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บทคัดย่อ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาและเปรียบเทียบผลของสารสกัดพืชสมุนไพร 4 ชนิดในพ้ืนที่ของ
โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจากพระราชดําริฯ ต่อการแพร่ผ่านยาทางช่องว่างระหว่างเซลล์ โดยใช้
แบบจําลองเซลล์คาโค-2 เป็นแบบจําลองช้ันเย่ือบุสําหรับศึกษาการดูดซึมสาร ตัวอย่างพืชดังกล่าว
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย ลํ า ป้ า ง  (Pterospermum littorale Craib; ว ง ศ์  Sterculiaceae) เข ล ง  (Dialium 
cochinchinense Pierre; วงศ์ Fabaceae) พลองใบรี (Mamecylon plebejum Kurz. var. ellipsoideum 
Craib.; ว งศ์  Melastomataceae) แล ะ โพ ท ะ เล  (Thespesia populnea (L.) Soland.ex Corr.; ว งศ์ 

Malvaceae) โดยส่วนของพืชทั้ง 4 ชนิดสามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ -glucosidase ซึ่งเป็นเอนไซม์
เป้าหมายของการใช้ยาในโรคเบาหวานได้ การศึกษาดังกล่าวจะวัดผลของสารตัวอย่างที่มีต่อสภาพความ
สมบูรณ์และการทํางานในการเป็นเย่ือเลือกผ่านที่จํากัดการดูดซึมสารผ่านทางช่องว่างระหว่างเซลล์ โดย
ติดตามวัดผลของสารที่มีต่อค่าการต้านการนําไฟฟ้าของช้ันเยื่อบุ และการแพร่ผ่านของสารมาตรฐานลูสิเฟอร์
เยลโล ผลที่ได้จากการศึกษาพบสารสกัดจากพืชทั้ง 4 ชนิด (ในความเข้มข้นสูงสุดที่สามารถนํามาทดสอบได้) 
ไม่มีผลต่อสภาพความสมบูรณ์ของโครงสร้างไทท์จังก์ช่ันและการทําหน้าที่เป็นเย่ือเลือกผ่านของช้ันเย่ือบุเซลล์
เพาะเลี้ยง Caco-2 ตลอดจนไม่มีผลต่อกระบวนการดูดซึมยาทางช่องว่างระหว่างเซลล์แต่อย่างใด  
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Abstract 

The purpose of this study was to investigate and compare the effects of 4 herbal 
plants in the Plant Genetic Conservation Project area under The Royal Initiative of Her Royal 
Highness Princess Maha Chakri Sirindhorn on the paracellular transport pathway, using the in 
vitro model of the Caco-2 cells.  The plants were selected into this study by its ability to 

inhibit α-glucosidase, which is a drug target for diabetic control.  These plants included 
Pterospermum littorale Craib (Family Sterculiaceae); Dialium cochinchinense Pierre (Family 
Fabaceae); Mamecylon plebejum Kurz. var. ellipsoideum Craib. (Family Melastomataceae) 
and Thespesia populnea (L.) Soland.ex Corr. (Family Malvaceae).  The restrictive integrity of 
Caco2 monolayers was assessed by transepithelial electrical resistant (TEER) values and 
Lucifer yellow transport.  The results demonstrated that all of the plant extracts at the 
highest concentration in this study had no disruptive effect on the integrity and restrictive 
barrier property of the Caco-2 monolayers. The findings suggested that these extracts would 
not affect the tight junction integrity.  Thus, they would be unable to facilitate the 
paracellular transport pathway 
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บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

การนําพืชสมุนไพรมาใชประโยชนนั้นตองคํานึงถึงประสิทธิผลในการรักษาและความปลอดภัยใน
การใช ตลอดจนเม่ือนําพืชสมุนไพรไปใชรวมกับยาอ่ืนๆ เนื่องจากมีความเปนไปไดสูงท่ีสารท่ีมีอยูในพืช
สมุนไพรเหลานั้นจะมีผลรบกวนการออกฤทธิ์หรือเหนี่ยวนําใหเกิดพิษของยาอ่ืน ซ่ึงปญหาการเกิดอันตร
กิริยาระหวางยาและพืชสมุนไพรเกิดไดจากผลของพืชสมุนไพรท่ีมีตอกระบวนการทางเภสัชจลนศาสตรไดแก 
การดูดซึม การกระจายตัว การถูกทําลายโดยเอนไซมในรางกาย การขับยาออกจากรางกาย (Riley and 
Grime, 2004) ทําใหความเขมขนของยาท่ีอวัยวะเปาหมายเปลี่ยนแปลงไปอาจนอยลงหรือเพ่ิมข้ึนจากเดิม
ได ในโครงการนี้มุงเนนท่ีจะศึกษาปญหาการเกิดอันตรกิริยาระหวางยากับพืชสมุนไพรท่ีเก่ียวของกับการแพร
ผานของพืชสมุนไพรเขาสูรางการและการแพรผานเขาสูเนื้อเยื่อท่ีเปนอวัยวะเปาหมาย ตลอดจนผลจากการ
ใชพืชสมุนไพรท่ีมีตอการแพรผานของยาอ่ืน  

ความสามารถในการแพรผานของสารเขาสูเนื้อเยื่อตางๆนั้นมีบทบาทสําคัญอยางยิ่งตอกระบวนการ
ดูดซึมเขาสูรางกาย หรือการแพรผานของยาหรือสารจากเลือดไปยังระบบอวัยวะ ปจจัยท่ีจํากัดการแพรผาน
ท่ีสําคัญไดแก (1) ตัวพาท่ีขจัดการเขาสูเซลลของสาร (efflux transporter) เชน P-glycoprotein (P-gp), 
multidrug resistant protein (MRP) เปนตน (Fromm, 2003; 2004) (2) โครงสรางไททจังกชั่น (tight 
junction) ซ่ึงเปรียบเสมือนตัวชวยยึดเซลลท่ีอยูขางเคียงกันใหแนนหนามากข้ึน และทําใหสารไมสามารถ
เคลื่อนท่ีผานชองวางระหวางเซลลได  จากรายงานการศึกษาตางๆ พบวาการรบกวนการทํางานของ P-gp 
เปนปญหาหนึ่งในการใชยารวมกันหลายชนิด เชนการเกิดพิษของ digoxin จาก verapamil ซ่ึงยับยั้งการ
ทํางานของ P-glycoprotein ทําใหมีการสะสมของ digoxin จนเกิดพิษข้ึน นอกจากนี้ยังพบวาพืชสมุนไพร
หลายชนิดมีฤทธิ์รบกวนทํางานของ P-gp เชน curcuminoids, curcumin (Anuchapreeda et al., 2002; 
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Nabekura et al., 2005; Ampasavate et al., 2009), quercetin, kaempferol (Kitagawa et al., 
2005; Morris and Zhang, 2006), capsaicin, [6]-gingeral, resveratrol (Nabekura et al., 2005) 
หรือสารสกัดจากมะระ (Konishi et al., 2004) เปนตน  รวมถึงมีรายงานวาสารสมุนไพรมีผลตอโครงสราง 
หนาท่ีของไททจังกชั่นอีกดวยเชนผลของ quercetin ในการปกปองโครงสรางดังกลาว (Amasheh et al., 
2008; Suzuki and  Hara, 2009; Chuenkitiyanon et al., 2010; 2012) 

ในชุดโครงการนี้มีวัตถุประสงคคัดกรองหาพืชสมุนไพรท่ีมีศักยภาพในการตานเบาหวาน โดยเลือก
ศึกษาในพ้ืนท่ีของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจากพระราชดําริฯ ซ่ึงมีความหลากหลายของพันธุ
พืชสมุนไพรมาก ทําใหมีโอกาสคนพบพืชใหมๆท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพโดยเฉพาะฤทธิ์ตานเบาหวาน จาก
การศึกษาเบื้องตนพบวาสารสกัดพืชสมุนไพร 4 ชนิดในพ้ืนท่ีของโครงการฯ ไดแก ลําปาง (Pterospermum 
littorale Craib; วงศ Sterculiaceae) เขลง (Dialium cochinchinense Pierre; วงศ Fabaceae) พลอง
ใบรี (Mamecylon plebejum Kurz. var. ellipsoideum Craib.; วงศ Melastomataceae) และโพทะเล 
(Thespesia populnea (L.) Soland.ex Corr.; วงศ Malvaceae) สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม alpha-
glucosidase ซ่ึงเปนเอนไซมเปาหมายของการใชยาในโรคเบาหวานได และมีฤทธิ์เปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของ P-glycoprotein ในแบบจําลองเซลลคาโค-2 นอกจากนี้ยังพบวาลําปางและเขลงสามารถ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ P- glycoprotein ไดอีกดวย ซ่ึงผลดังกลาวอาจทําใหเกิดปญหาอันตรกิริยา
ท่ีเก่ียวของกับการดูดซึมยาไดเม่ือนําไปใชรวมกับยาอ่ืน นอกจากนี้ปญหาอันตรกิริยายังอาจเกิดไดจากการ
รบกวนโครงสรางไททจังกชั่นทําใหการแพรผานทางชองวางระหวางเซลลของสารเปลี่ยนแปลงได ซ่ึงในสวน
นี้ยังไมมีขอมูล ดังนั้นจึงจําเปนตองศึกษาโอกาสรบกวนการแพรผานยาของพืชสมุนไพรดังกลาวเพ่ิมเติมผาน
ทางชองวางระหวางเซลล (paracellular penetration) เพ่ือใหมีขอมูลท่ีจําเปนตอการพัฒนาพืชสมุนไพรให
ออกฤทธิ์อยางมีประสิทธิภาพและปลอดภัยในการใช 

วัตถุประสงค 

เพ่ือใหไดขอมูลอันตรกิริยาของพืชสมุนไพรเปาหมายในพ้ืนท่ีของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อัน
เนื่องจากพระราชดําริฯ ท่ีมีตอการแพรผานยาผานทางชองวางระหวางเซลล  

วิธีดําเนินการศึกษา 

โครงการนี้เลือกศึกษาตัวอยางพืชสมุนไพรจากพ้ืนท่ีของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องจาก
พระราชดําริท่ีมีฤทธิ์ตานเบาหวาน ไดแกใบพลองใบรี  เปลือกลําปาง ผลโพทะเล  เปลือกเขลง  

1. การเตรียมตัวอยาง 

พืชสมุนไพรท้ัง 4 ชนิดไดมีการจัดเตรียมโดยการหมักแชแอลกอฮอรนาน 5 วันและนําสวนท่ีสกัด
ไดมาระเหยท่ีความดันต่ําใหแหง จากนั้นทําการ partition เพ่ิมเติม และเก็บสารสกัดท้ังหมดท่ีอุณหภูมิ -20 
เซลเซียส จนกวาจะนํามาใชทดสอบ 
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ความเขมขนของสารสกัดท่ีทดสอบ: พลองใบรี (MP, ความเขมขน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร); ลํา
ปาง (PL, ความเขมขน  100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร); โพทะเล (TP, ความเขมขน  75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
และเขลง (DC, ความเขมขน 75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [*ความเขมขนสูงสุดในการทดสอบ โดยท่ีไมกอใหเกิด
ความเปนพิษตอเซลล]  

2. การเตรียมเซลลเพาะเล้ียง Caco 2 

เซลล Caco 2 (American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) ถูกเพาะ 
เลี้ยง ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ท่ีมี 10% FBS, 1% nonessential amino acid, 1% l-glutamine 1% 
และ penicillin–streptomycin  ทําการเพาะเลี้ยงในสภาวะมาตรฐาน (คารบอนไดออกไซด 5% อุณหภูมิ 
37 เซลเซียสและมีความชื้นสัมพัทธ 95%) และทําการ subculture ทุก 3-4 วัน (ความหนาแนน 70%)  

3. การศึกษาสภาพความสมบูรณและการทํางาน (monolayer integrity) ของช้ันเย่ือบุเซลล
เพาะเล้ียง Caco-2  

ผลของสารท่ีมีตอการแพรผานยาผานทางชองวางระหวางเซลลสามารถศึกษาจากผลท่ีมีตอ 
integrity ของโครงสรางไททจังกชั่น ซ่ึงจะจํากัดการแพรผานของสาร hydrophilic บางชนิดเชน phenol 
red หรือ Lucifer yellow ตลอดจน ion ตางๆ ดังนั้นสารท่ีมีผลตอการแพรผานยาผานทางชองวางระหวาง
เซลลจะทําใหสาร hydrophilic สามารถแพรผานเยื่อเลือกผานได  และทําใหคุณสมบัติการตานการนําไฟฟา
ของชั้นเซลลเยื่อบุเปลี่ยนแปลงไป ซ่ึงการศึกษาสภาพความสมบูรณและการทํางาน (monolayer integrity) 
ของชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยงประกอบดวย  

• การแพรผานของ Lucifer yellow ทางชองวางระหวางเซลลของชั้นเยื่อบุ 

• คาการตานการนําไฟฟา (TEER; transepithelial electrical resistance) 

• การทํางานของตัวขนสงยา P-gp 

การศึกษานี้ทําการเพาะเลี้ยงเซลลบน transwell inserts (polycarbonate, 12 mm diameter, 
0.4 µm pore size; Corning Incorporated, Corning, NY, USA )เปนเวลา 21 วัน ในระหวางนี้สามารถ
ตรวจวัดการเกิดไททจังกชั่นโดยวัดการแพรผานโดยใชสารมาตรฐาน คือ Lucifer yellow ซ่ึง Lucifer 
yellow เปนสารท่ีแทบจะไมสามารถแพรผาน plasma membrane เขาสูเซลล แตสารนี้จะแพรผานเซลล
ชองวางระหวางเซลล (paracellular pathway) โดยในสภาวะปกติ Lucifer yellow จะแพรผานเซลลเยื่อ
บุผิวในอัตราท่ีนอยกวารอยละ 5 ตอชั่วโมง และการทดสอบการแพรผานเซลลของ Lucifer yellow นี้ยัง
เปนตัวบงชี้ถึงความสมบูรณ การจัดเรียงตัวกันแนนของเซลลและการสราง tight junction ท่ีสมบูรณของ
เซลล Caco-2  ซ่ึงนอกจาก Lucifer yellow แลวยังติดตามไททจังกชั่นดวยการวัดคา transmembrane 
electrical resistance (TER) โดยใช Millicell-ERS-eletrode (Millipore) กอนเริ่มการทดลองและหลัง
การทดลองจะตองมีคามากกวา 300 Ωcm2 
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จากนั้นศึกษาผลของสารโดยใหสารสกัดแกเซลลท่ีเพาะเลี้ยงในความเขมขนท่ีไมเปนพิษตอเซลล 
และติดตามผล Lucifer yellow และ TER ท่ีเวลาตางๆกัน เม่ือสิ้นสุดการศึกษาและพบวาสารสกัดสมุนไพร
มีผลตอ TER หรือ Lucifer yellow แลวจะศึกษาเพ่ิมเติมโดยตรวจวัดปริมาณโปรตีนของไททจังกชั่นดวย
western blot analysis และ immunofluorescent probe ท่ีสามารถสองวัดการติดสี fluorescence 
ของโปรตีนไดทางกลองจุลทัศน (Chuenkitiyanon et al., 2010). 

สําหรับการศึกษาการทํางานของตัวขนสงยา P-gp จะทําการวัดผลของสารท่ีมีตอการแพรผานของ
สารมาตรฐานท่ีใชเปน Positive control เชน rhodamine ในทิศทาง apical ถึง basolateral (A-B) และ 
basolateral ถึง apical (B-A) ณ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รวมกับการเขยา 120 รอบ/นาที โดยท้ังดาน 
apical และ basolateral จะควบคุม pH ใหเปน 7.4 กอนเริ่มทําการทดลอง 

การทดลองการแพรผานของสารในทิศทาง A – B นําเซลล Caco-2 ท่ีเลี้ยงไวบน transwell insert 
ท่ีมีสารละลายของสารทดสอบอยู เคลื่อนยายออกมายังหลุมใหมท่ีบรรจุดวย HBSS-Hepes (Hank’s 
Buffered Salt Solution ท่ีประกอบดวย Hepes 25mM) ท่ีเวลา 15, 30 หรือ 60 นาที 

การทดลองการแพรผานของสารในทิศทาง B – A โดยนําสารละลายของสารทดสอบมาใสลงในดาน 
basolateral side หลังจากนั้นเก็บสารละลายทางดาน apical side ท่ีเวลา 30, 60 หรือ 120 นาที 

วิเคราะหผลโดยนําสารละลายท่ีเก็บไดจากท้ัง A – B และ B – A มาหาความเขมขนโดยใชเครื่อง 
HPLC (UV-vis) แลวคํานวนหา Apparent permeability (Papp) จากสมการ 

 Papp = dQ/dt   โดย Papp คือ apparent permeability coefficient (เซนติเมตร/วินาที) 
ในขณะท่ี  dQ/dt คือ อัตราเร็วในการแพรผาน (นาโนโมล/วินาที) และ C0 คือ ความเขมขนเริ่มตนทางดาน
ท่ีใสสารทดสอบ (ไมโครโมลาร) หลังจากนั้นนําคา Papp ท่ีไดจากท้ัง 2 ทิศทางมาคํานวณหาคา efflux 
ratio โดย  

Efflux ratio = PappB-A/ Papp A-B  เม่ือเปรียบเทียบกับคาท่ีไดจากการท่ีไมมีสารทดสอบ 

4. การศึกษาผลของสารตัวอยางท่ีมีตอการแพรผานยาผานทางชองวางระหวางเซลล (paracellular 
transport) 

ทําการหาคาสัมประสิทธิ์ของการแพรผานของ Lucifer Yellow (Papp) ผานชั้นเยื่อบุเซลล
เพาะเลี้ยง Caco-2 ในทิศทาง A – B ในสภาวะท่ีมีสารตัวอยางรวมอยูดวย ตามวิธีขางตน 
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ผลการศึกษา 

1. การเตรียมแบบจําลองเซลลเพาะเล้ียง Caco2 บน Transwell® inserts ใหมีการแสดงออก P-
glycoprotein และ โครงสรางไททจังกช่ัน  

ในขณะนี้สามารถจัดทําแบบจําลองเซลล Caco-2 อายุ 21 วันหลัง seeding ใหเปนเยื่อเลือกผาน 
โดยทําการเพาะเลี้ยงบน Transwell® inserts (polycarbonate, 0.4 µm pore side, 24 mm 
diameter; Corning Incorporated, Corning, NY, USA) ในสภาวะการเลี้ยงใน Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (DMEM) ท่ีมี 10% fetal bovine serum , 1% non-essential amino acids   และ 
1% penicillin/streptomycin ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, ควบคุมปริมาณคารบอนไดออกไซด 
5% และความชื้นสัมพัทธ 95% โดยมีคาพารามิเตอรของเยื่อเลือกผาน Caco-2 ดังนี้ 

• ผลทดสอบคาการตานการนําไฟฟา (TEER; transepithelial electrical resistance) 
เซลล Caco-2 cells อายุ 21 วันใน Transwell® inserts โดยเฉลี่ย 883.28 ± 18.11  

Ω cm2 (728.52 – 1092.78 Ω cm2; n=30) ซ่ึงเปนคาท่ีสูงกวาระดับท่ียอมรับ
โดยท่ัวไป (>300-400 Ω cm2) 

• ผลทดสอบการผานของ Lucifer yellow  คาการแพรผานของ Lucifer yellow 0.05 ± 
0.01% ตอชั่วโมง 

• ผลทดสอบการแสดงออก P-glycoprotein โดยดูการขนสง rhodamine 123 ซ่ึงเปน 
substrate ของ P-gp เปรียบเทียบระหวางท่ีมี verapamil และ ไมมี verapamil ซ่ึงเปน
ตัวยับยั้งการทํางานของ P-gp ผลการศึกษาแสดงคา Papp ดังตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 คาสัมประสิทธิ์ของการแพรผาน (Papp) และ net transport ของ Rhodamine ผานชั้นเยื่อบุ
เซลลเพาะเลี้ยง Caco-2  

 Papp (A-to-B) cms-1 Papp (B-to-A) cms-1 Efflux ratio 
Rhodamine 123 2.03 ± 0.42 × 10-6 13.03 ± 1.53 × 10-6 6.4 
Rhodamine 123 + verapamil 2.33 ± 0.38 × 10-6 4.86 ± 0.41 × 10-6 2.1 

จะเห็นไดวาคาการดูดซึมของ rhodamine123 จาก (efflux ratio) มากกวา 2 ซ่ึงเปนไปตาม
ขอแนะนําของ USFDA สําหรับ P-gp substrate และ verapamil ซ่ึงเปนสารยับยั้งการทํางานของ P-gp มี
ผลลดคาการดูดซึมของ rhodamine ได ดังนั้นแบบจําลองท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีความเหมาะสมท่ีจะนําไปใช
ทดสอบสารสกัดตอไป 
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2. การศึกษาผลของสารตัวอยางท่ีมีตอการแพรผานยาผานทางชองวางระหวางเซลล 
2.1 ผลของสารตัวอยางตอความสมบูรณและการทํางาน (monolayer integrity) ของชั้นเยื่อบุเซลล

เพาะเลี้ยง Caco-2  
2.1.1 ผลของสารตัวอยางตอคาการตานการนําไฟฟา (TEER)  

การทดลองนี้ไดทําการเปรียบเทียบคา TEER กอนการเติมสารตัวอยางและเม่ือสิ้นสุดการทดลอง ใน 
2 สภาวะ ไดแก (1) ในสภาวะท่ีมี lucifer yellow (LY) เทานั้นและ (2) ในสภาวะท่ีมี LY รวมกับสาร
ตัวอยาง (TP DC PL หรือ MP) ซ่ึงพบวากอนเริ่มทําการทดลองและหลังสิ้นสุดการทดลองคา TEER ไมมี
ความแตกตางกัน และยังมีคา TEER สูงกวา 300 Ω cm2 (ดังแสดงในตารางท่ี 2 และภาพท่ี 1) ดังนั้นอาจ
สรุปไดวาสารตัวอยางไมมีผลเปลี่ยนแปลง monolayer integrity ของเซลล Caco-2  

ตารางท่ี 2 คาการตานการนําไฟฟา (TEER) ของชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 กอนและหลังการไดรับ
สารตัวอยาง  

สารตัวอยาง (ความเขมขน) 
TEER values (Ω cm2)* 

Before After 

LY (100 µM) 969.173 ± 15.459 699.130 ± 38.902 

LY (100 µM)+ TP (75 µg/ml) 778.028 ± 22.052 737.800 ± 47.682 

LY (100 µM)+ DC (75 µg/ml) 840.933 ± 42.332 750.028 ± 55.205 

LY (100 µM)+ PL (100 µg/ml) 910.468 ± 27.447 881.628 ± 78.111 

LY (100 µM)+ MP (200 µg/ml) 898.055 ± 11.925 879.105 ±62.241 

* ผลแสดงเปนคา mean ± S.E. จาก 3 – 4 independent experiments 
หมายเหตุ  (1)  LY = Lucifer yellow; MP = พลองใบรี; PL=ลําปาง; TP=โพทะเล; DC=เขลง 

  (2) ความเขมขน หนวยเปนไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

 

ภาพท่ี 1 คาการตานการนําไฟฟา (TEER) ของชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 กอนและหลังการ
ไดรับสารตัวอยาง 
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2.1.2 ผลของสารตัวอยางตอการแพรของ LY  

การทดลองนี้ไดวัดความสามารถในการ transport ของ Lucifer yellow (LY) หลังสิ้นสุดการ
ทดลองท่ีมีและไมมีสารตัวอยาง ผลการศึกษาพบวารอยละของ LY transport มีคาเฉลี่ยนอยกวา 0.06 ดัง
แสดงผลในตารางท่ี 3 และภาพท่ี 2 ซ่ึงในทุกการทดลองมีคารอยละของ LY transport นอยกวา 1 ดังนั้นจึง
สามารถสรุปไดวาสารตัวอยางไมมีผลตอการเปดโครงสรางไททจังกชั่นทําใหไมรบกวน monolayer 
integrity ของชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2  

ตารางท่ี 3 การแพรของ LY ผานชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 กอนและหลังการไดรับสารตัวอยาง  

สารตัวอยาง (ความเขมขน) % LY transport* 

LY (100 µM) 0.052 ± 0.002 

LY (100 µM)+ TP (75 µg/ml) 0.053 ± 0.006 

LY (100 µM)+ DC (75 µg/ml) 0.050 ± 0.003 

LY (100 µM)+ PL (100 µg/ml) 0.056 ± 0.003 

LY (100 µM)+ MP (200 µg/ml) 0.057 ± 0.003 

*ผลแสดงเปนคา mean ± S.E. จาก 3 – 4 independent experiments 
หมายเหตุ  (1)  LY = Lucifer yellow; MP = พลองใบรี; PL=ลําปาง; TP=โพทะเล; DC=เขลง 

  (2) ความเขมขน หนวยเปนไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

 

ภาพท่ี 2 การแพรผานของ Lucifer yellow (LY transport) ผานชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 
หลังไดรับสารตัวอยาง (n=3 – 4 independent experiments) 
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2.2 ผลของสารตัวอยางตอการแพรผานยาทางชองวางระหวางเซลล (paracellular transport 
pathway) ในชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2  

การศึกษานี้ไดทดสอบผลของสารตัวอยางท้ัง 4 ชนิด (TP DC PL และ MP) ตอการแพรผานยาทาง
ชองวางระหวางเซลล (paracellular transport pathway) โดยใช lucifer yellow (LY) เปน marker ใน
การศึกษา ผลการศึกษาพบวาคาสัมประสิทธิ์ของการแพรผาน (apparent permeability coefficients 
(Papp)) ของ LY มีคา 0.108 ± 0.012 (ดังแสดงในตารางท่ี 4) ซ่ึงแสดงวาสารนี้เปน low permeability 
compound ท่ีจะอาศัย paracellular transport pathway เปนชองทางหลักในการเขาสูเซลล (Hellinger 
et al., 2012)  

ในสภาวะท่ีใสสารทดสอบท้ัง 4 สาร ไดแก TP DC PL และ MP รวมกับ lucifer yellow  พบวา  
Papp ของ lucifer yellow  มีคาลดลงแตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ
คาท่ีไดจากในสภาวะท่ีไมมีสารทดสอบรวมดวย (ดังแสดงในตารางท่ี 4) ดังนั้นจากการศึกษานี้จึงอาจสรุปได
วาสารทดสอบท้ัง 4 ชนิดไมมีผลเปลี่ยนแปลงการแพรผานของ LY ผานทางชองวางระหวางเซลล 
(paracellular transport pathway)  ในชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2  

ตารางท่ี 4 คาสัมประสิทธิ์ของการแพรผานของ LY (Papp) ผานชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2  

สารตัวอยาง (ความเขมขน) Papp (AP→ BL) of LY (10-6 cms-1)* 
LY (100 µM) 0.108 ± 0.012 
LY (100 µM)+ TP (75 µg/ml) 0.074 ± 0.023 
LY (100 µM)+ DC (75 µg/ml) 0.066 ± 0.021 
LY (100 µM)+ PL (100 µg/ml) 0.078 ± 0.011 
LY (100 µM)+ MP (200 µg/ml) 0.079 ± 0.016 

*the apparent permeability coefficients across the Caco-2 monolayer from the apical-to-basal 

direction. Each value represents the mean ± S.E. of 3 – 4 independent experiments.       
หมายเหตุ  (1)  LY = Lucifer yellow; MP = พลองใบรี; PL=ลําปาง; TP=โพทะเล; DC=เขลง 

  (2) ความเขมขน หนวยเปนไมโครกรัม/มิลลิลิตร                                    

2.3 ทดสอบคุณสมบัติการเรืองแสง (fluorescence) ของสารตัวอยาง 

เนื่องจากสารทดสอบท้ัง 4 สารไดแก TP DC PL และ MP เปนสารผสมซ่ึงอาจมีสารประกอบท่ีมี
คุณสมบัติเรืองแสง (fluorescence) ในความยาวคลื่นชวงเดียวกันกับ LY ได ทําใหผลท่ีไดจากการศึกษา
แปรปรวนลักษณะ false positive หรือรบกวนการตรวจวัดหาปริมาณของสาร LY ท่ีใชเปน marker ในการ
ทดลองได ดังนั้นจึงไดทําการตรวจสอบคุณสมบัติการเรืองแสง fluorescence ของสารตัวอยางท่ีอาจ
รบกวนการตรวจวัดหาปริมาณสาร LY ดวยเครื่อง fluorescence microplate reader ท่ีความยาวคลืน่
(Ex/Em)  485/535 nm 
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ผลการศึกษาพบวาสารทดสอบท้ัง 4 สารไดแก TP DC PL และ MP มีคา relative fluorescence 
unit (RFU) เม่ือเทียบกับ LY เทากับ 0.59%, 0.49%, 2.86%, และ 0.33% ตามลําดับ (ตารางท่ี 5) ซ่ึงคาท่ี
ไดนี้มีคานอยมากเม่ือเทียบกับคา RFU ของ LY นอกจากนี้ยังพบวาในสภาวะท่ีมี LY รวมกันกับสารทดสอบ
ท้ัง 4 ชนิด ก็มีคา RFU ไมแตกตางจากในสภาวะท่ีไมมีสารทดสอบ (ดังแสดงในตารางท่ี 4) ดังนั้นจากผล
ท้ังหมดจึงสามารถสรุปไดวาสารท้ัง 4 ชนิดไมมีผลรบกวนการตรวจวัดหาปริมาณของสาร LY ท่ีใชเปน 
marker ในการทดลอง 

ตารางท่ี 5  คุณสมบัติการเรืองแสง fluorescence ของสารตัวอยาง 

สารตัวอยาง Relative fluorescence unit (RFU) 
Mean ± S.E.a % of control 

LY (100 µM) 290608.00 ± 16258.00 100.00 
LY (100 µM)+ TP (75 µg/ml) 284266.00 ± 7981.61 97.82 
LY (100 µM)+ DC (75 µg/ml) 281204.50 ± 4640.46 96.76 
LY (100 µM)+ PL (100 µg/ml) 291652.75 ± 4908.92 97.14 
LY (100 µM)+ MP (200 µg/ml) 282284.00 ± 5179.81 100.36 
TP (75 µg/ml) 1712.00 ± 77.00 0.59 
DC (75 µg/ml) 1421.50 ± 695.50 0.49 
PL (100 µg/ml) 964.00 ± 664.00 2.86 
MP (200 µg/ml) 8314.00 ± 179.00 0.33 

a Each value represents the mean ± S.E. of 2 – 4 independent experiments. 
หมายเหตุ  (1)  LY = Lucifer yellow; MP = พลองใบรี; PL=ลําปาง; TP=โพทะเล; DC=เขลง 

  (2) ความเขมขน หนวยเปนไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

สรุปและวิจารณผล 

ปญหาอันตรกิริยาระหวางยาเกิดข้ึนไดจากการใชยาหรือพืชสมุนไพรหลายชนิดรวมกัน โดยท่ียา
หรือสมุนไพรตัวใดตัวหนึ่งมีผลทําใหการออกฤทธิ์หรือความเปนพิษของยาอีกตัวเปลี่ยนแปลงไป การเกิด
อันตรกิริยาระหวางยาสวนหนึ่งเกิดจากการรบกวนการแพรผานของสารผานทางชองวางระหวางเซลลของ
ชั้นเยื่อบุ ซ่ึงอาจเกิดไดจากสารมีผลตอโครงสรางไททจังกชั่นทําใหเกิดการแพรผานของสาร hydrophilic ได
มากข้ึน ซ่ึงในการศึกษานี้ไดมุงเนนการศึกษาผลของสารสกัดพืช 4 ชนิดไดแก พลองใบรี ลําปาง เขลง และ 
โพทะเลตอสภาพความสมบูรณและการทํางาน (monolayer integrity) ของชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-
2 และผลในการรบกวนการแพรผานของสาร hydrophilic เชน Lucifer yellow ท้ังนี้พืชท้ัง 4 ชนิดถูก

คัดเลือกมาเพ่ือศึกษาเนื่องจากไดมีขอมูลเบื้องเก่ียวกับคุณสมบัติของพืชเหลานี้ในการยับยั้งเอนไซม α-
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glucosidase ทําใหอาจมีประโยชนในการพัฒนาตอเพ่ือควบคุมระดับน้ําตาลในเลือดของผูปวยเบาหวาน
ตอไป 

การศึกษาไดเลือกใชแบบจําลองเซลลเพาะเลี้ยง Caco2  อายุ 21 วัน ซ่ึงเปนแบบจําลองมาตรฐาน
ท่ีไดรับความนิยมในการทดสอบการดูดซึมยาท่ีลําไสเล็ก (Artursson et al., 2001; Wahlang et al., 
2009)  เนื่องจากเซลลชนิดดังกลาวเปน epithelial human colon adenocarcinoma cell line ซ่ึงเม่ือ
เพาะเลี้ยงในสภาวะท่ีเหมาะสมจะเปลี่ยนแปลงเปน enterocyte และมีการแสดงออกของตัวขนสงยาชนิด
ตางๆ รวมถึง P-glycoprotein อีกดวย ซ่ึงจากแบบจําลองเซลลเพาะเลี้ยง Caco2 ในการศึกษานี้มีความ
เหมาะสมมีความสมบูรณและการทํางาน (monolayer integrity)  สําหรับการใชเปนแบบจําลองเยื่อเลือก
ผานท่ีมีโครงสรางไททจังกชั่นท่ีจํากัดการแพรผานทางชองวางระหวางเซลล (paracellular transport 
pathway) และ P-glycoprotein ท่ีจํากัดการแพรผานเซลลของสาร (transcellular transport pathway) 

ผลการศึกษาสารสกัดพืช 4 ชนิดพบวาไมมีผลตอสภาพความสมบูรณและการทําหนาท่ีเปนเยื่อเลือก
ผานของชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 โดยคาตานการนําไฟฟา (TEER) ของชั้นเยื่อบุไมเปลี่ยนแปลง
หลังจากท่ีไดรับสารตัวอยาง นอกจากนี้สารตัวอยางท้ัง 4 ชนิดไมมีผลตอ Lucifer yellow ท่ีเปนสาร
มาตรฐานบงชี้การแพรผานทางชองวาระหวางเซลล (paracellular transport) (Bansal et al., 2007; 
Wahlang et al., 2011; Johannessen et al., 2013) ท้ังนี้ชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 ท่ีมีคุณสมบัติ
เปน restrictive barrier ท่ีดี ไมมีรูรั่วระหวางเซลล มีโครงสรางไททจังกชั่นท่ีสมบูรณ จะมีคา TEER 
มากกวา  300 Ω cm2 และการแพรผานของ lucifer yellow นอยกวารอยละ 1 ตอชั่วโมง (Bansal et 
al., 2007; Hunter et al. 1993; Troutman and Thakker, 2003) นอกจากนี้เม่ือใหสารสกัดพืช 4 ชนิด
รวมกับ lucifer yellow ท่ีมีคาสัมประสิทธิ์ของการแพรผาน (Papp) ต่ํา จัดอยูในกลุม low permeability 
compound ก็ไมพบวาสารสกัดท้ัง 4 ชนิดจะสามารถเพ่ิมการผานชั้นเยื่อบุเซลลเพาะเลี้ยงของ Lucifer 
yellow ไดแตอยางใด 

แมวาสารสกัดพืชมีสารสําคัญหลายชนิดและไมอาจคํานวณหรือทราบถึงความเขมขนของสารออก
ฤทธิ์ไดอยางแนนอน อยางไรก็ตามผลการศึกษานี้ไดชี้ใหเห็นวาพืช 4 ชนิดไดแก พลองใบรี ลําปาง เขลง 
และ โพทะเล ไมมีผลตอการดูดซึมยาผานทางชองวางระหวางเซลล  
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