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and gonadotropin-releasing hormone (GnRH)-upregulating effects of Zingiber 
montanum (Koenig) rhizome, Thunbergia laurifolia Lindl leaf and Gynura 
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ความชรา ได้กลายเป็นปัญหาที่ส าคัญ ซึ่งก่อให้เกิดความผิดปกติและโรคที่เกี่ยวข้องกับความชรา
มากมาย กระบวนการเกิดทั้งหมดเกิดได้ในอวัยวะทั่วไป รวมทั้งภายในสมองโดยเฉพาะสมองส่วนไฮโปทา
ลามัส จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ากระบวนการเกิดความชรามีความสัมพันธ์กับกลไลการอักเสบผ่านการ

ท างานของ NF-κB และการท างานของฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน ในการศึกษานี้ผู้วิจัยเลือก
สมุนไพรไทย 3 ชนิดได้แก่ ไพล รางจืดและว่านมหากาฬ เพื่อศึกษาผลของสมุนไพรต่อการป้องกันและการ

รักษาผ่านกลไกต้านการอักเสบของ NF-κB และการเพิ่มระดับการหลั่งของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน 
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ซึ่งเป็นเซลล์ประสาทจากไฮโปทาลามัส โดยความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบของสมุนไพร เลือกมาจากการวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ จากนั้นจึงน ามาศึกษาฤทธิ์การต้านการ

อักเสบผ่านการแสดงออกระดับยีนของ NF-κB และยีนเป้าหมายของ NF-κB ด้วยวิธี real-time PCR และ
ศึกษากลไกต้านการอักเสบผ่านการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ RelA (p65) ด้วยวิธี western blot อีกทั้ง
วัดผลการหลั่งของ โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมนด้วยเทคนิค ELISA จากการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบ

จากเหง้าไพลด้วยเฮกเซนและเอทานอล ที่ความเข้มข้น 12.5, 25 μg/mL ตามล าดับ สารสกัดหยาบจากใบ

รางจืดด้วยเอทานอลและสารสกัดหยาบจากใบว่านมหากาฬด้วยเมทานอล  ที่ความเข้มข้น 50 μg/mL 

ตามล าดับ สามารถลดการแสดงออกของยีน NF-κB1, NF-κB2, RelA(p65), RelB, IκB-α, IKK-β, TNF-

α, IL-1β, IL-6 และเพิ่มการแสดงออกของยีน SIRT1 ได้ อีกทั้งยังลดการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 

ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α นอกจากนี้ผลจากสารสกัดหยาบจากสมุนไพร
ยังสามารถเพิ่มการหลั่งของ โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน ได้อีกด้วย จากผลการศึกษาทั้งหมดนี้บ่งชี้ได้ว่า 

กระบวนการอักเสบที่เกิดขึ้นจากการเหนี่ยวน าด้วย TNF-α ท างานผ่านกลไกการท างานของ NF-κB เเละ
อาจมีความเกี่ยวข้องกับการหลั่งที่ลดน้อยลงของ โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน และสารสกัดหยาบจาก

ไพล รางจืดและว่านมหากาฬ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่าน NF-κB และส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณการหลั่งของ 
โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมนได้ ซึ่งน่าจะน าสมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิดนี้มาศึกษาต่อยอดและพัฒนาเพื่อเป็น
ยาที่ใช้ในการรักษาและป้องกันความผิดปกติของความชราและโรคที่เกี่ยวข้องกับความชรา อันเนื่องมาจาก
กระบวนการอักเสบ  
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The aging process is associated with the inflammation mechanism through 

nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathway and the neuroendocrine function of 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in the hypothalamus. In this study we used 
Zingiber montanum (Koenig) rhizome, Thunbergia laurifolia Lindl leaf and Gynura 
pseudochina DC. Var. hispida Thwaites leaf extracts to investigate their anti-inflammatory 

protective and therapeutic effects on NF-κB signaling pathway and GnRH releasing in GT1-7 
cells. The concentrations of herbal extracts were selected by cell viability assay. Their anti-

inflammatory effect and mechanism via NF-κB signaling pathway were detected by real-

time PCR and western blot analysis in TNF-α-induced inflammation of GT1-7 cells, 
including their effects on the releasing of GnRH were measured by ELISA. All herbal 

extracts decreased the mRNA level of NF-κB family, including NF-κB1, NF-κB2, RelA(p65), 

RelB, IκB-α, IKK-β and NF-κB-targeted genes such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), 

interleukin-1β (IL-1β), IL-6 and increased the mRNA level of Sirtuin1 (SIRT1) in TNF-α-
induced GT1-7 cells. These herbal extracts still inhibited the nuclear translocation of p65. 

Furthermore, the releasing of GnRH also was increased in response to TNF-α-induced 

inflammation. All results indicate that hypothalamic inflammation via TNF-α-induced NF-

κB signaling pathway may be associated with the decrease of GnRH releasing. All these 
herbal extracts have an anti-inflammatory protective and therapeutic effect through the 

TNF-α-induced NF-κB signaling pathway and up-regulating effect on the releasing of GnRH 
and can be developed as herbal medicines for alternative treatment of inflammaging and 
aging-related inflammatory disorders.      
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

ประเทศไทย จัดเป็นสังคมผู้สูงอายุ โดยพบว่าอัตราส่วนของผู้สูงอายุในไทยมีแนวโน้มเพ่ิม
สูงขึ้นอย่างต่อเนื่องจากประมาณ 13.2% ในปี 2010 เป็น 32.1% ในปี 2040 (1) อีกท้ังอัตราส่วนของ
ผู้สูงอายุยังเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องจาก 6.9% เป็น 12.0% ทั่วโลกอีกด้วย (2) ดังนั้นความชรา (Aging) 
จึงกลายเป็นปัญหาส าคัญ แม้ว่าความชราเกิดจากการมีอายุยืนยาวขึ้น เพราะความเจริญก้าวหน้าใน
ด้านการแพทย์และสาธารณสุขดีข้ึน หน้าที่ของสถาบันด้านสุขภาพของประเทศ ไม่ว่าจะเป็นกระทรวง
สาธารณสุขและมหาวิทยาลัย ต้องมุ่งให้ความสนใจเพ่ือตอบโจทย์ที่ว่า “ท าอย่างไร จะท าให้ผู้สูงวัยมี
คุณภาพชีวิตที่ดี (Aging with good quality of life)?” นอกจากนี้ ยังมีอีกหลายคนในสังคมที่เกิด
ปัญหาแก่ก่อนวัย ทั้งที่ยังไม่ถึงวัยผู้สูงอายุ อันเนื่องมาจากพฤติกรรมการด ารงชีวิตในสังคมที่ไม่
เหมาะสม ปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อมหลายอย่างที่ส่งผลให้เกิดปัญหาดังกล่าว เช่น พฤติกรรมการ
บริโภคอาหารจานด่วน จ าพวกฟาสต์ฟู้ด การพบเจอกับสภาวะแวดล้อมที่ท าให้เกิดความเครียด เป็น
ต้ น  ซึ่ ง ท้ า ย สุ ดแล้ ว จ ะน า ไปสู่ ค ว าม เสื่ อ มสภ าพของ เ ซลล์ ทั้ ง ภ า ยนอกร่ า งก าย  เ ช่ น  
การเกิดริ้วรอย ความเหี่ยวย่นของผิวหนัง และภายในร่างกาย ซึ่งส่งผลให้เกิดโรคที่เกี่ยวข้องกับความ
เสื่อมต่างๆ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคมะเร็ง โรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง และโรคความจ าเสื่อม 
เป็นต้น กระบวนการเกิดความชรานั้น เกิดได้จากหลายทฤษฎี โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ 
ทฤษฎีความชราอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ สรีรวิทยาและทฤษฎีความชราอัน
เนื่องมาจากความเสียหายหรือความผิดพลาดของการท างานภายในร่างกาย โดยการเปลี่ยนแปลงทาง
ชีวภาพ ตลอดจนความบกพร่องของกลไกการควบคุมทางสรีรวิทยานั้น ยังสามารถแบ่งเป็น ทฤษฎี
สารพันธุกรรม, ทฤษฎีระบบภูมิคุ้มกัน และทฤษฎีระบบประสาทและต่อมไร้ท่อ เป็นต้น ส่วนทฤษฎี
ความชราอันเนื่องมาจากความเสียหายหรือความผิดพลาดของการท างานภายในร่างกายนั้น มักเกิด
จากปัจจัยการกระตุ้นจากสิ่งแวดล้อมภายนอก เช่น ทฤษฎีอนุมูลอิสระ, ทฤษฎีความเสื่อมโทรม และ
ทฤษฎีการเชื่อมตามขวาง เป็นต้น (3) อย่างไรก็ดีทฤษฎีการเกิดความชรานั้น ยังมีความสัมพันธ์กัน 
โดยพบว่าการท างานของระบบภูมิคุ้มกันที่ต่ าลง หรือการสะสมของสารอนุมูลอิสระ ที่น าไปสู่การ
ท าลายเซลล์ เนื่อเยื่อ ตลอดจนอวัยวะภายในร่างกาย จะส่งผลต่อการกระตุ้นกระบวนการอักเสบผ่าน

ไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ เช่น  TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS และ acute phase protein 

เป็นต้น เหนี่ยวน าให้เกิดการท างานของ NF-κB เป็นจุดเริ่มต้นของกระบวนการอักเสบแบบเรื้อรัง
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ต่อไป จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ากระบวนการอักเสบและความชราพบได้บ่อยที่สุดในสมองส่วน 
mediobasal hypothalamus โดยพบว่าระหว่างการเกิดกระบวนความชรา เซลล์ microglia  

ในไฮโปทาลามัส จะเกิดการกระตุ้นการท างานของ NF-κB และส่งผลต่อการสร้าง TNF-α ซึ่งจะไป

กระตุ้นการท างานแบบ canonical ของ IKK-β และ NF-κB ในเซลล์ประสาทข้างเคียงต่อไป 

นอกจากนี้การกระตุ้นการท างานของ IKK-β และ NF-κB ในเซลล์ประสาท ยังส่งผลต่อการลดลงของ
การหลั่งของ โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) (4) โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน เป็นเปป
ไทด์ฮอร์โมนหลักที่สร้างจากเซลล์ประสาทของสมองส่วนไฮโปทาลามัส ซึ่งควบคุมการท างานของ
ระบบสืบพันธุ์โดยกระตุ้นการหลั่งของฮอร์โมน 2 ชนิดจากต่อมใต้สมองส่วนหน้า ได้แก่ ฟอลลิเคิล สติ
มิวเลติง ฮอร์โมน (Follicle stimulating hormone, FSH) และลูทิไนซิ่ง ฮอร์โมน (Luteinizing 
hormone, LH) การศึกษาที่ผ่านมาถึงผลของความชราและความชราอันเนื่องมาจากการอักเสบต่อ
ปริมาณการหลั่งของ GnRH ยังมีความขัดแย้งกันอยู่ (5, 6) จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 
การแก้ปัญหาความชรา หรือแม้แต่ปัญหาแก่ก่อนวัยในปัจจุบัน มีการคิดค้นนวัตกรรมใหม่ๆ  ในการ
ชะลอริ้วรอยและความแก่ (Anti-aging) มากมาย เช่น การโบท็อกซ์ผิว การใช้เลเซอร์ การก าจัด
สารพิษในร่างกาย อาหารเสริม เป็นต้น ซึ่งค่าใช้จ่ายในแต่ละวิธีค่อนข้างสูงและบางวิธีเป็นเพียงแค่การ
รักษาที่ปลายเหตุเท่านั้น เป็นที่ทราบกันดีว่าพืชผักสมุนไพรไทยมีประโยชน์ต่อสุขภาพ ทั้งในด้านของ
การป้องกันการเกิดโรคและการใช้รักษาโรค อย่างไรก็ตาม ข้อมูล หรือหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ ที่
เกี่ยวข้องกับฤทธิ์ทางชีวภาพของพืชผักสมุนไพรไทยที่ส่งผลต่อการป้องกันการเกิดโรค และการใช้
รักษาโรค ยังต้องได้รับการพิสูจน์ด้วยกระบวนการทางวิทยาศาสตร์ที่เหมาะสม ในการศึกษาในครั้งนี้ 
คณะผู้วิจัยจึงสนใจเลือกสมุนไพรไทยที่มีต้นทุนต่ ากว่า อีกทั้งยังปลอดภัย มาศึกษา เพ่ือเป็นอีก
ทางเลือกหนึ่งในการชะลอความแก่ที่เกิดจากต้นเหตุที่ท าให้เกิดปัญหาความชรา  ได้แก่ ไพล, รางจืด 
และว่านมหากาฬ ซึ่งในงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า สมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิดมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ
และรักษาโรคที่มีความเกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น สารสกัดหยาบจากไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน
สามารถยับยั้งอาการหูบวมของหนูที่เกิดจาก ethyl phenylpropiolate (EPP), arachidonic acid 
(AA) และ 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) ได้ (7, 8) สารสกัดหยาบจากรางจืด
ด้วยแอลกอฮอล์และเฮกเซนสามารถลดอาการอักเสบที่อุ้งเท้าหนูที่เกิดจาก carrageenan ได้ (9) 

และสารสกัดหยาบจากว่านมหากาฬด้วยเมทานอลยังสามารถยับยั้งการท างานของ NF-κB ได้อีกด้วย 

(10) อย่างไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับกลไกการต้านอักเสบผ่าน NF-κB ระดับชีวเคมีและระดับ
โมเลกุลในระบบประสาทของพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดยังมีน้อยมากและยังไม่เป็นที่แพร่หลายใน
การศึกษามากนัก และการศึกษากลไกความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการอักเสบที่เร่งให้เซลล์แก่เร็ว 
และการแก่เร็วของเซลล์ที่มีสาเหตุมาจากการท างานของฮอร์โมนจากต่อมไร้ท่อที่ลดน้อยลง 



 

 

3 

โดยเฉพาะ GnRH ที่มีการศึกษามาบ้างแล้วนั้น เป็นสาเหตุและที่มาในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้  โดย 
คณะผู้วิจัยประสงค์จะศึกษาเพ่ือประเมินฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรในการต้านการอักเสบ ผ่าน

เครือข่าย NF-κB และการเพ่ิมการแสดงออกของฮอร์โมน GnRH ทั้งนี้ จะใช้เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
ชนิด GT1-7 ซึ่งเป็นเซลล์ประสาทประเภท GnRH neuron ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส โดยสมองส่วน
นี้มีความส าคัญต่อการท างานของระบบประสาท เชื่อมโยงกับระบบต่อมไร้ท่อ อีกทั้งจากงานวิจัยที่
ผ่านมาพบว่า กลไกการชรา (Aging process) ถูกควบคุมโดยสมองส่วนไฮโปทาลามัสอีกด้วย โดย
งานวิจัยนี้ยังสามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยได้อีก เพ่ือพัฒนาให้สมุนไพรไทยนี้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งใน
การต้านการอักเสบที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิด Aging และการกระตุ้นการแสดงออกของ GnRH 
ซึ่งในที่สุดจะเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับทรัพยากรสมุนไพรที่มีอยู่อีกด้วย  รวมทั้ง จะเป็นแนวทางการ
ปฏิบัติ เพื่อน าไปสู่สังคมผู้สูงอายุที่มีสุขภาพดี ถ้ามีการบริโภคสมุนไพรที่มีประโยชน์อย่างสม่ าเสมอ  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ ต่อการต้าน

การอักเสบผ่านการแสดงออกของ NF-κB ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 

2. เพ่ือศึกษากลไกการต้านการอักเสบของสารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่าน

มหากาฬ ผ่าน NF-κB signaling pathway   

3. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ ต่อการเพ่ิม
ระดับของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 

   

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

การวิจัยนี้ท าการศึกษาในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ชนิด GnRH neuron จากสมอง
ส่วนไฮโปทาลามัส ซึ่งเป็นการศึกษาในลักษณะ in vitro model และจะศึกษาฤทธิ์การต้านการ
อักเสบของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ เหง้าไพล, ใบรางจืด และใบว่านมหากาฬ ผ่านกลไก

การต้านการอักเสบของ NF-κB โดยเริ่มจากเลือกความเข้มข้นของสมุนไพรที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ด้วย
เทคนิค MTT assay จากนั้นน ามาศึกษาการต้านการอักเสบผ่านการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน 

NF-κB และยีนเป้าหมายของ NF-κB ด้วยเทคนิค Realtime-PCR และศึกษากลไกการต้านการ
อักเสบจากการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ RelA (p65) ด้วยเทคนิค Western blot จากนั้นศึกษา
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ความสัมพันธ์ของภาวการณ์อักเสบที่ผ่าน NF-κB ต่อการหลั่งของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน 
ด้วยเทคนิค ELISA   

    

1.4 ค าถามในงานวิจัย 

1. NF-κB signaling pathway มีความเกี่ยวข้องกับการหลั่งของ โกนาโดโทรปิน  
รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ในการเกิด aging หรือไม ่

2. สารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่าน 

NF-κB signaling pathway หรือไม ่

3. สารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ สามารถเพ่ิมการหลั่งของ 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) ได้หรือไม ่

 

1.5 สมมติฐานในงานวิจัย 

สารสกัดจากสมุนไพรไทย ได้แก่ เหง้าไพล , ใบรางจืด และใบว่านมหากาฬ มีฤทธิ์ต้านการ

อักเสบผ่าน NF-κB signaling pathway และสามารถเพ่ิมระดับของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน 
(GnRH) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ได ้

 

1.6 กรอบแนวความคิดในงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aging (ความชรา) 

สาเหตุของความชราที่เกิดขึ้น อาจเกิดได้จาก การท างานของฮอร์โมนจากต่อมไร้ท่อที่ 

ลดน้อยลง เช่น โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) เป็นต้น ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับ

กระบวนการอักเสบ ดังนั้นโมเดลที่ใช้ในการศึกษาคือเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7  

และศึกษากลไกการอักเสบผ่าน NF-κB signaling pathway 
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ทดสอบหากลไกต้านการอักเสบผ่าน NF-κB signaling pathway  
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธ ีWestern blot 

 

ทดสอบผลของสารสกัดจากสมุนไพรไทยต่อการเพ่ิมระดับปริมาณฮอร์โมน GnRH  
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธี ELISA 

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

สกัดสมุนไพรไทย 3 ชนิด ด้วยเทคนิค Soxhlet extraction  

โดยใช้ตัวท าละลาย เฮกเซน, เอทานอล และเมทานอล 

ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย 
ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธี MTT assay 

ทดสอบหาฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนใน  

NF-κB signaling pathway ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7  ด้วยวิธี Real-time PCR 
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1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืด และใบว่านมหากาฬ อย่างน้อย 1 ชนิด มีฤทธิ์ต้าน

การอักเสบผ่านการแสดงออกของ NF-κB 

2. สารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืด และใบว่านมหากาฬ อย่างน้อย 1 ชนิด สามารถ
เพ่ิมระดับของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) 

3. สามารถน าองค์ความรู้ที่ได้ไปต่อยอดงานวิจัย เพ่ือพัฒนาให้เป็นยาสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการ
ต้านการอักเสบและเพ่ิมระดับโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน(GnRH) เพ่ือช่วยเหลือผู้ที่มีปัญหาด้าน 
Aging และโรคที่เก่ียวข้องกับ Aging 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 Aging (ความชรา)  

Aging หรือ ความชรา คือกระบวนการที่ร่างกายมีการสะสมการเปลี่ยนแปลงภายในร่างกาย 
เริ่มตั้งแต่ระยะท่ีเป็นเซลล์สืบพันธุ์ พัฒนามาเป็นตัวอ่อน และกลายมาเป็นเซลล์และเนื้อเยื่อในร่างกาย 
มีการพัฒนาของความบกพร่องทางด้านพันธุกรรม รวมทั้งการกระตุ้นจากปัจจัยจากสิ่งแวดล้อม
ภายนอก (11, 12) เกิดการสะสมของสารมวลโมเลกุลส่งผลให้เกิดภาวะถดถอยของร่างกาย 
(Senescence) ท าให้เซลล์ภายในร่างกายเสื่อมถอยและตายในที่สุด น าไปสู่ความเสี่ยงในการเกิดโรค
ที่เกี่ยวข้องกับความเสื่อมต่างๆเช่น โรคเบาหวาน, โรคที่เกี่ยวข้องกับหัวใจและหลอดเลือด, โรคพาร์
กินสัน และโรคความจ าเสื่อม เป็นต้น (13, 14) ในปัจจุบันมีการกล่าวถึงทฤษฎีที่ท าให้เกิดความชรา
มากมาย ซึ่งกระบวนการเกิดความชรานั้น อธิบายได้จากการประกอบกันของทฤษฎีการเกิดความชรา
ที่มากกว่า 1 ทฤษฎีขึ้นไป ในปัจจุบันสามารถแบ่งทฤษฎีการเกิดความชราได้ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่  (3, 
15, 16) 

1.  Programmed Theories 

กล่าวถึงความชรา อันเกิดมาจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงด้านชี ววิทยาของร่างกายที่มี
ความสัมพันธ์กับช่วงอายุที่เพ่ิมมากขึ้น โดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงด้านการแสดงออกของยีนที่ส่งผล
ต่อกระบวนการรักษาสมดุล การซ่อมแซมและการป้องกันของกลไกภายในร่างกาย ท าให้การท างาน
ของร่างกายเสื่อมประสิทธิภาพลง ได้แก่ 

- Programmed Longevity (ทฤษฎีการถูกก าหนด) ความชราถูกก าหนดไว้จากการท างาน
ของยีนบางตัว ร่วมกับมีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทั้งระดับโมเลกุลและเซลล์ ส่งผลต่อระบบ
เมทาบอลิซึมภายในร่างกาย น าไปสู่การเสื่อมและการตายของเซลล์ตามช่วงอายุที่ผ่านไป 

- Endocrine theory (ทฤษฎีที่เก่ียวข้องกับฮอร์โมน) ความชราถูกควบคุมโดยระบบการ
ท างานของฮอร์โมนบางชนิด เช่น Growth hormone, Gonadotropin releasing 
hormone (GnRH) เป็นต้น จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่ากลไกท่ีมีส่วนส าคัญในกระบวนการ
เกิดความชราซึ่งถูกควบคุมโดยการท างานของฮอร์โมน ได้แก่ Insulin/IGF-1 signaling (IIS) 
pathway (17) 
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- Immunological theory (ทฤษฎีระบบภูมิคุ้มกัน) ค ว า ม ช ร า เ กิ ด จ า ก ผ ล ข อ ง ร ะบ บ
ภูมิคุ้มกันที่ลดต่ าลง ซึ่งโดยปกติระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายจะท างานได้ดี มีประสิทธิภาพสูง
ในช่วงวัยเจริญพันธุ์และค่อยๆลดลงหลังจากเวลาผ่านไปเมื่อเข้าสู่วัยชรา รวมทั้งอวัยวะที่ใช้
ในการสร้างสารภูมิคุ้มกัน เช่น ระบบต่อมน้ าเหลือง, ม้าม, ต่อมไทมัส เสื่อมสภาพลง และมี
การสร้างภูมิคุ้มกันชนิดท าลายตนเองเพ่ิมมากขึ้น ท าให้ง่ายต่อการติดเชื้อเพราะการท างาน
ของแอนติบอดีในร่างกายไม่สามารถต่อสู้กับสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกายได้อย่างเต็ม
ประสิทธิภาพ จึงเกิดเป็นภาวะภูมิคุ้มกันผิดปกติ   ตามมาด้วยการเกิดพยาธิสภาพของโรคติด
เชื้อ โรคที่เก่ียวข้องกับความเสื่อมและโรคอ่ืนๆ เช่น โรคที่เกี่ยวข้องกับระบบหัวใจและหลอด
เลือด โรคเบาหวาน และมะเร็ง เป็นต้น (13, 18) 

- Somatic DNA damage theory  (ทฤษฎีการผ่าเหล่า) โดยทั่วไปดีเอ็นเอเป็นสารพันธุกรรม
ในร่างกาย เมื่อดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย ร่างกายจะมีกลไกในการซ่อมแซมดีเอ็นเอ แต่เมื่อ
อายุเพ่ิมขึ้นกลไกการซ่อมแซมดีเอ็นเอท างานแย่ลง จึงเกิดการสะสมของดีเอ็นเอที่เสียหาย
และการกลายพันธุ์ ท าให้เซลล์ท างานผิดปกติไป เช่น เมื่อดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียเกิดความ
เสียหาย การท างานของไมโตคอนเดรียจึงผิดปกติไปด้วย  

- Telomere theory Telomeres คือ ล าดับดีเอ็นเอที่จ าเพาะซึ่งอยู่บริเวณปลาย
โครโมโซมของสัตว์ยูคาริโอต ถูกสังเคราะห์ขึ้นจากเอนไซม์ telomerase ที่เป็น reverse 
transcriptase ชนิดหนึ่ง เพื่อช่วยรักษาความยาวของโครโมโซม โดยปกติแล้ว ในการแบ่งตัว
ของเซลล์ จะมีการสูญเสียปริมาณดีเอ็นเอเล็กน้อย บริเวณปลายโครโมโซมแต่ละอัน ท าให้ 
telomeres มีขนาดสั้นลงและโครงสร้างเปลี่ยนไป เกิดการกระตุ้นการถดถอยของเซลล์ 
(cellular senescence) ส่งผลต่อการแบ่งตัวของเซลล์ รวมทั้งเกิดพยาธิสภาพที่เกี่ยวข้องกับ
ความชราขึ้นได้ (19) 

 

2.  Damage or Error Theories  

ความชราเกิดจากผลของสิ่งแวดล้อมภายนอกและปัจจัยอ่ืนๆ ที่เหนี่ยวน าให้เกิดความ
เสียหายต่อร่างกาย ได้แก่ 

- Wear and tear theory (ทฤษฎีความเสื่อมโทรม) ความชราเกิดจากสภาวะที่ร่างกายเกิด
การเสื่อมโทรม เนื่องจากเซลล์ในร่างกายท างานมาเป็นเวลานานและเสื่อมประสิทธิภาพลง 
อย่างไรก็ตาม ในร่างกายย่อมมีการซ่อมแซมตัวเองได้ โดยเซลล์ที่สามารถซ่อมแซมตัวเองและ
สร้างใหม่ขึ้นมาทดแทนได้ เช่น เซลล์ผิวหนัง, เม็ดเลือดแดง เป็นต้น แต่บางเซลล์ไม่สามารถ
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ซ่อมแซมได้ เช่น เซลล์ประสาท, เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ เป็นต้น (ผู้ค้นพบทฤษฎีครั้งแรกคือ Dr. 
August Weismann นักชีววิทยาชาวเยอรมันในปี ค.ศ. 1882) 

- Rate of living theory ความชราเกิดจากระบบเมทาบอลิซึมในร่างกายมีอัตราการใช้
ออกซิเจนทีเ่พ่ิมมากข้ึน จะท าให้ช่วงอายุสั้นลง (20) 

- Cross-linking theory (ทฤษฎีการเชื่อมตามขวาง) ความชราเกิดจากการเกิดปฏิกิริยาการ
เชื่อมตามขวางของโปรตีนบางชนิดท าให้เซลล์และเนื้อเยื่อในร่างกายเกิดความเสียหาย 
โดยเฉพาะภายในเนื่อเยื่อเกี่ยวพันที่เป็นส่วนประกอบของโครงสร้างร่างกาย (ผู้เสนอทฤษฎีนี้
คือ Johan Bjorksten ในปี ค.ศ.1942) (21)  

- Free radicals theory (ทฤษฎีสารอนุมูลอิสระ) ความชราเกิดจากผลของสารอนุมูลอิสระ 
(Free radicals) ซึ่งเกิดขึ้นมากที่สุดภายในไมโตคอนเดรียซึ่งเป็นแหล่งพลังงานของเซลล์ 
เหนี่ยวน าให้เกิดความเสียหายต่อสารมวลโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น กรดนิวคลีอิก, ไขมัน, 
น้ าตาลและโปรตีน ภายในเซลล์และอวัยวะต่างๆ ส่งผลต่อการท างานของระบบ 
Antioxidant เกิดเป็นภาวะ oxidative stress จนในที่สุดเนื้อเยื่อและอวัยวะต่างๆภายใน
ร่างกายหยุดการท างานและตาย (22)  (ผู้ค้นพบทฤษฎีครั้งแรกคือ Dr. Gerschman ในปี 
ค.ศ. 1954 (23) และถูกพัฒนาโดย Dr. Denham Harman (24))  

 

2.2 ภาวะการอักเสบ (Inflammation)  

การอักเสบคือ กระบวนการตอบสนองของร่างกายเมื่อร่างกายได้รับบาดเจ็บจากสิ่ง
แปลกปลอมภายนอกที่มากระตุ้น เช่น เชื้อโรค เชื้อจุลชีพต่างๆ แต่หากเกิดการอักเสบมากเกินไปหรือ
เกิดการอักเสบเป็นเวลานาน จะส่งผลให้เกิดการท าลายเนื้อเยื่อและการท างานของเนื้อเยื่อที่ผิดปกติ  
ซ่ึงแบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ การอักเสบแบบเฉียบพลันและการอักเสบแบบเรื้อรัง (13) 

- การอักเสบแบบเฉียบพลัน มักจะเกิดขึ้นภายในเวลาสั้นๆ เป็นช่วงนาที หลังจากได้รับสิ่ง
กระตุ้นและจะคงอยู่ประมาณ 2-3 วันแต่ไม่ถึงสัปดาห์ มีลักษณะที่ส าคัญคือ มีการขยายตัว
ของหลอดเลือด ท าให้เลือดไหลเวียนมายังบริเวณที่บาดเจ็บ ร่วมกับการเปลี่ยนแปลงทาง
โครงสร้างของหลอดเลือด ท าให้เซลล์และโปรตีนสามารถรั่วไหลออกนอกเส้นเลือดได้ 
จากนั้นจะมีการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาวออกจากหลอดเลือด เข้าสู่เนื้อเยื่อที่มีการบาดเจ็บ
เกิดข้ึน เพ่ือก าจัดสิ่งแปลกปลอมต่างๆ 
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- การอักเสบแบบเรื้อรัง มักจะเกิดและด าเนินมาเป็นระยะเวลานานหลายสัปดาห์หรือเป็น
เดือน โดยมีการอักเสบเกิดร่วมกับการท าลายเนื้อเยื่อและการสมานแผลพร้อมๆกัน การ
อักเสบชนิดนี้มักมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อที่รักษาไม่หาย, เนื้อเยื่อได้รับอันตรายเป็นระยะ
เวลานานติดต่อกัน และโรคภูมิต้านทานตัวเอง โดยมีลักษณะที่ส าคัญคือ มีการแทรก 
(infiltration) ของเซลล์ชนิด mononuclear ได้แก่ macrophage, lymphocyte และ 
plasma cell ร่วมกับมีการท าลายของเนื้อเยื่อ (tissue destruction) และมีการซ่อมแซม
ส่วนของเนื้อเยื่อท่ีเสียหาย โดยการสร้างพังผืด หรือ connective tissue (fibrosis) ขึ้นมา  

 

2.3 ภาวะการอักเสบ (Inflammation) ในกระบวนการเกิดความชรา (Aging process) 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาเมื่ออายุเพ่ิมมากขึ้น รวมทั้งความ
ผิดปกติจากการท างานในระบบภูมิคุ้มกัน ส่งผลต่อการเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยา 
redox ภายในเซลล์ ท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ที่เกิดจากสารอนุมูลอิสระจากการสร้างของ
เซลล์ macrophages ที่ถูกกระตุ้นแล้วชนิด ROS และ RNS เป็นจ านวนมาก  (25, 26) ท าให้เกิด
กระบวนการตอบสนองต่อการอักเสบ น าไปสู่ภาวะการอักเสบเรื้อรังในระดับต่ าๆ ซึ่งกระบวนการ
อักเสบที่เกิดขึ้นระหว่างการเกิดความชรา เรียกอีกอย่างหนึ่งว่า “Inflammaging” สุดท้ายแล้วจะ
ส่งผลให้เกิดโรคที่มีความเกี่ยวข้องกับความชรา (Age-related diseases) ซึ่งเป็นโรคที่มีภาวะการ
อักเสบแบบเรื้อรังร่วมด้วย เช่น โรคที่เกี่ยวข้องกับระบบหัวใจและหลอดเลือด, โรคกระดูกพรุน, โรค
อ้วน, โรคเบาหวาน, โรคมะเร็ง และโรคความจ าเสื่อม เป็นต้น (13, 27) จากการศึกษาโรคที่เกี่ยวข้อง
กับความชรานี้ พบว่ามีการไหลเวียนของไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ (pro-inflammatory 

cytokines) ในระบบหมุนเวียนเลือดอีกด้วย ยกตัวอย่างเช่น IL-1β, IL-6, IL-8 และ TNF-α (13) 
เป็นต้น  
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2.4 ไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบและยีนที่เกี่ยวข้องกับความชราในงานวิจัย 

Tumor necrosis factor (TNF-α) 

โดยทั่วไป TNF-α จะถูกสร้างจากเซลล์ macrophages และ T-lymphocytes เป็นส่วน
ใหญ่และอยู่ในรูป pro-TNF ขนาด 26 kDa บริเวณพ้ืนผิวของ plasma membrane จากนั้นจึงถูก

ตัดด้วย matrix metalloproteinases TNF-α converting enzyme (TACE) กลายเป็น soluble-
TNF ขนาด 17 kDa ทั้ง pro-TNF และ soluble-TNF สามารถท างานโดยจับกับตัวรับที่อยู่บนผิว

เซลล์เป้าหมายทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ TNF-α receptor 1 (TNFR1 หรือ p55TNFR) และ TNF-α 
receptor 2 (TNFR2 หรือ p75TNFR)      ซึ่งจะตรวจเจอ TNF สูงขึ้นในสภาวะที่มีการติดเชื้อและ

การอักเสบร่วมด้วย (28) ในระบบประสาทส่วนกลาง TNF-α มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการท างาน
ทางสรีระวิทยา เช่น กลไกการตอบสนองของเซลล์ประสาทต่อการสร้างความจ า  (synaptic 
plasticity), กระบวนการเรียนรู้และความทรงจ า, การนอนหลับ เป็นต้น อย่างไรก็ตาม เมื่อเกิดพยาธิ

สภาพขึ้นมา TNF-α จะถูกสร้างออกมาเป็นจ านวนมากจากเซลล์ microglia และมีความเกี่ยวข้องต่อ
กระบวนการตอบสนองต่อการอักเสบในระบบประสาทและโรคที่มีความผิดปกติทางระบบประสาทอีก

ด้วย (29) จากการศึกษาท่ีผ่านมาแบบ in vivo พบว่า ระดับความเข้มข้นของ TNF-α เพ่ิมสูงขึ้น และ
มีความสัมพันธ์กับระดับของ IL-6 และ Acute phase proteins เช่น  C-reactive protein (CRP) 
ในกลุ่มตวัอย่างที่อายุแก่กว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มตัวอย่างที่อายุน้อยกว่า ที่มีลักษณะของภาวะสมองเสื่อม

และโรคหลอดเลือดหัวใจแข็งตัว (30, 31) รวมทั้งในโรคพาร์กินสัน (32) บ่งชี้ถึงการกระตุ้น

กระบวนการอักเสบ และระดับ TNF-α ที่เพ่ิมสูงขึ้น อาจมีความเกี่ยวข้องกับการท านายความ
บกพร่องของการท างานของอินซูลิน เมื่ออายุเพิ่มมากขึ้นได้อีกด้วย (33)   

 

Interleukin-1β (IL-1β) 

IL-1β เป็นไซโตไคน์ที่จะท างานในรูป mature form เท่านั้นโดย pro- IL-1β จะถูกตัดด้วย 

caspase-1 (IL-1β converting enzyme หรือ ICE) ก่อนถึงจะสามารถท างานได้ ซึ่ง IL-1β ท า

หน้าที่กระตุ้นการอักเสบได้โดยการเหนี่ยวน า TNF-α และ IL-2 จากการกระตุ้นเซลล์ T-helper และ
ท าให้เนื้อเยื่อเกิดการอักเสบ จากการกระตุ้น cyclooxygenase-2 เพ่ือให้สร้างสาร prostaglandin 
E2, inducible nitric oxide (iNOS) และ intercellular adhesion molecules เช่น Intercellular 

adhesion molecule-1 (ICAM-1) นอกจากนี้ IL-1β ยังสามารถกระตุ้นตัวมันเอง ให้มีการ
แสดงออกในกระบวนการอักเสบ ส่งผลให้ระดับ C-reactive protein และ Serum amyloid 

protein เพ่ิมสูงขึ้นได้อีกด้วย (34) ในระบบประสาทส่วนกลาง IL-1β มีความเกี่ยวข้องกับ
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กระบวนการอักเสบภายในระบบประสาท โดยสามารถกระตุ้นเซลล์ astrocytes และ microglia 
และยังสามารถกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ ไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ, โมเลกุลที่ท าหน้าที่
ในการยึดเกาะของเซลล์ เช่น cyclooxygenases และ matrix metalloproteases ภายในสมอง
ส่วน parenchyma ได้ (35) จากการศึกษาที่ผ่านมา พบว่าในกลุ่มตัวอย่างหนูแก่ที่มีอาการของโรค

ความจ าเสื่อมและก้อน plaques ในเซลล์ microglia มีการแสดงออกของ IL-1β เพ่ิมสูงขึ้น บ่งชี้ว่า 

ระดับของ IL-1β มีความสัมพันธ์กับพยาธิสภาพของโรคความจ าเสื่อม (36, 37)  

 

Interleukin-6 (IL-6) 

IL-6 เป็นสมาชิกในกลุ่มไซโตไคน์ที่ประกอบไปด้วย ciliary neurotrophic factor (CNTF), 
leukemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M, cardiotrophin-1 (CT- 1), growth 
promoting activity (GPA), และ interleukins ได้แก่ IL-6 และ IL-11  ซึ่ง IL-6 เป็นไซโตไคน์ที่หลั่ง
ออกมาจากเซลล์ macrophages และ T lymphocytes มีความเกี่ยวข้องในกระบวนการทาง
ชีววิทยาต่างๆมากมาย ทั้งกระบวนการสร้างและพัฒนาเซลล์เม็ดเลือด, กระบวนการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกัน, กระบวนการอักเสบ, กระบวนการควบคุมเมทาบอริซึม การซ่อมแซม และการสร้างเซลล์

ประสาท เป็นต้น (38, 39) ในกระบวนการอักเสบ ทั้ง TNF-α และ IL-1β สามารถกระตุ้นการหลั่ง
ของ IL-6 ได้ อย่างไรก็ตาม IL-6 ก็มีฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ โดยมีผลย้อนกลับในการลดการท างานของ

ทั้ง TNF-α และ IL-1β ได้ จากการศึกษาที่ผ่านมา พบว่ามีการสร้าง IL-6  สูงขึ้นใน peripheral 
mononuclear cells ของกลุ่มตัวอย่างมีมีอายุมากเมื่อเทียบกับกลุ่มที่อายุน้อยกว่า (34, 40) และ
ระดับของ IL-6 ยังสูงขึ้นในระบบหมุนเวียนเลือดของกลุ่มตัวอย่างที่อายุ 70 ปีขึ้นไป (41, 42) และใน
กลุ่มผู้ป่วยที่เป็นโรคความจ าเสื่อม (37)  และเมื่อมีการกระตุ้น LPS ในหนู ท าให้มีการแสดงออกของ
ระดับ mRNA ของยีน IL-6 เพ่ิมสูงขึ้น (43) อีกด้วย  

 

Sirtuin-1 (SIRT1) 

SIRT1 จัดอยู่ในตระกูล Sirtuin เป็น class III nicotinamide adenosine dinucleotide-
dependent histone deacetylase โดยพบว่า SIRT1 มีความเก่ียวข้องกับเพ่ิมหรือลดช่วงอายุขัยได้ 
โดยเกิดกระบวนการ deacetylation ต่อ FOXO ซึ่งจัดเป็น longevity factor อย่างหนึ่ง (44) 
นอกจากนี้ SIRT1 ยังมีความเก่ียวข้องกับกระบวนการต้านการอักเสบผ่านการควบคุมท างานของ NF-

κB โดยเกิดกระบวนการ deacetylation ต่อ p65 โดยตรงที่ lysine ต าแหน่งที่ 310 ท าให้การ

แสดงออกของกระบวนการ transcription ที่เกี่ยวข้องกับ NF-κB ลดลง จากการศึกษาที่ผ่านมา
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พบว่า resveratrol ซึ่งเป็น ตัวกระตุ้น SIRT1 สามารถรักษาความผิดปกติอันเนื่องมาจากกระบวนการ
ความชราได้ เช่น resveratrol สามารถเพ่ิมช่วงอายุให้ยืนยาวขึ้นจากการป้องกันความเสื่อมของระบบ
ประสาทในโรคความจ าเสื่อมและโรคกล้ามเนื้ออ่อนแรง เป็นต้น  

 

นอกจากไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ ยังมี pro-inflammatory enzymes เช่น 
cyclooxygenase-2 (COX-2) (45) และ inducible nitric oxide synthase (iNOS) (46) ที่เพ่ิม
สูงขึ้นส่งผลให้เกิดการอักเสบทั่วร่างกาย (18, 47, 48) ซึ่งการแสดงออกของไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิด

การอักเสบ ยังขึ้นอยู่กับการท างาน transcription factors เช่น NF-κB ซึ่งมีบทบาทส าคัญใน
กระบวนการอักเสบแบบเรื้อรังระหว่างที่เกิดความชรา (aging) อีกด้วย (18, 49) 

 

2.5 Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) 

 

NF-κB เป็นกลุ่มของ B cell specific transactivator ของ immunoglobulin Ckgene 

(light chain enhancer) ซึ่งเป็น transcription factor ที่ประกอบด้วย NF-κB1 (p50/p105), NF-

κB2 (p52/p105), RelA (p65), c-Rel และ RelB จับกันแบบ homodimer และ heterodimer 
(50) โดยทั้ง 5 แบบมีต าแหน่งที่เหมือนกันคือ Rel homology domain (RHD) ซึ่งอยู่ฝั่ง N-
terminal ประกอบด้วยกรดอะมิโน 300 ชนิดโดยประมาณเรียงตัวเป็นล าดับส าหรับ DNA binding, 
protein dimerization และ nucleocytoplasmic localization อย่างไรก็ตาม RelA (p65), c-Rel 
และ RelB มีต าแหน่งที่เหมือนกันคือ Transactivation Domain (TAD) ไว้เป็นตัวควบคุมการ

แสดงออกของยีน ส่วน NF-κB1 (p50/p105)และ NF-κB2 (p52/p105) มีต าแหน่งที่เหมือนกันคือ 
Glycine rich regions (GRR) ไว้ส าหรับการเกิด Proteolytic cleavage และ Ankyrin repeats ที่มี

ลักษณะเหมือนกับที่พบใน IκB proteins นอกจากนี้ RelB ยังประกอบด้วย Leucine zipper motif 

(LZ) อีกด้วย (51) การแสดงออกของ NF-κB พบในเซลล์ทุกชนิดและมีความส าคัญในการเหนี่ยวน า
การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน, การอักเสบ, กระบวนการเกิด carcinogen และ
การยับยั้งการตายของเซลล์ เป็นต้น (52) 

ในสภาวะปกติ Rel/NF-κB จะอยู่ในไซโทพลาซึมในรูปของ inactive form และจับกับตัว

ยับยั้ง IκB-α และเมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นชนิดต่างๆ (รูปที่ 1) เช่น ภาวะ oxidative 

stress, ไซโตไคน์ เช่น IL-1, IL-6 และ TNF-α รวมทั้งสารที่สร้างมาจากเชื้อจุลชีพ เช่น 
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lipopolysaccharide (LPS) จะเกิดการ phosphorylation ของ IκB kinases (IKKs) ซึ่งเป็นตัว

ยับยั้ง IκB-α ส่งผลให้ IκB-α ถูกย่อยสลายโดย 26s proteosome ส่งผลให้ Rel/NF-κB เข้าสู่
นิวเคลียส ไปจับกับยีนเป้าหมายที่บริเวณ promoter region ที่มี DNA-binding motif 5’-
GGGPuNNPyPyCC-3’ หรือ transcription factors ผ่าน protein–protein interactions เกิดการ
แสดงออกของยีนเป้าหมายต่อไปได้แก่  

- Immunoreceptors เช่น Immunoglobulin k light chain, Major histocompatibility 
complex class I 

- Cell adhesion molecules เช่น Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), 
Intercellular cell adhesion molecule 1 (ICAM-1) 

- Cytokines และ Growth factors เช่น TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 และ 
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) 

- Chemokines เช่น Macrophage inflammatory protein 1α (MIP-1α) 

- Acute-phase proteins เช่น C-reactive protein 

- Transcription factors และ subunits เช่น IκB-α 

- อ่ืนๆ เช่น NF-kB precursor p105, p100, Nitric oxide synthase, Cycloxygenase-2 
(25, 52-55)  

ซึ่งการท างานของ NF-κB เกิดขึ้นได้หลายทาง โดย pathway หลักคือ Classical 

canonical pathway ที่มี IL-1β และ TNF-α เป็นตัวกระตุ้นเริ่มต้น ท าให้เกิดการกระตุ้น IκB 

kinases (IKKs) ซึ่งแบ่งเป็น IKK-1 (IKK-α)และ IKK-2 (IKK-β) โดยพบว่า NF-κB inducible kinase 
(56) เป็นตัวกระตุ้นการท างานของ IKKs โดยการเกิด phosphorylation เมื่อ IKKs ถูกกระตุ้น ส่งผล

ให้เกิด phosphorylation ของ IκB ที่ต าแหน่ง Ser32 และSer36 เกิดการย่อยสลายของ IκB ด้วย

กระบวนการ Ubiquitination ส่งผลให้เกิดการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ Rel/NF-κB นอกจากนี้ 

NF-κB ยังเกิดข้ึนผ่าน pathway อ่ืนๆได้อีกด้วย ขึ้นอยู่กับชนิดของตัวกระตุ้น ดังแสดงในรูปที่ 2 (55, 
57) 
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ภาพที่ 1 แสดงโครงสร้างของ NF-kB family (51) 
 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงการกระตุ้น NF-kB ผ่าน pathways ต่างๆ ได้แก่ Alternative non-canonical, 
Atypical, Classical canonical และ Alternative pathways (57) 
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เนื่องจากว่า NF-κB มีบทบาทส าคัญในกระบวนการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกัน การ

ตอบสนองต่อการอักเสบ และกระบวนการเกิดมะเร็ง เป็นต้น ท าให้ NF-κB ถูกพิจารณาเป็น
เป้าหมายในการรักษาโรค (58) โดยที่ผ่านมามีการน าส่วนของพืชมาศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งกลไกการ

ท างานของ NF-κB เพ่ือน า phytochemicals ที่อยู่ในพืชมาพัฒนาเป็นตัวยาเพ่ือใช้เป็นตัวเลือกใน

การรักษาโรค (59, 60) ซึ่งสามารถแบ่งได้ตามฤทธิ์ในการยับยั้งกลไกการท างานของ NF-κB  
(ตารางท่ี 1) ดังนี้ (61) 

ตารางที่ 1 ตัวอย่างสารประกอบในพืชที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งกลไกการท างานของ NF-κB 
 

Major effect Mechanism of action 
Active 

compounds 
Ref 

- Inhibition of 
upstream 
signaling 

Through TLR-4 (LPS induced) Isoliquiritigenin (62) 

Through reactive oxygen species 
(39) 

Luteolin 

Naringenin 

(63) 

(64) 

Through inhibition of  

TNF-α signaling 

Impressic acid 

Piceatannol 

(65) 

(66) 

Through ERK1/2 (b-caryophyllene). 
B-

caryophyllene 
(67) 

- IKK 
modulation 

By direct binding toCys 179 Wedelolactone (68) 

- IκB 
modulation 

By phosphorylation, degradation  

and  IκB nuclear translocation 

ADEE 

Resveratrol 

(69) 

(70) 

- NF-κB 
modulation 

Through NF-κB phosphorylation 
and acetylation 

Curcumin 

Triptolide 

(71) 

(72) 

- NF-κB 
nuclear 

translocation 

Through inhibition of NF-κB 
translocation 

ADEE 
(69) 
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- NF-κB DNA-
binding activity 

Through inhibition activation of  

NF-κB DNA-binding activity 
Lycopene (73) 

- NF-κB 
transcriptional 

activity 

Through inhibition of NF-κB-
dependent transcriptional activity 

Kahweol (74) 

- NF-κB 
inhibition 

By induction of apoptosis and 
caspase activation 

NUP (75) 

 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงเป้าหมายของสารประกอบในการยับยั้งกลไกการท างานของ NF-κB  
ผ่าน Classical pathway และ Alternative pathway (61) 
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2.6 กระบวนการเกิด Aging ในระบบประสาทของสมอง 

 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า กระบวนการเกิดความชรา มีความสัมพันธ์กับสมองในบริเวณ
ต่างๆ เช่น ในสมองส่วน cerebral cortex และ frontal cortex  จ านวนเซลล์ประสาทที่ส าคัญ เช่น 
เซลล์ pyramidal มีปริมาณลดลง ซึ่งเป็นผลมาจากกลไกการเกิดความชรา (76, 77) รวมทั้งในสมอง
ส่วน hippocampus จ านวนเซลล์ประสาทยังลดลงอีกด้วย (78) แต่จากการศึกษาเพ่ิมเติมเมื่อไม่นาน

มานี้พบว่า มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างกลไกการเกิดความชรา กับ การท างานของ NF-κB 
ภายในสมองส่วนต่างๆ ได้แก่ cortex, thalamus และ mediobasal hypothalamus (MBH) ซึ่ง
พบว่าในสมองส่วนไฮโปทาลามัส โดยเฉพาะส่วนของ mediobasal hypothalamus (MBH) มีการ

แสดงออกของ NF-κB มากที่สุด จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาต่อไป   

  

2.7 กระบวนการเกิด Aging และฮอร์โมนในระบบต่อมไร้ท่อ 

 

 จากการศึกษาท่ีผ่านมาเก่ียวกับความสัมพันธ์ระหว่างฮอร์โมนและกระบวนการเกิดความชรา 
มีการศึกษาอย่างกว้างขวาง แต่อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษายังไม่เป็นที่สรุปแน่ชัด ขึ้นอยู่กับเซลล์
และเนื่อเยื่อของฮอร์โมนนั้น รวมทั้งโมเดลในการศึกษา ชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยง, ช่วงอายุและสปีชีส์
ของสัตว์ทดลอง เป็นต้น บางการศึกษาบ่งชี้ว่าฮอร์โมนบางชนิดมีการแสดงออกที่ลดลงในระหว่างที่
เกิดความชรา ยกตัวอย่างเช่น ฮอร์โมน Glucocorticoid ในกล้ามเนื้อลายของหนู (79), ในสมองส่วน 

Cerebral cortex ของหนู (80) ฮอร์โมน Androgen และฮอร์โมน estogen ในสมองส่วน 
hypothalamus ของหนู (81) ฮอร์โมน Gonadotropin ได้แก่ testosterone ในเซลล์ Leydig และ 
testes ของหนู (82, 83) ฮอร์โมน Growth hormone ในหนูแก่ (84, 85) ฮอร์โมน Gonadotropin 
releasing hormone ในเซลล์ GT1-7 (4)อย่างไรก็ตามฮอร์โมนบางชนิดไม่มีการเปลี่ยนแปลงในช่วง
ที่เกิดความชรา เช่น ฮอร์โมน Glucocorticoid ในเซลล์ adipocytes ของหนู (86) ฮอร์โมน 
Androgen ใน Anterior prostate ของหนู  ฮอร์โมน Gonadotropin ได้แก่ testosterone ใน 
testes และ ovary ของหนู (87) ฮอร์โมน Growth hormone ในตับของหนู เป็นต้น (88) และ
ฮอร์โมนบางชนิดก็เพ่ิมสูงขึ้นในช่วงกระบวนการเกิดความชรา เช่น ฮอร์โมน Androgen และฮอร์โมน 
estogen ใน seminal vesicle ของหนู เป็นต้น (89) 
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2.8 ความสัมพันธ์ระหว่างกระกวนการเกิด Aging ใน Hypothalamus กับ NF-κB signaling 
pathways และการหลั่งของฮอร์โมน Gonadotropin releasing hormone (GnRH)  

 

จากการวิจัยที่ผ่านมา มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างกลไกการเกิดความชรา กับ NF-κB 
ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส โดยเฉพาะส่วนของ mediobasal hypothalamus (MBH)  โดยพบว่ามี

การกระตุ้นการท างานของ NF-κB ผ่านการ phosphorylation ของ RelA ซึ่งเป็นหน่วยย่อยหนึ่ง

ของ NF-κB ในหนูที่อายุน้อยประมาณ 3-4 เดือน และมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นในหนูที่แก่ขึ้น (อายุ
ประมาณ 22-24 เดือน) ร่วมกับระดับการเเสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมทาง
ภูมิคุ้มกันเเละไซโตไคน์ต่างๆเพ่ิมสูงขึ้นในสมองส่วนไฮโปทาลามัสของหนูที่เเก่เมื่อเทียบกับหนูที่อายุ

น้อย นอกจากนี้เมื่อมีการใช้ NF-κB reporter gene ดูการเเสดงออกของ GFP เทียบระหว่างหนูที่
อายุน้อยจนถึงอายุเเก ่พบว่าในหนูที่มีช่วงอายุเเก่มีการเเสดงออกของ GFP มากที่สุดเเละเมื่อทดสอบ
กับสมองส่วนต่างๆ ก็พบว่า สมองส่วนไฮโปทาลามัสมีความไวต่อการท างานของ NF-kB มากที่สุด จึง

สรุปได้ว่าความชรา มีความเก่ียวข้องกับการท างานของ NF-κB ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส นอกจากนี้ 
ไฮโปทาลามัส ยังเป็นสมองส่วนแรกที่ท าหน้าที่ในการควบคุมสมดุลของพลังงานในร่างกาย โดย
สามารถแบ่งการท างานของสมองส่วนไฮโปทาลามัสได้เป็น 3 ประเภทคือ 

- Control of internal homeostasis คือการควบคุมสมดุลภายในร่างกาย โดยควบคุม
สมดุลของน้ า, อุณหภูมิ และพลังงาน เป็นต้น  

- Endocrine system regulation คือการควบคุมเกี่ยวกับการเจริญเติบโต ระบบสืบพันธุ์ 
เป็นต้น 

- Autonomic nervous system regulation คือการควบคุมเกี่ยวกับอัตราการการเต้นของ
หัวใจ ความดันเลือด เป็นต้น (90) 
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ภาพที่ 4 แสดงโครงสร้างและการท างานของสมองส่วนไฮโปทาลามัส (90) 
 

เพ่ือศึกษากลไกการท างานของสมองส่วนไฮโปทาลามัสในการควบคุมกระบวนการท างาน
ภายในร่างกาย โดยเฉพาะการควบคุมการท างานของฮอร์โมนในระบบต่อมไร้ท่อจึงมีการพัฒนาสร้าง 
Immortalized cell model ขึ้นมา เซลล์แรกที่ถูกสร้างขึ้นมา คือ GnRH expressing cell model 
ถูกสร้างและพัฒนามาจาก Mellon et al. in 1990 (91) สร้างโดยใช้เทคนิค genetically targeting 
tumorigenesis ใน transgenic mice ซึ่งใช้ต าแหน่ง promoter ของฮอร์โมน GnRH ให้มีการ
แสดงออกของ SV40 T-antigen oncogene ได้เป็น GT-1 cell line ซึ่งเป็น heterogenous cell 
ต่อมาจึงพัฒนาเป็น GT1-1, GT1-3 และ GT1-7 ซึ่งเป็น homogenous cell (91, 92) ในปัจจุบันมี
การสร้างและพัฒนา GnRH expressing cell model ขึ้นมาอีกหลายเซลล์ได้แก่  GN, Gnv, GRT 
cell line โดย GN cell ถูกพัฒนาด้วยเทคนิคที่คล้ายกับ GT1 cell ต่างกันที่ GN cell ถูกสร้างมา
จากยีน GnRH ของมนุษย์ และถูกพิจารณาให้เป็น Immature GnRH neuron (93) ส่วน Gnv และ 
GRT cell line ถูกสร้างขึ้นด้วยเทคนิคที่ต่างออกไป (94, 95) จากการศึกษาที่ผ่านมา GT1-7 cell 
line ถูกน ามาใช้ทดสอบมากที่สุด เนื่องจากว่ามีการสร้างฮอร์โมน GnRH ในระดับที่สูง เมื่อเทียบกับ
เซลล์อ่ืน นอกจากนี้ยังมีการแสดงออกของ neuron-specific protein และมีรูปร่าง ลักษณะการ
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ท างานเหมือนเซลล์ประสาททั่วๆไป จึงถูกพิจารณาให้เป็น Mature GnRH neuron ตัวอย่าง
การศึกษาที่ใช้ GT1-7 cell line เป็นโมเดลในการศึกษา เช่น การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการ
อักเสบในไฮโปทาลามัสกับภาวะการดื้อต่ออินซูลิน (96) การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรต่อการ
เกิดภาวะ oxidative stress ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย H2O2 และ methyl mercury (97) เป็นต้น 

กระบวนการเกิดการอักเสบในสมองส่วนไฮโปทาลามัส (hypothalamic inflammation) 
อันเนื่องมาจากการกระตุ้นจากปัจจัยทั้งทางด้านพันธุกรรมและสิ่งแวดล้อมภายนอก ส่งผลต่อความ
บกพร่องในการท างานของสมองส่วนไฮโปทาลามัส เช่น การควบคุมสมดุลพลังงาน เหนี่ยวน าให้เกิด
ความไม่สมดุลของน้ าหนัก, ภาวะโรคอ้วน และความผิดปกติที่เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึม เป็น
ต้น และยังมีผลต่อการเร่งกระบวนการเกิดความชราให้เร็วยิ่งขึ้น ผ่านกลไกการท างานของระบบ
ภูมิคุ้มกันและการท างานของต่อมไร้ท่อ และส่งผลกระทบต่อหลายๆอวัยวะทั่วร่างกาย อย่างไรก็ตาม
การศึกษาที่ผ่านมาเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการอักเสบและกลไกการเกิดความชรา 

(Inflammaging) ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด แต่พบว่า NF-κB ซึ่งเป็น
โมเลกุลที่ส าคัญในกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันและการอักเสบมีระดับสูงขึ้นในสมองส่วน
ต่างๆ โดยเฉพาะสมองส่วน MBH (mediobasal hypothalamus) อีกทั้งยังควบคุมการแสดงออก
ของยีนในระหว่างที่เกิดความชราอีกด้วย โดยพบว่าเซลล์ microglia (เซลล์ที่ท าหน้าที่คล้ายแมค
โคฟาจในระบบภูมิคุ้มกัน) ซึ่งมีจ านวนเพ่ิมสูงขึ้นเเปรผันตามอายุที่เพ่ิมขึ้นในสมองส่วนไฮโปทาลามัส

จะเกิดกระบวนการอักเสบขึ้น จากการท างานของ NF-κB ที่เพ่ิมสูงขึ้น ระหว่างช่วงที่เกิดกลไกความ

ชรา ส่งผลต่อการผลิต TNF-α ที่มากเกินไปออกมา และ TNF-α ที่ถูกผลิตออกมานี้ ยังไปกระตุ้นการ

ท างานของ NF-κB ภายในเซลล์ประสาท (MBH neuron) ในบริเวณที่ใกล้เคียงได้ จากกลไกการ
กระตุ้นแบบ feed-forward loop นี้ท าให้เกิดการสร้างสมดุลของกระบวนการเกิดความชราในไฮโป

ทาลามัส อีกทั้งเมื่อมีการกระตุ้นการท างานของ IKK-β เเละ NF-κB จะส่งผลให้มีการหลั่งฮอร์โมน 

GnRH ออกมาลดลง แต่เมื่อ IKK-β เเละ NF-κB ถูกยับยั้ง ฮอร์โมน GnRH จะหลั่งออกมามากขึ้น 

นอกจากนี้ การกระตุ้นการท างานของ IKK-β เเละ NF-κB ยังไปเพ่ิมการแสดงออกของยีน Fos  
(c-fos), Jun (c-jun), Prkca (Pkca) และ Prkcd (PKCd) ซึ่งผลสอดคล้องกับการลดลงของการ
ท างานของ Gnrh1 promoter เมื่อมีการแสดงออกที่มากขึ้นของ c-Fos, c-Jun และ protein 

kinase C (PKC) (98) จากการกระตุ้น NF-κB signaling pathway ด้วย TNF-α จึงท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางด้าน epigenetics ของยีนที่ encode โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ท า
ให้การแสดงออกของฮอร์โมนลดลง และส่งผลให้เกิดความบกพร่องภายในร่างกาย เช่น ความแข็งแรง
ของกล้ามเนื้อลดลง การสูญเสียมวลกระดูก การฝ่อของผิวหนัง การสร้างเซลล์ประสาทลดลง ความจ า
บกพร่องและส่งผลต่อการเกิด systemic aging ดังแสดงในรูปที่ 5 (98, 99) ซึ่งโกนาโดโทรปิน  
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รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) เป็นฮอร์โมนชนิดเปปไทด์ ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่มีบทบาทส าคัญในระบบการ
สืบพันธุ์ หลั่งออกมาจากเซลล์ประสาท (GnRH neurons) บริเวณตอนกลางของสมองไฮโปทาลามัส
ส่วนกลาง (medial basal hypothalamus:MBH)  และหลั่งออกมาทาง hypophyseal portal 
vessles ของสมองส่วนไฮโปทาลามัส และควบคุมการหลั่งของ pituitary gonadotropins ได้แก่ 
ฮอร์โมน follicle-stimulating hormone (FSH) และ luteinizing hormone (LH) ส่วนใหญ่การ
หลั่งของ GnRH มีลักษณะเพ่ิมและลดอย่างมีจังหวะเป็นช่วงๆ (pulsatile) แต่เดิมเชื่อว่าภายใน
สมองไฮโปทาลามัสมีศูนย์กลางที่ควบคุมการหลั่ง GnRH ที่เรียกว่า GnRH pulse generator แต่
ปัจจุบันพบว่า GnRH สามารถหลั่งออกมาเองได้ด้วยการท างานร่วมกันของเซลล์ประสาท GnRH 
neurons ประมาณ 1,500 เซลล์ การหลั่งของ GnRH และ gonadotropins ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมี
ลักษณะทั้งแบบ pulse และ surge phases ถูกควบคุมอย่างเป็นอิสระต่อกัน อย่างไรก็ตามรูปแบบ
การหลั่งก็ยังมีความแตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับช่วงของระยะการสืบพันธุ์, สปีชีส์ เป็นต้น จากการศึกษา
ที่ผ่านมา การหลั่งของ GnRH ถูกกระตุ้นให้หลั่งมากขึ้น ด้วยฮอร์โมนหรือสารบางชนิด เช่น 
norepinephrine, kisspeptin และ neuropeptide Y เป็นต้น แต่ฮอร์โมนและสารบางชนิดสามารถ

ยับยั้งการหลั่งของ GnRH ได้เช่น β-endorphin, progesterone และ interleukin-1 เป็นต้น และ
ฮอร์โมนบางชนิด มีผลต่อการเพ่ิมหรือการลดการหลั่งของ GnRH ได้เช่น estradiol เป็นต้น (100) 
นอกจากนี้ยังพบว่า GnRH ยังมีความเกี่ยวข้องกับ aging เพราะในสภาวะที่เกิด aging จะเกิดความ
บกพร่องของการสร้างเซลล์ประสาทใหม่ แต่เมื่อมีการรักษาด้วย GnRH แล้วพบว่าฮอร์โมนนี้สามารถ
กระตุ้นการสร้างเซลล์ประสาทใหม่ขึ้นมาได้ทั้งในสมองส่วนไฮโปทาลามัสและฮิปโปแคมปัส (101, 
102) แต่อย่างไรก็ตาม ความสัมพันธ์ระหว่างการหลั่งของ GnRH และกลไกการเกิดความชรา ยังไม่
เป็นที่ทราบแน่ชัด เนื่องจากยังมีความขัดแย้งกันอยู่ จ าเป็นต้องศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 
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ภาพที่ 5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด Aging กับ NF-kB  
และโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส (99) 
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2.9 สมุนไพรที่ใช้ในงานวิจัย 

  
1. Zingiber montanum (Koenig) (ไพล)  

 

มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Zingiber montanum (Koenig) จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อ
พ้องคือ Zingiber cassumunar Roxb. เป็นพืชสมุนไพรที่พบได้ในประเทศไทย โดยพบว่าเหง้าของ
ไพลสามารถรักษาการอักเสบของข้อต่อ การเคล็ดและการฉีกขาดของกล้ามเนื้อ การปวดของ
กล้ามเนื้อ หนองฝี รวมทั้งโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า สารสกัดจาก
เหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ซึ่งได้แก่ (E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl) butadiene (DMPBD), 
(E)-4-(3',4'-dimethoxyphenyl)but-3-enyl acetate, cis-3-(3',4'-dimethoxyphenyl)-4-[(E)-
3"',4"'- dimethoxystyryl]cyclohex-1-ene, cis3-(3' ,4'-dimethoxyphenyl)-4-[(E)-2 ''',4''',5'''- 
rrirnethoxystyryljcyclohex-I-ene, cis-3-(2' ,4' ,5'trimethoxyphenyl)-4-[(E)-2''',4''',5'''- 
trimethoxystyryl]cyclohex-1-ene และ (E)-4-(3'-4'-dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol มีฤทธิ์
ต้านการอักเสบในหนูที่ถูกเหนี่ยวน าให้มีอาการบวมของหูโดย 12-0-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (103) ethyl phenylpropiolate (EPP) และ arachidonic acid (AA) (104) นอกจากนี้ใน
สารสกัดจากเหง้าไพลที่เป็นน้ ามันหอมระเหย ได้แก่ (E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)buta diene 
(OMPBO), terpinen-4-ol, rz-terpinene และสารสกัดจากเหง้าไพลด้วยเฮกเซน ซึ่งได้แก่   
(E)-4-(3',4'-dimethoxyphenyl)-but-3en-2-o1 (Compound D) สามารถลดอาการบวมของอุ้ง
เท้าหนูที่เกิดจากการเหนี่ยวน าของ carrageenan และในหนูที่มีอาการเยื่อหุ้มปอดอักเสบ (pleurisy) 
สาร compound D สามารถยับยั้งกระบวนการเกดิหนอง, การสะสมของกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาวและ
กระบวนการสร้างสาร prostaglandin ได้อีกด้วย (105, 106) นอกจากนี้กระบวนการอักเสบจากการ
กระตุ้นด้วย LPS ที่เกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อภายในของฟัน (Dental pulp) ซึ่งมีการแสดงออกของ 
cyclooxygenase (COX)-2 และ prostaglandin E2 (PGE2) เพ่ิมสูงขึ้น สามารถถูกยับยั้งจากสาร
สกัดจากเหง้าไพลด้วยเอทานอล ได้แก่ cis-3-(3',4'- Dimethoxyphenyl)-4-[(E)-3"',4"'-
dimethoxystyryl]cyclohex-1-ene, cis-3-(2',4',5'- Trimethoxyphenyl)-4-[(E)-2"',4"',5"'-
trimethoxystyryl]cyclohex-1-ene และ (E)-1-(3',4'- Dimethoxyphenyl)but-1,3-diene 
(DMPBD) (107)  
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ภาพที่ 6 ตารางแสดงสารและปริมาณสารที่พบได้จากการสกัดเหง้าไพล 
ด้วยตัวท าละลายเฮกเซนโดยวิธี GC-MS (108) 
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ภาพที่ 7 เหง้าไพล (www.ktnature.net) 
 

 
 

ภาพที่ 8 ตัวอย่างโครงสร้างทางเคมีของสารสกัดจากเหง้าไพล (107) 
 

 

 

http://www.ktnature.net/
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2. Thunbergia laurifolia Lindl (รางจืด)  

มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Thunbergia laurifolia Lindl จัดอยู่ในวงศ์ Acanthaceae เป็น
สมุนไพรที่พบได้ทางภาคเหนือของประเทศไทย จัดอยู่ในตระกูล Acanthaceae มีสรรพคุณทั่วไปใน
การถอนพิษ รักษาอาการเมา แก้ร้อนในกระหายน้ าได้ รวมทั้งมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ไวรัส ได้อีกด้วย 
จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า สารประกอบที่ส าคัญภายในรางจืด ได้แก่ apigenin, caffeic acid, 
flavonoids และ chlorophyll มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ (ภาวะ oxidative stress) (109)  

การศึกษาใน in vivo พบว่าในหนูแฮมสเตอร์ที่ท าให้ติดเชื้อ Opisthorchis viverrini สาร
สกัดของรางจืดด้วยน้ าสามารถลดการอักเสบของเซลล์ภายใน ซึ่งอาจจะช่วยป้องกันกระบวนการ
อักเสบที่เป็นปัจจัยที่ท าให้เกิด O. viverrini-associated cholangiocarcinoma ได้ (110) รวมทั้ง
บรรเทาผลของตะกั่วต่อการเรียนรู้ที่บกพร่องและการสูญเสียความทรงจ า และรักษาระดับ 
Antioxidant ภายในสมองได้อีกด้วย (111) และในหนูที่เป็นเบาหวานประเภทที่ 1 พบว่าสารสกัด

จากใบรางจืดด้วยน้ า สามารถลดระดับน้ าตาลในเลือด และฟ้ืนฟู β-cell ได้ (112) นอกจากนี้สาร
สกัดจากใบรางจืดด้วยเอทานอลและเฮกเซน มีฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยลดการบวมของอุ้งเท้าและใบหู
ของหนูที่เกิดจาก carageenan ได้ (113) โดยสารสกัดจากรางจืดที่ใช้ไม่ท าให้เป็นพิษต่อหนูและไม่
ก่อให้เกิดสารอนุมูลอิสระ  

นอกจากนี้การศึกษาใน in vitro พบว่าในเซลล์ macrophage เพาะเลี้ยง RAW 264.7 ที่ถูก
กระตุ้นให้เกิดการอักเสบด้วย LPS จะมีการแสดงออกของ nitric oxide (NO) และ prostagladin E2 

(PGE2) และ TNF-α ในปริมาณที่สูง ซึ่งพบว่าสารสกัดจากใบรางจืดด้วยเอทานอล โดยเฉพาะสาร 

apigenin มีฤทธิ์ในการยับยั้งการแสดงออกของ NO, PGE2 และTNF-α รวมทั้งลดการแสดงออกของ
ยีน COX-2 และ i-NOS ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการสร้าง NO และ PGE2 ได้อีกด้วย (114) ตัวอย่าง
สารสกัดส าคัญที่พบในรางจืด คือสารในกลุ่ม iridoid glucosides ได้แก่ 8-epi-grandifloric acid 

และ 3’-O-β-glucopyranosyl-stilbericoside รวมทั้ง benzyl b-lucopyranoside, benzyl b-
(20-O-b-glucopyranosyl) glucopyranoside, grandifloric acid, (E)-2-hexenyl b-
glucopyranoside, hexanol b-glucopyranoside, 6-C-glucopyranosylapigenin และ 6,8-di-
C-glucopyranosylapigenin (115)  
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ภาพที่ 9 ส่วนใบและดอกรางจืดสีม่วง (www.oknation.net) 
 

3. Gynura pseudochina (L.) DC. Var. hispida Thwaites (ว่านมหากาฬ)  

 

มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Gynura pseudochina (L.) DC. Var. hispida Thwaites จัดอยู่ใน
วงศ์ Asteraceae มีสรรพคุณทั่วไปในการรักษาแผลปวดบวมที่เกิดจากไฟไหม้ รักษาอาการติดเชื้อเริม 
ใช้เป็นยาพอกฝี และมีคุณสมบัติทั่วไปในการยับยั้งการอักเสบได้  

จากการศึกษาใน in vitro ที่ผ่านมาพบว่า สารสกัดจากใบของว่านมหากาฬด้วยน้ าและเมธา
นอล มีฤทธิ์ยับยั้งการแสดงออกของเชื้อ HIV-1 สารสกัดหยาบจากใบของว่านมหากาฬด้วยตัวท า

ละลายเมทานอล มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ NF-κB และยับยั้งการหลั่งของ IL-1β, Prostaglindin 
(GE2) ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ในเซลล์เพาะเลี้ยง HeLa การศึกษาต่อมาพบว่า สารส าคัญที่พบใน
สารสกัดจากใบว่านมหากาฬด้วยเมทานอล ได้แก่ quercetin 3-rutinoside, 3,5-di-caffeoylquinic 
acid, 4,5-di-caffeoylquinic acid และ 5-mono-caffeoylquinic acid ยังมีฤทธิ์ในการยับยั้ง NF-

κB โดยสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง NF-κB สูงที่สุด ได้แก่ quercetin 3-rutinoside (10, 116) 

 

http://www.oknation.net/
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ภาพที่ 10 ส่วนใบของว่านมหากาฬ (www.samunpri.com) 
 

จากการทบทวนวรรณกรรมของพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ
ถึงผลงานวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ พบว่าการศึกษายังไม่เป็นที่แพร่หลายและ
การศึกษาถึงกลไกในการต้านการอักเสบในระบบประสาทยังพบน้อยมาก โดยเฉพาะกลไกต้านการ

อักเสบผ่าน NF-κB signaling pathway และความเชื่อมโยงของฤทธิ์ต้านการอักเสบและการหลั่ง
ของฮอร์โมน โกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ที่คณะผู้วิจัยมีความสนใจ จึงเป็นที่มาถึง
การศึกษาพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดนี้  
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

Hexane       RCI Labscan, ไทย 

Ethanol      RCI Labscan, ไทย 

Methanol      RCI Labscan, ไทย 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)    Merk, เยอรมันนี 

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Fetal Bovine Serum (FBS)    Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Charcoal Stripped Fetal Bovine Serum  Gibco, สหรัฐอเมริกา 

Penicillin-Streptomycin     Corning, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate Buffered Saline (PBS)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

1X EDTA-Trypsin 0.25%     Gibthai, ไทย 

Trypan Blue Stain 0.4%    Gibthai, ไทย 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  Bio basic Inc., แคนาดา 

tetrazolium bromide 

Trizol RNA isolation reagent    Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Chloroform      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

2-isopropanol      Merk, เยอรมันนี 

เอนไซม์ DNase      Promega, สหรัฐอเมริกา 

Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP)  Fermentas, แคนาดา 

เอนไซม์ Reverse transcriptase    Fermentas, แคนาดา 
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AccuPower 2X GreenStar    Bioneer, เกาหลี 

น้ ายา CER I      Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

น้ ายา CER II      Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

น้ ายา NER      Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

Bradford reagent     Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 

30% Acrylamide and Bis-Acrylamide Solution Bio-rad, สหรัฐอเมริกา 

Sodium Luaryl Sulphate (SDS)    Bio basic Inc., แคนาดา 

Ammonium persulfate    Omnipur, เยอรมันนี 

Protein ladder 100 bp     Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

Tris       Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

Tris HCL      Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

Glycine       Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

Tween-20      Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

Bovine Serum Albumin (BSA)    GE healthcare, อังกฤษ 

Sodium chloride     Merk, เยอรมันนี 

ECL-selected substrate    GE healthcare, อังกฤษ 

GBX-Developer     Kodak, สหรัฐอเมริกา 

GBX-Fixer      Kodak, สหรัฐอเมริกา 

Primary antibodies (p65, β-actin, lamin)  Cell Signaling, สหรัฐอเมริกา 
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3.2 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ    Olympus, ญี่ปุ่น 

(Inverted microscope) รุ่น Olympus CK30 

กล้องจุลทรรศน์ชนิด phase contrast   Olympus, ญี่ปุ่น 

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (NanoDrop 100)  Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง Synergy Mx   BioTek, สหรัฐอเมริกา 

Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader Instrument, Inc. 

เครื่อง Exicycler Real time Quantitative  Bioneer, เกาหลี 

Thermal Block 

เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC  METTLER TOREDO, สวิสเซอร์แลนด์ 

เครื่อง Soxhlet extractor    Merck, เยอรมันนี 

เครื่อง Rotatory Evaporator รุ่น miVAC   Genevac, อังกฤษ 

เครื่อง Thermal cycler รุ่น Mastercycler EP  Eppendrof AG, เยอรมันนี 

เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel Doc)    Syngene, อังกฤษ 

เครื่องเขย่าผสม (Vortex mixer) รุ่น Fine vortex  FINEPCR, เกาหลีใต้ 

pH meter      Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

เครื่อง Vacuum concentrator (DNA speedVacs) Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

เครื่อง Micro High Speed Refrigerated   Vision Scientific. เกาหลีใต้  

Centrifuge รุ่น VS-15000CFNII 

เครื่อง Centrifuge     Beckman Coulter, สหรัฐอเมริกา 

Waterbath      Memmert, เยอรมันนี 

ตู้อบส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด CO2   Sheldon, สหรัฐอเมริกา 

ตู้อบ (Incubator)     Memmert, เยอรมันนี 

ตู้อบ (Hot air oven)     Memmert, เยอรมันนี 
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Laminar flow cabinet     Labconco, สหรัฐอเมริกา 

ถัง liquid nitrogen รุ่น XT20    TAYLOR-WHARTON, สหรัฐอเมริกา 

ตู้เย็น 4ºC      Sharp, ญี่ปุ่น 

ตู้แช่แข็ง -20ºC      SANYO Electric Co.,Itd., เกาหลีใต้ 

ตู้แช่แข็ง -80ºC      llShin Lab, เกาหลีใต้ 

เครื่องท าน้ า Milli-Q     MERK Millipore, สหรัฐอเมริกา 

 

3.3 อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

6 well cell culture plate    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

12 well cell culture plate    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

96 well cell culture plate    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

60×15 mm Petri Dish     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

Cell culture flask (ขนาด 25 และ 75 cm2)  Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

Disposable serological pipette (5 และ 10 mL)  Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

Cryovial tube      Simport plastics, แคนาดา 

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL   Continental Lab, สหรัฐอเมริกา 

Centrifuge tube (ขนาด 15 และ 50 mL)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

Auto pipette (ขนาด 20, 200, 1000 µL)   GILSON, ฝรั่งเศส 

Auto pipette (ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL)  Eppendrof AG, เยอรมันนี 

Multichannel pipette     Eppendrof AG, เยอรมันนี 

Pasture pipette     Copan Innovation, สหรัฐอเมริกา 

Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 µL)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา  

Syringe Filter      Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

กระดาษกรอง      GE healthcare, อังกฤษ 
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Polyvinyldifluoride (PVDF) membrane  GE healthcare, อังกฤษ 

HyperFilm ECL      GE healthcare, อังกฤษ 

 

3.4 ระเบียบวิจัย 

3.4.1 การเลี้ยงเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 

เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด GT1-7 ถูกสร้างมาจากเซลล์ gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH)-secreting GT1 cell ซึ่งเป็นเซลล์ชนิด immortalized ของสมองส่วนไฮโปทา
ลามัส เพราะถูกสร้างโดยกระบวนการที่ท าให้เกิดเป็นเซลล์มะเร็งในเซลล์ประสาทที่มีการแสดงออก
ของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน โดยให้มีการแสดงออกของ SV40 T-antigen oncogene ที่
บริเวณ 5’ regulatory ของยีน GnRH ภายในหนูที่ถูกตัดต่อทางพันธุกรรมแล้ว ส่วนใหญ่ถูกน ามาใช้
ในการศึกษาเก่ียวกับโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน และพ้ืนฐานกลไกทางชีวภาพของระบบประสาท
ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส เป็นต้น (91, 117-120) 

 

 
ภาพที่ 11 Immortalized GnRH-secreting GT1-7 cells (http://blogs.oregonstate.edu) 

 
โดยเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ได้รับความอนุเคราะห์จาก Dr. Pamela Mellon  
แห่งมหาวิทยาลัยแคลิฟอร์เนีย 

http://blogs.oregonstate.edu/
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อาหารเลี้ยงเชื้อ ประกอบไปด้วย Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 4.5 g/L 
glucose + Supplements (110 mg/L pyruvate, 548 mg/L L-glutamine) ชนิด high glucose, 
Fetal bovine serum 10% และ Antibiotic penicillin/streptomycin 1%  

วิธีการวิจัย 

เลี้ยงเซลล์ Immortalized GnRH-secreting GT1-7 cell ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 10% 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High glucose + 1% Antibiotic 
penicillin/streptomycin เพาะเลี้ยงในตู้ Incubater ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 °C และมี CO2 ปริมาณ 
5% 

 

3.4.2 การสกัดสมุนไพรด้วยเทคนิค Soxhlet extraction   

Soxhlet extraction เป็นวิธีการสกัดแบบต่อเนื่องโดยใช้ตัวท าละลายซึ่งมีจุดเดือดต่ า โดยให้
ความร้อนเพ่ือให้ตัวท าละลายระเหยกลายเป็นไอขึ้นไป แล้วกลั่นตัวเป็นของเหลวผ่านลงไปยัง 
thimble ซึ่งมีสารที่เราต้องการสกัดบรรจุเอาไว้ (มักอยู่ในรูปของแข็ง) จากนั้นตัวท าละลายที่ได้สัมผัส
กับสารจะไหลลงสู่ขวดรองรับ ทิ้งสารที่สกัดได้ไว้ในขวดรองรับ ส่วนตัวท าละลายที่พาสารสกัดลงมาจะ
ถูกระเหยกลับขึ้นไปแล้วกลั่นตัวกลับลงมายังสารที่ต้องการสกัดใน thimble เกิดขึ้นซ้ าๆ จนการสกัด
เสร็จสมบูรณ์ โดยสังเกตจากความใสของสีตัวท าละลายที่อยู่บริเวณ thimble  

 

 

ภาพที่ 12 เครื่อง Soxhlet extractor 

https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/classical-media/dmem.html
https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/classical-media/dmem.html
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ตารางที่ 2  สมุนไพรที่ใช้ในการศึกษา 
 

สมุนไพร ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อวงศ์ 
Herbarium 
number 

ส่วนที่ใช้
ศึกษา 

รางจืด 
Thunbergia laurifolia 

Lindl 
Acanthaceae A013700 (BCU) ใบ 

ไพล 
Zingiber montanum 

(Koenig) 
Zingiberaceae A013701 (BCU) เหง้า 

ว่าน
มหากาฬ 

Gynura pseudochina (L.) 
DC. Var. hispida Thwaites 

Compositae 
(Asteraceae) 

A013733 (BCU) ใบ 

 
โดยสมุนไพรทั้งหมดได้รับความอนุเคราะห์จากสวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ  
สยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง เดินทางไปเก็บพืชสมุนไพรในช่วงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556 

 

 

 

ภาพที่ 13 ส่วนของเหง้าไพลที่ผ่านการตากแห้ง 
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ภาพที่ 14 ส่วนของใบรางจืดที่ผ่านการตากแห้ง 
 

 

 

ภาพที่ 15 ส่วนของใบว่านมหากาฬที่ผ่านการตากแห้ง 
 

ตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสมุนไพร ได้แก่ เฮกเซน และแอลกอฮอล์ (เอทานอล: รางจืดและไพล)
และ (เมทานอล: ว่านมหากาฬ) 

 

 

 

 



 

 

38 

วิธีการวิจัย 

ขั้นตอนการสกัดสมุนไพรด้วยเทคนิค Soxhlet extraction 

        เริ่มจากน าสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดมาท าความสะอาด โดยล้างน้ าเปล่าให้สะอาดประมาณ 3 ครั้ง 
เสร็จแล้วตัดหรือหั่นสมุนไพรให้เป็นชิ้นเล็กๆบางๆ เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวให้พืชแห้งเร็วมากขึ้นแล้วน าไป 
ตากลมทิ้งไว้ 2-3 วัน จากนั้นน าเข้าตู้อบ ตั้งอุณหภูมิไว้ประมาณ 40°C-50°C จนพืชแห้งสนิทน้ าหนัก
คงที่ จึงน ามาบดให้ละเอียดเก็บใส่ถุงพลาสติกซิปล็อคไว้ เมื่อจะสกัดสมุนไพรให้ชั่งผงสมุนไพรที่บด
แล้วปริมาณ 40 กรัมใส่ลงใน Cellulose Extraction Thimbles แล้วจึงน าไปใส่ใน Thimble ของ
เครื่อง Soxhlet Extractor ส่วนตัวท าละลายใส่ลงใน Boiling Flask ปริมาณ 400 mL (สมุนไพร: ตัว
ท าละลาย = 1:10) จากนั้นใส่เศษกระเบื้อง 2-3 ชิ้นลงใน Boiling Flask เพ่ือกันไม่ให้ตัวท าละลาย
เดือดเกินไปจนท าให้ flask แตกเสียหาย แล้วจึงใส่ตัวท าละลายล าดับที่ 1 ลงไป (เฮกเซน) เริ่มให้
ความร้อนแก่ตัวท าละลายที่อยู่ใน Boiling Flask จนถึงจุดเดือด เมื่อตัวท าละลายเดือดแล้วจะระเหย
ขึ้นไปแล้วไปกระทบ condenser ที่หล่อเย็นไว้จนท าให้เกิดการควบแน่นกลับลงมาสัมผัสกับผง
สมุนไพรที่อยู่ใน Cellulose Extraction Thimbles โดยตัวท าละลายจะพาสารสกัดผ่านลงมาทาง 
siphon ไหลลงสู่ Boiling Flask (สารที่สกัดได้จะถูกเก็บไว้ใน Boiling Flask) ส่วนตัวท าละลายจะ
เกิดการระเหยขึ้นไปแล้วควบแน่นกลับลงมายัง Cellulose Extraction Thimbles อีก เกิดขึ้นซ้ า
หลายๆรอบ จนกระทั้งตัวท าละลายที่ผ่านบริเวณ siphon ใสไม่มีสี (ใช้เวลาประมาณ 24 ชั่วโมงต่อ 1 
ตัวท าละลาย เมื่อตัวท าละลายล าดับที่ 1 ใสไม่มีสีจึงเปลี่ยนตัวท าละลายเป็นล าดับที่ 2 (เอทานอล/เม
ทานอล) แล้วท าซ้ าตามขั้นตอนที่ 3-4 เก็บสารสกัดทั้งหมดที่ได้แยกตามชนิดและตัวท าละลายใส่ใน
ขวดดูแรนที่ห่อกระดาษไว้ เพ่ือกันให้พ้นจากแสง ที่อุณหภูมิ 4 °C จากนั้นน าสารสกัดที่ได้ไประเหย
เอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotatory evaporator 

Evaporation คือการระเหยสารตัวอย่างที่เป็นของเหลวเพ่ือแยกตัวท าละลายที่ผสมอยู่ออกจากสาร
สกัดที่สนใจ ท าให้สารสกัดที่ได้มีความเข้มข้นเพ่ิมมากขึ้น 

 



 

 

39 

 
 

ภาพที่ 16 เครื่อง Evaporator 
 

เมื่อระเหยแห้งตัวท าละลายเสร็จแล้ว จนสารสกัดหยาบมีความเข้มขึ้นเพ่ิมขึ้น น าสารที่ได้ไป
ชั่งน้ าหนักแล้วค านวณหาปริมาณสารที่ได้ (%yield) ซึ่งค านวณได้จาก  

%yield = (ผลที่ได้จริง / ผลที่ได้ตามทฤษฎี) x 100             

ผลที่ได้จริง   = ผลรวมของน้ าหนักสุทธิของสารที่สกัดได้ทั้ งหมด                                                        

ผลที่ได้ตามทฤษฎี  = ปริมาณสมุนไพรที่ใช้ในการสกัด (ในที่นี้เท่ากับ 40 g)  

 

จากนั้นละลายสารสกัดหยาบของสมุนไพรใน 100% DMSO เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของ 
stock เป็น 100 mg/mL เมื่อละลายเสร็จแล้วน าสารสกัดหยาบสมุนไพรกรองผ่าน filter ขนาด 0.2 
ไมครอนลงใน microcentrifuge tube เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 °C ก่อนน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
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3.4.3 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทยต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
GT1-7 ด้วยวิธี MTT assay 

หลักการของ MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
tetrazolium reduction assay 

เป็นการวัด Metabolic activity ของไมโทคอนเดรียภายในเซลล์ โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะมี
เอนไซม์ Mitocondrial reductase ที่สามารถรีดิวซ์เปลี่ยนสาร MTT ให้กลายเป็นตะกอนสีม่วงของ 
formazan ได้ และสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่นประมาณ 550-570 นาโนเมตร 
 

 
 

ภาพที่ 17 ปฏิกิริยา reduction ของ MTT assay (121) 
 

วิธีการวิจัย 

ท าการทดสอบโดยเพาะเลี้ยง เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7ลงในจานเพาะเลี้ยงชนิด  
96 หลุม (96 well plate) โดยใช้จ านวนเซลล์ต่อหลุมเท่ากับ 20,000 เซลล์ ปริมาตร 100 µL ต่อ
หลุม จากนั้นน าเข้าตู้เพาะเลี้ยงเชื้อ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 °C และCO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นน ามาทดสอบกับสารดังต่อไปนี้ โดยแบ่งเป็น 3 การทดลองย่อยคือ 

- Herbal extracts only 

ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ด้วยตัวท า
ละลาย เฮกเซน, เอทานอล และเมทานอล ที่ความเข้มข้น 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 
µg/mL หลุมละ 25 µL เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยปริมาตรสดุท้ายต่อหลุมเท่ากับ 200 µL  แบ่งการ
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ทดสอบเป็นกลุ่ม Control cells (Untreated), DMSO 0.1%, Blank และกลุ่มที่ทดสอบด้วยสาร
สกัดสมุนไพร (Herbal extracts only) 

- Protective effect  

ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ด้วยตัวท า
ละลาย เฮกเซน, เอทานอล และเมทานอล ที่ความเข้มข้น 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 

µg/mL หลุมละ 25 µL เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงกระตุ้นด้วย TNF-α 10 ng/mL หลุมละ 25 
µL เป็นเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง โดยปริมาตรสุดท้ายต่อหลุมเท่ากับ 200 µL แบ่งการทดสอบเป็น 

Control cells (Untreated), DMSO 0.1%, Blank, TNF-α only (Positive control) และ 

Herbal extracts + TNF-α  

- Therapeutic effect  

กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL หลุมละ 25 µL เป็นเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง แล้วจึง
ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ด้วยตัวท าละลาย 
เฮกเซน, เอทานอล และเมทานอล ที่ความเข้มข้น 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 µg/mL 
หลุมละ 25 µL เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยปริมาตรสุดท้ายต่อหลุมเท่ากับ 200 µL แบ่งการทดสอบเป็น 

Control cells (Untreated), DMSO 0.1%, Blank, TNF-α only (Positive control) และ TNF-α 
+ Herbal extracts   

 

เมื่อครบเวลาที่ก าหนดน ามาหยอดน้ ายา MTT ความเข้มข้น 5 mg/mL ที่ละลายใน PBS 
หลุมละ 20 µL น าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเชื้อ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง โดยระวัง
ไม่ให้ดูดตะกอนขึ้นออกมาด้วย จากนั้นละลายตะกอนด้วยสารละลาย 100% dimethyl sulfoxide 
(DMSO) หลุมละ 100 µL น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง ELISA plate reader ที่ความยาว
คลื่น 550 นาโนเมตร สุดท้ายค านวณ % cell viability 

 

% cell viability = 
(                   )    

(                    )
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3.4.4 การทดสอบหาฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนใน NF-κB 
signaling pathway ด้วยวิธี Real-time PCR 

 วิธีการวิจัย 

การสกัด Total RNA จากเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยน้ ายา Trizol 

1. ขั้นตอนการทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทยและตัวกระตุ้น  

น าเซลล์ GT1-7 มาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงแบบ 6 หลุมๆละประมาณ 4.5×105 เซลล์ จากนั้น
น าเข้าตู้เพาะเลี้ยงเชื้อ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 °C และมี CO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาจึงน ามาทดสอบกับสารดังต่อไปนี้ โดยแบ่งเป็น 2 การทดลองย่อยคือ 

- Protective effect  

  ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ 

ที่ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์รอดมากกว่า 80% (เลือกความเข้มข้นจากผลการทดลอง MTT assay) 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

- Therapeutic effect  

กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL เป็นเวลา 3 ชั่วโมงก่อน จากนั้นจึงทดสอบกับสารสกัด
หยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ที่ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์รอดมากกว่า 
80% (เลือกความเข้มข้นจากผลการทดลอง MTT assay) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

2. ขั้นตอนการสกัด RNA ด้วยน้ ายา Trizol (ท าในสภาวะที่เย็น) 

ล้างเซลล์ทั้งหมดด้วย PBS จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นเติมน้ ายา Trizol ลงไปหลุมละ 1 mL ทิ้ง
ไว้ 15 นาที เมื่อครบเวลาดูดสารทั้งหมดใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL แล้วเติม
คลอโรฟอร์มที่เย็นลงไป 200 µL เขย่าด้วย vortex ประมาณ 20 วินาที น าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 
g เป็นเวลา 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4ºc สารทั้งหมดจะแยกชั้นออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ ส่วนใสบนสุด เป็น
ชั้นของ RNA, ชั้นตรงกลาง เป็นส่วนของ DNA และชั้นล่างสุด เป็นส่วนของโปรตีนและไขมัน ดูดส่วน
ใสด้านบนที่เป็น RNA แยกออกมา ส่วนใหญ่จะได้ปริมาตรประมาณ 500 µL ใส่ใน microcentrifuge 
tube ขนาด 1.5 mL ชุดใหม่ เติมสารละลาย 100% isopropanol ที่เย็นลงไปในอัตราส่วน 1:1 กับ
ส่วนใสที่ดูดแยกออกมาได้ (ปกติจะเติมประมาณ 500 µL) ผสมสารเข้าด้วยกันแบบ inverse ห้าม
เขย่าด้วย vortex เด็ดขาด แล้วน าไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ -20ºc ประมาณ 10 นาที น าไปปั่นที่ความเร็ว 



 

 

43 

12,000 g เป็นเวลา 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4ºc เทส่วนใสทิ้งทั้งหมด ตะกอน RNA ที่ได้จะอยู่ที่ก้นหลอด
ล้างตะกอน RNA ด้วย 75% ethanol ที่ละลายในน้ า DEPC ปริมาตร 1 mL แล้ว mix ขึ้นลงแบบ 
inverse แล้วน าไปปั่นที่ความเร็ว 7,500 g เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºc ท าซ้ าประมาณ 3 ครั้ง
เมื่อล้างตะกอนครั้งสุดท้ายแล้ว ให้เทส่วนใสทิ้งแล้วตากตะกอนไว้ประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ตะกอน 
RNA แห้งสนิท (ระหว่างนี้น าน้ า DEPC ไปอุ่นที่อุณหภูมิ 65ºc) น าตะกอน RNA ไป speed vac ที่
ความเร็วต่ า ประมาณ 5 นาที เพ่ือก าจัดสารจ าพวกแอลกอฮอล์ที่อาจจะปนเปื้อนมาได้จากขั้นตอน
การสกัด แล้วจึงละลายตะกอน RNA ด้วยน้ า DEPC (ที่อุ่นแล้ว) 30 µL ดีดก้นหลอดเพ่ือให้ตะกอน 
RNA ละลายในน้ า DEPC จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65ºc เป็นเวลา 5-10 นาที วัดปริมาณ RNA ที่
สกัดได้ด้วยเครื่อง Nanodrop จากนั้นเก็บ RNA ที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -80ºc ก่อนน าไปใช้ต่อไป  

การเปลี่ยน RNA เป็น cDNA ด้วยเอนไซม์ Reverse-transcriptase 

เริ่มจากน า RNA ที่สกัดได้มาก าจัด DNA ที่อาจปนเปื้อนมาจากการสกัดด้วยเอนไซม์ 
Deoxyribonuclease I (DNase I) โดยใช้ความเข้มข้นของ RNA 1 µg เตรียมส่วนผสมดังตารางที่ 3 
 

ตารางที่ 3  สัดส่วนของสารเคมีในการท าปฏิกิริยาการก าจัด DNA  
   

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 reaction (µL) 

10x บัฟเฟอร์ DNase I reaction 1 

DNase I 1 

RNA ขึ้นกับความเข้มข้นของ RNA ตัวอย่าง 

DEPC-treated water เติมให้ปริมาตรของปฏิกิริยาครบ 10 µL 

รวมปริมาตรทั้งหมดเป็น 10 µL ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที 

  

จากนั้นน ามาเติมสารหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ด้วย 25 mM EDTA, pH 8.0 แล้วน าไปไว้ที่
อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 10 นาที เมื่อก าจัด DNA ที่ปนเปื้อนแล้ว น า RNA ที่สกัดได้มา 10 µL 
เปลี่ยนเป็น Complementary DNA (cDNA) ด้วยเอนไซม์ Reverse transcriptase ดังตารางที่ 4 
โดยใช้ชุด Reverse Transcription แล้วท าการเพิ่มจ านวนด้วยปฏิกิริยา PCR 
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ตารางที่ 4  สัดส่วนของสารเคมีในการท าปฏิกิริยาของ Reverse transcriptase 
 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 reaction (µL) 

5x buffer 4 

10 nM dNTP Mix 2 

10 µM Oligo-dT 20 mer 0.5 

Reverse transcriptase 1 

RNA 10 

DEPC-treated water 2.5 

รวมปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 µL 

 

แล้วน าไป Pre-extension ที่อุณหภูมิ 25 °C นาน 5 นาที 1 รอบ, Extension ที่อุณหภูมิ 60 
°C นาน 60 นาที 1 รอบ และ Inactivation ที่อุณหภูมิ 70 °C นาน 15 นาที 1 รอบ  จากนั้นน า 
cDNA ทีไ่ด้มาเป็นแม่แบบในการท า Real-time PCR 

 

การท า Real-time PCR 

หลังจากได้ cDNA แล้วน ามาท า real-time PCR โดยใช้ชุดน้ ายาของ AccuPower 2X 
GreenStar ที่ใช้หลักการของสี Syber green ซึ่งจะเข้าจับ DNA สายคู่ที่ต าแหน่ง minor groove  
โดยสัดส่วนของสารในการท าปฏิกิริยา real-time PCR แสดงในตารางที่  และ primer ที่ใช้ทั้งหมด
แสดงในตารางที ่5 ดังต่อไปนี้ 
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ตารางที่ 5 สัดส่วนของสารเคมีในการท าปฏิกิริยา real-time PCR 
  

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 reaction (µL) 

2X Greenstar Master mix 12.5 

PCR-F-Primer 1 

PCR-R-Primer 1 

Template (cDNA) 1 

DEPC-treated water 9.5 

รวมปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 µL 

 

ตารางที่ 6  ล าดับเบสของ primer ทั้งหมดท่ีใช้ในการศึกษา 

ยีน ล าดับเบส 
ความยาว
ของท่อน 

PCR 

NF-κB1 
forward 5’ AAAGCCAGCTTCCGTGTTTG 3’ 

315 bp 
reverse 5’ CCTGCGTTGGATTTCGTGAC 3’ 

NF-κB2 
forward 5’ CTTTGGGGACTTCTCTCCCAC 3’ 

355 bp 
reverse 5’ GGATTGGTAGGGGTTGTAGGC 3’ 

RelA 
forward 5’TTAGCCAGCGAATCCAGACC 3’ 

334 bp 
reverse 5’ TGAGAAAAGGAGCCTCGTGC 3’ 

RelB 
forward 5’ CATAGCCTCGTGGGGAAAGAC 3’ 

353 bp 
reverse 5’ CCGCTCTCCTTGTTGATTCG 3’ 

IκB-α 
forward 5’ CTGCCTGGCCAGTGTAGCAGTCTT 3’ 

152 bp 
reverse 5’ CCAAAGTCACCAAGTGCTCCACGAT 3’ 
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IKK-β 
forward 5’ GGTGCCTCGAAATCCAGATCA 3’ 

383 bp 
reverse 5’ AGTCCCCACAAATGACGTGC 3’ 

TNF-α 
forward 5’ ATAGCTCCCAGAAAAGCAAGC 3’ 

258bp 
reverse 5’ CACCCCGAAGTTCAGTAGACA 3’ 

IL-1β 
forward 5’ GCCTTGGGCCTCAAAGGAAAGAATC 3’ 

282 bp 
reverse 5’ GGAAGACACAGATTCCATGGTGAAG 3’ 

IL-6 
forward 5’ TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 3’ 

400 bp 
reverse 5’ CTGAAGGACTCTGGCTTTGTCT 3’ 

SIRT1 
forward 5’ TTGGCACCGATCCTCGAAC 3’ 

209 bp 
reverse 5’ CCCAGCTCCAGTCAGAACTAT 3’ 

β-actin 
forward 5’ GGCTGTATTCCCCTCCATCG 3’ 

154 bp 
reverse 5’ CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 3’ 

 

 เมื่อผสมสารทั้งหมดในปฏิกิริยาแล้ว น าไปเข้าเครื่อง Bioneer ExicyclerTM 96 ท าปฏิกิริยา
ในขั้น Pre-Denaturation ทื่ 95ºC 10 นาที, Denaturation 95ºC 10 นาที, Annealing 57ºC 15 

วินาที ส าหรับNF-κB1, NF-κB2, RelA (p65), RelB, IκB-α, IKK-β, IL-6, SIRT1 และ β-actin, 

58ºC 15 วินาที ส าหรับ IL-1β และ 62ºC 15 วินาที ส าหรับ TNF-α ขั้น Extension 72ºC 30 

วินาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 35 รอบ ยกเว้น TNF-α และ IL-1β ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 40 รอบ จากนั้น

น าค่า Ct ของยีนทั้งหมดมา normalize กับ β-actin และค านวณหาปริมาณการแสดงออกของยีนใน

รูปแบบจ านวนเท่าโดยใช้สูตร 2-ΔΔCt  
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3.4.5 การทดสอบหากลไกต้านการอักเสบผ่านการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ด้วยวิธี  
Western blot analysis 

วิธีการวิจัย 

การสกัดโปรตีน (ท าในที่เย็น) 

1. ขั้นตอนการทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทยและตัวกระตุ้น  

น าเซลล์ GT1-7 มาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง หลุมๆละประมาณ 7×105 เซลล์ จากนั้นน าเข้าตู้
เพาะเลี้ยงเชื้อ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 °C และมี CO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา
จึงน ามาทดสอบกับสารดังต่อไปนี้ โดยแบ่งเป็น 2 การทดลองย่อยคือ 

- Protective effect  

  ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ 

ที่ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์รอดมากกว่า 80% (เลือกความเข้มข้นจากผลการทดลอง MTT assay) 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

- Therapeutic effect  

กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อน จากนั้นจึงทดสอบกับสารสกัด
หยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ที่ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์รอดมากกว่า 
80% (เลือกความเข้มข้นจากผลการทดลอง MTT assay) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. ขั้นตอนการสกัดโปรตีน 

เริ่มจากล้างเซลล์ด้วย PBS ประมาณ 2 รอบ แล้วท าให้เซลล์หลุดด้วย trypsin จากนั้นหยุด
ปฏิกิริยาของ trypsin ด้วย 10%DMEM แล้วดูดเซลล์ทั้งหมดใส่หลอดทดลองขนาด 15 mL น าไปปั่น
ที่ความเร็ว 500 g เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ตะกอนเซลล์จะอยู่ที่ก้นหลอดทดลอง ล้างตะกอน
เซลล์ด้วย PBS 1 mL แล้วดูดเซลล์ทั้งหมดใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL ชุดใหม่ น าไป
ปั่นที่ความเร็ว 500 g เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสทิ้งให้ได้มากที่สุด แล้วปล่อยให้ตะกอนแห้ง สังเกตว่า
ปริมาณตะกอนเซลล์ที่ได้มีขนาดกี่ µL จากนั้นจึงใส่สารละลายที่ใช้ในการสกัดโปรตีนตามขนาดของ
ตะกอนเซลล์ที่ได้ ดังตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7  แสดงสัดส่วนของสารที่ใช้ในการสกัดโปรตีน 
  

ปริมาตรตะกอน
เซลล์ (µL) 

น้ ายา CER1 
(µL) 

น้ ายา CER2 
(µL) 

น้ ายา NER  
(µL) 

10 100 5.5 50 

20 200 11 100 

50 500 27.5 250 

100 1,000 55 500 

  

 อ้างอิงจากตารางที่  ในกรณีได้ตะกอนเซลล์ปริมาณ 20 µL เมื่อตะกอนเซลล์แห้งแล้ว ใส่
น้ ายา CER1 200 µL แล้วรีบ vortex ที่ความแรงสูงสุด 15 วินาที น าไปแช่ในน้ าแข็ง 10 นาที 
จากนั้นใส่น้ ายา CER2 11 µL แล้วรีบ vortex ที่ความแรงสูงสุด 5 วินาที น าไปแช่ในน้ าแข็ง 1 นาที 
น าไปปั่นที่ความเร็ว 16,000 g เป็นเวลา 5 นาที ส่วนใสที่ได้ คือ Cytoplasmic protein ดูดส่วนใส
ทั้งหมดออกมาเก็บใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL ชุดใหม่ แช่เย็นไว้ ส่วนตะกอนที่อยู่ก้น
หลอดจะถูกละลายด้วย น้ ายา NER 100 µL แล้วรีบ vortex ที่ความแรงสูงสุด 15 วินาที น าไปแช่ใน
น้ าแข็ง 10 นาที ท าซ้ าอย่างนี้จนครบ 40 นาที จากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 16,000 g เป็นเวลา 10 
นาที ส่วนใสที่ได้ คือ Nuclear protein ดูดส่วนใสทั้งหมดออกมาเก็บใน microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 mL ชุดใหม่ จากนั้นวัดปริมาณโปรตีนที่ได้ แล้วจึงเก็บโปรตีนทั้งหมดไว้ที่ -80 °C ก่อน
น าไปใช้ในการทดลองต่อไป 

 

การวัดโปรตีนด้วยน้ ายา Bradford (ท าในที่มืด) 

หลักการของ Bradford protein assay  

วิธีนี้ใช้หลักการชนิด Dye-binding โดยอาศัยการจับกันของโปรตีนและ Comassie Brilliant 
Blue G-25 dye ในสภาวะที่เป็นกรด ค่าการดูดกลืนแสงโดยปกติของสารละลายนี้อยู่ที่  465 นาโน
เมตร แต่เมื่อจับกับโปรตีน จะเกิดเป็นสารละลายเชิงซ้อน ค่าการดูดกลืนแสงจะขึ้นไปที่ 595 นาโน
เมตร  
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เริ่มจากเตรียม BSA standard stock ความเข้มข้น 10 mg/mL จากนั้นเจือจางความเข้มข้น
ของ BSA standard stock เป็น 1 mg/mL (น้ ากลั่น 900 µL + BSA standard stock 100 µL) 
และเจือจางต่อในอัตราส่วน 1:2 จนได้ความเข้มข้นประมาณ 8-10 ความเข้มข้นเพ่ือท าเป็นกราฟ
มาตรฐาน จากนั้นเจือจางโปรตีนที่สกัดมาได้โดย Cytoplasmic protein เจือจางกับน้ ากลั่นโดยใช้
อัตราส่วน 1:15 และ Nuclear protein เจือจางกับน้ ากลั่นโดยใช้อัตราส่วน 1:8 จากนั้นดูดตัวอย่าง
โปรตีนที่สกัดได้ รวมทั้ง BSA standard ที่ความเข้มข้นต่างๆ และน้ ากลั่น (blank) ลงในจาน
เพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 10 µL แล้วใส่น้ ายา Bradford (ที่ผ่านการกรองและเจือจางแล้ว) 
หลุมละ 200 µL น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader ควร
วัดภายใน 1 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน และหาความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟ
มาตรฐานที่สร้างได้ โดยความเข้มข้นของโปรตีนที่น ามาใช้ในการทดลองอยู่ที่ 10-15 µg     

 

การท า Western blot 

เริ่มจากการเตรียม Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 
(SDS-PAGE Gel) โดย SDS-PAGE Gel ประกอบด้วยเจล 2 ชนิดได้แก่ Seperating และ Stacking 
gel โดย Seperating gel ที่ใช้คือ 12% เตรียมได้จาก น้ ากลั่น 4 mL, 30% Acrylamide 3.3 mL, 
1.5 M Tris pH 8.8 2.5 mL, 10% SDS 100 µL, 10% ammonium persulfate 100 µL และ 
TEMED 4 µL (ใส่เป็นล าดับสุดท้าย) Stacking gel ที่ใช้คือ 5% เตรียมได้จาก น้ ากลั่น 3.4 mL, 30% 
Acrylamide 830 µL, 1.0 M Tris pH 6.8 630 µL, 10% SDS 50 µL, 10% ammonium 
persulfate 50 µL และ TEMED 5 µL (ใส่เป็นล าดับสุดท้าย) ตามตารางที่ 8  เริ่มจากใส่ 
Seperating gel ลงไปในกระจกที่เตรียมไว้ประมาณ 4 mL จากนั้นเติมน้ ากลั่นลงไปเพ่ือไล่
ฟองอากาศ รอจนกระท้ัง Seperating gel แข็งตัว ประมาณ 15-20 นาที จากนั้นจึงใส่ Stacking gel 
ลงไปประมาณ 2-3 mL และใส่หวีลงไปในกระจกเพ่ือสร้างหลุมส าหรับหยอดโปรตีน รอจนกระทั้ง 
เจลแข็ง จึงดึงหวีออก แล้วน าไปแช่ใน 1% Running buffer เพ่ือเตรียมรันแยกโปรตีน  

  

 

 

 

 



 

 

50 

ตารางที่ 8  สารเคมีทีเป็นส่วนประกอบใน Seperating และ Stacking gel 
  

สารเคมี Seperating gel 
(12%) 

Stacking gel 
(5%) 

น้ ากลั่น 4 mL 3.4 mL 

30% Acrylamide 3.3 mL 830 µL 

1.5 M Tris pH 8.8 2.5 mL - 

1.0 M Tris pH 6.8 - 630 µL 

10% ammonium persulfate 
(APS) 

100 µL 50 µL 

10% SDS 100 µL 50 µL 

TEMED 4 µL 5 µL 

ปริมาตรรวมทั้งหมด 10 mL 5 mL 

 

โดยโปรตีนที่ใช้ในการรัน เตรียมได้จากการผสมโปรตีนและสี Leamli ในอัตราส่วน 1:1 แล้ว
น าไปบ่มให้ร้อนที่อุณหภูมิ 95ºC ประมาณ 10-15 นาที จากนั้นหยอดโปรตีน รวมทั้ง protein 
ladders ลงในเจลที่เตรียมไว้ซึ่งอยู่ในแผ่นกระจกที่ประกบกันอยู่ใน 1X Running buffer จ่าย
กระแสไฟเข้าไป 70 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือรันโปรตีนให้ผ่าน Stacking gel จากนั้นเพ่ิม
กระแสไฟเป็น 120-130 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที เพ่ือรันโปรตีนให้ผ่าน Seperating gel ลงมา 
ระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที่ลงมาบน Seperating gel ขึ้นกับมวลโมเลกุลของโปรตีนนั้น และ
กระแสไฟฟ้าที่ใช้รวมทั้งเวลาในการรันโปรตีนขึ้นอยู่กับขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนที่ต้องการ  

เมื่อครบเวลาของการรันแยกโปรตีนแล้ว ต่อไปจึงย้ายโปรตีนที่แผ่นเจลลงบนแผ่นเมมเบรน 
Polyvinyldifluoride (PVDF) โดยก่อนใช้แผ่นเมมเบรนให้แช่ในเมทานอลก่อน 5 นาที แล้วแช่ใน 1X 
Tranfer buffer อีก 5 นาที แล้วจึงน ามาใส่ในแผ่นพลาสติกที่มีฟองน้ าและกระดาษกรองเรียงกันอยู่ 
โดยเริ่มจากวางฟองน้ าลงไปบนแผ่นพลาสติก ตามด้วยประดาษกรองประมาณ 3 แผ่น จากนั้นแกะ
แผ่นเจลออกจากกระจกและน ามาวางลงบนกระดาษกรอง โดยให้ protein ladders อยู่ทางด้านซ้าย
ของกระดาษกรอง และวางแผ่นเมมเบรนลงไปให้คลุมทั้ง protein ladders และโปรตีนที่ต้องการ 
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แล้วใช้กระดาษกรองอีก 3 แผ่นและ ฟองน้ าวางปิดทับลงไปตามล าดับ แล้วใส่ 1X Tranfer buffer  
ที่เย็นลงไป จากนั้นจ่ายกระแสไฟฟ้าเข้าไป 150 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 60 นาที  

เมื่อเสร็จแล้วน าแผ่นเมมเบรนที่มีโปรตีน block ลงใน 5% non-fat dry milk ที่ละลายใน 
TBS-T buffer เป็นเวลา 60-75 นาทีเพ่ือป้องกันการเกิดโปรตีนที่ไม่จ าเพาะ (non-specific protein) 
จับบนแผ่นเมมเบรน จากนั้นน าแผ่นเมมเบรนมาล้างด้วย TBS-T buffer 3 ครั้งๆละ 10-15 นาที แล้ว

ใส่ primary antibody ได้แก่ NF-κB p65 (1:4000), lamin (1:1000) และ β-actin (1:16,000) 
บ่มไว้ตลอดทั้งคืน จากนั้นน าแผ่นเมมเบรนมาล้างด้วย TBS-T buffer อีก 3 ครั้งๆละ 15-20 นาที 
แล้วบ่มแผ่นเมมเบรนด้วย HPR-linked secondary antibody (1:16000) 45 นาที แล้วล้างด้วย 
TBS-T buffer อีก 3 ครั้งๆละ 15-20 นาที  

จากนั้นน าแผ่นเมมเบรนไปประกบฟิล์มเพ่ือตรวจดูว่ามีการแสดงออกของโปรตีนหรือไม่ ด้วย
เทคนิค Immuno chemiluminescence detection โดยใช้น้ ายา ECL western blot substrate 
ผสมกันในอัตราส่วน 1:1 หยดลงบนแผ่นเมมเบรน ทิ้งไว้ประมาณ 1 นาที บางครั้งจะเกิดการเรืองแสง
ขึ้นแต่ไม่จ าเพาะกับโปรตีนทุกตัว จากนั้นน าแผ่นฟิล์ม X-ray ตัดให้มีขนาดประมาณแผ่นเมมเบรน 
วางประกบลงบนแผ่นเมมเบรน เวลาที่ใช้ในการประกบขึ้นอยู่กับสัญญาณการเรืองแสงบนแผ่น 
เมมเบรน ถ้ามีการเรืองแสงจะใช้เวลาในการประกบไม่นาน แต่ถ้าไม่มีการเรืองแสง อาจต้องใช้
เวลานานในการประกบ เมื่อประกบเสร็จแล้วน าไปแช่ในน้ ายา Developer ที่เตรียมไว้ รอจนให้แบน
โปรตีนขึ้นมาจึงน าออกแล้วน าไปล้างในน้ า แล้วน าไปแช่ในน้ า Fixer ต่ออีกประมาณ 1 นาทีเพ่ือให้
แผ่นฟิล์ม X-ray ใสขึ้นและแบนโปรตีนคมชัดขึ้น แล้วล้างออกด้วยน้ าอีกครั้งหนึ่ง รอให้แห้ง แล้วน าไป
วัดปริมาณแบนที่เกิดขึ้นเพ่ือวิเคราะห์ดูการแสดงออกของโปรตีนด้วยเครื่องเครื่องถ่ายภาพและ
วิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation system)                   

 

3.4.6 การทดสอบหาปริมาณการหลั่งของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน ด้วยวิธี ELISA 

วิธีการวิจัย 

ขั้นตอนการทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทยและตัวกระตุ้น  

น าเซลล์ GT1-7 มาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาด 12 หลุม หลุมๆละประมาณ 2×105 เซลล์ 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High glucose + 10% 
Charcoal stripped fetal bovine serum + 1% Antibiotic penicillin/streptomycin จากนั้น
น าเข้าตู้เพาะเลี้ยงเชื้อ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 °C และมี CO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาจึงน ามาทดสอบกับสารดังต่อไปนี้ โดยแบ่งเป็น 2 การทดลองย่อยคือ 

https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/classical-media/dmem.html
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- Protective effect  

  ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ 

ที่ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์รอดมากกว่า 80% (เลือกความเข้มข้นจากผลการทดลอง MTT assay) 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

- Therapeutic effect  

กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 10 ng/mL เป็นเวลา 24 ชั่วโมงก่อน จากนั้นจึงทดสอบกับสาร 

สกัดหยาบจากสมุนไพรไทย ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ที่ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์รอด
มากกว่า 80% (เลือกความเข้มข้นจากผลการทดลอง MTT assay) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

   

ขั้นตอนการเก็บน้ าเลี้ยงเซลล์ 

 ดูดน้ าเลี้ยงเซลล์ใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL แล้วน าไปปั่นที่ 1000 g เป็น
เวลา 20 นาที จากนั้นดูดส่วนใสที่ได้ เก็บไว้ที่ -20ºC ได้ประมาณ 1 เดือนและเก็บที่ -80ºC ได้
ประมาณ 2 เดือน 

 

หลักการของ Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Gonadotropin Releasing 
Hormone (GnRH) 

 Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Gonadotropin Releasing 
Hormone (GnRH) ใช้เทคนิค the competitive inhibition enzyme immunoassay โดย 
monoclonal antibody ที่จ าเพาะกับ GnRH จะถูกติดลงบนก้นหลุม โดย GnRH ที่ถูกติดฉลากด้วย 
biotin กับ GnRH ที่ไม่ได้ถูกติดฉลาก (ในสารละลายมาตรฐานและในตัวอย่างน้ าเลี้ยงเซลล์) จะแย่ง
กันจับกับ GnRH monoclonal ที่อยู่ก้นหลุม หลังจากบ่มไว้ฮอร์โมนที่ไม่ได้ถูกจับจะถูกล้างออก 
จากนั้น avidin ที่ conjugate กับ Horseradish Peroxidase (HRP) จะถูกใส่ลงไปในหลุมปฏิกิริยา
ด้วย ซึ่งปริมาณของ bound HRP conjugate จะแปรผกผันกับความเข้มข้นของ GnRH ในตัวอย่าง
น้ าเลี้ยงเซลล์ หลังจากใส่ substrate แล้ว ความเข้มข้นของสีที่เกิดขึ้นจะแปรผกผันกับความเข้มข้น
ของ GnRH ในตัวอย่างน้ าเลี้ยงเซลล์เช่นกัน 
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ภาพที่ 18 การเจือจางความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 
 

ขั้นตอนการท า ELISA 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 1000, 333.33, 111.11, 37.04, 12.35, 4.35 
และ blank 0 pg/mL โดยเจือจางความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกับ Standard Diluent 
จากนั้นดูดสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆและตัวอย่างน้ าเลี้ยงเซลล์ปริมาณ 50 µL ลงใน 
Pre-coated 96 well plate และเติมน้ ายา Detection A ลงไป 50 µL เขย่าเบาๆและปิดปากหลุม
ด้วยพลาสติกใส บ่มที่ 37ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างแอนติบอดีที่ไม่ได้ถูกจับด้วย 1X 
Washing solution หลุมละ 350 µL ทั้งหมด 5 ครั้ง ให้แน่ใจว่าที่ก้นหลุมแห้งสนิท จึงใส่น้ ายา 
Detection B ลงไป 100 µL เขย่าเบาๆและปิดปากหลุมด้วยพลาสติกใส บ่มที่ 37ºC เป็นเวลา 30 
นาที  จากนั้นล้างแอนติบอดีที่ไม่ได้ถูกจับด้วย 1X Washing solution หลุมละ 350 µL ทั้งหมด  
3 ครั้ง ให้แน่ใจว่าที่ก้นหลุมแห้งสนิท จึงใส่ substrate ลงไป หลุมละ 90 µL เขย่าเบาๆและปิดปาก
หลุมด้วยพลาสติกใส บ่มที่ 37ºC เป็นเวลา 15-25 นาที สารละลายจะค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีฟ้า จากนั้น
จึงใส่น้ ายาหยุดปฏิกิริยาลงไป หลุมละ 50 µL แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

 

3.4.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ผลการศึกษาทั้งหมดจะถูกน าเสนอในรูปแบบ ค่าเฉลี่ย  ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
(mean ± SD) ในแต่ละการทดสอบจะท าการทดลองซ้ าจ านวน 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน จากนั้น
ข้อมูลจะถูกน าวิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS Statistic Ver.17 โดยใช้ตัวสถิติคือ One-way 
ANOVA ร่วมกับ Post-hoc ชนิด Dunnett’s test เพ่ือเปรียบเทียบกลุ่มตัวอย่างที่เป็นสารสกัด
สมุนไพรเทียบกับตัว Positive control และตัว Positive control เปรียบเทียบกับ Untreated 
control ที่ระดับนัยส าคัญ (P-value) มากกว่าหรือเท่ากับ 0.01, 0.05 จะถือว่าข้อมูลมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญ  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1 ผลจากการสกัดพืชสมุนไพรไทยด้วยตัวท าละลายเฮกเซน, เอทานอล และเมทานอล 

สมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ไพล, รางจืด และว่านมหากาฬ ได้รับความอนุเคราะห์จาก
สวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง  เดินทางไปเก็บพืช
สมุนไพรในช่วงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556 จากนั้นเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพรส่วนที่เป็นใบ, ดอก ท าให้
แห้งและส่งพิสูจน์อัตลักษณ์โดย ศาสตราจารย์ กสิน สุวะตะพันธ์ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ผลจากการพิสูจน์ชนิดของพืชสมุนไพร ดังแสดงในตารางที่ 9  

 

ตารางที่ 9  ผลจากการพิสูจน์ชนิดของพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด 
 

สมุนไพรที่ใช้
ในการศึกษา 

ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อวงศ์ Herbarium 
number 

รางจืด Thunbergia laurifolia Lindl Acanthaceae A013700 (BCU) 

ไพล 
Zingiber montanum 

(Koenig) 
Zingiberaceae A013701 (BCU) 

ว่านมหากาฬ 
Gynura pseudochina (L.) 
DC. Var. hispida Thwaites 

Compositae 
(Asteraceae) 

A013733 (BCU) 

 

จากการสกัดพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดโดยสกัดเหง้าไพลและใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน
และเอทานอล สกัดใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเฮกเซนและเมทานอล โดยใช้การสกัดแบบ 
Soxhlet extraction และผ่านการท าให้สารสกัดมีความเข้มข้นมากขึ้นด้วยเครื่อง Rotatory 
evapolation ปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบที่ได้ (%yield) ดังแสดงในตารางที ่10 
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ตารางที่ 10  ผลจากการค านวณปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบของพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด 
 

ส่วนของสมุนไพร 
ที่ใช้ในการศึกษา 

ปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบ (%yield) 

เฮกเซน เอทานอล เมทานอล 

เหง้าไพล 6.39 8.35 - 

ใบรางจืด 0.61 8.42 - 

ใบว่านมหากาฬ 0.68 - 12.72 

 

จากตารางที่ 10 ซึ่งแสดงผลผลิตสุดท้ายจากการสกัดพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดพบว่าการสกัด
เหง้าไพลและใบรางจืดด้วยเฮกเซนได้ปริมาณผลผลิตจากการสกัดน้อยที่สุดคือ 0.61 และ 0.68% 
ตามล าดับ ส่วนการสกัดใบว่านมหากาฬด้วยเมทานอลได้ปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบมากที่สุด
คือ 12.72% 
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4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่าน
มหากาฬต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธี MTT assay 

 

เมื่อได้สารสกัดหยาบจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ จึงน ามาทดสอบฤทธิ์ของ
สารสกัดหยาบต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้นและถูกกระตุ้นด้วย 

TNF-α โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ GT1-7 ลงในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 20,000 เซลล์ จากนั้น
แบ่งการทดสอบออกเป็น 3 ชนิดคือ 1) Herb only ทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด
ในช่วงความเข้มข้น 0-100 µg/mL และDMSO 0.1% (เป็นปริมาณท่ีมีเทียบเท่าในสารสกัดหยาบจาก
สมุนไพรที่ความเข้มข้นสูงที่สุด กับเซลล์ GT1-7 ปกติ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 2) Protective effect 
ทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด และDMSO 0.1% กับเซลล์ GT1-7 เป็นเวลา 24 

ชั่วโมงก่อนจากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง 3) Therapeutic effect 

กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร
ทั้ง 3 ชนิด และDMSO 0.1% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยกลุ่มที่ 2) และ 3) ใช้เซลล์ GT1-7 ที่ถูก

กระตุ้นด้วย TNF-α และ DMSO 0.1% เป็น positive control ซึ่งอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เทียบ

เป็น 100% ของกลุ่มเซลล์ปกติที่ไม่ถูกทดสอบ (Untreated group) โดยจะเลือกความเข้มข้นของ
สมุนไพรที่มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มากกว่า 80% เพ่ือน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
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4.2.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ

ต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ซึ่งถูกกระตุ้นด้วย TNF-α 3 ชั่วโมง 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 

 

 
 

ภาพที่ 19 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซนต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated 

group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
 

จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซนต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

กับ TNF-α-treated group  พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 1.5625-
12.5 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 25-50 µg/mL 
เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) Protective 
effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-50 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80%  อย่างไรก็ตามที่
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ความเข้มข้น 100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต่ ากว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่ม
การทดสอบที่ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-12.5 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอด
ชีวิตมากกว่า 80% อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 25-50 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 
100% อย่างมีนัยส าคัญ และที่ความเข้มข้น 100 µg/mL อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต่ ากว่า 80% 
อย่างมีนัยส าคัญ จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 3 กลุ่มที่ท าให้เซลล์มีอัตราการ
รอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล
ด้วยตัวท าละลายเฮกเซนคือ 12.5 µg/mL ดังแสดงในภาพที่ 19    

   

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 

 

 
 

ภาพที่ 20 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการ
รอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated 

group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมือ่เทียบกับ TNF-α-treated group 
 

จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของ
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เซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 1.5625-25 
µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามท่ีความเข้มข้น 50-
100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) 
Protective effect และ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-50 µg/mL เซลล์มีอัตรา
การรอดชีวิตมากกว่า 80%  อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต
มากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 3 กลุ่มที่ท าให้
เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบ
ของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอลคือ 25 µg/mL ดงัแสดงในภาพที่ 20    

      

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 

 

 
 

ภาพที่ 21 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการ
รอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated 

group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
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จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 1.5625-50 
µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 100 
µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่  
2) Protective effect และ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL เซลล์มี
อัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80%  จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 3 กลุ่มที่ท าให้
เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบ
ของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเฮอทานอลคือ 50 µg/mL ดังแสดงในภาพที ่21      

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล 

 

 
 

ภาพที่ 22 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอลต่ออัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท า
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การทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group 
 จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอลต่ออัตรา
การรอดชีวิตของ  เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการ
รอดชีวิตของเซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอด

ชีวิตของเซลล์กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 
1.5625-50 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามที่ความ
เข้มข้น 100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่ 
2) Protective effect และ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-50 µg/mL เซลล์มี
อัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต
มากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ  จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 3 กลุ่มที่ท าให้
เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100%  ความเขม้ข้นที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบ
ของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอลคือ 50 µg/mL ดังแสดงในภาพที ่22    
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4.2.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ

ต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ซ่ึงถูกกระตุ้นด้วย TNF-α 24 ชั่วโมง 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 

 

 
 

ภาพที่ 23 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซนต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated 

group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
  

จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซนต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 1.5625-12.5 
µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 25-50 µg/mL เซลล์มี
อัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) Protective effect ที่
ความเข้มข้น 1.5625-25 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80%  อย่างไรก็ตามที่ความ
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เข้มข้น 50-100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต่ ากว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ  
ในกลุ่มการทดสอบที่ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL เซลล์มีอัตราการ
รอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 3 กลุ่มที่
ท าให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัด
หยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซนคือ 12.5 µg/mL ดังแสดงในภาพที่ 23    

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 

 

 
 

ภาพที่ 24 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการ
รอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated 

group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
  

 จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 1.5625-25 
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µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น  
50-100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) 
Protective effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% ใน
กลุ่มการทดสอบที่ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-50 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอด
ชีวิตมากกว่า 80% อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 
100% อย่างมีนัยส าคัญ จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 3 กลุ่มที่ท าให้เซลล์มีอัตรา
การรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเขม้ข้นที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล
ด้วยตัวท าละลายเฮกเซนคือ 25 µg/mL ดังแสดงในภาพที ่24    

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
 

 
 

ภาพที่ 25 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการ
รอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated 

group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
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 จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่ออัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 1.5625-50 
µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 100 
µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่  
2) Protective effect และ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL เซลล์มี
อัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 
3 กลุ่มที่ท าให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ
สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอลคือ 50 µg/mL ดังแสดงในภาพที่ 25     

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล 

 

 
 

ภาพที่ 26 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอลต่ออัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (mean ± SD) โดยท า
การทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
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 จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอลต่ออัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 โดยในกลุ่มการทดสอบที่ 1) จะเทียบอัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์กับ Untreated group ในกลุ่มการทดสอบที่ 2) และ 3) จะเทียบอัตราการรอดชีวิต

ของเซลล์กับ TNF-α-treated group พบว่าในกลุ่มการทดสอบที่ 1) Herb only ที่ความเข้มข้น 
1.5625-50 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามท่ีความ
เข้มข้น 100 µg/mL เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดสอบที่  
2) Protective effect และ 3) Therapeutic effect ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL เซลล์มี
อัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% อย่างมีนัยส าคัญ  จากการเทียบอัตราการรอดชีวิตในการทดสอบทั้ง 
3 กลุ่มที่ท าให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% แต่ไม่เกิน 100% ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ
สารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอลคือ 50 µg/mL ดังแสดงในภาพที่ 26 
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ตารางที่ 11 สรุปการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ  
ต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์ GT1-7 ด้วยวิธี MTT assay 
 

 

Herbal extracts TNF-α Effects 
Concentrations 

(μg/mL) 

ZH 

(Zingiber montanum (Koenig) 

rhizome hexane extract) 

3 hours 
Protective  

effect 
12.5 

24 hours 
Therapeutic 

effect 
12.5 

ZE 

(Zingiber montanum (Koenig) 

rhizome ethanol extract) 

3 hours 
Protective  

effect 
25 

24 hours 
Therapeutic 

effect 
25 

TE 

(Thunbergia laurifolia Lindl   

leaf hexane extract) 

3 hours 
Protective  

effect 
50 

24 hours 
Therapeutic 

effect 
50 

GM 

(Gynura pseudochina (L.) DC. 

Var. hispida Thwaites 

leaf methanol extract) 

3 hours 
Protective  

effect 
50 

24 hours 
Therapeutic 

effect 
50 
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4.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้า ไพล, ใบรางจืดและ 

ใบว่านมหากาฬต่อการแสดงออกของยีน NF-κB และ ยีนเป้าหมายของ NF-κB ในเซลล์
เพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธี Real-time PCR 

 

เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกระดับยีนของ NF-κB และยีนเป้าหมายของ NF-κB เมื่อถูก

กระตุ้นด้วย TNF-α 10 ng/mL และฤทธิ์ของสารสกัดหยาบต่อการต้านการอักเสบผ่านการแสดงออก

ระดับยีนของ NF-κB และยีนเป้าหมายของ NF-κB จึงเพาะเลี้ยงเซลล์ GT1-7 ลงในจานเพาะเลี้ยง
ชนิด 6 หลุม หลุมละ 450,000 เซลล์ จากนั้นแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 ชนิดคือ  
1) Protective effect ทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร โดยเลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมจากวิธี 
MTT ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, 
สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัด
หยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบ
ของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL กับเซลล์ GT1-7 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงก่อนจากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 2) Therapeutic 

effect กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นจึงทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 
ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สาร
สกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบ
ของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบ
ว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL กับเซลล์ GT1-7 เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง โดยการแสดงออกของแต่ละยีน จะถูกน ามาเทียบเป็นอัตราส่วนกับ β-actin แล้วน ามา
เปรียบเทียบเป็นจ านวนเท่าเทียบกับกลุ่มเซลล์ปกติที่ไม่ถูกทดสอบ (Untreated group) และกลุ่ม

เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α เป็น positive control 
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4.3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ

ต่อการแสดงออกของยีน NF-κB และ ยีนเป้าหมายของ NF-κB ในเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7  
แบบ Protective effect 

 

ผลการแสดงออกของยีน NF-κB1 

 

 
 

ภาพที่ 27 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน NF-κB1 ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่

ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน NF-κB1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
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นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน NF-κB1 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน NF-κB1 อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของ

ใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ NF-κB1 ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-

α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 27 

 

ผลการแสดงออกของยีน NF-κB2 

 

 
 

ภาพที่ 28 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน NF-κB2 ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่

ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
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 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน NF-κB2 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน NF-κB2 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน NF-κB2 อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของ

ใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ NF-κB2 ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-

α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 28 
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ผลการแสดงออกของยีน Rel-A (p65) 

 

 
 

ภาพที่ 29 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน RelA (p65) ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่

ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน RelA (p65) เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน RelA (p65) พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพร
ทั้งหมดส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน RelA (p65) อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัด
หยาบของใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ RelA (p65) ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับ

กลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 29 
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ผลการแสดงออกของยีน RelB 

 

 
 

ภาพที่ 30 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน RelB ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน RelB เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 2.0-2.5 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮ
กเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน RelB พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด
ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน RelB อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบ
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รางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ RelB ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 30 

 

ผลการแสดงออกของยีน IκB-α 

 

 
 

ภาพที่ 31 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IκB-α ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน IκB-α เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 3.5-4.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
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ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IκB-α พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน IκB-α อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของ

ใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ IκB-α ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที ่31 
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ผลการแสดงออกของยีน IKK-β 

 

 
 

ภาพที่ 32 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IKK-β ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน IKK-β เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.0-1.5 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IKK-β พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน IKK-β อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบ

รางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ IKK-β ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 32 
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ผลการแสดงออกของยีน TNF-α 

 

 
 

ภาพที่ 33 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน TNF-α ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
 

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน TNF-α เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 2.5-3.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน TNF-α พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน TNF-α อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของ
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ใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ TNF-α ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 33 

 

ผลการแสดงออกของยีน IL-1β 

 

 
 

ภาพที่ 34 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IL-1β ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
 

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน IL-1β เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
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ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IL-1β พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน IL-1β อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบ

รางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ IL-1β ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 34 

 

ผลการแสดงออกของยีน IL-6 

 

 
 

ภาพที่ 35 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IL-6 ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
  

จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน IL-6 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลาย 
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เฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IL-6 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด 
ยกเว้นสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของ
ยีน IL-6 อย่างมนีัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออก

ของ IL-6 ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 35 
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ผลการแสดงออกของยีน SIRT1 

 

 
 

ภาพที่ 36 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน SIRT1 ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 
0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-

α-treated group   
  

จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน SIRT1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group และเมื่อทดสอบสารสกัด
หยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 
12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 
µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL 
และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL
ต่อการแสดงออกของยีน SIRT1 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมดส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้นของการ
แสดงออกของยีน SIRT1อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของไพลด้วยเฮกเซน (ZH) มีการ

แสดงออกของ SIRT1 เพ่ิมมากท่ีสุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 36 
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4.3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ

ต่อการแสดงออกของยีน NF-κB และ ยีนเป้าหมายของ NF-κB ในเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7  
แบบ Therapeutic effect 

 

ผลการแสดงออกของยีน NF-κB1 

 

 
 

ภาพที่ 37 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน NF-κB1 ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่

ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน NF-κB1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
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นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน NF-κB1 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน NF-κB1 อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของ

ใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ NF-κB1 ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-

α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 37 

 

ผลการแสดงออกของยีน NF-κB2 

 

 
 

ภาพที่ 38 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน NF-κB2 ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่

ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
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 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน NF-κB2 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE)  
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) 

ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน NF-κB2 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพร

ทั้งหมดส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน NF-κB2 อย่างมีนัยส าคัญ ในปริมาณที่ใกล้เคียง

กัน เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 38 

 

ผลการแสดงออกของยีน RelA (p65) 

 

 
 

ภาพที่ 39 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน RelA (p65) ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่

ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
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 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน RelA (p65) เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.0-1.5 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน RelA (p65) พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพร
ทั้งหมดส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน RelA (p65) อย่างมีนัยส าคัญ ในปริมาณที่

ใกล้เคียงกัน เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 39 

 

ผลการแสดงออกของยีน RelB 

 

 
 

ภาพที่ 40 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน RelB ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
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 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน RelB เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮ
กเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน RelB พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด
ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน RelB อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบ

รางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ RelB ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 40 

 

ผลการแสดงออกของยีน IκB-α 

 
 

ภาพที่ 41 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IκB-α ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 
0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-

α-treated group   
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 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน IκB-α เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 2.0-2.5 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IκB-α พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน IκB-α อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของ

เหง้าไพลด้วยเฮกเซน (ZH) และใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ IκB-α ลดลงมาก

ที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 41 

 

ผลการแสดงออกของยีน IKK-β 

 
 

ภาพที่ 42 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IKK-β ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
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P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
  

จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน IKK-β เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.0-1.5 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IKK-β พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน IKK-β อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบ

รางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ IKK-β ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 42 
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ผลการแสดงออกของยีน TNF-α 

 
 

ภาพที่ 43 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน TNF-α ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
 

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน TNF-α เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 2.5-3.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน TNF-α พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน TNF-α อย่างมีนัยส าคัญ ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน 
ยกเว้นสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ลดลงน้อยที่สุด เมื่อเทียบ

กับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 43 
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ผลการแสดงออกของยีน IL-1β 

 
 

ภาพที่ 44 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IL-1β ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   
 

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก

ของยีน IL-1β เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.0-1.5 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated 
group และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่

ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IL-1β พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด

ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของยีน IL-1β อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบ

รางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ IL-1β ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-
treated group ดังแสดงในภาพที่ 44 
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ผลการแสดงออกของยีน IL-6 

 
 

ภาพที่ 45 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน IL-6 ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน IL-6 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (ประมาณ 1.5-2.0 เท่า) เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮ
กเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของยีน IL-6 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมด 
ยกเว้นสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของ
ยีน IL-6 อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) และสารสกัด
หยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) มีการแสดงออกของ IL-6 ลดลงมากที่สุด 

เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 45 
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ผลการแสดงออกของยีน SIRT1 

 

 
 

ภาพที่ 46 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของยีน SIRT1 ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 

normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่  
P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ 

TNF-α-treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของยีน SIRT1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group และเมื่อทดสอบสารสกัด
หยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 
12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 
µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL 
และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL
ต่อการแสดงออกของยีน SIRT1 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมดส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้นของการ
แสดงออกของยีน SIRT1 อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยเฮกเซน (ZH) มี

การแสดงออกของ SIRT1 เพ่ิมมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดง 
ในภาพที่ 46 
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ตารางที่ 12 สรุปการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ 

ต่ออัตราการแสดงออกของยีน NF-κB, ยีนเป้าหมายของ NF-κB และ SIRT1 ในเซลล์ GT1-7  
ด้วยวิธี  Real-time PCR 
 

Genes Protective effect Therapeutic effect 

ZH ZE TE GM ZH ZE TE GM 

NF-κB1 (p50) 
        

NF-κB2 (p52)  
        

RelA (p65)  
        

RelB 
      

 
 

IκB-α    
 

   
 

IKK-β    
 

    

TNF-α         

IL-1β         

IL-6 
~    

~ 
   

SIRT1         

 

 = เพิ่มขึน้   = ลดลง  ~  = ไมเ่ปลีย่นแปลง 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่าน
มหากาฬ ต่อการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ RelA (p65) ในเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธี 
Western blot 

  

เพ่ือตรวจสอบกลไกการท างานของตัวส่งสัญญาณ NF-κB ผ่านการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส

ของ RelA (p65) และฤทธิ์ของสารสกัดหยาบต่อกลไกการต้านการอักเสบผ่าน NF-κB จึงเพาะเลี้ยง
เซลล์ GT1-7 ลงในจานเพาะเลี้ยงเดี่ยวขนาด 60×15 mm หลุมละ 700,000 เซลล์ จากนั้นแบ่งการ
ทดสอบออกเป็น 2 ชนิดคือ 1) Protective effect ทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สาร
สกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบ
ของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบ
รางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่าน
มหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mLกับเซลล์ GT1-7 เป็นเวลา 24 

ชั่วโมงก่อนจากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 2) Therapeutic effect กระตุ้น

เซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัด
หยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของ
เหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืด
ด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬ
ด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL กับเซลล์ GT1-7 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
โดยการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 วัดได้จากโปรตีนที่สกัดได้จากส่วนของนิวเคลียส ซึ่งจะถูก
น ามาเทียบเป็นอัตราส่วนกับ lamin และโปรตีนจากส่วนของไซโทพลาซึม จะถูกน ามาเทียบเป็น

อัตราส่วนกับ β-actin แล้วน ามาเปรียบเทียบเป็นจ านวนเท่าเทียบกับกลุ่มเซลล์ปกติที่ไม่ถูกทดสอบ 

(Untreated group) และกลุ่มเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α เป็น positive control 
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4.4.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ
ต่อการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ในเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 แบบ Protective effect 

ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน p65 ในนิวเคลียส 

 
ภาพที่ 47 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 ใน
นิวเคลียสของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการ
แสดงออกของโปรตีนที่ถูก normalized กับ lamin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05,  

P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของโปรตีน p65 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ภายในนิวเคลียส เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
แสดงว่า เซลล์มีการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 เพ่ิมสูงขึ้น และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจาก
สมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 
µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, 
สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัด
หยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการ
แสดงออกของโปรตีน p65 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมดส่งผลต่อการลดลงของการ
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แสดงออกของโปรตีน p65อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยเอทานอล 

(TE) มีการแสดงออกของ p65 ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group แสดงว่า
สารสกัดสมุนไพรทั้งหมดสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ไดด้ังแสดงในภาพที่ 47 

 

ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน p65 ในไซโทพลาซึม 

 

 
 

ภาพที่ 48 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 ใน 
ไซโทพลาซึมของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการ

แสดงออกของโปรตีนที่ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่า
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, 

P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
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 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของโปรตีน p65 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ภายในไซโทพลาซึม เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลาย 
เฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE)  
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) 
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพร
ทั้งหมดส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้นของการแสดงออกของโปรตีน p65 อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัด
หยาบของใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) มีการแสดงออกของ p65 เพ่ิมขึ้นมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม 

TNF-α-treated group แสดงว่าสารสกัดสมุนไพรทั้งหมดส่งผลให้โปรตีน p65 มีการสะสมอยู่บริเวณ
ที่เป็นไซโทพลาซึม ดังแสดงในภาพที่ 48 
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4.4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ
ต่อการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ในเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 แบบ Therapeutic effect 

ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน p65 ในนิวเคลียส 

   
ภาพที่ 49 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 ใน
นิวเคลียสของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการ
แสดงออกของโปรตีนที่ถูก normalized กับ lamin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05,  

P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของโปรตีน p65 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ภายในนิวเคลียส เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group
แสดงว่า เซลล์มีการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 เพ่ิมสูงขึ้น และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจาก
สมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 
µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, 
ส า ร ส กั ด ห ย า บ ข อ ง ใ บ ร า ง จื ด ด้ ว ย ตั ว ท า ล ะ ล า ย เ อ ท า น อ ล  ( TE)  
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) 
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพร
ทั้งหมดส่งผลต่อการลดลงของการแสดงออกของโปรตีน  p65อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัด
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หยาบของไพลด้วยเอทานอล (ZE) และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล 

(GM) มีการแสดงออกของ p65 ลดลงมากที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group แสดงว่า
สารสกัดสมุนไพรทั้งหมดสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ดังแสดงในภาพที่ 49 

 

ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน p65 ในไซโทพลาซึม 

 

 
 

ภาพที่ 50 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 ใน 
ไซโทพลาซึมของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (mean ± SD) ของการ

แสดงออกของโปรตีนที่ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่า
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** < 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, 

P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-treated group   
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จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออก
ของโปรตีน p65 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ภายในไซโทพลาซึม เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลาย 
เฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE)  
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) 
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการแสดงออกของโปรตีน p65 พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพร
ทั้งหมดส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้นของการแสดงออกของโปรตีน p65อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัด
หยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) มีการแสดงออกของ p65 เพ่ิมขึ้นมาก

ที่สุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group แสดงว่าสารสกัดสมุนไพรทั้งหมดส่งผลให้โปรตีน 
p65 มีการสะสมอยู่บริเวณท่ีเป็นไซโทพลาซึม ดังแสดงในภาพที่ 50 
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ตารางที่ 13 สรุปการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ 

ต่อการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ในเซลล์ GT1-7 ด้วยวิธี Western blot 

Protein 

fraction 

Protective effect Therapeutic effect 

ZH ZE TE GM ZH ZE TE GM 

Nuclear 
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4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่าน
มหากาฬ ต่อการหลั่งของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ในเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 
ด้วยวิธี ELISA 

  

เพ่ือตรวจสอบความสัมพันธ์ของภาวะการอักเสบอันเนื่องมาจากการท างานของ NF-κB และ 
ปริมาณการหลั่งของโกนาโดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน และฤทธิ์ของสารสกัดหยาบต่อการหลั่งของโกนา
โดโทรปิน รีลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ในขณะที่มีการอักเสบเกิดขึ้น จึงเพาะเลี้ยงเซลล์ GT1-7 ลงใน
จานเพาะเลี้ยงชนิด 12 หลุมๆละ 200,000 เซลล์ จากนั้นแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 ชนิดคือ  
1) Protective effect ทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัว
ท าละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลาย 
เอทานอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(TE) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล 
(GM) ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL กับเซลล์ GT1-7 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงก่อนจากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์

ด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 2) Therapeutic effect กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นจึงทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล (ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL กับเซลล์ GT1-7 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยความเข้มข้นของ GnRH (pg/mL) 
ที่หลั่งออกมาค านวณได้จากกราฟมาตรฐาน แล้วน ามาเปรียบเทียบเป็นจ านวนเท่าเทียบกับกลุ่มเซลล์

ปกติที่ไม่ถูกทดสอบ (Untreated group) และกลุ่มเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α เป็น positive 
control 
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4.5.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ
ต่ อการหลั่ ง ของ โกนา โด โทรปิน  รี ลิ สซิ ง  ฮอร์ โ มน  (GnRH)  ใน เซลล์ เพาะ เลี้ ย ง  GT1-7  
แบบ Protective effect 

 

 
ภาพที่ 51 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการหลั่งของ GnRH จากเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยง GT1-7 แบบ Protective effect แสดงค่าเป็นความเข้มข้นของปริมาณฮอร์โมนที่หลั่ง
ออกมา (mean ± SD) โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** 

< 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-
treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของ 
GnRH ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ GT1-7 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลาย 
เฮกเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE)  
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) 
ที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการหลั่งของ GnRH พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมดส่งผลต่อ
การเพ่ิมข้ึนของปริมาณ GnRH ที่หลั่งออกมาอย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของเหง้าไพล
ด้วยเอทานอล (ZE) และสารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) มีการหลั่งของ 

GnRH เพ่ิมมากท่ีสุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 51 
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4.5.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบของเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ
ต่ อการหลั่ ง ของ โกนา โด โทรปิน  รี ลิ สซิ ง  ฮอร์ โ มน  (GnRH)  ใน เซลล์ เพาะ เลี้ ย ง  GT1-7  
แบบ Therapeutic effect 

 
ภาพที่ 52 แสดงผลการทดสอบสารสกัดหยาบของสมุนไพรต่อการหลั่งของ GnRH จากเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยง GT1-7 แบบ Therapeutic effect แสดงค่าเป็นความเข้มข้นของปริมาณฮอร์โมนที่หลั่ง
ออกมา (mean ± SD) โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P* < 0.05, P** 

< 0.01 เมื่อเทียบกับ Untreated group และ P# < 0.05, P## < 0.01 เมื่อเทียบกับ TNF-α-
treated group   

 จากผลการกระตุ้นเซลล์ GT1-7 ด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของ 
GnRH ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ GT1-7 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม Untreated group 
และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบจากสมุนไพร ได้แก่ สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเฮ
กเซน (ZH) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL, สารสกัดหยาบของเหง้าไพลด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
(ZE) ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL, สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยตัวท าละลายเอทานอล (TE) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) ที่
ความเข้มข้น 50 µg/mL ต่อการหลั่งของ GnRH พบว่าสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้งหมดส่งผลต่อ
การเพ่ิมข้ึนของปริมาณ GnRH ที่หลั่งออกมาอย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดหยาบของเหง้าไพล
ด้วยเอทานอล (ZE)  และสารสกัดหยาบของใบว่านมหากาฬด้วยตัวท าละลายเมทานอล (GM) มีการ

หลั่งของ GnRH เพ่ิมมากท่ีสุด เมื่อเทียบกับกลุ่ม TNF-α-treated group ดังแสดงในภาพที่ 52 
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ตารางที่ 14 สรุปการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเหง้าไพล, ใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ 
ต่อการหลั่งของฮอร์โมน GnRH  ในเซลล์ GT1-7 ด้วยวิธี ELISA 
  

GnRH 

level 

Protective effect Therapeutic effect 

ZH ZE TE GM ZH ZE TE GM 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

 

Aging หรือ ความชรา เป็นกระบวนการเสื่อมลงของร่างกายอันเนื่องมาจากความบกพร่อง
ของการท างานของเซลล์ เนื้อเยื่อ ตลอดจนอวัยวะต่างๆ โดยมีปัจจัยทั้งภายในและภายนอกในการเร่ง
กระบวนการเกิดความชราให้เร็วยิ่งขึ้น เช่น ความผิดปกติในระดับพันธุกรรม, มลพิษที่ได้รับและการ
สะสมของสารพิษ, ภาวะทางโภชนาการที่ไม่เหมาะสม, การตอบสนองต่อความเครียด, จุลชีพ และโรค
ที่เก่ียวข้องกับความเสื่อม เป็นต้น โดยสาเหตุของการเกิดความชราในแต่ละคนย่อมมีความแตกต่างกัน 
ซึ่งต้องใช้หลายทฤษฎีในการอธิบายกลไกการเกิดความชรา และบางทฤษฎีมีความเชื่อมโยงกัน เช่น 
ทฤษฎีที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกัน, ทฤษฎีสารอนุมูลอิสระ และทฤษฎีระบบต่อมไร้ท่อ เป็นต้น (3) จาก
การศึกษาของ Zhang และคณะ ในปี 2013 พบความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการเกิดความชราและ

ภาวะการอักเสบอันเนื่องมาจากการท างานของ NF-κB ที่เกี่ยวข้องกับการหลั่งของโกนาโดโทรปิน รี
ลิสซิง ฮอร์โมน (GnRH) ที่ลดลงภายในสมองส่วนไฮโปทาลามัส (4) ดังนั้นการยับยั้งกลไกการเกิด

ความชรานี้ จึงต้องเน้นไปที่กระบวนการต้านการอักเสบผ่าน NF-κB signaling pathway รวมทั้งการ
เพ่ิมปริมาณการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ได้ด้วย ซึ่งการคัดเลือกเลือกสมุนไพรไทยมาใช้ในการศึกษา
ถือเป็นทางเลือกหนึ่ง ซึ่งผู้วิจัยสนใจสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ไพล (Zingiber montanum 
(Koenig)), รางจืด (Thunbergia laurifolia Lindl) และว่านมหากาฬ (Gynura pseudochina DC. 
Var. hispida Thwaites) เนื่องจากว่าในปัจจุบันการศึกษาสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดนี้ในแง่ของ

กระบวนการต้านอักเสบในระดับชีวเคมีและโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับ NF-κB signaling pathway ยังไม่
เป็นที่แพร่หลายและมีรายงานวิจัยที่พบน้อยมาก โดยสมุนไพรที่พบว่ามีรายงานการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับ 

NF-κB มีเพียงว่านมหากาฬเท่านั้น แต่รายงานการวิจัยที่พบไม่ได้ศึกษาในระบบประสาทที่มีความ
ซับซ้อนโดยตรง ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกศึกษาผลของสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดต่อการต้าน

กระบวนการอักเสบที่เก่ียวข้องกับกระบวนการเกิดความชราผ่านการท างานของ NF-κB และการหลั่ง
ของฮอร์โมน GnRH ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7      
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สมุนไพรทั้ง 3 ชนิดถูกเก็บที่สวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพฯ จังหวัดระยอง ในช่ วงเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2556 โดยเลือกเก็บส่วนที่เป็นเหง้าไพล, ใบรางจืด และใบว่านมหากาฬ เนื่องจากทั้ง 
3 ส่วนนี้ของสมุนไพรมีรายงานการวิจัยว่ามีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ซึ่งฤดูการเก็บเกี่ยวของ
สมุนไพรแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน เหง้าไพลนั้นมีการแนะน าให้เก็บในช่วงปลายฤดูร้อน และต้น
ไพลควรมีอายุ 2-3 ปีขึ้นไป  ซึ่งตอนที่ไปเก็บนั้นต้นไพลมีการเจริญเติบโตเต็มที่ แต่การเก็บในช่วง
เดือนกรกฎาคมนั้น เป็นช่วงต้นฤดูฝน อาจมีผลต่อสารที่จะสกัดได้ ส าหรับการเก็บใบรางจืดและใบ
ว่านมหากาฬนั้นสามารถเก็บได้ตลอดฤดูกาลแต่สมุนไพรควรโตเต็มที่เพ่ือให้ได้ใบที่มีขนาดใหญ่ (122, 
123) ซึ่งต้นรางจืดและว่านมหากาฬในช่วงที่ไปเก็บนั้นสมบูรณ์และโตเต็มที่แล้ว ถึงแม้ว่าจะเป็นพืช
สมุนไพรชนิดเดียวกัน แต่บางครั้งปริมาณสารที่สกัดได้จากสมุนไพรในแต่ละครั้งอาจจะไม่เท่ากัน 
เนื่องมาจากช่วงเวลาในการเก็บเกี่ยวสมุนไพร ซึ่งน่าจะเป็นปัจจัยหลักที่มีผลต่อปริมาณสารที่จะสกัด
ได้แล้ว ยังมีปัจจัยอื่นๆท่ีส่งผลต่อปริมาณสารในสมุนไพรเช่นกัน ยกตัวอย่างเช่น ลักษณะดินในบริเวณ
ที่มีการเพาะปลูกสมุนไพร, สภาพดินฟ้าอากาศและสิ่งแวดล้อมในช่วงที่สมุนไพรมีการเจริญเติบโต, 
ช่วงอายุของสมุนไพรในระหว่างที่เก็บเกี่ยว, เทคนิคการดูแลและบ ารุงรักษา และวิธีการเก็บเกี่ยว เป็น
ต้น ดังนั้นการเก็บเกี่ยวพืชสมุนไพรเพ่ือน ามาใช้ในการศึกษาจ าเป็นต้องค านึงถึงปัจจัยเหล่านี้ด้วย 
เนื่องจากว่าถ้าเก็บเกี่ยวสมุนไพรไม่ถูกวิธีหรือเก็บเกี่ยวในช่วงที่ไม่ใช่ฤดูเก็บเกี่ยวอาจท าให้ได้ปริมาณ
สารสกัดจากสมุนไพรน้อยเกินไป ส่งผลส าคัญต่อการศึกษาวิจัยต่อไป ขั้นตอนต่อไปที่มีผลส าคัญต่อ
ชนิดและปริมาณสารสกัดจากสมุนไพรคือ การเลือกวิธีการสกัดและตัวท าละลาย โดยปัจจุบันวิธีการ
สกัดสมุนไพรที่นิยมใช้ ได้แก่ วิธี Maceration เป็นวิธีการสกัดสมุนไพรที่ต้องหมักสมุนไพรไว้กับตัวท า
ละลาย เขย่าและบ่มทิ้งไว้ประมาณ 2-3 วัน และต้องสกัดซ้ า 2-3 ครั้ง โดยสารจะไม่โดนความร้อนแต่
เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองตัวท าละลายเป็นจ านวนมาก อีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช้คือ วิธีการสกัดแบบต่อเนื่อง 
(Soxhlet extraction) โดยการให้ความร้อนแก่ตัวท าละลายที่อยู่ใน flask จนท าให้ตัวท าละลาย
ระเหยขึ้นไปแล้วกลั่นตัวผ่านลงมาใน trimble ที่มีผงสมุนไพรบรรจุอยู่ สารที่สกัดได้จะไหลกลับลงมา
ใน flask พร้อมตัวท าละลาย เป็นเช่นนี้จนสีของตัวท าละลายใส จึงถือว่าเสร็จสมบูรณ์  วิธีนี้อาจมี
ข้อเสียคือ สารสกัดบางชนิดอาจสูญเสียไปพร้อมกับความร้อน จากการรีวิววิธีการสกัดสมุนไพรในไพล, 
รางจืด และว่านมหากาฬ พบว่ามีการสกัดทั้งวิธี Maceration (10, 124) และวิธี Soxhlet 
extraction (107, 125) ดังนั้นในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยจึงเลือกสกัดสมุนไพรด้วยเทคนิค Soxhlet 
extraction และการเลือกใช้ตัวท าละลายนั้น อ้างอิงจากผลการวิจัยที่ผ่านมาซึ่งระบุว่า สารสกัดของ
เหง้าไพลด้วยเฮกเซน, สารสกัดของใบรางจืดด้วยเฮกเซนและเอทานอล และสารสกัดของใบว่าน
มหากาฬด้วยเมทานอล มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบได้ ดังนั้นตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสมุนไพร 
ได้แก่ เฮกเซน (ไม่มีข้ัว), เอทานอลและเมทานอล (มีขั้วสูง) หลังจากท าให้สารสกัดที่ได้เข้มข้นขึ้นด้วย 
rotatory evapulator แล้ววัดปริมาณ %yield (ปริมาณที่สกัดได้) พบว่า การสกัดใบว่านมหากาฬ
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ด้วยเมทานอล ได้ปริมาณสารที่สกัดได้มากที่สุด (12.72%) ส่วนการสกัดใบรางจืดและใบว่านมหากาฬ
ด้วยเฮกเซน ได้ปริมาณสารน้อยที่สุด (0.61% และ 0.68% ตามล าดับ) และการสกัดใบรางจืดและใบ
ว่านมหากาฬด้วยเอทานอล ได้ปริมาณสารที่ใกล้เคียงกัน (ประมาณ 8.42% และ 8.35% ตามล าดับ) 
จากนั้นน าสารที่สกัดได้มาละลายใน DMSO และท าเป็น stock ความเข้มข้น 100 mg/mL น าไปใช้
ในการทดลองต่อไป 

เซลล์โมเดลที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ซึ่งเป็นเซลล์ประสาท
ชนิด GnRH-expressing hypothalamic neuron เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิดนี้ใช้เทคนิค 
genetically targeting tumorigenesis ซึ่งวิธีนี้มีข้อดีคือ ท าให้การเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพ่ือไปท า
หน้าที่ต่างๆ (cell differentiation) ตามแต่ละชนิดของเซลล์มีประสิทธิภาพสูงขึ้น โดยใช้ไวรัสชนิด 
Simian Virus 40 large T-antigen oncogene ใส่เข้าไปในต าแหน่งของ GnRH promoter ของ 
transgenic mice กลายเป็นเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด immortalized GT-1 ชนิด 
heterogenous cell ต่อมาเกิดการโคลนและพัฒนาเป็นเซลล์ชนิด GT1-1, GT1-3 และ GT1-7 ซึ่ง
เป็น homogenous cell จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด GnRH-
expressing ที่ดีที่สุดได้แก่ Gn11 และ GT1-7 โดยสาเหตุที่เลือก GT1-7 มาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 
เนื่องจากว่า เซลล์ GT1-7 มีการแสดงออกของ cell marker ที่พบในเซลล์ประสาท มีการแสดงออก
ของโครงสร้างเซลล์ประสาทที่จะพัฒนาไปสร้างฮอร์โมนได้ โดยมีการแสดงออกเหมือน GnRH 
neuron ที่โตเต็มที่แล้วและมีการแสดงออกระดับยีนของฮอร์โมน GnRH ในระดับที่สูง เมื่อเทียบกับ
เซลล์ Gn11 และเซลล์ชนิดอ่ืนๆ (102) รวมทั้งมีรูปแบบการหลั่งของฮอร์โมน GnRH แบบ pulsatile 
อีกด้วย ที่ส าคัญคือ จากการศึกษาของ Zhang และคณะ มีการใช้เซลล์ GT1-7 ในการศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่างการท างานของ NF-κB และการหลั่งของฮอร์โมน GnRH อีกด้วย นอกจากนี้
การศึกษาที่ผ่านมายังพบว่า เซลล์ GT1-7 ถูกน ามาใช้ในการศึกษาอีกหลายด้านที่มีความเกี่ยวข้องกับ
การท างานของเซลล์ประสาทของสมองส่วนไฮโปทาลามัส และการควบคุมฮอร์โมน GnRH เช่น 
การศึกษาเกี่ยวกับผลของ Kisspeptin-10 ต่อการหลั่งของฮอร์โมน GnRH (126), ผลของ IGF-1 ต่อ

ภาวะ oxidative stress ที่เกี่ยวข้องกับ NF-κB (127) และภาวะ insulin resistance ที่เหนี่ยวน า
ด้วยกรดไขมันอ่ิมตัว (96) เป็นต้น อย่างไรก็ตามการศึกษาในเซลล์ GT1-7 ยังมีข้อจ ากัดอยู่ เนื่องจาก
เป็นเซลล์ประสาทที่สร้างมาจากหนูและการแสดงออกของ neuronal marker ที่มีในเซลล์ชนิดนี้
อาจจะมีความแตกต่างกับเซลล์ประสาทของมนุษย์ที่มีความซับซ้อนมากกว่า   

การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
GT1-7 โดยใช้เทคนิค MTT assay เป็นวิธีที่ง่ายและนิยมใช้มากที่สุด เป็นการวัดอัตราการรอดของ
เซลล์ (cell viability) โดยใช้หลักการวัดกระบวนการ metabolism ของเซลล์และแปรผันตรงกับ
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อัตราการรอดชีวิตของเซลล์อีกด้วย ส่วนใหญ่เป็นการวัดการท างานของเอนไซม์ mitochondrial 
reductase ของไมโทคอนเดรีย นอกจาก MTT assay แล้ว ยังมีอีกหลายวิธีที่ใช้หลักการนี้ เช่น MTS 
และ XTT assay เป็นต้น โดยสาร mtt หรือ xtt จะถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ mitochondrial 
reductase กลายเป็นตะกอนสีม่วงของ formazan ซึ่งตะกอนสีที่เกิดขึ้นนี้จะแปรผันตรงกับจ านวน
เซลล์ที่รอดชีวิต อย่างไรก็ตาม MTT assay นี้ยังมีข้อเสียคือ จ าเป็นต้องมีการละลายตะกอนสีก่อนที่
จะน ามาวัด ท าให้มีความแปรปรวนค่อนข้างสูง และเซลล์ที่ถูกน ามาวัดไม่สามารถน าไปท าอย่างอ่ืนได้
อีก เนื่องจากว่าในการวิจัยนี้ศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการอักเสบของเซลล์ ในกลุ่มควบคุมบวก 

(positive control) เซลล์จึงต้องมีการกระตุ้นด้วย TNF-α ความเข้มข้น 10 ng/mL (อ้างอิงจากการ
วิจัยที่ผ่านมาซึ่งมีการศึกษากระบวนการอักเสบในเซลล์ GT1-7 (96)) ส่วนใหญ่ความเข้มข้นของ  

TNF-α ที่กระตุ้นให้เซลล์เกิดการอักเสบคือ 10 ng/mL อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ TNF-α ที่ใช้
อาจแตกต่างกันขึ้นอยู่กับปัจจัยอีกหลายอย่างเช่น ชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยง, เวลาที่ใช้ในการกระตุ้น
เซลล์ เป็นต้น   ดังนั้นในการวัดความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 
นอกจากจะวัดอัตราการรอดของเซลล์ในเซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยสารสกัดสมุนไพรเพียงอย่างเดียวแล้ว 
(กลุ่มที่ 1: Herb only) ยังต้องวัดอัตราการรอดของเซลล์ในเซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยสารสกัดสมุนไพร

ก่อนแล้วกระตุ้นด้วย TNF-α (กลุ่มที่ 2: Protective effect) และในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α 

ก่อนแล้วทดสอบกับสารสกัดสมุนไพร (กลุ่มที่ 3: Therapeutic effect) เวลาที่ใช้ในการทดสอบสาร

สกัดสมุนไพรกับเซลล์คือ 24 ชั่วโมงและเวลาที่ใช้ในการกระตุ้น TNF-α กับเซลล์ แบ่งเป็น 3 และ 24 
ชั่วโมง จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบอัตราการรอดของเซลล์ทั้ง 3 กลุ่มที่เวลา 3 และ 24 ชั่วโมง 
ซึ่งความเข้มข้นของสารสกัดสมุนไพรที่จะเลือกมาใช้ในการทดสอบต่อไป พิจารณาจากอัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ที่มากกว่า 80% พบว่าความเข้มข้นของสารสกัดของเหง้าไพลด้วยเฮกเซน (ZH), สาร
สกัดของเหง้าไพลด้วยเอทานอล (ZE), สารสกัดของใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) และสารสกัดของใบ

ว่านมหากาฬด้วยเมทานอล (GM) ได้แก่ 12.5, 25, 50 และ 50 μg/mL ตามล าดับ ส าหรับสารสกัด
ของใบรางจืดและใบว่านมหากาฬด้วยเฮกเซนนั้น เมื่อดูจาก %yield ที่ได้ตอนสกัดสมุนไพรท าให้
ทราบว่าอาจจะไม่มีสารที่ไม่มีขั้วหรือมีสารที่ไม่มีขั้วแต่มีน้อยมากออกมาในสารที่สกัดได้จากใบรางจืด
และใบว่านมหากาฬเมื่อสกัดด้วยเฮกเซน ซึ่งสอดคล้องกับผลของอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ที่ได้
ประมาณ 70% เมื่อทดสอบกับสารสกัดจากใบรางจืดและใบว่านมหากาฬด้วยเฮกเซน ดังนั้นจึงไม่น า
สารสกัดทั้ง 2 ชนิดนี้มาศึกษา 

เป็นที่ทราบกันดีว่า NF-κB เป็น transcription factor ที่มีหน้าที่ในการควบคุมกระบวนการ
ทางชีววิทยาภายในร่างกาย เช่น กระบวนการอักเสบ, การท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เป็นต้น ใน
ระหว่างที่เกิดกระบวนการความชรา รวมทั้งโรคที่เกี่ยวข้องกับความชรานั้น มีความเกี่ยวข้องกับ
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กระบวนการอักเสบโดยตรวจพบระดับของไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบเพ่ิมสูงขึ้น เช่น  

TNF-α, IL-1β และ IL-6 เป็นต้น ซึ่งไซโตไคน์เหล่านี้ล้วนเป็นยีนเป้าหมายของ NF-κB  จาก
การศึกษาที่ผ่านมานี้สอดคล้องกับความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการอักเสบกับระดับไซโตไคน์ที่สูงขึ้น
ในระหว่างที่เกิดความผิดปกติของโรคที่เกี่ยวข้องกับความชรา เช่น ในกลุ่มตัวอย่างที่มีอายุแก่ที่เป็น

โรคความจ าเสื่อมและหลอดเลือดแข็งตัว ตรวจพบการไหลเวียนของระดับ TNF-α ที่สูงขึ้นในระบบ

หมุนเวียนเลือดเมื่อเทียบกับกลุ่มตัวอย่างที่อายุน้อย (30, 31) ระดับ TNF-α และ IL-6 ยังสูงขึ้นใน
กลุ่มตัวอย่างชราที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS (128) และในสมองส่วนไฮโปทาลามัสของหนูแก่ที่ถูกกระตุ้น

ด้วย LPS ยังพบการแสดงออกของ IL-1β และ IL-6 เพ่ิมสูงขึ้นอีกด้วย (129) ในการศึกษาครั้งนี้ เมื่อ
ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดของสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ZH, ZE, TE และ GM ที่ความ

เข้มข้นได้แก่ 12.5, 25, 50 และ 50 μg/mL ตามล าดับแล้ว จึงน ามาใช้ทดสอบฤทธิ์ในการต้านการ

อักเสบผ่าน NF-κB โดยวัดการแสดงออกของยีนในตระกูล NF-κB และยีนเป้าหมายของ NF-κB 
รวมทั้งยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการความชรา ด้วยเทคนิค Real-time PCR (quantitative) ซึ่ง
สามารถบอกปริมาณการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของการแสดงออกของยีนได้จากการค านวณค่า 

Ct ของแต่ละยีนเทียบกับยีน house keeping ได้แก่ β-actin น าไปวิเคราะห์ผลต่อไปได้ และยัง
สามารถติดตามผลการเกิดปฏิกิริยาได้ตั้งแต่เริ่มต้นจนจบปฏิกิริยา ไม่ต้อง run gel electrophoresis 
เพ่ือตรวจสอบขนาดและปริมาณการแสดงออกของยีน ถ้ายีนมีการแสดงออกที่เปลี่ยนไปเพียงเล็กน้อย
ก็สามารถค านวณออกมาเป็นค่าที่แน่นอนได้ ส่วนวิธี Conventional PCR นั้น ถ้ายีนมีการแสดงออก
ที่เปลี่ยนไปเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับกลุ่มตัวอย่างควบคุมแล้ว วิธีนี้อาจจะไม่สามารถแสดงถึงความ
แตกต่างของการแสดงออกของยีนในแต่ละตัวอย่างได้ เนื่องจากเป็นการวัดแบบ qualitative เท่านั้น 
จึงเป็นสาเหตุที่เลือกใช้เทคนิค Real-time PCR จากผลการทดลองพบว่าการกระตุ้นเซลล์ด้วย  

TNF-α เป็นเวลา 3 ชั่วโมง สามารถกระตุ้นการอักเสบผ่านการแสดงออกท่ีเพ่ิมสูงขึ้นของยีนในตระกูล 

NF-κB ได้แก่ NF- κB1 (เพ่ิมขึ้น 1.5-2.0 เท่า), NF- κB2 (เพ่ิมขึ้น 1.5-2.0 เท่า), RelA (p65) 

(เพ่ิมขึ้น 1.5-2.0 เท่า) และ RelB (เพ่ิมขึ้น 2.0-2.5 เท่า) ยีนที่เป็นตัวควบคุมการท างานของ NF-κB 

ได้แก่ IκB-α (เพ่ิมขึ้น 3.5-4.0 เท่า) และ IKK-β (เพ่ิมขึ้น 1.0-1.5 เท่า)  ยีนเป้าหมายของ NF-κB 

ได้แก่ TNF-α (เพ่ิมขึ้น 2.5-3.0 เท่า), IL-1β (เพ่ิมขึ้น 1.5-2.0 เท่า) และ IL-6 (เพ่ิมขึ้น 1.5-2.0 เท่า) 
รวมทั้งลดการแสดงออกของยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับความชราและมีความสัมพันธ์โดยตรงกับการ
แสดงออกของ p65 ได้แก่ SIRT1 อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ untreated group ซึ่งมีความ

สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาว่า TNF-α  สามารถกระตุ้นการอักเสบโดยกระตุ้นการแสดงออก

ระดับยีนของ IκB-α และการแสดงออกระดับโปรตีนของ phosphorylated IκB-α ในเซลล์ GT1-7 

แต่มีความขัดแย้งกับผลของการแสดงออกของ TNF-α,  IL-1β และ IL-6 โดยพบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์
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ด้วย TNF-α  ที่ 6 และ 24 ชั่วโมง การแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ไม่เพ่ิมสูงขึ้น แต่มีการ

แสดงออกของ IL-6 เพ่ิมสูงขึ้น (96) แต่จากผลการวิจัยของผู้วิจัยพบว่า มีการแสดงออกของ TNF-α,  

IL-1β และ IL-6 เพ่ิมสูงขึ้น เมื่อเซลล์ GT1-7 ถูกกระตุ้นตั้งแต่ที่ 3 ชั่วโมง จากผลการวิจัยที่แตกต่าง
กันนี้ อาจเกิดได้จากหลายปัจจัย เช่น จ านวนเซลล์ GT1-7 ตั้งต้นที่ใช้, ปริมาณ RNA ที่สกัดได้ และ

เวลาที่ใช้ในการกระตุ้นเซลล์ของ TNF-α  เป็นต้น และในเซลล์ประสาทในสมองส่วนไฮโปทาลามัส 

การท างานของ IKK-β และ NF- κB เพ่ิมสูงขึ้นจากการกระตุ้นของ TNF-α  ที่ถูกสร้างออกมาจาก

เซลล์ microglia ที่อยู่บริเวณเดียวกันอันเนื่องมาจากถูกกระตุ้นด้วยการท างานของ NF- κB 
เช่นเดียวกัน แสดงถึงกระบวนการกระตุ้นข้ามเซลล์ (crosstalk) ระหว่างเซลล์ microglia และเซลล์

ประสาทของสมองส่วนไฮโปทาลามัส และในหนูแก่ยังพบระดับการแสดงออกของ TNF-α เพ่ิมสูงขึ้น
เมื่อเทียบกับหนูที่มีอายุปานกลางอีกด้วย (4) เมื่อทดสอบสารสกัดของสมุนไพรทั้ง 4 ชนิดก่อนการ

กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α (Protective effect) และหลังจากที่กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α 
(Therapeutic effect) พบว่าสารสกัดทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ZH, ZE, TE และ GM ที่ความเข้มข้นได้แก่ 

12.5, 25, 50 และ 50 μg/mL ตามล าดับ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยสามารถลดการแสดงออกของ 

ยีนในตระกูล NF-κB, ยีนที่เป็นตัวควบคุมการท างานของ NF-κB, ยีนเป้าหมายของ NF-κB (ยกเว้น 
ZH ที่ไม่มีผลต่อการแสดงออกของ IL-6) และเพ่ิมการแสดงออกของ SIRT1 อย่างมีนัยส าคัญได้ โดย

การแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ SIRT1 อาจเป็นผลมาจากการยับยั้งการท างานของ NF-κB ซึ่งสอดคล้อง
กับการวิจัยที่ผ่านมาของ SIRT1 ว่า เมื่อมีการกระตุ้นการแสดงออกของ SIRT1 จะส่งผลต่อการยับยั้ง

การท างานของ NF-κB ได้  (130-132) เพ่ือศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกการต้านการอักเสบของสารสกัด

สมุนไพรผ่านการท างานของ NF-κB จากการตรวจสอบการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ RelA (p65) 
แต่เดิมทดสอบด้วยวิธี Confocal microscope ปรากฏว่าไม่สามารถเห็นการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส

ได้อย่างชัดเจน อาจเกิดจากเมื่อกระตุ้นให้เกิดการอักเสบด้วย TNF-α ใน cell model ซึ่งเป็นเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง ส่งผลให้เกิดการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสในปริมาณที่ไม่มากพอที่จะท าให้เห็นด้วย
เทคนิคนี้ อีกทั้งจากการรีวิวการศึกษาในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7 ยังไม่พบการใช้เทคนิค 
confocal microscope ในการตรวจสอบการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า
เทคนิคนี้ไม่เหมาะสมกับเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ดังนั้นจึงเปลี่ยนมาใช้เทคนิค Western blot 
analysis โดยสกัดแยกโปรตีนของเซลล์ GT1-7 ออกเป็น 2 ส่วนคือส่วนของ 
ไซโทพลาซึมและส่วนของนิวเคลียส แล้ววัดปริมาณโปรตีน p65 ใน 2 ส่วนนี้แล้วน ามาเปรียบเทียบ

กัน จากผลการทดลองพบว่า การกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ในกลุ่มควบคุมบวก 
ท าให้เกิดการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 ซ่ึง normalize กับ lamin มีการแสดงออกของโปรตีน 
p65 สูงขึ้น เมื่อเทียบกับกลุ่ม untreated group ในโปรตีนส่วนที่เป็นนิวเคลียส ส่วนโปรตีนส่วนที่
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เป็นไซไทพลาซึม ในกลุ่มควบคุมบวก ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน p65 ลดลง ซึ่ง normalize 

กับ β-actin (อ้างอิงจากการทดสอบ real-time PCR) เมื่อเทียบกับกลุ่ม untreated group  ซึ่ง
สอดคล้องกับการวิจัยที่ผ่านมา (96) เมื่อทดสอบสารสกัดจากสมุนไพรทั้ง 4 ชนิดก่อนการกระตุ้นเซลล์

ด้วย TNF-α (Protective effect) และหลังจากที่กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α (Therapeutic effect) 
พบว่าสารสกัดทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ZH, ZE, TE และ GM ที่ความเข้มข้นได้แก่ 12.5, 25, 50 และ 50 

μg/mL ตามล าดับ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านกลไกการต้านการอักเสบของ NF-κB  โดยสามารถลด
การเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสได้อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการทดสอบการ

แสดงออกของยีนที่มีความเก่ียวข้องกับ NF-κB  ที่กล่าวไปข้างต้นแล้ว 

จากการศึกษาที่ผ่านมารวมทั้งผลการทดลองที่กล่าวมาข้างต้นของผู้วิจัยสามารถบ่งชี้ได้ว่า 

กระบวนการอักเสบภายในเซลล์ GT1-7 อันเนื่องมาจากการท างานของ NF-κB  ที่เพ่ิมสูงขึ้น เกิดจาก

การกระตุ้นด้วยไซโตไคน์ TNF-α ที่ถูกผลิตขึ้นมาในระหว่างที่เกิดกระบวนความชรา นอกจากนี้

การศึกษาที่ผ่านมายังพบว่า เมื่อกระตุ้นการท างานของ IKK-β และ NF-κB ในเซลล์ GT1-7 ท าให้
เกิดความผิดปกติในการท างานของระบบฮอร์โมนในต่อมไร้ท่อผ่านการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ที่ลด

น้อยลง และการหลั่งของฮอร์โมน GnRH เพ่ิมมากขึ้นเมื่อมีการยับยั้งการท างานของ IKK-β และ  

NF-κB อีกทั้งเมื่อมีการให้ฮอร์โมน GnRH เข้าไปในสมองส่วนไฮโปทาลามัส ต าแหน่ง 3rd ventricle 
ในหนูแก่ และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดความชรา พบว่าฮอร์โมน 
GnRH สามารถกระตุ้นการสร้างเซลล์ประสาทใหม่ขึ้นมา ในระหว่างที่เกิดกระบวนการความชรา (4) 
ซึ่งมีความสอดคล้องกับผลการศึกษาของผู้วิจัย จากการวัดระดับการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ที่หลั่ง

ออกมาจากเซลล์ GT1-7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยเทคนิค ELISA ซึ่งมีหลาย
งานวิจัยที่ใช้เทคนิค ELISA ในการตรวจวัดระดับการหลั่งของฮอร์โมน GnRH (4, 126) โดยพบว่า 

ปริมาณการหลั่งของฮอร์โมนลดน้อยลงเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α และเพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
เมื่อทดสอบสารสกัดจากสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ZH, ZE, TE และ GM ที่ความเข้มข้นได้แก่ 12.5, 

25, 50 และ 50 μg/mL ตามล าดับ ทั้งก่อนการกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α (Protective effect) และ

หลังจากที่กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α (Therapeutic effect) จากผลการทดลองในครั้งนี้ยังไม่สามารถ

สรุปความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการอักเสบที่ผ่านกลไก NF-κB และปริมาณการหลั่งของฮอร์โมน 
GnRH ได้ เนื่องจากปริมาณการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ที่ลดน้อยลงนี้ อาจมีสาเหตุมาจากกลไกการ

ท างานของโมเลกุลตัวอ่ืนที่ไม่ใช่ NF-κB ก็ได้ ดังนั้นควรเพ่ิมการทดลองด้วยการทดสอบฤทธิ์ของ  

NF-κB inhibitor ต่อการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α ในสภาวะ
เดียวกันด้วย เพ่ือให้แน่ใจว่า การหลั่งของฮอร์โมน GnRH ที่ลดน้อยลงเป็นผลมาจากกระบวนการ

อักเสบที่ผ่าน TNF-α-induced NF-κB signaling pathway นอกจากนี้การเก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยง
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เซลล์เพ่ือตรวจสอบปริมาณของฮอร์โมน GnRH ยังมีปัญหาที่เจอคือปริมาณฮอร์โมน GnRH ที่วัดได้มี
ปริมาณค่อนข้างน้อยและไม่คงที่ อาจเป็นเพราะว่า GnRH เป็นฮอร์โมนชนิดเปปไทด์ ซึ่งมีขนาดเล็ก
และสลายได้ง่าย อีกทั้งปัจจัยอื่นที่ส่งผลต่อรูปแบบการหลั่งของฮอร์โมนที่เป็นแบบ pulsatile (เพ่ิมลด
เป็นจังหวะ) ดังนั้นขั้นตอนการเก็บน้ าเลี้ยงจึงมีความส าคัญมากและเพ่ือป้องกันการรบกวนของ
ฮอร์โมนชนิดอื่น เช่น steroid hormones จึงมีการใช้ Charcoal stripped FBS แทน FBS ปกติด้วย 

และจากผลการศึกษานี้ยังมีความสอดคล้องกับการศึกษาของ Watanobe และคณะ ซึ่งพบว่า TNF-α 
สามารถกระตุ้นให้เกิดการเหนี่ยวน าของ LPS ต่อการยับยั้งการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ได้ (133) 
อย่างไรก็ตามความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการเกิดความชราและปริมาณการหลั่งของฮอร์โมน GnRH 
ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดและมีความขัดแย้งกันอยู่บ้าง เพราะบางการศึกษาพบว่าการศึกษาใน in vitro 

TNF-α ไม่ได้มีผลโดยตรงต่อการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ใน hypothalamic explants ของหนูเพศ

ผู้ และ proestrus ของหนูเพศเมีย แต่การศึกษาใน in vivo พบว่า TNF-α สามารถยับยั้งการหลั่ง
ของฮอร์โมน LH ในหนูตัวผู้ที่มีลักษณะ dispersed anterior pituitaries และgonadectomized 
(ถูกตัดต่อมเพศออก) (6, 134) และกระบวนการสังเคราะห์ GnRH ขึ้นมาใหม่และการหลั่งของ
ฮอร์โมน GnRH จากส่วน neuroterminals ของ GnRH เป็นอิสระไม่ขึ้นต่อกัน โดยกระบวนการเกิด
ความชราและฮอร์โมน oestrogen อาจมีผลต่อการหลั่งของ GnRH แต่ไม่มีผลต่อกระบวนการสร้าง
ระดับยีนของ GnRH (5) ความแตกต่างของผลการศึกษาที่ผ่านมานี้อาจเกิดจากความแตกต่างในการ
ใช้โมเดลในการศึกษา เช่น ชนิดของเซลล์ที่ใช้, ชนิดและช่วงอายุของสัตว์ทดลอง รวมทั้งต าแหน่งของ
เนื้อเยื่อ อวัยวะจากสัตว์ทดลองที่น ามาใช้ในการศึกษา เป็นต้น จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติม
ต่อไป 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

114 

5.2 สรุปผลการวิจัย 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่า TNF-α ที่ความเข้มข้น 10 ng/mL สามารถ

กระตุ้นให้เกิดกระบวนการอักเสบผ่านการแสดงออกของยีนในตระกูล NF-κB ได้แก่ NF- κB1,  

NF- κB2, RelA (p65) และ RelB ยีนที่เป็นตัวควบคุมการท างานของ NF-κB ได้แก่ IκB-α และ 

IKK-β ยีนเป้าหมายของ NF-κB ได้แก่ TNF-α, IL-1β และ IL-6 รวมทั้งลดการแสดงออกของยีนที่มี
ความเกี่ยวข้องกับความชราและมีความสัมพันธ์โดยตรงกับการแสดงออกของ p65 ได้แก่ SIRT1  
อีกท้ังยังเพ่ิมการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 และลดระดับการหลั่งของฮอร์โมน GnRH อย่างไรก็
ตามเมื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบของสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ZH, ZE, TE และ GM ที่ความ

เข้มข้นได้แก่ 12.5, 25, 50 และ 50 μg/mL ตามล าดับ พบว่ามีฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการอักเสบผ่าน

การแสดงออกของยีนในกลุ่ม NF-κB ลดการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ p65 และสามารถเพ่ิมระดับ
การหลั่งของฮอร์โมน GnRH ได้ และจากผลการศึกษาทั้งหมดสรุปได้ว่า สารสกัดหยาบของสมุนไพรที่
มีฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ดีที่สุด ได้แก่ สารสกัดหยาบของใบรางจืดด้วยเอทานอล (TE) ดังนั้นสารสกัด
หยาบของสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดนี้สามารถน าไปศึกษาต่อยอดเพ่ิมเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ 
เพ่ือน าไปพัฒนาเป็นยาสมุนไพร ใช้ในการป้องกันและรักษากระบวนการเกิดความชราและโรคที่เกิด
จากความชราอันเนื่องมาจากกระบวนการอักเสบ 

 

 
ภาพที่ 53 สรุปผลการวิจัยทั้งหมดในการศึกษาครั้งนี้ 
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5.3 ข้อเสนอแนะในงานวิจัย 

การศึกษาในครั้งต่อไป เพ่ือเป็นการต่อยอดการศึกษาฤทธิ์การต้านการอักเสบของสารสกัด
จากสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ควรสกัดแยกสารสกัดหยาบให้เป็นสารบริสุทธิ์ เพ่ือจะได้ทราบว่าสารชนิดใด
ในสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบมากที่สุด รวมทั้งหายาที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของ 

NF-κB มาใช้ในการเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งการท างานของ NF-κB ของสารสกัด

สมุนไพร  และควรเพ่ิมการศึกษาด้านกลไกการอักเสบที่เป็น down-stream ของ NF-κB signaling 
pathway ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง GT1-7   
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ภาคผนวก ก 

ข้อมูลที่ได้จากการทดลอง 

 

1. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการวัดปริมาณโปรตีนที่สกัดได้จากเซลล์เพาะเลี้ยง GT1-7 ด้วยวิธี 
Bradford assay 

 

 
 

2. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการวัดปริมาณการหลั่งของฮอร์โมน GnRH ด้วยวิธี ELISA 
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ภาคผนวก ข 

น้ ายาและสารละลายท่ีใช้ในการทดลอง 

 

- อาหารส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ 

ปริมาตรรวม 100 mL เตรียมจาก DMEM ชนิด high glucose 90 mL รวมกับ FBS (ท่ีถูกบ่มแล้วที่ 
65ºC เป็นเวลา 30 นาที) 10 mL และยาปฏิชีวนะ Penicillin/Streptomycin 1 mL เก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4ºC 

- 1X phosephate buffer saline pH 7.4 

ปริมาตรรวม 1,000 mL เตรียมจากการเจือจาง 10X PBS โดยผสม 10X PBS ปริมาตร 100 mL 
และน้ า Milli Q 900 mL น าไปอบฆ่าเชื้อ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4ºC 

- MTT reagent 

ปริมาตรรวม 50 mL โดยความเข้มข้นของน้ ายา MTT ที่ใช้คือ 5 mg/mL เตรียมจากการชั่งผง MTT 
250 mg ละลายใน 1X PBS ปริมาตร 50 mL ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน ามากรองผ่าน filter ขนาด 
0.22 ไมครอน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20ºC 

- TNF-α 10 ng/mL 

เตรียมจาก stock TNF-α ความเข้มข้น 100 μg/mL ที่ละลายในสารละลาย BSA 

- Bradford solution 

ปริมาตรรวม 50 mL เตรียมจาก stock น้ ายา Bradford 10 mL ผสมกับน้ ากลั่น 40 mL กรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4ºC พ้นจากแสง 

- โปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin 

ปริมาตรรวม 1 mL เตรียมโดยชั่ง BSA  1 mg ละลายในน้ ากลั่น 1 mL เตรียมเป็น stock โปรตีน
มาตรฐานความเข้มข้น 1 mg/mL เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC 

- 10% Ammonium persulfate 

ปริมาตรรวม 1 mL เตรียมโดยชั่ง ammonium persulfate 0.1 g ละลายในน้ ากลั่น 1 mL (ควรใช้
ทันที)   
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- 1X Running buffer pH 8.75 

ปริมาตรรวม 1 L เตรียมโดยชั่ง 25 mM Tris 3.03 g, 192 mM Glycine 14.42 g และ 0.1% SDS 
1 g ละลายในน้ า Milli Q 1 L เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (ไม่ควรใช้เกิน 3 ครั้ง)   

- 1X Transfer buffer pH 8.75 

ปริมาตรรวม 1 L เตรียมโดยชั่ง 25 mM Tris 3.03 g และ 192 mM Glycine 14.42 g ละลายใน 
100% methanol 200 mL ที่ละลายอยู่ในน้ า Milli Q 800 mL  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC (ไม่ควร
ใช้เกิน 3 ครั้ง) 

- 1X TBS-T 

ปริมาตรรวม 1 L เตรียมโดยชั่ง 20 mM TrisHCL (pH 7.5) 2.42 g, และ 150 mM NaCl 8.76 g 
ละลายในน้ า Milli Q 1 L จากนั้นใส่ 1%Tween-20 1 mL เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 

- Blocking buffer 

ปริมาตรรวม 20 mL เตรียมโดยชั่ง non-fat dry milk 1 g ละลายใน TBS-T 20 mL (ควรใช้ทันที) 

- Developer และ Fixer working solution 

ปริมาตรรวม 80 mL เตรียมโดยผสม stock น้ ายา Developer และ Fixer อย่างละ 15 mL ละลาย
ในน้ า Milli Q ปริมาตร 75 mL (ควรใช้ทันที) 

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

134 

ภาคผนวก ค 

ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อที่ใช้ในงานวิจัย 

 

ค าย่อ     ค าอธิบาย 

GT1-7    Hypothalamic neuronal cell line (GnRH neuron) 

MBH     mediobasal hypothalamus 

NF-κB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 
B cells 

GnRH    Gonadotropin-releasing hormone 

TNF-α    Tumor necrosis factor-α 

IL-1β    Interleukin-1β 

IL-6    Interleukin-6 

SIRT1    Sirtuin1 

DMSO    Dimethyl Sulfoxide 

DMEM    Dulbecco’s modified Eagle medium  

FBS    Fetal Bovine Serum  

MTT    3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  
    tetrazolium bromide 

PCR    Polymerase chain reaction 

RNA    Ribonucleic acid 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

RT    Reverse transcriptase  

dNTP    Deoxyribonucleotide triphosphate 

DNase I    Deoxyribonuclease I  
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APS    Ammonium persulfate 

BSA    Bovine Serum Albumin 

ZH    สารสกัดจากเหง้าไพลด้วยเฮกเซน 

ZE    สารสกัดจากเหง้าไพลด้วยเอทานอล 

TH    สารสกัดจากใบรางจืดด้วยเฮกเซน 

TE    สารสกัดจากใบรางจืดด้วยเอทานอล 

GH    สารสกัดจากใบว่านมหากาฬด้วยเฮกเซน 

GM    สารสกัดจากใบว่านมหากาฬด้วยเมทานอล 

 

μg    ไมโครกรัม 

ng    นาโนกรัม 

μ    ไมครอน 

mL    มิลลิลิตร 

μL    ไมโครลิตร 

%    เปอร์เซ็นต์ 

ºc    องศาเซสเซียส 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวสกาวรัตน์ จันทร์ไพจิตร เกิดเมื่อวันที่ 6 มกราคม พ.ศ.2533 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร จบการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณฑิต เกียรตินิยมอันดับ 2 สาขา
เทคนิคการเเพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2554 เเละเข้ารับ
การศึกษาต่อระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกเเละอณู
ทางการเเพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2555 ในขณะเข้ารับ
การศึกษา ได้รับทุนอุดหนุนการศึกษาเฉพาะค่าเล่าเรียนส าหรับผู้สมัครที่ไม่ผ่านการคัดเลือก
ทุนอุดหนุนการศึกษาฯ 72 พรรษา เเละทุนอุดหนุนการวิจัย 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นที่ 25 ครั้งที่3/57 จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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