินซ้อน อันเน่ืองมาจากพระราชด าริ จังหวัดฉะเชิงเทรา และพบว่าส่วนสกัด
อย่างหยาบของใบส่องฟ้าดง ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งวิถีการส่ง

สัญญาณของแคลเซียม เมื่อท าการคัดกรองด้วยระบบยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 (ณัฐพงศ์ ภักดี
ใหม่, 2551)  
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ภาพที่ 2.3 ลักษณะของต้นและใบส่องฟ้าดง 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 2.4 ลักษณะของช่อดอกและผลส่องฟ้าดง 
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บทท่ี  3 

วิธีด าเนินการวจิัย 

3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 
 
1. ตู้อบฆ่าเชื้อ (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
2. ตู้บ่มเชื้อ (incubator) รุ่น BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. ตู้เข่ียเชื้อ  รุ่น Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand 
4. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น S-20K ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 
5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน  (thermo-block) รุ่น  MylabTH Thermo-

Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea 
6. เครื่องชั่ง  รุ่น AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
7. เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) รุ่น GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
8. เครื่องน่ึงอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan 
9. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ  (bench-top centrifuge) รุ่น  2600 ของบริษัท  Denvelle, 

Germany 
10. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิพร้อมเครื่องเขย่า  (waterbath shaker) รุ่น  NST 2000 ของบริษัท 

EYELA, Japan 
11. เครื่องโซนิเคเตอร์ (Sonicator) รุ่น RK100 ของบริษัท BANDELIN, Germany 
12. เครื่องนับจ านวนเม็ดเลือด (Haemacytometer) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
13. ไมโครปิเปตต์  (micropipette) รุ่น  P10  P20  P100  P200  P1000 และ  P5000 ของบริษัท 

Gilson, France 
14. อุปกรณ์ส าหรับถ่ายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอร์ชั่น  4.4.1 ของบริษัท  
       Bio-Rad, USA     

15. ชุดเครื่องมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) Mini gel 
electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan 

16. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) รุ่น MW-2020 ของบริษัท Turbera, Singapore 
17. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (microplate reader) รุ่น Elx 800 ของบริษัท Bio-tek instrument, 

USA 
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18. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH-meter) รุ่น S20-K ของบริษัท Mettler-Toldo, Switzerland 
19. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส รุ่น ULT 1786 ของบริษัท 

FORMA Scientific, USA 
20. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332 ของ

บริษัท SANYO Electric, Japan 
21. ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส รุ่น Tiara ของบริษัท Mitsubishi electric, Japan 
22. ชุดเครื่องมือท า SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Protein III System) ของบริษัท 

Biorad, USA 
23. ชุดเครื่องมือท า semi-dry electrophoretic transfer cell รุ่น Trans-Blot® SD ของบริษัท Bio-

Rad, USA 
24. ถาดประกบฟิล์ม ของบริษัท OKAMOTO, Japan 
25. ฟิล์มเอ็กซ์เรย์ ของบริษัท Kodak, USA 
26. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Whatman, USA 
27. แผ่นกระจกสไลด์ ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
28. กระจกปิดสไลด์ ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
29. กล้อง inverted microscope ของบริษัท Olympus, Japan 
30. ปิเปตต์แก้ว (seropipette) 1, 5 และ10 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
31. ภาชนะเล้ียงเซลล์ (Tissue culture Flask ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร) ของบริษัท Corning 

Incorporation, USA 
32. ถาดเล้ียงเซลล์ 12 หลุม (tissue culture plate 12 well) ของบริษัท NUNC™ , Denmark 
33. ถาดเล้ียงเซลล์ 24 หลุม (tissue culture plate 12 well) ของบริษัท NUNC™ , Denmark 
34. ถาดเล้ียงเซลล์ 96 หลุม (tissue culture plate 12 well) ของบริษัท NUNC™ , Denmark 
35. ถาดเล้ียงเซลล์ 384 หลุม (tissue culture plate 96 well) ของบริษัท NUNC™ , Denmark  
36. บีกเกอร์ ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
37. ขวดรูปชมพู่ขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
38. ขวดใส่อาหารเล้ียงเซลล์ขนาด 100 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
39. หลอดเก็บเซลล์แช่แข็ง (cryotube) ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
40. ทิปปลอดอาร์เอ็นเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 2 , 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Corning Incorporation, USA 
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41. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA 
42. Polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane ของบริษัท Amersham Biosciences, UK 
43. กระบอกตวง (cylinder) ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
44. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
45. หลอดพีซีอาร์ (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
46. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, USA 
 

3.2 เคมีภัณฑ ์

1. Yeast extract ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
2. Glucose ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
3. Agarose gel ของบริษัท Prondisa, Spain  
4. Sodium hydroxide (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
5. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
6. Galactose ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
7. Yeast Nitrogen Base without Amino Acids ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
8. กรดอะมิโนทุกชนิด ของบริษัท Sigma, USA   
9. Glycerol ของบริษัท Carlo ERBA, France 
10. MTT (3-(4,5-dimethlthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ของบริษัท Bio Basic 

inc, Canada 
11. DEPC (diethylpyrocarbonate ) ของบริษัท Sigma, USA 
12. Random hexamer ของบริษัท Fermentus, Canada 
13. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Fermentus, Canada 
14. EGTA (Ethylene-bis (oxyethylenenitrilo) tetraacetic acid tetrasodium) (C14H20N2O10Na4) 

ของบริษัท Sigma, USA 
15. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
16. Potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
17. Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
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18. Sodium di-hydrogen phosphate (Na2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
19. Sodium phosphate (NaH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
20. Sodium carbonate (Na2CO3) ของบริษัท Merck, Germany 
21. Magnesium chloride (MgCl2) ของบริษัท Merck, Germany 
22. Magnesium sulfate (MgSO4) ของบริษัท Merck, Germany 
23. HPLC water ของบริษัท Merck, Germany 
24. Tag polymerase ของบริษัท Fermentus, Canada 
25. M-MuLV reverse transcriptase ของบริษัท Fermentus, Canada 
26. dNTP mix ของบริษัท Fermentus, Canada 
27. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Sigma, USA 
28. Tween20 ของบริษัท Sigma, USA 
29. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 
30. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA Absolute alcohol ของบริษัท Merck, Germany 
31. 100 bp และ 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas, USA 
32. Isopropanol ของบริษัท Merck, Germany 
33. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
34. β-mercapto-ethanol ของบริษัท Sigma, USA 
35. Protease inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
36. Buffer A ส าหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
37. Buffer B ส าหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
38. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
39. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) ของบริษัท Sigma, USA 
40. Ionomycin ของบริษัท Sigma, USA 
41. Acrylamide/Bisacrylamide 40% solution ของบริษัท Sigma, USA 
42. TEMED (N,N,N,N-Tetramethyethylenediamide) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
43. Amonium persulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
44. Dithiothreitol (DTT) ของบริษัท USB corporation, USA 
45. ECL western bloting ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
46. Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 



 
 
28 

47. Tris buffer pH 8.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
48. Tris buffer pH 6.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
49. Prestain molecular weight marker ของบริษัท Fermentus, Canada 
50. Bromphenol blue ของบริษัท Sigma, USA 
51. น้ ายาลางฟลม ของบริษัทเจเนเซน 
52. BCATM protein assay ของบริษัท PIERCE Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 
53. NFAT Tag Antibody ของบริษัท Cell Signaling Technology Inc, USA  
54. Anti-Actin, clone C4 ของบริษัท Cell Signaling Technology Inc, USA  
55. Donkey anti-rabbit IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
56. Sheep anti-Mouse Ig, (H+L) HRP conjugate ของบริษัท Cell Signaling Technology Inc, 

USA   
57. Fetal Bovine Serum (FBS) ของบริษัท Hyclone 
58. อาหารเล้ียงเซลล ของบริษัท Hyclone 
59. Dimethysulfoxide (DMSO) ของบริษัท Sigma, USA 
60. Trypan blue 0.5%w/v ของบริษัท Biochrom AG, Germany 
61. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
62. Trizol reagent ของบริษัท Invitrogen, CA 
63. Phosphatase inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
64. Ortho-nitrophenyl-b-D-GALactopyranoside (ONPG) ของบริษัท Merck, Germany 
65. Hoechst 33342 ของบริษัท Sigma, USA 
66. FK506 ของบริษัท Sigma, USA 
67. Skim milk ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

หมายเหตุ  สารเคมีท่ีใช้ในการทดลองทุกชนิดเป็นเกรดเพื่อการวิเคราะห์ (analytical grade) 
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3.3 ยีสต ์
 รายละเอียดของยีสต์ท่ีใช้ในการทดลองได้แสดงในตารางท่ี 3.1  
 
ตารางที่ 3.1 สายพันธ์ุยีสต์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 

สายพันธ์ุยีสต ์ จีโนไทป ์ แหล่งทีม่า 
W303 trp1-1 leu2-3 ade2-1 ura3-1  

112 his3-11 can1-100 
R. Rothstein 

YNS17, zds1 เหมือนกับ W303 ยกเว้น 
zds1::TRP1  
syr1::HIS3   pdr1::hisG-URA3-
hisG pdr3::hisG-URA3-hisG 

ได้รับมาจาก Professor 
Tokichi  Miyakawa, 
Hiroshima University;  

mpk1 เหมือนกับ W303 ยกเว้น TRP1 
mpk1::HIS3 syr1::HIS3  
pdr1::hisG-URA3-hisG 
pdr3::hisG-URA3-hisG 

ได้รับมาจาก Professor 
Tokichi  Miyakawa, 
Hiroshima university 

cnb1 เหมือนกับ W303 ยกเว้น TRP1 
cnb1::HIS3 syr1::HIS3  
pdr1::hisG-URA3-hisG 
pdr3::hisG-URA3-hisG 

ได้รับมาจาก Professor 
Tokichi  Miyakawa, 
Hiroshima university 

YRC1, zds1 

[GAL1p-CMP2C] 

เหมือนกับ W303 ยกเว้น GAL-

CMP2C::URA3 zds1::TRP1  
erg3::HIS3 pdr1::higG 
pdr3::hisG 

ได้รับมาจาก Professor 
Tokichi  Miyakawa, 
Hiroshima university 

 
 
3.4 เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ 
 Jurkat (Human acute T cell leukemia) รหัส (ATCC number) CRL-2063  
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3.5 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองแสดงในตารางท่ี 3.2 

 
ตารางที่ 3.2 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 
ยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ Tm(ºC) หมายเหตุ 
Interleukin-2 ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ 

5’-ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTT-3’ 
รีเวิร์ดไพรเมอร์ 
5’-GTTAGTGTTGAGATGATGCTTTGAC-3’ 

55 ออกแบบใน
งานวิจัยน้ี 
 

Beta-actin ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร ์
5’-ACCAACTGGGACGACATGGAGAA-3’ 
รีเวิร์ดไพรเมอร์ 
5’-GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC-3’ 

55 ออกแบบใน
งานวิจัยน้ี 
 

 
 
3.6 แอนติบอดีที่ใช้ในการท าเวสเทิรน์บลอต 

แอนติบอดีท่ีใช้ในการท าเวสเทิร์นบลอต ดังแสดงในตารางท่ี 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 แอนติบอดีที่ใช้ในการท าเวสเทิร์นบลอตที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 

แอนติเจน อัตราส่วนแอนติบอดีปฐมภูมิ
ต่อ Blocking solution 

อัตราส่วนแอนติบอดีทตุิยภูมิ
ต่อ Blocking solution 

NFAT1 Rabbit anti-NFAT1  
1:1,000 

Donkey anti-rabbit IgG-HRP 
1:4,000 

Actin Mouse anti-Actin  
1:10,000 

Sheep anti-Mouse Ig-HRP 
1:4,000 
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3.7 การเก็บตัวอย่างใบส่องฟ้าดง 

 ใบส่องฟ้าดง ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์ศึกษาการพัฒนาเขาหินซ้อน อัน
เน่ืองมาจากพระราชด าริ จังหวัดฉะเชิงเทรา น ากิ่งส่องฟ้าดงท่ีมีใบที่สมบูรณ์ ดอก และ/หรือ ผล 
น ามาอัดให้แห้ง น าตัวอย่างแห้งไปตรวจสอบชนิดและเทียบเคียงกับตัวอย่างพรรณไม้ท่ีหอพรรณ
ไม้ กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธุ์พืช (Forest Herbarium-BKF) โดยได้รับหมายเลข
ทะเบียนตัวอย่างพรรณไม้อา้งอิงงานวจิัย (voucher specimen) คือ BKF 171577 

 
3.8 การแยกเป็นส่วนย่อยและท าให้บริสุทธ์ิของสารสกัดหยาบส่องฟ้าดง 

ในขั้นตอนการแยกเป็นส่วนย่อยและท าให้บริสุทธิ์ของส่วนสกัดหยาบจากส่องฟ้า
ดง ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการทางเคมีของผศ.ดร.บุญเอก  ยิ่งยงณรงค์กุล ภาควิชา
เคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง ซึ่งท าการแยกเป็นส่วนย่อยด้วยเทคนิคทาง 
Column Chromatography จนได้เป็นสารประกอบส่วนย่อย จากน้ันน าส่วนย่อยต่างๆ ท่ีได้รับมา
ท าการทดสอบติดตามฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์จนได้สารบริสุทธิ์ โดย
วิธีการทดสอบฤทธิ์บนอาหารแข็งได้ด าเนินตาม (Wangkangwan และคณะ, 2009) โดยใช้ยีสต์
สายพันธุ์กลาย ∆zds1 (MATa trp1-1 leu2-3 ade2-1 ura3-1 112 his3-11 can1-100 
zds1::TRP1 syr1::HIS3 pdr1::hisG-URA3-hisG pdr3::hisG-URA3-hisG (Chanklan และ
คณะ, 2008) โดยมีวิธีการทดสอบดังน้ี เตรียมอาหารกึ่งแข็ง YPAUD (ภาคผนวก ก)   ปริมาณ  8 
มิลลิลิตร/หลอด ท่ีท าการหลอมจนเป็นเน้ือเดียวกัน และเก็บไว้ที่  55 องศาเซลเซียสในอ่างน้ า
ควบคุมอุณหภูม ิ จากน้ันท าการผสมอาหารเล้ียงเชื้อ, เซลล์บ่งชี้ ∆zds1 (6 x 105 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร) และ CaCl2 ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 150 มิลลิโมลาร์ตามล าดับ เทอาหารเล้ียงเชื้อ
ดังกล่าวในจานเพาะเชื้อ รอให้อาหารแข็งและหยดส่วนสกัดท่ีได้ (ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร โดยใช้สาร FK506 ความเข้มข้น 500 นาโนโมลาร์ ปริมาตร 2 
ไมโครลิตรและ DMSO ปริมาตร 5 ไมโครลิตรเป็นชุดควบคุมผลบวกและผลลบตามล าดับ เมื่อสาร
ซึมลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแล้ว น าไปบ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วัน แล้วจึงอ่านผลการ
ทดลองโดยสังเกตการเจริญของยีสต์บนจานเพาะเชื้อเปรียบเทียบชุดทดสอบกับชุดควบคุมผลบวก
และผลลบ 
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3.9 การท าละลายสารประกอบคูมารนิ 

 ท าละลายสารประกอบคูมารินด้วยตัวท าละลาย DMSO โดยท าการชั่ง
สารประกอบคูมารินน้ าหนัก 3.98 มิลลิกรัม เติมตัวท าละลาย DMSO ลงไปเล็กน้อยแล้วน าไปปั่น
ผสมด้วยเครื่องปั่นผสมสารจนสารละลายเข้าเป็นเน้ือเดียวกัน จากน้ันจึงค่อยๆ เติมตัวท าละลาย 
DMSO ลงไปและท าการปั่นผสม    จนครบปริมาตร 100 ไมโครลิตร ได้สารประกอบคูมารินความ
เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ (น้ าหนักโมเลกุลของสารประกอบคูมารินคือ 398 กรัมต่อโมล) 

 การน าสารประกอบคูมารินไปใช้ในการทดลองต่อไป ต้องท าการผสม
สารประกอบคูมารินกับอาหารเล้ียงเชื้อหรืออาหารเล้ียงเซลล์ โดยมีขั้นตอนดังน้ี เติมสารประกอบ 
คูมารินท่ีละลายในตัวท าละลาย DMSO ลงในหลอดทดลองใหม่ จากน้ันค่อยๆ เติมอาหารเล้ียง
เชื้อหรืออาหารเล้ียงเซลล์ลงไปปริมาตร 10 ไมโครลิตร น าไปปั่นผสมด้วยเครื่องปั่นผสมสารจน
สารละลายเข้าเป็นเน้ือเดียวกัน จากน้ันจึงเติมอาหารเล้ียงเชื้อหรืออาหารเล้ียงเซลล์ ลงไปใน
ปริมาตรท่ีเพิ่มขึ้นแบบเท่าตัว และน าไปปั่นผสมด้วยเครื่องปั่นผสมสารจนสารละลายเข้าเป็นเน้ือ
เดียวกัน ค่อยๆ เติมจนได้ครบปริมาตรท่ีต้องการ การละลายด้วยวิธีดังกล่าวจะท าให้สารประกอบ
คูมารินไม่ตกผลึกและจับตัวเป็นก้อน  

 
3.10 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินในการยับย้ังวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม
ในยีสต์ 

ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ของสารประกอบคูมาริน
โดยการติดตามผลการเจริญของยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 ในอาหารเหลวท่ีมีสารประกอบคูมา
ริน โดยน ายีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 เล้ียงในอาหารเหลว Yeast Peptone Adenine Uracil 
Dextrose (YPAUD)  จนกระท่ังมีความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยอยู่ในช่วง  early log phase 
(0.5-1 x 107เซลล์ต่อมิลลิลิตร) แล้วปั่นแยกตะกอนเซลล์และละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเหลว 
YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากน้ันนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ แล้วปรับความเข้มข้น
สุดท้ายของเซลล์แขวนลอยให้เป็น    5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  ท าการทดสอบกับสารประกอบคู
มารินท่ีความเข้มข้นต่างๆ โดยแปรผันความเข้มข้นของสาร (ไมโครโมลาร์) บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 30 นาท ีโดยใช้ FK506  ความเข้มข้น 250 นาโนโมลาร์ และ DMSO ร้อยละ 0.5 เป็นชุด
ควบคุมผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามล าดับ  จากน้ันจึงเติม CaCl2 ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็น 100 มิลลิโมลาร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จากน้ันท าการนับจ านวนเซลล์ยีสต์ทุกๆ 2 
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ชั่วโมงเป็นเวลานาน  14 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์เพ่ือติดตามการเจริญของเซลล์ด้วยฮีมาไซโท
มิเตอร์  
 
3.11 การศึกษาหาโมเลกุลเป้าหมายของสารประกอบคูมารินในวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมในยีสต์  

 สารประกอบคูมารินสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณแคลเซียมได้ แต่
ไม่ทราบว่ายับยั้งท่ีต าแหน่งหรือช่วงใดของวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม ดังน้ันการทดลอง
ดังต่อไปน้ีจะท าการศึกษาหาโมเลกุลเป้าหมายเบื้องต้นของสารออกฤทธิ์ในการยับยั้บการส่ง
สัญญาณของแคลเซียมในเซลล์ยีสต์ 

3.11.1 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์
ยีสต์ 

เน่ืองจากสารออกฤทธิ์อาจออกฤทธิ์ยับยั้งแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ได้ 
จึงต้องมีการตรวจสอบระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ ซึ่งมีวิธีการดังน้ี น ายีสต์สายพันธุ์  W303 
(trp1-1 leu2-3 ade2-1 ura3-1 112 his3-11 can1-100, จาก SGD’s culture collection) ท่ีมี 
พลาสมิด pKC190 (Matheos และคณะ, 1997) อยู่ภายในเซลล์ โดยพลาสมิด pKC190 
ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ของยีน PMR2A ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตอบสนองต่อระดับแคลเซียม
อิสระภายในเซลล์ ซึ่งต่อกับยีนแสดงผล lacZ ซึ่งประมวลรหัสเอนไซม์ β-galactosidase (ภาพท่ี 
3.1) (Cunningham และ Fink, 1996) เมื่อมีระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์เพิ่มขึ้น แคลเซียม
อิสระจะจับกับ calmodulin และจะไปกระตุ้นการท างานของ calcineurin ซึ่งจะส่งผลให้มีการ
กระตุ้น promoter และมีการแสดงออกของยีนประมวลรหัสดังกล่าว จึงเป็นผลให้เกิดการสร้าง
เอนไซม์ β-galactosidase ขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
34 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.1 แบบจ าลองส่วนประกอบภายในพลาสมิด pKC190 และการตอบสนอง
ต่อระดับแคลเซียมอิสระในเซลล์ 

ท่ีมา : วชิรศักด์ิ วังกังวาน, 2550 

โดยการทดลองมีรายละเอียดดังน้ี น ายีสต์สายพันธุ์ดังกล่าวเล้ียงในอาหารเล้ียง
เชื้อเหลว YPAUD จนกระท่ังมีความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยอยู่ในช่วง exponential phase     
(2 – 5 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปั่นแยกตะกอนเซลล์และละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว YPAUD จากน้ันนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ แล้วปรับความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์
แขวนลอยให้เป็น 1 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และเติมสารประกอบคูมารินให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
ตามต้องการ บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที โดยใช้สาร FK506 ความเข้มข้น 500 นา
โนโมลาร์, MgCl2 และ DMSO ร้อยละ 0.5 เป็นชุดควบคุมผลการทดลอง จากน้ันเติม CaCl2 ให้ได้
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100 มิลลิโมลาร์ และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
จากน้ันน าเซลล์แขวนลอยท่ีได้มาวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ β-galactosidase (β-galactosidase 

activity) ด้วยวิธี β-galactosidase liquid assay for yeast (Joseph และ Russell, 2001)  

การสกัดเซลล์ยีสต์เพื่อตรวจหาระดับของเอนไซม์ β-galactosidase มี
รายละเอียดดังน้ี ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยใช้ blank เป็น
อาหารเล้ียงเชื้อเหลว YPAUD บันทึกค่าที่ได้ และน า 1 มิลลิลิตรของเซลล์แขวนลอยมาปั่นแยก
เซลล์ จากน้ันน าสารละลายเซลล์ยีสต์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาท ีแล้วเทส่วนน้ าใสออก ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Z-buffer (ภาคผนวก 
ข) 150 ไมโครลิตร จากน้ันเติมคลอโรฟอร์ม 50 ไมโครลิตรและ 0.1% SDS 20 ไมโครลิตร น าไป

Calmodulin Ca2+ 

Calcineurin 

 -galactosidase 

URA 3 

pKC 190 

PMR2A lacZ 
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ปั่นผสมด้วยเครื่องปั่นผสมสารที่ความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 15 นาที เติม Ortho-nitrophenyl--D-
galactopyranoside (ONPG) (1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ท่ีมีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซยีส 
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันพร้อมกับจับเวลาเริ่มต้นปฏิกิริยา  บ่มท่ี 30  องศาเซลเซยีส
จนกว่าสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีเหลืองอ่อน จดบันทึกเวลาที่ใช้ (หน่วยวินาที) จากน้ันหยุด
ปฏิกิริยาด้วยการเติม Na2CO3 1 โมลาร์ 500 ไมโครลิตร และน าไปปั่นผสมสารให้สารละลายเป็น
เน้ือเดียวกัน จากน้ันน าไปปั่นแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที โดย
เก็บส่วนใสใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ เพื่อน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร โดย
ใช้ blank เป็น ONPG 700 ไมโครลิตรผสมกับ Na2CO3 1 โมลาร์ 500 ไมโครลิตร ค านวณหาแอคติ
วิตีของเอนไซม ์β-galactosidase โดยใช้สมการต่อไปน้ี 

A420 x 1,000 
β-galactosidase activity (miller unit)  =  
                A600 x T x V 

OD420 = ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนใสท่ี 420 นาโนเมตร 

OD600 = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ยีสต์ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว YPAUD ท่ี 
600 นาโนเมตร 

T = เวลาที่ท าให้สารละลายเปล่ียนสีจากสีขาวเป็นสีเหลืองอ่อน ในหน่วยวินาที 

V = ปริมาตรของเซลล์แขวนลอยท่ีใช้  
 
3.11.2 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินตอโปรตีน Mpk1 และ calcineurin ใน

เซลล์ยีสต์ 
เมื่อแคลเซียมอิสระเข้าสู่ภายในเซลล์ยีสต์แล้ว วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียม

น้ันเกิดขึ้นได้โดยการส่งสัญญาณผ่าน 2 วิถีคู่ขนานได้แก่ วิถีท่ีส่งสัญญาณของแคลเซียมผ่าน 
Mpk1  และวิถีท่ีส่งสัญญาณของแคลเซียมผ่าน calcineurin (ดังรูปท่ี 1) ดังน้ันในการทดลองน้ีจึง
ต้องศึกษาว่าโมเลกุลเป้าหมายของสารประกอบคูมารินคือ โปรตีน Mpk1 หรือ calcineurin โดย
อาศัยวิธีทางพันธุศาสตร์ของยีสต์ท่ีเรียกว่า Synthetic lethality analysis ซึ่งมีหลักการดังน้ี ยีสต์ท่ี

มีการท าลายท้ังยีน MPK1 และยีน CNB1 (mpk1cnb1) ไม่สามารถเจริญได้ (lethal 

phenotype) แต่ยีสต์สายพันธุ์ท่ีมีการท าลายยีน MPK1 (mpk1) หรือมีการท าลายยีน CNB1 
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(cnb1) ยังสามารถเจริญได้ ดังน้ันหากสารออกฤทธิ์ท่ีได้ไปยับยั้ง ท่ีโมเลกุลเป้าหมายท่ีโปรตีน 

Mpk1 หรือ calcineurin จะท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลาย (cnb1) หรือ (mpk1)  ไม่สามารถเจริญ
ได้ ตามล าดับ ( Nakamura และคณะ , 1996) โดยการดูลักษณะการเจริญของสายพันธ์กลาย
ต่างๆเมื่อเติมสารออกฤทธิ์จะท าให้ทราบได้ว่า สารที่ได้ออกฤทธิ์ท่ีโมเลกุลเป้าหมายคือ Mpk1 หรือ 
calcineurin หรือไม่ โดยมีวิธีการดังน้ี 

ท าการทดสอบโดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลาย (cnb1 จีโนไทป์เหมือนกับ W303 
ยกเว้น  TRP1 cnb1::HIS3 syr1::HIS3  pdr1::hisG-URA3-hisG pdr3::hisG-URA3-hisG) หรือ 

(mpk1 จีโนไทป์เหมือนกับ W303  ยกเว้น  TRP1 mpk1::HIS3 syr1::HIS3  pdr1::hisG-URA3-
hisG pdr3::hisG-URA3-hisG) (วชิรศักด์ิ  วังกังวาน, 2550) วิธีการวัดการเจริญในอาหารเหลว 
(ดัดแปลงจากวิธีการท่ีระบุใน สิรินพร สุขสวัสด์ิอ านวย, 2552) มีรายละเอียดดังน้ี น ายีสต์สายพันธุ์
กลายเล้ียงในอาหารเหลว YPAUD  จนกระท่ังมีความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยอยู่ในช่วง early 
log phase (0.5-1 x 107เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปั่นแยกเซลล์และละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเหลว 
YPAUD จากน้ันนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ แล้วปรับความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์
แขวนลอยให้เป็น 5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดทดลองท่ีเติมสารประกอบคูมาริน  ใช้สาร 
FK506 ความเข้มข้น 250 นาโนโมลาร์และ DMSO ร้อยละ 0.5  เป็นชุดควบคุมผลบวกและชุด
ควบคุมผลลบตามล าดับ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากน้ันวัดการเจริญของยีสต์โดยท าการ
นับจ านวนเซลล์ทุกๆ 2 ชั่วโมงเป็นเวลานาน 14 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์เพื่อหาความหนาแน่นของ
เซลล์โดยการนับใต้กล้องด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ 

 
3.12 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อโมเลกุลเป้าหมายในยีสต์ โดยวิธีทาง    
พันธุศาสตร์ของยีสต์  

3.12.1 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการเจริญของยีสต์สายพันธ์ุกลาย 

zds1 [GAL1p-CMP2C] 

 ทดสอบโดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 overexpressed calcineurin 

[GAL1p-CMP2C]  การวัดการเจริญในอาหารเหลวมีรายละเอียดดังน้ี   น ายีสต์สายพันธุ์กลาย
เล้ียงในอาหารเหลว YPAUD  จนกระท่ังมีความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยอยู่ในช่วง early log 
phase (0.5-1 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปั่นแยกเซลล์  ละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเหลว 2% 
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galactose 1% raffinose SC medium จากน้ันนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ แล้วปรับ
ความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์แขวนลอยให้เป็น 5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดทดลองท่ี
เติมสารประกอบคูมารินความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์และ FK506 ความเข้มข้น 250 นาโนโม
ลาร์และ   DMSO ร้อยละ 0.5 เป็นชุดควบคุมผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามล าดับ แล้วบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส วัดการเจริญของยีสต์โดยท าการนับจ านวนเซลล์เพื่อหาความหนาแน่น
ของเซลล์โดยการนับใต้กล้องด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ 

 3.12.2 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อรูปร่างของเซลล์และการแบ่ง

นิวเคลียสของยีสต์สายพันธ์ุกลาย zds1 [GAL1p-CMP2C] 

 เซลล์ยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 เมื่อถูกเล้ียงในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
แคลเซียมสูง เซลล์จะหยุดการเจริญอยู่ท่ีระยะ G2 นอกจากน้ีแล้ววิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมยังมีผลท าให้รูปร่างของเซลล์ผิดปกติด้วย กล่าวคือ เซลล์ลูกท่ีแตกหน่ออกมาจะยืดยาว
ออก (elongated bud) และเมื่อย้อมดูนิวเคลียสพบว่า นิวเคลียสจะไม่ถูกแบ่งไปสู่เซลล์ลูกท่ียืด
ยาว (unequal nuclear division) (Bi และ Pringle, 1996) ในการทดลองน้ีจึงมุ่งหมายท่ีจะศึกษา
ผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อรูปร่างของเซลล์และการแบ่งนิวเคลียสของยีสต์สายพันธุ์กลาย 

zds1 [GAL1p-CMP2C] 

ทดสอบโดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 overexpressed calcineurin 

[GAL1p-CMP2C] เล้ียงในอาหารเหลว YPAUD  จนกระท่ังมีความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอย
อยู่ในช่วง early log phase (0.5-1 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปั่นแยกเซลล์  ละลายตะกอนเซลล์
ด้วยอาหารเหลว 2% galactose 1% raffinose SC medium จากน้ันนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซ
โทมิเตอร์ แล้วปรับความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์แขวนลอยให้เป็น 5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แบ่ง
ใส่หลอดทดลองท่ีเติมสารประกอบคูมารินความเข้มข้น 250 ไมโครโมลาร์และ  DMSO ร้อยละ 0.5 
เป็นชุดควบคุมผลลบ แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา  12 ชั่วโมง เก็บเซลล์ท่ี
ช่วงเวลาดังกล่าวมาดูลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และย้อมนิวเคลียสของเซลล์ด้วยสี Hoechst 
33342 และดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ 
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3.13 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการท างานของ calcineurin แบบ in vitro 

 ทดสอบผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อแอคติวิตีของ calcineurin ในหลอด
ทดลอง (in vitro assay) โดยใช้ชุด calcineurin Assay kit (Calbiochem, Germany) เพื่อวัดการ
ท างานของ calcineurin โดยอาศัยหลักการการเปล่ียนแปลงสีของสารตั้งต้น โดย calcineurin จะ
ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ phosphatase ตัดหมู่ฟอสเฟตออกจากสารตั้งต้น RII phosphopeptide ท า
ให้เกิดการปลดปล่อยหมู่ฟอสเฟตอิสระขึ้น จากน้ันสามารถวัดการท างานของ calcineurin ได้จาก
การวัดปริมาณฟอสเฟตอิสระ ซึ่งจะเปล่ียนสี Malachite green จากสีเหลืองเป็นสีเขียว ขั้นตอน
การทดลองมีรายละเอียดดังน้ี ท าการทดลองในถาดเล้ียงเซลล์แบบ 384 หลุม โดยใส่ calmodulin 
ท่ีละลายด้วย assay buffer 6.25 ไมโครลิตร, calcineurin 5 ไมโครลิตรและสารประกอบคูมารนิค
วามเข้มข้น 62.5, 125, 250 และ 500 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร (ก าหนดให้ชุด
ควบคุมผลบวกคือ FK506 ความเข้มข้น 150 นาโนโมลาร์ และชุดควบคุมผลลบคือ  DMSO ร้อย
ละ 0.5 และน้ ากล่ัน) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากน้ันเติม RII 
phosphopeptide 2.5 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เติม 
Malachite green 25 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 20 – 30 นาที จากน้ันน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ช่วงคล่ืน 620 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader และค านวณปริมาณฟอสเฟตอิสระของ
แต่ละชุดทดสอบจากกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของฟอสเฟตอิสระ
และค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 620 นาโนเมตร (ภาคผนวก ค) 
 
3.14 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อโมเลกุลเป้าหมายในเซลล์มนุษย์ 

3.14.1 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการอยู่รอดของเซลล์ไลน์มะเร็ง
ของมนุษย์ Jurkat โดยวิธี MTT proliferation assay 

เน่ืองจาก calcineurin มีบทบาทในกระบวนการกระตุ้นการท างานของเซลล์เม็ด
เลือดขาวชนิด T-lymphocyte ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายมนุษย์ การศึกษาฤทธิ์ทางชวีภาพ
ของสารประกอบคูมารินในเซลล์มนุษย์ จึงต้องทดลองโดยใช้เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด 
Jurkat ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-lymphocyte  ซึ่งต้องมีการทดลองหาช่วงค่าความ
เข้มข้นของสารที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้วิธี MTT proliferation assay (Mosmann, 1983) เพื่อ
ศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการเพิ่มจ านวนเซลล์ Jurkat โดยมีวิธีการทดลองดังน้ี เตรียม
เซลล์ความเข้มข้น 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หยอดลงในถาดเล้ียงเซลล์แบบ 96 หลุมปริมาตร 50 
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ไมโครลิตร เติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมสารประกอบคูมารินท่ีความเข้มข้นต่างๆ ซึ่งละลายใน 
DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงไป น าเซลล์ไปเพาะเล้ียงในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
บรรยากาศ CO2 5% นาน 24 ชั่วโมง โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า จากน้ันเติม MTT ความเข้มข้น 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งละลายใน Phosphate Buffered Saline (PBS) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ต่อหลุม บ่มไว้ในตู้บ่มอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% นาน 4 ชั่วโมง จากน้ันเติม 
HCl ความเข้มข้น 0.04 นอร์มัลในไอโซโพรพานอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุมโดยใช้ปิเปตต์
หลายช่อง (multi channel pipette) ดูดขึ้นลงให้ตะกอนสีม่วงละลายจนหมด จากน้ันน าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การมี
ชีวิตของเซลล์ (%viability) โดยใช้สมการต่อไปน้ี 
 

(ODtest average- ODblank average) x 100 

%Viability  =  

                         ODcontrol cell average- ODblank average 

ODtest average   = ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงของเซลล์ท่ีเติมสารประกอบคูมารินหรือ 

DMSO 

ODcontrol cell average  =    ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงของเซลล์ 

ODblank average   =   ค่าเฉล่ียการดดูกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีปราศจากซีรัม 
 
3.14.2 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับของ IL-2 โดยวิธี ELISA 

เตรียมเซลล์ความเข้มข้น 0.5x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หยอดลงในถาดเล้ียงเซลล์
แบบ 12 หลุมปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมสารประกอบคูมารินท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ ซึ่งละลายใน DMSO ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงไป บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
บรรยากาศ CO2 5% นาน 30 นาที จากน้ันกระตุ้นด้วย Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 
25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ Ionomycin (Io) 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าเซลล์ไปเพาะเล้ียงในตู้
บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันย้ายเซลล์ในแต่ละ
หลุมใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ หลอดละ 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8000 rpm 
นาน 5 นาที ดูดส่วนใสด้านบนเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส วิธีการท า ELISA ตาม
รายละเอียดดังน้ี ใส่ capture antibody (anti-human IL-2) ท่ีละลายใน coating buffer 100 
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ไมโครลิตร ในแต่ละหลุมของถาดเล้ียงเซลล์แบบ 96 หลุม น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ค้างคืน น ามาล้างด้วย PBST จ านวน 5 ครั้ง และใส่ assay diluents 200 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันน ามาล้างด้วย PBST จ านวน 5 ครั้ง ใส่ตัวอย่างท่ีเตรียมไว้
หรือสารมาตรฐาน (Recombinant human IL-2) ลงไป 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ข้ามคืน น ามาล้างด้วย PBST จ านวน 5 ครั้ง ใส่ detection antibody (Biotin-
conjugated anti-human IL-2) 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
PBST จ านวน 5 ครั้ง จากน้ันใส่ Avidin-HRP 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที 
และล้างด้วย PBST จ านวน 7 ครั้ง เติม substrate (TMB solution) 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที และใส่ stop solution (2N H2SO4) 50 ไมโครลิตร เพื่อหยุด
ปฏิกิริยา หลังจากน้ันน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร และน าค่าท่ีได้มาค านวณกับ
กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ IL-2 และค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วง
คล่ืน 450 นาโนเมตร  

 
3.14.3 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการแสดงออกที่ยีนเป้าหมายใน

เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ ด้วยวิธี RT-PCR 

ศึกษาผลต่อการแสดงออกของยีนเป้าหมายในเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ในเชิงกึ่ง
ปริมาณด้วยวิธี RT-PCR (Udvardi และคณะ, 2008) โดยมีขั้นตอนดังต่อไปน้ี 

3.14.3.1 การสกัดอาร์เอ็นเอ 

เตรียมเซลล์ความเข้มข้น 0.5x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หยอดลงในถาดเล้ียง
เซลล์แบบ 12 หลุม ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมสารประกอบคูมารินท่ี
ความเข้มข้นต่างๆ ซึ่งละลายใน DMSO ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงไป บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% นาน 30 นาที จากน้ันกระตุ้นด้วย Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและ Ionomycin (Io) 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน า
เซลล์ไปเพาะเล้ียงในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% นาน 24 ชั่วโมง 
จากน้ันย้ายเซลล์ในแต่ละหลุมใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ หลอดละ 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสด้านบนท้ิงจะได้ตะกอนเซลล์ จากน้ันน า
ตะกอนเซลล์ดังกล่าวมาสกัดอาร์เอ็นเอ โดยการใช้ TRIzol reagent (Invitrogen, CA) โดยมีวิธีการ
ดังน้ี ใส่ TRIzol reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ตะกอนเซลล์ ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 
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นาที จากน้ันใส่ chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าหลอดแรงๆ ประมาณ 15 วินาที ต้ังท้ิง
ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2-3 นาที เพื่อให้สารเกิดการแยกชั้น น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 12000 g เป็นเวลา 15 นาที จากน้ันค่อยๆ ดูดส่วนใสด้านบน ประมาณ 400 
ไมโครลิตร ย้ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท า
การผสมกันเบาๆ แบบกลับไปมา (invert) ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที จากน้ันน าไปปั่นเหวี่ยง
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 12000 g เป็นเวลา 10 นาที จะได้ตะกอนอาร์เอ็นเอ ท า
การเทส่วนใสท้ิง แล้วล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยร้อยละ 75 เอทานอลในน้ าปลอดประจุปลอด 
RNAse (DEPC water) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 7500 g เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิงแล้วท าให้ตะกอนอาร์เอ็นเอแห้ง จากน้ันละลายตะกอน
อาร์เอ็นเอด้วย DEPC water 25 – 40 ไมโครลิตร ท้ังน้ีขึ้นกับขนาดของตะกอน น าไปบ่มท่ี 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และน าไปหาค่าความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ โดยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ตามล าดับ โดยใช้ DEPC water เป็นตัว
เปรียบเทียบ (blank) ค านวณหาค่าความเข้มข้นของ RNA จากสมการดังน้ี  

ปริมาณ RNA (ไมโครกรัมต่อลิตร) = A260 x 40 x dilution factor 

A260 = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 

RNA 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 
เท่ากับ 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) ความบริสุทธิ์ของ RNA ค านวณได้จากอัตราส่วนระหว่าง 
A260/A280 ค่าที่เหมาะสมควรอยู่ในช่วง 1.8 - 2.0 ถ้าค่าน้อยกว่า 1.8 แสดงว่ามีโปรตีนปนเปื้อนสูง 
ถ้าค่ามากกว่า 2.0 แสดงว่ามี DNA ปนเปื้อนสูง 

3.14.3.2 การสังเคราะห์คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยรีเวอร์ส 
ทรานสคริปเทส 

ใช้อาร์เอ็นเอท่ีเตรียมได้ตามข้อ 3.5.2.1 จ านวน 100 นาโนกรัม -              
1 ไมโครกรัมต่อปฏิกิริยา เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใส่ในหลอดพีซี
อาร์ จากน้ันเติม random hexamer ความเข้มข้น 0.2 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร เติม DEPC water จนปริมาตรครบ 12.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสม
สารและปั่นเหวี่ยงให้สารละลายตกลงท่ีก้นหลอดพีซีอาร์ประมาณ 2-3 วินาท ีน าไปใส่ในเครื่องเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal Cycler, USA) โดยต้ังอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และ   
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4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาท ีน ามาเติม 5X Reverse Transcriptase buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
dNTP mix ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Ribonuclease inhibitor ความ
เข้มข้น 40 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสมสารและปั่น
เหวี่ยงให้สารละลายตกลงท่ีก้นหลอดพีซีอาร์ประมาณ 2-3 วินาที ต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 5 นาที 
เติม Reverse Transcriptase ความเข้มข้น 200 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ต้ังไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที จากน้ันด าเนินปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที ด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เก็บรักษาคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอท่ีได้เก็บท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส หรือน าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสต่อไป 

3.14.3.3 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ด าเนินปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอจากข้อ 3.5.2.2 
เป็นต้นแบบ ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอร์ลิเมอเรสด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal Cycler, 
USA) ตามส่วนผสมและสภาวะการท าปฏิกิริยาท่ีก าหนดไว้ ดังตารางท่ี 3.4 โดยใช้ไพรเมอร์ 

Interleukin-2 (IL-2) และ -Actin และตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะ
กาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และย้อมอะกาโรสเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 5-10 นาที   ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย Gel Documentation โปรแกรม 
Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad, USA)  

ตารางที่ 3.4 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสมในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (RT-PCR) 
ส่วนประกอบ ความเข้มขน้ ปริมาตร ความเข้มขน้สดุท้าย 

Reaction buffer 10 เท่า 2.5 ไมโครลิตร 1 เท่า 
ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร ์ 25 มิลลิโมลาร์ 1.25 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร์ 
รีเวิร์สไพรเมอร ์ 10 ไมโครโมลาร์ 1.25 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร์ 
dNTP mix 10 ไมโครโมลาร์ 0.5 ไมโครลิตร 200 ไมโครโมลาร์ 
Taq DNA polymerase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.2 ไมโครลิตร 1 ยูนิต 
Nuclease-free water   17.3 ไมโครลิตร  
cDNA 1 ไมโครกรัม/

ไมโครลิตร 
2 ไมโครลิตร  

ปริมาตรสุทธิ  25 ไมโครลิตร  
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ด าเนินสภาวะการท าปฏิกิริยาดังต่อไปน้ี 
Denaturation  1 รอบ 
Amplification   30 รอบ 
Extension  1 รอบ 

Denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  5 นาท ี
Amplification   ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  1 นาท ี

    ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาท ี  
    ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  1 นาท ี

Extension   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  10 นาท ี 

Cooling   ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
3.14.4 การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการแสดงออกของโปรตีน

เป้าหมาย NFAT โดยวิธีเวสเทิร์นบลอต 

ในกระบวนการกระตุ้นการท างานของ T-lymphocyte โดยผ่านการกระตุ้นของ 
calcineurin จะเกิดขึ้นโดยการตัดหมู่ฟอสเฟตออกจาก NFAT ส่งผลให้มีการเคล่ือนท่ีของ NFAT 
เข้าสู่นิวเคลียส และกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์เช่น Interleukin-2 ตามล าดับ ดังน้ันจึงต้องมี
การศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อโปรตีนเป้าหมาย NFAT ด้วย โดยวิธีเวสเทิร์นบลอต 

3.14.4.1 การสกัดโปรตีนส าหรับวเิคราะห์โดยวิธีเวสเทิร์นบลอต 

เตรียมเซลล์ความเข้มข้น 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์
ท่ีผสมสารประกอบคูมารินท่ีความเข้มข้นต่างๆ (12.5, 25, 50 ,75 และ 100 µM ตามล าดบั) ใน
ถาดเล้ียงเซลล์แบบ 24 หลุม ปริมาตรหลุมละ 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% นาน 30 นาที โดยมีชุดควบคุมผลบวกเป็น FK506 ความเข้มข้น 
100 นาโนโมลาร์ จากน้ันเติมสาร Ionomycin (Io) 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเล้ียงเซลล์ในตู้บ่ม
อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% นาน 24 ชั่วโมง มีชุดควบคุมผลลบเป็นเซลล์ท่ี
ไม่ได้เติมสาร Ionomycin  
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สกัดโปรตีนโดยน าเซลล์ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ น าไปปั่นแยกเซลล์
ท่ีความเร็วรอบ 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาท ี แล้วเทส่วนน้ าใสออก จากน้ันล้างตะกอน
เซลล์ด้วย PBS (อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นแยกเซลล์ท่ี
ความเร็วรอบ 7,500 รอบต่อนาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนน้ าใส
ออก เติม Buffer A (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร น าไปปั่นแยกเซลล์ท่ี
ความเร็วรอบ 7,500 รอบต่อนาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนน้ าใส
ออก จากน้ันเติม Buffer B (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) ท่ีผสม Phosphatase inhibitor (อัตราส่วน 
1 ไมโครลิตร/ Buffer B 100 ไมโครลิตร) ปริมาณ 25-30 ไมโครลิตร น าไปปั่นผสมด้วยเครื่องผสม
สาร (votex) ท่ีความเร็วสูงสุด นาน 1 นาที (ภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) และปั่นแยกเซลล์ท่ี
ความเร็วรอบ 7,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใส
ใส่หลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ เก็บที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

3.14.4.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bicinchoninic Acid Assay ( ฺBCA 
assay) 

ท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี  BCA assay โดยใช้ชุดทดสอบ 
BCATM protein assay kit ของบริษัท PIERCE ตามค าแนะน าของผู้ผลิต ดังน้ี เตรียม working 
reagent ด้วยการผสมรีเอเจนต์ A กับ รีเอเจนต์ B ในอัตราส่วน A:B เป็น 50:1 จากน้ันเตรียมสาร
มาตรฐาน BSA และสารตัวอย่าง โดยท าการเจือจางสารมาตรฐาน BSA 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร 
ด้วยน้ าปลอดประจุในถาดเล้ียงเซลล์แบบ 96 หลุม ซึ่งจะเจือจางลง 2 เท่าด้วยน้ าปลอดประจุท าให้
มีความเข้มข้นสุดท้าย 0, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 และ 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร 
ตามล าดับ และสารตัวอย่างเจือจางที่ความเข้มข้น 1:10 จ านวน 10 ไมโครลิตรด้วยน้ าปลอดประจุ 
(ท าสองหลุมต่อหน่ึงตัวอย่าง) เติม working reagent ลงไปในหลุมท่ีมีสารมาตรฐานและสาร
ตัวอย่างหลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่าถาดเล้ียงเซลล์แบบ 96 หลุม เบาๆประมาณ 30 วินาที ก่อน
น าไปเข้าตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาท ีจากน้ันน าถาดเล้ียงเซลล์แบบ 96 หลุมออกมา
วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 2-3 นาท ีแล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นา
โนเมตรโดยใช้เครื่อง microplate reader ค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีนและค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 540 นาโน
เมตร (ภาคผนวก ค) 
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3.14.4.3 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) 

เตรียมเจล SDS-polyacrylamide gel ขนาด 8.3x8.3 เซนติเมตร หนา 1.5 
มิลลิเมตร โดย separating gel และ stacking gel ใช ้acrylamide ความเข้มข้น 10% และ 5% 
ตามล าดับ (ภาคผนวก ข) เตรียมตัวอย่างทดสอบปริมาณ 20 ไมโครกรัม เติม staining buffer 
ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มท่ี 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีเพื่อท าลายโครงสร้างทุติยภูมิของ
โปรตีน หยอดสารละลายโปรตีนแต่ละตัวอย่างและโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุลลงใน
ช่อง SDS-polyacrylamide gel ท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าคงท่ีท่ี 50 โวลต์ เป็นเวลา
ประมาณ 3 ชั่วโมง ใน Western blot running buffer (ภาคผนวก ข) โดยใช้ชุดเครื่องมือ Protein 
III System ของบริษัท Bio-Rad, USA    

  
3.14.4.4 การถ่ายโอนโปรตีนจากเจลไปยัง polyvinylidine fluoride (PVDF) 

membrane 
หลังจากแยกโปรตีนด้วยวิธีข้างต้นแล้ว ตัดบริเวณ stacking gel ท้ิง วัด

ขนาดของเจล น าเจลไปแช่ใน transfer buffer (ภาคผนวก ข) วางบนเครื่องเขย่าประมาณ 5 นาที 
ตัดกระดาษกรองและ PVDF membrane ให้มีขนาดเท่ากับเจลจ านวน 6 แผ่น และ 1 แผ่น
ตามล าดับ น าแผ่น PVDF membrane แช่ในเมทานอลสัมบูรณ์ (absolute methanol) ให้ซึมท่ัวทั้ง
แผ่น ล้างด้วยน้ าปลอดประจุ 2 ครั้ง แล้วน ามาแช่ใน transfer buffer จากน้ันน ากระดาษกรองท่ีแช่
ใน transfer buffer จ านวน 3 แผ่น PVDF membrane  เจลและกระดาษกรองท่ีแช่ใน transfer 
buffer จ านวน 3 แผ่น วางบนเครื่อง Semi-dry transfer apparatus ตามล าดับ ท าการไล่
ฟองอากาศโดยกล้ิงหลอดแก้วบนกระดาษกรองและ PVDF membrane เบาๆ 3 ครั้งไปในทิศทาง
เดียวกัน หยด transfer buffer ปริมาตรเพียงเล็กน้อย ปิดฝาเครื่อง semi-dry Western blot ท า
การส่งถ่ายโปรตีนจากเจลไปยัง PVDF membrane โดยใช้กระแสไฟฟ้าคงท่ี 80 มิลลิแอมแปร์ เป็น
เวลา 90 นาท ีต่อเจลหน่ึงแผ่น 
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3.14.4.5 การวิเคราะห์การแสดงออกโดยวิธีเวสเทิรน์บลอตโดยใช้
แอนติบอดีทีจ่ าเพาะ 

น า PVDF membrane ท่ีได้มาแช่ใน blocking solution (ภาคผนวก ข) 
เป็นเวลา 5 นาท ี2 ครั้ง น ามาแช่ในแอนติบอดีปฐมภูม ิ(primary antibody) ท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนท่ี
ต้องการตรวจสอบซึ่งเจือจางใน blocking solution (ภาคผนวก ข) ตามตารางท่ี 3.4 ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร เก็บในตู้เยน็ 4 องศาเซลเซียสท้ิงไว้ข้ามคืน จากน้ันน ามาวางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 60 
นาที เทแอนติบอดีปฐมภูมิใส่ในหลอดทดลองล้าง PVDF membrane ด้วย PBST เป็นเวลา 5 นาที 
2 ครั้ง 15 นาท ี2 ครั้ง เท PBST ท้ิง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary antibody) ท่ีมี Horse-
radish peroxidase ติดฉลากอยู่ ซึ่งเจือจางใน blocking solution ตามตารางท่ี 3.4 ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 60 นาที ล้าง PVDF membrane ด้วย PBST เป็นเวลา 5 
นาที 2 ครั้ง 15 นาท ี3 ครั้ง 

  
3.14.4.6 การตรวจสัญญาณด้วยวิธี chemiluminescence และการท าให้เกิด

สัญญาณบนแผ่นฟิลม์ X-ray 

เตรียมซับสเตรตของ Horse-radish peroxidase โดยใช้ ECL Western 
Blot Reagent โดยผสมรีเอเจนต์ 1 กับรีเอเจนต์ 2 ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) น า PVDF membrane 
แช่ลงไปในซับสเตรต นาน 1 นาที ใช้ปากคีบคีบเมมเบรนวางลงบนพลาสติกใส (wrap 
membrane) และปิดทับเมมเบรน ใช้กรรไกรตัดพลาสติกใสให้ห่างจากเมนเบรนเล็กน้อย น าไปวาง
บนถาดประกบฟิล์ม ใช้เทปกาวติดท้ังส่ีมุม ปิดฝาถาด น าไปประกบฟิล์ม X-ray และล้างฟิล์ม X-
ray ในห้องมืด 

 
  
 
 



 
 
47 

บทท่ี  4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการแยกเป็นส่วนย่อยและท าให้บริสทุธ์ิของสารสกัดหยาบส่องฟ้าดง 

ในขั้นตอนการแยกเป็นส่วนย่อยและท าให้บริสุทธิ์ของส่วนสกัดหยาบจากส่องฟ้า
ดง ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการทางเคมีของผศ.ดร.บุญเอก  ยิ่งยงณรงค์กุล ภาควิชา
เคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง ซึ่งท าการแยกเป็นส่วนย่อยด้วยเทคนิคทาง 
Column Chromatography จนได้เป็นสารประกอบส่วนย่อย จากน้ันน าส่วนย่อยต่างๆ ท่ีได้รับมา
ท าการทดสอบติดตามฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์จนได้สารบริสุทธิ์ โดย
วิธีการทดสอบฤทธิ์บนอาหารแข็งได้ด าเนินตาม (Wangkangwan และคณะ, 2009) โดยใช้ยีสต์
สายพันธุ์กลาย ∆zds1 อ่านผลการทดลองโดยสังเกตการเจริญของยีสต์บนจานเพาะเชื้อ
เปรียบเทียบชุดทดสอบกับชุดควบคุมผลบวกและผลลบ หากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสามารถ
ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมได้จะท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลายกลับมาเจริญได้ตามปกติ 
อ่านผลเป็น positive และหากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไม่สามารถยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมได้ อ่านผลเป็น negative ดังภาพท่ี 4.1 

ภาพที่ 4.1 ผลการแยกเป็นส่วนย่อยและท าให้บริสุทธ์ิของใบส่องฟ้าดง 
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 จากภาพท่ี 4.1 เมื่อติดตามฤทธิ์ทางชีวภาพในส่วนย่อยต่างๆ ท่ีแยกได้จากใบส่องฟ้าดง 
พบว่าสารประกอบคูมารินเป็นสารบริสุทธิ์ท่ีให้ผลยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ 
เน่ืองจากสามารถท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 กลับมาเจริญได้ตามปกติแมจ้ะถูกเล้ียงใน
สภาวะท่ีมีแคลเซียมสูงก็ตาม  

4.2 ผลของสารประกอบคูมารินต่อวิถีการสง่สัญญาณของแคลเซียมในยีสต ์

ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ของสารประกอบคูมารินความ
เข้มข้นต่างๆ โดยติดตามผลการเจริญของยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 ในอาหารเหลวท่ีมีความ
เข้มข้นของแคลเซียมสูง โดยท าการนับจ านวนเซลล์ยีสต์ทุกๆ 2 ชั่วโมงเป็นเวลานาน  14 ชั่วโมง ผล
การทดลองแสดงดังภาพที่ 4.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 4.2 ฤทธ์ิยับย้ังวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสตส์ายพันธ์ุกลาย 

∆zds1 ของสารประกอบคูมาริน 
 
ในภาพแสดงการเจริญของยีสต์ ∆zds1 ท่ีถูกเล้ียงใน YPAUD medium ท่ีผสมสาร

ทดสอบต่างๆ ซึ่งก าหนดสัญลักษณ์ดังน้ี   =  0.5% DMSO,  =  สารประกอบคูมาริน 250 
µM,   = 250 nM FK506 + 100 mM CaCl2,  =  สารประกอบคูมาริน 250 µM + 100 mM 
CaCl2, + = สารประกอบคูมาริน 125 µM + 100 mM CaCl2 และ  = 0.5% DMSO + 100 mM 
CaCl2  (ภาพท่ีแสดงน้ีเป็นตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ า) 
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 จากผลการทดลองภาพท่ี 4.2 เมื่อติดตามผลการเจริญของยีสต์สายพันธุ์กลาย ∆zds1 
พบว่าเซลล์ยีสต์ดังกล่าวเมื่อถูกเล้ียงในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของแคลเซียมสูง   จะไม่สามารถ
เจริญได้ เมื่อเปรียบเทียบกับการเล้ียงในสภาวะท่ีไม่มีแคลเซียม ซึ่งพบการเจริญของยีสต์ตามปกติ 
ท้ังน้ีเมื่อใส่ยา FK506 (calcineurin inhibitor) ซึ่งเป็นชุดควบคุมผลบวก จะเห็นได้ว่าแม้ยีสต์สาย
พันธุ์กลายจะถูกเล้ียงในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของแคลเซียมสูง แต่ก็ยังสามารถกลับมาเจริญได้ 
ผลการทดลองเป็นไปในท านองเดียวกันกับในกรณีของสารประกอบคูมาริน 250 µM ซึ่งสามารถ
ท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลายกลับมาเจริญได้เช่นกัน และมีฤทธิ์เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของสาร 
(dose-dependent manner) อีกท้ังยังไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีความ
เข้มข้นดังกล่าวอีกด้วย บ่งชี้ได้ว่าสารประกอบคูมารินมีฤทธิ์ยั บยั้งวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมในยีสต์ได้ 
 

4.3 ผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ยีสต ์

เน่ืองจากสารประกอบคูมารินมีฤทธิ์ยับยั้งการส่งสัญญาณของแคลเซียม อาจเกิดจากการ
ยับยั้งท่ีแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ได้ จึงต้องมีการตรวจสอบระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ 
เพื่อศึกษาว่าสารประกอบคูมารินสามารถลดระดับหรือขัดขวางการท างานของแคลเซียมอิสระ
ภายในเซลล์ในสภาวะท่ีมีแคลเซียมสูงหรือไม่ ยีน PMR2A ประมวลรหัส ion transporter มี
ความส าคัญต่อกระบวนการรักษาสมดุลย์ของไอออน (ion haemostasis) ถูกควบคุมระดับการ
แสดงออกโดยระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ผ่านทาง calcineurin (Cunningham และ Fink, 
1996) ในการทดลองน้ีได้ใช้ยีสต์สายพันธุ์ W303 ท่ีมีพลาสมิด pKC190 พลาสมิดดังกล่าว

ประกอบด้วย promotor ของยีน PMR2A เชื่อมกับยีนรายงานผล lacZ ท่ีประมวลรหัสเอนไซม์ -
galactosidase  โดยท่ีถ้ายีสต์ดังกล่าวอยู่ในสภาวะท่ีมีแคลเซียมสูง จะมีการแสดงออกของยีน
รายงานผลมากกว่าปกติ ถ้าสารออกฤทธิ์ท่ีได้มีผลต่อระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์จะท าให้
การกระตุ้นการแสดงออกของยีนรายงานผลอยู่ในระดับต่ ากว่าชุดท่ีไม่มีการเติมสาร ผลการทดลอง
แสดงดังภาพท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.3 ผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับแคลเซียมอสิระภายในเซลล์ยีสต ์
ในภาพแสดงระดับของแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ โดยเล้ียงเซลล์ยีสต์ในอาหารเล้ียงเชื้อ 

YPAUD ซึ่งผสมสารทดสอบต่างๆ ในแต่ละชุดทดสอบ ดังน้ี 1 = ไม่ใส่แคลเซียม, 2 = 500 nM 
FK506  + 100 mM CaCl2,  3 = 100 mM CaCl2, 4 = 0.5% DMSO + 100 mM CaCl2, 5 = 
สารประกอบคูมาริน 0.5 mM + 100 mM CaCl2, 6 = สารประกอบคูมาริน 1 mM + 100 mM 
CaCl2, 7 = สารประกอบคูมาริน 2 mM + 100 mM CaCl2 และ 8 = 1 mM MgCl2 + 100 mM 
CaCl2  (ภาพท่ีแสดงน้ีเป็นตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ า) 

ผลการทดลองภาพท่ี 4.3 จากการตรวจวัดกิจกรรมเอนไซม์ β-galactosidase เพื่อ
ตรวจสอบระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ยีสต์ พบว่าเมื่อเล้ียงเซลล์ยีสต์ในอาหารเล้ียงเชื้อท่ี
ผสมแคลเซียม (ชุดทดสอบ 3) มีผลท าให้ระดับของเอนไซม์ β-galactosidase เพิ่มขึ้น แต่ส าหรับ
ชุดทดสอบท่ีไม่ใส่แคลเซียมและชุดควบคุมผลบวก FK506  (ชุดทดสอบ 1 และ 2 ตามล าดับ) จะ
พบระดับเอนไซม์ β-galactosidase ต่ ามาก และในชุดทดสอบ 8 ท่ีเติม MgCl2 พบว่าสามารถลด
ระดับเอนไซม์ β-galactosidase ลงได้ เน่ืองจากแมกนีเซียมน้ันสามารถลดระดับของแคลเซียม
อิสระภายในเซลล์โดยการแย่งจับกับ ion channels ท าให้แคลเซียมไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้ 
ก่อให้เกิดผลบวกปลอม (false positive) ส าหรับในชุดทดสอบท่ีใส่สารประกอบคูมาริน (ชุด
ทดสอบ 5 - 7) พบว่าสามารถลดระดับเอนไซม์ β-galactosidase ได้บางส่วนโดยระดับเอนไซม์
จะลดลงตามความเข้มข้นของสารท่ีเพิ่มขึ้น จากการทดลองน้ียังไม่สามารถระบุได้ชัดเจนว่า
โมเลกุลเป้าหมายของสารคือแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ หรือ calcineurin เน่ืองจากท้ังสอง
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โมเลกุลดังกล่าวมีการท างานร่วมกันในการส่งสัญญาณของแคลเซียม ดังน้ันเพื่อเป็นการยืนยัน
โมเลกุลเป้าหมายจึงต้องมีการศึกษาผลของสารท่ีมีต่อโปรตีน calcineurin ในการทดลองต่อไป
ควบคู่ด้วย 
 
4.4 ผลของสารประกอบคูมารินตอโปรตีน Mpk1 และ calcineurin ในเซลล์ยีสต ์

จากการตรวจสอบพบว่าสารประกอบคูมารินอาจมีผลต่อระดับแคลเซียมอิสระภายใน
เซลล์ยีสต์ หรือ calcineurin ดังน้ันในการทดลองน้ีจึงมุ่งท่ีจะศึกษาว่าสารประกอบคูมารินมผีล
ยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในเซลล์ยีสต์ โดยไปยับยั้งการท างานของโปรตีน Mpk1 
หรือ calcineurin หรือไม่ โดยอาศัยหลักการดังน้ี เซลล์ยีสต์ท่ีมีโปรตีน Mpk1 หรือ Calcinerin 
สูญเสียความสามารถในการท าหน้าที่ เซลล์จะยังสามารถอยู่รอดได้ในสภาวะปกติ แต่การสูญเสีย
ความสามารถในการท าหน้าที่ท้ังสองวิถีจะท าให้เซลล์ไม่สามารถอยู่รอดได้ (lethal phenotype) 
สาเหตุหลักเกิดจากการบกพร่องของ cell wall integrity (Nakamura และคณะ, 1996) 

เมื่อแคลเซียมอิสระเข้าสู่ภายในเซลล์ยีสต์แล้ว วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมน้ัน
เกิดขึ้นได้โดยการส่งสัญญาณผ่าน 2 วิถีคู่ขนานได้แก่ วิถีท่ีส่งสัญญาณของแคลเซียมผ่าน Mpk1  
และวิถีท่ีส่งสัญญาณของแคลเซียมผ่าน calcineurin (ดังภาพท่ี 2.1) ดังน้ันในการทดลองน้ีจึงต้อง
ศึกษาว่าโมเลกุลเป้าหมายของสารประกอบคูมารินคือ โปรตีน Mpk1 หรือ calcineurin โดยอาศัย
วิธีทางพันธุศาสตร์ของยีสต์ท่ีเรียกว่า Synthetic lethality analysis ซึ่งมีหลักการดังน้ี หากยีสต์มี
ความบกพร่องท่ีโปรตีน Mpk1 หรือ calcineurin แค่เพียงโปรตีนใดโปรตีนหน่ึง เซลล์จะสามารถ
เจริญได้ตามปกติ แต่ไม่สามารถเจริญได้หากมคีวามบกพร่องของท้ัง Mpk1 และ calcineurin 
พร้อมกัน (Nakamura และคณะ, 1996) (ดังภาพท่ี 4.4) 
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ภาพที่ 4.4 หลักการของการทดสอบการออกฤทธ์ิยับย้ังโปรตีน Mpk1 และ  
calcineurin โดยใช้หลักการเกิด synthetic lethality  

ท่ีมา : วชิรศักด์ิ  วังกังวาน, 2550 
 

เมื่อท าการทดสอบโดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลาย cnb1 และ mpk1 เล้ียงในอาหารเหลว 
YPAUD ท่ีเติมสารประกอบคูมารินความเข้มข้น  250 µM โดยใช้ 0.5%  DMSO เป็นชุดควบคุมผล

ลบ และใช้ FK506 ความเข้มข้น 250 nM เป็นชุดควบคุมผลบวก (ส าหรับเซลล์ยีสต์ mpk1) 
จากน้ันวัดการเจริญของยีสต์โดยท าการนับจ านวนเซลล์ทุกๆ 2 ชั่วโมงเป็นเวลานาน  14 ชั่วโมง ผล
การทดลองแสดงดังภาพท่ี 4.5 
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ภาพที่ 4.5 ผลของสารประกอบคูมารินต่อการเจริญของยีสต์สายพันธ์ุกลาย 

cnb1 และ mpk1 

ในภาพแสดงผลการเจริญของเซลล์ยีสต์ cnb1 (A) ในอาหารเล้ียงเชื้อ YPAUD โดย
ก าหนดสัญลักษณ์ดังน้ี   =  ไม่ใส่สารประกอบคูมาริน และ  =สารประกอบคูมาริน 250 µM

และการเจริญของเซลล์ยีสต์ mpk1 (B) ในอาหารเล้ียงเชื้อ YPAUD โดยก าหนดสัญลักษณ์ดังน้ี  
 =  ไม่ใส่สารประกอบคูมาริน,  = 250 nM FK506 และ   = สารประกอบคูมาริน 250 µM 
(ภาพท่ีแสดงน้ีเป็นตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ า) 
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 หากยีสต์มีความบกพร่องท่ีโปรตีน Mpk1 หรือ calcineurin แค่เพียงโปรตีนใดโปรตีนหน่ึง 
เซลล์จะสามารถเจริญได้ตามปกติ แต่จะไม่สามารถเจริญได้ หากมีความบกพร่องของท้ัง Mpk1 
และ calcineurin พร้อมกัน ดังน้ันหากมีสารใดๆ ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งโมเลกุลเป้าหมาย Mpk1 หรือ 

calcineurin จะมีผลท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลาย cnb1 หรือ mpk1 ตามล าดับ ไม่สามารถเจริญ

ได้ เมื่อท าการทดสอบฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินต่อการเจริญของยีสต์สายพันธุ์กลาย cnb1 
พบว่ายีสต์สายพันธุ์กลายน้ันสามารถเจริญได้ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลการทดลองท่ีเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเชื้อปกติ จึงสามารถบอกได้ว่าสารประกอบคูมารินไมม่ีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ 
Mpk1 ส าหรับการทดลองเมื่อทดสอบฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินต่อการเจรญิของยีสต์สายพันธุ์

กลาย mpk1 พบว่ายีสต์สายพันธุ์กลายไม่สามารถเจริญได้ตามปกติ เป็นไปในท านองเดียวกัน
กับชุดควบคุมผลบวก FK506 (calcineurin inhibitor) ดังน้ันจากผลการทดลองภาพท่ี 4.5 
สามารถกล่าวได้ว่า calcineurin อาจเป็นโมเลกุลเป้าหมายของสารประกอบคูมารินในวิถีการส่ง
สัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ 
 

4.5 ผลของสารประกอบคูมารินต่อโมเลกุลเป้าหมาย calcineurin ในเซลล์ยีสต ์

เพื่อยืนยันถึงผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อ calcineurin ในเซลล์ยีสต์ การทดลอง
ต่อไปจึงต้องมีการศึกษาถึงผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อการเจริญของยีสต์สายพันธุ์กลาย 

zds1 [GAL1p-CMP2C] ท่ีขาดยีน ZDS1 และมีการแสดงออกเกินของ calcineurin  

4.5.1 ผลของสารต่อการเจริญของยีสตส์ายพันธ์ุกลาย GAL1p-CMP2C 

 ทดสอบโดยวัดการเจริญของยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 overexpressed 

calcineurin [GAL1p-CMP2C]  ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว 2% galactose 1% raffinose SC 
medium ท่ีเติมสารประกอบคูมาริน และใช้ 250 nM FK506 และ 0.5% DMSO เป็นชุดควบคุม
ผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามล าดับ ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 4.6 
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ภาพที่ 4.6 ผลของสารประกอบคูมารินต่อการเจริญของยีสต์สายพันธ์ุกลาย 

zds1 [GAL1p-CMP2C] 

ในภาพแสดงผลการเจริญของเซลล์ยีสต์ zds1 [GAL1p-CMP2C] ในอาหารเล้ียงเชื้อ   
2% galactose 1% raffinose SC medium ท่ีผสมสารทดสอบต่างๆ โดยก าหนดสัญลักษณ์ดังน้ี 

 =  สารประกอบคูมาริน 250 µM,  =250 nM FK506 และ   = 0.5% DMSO (ภาพท่ีแสดง
น้ีเป็นตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ า) 

จากผลการทดลองดังภาพท่ี 4.6 เห็นได้ว่า ภายใต้การควบคุมของ GAL 
promoter ท่ีถูกกระ ตุ้นด้วย galactose ยีสต์สายพันธุ์ กลายจะมีการแสดงออกเกินของ 
calcineurin (ชุดทดสอบ ) เป็นผลให้ Swe1 kinase ถูกกระตุ้น เกิดการหยุดชะลอการแบ่งเซลล์
ท่ีระยะ G2 ท าให้เซลล์ไม่สามารถเจริญได้ แต่หากมีสารใดๆ มายับยั้งการท างานของ calcineurin 
จะท าให้ยีสต์ดังกล่าวสามารถกลับมาเจริญได้ตามปกติ (ชุดทดสอบ  และ ) จากกราฟแสดง
ให้เห็นว่าสารประกอบคูมาริน และ FK506 สามารถยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้ ท าให้
ยีสต์สายพันธุ์กลายสามารถเจริญได้ตามปกติ 
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 4.5.2 ผลของสารที่มตี่อรูปร่างของเซลล์และการแบ่งนิวเคลียสของยีสตส์ายพันธ์ุ

กลาย zds1 [GAL1p-CMP2C] 

เซลล์ยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 เมื่อถูกเล้ียงในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
แคลเซียมสูง เซลล์จะหยุดการเจริญอยู่ท่ีระยะ G2 นอกจากน้ีแล้ววิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมยังมีผลท าให้รูปร่างของเซลล์ผิดปกติด้วย กล่าวคือ เซลล์ลูกท่ีเกิดจากการแตกหน่อจะ
ยืดยาวออก (elongated bud) และเมื่อย้อมดูนิวเคลียสของเซลล์พบว่า นิวเคลียสจะไม่ถูกแบ่ง
ไปสู่เซลล์ลูกท่ียืดยาว (unequal nuclear division) (Bi และ Pringle, 1996) ในการทดลองน้ีจึงมุ่ง
หมายท่ีจะศึกษาผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อรูปร่างของเซลล์และการแบ่งนิวเคลียสของยีสต์

สายพันธุ์กลาย zds1 [GAL1p-CMP2C] 

ทดสอบโดยใช้ยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 overexpressed calcineurin 

[GAL1p-CMP2C] เล้ียงในอาหารเหลว 2% galactose 1% raffinose SC medium ท่ีเติม
สารประกอบคูมาริน 250 µM และ 0.5%  DMSO เป็นชุดควบคุมผลลบ แล้วบ่มเป็นเวลา 12 
ชั่วโมง ย้อมนิวเคลียสด้วยสี Hoechst 33342 และดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ ผลการ
ทดลองแสดงดังภาพท่ี 4.7 
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ภาพที่ 4.7 ผลของสารประกอบคูมารินต่อรปูร่างของเซลล์และการแบ่งนิวเคลียสของยีสต์

สายพันธ์ุกลาย zds1 [GAL1p-CMP2C] 

 ในภาพแสดงรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 40 เท่า (ภาพ
ซ้าย), การแบ่งนิวเคลียสภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ ก าลังขยาย 40 เท่า (ภาพกลาง) 

และปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล์ (ภาพขวา) ของยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 [GAL1p-

CMP2C] ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ 2% galactose 1% raffinose SC medium ท่ีผสม 0.5% 
DMSO (A) และสารประกอบคูมาริน 250 µM (B) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

จากผลการทดลองภาพ ท่ี 4.7 เมื่อ ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะเห็นได้ว่ า
สารประกอบคูมารินมีฤทธิ์ในการยับยั้ง calcineurin ได้ โดยสามารถท าให้รูปร่างของยีสต์สายพันธุ์
กลายกลับมามีรูปร่างปกติได้เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบซึ่งยีสต์สายพันธุ์กลายจะเกิด
ความผิดปกติมีการยืดยาวเวลาแบ่งเซลล์ และเมื่อดูการแบ่งนิวเคลียสหลังจากย้อมด้วยสีย้อม
นิวเคลียส Hoechst 33342 แล้วส่องกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ เห็นได้ว่าสารประกอบคูมาริน 
ท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลายมีการแบ่งนิวเคลียสแบบเท่ากันเมื่อมีการแบ่งเซลล์ตามปกติ แต่ในชุด
ควบคุมผลลบเห็นได้ว่ามีการแบ่งนิวเคลียสแบบผิดปกติ กล่าวคือ ไม่พบนิวเคลียสในเซลล์ลูกท่ีมี
รูปร่างยืดยาวผิดปกติ ส าหรับการตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล์ โดยแกน x แสดงปริมาณ   

1C 2C 

1C 2C 

Elongated  bud Unequal nuclear                        
division 

Bright field (40X) Hoechst 33342 staining (40X) Flow cytometry profile 

76.55% 

23.45% 

70.87% 

29.13% 
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ดีเอ็นเอ 1C คือปริมาณดีเอ็นเอหน่ึงเท่า และ 2C คือปริมาณดีเอ็นเอสองเท่า และแกน y แสดง

ปริมาณเซลล์ พบว่าเมื่อยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 [GAL1p-CMP2C] ถูกกระตุ้นด้วย 
galactose จะท าให้จ านวนเซลลยีสตท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 เทา (2C) เพิ่มขึ้น (76.55%) 
ในขณะท่ีจ านวนเซลลท่ีมีปริมาณดีเอ็น 1 เทา (1C) ลดลง (23.45%) เมื่อเทียบกับสภาวะท่ีเติม
สารประกอบคูมารินท่ีมีคาดังกลาว เปน 70.87% และ 29.13% ตามล าดับ 

4.6 ผลของสารประกอบคูมารินต่อการท างานของ calcineurin แบบ in vitro 

จากการทดลองท่ีผ่านมา เป็นการพบฤทธิ์ของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อ calcineurin ใน
เซลล์ยีสต์ เพื่อเป็นการยืนยันผลการทดลอง จึงต้องมีการทดสอบผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อ
แอคติวิตีของ calcineurin ในหลอดทดลอง (in vitro assay)  

ท าการทดลองโดยใช้ชุด calcineurin Assay kit (Calbiochem, Germany) เพื่อวัดการ
ท างานของ calcineurin โดยอาศัยหลักการการเปล่ียนแปลงสีของสารตั้งต้น โดย calcineurin จะ
ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ phosphatase ตัดหมู่ฟอสเฟตออกจากสารตั้งต้น RII phosphopeptide ท า
ให้เกิดการปลดปล่อยหมู่ฟอสเฟตอิสระขึ้น จากน้ันสามารถวัดการท างานของ calcineurin ได้จาก
การวัดปริมาณฟอสเฟตอิสระ ซึ่งจะเปล่ียนสี Malachite green ให้เปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีเขียว 
จากน้ันน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 620 นาโนเมตร ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.8 
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ภาพที่ 4.8 ผลของสารประกอบคูมารินต่อแอคติวิตีของ calcineurin แบบ in vitro 

ในภาพแสดงผลของสารทดสอบต่างๆ ท่ีมีต่อแอคติวิตีของ calcineurin โดยก าหนดชุด
ทดสอบดังน้ี   1 = น้ ากล่ัน, 2 = 0.5% DMSO, 3 = 150 nM FK506, 4 = สารประกอบ     
คูมาริน 500 µM,   5 = สารประกอบคูมาริน 250 µM, 6 = สารประกอบคูมาริน 125 µM และ         

7 = สารประกอบคูมาริน 62.5 µM (* คือ P ≤ 0.001 และภาพท่ีแสดงน้ีเป็นตัวแทนจากการ
ทดลอง 3 ซ้ า)  

จากผลการทดลองภาพท่ี 4.8 กราฟที่ได้แสดงให้เห็นว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้ง
การท างานของ calcineurin ได้บางส่วน โดยพบการลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ทดสอบท่ี 1 ท่ีระดับนัยส าคัญ P ≤ 0.001 ของชดุทดสอบท่ี 3, 4, 5, 6 และ 7 โดยจะมีฤทธิ์เพิ่มขึ้น
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นสาร (dose-dependent manner) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลบวก 
FK506 สามารถยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้อย่างสมบูรณ ์ ดังน้ันสารประกอบคูมารินจึง
น่าจะมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ calcineurin โดยทางอ้อม  

4.7 ผลของสารประกอบคูมารินต่อโมเลกุลเป้าหมายในเซลล์มนุษย์ 

เน่ืองจากการศึกษาในยีสต์พบว่าสารประกอบคูมารินมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ 
calcineurin ซึ่ง calcineurin เป็นโปรตีนท่ีมีการอนุรักษ์จากยีสต์สู่มนุษย์ การทดลองต่อไปจึง
ต้องการศึกษาผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อเซลล์ไลน์ของมนุษย์ 
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4.7.1 ทดสอบความเป็นพิษของสารประกอบคูมารินต่อเซลล์ไลน์มะเร็งของมนษุย์ 
ด้วยวิธี MTT proliferation assay 

เน่ืองจาก calcineurin กระตุ้นการแบ่งเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-lymphocyte 
ดังน้ันในการทดลองต่อไป จะได้ท าการศึกษาในเซลล์ไลน์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-lymphocyte 
(Jurkat) โดยการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารประกอบคูมารินในเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ ต้อง
มีการทดลองหาช่วงค่าความเข้มข้นของสารที่ไมเ่ป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้วิธี MTT proliferation 
assay (Mosmann, 1983) เพื่อศึกษาผลของสารประกอบคูมารินต่อการเพิ่มจ านวนเซลล์ไลน์
มะเร็งของมนุษย์  และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์ (%viability) ผลการทดลองแสดง
ดังรูปที่ 4.9 

 

 
                     

 
 
 
 
 

 

 
ภาพที่ 4.9 ศึกษาความเป็นพษิของสารประกอบคูมารินต่อเซลล์ไลน์มะเรง็ของ

มนุษย์ 

จากผลการทดลองภาพท่ี 4.9 ผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อการเพิ่มจ านวน
เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat ในเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าช่วงค่าความเข้มข้นของสารต้ังแต่ 
1-100 µM มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์สูง (ร้อยละ 70 - 90) แสดงว่าช่วงค่าความเข้มข้นดังกล่าว
ไม่มีความเป็นพิษแบบเฉียบพลันต่อเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ และสารประกอบคูมารินมีค่า IC50  
มากกว่า 100  µM  
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ภาพที่ 4.10 ลักษณะของ Jurkat cells ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ก าลังขยาย 40 เท่า  

ในภาพแสดงลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด phase contrast ก าลังขยาย 
40 เท่าของ Jurkat cells ท่ีถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมสารประกอบคูมารินความเข้มข้น
ต่างๆ คือ ไม่ใส่สารประกอบคูมาริน (A), สารประกอบคูมาริน 0.1 µM (B), สารประกอบคูมาริน     
1 µM (C), สารประกอบคูมาริน 10 µM (D) และสารประกอบคูมาริน 100 µM (E) โดยท าการเล้ียง
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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จากภาพท่ี 4.10 ผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ในเวลา 
24 ชั่วโมง พบว่าช่วงค่าความเข้มข้นของสารต้ังแต่ 1-100 µM เซลล์มีลักษณะรูปร่างปกติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดทดสอบท่ีไม่ใส่สารประกอบคูมาริน กล่าวคือรูปร่างของเซลล์มีลักษณะกลมวาว 
และมีการเจริญแบบเกาะกลุ่มกัน   

4.7.2 ผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับของ IL-2 โดยวิธี ELISA 

ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เมื่อ T-lymphocyte ถูกกระตุ้นให้มีการหล่ังไซโต
ไคน์ต่างๆ น้ัน calcineurin ก็เป็นโปรตีนส าคัญโปรตีนหน่ึงท่ีท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการหล่ัง    
ไซโตไคน์ใน T-lymphocyte กล่าวคือ การท างานของ calcineurin ใน T-lymphocyte น้ัน 
calcineurin จะถูกกระตุ้นโดยอาศัยแคลเซียมและ calmodulin ร่วมกัน ซึ่งจะท าหน้าที่เป็นเอนไซม์
ตัดหมู่ฟอสเฟต (dephosphorylation) ออกจาก Nuclear-factor activated T-cell (NFAT) ส่งผล
ให้ NFAT มีการเคล่ือนท่ีจากไซโตพลาสซึมเข้าสู่นิวเคลียส และไปท าการกระตุ้นกระบวนการ
ถอดรหัสยีนของ lymphokines เช่น เกิดการผลิต interleukin-2 (IL-2) และกระตุ้นการเพิ่มจ านวน
ของ T-lymphocyte ตามล าดับ  

เน่ืองจากผลการทดลองของการศึกษาผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีต่อแอคติวิตี
ของ calcineurin พบว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้บางส่วน 
ท้ังน้ีเพื่อเป็นการศึกษาต่อไปในระดับโมเลกุลเป้าหมายปลายน้ าของ calcineurin จึงมีการ
วิเคราะห์หาระดับของ IL-2 เมื่อเล้ียงเซลล์ Jurkat ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมสารประกอบคูมาริน
ในสภาวะท่ีถูกกระตุ้นให้มีการผลิต IL-2 โดยสาร PMA และ Ionomycin จากน้ันปั่นแยกตะกอน
เซลล์ออกจากอาหารเล้ียงเซลล์และน าส่วนใสมาวิเคราะห์หาระดับ IL-2 ด้วย ELISA Ready-SET-
Go! kit (eBioscience, CA) ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.11 
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ภาพที่ 4.11 ผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับของ IL-2  

 ในภาพแสดงระดับของ IL-2 ท่ีวัดได้ จากการเล้ียง Jurkat cells ในอาหารเล้ียง
เซลล์ท่ีผสมสารทดสอบต่างๆ โดยก าหนดชุดทดสอบดังน้ี 1 = PMA/Io, 2 = PMA/Io + 0.5% 
DMSO, 3 = PMA/Io + สารประกอบคูมาริน 0.25 µM, 4 = PMA/Io + สารประกอบคูมาริน 1 µM, 
5 = PMA/Io + สารประกอบคูมาริน 2.5 µM, 6 = PMA/Io + สารประกอบคูมาริน 5 µM, 7 = 
PMA/Io + สารประกอบคูมาริน 50 µM,    8 = PMA/Io + 100 nM FK506 และ 9 = ไม่ใส่ PMA/Io 

 จากผลการทดลองภาพท่ี 4.11 แสดงให้เห็นว่าเมื่อมีการกระตุ้น Jurkat cells 
ด้วย PMA/Io (ชุดทดสอบท่ี 1) จะเกิดการผลิต IL-2 ขึ้น และพบการลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดทดสอบท่ี 1  ท่ีระดับนัยส าคัญ P ≤ 0.001 ของชุดทดสอบท่ี 3, 4, 5, 6, 7, 8 
และ 9 คือเมื่อไม่มีการกระตุ้นด้วย PMA/Io (ชุดทดสอบ 9) ก็จะไม่มีการผลิต IL-2 เช่นกัน เมื่อท า
การเล้ียง Jurkat cells ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเติมสารประกอบคูมารินท่ีความเข้มข้นต่างๆ และท า
การกระตุ้นด้วย PMA/Io เห็นได้ว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการผลิต IL-2 ได้อย่างชัดเจน 
โดยจะมีฤทธิ์เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเข้มข้นสาร (dose-dependent manner) เป็นไปในท านอง
เดียวกันกับชุดควบคุมผลบวก FK506 (ชุดทดสอบ 8) ท่ีสามารถยับยั้งการผลิต IL-2 gene ได้
เช่นกัน จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการผลิต IL-2 ใน
มนุษย์ได้ 
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4.7.3 ผลของสารประกอบคูมารินต่อการแสดงออกที่ยีนเป้าหมายในเซลล์ไลน์
มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat ด้วยวิธี RT-PCR 

การทดลองต่อไปจึงมุ่งเน้นท่ีจะศึกษาผลของสารประกอบคูมารินท่ีมีผลต่อ IL-2  
ท่ีระดับการถอดรหัสของยีน IL-2 แบบเชิงกึ่งปริมาณ (semi-quantitative analysis) เน่ืองจากผล
การทดลองก่อนหน้านี้พบว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการผลิตไซโตไคน์ IL-2 ได้ โดยพบ
ระดับของ IL-2 ท่ีถูกหล่ังออกมาในอาหารเล้ียงเซลล์ลดลงเมื่อท าการเล้ียงเซลล์ Jurkat ในอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีผสมสารประกอบคูมาริน เพื่อเป็นการศึกษาถึงผลการยับยั้งในขั้นตอนการสังเคราะห์ 
mRNA ของยีน IL-2 จึงท าการทดลองโดยเล้ียง Jurkat cells ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสม
สารประกอบคูมารินท่ีความเข้มข้นต่างๆ และใช้ 100 nM FK506 เป็นชุดควบคุมผลบวก จากน้ัน
ท าการกระตุ้นให้เซลล์มีการผลิต IL-2 โดยการเติมสาร Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 
25 ng/ml และ Ionomycin (Io) 1µg/ml โดย PMA จะท าหน้าท่ีเป็นตัวกระตุ้น Protein kinase C 
(PKC) และเกิดการกระตุ้นการผลิต IL-2 ตามล าดับ ส าหรับ Ionomycin เป็นสาร Ionophore ซึ่งมี
ผลท าให้ระดับแคลเซียมภายในเซลล์เพิ่มสูงขึ้น และเกิดการกระตุ้นการท างานของ calcineurin 
ตามล าดับ ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.12 
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ภาพที่ 4.12 ผลของสารประกอบคูมารินต่อระดับ mRNA ของ IL-2 gene ใน 
Jurkat cells 

ในภาพ A แสดงระดับ mRNA ของ IL-2 gene (ภาพบน) และยีนควบคุมผลการทดลองท่ี

มีการแสดงออกอย่างต่อเน่ือง -Actin gene (ภาพล่าง) ใน Jurkat cells ท่ีถูกเล้ียงในอาหารเล้ียง
เซลล์ท่ีเติมสารทดสอบต่างๆ โดยก าหนดชุดทดสอบดังน้ี 1 = PMA/Io, 2 = PMA/Io + 
สารประกอบคูมาริน 5 µM, 3 = PMA/Io + สารประกอบคูมาริน 25 µM, 4 = PMA/Io + 
สารประกอบคูมาริน 50 µM, 5 = PMA/Io + 100 nM FK506 และ 6 = ไม่เติม PMA/Io  

ในภาพ B แสดงความเข้มของ mRNA ของ IL-2 gene ถูกปรับให้มีการแสดงออกของ 

mRNA ของ -Actin gene สม่ าเสมอกันด้วยโปรแกรม Quantity One (ภาคผนวก ค) (* คือ P ≤ 
0.001 และภาพท่ีแสดงน้ีเป็นตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ า) 
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 จากผลการทดลองท่ี 4.12 เมื่อเปรียบเทียบการสังเคราะห์ mRNA ของ -Actin 
gene ในทุกชุดทดสอบพบว่ามีระดับการแสดงออกท่ีใกล้เคียงกัน ส าหรับการสังเคราะห์ mRNA 
ของ IL-2 gene แสดงให้เห็นว่าเมื่อมีการกระตุ้น Jurkat cells ด้วย PMA/Io (ชุดทดสอบท่ี 1) จะ
เกิดการผลิต IL-2 ขึ้น และพบการลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดสอบท่ี 1         

ท่ีระดับนัยส าคัญ P ≤ 0.001 ของชุดทดสอบท่ี 2, 3, 4, 5 และ 6 คือเมื่อไม่มีการกระตุ้นด้วย 
PMA/Io (ชุดทดสอบ 6) ก็จะไม่มีการผลิต IL-2 เช่นกัน เมื่อท าการเล้ียง Jurkat cells ในอาหาร
เล้ียงเซลล์ท่ีเติมสารประกอบคูมารินและท าการกระตุ้นด้วย PMA/Io เห็นได้ว่าสารประกอบคูมาริน
สามารถยับยั้งการสังเคราะห์ mRNA ของ IL-2 gene ได้อย่างชัดเจน โดยจะมีฤทธิ์เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นสาร (dose-dependent manner) เป็นไปในท านองเดียวกันกับชุดควบคุมผลบวก 
FK506 (ชุดทดสอบ 5) ท่ีสามารถยับยั้งการสังเคราะห์ mRNA ของ IL-2 gene ได้อย่างสมบูรณ์ 
จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าสารประกอบคูมารินท่ีระดับความเข้มข้น 50 µM สามารถ
ยับยั้งการสังเคราะห์ mRNA ของ IL-2 gene ได้อย่างสมบูรณ์ 

  
4.7.4 ผลของสารประกอบคูมารินต่อ NFAT โดยวิธี Western blot analysis 

 เน่ืองจากในการกระตุ้นให้มีการผลิต IL-2 ใน T-lymphocyte น้ัน calcineurin จะ
ท าหน้าท่ีเป็นเอนไซม์ตัดหมู่ฟอสเฟต (dephosphorylation) ออกจาก Nuclear-factor activated 
T-cell (NFAT) ส่งผลให้ NFAT มีการเคล่ือนท่ีจากไซโตพลาสซึมเข้าสู่นิวเคลียส โดยจะไปจับท่ี
ล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจ าเพาะบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IL-2 เป็นผลท าให้เกิดการกระตุ้น
กระบวนการถอดรหัสยีนของ IL-2 มีการสร้าง mRNA และแปลรหัสเป็นไซโตไคน์ IL-2 ออกมา
ตามล าดับ จากผลการทดลองท่ีผ่านมา เห็นได้ชัดว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการผลิต 
IL-2 ได้ต้ังแต่ระดับการถอดรหัสของยีน ดังน้ันการทดลองต่อไป ได้ท าการศึกษาถึงผลของ
สารประกอบคูมารินท่ีมีต่อ NFAT โดยวิธี Western blot analysis ซึ่งท าการวิเคราะห์โปรตีน NFAT 
ท่ีสกัดได้จาก Jurkat cells ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเติมสาร Ionomycin เพื่อเป็นการกระตุ้นให้
ระดับของแคลเซียมภายในเซลล์เพิ่มขึ้น ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ calcineurin ไปตัด
หมู่ฟอสเฟตออกจาก NFATp เกิดเป็น NFAT โดยผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.13 
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ภาพที่ 4.13 ผลของสารประกอบคูมารินต่อ NFAT dephosphorylation  

 ในภาพ A แสดงผลการแยกขนาดของโปรตีน NFAT (ภาพบน) และยีนควบคุมผล

การทดลองท่ีมีการแสดงออกอย่างต่อเน่ือง -Actin gene (ภาพล่าง) โดยวิธี Western blot 
analysis เล้ียง Jurkat cells ในอาหารเล้ียงเชื้อท่ีผสมสารทดสอบต่างๆ โดยก าหนดชุดทดสอบ
ดังน้ี 1 = ไม่ใส่ Ionomycin (Io), 2 = Io, 3 = Io + สารประกอบคูมาริน 12.5 µM, 4 = Io + 
สารประกอบคูมาริน 25 µM, 5 = Io + สารประกอบคูมาริน 50 µM, 6 = Io + สารประกอบคูมาริน 
75 µM, 7 = Io + สารประกอบคูมาริน 100 µM และ 8 = Io + 100 nM FK506  

ในภาพ B แสดงความเข้มของโปรตีน NFAT ถูกปรับให้มีการแสดงออกของ

โปรตีน -Actin สม่ าเสมอกันด้วยโปรแกรม Quantity One (ภาคผนวก ค) (* คือ P ≤ 0.001 และ
ภาพท่ีแสดงน้ีเป็นตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ า) 
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จากผลการทดลองภาพท่ี 4.13 เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน -
Actin ในทุกชุดทดสอบพบว่ามีระดับการแสดงออกท่ีใกล้เคียงกัน ส าหรับการแสดงออกของโปรตีน 
NFAT พบว่าเมื่อไม่มีการกระตุ้นด้วย Ionomycin (ชุดทดสอบ 1) ท าให้ calcineurin ไม่ท างาน จึง
พบ NFAT-P เน่ืองจากไม่เกิดการ dephosphorylation ซึ่งแตกต่างกับชุดทดสอบท่ีใส่ Io (ชุด
ทดสอบ 2) จะเกิดการตัดหมู่ฟอสเฟตออกจาก NFAT-P เกิดเป็น NFAT ขึ้น ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลท่ี
น้อยลง จึงเห็นเป็นแถบของโปรตีนท่ีเคล่ือนท่ีเร็วกว่าแยกลงมา ซึ่งพบการลดลงอย่างมีนัยส าคัญ

เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดสอบท่ี 2 ท่ีระดับนัยส าคัญ P ≤ 0.001 ของชุดทดสอบท่ี 4, 5, 6, 7 และ 
8 เมื่อท าการเล้ียง Jurkat cells ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเติมสารประกอบคูมารินและท าการกระตุ้น
ด้วย Ionomycin เห็นได้ว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการ dephosphorylation ของ NFAT 
ได้ โดยจะมีฤทธิ์เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเข้มข้นสาร (dose-dependent manner) เป็นไปในท านอง
เดียวกันกับชุดควบคุมผลบวก FK506 (ชุดทดสอบ 8) จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า
สารประกอบคูมารินมีผลยับยั้งการ dephosphorylation ของ NFAT ได้อย่างสมบูรณ์ท่ีความ
เข้มข้น 50 µM 

 
  

  



 
 

บทท่ี  5 

อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ และสรุปผลการวจิัย 

 
5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

การคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 เป็น
วิธีการคัดกรองท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ท้ังยังเป็นระบบการคัดกรองเชิงบวกท่ีสามารถตรวจหา
โมเลกุลเป้าหมายของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมได้ ซึ่งจากการ
คัดกรองด้วยระบบยีสต์ดังกล่าว พบว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมได้ โดยมีฤทธิ์เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของสาร และเมื่อตรวจสอบโมเลกุลเป้าหมายของ
สารประกอบคูมารินในวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์แล้ว พบว่าสารประกอบคูมารินมี

โมเลกุลเป้าหมายเป็น calcineurin เน่ืองจากสามารถท าให้ยีสต์สายพันธุ์กลาย mpk1 ซึ่งถูก
เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อท่ีเติมสารประกอบคูมารินไม่สามารถเจริญได้ (ภาพท่ี 4.5) และสามารถท า
ให้ยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีมีการแสดงออกเกินของ calcineurin สามารถเจริญได้และมีรูปร่างปกติท่ี
ความเข้มข้นของสาร 250 µM (ภาพท่ี 4.6 และ 4.7) 

calcineurin เป็นโปรตีนท่ีมีการอนุรักษ์สูงจากยีสต์สู่ส่ิงมีชีวิตชั้นสูง โดยในมนุษย์ 
สามารถพบ calcineurin ได้ในเน้ือเยื่อท่ัวไป เช่น สมอง, หัวใจ, กระดูก, เม็ดเลือด,ตับ และไต เป็น
ต้น (Rusnak และ Mertz, 2000) โดยมีบทบาทในการควบคุมกระบวนการทางชีวภาพท่ีส าคัญ
มากมาย อาทิ การควบคุมการหล่ังของฮอร์โมนในสมอง (Cohen, 1982), ควบคุมกระบวนการ
สลายกระดูกของเซลล์ osteoclast (Sun และคณะ, 2007), กระตุ้นการท างานของ Na+-K+-
ATPase ในเซลล์ตับ (Bertorello และ Katz, 1993) และท่ีส าคัญ calcineurin มีบทบาทในระบบ
ภูมิคุ้มกันในมนุษย์ โดยควบคุมกระบวนการหล่ังไซโตไคน์ใน T-lymphocyte (Gardner, 1989) 
ส าหรับการท างานของ calcineurin ใน T-lymphocyte น้ัน calcineurin จะถูกกระตุ้นโดยอาศัย
แคลเซี ยมและ  calmodulin ร่ วมกัน  ซึ่ งจะท าห น้า ท่ี เป็น เ อนไซม์ ตัดหมู่ ฟอสเฟต 
(dephosphorylation) ออกจาก Nuclear-factor activated T-cell (NFAT) ส่งผลให้ NFAT มีการ
เคล่ือนท่ีจากไซโตพลาสซึมเข้าสู่นิวเคลียส และไปท าการกระตุ้นกระบวนการถอดรหัสยีนของ 
lymphokines เช่น เกิดการผลิตไซโตไคน์ interleukin-2 (IL-2) และกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของ T-
lymphocyte ตามล าดับ ดังน้ันสารประกอบคูมารินซึ่งพบว่ามีฤทธิ์ยับยั้ง calcineurin ได้น้ัน จึง
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น่าจะมีศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นยากดภูมิคุ้มกันได้ เน่ืองจากผู้ป่วยท่ีมีภาวะภูมิคุ้มกัน
ผิดปกติ จะพบการหล่ังไซโตไคน์มากผิดปกติส่งผลให้ระบบภูมิคุ้มกันถูกกระตุ้นมากเกิน เช่นใน
ผู้ป่วยโรคออโต้อิมมูน เป็นต้น และเพื่อเป็นการยืนยันและค้นหาฤทธิ์กดภูมิคุ้มกันของสารประกอบ
คูมารินในเซลล์มนุษย์ จึงใช้เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิด T-lymphocyte  ซึ่งในช่วงค่าความเข้มข้นของสารประกอบคูมารินต้ังแต่ 1-100 µM ไม่พบ
ความเป็นพิษแบบเฉียบพลันต่อเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat และพบว่าสารประกอบคู
มารินสามารถยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้ โดยสามารถกดการแสดงออกของยีน IL-2 ได้ 
โดยมีผลต้ังแต่กระบวนการถอดรหัสของยีน และสามารถยับยั้งกระบวนการตัดหมู่ฟอสเฟตออก
จาก NFAT-P ได้อย่างชัดเจนท่ีค่าความเข้มข้นของสาร 50 µM จึงเป็นการยืนยันถึงฤทธิ์ยับยั้งการ
ท างานของ calcineurin ในมนุษย์ได้  

เมื่อเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของสารประกอบคูมารินในเซลล์ยีสต์กับเซลล์
มนุษย์น้ัน พบว่าสารประกอบคูมารินสามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง calcineurin ในเซลล์ยีสต์ได้ท่ีความ
เข้มข้น 250 µM ในขณะท่ีสามารถออกฤทธิ์ต่อโมเลกุลเป้าหมาย IL-2 และ NFAT ในเซลล์ไลน์
มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat ได้ท่ีความเข้มข้นเพียงแค่ 50 µM ซึ่งเป็นความเข้มข้นท่ีต่ ากว่าใน
เซลล์ยีสต์ถึง 5 เท่า ท้ังน้ีอาจเป็นผลเน่ืองมาจากความสามารถของสารในการผ่านเข้าสู่ภายใน
เซลล์ยีสต์ท าได้ยาก เน่ืองจากเซลล์ยีสต์จะมีผนังเซลล์ห่อหุ้มอยู่ภายนอก ซึ่งแตกต่างกับเซลล์ของ
มนุษย์ท่ีไม่มีผนังเซลล์ ท าให้สารภายนอกเซลล์สามารถผ่านเข้าไปภายในเซลล์มนุษย์ได้ง่ายกว่า
ในเซลล์ยีสต์ ซึ่งสารประกอบคูมารินอาจสามารถผ่านเข้าไปออกฤทธิ์ท่ีโมเลกุลเป้าหมายภายใน
เซลล์ยีสต์ได้เพียงบางส่วน จึงต้องเพิ่มความเข้มข้นของสารเป็น 250 µM เพื่อให้สารออกฤทธิ์
ยับยั้งโมเลกุลเป้าหมายได้อย่างชัดเจน โดยเห็นได้ว่าสารประกอบคูมารินจะมีประสิทธิภาพในการ
ออกฤทธิ์ดีขึ้น เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสาร (dose-dependent manner)  นอกจากน้ีเมื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของยา FK506 กับสารประกอบคูมารินในการยับยั้งการท างานของ 
calcineurin พบว่ายา FK506 สามารถยับยั้ง calcineurin ได้อย่างสมบูรณ์ท่ีค่าความเข้มข้นของ
ยาในหน่วยนาโนโมลาร์ ในขณะท่ีค่าความเข้มข้นของสารประกอบคูมารินอยู่ในหน่วยไมโครโมลาร์ 
เน่ืองมาจากยา FK506 มีความสามารถทางการด้านละลายน้ าสูงกว่าสารประกอบคูมาริน ท าให้
ยา FK506 เข้าสู่ภายในเซลล์ได้ง่ายกว่าสารประกอบคูมารินซึ่งมีความสามารถทางการด้าน  
ละลายน้ าต่ า 
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calcineurin เป็นเอนไซม์ฟอสฟาเทสท่ีจ าเป็นต้องอาศัยวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมเพื่อกระตุ้นให้สามารถท างานได้ (active form) โดยประกอบด้วย 2 subunits คือ 
catalytic subunit (A) และ regulatory subunit (B) ส าหรับในส่วนของ catalytic subunit (A) 
ประกอบด้วยส่วนย่อยต่างๆ คือ catalytic domain, B subunit-binding domain, calmodulin-
binding domain และ autoinhibitory domain ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของแคลเซียมสูง 
แคลเซียมจะจับกับ calmodulin ก่อนจากน้ันจะมาจับท่ี calcineurin บริเวณ calmodulin-binding 
domain ของ catalytic subunit (A) เป็นผลให้ autoinhibitory domain หลุดออก ท าให้ 
calcineurin สามารถท างานได้ แต่ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของแคลเซียมต่ า autoinhibitory 
domain จะยังคงจับอยู่ท่ีบริเวณ catalytic domain ท าให้ calcineurin ไม่สามารถท างานได้ 
(inactive form) (Rusnak และ Mertz, 2000) การท างานของยากดภูมิคุ้มกัน FK506 และยา 
Cyclosporin A ในการยับยั้ง calcineurin จ าเป็นต้องอาศัย binding protein ท่ีจ าเพาะเจาะจง 
คือ FKBP12 และ Cyclophilin A ตามล าดับ โดยยาจะต้องจับกับ binding protein บริเวณท่ี
จ าเพาะเจาะจง เกิดเป็นโมเลกุลเชิงซ้อนของ FK506-FKBP12 และ Cyclosporin A-Cyclophilin 
ตามล าดับ ซึ่งไปจับกับ calcineurin ท่ีบริเวณระหว่าง catalytic subunit (A) และ regulatory 
subunit (B) ดังแสดงในภาพท่ี 5.1 (Husi และคณะ, 1994) มีผลท าให้ calcineurin ไม่สามารถท า
หน้าที่เป็นเอนไซม์ฟอสฟาเทสได้ จึงไม่เกิดการตัดหมู่ฟอสเฟตออกจาก NFAT-P ดังน้ัน NFAT จึง
ไม่เคล่ือนท่ีเข้าสู่นิวเคลียสไปกระตุ้นยีนประมวลรหัส IL-2 ส่งผลให้ไม่เกิดการผลิต IL-2 ขึ้น 

 

 

 

 

 

 

 



    72 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 5.1 แบบจ าลองกลไกการจับ calcineurin ของยากดภูมิคุ้มกัน  
ท่ีมา : Husi และคณะ, 1994 

 
เห็นได้ว่ายากดภูมิคุ้มกันส่วนใหญ่ มักต้องอาศัย binding protein ในการท างาน

ออกฤทธิ์กดภูมิคุ้มกัน ซึ่งประสิทธิภาพของการท างานน้ันจะขึ้นอยู่กับความจ าเพาะเจาะจงระหว่าง
ชนิดของ binding protein กับ drug ligand กล่าวคือยาแต่ละชนิดจะมีประสิทธิภาพในการกด
ภูมิคุ้มกันได้ก็ต่อเมื่อมี binding protein ท่ีจ าเพาะเจาะจงกับยาชนิดดังกล่าวเท่าน้ัน จากรายงาน
ก่อนหน้าน้ีได้พบว่า binding protein (immunophilin) น้ันมีอยู่มากมาย เช่น FKBP12.6, 
FKBP13, FKBP25, FKBP52 และ FKBP54 เป็นต้น ซึ่งเป็นชนิดท่ีอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ FKBP12 
แต่มีความแตกต่างกันท่ีน้ าหนักโมเลกุล (Lam และคณะ, 1995) โดยพบว่ายา FK506 จะสามารถ
ยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้ ก็ต่อเมื่อจับกับ binding protein ชนิด FKBP12 และ 
FKBP12.6 เท่าน้ัน (Sewell และคณะ, 1994) แต่ส าหรับ binding protein ชนิด FKBP13 และ 
FKBP25 พบว่าไม่มีความจ าเพาะจงกับยา FK506 แต่อย่างใดและไม่ท าให้ยายับยั้งการท างาน
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ของ calcineurin ได้ เป็นไปในท านองเดียวกันกับ binding protein ซึ่งอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ 
Cyclophilin A พบว่ามีหลายชนิดเช่นกัน เช่น Cyclophilin B และ Cyclophilin C แต่พบว่ายา 
Cyclosporin A น้ันสามารถยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้ ก็ต่อเมื่อจับกับ Cyclophilin A 
และ Cyclophilin B ในทางตรงกันข้ามยาจะไม่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง calcineurin หากจับ
กับ Cyclophilin C (Bram และคณะ, 1993) เห็นได้ชัดเจนว่ายาแต่ละชนิดน้ันจะมีประสิทธิภาพใน
การกดภูมิคุ้มกันได้ต้องอาศัยการจับกับ binding protein ท่ีจ าเพาะเจาะจงกับยาชนิดน้ัน หาก 
binding protein ดังกล่าวไม่มีความจ าเพาะเจาะจงกับยาแล้ว จะท าให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ได้  

สารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งการท างานของ calcineurin ในเซลล์ (in vivo) 
ได้อย่างสมบูรณ์ท้ังในเซลล์ยีสต์และในเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat  แต่ส าหรับในหลอด
ทดลอง (in vitro) พบว่าสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้งแอคติวิตีของ calcineurin ได้ไม่
สมบูรณ์หรืออาจเป็นไปในทางอ้อม ท้ังน้ีแตกต่างจากยา FK506 ซึ่งสามารถยับยั้งแอคติวิตีของ 
calcineurin ได้อย่างสมบูรณ์ท้ังใน  in vivo และ in vitro มีความเป็นไปได้ว่าสารประกอบคูมาริน
มีกลไกกดภูมิคุ้มกันท่ีแตกต่างกับยา FK506 เน่ืองจากการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) น้ัน
ทดลองโดยใช้ชุดทดสอบแอคติวิตีของ calcineurin ซึ่งมีการเติมโปรตีนต่างๆ จาก bovine brain 
เพื่อช่วยให้ calcineurin อยู่ในสภาพถูกกระตุ้นและสามารถท างานได้ในหลอดทดลอง โดย 
immunophilin ท่ีจ าเพาะเจาะจงกับยา FK506 คือ FKBP12 น้ันมีรายงานว่าถูกพบในสมองได้
มากกว่าบริเวณเน่ือเยื่ออื่นๆ (Steiner และคณะ, 1992) ดังน้ันจึงท าให้ยา FK506 สามารถยับยั้ง
แอคติวิตีของ calcineurin ได้อย่างสมบูรณ์ แตกต่างกับสารประกอบคูมารินท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งได้
แบบไม่สมบูรณ์ จึงมีความเป็นไปได้ว่าสารประกอบคูมารินอาจจ าเป็นต้องอาศัย binding protein 
ท่ีจ าเพาะเจาะจงชนิดอื่นท่ีแตกต่างกับยา FK506 ในการยับยั้ง calcineurin ซึ่ง binding protein ท่ี
จ าเพาะเจาะจงกับสารประกอบคูมารินน้ันอาจพบได้น้อยในสมอง โดย binding protein และมี
ความเป็นไปได้ว่าอาจพบได้มากเฉพาะใน T-lymphocyte เท่านั้น เน่ืองจากผลการทดลองท่ีศึกษา
ในเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat พบว่าสารประกอบคูมารินสามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง 
calcineurin ได้อย่างชัดเจน  

ในกลไกการยับยั้งการท างานของ calcineurin ของสารประกอบคูมารินน้ัน 
binding protein ท่ีจ าเพาะเจาะจงกับสารประกอบคูมารินน้ันนอกจากจะเป็น immunophilin แล้ว 
ยังมีความเป็นไปได้ว่าอาจจะเป็น endogenous calcineurin inhibitors เช่นโปรตีน AKAP79, 
Cabin1, Calcipressin, DSCR1 และ Carabin เป็นต้น โดย endogenous calcineurin inhibitors 
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ดังกล่าวน้ีถูกจัดอยู่ในกลุ่ม negative regulator ของ calcineurin กล่าวคือเมื่อได้รับการกระตุ้นให้
มีการท างานจะส่งผลให้เกิดการยับยั้งการท างานของ calcineurin ได้ (Savignac และคณะ, 
2007) จึงมีความเป็นไปได้ว่ากลไกการยับยั้งการท างานของ calcineurin อาจเกิดจากการท่ี
สารประกอบคูมารินจับกับ endogenous calcineurin inhibitors ชนิดใดชนิดหน่ึง และมีผลท าให้
เกิดการกระตุ้นการท างานของ endogenous calcineurin inhibitors และส่งผลท าให้ calcineurin 
ถูกยับยั้งได้  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5.2 แผนผังจ าลองกระบวนการยับย้ัง calcineurin ของสารประกอบคูมาริน 

 
กลไกการท างานของสารประกอบคูมาริน โดยจะจับกับ binding protein (Protein 

X) ซึ่งอาจจะเป็น immunophilin หรือ endogenous calcineurin inhibitors แล้วจึงมาจับท่ี 
calcineurin ส่งผลยับยั้งการท างานของ calcineurin จึงไม่สามารถท างานเป็นเอนไซม์ฟอสฟาเทส
ได้ ดังน้ัน NFAT-P จึงไม่ถูกตัดหมู่ฟอสเฟตออก ส่งผลให้ไม่สามารถเคล่ือนท่ีเข้ามาภายใน
นิวเคลียสได้และไม่เกิดการถอดรหัสของยีน IL-2 และผลิตไซโตไคน์ IL-2 ออกมา ดังน้ัน
สารประกอบคูมารินจึงสามารถกดภูมิคุ้มกันได้ 
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สารประกอบคูมารินอาจมีศักยภาพในการน าไปพัฒนาและประยุกต์ใช้ส าหรับ
รักษาผู้ป่วยท่ีมีระบบภูมิ คุ้มกันผิดปกติหรือโรคออโต้อิมมูนได้ เช่น โรค Systemic lupus 
erythematosus (SLE), โรค Rheumatoid arthritis และโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis) เป็นต้น รวมไป
ถึงผู้ป่วยท่ีได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะด้วย ซึ่งผู้ป่วยเหล่านี้ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาเป็นจ านวน
มากเน่ืองจากต้องใช้ยากดภูมิคุ้มกันในการรักษาอย่างต่อเน่ือง และยากดภูมิคุ้มกันท่ีใช้มักเป็นยา
น าเข้าจากต่างประเทศท่ีมีราคาแพง นอกจากน้ีปัญหาของยากดภูมิคุ้มกันท่ีมีใช้กันอยู่ในปัจจุบัน 
เช่นยา FK506 และ Cyclosporin A จะพบผลข้างเคียงอันไม่พึงประสงค์ต่อร่างกายผู้ป่วย ได้แก่ 
อาการพิษต่อระบบประสาท มีความเป็นพิษต่อไต และก่อให้เกิดโรคเบาหวาน (Pirsch และคณะ, 
1997) แต่ส าหรับสารประกอบคูมารินซึ่งใบอ่อนเป็นอาหารผักเพื่อบริโภคส าหรับคน และยังเป็น
แหล่งอาหารธรรมชาติส าหรับแทะเล็มส่วนยอดและใบของโค กระบือ และสัตว์ป่าได้ จึงเป็นสารที่มี
ความน่าสนใจเป็นอย่างยิ่งในการพัฒนาเป็นยากดภูมิคุ้มกันท่ีอาจลดการเกิดผลข้างเคียงต่อ
ร่างกายผู้ป่วยได้ ซึ่งจากการศึกษาน้ียังเป็นการค้นพบฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่จากสมุนไพรไทย

ส่องฟ้าดงท่ีได้จากการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยยีสต์สายพันธุ์กลาย zds1 ซึ่ง
นับว่าเป็นวิธีการคัดกรองท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ท้ังยังเป็นระบบการคัดกรองเชิงบวกท่ี
สามารถตรวจหาโมเลกุลเป้าหมายของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในวิถีการส่งสัญญาณของ
แคลเซียมได้อย่างแม่นย า 
 
 
5.2 สรุปผลการวิจัย 

1. สารประกอบคูมารินถูกแยกได้จากส่วนสกัดหยาบของใบส่องฟ้าดง มีผลยับยั้ง
วิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ โดยมีฤทธิ์เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของสาร (dose-
dependent manner) อีกท้ังไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์ท่ีความเข้มข้น 250 µM 

2. สารประกอบคูมารินอาจมีผลยับยั้งระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล์ยีสต์ได้
บางส่วน ซึ่งเกิดจากฤทธิ์ยับยั้ง calcineurin ท่ีน่าจะเป็นไปในทางอ้อม อาจเป็นเพราะต้องอาศัย 
binding protein ท่ีจ าเพาะเจาะจง จึงจะสามารถยับยั้งแอคติวิตีของ calcineurin ได้อย่างสมบูรณ์ 

 

 



    76 
 
 

3. ในวิถีการส่งสัญญาณของแคลเซียมในยีสต์ สารประกอบคูมารินไม่ได้มี
โมเลกุลเป้าหมายเป็นโปรตีน Mpk1 แต่มีโมเลกุลเป้าหมายคือ calcineurin  และมีผลท าให้ยีสต์
สายพันธุ์กลายท่ีมีการแสดงออกเกินของ calcineurin สามารถเจริญได้ตามปกติ และมีการแบ่ง
นิวเคลียสแบบปกติ แสดงให้เห็นว่าสารประกอบคูมารินมีฤทธิ์ตัดสัญญาณการกระตุ้นวิถีการส่ง
สัญญาณของแคลเซียมท่ี calcineurin โดยมีผลการยับยั้ง calcineurin ในเซลล์ยีสต์ท่ีชัดเจนและ
สมบูรณ์กว่าการยับยั้ง calcineurin ในหลอดทดลอง ท้ังน้ีอาจเน่ืองจากสารประกอบคูมาริน
จ าเป็นต้องอาศัย binding protein ท่ีจ าเพาะเจาะจงภายในเซลล์ เพื่อยับยั้ง calcineurin 

4.  เน่ืองจากการอนุรักษ์ทางพันธุกรรมของ calcineurin จากยีสต์สู่มนุษย์สูง 
สารประกอบคูมารินจึงน่าจะมีฤทธิ์ยับยั้ง calcineurin ในมนุษย์ได้เช่นกัน ซึ่งในเซลล์ไลน์มะเร็ง
ของมนุษย์ชนิด Jurkat สารประกอบคูมารินไม่มีความเป็นพิษแบบเฉียบพลันท่ีช่วงค่าความเข้มข้น
ของสารตั้งแต่ 1-100 µM ซึ่งค่าสูงสุดน้ีอยู่ในช่วงที่สารประกอบคูมารินมีฤทธิ์กดภูมิคุ้มกันในเซลล์
มนุษย์ได้อย่างสมบูรณ์ 

5. สารประกอบคูมารินมีผลยับยั้งการแสดงออกของยีน Interleukin-2 (IL-2) ได้
ในเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ชนิด Jurkat ต้ังแต่ระดับการถอดรหัสของยีน และมีผลยับยั้งการตัด
หมู่ฟอสเฟตออกจากโปรตีน NFAT ซึ่งท่ีค่าความเข้มข้นของสาร 50 µM ของสารประกอบคูมาริน 
สามารถยับยั้งแอคติวิตีของ calcineurin ในเซลล์มนุษย์ได้อย่างชัดเจน 

6.ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารประกอบคูมารินคือฤทธิ์กดภูมิคุ้มกันในเซลล์ไลน์มะเร็ง
ของมนุษย์ชนิด Jurkat ซึ่งช่วงความเข้มข้นท่ีสารออกฤทธิ์น้ัน เป็นความเข้มข้นท่ีไม่มีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ ท าให้มีศักยภาพในการน าไปพัฒนาและประยุกต์ใช้ส าหรับการรักษาผู้ป่วยโรคออโต้อิม
มูนได้ เช่น โรค Systemic lupus erythematosus (SLE), โรค Rheumatoid arthritis และโรค
สะเก็ดเงิน (Psoriasis) เป็นต้น รวมไปถึงผู้ป่วยท่ีได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะด้วย 

7.สารประกอบคูมารินน่าจะเป็นสารกดภูมิคุ้มกันชนิดใหม่ (Novel immuno- 
suppressant) ท่ีถูกค้นพบฤทธิ์ชีวภาพจากการศึกษาน้ี เน่ืองจากสารประกอบคูมารินมีโครงสร้าง
โมเลกุลท่ีแตกต่างจากสารกดภูมิคุ้มกันท่ีมีการใช้อยู่ในปัจจุบันและมีกลไกยับยั้ง calcineurin โดย
อาศัย immunophilin ต่างชนิดกับยา FK506 โดยยา FK506 ต้องอาศัย immunophilin ชนิด 
FKBP12 และนอกจากน้ีสารประกอบคูมารินสามารถยับยั้ง calcineurin ในมนุษย์ได้ดีกว่าในเซลล์
ยีสต์ เน่ืองจากสารสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์มนุษย์ได้ง่ายกว่าในเซลล์ยีสต์ซึ่งมีผนังเซลล์ห่อหุ้มอยู่  



    77 
 
 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 1. ท าการเพิ่มประสิทธิภาพของสารประกอบคูมารินโดยใช้นาโนเทคโนโลยี เช่น
การห่อหุ้มสารด้วยไลโปโซม (Liposome) เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการน าสารเข้าสู่ภายใน
เซลล์ ท้ังน้ีเน่ืองจากสารประกอบคูมารินเป็นสารท่ีได้จากผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติท่ีมีข้อจ ากัดใน
ด้านความสามารถทางการละลายน้ า สารจึงเข้าสู่เซลล์ได้ยาก 

 2. ท าการศึกษาผลสารประกอบคูมารินท่ีมีต่ออัตราการรอดชีวิตในเซลล์ไลน์
มะเร็งของมนุษย์ชนิดอื่นๆ เช่น KATOIII, BT474, MDA MB 231, HL-60 และ THP-1 โดย
ท าการศึกษาทดสอบความเป็นพิษท้ังแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง ด้วยวิธี MTT proliferation assay 
เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพความเป็นพิษของสารที่มีต่อเน้ือเยื่อชนิดต่างๆ 

3. ศึกษาหา binding protein ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับสารประกอบคูมารินใน
เซลล์ โดยเฉพาะในมนุษย์ เพื่อให้ทราบถึงความจ าเพาะของฤทธิ์ทางชีวภาพและผลข้างเคียงของ
สารประกอบ   คูมาริน โดยท าการศึกษาโดยใช้วิธี Affinity column chromatography น า
สารประกอบคูมารินตรึงกับคอลัมน์ จากน้ันน าส่วนสกัดของเซลล์ผ่านคอลัมน์ ซึ่งจะท าให้โปรตีน
ใดๆ ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับสารประกอบคูมารินจะถูกจับกับสารประกอบคูมารินท่ีตรึงไว้ใน
คอลัมน์ จากน้ันจะได้โปรตีนดังกล่าวออกมาศึกษาลักษณะสมบัติจนพบว่าเป็นโปรตีนชนิดใด 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone dextrose (YPD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล เป็น 4.5 และน าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone     20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 
Adenine     400 มิลลิกรัม 
Uracil      200 มิลลิกรัม 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และน าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD agar) 

เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อเหลว YPAUD ละลายอะการ์ 20 กรัมต่ออาหารเล้ียงเชื้อ 1 ลิตร
น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ Yeast peptone adenine uracil dextrose soft agar (YPAUD soft 
agar) 

เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อเหลว YPD ละลายอะการ์ 7 กรัมต่ออาหารเล้ียงเชื้อ 1 ลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว synthetic complete medium (SC medium) 
Yeast nitrogen base without amino acid  6.7 กรัม 
Glucose      20 กรัม 
10 x amino acid without uracil    100 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล เป็น 4.5 น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ Synthetic complete medium (SC medium agar) 

เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อเหลว SC medium ละลายอะการ ์ 20 กรัมต่ออาหารเล้ียงเชื้อ 1 
ลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone galactose (YPGal) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Galactose    20 กรัม 
Raffinose    10 กรัม 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล เป็น 4.5 และน าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone (YP) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Raffinose    10 กรัม 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และน าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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20% galactose 
Galactose    20 กรัม 

  H2O     100 มิลลิลิตร 
10 x amino acid without uracil 

Adenine sulfate    200 มิลลิกรัม 
L-Tryptophan     200 มิลลิกรัม 
L-Histidine HCl    200 มิลลิกรัม 
L-Argine HCl     200 มิลลิกรัม 
L-Methionine     200 มิลลิกรัม 
L-Tryosine    300 มิลลิกรัม 
L-Leucine     1000 มิลลิกรัม 
L-Isoleucine     300 มิลลิกรัม 
L-Lysine HCl     300 มิลลิกรัม 
L-Phenylalanine    500 มิลลิกรัม 
L-Glutamic acid    1000 มิลลิกรัม 
L-Aspartic acid    1000 มิลลิกรัม 
L-Valine     1500 มิลลิกรัม 
L-Threonine     2000 มิลลิกรัม 
L-Serine     4000 มิลลิกรัม 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI 1640 (stock reagent) 

อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 ผงส าเร็จรูป  10.4 กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต    2 กรัม 
ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ าปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนให้เป็นเน้ือเดียวกัน 

ปรับค่าความเป็นกรด-เบส ให้มีค่าประมาณ 6.9-7.4 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1N ปรับให้ได้
ปริมาตร1 ลิตร ท าให้ปลอดเชื้อโดยกรองผ่านหัวกรองอาหารเล้ียงเซลล์ปลอดเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใส่อาหารเล้ียงเซลล์ปลอดเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร ปิดฝาและพัน 
พาราฟิล์ม เก็บในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
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อาหารเลี้ยงเซลล ์ RPMI 1640 ที่ม ี Fetal bovine serum ความเข้มข้น 10% (working 
reagent) ส าหรับเล้ียงเซลล์ไลน์มะเร็งชนิด Jurkat  

อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 (stock reagent)  90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
penicilin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 

-mercaptoethanol     91 ไมโครลิตร 
L-Glutamine (200 mM)    1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลลส์ าหรับเก็บเซลล์แช่แข็ง 

อาหารเล้ียงเซลล์ (working reagent)  9 มิลลิลิตร 
DMSO      1 มิลลิลิตร 
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 ภาคผนวก ข  
 สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง  
 
กลีเซอรอล 

น ากลีเซอรอลมานึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนึ่งฆ่าเชื้อซ้ าอีก 2 รอบ 
 
 
สารละลาย Tris-HCl 1 M ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 

Trisma base    121.1 กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น    42 มิลลิลิตร 

ละลาย Trismabase ในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากน้ันเติมกรดไฮโดร 
คลอริกเข้มข้น คนให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-เบสด้วยกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้นให้เป็น 8.0 เติมน้ าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 
สารละลาย EDTA 0.5 M ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 

EDTA      186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด์    20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากน้ันเติมเกล็ดโซเดียมไฮดร 
อกไซด์ คนให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-เบสด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 
ให้เป็น 8.0 เติมน้ าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อ ตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 
บัฟเฟอร์ TE ความเป็นกรด-เบสเปน็ 8.0 

Tris-HCl     10 มิลลิโมลาร์ 
EDTA      1 มิลลิโมลาร์ 

 



93 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1.0 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เข้ากับสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมน้ าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
High extraction buffer 

Tris-HCl, pH 8.0      250 มิลลิโมลาร์ 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   50 มิลลิโมลาร์ 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์   125 มิลลิโมลาร์ 
น้ าปลอดประจ ุ

 
Loading dye 

Bromphenolblue    0.025% 
ซูโครส      40% 

ละลายส่วนผสมในน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
 
 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเข้มขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมลิลลิิตร 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ าหนัก 20 มิลลิกรัม ในน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อให้ครบปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 
 
สารละลาย RNase A 10 mg/ml 

ละลายผง RNase A น้ าหนัก 10 มิลลิกรัม ในน้ าปลอดประจุปลอดเชือ้ให้ครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 

70% เอธานอล 
99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
น้ ากล่ันปลอดประจุ    300 มิลลิลิตร 

 



94 

บัฟเฟอร์ Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free) ความเป็นกรด-เบส 7.4 
NaCl      8.0 กรัม 
KCl      0.2 กรัม 
NaHPO4     1.44 กรัม 
KH2PO4     0.24 กรัม 

น าแต่ละส่วนค่อยๆละลายในน้ าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบสเป็น 
7.4 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปรมิาตรด้วยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียสความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 
MTT     50 มิลลิกรัม 
PBS (ส าหรับท าการเพาะเล้ียงเซลล์เท่านั้น) 10 มิลลิลิตร 

ละลาย MTT ใน PBS ใส่ในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีปลอดเชื้อผสมให้เข้ากัน 
กรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูปปลอดเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ท าในตู้ปลอดเชื้อ) แบ่งใส่หลอด 
ไมโครเซนตริฟิวจ์ท่ีปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุ้มด้วยแผ่นฟอยด์ เก็บที ่
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ MTT เป็นสารก่อมะเร็ง ต้องสวมทุกมือก่อนชั่งหรือเตรียมสารทุกครั้ง 
 
 
สารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol 

น า volume metric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมไอโซโพพานอล จ านวน 80 มิลลิลิตร 
เติม HCl 0.331 มิลลิลิตรปรับปริมาตรให้ครบ 100 ml ด้วยไอโซโพพานอล เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 
 
สารละลาย 0.5 M EGTA 

ละลาย EGTA จ านวน 9.52 กรัม ในน้ าปลอดประจ ุ 50 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ี
อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาท ีเก็บที่อุณหภูมิ 
ห้อง 
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สารละลาย 5 M NaCl 
ละลาย NaCl จ านวน 14.625 กรัม ในน้ าปลอดประจ ุ 50 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ท่ี

อุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี เก็บที่
อุณหภูมิห้อง 
 

สารละลาย 1 M Dithiothreitol (DTT) 
ละลาย DTT จ านวน 3.09 กรัม ใน Sodium acetate ความเข้มข้น 0.01 M pH 5.2

ปริมาตร 40 มิลลิลิตร กรองผ่านหัวกรอง (filter disc) ขนาด 0.22 ไมโครเมตรแบ่งใส่หลอดไมโค
รเซนตริฟิวจ์หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 

สารละลาย 1 M Tris-HCl (ค่าความเป็นกรด-เบส 7.2) 
ละลาย Tris-HCl จ านวน 15.76 กรัม ในน้ าปลอดประจ ุ80 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็น 

กรด-เบส เป็น 7.2 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรด้วย 
กระบอกตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

สารละลาย Buffer A ส าหรับสกัดโปรตนี 
500mM Tris-HCl (pH 7.2) 1 มิลลิลิตร 
10 mM EGTA    1 มิลลิลิตร 
10 mM DTT   1 มิลลิลิตร 
1.4 M KCl    1 มิลลิลิตร 
25 mM MgCl2    1 มิลลิลิตร 
ddH2O    5 มิลลิลิตร 

 

สารละลาย Buffer B ส าหรับสกัดโปรตนี 
Buffer A    990 ไมโครลิตร 
Nonidet p-40   10   ไมโครลิตร 
Phosphatase inhibitor 10   ไมโครลิตร 
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สารละลาย BCATM protein assay 
สารละลาย A     50 ส่วน 
สารละลาย B     1 ส่วน 

 
สารละลาย 1.5 M Tris ความเป็นกรด-เบส 8.8 

ละลาย trisma base จ านวน 90.855 กรัม ในน้ าปลอดประจ ุ400 มิลลิลิตร ปรับค่าความ
เป็นกรด-เบส เป็น 8.8 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรให้
ครบ 500 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ 
ตารางน้ิว เป็น เวลา 15 นาท ี
 

สารละลาย 1 M Tris ความเป็นกรด-เบส 6.8 
ละลาย trisma base จ านวน 12.114 กรัม ในน้ าปลอดประจ ุ80 มิลลิลิตร ปรับค่าความ

เป็นกรด-เบส เป็น 6.8 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรให้
ครบ 100 มิลลิลิตรน าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 
 

สารละลาย 10% SDS 
ละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) จ านวน 5 กรัมในน้ าปลอดประจุปลอดเชือ้ 40 

มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบสเป็น 7.2 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 
1 N ปรับปริมาตรด้วยกระบอกตวงจนครบ 50 มิลลิลิตร 
 
 
สารละลาย 10% Ammonium persulfate (APS) 

ละลาย Ammonium persulfate จ านวน 0.5 กรัม ในน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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10% Separating gel 
ddH2O     3.836 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    2.0 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris pH 8.8    2.0 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.08 มิลลิลิตร 
10% APS     0.08 มิลลิลิตร 
TEMED     0.004 มิลลิลิตร 

 
5% staking gel 

ddH2O     1.204 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    0.25 มิลลิลิตร 
1 M Tris pH 6.8    0.504 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.02 มิลลิลิตร 
10% APS     0.02 มิลลิลิตร 
TEMED     0.002 มิลลิลิตร 

 

สารละลาย 5x Running buffer 
trisma base     15.1 กรัม 
glycine     94 กรัม 
SDS      5 กรัม 

น าแต่ละส่วนค่อยๆ ละลายในน้ าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยกระบอก
ตวงจนครบ 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์
ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
 
สารละลาย 2x loading buffer 

10% SDS     4 มิลลิลิตร 
Glycerol 87%    2.29 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris pH 6.8    1 มิลลิลิตร 
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ddH2O     2.71 มิลลิลิตร 
Bromphenol blue    0.001 กรัม 

 
สารละลาย Staining buffer 

β-mercapto ethanol    100 ไมโครลิตร 
2x loading buffer    900 ไมโครลิตร 

 
 
สารละลาย Transfer buffer 

Glycine     2.9 กรัม 
Trisma base     15.1 กรัม 
SDS      0.37 กรัม 

ละลายส่วนประกอบท้ังหมดในน้ าปลอดประจุ 700 มิลลิลิตร เติมเมทานอลสัมบูรณ์ 
จ านวน 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร ด้วยน้ าปลอดประจุ น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ท่ี
อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

สารละลาย 10x Phosphate buffer saline (PBS) 
NaCl      80.0 กรัม 
KCl      2.0 กรัม 
NaHPO4     14.4 กรัม 
KH2PO4     2.4 กรัม 

น าแต่ละส่วนค่อยๆละลายในน้ าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบสเป็น 
7.4 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปรมิาตรด้วยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตรน าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย Phosphate buffer saline tween20 (PBST) 

1x Phosphate buffer    1 ลิตร 
Tween 20     0.5 มิลลิลิตร 
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สารละลาย Blocking solution (PBST in 3% non-fat dry milk) 
PBST      200 มิลลิลิตร 
skim milk     6 กรัม 

 

ECL Western blot reagent 
สารละลาย 1     2 มิลลิลิตร 
สารละลาย 2     2 มิลลิลิตร 

 
น้ ายาล้างฟิล์ม 

Developer  1 ส่วน : น้ า 4 ส่วน 
Fixer   1 ส่วน : น้ า 4 ส่วน 

 

น้ าปลอด RNAase (DEPC water) 
เติมสารละลาย Diethylpyrocarbonate (DEPC) 10 ไมโครลิตรลงในน้ า HPLC ต้ังท้ิงไว้ท่ี 

อุณหภูมิห้องข้ามคืน น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
 
สารละลาย 70% Ethanol in DEPC water 

Absolute Ethanol    70 มิลลิลิตร 
DEPC water     30 มิลลิลิตร 

 

สารละลาย 50x TAE buffer 
Tris base acetate    48.4 กรัม 
Garcial acetic acid    11.42 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA pH 8.0    20 มิลลิลิตร 
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น าแต่ละส่วนค่อยๆละลายในน้ าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 
มิลลิลิตร ด้วยน้ าปลอดประจุ น าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์
ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

1% Agarose gel 
สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.2 กรัม 

 

2% Agarose gel 
สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.4 กรัม 

 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์ TAE 
ละลายเอธิเดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์ TAE ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร เก็บในภาชนะท่ีปิดสนิทในท่ีมืด 
 

Z-buffer 
  Na2HPO4.7H2O   16.1 กรัม 
  NaH2PO4.2H2O   5.5 กรัม 
  KCl     0.75 กรัม 
  MgSO4.7H2O    0.246 กรัม 

  -mercapto-ethanol   2.7 มิลลิลิตร 
ละลายในน้ ากล่ันปราศจากเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบสเป็น 7 ด้วย 

HCl ความเข้มข้น 1 N  
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ONPG (1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร)  
 ชั่ง ONPG 1.5 มิลลิกรัม ละลายใน Z-buffer 1,000 มิลลิลิตร (เตรียมใหม่ทุกครั้งก่อน
ทดลอง) 
 

1M Na2CO3 
ชั่ง Na2CO3 105.99 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากล่ันปราศจากเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึง

ฆ่าเชื้อท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ผล 

 
1. กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของฟอสเฟตและค่าการ
ดูดกลืนแสงทีช่่วงคลื่น 620 นาโนเมตร  
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ค1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของฟอสเฟตและค่าการดูดกลนืแสง
ที่ช่วงคลื่น 620 นาโนเมตร 
  

ค านวณการหาค่าความเข้มข้นของฟอสเฟตจากสมการ ดังต่อไปน้ี 

  Y  =  0.129X + 0.001 

ก าหนดให้  Y = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 620 นาโนเมตร 
   X = ความเข้มข้นของฟอสเฟต (นาโนโมล) 
 
 
 
 
 

PO4 concentration (nmol) 

A 
62

0 
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2. กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของโปรตีนและค่าการ
ดูดกลืนแสงทีช่่วงคลื่น 540 นาโนเมตร  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ค2 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของโปรตีนและค่าการดูดกลืนแสงที่
ช่วงคลืน่ 540 นาโนเมตร 
  

ค านวณการหาค่าความเข้มข้นของฟอสเฟตจากสมการ ดังต่อไปน้ี 

  Y  =  0.6X + 0.01 

ก าหนดให้  Y = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 540 นาโนเมตร 
   X = ความเข้มข้นของโปรตีน (มิลลิกรัมต่อมิลลิตร) 

 

 

 

 

 

protein concentration (mg/ml) 

A 
54

0 
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3. กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของโปรตีนและค่าการ
ดูดกลืนแสงทีช่่วงคลื่น 540 นาโนเมตร  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ค3 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ IL-2 และค่าการดูดกลนืแสงที่
ช่วงคลืน่ 450 นาโนเมตร 
  

ค านวณการหาค่าความเข้มข้นของฟอสเฟตจากสมการ ดังต่อไปน้ี 

  Y  =  0.001X - 0.016 

ก าหนดให้  Y = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 450 นาโนเมตร 
   X = ความเข้มข้นของ IL-2 (พิโคกรัมต่อมิลลิตร) 
 
 
 
 
 
 
 

IL-2 concentration (pg/ml) 

A 
45

0 
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4. การวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA หรือ โปรตีน  
 การค านวณ 

1. น าไฟล์ภาพหรือน าฟิล์ม X-ray ท่ีต้องการวิเคราะห์ผลมาสแกนรูปโดยเซฟในรูป TIF 
ไฟล์ 
2. น ารูปท่ีได้มาค านวณหาความเข้มแบนโปรตีน ด้วยโปรแกรม Quantity One เวอร์ชั่น

4.4.1  ของบริษัท Bio-Rad, USA จะได้ค่า Adjust Volume (INT*mm2) 
3. ท าการปรับค่าความเข้มแถบให้มีการแสดงออกของ reference gene เท่าๆกัน เพื่อ

สามารถเปรียบเทียบค่าความเข้มได้ ดังสมการ  
 

       Intensity = Adjust Volume target / Adjust Volume reference 
 

4. เปรียบเทียบค่าการแสดงออกของโปรตีน target ระหว่างชุดควบคุม และชุดทดลอง 
ดังสมการ 
 

       Fold induction = Intensity sample / Intensity control 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

 นางสาวปิติปรีญา  เสืออ่วม เกิดเมื่อวันท่ี 21 กรกฎาคม พ.ศ. 2530 ส าเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ในปีการศึกษา 2551 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทาง
อุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 
2552  
 

ผลงานทางวิชาการ 
Suauam, P., Yompakdee, C. and Paechamud, T. Screening of calcium signaling 

pathway inhibitor in yeast Saccharomyces cerevisiae from Thai plants. Silpakorn 
University Research Fair 4; 2011 January 19-21, Silpakorn University (Sanam Chandra 
Palace Campus), Nakhonpatom, Thailand. 

 Suauam, P., Yingyongnarongkul, B., Miyakawa, T. and Yompakdee, C.               
A coumarin compound from Clausena harmandiana (Pierre) posseses a calcium signal 
inhibiting activity in a mutant Saccharomyces cerevisiae. The 23rd Annual Meeting of the 
Thai Society for Biotechnology on “Systems Biotechnology: Quality and Success”; 2012 
February 1-2, Imperial queen park Hotel, Bangkok, Thailand.  
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