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Nowadays, Scaphium scaphigerum fruits are widely used as a beverage. The 

claimed efficacies in folklore medicine are treatment of sore throat and conjunctivitis . The 

in vitro study demonstrated the water extract of S. scaphigerum fruits contained large 

amount of polysaccharide which could stimulate leukocyte proliferation and macrophage 

function. This research objective was to study the effect of S. scaphigerum fruits on 

immune system in the laboratory animal. 

The effect of S. scaphigerum was investigated in immunocompetent mice and 

cyclophosphamide-induced immunosuppressed mice. Sheep red blood cells (SRBC) were 

used as an antigen for immunization. The results from immunocompetent mice showed 

that the oral administration of S. scaphigerum significantly inhibited delayed-type 

hypersensitivity (DTH) reaction in a dose dependent manner but not significantly changed 

the SRBC-induced antibody production. S. scaphigerum at the concentration of 78 mg/kg 

resulted in the increment of nitric oxide releasing function of peritoneal macrophage when 

activated by lipopolysaccharide. The results from immunosuppressed mice showed that 

78 mg/kg S. scaphigerum c~uid significantly increase DTH reaction, antibody production, 

the absolute numbers of CD4+ T lymphocyte and CD8+ T lymphocyte. Although the 

increasing of immune responses after S. scaphigerum treatment in immunosuppressed 

mice did not restored back to the same level as those of the immunocompetent mice but it 

could alleviate the harmful immunosuppressive effect of cyclophosphamide. This study 

reveals that S. scaphigerum fruits have immunomodulatory activity on both innate and 

adaptive immunity. This data provides the usefulness in primary health care or the 

development of growth promoter in livestock production. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

กลาวไดวาการเสริมสรางภูมิคุมกันของรางกายใหเขมแขง็ขึ้น เปนหนทางหนึ่งใน
การดูแลสุขภาพ หรือ ปกปองรางกายจากการเกดิโรค นอกเหนือจากการใชยาปฏิชีวนะเพื่อกําจัด
โรค  ในปจจุบันพบวามีโรคจํานวนมากที่คุกคามสุขภาพของมนุษย โดยกอใหเกดิสภาพโรคเรื้อรัง 
ดังเชน โรคตดิเชื้อไวรัส, โรคติดเชื้อรา, โรคเอดส, โรคภูมิแพ, โรคภูมิคุมกันบกพรอง และ 
โรคมะเร็ง  โรคเร้ือรังตางๆเหลานี้มักเกิดขึน้เนื่องจากความบกพรองในการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันของรางกาย ซ่ึงอาจเปนผลจากการทํางานที่มากหรือนอยเกนิไป หรือจากความผิดปกติ
ของเซลลในระบบภูมิคุมกันของรางกายทําใหไมสามารถแยกแยะเซลลปกติของรางกายออกจากสิ่ง
แปลกปลอม จนนําไปสูโรคในที่สุด  ดังนั้นยาหรือสารใดๆที่มีประสิทธิภาพในการปรบัเปลี่ยนหรือ
ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันใหอยูในสภาวะที่เหมาะสมยอมเปนประโยชนในการดแูล
สุขภาพ สารที่มีฤทธิ์ดังนี้จึงเรียกวา สารปรบัเปลี่ยนภูมิคุมกัน (immunomodulator) 

สารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนันอกจากจะมีประโยชนใชในมนุษยแลว ยังอาจมี
ประโยชนใชในการเลี้ยงสัตว โดยใชเปนสารเสริมในอาหารสัตว เพื่อเสริมสรางภูมิคุมกันของ
รางกายใหสามารถตานทานเชื้อโรคในสภาพการเลี้ยงที่แออัด สัตวจึงสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที ่
ดังนั้นสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกัน จึงเปนอีกความคาดหวังหนึ่งทีจ่ะนํามาพัฒนาเปนสารชวยการ
เจริญเติบโต (growth promoter) ของสัตว แทนการใชยาปฏิชีวนะที่อาจกอใหเกิดสารตกคางใน
ผลิตภัณฑ ซ่ึงจะเปนผลกระทบตอผูบริโภค และในอนาคตองคการคาโลก (WTO) และมาตรฐาน
อาหารระหวางประเทศ (Codex) ไดกําหนดขอตกลงใหยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารชวย
การเจริญเติบโต ทําใหวงการปศุสัตวตองเรงหาสารชวยการเจริญเติบโตอื่นๆที่ปลอดภัยมากกวามา
ทดแทน 

พืชสมุนไพรกเ็ปนอีกทางเลอืกหนึ่ง  เพราะจากการศึกษาวิจยัพบพืชสมุนไพรที่มี
ฤทธิ์เปนสารปรับเปลี่ยนภมูคิุมกันหลายชนิด เชน 

สันโศก (Clausena excavata Burn f.) ทีส่กัดตามวธีิการแพทยพืน้บาน มีผล
กระตุน phagocytic activity  และ splenocyte proliferation ในเซลลเพาะเลี้ยง (Manosroi et al., 
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2003) และมีผลเพิ่มการสรางแอนติบอด,ี ยับยั้งการอักเสบที่เกิดจากปฏิกิริยา delayed-type  
hypersensitivity ในสัตวทดลอง (Manosroia et al., 2005) 

สารสกัดนมนาง (Pouteria campodiana) สามารถกระตุน phagocytic activity  
ของ peritoneal macrophage และยังสามารถกระตุน splenocyte proliferation ได (Manosroib 
et al., 2005)    

ดีปลี (Piper longum) มีฤทธิ์เพิ่ม macrophage migration inhibition และ 
phagocytic activity  (Agarwal et al., 1994) 

สารสกัดสมุนไพรขมิ้นชันทีร่ะดับ 0.05% และสารสกัดสมุนไพรบอระเพ็ดที่ระดับ 
0.03% ในอาหารสัตว สารถชวยเพิ่มระดบัการสรางแอนติบอดีตอการทําวัคซีนนิวคาสเซิลในลูกไก
กระทง (กิติมา จินดามงคล, 2548) 

สารสกัดกระเพราแดงสกัดดวยเอธานอลในปริมาณ 10 มก./วัน สามารถเพิ่มการ
สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อไวรัส Tobacco mosaic virus ในไกไขพันธุ Hisex (สรรชัย จัน
ทะจร, 2548) 

นอกจากนี้พบวาโพลีแซคคาไรดหลายชนดิมีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั ซ่ึงปจจุบัน
กําลังไดรับความสนใจในการพัฒนามาใชในทางการแพทย โดยเฉพาะโพลีแซคคาไรด ที่ไดจากพืช 
จะมีความปลอดภัยในการใชมากกวา โพลีแซคคาไรดที่ไดจากผนังเซลลแบคทีเรีย หรือสาร
สังเคราะหที่พบวากอใหเกดิผลขางเคียงได 

จากการศึกษา โพลีแซคคาไรด ในพืช 35 ชนิด จาก 22 วงค ที่แตกตางกัน พบวา
สามารถเพิ่มการทํางานของ macrophage ได (Schepetkin and Quinn, 2006) เนื่องจากกลไกการ
ทํางานของ macrophage สามารถเชื่อมโยง innate immunity ไปสู adaptive immunity ได จึงถือ
ไดวาสารที่สามารถกระตุน macrophage มีความสําคัญมาก 

ตัวอยางพืชทีใ่ห โพลีแซคคาไรด ที่มีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมคิุมกันเชน 

วานหางจระเข (Aloe barbadensis) สามารถเพิ่มการสราง nitric oxide, IL-1ß, 
IL-6 และTNF-α  ใน macrophage cell line RAW 264.7 (Ramamoorthy et al., 1966) 

ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra) เพิ่มการสราง nitric oxide, IL-1 และ กระตุน 
phagocytosis ใน murine peritoneal macrophage (Nose et al., 1998) 
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โกศกักกรา (Anacyclus pyrethrum) และขา (Alpinia galangal) มีฤทธิ์เพิ่ม 
splenocyte proliferationในสัตวทดลอง (Bendjeddou et al., 2003) 

ตนสํารอง หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา พุงทะลาย มีช่ือวทิยาศาสตรคือ Scaphium 
scaphigerum เปนพรรณไมที่พบไดมากในเขตภาคตะวนัออกของประเทศไทย โดยเฉพาะใน
จังหวดัจันทบรีุ ผลของตนจัดเปนสมุนไพรรสเย็นมี สรรพคุณ แกเจ็บคอ แกรอนในกระหายน้าํ มี
การนํามาผลิตเปนเครื่องดื่ม มีรายงานพบวาสารสกัดน้ําจากผลมีสารโพลีแซคคาไรดเปน
องคประกอบ นอกจากนั้น ยงัพบวามีฤทธิ์กระตุนภูมิคุมกันในเซลลเพาะเลี้ยง  

ผลจากการศึกษา ในครั้งนี้ทําใหไดขอมูลที่เปนประโยชน ในการพัฒนาและ
ประยุกตใชสมุนไพรพุงทะลาย ทั้งในทางการแพทยและการปศุสัตวตอไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของผล S. scaphigerum ที่มีตอระบบภูมิคุมกัน
รางกายทั้งในสวนของ innate และ adaptive immunity 

1.3 สมมติฐานงานวิจัย 

ผล S. scaphigerum มีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันรางกาย โดยมีผลกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันรางกาย ทั้งในสวนของ innate และ adaptive immunity 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

เปนขอมูลทางวิทยาศาสตรเบื้องตนเกีย่วกบัฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผล            
S. scaphigerum ในสัตวทดลองที่สามารถนําไปใชสนับสนุนใหเกดิการใชสมุนไพรในการรักษา
โรคและสงเสริมสุขภาพ ตลอดจนพัฒนาไปสูยาหรือผลิตภัณฑบํารุงสุขภาพในอนาคต และชวยใน
การพัฒนาแนวทางการใชสมุนไพรในการเลี้ยงสัตวเพื่อเปนสารชวยการเจริญเติบโต อันนําไปสูการ
ทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 Scaphium scaphigerum 

สํารองมีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Scaphium scaphigerum (G. Don) Guib and 
Planch  เปนพืชที่จัดอยูในวงศ Sterculiaceae  สําหรับชื่อเรียกอ่ืนในทองถ่ินเชน สําโรง, 
พุงทะลาย, สําเภา, ทายเภา  พืชชนดินี้มีถ่ินกระจายตัวในประเทศเวียดนาม, จีน, มาเลเซีย, 
อินโดนีเซีย, และไทย (Yamada et al., 2000)  สําหรับในประเทศไทยพบไดมากทางภาค
ตะวนัออก โดยเฉพาะที่จังหวัดจันทบุรี จะสามารถพบไดทั่วไปในปา ซ่ึงเปนไมปายืนตนสูงใหญ
ราว 30-40 เมตร ลําตนกลมตรง เปนไมเนื้อแข็งปานกลาง มีกิ่งกานเฉพาะเรือนยอด ออกดอกที่
ปลายกิ่ง ติดผลทุก 1-3 ป ในชวงเดือน ธันวาคม-มกราคม ผลจะเริ่มแกและรวง ประมาณเดือน 
มีนาคม-เมษายน   ตนสํารองใหผลที่โดยทั่วไปนยิมเรียกวา ผลพุงทะลาย ขั้วผลมีลักษณะเปนแผน
บางๆ แผออกดูคลายเรือสําเภา ที่นําพาผลพุงทะลายปลิวไปกําเนิดในที่ไกลๆ (นนัทวนั บณุยะ
ประภัศร, 2548) 

ลักษณะของผล S. scaphigerum  (รูปที่1) เมื่อแหง จะมีผิวเหี่ยวยน สีน้ําตาลเขม 
มีสัณฐานเปนรูปรี ขนาดกวางยาวประมาณ 2.5X1.5 ซม. มีเนื้อของผล (pericarb) หุมเมล็ดอยูเปน
ช้ันบางๆ สวนของเนื้อผลนี้ เมื่อนําไปแชน้าํไว จะสามารถดูดซับน้ําและพองตัวขึน้อยางมากทําใหมี
ลักษณะคลายวุน อันเนื่องจากเนื้อของผล S. scaphigerum เปนสารที่มีคุณสมบัติบางประการ
คลายกับกัม(gum) และมีน้ําหนักโมเลกุลมาก  โดยองคประกอบทางเคมีเปน คารโบไฮเดรท 62%, 
โปรตีน 8.3%, เถา 8.4% และความชื้น 7.8% (Pantipa et al., 2006) โพลีแซคคาไรดเปน
สวนประกอบหลักในคารโบไฮเดรทและ ไดมีการแยกบางสวนของโพลีแซคคาไรดออกมา มีช่ือ
เรียกวา Sterculia polysaccharide PP III (Chen et al., 1966) กัมทีไ่ดจากผล S. scaphigerum 
จะประกอบดวยน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) หลายชนิด ที่พบไดเปนจํานวนมาก เชน 
arabinose, galactose, rhamnose และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวทีพ่บเปนจํานวนนอยเชน uronic 
acid, glucose และ xylose  จากการวิเคราะหโครงสรางของโพลีแซคคาไรดพบพันธะตางๆดังนี้ 
terminal L-Araf, 1-3 linked L-Araf, 1-4 link D- Galp, 1,2,4-linked D-Galp และ 1,2,3,4-
linked Rhamp (Pantipa et al., 2006)  
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ในทางการแพทยพื้นบานมีการอางถึงการใชผล S. scaphigerum เพื่อบรรเทา
อาการเจ็บคอ, รอนใน กระหายน้ํา, บํารุงปอด, หนังตาอักเสบ สําหรับการวิจยัทางดานเภสัชวิทยา
ของ S. scaphigerum ยังมีปรากฏไมมากนัก โดยพบวาไมมีฤทธิ์ตานมะเร็ง (anti-tumor activity) 
(Itokawa et al., 1990) และ ไมพบฤทธิ์ยับยั้งการจับกับตัวรับของ platelet-activating factor 
(Jantan et al., 1996)   เร็วๆนี้ การศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยงไดพบฤทธิ์กระตุนภูมคิุมกันรางกาย 
โดยสามารถเพิ่ม lymphocyte proliferation และการทํางานของ macrophage ในดานการกลืนกนิ
ส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) ตลอดจนเพิ่มการสราง nitric oxide  (Piyarat, 2005) 

 

 

 
 

 
รูปที่ 1 ภาพผลScaphim scaphigerum 
ภาพบน เปนผลของ S. scaphigerum ที่ยังติดอยูกับขั้วผลซ่ึงพัฒนามาจากกลีบเลี้ยง (calyx) ที่แผเปนแผนกวางออกเพื่อชวยในการ
กระจายพันธุ    ภาพลางเปนผลแหงของ S. scaphigerum โดยมีชั้นของเนื้อผล (pericarb) หุมอยูบางๆเห็นเปนผิวเห่ียวยน ซึ่ง
นํามาใชในการบริโภค 
(รูปจาก http://thaimedicinalplant.com/popup/Pungtalay.html  [2007, May 10] 
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2.2 ระบบภูมิคุมกัน (Immune system) 

ระบบภูมิคุมกนัมีหนาที่เพื่อปกปองรางกายจากแอนติเจนแปลกปลอมหรือจุลชีพที่
กอโรคตางๆ (รูปที่ 2)  เชน แบคทีเรีย, ไวรัส, เชื้อรา, ปรสิต ตลอดทั้งการปองกันการเกิดขึ้นของ
เนื้องอกตางๆ  องคประกอบในการทํางานของระบบภูมคิุมกัน จะประกอบไปดวยอวัยวะน้ําเหลือง 
(lymphoid organ), เซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆ, องคประกอบที่อยูในของเหลว(soluble factor) และ 
recognition molecule ที่มีลักษณะเฉพาะ ทําใหทําการตรวจจับและแยกแยะสิ่งแปลกปลอมตางๆ
ได  อวัยวะน้ําเหลืองแบงออกไดเปนสองสวนใหญๆ คือ primary lymphoid organ กับ 
secondary lymphoid organ โดย primary lymphoid organ จะทําหนาที่เปนศูนยกลางของระบบ 
ทําการสรางและพัฒนาให lymphocyte เติบโตอยางสมบูรณ อวัยวะน้ําเหลืองเหลานี้ไดแก ไข
กระดกู (bone marrow) และ ตอมธัยมัส thymus gland) สําหรับ secondary lymphoid organ 
เปนอวยัวะน้ําเหลืองที่มี lymphocyte อยูรวมกนัเปนจาํนวนมาก มีการกระจายอยูตามสวนตางๆ
ของรางกาย และเปนตาํแหนงที่ lymphocyte จะไดรับการกระตุนใหเกิดการตอบสนองตอ
แอนติเจนจน ัฒนาไปสูการตอบโต องระบบภูมิคุม นในแบบทีเ่รียกวา adaptive immune 
response อวัยวะน้ําเหลืองเหลานี้ไดแก  มาม, ตอมน้ําเหลือง (lymph nodes) และรวมถึงเนื้อเยื่อ
น้ําเหลืองตางๆ (lymphoid tissues) ที่มีบทบาทอยางมากในการปองกันการรุกลํ้าเขามาทางผิวเยือ่
เมือก (mucosal surface) ของจุพชีพกอโรค (Janway et al., 2005) 

เซลลภูมิคุมกันที่กระจายอยูทั่วไปในรางกาย ประกอ

 

(

พ ข กั

บไปดวยเซลลชนิดตางๆดังนี ้
macrophage, d

ก

endritic cell, granulocyte, natural killer cell (NK cell), B lymphocyte และ  
T lymphocyte ซึ่งเซลลแตละชนิดตางกม็บีทบาทการทํางานในระบบภูมิคุมกันทีแ่ตกตางกัน เซลล
เหลานี้บางชนดิตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมทั่วไปที่มีโครงสรางที่เปน pattern ที่ host cells ไมมี 
เซลลภูมิคุมกันเหลานี้ จดัอยูในระบบภมูิคุมกันแบบ innate immunity กลุมเซลลดังกลาวเชน 
macrophage, dendritic cell, neutrophil เปนตน  เซลลบางกลุมมีความสามารถรับรูและจดจํา
โครงสรางอยางจําเพาะเจาะจงและหลากหลายมากได ซ่ึงเซลลเหลานี้มีบทบาทหลกัในการพัฒนา
ภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity เซลลเหลานี้ไดแ   lymphocyte นอกจากนี้เซลลบางชนิดยัง
ประกอบไปดวยคุณลักษณะของทั้งสองกลุมดังเชน NK cell ซ่ึงตรวจจับสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัย
ตัวรับแบบไมจําเพาะ แตสามารถมีกลไกตอบโตผานการทํางานของ adaptive immunity โดยอาศัย
การตรวจจับความผิดปกติของเซลลบนการแสดงออกของ major histocompatibility complex 
class I  และยังสามารถฆาทําลายเซลลที่ผิดปกติเหลานั้นดวยกระบวนการที่เรยีกวา antibody 
dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)  กลุมเซลลอีกกลุมที่มีความสําคัญในการ
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เชื่อมโยง primary immune response ไปสู secondary immune response ที่มีความรุนแรงกวา 
หรือกลาวไดวาเชื่อมโยง innate immunity ไปสู adaptive immunity คือ เซลลในกลุมที่เรียกวา 
antigen presenting cell (APC) ซ่ึงไดแก macrophage และ dendritic cell  

ความจําเพาะ (specificity) ของเซลลภูมิคุมกันที่มีตอแอนติเจนนัน้ๆเกิดขึ้นไดจาก 
recognition mo

ี่

ะบบภูมิคุมกันที่สมบูรณและสมดุล 
ความผันแปรของ

       
         

ภูมิคุมกันบกพรอง หรือการกดการทํางานของภูมิคุมกันรางกาย (immune 
suppression) 

 

ับยั้งการอักเสบที่ดีและการใชในขนาดสูงทําให
มีผลกดภูมิคุมกัน

hamide (CP) มูิคุมกัน (immunosuppressant) ที่ถูก
นํามาใชเพื่อรักษ

ํา เล
แบงตัวเชน เซลลมะเร็ง และมีผลกดการสรางแอนติบอดี (Plumb, 2005)    

lecule ทีป่รากฏอยูบนผิวเซลลซ่ึงมีหลายชนิด แตกตางกันไปตามชนิดของเซลล
ภูมิคุมกัน ลักษณะของแอนติเจนนั้นอาจเปนพวกโปรตนี หรือไมใชโปรตีนก็ได ตัวอยางของ
แอนติเจนทไมใชโปรตีน เชนโพลีแซคคาไรดที่เปนองคประกอบของผนังเซลลแบคทีเรียซ่ึงตรวจ 
จับไดดวย recognition molecule ในกลุมที่เรียกวา Toll-like receptors (TLRs) เปนตน สําหรับ
แอนติเจนที่เปนโปรตีนและตรวจจับดวย B cell receptor (BCR) ของ B lymphocyte หรือ T cell 
receptor (TCR) ของ T lymphocyte จะมคีวามจําเพาะสงูกวา 

รางกายจะดํารงอยูในสุขภาพภาวะยอมตองมีร
ระบบภูมิคุมกันไมวาจะเปนไปในดานมากเกินหรือนอยเกินไป สามารถกอใหเกิด

สภาวะความผิดปกติใน 3 รูปแบบหลัก คือ สภาวะภูมิคุมกันไวเกิน (hypersensitivity), 
สภาวะภูมิคุมกันตอบโตรางกายตนเอง (autoimmune disease) และสภาวะภูมิคุมกันบกพรอง          
(immunodeficiency) 

สภาวะ
อาจเกิดขึ้นไดจาก การติดเชื้อ, การเกิดมะเร็ง, ความเครียด, การผาตัด, ภาวะขาด

สารอาหาร, การไดรับยาที่กดการทํางานของระบบภูมิคุมกัน ตัวอยางเชน dexamethasone, 
cyclosporine, cyclophosphamide (CP) เปนตน 

Dexamethasone เปนยาทีม่ีฤทธิ์ย
ได โดยยาจะมีกลไกการออกฤทธิ์อยางกวางขวาง เชน ยับยั้ง phospholipase C, 

cytokine, การ phagocytosis และ การเคลื่อนที่ของ neutrophil ตลอดจน macrophage, มีผลลด
ปริมาณ T lymphocyte ในกระแสเลือด (Plumb, 2005) 

Cyclophosp เปนยากดภ
ามะเร็ง จัดอยูในกลุมของ alkylating agent โดยมีสารออกฤทธิ์เปน เมตาบอไลต

ของตัวเองคือ phosphoramide ซ่ึงจะไปรบกวนขบวนการ DNA replication, RNA 
transcription, RNA replication ท ใหมฤีทธิ์ยับยั้งการสรางเม็ด ือดขาว หรือเซลลที่กําลังมีการ
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สารที่สามารถทําการปรับเปลี่ยนการทํางานของระบบภมูิคุมกันในรางกายได
เรียกวา สารปรับเปลี่ยนภูมคิุมกัน (immunomodulator) ตัวอยางของ  สารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั
ไดแก interleukin-1 (IL-1),

พบวามีฤทธิ์
เปนสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนัที่ใชในคนและสัตวดวย  ทั้งยังสามารถเพิ่มการ
ทํางานของระบบ

 

 colony stimulating factors ที่เปน cytokine หรือ bacillus calmette 
guerin (BCG), muramyl dipeptide ซ่ึงมีโครงสรางเปนโพลีแซคคาไรดที่ไดจากผนังเซลลของ
แบคทีเรีย อยางไรก็ตามการใชสารเหลานีย้ังมีขอจํากดัทีไ่มสามารถใหโดยทางการกนิ จึงตองใหยา
โดยการฉีดที่มกัพบวากอใหเกิด granuloma และ สารเหลานี้ยังมีราคาแพง  การกระตุนภูมิคุมกัน
รางกายของโพลีแซคคาไรดจากผนังเซลลแบคทีเรียเกดิจากลักษณะโครงสรางที่มีน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวเรียงตอซํ้าๆกันที่เรียกวา repeating unit สามารถจับกับ recognition molecule ที่ปรากฏบน
ผิวเซลลภูมิคุมกัน โพลีแซคคาไรดจากพชืบางชนิดก็มคีุณลักษณะเชนเดียวกับโพลีแซคคาไรดจาก
ผนังเซลลแบคทีเรีย จึงมีการศึกษาวจิัยโพลีแซคคาไรดจากพืชมากขึ้น (Mishra, 2004) 

Levamisole เปนสารสังเคราะหอยูในรูปของ phenylimidazothiazole สามารถ
ละลายน้ําไดดแีละเปนยาที่ใชแพรหลายในงานปศุสัตวเพื่อการถายพยาธิตัวกลม และยัง

(Tripoli et al., 1972) 
ภูมิคุมกันไดในสภาวะทีภู่มิคุมกันรางกายบกพรอง มีการทดลองการใชในงานวจิัย

ทางคลินิคในคนเพื่อเปนยารวมรักษาในการรักษาโรคมะเร็ง เชน การใช levamisole รวมกับ 5-
fluorouracil ในการรักษา adenocarcinoma บริเวณลําไสใหญภายหลังการผาตัด (Tall et al., 
2001)  จากการศึกษาฤทธิต์อระบบภูมิคุมกันพบวา levamisole สามารถกระตุน humoral และ 
cell-mediated immune responses (Kang et al., 2005) ตลอดจนกระตุน macrophage cell 
line ใหสราง IL-1 เพิ่มขึ้น (Kimball et al., 1991) โดยกลไกการออกฤทธิ์อาจเกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงระดับของ cyclic nucleotide ในเซลลซ่ึงพบวาเมื่อกระตุนเซลลใหเกิดการแบงตัวดวย 
levamisole จะมีระดับของ cyclic GMP เพิ่มขึ้น และ cyclic AMP ลดลง (Hadden, 1997) 
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ปท่ี  2รู  การทํางานของระบบภูมิคุมกันในรางกาย 
แอนติเจนจะถูกตรวจจับไดโดย dendritic cell แลวเคลื่อนเขามายังตอมน้ําเหลือง เพื่อกระตุนnaive lymphocyte ที่หมุนเวียนเขามา
ทางหลอดเลือด ทําให พัฒนาไปเปน   และ หลังจากนี้ และ lymphocyte effector cell  memory cell effector lymphocyte 

ด ไปยังเนื้อเยื่อตางๆ สวน memory cell จะแฝงตัวอยูในอวัยวะน้ําเหลืองตางๆ  แอนติบอ ีที่สรางขึ้นจะออกสูกระแสเลือดและกระจาย
(Abbas and Lichtman, 2005) 
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2.3 การทํางานของภูมิคุมกัน (Immune function) 

น 2 ลักษณะ คือ ภูมิคุมกันแบบ innate 
immunity และ ภ

ระบบภูมิคุมกนัสามารถแบงแยกออกเป
ูมิคุมกนัแบบ adaptive immunity  เซลลภูมิคุมกันทีม่ีบทบาทสําคัญใน innate 

immunity คือ phagocytic cell (macrophage, dendritic cell, neutrophil)  สําหรับ adaptive 
immunity อาศัย lymphocyte ทําหนาที่เปนสําคัญ (รูปที่ 3) 

 

 

 

 

ปที่ 3

 

 

รู  ภูมิคุมกันรางกายแบบ innate และ adaptive immunity 
รางกายตอบโตการรุกล้ําเขามาของเชือ้โรคดวยกลไกการทํางานของ innate immunity เปนอันดับแรก  หลังจากนั้นภูมิคุมกันในแบบ 

ารกระตุน ระยะเวลาในการตอบสนองของภมูิคุมกันแบบ adaptive immunity จะไดรับการพัฒนาขึ้นเมื่อ lymphocyte ไดรับก
innate และ adaptive immunity จะขึน้อยูกับชนิดของการติดเชื้อและชนิดของสัตว (Abbas and Lichtman, 2005)  
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2.3.1 ระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity 

วาเปนภมูิคุมดานหนาในการปกปองเช้ือโรคเขาสู
รางกาย  เปนภูมิค

enitor เกิดขึ้นภายในไข
กระดกู สามารถ

 innate immunity อาศัย
ตัวรับ (recepto

ition receptors (PRRs) สามารถแบงออกได 3 กลุม ตาม
ตําแหนงที่อยูคือ 

Innate immunity กลาวได
ุมกันเบื้องตนที่รางกายมแีละสามารถทํางานไดตั้งแตกําเนิด ไมตองถูกกระตุนดวย

แอนติเจนมากอน ไมมีความจดจําที่จําเพาะตอแอนตเิจน ประกอบไปดวยกลไกการทํางานในหลาย
ดาน ทั้งอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ เชน ผิวหนัง, ช้ันเยือ่เมือก, ขนออน (cilia) และคุณสมบัติทาง 
สรีรภาพ เชน อุณหภูมิของรางกาย, การเคลื่อนตัวของลําไส, ความเปนกรดในกระเพาะอาหาร 
ตลอดทั้งเกี่ยวเนื่องกับ การทํางานของ phagocytic cell และกระบวนการอกัเสบ ดวยเซลลที่มี
บทบาทในภูมคิุมกันชนิดนี้เชน macrophage, neutrophil, monocyte, NK cell  นอกจากนี ้ระบบ
การทํางานของ complement system ก็จัดอยูในภูมิคุมกันชนิดนี้เชนกัน 

เซลลตนกําเนดิของ macrophage คือ myeloid prog
พบ macrophage ไดในเนื่อเยื่อและอวัยวะตางๆ ซ่ึงจะมีลักษณะและชื่อเรียก

ตางกันไป ตวัอยางเชน Kupffer cell ในตบั, microglia ในระบบประสาท, mesenchymal cell ใน
ไต, osteoclast ในกระดกู, alveolar macrophage ในปอด, peritoneum macrophage ใน 
peritoneal cavity อีกทั้ง macrophage ที่อาศัยอยูในมาม ตอมน้ําเหลือง และ Peyer’s patches 
(Burleson et al., 1995) เซลลชนิดนี้มหีนาที่การทํางานและผลิตสารตางๆหลายชนิด เชน 
chemokines, cytokines, enzymes,  complement components, coagulation factors, 
extracellular matrix protein, growth factors, arachidonic acid metabolites, และ toxic 
radicals เซลลชนิดนี้ยังมหีนาที่เปน antigen presenting cell ซ่ึงเปนประโยชนในการพัฒนา
ภูมิคุมกันในแบบ adaptive immunity อีกดวย (Rich et al., 2001) 

การตอสูกับสิ่งแปลกปลอมของระบบภูมคิุมกันแบบ
r) หลายชนิดที่ไมมีความจําเพาะเชนในกรณีของ lymphocyte แตอาศัยการรับรู

โครงสรางลักษณะซ้ําๆของจุลชีพ (repeating unit) ที่มีความจําเปนในการดํารงชวีิตของจุลชีพนั้น 
และตัวรับเหลานี้ก็สามารถจับกับโพลีแซคคาไรดจากพืชดวย ตัวรับเหลานีเ้รียกโดยรวมวาเปน 
pattern recognition receptors 

Pattern recogn
1). membrane-bound PRRs ซ่ึงอยูบนผิวเซลล เชน กลุม Toll-like receptors, 

mannose receptor เปนตน  2). cytoplasmic PRRs ซ่ึงอยูภายในเซลล เชน nucleotide-binding 
oligomerization domain (NOD), Toll-like receptors (TLRs) บางชนิดที่พบใน endosome เชน 
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TLRs 3,7,8,9 เปนตน  3). secreted PRRs ซ่ึงเปนโปรตีนที่ถูกหล่ังออกจากเซลล เชน mannan 
binding lectin เปนตน 

 สําหรับ PRRs ที่เกี่ยวของกับการจับกบัโพลีแซคคาไรดจากพืชจะประกอบไป
ดวยกลุม memb n s

ับ

rane-bou d PRR  และ secreted PRRs อันไดแก scavenger receptor (SR), 
complement type III receptor(CR3), ß glucan receptor, mannose receptor (MR), mannan 
binding lectin, CD14 และ TLRs (Leung et al., 2006)  SR เปนตวัรับที่จับกับ ligands ไดหลาย
ชนิดเชนจับกบัอนุภาคของ low density lipoprotein, ß glucanและ fucoidan ที่เปนองคประกอบ
ของผนังเซลลแบคทีเรีย ตลอดจนโพลีแซคคาไรดจากพืช ดังนั้นทําใหตวัรับชนิดนี้จะตรวจจับจุล
ชีพไดหลายชนิด ผลจากการจับกันนีจ้ะทาํใหเกิดการ phagocytosis  นอกจากนีก้ารกระตุน SR 
หรือ CR3 จะนําไปสูการกระตุน phospholipase C (PLC) ทําใหเกิดการถายทอดสัญญาณ 
(signalling cascade) ทาง MAP kinase pathway และ JAK/STAT pathway สงผลใหเกิดการ
คัดลอกยีน (gene transcription) ในที่สุด สําหรับการกระตุนตวัรับ MR จะทําให macrophage 
เกิด phagocytosis, oxidant production,  และกระตุน nuclear factor kB(NF-kB)  สําหรับการ
กระตุนตวัรับ TLRs จะเกดิการถายทอดสัญญาณผานไปทาง myeloid differentiation 88 (MyD88) 
adaptor protein เพื่อกระตุน activator protein (AP-1) และ NF-kB ที่เปน transcription factor  
การกระตุน transcription pathway ตางๆดังกลาวกอใหเกิดการสราง proinflammatory 
cytokines และ nitric oxide syntase (Schepetkin and Quinn, 2006)  สําหร  CD14 เปนตัวรับ
ที่ทํางานรวมกบั TLR4 หรือ CR3 (Abbas and Litchman, 2005) (รูปที่ 4) 

กลไกการทําลายสิ่งแปลกปลอมแบบใชออกซิเจน(oxygen-dependent killing) 
ของ macrophage อาศัย toxic radicals 2 ชนิดคือ reactive oxygen intermediated (ROIs) และ 
reactive nitrogen intermediated (RNIs) การสรางROIs เกิดขึ้นโดยเอนไซม NADPH oxidase  
ซ่ึงอยูที่เยื่อหุมเซลลถูกกระตุนใหทํางานโดย cytokine ตางๆเชน interferon gamma(IFN-g), 
tumor necrosis factor beta (TNF-ß), TNF-alfa และ granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงใน oxidative metabolism ของเซลลอยาง
มากซึ่งเรียกการเปลี่ยนแปลงนี้วา respiratory burst แลวทําใหเกิด superoxide anion ซ่ึงจะมี
เอนไซม superoxide dismutase ทําหนาที่เปลี่ยนตอไปใหกลายเปน hydrogen peroxide 
ตลอดจน metabolites อ่ืนๆอีกมาก  สําหรับการสราง RNIs ใน macrophage จะอาศัยเอนไซมที่
เรียกวา nitric oxide syntase (NOS) ซ่ึงจะมีอยูดวยกัน 2 รูปแบบคือ constitutive NOS(cNOS) 
และ  inducible NOS (iNOS)  สําหรับ cNOS ในสภาวะปกติพบไดในระดับต่ําๆ แตขณะที ่iNOS 
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พบไดตอเมื่อ macrophage ไดรับการกระตุนดวย cytokine หรือส่ิงกระตุนอื่นๆ เชน 
lipopolysaccharide (LPS) การทํางานของ iNOS สงผลใหเกิดการส าง nitric oxide เปนจ วน
มากกวา cNOS (Garcia and Stein, 2006) เอนไซม NOS ทําหนาที่เปลี่ยน L-arginine ให
กลายเปน nitric oxide และ L-citrulline  nitric oxide เปนสารอนุมูลอิสระที่อยูในรปูแกซ มีอายุส้ัน 
เปลี่ยนเปนสารอื่นๆตอไปอยางรวดเร็ว โดยจะมรูีปของผลผลิตสุดทายซ่ึงมีความเสถียรมากคือ 
nitrite(NO

ร ําน

ในปริมาณนอยๆจะมีบทบาทสาํคัญตอสรีร
การทํางานตามป

รทดลองในสัตวทดลอง โดยการแยกmacrophageออกมา
จากสัตวทดลองท

สําหรับการวัดปริมาณ nitric oxide ทําการตรวจโดยวัดความเขมขนของ nitrite 
ดวยวิธีการ Grie

---
2) and nitrate (NO---

3 ) (Smith et al., 2001) 

cNOS ซ่ึงทําการสราง nitric oxide 
กติของรางกาย เชน ทําหนาที่เปน second messengers ในการสงสัญญาณของ

เซลล, สารสื่อประสาท (neurotransmitter), ขยายหลอดเลือด,  ปกปองหัวใจและหลอดเลือด 
(Lamy and Deby-dupont, 2005) แตการสราง iNOS เกิดจากmacrophage ที่ไดรับการกระตุน 
เพื่อการทําหนาที่ทําลายเชื้อโรคหรือเซลลมะเร็ง (Stuehr and Nathan, 1987)  ดังนั้นการวัดผล
การสราง nitric oxide ที่เกดิขึ้นจากการกระตุนmacrophageนี้ จะเปนการบงชี้ใหเห็นถึงศักยภาพ
ของเซลล macrophage นั้นๆ ในการทําลายจุลชีพ และสามารถเชื่อมโยงถึงกลไกการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันในแบบ innate immunity 

การศึกษาวิจยันี้ไดทํากา
ี่ไดรับสารทดสอบแตละชนิดเปนเวลา 10 วัน ซ่ึงจะทําการเก็บแยก peritoneal 

macrophage จากสัตวทดลองแตละตัวออกมาประเมินความสามารถในการสรางnitric oxide หลัง
ถูกกระตุนดวย LPS  การทดลองจะเปรียบเทียบผลของการสรางnitric oxide ในสัตวทดลองแตละ
กลุม 

ss reaction assay โดยวิธีการนี้เปนกระบวนการของปฏิกริยา diazotization ที่
เกิดขึ้นระหวาง nitrite กับ sulfanilamide หรือ sulfanilic acid ในสภาวะทีเ่ปนกรด และ N-(1-
naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NED) ผลจากปฏิกริยานี้จะเกิด chromophogenic 
azo dye ที่มีคาการดูดกลนืแสงสูงสุดอยูในชวงระหวาง 540-550 นาโนเมตร (Dietert et al., 
1995) 
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รูปที่ 4 ภาพแสดงตัวรับชนิดตางๆของโพลีแซคคาไรดที่ปรากฏบนผิวเซลล macrophage 
โพลีแซคคาไรดจากพืชสามารถกระตุน macrophage ผานตัวรับชนิดตางๆ เชน complement receptor (CR3), mannose 
receptor (MR), scavenger receptor (SR), dectin-1หรือ ß-glucan receptor และ Toll-like receptor 4 (TLR4) ผลจากการ
กระตุนตัวรับจะทําใหเกิดการ phagocytosisหรือกระบวนการสื่อสัญญาณตางๆภายในเซลล (signaling pathway) ดังแสดงในภาพ 
อักษรยอ:  phospholipase C (PLC), protein kinase C (PKC), phosphoinositide-3-kinase (PI3K), mitogen-activated 
protein kinase (MAPK), extracellular signal regulated kinase (ERK), nuclear factor- kB (NF- kB), IL-1R associated 
kinase (IRAK), myeloid differentiation protein 88 (MyD88), TNF receptor-associated factor 6 (TRAF-6), inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), inhibitor of NF-kB (IkB), IkB kinase (IKK), Jun N-terminal kinase (JNK), signal transducers and 
activators of transcription (STAT) (Schepetkin and Quinn, 2006)  
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2.3.2 ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity 

กลไกการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity มีความจําเพาะตอ
แอนติเจน (antigen specificity) ที่มีลักษณะอันหลากหลาย และสามารถจดจําลักษณะของ
แอนติเจนนั้นๆ (memory) ได ความสามารถในการแยกแยะความแตกตางระหวางสิ่งที่เปน
แอนติเจนของรางกายตนเองและไมใชแอนติเจนของรางกาย (self/non self antigen recognition) 
ไดอยางจาํเพาะเจาะจงนีเ้กิดขึ้นโดยอาศัย recognition molecule และกระบวนการ antigen 
presentation  ในกรณีที่รางกายไดรับแอนติเจนนัน้เปนครั้งแรก จะเกิดปฏิกริยาซ่ึงเรียกวา primary 
immune response การตอบสนองของภูมิคุมกันครั้งแรกนี้เปนไปอยางชาๆโดยเฉพาะในชวงเวลา
เร่ิมตน กอนที่แอนติบอด ี หรือ การทํางานของ lymphocyte ที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนนั้นจะ
ปรากฏใหทําการวัดไดในกระแสเลือด แอนติบอดีที่เกดิขึ้นในระยะเริ่มตนนี้มักจะเปน IgM เมื่อ
ปฏิกริยาการตอบโตในครั้งแรกสิ้นสุดลง lymphocyte ที่มีความจําเพาะกับแอนติเจนสวนใหญก็จะ
หมดอายุขยัและลดจํานวนลง คงเหลือแต เซลลที่เรียกวา memory lymphocyte ที่ยังมีอายุยืนยาวอยู
ตอไปในรางกาย ซ่ึงสามารถทํางานไดทันทีเมื่อไดรับการกระตุนจากแอนตเิจนเดิมในครั้งที่สอง 
กรณีที่รางกายไดรับการกระตุนจากแอนติเจนเดิมในครั้งที่สองนี้จะเกิดปฏิกริยาเรียกวา secondary 
immune response ซ่ึงการตอบโตของภูมิคุมกันจะเกดิขึ้นอยางรวดเร็วและมีความรุนแรงกวาเดิม 
ตัวอยางของ secondary immune response ที่เห็นไดชัดเจนเชน การทําวัคซีน หรือการเกิดขึ้น
ของปฏิกริยาภมูิแพ  ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity สามารถตอบสนองไดในสอง
ลักษณะ คือ humoral immune response และ  cell-mediated immune response (รูปที่ 5, 6) 
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รูปที่ 5 ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity 
ภูมิคุมกันแบบ humoral immunity จะมี B lymphocyte ทําหนาที่สรางแอนติบอดีเพื่อกําจัดเชื้อโรคที่อยูภายนอกเซลล  สําหรับ
ภูมิคุมกันแบบ cell-mediated immunity จะมี T lymphocyte ทําหนาที่กระตุนการ phagocytosis ของ macrophage และกระตุน 
cytotoxic T lymphocyte เพื่อทําลายเซลลเปาหมายที่ติดเชื้อโดยตรง (Abbas and Lichtman, 2005) 
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2.3.2.1 Humoral immune response 

Humoral immune response     หมายถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่
เกิดขึ้นจากการทํางานของแอนติบอดีที่สรางขึ้นโดย B lymphocyte แอนติบอดีนี้จะมีความสามารถ
รับรูอยางจําเพาะกับแอนติเจน, ทําลายความสามารถในการกอโรคของเชื้อจุลชีพ, และยังสามารถ
ทํางานรวมกับ complement system ในการกําจัดเชื้อโรค  

เซลลตนกําเนดิของ B lymphocyte คือ pluripotent hematopoietic stem cell 
ในไขกระดูก และไดรับการพัฒนาจนสมบูรณที่นี่ โดยขั้นตอนการเกดิ gene rearrangement ของ 
B lymphocyte จะทําใหเกดิ B lymphocyte receptor (BCR) ที่มีความหลากหลายเพียงพอตอการ
ตรวจจับแอนติเจนในทุกรูปแบบ  lymphocyte หนึ่งตัวจะสามารถรับรูอยางจําเพาะกับแอนติเจน
รูปแบบหนึ่ง และเมื่อ B lymphocyte นี้ไดรับการกระตุนผาน BCR ก็จะเกิดการแบงตัวแบบ 
mitosis ทําใหไดเซลลที่มีความสามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนชนิดเดยีวกันเปน
จํานวนมาก เรียก กระบวนการนี้วา clonal expansion ซ่ึงเกิดขึ้นที่ตําแหนง germinal center ของ 
peripheral lymphoid organ  เมื่อแอนติเจนจับกับ BCR จะเกิดการ endocytosis แอนติเจนนัน้
เขาไป แลวแอนติเจนทีเ่ปนโปรตีนจะถูกยอยสลายใหกลายเปน peptide ที่ถูกนําเสนอโดย MHC 
class II molecule ไปปรากฏบนผิวเซลล   เมื่อ B lymphocyte ที่ไดรับการกระตุนเดินทางมาถึง
บริเวณขอบของ lymphoid follicle ที่อยูใน secondary lymphoid organ ก็จะเกดิปฏิสัมพันธกับ  
T lymphocyte  ปฏิสัมพันธระหวาง antigenic peptide-MHC molecule complex บน B 
lymphocyte กับ TCR ที่มคีวามจําเพาะของแอนติเจนซึ่งสอดคลองกัน พรอมทั้งความรวมมือของ 
costimulatory molecules เชน B7, CD28 และ CD40 ทําให T lymphocyte หล่ัง cytokine 
ออกมาเพื่อกระตุน B lymphocyte ใหเกดิการ proliferation และ differentiation เพือ่พัฒนาไปเปน 
plasma cell ซ่ึงเปนเซลลที่ทําหนาที่ (effector cell)ในการสรางแอนติบอดี และบางสวนจะไดรับ
การพัฒนาไปเปน memory cell ซ่ึงเปนเซลลที่มีอายุขัยยาวนาน หมุนเวียนอยูในตอมน้ําเหลืองและ
มาม เพื่อคอยตรวจหาการเขามาของแอนติเจนเดิมซํ้าอีก โดยการตอบสนองในครั้งที่สอง 
(secondary immune response) จะเกดิแอนติบอดีทีม่ีความจําเพาะยิ่งขึ้น ทั้งความรวดเร็วและ
รุนแรงกวาเดมิ (Abbas and Lichtman, 2005) 

แอนติบอดแีบงออกได 5 isotypes ดังนี้ IgG, IgM, IgE, IgD และ IgA  โดยพบวา 
IgM มีโครงสรางเปน pentameric molecule สรางขึ้นใน primary immune response ขณะที ่
isotypes อ่ืนๆเปน monomer  โดย IgG มีคาครึ่งชีวิตยาวนานที่สุดและพบไดมากใน secondary 
immune response   แอนติบอดีแตละ isotypes มีหนาที่ที่แตกตางกนัไป  IgA มีบทบาทสําคัญใน 
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mucosal immunity, IgD และ IgM เปนตัวรับแอนตเิจน (BCR) ของ naïve B lymphocyte  และ 
IgM ยังมีผลใหเกิดการกระตุนระบบ complement, IgE เกี่ยวของกับการเกดิปฏิกริยาภูมแิพแบบ 
immediate hypersensitivity และ การตอบสนองตอ หนอนพยาธแิละปรสิต สําหรับ IgG มีผลตอ
การเกิด opsonization, complement activation, antigen neutralization, ADCC (Abbas and 
Lichtman, 2005) 

  นอกจากนี้ปฏิกริยาของแอนติบอดีตอแอนติเจนสามารถนํามาใชเปนวีธีการ
ทดสอบทางหองปฏิบัติการ  เชน การเกิดการตกตะกอน (precipitation) กับแอนติเจนที่เปน
สารละลาย หรือ การเกาะกลุม (agglutination) กับ แอนติเจนที่อยูบนผิวของอนุภาค ซ่ึงหากอนภุาค
นั้นเปนเม็ดเลือดแดงก็จะเรียกปฏิกริยานี้วา Haemagglutination  

Haemagglutination antibody test (HA test) เปนวิธกีารทดสอบทางซีร่ัมวิทยา
ที่มีการใชในหองปฏิบัติการทางการแพทย เชน การหาหมูเลือด, การตรวจวนิิจฉยัโรค เปนตน 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมของ อุณหภูมิ, pH และ ionic strength แอนติบอดีที่จําเพาะในซีร่ัมกบั
เม็ดเลือดแดงจะเกดิปฏิกริยาตอกันดวยพันธะ non-covalent โดยแอนติบอดีนี้อาจเปนไดทั้ง IgM 
และ IgG  จากคุณสมบัติในการเปนแอนติเจนที่ดขีองเม็ดเลือดแดงแกะ จึงไดนํามาใชในการ
ทดสอบหาความสามารถในการสรางแอนติบอดีของสัตวทดลองในหลายๆงานวิจยัที่ผานมา  (Puri 
et al., 1992; Mediratta et al., 2002; Bafna and Mishra, 2005) โดยสัตวทดลองจะไดรับการฉีด
กระตุนดวยเมด็เลือดแดงแกะ หลังจากนั้นจึงทําการเก็บซีร่ัมมาทดสอบในชวงระยะเวลาที่เหมาะสม 
ซีร่ัมจะไดรับการเจือจางตามวิธีทวีคูณและทําปฏิกริยากบัเม็ดเลือดแดงแกะใน 96-well microplate 
( U-shaped well) ถาแอนติบอดีมีปริมาณที่เหมาะสมตอการเกิดปฏกิริยากับเมด็เลือดแดงแกะก็จะ
เกิดโครงขายของเม็ดลือดแดงที่เกาะกันเปนกลุม ตกลงที่เห็นเปนลักษณะแผกระจายหากแอนติบอดี
มีปริมาณไมเพียงพอ เมด็เลือดแดงแกะก็จะจมลงที่กนหลุมเห็นเปนจุดกลมๆ 

2.3.2.2 Cell-mediated immune response 

ในอดีต นกัภมูิคุมกันวิทยาเชื่อวา การทํางานของระบบภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะ
เกิดขึ้นในแบบ humoral immune response เทานั้น เนื่องจากในขณะนั้นพบเพียงหลักฐานทาง
วทิยาศาสตรทีบ่งชี้วาภูมิคุมกันที่จําเพาะสามารถถายทอดจากสัตวตัวหนึ่งไปสูสัตวอีกตัวไดโดยการ
ใหซีร่ัมซ่ึงประกอบไปดวย แอนติบอดี แตในเวลาตอมา Landsteiner และ Chase (1942) ได
แสดงใหเห็นถึงการถายทอด ภาวะภูมไิวเกินแบบ delayed-type  hypersensitivity โดยการให
เซลลมิใชการใหซีร่ัม ดังนั้นการทดลองนี้ทําใหนักภมูิคุมกันวิทยาเกิดความเขาใจถึงการมีอยูของ
ภูมิคุมกันในแบบ cell-mediated immune response  
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Cell-mediated immune response เกดิจากการทํางานของ T lymphocyte ที่
จําเพาะตอแอนติเจน มีประโยชนในการปองกัน การติดเชื้อ ไวรัส, เชื้อรา, แบคทีเรีย และ 
เซลลมะเร็ง  การรับรูแอนติเจนของ T lymphocyte มีความแตกตางจาก B lymphocyte ซ่ึงสามารถ
รับรูผาน BCR  ไดโดยตรง แตในกรณีของ T lymphocyte  แอนติเจนที่เปนโปรตีนจะตองไดรับ
การเปลี่ยนแปลงใหกลายเปน peptide ที่เกาะอยูบน MHC molecule เสียกอน TCR บนผิว T 
lymphocyte จึงสามารถทําการรับรูได  MHC molecule แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ MHC class I 
กับ MHC class II โดย MHC class I พบไดทั่วไปในเซลลทุกเซลลที่มีนิวเคลียส สวนMHC class 
II ปรากฏบนเซลลที่ทําหนาที่เปน APC  แมวา T lymphocyte มีตนกําเนดิมาจากไขกระดูก
เชนเดยีวกับ B lymphocyte แต T lymphocyte จะตองผานกระบวนการพัฒนาตอจนสมบูรณใน
ตอมธัยมัส กระบวนการดังกลาวประกอบดวยข้ันตอน proliferation, positive และ negative 
selection โดย immature T lymphocyte ที่ปรากฏ TCR บนผิวเซลลจะคงอยูและเจริญเติบโตเพิม่
จํานวน (proliferation) สวนimmature T lymphocyte ที่ไมมี TCR จะตายโดยเกิด apoptosis และ
เขาสูขั้นตอน selection process  ซ่ึงเซลลที่สามารถจับกับ MHC molecule ของรางกายตนเองจะ
ไดรับคัดเลือกใหมีชีวิตรอด เรียกขั้นตอนนี้วา positive selection ตอมาเซลลที่สามารถจับกับ
แอนติเจนของรางกายตนเองอยางแนนหนา จะถูกกําจดัออกไปดวยข้ันตอนที่เรียกวา negative 
selection ดังนั้น T lymphocyte ที่มีพัฒนาการที่สมบูรณแลว(mature T lymphocyte) ผานออก
จากตอมธัยมัสเขาสูการทํางานในระบบภูมคิุมกัน จะสามารถรับรูลักษณะของ MHC molecule ที่
ปรากฏบน APC ได  แตจะไมมีปฏิกริยาตอบโตตอแอนติเจนของรางกายตนเอง   T lymphocyte   
ที่สมบูรณแลวเหลานี้กระจายอยูในระบบหมุนเวียนเลือดและรวมตัวกนัอยางหนาแนนใน 
secondary lymphoid organ 

ตัวรับบน T lymphocyte ที่ประกอบดวย TCR และ CD3 อยูดวยกัน และมกีาร
ทํางานรวมกนัในการตรวจจบัแอนติเจน โมเลกุลทั้งสองชนิดนี้สามารถใชเปนเครื่องหมายบงชี้ T 
lymphocyte ได และนอกจากนี้ยังสามารถพบ ตัวรับรวม (coreceptor) ที่มีความสําคัญในการแยก
ประเภทของ T lymphocyte  อีก 2 ชนิด คือ CD4 และ CD8  จากผลของขั้นตอน selection 
process จะทาํใหไดT lymphocyte ที่ปรากฏเฉพาะ CD4หรือ CD8 อยางใดอยางหนึ่ง ดังนั้นเรา
สามารถจําแนก T lymphocyte ออกเปน 2 กลุมใหญๆ จากตัวรับชนดินี้ คือ CD4+ T lymphocyte 
และ CD8+ T lymphocyte 

CD4+ T lymphocyte  เปนเซลลที่สามารถหลั่ง cytokine หลายๆชนดิออกมาเพื่อ
ควบคุมและกระตุนการทํางานของเซลลภูมิคุมกันอื่นๆใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่เหมาะสม 
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ดวยเหตนุี้จึงเรยีกเซลลชนิดนี้วาเปน T helper cells (Th)    Th cells แบงออกไดเปน 2 กลุมยอยคือ 
Th1 และ Th2  สําหรับ Th1 สามารถหลั่ง IL-2, IFN-g, TNF-ß, เพื่อกระตุนการทํางานของ 
cytotoxic T lymphocyte, macrophage นําไปสูการสงเสริมภูมิคุมกันแบบ cell-mediated 
immunity  สําหรับ Th2 จะหล่ัง IL-4, IL-5,IL-6, IL-13 เพื่อกระตุน B lymphocyte ใหพัฒนาเปน 
plasma cell ที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดี, เพิ่มการสราง IgE , เพิ่มการตอบสนองของ eosinophil 
และยับยั้งการทํางานของ macrophage ผลจากการทํางานของ Th2 จะนําไปสูการเพิ่มภูมิคุมกนั
แบบ humoral immunity ปจจัยสําคัญปจจยัหนึ่ง ที่มีผลตอการพัฒนาของ Th cells ใหกลายเปน Th 
cells ที่จําเพาะชนิดใดชนดิหนึ่งคือ ประเภทของแอนติเจนที่ถูกนําเสนอโดย MHC class II 
molecules 

CD8+ T lymphocyte เปนเซลลที่ทําหนาที่ในการกําจัดเซลลรางกายที่ติดเชื้อ และ
เซลลเนื้อรายตางๆ โดยจะตองเขาไปประชิดกับเซลลเหลานั้น เพื่อทําการหลั่งสาร granzyme และ 
perforin ทําใหเซลลเหลานั้นเกิด apotosis ดังนั้นจึงมกัเรียก CD8+ T lymphocyte วา cytotoxic T 
lymphocyte(Tc) ทั้ง Th1 และ Tc ลวนมีบทบาทสําคัญในการเกดิ delayed-type  
hypersensitivity reaction (Mller et al., 1993) 

ปฏิกริยาภูมไิวเกินจําแนกไดเปน 4 ประเภท คือ anaphylactic hypersensitivity 
(type I), cytolytic hypersensitivity (type II), immune complex hypersensitivity (type III), 
delayed-type hypersensitivity (type IV) โดยที่ type I-III เกิดจากการทํางานของแอนติบอดี 
ขณะที ่ type IV เกิดจากการทํางานของ T lymphocyte และ macrophage  ภูมิไวเกนิแบบ
delayed- type hypersensitivity (DTH)          เกิดขึน้เมื่อรางกายไดรับแอนติเจนที่มีความจําเพาะ
ตอการเกิดปฏกิริยาซํ้าอีกครั้ง ทําใหเนื้อเยือ่ที่ไดรับแอนติเจนนัน้เกดิการอักเสบ ที่มีลักษณะแข็งตงึ
เปนพิเศษ (induration)     ความรุนแรงของปฏิกริยาจะปรากฏใหเหน็เดนชดัที่สุดหลังจากที่ไดรับ
แอนติเจนซ้ําไปแลวเปนเวลา  24-72 ช่ัวโมง ระยะเวลาในการตอบสนองนี้จะขึ้นอยูกับชนดิของ
สัตว โดยพบวาหนู mice ใชเวลาเฉลี่ย 24 ช่ัวโมง, หนูตะเภาใชเวลาเฉลี่ย 48 ช่ัวโมง และคนจะใช
เวลาเฉลี่ย 72 ช่ัวโมง (Black, 1999) เราสามารถอธิบายไดวาการปรากฏขึ้นของDTH นั้น เกดิจาก
ระบบภูมิคุมกนัในแบบ cell mediated response ไดดวยเหตุผลดังนี ้1) เปนปฏิกริยาที่ตองการ T 
lymphocyte ซ่ึงสามารถทําการถายทอดปฏิกริยานี้ใหเกดิขึ้นโดยการให T lymphocyte ที่จําเพาะ  
2) ในบริเวณเนื้อเยื่อที่เกิดปฏิกริยาเชนนีจ้ะพบเหน็ T lymphocyte เขามาอยูรวมกนัเปนจํานวนมาก
ซ่ึงแตกตางจากการอักเสบในกรณีอ่ืนๆ      3) การใหแอนติเจนทีจ่ําเพาะในสัตวทดลองที่ไมมี
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ตอมธัยมัส หรือตอมธัยมัสไมทํางานจะไมสามารถกอใหเกิด DTH 4) การให anti-lymphocyte 
serum สามารถระงับการเกดิ DTH  (Waksman, 1979)  

การเกิดปฏิกริยา DTH อาจแบงออกไดเปน 2 ระยะ คือ sensitization และ
elicitation  ในระยะ sensitization คือชวงเวลาที่รางกายไดรับแอนติเจนเปนครั้งแรก ซ่ึงแอนติเจน
ที่เปนโปรตีนจะไดรับการเปลี่ยนแปลงใหเปน peptide ที่ปรากฏบน MHC molecule ของ APC 
แลวไปนําเสนอใหกับ naïve T lymphocyte  สําหรับระยะ elicitation คือชวงเวลาที่ไดรับ
แอนติเจนเดิมเปนครั้งที่สองผานทางผิวหนังและ APC นําเสนอแอนติเจนไปยัง memory T 
lymphocyte เปนผลให T lymphocyte นั้นหล่ัง cytokine เชน IL-2 ไปกระตุนการทํางานของ 
APC ใหเพิ่มขึ้น และยังกระตุนให T lymphocyte เองเกิดการ proliferation และ clonal 
expansion หลังจากนี้ทั้ง T lymphocyte และ APC ตางก็หล่ัง cytokines ออกมาเพื่อกอใหเกิดการ
อักเสบในแบบจําเพาะ ความเสียหายของเนื้อเยื่อที่เกิดขึน้ในปฏิกริยา DTH เปนผลมาจากสารตางที่
หล่ังมาจาก APC และ macrophage ตัวอยางเชน hydrolytic enzyme, ROIs, NO, 
proinflammatory cytokine, chemokine, ตลอดทั้ง adhesion molecule จาก endothelial cells 
ที่กอใหเกิดการเคลื่อนเขามารวมตัวกันของเซลลภูมิคุมกันในบริเวณเนือ้เยื่อนั้น (Abbas and 
Lichtman, 2005) 

การวัดปฏิกริยา DTH เปนวิธีการที่สามารถนํามาใชประเมินการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกนัในแบบ cell-mediated immune response ในสัตวทดลองได โดยการวดัปฏิกริยา
นี้อาจทําไดใน 2 ลักษณะคือ การทํา mouse ear swelling test (MEST) (Gad et al ., 1986) และ 
footpad swelling test   วธีิ MEST เปนการเหนีย่วนําใหเกิดปฏิกริยา DTH โดยการใหสัมผัสกับ
สารเคมีผานทางผิวหนัง สารเคมีที่ใชในกรณีนี้จะมีคุณสมบัติที่เปน hapten เชน dinitrochloro- 
benzene, picryl chloride ซ่ึงเมื่อทาผานไปบนผิวหนงั จะแทรกซึมเขาไปรวมตวักับโปรตีนทําให
กลายเปนแอนติเจนที่มีความสามารถในการกระตุน T  lymphocyte  ปฏิกริยา DTH ในแบบนี้เปน
สาเหตุของการเกิด allergic contact dermatitis ซ่ึง CD8+ T lymphocyte มีบทบาทสําคัญในการ
กอใหเกิดพยาธิสภาพที่เนื้อเยื่อ (Viraben et al., 1994)  สําหรับวิธี footpad swelling test เปนวิธี
ที่ไดใชกนัอยางแพรหลาย แอนติเจนทีใ่ชในการทดสอบมีหลายชนิด เชน bovine serum albumin, 
complete Freund’s adjuvant (Henningsen et al., 1984) และ เม็ดเลือดแดงแกะซึ่งมีความ
เหมาะสมในการศึกษาวจิัยเกีย่วกับสารที่มีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั (Schrier, 1985) เพราะ
สามารถตรวจสอบผลการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบ humoral immunity ไปพรอมกัน  

    



 22

 

 
 

รูปที่ 6 หนาที่ของ lymphocyte ชนิดตางๆในระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity 
B lymphocyte จะตรวจจับแอนติเจนที่ละลายได (soluble antigen) และพฒันาเปน plasma cell  สําหรับ Helper T lymphocyte 
จะตรวจจับแอนติเจนจากผิว antigen presenting cell แลวจึงทําการหลั่ง cytokine ออกมาเพือ่กระตุนระบบภูมิคุมกันในหลายๆ
สวน และกอใหเกิดการอักเสบ  เมื่อ Cytolytic T lymphocyte ตรวจพบเซลลที่ติดเชื้อก็จะทําลายเซลลเหลานั้น เชนเดียวกับ natural 
killer cell ที่สามารถตรวจหาเซลลเปาหมายที่ผิดปกติแลวกําจัดออกไป (Abbas and Lichtman, 2005) 
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2.4 Immunosuppressive model 

ปจจุบันยังไมมีกระบวนการทดลองที่กําหนดไวอยางเฉพาะเจาะจงเพือ่การพิสูจน
ฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนัของสมุนไพรในสัตวทดลอง พบวามกีารศึกษาทั้งในสัตวทดลองที่มี
ระบบภูมิคุมกนัเปนปกติ และ สัตวทดลองที่ไดรับการกดภูมิคุมกัน บางกรณีการทดสอบสมุนไพร
ในสัตวที่มภีูมคิุมกันปกติ ไมแสดงฤทธิ์ของการกระตุนภูมิคุมกัน แตเมื่อทดลองในสัตวที่ไดรับการ
กดภูมิคุมกันกลับสามารถแสดงฤทธิ์ของการกระตุนภูมิคุมกัน เชน การศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยา
ของ Davis พบวา Withania somnifera มฤีทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกริยา DTH ในหนูปกติ (Davis and 
Kuttan, 2000) ในขณะทีก่ารทดลองในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกนั จะแสดงการเพิ่มขึ้นของปฏิกริยา 
DTH (Bani et al., 2006) และเชนเดียวกบัในกรณีของการศึกษาChrysanthemum indicum พบ
ฤทธิ์ตานการอักเสบในหนูปกติ พรอมกับ มีฤทธิ์กระตุนภูมิคุมกนัในแบบ humoral และ cell-
mediated immune response ในหนูทีไ่ดรับยากดภูมคิุมกัน (Chang et al., 2005)  ดังนั้นเราอาจ
เห็นผลที่แนชัดของสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันไดจากการทดลองในหนทูี่ไดรับการกดภูมิคุมกัน 
(Patwardhan et al., 1990) อยางไรก็ดี สารที่สามารถกระตุนภมูิคุมกันใหสูงขึ้นในสภาวะที่
รางกายปกตกิม็ีความสําคัญ แตสารที่สามารถกระตุนหรือปกปองภูมิคุมกันรางกายในสภาวะที่
รางกายมีความบกพรองของภูมิคุมกันดูจะมีความสําคญัยิ่งกวา ในงานวิจยันี้ไดมุงเนนที่ทําการศกึษา
ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum   ในหนูทดลองที่ไดรับยากดภูมคิุมกัน     โดยยาทีใ่ชคอื 
cyclophosphamide 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ  

3.1.1 สัตวทดลอง 

 หนู mouse เพศเมีย พันธุ ICR อายุ 5-6 สัปดาห, น้ําหนกั 25-35 กรัม จากสํานัก
สัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลัยมหดิล วิทยาเขตศาลายา จังหวัดนครปฐม  สัตวทดลองไดรับการ
เล้ียงดูตามวิธีมาตรฐาน โดยสถานที่เล้ียงดูมีการควบคมุอุณหภูมิใหอยูในชวง 25 ± 2° เซลเซียส 
ชวงเวลาไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวัน มีอาหารตามมาตรฐานจากสํานกัสัตวทดลองและน้ําสะอาดให
กินไดตลอดเวลา สัตวทดลองจะไดรับการเลี้ยงดูเพื่อปรับตัวกอนทําการทดลองเปนเวลา 1 สัปดาห  

3.1.2 ผลพุงทะลาย (Scaphium scaphigerum fruits) 

 สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทยไดทาํการตรวจพิสูจนเอกลักษณ
เนื้อผลแหง (pericarb) ของ S. scaphigerum  และไดมอบตัวอยางนั้นใหเพื่อใชในการวจิัยครั้งนี้
โดยตลอดการวิจัยไดใชผล S. scaphigerum จากชุดเดียวกนัตลอด ตวัอยางผล S. scaphigerum
นี้เก็บรักษาในขวดทึบแสง ปองกันความชืน้ ที่อุณหภูมิ 4° เซลเซียส   

3.1.3 สารเคมีและเซลล 

 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)(Sigma, USA), fetal bovine serum 
(Hyclone, USA), HEPES (Hyclone, USA), L-glutamine (Gibco, Germany), potassium 
chloride (Merck, Germany), potassium hydrogen phosphate (Merck, Germany), sodium 
chloride (Sigma, USA), disodium hydrogen phosphate monobasic (Merck, Germany), 
penicillin/streptomycin (Hyclone, USA), lipopolysaccharide (Sigma, USA), Trypan blue 
(Gibco, Germany), sheep red blood cells (SRBC) (faculty of veterinary medicine, 
Chulalongkorn university, Thailand), levamisole hydrochloride (TP drug, Thailand), 
Fluorothiocynate(FITC)-labeled CD3 anti-mouse monoclonal antibody (Becton 
Dickinson, USA), Phycoerytherin(PE) labeled CD4 anti-mouse monoclonal 
antibody(Becton Dickinson, USA), Phycoerytherin(PE) labeled CD8 anti-mouse 
monoclonal antibody(Becton Dickinson, USA) , FACS lysing solution (Becton Dickinson, 
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USA), cyclophosphamide (Baxter, Germany), FACS sheath fluid (Becton Dickinson, 
USA), ketamine hydrochloride (Parnell Laboratory, Austraria), xylazine  hydrochloride 
(Farvet, Holland), normal saline solution (Takeda, Japan), nitric oxide assay kit 
(Promega, USA) 

3.1.4 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 Aluminium foils (diamond, USA), autoclave tape (3M, USA), autoclave 
(Hirayama, Japan), autopipette (Gilson, France), beakers (Pyrex, USA), biohazard 
lamina-flow hood (Science, Germany), cell harvester (Nunc, Denmark), centrifuge 
(Beckman GS-6R, Germany), disposable needle (Nipro, Japan), disposable syringe 
(Nipro, Japan), eppendorf (Corning, USA), ELISA microplate reader (Multiskan EX, 
Germany), flowcytometer (Becton Dickinson, USA), glass pipettes (Witeg, Germany), 
hemocytometer (Boeco, Germany), light microscope (Nikon, Japan), glass cover slips 
(Chance, England), 96 well microplate (Nunc, Denmark), pipette tip 200,1000 (Molecular 
Bio products, USA), 15 ml sterile centrifuge tube (Nunc, Denmark), sterile membrane 
filters (Whatman, Japan), vacuum pump, vortex mixer (Labnet, USA), dial thickness 
gauge (Ozazi, Japan) 

3.2 วิธีการทดลอง 

3.2.1 การเตรียมสารแขวนลอยจากผล S. scaphigerum 

 เนื้อผลแหงของ S. scaphigerum ไดรับการเตรียมใหเปนสารแขวนลอยในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด0.9% (normal saline) แลวทําการบดใหเนื้อผล S. scaphigerum กระจายตัวเปน
เนื้อเดยีวกัน และเตรียมใหไดความเขมขนที่แตกตางกัน 3 ความเขมขนคือ 5.85, 11.7, 23.4 มก./
มล. เพื่อปอนใหไดขนาด (dose) 19.5, 39, และ 78 มก./กก. ตามลําดับ ผล S. scaphigerum ที่
ปอนใหสัตวทดลองกินจะไดรับการเตรียมขึ้นใหมทกุๆครั้งในแตละวัน                                     
(สารแขวนลอยจากผล S. scaphigerum = SS) 

3.2.2 การเตรียมเม็ดเลือดแดงแกะ 

 เลือดแกะที่ใชในการวิจัยไดรับจากภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย และมีอายุการเก็บไมเกนิ 3 สัปดาห โดยใชเม็ดเลือดแดงแกะทั้งสําหรับการเปน
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แอนติเจนเพื่อกระตุนการตอบสนองของภูมิคุมกันในรางกายและในวิธีการวิเคราะหตวัอยาง โดยท้ัง
สองกรณีใชสวนประกอบของเลือดที่เปนเซลลเม็ดเลือดแดงเทานัน้ ดงันั้นเลือดแกะจะตองผานการ
แยกซีร่ัมและลางเม็ดเลือดแดงกอนตามวิธีดังนี ้

1. ผสมเลือดแกะ 5 มล. กับ normal saline (NS) 5 มล. ที่ปราศจากเชื้อใน 15 ml sterile 
centrifuge tube แลวทําการปนดวยความเร็วรอบ 1400 รอบ/นาที ในอุณหภูมิ 4° 
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี 

2.  ดูดของเหลวใสดานบน (supernatant) ทิ้งไปแลวทําการเติม NS ลงไปในหลอดอีก
คร้ังใหไดปริมาตร10 มล.  

3. ทาํการลางเม็ดเลือดแดงในลักษณะเชนนี้ สามรอบ 
4. คํานวณความหนาแนนของเม็ดเลือดแดงโดยใช hemocytometer แลวเตรียมเม็ดเลือด

แดงใหไดตามความหนาแนนที่ตองการ  

3.2.3 การประเมินภมูิคุมกันแบบ innate immunity 

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอเซลล peritoneal macrophage ในการ
หลั่ง    nitric oxide 

 1.   เลือกหนูเขากลุมทดลองโดยวิธีการสุม แบงหนูออกเปน 5 กลุมๆละ 7 ตัว ดังนี ้
   กลุม 1 (Control)   ปอน NS  0.1 มล./ 30 กรัม  
   กลุม 2 (SS 1)        ปอนสารแขวนลอยจากผล S. scaphigerum (SS)  
        ในขนาด 19.5 มก. /กก.  
   กลุม 3 (SS 2)        ปอน SS ในขนาด 39 มก. /กก.  
   กลุม 4 (SS 3)        ปอน SS ในขนาด 78 มก. /กก.  
   กลุม 5 (Lev)          ปอนยา levamisole 25 มก./กก.  
 2.   วันที่ 0-9 ใหสารตางๆที่ใหทางการกินตามกลุมทุกวนั 
 3.   วันที่ 10 ภายหลังทําการเคลื่อนกระดูกตนคอหนแูลว ทําการเก็บ peritoneal  
       macrophage 
 4.   สอดเข็มฉีดยาเบอร 18 เขาในแนวกลางตัว แลวฉดีน้าํยา phosphate buffer saline 
       (PBS) จํานวน 9 มล. เขาใน ชองทอง จากนั้นจึงทําการเขยาตัวหน ู
 5.   เปดผิวหนงับริเวณหนาทองเพื่อทําการดูดน้ําในชองทองออกมา (peritoneal lavage
      fluids)  เกบ็ไวใน 15 ml sterile centrifuge tube แลวจึงนําไปปนดวยความเรว็รอบ 
       1000 รอบ/นาที ที่อุณหภมูิ 4  ํ เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
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 6.   เท supernatant ทิ้ง แลวเซลลที่ตกตะกอนจะนําไปเตรียมใหมีความหนาแนน1X10 6

       เซลล/มล. ใน complete DMEM media เซลลที่นํามาใชในการทดลองตองมีอัตรา 
       ความมีชีวติ(%viability) มากกวารอยละ 90 โดยทําการตรวจสอบดวยการยอมสี    
      trypan blue 
 7.  นําเซลลดังกลาว ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ใสลงใน 96 well microplate แตละหลุม 
 8.  หลังจากบมพักเซลลไว 24 ช่ัวโมง เซลลที่ไมสามารถเกาะติดกับ plate จะถูกขจดั  
       ออกไปโดยการดูดและลางดวย PBS 3 รอบ แลวจึงเตมิcomplete DMEM media ที่มี 
      LPS หรือ ไมมี LPS ในความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มลิิลิตร ทําการพักเซลลที่อุณหภูมิ 
      37 ° เซลเซียส, ความชื้น 97%, คารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 9.   เก็บ supernatant จากเซลลในแตละหลุม ปริมาณ 100ไมโครลิตร ลงใน 96 well  
                 microplate  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ nitrite ดวยวิธี Griess reaction assay ตอไป 
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การวิเคราะหหาปริมาณ nitrite ดวยวิธี Griess reaction assay  

การตรวจวิเคราะหไดทําตามแบบของ Dietert et al. (1995) ดังนี ้

1. เติมตัวอยาง supernatant จากเซลลเพาะเลี้ยงในแตละหลุม จํานวน 100 ไมโครลิตร 
ลงใน 96 well microplate. 

2. เติมสารละลาย sulfanilamide จํานวน 20ไมโครลิตร ลงในหลุมตัวอยางแตละหลุม 
3. พกัไวในที่มดื ภายใตอุณหภมูิหอง เปนเวลา 10 นาที 
4. เติมสารละลาย NED จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม  
5. พักไวในที่มดื ภายใตอุณหภมูิหอง เปนเวลา 10 นาที 
6. วัดคาการดดูกลืนแสงของสารที่เกิดขึ้นโดยใชเครื่อง microplate reader ตั้งคาความ

ยาวคล่ืนที่ 550 นาโนเมตร 
7. เปรียบเทียบและคํานวณหาความเขมขนของnitriteในตัวอยางโดยทําการเทียบกับ

กราฟของสาร nitrite มาตรฐาน (nitrite standard reference curve) กราฟดังกลาว
สรางจากคาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานโดยการเจอืจางใหมีความเขมขน
แตกตางกัน 8 ระดับดังนี ้100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, และ 0 ไมโครโมลาร  

3.2.4 การประเมินภมูิคุมกันแบบ adaptive immunity  

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ใน
หนูท่ีมีการทํางานของระบบภูมิคุมกันเปนปกติ ( immunocompetent mice )  

วิธีการทดลองพัฒนาจากแบบของ Manosroia et al. (2005) ดังนี้ 

1. เลือกหนูเขากลุมทดลองโดยวิธีการสุม แบงกลุมทดลอง เปน 6  กลุมๆละ 7 ตัว และแต
ละกลุมไดรับการปอนสารตางๆดังนี้  

  กลุม  1 (Control) ปอน NS 0.1 มล./ 30 ก.   
  กลุม  2 (SS1)  ปอน SS ในขนาด 19.5 มก. /กก. 
  กลุม  3 (SS2)  ปอน SS ในขนาด 39 มก. /กก. 
  กลุม  4 (SS3)  ปอน SS ในขนาด 78 มก. /กก. 
  กลุม  5 (Dex)  ปอน dexamethasone ในขนาด 1 มก./กก. 
  กลุม  6 (Cim)  ปอน cimetidine ในขนาด 33 มก./กก.  
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2. วันที่ 0 เปนวันเริ่มตนการทดลอง หนูทุกกลุมทุกตวัไดรับการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะ
จํานวน 1X108 เซลล ในปริมาตร 0.2 มล. เขาทางชองทอง 

3. วันที่ 0-7 ทําการปอนสารตางๆตามกลุม และในวันแรกทําการปอนสารตางๆภายหลงั
การฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

4. วันที่ 7  ทําการเก็บตัวอยางเลือดจากหนูแตละตัว โดยการเจาะเลือดผานหลอดเลือดดํา
ที่หาง นําเลือดที่ไดไปปนแยกซีร่ัม เพื่อตรวจหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี  
haemagglutination antibody test   

5. วันที่ 8 หลังจากที่ไดทําการวัดความหนาของอุงเทา (footpad thickness) ดานซายใน
หนูทุกตวัแลว จึงทําการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะจํานวน 1X108 เซลล ในปริมาตร 20 
ไมโครลิตร เขาอุงเทาซาย การวัดความหนาของอุงเทาจะใชเครื่องมือ dial thickness 
meter ที่มีหนวยการวัดเปนมิลลิเมตร อานความละเอยีดไดที่ทศนยิม 2 ตําแหนง  

6. ภายหลังการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเขาอุงเทา 24 ช่ัวโมง จึงทําการวดัความหนาของอุง
เทาซายอีกครั้ง ความหนาของอุงเทาซายที่แตกตางกันระหวางกอนการฉีดและหลังฉีด
เม็ดเลือดแดงแกะจะนําไปใชคํานวณใหเปนรอยละของการอักเสบ(%Inflammation) 
ตามสมการดานลาง   

 Inflammation (%)  =    [FT after challenge - FT before challenge] X 100 
          FT before challenge                                
            ( FT = footpad thickness )                             
7. วันที่ 14 ทําการเจาะเลือดจากหางหนูอีกครั้ง เพื่อนําไปตรวจวดัปริมาณแอนตบิอดทีี่มี

ตอเม็ดเลือดแดงแกะโดยวิธี haemagglutination test                                                                        
 

 
 

immunized challenged 

Treated 

Blood 
collection 

Blood 
collection 

 0  7  8  9 14 DAY 

HA 
test 

Footpad 
swelling  

test 

HA 
test 



 30

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity   
ในหนูท่ีถูกกดภูมิคุมกัน ( immunosuppressed mice )                     
ดวยยา cyclophosphamide (CP)  

วิธีการทดลองพัฒนาจากแบบของBafna and Mishra (2005) ดังนี้ 

1. เลือกหนูเขากลุมทดลองโดยวิธีการสุม แบงกลุมทดลองเปน 6 กลุมๆละ 7 ตัว และแต
ละกลุมจะไดรับการปอน (PO)สารตางๆ หรือฉีดสารเขาชองทอง(IP) ดังนี ้

  กลุม 1 (NS-control)       NS 0.1 มล./30 ก. (PO) and NS ( IP)  
  กลุม 2 (CP-control) NS ( PO) and CP ( IP) 
  กลุม 3 (SS1)  SS. 19.5 มก./กก.(PO) and CP (IP) 
  กลุม 4 (SS2)  SS. 39 มก./กก.(PO) and CP (IP) 
  กลุม 5 (SS3)  SS. 78 มก./กก.(PO) and CP (IP) 
  กลุม 6 (Lev)  levamisole 25 มก./กก.(PO) and CP (IP) 

2. วันที่ 0 เปนวันเริ่มตนการทดลอง ทําการปอนสารตางๆตามกลุมทดลองตลอดตั้งแต
วันที่ 0-13 

3. วันที่ 10 ทําการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเขาชองทอง จํานวน1X108 เซลล /0.2 มล. ในหนู
ทุกตัว  

4. วันที ่ 14-16 หนูกลุม 2-6 ไดรับการฉีด CP ขนาด 50 มก./กก./วัน เขาทางชองทอง 
ตอเนื่องกันเปนเวลา 3 วัน   สําหรับหนูกลุม 1 จะไดรับการฉีด NS 

5. วันที่ 17, หลังจากที่ไดทําการวัดอุงเทาซายในหนูทุกตวั จึงทําการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะ
จํานวน1X108 เซลล /20 ไมโครลิตร เขาชั้นใตผิวหนงัของอุงเทาซาย แลวจึงพกัหนูไว
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

6. วันที่ 18, วางยาสลบหนูทุกตวัดวยยา ketamine hydrochloride ในขนาด 80 มก./ กก. 
รวมกับ xylazine hydrochloride ในขนาด 16 มก./ กก. จากนัน้จึงทําการวัดความ
หนาของอุงเทาซาย, เก็บตัวอยางเลือด เพือ่นําไปวิเคราะหหาปริมาณแอนติบอดี และ
ศึกษาทางโลหติวิทยาโดยนับจํานวนเม็ดเลือดขาวและแยกชนิดของlymphocytes, เก็บ
มามเพื่อนําไปศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา 

  



 31

immunized 

 
 

 การตรวจนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte  

 วิธีการวิเคราะหตามแบบของ Jackson and Warner (1986) ดังนี ้

1. เก็บตัวอยางเลอืดไวในขวดเก็บเลือดที่มีสารปองกันเลือดแข็งตัว ( K3 EDTA) และอยู
ในอุณหภูมิ 20-25° เซลเซียส 

2. ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาว (leukocyte count) โดยใชเครื่องอัตโนมัติ Coulter Act 
Diff ® 

3. สําหรับการนบัแยก T lymphocyte ชนิด CD4 และ CD8 จะกระทําโดยใชเครือ่ง 
FACScan ® โดยใสตวัอยางเลือดจํานวน 100 ไมโครลิตรลงในแตละหลอด จํานวน 3 
หลอด  

4. หลอดที่หนึ่ง เติม FITC labeled CD3 anti-mouse monoclonal antibody และ PE 
labeled CD4 anti-mouse monoclonal antibody ปริมาณอยางละ10 ไมโครลิตร, 
หลอดที่สองเติม FITC labeled CD3 anti-mouse monoclonal antibody และ PE 
labeled CD8 anti-mouse monoclonal antibody ปริมาณอยางละ 10 ไมโครลิตร 
สําหรับหลอดสุดทายเปนหลอด internal control 

5. เขยาหลอดเบาๆใหเขากัน แลวพักไวในทีม่ืด ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้น
จึงเติม 1XFACS lysing solution ปริมาณ 2 มล. แลวเขยาเบาๆใหเขากัน ตั้งทิ้งไวอีก 
10 นาที  
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6. นําหลอดไปปนดวยความเร็วรอบ 1500 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที แลวจึงดูด 
supernatant ทิ้งไปใหเหลือเฉพาะเซลลที่ตกตะกอน ทําการลางเซลลดวย FACS 
sheath fluid  

7. เติม 1%paraformaldehyde ปริมาณ 500 ไมโครลิตรลงในหลอด แลวจึงเขยาเบาๆให
เขากัน 

8. นําหลอดตัวอยางเขาเครื่อง FACScan® และทําการประมวลผลดวยโปรแกรม Cell 
Quest 

9. นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาคาสัมบูรณของจํานวน lymphocyte ชนิดตางๆ ดังสมการ
ตอไปนี ้ 

 Absolute lymphocyte (Alymp.) = leukocyte count X % lymphocyte 
 Absolute T lymphocyte = Alymp. X %CD3+ Cell 
 Absolute CD4+ T lymphocyte = Alymp. X %CD3+CD4+ Cell 
 Absolute CD8+ T lymphocyte = Alymp. X %CD3+CD8+ Cell  

 การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวิธ ีhaemagglutination antibody test 

1. นําตัวอยางเลือดที่แข็งตัวไปปนแยกซีร่ัมออก อุนซีร่ัมที่ไดใน water bath ที่อุณหภูม ิ
56° เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

2. เติม NS ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงในหลมุแตละหลุมของ 96-wells U bottom plate 
3. ปเปตตัวอยางซีร่ัม 25 ไมโครลิตร แลวทําการเจือจางแบบทวีคูณตอไป 
4. เติมเม็ดเลือดแดงแกะ 1 % ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม 
5. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงทําการอานผล  โดยใหคาหลุมสุดทายของ

การเจือจางซีร่ัมแบบทวีคณูที่ปรากฏปฏิกริยาการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงเปนคา
แอนติบอดี ไตเตอร  

 การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของมาม (histological examination) 

1. ตัดแยกมามออกจากรางกายหนู ทําการชั่งน้ําหนกั แลวเก็บรักษามามใน10 % formalin  
2. ตัวอยางชิน้เนือ้จะถูกทําใหแหง(dehydrate)  กอนทําการตรึง(embed) ดวยพาราฟน  
3. ตัดชิ้นเนื้อใหมีความหนาประมาณ 3 ไมโครเมตร แลวยอมดวยสี Hematoxylin-Eosin 

แลวเตรียมเปนสไลด  
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4. สไลดที่ไดนําไปสองตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิ
สภาพของมามในแตละกลุม  

3.2.5 การรวบรวมขอมูลและวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 รายงานผลการทดลองเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วิเคราะห
คาทางสถิติโดยใชวิธีการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว(one-way analysis of variances; 
ANOVA) และเปรียบเทยีบความแตกตางของกลุมตางๆโดย Least Significant Difference (LSD) 
multiple comparison test ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 หรือ p < 0.01 โดยอาศัย
โปรแกรม SPSS 
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บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 การประเมินภมิูคุมกันแบบ innate immunity 

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอความสามารถในการหลั่ง nitric oxide 
จากเซลล peritoneal macrophage      

 เซลล peritoneal macrophage ซึ่งไดเกบ็ออกมาจากหนู วัดความเขมขนของ nitrite ใน 
supernatant จากเซลลเพาะเลี้ยงโดยวิธี Griess reaction assay ไดผลดังนี้ 

 พบวาหนูกลุม control มีคาเฉลี่ยความเขมขนของ nitrite เทากับ 13.67±0.92 ไมโครโม
ลาร ซ่ึงต่ํากวาที่ปรากฏในหนูกลุมอ่ืนๆ  สําหรับหนกูลุมที่ไดรับการปอนผล S. scaphigerum จะมี
ความเขมขนของ nitrite เพิม่ข้ึนสัมพนัธกบัขนาดที่เพิ่มข้ึนของผล S. scaphigerum ดังนี้ กลุม 
SS1 เทากับ 14.43±0.89, กลุม SS2 เทากับ 22.33±3.53, และกลุม SS3 เทากบั 27.82±6.91    
ไมโครโมลาร โดยกลุม SS3 ซ่ึงไดรับผล S. scaphigerumในขนาดสูงสุดมีคาเฉลี่ยของระดับความ
เขมขนของ nitrite ที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control  สําหรับหนู
ที่ไดรับ levamisole ในขนาด 25 มก./กก. หรือกลุม Lev จะมีความเขมขนของ nitrite เทากบั 
24.32±1.35 ไมโครโมลาร ซ่ึงมากกวาในกลุม control อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (รูปที่ 7) 
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รูปท่ี 7   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอความสามารถในการหลั่ง nitric oxide จากเซลล peritoneal macrophage 
ทําการวัดความเขมขนของ nitrite ดวยวิธี Griess reaction assay  แทงกราฟเปนคาเฉลี่ยของ nitrite มีหนวยเปน ไมโครโมลาร ± 
คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยาง = 7     เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01  
Control = กลุมควบคุม, SS1 = S. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = S. scaphigerum (39 มก./กก.),                                  
SS3 = S. scaphigerum (78 มก./กก.) และ  Lev = levamisole(25 มก./กก.) 
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4.2 การประเมินภมิูคุมกันแบบ adaptive immunity  

4.2.1 ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูท่ีมีการ
 ทํางานของระบบภูมิคุมกันเปนปกติ ( immunocompetent mice ) 

 ในการศึกษาเบื้องตน เพื่อใหทราบถึงฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาที่มีตอระบบภูมิคุมกันใน
สัตวทดลอง จึงไดทําการทดสอบฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอความสามารถในการสราง
แอนติบอดแีละ ปฏิกริยา delayed-type hypersensitivity ที่เหนีย่วนําใหเกิดขึ้นดวยเมด็เลือดแดง
แกะในหนูปกติ  หนูทดลองในแตละกลุมจะมี 7 ตัว ยกเวนในกลุม control และกลุม cimetidine 
จะมีเพยีง 6 เนือ่งจากหนูในกลุมดังกลาวตายเพราะความผดิพลาดของการทําหัตการ 

• การทดสอบดวยปฏิกริยาแบบ delayed-type  hypersensitivity (DTH) 

  ผลการทดลองพบวา หนกูลุม control มีการบวมของอุงเทาซ่ึงแสดงเปนคาเฉลี่ย
ของ %inflammation  สูงสุดเทากับ 11.12±1.60 ขณะที่หนูกลุมที่ไดรับผล S. scaphigerumใน
ขนาดตางๆคือ SS1, SS2, SS3 ตางก็แสดง %inflammation  ต่ํากวากลุม control โดยแปรผันกลับ
กับขนาดของผล S. scaphigerum ที่เพิ่มขึ้นดงันี้ กลุม SS1=7.03%±1.25, กลุม 
SS2=5.84%±2.43, กลุม SS3=2.11%±1.02  สําหรับหนูกลุมที่ไดรับยา dexamethasone และ 
cimetidine จะมีคา %inflammation คอนขางต่ํา โดยกลุม Dex เทากับ 3.81±1.49 และกลุม Cim 
เทากับ 0.77±0.54  หนูกลุม Dex, Cim, และ SS3 มีคา%inflammation  ต่ํากวากลุมcontrol อยาง
เดนชัดและมนีัยสําคัญทางสถิติที่ p นอยกวา 0.01 แตการพิจารณาเปรียบเทยีบภายใน 3 กลุม
ดังกลาวพบวามิไดมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ สําหรับหนูที่ไดรับผล S. 
scaphigerum ในขนาดต่าํที่สุด (SS1) ไมพบความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม 
control การเปรียบเทียบระหวางกลุม SS1 กับ SS3 พบวามีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ
ที่ p นอยกวา 0.05 (รูปที่ 8) 

 ทั้งผล S. scaphigerum, Dex และ Cim ตางมีฤทธิย์ับยั้งการบวมของอุงเทาหนูไดโดยทํา
ใหเกิดเปอรเซนตการยับยั้งหรือเปอรเซนตการเปลี่ยนแปลง (Percent change) เมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุมตามลาํดับดังตอไปนี้ผล S. scaphigerum ในขนาด 19.5 มก./กก. (SS1) เทากบั 36.78%,
ผล S. scaphigerum ในขนาด 39 มก./กก. (SS2) เทากับ 47.48%, ผล S. scaphigerumในขนาด 
78 มก./กก. (SS3) เทากับ 81.02%, dexamethasone ในขนาด 1 มก./กก. เทากับ 65.73% และ 
cimetidine ในขนาด 33 มก./กก. เทากบั 93.07% 
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รูปท่ี 8   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการเกิดปฏิกริยา delayed-type  hypersensitivity (DTH) \ในหนูปกต ิ
การทดสอบปฏิริยาDTH ใชรูปแบบ footpad swelling test  แทงกราฟแสดงกลุมของหนู, คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ของคาเฉลี่ย ใตแทงกราฟแสดงจํานวนตัวอยางในแตละกลุม    เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัเมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01   เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ 
p<0.05  สําหรับการเปรียบเทียบรอยละของความแตกตางระหวางกลุมตางๆกับกลุม control (percent change) รายงานไวดานลาง
ของรูป   
Control = กลุมควบคุม, Dex = dexamethasone(1 มก./กก.), SS1 = S. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = S. scaphigerum 
(39 มก./กก.),  SS3 = S. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Cim = cimetidine(33 มก./กก.) 
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• การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี haemagglutination antibody test 

 การวัดปริมาณแอนติบอดใีนรางกายที่จําเพาะตอเม็ดเลือดแดงแกะเปนการประเมินการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันในแบบ humoral immune response โดยวัดปริมาณแอนติบอดีที่เกดิขึ้น
ดวยวิธี haemagglutination antibody test ตัวอยางซีร่ัมที่นํามาทดสอบไดจากการเจาะเลือด
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร จาก tail vein ในสัปดาหที่หนึ่งและสัปดาหที่สองภายหลังการฉีดเม็ดเลือด
แดงแกะเขาชองทอง แอนตบิอดีจากสัปดาหที่หนึ่งเปนผลของ primary immune response และ 
แอนติบอดจีากสัปดาหที่สองเปนผลของ secondary immune response ปริมาณแอนติบอดีแสดง
เปนคา   log2 ของแอนติบอดีไตเตอรวดัเปนระดับแอนตบิอดี 

 ในสัปดาหทีห่นึ่งพบวาหนูทกุกลุมมีคาแอนติบอดีไตเตอรไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ
ทางสถิติ อยางไรก็ตามหนกูลุมที่ไดรับยา dexamethasone มีคาแอนติบอดีไตเตอรต่ํากวากลุมอ่ืน
คือเทากับ 7.29  ซ่ึงเปนผลจากการยับยั้งการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของยา   

 ในสัปดาหที่สองคาแอนติบอดีไตเตอรของหนูทุกกลุมเพิ่มสูงขึ้นกวาในสัปดาหที่หนึ่ง จาก
การเปรียบเทยีบคาแอนติบอดีไตเตอรของสัปดาหที่สอง พบวาหนูกลุม Dex จะมีคาเฉลี่ยของ
แอนติบอดีไตเตอรต่ํากวาหนกูลุม control อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  สําหรับหนูกลุม SS1, SS2 
และ SS3 มีคาเฉลี่ยของแอนติบอดีไตเตอรเพิม่สูงขึ้นโดยแปรผันตามขนาดของผล S. 
scaphigerum แตอยางไรก็ตามยังไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ และผลของกลุม Cim กไ็ม
พบความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเชนกัน (รูปที่ 9) 
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รูปท่ี 9     ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการสรางแอนติบอดี/ในหนูปกต ิ
การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอเม็ดเลือดแดงแกะในหนูปกติดวยวิธี HA test ปริมาณแอนติบอดีรายงานเปนคา log2 ของ
คาแอนติบอดีไตเตอร ที่สัปดาหที่หนึ่งและสองหลังการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเขาชองทอง แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของ
แอนติบอดีไตเตอร, คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย, และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม  เคร่ืองหมาย * แสดงความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control โดย p < 0.05  
Control = กลุมควบคุม, Dex = dexamethasone(1 มก./กก.), SS1 = S. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = S. scaphigerum 
(39 มก./กก.),  SS3 = S. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Cim = cimetidine(33 มก./กก.) 
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4.2.1 ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูท่ีไดรับ
 ยากดภูมิคุมกัน ( immunosuppressed mice ) 

 การทดลองในหนูที่ถูกกดภูมคิุมเปนรูปแบบหนึ่งที่ใชทดสอบฤทธิ์ของสารปรับเปลี่ยน
ภูมิคุมกัน เพื่อศึกษาความเปนไปไดของสารที่จะทําการปรับเปลี่ยนภมูิคุมกันรางกายในสภาวะที่
รางกายมีความบกพรองของภูมิคุมกันอนัอาจเกิดจากสภาวะของการติดเชื้อ, ความเครียด, การไดรับ
สารพิษจากสิ่งแวดลอม และ การไดรับยากดภูมิคุมกนัเพือ่รักษาโรคตางๆ นอกจากนัน้การศึกษาใน
สภาวะทีไ่ดรับการกดภูมิคุมกันนั้นสามารถลดผลกระทบจาก immunoregulatory system การ
ทดลองครั้งนี้ไดใช cyclophosphamide(CP) เปนยากดภูมิคุมกัน และกลุมควบคุมใหยา 
levamisole ซ่ึงเปนยาที่สามารถกระตุนการทํางานของระบบภูมคิุมกันที่ถูกกดการทํางานดวยยา 
CP โดยสามารถกระตุนการทํางานของเซลลในระบบภมูิคุมกันแบบ innate immunity และแบบ 
adaptive immunity ได  หนูทดลองแบงออกเปน 6 กลุมๆละ 7 ตัว ทุกกลุมไดรับการกดภูมิคุมกัน
รางกายดวยการฉีดยา CP เขาชองทอง (IP) ในขนาด 50 มก./กก./วัน ตดิตอกัน 3 วัน ยกเวนหนูใน
กลุม NS-control  จะไดรับการฉีด normal saline แทน เพื่อเปนกลุมเปรียบเทียบความรุนแรงของ
การกดภูมิคุมกันจากยา CP หนูที่ไดรับการกดภูมิคุมกนัทุกตัวยังคงกนิอาหาร น้ํา และมีกิจกรรม
ตามปกต ิ สําหรับน้ําหนกัเฉลี่ยของหนูแตละกลุมภายหลังไดรับยากดภูมิคุมกันพบวาไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ 

• การทดสอบดวยปฏิกริยา DTH  

 ผลการทดลองพบวา หนูกลุม NS-control จะมี %inflammation สูงที่สุดคือเทากับ
11.58±1.88 ขณะทีห่นูกลุมอ่ืนที่ไดรับยา CP จะแสดง %inflammation ต่ํากวาดังนี้ กลุม CP-
control =3.28±1.03, SS1=4.53±0.86, SS2=7.69±1.38, SS3=9.22±1.06, Lev=6.85±0.40 
แสดงใหเหน็วา  ยา CP สามารถยับยั้งปฏิกริยา DTH ไดอยางชัดเจน  หนูกลุมที่ไดรับยา CP แต
ไมไดรับการปอนผล S. scaphigerum หรือ levamisole จะแสดง%inflammation ต่ําที่สุด หาก
แสดงผลการทดลองเปนคารอยละของการถูกยับยั้งเปรยีบเทียบกับกลุม NS-control หนูกลุมที่ไดยา 
CP เทากับ 76.71%  กลุมหนูที่ไดรับทั้งผล S. scaphigerum และCP  %การยับยั้งจะลดนอยลง
แปรผันตามความเขมขนที่เพิ่มขึ้นของขนาดผล S. scaphigerum ที่ใหดังนี ้ SS1=60.88%, 
SS2=33.59%, SS3=20.37%  โดยกลุม SS2 และ SS3 จะมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ p 
นอยกวา 0.01 เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control  และกลุมSS3ยังแตกตางจากกลุม SS1 อยาง
มีนัยสาํคัญที่ p นอยกวา 0.05 สําหรับหนกูลุมที่ไดรับ levamisole จะถูกยับยั้งเทากบั 40.75% ซ่ึง
แตกตางจากกลุม CP-control อยางมีนัยสําคัญที่ p นอยกวา 0.05 (รูปที่ 10)  



 41

 

-----------------        CP +     ------------------CP -

**
**

*

(7n)

(7n)

(7n)

(7n)

(7n)

(7n)

inhibition
     (%) 76.71 60.88 33.59 20.37 40.75

##

------------------------------------------------------------------------

NS-control CP-control SS.1 SS.2 SS.3 Lev
0.00

4.00

8.00

12.00

in
fla

m
m

at
io

n 
(%

)
O

O

O

O

O

O

11.58 3.28 4.53 7.69 9.22 6.86

 
รูปท่ี 10   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการเกิดปฏิกริยา delayed-type  hypersensiyivity  ในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปฏิกริยา DTH ทดสอบโดยวิธี footpad swelling test แทงกราฟแสดงกลุม,  คาเฉลีย่ของ % inflammation ± คาความคลาดเคลื่อน
มาตรฐานของคาเฉลี่ย, และจํานวนตัวอยาง  เคร่ืองหมาย * และ **  แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 และ 
P< 0.01 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุมCP-control  เครื่องหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 
เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกกดภูมิคุมกันของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับกลุม 
NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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• การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี haemagglutination antibody test 

 จากผลการศึกษาเบื้องตนในหนูปกติ พบวาหนกูลุมที่ไดรับผล S. scaphigerum มี
แนวโนมที่จะมีการสรางแอนติบอดีเพิ่มขึน้เพียงแตคาแอนติบอดี ไตเตอรที่สูงขึ้นอยางแปรผันตาม
ขนาดของผล S. scaphigerum นั้น เมื่อนํามาเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมแลวไมมคีวามแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ อยางไรก็ตามเนื่องจากผลที่ไดแสดงใหเห็นแนวโนมวา S. scaphigerum
อาจมีฤทธิ์กระตุนการสรางแอนติบอดี ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มี
ตอการสรางแอนติบอดีในหนูที่ไดรับการกดภูมิคุมกันดวย 

 ผลการทดลองพบวา หนูกลุม NS-control ซ่ึงไมไดรับยา CP มีคาแอนติบอดีไตเตอรสูง
ที่สุดคือ เทากับ 6.71±0.28 เมื่อเปรียบเทียบกับหนกูลุมอ่ืนๆทุกกลุมที่ไดรับยา CP ซ่ึงมีคา
แอนติบอดีไตเตอรดังนี้ กลุมCP-control=3.86±0.34, SS1=4.00±0.53, SS2=4.71±0.18, 
SS3=5.42±0.36 และ Lev=4.71±0.35   จะเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอน
สารทดสอบอื่นๆรวมดวย มีคาแอนติบอดไีตเตอรต่ําที่สุด และหากแสดงคาการยับยัง้เปนเปอรเซนต
แลวพบวาการสรางแอนติบอดีถูกยับยั้งไปมากที่สุดถึง 42.47% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-
control  ในหนูกลุมที่ไดรับการปอนผล S. scaphigerum รวมกับยา CP พบวาฤทธิ์ยับยั้งภูมิคุมกนั
ของยา CP มีความรุนแรงลดนอยลงเมื่อขนาดของผล S. scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึน้ตามลําดับ โดย
ที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./กก.(SS3) จะเปนผลใหเกดิความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัที่ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับการใหผล S. scaphigerum ในขนาดต่ําที่สุด 19.5 มก./กก. 
(SS1)  สําหรับหนูกลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ภูมิคุมกันที่ลดลงเชนกัน แตไมมคีวามแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ เมือ่เปรียบเทียบกับกลุม CP-control (รูปที่ 11) 
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รูปท่ี 11   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการสรางแอนติบอดีในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
การวัดปริมาณแอนติบอดีใชวิธี haemagglutination antibody test ปริมาณแอนติบดีแสดงเปนคา Log2 ของ แอนติบอดีไตเตอร  
แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลีย่ของแอนติบอดีไตเตอร ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยางของแตละ
กลุม  เคร่ืองหมาย  ** แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ p < 0.01เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  
## แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกกด
ภูมิคุมกันของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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• การตรวจนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte 

 ผลการนับจํานวนเมด็เลือดขาวพบวา หนกูลุม NS-control ซ่ึงไมไดรับยา CP มีจํานวนเม็ด
เลือดขาวมากที่สุดคือเทากับ 3886±369 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทุกกลุมที่ไดรับยา CP 
ดังนี้ กลุมCP-control = 829 ± 124, SS1 = 871 ± 165, SS2 = 1257 ± 201, SS3 = 1767 ± 387 
และ Lev = 1733 ± 295  ดังเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบอื่น
รวมดวย มีจํานวนเม็ดเลือดขาวนอยทีสุ่ดซึ่งแสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของเซลลเม็ดเลือดขาว
ถูกกดไปมากที่สุดถึง 78.66% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่ไดรับการปอนทั้งผล
S. scaphigerum และยา CP พบวาการยับยั้งโดย CP คอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. 
scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึ้นเปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./
กก.(SS3) ทําใหเกิดความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบัการใหผล S. scaphigerum
ในขนาดต่ําทีสุ่ด 19.5 มก./กก.(SS1)  สําหรับหนูกลุม Lev แสดงการถูกยับยั้งที่ลดลงเชนกันและมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control (รูปที่ 12) 

  ผลการนับจํานวนเซลล lymphocyte พบวาหนกูลุม NS-control มีจํานวน lymphocyte
มากที่สุดคือ เทากับ 3362±339 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทกุกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุม
CP-control = 783 ± 120, SS1 = 840 ± 167, SS2 = 1220 ± 202, SS3 = 1681 ± 377 และ Lev 
= 1606 ± 293  ดังเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบอื่นรวมดวย มี
จํานวนเซลล lymphocyte นอยที่สุด แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของเซลล lymphocyte ถูก
ยับยั้งไปมากทีสุ่ดถึง 76.71% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  สําหรับหนกูลุมที่ไดรับการ
ปอนทั้งผล S. scaphigerum และยาCP  การถูกยับยั้งโดยยาCP จะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล  
S. scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึ้นเปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 
มก./กก.(SS3) จะเปนผลใหเกิดความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 
CP-control ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบัการใหผล S. 
scaphigerum ในขนาดต่ําที่สุด 19.5 มก./กก. (SS1)  สําหรับหนกูลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ที่
ลดลงเชนกันและมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ p< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
(รูปที่ 13) 

 ผลการนับจํานวน T lymphocyte (CD3+ lymphocyte) พบวาหนกูลุม NS-control มี
จํานวน T lymphocyte มากที่สุดคือเทากับ 1419±127 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทุกกลุมที่
ไดรับยา CP ดังนี้ กลุมCP-control = 533 ± 99, SS1 = 626 ± 144, SS2 = 886 ± 172, SS3 = 
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1119 ± 253 และ Lev = 1087 ± 212  ดงัเห็นไดวาหนกูลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสาร
ทดสอบอื่นรวมดวย มีจํานวน T lymphocyte นอยทีสุ่ด แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ T 
lymphocyte ถูกยับยั้งไปมากที่สุดถึง 62.43% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่
ไดรับการปอนผล S. scaphigerum สภาวะภูมิคุมกนัถูกยับยั้งจะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. 
scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึน้เเปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./
กก.(SS3) จะเปนผลใหเกดิความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-
control ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับการใหผล S. 
scaphigerum ในขนาดต่ําที่สุด 19.5 มก./กก. (SS1)  สําหรับหนกูลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ที่
ลดลงเชนกันและมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
(รูปที่ 14) 

 ผลการนับจํานวน CD3- lymphocyte  พบวาหนูกลุม NS-control มีจํานวน CD3- 
lymphocyte เทากับ 1943±247 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทกุกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุม
CP-control = 249 ± 59, SS1 = 214 ± 27, SS2 = 335 ± 37, SS3 = 562 ± 142 และ Lev = 519 
± 88  ดังเห็นไดวาหนูทุกกลุมที่ไดรับ CP จะมจีํานวน CD3- lymphocyte ลดลงอยางมากในระดับ
ที่ไมเกิดความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ โดยหนูกลุม CP-control และ กลุม SS1 จะลดลงใกลเคียง
กัน เทากับ 87.18% และ 88.98% ตามลําดับ แมวาหนูที่ไดรับการปอนผล S. scaphigerum ใน
ขนาดตางๆกันจะไมแสดงผลที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคญั แตสามารถที่แสดงใหเห็นถึงผลที่
ตอบสนองอยางแปรผันตามขนาดของผล S. scaphigerum (รูปที่ 15) 

 ผลการนับจํานวน CD4+ T lymphocyte พบวาหนูกลุม NS-control มีจํานวน CD4+ T 
lymphocyte เทากับ 1075±101 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทกุกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุม
CP-control = 421 ± 74, SS1 = 491 ± 113, SS2 = 693 ± 134, SS3 = 868 ± 201 และ Lev = 
817 ± 159  ดังเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบใดๆ มีจํานวน 
CD4+ T lymphocyte นอยกวาทุกกลุม  แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ CD4+ T lymphocyte 
ถูกยับยั้งไปมากที่สุดถึง 60.83% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่ไดรับการปอนทั้ง
ผล S. scaphigerum  และยาCP การถูกยับยั้งโดยยาCPจะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. 
scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึน้เปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./
กก.(SS3) จะเปนผลใหเกดิความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-
control สําหรับหนูกลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ที่ลดลงเชนกันและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control (รูปที่ 16) 
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 ผลการนับจํานวน CD8+ T lymphocyte พบวาหนูกลุม NS-control จะมีจํานวน CD8+ T 
lymphocyte เทากับ 361±28 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทุกกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุมCP-
control = 114 ± 26, SS1 = 123 ± 30, SS2 = 196 ± 38, SS3 = 257 ± 51 และ Lev = 271 ± 58  
ดังจะเห็นไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบใดๆ จะมีจํานวน CD8+ T 
lymphocyte นอยกวาทุกกลุมหรือแสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ CD8+ T lymphocyte ถูก
ยับยั้งไปมากทีสุ่ดถึง 68.42% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่ไดรับการปอนผล S. 
scaphigerum และยาCP การถูกยับยั้งโดยยาCPจะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. scaphigerum
ที่ใหเพิ่มขึน้เปนลําดับ โดยทีก่ารใหผล S. scaphigerum ในขนาดสงูสุดที่ 78 มก./กก.(SS3) จะ
เปนผลใหเกดิความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control ทั้งยังมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 สําหรับหนกูลุม Lev แสดง
การถูกยับยั้งทีล่ดลงมากที่สุด (24.93%) และมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.01 เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุม CP-control (รูปที่ 17) 
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รูปท่ี 12   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณเม็ดเลือดขาวในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณเม็ดเลือดขาวรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลีย่ของจํานวนเม็ดเลือดขาว ± คาความคลาด
เคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่ และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม         เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ 
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวนเม็ดเลือดขาวของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับ
กลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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---------------------       CP +     ---------------------CP -
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รูปท่ี 13   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลีย่ของจํานวนlymphocyte ± คาความคลาด
เคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่  และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม        เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ 
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวนlymphocyteของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับ
กลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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-----------------       CP +     ------------------CP -
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รูปท่ี 14   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ T lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ T lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลติร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนT lymphocyte ± คา
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม    เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวน T lymphocyte ของกลุมตางๆที่เกิดขึ้น
โดยเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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รูปท่ี 15   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ CD3- lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ CD3- lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนCD3- lymphocyte ± คา
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม    ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติใน
ระหวางกลุมตางๆที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวน CD3- lymphocyte ของ
กลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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------------------       CP +     -----------------CP -

*
*
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รูปท่ี 16   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ CD4+ T lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ CD4+ T lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนCD4+ T lymphocyte,  
คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย,  และจํานวนตวัอยางของแตละกลุม    เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control    สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวนCD4+ T 
lymphocyte ของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทยีบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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*
**

------------------       CP +     ------------------CP -

(7n)

(7n) (7n)
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(6n)
(6n)

inhibition
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รูปท่ี 17   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ CD8+ T lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ CD8 +T lymphocyte รายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนCD8+ T lymphocyte,  
คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตวัอยางของแตละกลุม    เคร่ืองหมาย  * และ ** แสดงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 หรือ p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control ตามลําดับ  เครื่องหมาย  # แสดงความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวน CD8+ T 
lymphocyte ของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทยีบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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• การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของมาม 

 ภายหลังที่ไดทาํการทดสอบปฏิกริยา DTH และเก็บตวัอยางเลือดแลว ไดทําการตดัแยกมาม
ออกจากรางกายหนูทกุตัว ทําการชั่งน้ําหนัก และหาคาเฉลี่ยของน้ําหนักมามในหนแูตละกลุมไดผล
ดังนี้  พบวาหนูกลุม NS-control จะมีน้ําหนักมามเฉลี่ย 150±10 มก. ซ่ึงมากกวาหนทูุกกลุมที่ไดรับ
ยา CP ดังนี้ กลุมCP-control = 82 ± 3, SS1 = 86 ± 3, SS2 = 94 ± 6, SS3 = 102 ± 3 และ Lev 
= 86 ± 5  ดังเห็นไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบใดๆ จะมีน้ําหนักมาม
เฉล่ียนอยกวาทุกกลุมหรือนอยกวากลุม NS-control ถึง 45.33% หนูกลุมที่ไดรับการปอนผล S. 
scaphigerum ที่ขนาด 78 มก./กก. (SS3) จะมีน้ําหนกัมามเฉลี่ยมากที่สุด และมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control   สําหรบัน้ําหนกัมามเฉลี่ยของ
หนูกลุม Lev ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
(รูปที่ 18) 

 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิของมามพบวา มามจากหนูกลุม NS-control จะมกีารขยายตัวของ 
lymphoid follicle อยางเดนชัด และเห็นขอบเขตของ germinal center ในสวนของ white pulp 
ได และlymphocyte ที่อยูในสวนนีจ้ะอยูเรียงตัวกนัอยางหนาแนน  มามจากหนูกลุม CP-control 
จะมีความแตกตางจากหนูกลุม NS-control อยางชัดเจน ขอบเขตและการกระจายตัวของ lymphoid 
follicle นอยกวาหนูกลุมอ่ืนๆ, ไมพบ germinal center, และการเรียงตัวของ lymphocyte ใน 
white pulp มีความหนาแนนนอยกวากลุมอ่ืน สําหรับหนูกลุมที่ไดรับยากดภูมิคุมกันและไดรับการ
ปอนผล S. scaphigerum จะมีขอบเขตและการกระจายตัวของ lymphoid follicle เพิ่มขึ้นแปรผนั
ตามขนาดของผล S. scaphigerum ที่ให โดยที่กลุม SS3 จะเห็น lymphoid follicle อยางเดนชัด 
และมีความหนาแนนของ lymphocyte ใน white pulp มากกวากลุม SS1 และ SS2  สําหรับกลุม 
lev พบวามีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดยีวกับกลุม SS3 (รูปที่ 19, 20) 
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------------------       CP+      ------------------CP -
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รูปท่ี 18   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอน้ําหนักของมามในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
น้ําหนักมามรายงานเปนหนวยมิลลิกรัม  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของน้ําหนักมาม ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย  
และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม  เคร่ืองหมาย  *  แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 
CP-control ตามลําดับ  เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการ
รายงานความแตกตางของน้ําหนักมาม ของกลุมตางๆเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของ
รูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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กลุม NS-control                                                                             กลุม CP-control 
 

                
กลุม SS1                                                                          กลุม SS2 
 

                    
กลุม SS3                                                                        กลุม Lev 
 

รูปท่ี 19   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิของมาม (40 เทา) ในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ภาพตัดขวางทางจุลพยาธิของมามหนูในกําลังขยาย 40 เทา ยอมดวยสี H&E    
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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กลุม NS-control                                                               กลุม CP-control 
 

                
กลุม SS1                                                                       กลุม SS2 
 

                
กลุม SS3                                                                        กลุม Lev 
 

รูปท่ี 20   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิของมาม (5oo เทา) ในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ภาพทางจุลพยาธิของมามหนูตัวเดียวกันกับที่แสดงในรูป 19  ในกําลังขยาย 500 เทา แสดงเฉพาะบริเวณ white pulp จะเห็นการเรียง
ตัวของเซลลในความหนาแนนที่แตกตางกัน 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

การศึกษาฤทธิป์รับเปลี่ยนภมูิคุมกันของผล S. scaphigerum ในหนูทดลองครั้งนี้ 
สมุนไพรที่ใชทดสอบเปนรูปแบบที่ไมไดผานกรรมวิธีการสกัดใดๆ(crude drug) คงใชแตเพยีงผง
แหงจากเนื้อผล S. scaphigerum ที่ไดมาจากแหลงเดยีวกันโดยตลอด เนื่องจากเปาหมายหลักของ
การวิจยัในครัง้นี้มุงเนนถึงผลที่เกิดขึ้นตอการนําไปใชในเชิงปฏิบัติ ซ่ึงปจจุบันมีการบริโภค
เครื่องดื่มที่ผลิตจากเนื้อผล S. scaphigerum เปนจํานวนมาก โดยมีการกลาวถึงสรรพคุณมากมาย 
แตยังไมมีขอมลูทางวิทยาศาสตรที่ยืนยันได หรือการนําไปใชในทางปศุสัตวเพื่อเปนสารชวยการ
เจริญเติบโตในสัตว หรือเปนขอมูลสนับสนุนการใชในทางการแพทยทางเลือก อีกทั้งขอมูลในการ
วิจัยนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานทีย่ืนยนัฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันของผล S. scaphigerum ในสัตว อัน
จะนําไปสูการศึกษาในเชิงลึกตอไป ถึงองคประกอบยอยใดในผล S. scaphigerum ที่กระทําฤทธิ์
เชนนั้น หรือกระทําโดยกลไกใด 

เนื้อผลของ S. scaphigerum นั้น จัดเปนสารประเภททีเ่รียกวา gum โครงสราง
พื้นฐานของ gum คือโพลีแซคคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายๆชนิด อันไดแก 
glucose, xylose, arabinose, rhamnose และ polyuronic acid โดยพันธะเคมทีี่เชื่อมระหวาง
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวนั้นจะเปนทั้งพันธะ alfa  และ beta-glycosidic linkage (Wynn and 
Fougere, 2007) พันธะที่เปนสายalfa สามารถที่จะถูกตัดยอยไดดวยเอนไซม alfa-galactocidase 
ที่มีอยูในทางเดินอาหารของสัตว ขณะทีส่ายbeta อาจไมถูกตัดยอยอยางสมบูรณเนื่องจากความ
บกพรองของเอนไซม beta-galactocidase ในสัตว (Case et al., 2000)  ดังนั้น gum ที่กินเขาไป
จะถูกยอยไดบางสวน สวนที่ไมถูกยอยจะคงเปนสายโพลีแซคคาไรดส้ันๆอยูในลักษณะที่เรียกวา 
repeating unit โครงสรางที่มีความเหมาะสมของ repeating unit นี้ จะสามารถกระตุน pattern 
recognition receptors(PRRs) ตางๆที่ปรากฏบนผิวเซลลภมูิคุมกันได 

S. scaphigerum ที่ใหโดยการกินอาจกระตุนภูมิคุมกันผาน PRRs ของเซลล
ภูมิคุมกันที ่ gut-associated lymphoid tissue (GALT) หรือเขาสูระบบของรางกาย เชนในงาน
ศึกษาทาง เภสัชจลนศาสตรของ betaglucan (โพลีแซคคาไรดที่ไดจากเห็ดประกอบดวยสายพันธะ
beta) พบวา betaglucan ที่ใหโดยการกนิจะเคลื่อนทีไ่ปยัง GALT และสามารถผานเขาสูกระแส
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เลือดได  (Rice et al., 2005)  ดังจะเห็นไดวาโครงสรางของโพลีแซคคาไรดจากผล S. 
scaphigerum  อาจถูกระบบทางเดินอาหารยอยสลายใหมีลักษณะเปน repeating unit ที่สามารถ
กระตุนเซลลภมูิคุมกันที่ GALT หรือเคลื่อนที่ผานผนังลําไสเขาสูกระแสเลือดเพื่อกระตุนการทํางาน
ของระบบภูมคิุมกันในแบบ systemic ตอไป   

ระบบภูมิคุมกนัแบบ innate immunity เกิดขึ้นจากกลไกพื้นฐานทางสรีรวิทยา
ของรางกายในหลายรูปแบบและการทํางานของ phagocytic cells เชน neutrophil, macrophage  
หนาที่การทํางานของเซลล macrophage ที่มีตอระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity นัน้ 
ประกอบดวย การสรางสารหลายชนิดที่เกี่ยวเนื่องกับกระบวนการอักเสบ (เชน proiflammatory 
cytokines, arachidonic acid metabolites) และ  การกําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัยการ 
phagocytosis ซ่ึงในกระบวนการนี้จะมกีารสรางและหลั่งสารที่เรียกวา nitric oxide 

Nirtric oxide มบีทบาทสําคัญตอสรีรการทํางานในรางกาย เชน การขยายหลอด
เลือด, ควบคมุการบีบตัวของหัวใจ, เปนสารสื่อประสาท (neurotransmitter), การเปน second 
messenger ในขบวนการ signaling transduction ของเซลล, ควบคุมการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด 
(Garcia and Stein, 2006)  ขณะเดียวกัน nitric oxide มีสภาพเปนอนุมูลอิสระ ซ่ึงสามารถ
เปลี่ยนแปลงไปเปนอนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆที่เปนอันตรายตอเซลลไดเชนกัน การเกิดขึ้นของ nitric 
oxide ที่นําไปสูการทําลายเซลลจะเกดิจากการทํางานของเอนไซม iNOS ซ่ึงถูกกระตุนโดย
กระบวนการอกัเสบ macrophage เปนเซลลที่สามารถสรางและหลั่ง nitric oxide จากการทํางาน
ของเอนไซม iNOS อันนําไปสูการฆาและทําลายเซลลจุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอม การวัดปรมิาณ 
nitric oxide ที่เกิดขึ้นภายหลังการกระตุน macrophage ดวย LPS จะเปนการวัดความสามารถใน
การทํางานของเซลลนี้ ซ่ึงจะเชื่อมโยงไปถึงผลของ innate immunity  จากการศกึษาโพลีแซคคา
ไรดของพืชหลายชนิด พบวามีฤทธิ์กระตุนการทํางานของ macrophage (Schepetkin and 
Quinn, 2006) โดยมีวิธีการทดลองแบบ in vitro ซ่ึงอาจทําการแยก macrophage ออกจากกายหนู 
หรือ ใช macrophage cell line มาทดสอบกับโพลีแซคคาไรดที่สกัดแยกออกมาจากพืชสมุนไพร 
การทดสอบดงักลาวอาจไมสามารถแสดงถึงผลของสมุนไพรที่เกดิขึน้จริงในรางกาย เพราะไมได
ครอบคลุมถึงผลทางเภสัชจลนศาสตรที่รางกายไดกระทาํตอยาอันเปนเหตุใหอาจมีการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของยาใหแตกตางไปจากเดิม สําหรับการศึกษาฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอ 
macrophage ในงานวจิัยนีเ้ปนรูปแบบของ ex vivo ซ่ึงผลการทดลองที่เกิดขึ้นจะมคีวามสัมพันธ
กับเภสัชจลนศาสตร และเหมาะสมในการนําไปอธิบายผลที่เกิดขึ้นจากการใชผล S. scaphigerum
ในทางปฏิบัต ิ นอกจากนี้รายงานของ Schepetkin (2006) ยังแสดงใหเห็นวา โพลีแซคคาไรดที่
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สามารถกระตุน macrophage ใหหล่ัง nitric oxide เพิม่ขึ้น ยังมีผลตอการหล่ัง proinflammatory 
cytokines และความสามารถในการ phagocytosis เพิ่มขึ้นดวยเชนกัน  ผลจากการทดลองนีจ้ะ
เห็นวา การใหกินผล S. scaphigerum เปนระยะเวลาตอเนื่องกัน 10 วัน สามารถเพิ่มการหลั่ง 
nitric oxide จาก peritoneal macrophage เมื่อไดรับการกระตุนดวย LPS  อยางมีนัยสําคัญ และ
แสดงผลเดนชดักวาการให levamisole แตอยางไรก็ตามการกินผล S. scaphigerum ไมได
กอใหเกิดการเพิ่มขึ้นของ nitric oxide อยางรุนแรงจนอาจเปนผลเสียตอรางกาย ผลการทดลองครั้ง
นี้มีความสอดคลองกับผลการวิจัยใน in vitro ที่พบวาโพลีแซคคาไรดจากผล S. scaphigerum 
สามารถกระตุนการทํางานของ macrophage cell line ในการหลั่ง nitric oxide และการ 
phagocytosis (Piyarat, 2005) 

การศึกษาฤทธิป์รับเปลี่ยนภมูิคุมกันของผล S. scaphigerum ตอ adaptive 
immunity ในหนูปกต ิพบวาการใหกินผล S. scaphigerum สามารถยับยั้งการบวมของอุงเทาหนู
จากปฏิกริยาDTHไดโดยมีความสัมพันธกบัขนาดของผล S. scaphigerum ที่ให และแสดงความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  

Dexamethasone สามารถออกฤทธิ์เปนยาตานการอักเสบ หรือ ยากดภูมิคุมกัน 
เมื่อใหในขนาดสูง ขนาดของยาที่ใชในการทดลองนี้คือ 1 มก./กก. เปนขนาดที่สามารถกอใหเกดิ
การกดภูมิคุมกันได(Plumb, 2005) ผลของการให dexamethasone ในสัปดาหที่หนึ่งนั้นพบวา 
สามารถยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูจากปฏิกริยาDTHไดอยางมีนยัสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับหนู
กลุม control แตผลการยับยัง้การบวมของอุงเทาหนูโดย dexamethasone นั้นไมไดแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับหนูกลุมที่ไดรับผล S. scaphigerum ในขนาด 78 มก./กก. และกลุมที่ไดรับ 
cimetidine นอกจากนั้น dexamethasone ในสัปดาหที่หนึ่งนั้นไมไดแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งการ
สรางแอนติบอดี  ผลของ dexamethasone ที่มีตอการยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูจากปฏิกริยา
DTHในสัปดาหที่หนึ่งนั้น อาจมิไดเกิดจากฤทธิ์การกดภมูิคุมกันอยางเดนชัด เพราะหนูกลุมที่ไดรับ 
dexamethasone ยังมิไดแสดงการถูกยบัยั้งการสรางแอนติบอดีตอเม็ดเลือดแดงแกะในสัปดาหที่
หนึ่ง แตแสดงการถูกยับยั้งอยางมีนัยสําคัญตอเมื่อสัปดาหที่สองแลว 

Cimetidine เปน H2 receptor antagonist ที่ใชเปนยาลดการหลั่งกรดใน
กระเพาะอาหาร นอกเหนือจากฤทธิ์ดังกลาว cimetidine สามารถยับยั้งการทํางานของ suppressor 
cell (Brockmeyer et al., 1989; Tanji et al. 1991) ทําใหมีการใช cimetidine เพื่อเปนสารกระตุน
ภูมิคุมกัน(Plumb, 2005) ในการศึกษาวิจยันี้จึงไดนํา cimetidine มาใชเปนสารอางอิงฤทธิ์ในการ
กระตุนภูมิคุมกัน แตอยางไรก็ตาม ผลการทดลองจากหนูกลุมที่ไดรับ cimetidine แสดงใหเห็นการ
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ยับยั้งการบวมของอุงเทาหนจูากปฏิกริยา DTH อยางชัดเจน ซ่ึงอาจอธิบายไดวา cimetidine ยงั
สามารถมีฤทธิ์ระงับการอักเสบ โดยพบวามีงานวิจยัที่แสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ระงับการอักเสบ เชนการ
ยับยั้งการบวมของอุงเทาหนขูาวที่เหนี่ยวนาํดวย complete Freund’s adjuvant ไดถึง 92% 
(Ezeamazie and Umezurike, 1989) และ การระงับการอักเสบของ cimetidine อาจเกิดจากหลาย
กลไกเชน histamine antagonist หรือ antioxidant (Ching et al., 1994; Hunter et al., 1999) 

การอักเสบจากปฏิกริยา DTH นอกจากเกีย่วของกับการทาํงานของ T lymphocyte 
แลว ยังเปนผลพวงจากการทํางานของสารตางๆที่หล่ังออกจาก macrophage หรือ APC เชน 
proinflammatory cytokine, hydrolytic enzyme, ROIs และ nitric oxide (Abbas and 
Lichtman, 2005)  ดังนั้นผลจากการทดลองแบบ ex vivo พบวา ผล S. scaphigerum สามารถเพิ่ม
การหลั่ง nitric oxide จากเซลล macrophage ได จึงเปนเหตใุหนาจะมีการเพิ่มการบวมของอุงเทา
หนูจากปฏิกริยา DTH ที่เกดิขึ้นในหนูปกติ แตจากการทดลองกลับพบวา ผล S. scaphigerum  
ยับยั้งการบวมของอุงเทาหนจูากปฏิกริยา DTH   ทั้งนี้ขอขัดแยงที่ปรากฎอาจอธิบายไดวา  ผล S. 
scaphigerum ที่นํามาใชในการทดลองนี้เปนสมุนไพรที่ยังไมผานกระบวนการสกัดใดๆจึงอาจมี
องคประกอบของสารออกฤทธิ์หลายชนิด ซ่ึงบางสวนอาจออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเซลล 
macrophage ผาน PRRs ในขณะที่บางสวนอาจมีฤทธิ์เปน anti-inflammation ซ่ึงแสดงผลตาน
การอักเสบในสัตวทดลอง  

กระบวนการอกัเสบนั้นเปนเหตุการณทีเ่กดิขึ้นภายหลังการหลั่ง nitric oxide ของ 
macrophage ซ่ึง nitric oxide นั้น สามารถกระตุนการทํางานของ phospholipase A2ใหเกิดการ
สราง arachidonic acid (AA) จาก phospholipids ของผนังเซลล ซ่ึง AA จะถูกเปลี่ยนตอไปดวย
ขบวนการที่ตางกัน 2 วิธี คือ เปลี่ยนโดยเอนไซม cyclooxygenase (COX) กับ lipoxygenase 
(LOX) จะได prostaglandins (PG), thromboxane A2, leukotrienes, และ platelet activating 
factor (Stokes and Granger, 2000)  ผลรวมของ inflammatory mediators เหลานี้จะชักนํา
เซลลเม็ดเลือดขาวใหเคล่ือนผานผนังเยื่อบหุลอดเลือดเขามายังบริเวณเนื้อเยื่อมากขึน้ และกอใหเกดิ
ปฏิกริยาการอกัเสบ (Karasawa et al., 1991) ดังนั้นการใหกินผล S. scaphigerum ในชวงเวลาที่
มีการเหนีย่วนาํใหเกิดปฏิกริยา DTH  สารออกฤทธิ์บางสวนที่อาจมีฤทธ์ิเปน anti-inflammation จึง
สามารถยับยั้ง inflammatory mediators ตางๆที่เกิดขึ้นภายหลังการหล่ัง nitric oxide ของ 
macrophage และเปนผลใหปฏิกริยาการอักเสบของอุงเทาหนูลดลง จากหลายงานวิจัยทีแ่สดงให
เห็นวา โพลีแซคคาไลดจากพืช สามารถมีฤทธิ์ anti- inflammation เชน Echinacea purpurea (L.) 
และ Hypericum perforatum (L.) สามารถระงับการอักเสบของอุงเทาหนู ที่ถูกเหนีย่วนําใหเกดิขึ้น
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ดวยสาร carrageenan  โดยพบวามกีลไกยับยัง้เอนไซม iNOS และ COX-2 (Raso et al., 2002) 
หรือในกรณีการศึกษาวุนของวานหางจระเข ซ่ึงประกอบดวย acemannan, aloctin, aloctin A, 
และ mannose-6-phosphate พบวามีฤทธิ์เปน anti-inflammation โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ตางๆ
เชน ทําลาย brandykinnin (Yagi et al., 1987) , ยับยั้งการสังเคราะห prostaglandin E2 (Pennys, 
1982; Langmead et al., 2004) , ยับยั้งการทํางานของ LOX (Bezakova et al., 2005) , ยับยั้งการ
ทํางานของ COX (Yagi et al., 2003) , ยับยั้ง integrins ที่เปน adhesion molecules (Bowden, 
1998) นอกจากนีย้ังพบพชืที่ใหสารโพลีแซคคาไรดชนิดอื่นๆที่มีฤทธิ์ anti-inflammation เชน 
Picorrhiza kurroa  (Pandey and Das, 1988) และ Echinacea angustifolia (Tubaro et al., 
1987) เปนตน 

ดังจะเห็นไดวาโพลีแซคคาไรดจากพืชสามารถมีฤทธิ์ anti-inflammation ทั้งยังมี
โครงสรางที่ใชในการกระตุน PRRs ดังเชนที่พบในวานหางจระเข ซ่ึงสามารถเพิ่มการสรางnitric 
oxide ใหกับ macrophage cell line (Ramamoorthy et al., 1996) และขณะเดียวกันสามารถ
ยับยั้งกระบวนการอักเสบดวยกลไกการออกฤทธิ์ตางๆในสัตวทดลอง ผลการวิจัยฤทธ์ิของผล S. 
scaphigerum ที่ปรากฎในครั้งนี้ซ่ึงแสดงการยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูจากปฏิกริยา DTH จึง
อาจอธิบายไดในลักษณะเดยีวกัน นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา สารสกัด ethanol ของ S. 
scaphigerum สามารถเกิดกิจกรรมตานอนุมูลอิสระกับสารที่เปนอนุมูลอิสระที่เสถียร คือ 2, 2 
dipheyl-1-picrylhydrazyl radical  (ณฐนนท ตราชู, 2545) 

เม็ดเลือดแดงแกะเปน T-dependent antigen ดังนั้นในการสรางแอนติบอดีตอ
เม็ดเลือดแดงแกะจําตองอาศยัความรวมมือในการทํางานของทั้ง T lymphocyte, B lymphocyte 
และ macrophage  (Benacerraf, 1978) หนูปกติทีไ่ดรับ dexamethasone จะแสดงสภาวะการ
ถูกกดการสรางแอนติบอดใีหเห็นไดอยางชัดเจนในสัปดาหที่สอง ในขณะที่ฤทธิ์ของผล S. 
scaphigerum นั้นสงผลไปในทางกระตุนการสรางแอนติบอดีใหเพิม่ขึ้นโดยแปรผันตามขนาดของ
ผล S. scaphigerum แตความแตกตางนั้นยังไมมีนยัสําคัญทางสถิติ ซ่ึงเปนคุณลักษณะเชนเดียวกับ
ฤทธิ์ของ cimetidine โดยสาเหตุอาจเนื่องจากการตอบโตของระบบภูมิคุมกันใน secondary 
immune response นี้ไดรับผลจาก immune regulatory system เชน การเกิด antibody 
feedback mechanism เปนตน 

การทดสอบฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ในหนูที่ไดรับการกดภูมคิุมกัน หนจูะ
ไดรับการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะที่อุงเทา หลังจากที่ไดหยดุการปอนผล S. scaphigerum ไปแลวเปน
เวลา 3 วัน ดงันั้นฤทธิ์ของ anti-inflammation ที่อาจเกิดขึ้นใน S. scaphigerum จึงไมนาจะมี
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อิทธิพลตอการเกิดการอักเสบในระยะ elicitation ของปฏิกริยาDTH  การฉีดยา CP ในขนาด 50 
มก./กก. ติดตอกัน 3 วนั สามารถกดระบบภูมิคุมกันในรางกายทั้งแบบ cell-mediated และ 
humoral immunity ไดอยางเดนชัด โดยแสดงใหเห็นจากการลดลงของปฏิกริยา DTH, การสราง
แอนติบอดี, จาํนวนเม็ดเลือดขาว และพยาธิสภาพของมาม การปอนผล S. scaphigerum บงชี้ถึง
การปกปองระบบภูมิคุมกันของรางกายโดยสามารถลดผลกระทบจากการกดภูมิคุมกนัของ CP ทํา
ใหเห็นการตอบสนองที่เพิ่มขึ้นของระบบภูมิคุมกันรางกายจากการทดสอบ footpad swelling test 
ซ่ึงเกิดจากการทํางานของ T lymphocyte เปนสําคัญ และจากการสรางแอนติบอดทีี่เพิ่มขึ้นซึ่งเปน
หนาที่ของ B lymphocyte 

การเปลี่ยนแปลงการตอบสนองในปฏิกริยา DTH และการสรางแอนติบอดีของหนู
ทีไ่ดรับผล  S. scaphigerum  นอกจากทีเ่ปนผลจากการทํางานที่เพิ่มขึ้นของ macrophage แลว 
ยังเกดิจากจํานวนของเม็ดเลือดขาวดวย  หนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกนั เมื่อไดรับการปอนผล S. 
scaphigerum จะพบปรมิาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ โดยเมด็เลือดขาวที่เพิ่มขึน้คือ 
CD4+ T lymphocyte และ CD8+ T lymphocyte ซ่ึงเซลลทั้งสองตางมีบทบาทสําคัญในการเกิด
ปฏิกริยา DTH  

CD3- lymphocyte ประกอบดวยเซลลสวนใหญคือ B lymphocyte และเซลล
สวนนอยคือNK cell  การให CP จะทําใหปริมาณ CD3- lymphocyte ในกระแสเลือดของหนูลดลง
อยางมาก เมือ่ใหผล S. scaphigerumในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน จะทําใหพบปริมาณ CD3- 
lymphocyte มากขึ้นแปรผนัตามขนาดของผล S. scaphigerum แตปริมาณที่เพิ่มขึ้นนั้นไมมาก
พอที่ใหเห็นความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบัหนูที่ไดรับแตยากดภูมิคุมกัน 
ผลดังกลาวนี้สอดคลองกับการหายไปของ geminal center ในมามหนทูุกกลุมที่ไดรับ CP ซ่ึงเปน
ตําแหนงที่มกีารแบงตัวเพิม่จํานวนของ B lymphocyte แตอยางไรกต็าม เมื่อพิจารณาเปรียบเทยีบ
ถึงความเปลี่ยนแปลงของปริมาณ lymphocyte ชนิดตางๆในกลุมหนทูี่ไดรับผล S. scaphigerum
ในขนาด 78 มก./กก.กับหนูกลุมที่ไดรับยากดภูมิคุมกันเพยีงอยางเดียว เปนคารอยละ (percent 
change) พบวาผล S. scaphigerum ในขนาด 78 มก./กก. สามารถกอใหเกดิความเปลี่ยนแปลงตอ 
CD3- lymphocyte ไดมากกวา CD3+ lymphocyte (รูปที่ 22) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาผล S. 
scaphigerum อาจมีผลตอ B lymphocyte ไดเชนกัน   

CP มีผลตอทั้ง T และ B lymphocyte โดยแสดงผลตอ B lymphocyte อยาง
เดนชัดกวา ซ่ึงสามารถเห็นไดจากการลดลงของ lymphocyte ใน B cell zone ของตอมน้ําเหลอืง
และมาม ในขณะที ่T cell zone นั้นไมไดรับผลกระทบ (Turk et al., 1972)  และจากการทดลองนี ้
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(รูปที่ 23) พบวา CD3- lymphocyte และ CD3+ lymphocyte ไดรับผลกระทบจาก CP ในระดับ
ความรุนแรงทีต่างกัน ดังนั้นผลการทดลองนี้ยังไมอาจสรปุไดอยางชดัเจนวาผล S. scaphigerum
ไมมีผลตอการเพิ่ม B lymphocyte และควรที่จะมีการศึกษาตอไป 

การนับจํานวน T lymphocyte ในกระแสเลือดนี ้ แสดงถึงประชากรของ T 
lymphocyte ทั้งหมดซึ่งไมอาจระบุถึงจํานวน specific T lymphocyte ที่เพิ่มขึน้จากการกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัดวยเม็ดเลือดแดงแกะ แตอยางไรก็ตาม มีความเปนไปไดวา T lymphocyte ที่
เพิ่มขึ้นนั้นมาจาก T lymphocyte ที่ตอบสนองตอเม็ดเลือดแดงแกะ เพราะจากภาพทางจุลพยาธิของ
มาม ในหนูทีไ่ดรับการปอนผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุด มีการขยายตัวของขอบเขต 
lymphoid follicle ซ่ึงเปนลักษณะทีแ่สดงใหเห็นวา มีการตอบสนองตอแอนติเจน อยางไรก็ตาม
ขอมูลเชิงคุณภาพนีย้ังไมเพยีงพอที่จะสรุปวา มีการเพิม่ขึ้นของ specific T lymphocyte ในหนูที่
ไดรับผล S. scaphigerum หรือไมอาจสรุปไดอยางชัดเจนวามีฤทธิ์ตอระบบภูมคิุมกันแบบ cell-
mediated immunity จึงควรที่จะตองทําการศึกษาถึงฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอการเปลี่ยน 
แปลงของ specific T lymphocyte ใน adaptive immunity ตอไป และเพื่อใหขอมูลในการวจิยั
สมบูรณยิ่งขึ้น จึงควรเพิ่มกลุมทดลองที่ไมไดถูกกระตุนภูมิคุมกนัเพือ่เปรียบเทียบความแตกตางใน
การตอบสนองของภูมิคุมกนัแบบ adaptive immunity  

ผลการวิจัยฤทธ์ิปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันของผล S. scaphigerum ในหนูทดลองนี้ 
สามารถสรุปไดวาผล S. scaphigerum เปนสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั ที่มีฤทธิ์ตอท้ัง innate และ 
adaptive immunity โดยพบวา สามารถเพิ่มการหลั่ง nitric oxide ของmacrophage, เพิ่มการ
สรางแอนติบอดีที่จําเพาะ, ปกปองระบบภูมิคุมกันในสภาวะที่รางกายถูกกดภูมคิุมกันดวยยาCP 
โดยเฉพาะ T lymphocyte และนอกจากนี้ ยังพบวาผล S. scaphigerum สามารถยับยั้งการบวม
ของอุงเทาหนจูากปฏิกริยาDTH ได ซ่ึงอาจเปนผลจากฤทธิ์ anti-inflammation  จึงควรที่จะตอง
ทําการศึกษาตอไป ขอมูลที่ไดจากงานวิจยันี้สามารถนําไปใชสนับสนนุการใชผล S. scaphigerum
ในทางปฏิบัต ิ เชน การบริโภคเครื่องดื่มทีผ่ลิตจากผล S. scaphigerum, การใชเพือ่เปนสารเสริม
สุขภาพ, การใชในการแพทยทางเลือก, การใชเพื่อเปนสารชวยการเจริญเติบโตในสัตว และเปน
ขอมูลพื้นฐานที่จะนําไปสูการพัฒนายาที่มฤีทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนัตอไป ซ่ึงการนําไปในมนษุย
และสัตว ควรที่จะมีการศกึษาทางดานความปลอดภัย หรือ ความเปนพิษของผล S. scaphigerum 
และเพื่อการพฒันาตอไป จะตองทําการศึกษาถึงองคประกอบใดของผล S. scaphigerum ที่มีฤทธิ์
ปรับเปลี่ยนภมูิคุมกัน และมกีลไกการออกฤทธิ์อยางไร  
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ภาคผนวก ก 

การพิสูจนเอกลักษณ (identification)ของ Scaphium scaphigerum ดวยวิธี GC-MS 

 

 
 

รูปท่ี 21 ภาพ chromatogram ของสารสกัดเอทานอลของ Scaphium scaphigerum 

 

 
รูปท่ี 22 ภาพ chromatogram ของสารสกัดน้าํของ Scaphium scaphigerum 
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ภาคผนวก ข 
ตารางผลการทดลอง 

การประเมินภมิูคุมกันแบบ innate immunity 

 
Group 
 

Treatment  Nitrite concentration (µM) 

Control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- 
SS (19.5mg/kg) 
SS (39 mg/kg) 
SS (78 mg/kg) 
Levamisole  (25 mg/kg) 

13.67 ± 0.92 
14.43 ± 0.89 
22.33 ± 3.53 
27.82 ± 6.91 ** 
24.32 ± 1.35 * 

 
ตารางที่ 1   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอเซลล peritoneal macrophage ในการหลั่ง nitric oxide  
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่ วิเคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      

 

การประเมินภมิูคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูปกต ิ

 
Antibody titer (log2 scale) Group Treatment Inflammation % 
Week1 Week2 

Control 
Dex 
SS1 
SS2 
SS3 
Cim 

- 
Dexamethasone 1mg/kg 
SS (19.5 mg/kg) 
SS (39 mg/kg) 
SS (78 mg/kg) 
Cimetidine 30 mg/kg 

11.2 ± 1.6 
3.81 ± 1.49 ** 
7.03 ± 1.25 
5.84 ± 2.43 * 
2.11 ± 1.02 **  # 
0.77 ± 0.54 ** 

7.66 ± 0.33 
7.28 ± 0.42 
8.00 ± 0.21 
8.00 ± 0.00 
7.85 ± 0.14 
7.66 ± 0.21 

8.33 ± 0.21 
7.42 ± 0.20 * 
8.14 ± 0.26 
8.71 ± 0.18 
8.85 ± 0.34 
8.16 ± 0.16 

 
ตารางที่ 2   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอการเกิดปฏิกริยาDTH และการสรางแอนติบอดีในหนูปกติ 
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วเิคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      
เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ p<0.05    
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การประเมินภมิูคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูท่ีไดรับยากดภมิูคุมกัน 

 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
Inflammation % Antibody titer  

(log2 scale) 
NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

11.58 ± 1.88 
3.28 ± 1.03 
4.53 ± 0.86 
7.69 ± 1.38 ** 
9.22 ± 1.06 **  ## 
6.86 ± 0.40 * 

6.71 ± 0.28 
3.86 ± 0.34 
4.00 ± 0.53 
4.71 ± 0.18 
5.43 ± 0.36 **  ## 
4.71 ± 0.35 

 
ตารางที่ 3   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอการเกิดปฏิกริยาDTH และการสรางแอนติบอดีในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน 
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วเิคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      
เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ p<0.05 และ ## ที่  p < 0.01  
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การตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte 
 
ตารางที่ 4   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอปริมาณเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte ในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
Leukocyte  
(cell/microliter) 

lymphocyte  
(cell/microliter) 

NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

3886 ± 369 
829 ± 124 
871 ± 165 
1257 ± 201 
1767 ± 387 *  # 
1733 ± 295 * 

3362 ± 339 
783 ± 120 
840 ± 167 
1220 ± 202 
1681 ± 377 *  # 
1606 ± 293 * 

 
ตารางที่ 5   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอปริมาณ T lymphocyte  และ CD3-  lymphocyte ในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
T lymphocyte  
(cell/microliter) 

CD3-  lymphocyte  
(cell/microliter) 

NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

1419 ± 127 
533 ± 99 
626 ± 144 
886 ± 172 
1119 ± 253 *  # 
1087 ± 212 * 

1943 ± 247 
249 ± 59 
214 ± 27 
335 ± 37 
562 ± 142 
519 ± 88 

 
ตารางที่ 6   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอปริมาณ CD4+ T  lymphocyte และ CD8+ T lymphocyte ในหนูที่ไดรับยากด
ภูมิคุมกัน 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
CD4+ T lymphocyte  
(cell/microliter) 

CD8+ T lymphocyte  
(cell/microliter) 

NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

1075 ± 101 
421 ± 74 
491 ± 113 
693 ± 134 
863 ± 201 * 
817 ± 159 * 

361 ± 28 
114 ± 26 
130 ± 30 
196 ± 38 
257 ± 51*  # 
271 ± 58 ** 

 
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วเิคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      
เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ p<0.05 และ ## ที่  p < 0.01  
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CD3+lymphocyte 62.43 55.88 37.56 21.14 23.39

CD3- lymphocyte 87.18 88.98 82.75 71.07 73.28

CD4 T lymphocyte 60.83 54.32 35.53 19.25 24

CD8 T lymphocyte 68.42 63.98 45.7 28.8 24.93

CP-control SS.1 SS.2 SS.3 Lev

 
รูปท่ี 23 percent inhibition ของคาโลหิตวิทยาในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน  
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CD3+ lymphocyte 17.44 66.22 109.94 103.93

CD3- lymphocyte 14.05 34.53 125.7 108.43

CD4 T lymphocyte 16.62 64.6 106.17 94.06

CD8 T lymphocyte 14.03 71.92 125.43 137.71
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รูปท่ี 24 percent change ของคาโลหิตวิทยาในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน  
 เปรียบเทียบผลของการใหสารทดสอบ 
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ภาคผนวก ค 
น้ํายาเคมี 

 
 1. 10X Phosphate buffer saline (PBS) 1 ลิตร 
   NaCl     80 กรัม 
   KCl       2 กรัม 
   Na2HPO4           9.136    กรัม 
   NH2PO4      2 กรัม 
   ddH2O               900 กรัม 
   
  ปรับคา pH ใหเทากับ 7.4 ดวย 1 M HCl  
  ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร  กําจดัเชื้อดวยความรอน 
  
 2. DMEM stock solution 1 ลิตร 
   DMEM powder    10.4 กรัม 
   NaHCo3      1.5 กรัม 
   HEPE     10.0 มล. 
   ddH2O      900 มล. 
   
  ปรับคา pH ใหเทากับ 7.2 ดวย 1 M HCl  
  ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร  กําจดัเชื้อดวยการกรอง 
 
 3. Complete DMEM 100 มล. 
   DMEM stock solution      90 มล. 
   Fetal bovine serum      10 มล. 
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