
1 
 

 

การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกดัจากหญาหมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นางสาวฐิติพร     เหลาสิม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย       ภาควิชาเคมีคลินิก  

คณะสหเวชศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

ปการศึกษา  2553 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

 



2 
 

 

STUDY OF ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF VERNONIA CINEREA LESS. IN HUMAN 

PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Miss Thitiporn Laosim 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Clinical Biochemistry and Molecular Medicine 

Department of Clinical Chemistry 

Faculty of Allied Health Sciences 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2010 

Copyright of Chulalongkorn University 

 

 



3 
 

หัวขอวทิยานพินธ การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกดัจากหญา

หมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

โดย นางสาวฐิติพร เหลาสิม 

สาขาวิชา ชีวเคมีคลินกิและอณูทางการแพทย 

อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธหลัก ผูชวยศาสตราจารย ดร.เทวนิ  เทนคําเนาว 

อาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธรวม  อาจารย ดร.ศิริพร  ชื้อชวาลกุล 

 
 

 คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อนุมัติใหนับวทิยานพินธฉบับนี้เปน

สวนหนึง่ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑติ 
 

  ………………………………………….. คณบดีคณะสหเวชศาสตร 

  (ผูชวยศาสตราจารย ดร.วนดิา นพพรพันธุ) 

 

คณะกรรมการสอบวิทยานพินธ 

 

  …………………………………………… ประธานกรรมการ 

  (รองศาสตราจารย ดร.รัชนา ศานติยานนท) 

 

  …………………………………………...  อาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธหลัก 

  (ผูชวยศาสตราจารย ดร.เทวนิ  เทนคําเนาว) 

 

  …………………………………………… อาจารยทีป่รึกษาวทิยานพินธรวม  

  (อาจารย ดร.ศิริพร  ชื้อชวาลกุล) 

 

  …………………………………………… กรรมการ 

  (ผูชวยศาสตราจารย ดร.วนดิา หลายวัฒนไพศาล) 

 

  …………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 

  (ดร.ณัฎฐิกา แสงกฤช) 
 

 



4 
 

 
ฐิติพร  เหลาสิม : การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอยในเซลล

เม็ดเลือดขาวมนุษย. (Study  of  anti-inflammatory activity of Vernonia cinerea 

Less.  in human peripheral blood mononuclear cells) อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ

หลัก : ผศ.ดร. เทวนิ เทนคําเนาว, อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม : อ.ดร.ศิริพร ชื้อชวาล

กุล,  114 หนา.  

 

  หญาหมอนอยหรือหญาดอกขาว (Vernonia cinerea Less.) มีสรรพคุณ

ตางๆ เชน การลดไข และการตานการอักเสบ ดังนั้น จึงมีการนํามาใชในการแพทยแผนไทย  

แตยังไมมีขอมูลทางวิทยาศาสตรของฤทธิ์ตานการอักเสบในมนุษย งานวิจัยนี้จึงไดทําการ

ประเมินความเปนพิษของสารสกัดจากหญาหมอนอยในตัวทําละลายเมทานอล เอทานอล 

และเฮกเซน และศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย จากอาสาสมัคร

สุขภาพดี ผลการวิเคราะหโดยเทคนิค MTT พบวา ไมวาสารสกัดจากสวนใดก็ตาม ที่สกัดดวย

เมทานอล   หรือเฮกเซน ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยความมีชีวิตของ

เซลลมีมากกวา 90 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนที่ 0.19 ถึง 100 μg/ml สวนสารสกัดจากเอทา

นอลจากดอก (50 และ100 μg/ml) ใบ (100 μg/ml) และทั้งตน (100 μg/ml) มีความเปนพิษ

ตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ผลการวิเคราะหดวย ELISA พบวาสารสกัดเมทานอลจากใบหรือ

ทั้งตน เอทานอลจากทั้งตน และเฮกเซนจากลําตน สามารถลดระดับการหล่ังของไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบชนิด IL- 6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   (P < 0.05) โดยพบวา ผาน

ทางการยับยั้ งการเคล่ือนที่ เขาสูนิวเคลียสของ  NF-κB เมื่อพิ สูจนดวยวิธี 

immunocytochemistry โดยอาศัย confocal microscope แตระดับ TNF-α ไมมีการ

เปล่ียนแปลง นอกจากนั้น สารสกัดทั้งตนหญาหมอนอยจากเอทานอลสามารถเพิ่มระดับไซโต

ไคนตานการอักเสบชนิด IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) สรุปไดวาสารสกัดเมทานอล 

เอทานอล และเฮกเซนจากหญาหมอนอยมีฤทธิ์ตานการอักเสบในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย   
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 Vernonia cinerea Less. or little iron weed has many therapeutic properties 

such as antipyretic and anti-inflammatory effects, thus being applied for Thai 

traditional medicine. Nevertheless, no scientific data on anti-inflammatory effect in 

humans is found. Herein, the present study aimed at assessing the toxicity of the 

methanolic extract of Vernonia cinerea L. and its anti-inflammatory effect on peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy individuals. Using the MTT assay, we 

found that the methanolic or hexane extracts from any part of this herb did not cause 

toxicity, and cell viability percentage of PBMCs was found higher than 90% with 

regard to its concentration range from 0.19 to 100 μg/ml. However, the ethanolic 

extracts from flower (50 and 100 μg/ml), leaf (100 μg/ml) and whole plant (100 μg/ml) 

resulted in toxicity of PBMCs. As experimentally tested using an ELISA method, we 

also found that the methanolic extracts from leaf or whole plant, ethanolic extracts from 

whole plant and hexane extracts from trunk significantly reduced a level of pro-

inflammatory cytokine (IL-6) (P <0.05) via inhibition of NF-κB nuclear translocation as 

proven using immunocytochemistry and confocal microscope. Nonetheless, no 

change in the level of TNF-α was observed. In addition, the ethanolic extracts from 

whole plant significantly increased a level of anti-inflammatory cytokine (IL-10) (P 

<0.05). Therefore, the methanolic, ethanolic and hexane extracts of Vernonia cinerea 

L.  possessed anti-inflammotory effect on human PBMCs. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กระบวนการอักเสบ (Inflammation) เปนกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันของ

รางกายตอการรุกรานของเชื้อโรค ซึ่งเกี่ยวของกับการทํางานของเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ เชน  

lymphocyte, monocyte, neutrophil และ macrophage รวมไปถึงการหล่ังไซโตไคนที่เหนี่ยวนํา

การอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) เชน  TNF-α, IL-1 และ IL-6 เปนตน [1] โดยมีสวนชัก

นําไปสูการชุมนุมของเซลลหรือสารตางๆ ใหมายังบริเวณที่ตองการใหมีการกําจัดเช้ือโรคและส่ิง

แปลกปลอม ไซโตไคนประเภทนี้จะชวยเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecules ทําให  

vascular permeability เพิ่มข้ึน และกระตุนการสราง chemokines  จาก endothelial cells ชวย

ใหเซลลเดินทางมายังบริเวณที่มีการอักเสบไดมากข้ึน [2, 3] ซึ่งกระบวนการสรางไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบนั้นมีความเกี่ยวของกับ NF-κB signaling  pathway [4] นอกจากนี้ เซลลเมด็

เลือดขาวยังมีการหล่ังไซโตไคนตานการอักเสบ (anti-inflammatory cytokines) เชน IL-10 และ 

TGF-β ข้ึนมาเชนเดียวกัน ทั้งนี้กระบวนการอักเสบอาจนําไปสูโรคอักเสบเร้ือรัง (chronic 

inflammatory diseases) หลายชนิด เชน โรคไขขออักเสบ (rheumatoid arthritis),  โรคสะเก็ดเงิน 

(psoriasis), โรคหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) และโรคแพภูมิคุมกันตัวเอง (autoimmune 

diseases) เปนตน [5-8] โรคเหลานี้เปนโรคที่พบมากข้ึนในประชากรไทย และเปนโรคที่ตองไดรับ

การรักษาอยางตอเนื่อง  ทางคณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษาสมุนไพรที่พบไดทั่วไปในประเทศไทย แตมี

สรรพคุณทางยาที่หลากหลาย ไดแก หญาหมอนอยหรือหญาดอกขาว (Vernonia cinerea Less.) 

ซึ่งหลายคนมองวาเปนวัชพืชที่ตองกําจัดทิ้ง  แตแทที่จริงแลวกลับเปนสมุนไพรที่มีสรรพคุณ

มากมาย เชน สวนลําตนนํามาตม แลวด่ืมน้ําเพื่อเปนยาแกไข ปวดทอง ทองเฟอ แผลบวมอักเสบ 

ความดันโลหิตสูง สวนของใบ นํามาบดหรือตําใหละเอียดใชพอกแผล ชวยสมานแผล แกกลาก

เกล้ือน และสะเก็ดเงินไดดี สวนทั้งตนนํามาตมรับประทาน  แกปวดทอง  ทองเฟอ แกไข เปนตน 

[9] จะเห็นวาสวนตางๆ ของหญาหมอนอยลวนมีฤทธ์ิในการรักษาอาการเจ็บปวยไดทั้งส้ิน  แมวา

จะมีการนําหญาหมอนอยมาใชตามภูมิปญญาไทยเปนเวลาชานาน แตขอมูลทางวิทยาศาสตรใน

แงของกลไกการควบคุมระบบภูมิคุมกันของหญาหมอนอยยังมีอยูนอยมาก และสวนใหญจะเปน
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การศึกษาในสัตวทดลองเทานั้น มีการศึกษาพบวาเม่ือนําหญาหมอนอยมาสกัดดวยตัวทําละลาย 

คลอโรฟอรม, เมทานอล และอีเทอร  พบวามีฤทธ์ิลดไข, บรรเทาปวด และตานการอักเสบ [10] ทั้ง

ยังพบวาดอกของหญาหมอนอยมีฤทธิ์ตานการอักเสบในหนูที่ถูกทําใหเปน arthritis [11] และไม

นานมานี้มีงานวิจัยพบวาสารสกัดของหญาหมอนอยสามารถเพิ่มปริมาณเอนไซมที่เปนสารตาน

อนุมูลอิสระ เชน catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase และ glutathione-

S-transferase ในเลือดและตับในสัตวทดลองได [12]  และมีการศึกษาพบวาสารสกัดหญา

หมอนอยจากเมทานอลลดปริมาณของ nitric oxide (NO) และ pro-inflammatory cytokines เชน 

TNF-α, IL-1β และ IL-6  และลดการแสดงออกของ mRNA ในยีน cyclooxygenase-2 (COX-2) 

ไดอีกดวย [13]  

 ดวยเหตุผลที่กลาวมาขางตน คณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากหญา

หมอนอยที่สกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล เอทานอลและเฮกเซน ในการควบคุมการทํางานของ

เซลลในระบบภูมิคุมกัน โดยทดสอบความเปนพิษของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอเซลลเม็ด

เลือดขาวมนุษย พรอมทั้งศึกษาฤทธิ์และกลไกในการตานการอักเสบในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย  

ทั้งยังศึกษาฤทธ์ิตานมะเร็งในเซลลมะเร็งมนุษยเพาะเล้ียง งานวิจัยช้ินนี้เปนงานวิจัยพื้นฐานที่

สามารถนําไปตอยอดโดยศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารในระดับโมเลกุล และนําไปสูการพัฒนา

แปรรูปหญาหมอนอยใหเหมาะแกการบริโภคเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาใหแกทรัพยากรที่มีอยูและเปน

การสงเสริมทางเลือกใหมในการใชสมุนไพรเพื่อรักษาอาการอักเสบตอไปในอนาคต 

 

      วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
1.   การทดสอบกับเซลลเม็ดเลือดขาวมนษุย (PBMCs) 

 1.1  เพื่อศึกษาความเปนพษิของสารสกัดจากหญาหมอนอย   

1.2  เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย  โดยการวัด pro-

inflammatory cytokines และ anti-inflammatory cytokine ดวยเทคนิค ELISA  

1.3  เพื่อศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซึง่ผานทาง NF-κB 

signaling pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 
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2.   เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลลมนุษยเพาะเล้ียง

ชนิดอ่ืนๆ ไดแก  HEK293 และ HuH7                

                                                                                                                               

      ขอบเขตของงานวิจยั 

 

 คณะผูวิจัยจะศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบในเม็ดเลือดขาวมนุษยของสารสกัดจากสวนตางๆ

ของหญาหมอนอยในตัวทําละลายตางๆ กัน โดยจะประเมินฤทธ์ิตานการอักเสบ ดวยการวัด pro-

inflammatory  cytokines ไดแก tumor necrotic factor alpha (TNF-α)และ interleukin-6 (IL-6) 

และ anti-inflammatory cytokine ไดแก interleukin-10 (IL-10) โดยศึกษาในเซลลเม็ดเลือดขาว

มนุษย (Peripheral Blood Mononuclear Cell; PBMCs) และศึกษากลไกตานการอักเสบของสาร

สกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB signaling pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry 

และเทคนิค Confocal microscopy พรอมทั้งศึกษาระดับความเปนพิษของสารสกัดจากหญา

หมอนอยตอเซลล PBMCs และศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอ % cell viability ของ

เซลลมนุษยเพาะเล้ียงชนิดอ่ืนๆ ไดแก  HEK293 และ HuH7  ซึ่งเปนการศึกษาในลักษณะ in vitro 

model 

 

 ขอจํากัดการวิจัย 
   

  ตัวอยางเลือดที่นํามาวิจัยตองมาจากผูมีสวนรวมในการวิจัยยินยอมเขารวมวิจัยดวยความ

สมัครใจ เลือดจะถูกนํามาทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเพ่ือทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบและ

กลไกตานการอักเสบเทานั้น เมื่อส้ินสุดการวิจัย ตัวอยางเลือดที่เก็บทั้งหมดจะถูกทําลายโดยไมนํา

กลับไปใชในงานวิจัยอ่ืน 

 

      ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 

1. ทราบถึงกลไกตานการอักเสบที่มาจากสารสกัดหญาหมอนอยอยางแทจริง 

2. นําองคความรูที่เกิดข้ึนไปตอยอดงานวิจัย เพื่อพัฒนาเปนยาสมุนไพรไทยสําหรับการลดการ

อักเสบในโรคตางๆ ซึ่งไมมีผลขางเคียงหรือผลขางเคียงนอยกวายาที่ใชอยูในปจจุบันและลด
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คาใชจายลง พรอมทั้งนําหญาหมอนอยมาใชในการรักษาในปริมาณที่ไมเปนอันตรายตอ

รางกาย 

3. ทราบถึงสวนของหญาหมอนอยที่มีฤทธ์ิตานการอักเสบและตัวทําละลายที่ทําใหไดสารสกัดที่

มีฤทธิ์ตานการอักเสบมากที่สุด 

4. คาดวาจะตีพิมพผลงานของโครงการวิจัยนี้ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติที่เกี่ยวของ ได

อยางนอย 1 เร่ือง เชน Biofactor (impact factor 1.23) หรือ Molecules (impact factor 

1.738)  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 

2.1 ระบบภูมคุิมกัน (immune system)  

 

ระบบภูมิคุมกนั คือ ระบบในรางกายที่เปนการทํางานรวมกันระหวางเซลลหลายชนดิ ซึ่งมี

หนาที่คอยปองกันไมใหเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมเขามาทําอันตรายตอรางกาย หรือเมื่อหลุดเขา

มาแลวระบบภูมิคุมกันก็จะพยายามทาํลายกาํจัดส่ิงแปลกปลอมใหหมดไปจากรางกายโดยรวดเร็ว

และอยางมีประสิทธิภาพ [14] 

 

• ปจจัยตอการตอบสนองทางภมูิคุมกนั 

 

ความสามารถในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันนั้น จะแตกตางกันไปในแตละบุคคล 

ข้ึนกับปจจัยบางอยางดังตอไปนี้ 

 

1.  พันธุกรรม (Genetics)  พบวาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันอยูภายใตการควบคุมทาง

พันธุกรรม มีการศึกษาวายีนบนโครโมโซม ซึ่งควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกัน และควบคุม

ชนิดของ major histocompatibility complex (MHC) สงผลตอการตอบสนองทางภูมิคุมกัน

และการเกิดโรคที่แตกตางกันเชน autoimmune disease, โรคไขขออักเสบ (rheumatoid 

arthritis), โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เปนตน [15] 

 

2.  อายุ (Age) เด็กเล็กๆ และผูสูงอายุสามารถเกิดโรคตางๆ ไดงายกวาคนหนุมสาวเพราะในเด็ก

เล็ก ๆ ระบบภูมิคุมกันยังเจริญไมเต็มที่ ขาด specific immunity ที่จะใชปองกัน

โรค  ขณะเดียวกันระบบ non-specific immunity ก็บกพรองดวย เชน ผิวหนังบางและกลไก

การเกิดการอักเสบยังทําหนาที่ไดไมสมบูรณเปนตน  ในผูสูงอายุประสิทธิภาพการทํางานของ
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ระบบภูมิคุมกันในรางกายจะคอยๆ ลดลงไป เพราะการทํางานของ immunoglobulin และการ

ทําหนาที่ของ cell mediated immunity จะนอยลง จะเห็นไดวา นอกจากผูสูงอายุจะเปนโรค

ติดเช้ือไดงายแลว อัตราการเกิดโรค autoimmune และโรคมะเร็ง จะพบมากข้ึนดวย [16-18] 

 

3.  ฮอรโมน (Hormone) ฮอรโมนบางชนิดทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงในระบบภูมิคุมกัน เชน 

steroid จะมีฤทธ์ิกดภูมิคุมกันบางชนิด  ลดการอักเสบ และลดการสรางแอนติบอดี พบวาใน

ผูหญิงที่เปน multiple sclerosis, allergy, systemic lupus erythematosis (SLE) จะมีอาการ

กําเริบในชวงที่ผูหญิงมีประจําเดือนซึ่งจะมีฮอรโมนจําพวก steroid เชน estrogens, 

progesterone อยูสูง [19]      

 

4. โภชนาการ (Nutrition) พบวาถารางกายไดรับสารอาหารจําพวกโปรตีน, คารโบไฮเดรต และ

สารอาหารตางๆ เชน ธาตุเหล็ก, สังกะสี, วิตามินเอ, วิตามินอี, วิตามินบีหก และวิตามินบีสิบ

สองอยางเพียงพอจะทําใหรางกายมีภูมิตานทานที่แข็งแรง แตถามีการบริโภคไขมันมากเกินไป

จะทําใหเกิดการกดภูมิคุมกันแทน [20]               

 

5.  สภาพทางกายวิภาคศาสตร (Anatomical barrier) ผิวหนังและเยื่อเมือกที่บุอวัยวะตางๆ ทํา

หนาที่เปนดานแรกที่รางกายใชปองกันไมใหเช้ือโรคเขาสูรางกาย ในผูปวยถูกไฟไหมคุณสมบัติ

ดังกลาวจะเสียไป ทําใหติดเชื้อโรคไดงายกวาคนปกติ หรือ ขนออน (cilia)   ในระบบทางเดิน

หายใจ ถาผิดไปจากปกติ ทําใหจุลชีพจะเขาสูรางกายไดงายข้ึน [21] 

 

6. จุลชีพประจําถิน่ (Normal flora)  ที่อาศัยอยูในรางกายมนุษย โดยไมทําใหเกิดโรค เชนในลําไส 

นอกจากจะชวยผลิตวิตามนิเค ซึ่งเปนประโยชนแกรางกายแลว ยังชวยยับยัง้การเจริญเติบโต

ของจุลชีพที่ทาํใหเกิดโรค (pathogenic microorganism) ไดดวย เมื่อใดก็ตามที่จลุชีพชนิดแรก

ถูกทาํลาย เชน ไดรับยาปฏิชีวนะติดกนัเปนเวลานาน ทาํใหจุลชีพกอโรคเพิม่จาํนวนข้ึนเปน

ผลรายแกรางกายได [22, 23] 

 

 



7 
 

• การตอบสนองทางภูมิคุมกัน  [24] แบงออกเปน 

 

1. Innate immune response  

เปนปราการดานแรกในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอม และสามารถตอบสนองไดทันที

เมื่อพบสิง่แปลกปลอม มเีซลลเม็ดเลือดขาวหลากหลายชนิดมาเกี่ยวของเชน neutrophil และ 

macrophage ซึ่งมีหนาที่กนิและฆาจุลชีพ (phagocyte & killing) ทั้งยังสงผลให Host สรางpro-

inflammatory cytokines ออกมา จุลชีพจะถูกฆาและทาํลายใน phagosome และช้ินสวนของจุล

ชีพจะถกูนาํเสนอตอ T-lymphocyte ใน adaptive immunity ตอไป [25] ส่ิงสําคัญสําหรับ innate 

immunity คือ การแยกความแตกตางระหวาง self และ non-self ได เนื่องจากม ี receptor ที่

สามารถรับรูสวนที่เปน conserved motif ของจุลชีพที่จะไมพบในคน ซึ่ง motif เปนสวนสําคัญที่

จุลชีพใชหลบหลีกจากระบบภูมิคุมกัน เรียกการรับรูแบบนี้วา Pathogen-associated-molecular 

patterns (PAMPs) ซึ่งจะจับกับ receptor ที่เรียกวา Pattern recognition receptors (PRRs) บน 

phagocytic cell [26] และเปนระบบที่ไมมีความจาํ คือเมื่อพบแอนติเจนแบบเดิมเปนคร้ังที่สอง ก็

ไมสามารถตอบสนองไดเร็วข้ึน  [27]  

 

2. Adaptive (acquired) immune response  

เปนการตอบสนองอยางจําเพาะ โดยอาศัยการทํางานของ T และ B lymphocyte  เปน

ระบบการตอบสนองท่ีมีความจํา (memory) คือ เม่ือ T และ B lymphocyte ถูกกระตุนแลวจะเกิด

การเปลี่ยนแปลงและเพิ่มจํานวน โดยเซลลสวนหนึ่งเปลี่ยนไปเปน memory cell ซึ่งเม่ือพบ

แอนติเจนเดิมอีกคร้ังจะสามารถตอบสนองไดเร็วกวาคร้ังแรก และเปนระบบภูมิคุมกันที่ไม

ตอบสนองตอ เนื้อเยื่อของตัวเอง ซึ่งถาระบบนี้สูญเสียไปจะกอใหเกิดภาวะภูมิตานเนื้อเยื่อตนเอง 

[28 - 30] การตอบสนองเชนนี้มีการออกฤทธิ์ผาน 2 ทาง คือ Cell-mediated immune response 

(CMIR) ซึ่งเปนการทํางานของ T- lymphocytes ประกอบดวย cytoxic T-cells ที่สามารถทําลาย

เซลลเปาหมายไดโดยตรง และ T helper cells ที่สรางไซโตไคนเพื่อกระตุนการทํางานของเซลล

อ่ืนๆ และอีกทางหนึ่งคือ Humoral immune response (HMIR) เปนการทํางานของ B- 

lymphocyte เพื่อสรางแอนติบอดี (antibody) [30] 

 



8 
 

• Toll-like receptors (TLRs) 

TLRs ถูกคนพบคร้ังแรกใน innate immunity ของ Drosophila [31] มีความสามารถใน

การแยกเช้ือรา (fungi) กับแบคทีเรีย (bacteria) ออกจากกันได ทําใหเกิดการตอบสองที่จําเพาะ

ยิ่งข้ึน [32, 33] TLRs ในมนุษยวิวัฒนาการมาจาก conserved receptors ของ Toll gene ของ 

Drosophila [34]  TLRs สวนใหญจะแสดงออกบน dendritic cell (DC), neutrophil และ 

macrophage [35] ในมนุษยมี TLRs 1-10 และ TLR สวนมากอยูบน plasma membrane ยกเวน 

TLR3, 7, 8, 9 ที่อยูใน endosome membrane [36] และในแตละ TLRs สามารถรับรูจุลชีพได

แตกตางกัน 

 

• Lipopolysaccharide (LPS) 

LPS เปนสวนประกอบของเยื่อหุมช้ันนอก (outer membrane) ของแบคทีเรียแกรมลบ 

สามารถกระตุนการหล่ัง pro-inflammatory cytokines ได  และมีความเกี่ยวของกับการเกิด 

septic shock syndrome [28] โดยเร่ิมจาก LPS จะจับกับ LPS-binding protein (LBP) แลว

รวมกันเปน complex ซึ่งถูกรับรูดวย CD14 บน macrophage ซึ่งสามารถกระตุน Toll-like 

receptor 4 (TLR4) ได หรืออีกทางหนึ่ง LPS จับกับ MD2 ซึ่งเปนโปรตีนบน TLR4 แลวเกิดการสง

สัญญาณตอไปโดยอาศัย adaptor proteinตางๆ เชน MyD88, TRIF, TRAM และ TIRAP เปนตน 

โดยถาเปน pathway ที่อาศัย MyD88 จะสงสัญญาณตอไปที่ NF- κB signaling pathway ทําให

เกิดการสราง pro-inflammatory cytokines ออกมา แตถาเปน pathway ที่ไมอาศัย MyD88 จะสง

สัญญาณไปที่         NF- κB signaling pathway    ทําใหเกิดการสราง type1 interferon ออกมา 

[37-40] (ภาพที่ 2.1)   
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ภาพที ่2.1 แสดงบทบาทของ LPS ที่กระตุนการสราง pro-inflammatory cytokines และ type1 

interferon [40] 

 

หลังจากที่ macrophage หรือ dendritic cell ซึ่งมีคุณสมบัติเปน phagocytic cell และ

ตัวนําเสนอแอนติเจน (antigen-presenting cell: APC) ทําการยอยจุลชีพแลวนําเสนอช้ินสวนของ

จุลชีพตอ naïve T-cells ใน adaptive immunity ได และสวนของ TLR4 ที่ active จะสามารถ

กระตุน B7  ซึ่งเปน co-stimulatory molecule [34] เม่ือ naïve T helper cells (Th0) รับรู

แอนติเจนแลวจะเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปน Th1 หรือ Th2 cells ข้ึนกับชนิดของไซโตไคนที่มา

กระตุน ถามี IL-4 กระตุนทําให Th0 เปล่ียนแปลงไปเปน Th2 cells สวน IL-12 และ IFN- γ 

กระตุนให Th0 เปล่ียนแปลงไปเปน Th1cells ซึ่ง Th1และTh2 cells จะหล่ังไซโตไคนออกมา

แตกตางกัน โดยที่ Th1 cells หล่ัง IL-2, IFN-γ,TNF-β สวน Th2 cells หล่ัง IL-4, IL-5, IL-10 และ 

IL-13  (ภาพที่ 2.2) 
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ภาพที ่2.2 ภาพแสดงบทบาทของ TLR ใน Innate immunity และ Acquired immunity [37] 

 

Th1 cytokines สวนใหญทําหนาที่ในการกระตุนการทํางานของ phagocyte, cytotoxic T 

cell, NK cell และการสรางแอนติบอดีที่ชวยให macrophage เกิดกระบวนการ phagocytosis ได

ดีข้ึน (opsonization) เรียกไดวา Th1 cytokines  เปน pro-inflammatory cytokines นั่นเอง สวน 

Th2 cytokines กระตุนการทํางานของ eosinophil และเสริม isotype class switching ไปเปน 

IgE ซึ่งมีบทบาทมากในการกําจัดหนอนพยาธิและการเกิดภาวะภูมิแพ  ไซโตไคนที่หล่ังจาก Th1 

cells และ Th1 cytokines สามารถยับยั้งการสราง Th2 cytokines และ ไซโตไคนที่หล่ังจาก Th2 

cells บางชนิดก็สามารถยับยั้งการสราง Th1 cytokines  ไดเชนเดียวกัน  [41] ในภาวะที่ปริมาณ 

Th1 และ Th2 cytokines ไมสมดุลกันจะกอใหเกิดโรคตางๆ เชน ภูมิแพ (allergy), autoimmune 

disease และการติดเช้ือเร้ือรัง เปนตน [42-45] 

 

2.2 กระบวนการอักเสบ (Inflammation)  

กระบวนการอักเสบ เปนกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่มีความเก่ียวของกับ 

humoral immune response และ cell-mediated immune response โดยผานทางไซโตไคน

หลายชนิด ทําใหเกิดการรวม leukocyte และ plasma protein เขามาในบริเวณที่มีการบาดเจ็บ
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[46, 47] ซึ่งเปนผลมาจากการที่เม็ดเลือดขาวหล่ัง pro-inflammatory cytokines, chemokines 

ออกมา และมีการสะสมของเม็ดเลือดแดง [48] ลักษณะของการอักเสบที่ปรากฏออกมาใหเห็น คือ 

ปวด (pain), บวม (swelling), แดง (redness), รอน (heat) [49] มีการศึกษาพบวา neutrophil  

เมื่อมาถึงบริเวณที่บาดเจ็บจะ active ทันทีและสามารถกําจัดจุลชีพไดโดยตรงโดยการปลอยสารที่

เปนพิษในแกรนูลซ่ึงก็คือ reactive oxygen species (ROS) , reactive nitrogen species, 

proteinase3, cathepsin G และ elastase [50] หลังจากกําจัดจุลชีพหมดแลว เนื้อเยื่อบริเวณนั้น

จะถูกซอมแซม โดยมี macrophage เขามาเก็บกิน และ pro-inflammatory prostaglandin ถูก

เปล่ียนเปน lipoxin ซึ่งมีคุณสมบัติเปน anti-inflammation เพื่อลดการอักเสบ lipoxin จะยับยั้งการ

รวมตัวกันของ neutrophil และเรียก macrophage มาเก็บกินเซลลที่ตายออกไป เพื่อสรางเนื้อเยื่อ

ใหม และ cytokines ที่สําคัญคือ Transforming growth factor - beta  (TGF-β )[51, 52] แตถา 

innate immunity ไมสามารถกําจัดจุลชีพได กระบวนการอักเสบก็จะดําเนินตอไป โดยมี T-cells 

มาเก่ียวของ แตถาการทํางานรวมกันยังไมเพียงพอจะสงผลใหเกิดการอักเสบเร้ือรัง (chronic 

inflammation)[53] ซึ่งกอใหเกิดมะเร็งตอไปได [54] เชน ผูที่ติดแอลกฮอล นําไปสูการอักเสบของ

ตับและตับออน และทําใหเกิดมะเร็งที่อวัยวะนั้นๆ หรือใน inflammatory bowel disease (IBD) 

เกี่ยวของกับการติดเช้ือ H.pylori ซึ่งทําใหเปนมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric carcinoma) เปนตน 

[55, 56] มีการศึกษาพบวาตัวโมเลกุลที่เช่ือมโยงระหวางการอักเสบกับการเกิดมะเร็งคือ inhibitor 

of NF-κB kinase/ NF-κB (IKK/NF-κB) signaling pathway ซึ่งเปนกระบวนการที่กระตุน pro-

inflammatory cytokines และ NF-κB เปน transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน

ซึ่งสามารถกดการตายของเซลลมะเร็งหรือกระตุนใหเซลลมะเร็งเจริญเติบโตได [57-59] 

 

• ไซโตไคน (cytokine)  

ไซโตไคน เปนโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่มีขนาดเล็ก (< 30kDa) สรางจากเม็ดเลือดขาว

และเซลลตางๆ ในรางกายเพื่อตอบสนองตอการกระตุน ไซโตไคนออกฤทธิ์ตอเซลลเปาหมายโดย

จับกับตัวรับ(cytokine receptor) ที่อยูบนผิวเซลลนั้นๆ แลวกระตุนใหเกิดการเปล่ียนแปลงภายใน

เซลล ไซโตไคนจะจับกับตัวรับดวย affinity ที่สูงทําใหออกฤทธิ์ไดดีมาก ไซโตไคนเปนโมเลกุลที่

เซลลใชในการติดตอส่ือสารซึ่งกันและกัน เชน T lymphocyte สรางไซโตไคนไปกระตุนให 

macrophage สรางสารทําลายจุลชีพที่อาศัยภายในเซลลมากข้ึน หรือไปกระตุนให B 
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lymphocyte พัฒนาตอไปและสรางแอนติบอดีออกมา เปนตน  เห็นไดวาการทํางานรวมกันใน

ระหวาง innate immune response และ adaptive immune response  การที่ cell-mediated 

immune response ชวย humoral immune response ทํางาน หรือแมกระทั่งการกระตุนใหเซลล

ทําลายจุลชีพ ตางก็มีไซโตนไคนเขาไปเก่ียวของทั้งส้ิน [60-63] 

 

• Inflammatory cytokines  คือไซโตไคนที่เกีย่วของกับการอักเสบ แบงออกเปน 2 ประเภท  

 

1. Pro-inflammatory cytokines  

เปนไซโตไคนที่กระตุนใหเกิดการอักเสบ  ซึ่งเปนกลไกที่นําไปสูการชุมนุมของเซลลหรือ

สารตางๆ ใหมายังบริเวณที่ตองการใหมีการกําจัดเชื้อโรคและส่ิงแปลกปลอม ไซโตไคนประเภทนี้

จะชวยใหเกิดการเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecules ทําใหเกิดการเพิ่ม vascular 

permeability และกระตุนการสราง chemokines จาก endothelial cells ชวยเซลลเดินทางมายัง

บริเวณที่มีการอักเสบไดมากข้ึน ตัวอยางเชน  TNF-α, IL-1และ IL-6 เปนตน [2, 3]   

 

1.1 Tumor necrosis factor – alpha (TNF-α) 

 
ภาพที ่2.3 ภาพแสดงโครงสรางของ TNF-α 

(http://www.argyllbiotechnologies.com/SF-1019_immune-overview.html) 
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TNF-α  เปนยีนซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 6 ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 233 ตัว มีน้ําหนัก 

25.6 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดังภาพที่ 2.3  สรางจาก macrophage activated T cell 

และ activated T cell   TNF-α  เปนไซโตไคนตัวสําคัญตอการตอบสนองตอแบคทีเรียแกรมลบ ทัง้

ยังมีบทบาทสําคัญระหวาง innate immune response, adaptive immune response และการ

เกิด acute inflammation เร่ิมแรก TNF-α ถูกสรางเปน transmembrane protein ขนาด 25 kDa 

ตอมาเกิดกระบวนการ proteolytic ทําให TNF-α ถูก cleave เปนโปรตีนขนาด 17 kDa ซึ่งถูก

ปลอยออกสูภายนอกในรูป secreted form [65, 66] มีหนาที่กระตุน adhesion molecules และ

การสราง chemokine ของ endothelial cells ทําใหเกิดการดึงดูดเซลลตางๆ เชน neutrophil, 

monocyte และ lymphocyte ใหไปชุมนุมกันบริเวณที่มีการอักเสบ  กระตุนความสามารถในการ

กําจัดจุลชีพของเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ ไดแก neutrophil, eosinophil และ mononuclear 

phagocyte [14] กระตุนการสราง IL-1จาก macrophage ทั้งยังทําใหเกิดอาการไข เนื่องจากไป

ออกฤทธิ์ตอไฮโปทาลามัส ทําใหเกิดการสราง prostaglandin และเพิ่มการทํางานของเอนไซม 

Cyclooxygenase 2 (COX-2)  ซึ่งชวยเปล่ียน arachinodic acid ใหเปน prostaglandin มี

การศึกษาในสัตวทดลองพบวา เมื่อเกิดการอักเสบและเนื้องอก(tumor) จะพบเอนไซม COX-2 

มาก [67, 68] และ TNF-α ยังกระตุนใหเซลลตับสราง acute phase proteins  ในภาวะที่มี    

TNF-α มากเกินไป TNF-α จะเปนไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญทําใหเกิดภาวะ septic shock จาก

การติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบในกระแสเลือด โดยพยาธิสภาพเกิดจาก lipopolysaccharide (LPS) 

ของเช้ือกระตุนการสราง IL-1 และ IL-6 ซึ่งมีบทบาทคลายคลึงกันทําใหเกิดการเพิ่มการเกาะกัน

ของเม็ดเลือดและเกร็ดเลือดกับ endothelial cells เกิดการเพิ่มข้ึนของ vascular permeability ทํา

ใหเซลล โปรตีน และของเหลวเดินทางไปยังบริเวณที่มีการอักเสบ ทําใหเกิดการแข็งตัวของเลือดใน

อวัยวะตางๆ  สงผลใหขาดเลือดไปเลี้ยงสมองและหัวใจ [69] สามารถกระตุนการสรางสารที่เปน

พิษตอยีนในรางกายได เชน NO, ROS สงผลใหเกิด DNA mutation และถูกทําลายในท่ีสุด

[70]นอกจากนั้น TNF-α ยังมีบทบาทสําคัญใน neuropathic pain [71], โรคที่มีพยาธิสภาพของ

ผิวหนังที่ผิดปกติ เชน psoriasis [72] และพบวามีผลตอการเส่ือมของกระดูกในโรค rheumatoid 

arthritis [73], bladder  cancer และ breast cancer [74] นอกจากน้ันยังเปนตัวรบกวน 

metabolism เชน ทําใหรางกายมีระดับน้ําตาลในเลือดตํ่า เนื่องจาก กดการผลิตน้ําตาลจากตับ 

[14]  
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1.2 Interleukin-1 (IL-1) 

 
ภาพที ่2.4 ภาพแสดงโครงสรางของ IL-1 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1) 

IL-1 ประกอบดวยกรดอะมิโน 269 amino acids [64]  และมีโครงสรางแสดงดังภาพที่ 

2.4 สรางจาก macrophage, endothelial cells และ epithelial cells  มีฤทธ์ิคลายกับ TNF-α คือ

กระตุนการแสดงออกของ adhesion molecules บนผนังหลอดเลือด การเกิดไข กระตุนการสราง 

acute phase proteins  [75] และเปนสาเหตุสําคัญในการกระตุนเซลลสลายกระดูก (osteoclast) 

ซึ่งเปนสาเหตุของการสลายกระดูก (bone resorption) [76] 

 

1.3  Interleukin-6 (IL-6) 

 
ภาพที ่2.5 ภาพแสดงโครงสรางของ IL-6 

 (http://www.argyllbiotechnologies.com/SF-1019_immune-overview.html) 
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IL-6 ประกอบดวยกรดอะมิโน 212 ตัว มีน้ําหนัก 26 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดัง

ภาพที่ 2.5 สรางจาก macrophage, endothelial cells, fibroblast  พบวา LPS, TNF-α และIL-1

กระตุนการหล่ัง IL-6 ได  IL-6 กระตุนการสราง acute phase proteins การเพิ่มจํานวนและการ

เปล่ียนแปลงของ B-cell   การเกิดไข  และเปนไซโตไคนที่มีความเกี่ยวของในโรคตางๆ เชน 

โรคเบาหวาน (diabetes), โรคหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis), systemic lupus 

erythematous (SLE), มะเร็งตอมลูกหมาก (prostate cancer), rheumatoid arthritis, 

mesengial glomerulonephritis และ sepsis [77, 78] 

 

2. Anti-inflammatory cytokines 

เปนไซโตไคนที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบ ในภาวะปกติ  เมื่อมีการกระตุนการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันก็ตองมีกลไกที่ยับยั้งการตอบสนองตามมาเพือ่ไมใหเกิดการตอบสนองมากเกินไป ซึง่

อาจทาํใหเกิดการทาํลายเนือ้เยื่อตนเองได ตัวอยางเชน  TGF-β  และ IL-10 เปนตน 

 

2.1 Transforming growth factor - beta  (TGF-β) 

 
ภาพที ่2.6 ภาพแสดงโครงสรางของ TGF-β 

(http://www.cytokines-cks.com/Biological-products/Transforming-growth-factor-beta) 
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TGF-β ประกอบดวยกรดอะมิโน 683 ตัว มีน้ําหนัก 68 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดัง

ภาพที่ 2.5 สรางจากเซลลหลายชนิดรวมทั้ง T- cell และ macrophage มีฤทธ์ิในการยับยั้งการ

เพิ่มจํานวนและการทํางานของ T- cell, B- cell, macrophage และ regulatory T-cell (T reg) 

ยับยั้งการเจริญเติบโตของ cytotoxic T-cells (CTLs) ทั้งยังมีฤทธิ์ตรงกันขามกับไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบโดยจะออกฤทธิ์ตอ polymorphonuclear leukocyte และ endothelial cell 

นอกจากนั้นยังทําใหเกิด isotype class switching ไปเปน IgA และ IgE  มีบทบาทสําคัญใน 

immunoregulation[79] 

 

2.2 Interleukin-10 (IL-10) 

 
ภาพที ่2.7 ภาพแสดงโครงสรางของ IL-10 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_10) 

 

IL-10 ประกอบดวยกรดอะมิโน 160 ตัว มีน้ําหนัก 18 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดัง

ภาพที่ 2.6 สรางจาก T-cell และ macrophage เปนสวนใหญ นอกจากนั้นเซลลผิวหนัง

(keratinocyte) สามารถสราง IL-10 ไดเชนเดียวกัน  มีฤทธิ์ในการยับยั้งภูมิคุมกันโดยยับยั้งการ

สราง IL-12, TNF-α, IL-1, IL-6 และ chemokine  ลดการทํางานของ dendritic cell และ 

macrophage ทั้งยังลดการแสดงออกของ MHC ll molecules และ co-stimulatory molecules 

บน macrophage และ dendritic cells ซึ่งก็คือการยับยั้งการกระตุน cell-mediated immune 

response [14]  จากการศึกษาพบวา IL-10 เม่ือจับกับตัวรับจะสงสัญญาณผานทาง JAK/STAT  
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pathway ซึ่งไปยับยั้งสัญญาณใน NF-κB signaling pathway [80]และสามารถควบคุมการ 

apoptosis และกดกระบวนการ angiogenesis ของ tumor ได  [81] ในสัตวทดลองพบวาถาไมมี 

IL-10 จะมีภาวะการอักเสบมากเกินไป เชน inflammatory bowel disease ซึ่งเกิดจากการกระตุน 

macrophage มากเกินไปโดยไมมีการควบคุม นอกจากนั้นยังพบในโรคมะเร็ง และ autoimmune 

disease อีกดวย [82]  

 

• Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

 

PBMCs เปนตนแบบที่ดีที่ใชในการศึกษาระบบภูมิคุมกัน PBMCs ประกอบไปดวย 

monocyte, macrophage, T-cell และ B-cell เปนจํานวนมาก และมีปริมาณของ NK cells และ 

dendritic cells อยูปริมาณเล็กนอย มีการศึกษาวาถากระตุน PBMCs ดวย LPS จะสามารถ

กระตุนการทํางานของ macrophage, B-cell และ natural killer(NK) cell ได พบวา LPS สามารถ

กระตุน macrophage และ mature B-cell ใหหล่ัง IL-6  ทั้งยังกระตุน macrophage และ NK cell 

ใหหล่ัง TNF-α  นอกจากนั้นยังกระตุนการเพิ่มจํานวนของ B-cell และการสรางแอนติบอดี [83, 

84] 

 

• NF- κB signaling pathway 

 

NF-κB (nuclear factor kappa B) เปนโปรตีนซ่ึงเปน transcription factor ที่ควบคุม

การแสดงออกของยีนที่ตอบสนองในกระบวนการอักเสบ เชน TNF-α , IL-1, IL-6, IL-8  และ 

COX-2 เปนตน [85, 86] ซึ่งขบวนการดังกลาวจะเกิดข้ึนไดจากการกระตุนของ pathogen เชน 

LPS เกิดการสงสัญญาณผาน adaptor protein ตางๆ ไปสูการกระตุน NF-κB ซึ่งประกอบไปดวย 

subunit ตางๆ ไดแก p50, p52 , p65 (Rel A), RelB และ c-Rel แต active form ที่พบไดมาก คือ 

p50 หรือ p52 ที่เกิดเปน heterodimer กับ p65 NF-κB ที่พบในไซโตพลาสซึมจะอยูในรูปของ 

inactive form จะถูกจับดวยinhibitor of NF-κB (IκB) ประกอบดวย 3 isoforms ไดแก IκBα, 

IκBβ และ IκBε  ซึ่งมีความจําเพาะในการจับ NF-κB แตกตางกันไป เชน IκBα  มักจับกับ 

heterodimer ของ p50/p65 และ homodimer ของ p50 สวน IκBβ จับกับ p50/p65 มากกวา 
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p50/Rel-B และ p50/c-rel  สวน IκBε  จับกับ c-Rel เปนตน กระบวนการดังกลาวทําให NF-κB 

ไมสามารถเขาสูนิวเคลียสและทํางานได แตเมื่อมี IκB kinase (IKK) ซึ่งประกอบไปดวย 3 

subunits ไดแก IKK-α , IKK-β และ IKK-γ โดยการทํางานของ IKK เร่ิมจาก IKK-α มาเติมหมู

ฟอสเฟตที่ serine ตําแหนง NH2-terminal ของ IκB แลว จะเหนี่ยวนําใหเกิดการเติม ubiquitin 

protein และถูกยอยสลายดวย 26S proteasome ทําให  NF-κB หลุดออกจาก IκB แลวเคลื่อนที่

เขาสูนิวเคลียส เพื่อจับกับ promoter ของยีนที่เกี่ยวของบริเวณ NF-κB bindind site ทําใหเกิด

การถอดรหัส (transcription)และการแปลรหัส (translation) ตอไป [87, 88]  ซึ่งในที่นี้จะเกิดการ

สราง pro-inflammatory cytokines ออกมา (ภาพที่ 2.8) มีการศึกษาพบวา การทํางานของ NF-

κB เพิ่มสูงข้ึนในโรคตางๆ ดังนี้ Rheumatoid arthritis,  Atherosclerosis,  Asthma และ 

Inflammatory bowel disease [89-92] 

 

  
 

ภาพที ่2.8  แสดงการทํางานของ LPS ผานทาง NF- κB signaling pathway [93] 
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• ยาตานการอักเสบทีใ่ชในปจจุบัน 

ยาตานการอักเสบในปจจุบันเนนไปที่การยับยั้งการทํางานของ NF-κB ซึ่งมีความจําเพาะ

ในกระบวนการอักเสบ ตัวอยางเชน Acetylsalicylic acid (ASA) และ Sodium salycilate จะไป

จับบริเวณ binding site ของ ATP บน IKK สงผลให IKK ไมสามารถเติมฟอสเฟตแก IκB ได [94] 

Indomethacin และ Sulindac เปนยาในกลุม NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) 

ทําหนาที่ลดการทํางานของ IKKβ ทําใหยับยั้งการทํางานของ NF-κB [95]  รวมถึง 

Hydrocortisone ซึ่งเปนยาในกลุม glucocorticoids เปนกลุมยาที่ใชยาตานอักเสบและกด

ภูมิคุมกันอยางแพรหลาย โดย Hydrocortisone มีหนาที่เพิ่มปริมาณของ IκB-α และลดการ

เคลื่อนที่เขาสูนิวเคลียสของ NF-κB ใน PBMC [96] ที่นาสนใจกวานั้น คือ สารประกอบจาก

ธรรมชาติ เชน sesquiterpene lactones ซึ่งเปนสารที่พบไดในหญาหมอนอย มีฤทธ์ิตานการ

อักเสบ โดยยับยั้ง IκB phosphorylation เพื่อที่จะหยุดการทํางานของ NF-κB ในเซลลหลายชนิด 

ไดแก T-cell, macrophage และ epithelial cell [97-100]  และยังพบวาสารประเภท Luteolin ซึ่ง

อยูในกลุมของสารประกอบ flavonoid สามารถยับยั้งการทํางานของ IKK และยับยั้ง IκB 

phosphorylation ไดอีกดวย [101]  

 

2.3 หญาหมอนอย (Vernonia cinerea Less.)  

 

หญาหมอนอยหรือหญาดอกขาวมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Vernonia cinerea Less. จัด

อยูในวงศ Asteraceae  เปนไมลมลุก ลําตนต้ังตรง สูง 15-80 เซนติเมตร ลําตนแข็งเปน

ทรงกระบอกมีรองตามแนวด่ิง  ใบเปนใบเด่ียวเรียงสลับ ใบรีแคบ รูปไข รูปหอก หรือรูปแถบ ใบที่

โคนตนขนาดใหญกวาที่ปลายยอด ใบที่โคนตนกวาง 1.5-3.5 ซม. ยาว 3-8.5 ซม. ใบที่บริเวณ

ปลายยอดกวาง 3-15 มม. ยาว 1-7 ซม. ขอบใบหยักต้ืนๆ ไมสม่ําเสมอ มีดอกเปนชอกระจุกแนน 

แตละชอประกอบดวยดอกยอยจํานวนมาก  ขางใตมีกลีบรองดอกรูปรางยาว หรือเปนเสนแหลม

ขนากเล็กๆ เม่ือดอกบานจะเปนสีมวงสด  [9] ดังแสดงในภาพที่ 2.9 พบวาหญาหมอนอยมีการ

กระจายตัวอยูทั่วไปในเขตรอนแถบแอฟริกา ออสเตรเลีย และเอเชีย [102]  ทั้งยังเปนพืชที่พบได

ทั่วไปตามที่รกรางขางทางในทุกภาคของประเทศไทย  ชื่อที่เรียกกันตามทองถิ่นตางๆ เชน  หญา

ดอกขาว หญาละออง หญาสามวัน หญาผํ้าสาม หญาหนวดแปง ฉัตรพระอินทร มานสวรรค กาน
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ธูป ฝร่ังสามโคก ซางหางฉาว เสือสามขา เซียวซัวเฮา เปนตน [103] ในภูมิปญญาไทย มีการนําลํา

ตนมาตม เอาน้ํากินเปนยาแกไข ปวดทองเฟอ แผลบวมอักเสบ ความดันโลหิตสูง หรือใชตําให

ละเอียดเอามาพอก แกนมคัด ดูดหนองแกบวม ใบใชบด นํามาตําใหละเอียดใชพอกแผล ชวย

สมานแผล แกตาฟาง ถอนพิษ แกอักเสบ ลดบวม แกตาแดง ตาแฉะ แกหืด แกทองอืดทองเฟอ 

รักษาสะเก็ดเงิน แกกลากเกล้ือน รักษาหลอดลมอักเสบ แกไข แกระดูขาว และรักษามาลาเรีย 

ดอกใชแกไข แกเยื่อบุตาอักเสบ และรักษาโรครูมาตอยด  สวนเมล็ดนํามาปนใหละเอียด ใชชงกับ

น้ํารอนกินเปนยาขับพยาธิเสนดาย ปสสาวะขัด แกไอ แกปวดทอง ทั้งตนมีสรรพคุณในการลดไข 

รักษาตับอักเสบ ลดความดันโลหิต รักษาแผลบวมอักเสบ นอกจากนั้นยังใชในการเลิกบุหร่ี [104]  

ลดอาการหอบหืด ไอเร้ือรัง และใชรักษาโรคไขขอไดอีกดวย [9] 

 

 
ภาพที ่2.9 ลักษณะของหญาหมอนอย 

 

สารเคมีที่ สําคัญที่คนพบในหญาหมอนอยสวนใหญเปนสารในกลุม  flavonoids, 

triterpenoids และ steroids ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 แสดงสารประกอบทางเคมีในสวนตางๆของหญาหมอนอย [10, 105 -115]  

 

สวนที่พบ ตัวทําละลาย ชื่อสาร ประโยชน 

- Apigenin ตานอักเสบ, สารตานอนุมูลอิสระ, ตาน

การติดเช้ือไวรัส 

- Chlorogenic acid สารตานอนุมลูอิสระ, ตานการเกิดเนื้อ

งอก , ตานการติดเช้ือแบคทีเรีย และ

ไวรัสและเปน antimutagenic 

- Lupeol acetate สารตานอนุมลูอิสระ, ตานอักเสบ, ตาน

การเกิดเนื้องอก, เปน antimutagenic 

และ antiarthritic 

- β-amyrin acetate ตานอักเสบ, สารตานอนุมูลอิสระ 

ทั้งตน 

- Stigmasterol ตานอักเสบ, ตานการเกิดมะเร็ง , ตาน

การสลายของกระดูก, เปนสารต้ังตนของ 

สเตอรอยดฮอรโมน 

ดอก เอทานอล Tannin ใชหามเลือด, แกทองเสีย, ตานอักเสบ, 

ตานการติดเช้ือแบคทีเรียและไวรัส 

คลอโรฟอรม, 

ปโตรเลียม

อีเทอร 

Saponin ลดไข, ตานอักเสบ, บรรเทาอาการปวด 

เมทานอล Luteolin 7-O-

glucoside 

ตานการติดเช้ือแบคทีเรีย, ตานอักเสบ, 

แกไอ, ยากันชัก 

เมทานอล Quercetin 7-O-

glucoside 3-O-

rhamnoside 

ตานอักเสบ, สารตานอนุมูลอิสระ 
ใบ 

เอทานอล Potassium chloride เปนแรธาตุเสริมโพแทสเซียม 
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สวนที่พบ ตัวทําละลาย ชื่อสาร ประโยชน 

เอทานอล Potassium chloride เปนแรธาตุเสริมโพแทสเซียม 

เอทานอล Potassium nitrate ลดอาการเสียวฟน, ใชขับปสสาวะ 

เอทานอล Succinic acid ตานการติดเช้ือแบคทีเรีย, ตานอักเสบ 
ลําตน 

เอทานอล Vernolide-A,B ตานมะเร็ง 

เอทานอล Potassium chloride เปนแรธาตุเสริมโพแทสเซียม 
ราก 

เอทานอล Potassium nitrate ลดอาการเสียวฟน, ใชขับปสสาวะ 

 

• การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของหญาหมอนอย 

 

1. ฤทธิ์ตานอักเสบ 

เมื่อนําใบหญาหมอนอยมาสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ เชน คลอโรฟอรม

(chloroform), เมทานอล (methanol) และอีเทอร (ether) แลวฉีดใหหนูทดลอง พบวามีฤทธ์ิลดไข, 

บรรเทาปวด และตานการอักเสบ ในหนูทดลอง [10] นอกจากนั้นดอกของหญาหมอนอยยังมีฤทธ์ิ

ตานการอักเสบในหนูที่ถูกทําใหเปน arthritis [11]  และสารสกัดจากทั้งตนของหญาหมอนอยจาก

เมทานอลสามารถลดปริมาณของ nitric oxide (NO) และ pro-inflammatory cytokines เชน 

TNF-α, IL-1β และ IL-6  และลดการแสดงออกของ mRNA ในยีน inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) ไดอีกดวย [13] นอกจากนั้นสารสกัดเมทา

นอลจากทั้งตนของหญาหมอนอย เมื่อนําไปฉีดใหหนูทดลองในขนาด 200 และ 500 mg/kg ทําให

ลดการอักเสบได [116] 

 

2. ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

สารสกัดจากทั้งตนของหญาหมอนอยจากตัวทําละลายเมทานอล สามารถเพิ่ม

ปริมาณเอนไซมที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ เชน catalase, superoxide dismutase, glutathione 

peroxidase และ glutathione-S-transferase ในเลือดเพิ่มข้ึน และมี lipid peroxidation activity 

ลดลง [12] 
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3. ฤทธิ์ตานมะเร็ง 
สาร Vernolide – A และ B ซึ่งอยูในกลุม sesquisterpene lactone ที่สกัดจากลํา

ตนของหญาหมอนอยดวยตัวทําละลายเอทานอล มีฤทธิ์ตานมะเร็ง ในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนิด

ตางๆ ดังนี้ KB (มะเร็งในชองปาก), DLD-1 (มะเร็งลําไสใหญ), NCI-661 (มะเร็งปอดขนาดใหญ) 

และ Hela (มะเร็งปากมดลูก) [117] นอกจากนั้นการศึกษาของ สารสกัดเมทานอลจากทั้งตนหญา

หมอนอยยับยั้ง การ metastasis ในปอด ซึ่งถูกเหนี่ยวนําโดย B16F-10 melanoma cells ในหนู

ทดลองได โดยยับยั้ง lung tumor formation  ทั้งยังลดระดับของ Gamma-glutamyl 

transpeptidase (GGT) และ Vascular endothelial growth factor (VEGF) ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิด 

angiogenesis ในหนูทดลองได [112] 

 

4. ฤทธิ์ลดการสูบบุหร่ี 
เม่ือนําทั้งตนของหญาหมอนอยมาตมเปนชา สามารถทําใหเลิกบุหร่ีได [118]  

นอกจากนั้น ถาใหคนที่สูบบุหร่ีทานชาชงหญาหมอนอยควบคูกับการออกกําลังกาย ทําใหลดอัตรา

การสูบบุหร่ี สงผลใหระดับคารบอนมอนอกไซดในลมหายใจลดลง และสามารถลด oxidative 

stress ได [104] 

 

5. ฤทธิ์อ่ืนๆ 

ฤทธิ์การตานแบคทีเรีย, เช้ือราและไวรัส ถายพยาธิ ลดปริมาณออกซาเลตใน

ปสสาวะ  [119, 120] 
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กรอบแนวคิดและระเบียบวิธวีิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กระบวนการอักเสบ 

การอักเสบ เปนกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายตอการรุกรานของเชื้อโรค ทําให

เนื้อเยื่อและเม็ดเลือดขาวเกิดการหลั่งไซโตไคนชนิดตางๆออกมา เปนกลไกพื้นฐานที่พบไดใน

หลายโรค เชน โรคไขขออักเสบ โรคสะเก็ดเงิน และโรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว เปนตน 

การอักเสบสามารถรักษาไดโดยการใหยาแกอักเสบกลุมสเตียรอยด และไมใชสเตียรอยด 

แตการใชยาติดตอกันเปนเวลานานทําใหเกิดผลขางเคียงตอรางกายได ดังนั้นสมุนไพรจึง

เปนทางเลือกหนึ่งของการรักษา 

ศึกษาขอมูลของหญาหมอนอยซึ่งพบไดทั่วไปในประเทศไทย พบวามีฤทธิ์ตานการอักเสบในสัตวทดลอง พรอมทั้งขอจริยธรรมการวิจัยในมนุษย 

นําหญาหมอนอยที่แยกเปนสวนใบ ลําตน ดอก และทุกสวน มาสกัดดวยตัวทําละลาย เมทานอล, เอทานอล และเฮกเซน ดวยวิธีมาเซอเรชัน (Maceration) 

ทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว (PBMCs) และเซลลเพาะเลี้ยงอื่นๆ ไดแก  HEK293 และ HuH7  ใชหลักการ MTT assay 

ทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบ โดยการวัด Pro-inflammatory cytokines ไดแก TNF-� และ IL-6 และวัด Anti-inflammatory cytokine คือ IL-10 ดวย 

วิเคราะหผลโดยใชสถิติ Student’s t - test  

ศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซึ่งผานทาง NF-�B signaling pathway ดวยวิธี immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 

24 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
1. กลุมตัวอยางที่เกี่ยวของในการวิจยัมีดังนี ้

1.1 ตัวอยางเซลลเพาะเลีย้ง 

 1.1.1 เซลลเมด็เลือดขาว PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) ซึ่งไดมาจาก

ผูมีสวนรวมในการวิจยัไดแก บุคลากรและนิสิตคณะสหเวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัยที่มี

สุขภาพดี จํานวน 20 คน 

จํานวนผูมีสวนรวมในการวิจัยที่ตองการศึกษาคํานวณจากสูตร ดังนี้  [131] 

n = (Zα/2 + Zβ)2 σ2/ d2  

n  คือ  จํานวนคนที่ตองการศึกษา 

Zα/2  คือ  คา Z ของ type I error ซึ่งต้ังคา 0.05 ,  Zα/2  = 1.96 

Zβ  คือ คา Z ของ type I error ซึ่งต้ังคา 0.1    ,   Zβ  = 1.28 

σ2  คือ variance of difference จากงานวิจัยกอนหนา  [132-134] 

d2  คือ คาความแตกตางของคาระหวางสองกลุมทดลอง 

ดังนัน้ จํานวนผูมีสวนรวมในการวจิัย = (1.96+1.28)2(1.5)2/(1.9)2 =  7 คน 

ดังนัน้จํานวนผูมีสวนรวมในการวิจยัควรมากกวา 7 คน คณะผูวิจัยจึงไดกําหนดจํานวนผู

มีสวนรวมในการวิจัยเปน 20 คน เพื่อใหไดขอมูลที่ชัดเจนยิ่งข้ึน 

คณะผูวิจัยทําการเก็บเลือด (EDTA blood) จากผูมีสวนรวมในการวิจัยไดแก ผูบริจาค

โลหิตที่ศูนยบริจาคโลหิตสภากาชาดไทย หรือบุคลากรและนิสิตคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัยที่มีสุขภาพดี ซึ่งในระหวางนั้นตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการเจ็บปวยใดๆ โดย

อาศัยจากการซักถามจากแบบสอบถาม จํานวน 20 คนซึ่งเปนจํานวนที่เหมาะสมที่ใชในการศึกษา 

PBMC โดยอางอิงจากงานวิจัยที่ผานมา แบงเปนชายจํานวน 10 คน และ หญิงจํานวน 10 คน คน

ละ 30 ซีซี (6 ชอนชา) โดยแบงเปน เจาะเลือด 25 ซี.ซี (5 ชอนชา) เพื่อนํามาใชประเมินความเปน

พิษของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาว และศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสาร
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สกัดสวนตางๆของหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค ELISA ซึ่งการทดลอง

ดังกลาวใชผูรวมวิจัยจํานวน 14 คน และเจาะเลือดอีก  5  ซี.ซี ( 1 ชอนชา ) เพื่อนํามาศึกษากลไก

ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB signaling  pathway ดวยวิธี 

immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy ซึ่งการทดลองดังกลาวใชผูรวมวิจัย

จํานวน 6 คน เหตุผลที่เจาะเลือดปริมาณแตกตางกัน เพราะวาเปนการทดสอบหาความเขมขนที่

เหมาะสมโดยทําแตกตางกัน 10 ความเขมขน แลวนําความเขมขนที่เลือกแลว 4 ความเขมขนมาใช

ในการทดลองข้ันตอไป และมีอาจารยที่ปรึกษาหลักและผูวิจัย สังกัดคณะสหเวชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเปนนักเทคนิคการแพทยที่มีใบประกอบวิชาชีพเทคนิคการแพทย

เลขที่ ทน 2865 และ ทน 9487 เปนผูเจาะเลือด ซึ่งผูมีสวนรวมในการวิจัยตองไดรับขอมูลสําหรับ

กลุมประชากรหรือผูมีสวนรวมในการวิจัย  และหนังสือแสดงความยินยอมเขารวมการวิจัยที่ผาน

การพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย กลุมสหสถาบัน   ชุดที่1 จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย หากเกิดความผิดปกติหรือผลขางเคียงขณะเจาะเลือด  ทางคณะผูวิจัยจะทําการ

ปฐมพยาบาลและทําการรักษาตอไปโดยคณะผูวิจัยเปนผูรับผิดชอบคาใชจายทั้งหมด และ เมื่อ

สิ้นสุดการทดลอง ตัวอยางเลือดที่เก็บทั้งหมดจะถูกทําลายโดยไมนํากลับไปใชในงานวิจัยอ่ืน 

ผลงานวิจัยจะถูกสงไปใหผูมีสวนรวมในการวิจัยไดรับทราบ หากผูมีสวนรวมในการวิจัย

ตองการรับทราบผลงานวิจัย และผลงานวิจัยนี้ทําใหเกิดองคความรูเพื่อไปตอยอดงานวิจัย เพื่อ

พัฒนาเปนยาสมุนไพรไทยสําหรับลดการอักเสบในโรคตางๆ ซึ่งไมมีผลขางเคียงหรือผลขางเคียง

นอยกวายาที่ใชอยูในปจจุบันและเปนการลดคาใชจายในการรักษา 

การคัดเลือกผูเขารวมวิจัยข้ึนกับ Inclusion criteria และ Exclusion criteria ดังตอไปนี้ 

Inclusion criteria 

1. ประชากรชายหรือหญิงอายุระหวาง 20 – 40 ปที่ยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

2. สุขภาพทัว่ไปสมบูรณดี ไมเปนไขหวัด เจบ็คอ ปวดศีรษะ ไมมีภาวะเจ็บปวยหรืออยู

ระหวางรับประทานยาใดๆทีใ่ชรักษาโรค โดยเฉพาะยาแกอักเสบ หรือยาปฏิชีวนะ 

ตองหยุดยาแลวอยางนอย 7 วัน 

3. ไมมีประวัติการเปนโรคที่เปนอุปสรรคตองานวิจัย ดังตอไปนี้ 

- โรคอักเสบ เชน ตับอักเสบ, สะเก็ดเงนิ 

- โรคเร้ือรัง เชน เบาหวาน, มะเร็ง 
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- โรคติดเช้ือ เชน เอดส, ตับอักเสบ 

- โรคทางภูมิคุมกัน เชน  ภูมิแพ , Systemic Lupus Erythrematosus (SLE) 

Exclusion criteria 

1. ประชากรที่ไมยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

2. มีประวัติการด่ืมสุรา และการสูบบุหร่ี 

3. อยูในภาวะต้ังครรภ 

 
ภาพที ่3.1 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) 

(จาก http://www.ers-education.org) 

 

อาหารเล้ียงเซลลที่ใชคือ RPMI-1640 medium (Hyclone) ที่ผสมกับ fetal bovine 

serum (Hyclone) 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 100 U/ml และ Streptomycin 100 

μg/ml (Hyclone) โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมี

กาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 

 

1.1.2 เซลลมะเร็งตับมนุษย HuH7 (Hepato cellular carcinoma cell line) ไดรับความ

อนุเคราะหจากศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
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ภาพที ่3.2 เซลล HuH7 (Hepato cellular carcinoma cell line) [109] 

 

อาหารเล้ียงเซลลที่ใชคือ RPMI-1640 medium (Hyclone) ที่ผสมกับ fetal bovine 

serum (Hyclone) 10% (v/v) โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 

 

1.1.3 เซลลมะเร็งไตมนุษย HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cell line) ไดรับ

ความอนุเคราะหจาก ผศ.นพ.ดร.วันลา กุลวิชิต คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

 
ภาพ 3.3 เซลลไต HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cell line) 

(จาก http://www.cell-lines-service.de) 
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อาหารเล้ียงเซลลที่ใชคือ Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) (Hyclone) ที่ผสมกับ fetal bovine serum (Hyclone) 10% (v/v) โดยนํา

เซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นต 

 

1.2 ตัวอยางของสมุนไพร 

 

สมุนไพรที่ใชในการศึกษาวิจัยคร้ังนี้ คือ หญาหมอนอย (หญาดอกขาว) ซึ่งเก็บมาจาก

จังหวัดกําแพงเพชร สวนของหญาหมอนอยที่นํามาศึกษาแบงออกเปน 4 สวน คือ ดอก ใบ ลําตน 

และทั้งตน และระบุชนิดและเก็บตัวอยางของสมุนไพรที่ใชในการศึกษาวิจัย ที่พิพิธภัณฑพืช ศ.

กสิน  สุวตะพันธุและหนวยปฏิบัติการวิจัยพรรณไมประเทศไทย ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยไดรายละเอียดดังนี้ ชื่อไทยคือ หมอนอย ชื่อสามัญคือ 

Little iron weed ชื่อวิทยาศาสตร คือ Vernonia Cinerea (L.) Less.  อยูในวงศ  Compositae 

(Asteraceae) และไดรับ voucher specimen เลขที่ 013426 (BCU)  
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1.3 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

สารเคมีที่ใชในการวิจัยสามารถแบงไดเปน 5 หมวด คือ 

1.3.1 สารเคมทีี่ใชในการสกดัหญาหมอนอย 

 Ethanol      Merck, เยอรมน ี

 Methanol     Merck, เยอรมน ี

 Hexane     Merck, เยอรมน ี

 

1.3.2  สารเคมีที่ใชในการแยก PBMC ดวยวิธ ีdensity gradient centrifugation 

 Hank’s balanced salt solution (HBSS)  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Ficoll- hypaque solution     Lymphoprep, นอรเวย 

 Tryphan Blue stain 0.4%   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 

1.3.3 สารเคมทีี่ใชในการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาว

มนุษย (PBMC) เซลลในชองทอง ไดแก  HEK293 และ HuH7 

 RPMI-1640 (with L-glutamine)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Dulbecco’s modified Eagle's medium/  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

High glucose  (DMEM : with 4 mM/L 

Glutamine, 4500 mg/L Glucose  

Without Sodium Pyruvate) 

 Penicillin-Streptomycin Solution  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 (10,000 units/ml Penicillin/ 

 10,000 μg/ml Streptomycin) 

 Fetal Bovine Serum (FBS)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Phosphate buffer saline    Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 (PBS; without calcium and Magnesium) 

 0.25 % EDTA- Trypsin (1x)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   Merck, เยอรมน ี
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 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,   Biobasic , แคนาดา 

             5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

 

1.3.4  สารเคมีที่ใชในศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย   

Human TNF-α ELISA Development Kit  Peprotech, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-6 ELISA Development Kit  Peprotech, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-10 ELISA Development Kit  Peprotech, สหรัฐอเมริกา 

Lipopolysaccharide (LPS)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Bovine Serum Albumin (BSA)   PAA, ออสเตรีย 

Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate Biobasic , แคนาดา 

(Tween-20) 

ABTS Liquid Substrate Solution  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Dulbecco’s PBS    Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 

1.3.5 สารเคมทีี่ใชในการศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง 

NF-κB signaling  pathway 

 NF-κB p65 Rabbit monoclonal antibody Cell Signalling , แคนาดา  

Anti-rabbit IgG (Alexa Fluor® 555 Conjugate) Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

4',6-diamidino-2’-phenylindole (DAPI)  Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Triton X-100     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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   2. เครื่องมือ และอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 

Glassware     Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

Mivac Quattro concentrator   GeneVac®, สหรัฐอเมริกา 

Light microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

 Inverted microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

 96 well cell culture plate flat bottom with lid Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 24 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก 

 Larminar Flow Cabinet    E.S.I. Flufrance, ฝร่ังเศส 

 Cell Culture Flask (25,75 cm2)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 Vortex Mixer      FINEPCR, เกาหลีใต 

 Centrifuge     Beckman coulter, สหรัฐอเมริกา 

Centrifuge tube (15, 50 ml)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 Analytical Balances    Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 

 Disposable Serological pipette (5, 10 ml) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

Autopipette     GILSON, ฝร่ังเศส 

Multichannel pipette    GILSON, ฝร่ังเศส 

Cryovial tube 2.0 ml    Nunc, เดนมารก 

 Microcentrifuge tube (0.6 ml)   Axyen scientific, สหรัฐอเมริกา 

Microcentrifuge tube (1.5 ml)    Biologix Research  

                                                                                       company, สหรัฐอเมริกา 

Pipette tips (10,200, 1000 μl)   SorensonTM BioScience, Inc., 

                                                                            สหรัฐอเมริกา 

 Hemocytometer    Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา 

CO2
 incubator     Sheldn Manufacturing, 

                                                                            สหรัฐอเมริกา 

 Incubator     Memmert, เยอรมน ี
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 Water Bath     Memmert, เยอรมน ี

 Laser scanning microscope (LSM 700) Carl Zeiss, เยอรมน ี

 Microplate Reader    Biotek, สหรัฐอเมริกา 

 Glass slide microscope   Sail brand, จนี 

Coverslip     German cover glasses, เยอรมนี

 4 ºC Refrigerator    Sharp, ญ่ีปุน 

-20 ºC Freezer     Sanyo Electric, ญ่ีปุน 

- 80 ºC ULT Deep Freezer   llShin Lab, เกาหลีใต 

 Liquid Nitrogen Tank    Taylor-Wharton, สหรัฐอเมริกา 
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3.  วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
3.1 การเตรยีมสารสกัดจากหญาหมอนอยดวยตัวทาํละลายโดยวธิีมาเซอเรชนั 
(Maceration) 

หญาหมอนอยที่ใชในงานวิจัยนี้เก็บมาจากจังหวัดกําแพงเพชร และถูกนําสงไประบุชื่อ

วิทยาศาสตรที่พิพิธภัณฑพืช ศ.กสิน  สุวตะพันธุและหนวยปฏิบัติการวิจัยพรรณไมประเทศไทย 

ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งกระบวนการสกัดเร่ิมจาก 

นําหญาหมอนอยมาแยกออกเปน 4 สวน ไดแก ดอก, ใบ, ลําตน และทั้งตน จากนั้นนําสวนตางๆ

ของหญาหมอนอยที่แยกไดมาตากแดดจนแหงเปนเวลา 72 ชั่วโมง นํามาบดใหละเอียด หลังจาก

นั้นช่ังแตละสวนของหญาหมอนอยมา 5 กรัมแชในตัวทําละลาย 100 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวในที่มืด ที่

อุณหภูมิหอง ซึ่งในการวิจัยนี้ใชตัวทําละลายเปนเมทานอล เอทานอล และ เฮกเซน เรียกวิธีการ

สกัดนี้วา วิธีมาเซอเรชัน ซึ่งเปนวิธีการสกัดสารสําคัญจากพืชหรือสมุนไพรโดยการหมักพืชหรือ

สมุนไพรกับตัวทําละลายจนกระทั่งเนื้อเยื่อของพืชหรือสมุนไพรออนนุมและตัวทําละลายสามารถ

แทรกซึมเขาไปละลายองคประกอบภายในพืชหรือสมุนไพรออกมาได ซึ่งจะเก็บตัวทําละลาย

ออกมาทุกๆ 72 ชั่วโมง โดยกรองสวนใสเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวจึงใสตัวทําละลาย

ใหมเขาไป และทําเชนนี้เปนเวลา 3 คร้ัง เนื่องจากถาไมมีการเปลี่ยนตัวทําละลายในการหมักซ่ึงใช

ระยะเวลานาน ทําใหสารสกัดถึงจุดอ่ิมตัว ทําใหไดสารสกัดออกมานอยลง  หลังจากนั้นเตรียมสาร

สกัดหยาบ (crude extract) โดยระเหยตัวทําละลายออกดวยวิธี Evaporation ที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส ละลายสารสกัดหยาบใหไดความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย DMSO 

(Merck, Germany)  
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A               B 

 

 

 

 

ภาพที ่3.4 (A) สวนดอกของหญาหมอนอยที่ผานการตากแหงแลว (B)สวนใบของหญาหมอนอยที่

ผานการตากแหงแลว 

 

A           B 

 

 

 

 

ภาพที ่3.5 (A) สวนลําตนของหญาหมอนอยที่ผานการตากแหงแลว (B)สวนทั้งตนของหญา

หมอนอยที่ผานการตากแหงแลว 

 

3.2 การแยก PBMCs ดวยวธิ ีdensity gradient centrifugation 

คณะผูวิจัยทําการเก็บเลือด (EDTA blood) จํานวน 25 มิลลิลิตรจากผูมีสวนรวมในการ

วิจัยไดแก บุคลากรและนิสิตคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่มีสุขภาพดี ซึ่งใน

ระหวางนั้นตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการเจ็บปวยใดๆ โดยอาศัยจากการซักถามจาก

แบบสอบถาม จํานวน 20 คน  ซึ่งกระบวนการดังกลาวไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย กลุมสหสถาบัน   ชุดที่1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โครงการวิจัยเลขที่ 

103.1/53 เปนที่เรียบรอยแลว  
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เม่ือไดเลือดมาแลวนําไปแยก PBMCs โดยวิธี density gradient centrifugation ซึ่งมี

ข้ันตอนโดยยอดังนี้ เทเลือดทั้งหมดใสหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Hank’s balanced salt 

solution (HBSS) ลงไปในอัตราสวนเลือดตอ HBSS เปน 1:2  ผสมกันแบบ inverse แลวนําไปปน

ที่ 800 g  เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นดูด plasma และ HBSS ที่อยูดานบนออก จากนั้นเติม 

HBSS ลงไปอีกคร้ังเทากับสารละลายที่ดูดออก ผสมกันแบบ inverse แลวจึงดูดยายทั้งหมดไปยัง

หลอดใหมที่มี  Ficoll – hypaque solution  ซึ่งมี specific gravity 1.077 โดยเติมในอัตรา

อัตราสวนเลือดตอ Ficoll – hypaque เปน 4:3  คอยๆ เทเลือดลงบน Ficoll – hypaque solution 

ชาๆ อยาใหเกิดการฟุงกระจาย  จากนั้นนําไปปนที่ 800 g  เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา จะเห็น

ชั้น PBMCs ปรากฏข้ึนมาเปนชั้นขุนๆ บางๆ ใหดูดยายเซลลที่ไดใสหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร 

หลังจากนั้นลางเซลลโดยการเติม HBSS ลงไป ปนลางที่ 400 g  เปนเวลา 10 นาที จํานวน 2 คร้ัง 

แลว resuspend ดวย RPMI-1640 medium  ที่ผสมกับ fetal bovine serum  10% (v/v) และยา

ปฏิชีวนะคือ Penicillin 100 U/ml และ Streptomycin 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจนับ

จํานวนเซลลและดู % viability ดวยวิธี trypan blue dye exclusion method [110] ซึ่งเปนวิธีที่

อาศัยคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือกผานของเยื่อหุมเซลล (cell membrane) เซลลที่ยังมีชีวิตอยู สี 

tryphan blue จะไมสามารถผานเขาไปในเซลลได เมื่อมองดวยกลองจุลทรรศนจะเห็นเซลล

ลักษณะวาวใส ในขณะที่เซลลที่ตายแลวเยื่อหุมเซลลจะขาดคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือกผาน สี 

tryphan blue จะสามารถผานเขาไปในเซลลได เม่ือมองดวยกลองจุลทรรศนจะเห็นเซลลติดสีน้ํา

เงิน โดยมีวิธีการดังนี้ นําเซลลมายอมดวยสี tryphan blue ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 นาที 

จากนั้นนับเซลลโดยใช hemacytometer และคํานวณ % cell viability 
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ภาพที ่3.6 หลอดทางซายคือเลือดที่ใสลงไปใน Ficoll – hypaque solution เกิดการแยกเชนกัน

อยางเหน็ไดชัด เมื่อนาํไปปนชั้น PBMCs จะแยกตัวออกมาเปนชัน้ขาวๆบางๆ ในหลอดทางขวา 

(จาก  www.kalpkrushi.in) 

 

3.3  การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

(PBMCs) ดวยวิธ ีMTT assay 

 

3.3.1 การเตรียมสารสกัดจากหญาหมอนอยท่ีความเขมขนตาง ๆ 

นําสารสกัดจากหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 mg/ml (ในตัวทําละลาย DMSO 100

เปอรเซ็นต) มาเจือจางใน RPMI-1640 เพื่อใหไดความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 

15.62, 7.81, 3.91และ 1.95 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือนําไปทดสอบความเปนพิษตอ 

PBMCs ดวยวิธี MTT assay สารสกัดจะถูกเจือจางลงอีก 10 เทา ดังนั้นความเขมขนสูงสุดของ 

DMSO ในสารสกัดทุกความเขมขนที่ใชในการทดสอบจะไมเกิน 0.1เปอรเซ็นต (v/v) และเตรียม 
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tetrazole formazan 

ภาพที ่3.7  ปฏิกิริยารีดักช่ัน (Reduction reaction) ของวิธี MTT assay 

(จาก http://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay ) 

 

control solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 1เปอรเซ็นต (v/v) โดยเจือจางใน RPMI-

1640 

 

3.3.2 ประเมินความเปนพิษของสารสกัดจากใบของหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาว

มนุษย (PBMCs) ดวยวิธี MTT assay 

  เปนเทคนิคที่วัดการเปล่ียนแปลงของสี โดยสารสีเหลือง MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol- 

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) จะถูกรีดิวซโดยเอนไซมในเซลลที่ยังมีชีวิต

อยู เปล่ียนเปนตะกอนของ formazan สีมวงอยูที่กนหลุม สามารถละลายตะกอน formazan ดวย

สารตัวทําละลาย เชน DMSO จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง 

spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ใชจํานวนเซลล PBMCs 

ตอหลุมเทากับ 1x105  เซลล จากนั้นนํามาทดสอบกับสารทดสอบดังนี้ 1.) สารสกัดจากของหญา

หมอนอยในตัวทําละลายตางๆที่ความเขมขนต้ังแต 100 – 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 2.) DMSO 

0.1  เปอรเซ็นต 3.) DMSO 100 เปอรเซ็นตเปน positive control  4.) อาหารเล้ียงเซลลเปน 

negative control โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 200 ไมโครลิตร นําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

เม่ือครบเวลานํามาหยอดน้ํายา MTT (ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในฟอสเฟตบัฟเฟอร, 
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pH 7.5) 20 ไมโครลิตร ตอจากนั้น incubate ที่ตูอบเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นํามาปนที่ 2000 rpm 10 นาที แลวดูดอาหารเล้ียงเซลลออก ละลายตะกอนดวย DMSO นํามา

ปนที่ 2000 rpm 10 นาที ยายสวนใส 100 ไมโครลิตรมายังจานเพาะเลี้ยงใหม นําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง microplate reader ที่ความยาวคล่ืน  550 นาโนเมตร 

สุดทายคํานวณหาคา % cell viability  และ IC50 (half maximal inhibitory concentration) 

คํานวณ % cell viability ดังนี้ 

                                % cell viability = (treated cell-blank)*100 

คํานวณ IC50 จาก Logarithmic graph 

จากข้ันตอนนีจ้ะทําการเลือกความเขมขนของสารสกัดทีเ่หมาะสม 4 ความเขมขนทีม่า

ที่สุดซึ่งไมทําให % cell viability ของ PBMCs ลดลงอยางมีนยัสําคัญ เพื่อนาํมาศึกษาฤทธิ์ตาน

การอักเสบตอไป 

 

3.4  ศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคน

ดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 
3.4.1 การเก็บ cell culture supernatant 

ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 24 หลุม (24 well-plate) โดยใช PBMCs จํานวน   

2 x 106  เซลล ตอหลุม  เติมสารสกัดจากสวนตางๆ ของหญาหมอนอยที่สกัดดวยเมทานอลและ   

เฮกเซนที่ความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรลงไป สวนสารสกัดของ

หญาหมอนอยที่สกัดดวยเอทานอล สวนที่เปนดอกใชความเขมขน 25, 12.5, 6.25 และ 3.12 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนที่เปนใบและทั้งตนใชความเขมขน 50 , 25, 12.50 และ 6.25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนลําตนใชความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 1000 ไมโครลิตร  แลวนําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงเปนเวลา 1 

ชั่วโมง หลังจากนั้นกระตุนการหลั่งไซโตไคนจาก PBMCs ดวย  lipopolysaccharide (LPS) 10 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนสวนประกอบของแบคทีเรีย LPS สามารถกระตุน macrophage และ 

mature B-cell ใหหล่ัง IL-6  และกระตุน macrophage ใหหล่ัง TNF-α และ IL-10 นําไปบมใน

   (untreated cell – blank) 
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ตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทําการเก็บ cell culture supernatant  โดยการแชแข็งที่อุณหภูมิ 

-80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาตรวจวัดระดับไซโตไคน  

 

3.4.2 การตรวจวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) 
 

เปนการตรวจวัดระดับไซโตไคน ไดแก TNF-α, IL-6 และ IL-10 ดวยเทคนิค ELISA ใช

หลักการ Sandwich ELISA  ซึ่งเปนการตรวจหาแอนติเจน ซึง่ในที่นี้คือไซโตไคน โดยอาศัยการจับ

กันอยางจาํเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี และการจับกนัอยางจาํเพาะของ biotin และ 

avidin ยังชวยเพิ่ม sensitivity ของการตรวจวัด ซึ่ง biotin ถูก conjugated อยูกับ secondary 

antibody สวน avidin จะ conjugated กับ เอนไซม horseradish peroxidase (HRP) ซึ่งจะทาํ

เกิดปฏิกิริยากบั chromogenic substrate ทาํใหเกิดสีทีส่ามารถวัดได 

 

ภาพที ่3.8  หลักการของ sandwich ELISA                                                                 

(จาก http://www.epitomics.com) 

การตรวจวัดระดับโตไคนใชชุดน้ํายา Human TNF-Alpha ELISA Development Kit, 

Human IL-6 ELISA Development Kit และ Human IL-10 ELISA Development Kit   ตรวจวัด

ตามข้ันตอนและวิธีการจากบริษัทผูผลิต ดังนี้  เติม capture antibody   ลงไปใน  ELISA plate 

well จากน้ัน seal plate แลว incubate ที่อุณหภูมิหองขามคืน เมื่อครบเวลา ลาง plate ดวย 
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wash buffer (0.05% tween -20)  4 คร้ัง จากนั้นใส block buffer (1%BSA) ลงไปในแตละหลุม 

incubate เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  เมื่อครบเวลา ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง หลังจาก

นั้นใส standard และ cell culture supernatant ลงในแตละหลุม โดยทําเปน triplicate แลว 

incubate เปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลา  ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง และใส 

detection antibody ซึ่งติดฉลากดวย biotin ไปใน  ELISA plate well แลว incubate 2 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลา ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง หลังจากนั้นใส Avidin-HRP Conjugate 

ที่ dilute ดวย diluents ในอัตราสวน 1 : 2000 ลงไปในแตละหลุม แลว incubate 2 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลา ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง ใส ABTS substrate solution  ลงไปใน

แตละหลุม  incubate ที่อุณหภูมิหอง เพื่อรอใหเกิดสีนาน 15 นาที สุดทายวัดคาดูดกลืนแสงโดย

เคร่ือง ELISA reader ที่ 405 และ 650 นาโนเมตร 

 

3.5 ศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB 

signaling  pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 

 

Immunocytochemistry เปนวิธีใชตรวจหาโปรตีนในเซลล โดยอาศัยการจับจําเพาะของ

แอนติบอดีที่ติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซนส ซึ่งสามารถติดตามการตําแหนง  การเคลื่อนที่ และ

ปริมาณของโปรตีนที่ตองการได โดยนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยเลเซอร 

(Confocal microscope หรือ Laser scanning microscope) ซึ่งใชลําแสงนั่นก็คือเลเซอรในการ

สองที่วัตถุที่ตองการศึกษา และอาศัยการสะทอนกลับของลําแสงโดยใชตัวรับสัญญาณรับภาพที่

เกิดจากการสะทอนนั่นก็คือ PMT(Photo Multiplier Tube) ซึ่งเปนตัวรับภาพเฉพาะสําหรับเลเซอร 

โดยกอนที่ลําแสงจะกระทบวัตถุที่ศึกษา จะผานเลนสทําใหแนวลําแสงมีชวงโฟกัสที่แคบลงและทํา

ใหเกิดความสามารถในการทะลุทะลวงทําใหสามารถเห็นภาพไดในแนวลึก และ pinhole จะทํา

หนาที่ในการรวมแสงที่ดานหนาของตัว detector เพื่อกําจัดสัญญาณที่อยูนอกโฟกัส (out of 

focus) แสงฟลูออเรสเซนส ที่ออกจากตัวอยางปริมาณมากจะถูกสกัดดวย pinhole เพื่อเพิ่ม 

resolution นอกจากนี้ยังมีลําแสงเปนแสงฟลูออเรสเซนส ที่อยูใกลๆ กับ focal plane ทําให

สามารถจับภาพไดอยางคมชัดโดยเฉพาะตัวอยางที่อยูในที่ลึกลงไป ทําใหสามารถติดตาม
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ตําแหนงที่ตองการถายรูปได ความโดดเดนที่มากกวากลองฟลูออเรสเซนสทั่วไป คือ มี scanning 

mirror ทําใหเกิดการสแกนแบบ X/Y image ทําใหเกิดภาพจนครบทั้ง field และสามารถเลือก

ตําแหนงที่เราตองการได 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.9 หลักการทาํงานของ Confocal microscope                                                        

(จาก http://www2.bio.ku.dk/microbiology/research/clsm.asp) 

ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 24 หลุม (24 well-plate) โดยใช PBMCs จํานวน   

2 x 106  เซลล ตอหลุม  เติมสารสกัดของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ทําใหระดับ pro-

inflammatory cytokines ไดแก TNF-α หรือ IL-6 ลดลง โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 1000 

ไมโครลิตร  แลวนําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงเปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นกระตุนการหล่ังไซ

โตไคนจาก PBMCs ดวย  lipopolysaccharide (LPS) 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมในตูอบ

เซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปน

เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเซลลทั้งหมดดูดใสหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนําไปปน

ที่ 2000 rpm 10 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด ลางดวย PBS (phosphate buffer saline) 

3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติมเมทานอลที่เย็นจัดใหทวมเซลล ต้ังทิ้งไว 5 นาที เพื่อเปนการ fix รูปราง

ของเซลล เมื่อครบเวลา นํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม BSA 5 เปอรเซ็นตทีผ่สมกบั 
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triton x-100 0.5 เปอรเซ็นตซึ่งอยูใน PBS เพื่อทําการ permeabilization เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

หลังจากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม primary antibody ซึ่งก็คือ rabbit anti-

human p65 antibody ที่มีอัตราสวน 1: 500 ลงไป ทิ้งไว 2 ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง 

คร้ังละ 5 นาที เติม secondary antibody ซึ่งก็คือ Alexa 555 – conjugated  anti-rabbit IgG ที่มี

อัตราสวน 1: 500 ลงไป ทิ้งไว 45 นาที ในที่มืด แลวนํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

หลังจากนั้นเติม DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทิง้

ไว 1 ชั่วโมงในที่มืด แลวนํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลวนํายายไปสูแผนสไลด ปด

ดวย coverslip แลว mount ดวยน้ํายาทาเล็บ นําเซลลไปดูดวย confocal microscope  

DAPI ยอมติดบริเวณที่เปน double-stranded DNA หมายความวา DAPI ยอมติด

บริเวณนิวเคลียส DAPI ดูดกลืนแสงที่ 358 นาโนเมตร และมีปลอยพลังงานที่ 461 นาโนเมตร โดย

จะเห็นเปนสีน้ําเงิน ถาหากเซลลมี NF-κB p65 อยูจะเห็นเปนสีแดงเนื่องจาก rabbit anti-human 

p65 antibody จับกับ Alexa Fluor® 555 – conjugated goat anti-rabbit IgG ซึ่งมีการดูดกลืน

แสงที่ 550 นาโนเมตร และปลอยพลังงานที่  555 นาโนเมตร โดยเห็นเปนสีแดง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.10 Confocal microscope (Laser scanning microscope) ที่ใชในการศึกษาวิจัยคร้ังนี ้
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3.6 การทดสอบผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอ % cell viability ของ HEK293 และ 

HuH7 

 
3.6.1 การเตรียมสารสกัดจากหญาหมอนอยท่ีความเขมขนตาง ๆ 

นําสารสกัดจากหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 mg/ml (ในตัวทําละลาย 100% 

DMSO) มา เจือจางใน DMEM/High glucose สําหรับสารสกัดที่ใชกับ HEK293 และเจือจางใน 

RPMI-1640 สําหรับสารสกัดที่ใชกับ HuH7 เพื่อใหไดความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 

31.25, 15.62, 7.81, 3.91และ 1.95  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือนําไปทดสอบความ

เปนพิษตอเซลล HEK293 และ HuH7 ดวยวิธี MTT assay สารสกัดจะถูกเจือจางลงอีก 10 เทา 

ดังนั้นความเขมขนสูงสุดของ DMSO ในสารสกัดทุกความเขมขนที่ใชในการทดสอบจะไมเกิน 

0.1% (v/v) และเตรียม control solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 1 และ 0.1% (v/v) 

โดยเจือจางใน DMEM/High glucose และ RPMI-1640 สําหรับสารที่ใชทดสอบกับ HEK293 และ 

HuH7 ตามลําดับ 

 

3.6.2 ประเมินผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอ % cell viability ของ  HEK293 และ 

HuH7 ดวยวิธี MTT assay 

ทําการทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ใชจํานวนเซลล 

HEK293 ตอหลุมเทากับ 5x103  เซลล นําไปเพาะเล้ียงในตูอบเซลลเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นนํามา

ทดสอบกับสารทดสอบดังนี้ 1.) สารสกัดจากของหญาหมอนอยในตัวทําละลายตางๆ ที่ความ

เขมขนต้ังแต 100 – 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 2.) DMSO 0.1 และ 0.01 เปอรเซ็นต 3.) DMSO 

100 เปอรเซ็นตเปน positive control  4.) อาหารเล้ียงเซลลเปน negative control โดยปริมาตร

สุดทายเทากับ 200 ไมโครลิตร นําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลานํามาหยอด

น้ํายา MTT (ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในฟอสเฟตบัฟเฟอร, pH 7.5) 20 ไมโครลิตร 

ตอจากนั้นนําไปบมที่ตูอบเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง แลวดูดอาหารเล้ียงเซลลออก ละลาย

ตะกอนดวย DMSO นํามาปนที่ 2000 rpm 10 นาที ยายสวนใส 100 ไมโครลิตรมายังจาน

เพาะเล้ียงใหม นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง microplate reader ที่ความ
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ยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร สุดทายคํานวณหาคา % cell viability และ IC50 (half maximal 

inhibitory concentration)  

คํานวณ % cell viability ดังนี้ 

                                % cell viability = (treated cell-blank)*100 

คํานวณ IC50 จาก Logarithmic graph 

 

3.7 วิเคราะหผล 
 วิเคราะหผลโดยใช Student’s t - test โดยจะถือวามีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติเมื่อคา P – value นอยกวา 0.05 (ความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต) และแสดงผลเปนรูปภาพ  

ตาราง และกราฟ โดยใชโปรแกรม Microsoft Office Excel เวอรชัน 2007 (Microsoft, 

สหรัฐอเมริกา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   (untreated cell – blank) 
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บทที่ 4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

4.1  ผลการสกัดหญาหมอนอย โดยวธิีมาเซอเรชนั (Maceration) 

  เมื่อทาํการสกัดหญาหมอนอยดวยตัวทาํละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ต้ังทิง้

ไวในทีม่ืด ที่อุณหภูมิหอง และเก็บตัวทําละลายออกมาทุกๆ 72 ชั่วโมง เปนเวลา 3 คร้ัง พบวา ตัว

ทําละลายที่สามารถสกัดสารออกจากหญาหมอนอยไดมากที่สุด คือ เมทานอล  เอาทานอล และ 

เฮกเซน ตามลําดับ (ตารางที ่4.1) 

 

ตารางที่ 4.1  ผลการสกัดสวนตางๆของหญาหมอนอยดวยตัวทําละลายเมทานอล เอทานอล และ

เฮกเซน 

Extract yield (%) 
สวนที่นาํมาสกัด 

เมทานอล เอทานอล เฮกเซน 

ดอก 20 9 8 

ใบ 26 12 12 

ลําตน 12 5 4 

ทั้งตน 14 7 5 

 

4.2  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

(PBMCs)  

เม่ือทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดในสวนตางๆของหญาหมอนอยที่สกัดจาก

ตัวทําละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเขมขน 100, 50, 25, 12.50, 6.25, 3.12, 

1.56, 0.78, 0.39 และ 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย (PBMCs) เปน

เวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการมีชีวิตของเซลล (%cell viability) ดวยวิธี MTT assay ซึ่งมี เซลลที่

ถูกทดสอบกับ DMSO 100 เปอรเซ็นต เปนกลุมควบคุมบวก (positive control) สวนเซลลที่ไมได
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รับการทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเปน กลุมควบคุมลบ (negative control)  โดยมี control 

solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 0.10 เปอรเซ็นต และผลการทดสอบความมีชีวิตรอด

ของเซลลที่ไดจะเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ  

-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดทั้งตนของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

เมื่อศึกษาความเปนพิษของทั้งตนหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลและเฮกเซน

จากทั้งตนหญาหมอนอยที่ความเขมขน 0.19 -100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอ

เซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลนอยที่สุดอยูที่ 94.53 + 8.66 เปอรเซ็นต 

และ 91.25 + 11.82 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตสารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่

ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ทําใหมีคา

การมีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เหลือเพียง 78.11 + 7.67 เปอรเซ็นต 

(ภาพที่ 4.1) 

-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดดอกของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

สารสกัดเมทานอลและเฮกเซนจากดอกหญาหมอนอยที่ความเขมขน 0.19 -100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยมีคาการมีชีวิตรอดของ

เซลลนอยที่สุดอยูที่ 98.87 + 9.2 เปอรเซ็นต และ 94.89 + 12.62 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสาร

สกัดเอทานอลจากดอกหญาหมอนอยที่ความเขมขน 50 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวามี

ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ซึ่งทําใหมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมี

นัยสําคัญ (P < 0.05) เหลือเพียง 73.57 + 16.2 เปอรเซ็นต และ 31.55 + 14.75 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ (ภาพที่ 4.2) นอกจากนั้น สารสกัดเอทานอลจากดอกของหญาหมอนอยมีคา IC50 ที่ 

73.99 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดใบของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

สารสกัดเมทานอลและเฮกเซนจากใบหญาหมอนอยที่ความเขมขน 0.19 -100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยมีคาการมีชีวิตรอดของ

เซลลนอยที่สุดอยูที่ 90.88 + 11.36 เปอรเซ็นต และ 97.13 + 11.75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตสาร

สกัดเอทานอลจากใบหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวามีความเปน

พิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ทําใหมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญ (P < 

0.05) เหลือเพียง 76.71 + 15.01 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 4.3) 
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-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดลําตนของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

ในสวนของลําตนของหญาหมอนอยพบวา สารสกัดเมทานอล  เอทานอล และเฮกเซนที่

ความเขมขน 0.19 -100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

โดยมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลนอยที่สุดอยูที่ 107.17 + 15.51 เปอรเซ็นต   85.83 + 7.6 

เปอรเซ็นต และ 91.3 + 15.73 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที่ 4.4) 

 

 



49 
 

  

ภาพที ่4.1 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.2 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.3 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.4 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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จากผลในข้ันนี้ จะทําการเลือกความเขมขน 4 ความเขมขนที่มากที่สุด 4 ความเขมขนแรกที่ไมทํา

ใหเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยมีคาการมีชีวิตรอดลดลงอยางมีนัยสําคัญ เพื่อนํามาทดสอบหาฤทธิ์ตานการ

อักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย  เพื่อนํามาตรวจวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค ELISA และ ศึกษา

กลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซึ่งผานทาง NF-κB signaling  pathway ดวยวิธี 

Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy ซึ่งความเขมขนที่เลือกใชมีดังนี้   

- สารสกัดของหญาหมอนอยที่สกัดดวยเมทานอลและ เฮกเซนที่ความเขมขน 100, 50 , 25 

และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

- สารสกัดของหญาหมอนอยที่สกัดดวยเอทานอล  

- สวนที่เปนดอกใชความเขมขน 25, 12.50, 6.25 และ 3.12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

- สวนที่เปนใบและทั้งตนใชความเขมขน 50 , 25, 12.50 และ 6.25 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  

- สวนลําตนใชความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

หลังจากนั้นนําความเขมขนที่คัดเลือกมาแลวทําการทดสอบในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยรวมกับ 

LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยนํามากระตุนการหลั่ง TNF-α , IL-6  และ IL-10  และทําการทดสอบ

เซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยกับ LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เพียงอยางเดียว เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา

เม่ือทดสอบเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยดวยสารสกัดและ LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไมไดทําใหมีคาการ

มีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญ (ภาพที่ 4.5 - 4.8)  

 
ภาพที ่4.5 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากท้ังตนของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)
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ภาพที ่4.6 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)  

 

 

 
ภาพที ่4.7 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)  
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ภาพที ่4.8 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)  

 

4.3 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากทั้งตนของหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซ

โตไคนดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

ทําการทดสอบเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยกับสารสกัดจากสวนตางๆ ของหญาหมอนอยที่สกัดดวย

เมทานอลและเฮกเซนท่ีความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนสารสกัดของ

หญาหมอนอยที่สกัดดวยเอทานอล สวนที่เปนดอกใชความเขมขน 25, 12.50, 6.25 และ 3.12 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร สวนที่เปนใบและทั้งตนใชความเขมขน 50 , 25, 12.5 และ 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวน

ลําตนใชความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวกระตุนดวย 

LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการเก็บ cell culture supernatant  

และนํามาตรวจวัดระดับไซโตไคน  

จากการทดลอง สารสกัดเมทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ 12.5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขนที่ 6.25  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดระดับการ

หล่ังของไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ คือ IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    (P < 0.05) (ภาพที่ 4.10)  

ในขณะที่สารสกัดที่ความเขมขนเดียวกันไมมีผลตอการหล่ัง  TNF-α (ภาพที่ 4.9) นอกจากนั้น พบวา สาร

สกัดเอทานอลที่ความเขมขน 6.25  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถเพิ่มการหล่ังไซโตไคนตานการอักเสบ 
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คือ IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)(ภาพที่ 4.11 )  แตสารสกัดเมทานอล ที่ความเขมขน 

100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที่ 4.11 ) 

 

ภาพที่ 4.9 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะท่ีมีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

ภาพที่ 4.10 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะ

ควบคุม และสภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความ

เขมขนตางๆ โดยวัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง 

จํานวน 3 คร้ังการทดลอง) 
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ภาพที่ 4.11 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง)      ( * คือ P < 0.05) 

 

4.4 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากดอกหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคน

ดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

จากการทดลอง พบวาสารสกัดเมทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ 

100, 50, 25 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลจากดอกหญาหมอนอยที่ความ

เขมขน 25, 12.5, 6.25 และ 3.12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมสามารถลดระดับการหล่ังของไซโตไคนที่

เหนีย่วนําการอักเสบ คือ TNF- α (ภาพที่ 4.12)  และ IL-6 ได (ภาพที่ 4.13) ในขณะที่สารสกดัเมทานอลด

อกหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยัง้การหล่ัง IL-10 ไดอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที ่4.14) 
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ภาพที่ 4.12 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

 

ภาพที่ 4.13 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 
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ภาพที่ 4.14 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 

 

4.5 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากใบหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคน

ดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

จากการทดลอง สารสกัดเมทานอลจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ 25 และ 12.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดระดับการหล่ังของไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ คือ IL-6 ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ    (P < 0.05) (ภาพที่ 4.16)  ในขณะที่สารสกัดที่ความเขมขนเดียวกันไมมีผลตอการ

หล่ัง  TNF-α (ภาพที่ 4.15) รวมถึงสารสกัดเฮกเซนจากใบหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100, 50, 25 และ 

12.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25, 12.5 และ 6.25 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ไมมีผลตอการหล่ัง TNF-α , IL-6 และ IL-10 (ภาพที่ 4.15, 4.16 และ 4.17 ) นอกจากนั้น พบวา 

สารสกัดเมทานอลใบหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่

ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P < 0.05)  

(ภาพที่ 4.17) 
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ภาพที่ 4.15 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

 

ภาพที่ 4.16 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 

 



61 
 

 

 

ภาพที่ 4.17 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 

 

4.6 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากลําตนหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโต

ไคนดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

จากการทดลอง พบวา มีเพียงสารสกัดเฮกเซนจากลําตนหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 12.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดระดับการหล่ัง IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    (P < 0.05) (ภาพที่ 

4.19)  ในขณะที่สารสกัดที่ความเขมขนเดียวกันไมมีผลตอการหล่ัง  TNF-α (ภาพที่ 4.18) สวนสารสกัดเอ

ทานอลจากลําตนหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที่ 4.20) 
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ภาพที่ 4.18 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

 

ภาพที่ 4.19 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง)  ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที่ 4.20 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง)      ( * คือ P < 0.05) 

 

4.7 ผลการศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB 

signaling  pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 

ทําการทดสอบเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยกับสารสกัดที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้  

- สารสกัดเมทานอลจากทั้งตนที่ความเขมขน 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ ใบที่ความ

เขมขน 12.5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

- สารสกัดเอทานอลจากทั้งตนที่ความเขมขน 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

- สารสกัดเฮกเซนจากลําตนที่ความเขมขน 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 โดยทดสอบกับสารสกัด เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวกระตุนดวย LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปน

เวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําเซลลมายอมดวย primary antibody ซึ่งก็คือ rabbit anti-human p65 

antibody และ secondary antibody ซึ่งก็คือ Alexa 555 – conjugated  anti-rabbit IgG จากนั้นยอม

ดวย DAPI แลวนําเซลลไปดูดวย confocal laser scanning microscope  ซึ่ง DAPI จะยอมติดเซลล
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บริเวณนิวเคลียส เห็นเปนสีน้ําเงิน ถาหากเซลลมี NF-κB อยูจะเห็นเปนสีแดงเนื่องจาก rabbit anti-human 

p65 antibody จับกับ Alexa Fluor® 555 – conjugated goat anti-rabbit IgG 

จากการทดลอง พบวา ในภาวะปกติ NF-κB จะอยูบริเวณไซโตพลาซึม (cytoplasm) ของเซลล

ในรูป inactive form  เม่ือเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยถูกกระตุนดวย LPS พบวา LPS สามารถกระตุน การ

เคล่ือนที่ของ NF-κB เขาสูนิวเคลียส (nuclear translocation) ได จึงเห็นบริเวณนิวเคลียสของเซลลมีสีแดง

เพิ่มมากข้ึน แสดงวา NF-κB มี activity เพิ่มข้ึน แลว NF-κB จะไปจับกับ NF-κB binding site บริเวณ 

promoter ของยีน TNF-α และ IL-6 ทําใหเซลลหล่ัง TNF-α และ IL-6  ออกมา แตสารสกัดหญาหมอนอย

สามารถยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียสของ  NF-κB ได ทําให NF-κB อยูบริเวณไซโตพลาซึม สงผลให  

NF-κB activity ลดลง ทําใหเซลลหลั่ง TNF-α และ IL-6  ออกมาลดลง (ภาพที่ 4.21 และ 4.22) 
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ภาพที่ 4.21 ภาพแสดงกลไกตานอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอยซ่ึงผานทางการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสู

นิวเคลียสของ NF-κB เม่ือนําเซลลมายอมดวย rabbit anti-human p65 antibody ตามดวย Alexa 555 – 

conjugated  anti-rabbit IgG (สีแดง) จากนั้นยอมนิวเคลียสของเซลลดวย DAPI (สีน้ําเงิน) แลวนําเซลล

ไปดูดวย confocal laser scanning microscope (Control คือ เซลลที่ไมถูกทดสอบกับสารสกัดและ

ตัวกระตุน) 
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ภาพที่ 4.22 ภาพแสดงกลไกตานอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอยซ่ึงผานทางการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสู

นิวเคลียสของ NF-κB เม่ือนําเซลลมายอมดวย rabbit anti-human p65 antibody ตามดวย Alexa 555 – 

conjugated  anti-rabbit IgG (สีแดง) จากนั้นยอมนิวเคลียสของเซลลดวย DAPI (สีน้ําเงิน) แลวนําเซลล

ไปดูดวย confocal laser scanning microscope (Control คือ เซลลที่ไมถูกทดสอบกับสารสกัดและ

ตัวกระตุน) 
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4.8  ผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

เมื่อทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดในสวนตางๆ ของหญาหมอนอยที่สกัดจากตัวทํา

ละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเขมขน 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 

และ 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับเซลลไตของมนุษย (HEK293) เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยวัดคาการมี

ชีวิตรอดของเซลล (%cell viability) ดวยวิธี MTT assay ซึ่งมี เซลลที่ทดสอบกับ DMSO 100 เปอรเซ็นต 

เปนกลุมควบคุมบวก (positive control) สวนเซลลที่ไมไดรับการทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเปน 

กลุมควบคุมลบ (negative control)  โดยมี control solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 0.1

เปอรเซ็นต และผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลที่ไดจะเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ  

- ผลของสารสกัดจากท้ังตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

จากการทดลอง พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 12.5 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, 

สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 6.25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเฮกเซนที่ความเขมขน 

6.25, 25 และ100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากทั้งตนของหญาหมอนอย  ทําใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล 

HEK293 ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P < 0.05)  และพบวาสารสกัดเอทานอลจากทัง้ตนของหญา

หมอนอยมีคา IC50 ที ่62.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4.23) 

- ผลของสารสกัดจากดอกหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

เมื่อทําการศึกษาสารสกัดจากสวนดอกของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความ

เขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 6.25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

และสารสกัดเฮกเซนที่ความเขมขน 12.5 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล 

HEK293 ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P < 0.05)  และพบวาสารสกัดเอทานอลจากดอกของหญา

หมอนอยมีคา IC50 ที ่ 33.18 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4.24)  

- ผลของสารสกัดจากใบหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลจากใบ

ของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 12.5, 50   และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตรอดของ

เซลล HEK293 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  แตสารสกัดเฮกเซนไมไดมีผลทําใหคาการมี

ชีวิตของเซลลลดลง และพบวาสารสกัดเอทานอลจากใบของหญาหมอนอยมีคา IC50 ที่  71.22  ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4.25) 
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- ผลของสารสกัดจากลําตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

จากการศึกษาสวนลําตนของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 50 ถึง 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 50  ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัด

เฮกเซนที่ความเขมขน 12.5 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชวีิตรอดของเซลล HEK293 

ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที่ 4.26) 
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ภาพที ่4.23 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทัง้ตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.24 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขน  

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.25 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน      

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.26 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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4.9  ผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

เมื่อทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดในสวนตางๆของหญาหมอนอยที่สกัดจากตัวทํา

ละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเขมขน 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 

และ 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับเซลลมะเร็งตับของมนุษย (HuH7) เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยวัดคาการ

มีชีวิตรอดของเซลล (%cell viability) ดวยวิธี MTT assay ซึ่งมี เซลลที่ถูกทดสอบกับ DMSO 100 

เปอรเซ็นต เปนกลุมควบคุมบวก (positive control) สวนเซลลที่ไมไดรับการทดสอบกับสารสกัดหญา

หมอนอยเปน กลุมควบคุมลบ (negative control)  โดยมี control solvent คือสารละลาย DMSO ความ

เขมขน 0.1เปอรเซ็นต และผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลที่ไดจะเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ 

- ผลของสารสกัดจากท้ังตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

จากการทดลอง พบวา สารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอย  ที่ความเขมขน100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตของเซลล HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  แต

สารสกัดเมทานอลและสารสกัดเฮกเซน ไมไดสงผลใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลง (ภาพที่ 

4.27) 

- ผลของสารสกัดจากดอกหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

  เมื่อทําการศึกษาสารสกัดจากสวนดอกของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความ

เขมขน 25 ถึง100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  และสารสกัดเฮกเซนที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล 

HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  และพบวาสารสกัดเอทานอลจากดอกของหญา

หมอนอยมีคา IC50 ที่  37.66 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.28) 

- ผลของสารสกัดจากใบหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

สารสกัดเอทานอลจากใบของหญาหมอนอย ที่ความเขมขน100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคา

การมีชีวิตของเซลล HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  แตสารสกัดเมทานอลและสารสกัด

เฮกเซน ไมไดสงผลใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลง และพบวาสารสกัดเอทานอลจากใบของ

หญาหมอนอยมีคา IC50 ที่  75.37  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.29) 

- ผลของสารสกัดจากลําตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

จากการศึกษาสวนลําตนของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25  ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคา
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การมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แตสารสกัดเฮกเซนไมไดสงผล

ใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลง (ภาพที่ 4.30) 
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ภาพที ่4.27 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน    

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.28 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขน       

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.29 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน         

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.30 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน     

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 

78 
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สรุปผลการวเิคราะหขอมลู 

 - ผลของสารสกัดหญาหมอนอยตอการหลั่ง pro-inflammatory cytokines ของ 

PBMCs 

สารสกัดเมทานอลจากทั้งตน (12.50 μg/ml) และใบ (12.50 และ 25 μg/ml), สารสกัดเอ

ทานอลจากทั้งตน (6.25 μg/ml) และสารสกัดเฮกเซนจากลําตน (12.50 μg/ml) สามารถลดระดับ 

IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมมีสารสกัดใดเลยที่มีผลตอระดับ TNF- α อยางมีนัยสําคัญ 

- ผลของสารสกัดหญาหมอนอยตอการหลั่ง anti-inflammatory cytokine ของ 

PBMCs 

สารสกัดเอทานอลจากทัง้ตน (6.25 μg/ml) เพิ่มการหล่ัง IL-10 ไดอยางมนีัยสําคัญทาง

สถิติ แตสารสกัดเมทานอลจากทั้งตน, ดอก และใบ (100 μg/ml) และสารสกัดเอทานอลจากดอก 

(25 μg/ml), ใบ (50 μg/ml) และลําตน (100 μg/ml) ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยางมนีัยสําคัญทาง

สถิติ  

- ผลของสารสกัดหญาหมอนอยตอ NF-κB signaling  pathway  

สารสกัดเมทานอลจากทัง้ตน (12.50 μg/ml) และใบ (12.50 และ 25 μg/ml), สารสกัดเอ

ทานอลจากทัง้ตน (6.25 μg/ml) และสารสกัดเฮกเซนจากลําตน (12.50 μg/ml) สามารถลดระดับ 

IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนวิเคลียสของ NF-κB 

- ผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชวีติรอดของเซลล HEK293 และ 

HuH7 

สารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทัง้ 4 สวนของหญาหมอนอยทาํใหคาการมี

ชีวิตรอดของเซลล HEK293 และ HuH7 ลดลงอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล 

การประเมินความเปนพิษสารสกัดจากหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

(PBMCs) 

สารสกัดเมทานอลและ เฮกเซน ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ซึ่ง

สอดคลองกับผลการศึกษาของ Pratheeshkumar และคณะในป 2010 พบวา สารสกัดเมทานอล

จากสวนใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมมีความเปนพิษเพียง

เล็กนอยในสัตวทดลอง [128] ในป 2010 มีรายงานวา Latha และคณะไดศึกษาความเปนพิษของ

หญาหมอนอย โดยศึกษา ความเปนพิษเฉียบพลัน (acute toxic) พบวา สารสกัดเมทานอลจากทั้ง

ตนของหญาหมอนอยไมมีความเปนพิษตอหนูทดลองและ brine shrimp ทั้งยังไมทําใหอวัยวะใดๆ

ของหนูทดลองมีการเปล่ียนแปลง  [129] แตผูวิจัยพบวา สารสกัดเอทานอลจากดอกของหญา

หมอนอยที่ความเขมขน 50 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลจากสวนใบ

และทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความเปนพิษตอเซลล

เม็ดเลือดขาวมนุษย  

 

การศึกษาฤทธิ์และกลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลล PBMCs 

โดยวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค sandwich - ELISA 

 การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลล PBMCs ใน

การศึกษาคร้ังนี้ ใช LPS เปนตัวกระตุนใหเกิดการหล่ังไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ เนื่องจาก

เมื่อ LPS จับกับ TLR4 บนเซลลของเม็ดเลือดขาว จะเกิดการสงสัญญาณตอไปยัง NF-κB 

signaling pathway ทําให NF-κB  เคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส แลวไปจับกับ NF-κB binding site ที่

ตําแหนง promoter ของยีน TNF-α และ IL-6 ทําใหเกิดการสรางไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ 

เชน TNF-α และ IL-6 ข้ึนมา ซึ่งผูวิจัยไดทําการทดสอบสารสกัดกับเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยเปน

เวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงกระตุนดวย LPS เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อจะดูวาสารสกัดจากหญาหมอนอย
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สามารถลดการไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบหรือเพิ่มการสรางไซโตไคนที่ตานการอักเสบได

หรือไม จากผลการศึกษา พบวาสารสกัดเมทานอลจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 12.5 

และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 

6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอย สามารถลดระดับ

ของไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ นั่นก็คือ IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ซึ่ง

สอดคลองกับการศึกษาของ Pratheeshkumar และคณะ พบวาสารสกัดเมทานอลจากทั้งตนของ

หญาหมอนอยสามารถลดระดับ IL-6 ของ macrophage ในหนูที่ถูกกระตุนดวย LPS ไดอยางมี

นัยสําคัญ [13] แตที่ความเขมขนเดียวกันของสารสกัดที่สามารถลดระดับ IL-6 ไดอยางมีนยัสําคัญ 

กลับไมมีผลตอระดับ TNF- α  นอกจากนี้ พบวาสารสกัดเมทานอล เอทานอลและ เฮกเซนจาก

หญาหมอนอยที่ความเขมขนตํ่าๆไมมีผลตอการหล่ัง IL-10 เมื่อเทียบกับสภาวะควบคุม (LPS)  

ยกเวนสารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

สามารถเพิ่มการหล่ัง IL-10 ซึ่งเปนไซโตไคนตานการอักเสบไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ             

(P < 0.05)    แตเมื่อทดสอบที่ความเขมขนสูงข้ึนกลับพบวา สารสกัดเมทานอลจากดอกและใบ

ของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และสารสกัดเอทานอลจากดอก

และใบของหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 25 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  ยับยั้ง

การหล่ัง IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) อาจเปนเพราะวาที่ความเขมขนสูงๆ อาจ

มีสารบางอยางที่ยับยั้งการสราง IL-10 

แตสารสกัดที่สามารถลดระดับ IL-6 ดังที่กลาวไปแลวขางตนที่ความเขมขนสูงข้ึนกลับไม

สงผลตอระดับของ IL-6 อาจจะเปนเพราะ สารสกัดที่ความเขมขนสูงๆอาจมีสารออกฤทธิ์บางชนิด

ที่ทําใหเกิดการอักเสบในปริมาณมาก หรือ มีสารบางชนิดในปริมาณสูงที่ไปบดบัง (masking) การ

ทํางานของสารที่มีฤทธ์ิตานการอักเสบในการลดระดับ IL-6 ซึ่งจะตองมีการศึกษาตอไปในอนาคต 

โดยตองแยกสารออกฤทธิ์แตละชนิดออกมาเปนสวนๆ และทําใหบริสุทธิ์ ดวยขบวนการ Thin 

Layer Chromatography (TLC) แลวนําไประบุชนิดของสารดวย High performance liquid 

chromatography (HPLC) แลวนําสารที่แยกออกมาแตละสวนไปทําการทดสอบฤทธ์ิตานการ

อักเสบกับเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย เพื่อที่จะไดรูวาสารตัวไหนที่ทําหนาที่ตานการอักเสบอยาง

แทจริง 
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ในภาวะปกติเมื่อรางกายเกิดภาวะอักเสบ จะเกิดการหล่ัง pro-inflammatory cytokines 

เชน TNF-α และ IL-6 ออกมาและ เมื่อมีการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันก็ตองมีกลไกที่

ยับยั้งการตอบสนองตามมาเพื่อไมใหเกิดการตอบสนองมากเกินไป ซึ่งอาจทําใหเกิดการทําลาย

เนื้อเยื่อตนเองได จึงเกิดการสราง anti-inflammatory cytokine คือ IL-10 ออกมา IL-10 ทําหนาที่

ยับยั้งการสรางไซโตไคนเหนี่ยวนําการอักเสบตางๆ เชน IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, GM-CSF 

และ TNF- α ในระดับของ gene transcription [130-133]  มีการศึกษา พบวา IL-10 ลดการสราง 

TNF- α และ IL-6 โดยการ stabilize IκB-α สงผลให NF-κB ไมสามารถเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส

และทํางานได จึงทําใหเกิดการสราง TNF-α และ IL-6 ลดลง [134] สอดคลองกับการศึกษาที่

พบวา IL-10 เม่ือจับกับตัวรับจะสงสัญญาณผานทาง JAK/STAT  pathway ซึ่งไปยับยั้งสัญญาณ

ใน NF-κB signaling pathway [80] 

จากการศึกษาคร้ังนี้พบวา สารสกัดจากหญาหมอนอยออกฤทธิ์ตานการอักเสบโดย

ยับยั้งกลไกการทํางานของ NF-κB ซึ่งเปน transcription factor ที่สําคัญในกระบวนการสรางไซโต

ไคนเหนี่ยวนําการอักเสบ โดยสารสกัดทําให NF-κB เคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียสไดลดลง สงผลใหการ

สรางไซโตไคนเหนี่ยวนําการอักเสบมีปริมาณลดลง ผูวิจัยคาดวาระดับ IL-6 ที่ลดลง โดยผาน

ทางการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส มีสาเหตุจากสารสําคัญในใบของหญาหมอนอย ไดแก 

luteolin 7-O-glucoside, quercetin 7-O-glucoside 3-O-rhamnoside ซึ่งเปนสารในกลุม 

terpenoid และ flavonoid ตามลําดับ  มีการศึกษา พบวา luteolin 7-O-glucoside (ภาพที่ 5.1)

สามารถลด NF-κB transcription activity ใน เนื้อเยื่อลําไสได(intestinal epithelial cells) [101] 

และพบวา luteolin สามารถยับยั้งการหล่ังIL-6 ในเซลล murine macrophage ที่ถูกกระตุนดวย 

LPS ได [135] นอกจากนั้นยังสามารถลด IL-6 ในสมองหนูทดลองดวยการยับยั้ง JNK signaling 

pathway และยับยั้ง AP-1 ซึ่งเปน transcription factor สําหรับ IL-6 [136, 137] การศึกษาของ 

Odontuya  และคณะ พบวา luteolin สามารถยับยั้งเอนไซมที่ใชสราง tromboxane B2 และ 

leukotriene B4 ซึ่งเปน proinflammatory mediator และยับยั้งการสราง arachinodic acid ดวย 

[138] สวนการศึกษาของ Gabriel และคณะพบวา luteolin ยับยั้งการแสดงออกของ COX-2 ใน 

RAW 254.7 macrophage cell ที่ถูกกระตุนดวย LPS ได [139] ในสวนของ quercetin 7-O-

glucoside 3-O-rhamnoside (ภาพที่ 5.2) มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระและ pro-

apoptotic ใน lung carcinoma cell line [113] นอกจากนั้น งานวิจัย ยังพบวาสามารถยับยั้งการ
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แสดงออกของ iNOS (inducible nitric oxide synthase)ในระดับ mRNA และโปรตีน โดยยับยั้ง

การทํางานของ NF-κB และ STAT-1 ซึ่งเปน transcription factor ของ iNOS ทําใหสราง NO 

ออกมานอยลง [140]  สารออกฤทธิ์ในสวนของลําตน คือ stigmasterol (ภาพที่ 5.3)  เปนสารใน

กลุม phytosterol มีฤทธ์ิยับยั้งการสราง IL-4 และ histamine ทําใหลดอาการแพตามฤดูกาลได 

(seasonal allergy) และพบวามีผลดีตอระบบภูมิคุมกัน เนื่องจากมีฤทธิ์ควบคุม IL-6 สงผล

ปองกัน lung ตอภาวะ dysfunction ตางๆ นอกจากนั้นยังสามารถลดระดับ LDL ได [141] สาร

ออกฤทธิ์ตานอักเสบที่พบทั้งตนของหญาหมอนอย คือ lupeol acetate, beta-amyrin acetate อยู

ในกลุม triterpenoid ,chlorogenic acid และ apigenin [10, 142, 143] lupeol acetate (ภาพที่ 

5.4) ทําหนาที่เปนตัวยับยั้ง TNF-α และลดจํานวนเซลลที่ผลิต iNOS ซึ่งมีความเกี่ยวของกับไซโต

ไคนเหนี่ยวนําการอักเสบ [110] การศึกษาของ Mohammad และคณะ พบฤทธิ์ตานมะเร็งในหนู

ทดลองโดยยับยั้งการทํางานของ NF-κB และ IKKα รวมถึงยับยั้งการยอยสลาย(degradation) 

และ phosphorylation ของ IκBα ในหนูทดลอง [114] สวน beta-amyrin acetate (ภาพที่ 5.5) 

สามารถเพ่ิมจํานวนของ murine macrophage และมีฤทธิ์ตานอักเสบโดยยับยั้งการสราง NO 

[109] นอกจากนั้น ยังสามารถยับยั้ง IL-1 และเก็บสะสม (restore) ระดับ IL-10 ในลําไสหนู และ

ลดระดับ COX-2 โดยยับยั้ง NF-κB และ CREB signaling pathway [144] ตัวตอไปคือ 

chlorogenic acid (ภาพที่ 5.6) เปน natural polyphenol ทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ และ 

สารตานมะเร็ง [115] นอกจากนั้นยังสามารถลด mutagenic และ genotoxic จาก nitrosourea 

และ ปองกันไมใหดีเอ็นเอถูกทําลายได [145] ทั้งยังลดการสราง IL-1, TNF, IL-6 IFN-γ และ 

chemokineได [108] สารตัวสุดทายคือ apigenin (ภาพที่ 5.7) เปนสารในกลุม flavonoid มี

โครงสรางคลายกับ luteolin ทําหนาที่ยับยั้ง inflammatory mediator เชน NO และ PGE2 

(prostaglandin E2) [146] มีงานวิจัย พบวา apigenin ยับยั้งการทํางานของ NF-κB ที่ถูกกระตุน

ดวย LPS โดยปองกัน IκB degradation และยับยั้ง IKK ใน macrophage ของหนูทดลอง [111] 
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ภาพที ่5.6 โครงสรางของ Chlorogenic acid  
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ภาพที ่5.7 โครงสรางของ Apigenin  

 

ถึงแมวาสารสกัดหญาหมอนอยจะมีฤทธิ์ตานการอักเสบ ผานทางการยับยั้งการเคล่ือนที่

ของ NF-κB เขาสูนิวเคลียส และยับยั้งการทํางานของ NF-κB ทําใหระดับของไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบ คือ IL-6 ลดลงอยางมีนัยสําคัญ แตไมสงผลตอ TNF-α เนื่องจาก

กระบวนการถอดรหัสของยีน (gene transcription) บางคร้ังตองอาศัยการทํางานของ 

transcription factor หลายชนิด และ transcription factor ก็มีความจําเพาะในแตละยีนแตกตาง

กันไป รวมถึง TNF-α และ IL-6 มีตําแหนงสําหรับ transcription factor ที่เหมือนกัน คือ NF-κB  

แตก็มี transcription factor ที่ตางกัน คือ lipopolysaccharide induced TNF-α factor (hLITAF) 

เมื่อ hLITAF ไปจับกับตําแหนงที่จําเพาะบนยีน TNF-α จะนําไปสูการหล่ัง TNF-α  [147] จาก

เหตุผลดังกลาวสามารถอธิบายไดวา การเปลี่ยนแปลงของระดับ TNF-α ไมไดข้ึนอยูกับการ

เปล่ียนแปลงของระดับ IL-6  

 

การศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 และ 

HuH7 

การศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของ HuH7 ซึ่งเปน

เพาะเลี้ยงเซลลที่เปนมะเร็งตับ และ HEK293 ซึ่งเปนเซลลเพาะเลี้ยงที่เปนมะเร็งไต พบวา สาร

สกัดจากหญาหมอนอยจากทุกตัวทําละลายของทั้ง 4 สวนของหญาหมอนอยทําใหเซลล HuH7 

และ HEK293 มีคาการมีชีวิตรอดของเซลลลดลง สรุปไดวา สารสกัดหญาหมอนอยจากตัวทํา

ละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน มีฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง ซึ่งเปนมะเร็ง
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ตับและมะเร็งไต ซึ่งคลายคลึงกับการศึกษาของ Kuo และคณะ ที่ทําการแยกสารสําคัญจากสาร

สกัดเอทานอลจากสวนลําตนของหญาหมอนอย พบสารสําคัญที่คนพบใหม 2 ตัวซ่ึงอยูในประเภท 

terpenoid ชนิด sesquiterpene lactones ซึ่งก็คือ  vernolide-A และ vernolide –B เม่ือนําสาร 2 

ตัวนี้มาทดสอบกับเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนิดตางๆ พบวามีฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลตอไปน้ี KB 

(มะเร็งในชองปาก), DLD-1 (มะเร็งลําไสใหญ), NCI-661 (มะเร็งปอดขนาดใหญ) และ Hela 

(มะเร็งปากมดลูก) [117] นอกจากนั้นการศึกษาของ Pratheeshkumar และคณะ พบวาสารสกัด

เมทานอลจากหญาหมอนอยยับยั้ง การ metastasis ในปอด ซึ่งถูกเหนี่ยวนําโดย B16F-10 

melanoma cells ในหนูทดลองได โดยยับยั้ง lung tumor formation และ lung metastasis [112]  

 

ขอเสนอแนะ 

1. งานวิจัยในอนาคตควรแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย Thin Layer Chromatography (TLC) และนําไป

ระบุชนิดของสารดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) แลวนํามาทดสอบ

ฤทธ์ิตานการอักเสบตอ PBMCs เพื่อที่จะทราบไดวาสารสําคัญตัวไหนมีฤทธ์ิตานการอักเสบอยาง

แทจริง 

2. ศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดในการยับยั้ง NF-κB nuclear translocation เพื่อที่จะ

ทราบขอมูลที่แทจริงวาสารสกัดไปยับยั้งกระบวนการใดใน NF- κB signaling pathway 
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ภาคผนวก ก 
AF-04-09 

ขอมูลสําหรบักลุมประชากรหรือผูมสีวนรวมในการวิจัย 

1. ชื่อโครงการวิจยั  การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลลเม็ด 

เลือดขาวมนษุย     

2. ชื่อผูวิจัย  นางสาวฐิติพร  เหลาสิม               ตําแหนง  นิสิต 

3. สถานที่ติดตอผูวิจัย  

   (ทีท่ํางาน) 154 อาคารจุฬาพัฒน1 ถนนพระราม1 แขวงวงัใหม เขตปทุมวนั กทม.10330 

   (ที่บาน)   22/38  ซอยเพชรเกษม69 แขวงหนองคางพลู  เขตหนองแขม  กรุงเทพฯ 10160                

โทรศัพท (ทีท่ํางาน)  02-218-1089            โทรศัพทที่บาน 02-8074-174 

โทรศัพทมือถือ 084-343-9387         E-mail : berry_jt@hotmail.com 

ขอเรียนเชิญทานเขารวมในการวิจัย กอนที่ทานจะตัดสินใจเขารวมในการวิจัย มีความ

จําเปนที่ทานควรทําความเขาใจเกี่ยวกับงานวิจัยนี้ กรุณาใชเวลาในการอานขอมูลตอไปนี้อยาง

ละเอียดรอบคอบ และสอบถามขอมูลเพิ่มเติมหรือขอมูลที่ไมชัดเจนไดตลอดเวลา รายละเอียด

โครงการวิจัยมีดังตอไปนี้ 

1. โครงการวิจัยนี้เกี่ยวของกับการทดสอบหาฤทธิ์ตานการอักเสบและกลไกตานการ

อักเสบในสารหญาหมอนอย ซึ่งศึกษาในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย  

             2. วตัถุประสงคของการวิจัย เพื่อศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบและกลไกตานการอักเสบใน

สารสกัดหญาหมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย  

3. การศึกษานี้เปนการวิจัยเชิงทดลอง ศึกษาในผูมีสวนรวมในการวิจัยเพศชาย 10 คน

และ เพศหญิง 10 คน อายุระหวาง 20 – 40 ป ซึ่งเปนผูบริจาคเลือดที่สภากาชาดไทย หรือ นิสิต

และบุคลากรคณะ สหเวชศาสตรที่มีสุขภาพดี ซึ่งในระหวางนั้นตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการ

เจ็บปวยใดๆ โดยอาศัยการซักถามขอมูลจากแบบสอบถาม 

Inclusion criteria 

1. ประชากรชายหรือหญิงอายุระหวาง 20 – 40 ปที่ยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 
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2. สุขภาพทัว่ไปสมบูรณดี ไมเปนไขหวัด เจบ็คอ ปวดศีรษะ ไมมีภาวะเจ็บปวยหรืออยู

ระหวางรับประทานยาใดๆทีใ่ชรักษาโรค โดยเฉพาะยาแกอักเสบ หรือยาปฏิชีวนะ 

ตองหยุดยาแลวอยาง 

3. ไมมีโรคประจําตัวที่เปนอุปสรรคตองานวจิัย ดังตอไปนี้ 

- โรคอักเสบ เชน ตับอักเสบ, สะเก็ดเงนิ 

- โรคเร้ือรัง เชน เบาหวาน, มะเร็ง 

- โรคติดเช้ือ เชน เอดส, ตับอักเสบ 

- โรคทางภูมิคุมกัน เชน  ภูมิแพ , Systemic Lupus Erythrematosus (SLE) 

Exclusion criteria 

1. ประชากรที่ไมยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

2. มีประวัติการด่ืมสุรามากหรือบอยคร้ัง และมีประวัติการสูบบุหร่ี 
3. อยูในภาวะต้ังครรภ 

4. กระบวนการการวิจัย 
 4.1 คณะผูวิจัยจะหาผูมีสวนรวมในการวิจัยโดยการทําปายประกาศ ประชาสัมพันธ

งานวิจัย 

 4.2 ผูมีสวนรวมในการวิจัยยินยอมเขารวมวิจัยดวยความสมัครใจ มีสิทธิถอนตัว

เม่ือใดก็ไดโดยไมตองแจงเหตุผล ซึ่งจะไมมีผลกระทบใดๆตอผูมีสวนรวมในการวิจัยทั้งส้ิน โดยผูมี

สวนรวมในการวิจัยยินยอมใหเจาะเลือดที่แขน 2 คร้ัง คร้ังแรกจํานวน 25 ซี.ซี (5  ชอนชา) และคร้ัง

ที่2 จํานวน 5 ซี.ซี  ( 1 ชอนชา) หางจากคร้ังแรกมากวา 1 สัปดาห 

 4.3 ความเสี่ยงที่อาจเกิดจากการวิจัยนี้ การเจาะเลือดในปริมาณ 25 ซี.ซี (5  ชอนชา) 

และ 5    ซี.ซี  ( 1 ชอนชา) นั้นเปนจํานวนที่นอยมากเมื่อเทียบกับปริมาณเลือดทั้งหมดในรางกาย 

ซึ่งไมกอใหเกิดอันตรายใดๆ เวนเพียงแตอาจเกิดรอยช้ําบริเวณที่เจาะเลือดซึ่งไมมีความเจ็บปวด

และหายไดเองภายใน 7 –10 วัน อุปกรณเจาะเลือดใชคร้ังเดียวทิ้งจึงปลอดภัยตอโรคที่ติดตอทาง

เลือด และมีอาจารยที่ปรึกษาและผูวิจัย สังกัดคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง

เปนนักเทคนิคการแพทยที่มีใบประกอบวิชาชีพเทคนิคการแพทยเลขที่ ทน 2865 และทน 9847 

เปนผูเจาะเลือด หากเกิดความผิดปกติหรือผลขางเคียงขณะเจาะเลือด  คณะผูวิจัยจะทําการปฐม

พยาบาลและทําการรักษาตอไปโดยคณะผูวิจัยเปนผูรับผิดชอบคาใชจายทั้งหมด 
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 4.4 เม่ือส้ินสุดการทดลอง ตัวอยางเลือดที่เก็บทั้งหมดจะถูกทําลายโดยไมนํากลับไป

ใชในงานวิจัยอ่ืน 

5. ผูวิจัยจะใหขอมูลแกผูมีสวนรวมในการวิจัยโดยการใหอานขอมูลสําหรับผูมีสวนรวมในการวิจัย  

และผูวิจัยจะอธิบายรายละเอียดรวมถึงกระบวนการวิจัยใหทราบโดยละเอียด  

6. การวิจัยคร้ังนี้ไมมีการจายคาตอบแทนผูมีสวนรวมในการวิจัย 

7. ผลงานวิจัยจะนําเสนอเฉพาะผลการทดลองที่ผานการวิเคราะหแลว โดยที่ขอมูลสวนตัวและ

ขอมูลอ่ืนๆของทานจะถูกเก็บไวเปนความลับเฉพาะคณะผูวิจัย  

8. ผลงานวิจัยจะถูกสงไปใหผูมีสวนรวมในการวิจัยไดรับทราบ หากผูมีสวนรวมในการวิจัยตองการ

รับทราบผลงานวิจัย 

9. ผลงานวิจัยนี้ทําใหเกิดองคความรูเพื่อไปตอยอดงานวิจัย เพื่อพัฒนาเปนยาสมุนไพรไทยสําหรับ

ลดการอักเสบในโรคตางๆ ซึ่งไมมีผลขางเคียงหรือผลขางเคียงนอยกวายาที่ใชอยูในปจจุบันและ

เปนการลดคาใชจายในการรักษา 

 หากทานไมไดรับการปฏิบัติตามขอมูลดังกลาวสามารถรองเรียนไดที่ คณะกรรมการ

พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กลุมสหสถาบัน ชุดที่ 1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ชั้น 4  อาคาร

สถาบัน  2          ซอยจุฬาลงกรณ  62  ถนนพญาไท   เขตปทุมวัน   กรุงเทพฯ   10330  

โทรศัพท 0-2218-8147  โทรสาร 0-2218-8147  E-mail: eccu@chula.ac.th” 

 

 

ลงช่ือ............................................................. 

                              (ผศ.ดร.เทวนิ   เทนคําเนาว) 

                           อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ 
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ภาคผนวก ข 
หนังสือแสดงความยินยอมเขารวมการวิจัย 

     ทําที่คณะสหเวชศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย       

วันที่.............เดือน.....................พ.ศ. .................. 

เลขท่ี ประชากรตัวอยางหรือผูมีสวนรวมในการวิจัย…................…… 

ขาพเจา ซึง่ไดลงนามทายหนังสือนี ้ ขอแสดงความยินยอมเขารวมโครงการวิจยั 

ชื่อโครงการวจิยั การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนษุย 

ชื่อผูวิจัย นางสาวฐิติพร   เหลาสิม  

ที่อยูที่ติดตอ 154 อาคารจุฬาพัฒน1 ถนนพระราม1 แขวงวงัใหม เขตปทุมวนั กทม.10330 

โทรศัพท 02-2181081 

 ขาพเจา  ไดรับทราบรายละเอียดเกี่ยวกับที่มาและวัตถุประสงคในการทําวิจัย 

รายละเอียดข้ันตอนตางๆ ที่จะตองปฏิบัติหรือไดรับการปฏิบัติ ความเสี่ยง/อันตราย และประโยชน

ซึ่งจะเกิดข้ึนจากการวิจัยเร่ืองนี้ โดยไดอานรายละเอียดในเอกสารช้ีแจงผูเขารวมการวิจัยโดย

ตลอด และไดรับคําอธิบายจากผูวิจัย จนเขาใจเปนอยางดีแลว   

ขาพเจาจึงสมัครใจเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ตามที่ระบุไวในเอกสารช้ีแจงผูเขารวมการ

วิจัย โดยขาพเจายินยอมใหผูวิจัยทําการเจาะเลือดจํานวน 2 คร้ัง โดยคร้ังแรกเจาะเปนจํานวน 25 

ซีซี(5 ชอนชา) และคร้ังที่สองเจาะเปนจํานวน 5 ซีซี (1 ชอนชา)โดยเจาะหางกันเปนเวลามากกวา

หนึ่งสัปดาห เพื่อนําเลือดมาทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเพื่อทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบ

และนํามาทดสอบกลไกตานการอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอย 

ขาพเจามีสิทธิถอนตัวออกจากการวิจัยเม่ือใดก็ไดตามความประสงค โดยไมตองแจง

เหตุผล ซึ่งการถอนตัวออกจากการวิจัยนั้น จะไมมีผลกระทบในทางใดๆ ตอขาพเจาทั้งส้ิน  

ขาพเจาไดรับคํารับรองวา ผูวิจัยจะปฏิบัติตอขาพเจาตามขอมูลที่ระบุไวในเอกสารชี้แจง

ผูเขารวมการวิจัย และขอมูลใดๆ ที่เกี่ยวของกับขาพเจา ผูวิจัยจะเก็บรักษาเปนความลับ โดยจะ

นําเสนอขอมูลการวิจัยเปนภาพรวมเทานั้น ไมมีขอมูลใดในการรายงานที่จะนําไปสูการระบุตัว

ขาพเจา และจะทําลายเลือดทิ้งหลังส้ินสุดการวิจัย 

 หากขาพเจาไมไดรับการปฏิบัติตรงตามที่ไดระบุไวในเอกสารชี้แจงผูเขารวมการ

วิจัย ขาพเจาสามารถรองเรียนไดที่คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กลุมสหสถา



106 
 

บัน ชุดที่ 1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ชั้น 4  อาคารสถาบัน 2  ซอยจุฬาลงกรณ 62  ถนนพญาไท  

เขตปทุมวัน  กรุงเทพฯ  10330 โทรศัพท 0-2218-8147  โทรสาร 0-2218-8147  E-mail: 

eccu@chula.ac.th 

ขาพเจาไดลงลายมือช่ือไวเปนสําคัญตอหนาพยาน ทั้งนี้ขาพเจาไดรับสําเนาเอกสารชี้แจง

ผูเขารวมการวิจัย  และสําเนาหนังสือแสดงความยินยอมไวแลว 

 

 

 

ลงช่ือ...................................................... 

             (นางสาวฐิติพร   เหลาสิม) 

ผูวิจัยหลัก 

ลงช่ือ........................................................ 

(.......................................................) 

ผูมีสวนรวมในการวิจยั 

  

  

       ลงช่ือ............................................................. 

             (ผศ.ดร.เทวนิ   เทนคําเนาว) 

      อาจารยทีป่รึกษาวทิยานิพนธ 

ลงช่ือ......................................................... 

(.......................................................) 

พยาน 
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ภาคผนวก ค 
แบบสอบถามงานวิจัยเกีย่วกับการศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญา

หมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 
Subject No………….. 

ชื่อ (นาย/นาง/นางสาว)………………………………นามสกุล…………………………….

เพศ…………... 

อาย…ุ………….ป   วัน/เดือน/ปเกิด………………………………..  เบอร

โทรศัพท……………………….. 

ใหทาํเคร่ืองหมาย     ในชองวาง  ทีก่ําหนดให 

1. ทานมีอาการไมสบาย เปนไขหวัด เจ็บคอ ปวดศีรษะ 

  ใช   ไมใช 

2. ทานรับประทานยาแกอักเสบ หรือยาปฏิชีวนะ ภายใน 7 วันที่ผานมา 

ใช   ไมใช 

3. ทานมีประวัติการเปนโรคดังตอไปนี้หรือไม 

3.1 โรคอักเสบ เชน ตับอักเสบ, สะเก็ดเงนิ 

ม ี   ไมม ี

3.2  โรคเร้ือรัง เชน เบาหวาน, มะเร็ง 

ม ี   ไมม ี

3.3  โรคติดเช้ือ เชน เอดส, ตับอักเสบ 

ม ี   ไมม ี

3.4  โรคทางภูมิคุมกัน เชน  ภูมิแพ , Systemic Lupus Erythrematosus (SLE) 

ม ี   ไมม ี

4.  ทานอยูในภาวะต้ังครรภ 

ใช   ไมใช 

5. ทานมีประวัติการด่ืมสุรา 

ใช   ไมใช 

6. ทานมีประวัติการสูบบุหร่ี 

ใช   ไมใช 

แบบสอบถามนี้อางอิงจากแบบสอบถามคุณสมบัติของผูบริจาคเลือดสภากาชาดไทย โดยคัดเลือก

มาเปนบางขอเพื่อใหตรงกับวัตถุประสงคของงานวิจัย  
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ภาคผนวก ง 
น้ํายาและสารละลายท่ีใชในการทดสอบ 

1. MTT assay 

1. MTT stock solution reagents 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

    MTT dye 5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.4) 1 มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษ

กรองขนาด 0.22 μm เพื่อแยกตะกอนที่ไมละลายน้ําออกไป และ เพือ่ทําใหปราศจากเชื้อ เก็บที่ 

– 20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 

 

2. สารละลายสําหรับละลายตะกอน formazan 

    100 % DMSO 

 
2. ELISA assay 

 
1. 1xDPBS, pH 7.2 

เตรียมจาก 10xDPBS 100 มิลลิลิตร ในน้าํ Milli Q 900 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนําไป

ปรับ pH  แลวเก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส   

 

2.  Wash buffer (0.05 % Tween-20) 

เติม Tween-20  500 ไมโครลิตร ใน 1xDPBS, pH 7.2  1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลว

นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 

3. Block buffer (1% BSA) 

ชั่ง BSA 0.5 กรัม  ละลายใน 1xDPBS, pH 7.2  50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนาํไปเก็บ

ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส   
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4. Diluent (0.05% Tween-20, 0.1%BSA) 

เตรียมจาก 1%BSA 5 มิลลิลิตร ใน 1xDPBS, pH 7.2  50 มิลลิลิตร เติม Tween-20  25 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 
3. Immunocytochemistry assay 

 

1. 1xPBS 

เตรียมจาก 10xPBS 100 มิลลิลิตร ในน้าํ Milli Q 900 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไป

เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส   

 

2. Permeabilize solution 

ชั่ง BSA 2.5 กรัม ละลายใน 1xPBS 50 มิลลิลิตร เติม triton x-100 250 ไมโครลิตรผสมให

เขากันแลวนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
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ภาคผนวก ฉ 
คําอธิบายสําหรับคํายอและสัญลักษณที่ใชในการวิจัย 

คํายอและสญัลักษณ 

คํายอ 

% 

/ 

μ 

μl 

ABTS 

 

ASA 

BSA 

COX-2 

CTLs 

DAPI 

DMEM 

DMSO 

DPBS 

ELISA 

g 

GGT 

คําอธิบาย 

เปอรเซ็นต 

Per 

Micro 

Microlitre  

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonic acid) 

Acetylsalicylic acid 

Bovine serum albumin 

Cyclooxygenase-2 

Cytotoxic T-cells 

4',6-diamidino-2’-phenylindole 

Dulbecco’s modified Eagle's medium 

Dimethyl sulfoxide 

Dulbecco’s phosphate buffer saline 

Enzyme-Linked Immunosorbent  Assay 

Gram 

Gamma-glutamyltransferase 
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คํายอ 

HBSS  

HEK 

hLITAF 

HRP 

HuH7 

IC50 

IKK 

IL 

IκB 

JAK 

kDa 

LPS 

mg 

MHC 

ml 

MTT  

 

NF-κB 

ng  

                                                                  

คําอธิบาย 

Hank’s balanced salt solution 

Human embeyonic kidney cell line 

lipopolysaccharide induced TNF-α factor 

Horseradish peroxidase 

Hepato cellular carcinoma cell line 

Inhibitory concentration at 50%              

IκB kinase  

Interleukin 

Inhibitor of NF-κB  

Janus kinase 

Kilo Dalton 

Lipopolysaccharide 

Milligram 

Major histocompatibility complex 

Millilitre 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide  

Nuclear factor kappa B 

Nanogram 
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คํายอ 

NK 

NO 

ºC 

P 

PBMCs 

PBS 

PMT 

ROS 

SEM 

SLE 

STAT 

 

T reg 

TGF-β 

Th 

TNF 

Tween-20 

U 

v/v 

VEGF 

คําอธิบาย 

Natural killer cell 

Nitric oxide 

องศาเซลเซยีส 

P-value 

Peripheral blood mononuclear cells 

Phosphate buffer saline  

Photomultiplier tube 

Reactive oxygen species 

Standard error of  mean 

Systemic lupus erythematosis 

Signal transducers and activators of 

transcription  

Regulatory T-cell  

Transforming growth factor - beta   

T helper cells 

Tumor necrosis factor 

Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate  

Unit 

Volume by volume 

Vascular endothelial growth factor  
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คํายอ 

α 

β 

γ 

คําอธิบาย 

Alpha 

Beta 

Gamma 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวฐิติพร เหลาสิม สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิค

การแพทย) เกียรตินิยมอันดับ 2  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อปการศึกษา 2551 และไดเขา

ศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินกิและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2552 
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