
 

ผลเชิงป้องกันของตรีผลาต่อการตายของเซลล์ประสาทจากการสะสมของธาตุเหล็กและความเป็นพิษ
ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

 

นางสาวศุภมาศ จารุจรณ 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2559 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

 



 

 

The protective effect of Triphala on neuronal cell death mediated by intracellular 
iron accumulation and cytotoxicity of H2O2 

 

Miss Supamas Charucharana 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Medical Science 

Faculty of Medicine 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2016 
Copyright of Chulalongkorn University 

 

 



 

 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ ผลเชิงป้องกันของตรีผลาต่อการตายของเซลล์ประสาท
จากการสะสมของธาตุ เหล็กและความเป็นพิษของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

โดย นางสาวศุภมาศ จารุจรณ 
สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย์ 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ดร. ชาลิสา หลุยเจริญ ชีพสุนทร 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม รองศาสตราจารย์ ดร. พูลลาภ ชีพสุนทร 
  

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 

 

 คณบดีคณะแพทยศาสตร์ 

(ศาสตราจารย์ นายแพทย์ สุทธิพงศ์ วัชรสินธุ) 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 ประธานกรรมการ 

(รองศาสตราจารย์ ดร. วิไล อโนมะศิริ) 

 อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 

(ดร. ชาลิสา หลุยเจริญ ชีพสนุทร) 

 อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม 

(รองศาสตราจารย์ ดร. พูลลาภ ชีพสุนทร) 

 กรรมการ 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. พิสิฏฐ์ ประพันธ์วัฒนะ) 

 กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. นุชนาถ ไหมหรือ) 

 

 



 ง 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศุภมาศ จารุจรณ : ผลเชิงป้องกันของตรีผลาต่อการตายของเซลล์ประสาทจากการสะสม
ของธาตุเหล็กและความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (The protective effect of 
Triphala on neuronal cell death mediated by intracellular iron accumulation 
and cytotoxicity of H2O2) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ดร. ชาลิสา หลุยเจริญ ชีพสุนทร
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ในปัจจุบันแนวโน้มที่จะพบผู้ป่วยจากโรคความเสื่อมของเซลล์ในระบบประสาทมีมากขึ้น  
การสะสมของภาวะเครียดออกซิเดชั่นในสมองนั้นเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดโรคความเสื่อมของ
เซลล์ในระบบประสาท การใช้สารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากธรรมชาติซึ่งสามารถบริโภคได้ใน
ชีวิตประจ าวันจึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่ได้รับความสนใจในการลดการสะสมของภาวะเครียดออกซิ
เดชั่นในสมอง ตรีผลาเป็นต ารับยาสมุนไพรซึ่งใช้ในการรักษาโรคและส่งเสริมสุขภาพทางการแพทย์
แผนไทยมายาวนาน การศึกษาวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ในการทดสอบประสิทธิภาพในเชิงป้องกันและ
กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าสมุนไพรเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบ
ต่อการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH จากภาวะเครียดออกซิเดชั่นที่เหนี่ยวน าโดยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์และการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ซึ่งเป็นปัจจัยร่วมที่อาจน าไปสู่การเสื่อมและการตาย
ของเซลล์ประสาท ผลการทดลองพบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยวในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิล อีกท้ังพบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสาร
สกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว สามารถยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทตามความเข้มข้นของสารสกัดน้ า  
นอกจากนี้ยังพบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าในการป้องกันการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์  การลดการ
สะสมของระดับ ROS ภายในเซลล์ และฤทธิ์ในการป้องกันโปรตีนคาร์บอนิเลชั่น นอกจากนี้พบว่าสาร
สกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวสามารถควบคุมการแสดงออกของ  
SOD1, CAT และ GPx1 ในขณะเดียวกันสามารถลดการแสดงออกของ  caspase-3 รวมถึงเพ่ิม
สัดส่วนการแสดงออกของ Bcl-2 และ BAX ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ าของต ารับยาตรีผลาและสาร
สกัดน้ าของสมุนไพรเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและป้องกันการตายของเซลล์
ประสาท โดยลดการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ ลดการสะสมของ ROS จึงลดการท าลายโปรตีน
ในเซลล์จากอนุมูลอิสระ โดยผ่านการควบคุมการแสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระและยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส ต ารับยาตรีผลาจึงเป็นต ารับยาสมุนไพรไทยที่ช่วยในการ
ส่งเสริมสุขภาพและอาจมีประโยชน์ในการป้องกันภาวะความเสื่อมของเซลล์ประสาท 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5774127330 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
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SUPAMAS CHARUCHARANA: The protective effect of Triphala on neuronal cell 
death mediated by intracellular iron accumulation and cytotoxicity of H2O2. 
ADVISOR: CHALISA LOUICHAROEN CHEEPSUNTHORN, Ph.D., CO-ADVISOR: 
ASSOC. PROF. POONLARP CHEEPSUNTHORN, Ph.D. {, 88 pp. 

An increase in brain oxidative stress is a major risk factor for neurodegenerative 
diseases. Thus, reducing oxidative stress may be a powerful therapeutic strategy to 
prevent neuronal cell damage and loss. Alternative to chemically synthesized drugs, 
bioactive compounds of natural sources have attracted the interest of modern 
researchers. In Thai traditional medicine, Triphala (TPL) is a formulation commonly 
used to promote health and longevity. This study was aimed to evaluate the 
antioxidant property of TPL water extract on cytoprotective effects against oxidative 
neuronal cell death induced by iron accumulation and H2O2 exposure. The ability of 
TPL  in scavenging free radicals was determined by deoxyribose assay. The cell viability 
was determined by MTT assay. Intracellular ROS were measured by using a CM-
H2DCFDA assay. Expression of antioxidant enzyme and apoptosis-related genes were 
determined by qPCR. TPL possesses antioxidant property by scavenging OH- in a 
concentration dependent manner. Pretreatment with TPL significantly attenuated FAC 
and H2O2-induced loss of SK-N-SH cell viability. In addition, pretreatment with TPL also 
dose-dependently reduced the intracellular ROS level. The mechanisms underlying 
cytoprotective effects of TPL are associated with up-regulation of antioxidant enzyme 
mRNA levels and the ability to decrease the expression of caspase-3 and to increases 
Bcl-2/BAX expression ratio in these cells. These results support the use of TPL in Thai 
traditional medicine and its potential antioxidant agent and might be beneficial as 
potential therapeutic agents for prevention of human neurodegenerative diseases and 
other disorders caused by oxidative stress. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

การเสื่อมและการตายของเซลล์ประสาทเป็นสาเหตุส าคัญที่ก่อให้เกิดอาการแสดงในกลุ่มโรค
ที่เรียกว่า neurodegenerative diseases เช่น โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) โรคพาร์กิน
สัน (Parkinson’s disease) และ amyotrophic lateral sclerosis (ALS) แม้ในปัจจุบันจะยังไม่
สามารถระบุสาเหตุหลักของการเสื่อมและการตายเซลล์ประสาทในโรคกลุ่มนี้ได้ พบว่าประมาณร้อย
ละ 90-95 ของผู้ป่วยจะเป็นผู้สูงอายุ แสดงว่าอายุเป็นปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่งของการเกิดโรค (1, 2) 

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นและพบเห็นร่วมกันในสมองของผู้สูงอายุที่เป็นโรคกลุ่มนี้คื อ การ
สะสมของธาตุเหล็ก (iron) ในเนื้อสมองที่มากกว่าปกติ (3) ถึงแม้ว่าธาตุเหล็กจะมีความส าคัญต่อ
พัฒนาการของสมอง การเรียนรู้ (4) และการท างานของเซลล์ประสาท เช่น ในกระบวนการสร้าง
พลังงานในรูปของ ATP จากไมโตคอนเดรีย การสังเคราะห์สารสื่อประสาท (neurotransmitter) แค
ทีโคลามีน (catecholamine) และเซโรโทนิน (serotonin) เป็นต้น โดยธาตุเหล็กจะท าหน้าที่เป็น
โคเฟคเตอร์ (cofactor) ให้กับเอนไซม์หลายชนิดในกระบวนการดังกล่าว (5) แต่ด้วยคุณสมบัติที่
สามารถให้และรับอิเล็คตรอน (redox-active metal) ท าให้ธาตุเหล็กเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ส าคัญใน
การสร้างอนุมูลอิสระ (free radicals) ที่สามารถสร้างความเสียหายให้กับเยื่อหุ้มเซลล์ สารพันธุกรรม 
และโครงสร้างต่างๆ ภายในเซลล์ จึงเป็นไปได้ว่าการสะสมของธาตุเหล็กในเนื้อสมองที่มากกว่าปกติ 
จะเป็นปัจจัยร่วมส าคัญที่น าไปสู่การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) การเสื่อมและ
การตายของเซลล์ประสาทในผู้ที่ป่วยด้วยโรค neurodegenerative diseases 

ในปัจจุบันแนวโน้มที่จะพบผู้ป่วยจากโรคความเสื่อมของเซลล์ในระบบประสาทมีมากข้ึน การ
น าสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระที่สามารถบริโภคได้ในชีวิตประจ าวันมาใช้ จึงเป็นอีก
แนวทางหนึ่งที่ใช้ป้องกันการเกิดโรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาทได้  ตรีผลา (Triphala) 
เป็นต ารับยาสมุนไพรที่มีใช้ทางการแพทย์อายุรเวท (Ayurvedic medicine) ของอินเดียและ
การแพทย์แผนไทยมายาวนาน ใช้ในการรักษาโรคและส่งเสริมสุขภาพ ประกอบไปด้วยสมุนไพร 3 
ชนิด ที่พบได้ทั่วไปในประเทศไทย ได้แก่ สมอไทย สมอพิเภก และมะขามป้อม เนื่องจากมีรายงานว่า 
สารสกัดจากสมอไทยและมะขามป้อมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (6) สามารถยับยั้งการตายของเซลล์ ต้าน
การอักเสบ ลดอาการซึมเศร้า โดยออกฤทธิ์ในการควบคุมสารสื่อประสาท ทั้งยังเพ่ิมความจ าและการ
เรียนรู้ในหนูทดลอง (7, 8) ดังนั้น จึงเป็นที่มาของการศึกษาวิจัยครั้งนี้ ซึ่งมีวัตถุประสงค์ที่จะทดสอบ
ประสิทฺธิภาพในเชิงป้องกัน  และกลไกการออกฤทธิ์ของตรีผลาต่อการตายของเซลล์ประสาทจาก
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ภาวะเครียดออกซิเดชั่นที่เหนี่ยวน าโดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และการสะสมของธาตุเหล็กภายใน
เซลล์  ซึ่ ง เป็นปัจจัยร่วมที่อาจน าไปสู่การเสื่อมและการตายของเซลล์ประสาทในโรคกลุ่ม 
neurodegenerative diseases ดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น 
 
1.2 ค าถามของการวิจัย  

1.2.1 สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลาสามารถ

ยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร่วมกับการ

สะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ได้หรือไม่ 

1.2.2 ประสิทธิภาพในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาดีกว่า

สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวแต่ละชนิดที่เป็นองค์ประกอบของต ารับยาหรือไม่ 

1.2.3 สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลาสามารถ

ยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร่วมกับการ

สะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ โดยลดการสร้างอนุมูลอิสระ ลดการสะสมของธาตุเหล็ก

ภายในเซลล์ ยับยั้งการแสดงออกของโมเลกุลที่ส่งเสริมการตายและเพ่ิมการแสดงออกของ

โมเลกุลที่ต้านการตายของเซลล์ได้หรือไม่  

 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1.3.1 เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวจาก

ต ารับยาตรีผลาในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ 

1.3.2 เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยวแต่ละชนิดที่เป็นองค์ประกอบของต ารับยาในการยับยั้งการตายของเซลล์
ประสาทจากความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายใน
เซลล์ 

1.3.3 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและ
สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลา 
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1.4 สมมุติฐาน  

1.4.1 สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลาสามารถ
ยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร่วมกับการ
สะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ได ้

1.4.2 สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพสูงกว่าสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวแต่ละชนิด
ที่เป็นองค์ประกอบของต ารับยา ในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ 

1.4.3 ฤทธิ์ในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัด
น้ าจากสมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลาอาจเกิดจากประสิทธิภาพในการลดการสร้างอนุมูล
อิสระ ลดการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ ยับยั้งการแสดงออกของโมเลกุลที่ส่ งเสริมการ
ตายและเพ่ิมการแสดงออกของโมเลกุลที่ต้านการตายของเซลล์ 

 
1.5 ค าส าคัญ  

โรคจากความเสื่อมของระบบประสาท (Neurodegenerative disorders) 
ธาตุเหล็ก (Iron) 
สารต้านการออกซิไดส์ (Antioxidants) 
ภาวะเครียดออกซิเดชั่น (Oxidative stress) 
ตรีผลา (Triphala) 

 
1.6 รูปแบบการวิจัย   

  วิจัยเชิงทดลอง (Experimental design) 
 
1.7 ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

 ไม่มี 
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1.8 กรอบแนวคิดการวิจัย   

 

 
 

1.9 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย  

  ท าให้ทราบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาสมุนไพรในการป้องกันอนุมูลอิสระและ
ยับยั้งความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กที่มีผลต่อการตายของ
เซลล์ประสาท SK-N-SH ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในทางการแพทย์ ในการป้องกันภาวะความเสื่อมของ
เซลล์ประสาทและสามารถน าไปสู่การเกิดโรค neurodegenerative disease ที่พบได้มากในสมอง
ของผู้สูงอายุ  
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บทที่ 2 
งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ธาตุเหล็ก  

ธาตุเหล็ก (Iron) เป็นแร่ธาตุที่มีความส าคัญต่อร่างกาย ด้วยธาตุเหล็กเป็นส่วนประกอบของ
โมเลกุลต่างๆ ในเซลล์ เช่น ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ของเซลล์เม็ดเลือดแดงซึ่งท าหน้าที่ขนส่ง
ออกซิเจนและ co-enzyme Q, cytochrome C ในกระบวนการขนส่งอิเล็คตรอนของไมโตคอนเดรีย 
(mitochondria) นอกจากนี้ธาตุเหล็กยังท าหน้าที่เป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซม์ต่างๆ ในกระบวนการ
สั ง เ ค ร า ะ ห์ ส า ร สื่ อ ป ร ะ ส า ท  เ ช่ น  เ อ น ไ ซ ม์  tyrosine hydroxylase ใ น ก า ร ส ร้ า ง 
dihydroxyphenylalanine (DOPA) จากไทโรซีน (tyrosine) ด้วยปฏิกิริยา hydroxylation ซึ่ ง 
DOPA เป็นสารตั้งต้นในการสร้างสารสื่อประสาทกลุ่มแคทีโคลามีน (9) และเอนไซม์ tryptophan 
hydroxylase ในการเปลี่ยนทริปโตเฟน (tryptophan) ให้เป็นซีโรโตนิน  (ภาพที่ 1) (10) นอกจากนี้
ธาตุเหล็กยังมีความเกี่ยวข้องกับการท าลายสารสื่อประสาทด้วยการเป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซม์ 
monoamine oxidase (MAO) ในการสลายโดปามีน อะดรีนาลีน และนอร์อะดรีนาลีน (5)  

 

 

 
 
ภาพที่ 1 แสดงการสังเคราะห์สารสื่อประสาทโดปามีนและซีโรโทนิน ทั้งเอนไซม์ tyrosine 
hydroxylase และ tryptophan hydroxylase ตามล าดับ ซึ่งอาศัยธาตุเหล็กเป็นโคแฟคเตอร์ใน
ปฏิกิริยา  
(รูปจาก www.benbest.com) 
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การหมุนเวียนของธาตุเหล็กในร่างกายประกอบไปด้วยธาตุเหล็ก 2 อนุพันธ์ คือ เฟอร์รัส
ไอออน (ferrous; Fe2+) และเฟอร์ริกไอออน (ferric; Fe3+) ซึ่งมีความส าคัญต่อระบบการขนส่ง การ
ดูดซึมและการสะสมธาตุเหล็กของร่างกาย การหมุนเวียนสลับกันไปมาของธาตุเหล็กในรูปแบบนี้
ขึ้นอยู่กับกลไกของร่างกายที่จะน าธาตุเหล็กไปใช้ ธาตุเหล็กที่พบในอาหารที่รับประทานส่วนใหญ่ที่
ร่างกายรับเข้ามานั้นอยู่ในรูปของเฟอร์รัสไอออน โดยธาตุเหล็กที่รับประทานเข้าไปจะถูกดูดซึมผ่าน
เยื่อบุล าไส้เข้าสู่กระแสเลือด ธาตุเหล็กจะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของเฟอร์ริกไอออนโดยเอนไซม์ 
ferroxidase จากนั้นจะจับกับโปรตีนทรานสเฟอริน (transferrin) และจะถูกขนส่งผ่านกระแสเลือด
ไปยังส่วนต่างๆ ของร่างกาย (11) ธาตุเหล็กที่อยู่ในกระแสเลือดสามารถเข้าสู่สมองได้ 2 วิธี คือ ผ่าน
ทาง blood-brain barrier (BBB) และ blood-cerebrospinal fluid barrier (B-CSF) พบว่าธาตุ
เหล็กร้อยละ 80 จะผ่านเข้าทาง BBB (ภาพที่ 2) โดยธาตุเหล็กจะถูกขนส่งได้ทั้งแบบอาศัยโปรตีนท
รานสเฟอริน (transferrin bound iron; TBI) และแบบไม่อาศัยโปรตีนทรานสเฟอริน (non-
transferrin bound iron; NTBI)  ซึ่งธาตุเหล็กที่ขนส่งในรูป TBI นั้นจะอาศัยโปรตีนทรานสเฟอริน 
(Tf) จับกับ transferrin receptor (TfR) ที่เยื่อบุผนังหลอดเลือด ผ่าน luminal membrane ของ 
BBB โดยกระบวนการ endocytosis ซึ่งภายใน endosomes นั้นจะมีค่า pH เป็นกรด ท าให้ธาตุ
เหล็กหลุดออกจาก Tf-TfR complex และจะถูกขนส่งเข้าสู่ interstitial fluid (IF) ของสมองโดยผ่าน 
ferroprotin1 (FP1) และ hephaestin (Hp) ส่วน Tf-TfR complex จะถูกน ากลับไปใช้ในการขนส่ง
ธาตุเหล็กครั้งต่อไป นอกจากธาตุเหล็กจะขนส่งผ่าน Tf/TfR pathway แล้ว ยังพบว่าธาตุเหล็กอาจจะ
ขนส่งผ่าน BBB โดยอาศัยโปรตีน เช่น lactoferrin (Lf), GPI-anchored melanotransferrin (MTf), 
soluble melanotransferrin (sMTf) และ divalent metal transporter-1 (DMT1) ได้อีกด้วย ธาตุ
เหล็กที่ผ่านเข้ามาในเซลล์จะถูกน าไปใช้ในกระบวนการต่างๆ  ภายในเซลล์และจะถูกเก็บอยู่ภายใน
เซลล์ในรูปของ ferritin (12, 13) 

จากการศึกษาของ Burner และคณะพบว่าธาตุเหล็กส่งเสริมพัฒนาการด้านการเรียนรู้และ
ความจ าในวัยรุ่น (14) ดังนั้นการขาดธาตุเหล็กในวัยเด็กและวัยรุ่นส่งผลต่อความผิดปกติของการ
เรียนรู้ ความจ า การสังเคราะห์ไมอีลินและการสร้างสารสื่อประสาท (4) ท าให้มีการแสดงออกของโด
ปามีน ตัวรับโดปามีน (dopamine receptor) ซีโรโทนิน และนอร์อะดรีนาลีนลดลง (9, 15, 16) 
อย่างไรก็ตามในทางกลับกันก็มีรายงานการสะสมของธาตุเหล็กในสมองที่เพ่ิมมากขึ้นตามอายุที่
เ พ่ิมขึ้น และยังพบการสะสมของธาตุเหล็กในสมองของผู้ที่ เป็นโรคกลุ่ม neurodegenerative 
disorders เช่น โรคอัลไซเมอร์ และ โรคพาร์กินสัน (3, 17-19) 
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ภาพที่ 2 แสดงการขนส่งธาตุเหล็กผ่าน BBB ทั้งแบบอาศัยโปรตีนทรานสเฟอริน (TBI) และแบบไม่
อาศัยโปรตีนทรานสเฟอริน (NTBI) (CP: ceruloplasmin)  
(รูปภาพ (13)) 
 
2.2 ภาวะเครียดออกซิเดชั่น  

ภาวะเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) คือ การที่เซลล์อยู่ในสภาวะขาดสมดุลระหว่าง
ระดับของสารออกซิไดซ์ และสารต้านการออกซิไดซ์ภายในเซลล์ เป็นภาวะการสูญเสียการท าหน้าที่
ก าจัดสารพิษภายในเซลล์ ท าให้เกิดการสะสมของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวมาก ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์

ออกไซด์ (superoxide radical; O2
•−), อนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radical; OH) และไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (H2O2) โดยโมเลกุลเหล่านี้เมื่อมีการสะสมภายในเซลล์เป็นจ านวนมากจะส่งผลให้เกิด
กา รท า ล ายแบบออกซิ เ ดชั่ น  (oxidative damage) ต่ อชี ว โ ม เ ลกุ ล ขนาด ใหญ่ ของ เ ซลล์  
(macromolecules) เช่น การท าลายดีเอนเอ (DNA damage) การท าลายสภาพโปรตีน (protein 
denaturation) การท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ (lipid peroxidation) เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบรายงานว่า
ภาวะเครียดออกซิเดชั่นยังมีความสัมพันธ์กับการตายของเซลล์ประสาทซึ่งเป็นสาเหตุของโรคพาร์กิน
สัน, โรค อัลไซเมอร์ และ Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) เป็นต้น (20-22) 
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2.3 โปรตีนคาร์บอนิลเลชั่น  

โปรตีนคาร์บอนิลเลชั่น (Protein carbonylation) เป็นสภาวะการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของโปรตีนเมื่อเกิด oxidative stress จากระดับ ROS ที่เพ่ิมข้ึนภายในเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมี
โลหะเป็นตัวช่วยเร่งปฏิกิริยา จะเกิดปฏิกิริยาโดยตรงกับโปรตีน ท าให้โปรตีนถูกออกซิไดซ์และจะมีหมู่
คาร์บอนิล (carbonyl group; CO) มาเกาะบริเวณ side chain ของโปรตีน โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดข้ึน
ที่กรดอะมิโนบางชนิด ได้แก่ ไลซีน (lysine) อาร์จีนีน (arginine) โพรลีน (proline) และ ทรีโอนีน 
(Threonine) (23) การเกิด carbonylation ของโปรตีน หรือเรียกอีกอย่างว่าการเกิดโปรตีนคาร์บอ
นิล (protein carbonyl) นั้นเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้โปรตีนท างานผิดปกติ ส่งผลให้การท างานของ
เซลล์ในร่างกายผิดปกติไป และเมื่อระดับของโปรตีนที่ผิดปกติเหล่านี้สะสมมากขึ้น อาจจะน าไปสู่
สาเหตุของโรคต่างๆ ได้  (24, 25) ระดับของ protein carbonylation จึงนิยมน ามาใช้ เป็น 
biomarker ของ oxidative damage ของโปรตีนที่ถูกเหนี่ยวน าจากภาวะ oxidative stress (26)  

ถ้า protein carbonylation เกิดข้ึนในเซลล์ของระบบประสาท ย่อมส่งผลให้มีการสะสมของ
โปรตีนที่ผิดปกติมากขึ้น อันน าไปสู่โรคความเสื่อมของระบบประสาทได้ (27) มีการศึกษาพบว่ามีการ
เพ่ิมข้ึนของ protein carbonyl ในเซลล์ประสาทนั้นมีส่วนส าคัญที่ท าให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะ
พอพโทซิสซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคในกลุ่ม neurodegenerative disease (28) นอกจากนี้ยัง
พบการสะสมของโปรตีนออกซิเดชันซึ่งจะน าไปสู่การเกิดโปรตีนคาร์บอนิลในโรค อัลไซเมอร์, พาร์กิน
สัน, amyotrophic lateral sclerosis (ALS) และ multiple sclerosis  (29-32) จากเหตุผลที่กล่าว
มาข้างต้น การลดระดับของ ROS ภายในเซลล์ประสาท จึงอาจเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการป้องกันการ
เกิด protein carbonylation ซึ่งอาจจะป้องกันโรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ในระบบประสาท
ได ้

 
2.4 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการก าจัดอนุมูลอิสระ 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว (reactive oxygen species: ROS) 
ชนิดหนึ่งที่เป็นผลผลิตจากปฏิกิริยาการหายใจระดับเซลล์แบบใช้ออกซิเจนภายในไมโตคอนเดรีย ใน
สภาวะปกติไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ผลิตออกมาจะถูกควบคุมเพ่ือป้องกันความเสียหายที่จะเกิด
ขึ้นกับเซลล์ด้วยเอนไซม์ 3 ชนิด ได้แก่ คะตะเลส (catalase; CAT) ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 
(superoxide dismutase; SOD) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase; GSH-
Px) โดยซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสมีหน้าที่เร่งปฏิกิริยาสลายอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (O2

-) โดยจะ
เปลี่ยนอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ไปเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และออกซิเจน เมื่อร่างกายมีไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์เกิดขึ้นเอนไซม์คะตะเลสท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลายของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้
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เป็นน้ าและออกซิเจน ส่วนเอนไซม์กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดสท าหน้าที่ในการสลายไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ให้เป็นน้ า (33) (ภาพที่ 3) เพ่ือป้องกันไม่ให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ถูกเปลี่ยนไปเป็นอนุมูลไฮ
ดรอกซิล หากเอนไซม์เหล่านี้สูญเสียความสามารถในการรักษาสมดุลของระดับการท างาน จะส่งผลให้
เกิดการสะสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ภายในเซลล์ปริมาณมาก ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะท า

ปฏิกิริยากับธาตุเหล็ก ท าให้เกิดอนุมูลไฮดรอกซิล (OH) ปฏิกิริยานี้เรียกว่าเฟนตอน (Fenton’s 
reaction) อนุมูลไฮดรอกซิลยังเกิดขึ้นได้จากปฏิกิริยาฮาเบอร์ -ไวส์ (Haber-Weiss reaction) โดย
อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์จะท าปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่อยู่ภายในเซลล์  โดยอาศัยธาตุ
เหล็กในรูปอิสระที่สะสมอยู่ในเซลล์เป็นตัวเร่งการเกิดปฏิกิริยา  (34, 35) (ภาพที่ 4) มีรายงาน
เกี่ยวกับปริมาณธาตุเหล็กท่ีเพ่ิมสูงขึ้นนั้นมีความสัมพันธ์ต่อการเพ่ิมข้ึนของภาวะเครียดออกซิเดชั่นโดย
ผ่านกระบวนการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นอนุมูลไฮดรอกซิลโดยผ่านปฏิกิริยาเฟนตอน     
อนุมูล ไฮดรอกซิลเป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียรและมีความเป็นพิษต่อเซลล์สูง สามารถท าปฏิกิริยากับสาร
ชีวโมเลกุลอ่ืนๆ ภายในเซลล์ได้อย่างรวดเร็ว ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ดังที่ได้กล่าวไปแล้ว
ข้างต้น (36, 37) 

 
ภาพที่ 3 แสดงการท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระชนิดต่างๆ ภายในเซลล์ เอนไซม์ซุปเปอร์ออก
ไซด์ดิสมิวเทสเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนซุปเปอร์ออกไซด์ ซึ่งเป็นผลผลิตจากปฏิกิริยาการหายใจระดับ
เซลล์ภายในไมโตคอนเดรีย ให้เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เอนไซม์คะตะเลสและกลูตาไธโอนเปอร์
ออกซิเดสช่วยเร่งปฏิกิริยาการสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้กลายเป็นน้ าเพ่ือป้องกันความเสียหาย
ที่จะเกิดกับเซลล์  
(รูปดัดแปลงจาก (33)) 
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ภาพที่ 4 แสดงการเกิดปฏิกิริยาเฟนตอน (Fenton’s reaction) และปฏิกิริยาฮาเบอร์-ไวส์ (Haber-
Weiss reaction) ที่มีธาตุเหล็กเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ส าคัญ ท าให้เกิดอนุมูลไฮดรอกซิล ซึ่งมีความเป็น
พิษกับเซลล์และเป็นสาเหตุของการตายของเซลล์ประสาท  
(รูปดัดแปลงจาก (35)) 
 
2.5 ภาวะการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส  

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส คือ กระบวนการตายของเซลล์รูปแบบหนึ่งที่มีการตั้ง
โปรแกรมไว้ (programmed cell death) ท าให้เซลล์มีลักษณะรูปร่างเปลี่ยนแปลงไปและน าไปสู่การ
ตายของเซลล์ โดยเซลล์ที่เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสจะมีลักษณะจ าเพาะซึ่งประกอบด้วย การหด
ตัวของรูปร่างเซลล์ (cell shrinkage) เส้นใยโครมาตินหดตัว (chromatin condensation) เยื่อหุ้ม
เ ซ ล ล์ มี ลั ก ษ ณ ะต ะปุ่ ม ต ะป ่ า  (membrane blebbing) ดี เ อ น เ อ แ ต ก เ ป็ น ชิ้ น ส่ ว น  (DNA 
fragmentation) โดยกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิสนั้นถูกควบคุมโดยการส่งสัญญาณของเซลล์ 
(cell signaling) แบ่งออกเป็น 2 ทาง ได้แก่ extrinsic pathway และ intrinsic pathway (38) (ภาพ
ที่ 5) 

 
2.5.1 Extrinsic pathway 

เป็นภาวะการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสที่ถูกควบคุมโดยการส่งสัญญาณจากภายนอก
เซลล์ เมื่อ Fas ligan (FasL) จับกับตัวรับสัญญาณ Fas (Fas receptor) ที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ จะส่ง
สัญญาณผ่าน  Fas-associated death domain protein (FADD) ซึ่งท าหน้าที่เป็นโปรตีนตัวกลาง 
ส่งสัญญาณท าให้เกิดเป็นโครงสร้างของ death-inducing signaling complex (DISC) เข้าไปท างาน
ร่วมกับโปรแคสเปส-8 (pro caspase-8) เพ่ือกระตุ้นให้โปรแคสเปส-8 เปลี่ยนเป็นสภาวะที่พร้อม
ท างาน (active caspase-8) แล้วจึงส่งสัญญาณต่อไปยังโปรแคสเปส-3 (pro caspase-3) เพ่ือเปลี่ยน
รูปร่างของโปรแคสเปส-3 ให้อยู่ในสภาวะที่พร้อมท างานเช่นกัน (active caspase-3) หลังจากนั้นจึง
เหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส (38) 
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ภาพที่ 5 แสดงขั้นตอนการส่งสัญญาณของเซลล์ (cell signaling) ในกระบวนการตายของเซลล์
แบบอะพอพโทซิส ทั้ง extrinsic pathway  และ intrinsic pathway  
(รูปดัดแปลงจาก (39)) 
 
2.5.2 Intrinsic pathway 

เป็นภาวะที่เซลล์ตอบสนองต่อความเครียดต่างๆภายในเซลล์ เช่น ภาวะเครียดออกซิเดชั่น
หรือเป็นการที่เซลล์ตอบสนองต่อการกระตุ้นของโปรตีนในกลุ่ม Bcl-2 (Bcl-2 family) ซึ่งประกอบไป
ด้วยกลุ่มกระตุ้นการเกิดอะพอพโทซิส (pro-apoptotic) เช่น BAX, BAK เป็นต้น และกลุ่มต้านอะ
พอพโทซิส (anti-apoptotic) เช่น Bcl-2, Bcl-XL เป็นต้น ซึ่งโปรตีนทั้งสองกลุ่มนี้มีหน้าที่ในการ
ควบคุมสมดุลของอะพอพโทซิส (40) การตอบสนองของเซลล์จากการกระตุ้นแบบ intrinsic 
pathway จะท าให้ศักยภาพของเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรีย (mitochondria membrane potential) 
สูญเสียความสามารถในการเลือกผ่าน และท าให้เกิดการปล่อยไซโตโครมซี (cytochrome c) ออกมา
นอกไมโตคอนเดรียสู่บริเวณของเหลวภายในเซลล์ (cytosol) และไปจับกับ Apoptotic protease 
activating factor-1 (APAF-1) ท าให้ เกิดเป็นโครงสร้างคล้ายวงล้อเรียกว่า Apoptosome ส่ง
สัญญาณผ่านโปรแคสเปส-9 (pro caspase-9) ให้อยู่ในรูปที่พร้อมใช้งาน (active caspase-9) และ
ส่งสัญญาณต่อไปยังโปรแคสเปส-3 (pro caspase-3) เพ่ือเปลี่ยนรูปร่าง ให้อยู่ในสภาวะที่พร้อม
ท างานเช่นกัน (active caspase-3)  แล้ว เหนี่ยวน าให้ เกิดกระบวนการอะพอพโทซิ ส (41) 
กระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสนั้นมีบทบาทส าคัญในการควบคุมสมดุลของจ านวน
ประชากรเซลล์ (42) หากเกิดกระบวนการนี้มากเกินไป โดยเฉพาะในเซลล์ระบบประสาทและสมอง 
อาจน าไปสู่สาเหตุโรค Neurodegenerative disorders ได ้
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2.6 โรคจากความเสื่อมของระบบประสาท  

โรคจากความเสื่อมของระบบประสาท (Neurodegenerative diseases) เป็นโรคที่เกิดขึ้น
จากการเสื่อมสภาพ ซึ่งจะน าไปสู่การตายของเซลล์ประสาท ท าให้เกิดการสูญเสียการท างานของ
ระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous system) มักพบในผู้สูงอายุ อาการที่พบส่วนใหญ่คือ
ร่างกายมีการท างานผิดปกติไป เช่น สูญเสียความสามารถในการเรียนรู้  การจดจ า การควบคุมการ
เคลื่อนไหวของร่างกาย และมีอารมณ์แปรปรวน เป็นต้น ซึ่งพบได้บ่อยในโรคทางระบบประสาทหลาย
ชนิด เช่น อัลไซเมอร์ พาร์กินสัน เป็นต้น ในปัจจุบันความชุกของความเสื่อมของเซลล์ประสาท มี
แนวโน้มที่จะเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญตามอายุของประชากรทั่วโลก มีการคาดการณ์ถึงแนวโน้มจ านวน
ผู้ป่วยภาวะสมองเสื่อมในประเทศที่พัฒนาแล้วว่าจะเพ่ิมขึ้นจาก 13.5 ล้านคน ในปี 2000 เป็น 21.2 
ล้านคนในปี 2025 (43)  โดยสาเหตุของการเกิดภาวะดังกล่าวสามารถเกิดขึ้นได้จากหลายปัจจัย เช่น 
ความผิดปกติทางพันธุกรรม อายุที่เพ่ิมมากขึ้น รวมถึงการมีธาตุเหล็กสะสมมากขึ้นในเนื้อสมอง เช่นที่
พบในผู้ป่วยสูงอายุที่ป่วยด้วยโรคอัลไซเมอร์ พาร์กินสัน Friedreich’s ataxia, Huntington’s 
disease และ Multiple sclerosis (1, 2) ในปี 1998 Lovell และคณะได้ท าการศึกษาเนื้อสมองส่วน 
neuropil ของผู้ป่วยอัลไซเมอร์พบว่ามีธาตุเหล็กสะสมอยู่ 38.8 ± 9.4 µg/g  ซึ่งมากกว่าที่พบใน
สมองของคนปกติประมาณ 2 เท่า (44) การที่มีธาตุเหล็กสะสมอยู่ในสมองเป็นปริมาณมากอาจส่งผล
ให้เกิดการสร้างอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว ส่งผลให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่นและเกิดภาวะที่เป็นพิษ
ต่อเซลล์น าไปสู่การตายของเซลล์ในระบบประสาท ซึ่งเป็นสาเหตุหลักท่ีส าคัญในการเกิดโรคจากความ
เสื่อมในระบบประสาท (19) 

 
2.7 ตรีผลา  

ตรีผลา (Triphala) เป็นต ารับยาพ้ืนบ้านที่แพทย์แผนไทยใช้ในการรักษาโรคและการส่งเสริม
สุขภาพ ตรีมาจากค าว่าสาม ส่วนค าว่าผลานั้นหมายถึงผลไม้ ตรีผลาจึงเป็นต ารับยาที่ประกอบไปด้วย
ผลไม้ 3 ชนิด ได้แก่ สมอไทย (Terminalia chebula Retz.) (ภาพที่ 7) สมอพิเภก (Terminalia 
belerica Roxb.) (ภาพที่ 8) และมะขามป้อม (Phyllanthus emblica L.) (ภาพที่ 9) ซึ่งสมุนไพร
ทั้ง 3 ชนิดนี้สามารถพบได้ทั่วไป โดยปกติแพทย์แผนไทยใช้ต ารับยาตรีผลาในการดูแลส่งเสริมสุขภาพ
และรักษาโรคเก่ียวกับระบบทางเดินอาหาร เช่น รักษาอาการท้องผูก นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดจาก
ต ารับยาตรีผลามีสารส าคัญประเภทฟีนอลิค (phenolic acid) เป็นองค์ประกอบหลายชนิด เช่น 
gallic acid, ascorbic acid, syringic acid, epicatechin, chebulic acid, chebulagic acid และ 
mannitol เป็นต้น (45, 46)  
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กรดแกลลิก (gallic acid) เป็นสารประกอบ phenolic acid ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบใน
สมุนไพรทั้ง 3 ชนิดและพบมากที่สุดในต ารับยาตรีผลา (47) โครงสร้างทางเคมีดังปรากฏตาม ภาพที่ 
6  gallic acid เป็นสารที่สามารถละลายได้ทั้งในน้ าและแอลกอฮอล มีการศึกษาพบว่ากรดแกลลิกมี
ฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (48) และต้านการอักเสบ (49) นอกจากนี้ยังพบรายงานว่ากรดแกลลิกมี
ความสามารถในการยับยั้งการก่อตัวของ amyloid plague สาเหตุของโรคอัลไซเมอร์ที่เป็นหนึ่งใน
โรคความเสื่อมของระบบประสาทได้อีกด้วย (50) 

 
ภาพที่ 6 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ gallic acid (51) 

 
นอกจากนี้ยังพบรายงานฤทธิ์ของสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาในการต้านการอักเสบจากการ

กระตุ้นให้เกิดภาวะข้ออักเสบในหนูทดลอง (52) ลดโอกาสการติดเชื้อและช่วยในการสมานแผล (53) 
ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (54) เพ่ิมโอกาสการรอดชีวิตของหนูทดลองที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสี
แกมม่า (55) ลดระดับน้ าตาลในเลือดของหนูทดลองที่ถูกกระตุ้นให้เป็นเบาหวาน (56) ป้องกันความ
เป็นพิษที่ตับและไตของหนูทดลองจากการกระตุ้นด้วยยาพาราเซตามอล (57, 58) กระตุ้นการท างาน
ของ neutrophil ในระบบภูมิคุ้มกันของหนูทดลอง (59) ฤทธิ์ในการต้านมะเร็ง (60) และฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระ (6) ซึ่งรายละเอียดของสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดในต ารับยาตรีผลามีดังต่อไปนี้ 
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2.7.1 สมอไทย  

 
ภาพที่ 7 แสดงลักษณะของผลสด (รูปซ้าย) และลักษณะผลแห้ง (รูปขวา) ของสมอไทย  

(สืบค้นจาก www.thaicrudedrug.com และ www.herbalthailand.com) 
 
สมอไทย (Terminalia chebula Retz.) (ภาพที่ 7) มีชื่อสามัญว่า Myrobalan Wood เป็น

พืชที่อยู่ในวงศ์ COMBRETACEAE ชื่ออ่ืนที่รู้จัก ได้แก่ สมออัพยา เป็นไม้ยืนต้นขนาดกลางถึงขนาด
ใหญ่ สูงประมาณ 20-35 เมตร ล าต้นขรุขระ ใบเป็นใบเดี่ยว รูปรี เรียงตรงข้าม ดอกมีขนาดเล็กสีขาว
หรือเหลืองอ่อน ออกรวมกันเป็นช่อยาว ลักษณะผลรูปทรงรี ภายในมีเมล็ดเดียวแข็ง ผลสีเขียวอม
เหลือง มีสัน 5 สัน (61) ในต ารายาไทยใช้ผลของสมอไทย 5-6 ผล ต้มน้ าให้เดือดและใส่เกลือเล็กน้อย 
รับประทานเป็นยาระบายอ่อนๆ รวมถึงใช้น้ าต้มจากผลสมอไทยกลั้วคอขับเสมหะ (62) นอกจากนี้ยัง
พบการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากลูกสมอไทย ดังนี้  ก าจัดอนุมูลอิสระและลดการอักเสบจากภาวะ
เครียดออกซิเดชั่นในเซลล์ตับของหนูทดลอง (63-67) ต้านการอักเสบและควบคุมระดับน้ าตาลใน
เลือดทั้งในหลอดทดลองและหนูทดลองที่เป็นเบาหวาน (68-70) สมานแผลน้ าร้อนลวกในหนูทดลอง 
(71) ยับยั้งการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตัวในหลอดทดลอง (72) ต้านการอักเสบทั้งในหลอด
ทดลองและหนูทดลองที่มีภาวะการอักเสบของข้อต่อ  (73) ยับยั้ งการท างานของเอนไซม์  
acetylcholinesterase และเอนไซม์ butyrylcholinesterase ในหลอดทดลอง (74, 75) ต้านการ
อักเสบระบบประสาท  ต้านอนุมูลอิสระและลดการตายของเซลล์ pheochromocytoma ของหนู
ขาวเล็กจากการกระตุ้นด้วย OGD-R และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (76, 77) ยับยั้งการเกิด lipid 
peroxidation จากการกระตุ้นด้วยธาตุเหล็ก (Fe2+) ในสมองของหนูทดลอง (7) นอกจากนี้ยังพบว่า 
chebulagic acid ซึ่งเป็นสารประกอบส าคัญในสมอไทยยังมีฤทธิ์ในการยับยั้งการตายของเซลล์
ประสาทแบบ autophagy ได้อีกด้วย (78) 
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2.7.2 สมอพิเภก  

 
ภาพที่ 8 แสดงลักษณะของผลสด (รูปซ้าย) และลักษณะผลแห้ง (รูปขวา) ของสมอพิเภก  

(สืบค้นจาก www.thaicrudedrug.com และ dmsc.moph.go.th) 
 
สมอพิเภก (Terminalia bellerica Roxb.) (ภาพที่ 8) มีชื่อสามัญว่า Beleric Myrobalan 

เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ COMBRETACEAE ชื่ออ่ืนที่รู้จัก ได้แก่ ลัน, สมอแหน, แหน, แหนขาว และ แหน
ต้น เป็นไม้ยืนต้นขนาดกลางถึงใหญ่ ล าต้นสูงประมาณ 25-50 เมตร ใบเดี่ยวเรียงสลับ ทรงใบรูปรี ผล
สดมีลักษณะทรงค่อนข้างกลมหรือกลมรี มีสันที่ผล 5 สัน ในต ารายาไทย ใช้ผลอ่อนหรือผลดิบของ
สมอพิเภกรับประทานเป็นยาระบาย และใช้ผลสุกบรรเทาอาการท้องเสีย (62) นอกจากนี้ยังพบ
การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากลูกสมอพิเภกในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบกับ DPPH ในหลอด
ทดลอง (79) ควบคุมระดับน้ าตาลและกระตุ้นการหลั่งฮอร์โมนอินซูลินในหลอดทดลองและในเซลล์
ตับของมนุษย์ (70, 80) และมีฤทธิ์ต้านอาการซึมเศร้าในหนูทดลอง (8) 
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2.7.3 มะขามป้อม  

 
ภาพที่ 9 แสดงลักษณะของผลสด (รูปซ้าย) และลักษณะผลแห้ง (รูปขวา) มะขามป้อม  

(สืบค้นจาก www.pharmacy.cmu.ac.th และ frynn.com) 
 
มะขามป้อม (Phyllanthus emblica L.) (ภาพที่ 9) มีชื่อสามัญว่า Emblic myrobalan 

และ Malacca tree เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ EUPHORBIACEAE ชื่ออ่ืนที่รู้จัก ได้แก่ ก าทวด เป็นไม้ยืนต้น
ขนาดกลาง ล าต้นสูงประมาณ 8-20 เมตร ใบเดี่ยว ออกเรียงสลับในระนาบเดียวกัน ปลายใบแหลม 
ขอบเรียบ ผลรูปกลม ผิวเกลี้ยง สีเขียวอ่อนอมเหลือง เมล็ดกลม สีเขียวเข้ม ในต ารายาไทยโบราณใช้
เนื้อผลแห้งต้มกับน้ าเดือดรับประทานแก้ไข้ หรือใช้เนื้อผลสดของมะขามป้อมรับประทานขับเสมหะ 
บรรเทาอาการไอ ท าให้ชุ่มคอ หรือคั้นน้ ารับประทานแก้ท้องเสีย ขับปัสสาวะ และแก้อาการเลือดออก
ตามไรฟัน (62) นอกจากนี้ยังพบการศึกษาฤทธิ์จากสารสกัดจากลูกมะขามป้อมในการต้านอนุมูล
อิสระเมื่อทดสอบกับ DPPH ในหลอดทดลอง (81) ต้านอนุมูลอิสระจากภาวะไตอักเสบเฉียบพลันที่
เกิดจากภาวะเครียดออกซิเดชั่นในหนูทดลอง (82) ต้านการอักเสบในหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิด
อาการอุ้งเท้าบวม (83) ควบคุมระดับน้ าตาลในเลือดในหนูทดลองที่เป็นเบาหวาน (84) ยับยั้งการ
แบ่งตัวและการกระจายตัวของเซลล์มะเร็งทั้งในเซลล์เพาะเลี้ยงและในหนูทดลอง (85, 86) ต้าน
อาการซึมเศร้าโดยออกฤทธิ์ควบคุมสมดุลของสารสื่อประสาท เพ่ิมความจ าและการเรียนรู้ในหนู
ทดลอง (87, 88) ต้านอนุมูลอิสระและลดภาวะเครียดออกซิเดชั่นจากการกระตุ้นด้วย kainic acid ให้
เกิดภาวะลมชักในหนูทดลอง (89) ยับยั้งการเกิด lipid peroxidation จากการกระตุ้นด้วยธาตุ
เหล็กในสมองของหนูทดลอง (7) ป้องกันความเสียหายของการท างานของไมโตคอนเครียในเซลล์
สมองของหนูทดลองที่ถูกกระตุ้นด้วยแอลกอฮอล์ (90) และยังพบว่าสารประกอบส าคัญในผล
มะขามป้อมยังมีฤทธิ์ในการลดการตายของเซลล์ pheochromocytoma ของหนูขาวเล็กจากการ
กระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้อีกด้วย (91) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 การเตรียมสารสกัดจากตรีผลา 

สมุนไพรทั้ง 3 ชนิดจากต ารับยาตรีผลา ได้แก่ สมอไทย (Terminalia chebula Retz.) สมอ
พิเภก (Terminalia belerica Roxb.) และมะขามป้อม (Phyllanthus emblica L.) ทั้งแบบผล
อบแห้งและแบบบดเป็นผงถูกซื้อมาจากร้านยาเวชพงศ์โอสถ (กรุงเทพฯ,ประเทศไทย) น ามาชั่งใน
อัตราส่วนตามที่ระบุในต ารับยาคือ 1:1:1 (น้ าหนักรวม 75 g.) และสกัดด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 250 
ml. โดยแบ่งวิธีการสกัดออกเป็น 5 แบบ ดังนี้  

1. ผลอบแห้งจากต ารับยาตรีผลา ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาท ี
2. ต ารับยาตรีผลาแบบผง ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาท ี
3. ผลอบแห้งจากต ารับยาตรีผลา ต้มและเค่ียวจนปริมาตรของน้ าเหลือ 1 ใน 3  
4. ต ารับยาตรีผลาแบบผง ต้มในน้ าอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
5. ผลอบแห้งจากต ารับยาตรีผลา ต้มในน้ าอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาท ี
(หมายเหตุ: เนื่องจากเมื่อผสมผงของสมุนไพรจากต ารับยาตรีผลากับน้ ากลั่นในปริมาตร

ดังกล่าว ท าให้สารสกัดมีลักษณะคล้ายโคลน จึงท าให้ไม่สามารถต้มและเคี่ยวจนปริมาตรของน้ าเหลือ 
1 ใน 3 ได้) 

สารสกัดที่ได้ของตรีผลาทั้ง 5 แบบถูกน าไปปั นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge 
(Hettich, UK) ที่ความเร็ว 3000 RPM ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที โดยของเหลวที่ได้หลังจาก
การตกตะกอน (supernatant) จะถูกน าไปกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 90 mm. (Whatman, UK) 
จากนั้นสารสกัดที่ได้จากการกรองจะถูกแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วน าไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dehydration; lyophilization) ด้วยเครื่อง
แช่แข็งแบบแห้ง  หรือ Lyophilizer (Martin Christ, Germany) ผงแห้งของสารสกัดที่ ได้จาก
กระบวนการท าแห้ งแบบเยื อกแข็ งจะถู ก เ ก็บ ใน  centrifuge tubes ขนาด  15 ml (Nest 
Biotechnology, USA) พันฝาขวดด้วย Parafilm Tape (Bemis, USA) ในที่มืดที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส สารสกัดของตรีผลาทั้ง 5 แบบถูกน ามาค านวณในรูปผลผลิตร้อยละ (percent yield) 
(ตารางท่ี 1)  
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โดยค านวณค่าผลผลิตร้อยละได้จากสมการ 

 
 
ตาราง 1 แสดงผลผลิตร้อยละของสารสกัดตรีผลา 
 

ตัวอย่าง ค่า percent yield 

1 4.68 
2 5.21 

3 6.92 
4 7.88 

5 1.49 

 
ตัวอย่างที่ 1 คือสารสกัดจากผลอบแห้งของต ารับยาตรีผลาต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 

ตัวอย่างท่ี 2 คือสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาแบบผงต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที ตัวอย่างท่ี 3 คือ
สารสกัดจากผลอบแห้งของต ารับยาตรีผลาต้มในน้ าเดือดและเคี่ยวจนปริมาตรของน้ าเหลือ 1 ใน 3 
ตัวอย่างท่ี 4 คือสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาแบบผงต้มในน้ าอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที และ ตัวอย่างที่ 5 คือผลแห้งของต ารับยาตรีผลาต้มในน้ าอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาท ี

 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าผลผลิตร้อยละ หรือ percent yield ของสารสกัดใน

ตัวอย่างที่ 4 คือสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาแบบผงต้มในน้ าอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที มีจ านวนผลผลิตร้อยละในปริมาณสูงที่สุด จึงน าวิธีสกัดแบบนี้มาใช้ในการสกัดสารสกัดจาก
สมุนไพรเดี่ยวแต่ละชนิดจากต ารับยาตรีผลาต่อไป 

หลังจากนั้นสกัดสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิดจากต ารับยาตรีผลา ได้แก่ สมอไทย (T. 
Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica)  โดยแยกสกัดสมุนไพรเดี่ยวแต่
ละชนิดแบบผงมาต้มในน้ าที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ซึ่งขั้นตอนในการเตรียม
ทั้งก่อนและหลัง lyophilisation ท าเช่นเดียวกับการเตรียมสารสกัดจากต ารับยาตรีผลา ดังที่แสดงไว้
ข้างต้น จากนั้นผงแห้งของสารสกัดเดี่ยวทั้ง 3 ชนิดของต ารับยาตรีผลา จะถูกน ามาค านวณ percent 
yield (ตารางที่  2) สารสกัด เดี่ ยวของต ารับยาตรีผลาทั้ ง  3 ชนิด ที่ ได้จากกระบวนการ 



 

 

23 

lyophilization จะถูกเก็บในที่มืดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับสารสกัดจากต ารับยาตรี
ผลา 
ตาราง 2 แสดงผลผลิตร้อยละของสารสกัดเดี่ยวทั้ง 3 ชนิดจากต ารับยาตรีผลา ได้แก่  สมอไทย (T. 
Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica)  
 

ตัวอย่าง ค่า percent yield 

T. Chebula 3.93 

T. Bellerica 4.68 
P. Emblica 4.14 

 
 

3.2 การวัดระดับการต้านอนุมูลไฮดรอกซิลของตรีผลาในหลอดทดลอง 

 ทดสอบระดับการต้านอนุมูลไฮดรอกซิลด้วยวิธีการของ Halliwell และคณะ (92) โดย
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลที่สร้างผ่านปฏิกิริยาเฟนตอนในการท าลาย
โมเลกุลของน้ าตาล deoxyribose โดยท าการทดลองตามล าดับ ดังนี้  

1. ใส่ 120 mM phosphate buffer (Bio Basic Canada Inc., Canada) 35 µl 
2. เติม 33.6 mM deoxyribose (Sigma, USA)    35 µl 
3. เติม 1.2 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (AMRESCO, USA) 35 µl 
4. เติม 300 µM Ferric chloride (Sigma, USA)    35 µl 
5. เติม 1.2 mM Ascorbic acid (Sigma, USA)    35 µl 
6. เติมสารสกัดท่ีใช้ในการทดลอง      35 µl 

โดยแบ่งความเข้มข้น ดังนี้ 
- สารสกัดจากต ารับยาตรีผลา ใช้ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 

mg/ml 
- สารสกั ดจ ากสมอไทย  (T. Chebula) สมอ พิ เภก  (T. Bellerica) และ

มะขามป้อม (P. Emblica) ใช้ความเข้มข้น 0.06, 0.13, 0.2, 0.26 และ 0.34 
mg/ml หรือคิดเป็น 1/3 ส่วนของความเข้มข้นของสารสกัดจากต ารับยาตรี
ผลาทั้งหมด 

และเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน mannitol (Sigma, USA) ในระดับความ
เข้มข้นที่เท่ากัน 
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7. เติม 33.6 mM H2O2 (Merck, Germany)     35 µl 
8. เติม dH2O        175 µl 
9. Incubate สารละลายที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
10. เติม 2.8% w/v trichloroacetic acid (Sigma, USA)   350 µl 
11. เติม 1% w/v thiobarbituric acid (Sigma, USA)   350 µl 
12. ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดผลการทดลองที่

เกิดข้ึน 
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าลายโมเลกุลของน้ าตาล deoxyribose คือ malondialdehyde 

(MDA) ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับสารละลาย thiobarbituric acid (TBA) และ trichloroacetic acid 
(TCA) เกิดเป็นสารละลายสีชมพู  ตรวจสอบไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นา
โนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader (BioTek Instruments, Inc, USA) และค านวณร้อยละของ
การยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลได้จากสมการ 

 
    % Inhibition = [(A0 – A1) / A0] x 100 
  โดย A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม 
        A1 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดลอง 
 
3.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ neuroblastoma cell line (SK-N-SH) (ATCC, USA) ในภาชนะ
เพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด T75 (Corning, USA) ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีองค์ประกอบของ Minimum 
Essential Medium with Earle's Balanced Salts (MEM/EBSS) (Hyclone, USA) และ 5% fetal 
bovine serum (FBS) (Merck Millipore, USA) ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (BINDER, 
Germany) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระดับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ที่ร้อยละ 5 และ
ความชื้นร้อยละ 95-99  
 
3.4 การทดสอบความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ FAC สารสกัดน้ าจากต ารบัยาตรีผลา
และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH บน 96-well plates (Costar®, USA) เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง โดยให้ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 4x104 cells/well  
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3.4.1 การทดสอบความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  

เพ่ือหาระดับความเข้มข้นที่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ของ H2O2 โดยพิจารณาจาก
อัตราการเจริญของเซลล์ (cell viability) จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ระดับความ
เข้มข้นของ H2O2 ที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 µM (93) ด้วยอาหารเพาะเลี้ยง
เซลล์ MEM/EBSS ที่ผสม FBS 1% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 
3.4.2 การทดสอบความเป็นพิษของ FAC  

ท าการทดสอบเพ่ือหาระดับความเข้มข้นที่เป็นพิษของ ferric ammonium citrate (FAC) 
ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยพิจารณาจาก cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH จากการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ระดับความเข้มข้นของ FAC ที่ 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 µg/ml (44) ใน
อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ MEM/EBSS ที่มีส่วนผสมของ FBS 1% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 
3.4.3 การทดสอบความเป็นพิษของ FAC ร่วมกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

หาระดับความเข้มข้นที่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาทของ FAC ร่วมกับ H2O2 โดยพิจารณาจาก 
cell viability จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ระดับความเข้มข้นของ FAC ที่ 100 
µg/ml และระดับความเข้มข้นของ H2O2 ที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 µM ด้วย
อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ MEM/EBSS ที่ผสม FBS 1% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 
3.4.4 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพร
เดี่ยว 

เพ่ือหาระดับความเข้มข้นของสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวจาก
ต ารับยาตรีผลา ได้แก่ สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. 
Emblica) ที่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยพิจารณาจากปริมาณ cell viability ของเซลล์ 
จากการเพาะเลี้ยงทีร่ะดับความเข้มข้นของสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยว 
สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ 1, 2.5, 5, 10, 
25, 50, 100, 200, 300 และ 500 µg/ml (94) ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ MEM/EBSS ที่มีส่วนผสม
ของ FBS 1% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

หลังจากที่เซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกเพาะเลี้ยงและกระตุ้นด้วยวิธีการดังกล่าวแล้ว จะถูก
น ามาวัดและค านวณปริมาณของ cell viability ด้วยเทคนิค MTT assay (94) โดยผสม 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma,  USA)  กับอาหาร
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เพาะเลี้ยงเซลล์ MEM/EBSS ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml และบ่มทิ้งไว้ในตู้เพาะเลี้ยงที่ควบคุมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ระดับ CO2 ที่ 5% และปริมาณความชื้นที ่95-99% นาน 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติม 
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Bio Basic Canada Inc., Canada) ในปริมาตร 75 µl/well และ
เขย่าด้วยความแรงระดับต่ าด้วยเครื่อง microplate reader เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นท าการวัด
ปริมาณ cell viability โดยวัดจากสภาวะ reduction environment ในเซลล์  เมื่อ MTT ถูก 
reduced ด้วย เอนไซม์ dehydrogenase จะท าให้สีของ MTT เปลี่ยนเป็นสีม่วงของ formazan โดย
สีจะถูกวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (nanometres) โดยใช้เครื่อง 
microplate reader 

  
3.5 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทของสารสกัดน้ าจากต ารับยา
ตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH ใน 96-well plates เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้
ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่  4x104 cells/well โดยการทดลองในครั้งนี้จะแบ่งเซลล์
ออกเป็น 5 กลุ่ม (ภาพที่ 10) คือ 

1. กลุ่มควบคุม (untreated)  
2. กลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย FAC ความเข้มข้น 100 µg/ml และ H2O2 ความเข้มข้น 40 µM เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง 
3. กลุ่มที่กระตุ้นด้วยสารสกัดจากสมุนไพรเพียงอย่างเดียว คือ ตรีผลา ที่ความเข้มข้น 50 และ 

100 µg/ml และสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. 
Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml (คิดเป็น 1/3 ส่วนของความเข้มข้น
ของสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาทั้งหมด) เวลา 24 ชั่วโมง 

4. กลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วยกรดแกลลิค (gallic acid) (Sigma, USA) ความเข้มข้น 25 µM เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นด้วย FAC ความเข้มข้น 100 µg/ml และ H2O2 ความเข้มข้น 
40 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

5. กลุ่มที่กระตุ้นด้วยสารสกัดจากสมุนไพร คือ ตรีผลา ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml 
และสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่
ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นด้วย FAC 
ความเข้มข้น 100 µg/ml และ H2O2 ความเข้มข้น 40 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 



 

 

27 

 
ภาพที่ 10 แสดงกลุ่มการทดลองในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาท 
SK-N-SH ของสารสกัดจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลา 

หลังจากท่ีเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกเพาะเลี้ยงและกระตุ้นด้วยวิธีการดังกล่าวแล้ว เซลล์จะ
ถูกน ามาวัดและค านวณปริมาณของ cell viability ด้วยเทคนิค MTT assay ตามวิธีการที่ได้กล่าวไป
แล้วในข้อ 3.4 

 
3.6 การวัดระดับของธาตุเหล็กภายในเซลล์ 

เพาะเลี้ ยงเซลล์ประสาท  SK-N-SH ใน 96-well plates (black plate clear bottom) 
(Costar, USA) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 4x104 cells/well 
เซลล์ประสาท SK-N-SH จะถูกกระตุ้นโดยแบ่งกลุ่มการทดลองตามที่ได้อธิบายไปแล้วในข้อ 3.5 
(ภาพที่ 10) หลังจากนั้นระดับเหล็ก (Fe2+) จะถูกทดสอบด้วยเทคนิค calcein AM  

 โดยผสม calcein (Invitrogen, USA) กับอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ MEM/EBSS ในความ
เข้มข้น 1 µM ในปริมาตร 100 µl/well และบ่มทิ้งไว้ในที่มืดในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่ควบคุม
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระดับ CO2 ที่ 5% และปริมาณความชื้นที่ 95-99% เป็นเวลา 40 นาที 
จากนั้นล้างด้วย PBS buffer (Bio Basic Canada Inc., Canada) 2 ครั้ง และใส่ PBS buffer ใน
ปริมาตร 100 µl/well ก่อนน าไปวัดค่าการสะสมของเหล็กภายในเซลล์ โดย calcein AM จะผ่าน 
cell membrane เข้าไปจับกับเหล็ก (Fe2+) ในรูปของ free form ภายในเซลล์ ส่วนที่ไม่ได้จับกับธาตุ
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เหล็กจะถูก intracellular esterases ดึงเอา acetomethoxy group ออกจึงสามารถเปล่งแสงฟลูออ
เรสเซนต์ได้ ปริมาณของธาตุเหล็กในเซลล์ที่เพ่ิมขึ้นจะถูกค านวณจากค่าความเข้มของแสงฟลูออเรส
เซนต์ที่ลดลง โดยวัดค่าการดูดกลืน (excitation) และปล่อยพลังงาน (emission) ที่ความยาวคลื่น 
495 และ 515 นาโนเมตร ตามล าดับ โดยใช้เครื่อง microplate reader 
 
3.7 การวัดระดับ Reactive Oxygen Species  

เพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH ใน 96-well plates ชนิด black plate clear bottom  
โดยให้ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 4x104 cells/well เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เซลล์ประสาท 
SK-N-SH จะถูกกระตุ้นโดยแบ่งกลุ่มการทดลองตามท่ีได้อธิบายไปแล้วในข้อ 3.5 (ภาพที่ 10)  

ร ะ ดั บ ข อ ง  ROS ภ า ย ใ น เ ซ ล ล์ จ ะ ถู ก วั ด ด้ ว ย  5 - ( and-6 ) - chloromethyl-2 ', 7 '-
dichlorodihydro fluorescein diacetate, acetylester (CM-H2DCFDA) (Cell Biolab, USA) ท า
การบ่ม CM-H2DCFDA probe ก่อนการกระตุ้นเซลล์ 24 ชั่วโมงสุดท้ายของการทดลอง วิธีการบ่มท า
โดยการเติม DMSO ปริมาตร 8.6 µl เข้าไปผสมกับ CM-H2DCFDA เพ่ือปรับความเข้มข้นให้เป็น 10 
mM แล้วจึงผสมกับ 1X PBS ในปริมาตร 100 µl/well และบ่มทิ้งไว้ในที่มืดในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ใน
สภาวะที่ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นสารละลายจะถูกดูดออก
ทั้งหมด แล้วเติม condition media ตามปกติและบ่มทิ้งไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ก่อนจะน าไปวัดระดับ ROS ภายในเซลล์ โดย CM-H2DCFDA จะผ่าน cell membrane เมื่อมีระดับ 
ROS  อยู่ภายในเซลล์ CM-H2DCFDA จะถูกเปลี่ยนเป็น  2 ',7 '-dichlorofluorescein (DCF) ซึ่ ง
สามารถเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ ระดับของ ROS จะถูกวัดจากปริมาณของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่วัด
ได้ โดยวัดค่าการดูดกลืนและปล่อยพลังงานที่ความยาวคลื่น 495 และ 525 นาโนเมตร ตามล าดับ 
โดยใช้เครื่อง microplate reader 
 
3.8 การสกัดและวัดปริมาณโปรตีน 

เพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด T75 (Corning®, USA) เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง โดยให้ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 7.5x106 cells เซลล์จะถูกกระตุ้นโดย
แบ่งกลุ่มการทดลองตามที่ได้อธิบายไปแล้วในข้อ 3.5 (ภาพที่ 10) แล้วท าการเก็บ pellet ในแต่ละ
กลุ่มการทดลอง 
 วิธีการวัด โดยท าให้เซลล์แตก (break cell) ด้วยเครื่อง sonicator (VIRTIS COMPANY, 
INC., USA) จากนั้ นน า  supernatant ที่ ไ ด้ มาวั ดปริ มาณความ เข้ มข้นของ โปรตี น โ ดย ใช้  
bicinchoninic acid (BCA) assay kits (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) โดยผสม reagent 
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A (ประกอบ ไป ด้ ว ย  sodium carbonate, sodium bicarbonate, bicinchoninic acid และ 
sodium tartrate ใ น  0.1M sodium hydroxide) ป ริ ม า ต ร  196 µl/well กั บ  reagent B 
(ประกอบด้วย 4% cupric sulfate) ปริมาตร 4 µl/well และผสม supernatant ในแต่ละกลุ่มการ
ทดลอง ปริมาตร 5 µl/well บ่มทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นท าการวัด
ความเข้มข้นของโปรตีน โดยวัดจากสภาวะที่โปรตีนในสารละลายท าปฏิกิริยากับ bicinchoninic 
acid ซึ่ง Cu2+ จะถูกรีดิวซ์กลายเป็น Cu+ และจะท าให้สีของสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน้ าเงินม่วง โดย
ความเข้มของสีจะวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate 
reader 
 
3.9 การวัดระดับโปรตีนคาร์บอนิล  

หลังจากสกัดและวัดความเข้มข้นของโปรตีนแล้ว ท าการวัดระดับของโปรตีนคาร์บอนิลใน
เซลล์ SK-N-SH โดยอาศัยหลักการท าปฏิกิริยาของ 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH) กับหมู่
คาร์บอนิลของโปรตีน (protein CO group) จะได้ 2,4-dinitrophenyl (DNP) ซึ่งเป็นสารที่เสถียร 
และสามารถค านวณปริมาณของโปรตีนคาร์บอนิลโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง การทดลองเริ่มจาก
ใช้ โปรตีนความเข้มข้น  250 µg/ml เติมลงใน 10 mM DNPH (Sigma,  USA)  ที่ ผสมใน  2N 
hydrochloric acid (HCl) (Merck,  Germany)  ในหลอดทดลองขนาด  1.5 ml (Eppendorf, 
Germany)  โดยให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 250 µl และใช้โปรตีนในระดับความเข้มข้นเดียวกัน ผสม
กับ 2N HCl เป็น negative control บ่มทิ้งไว้ในที่มืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที โดย
น าออกมาเขย่าทุกๆ 10 นาที จากนั้นเติม 20% trichloroacetic acid (TCA) (Sigma, USA) ปริมาตร 
250 µl และบ่มต่อในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไป centrifuge ที่
ความเร็ว 10,000 RCF อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ีซึ่งจะท าให้เห็นตะกอนอยู่บริเวณก้น
ของหลอดทดลอง จากนั้นเท supernatant ทิ้ง แล้วเติม 1:1 v/v ethanol/ethyl acetate (Sigma, 
USA) 500 µl แล้วน าไป centrifuge อีกครั้ง ที่ความเร็ว 10,000 RCF อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที  จากนั้นเท supernatant ทิ้ งแล้ว เติม 6M guanidine hydrochloride (GdmCl) 
(Sigma,  USA) ที่ ผ สมอยู่ กั บ  0.5M Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Bio Basic 
Canada Inc., Canada) ปริมาตร 250 µl จากนั้นให้ความร้อนสารละลายที่ อุณหภูมิ  60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือละลายตะกอนทั้งหมดและวัดผลการทดลองที่เกิดขึ้นโดยการวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 375 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate reader  
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3.10 การสกัดอาร์เอนเอ  

 เตรียมการสกัด RNA โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท SK-N-SH เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้ปริมาณ
ความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 2.5x106 cells เซลล์ประสาท SK-N-SH จะถูกกระตุ้นโดยแบ่งกลุ่มการ
ทดลองตามที่ได้อธิบายไปแล้วในข้อ 3.5 (ภาพที่ 10) หลังจากนั้นน าเซลล์ประสาทที่ได้จากการ
ทดลองดังกล่าวมาสกัด RNA ตามวิธีการของ Choi และคณะ (95) โดยอาศัยการท าปฏิกิริยาของ 
Trizol reagent ในการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์และแยกองค์ประกอบต่างๆ ของเซลล์ เช่น RNA, DNA 
และโปรตีน โดยเติม Trizol (GeneMark Bio, Taiwan) ปริมาตร 1 ml และ incubate ทิ้งไว้ใน
อุณหภูมิห้อง 10 นาที จากนั้นถ่าย trizol จากภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด T25 มาไว้ในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 ml (Eppendorf, Germany) เติม chloroform (Sigma, USA) ปริมาตร 200 µl แล้ว
น าไป vortex 15 วินาที ให้สารละลายทั้งหมดเข้ากันดี จากนั้นตั้งทิ้งไว้ประมาณ 10 นาที เพ่ือให้เกิด
การแยกชั้นของสารละลาย แล้วจึงน าไป centrifuge ที่ความเร็ว 12,000 RCF อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที ซึ่งจะท าให้เห็นการแยกชั้นของสารละลายออกเป็น 3 ส่วน โดยส่วนใสที่อยู่
บนสุดคือ RNA หลังจากนั้นดูดสารละลายใสส่วนบนสุดออกมาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml แล้ว
เตมิ isopropanol (Merck Millipore, USA) ปริมาตร 500 µl แล้วจึงน าไปเก็บในอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน (ประมาณ 12-14 ชั่วโมง) หลังจากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็ว 12,000 
RCF อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จะเห็น pellet เป็นตะกอนเล็กๆ อยู่ตรงก้นของหลอด
ทดลอง จากนั้นเท isopropanol ทิ้ง แล้วเติม 75% ethanol (Merck, Germany) ปริมาตร 500 µl 
ผสมให้ละลายอย่างเบามือ ตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วจึงน าไป centrifuge ที่ความเร็ว 
7,500 RCF อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ีก่อนที่จะเท ethanol ทิ้งและวาง pellet พักไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนแห้ง แล้วจึงเติม RNAse free water 40 µl เพ่ือละลาย pellet และหลังจากนั้นจึง
น า ไปวัดปริมาณ RNA ด้ วย เครื่ อง  Nanodrop 1000 spectrophotometer (Thermo Fisher 
Scientific Inc., USA) และปรับความเข้มข้นของ RNA ที่สกัดให้เป็น 1 µg/µl เก็บที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส 
 
3.11 การสังเคราะห์ cDNA  

การสังเคราะห์ complementary DNA หรือ cDNA นั้นท าโดยผ่านกระบวนการ RT-PCR 
ในการเปลี่ยน RNA เป็น cDNA  โดยเริ่มต้นจากการเตรียม master mix (Thermo Fisher Scientific 
Inc., USA) ปริมาตรรวม 20 µl ที่ประกอบไปด้วย 5X Reaction Buffer ปริมาตร 4 µl, 10 mM 
dNTP Mix ป ริ ม า ต ร  2 µl, 100 µM  Oligo(dT)18 Primer ปริ ม าต ร  1 µl, RiboLock RNase 
Inhibitor ปริมาตร 1 µl, RevertAid RT ปริมาตร 1 µl, nuclease free water ปริมาตร 9 µl และ 
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template RNA 1 µg โดยสารทั้งหมดจะถูกผสมกันอยู่ใน microtube ขนาด 0.1 ml (Eppendorf, 
Germany) หลังจากจึงน า ไปเข้ าสู่ กระบวนการ PCR ด้วยเครื่อง thermal cycling (BioTek 
Instruments, Inc., USA) เพ่ือสังเคราะห์ cDNA หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการทั้งหมดแล้ว cDNA 
จะถูกเก็บอยู่ท่ีอุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส  
 
3.12 การวัดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์และเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระใน
เซลล์ด้วยเทคนิค real time PCR  

 หลังจากที่สังเคราะห์ cDNA แล้ว ขั้นตอนต่อไปคือการวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณของการ
แสดงออกในระดับ mRNA ด้วยเทคนิค real time polymerase chain reaction หรือ real time 
PCR ด้วยการเพ่ิมปริมาณ DNA ในต าแหน่งที่ต้องการ ในการทดลองครั้งนี้จะวัดระดับการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับตายของเซลล์ ได้แก่ caspase3, Bax, และ Bcl-2 และเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ
ในเซลล์ ได้แก่ catalase (CAT), superoxide dismutase 1 (SOD1), glutathione peroxidase 1 
(GPx1) โดยมี ß-actin เป็น internal control โดย sequence ของ primer ตามท่ีแสดงในตาราง 3  

ขั้นตอนการทดลองเริ่มต้นด้วยการเตรียม SYBR Green PCR master mix (Thermo Fisher 
Scientific Inc., USA) ปริมาตรรวม 10 µl โดยใช้ 2X maxima SYBR Green ปริมาตร 5 µl, 2 µM 
forward primers, reverse primers (IDT, USA), 1000 ng DNA template และ nuclease free 
water ปริมาตร 2 µl (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) โดยส่วนประกอบทั้งหมดจะถูกผสม
ใน microtube ขนาด 0.1 ml (Eppendorf, Germany) ก่อนจะเข้าสู่การท า PCR ด้วยเครื่อง real 
time thermocycler (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)   

Condition real time PCR 

 Pre-denaturation ทีอุ่ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 Annealing ที่อุณหภูมิต่างๆ ตาม ชนิดของ primer ที่แสดงในตารางท่ี 3.3 เป็นเวลา 30 
วินาที  

 Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  
โดยใช้จ านวนการท าปฏิกิริยา 40 รอบ 
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3.13 การวิเคราะห์ข้อมูล 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติท าโดยการใช้โปรแกรม SPSS 22.0 ในการวิเคราะห์ข้อมูล ได้แก่ 
ปริมาณ cell viability ระดับโปรตีน และระดับการแสดงออกของยีน น าเสนอด้วยค่าเฉลี่ย (Mean) 
± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM : standard error of mean) การวิเคราะห์ความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มเปรียบเทียบด้วยสถิติ  one-way analysis of variance (ANOVA) น าเสนอความ
แตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยสถิติ Tukey โดยค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติประเมินที่ความ
เชื่อมั่น p-value น้อยกว่า 0.05 
 
ตาราง 3 แสดงไพรเมอร์จ าเพาะ (specific primers)  ที่น ามาใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของยีน 
catalase (CAT), superoxide dismutase 1 (SOD1),  glutathione peroxidase 1 (GPx1), 
caspase3, Bax และ Bcl-2 ด้วยวิธี real time PCR 
 

Gene Sequence 5'—› 3' Annealing 
Temp. 

PCR 
product 
Size (bp) 

ß-Actin 
 

Forward primer : ACTCTTCCAGCCTTCCTTC 
Reverse primer : ATCTCCTTCTGCATCCTGTC 

55°C 171 

CAT 
 

Forward primer: TGGAGCTGGTAACCCAGTAG 
Reverse primer: CCTTTGCCTTGGAGTATTTGG 

55°C 209 

SOD1 
 

Forward primer: GGTGGGCCAAAGGATGAAGA 
Reverse primer : CCACAAGCCAAACGACTTCC 

52°C 227 

GPx1 
 

Forward primer: CAGTCGGTGTATGCCTTCTCG 
Reverse primer : GAGGGACGCCACATTCTCG 

56°C 105 

Bax 
 

Forward primer : AACATGGAGCTGCAGAGGAT 
Reverse primer : CAGCCCATGATGGTTCTGAT 

57°C 200 

Bcl-2 
 

Forward primer: CGGTTCAGGTACTCAGTCATC 
Reverse primer : GGTGGGGTCATGTGTGTGG 

57°C 89 

Caspase-3 Forward primer: GAAATTGTGGAATTGATGCGT 
Reverse primer: CTACAACGATCCCCTCTGAAA 

55°C 164 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวและจากต ารับยาตรีผลาในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิล 

4.1.1 ฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิล 

เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิล ที่เกิดจาก
ปฏิกิริยา  Fenton reaction ของน้ าตาล  deoxyribose ในการทดลอง โดยใช้  mannitol เป็น
สารละลายมาตรฐานประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา
ในระดับความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 mg/ml ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า สารสกัดน้ า
จากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของต ารับ 
โดยค่าความเข้มข้นในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลร้อยละ 50 (50% inhibition) ของสารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลาที่ได้จากการทดสอบ คือ 0.812 mg/ml (ภาพที่ 11) 

 

 
ภาพที่ 11 แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา 

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยของร้อยละการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิล (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อน
ของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย * p<0.05  
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4.1.2 ฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในต ารับยาตรีผลาในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิล 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวใน
ต ารับยาตรีผลาทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม 
(P. Emblica) กับสารละลาย mannitol ในระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน ได้แก่ 0.06, 0.13, 0.2, 0.26 
และ 0.34 mg/ml ซึ่งเทียบเท่ากับ 1 ใน 3 ตามสัดส่วนที่เป็นองค์ประกอบในต ารับยาตรีผลาที่ความ
เข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/ml ตามล าดับ ผลการทดลองแสดงให้เห็น สมอไทย (T. 
Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) มีประสิทธิภาพในการก าจัด
อนุมูลไฮดรอกซิลได้มากขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสารสกัด
น้ าจากสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาตรีผลา พบว่าสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง สมอไทย (T. 
Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 0.06, 0.13 และ 
0.2 mg/ml มีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลคิดเป็นร้อยละ 30 (โดยประมาณ) เมื่อเทียบ
กับสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น 0.2, 0.4 และ 0.6 mg/ml ตามล าดับ แต่เมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวที่ความเข้มข้น 0.26 และ 0.34 mg/ml พบว่าสารสกัด
น้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิดมีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลได้มากขึ้น โดยคิดเป็น
ร้อยละ 50 (โดยประมาณ) เมื่อเทียบกับสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น 0.8 และ 1.0 
mg/ml ตามล าดับ (ภาพที่ 12A-C) อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 0.06, 0.13, 0.2, 0.26 และ 0.34 
mg/ml ยังไม่เพียงพอที่จะทดสอบค่า 50% inhibition ของสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด 
ผู้วิจัยจึงเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด เป็น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 
mg/ml โดยพบค่า 50% inhibition ของสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. 
Bellerica) มะขามป้อม (P. Emblica) และ mannitol คือ 0.945, 0.915, 0.994 และ 0.983 mg/ml 
ตามล าดับ (ภาพที่ 13A-C) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลได้น้อยกว่าสารสกัดน้ า
จากต ารับยาตรีผลา (50% inhibition = 0.812 mg/ml) 
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ภาพที่ 12 แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยว 

A. แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) B. 
แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากสมอพิเภก  (T. Bellerica) C. แสดงผลการ
ยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากมะขามป้อม (P. Emblica) เทียบกับสารละลาย mannitol  
ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยของร้อยละการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิล (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของ
ค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05  
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ภาพที่ 13 แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว 

A. แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) B. 
แสดงผลการยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากสมอพิเภก  (T. Bellerica) C. แสดงผลการ
ยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากมะขามป้อม (P. Emblica) ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยของร้อยละ
การยับยั้งอนุมูลไฮดรอกซิล (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM)  
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4.2 ระดับความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ธาตุเหล็ก (FAC) สารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในต ารับยาตรีผลาต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH 

4.2.1 ความเป็นพิษของธาตุเหล็กต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH  

ทดสอบการรอดชีวิต (cell viability) ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ที่
ความเข้มข้น 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 µg/ml ด้วยเทคนิค MTT assay ผลการทดลอง
พบว่า cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 
µg/ml ไม่มีความแตกต่างกับกลุ่มควบคุม แต่ในกลุ่มของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยธาตุเหล็กที่ความ
เข้มข้น 200, 300, 400 และ 500 µg/ml มีปริมาณ cell viability ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า FAC ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml 
เป็นระดับความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ในการทดลองครั้งนี้ (ภาพที่ 14)  

 
ภาพที่ 14 แสดงปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม 
 
4.2.2 ความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH 

ผลการทดลอง cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ระดับ
ความเข้มข้น 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 µM พบว่า cell viability ของเซลล์
ประสาท SK-N-SH ในกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ระดับความเข้มข้น 10 และ 20 µM ไม่มีความ
แตกต่างกับกลุ่มควบคุม แต่ในกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ระดับความเข้มข้น 30, 40, 50, 60, 70, 
80, 90 และ 100 µM มีปริมาณ cell viability ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีค่า 50% Lethal dose (LD50) อยู่ที่ 57.39 µM (ภาพที่ 15) 
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ภาพที่ 15 แสดงปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 

กราฟข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 
4.2.3 ความเป็นพิษของธาตุเหล็กร่วมกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH 

ในการทดสอบความเป็นพิษของ FAC ร่วมกับ H2O2 ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยใช้ FAC 
ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml ซึ่งเป็นระดับความเข้มข้นสูงสุดที่ได้ทดสอบแล้วว่าไม่เป็นพิษต่อเซลล์
ประสาท SK-N-SH ร่วมกับ H2O2 ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 10 - 100 µM ผลการทดลองพบว่า ปริมาณ 
cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC 100 µg/ml ร่วมกับ  H2O2 ที่ 10 
และ 20 µM ไมม่ีความแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ใส่ FAC เพียงอย่างเดียว ในขณะที่กลุ่มที่ถูก
กระตุ้นด้วย FAC 100 µg/ml ร่วมกับ H2O2 ที่ 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 µM ปริมาณ 
cell viability ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ใส่ FAC 
เพียงอย่างเดียว (ภาพที่ 16) อย่างไรก็ตามพบว่าปริมาณ cell viability ในกลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วย FAC 
ร่วมกับ H2O2  ที่ความเข้มข้น 60 และ 70 µM มีระดับลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกันในกลุ่มเซลล์ที่มีระดับความเข้มข้นของ H2O2 ที่เท่ากัน ค่า LD50 ของเซลล์ประสาทกลุ่มที่
กระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2  เท่ากับ 50.17 µM ซึ่งมีความเป็นพิษกับเซลล์ประสาท SK-N-SH 
มากกว่าการใช้ H2O2 กระตุ้นเพียงอย่างเดียว (LD50 = 57.39 µM)  
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ภาพที่ 16 แสดงปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC และ 
H2O2  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วยธาตุเหล็กเพียงอย่างเดียว และ 
@p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นร่วมกับธาตุเหล็กในความเข้มข้นของ H2O2 ที่เท่ากัน 
 
4.2.4 ความเป็นพิษของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือตรวจสอบความเข้มข้นของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ปลอดภัยกับเซลล์ประสาท 
SK-N-SH เซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากตรีผลาที่ระดับความเข้มข้น 1, 2.5, 
5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 และ 500 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนที่ระดับ cell viability จะ
ถูกตรวจสอบโดยใช้เทคนิค MTT assay ผลการทดลองพบว่า ปริมาณ cell viability ของเซลล์
ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ทุกระดับความเข้มข้นยกเว้น 
500 µg/ml ไม่มีความแตกต่างเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในทางกลับกันเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่
กระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ระดับความเข้มข้น 500 µg/ml มีปริมาณ cell viability 
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม จากผลการทดลองนี้จะเห็นได้ว่า 
ความเข้มข้นของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ 50 และ 100 µg/ml เป็น 2 ความเข้มข้นสูงสุดที่มี
จ านวนร้อยละของ cell viability ใกล้เคียงร้อยละ 100 ซึ่งไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม ส่วนความ
เข้มข้นที่ 200 และ 300 µg/ml เซลล์มีการตายเพ่ิมขึ้น แต่ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มความ
เข้มข้นที่ 50 และ 100 µg/ml (ภาพที่ 17) นอกจากนี้การใช้ความเข้มข้นที่สูงแต่ไม่มีความแตกต่าง
กับความเข้มข้นที่ต่ ากว่า จะเป็นการสิ้นเปลืองสารทดสอบโดยไม่จ าเป็น ด้วยเหตุนี้ในการศึกษาวิจัย
ต่อไป จึงใช้ความเข้มข้นของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ 50 และ 100 µg/ml (ภาพที่ 17) 
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ภาพที่ 17 แสดงปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลา 

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม 
 
4.2.5 ความเป็นพิษของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือตรวจสอบความเข้มข้นของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในต ารับยาตรีผลาที่ปลอดภัยกับ
เซลล์ประสาท SK-N-SH เซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 
ชนิด ได้แก่ สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่
ระดับความเข้มข้น 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 และ 500 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
และน ามาวัดปริมาณ cell viability โดยใช้เทคนิค MTT assay ผลการทดลองพบว่า เซลล์ที่ถูก
กระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความ
เข้มข้น 200, 300 และ 500 µg/ml และเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากสมอพิเภก (T. 
Bellerica) ที่ระดับความเข้มข้น 300 และ 500 µg/ml มีปริมาณ cell viability ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 18A-C) และเมื่อเปรียบเทียบกับผล
การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาพบว่า สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามี
ความเป็นพิษกับเซลล์ประสาท SK-N-SH ต่ ากว่าสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว เนื่องจากปริมาณ cell 
viability ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาอยู่ที่ 500 µg/ml ซ่ึง
เป็นระดับความเข้มข้นที่สูงกว่าสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด 
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ภาพที่ 18 แสดง cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยว 

A. แสดง cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากสมอ
ไทย (T. Chebula) B. cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจาก
สมอพิเภก (T. Bellerica) C. cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัด
น้ าจากมะขามป้อม (P. Emblica) ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย 
(SEM) โดย *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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4.2.6 ความเป็นพิษของ gallic acid ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือทดสอบระดับความเป็นพิษของ gallic acid ซึ่งเป็นสารองค์ประกอบหลักในสารสกัดน้ า
จากสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดในต ารับยาตรีผลา โดยจะน า gallic acid มาใช้เป็น positive control ในการ
ทดลองต่อไป ในการทดลองเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วย gallic acid ที่ระดับความเข้มข้น 
5, 10, 25, 50, 75, 100 และ 200 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และค านวณ cell viability โดยใช้เทคนิค 
MTT assay ผลการทดลองพบว่า ปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย gallic acid ที่ 50, 75, 100 และ 200 µM มีระดับลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 19) โดยมีค่า LD50 อยู่ที่ 84.07 µM จากผลการทดลองจึงเลือกใช้ 
gallic acid ในความเข้มข้น 25 µM เพ่ือใช้เป็น positive control ในการทดลองต่อไป 

 

ภาพที่ 19 แสดงปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย gallic acid  
ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) ) โดย *p<0.05 

เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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4.3 ผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในการยับย้ังการตาย
ของเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในการ
ยับยั้งการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH จากความเป็นพิษของ FAC ร่วมกับ H2O2 ในการทดลอง
เซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ผสมสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความ
เข้มข้น 50 และ 100 µg/ml หรือสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด สมอไทย (T. Chebula) 
สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 
µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนที่จะถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC 100 µg/ml เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง โดยมีเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย gallic acid เป็น positive control 
จากนั้นใช้เทคนิค MTT assay ในการตรวจสอบปริมาณ cell viability  

ผลการทดลองพบว่า เซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 มีปริมาณ 
cell viability ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่กลุ่มที่ 
pretreatment ด้วย gallic acid  สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาทั้งสองความเข้มข้น สารสกัดน้ า
จากสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 
33.4 µg/ml มีปริมาณ cell viability เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์
ประสาท SK-N-SH กลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วย FAC กับ H2O2 เพียงอย่างเดียว  

และเมื่อ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) กับสมอพิเภก (T. 
Bellerica) ที่ความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 
33.4 µg/ml พบว่า มีปริมาณ cell viability ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบกับ 
gallic acid ซึ่งเป็น positive control ในขณะที่ฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาทั้งสองความ
เข้มข้น และสารสกัดจากมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีประสิทธิภาพใน
การป้องกันการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH ไม่แตกต่างจาก gallic acid (ภาพที่ 20) แม้ว่าฤทธิ์
ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกัน 
สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น 100 µg/ml มีประสิทธิภาพสูงสุดในการป้องกันการ
ตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยพบปริมาณ cell viability ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
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ภาพที่ 20 แสดงปริมาณ cell viability ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวก่อนถูกกระตุ้นด้วย FAC กับ H2O2  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม , #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้น FAC กับ H2O2 และ @p<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
 
4.4 ผลของระดับธาตุเหล็กที่สะสมภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือยืนยันการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH ปริมาณเหล็กที่สะสม
ภายในเซลล์ถูกตรวจสอบโดยเทคนิค calcein AM โดยวัดจากความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่
เปล่งออกมา แสงฟลูออเรสเซนต์ที่เปล่งออกมามากแสดงถึงปริมาณของธาตุเหล็กท่ีสะสมในเซลล์น้อย 
ในการทดลองเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วย FAC ที่ 10, 50 และ 100 µg/ml เพียงอย่าง
เดียวเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC 10, 50 และ 100 µg/ml เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง  

ผลการทดลองพบว่า เซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ความเข้มข้น 10 µg/ml 
มีระดับของธาตุเหล็กเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่ไมม่ีนัยส าคัญทางสถิต ิในขณะที่เซลล์
ประสาท SK-N-SH กลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC 50 และ 100 µg/ml มีระดับของธาตุเหล็กภายใน
เซลล์เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และพบว่าเซลล์
ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC ความเข้มข้น 10, 50 และ 100 
µg/ml มีปริมาณของธาตุเหล็กภายในเซลล์เพ่ิมมากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC เพียงอย่างเดียวในระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน นอกจากนี้
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ยังพบว่ากลุ่มของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM เพียงอย่างเดียวมีการสะสม
ของธาตุเหล็กในเซลล์เพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 21)  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วย FAC จะท าให้มี
การสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์เพ่ิมขึ้น และมีแนวโน้มจะสะสมมากขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นร่วมกับ 
H2O2  ดังนั้นในการทดลองต่อไป จึงเลือกใช้ FAC 100 µg/ml ร่วมกับ H2O2 40 µM เนื่องจากมี
ระดับการสะสมของธาตุเหล็กมากที่สุด 

 

 
ภาพที่ 21 แสดงปริมาณความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของ calcein เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่
กระตุ้นด้วย FAC เพียงอย่างเดียว และกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2   

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM)  โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC ในระดับความเข้มข้นที่
เท่ากัน 
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4.5 ผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวต่อการยับยั้งการสะสมของธาตุ
เหล็กภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือทดสอบความสามารถของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ ยวทั้ง 3 
ชนิด ในการป้องกันการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ ในการทดลองเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูก
กระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ระดับความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml หรือกระตุ้นด้วย
สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ
มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนที่
จะถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยในการทดลองใช้ 
desferoxamine (DFO) เป็น positive control ซึ่ง DFO เป็นสารที่มีฤทธิ์ในการขับธาตุเหล็ก (iron 
chelating agent)  

จากการทดลองพบว่า เซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC มี
ปริมาณของธาตุเหล็กภายในเซลล์เพ่ิมมากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม ในขณะที่เซลล์ประสาท SK-N-SH กลุ่มที ่pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา
และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในทุกความเข้มข้น ยกเว้นสมอไทยที่ความเข้มข้น 16.7 µg/ml มี
ระดับของธาตุเหล็กภายในเซลล์ลดลงตามระดับความเข้มข้นของสารสกัดน้ าที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC นอกจากนี้ยังพบว่าการ 
pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 100 µg/ml มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการสะสมของธาตุเหล็กดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรในทุกกลุ่ม
การทดลอง แต่อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่กระตุ้นด้วย DFO ผล
ปรากฏว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH กลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย DFO มีระดับการสะสมของธาตุเหล็กภายใน
เซลล์น้อยกว่าของสารสกัดน้ าตรีผลาและของสมุนไพรเดี่ยวในทุกกลุ่มความเข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิต ิ(p<0.05) (ภาพที่ 22)  

ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวมี
ประสิทธิภาพในการป้องกันการสะสมของธาตุเหล็กในเซลล์ประสาท SK-N-SH ตามระดับความ
เข้มข้นของสารสกัดน้ า โดยที่สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 100 µg/ml มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการสะสมของธาตุเหล็กดีกว่าสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด แต่ยังมีประสิทธิภาพ
ด้อยกว่า DFO ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์ในการขับธาตุเหล็ก  
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ภาพที่ 22 แสดงปริมาณความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของ calcein ในเซลล์ประสาท SK-N-SH  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม , #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้น FAC กับ H2O2 และ @p<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย DFO 
 
4.6 ผลการยับยั้งของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวต่อการสะสมของ 
Reactive Oxygen Species ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH  

เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด ในการ
ลดการสะสมของ Reactive Oxygen Species ภายในเซลล์หรือ intracellular ROS ด้วยเทคนิค 
CM-H2DCFDA fluorescence probe ในการทดลองเซลล์ประสาท SK-N-SH ได้ถูกกระตุ้นด้วยสาร
สกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml หรือกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากสมอ
ไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 16.7 
และ 33.4 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนที่จะถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง  

ผลการทดลองพบว่าระดับ intracellular ROS ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม ในขณะที่เซลล์ประสาท SK-N-SH กลุ่มที่ pretreatment ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml และสารสกัดน้ าจากสมอไทยที่ความเข้มข้น 33.4 
µg/ml พบว่าระดับ intracellular ROS ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่ม
ที่กระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 นอกจากนี้สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 100 µg/ml 
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มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสะสมของ ROS ได้ดีกว่า gallic acid อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) แต่เมื่อเปรียบเทียบผลของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด กับ gallic acid พบว่า 
gallic acid ประสิทธิภาพในการยับยั้งการสะสมของ ROS สูงกว่าสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 
ชนิด ในทุกกลุ่มความเข้มข้น (ภาพที่ 23)  

 
ภาพที่ 23 แสดงปริมาณ ROS ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH 
  ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้น FAC กับ H2O2 และ @p<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
 

จากผลการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นว่า สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาทั้ง 50 และ 100 
µg/ml และสารสกัดน้ าจากลูกสมอไทย (T. Chebula) ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีประสิทธิภาพใน
การลดระดับของ ROS ภายในเซลล์ และยังพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น 100 
µg/ml มีประสิทธิภาพดีกว่า gallic acid ซึ่งเป็น positive control ในขณะที่สารสกัดน้ าจากสมุนไพร
เดี่ยวทั้ง 3 ชนิด ที่ความเข้มข้น 16.7 µg/ml ไม่สามารถลดระดับของ ROS ภายในเซลล์ได้ จากผล
การทดลองจะเห็นได้ว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพดีกว่าสารสกัดน้ าจากสมุน ไพร
เดี่ยวในต ารับในการลดระดับ intracellular ROS 
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4.7 ผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวต่อการยับยั้งระดับโปรตีนคาร์
บอนิล (protein carbonyl) ของเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือทดสอบผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวต่อการลดระดับ 
protein carbonyl ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH โดย protein carbonyl เป็น marker หนึ่งที่
สามารถตรวจสอบภาวะการสะสมของ oxidative stress ที่เกิดภายในเซลล์ได้ โดยการทดลองครั้งนี้ 
DNPH ถูกน ามาใช้ตรวจสอบระดับ protein carbonyl ที่เกิดขึ้นในเซลล์ประสาท SK-N-SH ในการ
ทดสอบเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ระดับความเข้มข้น 
50 และ 100 µg/ml หรือจากสมุนไพรเดี่ยว เช่น สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) 
และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ก่อนที่จะถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

ผลการทดลองพบว่า เซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC และ H2O2 มีปริมาณ 
protein carbonyl เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่
เซลล์ประสาท SK-N-SH กลุ่มท่ี pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาทั้ง 50 และ 100 
µg/ml รวมถึงสารสกัดน้ าของสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม 
(P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีระดับของ protein carbonyl ลดลงตามระดับความ
เข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC 
และ H2O2  

เมื่อเปรียบเทียบกับ gallic acid ซึ่งเป็น positive control พบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรี
ผลาทั้ง 50 และ 100 µg/ml รวมถึงสารสกัดน้ าของสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. 
Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 33.4 µg/ml  สามารถการยับยั้งการ
สะสมของระดับ protein carbonyl ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH ไม่แตกต่างจาก gallic acid 
นอกจากนี้ยังพบว่า pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าของสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. 
Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 µg/ml ไม่สามารถยับยั้งการ
สะสมของ protein carbonyl ในเซลล์ประสาท SK-N-SH เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC 
และ H2O2 (ภาพที่ 24)  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาทั้ง 50 และ 100 µg/ml มี
ประสิทธิภาพใกล้เคียงกับ gallic acid ในการยับยั้งการสะสมของ protein carbonyl ในเซลล์
ประสาท SK-N-SH และสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพที่จะยับยั้งการสะสมของ 
protein carbonyl ดีกว่าสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด  
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ภาพที่ 24 แสดงระดับ protein carbonyl ของเซลล์ประสาท SK-N-SH  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC และ @p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
 
4.8 ผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวต่อการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระของเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือทดสอบความสามารถของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาในการควบคุมการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระของเซลล์ประสาท SK-N-SH ด้วยเทคนิค qPCR ในการ
ทดลองเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกเลี้ยงในสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ระดับความเข้มข้น 50 
และ 100 µg/ml หรือเลี้ยงจากสมุนไพรเดี่ยว คือ สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) 
และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ก่อนที่จะถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมี gallic 
acid เป็น positive control หลังจากนั้นเซลล์ประสาท SK-N-SH จะถูกน ามาสกัด RNA และวัด
ระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค qPCR 
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4.8.1 การแสดงออกของยีนคะตะเลส (CAT) 

CAT ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลาย H2O2 ให้เป็น H2O และ O2 ผลการทดลองแสดงให้เห็น
ว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC มีการแสดงออกของยีน CAT ลดลงอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่กลุ่มเซลล์ประสาท SK-N-SH 
ที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml รวมถึงสาร
สกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่
ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีการแสดงออกของ CAT เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2  

และเมื่อเปรียบเทียบกับ gallic acid พบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ pretreatment ด้วย
สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น  50 µg/ml รวมถึงสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. 
Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 16.7 µg/ml มี
การแสดงออกของ CAT น้อยกว่ากลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย gallic acid อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) (ภาพที่ 25)  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา (50 และ 100 µg/ml) สารสกัด
น้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความ
เข้มข้น 33.4 µg/ml รวมถึง gallic acid มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมระดับการแสดงออกยีน CAT ซึ่งมี
หน้าที่ลดปริมาณ H2O2 ภายในเซลล์ ซึ่งในการทดลองนี้พบว่าประสิทธิภาพในการเพ่ิมการแสดงออก
ของยีน CAT ของทั้งสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในต ารับทั้ง 3 
ชนิด มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกัน 
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ภาพที่ 25 แสดงผลการแสดงออกของยีน CAT  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC และ @p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
 
4.8.2 การแสดงออกของยีนกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส 1 (GPx1) 

GPx1 ท าหน้าที่ในการสลาย H2O2 ให้เป็นน้ า เพ่ือป้องกันไม่ให้ H2O2 ถูกเปลี่ยนไปเป็น
อนุมูลไฮดรอกซิล ผลการทดลองพบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH กลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC 
มีการแสดงออกของยีน GPx1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม และเม่ือเปรียบเทียบกลุ่มที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัด
น้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด พบว่าการแสดงออกของ GPx1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ในทุกกลุ่มความเข้มข้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC  

ในขณะที่กลุ่มที่ pretreatment ด้วย gallic acid มีการแสดงออกของ GPx1 ไม่แตกต่างกับ
กลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC นอกจากนี้ยังพบว่า pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในทุกความเข้มข้น ยกเว้นกลุ่ม pretreatment ด้วย
สารสกัดจากสมอพิเภก (T. Bellerica) ที่ 16.7 µg/ml มีการแสดงออกของ GPx1 เพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ gallic acid (ภาพที่ 26)  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยวจากต ารับยาตรีผลา มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมการแสดงออกของยีน GPx1 ซึ่งเป็นยีนที่
ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดสในการก าจัด H2O2 ภายในเซลล์ ในการ
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ทดลองนี้พบว่า gallic acid ซึ่งเป็น positive control มีประสิทธิภาพในการควบคุมการแสดงออก
ของ GPx1 ได้ไม่ดีเท่าสารสกัดน้ า นอกจากนี้ยังพบว่าประสิทธิภาพในการควบคุมการแสดงออกของ 
GPx1 ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมอไทยใกล้เคียงกัน  ซึ่งสารสกัดน้ าทั้ง
จากต ารับยาตรีผลาและสมอไทยมีประสิทธิภาพในการควบคุมการแสดงออกของ GPx1 สูงกว่ากลุ่ม
ของสารสกัดน้ าจากสมอพิเภกและมะขามป้อม  

 
ภาพที่ 26 แสดงผลการแสดงออกของยีน GPx1  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC และ @p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
 
4.8.3 การแสดงออกของยีนซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 1 (SOD1)   

SOD1 มีหน้าที่เร่งปฏิกิริยาสลาย O2
- โดยเปลี่ยน O2

- ไปเป็น H2O2 และ O2 ผลการทดลอง
พบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC มีการแสดงออกของยีน SOD1 
เพ่ิมข้ึนแต่ไม่แตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม การแสดงออกของยีน SOD1 ของเซลล์ประสาท 
SK-N-SH ที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวใน
ทุกกลุ่มความเข้มข้น มีการแสดงออกของยีน SOD1 สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และพบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH กลุ่มที่ pretreatment ในสารสกัด
น้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทุกกลุ่มความเข้มข้น ยกเว้นกลุ่มที่ของสาร
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สกัดน้ าจากสมอพิเภก (T. Bellerica) ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีการแสดงออกของ SOD1 เพ่ิม
สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC  

ในขณะที่ เมื่อเปรียบเทียบกับ gallic acid พบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ในกลุ่มที่  
pretreatment ในสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 100 µg/ml สารสกัดน้ าจากสมอ
พิเภก (T. Bellerica) ความเข้มข้น 33.4 µg/ml และสารสกัดน้ าจากมะขามป้อม (P. Emblica) ทั้ง
ความเข้มข้น 33.4 และ 16.7 µg/ml มีการแสดงออกของยีน SOD1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดจากสมอพิเภก (T. Bellerica) ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มี
ระดับการแสดงออกของ SOD1 น้อยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสาร
สกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในกลุ่มอ่ืนๆ (ภาพที่ 27)  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพร
เดี่ยวทั้ง 3 ชนิด ยกเว้นกลุ่มที่ถูกเลี้ยงในสารสกัดน้ าจากสมอพิเภก (T. Bellerica) ความเข้มข้น 33.4 
µg/ml และ gallic acid มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมการแสดงออกของ SOD1 ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่
ควบคุมกลไกในการก าจัดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ 

 

 
ภาพที่ 27 แสดงผลการแสดงออกของยีน SOD1  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC และ @p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย gallic acid 
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4.9 ผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวต่อการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ของเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เพ่ือทดสอบความสามารถของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวในการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis ในเซลล์ประสาท SK-
N-SH โดยในการทดลองเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกเลี้ยงในสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ระดับ
ความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml หรือจากสมุนไพรเดี่ยว ได้แก่ สมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก 
(T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ก่อนที่จะถูกกระตุ้นด้วย H2O2 40 µM ร่วมกับ FAC 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
โดยมี gallic acid เป็น positive control หลังจากนั้นเซลล์ประสาท SK-N-SH ทุกกลุ่มถูกน าไปสกัด 
RNA และวัดการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค qPCR 
 
4.9.1 ผลการแสดงออกของยีน caspase-3 

caspase-3 เป็นยีนที่มีบทบาทส าคัญกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis เนื่องจากควบคุม
ทั้ง intrinsic และ extrinsic pathway ผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของ caspase-3 ในเซลล์
ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 มีการแสดงออกของ caspase-3 เพ่ิมขึ้นมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุม และเมื่อ pretreatment เซลล์
ประสาท SK-N-SH ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาความเข้มข้น 50 และ 100 
µg/ml สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สารสกัดน้ าจากสมอพิเภก (T. Bellerica) ความ
เข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml พบว่ามีการแสดงออกของ caspase-3 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2  

ในขณะที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากมะขามป้อม (P. Emblica) ที่ความเข้มข้น 
16.7 µg/ml มีการแสดงออกของยีน caspase-3 สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ
กับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 นอกจากนี้ยังพบว่าการ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ า
จากต ารับยาตรีผลาที่ 100 µg/ml และสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) 33.4 µg/ml มีการ
แสดงออกของ caspase-3 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05)  เมื่อเทียบกับกลุ่ มที่  
pretreatment ด้วย gallic acid (ภาพที่ 28)  
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ภาพที่ 28 แสดงผลการแสดงออกของยีน caspase-3  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC และ @p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย gallic acid 

 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อกระตุ้นเซลล์ประสาท SK-N-SH ด้วย H2O2 ร่วมกับ 

FAC มีผลในการเพ่ิมการแสดงออกของ caspase-3 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis ในขณะที่การเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความ
เข้มข้น 50 และ 100 µg/ml สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สารสกัดน้ าจากสมอพิเภก (T. 
Bellerica) ที่ความเข้มข้น 16.7 และ 33.4 µg/ml มีประสิทธิภาพในการลดการแสดงออกของ 
caspase-3 นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ 100 µg/ml มีประสิทธิภาพดีที่สุด
ในการลดการแสดงออกของ caspase-3 โดยมีระดับการแสดงออกของ caspase-3 ไม่แตกต่างกับ
เซลล์ในกลุ่มควบคุม 

 
4.9.2 ผลการแสดงออกของยีน Bax 

Bax เป็นยีนในกลุ่ม pro-apoptotic genes ท าหน้าที่กระตุ้นการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าระดับการแสดงออกของ Bax เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เมื่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC ในขณะที่เซลล์
ประสาท SK-N-SH กลุ่มที่ pretreatment ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความ
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เข้มข้น 50 และ 100 µg/ml สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) ที่ 16.7 และ 33.4 µg/ml และ
สารสกัดน้ าจากสมอพิเภก (T. Bellerica) และ มะขามป้อม (P. Emblica) ที่ระดับความเข้มข้น 33.4 
µg/ml มีการแสดงออกของ caspase-3 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่ม
ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC ขณะที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่
ความเข้มข้น 100 µg/ml มีการแสดงออกของ caspase-3 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับ gallic acid ซึ่งเป็น positive control พบว่า (ภาพที่ 29)  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อกระตุ้นเซลล์ประสาท SK-N-SH ด้วย H2O2 ร่วมกับ 
FAC มีผลในการเพ่ิมการแสดงออกของ Bax ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่ม pro-apoptotic genes ในขณะที่เมื่อ
กระตุ้นเซลล์ประสาท SK-N-SH ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา (50 และ 100 
µg/ml) สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) (16.7 และ 33.4 µg/ml) และสารสกัดน้ าจากสมอ
พิเภก (T. Bellerica) และมะขามป้อม (P. Emblica) (33.4 µg/ml) มีประสิทธิภาพในการลดการ
แสดงออกของ Bax และยังพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ 100 µg/ml มีประสิทธิภาพดีที่สุด
ในการลดการแสดงออกของ Bax โดยสามารถลดระดับการแสดงออกของ Bax ได้มากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรในกลุ่มอ่ืนๆ 

 

 
ภาพที่ 29 แสดงผลการแสดงออกของยีน Bax  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ FAC และ @p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย gallic acid 
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4.9.3 ผลการแสดงออกของยีน Bcl-2 

Bcl-2 เป็นยีนในกลุ่ม anti-apoptotic genes ท าหน้าที่ยับยั้ งการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis ผลการทดลองพบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด ในทุกกลุ่มความเข้มข้น มีระดับการแสดงออกของ 
Bcl-2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ร่วมกับ 
FAC นอกจากนี้ยังพบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรี
ผลาที่ความเข้มข้น 100 µg/ml และจากสมอไทย (T. Chebula) ที่ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีการ
แสดงออกของ Bcl-2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย 
gallic acid (ภาพที่ 30) 

จากผลการทดลองที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่า สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมุนไพร
เดี่ยวทั้ง 3 ชนิด มีความสามารถในการเพ่ิมการแสดงออกของยีน Bcl-2 นอกจากนี้สารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลามีคุณสมบัติในการเพ่ิมการแสดงออกของยีน  Bcl-2 ได้ดีกว่า gallic acid ซึ่งเป็น 
positive control ในการทดลอง  

 

 
ภาพที่ 30 แสดงผลการแสดงออกของยีน Bcl-2  

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (SEM) โดย *p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม, #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 และ @p<0.05 
เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
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4.9.4 สัดส่วนผลต่างระหว่างการแสดงออกของยีน Bcl-2 กับ Bax 

เมื่อน าข้อมูลการแสดงออกของ Bcl-2 และ Bax มาค านวณเป็นสัดส่วนของการแสดงออก
ของยีนระหว่าง Bcl-2 และ Bax พบว่าการ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่
ความเข้มข้น 100 µg/ml และจากสมอไทย (T. Chebula) ที่ความเข้มข้น 33.4 µg/ml มีสัดส่วนการ
แสดงออกของ Bcl-2 และ Bax สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสมอไทยในความเข้มข้นดังกล่าวมีสัดส่วน
การแสดงออกของ Bcl-2 และ Bax สูงกว่า gallic acid อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 
31)  

จากผลการทดลองสรุปได้ว่า สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. 
Chebula) (33.4 µg/ml) มีความสามารถในการยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตาย
ของเซลล์แบบ apoptosis ซึ่งอาจจะเกี่ยวข้องกับการป้องกันการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH ใน
การทดลอง 
 

 
ภาพที่ 31 แสดงสัดส่วนระหว่างการแสดงออกของยีน Bcl-2 กับ Bax  

โดย *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย FAC 
ร่วมกับ H2O2 และ @p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย gallic acid 
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บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

การตายของเซลล์ประสาทเป็นพยาธิสภาพที่ส าคัญของโรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบ
ประสาท หรือ neurodegenerative disease โดยมีสาเหตุส่วนหนึ่งมาจากภาวะ oxidative stress 
ที่เกิดจากปฏิกิริยา Fenton’s reaction เป็นเหตุให้มีการสะสมของ OH- ภายในเซลล์เป็นจ านวนมาก 
ดังนั้นการลดภาวะ oxidative stress ในเซลล์ประสาทจึงเป็นหนึ่งในเป้าหมายหลักที่น่าสนใจในการ
ป้องกันและรักษาโรค neurodegenerative disease (20) 

ตรีผลา (Triphala) เป็นต ารับยาพ้ืนบ้านที่คนไทยใช้ในการรักษาโรคและการส่งเสริมสุขภาพ
มานาน ในต ารับยาประกอบไปด้วยสมุนไพร 3 ชนิด ได้แก่ สมอไทย (T. chebula) สมอพิเภก (T. 
belerica) และมะขามป้อม (P. emblica) ซึ่งนิยมรับประทานโดยการน าไปต้มในน้ าเดือดและดื่มเป็น
ชา การศึกษาองค์ประกอบในสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด พบว่ามีสารประกอบประเภท polyphenol เป็น
องค์ประกอบหลัก เช่น gallic acid ซึ่งเป็นสารประกอบที่พบมากที่สุดในสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด 
นอกจากนี้ยังพบรายงานของสารประเภท polyphenol ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (45) อีกทั้ง
ยังมีคุณสมบัติในการป้องกันโรค neurodegenerative diseases ผ่านทางการควบคุม apoptotic 
signaling pathways (96, 97) เนื่องจากสารประเภท polyphenol เป็นองค์ประกอบที่พบได้มากใน
ธรรมชาติ และยังพบเป็นองค์ประกอบหลักของต ารับยาตรีผลาอีกด้วย การศึกษาในครั้งนี้จึงสนใจ
ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิดในต ารับยา 
โดยในการทดลองผู้ศึกษาได้ลดความเข้มข้นของสมุนไพรเดี่ยวทุกชนิดเหลือเพียง 1 ใน 3 ตามสัดส่วน
องค์ประกอบจริงในต ารับยาตรีผลา เนื่องจากต้องการเปรียบเทียบสัดส่วนการออกฤทธิ์ของสมุนไพร
เดี่ยวและสมุนไพรแบบต ารับ  

ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวและสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาใน
การต้านอนุมูลอิสระ ความสามารถในการก าจัดอนุมูลไฮดรอกซิลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา
และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวด้วยวิธี deoxyribose assay โดยมี mannitol เป็นสารมาตรฐาน
ในเปรียบเทียบ ผลการทดลองพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว
ในต ารับสามารถลดการท าลายโมเลกุลของน้ าตาล deoxyribose จากอนุมูลไฮดรอกซิลได้อย่างมี
ประสิทธิภาพตามระดับความเข้มข้นของสารสกัดน้ าที่เพ่ิมขึ้น โดยพิจารณาจากค่า 50% inhibition 
ของสารสกัดน้ าจากตรีผลามีค่าเท่ากับ 0.812 mg/ml (ภาพที่ 11) และเมื่อเปรียบเทียบกับค่า 50% 
inhibition ของสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สมอพิเภก (T. Bellerica) มะขามป้อม (P. 
Emblica) ซึ่งมีค่า 0.945, 0.915 และ 0.994 mg/ml ตามล าดับ (ภาพที่ 13) จากผลการทดลองจะ
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เห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา มีประสิทธิภาพในการก าจัด OH- ได้ดีกว่าสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยว โดย Gutteridge และ Halliwell ได้อธิบายกลไกที่มีความเป็นไปได้ในการยับยั้งการ
ท าลายโมเลกุลของน้ าตาล deoxyribose ว่าสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้บการท าลายโมเลกุลของ
น้ าตาล deoxyribose ในปฏิกิริยาอาจประกอบด้วยโมเลกุลที่มีความสามารถในการจับกับโลหะหนัก 
เช่น เหล็ก ซึ่งสามารถยับยั้งกระบวนการท าลายน้ าตาล deoxyribose จากอนุมูลไฮดรอกซิลที่เกิด
จาก Fenton’s reaction ได้ (98) และเนื่องจากการทดลองนี้เป็นการทดลองในหลอดทดลองโดยมี
กลไกในการสร้างอนุมูลไฮดรอกซิลผ่านปฏิกิริยาดังนี้   

 

นอกจากนี้ในการทดลองยังใช้ ascorbic acid ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น reducing agent ท าหน้าที่
ให้อิเล็คตรอนกับ ferric iron (Fe3+) แล้วเปลี่ยนให้เป็น ferrous iron (Fe2+) เพ่ือให้ปฏิกิริยาไม่ขาด 
substrate ในการสร้างอนุมูลไฮดรอกซิล ดังสมการเคมีต่อไปนี้ 

 

ดังนั้น gallic acid  ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น reducing agent เช่นเดียวกับ ascorbic acid ท า
หน้าที่เร่งปฏิกิริยาในการท าลายโมเลกุลของน้ าตาล deoxyribose จึงไม่สามารถใช้เป็น control ใน
การทดลองนี้ได้ (92) 

เมื่อพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีคุณสมบัติในการก าจัดอนุมูลอิสระ ผู้วิจัยจึงศึกษา
ความเป็นพิษของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในเซลล์ประสาท 
SK-N-SH โดยพิจารณาจากปริมาณ cell viability ด้วยเทคนิค MTT assay พบว่าสารสกัดน้ าจาก
ต ารับยาตรีผลามีความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ความเข้มข้น 500 µg/ml เมื่อเปรียบกับ
เซลล์ในกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 17) ในขณะที่สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. chebula) และมะขามป้อม 
(P. emblica) มีความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ความเข้มข้น 200 µg/ml และสารสกัดน้ า
จากสมอพิเภก (T. belerica) มีความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ความเข้มข้น 300 µg/ml 
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ประสาทในกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 18) ซึ่งถ้าพิจารณาจากปริมาณ cell 
viability จากผลการทดลองพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีความเป็นพิษต่ ากว่าสารสกัดน้ า
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จากสมุนไพรเดี่ยวในต ารับทั้ง 3 ชนิดเมื่อเปรียบเทียบในระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน ในการทดลองครั้ง
นี้เลือกใช้ความเข้มข้นของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ 50 และ 100 µg/ml เนื่องจากเป็นระดับ
ความเข้มข้นที่มีปริมาณ cell viability ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุมมากที่สุด และเมื่อทดสอบความเป็น
พิษของ gallic acid ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH พบว่าเริ่มมีความเป็นพิษกับเซลล์ที่ระดับความ
เข้มข้น 50 µM (ภาพที่ 19) ดังนั้นจึงเลือก gallic acid ในความเข้มข้น 25 µM ซ่ึงเป็นความเข้มข้น
สูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH เพ่ือใช้เป็น positive control ในการทดลอง ซึ่ง 
Russell และคณะได้รายงานว่าในสารสกัดตรีผลาความเข้มข้น 3 ,750 ng/ml มีความเข้มข้นของ 
gallic acid อยู่เท่ากับ 89.02±5.67 ng/ml หรือคิดเป็น 2.4% w/w ของ phenolic acid ที่พบใน
สารสกัดตรีผลา (99) แต่เนื่องจากผู้ศึกษาต้องการเห็นความแตกต่างของผลการทดลองที่ชัดเจน การ
ทดลองครั้งนี้จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของ gallic acid สูงกว่าความเข้มข้นจริงที่พบในต ารับ  

ด้วยภาวะที่ธาตุเหล็กสะสมในเซลล์ประสาทส่งผลให้เกิดอนุมูลไฮดรอกซิลซึ่งเป็นสาเหตุของ 
oxidative stress และปัจจัยของการเกิด neurodegenerative disease ด้วยเหตุนี้การป้องกันการ
สะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ประสาทจึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่อาจจะสามารถป้องกันการเกิดโรค 
neurodegenerative disease ในผู้สูงอายุได้ (100) การศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ใช้ FAC และ H2O2 
ส าหรับการจ าลองภาวะ oxidative stress ในเซลล์ประสาท SK-N-SH จึงได้ทดสอบความเป็นพิษของ 
FAC และ H2O2 ต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยพบว่า FAC ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml เป็นระดับ
ความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท SK-N-SH และความเป็นพิษจะเพ่ิมขึ้นตามล าดับ
ความเข้มข้นของ FAC (ภาพที่ 14) อันเป็นผลมาจากการสะสมของธาตุเหล็กในเซลล์ประสาท SK-N-
SH ที่เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของ FAC (ภาพที่ 21)  นอกจากนี้พบ LD50 ของ H2O2 ต่อเซลล์
ประสาท SK-N-SH ที่ระดับความเข้มข้น 57.39 µM (ภาพที่ 15) แต่เมื่อใช้ FAC ร่วมกับ H2O2 พบว่า
เซลล์ประสาท SK-N-SH ตายเพ่ิมขึ้นกว่าการใช้ H2O2 หรือ FAC เพียงอย่างเดียวที่ระดับความเข้มข้น
เดียวกัน (ภาพที่ 16) อีกทั้งยังพบการสะสมของเหล็กในเซลล์เพ่ิมมากขึ้นกว่าการใช้ FAC เพียงอย่าง
เดียว ซึ่ง Dev และคณะได้อธิบายไว้ว่า เป็นผลมาจากการที่ H2O2 เข้าไปลดการแสดงออกของ 
Ferritin-H (Ft-H) และ ferroportin (Fpn) ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่หลักในการควบคุมสมดุลของการ
สะสมและน าธาตุเหล็กออกนอกเซลล์ประสาทตามล าดับ จึงท าให้พบการสะสมของธาตุเหล็กในเซลล์
ประสาทเพ่ิมมากขึ้น (101) แต่อย่างไรก็ตามปริมาณธาตุเหล็กที่สะสมในเซลล์ประสาทของทั้ง 2 กลุ่ม
ก็ไม่ได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 16) จากผลการทดลองดังกล่าวจึงสันนิษฐานว่า 
FAC และ H2O2 ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทมากขึ้นจากระดับ ROS ภายในเซลล์ที่เพ่ิม
มากขึ้น ในเมื่อทดสอบสมมติฐานจากการทดลองของระดับ ROS ภายในเซลล์ ในเซลล์ประสาท SK-
N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 (ภาพที่ 23) พบว่ามีระดับ ROS เพ่ิมสูงขึ้น เพราะธาตุ
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เหล็กและ H2O2 เร่งปฏิกิริยา Fenton’s reaction และผลิต OH-  มากขึ้น (34) ซึ่งมีผลกับการเพ่ิม
ระดับ ROS ภายในเซลล์และเพ่ิมอัตราการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH 

เมื่อพบว่า FAC และ H2O2 มีความเป็นพิษและท าให้เซลล์ประสาท SK-N-SH ตายเพ่ิมขึ้น ผู้
ศึกษาจึงศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในการยับยั้ง
การตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยใช้ FAC ร่วมกับ H2O2 กระตุ้นให้เกิด oxidative stress 
พบว่า pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา (50 และ 100 µg/ml) สารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยว (16.7 และ 33.4 µg/ml) และ gallic acid สามารถลดการตายของเซลล์ประสาท SK-
N-SH  ในการทดลองนี้ได้ลดความเข้มข้นของสมุนไพรเดี่ยวลงตามสัดส่วนของต ารับเพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการท างานโดยรวมของต ารับยาตรีผลาว่ามาจากสมุนไพรเดี่ยวตัวใดเป็นหลัก พบว่าสาร
สกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH ดีกว่าการ
ใช้สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว (ภาพที่ 20) ดังนั้นประสิทธิภาพในการลดการตายของเซลล์ประสาท 
SK-N-SH ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาจึงน่าจะมาจากการท างานร่วมกันของสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 
3 ชนิด นอกจากนี้ยังพบว่าประสิทธิภาพของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาที่ความเข้มข้น 100 
µg/ml และ gallic acid ไม่แตกต่างกัน ในการทดลองนี้ใช้ gallic acid เป็น positive control ซึ่งมี
รายงานว่ามีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (48) นอกจากนี้ผลการทดลองนี้ยังสอดคล้องกับ
รายงานที่พบในสัตว์ทดลองถึงประสิทธิภาพของ gallic acid ในการป้องกันภาวะเสื่อมของระบบ
ประสาท เช่น อัลไซเมอร์ พาร์กินสัน และ cerebral ischemia (102-107) จากผลการทดลองข้างต้น
จึงอาจสันนิษฐานได้ว่าฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและจากสารสมุนไพรเดี่ยวในการยับยั้ง
การตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH น่าจะมาจากคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของ gallic acid 
เป็นหลักและสารประกอบประเภท polyphenol อ่ืนๆ ที่เป็นองค์ประกอบในต ารับ เช่น tannic 
acid, ascorbic acid, syringic acid, epicatechin, chebulic acid, chebulagic acid เป็นต้น (45) 

หลังจากที่พบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีฤทธิ์ในการป้องกันการตายของเซลล์
ประสาท SK-N-SH จึงได้ศึกษากลไกในการป้องกัน เช่น การยับยั้งการสะสมของธาตุเหล็กในเซลล์
ประสาท SK-N-SH, การลดระดับ ROS ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH, การควบคุมการท างานของ
เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ หรือการยับยั้งกระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis โดย
ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในการ
ป้องกันการสะสมของธาตุเหล็กในเซลล์ประสาท SK-N-SH ได้ใช้ DFO ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์ในการขับ
ธาตุเหล็ก (iron chelating agent) เป็น positive control ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ า
จากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสะสมของธาตุเหล็กในเซลล์ประสาท SK-N-SH 
ดีกว่าการใช้สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของต ารับยาตรีผลากับสัดส่วน
ความเข้มข้นของสมุนไพรเดี่ยวในต ารับ (ภาพที่ 22) การที่สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามี
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ประสิทธิภาพในการยับยั้งการสะสมของธาตุเหล็กได้ดีคาดว่าน่าจะมาจากการท างานร่วมกันของ
สมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Andjelkovic ในปี 2006 (108) ที่พบว่า
สารประกอบประเภท polyphenol นั้นมีความสามารถในการขับออก (chelate) ธาตุ เหล็ก 
นอกจากนี้ยังพบรายงานของสารสกัดจากสมอไทย (T. Chebula) และมะขามป้อม (P. emblica) มี
ฤทธิ์ในการขับธาตุเหล็กและลดความเป็นพิษจากการสะสมของธาตุเหล็กในหนูทดลองและอาจใช้ใน
การรักษาโรคที่เกิดจากการสะสมของธาตุเหล็กได้ (109, 110) แตพ่บว่าการป้องกันการสะสมของธาตุ
เหล็กของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีฤทธิ์ดีไม่เท่าสารมาตรฐาน DFO (iron chelating agent) 
Khokhar และ Apenten  ได้อธิบายไว้ว่าส่วนหนึ่งอาจจะเกิดจากโครงสร้างทางเคมีของ gallic acid 
ในต ารับยา (ภาพที่ 32) ซึ่งเป็นสารประกอบ polyphenol ที่จัดอยู่ในกลุ่มของ galloyl group มี
ลักษณะโครงสร้างเป็น trihydroxybenzene (ภาพที่ 33) ที่แม้จะมีความสามารถในการขับออกของ
ธาตุเหล็กแต่ก็สามารถขับธาตุเหล็กออกได้น้อยกว่าสาร polyphenol กลุ่ม catechol group ซ่ึงมี
ลักษณะโครงสร้างเป็น dihydroxybenzene (ภาพที่ 34) (111)   

 

 
 

 
 
ภาพที่ 32 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ gallic acid 
หรือ 3,4,5-trihydroxybenzoic acid  
(51) 
 

 
 

ภาพที่ 33 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ Pyrogallol จัด
อยู่ในกลุ่มของ galloyl group มีลักษณะโครงสร้างแบบ 
trihydroxy benzene  
(รูปภาพจาก www.sigmaaldrich.com) 
 

 

ภาพที่ 34 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ Pyrocatechol 
จัดอยู่ในกลุ่มของ catechol group มีลักษณะ
โครงสร้างแบบ dihydroxybenzene  
(รูปภาพจาก www.sigmaaldrich.com) 
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ระดับ ROS ที่เพ่ิมขึ้นภายในเซลล์ส่งผลให้เซลล์สะสมภาวะ oxidative stress ซึ่งเป็นอีก

สาเหตุหนึ่งที่น าไปสู่การตายของเซลล์ ผู้วิจัยจึงได้ศึกษาผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและ
สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในการลดระดับ ROS ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยใช้ CM-
H2DCFDA พบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพในการลดระดับ ROS ภายในเซลล์
ประสาท SK-N-SH ได้ดีกว่า gallic acid และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดน้ าจากต ารับ
ยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวที่ลดเข้มข้นลงหนึ่งในสามส่วนตามสัดส่วนองค์ประกอบใน
ต ารับ พบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพในการลดระดับ ROS ดีกว่าสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยว (ภาพที่ 23) และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของ ROS ที่ลดลงพบว่าสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด มีปริมาณ ROS ลดลงประมาณหนึ่งในสามตามระดับความเข้มข้นที่ลดลง 
ดังนั้นประสิทธิภาพในการลดระดับ ROS ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาจึงน่าจะมาจากการ
ท างานร่วมกันของสมุนไพรเดียวที่เป็นองค์ประกอบของต ารับทั้ง 3 ชนิด อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบกับ
การศึกษาระดับ protein carbonyl ซึ่งเป็นผลมาจากการสะสมของ ROS (26) แล้วพบว่าระดับ 
protein carbonyl ในเซลล์ประสาท SK-N-SH เพ่ิมสูงขึ้นในเซลล์ประสาทกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC 
ร่วมกับ H2O2 หรือกล่าวได้ว่าระดับ protein carbonyl ที่เพ่ิมขึ้นมีความสัมพันธ์กับระดับ ROS ที่
เพ่ิมข้ึน อีกท้ังพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพในการลดระดับ protein carbonyl 
ได้ดีกว่า gallic acid และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวที่ลดความเข้มข้นลงหนึ่งในสามตามสัดส่วน
องค์ประกอบในต ารับ โดยปริมาณ protein carbonyl ลดลงประมาณหนึ่ง ในสามตรงกับสัดส่วน
ความเข้มข้นที่ลดลง (ภาพที่ 24) ดังนั้นประสิทธิภาพในการลดระดับ protein carbonyl ซึ่งสัมพันธ์
กับการลดลงของระดับ ROS ภายในเซลล์ ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาจึงมาจากการท างาน
ร่วมกันของสมุนไพรเดียวทั้ง 3 ชนิด นอกจากนี้ผลการทดลองยังสอดคล้องกับรายงานของ Sun และ
คณะ ปี 2014 ที่ระบุว่า gallic acid ซึ่งเป็นสารองค์ประกอบหลักในต ารับยาตรีผลา มีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระและมีประสิทธิภาพในการควบคุมภาวะ brain dysfunction โดยการควบคุมระดับ ROS 
ในสมอง (112) การทดลองครั้งจึงชี้ให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของการลดระดับ ROS ภายในเซลล์ ซึ่ง
น าไปสู่การป้องกันการเกิด protein oxidation จากภาวะ oxidative stress 

กระบวนการรักษาสมดุลของการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์เป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญในการ
ลดภาวะ oxidative stress ภายในเซลล์ (33) ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงได้ศึกษากลไกการต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว ผ่านการศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีน CAT, SOD1 และ GPx1 ของเซลล์ประสาท SK-N-SH ด้วยเทคนิค RTqPCR ซึ่งผล
การทดลองแสดงให้เห็นว่า ยีน CAT ซึ่งท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลาย H2O2 ให้เป็นน้ าและออกซิเจน 
แสดงออกลดลงเมื่ อ เซลล์ประสาท SK-N-SH ถูกกระตุ้ นด้ วย  FAC ร่ วมกับ  H2O2 แต่ เมื่ อ 
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pretreatment ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว 
กลับสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ CAT โดยขึ้นกับความเข้มข้น และสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรี
ผลาสามารถกระตุ้นได้มากท่ีสุด (ภาพที่ 25) การแสดงออกของ CAT ลดลงหลังจากกระตุ้นด้วย FAC 
และ H2O2 อาจจะท าให้เซลล์สูญเสียความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเนื่องจากมีปริมาณของ 
H2O2 อยู่ภายในเซลล์มากเกินกว่าที่เซลล์จะรับได้ จึงท าให้มีการแสดงออกของ CAT ลดลง แต่เมื่อ 
pretreatment ด้วยสารสกัดจากตรีผลาซึ่งมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ จึงมีผลให้เซลล์
ตอบสนองได้ดีขึ้นโดยเพ่ิมการแสดงออกของ CAT แต่เมื่อพิจารณาผลการแสดงออกของ GPx1 ซึ่งท า
หน้าที่ในการสลาย H2O2 ให้เป็นน้ า พบว่าเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ 
H2O2 มีระดับการแสดงออกของ GPx1 เพ่ิมขึ้น แต่เมื่อ pretreatment ด้วยสารสกัดน้ าจากต ารับยา
ตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว พบว่ามีระดับการแสดงออกของ GPx1 เพ่ิมสูงขึ้น โดยที่สาร
สกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ GPx1 ได้มากที่สุด และเม่ือพิจารณาใน
กลุ่มของสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวที่ลดเข้มข้นลงหนึ่งในสามตามสัดส่วนองค์ประกอบในต ารับ 
พบว่าสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ GPx1 ได้มากกว่า
สารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวชนิดอ่ืน แต่ยังคงกระตุ้นการแสดงออกของ GPx1 ได้น้อยกว่าสารสกัด
น้ าจากต ารับยาตรีผลา (ภาพที่ 26) จึงอาจสรุปได้ว่าในกลุ่มของเซลล์ประสาทที่กระตุ้นด้วยสารสกัด
น้ าจากต ารับยาตรีผลามีการป้องกันความเสียหายของเซลล์โดยตอบสนองการกระตุ้นด้วย  FAC 
ร่วมกับ H2O2 ด้วยการเพ่ิมการแสดงออกของ GPx1 โดยฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาส่วน
ใหญ่น่าจะมาจากฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากสมอไทย ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ Mahesh และ
คณะในปี 2009 (113) ซึ่งพบว่าสารสกัดน้ าจากสมอไทยมีความสามารถในการควบคุมการท างานของ 
CAT และ GPx ในตับและไตของหนูที่กระตุ้นให้เกิดภาวะ oxidative stress นอกจากนี้ยังพบว่า การ
แสดงออกของ GPx1 ในกลุ่ม treatment ด้วย gallic acid ไม่แตกต่างกับกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC 
ร่วมกับ H2O2 จึงอาจสรุปได้ว่า gallic acid ไม่มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการแสดงออกของ GPx1 
ดังนั้นประสิทธิภาพในการกระตุ้นการแสดงออกของ GPx1 ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาจึง
น่าจะมาจากองค์ประกอบอ่ืนในต ารับ ซึ่งอาจจะต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือทดสอบสมมุติฐาน
ดังกล่าว ในขณะเดียวกันระดับการแสดงออกของยีน SOD1 ในเซลล์ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 เพ่ิมสูงขึ้น แต่ไม่มีความแตกต่างกับกลุ่มควบคุม เมื่อ pretreatment ด้วย 
gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว พบว่าระดับการ
แสดงออกของ SOD1 เพ่ิมสูงขึ้นทั้งสามกลุ่ม แต่ในทางกลับกันยีน SOD1 กลับแสดงออกลดลงเมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดน้ า (ภาพที่ 27) ผลการแสดงออกของ SOD1 ไม่เป็นไปตามที่คาดไว้ 
เพราะในกลุ่มที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 ยีน SOD1 มีการแสดงออกมากขึ้น และเมื่อ 
pretreatment ด้วย gallic acid การแสดงออกของ SOD1 กลับยิ่งเพ่ิมระดับขึ้น ซึ่งการตอบสนอง
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ของเซลล์ต่ออนุมูลอิสระอาจจะมีปัจจัยอ่ืนๆ เข้ามาเกี่ยวข้อง อีกท้ังช่วงเวลาของการแสดงออกของยีน
แต่ละยีนต่อการตอบสนองของเซลล์ต่อภาวะเครียดออกซิเดชั่นแตกต่างกัน ดังนั้นเพ่ือให้การศึกษา
สมบูรณ์มากขึ้น อาจจะต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมโดยการติดตามการแสดงออกของยีนในหลาย
ช่วงเวลา จากผลการทดลองจะเห็นว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีกลไกในการก าจัดอนุมูลอิสระที่
เกิดขึ้นในเซลล์ประสาท SK-N-SH โดยตอบสนองการกระตุ้นผ่านการควบคุมการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ โดยการเพ่ิมการแสดงออกของยีนที่มีหน้าที่ในการ
ก าจัด H2O2  เช่น CAT และ GPx1 ในขณะเดียวกันจากระดับการแสดงของ GPx1 ที่เพ่ิมขึ้นอย่าง
ชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับการแสดงออกของ CAT ซึ่งเหตุผลน่าจะมาจากรายงานที่พบว่าในสมองมี
ระดับของ GPx ค่อนข้างสูงกว่า CAT เมื่อเปรียบเทียบกับอวัยวะอ่ืนๆ ในร่างกาย เช่น ตับ จะมีระดับ
ของ GPx และ CAT ในระดับที่สูงเท่าๆ กัน (114) นอกจากนี้ยังพบรายงานว่า Glutathione (GSH) 
ท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญในสมองและจะตอบสนองต่อระดับ H2O2 ที่เพ่ิมสูงขึ้นใน
สมอง (115) เนื่องจาก GSH ต้องท าหน้าที่ในการให้อิเล็กตรอนเพ่ือกระตุ้นการท างานของ GPx1 ใน
การสลาย H2O2 ให้กลายเป็นน้ า จึงเป็นสาเหตุท าให้ระดับของ GPx1 สูงขึ้นในการทดลองครั้งนี้    

ความเป็นพิษที่เกิดจากภาวะ oxidative stress ส่งผลกระทบต่อการตาย (apoptosis) ของ
เซลล์ประสาท โดยจะควบคุมผ่านทาง intrinsic pathway ผ่านการท างานของโปรตีนกลุ่ม pro- และ 
anti-apoptotic ซึ่งจะตอบสนองต่อภาวะความเครียดที่เกิดขึ้นภายในเซลล์และเป็นสาเหตุหลักของ
การเกิดโรค neurodegenerative disease (38, 116) จากผลการทดลองที่ผ่านพบว่าสารสกัดน้ า
จากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวมีประสิทธิภาพในการลดภาวะ oxidative 
stress ภายในเซลล์ประสาท SK-N-SH ได้ ด้วยเหตุนี้ผู้ศึกษาจึงศึกษากลไกของสารสกัดน้ าจากต ารับ
ยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวในการควบคุมการแสดงออกของยีน เช่น Bax, Bcl-2 และ 
caspase-3 ที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis โดย Bax และ Bcl-2 มีหน้าที่ควบคุม
การหลั่ง cytochrome c จากไมโตคอนเดรียออกมาสู่ cytoplasm ซึ่งจะมีผลในการควบคุมกลไกการ
ตายของเซลล์โดยการยับยั้งการท างานของ caspase-3 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ประสาท 
SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 มีการแสดงออกของ Bax ซึ่งเป็นยีนในกลุ่ม pro-
apoptotic เพ่ิมขึ้น (ภาพที่ 28) ในขณะเดียวกันการกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 ไม่มีผลในการ
เพ่ิมหรือลดการแสดงออกของ Bcl-2 ซึ่งเป็นยีนในกลุ่ม anti-apoptotic เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (ภาพที่ 30) เมื่อ pretreatment ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสาร
สกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว พบว่ามีประสิทธิภาพในการลดการแสดงออกของ Bax โดยที่สารสกัดน้ า
จากต ารับยาตรีผลาสามารถลดการแสดงออกของ Bax ได้ดีที่สุด เมื่อพิจารณาผลของสมุนไพรเดี่ยวที่
ลดเข้มข้นลงหนึ่งในสามตามสัดส่วนองค์ประกอบในต ารับ พบว่าสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. 
Chebula) สามารถลดการแสดงออกของ Bax ได้มากที่สุดและมีผลการทดลองใกล้เคียงกับสารสกัด
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น้ าจากต ารับยาตรีผลา (ภาพที่ 29) ในขณะเดียวกันพบการแสดงออกของ Bcl-2 เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อ 
pretreatment ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยว 
โดยสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ Bcl-2 ได้มากที่สุด ซึ่งเมื่อ
พิจารณาจากผลของสารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวพบว่าสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) และสาร
สกัดน้ าจากมะขามป้อม (P. emblica) สามารถเพ่ิมการแสดงออกของ Bcl-2 ได้มาก แต่ประสิทธิภาพ
ยังด้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา ดังนั้นประสิทธิภาพของการกระตุ้นการ
แสดงออกของ Bcl-2 ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาน่าจะเป็นผลมาจากการท างานร่วมกันของ
สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) และสารสกัดน้ าจากมะขามป้อม (P. emblica) (ภาพที่ 30) 
เมื่อเปรียบเทียบตามสัดส่วนระหว่าง Bcl-2 (anti-apoptotic gene) ต่อ Bax (pro-apoptotic gene) 
พบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาเพ่ิมสัดส่วนดังกล่าว ซึ่งสะท้อนถึงการยับยั้งกระบวนการตายของ
เซลล์แบบ apoptosis (ภาพที่ 31) จากนั้นจึงศึกษาระดับการแสดงออกของยีน caspase-3 ซึ่งเป็น
ยีนตัวสุดท้ายที่จะถูกกระตุ้นเมื่อเซลล์เข้าสู่ภาวะการตายแบบ apoptosis ผลการทดลองพบว่าเซลล์
ประสาท SK-N-SH ที่ถูกกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 มีผลในการเพ่ิมระดับการแสดงออกของ 
caspase-3 แต่เมื่อ pretreatment ด้วย gallic acid สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ า
จากสมุนไพรเดี่ยว พบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาสามารถลดการแสดงออกของ caspase-3 ได้
ดีที่สุด อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวที่ลดความเข้มข้นลงหนึ่งในสามพบว่า 
สารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) สามารถลดการแสดงออกของ caspase-3 ได้ดีที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวชนิดอ่ืน และให้ผลใกล้เคียงกับสารสกัดน้ าจากตรีผลา 
(ภาพที่ 28)  ดังนั้นฤทธิ์ในการลดการแสดงออกของ caspase-3 ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา
จึงน่าจะมาจากฤทธิ์ของสมอไทย ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากการควบคุมการแสดงออกของ Bax และ Bcl-
2 ที่กล่าวมาแล้วข้างต้น ผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้านี้ที่มีรายงานถึง
ฤทธิ์ของสารสกัดจากมะขามป้อมในการควบคุมการแสดงออกของ Bcl-2 และ Bax ในสมองและตับ
ของหนูทดลองที่ถูกกระตุ้นให้เกิดภาวะ oxidative stress (117, 118) ในขณะเดียวกันการศึกษาครั้ง
นี้เป็นครั้งแรกที่รายงานผลของสารสกัดน้ าจากสมอไทย (T. Chebula) ในการควบคุมการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis ในเซลล์ประสาท การทดสอบนี้สามารถ
ยืนยันกลไกในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลา
และสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวอันเกิดจากการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับตายของ
เซลล์แบบ apoptosis และแสดงให้เห็นถึงการท างานร่วมกันของสมุนไพรเดี่ยวทั้ง 3 ชนิดในต ารับ ท า
ให้สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลามีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้เพียงสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวตัว
ใดตัวหนึ่งในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH  
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ภาพที่ 35 สรุปผลของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาทจาก
การสะสมของธาตุเหล็กและความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (เส้นทึบแสดงผลกระทบ
ทางตรง เส้นประแสดงผลกระทบทางอ้อม) 
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จากผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปผลการทดลองได้ว่า (ภาพที่ 35) สารสกัดน้ าจากต ารับ
ยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวสามารถยับยั้งการตายของเซลล์ประสาท SK-N-SH จาก
ความเป็นพิษของ H2O2 ร่วมกับการสะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ได้ โดยสารสกัดน้ าสามารถลดการ
สะสมของธาตุเหล็กภายในเซลล์ ลดการสะสมของระดับ ROS จึงลดการท าลายโปรตีนภายในเซลล์
จากอนุมูลอิสระ โดยผ่านการควบคุมการแสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งเมื่อระดับ  ROS ธาตุ
เหล็ก และ protein carbonyl ลดลง ความเป็นพิษต่อเซลล์จึงลดลง ซึ่งสะท้อนผ่านการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดน้ าจากต ารับยา
ตรีผลามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาท  SK-N-SH ได้ดีกว่าสารสกัดน้ าจาก
สมุนไพรเดี่ยวในสัดส่วนความเข้มข้นในต ารับ สารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาจึงเป็นต ารับยาสมุนไพร
ไทยที่ช่วยในการส่งเสริมสุขภาพและป้องกันภาวะความเสื่อมของเซลล์ประสาท การศึกษานี้สามารถ
ใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์เพ่ือสนับสนุนการใช้ต ารับยาตรีผลาในแง่ของการเป็นยาอายุวัฒนะใน
การป้องกันและส่งเสริมสุขภาพ นอกจากนี้การศึกษานี้ยังเป็นการวิจัยครั้งแรกที่ศึกษาผลของสารสกัด
จากต ารับยาตรีผลาในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาทที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันการเกิดโรค 
neurodegenerative disease ในมนุษย ์
 อย่างไรก็ตาม ในการวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษา in vitro โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทในสาร
สกัดน้ าจากตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวก่อนที่จะกระตุ้นด้วย FAC ร่วมกับ H2O2 จึงเป็น
การวัดผลของสารสกัดน้ าในเชิงป้องกันเท่านั้น ไม่สามารถสรุปหรือแปลผลในเชิงของการรักษาโรคได้  
เนื่องด้วยข้อจ ากัดของระบบ in vitro ที่หากปล่อยให้เซลล์บาดเจ็บจนผ่านกระบวนการตายแบบ 
apoptosis ไปแล้วนั้น ก็ยากที่จะย้อน ( reversible) กระบวนการได้ จึงอาจจะต้องศึกษาใน
สัตว์ทดลองเพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดน้ าจากต ารับยาตรีผลาและสารสกัดน้ าจากสมุนไพรเดี่ยวทั้ง
สมอไทย สมอพิเภก และมะขามป้อม ทั้งในเชิงของการป้องกัน รักษาอาการที่เกี่ยวข้องกับภาวะเสื่อม
ของเซลล์ในระบบประสาท และการ metabolize องค์ประกอบของสารสกัดน้ าในร่างกายต่อไป  
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ภาคผนวก ก 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
1. BCA   = bicinchoninic acid 

2. CAT   = catalase   

3. DCF  = 2',7'-dichlorofluorescein 

4. DFO   = desferoxamine  

5. DMSO  = dimethyl sulfoxide 

6. DNP   = 2,4-dinitrophenyl  

7. DNPH   = 2,4-Dinitrophenylhydrazine 

8. FAC  = ferric ammonium citrate 

9. GdmCl  = guanidine hydrochloride  

10. GPx1  = glutathione peroxidase 1 

11. IC50  = half maximal inhibitory concentration 

12. M  = molar 

13. mM  =  millimolar 

14. µM  = micromolar 

15. ml   = milliliter 

16. µl  = microliter 

17. mg   = milligram 

18. µg  =  microgram 

19. MDA   = malondialdehyde  

20. MEM/EBSS  = Minimal Essential Medium with Earle's  

21. MTT  = 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  

bromide  

22. N  = normality  

23. OH-  = hydroxyl radical 

24. qPCR  = quantitative polymerase chain reaction  
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25. ROS  = reactive oxygen species  

26. RPM  = revolutions per minute  

27. RT-PCR  =  reverse transcription polymerase chain reaction  

28. SEM  = standard error of mean 

29. SOD1  = superoxide dismutase 1 

30. TBA    = thiobarbituric acid  

31. TCA   = trichloroacetic acid  

32. v/v   =  volume by volume 

33. w/v   =  weight by volume 
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ภาคผนวก ข 

 
1. Stock reagent ส าหรับ deoxyribose assay 

1) 33.6 mM Deoxyribose 

- Deoxyribose      450.7 mg 

- dH2O       100 ml 

 
2) 2N Hydrochloric acid (HCl) 

- conc. HCl       4.106 ml 

- dH2O       6.25 ml 

 
3) 0.1 M Ferric chloride (FeCl3) 

- Solid FeCl3       8.11 g 

- 2N HCl       25 ml 

- dH2O       475 ml 

 
4) 1.2 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

- EDTA       35.1 mg 

- dH2O       100 ml 

 
5) 25% Potassium hydroxide (KOH) 

- KOH       2.5 g 

- dH2O       10 ml 

 

6) 120 mM Phosphate buffer 

- Potassium phosphate monobasic    1.63 g 

- dH2O       100 ml 

- ปรับ pH ด้วย 25% KOH (pH 7.4)  
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2. สารเคมีส าหรับ deoxyribose assay 

1) 50 mM NaOH 

- NaOH       100 mg 

- dH2O       50 ml 

 
2) 1% w/v Thiobarbituric acid (TBA) 

- TBA       250 mg 

- 50 mM NaOH      25 ml 

- เขย่าด้วย magnetic  stirrer เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

 
3) 2.8% w/v Trichloroacetic acid (TCA) 

- 100% w/v TCA      1.4 ml 

- dH2O       50 ml 

 
4) 300 µM FeCl3 

- 0.1 M FeCl3      150 µl 

- dH2O       50 ml 

 
5) 12 mM ascorbic acid 

- L-ascorbic acid      10.5 mg 

- dH2O       50 ml 

 
6) 33.6 mM Hydrogen peroxide (H2O2) 

- 30% w/v H2O2      33.5 µl 

- dH2O       10 ml 

 
 
 
 



 

 

87 

3. สารเคมีส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

1) Minimal Essential Medium with Earle's (MEM/EBSS) 

- MEM/EBSS      9.5 g 

- Sodium bicarbonate     2.2 g 

- HEPES buffer      10 ml 

- Penicillin      10 ml 

- dH2O       1000 ml 
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