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บทคัดย่อ 

 

การผลิตไนตริกออกไซด์ (NO) ที่เกิดจากเอนไซม์ inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ
พรอสตาแกลนดิน E2  (PGE2) ที่เกิดจากเอนไซม์ cyclooxygenase-2 (COX-2) ที่มากเกินไปโดยแมคโครฟาจ
มีส่วนเกี่ยวข้องในการเกิดพยาธิสภาพของกับโรคที่เกิดจากการอักเสบหลายชนิด ดังนั้นการยับยั้งการผลิตสาร
สื่อกลางการอักเสบเหล่านี้เป็นวิธีการหนึ่งในการรักษาโรคการอักเสบต่างๆ สาร tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-
yl)methane (JJST5) เป็นอนุพันธ์ไตรเอริลมีเทนแบบสมมาตรที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นมาใหม่ มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ ในการศึกษานี้ท าการตรวจสอบกลไกระดับโมเลกุลในการออกฤทธิ์การต้าน
การอักเสบของ JJST5 ในเซลล์แมคโคร-ฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยไลโพพอลิแซกคาร์ไรด์ (LPS) 
สาร JJST5 ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูก
เหนี่ยวน าด้วย LPS ในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ JJST5 สามารถลดการแสดงออก
ของ iNOS ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น แต่ไม่สามารถยับยั้งการแสดงออก
ของเอนไซม์ COX-2 อีกทั้ง JJST-5 ไม่มีผลต่อการแสดงออกของเอนไซม์ COX-1 นอกจากนี้ JJST5 ไม่
สามารถลดการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ nuclear factor-κB p65 (NF-κB) ในขณะที่ JJST5 ยับยั้งการ
ฟอสโฟรีเลชั่นของ c-Jun N-terminal kinases (JNKs) แต่ไม่มีผลต่อ extracellular-signal-regulated 
kinases (ERKs) และ p38 kinases จากผลการทดลองที่ได้ทั้งหมดแสดงให้เห็นว่า JJST5 ลดการตอบสนอง
การอักเสบที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ผ่านการยับยั้งการกระตุ้น JNK ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของ
สารสังเคราะห์ JJST5 ในการเป็นสารน าในการพัฒนายาต้านการอักเสบชนิดใหม่ได้ 
 
 
ค ำส ำคัญ : ไตรเอริลมีเทนแบบสมมาตร, ไนตริกออกไซด์, พรอสตาแกลนดิน E2, iNOS, COX-2, ฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ  
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ABSTRACT 

 

 Overproduction of inducible nitric oxide synthase (iNOS)-catalyzednitric oxide (NO) 

and cyclooxygenase-2 (COX-2)-catalyzed prostaglandin E2 (PGE2) by macrophages is involved 

in pathogenesis of various inflammation-related conditions. Thus, inhibition of such pro-

inflammatory mediator productions could be a therapeutic approach for treatment of 

inflammatory diseases. The newly synthesized tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-yl)methane (JJST5), a 

symmetrical triarylmethanes derivative has been shown potent inhibitory effect on NO 

production. This study, the molecular mechanism underlying anti-inflammatory effect of 

JJST5 was investigated in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 macrophages. JJST5 

significantly inhibited the production of NO and PGE2 in LPS-stimulated macrophages in a 

dose-dependent manner. The compound alsodose-dependently suppressed the expression 

of inducible nitric oxide synthase (iNOS) at mRNA and protein levels but did not inhibit 

significantly cyclooxygenase-2 (COX-2) expression. The expression of COX-1 mRNA was not 

affected by JJST5. Furthermore, JJST5 had no effect on the nuclear translocation of nuclear 

factor-κB p65 (NF-κB) whereas it inhibited the phosphorylation of c-Jun N-terminal kinases 

(JNKs) but not extracellular-signal-regulated kinases (ERKs) and p38 kinases. Taken together, 

these data indicate that JJST5 suppresses LPS-stimulated inflammatory responses via 

blockade of JNK activation. The obtained results present the potential utilization of a 

synthetic compound, JJST5 as a lead compound for the development of novel anti-

inflammatory drugs. 

 

Keywords: Symmetrical triarylmethanes, Nitric oxide, ProstaglandinE2, iNOS, COX-2, Anti-
inflammatory effect 
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กิตติกรรมประกำศ 

 

การศึกษาครั้งนี้ส าเร็จลงได้ด้วยความช่วยเหลือด้านต่างๆ คณะผู้วิจัยขอขอบคุณภาควิชาชีวเคมี 

ภาควิชาเคมี และโครงการบัณฑิตศึกษา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ส าหรับความอนุเคราะห์

เครื่องมือและอุปกรณ์ในการท าวิจัย ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยบูรพาส าหรับเงินทุนอุดหนุนการวิจัยใน

โครงการวิจัยนี้ สุดท้ายขอขอบคุณ นางสาวเพชรรัตน์ ไสว นางสาวกาญจนา ดวงเกตุ และนางสาวสรินพร อุดม

พงษ์ ส าหรับความช่วยเหลือทางเทคนิค 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย  

สารในกลุ่ม  triarylmethane (TRAMs) เป็นสารกลุ่มหนึ่งที่พบได้ในผลิตภัณฑ์ธรรมชาติและสาร

สั ง เคราะห์ที่ มี ฤทธิ์ ทา งชี วภาพ  สามารถใช้ เป็นยารั กษาโ รคได้   เช่ น  4,4-dihydroxy-3,4-

methylenedioxytriphenylmethane มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสชนิด herpes simplex virus type 1 (Anti-

HSV-1) (Mibu et al., 2005), 4,4-dihydroxytriphenylmethane ยับยั้งเชื้อ KSC Kinesin (Podder et 

al, 2007) 1,1-((4-chlorophenyl)methylene)dinaphthalen)-2-ol มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-

inflammatory) และยับยั้งเชื้อรา (antifungal) (Lewis et al., 1952) ดังแสดงในรูปที่ 1-1  เมื่อเร็วๆนี้ยัง

พบว่าอนุพันธ์ของ triarylmethane บางชนิดมีฤทธิ์เป็น antitubercular (anti-TB) (Parai et al., 2008)  

นอกจากนี้ในทางอุตสาหกรรมสามารถน าอนุพันธ์ของสาร triarylmethane มาใช้เป็นสีย้อม (dyes) เป็นหมู่

ป้องกันการเกิดปฏิกิริยา (protective group) และใช้เป็น photochromic agent (Esquivias et al., 2006)  

ได้อีกด้วย    

 

HO OH

anti-HSV-1 activity
cytotoxicity

O

O

4,4'-Dihydroxy-3'',4''-methylene-
dioxytriphenylmethane

HO OH

4,4'-Dihydroxytriphenylmethane

KSP Kinesin inhibitor

Cl

OH OH

Anti-inflammatory
Antifungal

1,1'-((4-chlorophenyl)methylene)
dinaphthalen-2-ol

 
 

รูปที่ 1-1 ตัวอย่างของสารอนุพันธ์ของ triarylmethane ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 

สารประกอบ symmetrical triarylmethane หรือ สารประกอบไตรเอริลมีเทนแบบสมมาตร เป็น

สารประกอบ triarylmethane ชนิดหนึ่งที่คาร์บอนอะตอมสร้างพันธะกับหมู่ aryl ที่เหมือนกันทั้งสามหมู่ 

ส่วนใหญ่เป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญในทางอุตสาหกรรมการผลิตสีย้อม (dyes) เป็นสาร photochromic agent 

เป็นหมู่ป้องกันการเกิดปฏิกิริยา (protective group) ในปฏิกิริยาของสารประกอบนิวคลีโอไซด์ โอลิโกนิวคลี
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โอไซด์ เปปไทน์และคาร์โบไฮเดรต ใช้เป็นโครงสร้างพ้ืนฐานส าหรับการสร้างระบบโครงตาข่ายแบบสามมิติ 

(three-dimensionalnetwork system) และใช้เป็นสารเทียบมาตรฐานในการวิเคระห์ด้วย mass 

spectrometry (Nair et al., 2006)  ดังแสดงในรูปที่ 1-2  

 

NR2

NR2

R = Me, Crystal Violet
R = H, Pararosanilin

R2NNR2

NR2

R2N

triphenylmethane

O
O

O

trifurylmethane

S
S

S

trithienylmethane

HN

H
N

NH

triindoylmethane

synthon for the construction of complex three-dimensional network systmes  
 

รูปที่ 1-2 ตัวอย่างของสารอนุพันธ์ของ symmetrical triarylmethane ที่ส าคัญ 

 

นอกจากนี้ยังสามารถน าอนุพันธ์ของ symmetrical triarylmethane เป็น ligand ชนิด tripodal 

triaryloxide (Akagi et al., 2005) ดังแสดงในรูปที่ 1-3 

 

tBu

O
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O
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tBu
O

M

tBu

tBu

tripodal triaryloxide ligand  
 

รูปที่ 1-3 tripodal triaryloxide ligand 
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การสังเคราะห์สารในกลุ่ม triarylmethane ที่เคยมีรายงานมาก่อนหน้านี้มีหลายวิธีแต่ส่วนใหญ่

จะต้องจะได้ผลิตภัณฑ์เป็น triarylmethane ที่มีหมู่ aryl เหมือนกัน 2 หมู่ ขณะที่วิธีการสังเคราะห์ 

symmetrical triarylmethane หรือ triarylmethane ที่มีหมู่แทนที่ซ้ ากันสามหมู่ยังมีอยู่น้อยและส่วนใหญ่

จะใช้รีเอเจนต์ที่มีราคาแพง ใช้เบสที่ไวต่อความชื้น หรือต้องท าภายใต้สภาวะที่รุนแรง (Nair et al., 2006) 

ดังนั้นการศึกษาหาปฏิกิริยาการเตรียม symmetrical triarylmethane วิธีใหม่ๆ และใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาที่ท า

ให้เกิดผลิตภัณฑ์ symmetrical triarylmethane ที่มีประสิทธิภาพสูง ราคาถูก ไม่มีหรือมีความเป็นพิษต่อ

สิ่งแวดล้อมน้อย และใช้สภาวะในการทดลองท่ีไม่รุนแรงยังเป็นหัวข้อของงานวิจัยที่น่าสนใจเป็นอย่างมาก 

ไอโอดีน (I2) เป็นรีเอเจนท์ที่มีการค้นพบมาอย่างยาวนาน (>100 ปี) อย่างไรก็ตามการน าไอโอดีนมา

ใช้ประโยชน์ด้านการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้มีการศึกษาเมื่อประมาณสิบกว่าปีที่ผ่านมา  ในปัจจุบันนักวิจัยด้าน

เคมีอินทรีย์สังเคราะห์พบว่าสามารถน าไอโอดีนมาใช้ท าปฏิกิริยาได้หลายชนิด เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชันของอัล

กอฮอล์ เอมีน ซัลไฟด์และสารอะโรมาติก เป็นตัวเร่งส าหรับปฏิกิริยา protection และ deprotection ของ

หมู่ฟังก์ชันต่างๆ ปฏิกิริยาการปิดวงแหวน (iodocyclization) ปฏิกิริยาการสร้างพันธะระหว่างอะตอม

คาร์บอนกับคาร์บอน และปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารประกอบเฮทเทอโรอะโรมาติก เป็นต้น นอกจากไอโอดีน

สามารถใช้สังเคราะห์สารชนิดต่างๆได้อย่างมีประสิทธิภาพ สิ่งที่น่าสนใจของไอโอดีน ก็คือ เป็นสารที่มีราคาถูก 

มีความเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมน้อย ใช้วิธีการที่ง่ายไม่ซับซ้อน และสามารถใช้สังเคราะห์สารในปริมาณมากๆได้

ซึ่งมีประโยชน์ในการน าไปใช้เป็นวิธีการสังเคราะห์ในระดับอุตสาหกรรม  (Togo, H. & Iida, S., 2006, Jereb 

et.al, 2011)      

สารเคมีที่ใช้เป็นยารักษาโรคในปัจจุบันส่วนใหญ่เป็นสารที่สกัดแยกได้มาจากธรรมชาติทั้งจากพืชและ

สัตว์ อย่างไรก็ตามกระบวนการแยกสารจากธรรมชาติมาใช้ประโยชน์นั้นมีข้อจ ากัดในเรื่องปริมาณที่ได้รับไม่

เพียงพอกับความต้องการ ดังนั้นการสังเคราะห์สารขึ้นมาใช้เป็นยาจึงก้าวมามีบทบาทอย่างมากเนื่องจาก

สามารถสังเคราะห์สารได้ในปริมาณมากๆ อีกทั้งยังสามารถปรับปรุงโครงสร้างของสารเพ่ือให้ได้สารที่มีฤทธิ์

ทางยาท่ีเพ่ิมสูงขึ้น มีความจ าเพาะเจาะจงมากข้ึนและมีผลข้างเคียงลดน้อยลง 

การอักเสบ (inflammation) เป็นปฏิกิริยาอันซับซ้อนที่เนื้อเยื่อต่างๆ ตอบสนองต่อเชื้อจุลชีพ และสิ่ง

ที่เป็นอันตรายต่อร่างกาย ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีในร่างกาย ท าให้เกิดการหลั่งของสารสื่อกลาง

ในการอักเสบ (inflammatory mediators) ชนิดต่างๆ รวมทั้ง ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) และโพรสตา

แกลดิน E2 (Prostaglandins E2) ออกจากเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์แมคโครฟาจ ทั้งไนตริกออกไซด์  และ

โพรสตาแกลดิน E2 มีฤทธิ์ส่งเสริมการอักเสบ ในปัจจุบันมีรายงานว่าการอักเสบเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดโรค

ต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคไขข้อเสื่อม โรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว ภาวะช็อคจากการติดเชื้ออย่างรุนแรง 

(Septic shock) การปฏิเสธของเนื้อเยื่อในการปลูกถ่ายอวัยวะ  โรคสมองเสื่อม เช่น โรคอัลไซเมอร์ 
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(Alzheimer’s disease) โรคพาร์กินสัน (Parkinson’s disease) โรคเบาหวาน โรคกระเพาะและล าไส้อักเสบ  

เป็นต้น ดังนั้นงานวิจัยด้านการสังเคราะห์สารเพื่อหาตัวยาใหม่ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบจึงเป็นหัวข้องานวิจัยที่

น่าสนใจ 

อนุพันธ์ triarylmethanes (TRAMs) มีโครงสร้างเป็นวงเฮเทอโรอะโร-มาติกที่มีอะตอมของไนโตรเจน

เป็นองค์ประกอบอยู่ภายในวง ซ่ึงมีรายงานหลายฉบับที่แสดงถึงฤทธิ์ทางชีวภาพ รวมทั้งฤทธิ์ในการต้านการ

อักเสบของอนุพันธ์ triarylmethane และสารที่มีโครงสร้างเป็นวงเฮเทอโรอะโรมาติกท่ีมีอะตอมของ

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ภายในวง เช่น 1,5-diaryl-2-ethyl pyrrole derivatives  (Biava et al., 

2009), 3-(4-hydroxyphenyl)-4-(4-thiomethoxyphenyl)-1H-pyrrole-2,5-dione (HMP) (Shin et al., 

2012), 1,5-diarylpyrrole Nitrooxyalkyl (Anzini et al., 2013), 1,1’-(((4-chlorophenyl)-

methylene)dinaphthalen)-2-ol (Lewis and Goland, 1952), 4,4′-dihydroxy-3′′,4′′-

methylenedioxytriphenylmethane (Mibu et al., 2003), 4,4′-dihydroxytriphenyl methane (Roy 

et al., 2007) และ triarylmethane ที่มี thiophene เป็นองค์ประกอบ (Parai et al., 2008) เป็นต้น

งานวิจัยนี้ท าการพัฒนาการสังเคราะห์สารอนุพันธ์ชนิดต่าง ๆ ของ   symmetrical triarylmethane เพ่ือ

ต้องการหายาหรือสารที่สามารถรักษาโรคที่เก่ียวข้องกับการอักเสบและต้องการพัฒนาการสังเคราะห์สารให้มี

ประสิทธิภาพที่ดียิ่งขึ้น จึงไดท้ าการสังเคราะห์สารประกอบ symmetrical triarylmethane หรือ

สารประกอบไตรเอริลมีเทนแบบสมมาตรซึ่งเป็นสารประกอบ triarylmethanes ชนิดหนึ่งที่คาร์บอนอะตอม

สร้างพันธะกับหมู่ aryl ที่เหมือนกันทั้งสามหมู่ขึ้นเป็นจ านวนเก้าชนิดมาทดสอบฤทธิ์ในการต้านการอักเสบแล้ว

พบว่าสาร tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-yl)methane (JJST5) ซึ่งโครงสร้างเป็นวงเฮเทอโรอะโรมาติกท่ีมี

อะตอมของไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ภายในวงนั้นสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโคร

ฟาจ RAW 264.7 ได้มีประสิทธิภาพสูงสุด และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ (จเร จรัสจรูญพงศ์ และคณะ, 2556) 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกสาร tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-yl)methane (JJST5) มาท าการทดสอบฤทธิ์ในการต้าน

การอักเสบในระดับโมเลกุลต่อไป เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานเพ่ือรองรับการใช้ประโยชน์จากสารสังเคราะห์อนุพันธ์ 

triarylmethanes (tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-yl)methane) และเป็นข้อมูลในการพัฒนาสารสังเคราะห์ชนิด

ใหม่ที่มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบที่ดีกว่าเดิม 
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1.2 วัตถุประสงค์ของกำรทดลอง 

1. เพ่ือสังเคราะห์อนุพันธ์ของสาร symmetrical triarylmethane ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการ

ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบ  

2. เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสาร symmetrical triarylmethane ที่มี

ประสิทธิภาพสูงที่สุดในการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

 

1.3 ขอบเขตของกำรทดลอง 

 ท าการสังเคราะห์สารอนุพันธ์ triarylmethanes (tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-yl)methane, JJST5)  

ซึ่งเป็นสารอนุพันธ์ของ symmetrical triarylmethane ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการต้านอักเสบในการ

โครงการวิจัยในปีที่ 1 จากนั้นน าสารสังเคราะห์อนุพันธ์ JJST5 มาทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโคร

ฟาจ RAW 246.7 ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ทดสอบฤทธิ์ใน

การยับยั้งการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ในระดับโปรตีนและ mRNAรวมทั้งทดสอบการยับยั้งการ

เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ transcription factor NF-κB p65 ในเซลล์แมคโคร-ฟาจ RAW 246.7 และการ

ยับยั้งการฟอสโฟรีเลชันของ mitogen-activated protein kinase (MAPKs) 

 

1.4 ผลงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง (literature review) และเอกสำรอ้ำงอิง 

1.4.1 การสังเคราะห์สาร symmetrical triarylmethane  

จากการค้นหาข้อมูล พบว่า การสัง เคราะห์อนุพันธ์ของสารประกอบ symmetrical 

triarylmethanes เป็นงานที่นักวิทยาศาสตร์ให้ความส าคัญและมีรายงานอย่างต่อเนื่องในวารสารนานาชาติ  

เนื่องจากพบว่าสารประกอบเหล่านี้เป็นส่วนประกอบของยาและสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย   อีกทั้ง

สารประกอบเหล่านี้ยังเป็นสารที่ใช้ในอุตสาหกรรมสี การสังเคราะห์ symmetrical triarylmethanes ส่วน

ใหญ่สังเคราะห์จากปฏิกิริยาระหว่าง electrophilic reagents เช่น triethyl orthoformate หรือ 

คลอโรฟอร์ม กับ arenes nucleophile (Nair et al., 2006) อย่างไรก็ตามปฏิกิริยาส่วนใหญ่ท าภายใต้สภาวะ

กรดที่รุนแรง ต้องใช้กรดเป็นปริมาณมาก และยังมีข้อจ ากัดในการเตรียม symmetrical triarylmethane บาง

ชนิด ตัวอย่างการสังเคราะห์ที่เคยมีรายงานไว้มีดังนี้ 

1) การสังเคราะห์ symmetrical triarylmethanes ด้วยปฏิกิริยาระหว่าง aromatic aldehyde 

กับ arenes  
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จากการรวบรวมงานวิจัยของ Nair และคณะ (Nair et al., 2006) พบว่า ในปี 1900 Gombergได้

รายงานการสังเคราะห์ triphenylmethane จากปฏิกิริยาระหว่าง benzaldehyde กับ benzene ในสภาวะ

ที่มีกรดอะซิติกและกรดซัลฟุริก เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (รูปที่ 4) 

 

CHO

+

MeCO2H
H2SO4

triphenylmethane 
รูปที่ 4 

 

 ในปี 2005 Cannella และคณะ (Cannella et al. 2005) ได้รายงานการสังเคราะห์ symmetrical 

triarylmethane จากปฏิกิริยาการเติม alkyl radical ที่สารละลายผสมระหว่าง aldehyde กับ aniline 

อย่างไรก็ตามวิธีนี้จะได้ผลิตภัณฑ์ต่ า (รูปที่ 5) 

 

CHO

+
1) PhN2

+, Tk(III)

NHPh

45%

NH2

2) H+, H2O

18%

+

 
รูปที่ 5 

 

 ในปีเดียวกัน Rudzevich และคณะ (Rudzevich et al., 2005) ได้สังเคราะห์ tri-(2-alkoxy-5-

ureido-phenyl)methanes จากปฏิกิริยา condensation ระหว่าง 2-hydroxy-5-nitrobenzalde-hyde 

กับ p-nitrophenol 2 equivalent โดยมีกรดซัลฟุริกเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (รูปที่ 6) 

 

OH

+

OH

155 oC

89%

CHO

NO2 NO2

2

H2SO4

O2N

OH

NO2

HO

OH

NO2

 
รูปที่ 6 
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 ในปี 2005, Nair และคณะ (Nair et al., 2006a) ได้ใช้ gold(III) chloride เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการ

สังเคราะห์ symmetrical และ unsymmetrical triheteroaylmethanes โดยเมื่อใช้ 2-methylfuran ท า

ปฏิกิริยากับ 5-methyl-2-furylcarbaldehyde พบว่าจะได้ tri(5-methylfur-2-yl)methane ในเปอร์เซ็นต์

สูงถึง 90% (รูปที่ 7)  

 

O
O

O

OOHC+
O

AuCl3 (1 mol%)

CH3CN, argon
rt, 12 h

93%  
รูปที่ 7 

 

 นอกจากนี้ ในรายงานวิจัยของ Nair และคณะ (Nair et al., 2006b) ยังได้เตรียม tris-2-

trienylmethane และ tris-2-furylmethane โดยวิธีการของ Nakayama โดยการน า thiophene หรือ 

furan มาท าปฏิกิริยากับ thienyl-2-carbaldehyde หรือ furyl-2-carbaldehyde ในตัวท าละลายเบนซีน

และมี phosphorus pentaoxide เป็นตัวเร่งปฏิกริิยา (รูปที่ 8 และ 9) 

 

S
S

S

SOHC+
S Benzene

P2O5

 
รูปที่ 8 

 

O
O

O

OOHC+
O Benzene

P2O5

 
รูปที่ 9 

 

  ในปี 2002, Chakrabarty และคณะ (Chakrabarty et al., 2002) ได้พัฒนาวิธีการสังเคราะห์ 

symmetrical triindolylmethanes จากปฏิกิริยาระหว่าง indole กับอนุพันธ์ indol-3-carbaldehyde โดย

มี clay เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (รูปที่ 10) 
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HN

H
N

NH

N
H

OHC+
N
H

rt, 15 min

M, clay 10 clay

 

รูปที่ 10 

 

2) การสังเคราะห์ symmetrical triarylmethanes ด้วยปฏิกิริยาระหว่าง aromatic or 

heteroaromatic aldehyde กับ ethylene glycol 

ในปี 2000 Stroganova และคณะ (Stroganove et al., 2000) ได้รายงานการสังเคราะห์ 

symmetrical trifurylmethane จากปฏิกิริยาระหว่างอนุพันธ์ของ furyl 2-carbaldehyde กับ ethylene 

glycol ภายใต้สภาวะกรดแก่ (TsOH) ขณะที่ถ้าท าปฏิกิริยาภายใต้กรดอ่อน เช่น ion-exchange resin จะได้ 

dioxolane เป็นผลิตภัณฑ์หลัก ดังรูปที่ 11 

 

O
O

O

O CHO
+

HO

HO H+

O
O

O
+

 
รูปที่ 11 

 

 นอกจากนี้ Stroganova และคณะ ยังได้ใช้วิธีการเดียวกันนี้ ในการเตรียม symmetrical triarayl 

methane และ tripyrrolylmethane (รูปที่ 12 และ 13) 

 

 

O
O

O

O CHO
+

HO

HO H+

R2

R1

R2

R1

R2

R1

R2

R1

R1 = H, R2 = Me 86%

R1 = H, R2 = Br 93%

R1 = NO2, R2 = H 90%

 
รูปที่ 12 
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H
N

NH

HN

N
H

CHOEtO2C
+

HO

HO H+

EtO2C

CO2Et

EtO2C  
รูปที่ 13 

 

3)  การสังเคราะห์ symmetrical triarylmethanes ด้วยปฏิกิริยาระหว่าง arenes กับ 

chloroform 

จากการรวบรวมงานวิจัยของ Nair และคณะ (Nair et al., 2006) พบว่า Gomberg ได้น า benzene 

มาท าปฏิกิริยากับ chloroform โดยมี aluminium trichloride เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ได้ผลิตภัณฑ์เป็น 

triphenylmethane (รูปที่ 14) 

CCl3/AlCl3

 
รูปที่ 14 

 

 ในปี 1986 Ballaster และคณะ (Ballaster et al., 1986) ได้รายงานวิธีการสังเคราะห์ chlorinated 

aryl-, diaryl- และ triarylmethane อย่างมีประสิทธิภาพจากปฏิกิริยาระหว่าง chloroform และ 

chlorinated benzene โดยใช้ aluminium trichloride เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่อุณหภูมิระหว่าง 70-150 oC 

(รูปที่ 15) จากการทดลองพบว่าปริมาณของ chlorinated benzene ที่ใช้ในปฏิกิริยาเป็นตัวควบคุมชนิดของ

ผลิตภัณฑ์ 

 
Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

CCl3/AlCl3

Cl

Cl

70-150 oC
Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl Cl

Cl
Cl

Cl Cl

Cl

Cl
Cl

Cl

ClCl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl Cl Cl

ClCl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl+

 
รูปที่ 15 
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4) การสังเคราะห์ symmetrical triarylmethanes ด้วยปฏิกิริยาระหว่าง arenes กับ trialkyl 

orthoformate 

ในปี 2001 Reese และ Yan (Reese. & Yan, 2001) ได้ศึกษาปฏิกิริยาระหว่าง triehtyl 

orthoformate, trimethyl orghoacetate และ triethyl orthopropionate กับ pyrrole และ 

chloroacetic aicd จากผลการทดลองพบว่าเมื่อใช้ ethyl orthoformate (1 equiv) ท าปฏิกิริยากับ 

pyrrole (9 equiv) และ chloroacetic acid (9 equiv) ในตัวท าละลาย dichloromethane ที่ 0 oC เป็น

เวลา 30 นาที จะให้ tri-pyrrole-2-yl)methane เป็นผลิตภัณฑ์หลังจากตกผลึกด้วย ethanol/น้ า 34% (รูป

ที่ 16) 

 

H
N

NH

HN

N
H

+
EtO

chloroacetic acid

OEt

OEt

CH2Cl2
0 oC, 30 min

34%
(cryltalization from
aqueosu ethanol)  

รูปที่ 16 

 

 ในการทดลอง Reese และ Yan (Reese,. & Yan, 2001) ยังพบว่า เมื่อเปลี่ยนจาก triethyl 

orthoformate เป็น trimethyl orthobenzoate จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น meso-substituted dipyrrin เป็น 

น้ ามันสีน้ าตาล (brown oil) 51% ดังรูปที่ 17 

 

NH

N

N
H

+

dichloroacetic acid

CH2Cl2
0 oC, 30 min

51%
(brown oil)

O

O

O

trimethyl orthobenzoate

 
รูปที่ 17 

5) การสังเคราะห์ symmetrical triarylmethanes ด้วยปฏิกิริยาระหว่าง arenes กับ dialkyl 

carbonate และ strong base 

ในปี 1989 Avendano และคณะ (Nair et al., 2006) ได้สังเคราะห์สารประกอบ tris-[(1,3-

dimethyl)-2-indolyl]methane ด้วยปฏิกิริยาระหว่างอนุพันธ์ 2-lithio ของ 1,3-dimethylindole กับ 
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diethyl carbonate แต่วิธีการนี้ได้ผลิตภัณฑ์เพียง 23% เท่านั้น และต้องใช้สภาวะการทดลองที่แห้งและใช้

เบสที่รุนแรง (รูปที่ 18) 

 

N

N

N
N

BuLi, (EtO)2CO

CH3

CH3

CH3

H3C

H3C

H3C

H3C

CH3

23%  
รูปที่ 18 

 

1.4.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของ asymmetrical triarylmethanes 

ไนตริกออกไซด์ เป็นอนุมูลอิสระที่ถูกผลิตขึ้นจากเอนไซม์  nitric oxide synthase (NOS) มีทั้งหมด 

3 ไอโซฟอร์ม คือ neuronal nitric oxide synthase (nNOS) และ endothelial nitric oxide synthase 

(eNOS)  ซึ่งมีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive isoforms)  ผลิตไนตริกออกไซด์ในปริมาณต่ า และ 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) จะมีการแสดงออกของยีนเมื่อถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้าต่างๆ มีการ

ผลิตไนตริกออกไซด์ในปริมาณมาก ไนตริกออกไซด์มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ ในร่างกาย เช่น 

การสื่อสัญญาณประสาท (neurotransmission)  ควบคุมความดันโลหิตโดยท าให้หลอดเลือดขยายตัว 

(vascular relaxation) ป้องกันการเกาะตัวของเกล็ดเลือด  (platelet aggregation) และการจับตัวกันของ

เม็ดเลือดขาว (leukocyte adhesion)  รวมทั้งยังเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันแบบ innate immunity ในการ

ก าจัดจุลชีพที่บุกรุกโดยเซลล์แมคโครฟาจ ไนตริกออกไซด์ที่สร้างในเซลล์แมคโครฟาจนี้ ถูกผลิตโดยเอนไซม์ 

iNOS ซึ่งถูกกระตุ้นการแสดงออกของยีนเมื่อมีการสัมผัสกับ  cytokine endotoxin ของแบคทีเรีย หรือ 

lipopolysaccharide (LPS) จากแบคทีเรีย โดยไนตริกออกไซด์ท าหน้าที่เป็นสารสื่อกลางของการอักเสบที่

ส าคัญที่ถูกผลิตขึ้นโดยเซลล์แมคโครฟาจ ถึงแม้ว่าไนตริกออกไซด์จะมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการก าจัดจุลชีพที่

รุกรานร่างกายมนุษย์ แต่ไนตริกออกไซด์ที่ถูกผลิตขึ้นในปริมาณที่มากเกินไปจาก iNOS พบว่ามีส่วนร่วมในการ

เกิดอาการของโรคต่างๆ เช่น โรคจากการอักเสบต่างๆ  ภาวะช็อคจากการติดเชื้ออย่างรุนแรง  การปฏิเสธของ

เนื้อเยื่อในการปลูกถ่ายอวัยวะ  โรคสมองเสื่อม เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กินสัน  และ 

ischemia/reperfusion injury   
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โพรสตาแกลดิน เป็นฮอร์โมนที่มีผลต่อหลอดเลือด  ระบบประสาท  และเซลล์  ในการตอบสนองต่อ

การอักเสบ  ในการสังเคราะห์โพรสตาแกลดินจาก arachidonic acid ถูกควบคุมโดยเอนไซม์หลักคือ 

cyclooxygenase (COX) เอนไซม์นี้มี 2 ไอโซฟอร์ม คือ COX-1 ซึ่งมีการแสดงออกเป็นประจ าเพ่ือผลิตโตรส

ตาแกลนดินเพื่อควบคุมระบบหลอดเลือดและป้องกันเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารและอีกไอโซฟอร์ม คือ COX-

2 เป็นเอนไซม์ท่ีถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้ากลุ่มเดียวกับ iNOS ท าให้เกิดการหลั่งของโพรสตาแกลดิน E2 ในปริมาณ

มากและเกี่ยวข้องกับการอักเสบ (Katzung, 2001) มียาที่ให้ผลยับยั้งต่อ COX-2 อย่างเฉพาะเจาะจงถูก

พัฒนาขึ้น  และใช้ในการรักษาอาการอักเสบ (Dhikav, 2002) แต่อย่างก็ตามยังไม่ทราบแน่ชัดต่อการ

ตอบสนองต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ (Tunctan, 2003)  

การอักเสบ เป็นปฏิกิริยาของร่างกาย ที่ท าการตอบโต้ ตอบสนอง หรือผ่อนคลายความรุนแรงของ

อันตราย ที่ก าลังกระท าต่อร่างกาย การอักเสบ เป็นกระบวนการปกป้อง คุ้มครองตั้งแต่ระดับเซลล์ จนถึงชีวิต

มนุษย์ การอักเสบมีสาเหตุจากการติดเชื้อ (infection) และสาเหตุที่ไม่ใช่การติดเชื้อ เช่น สารเคมี หรือ 

ปฏิกิริยาของภูมิคุ้มกันของร่างกาย เป็นต้น เมื่อมีอันตรายแบบใดๆ กระท าต่อร่างกาย ระบบภูมิคุ้มกันร่างกาย

ที่ซับซ้อน จะท าการตอบสนองในขั้นแรก ด้วยระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจง  เพ่ือควบคุม ลด จ ากัด

และท าลายสาเหตุก่อนการอักเสบในทันที รวมทั้งก าจัดเนื้อเยื่อที่เสียหาย หรือตายด้วย  เรียกการตอบสนอง

เช่นนี้ว่า  การอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammation) ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงที่ส าคัญ คือ การขยายตัวของ

หลอดเลือด ท าให้เลือดมาเลี้ยงเพ่ิมขึ้น มีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดท าให้เซลล์เม็ดเลือดออกนอกหลอด

เลือดได้ และเซลล์เม็ดเลือดขาวเคลื่อนเข้าสู่เนื้อเยื่อที่เกิดภยันตราย  ความเสียหายหรือผลจากการอักเสบ

เช่นนี้ ร่างกายมักจะซ่อมแซมจนหายได้ดี  แทบไม่พบความผิดปกติของอวัยวะหรือการท างานของระบบ

บกพร่องรุนแรง แต่หากระบบภูมิคุ้มกัน ควบคุมสาเหตุก่อการอักเสบเฉียบพลันไม่ได้ดี ท าให้การท าลาย 

ลุกลาม รุกรานอย่างต่อเนื่องนานออกไปอีก  ระบบภูมิคุ้มกันจะขยายผลการควบคุม เพ่ิมประสิทธิภาพการ

ท าลายสาเหตุก่อการอักเสบอีก เรียกภาวะเช่นนี้ว่า การอักเสบเรื้อรัง (chronic inflammation) สิ่งที่แตกต่าง

ไปจากการอักเสบเฉียบพลันคือ  เซลล์หรือเนื้อเยื่อถูกท าลายมากขึ้นและหากการควบคุมยังท าได้ไม่ดีจะท าให้

เกิดความบกพร่องของระบบและเป็นสาเหตุของโรคต่างๆ เช่น  โรคมะเร็ง โรคไขข้อเสื่อม โรคหลอดเลือดแดง

แข็งตัว  โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กินสัน โรคเบาหวาน โรคกระเพาะและล าไส้อักเสบ 
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บทท่ี 2 

วิธีกำรทดลอง 
 

2.1 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ (กล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555a) 

เพาะเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจของหนูสายพันธ์ RAW 264.7 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไร้เชื้อ 

และเสริมด้วยซีรัมเข้มข้นร้อยละ 10 (V/V) สารละลายยาเพนิซิลลิน (100 U/ml) และสเตรปโตไมซิน  (100 

µg/ml) บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 100 มิลลิเมตร และน าไปบ่มเซลล์ใน

ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอากาศที่มีคาร์บอนไดออกไซด์เข้มข้นร้อยละ 

5 (v/v) เป็นเวลา 2 คืน จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ แล้วน าเซลล์ไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์

ต่ออีก 1 คืน เมื่อเซลล์เจริญเติมโตประมาณร้อยละ 80 ของจานเพาะเลี้ยง จึงท าการเก็บเซลล์ออกจากผิว

ภาชนะโดยการขูดเก็บเซลล์ (cell scraping). 
 

2.2 กำร subculture โดยวิธี scraping (กล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555a) 

  ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ทิ้ง เติมสารละลายบัฟเฟอร์ HBSS [5 mM KCl, 0.4 mM 

KH2PO4, 5.6 mM glucose, 4 mM NaHCO3] ที่ปราศจากแคลเซียมและแมกนีเซียม ที่เย็นจ านวน 10 ml 

ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 

10 นาที น าจานเพาะเลี้ยงออกจากตู้อบ และน ามาเข้าตู้ปลอดเชื้อ จากนั้นใช้ที่ขูดเซลล์ (cell scraper) ขูด

เซลล์เบาๆ เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากผิวภาชนะ ใช้ปิเปตพลาสติกขนาด 10 ml ดูดสารละลายบัฟเฟอร์เพ่ือล้าง

เอาเซลล์ที่ยังติดอยู่บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ออกให้หมดพร้อมกับเอียงจานเพาะเลี้ยงเซลล์เล็กน้อยเพ่ือดูด

สารละลายแขวนลอยเซลล์ใส่ในหลอดพลาสติก จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,200 g นาน 4 นาที แล้วดูด

สารละลายบัฟเฟอร์ทิ้ง เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ไร้เชื้อ และเสริมด้วยซีรัมเข้มข้นร้อยละ 10 (V/V) ลง

ในหลอดแล้วท าการกระจายเซลล์โดยการใช้ปิเปตดูดขึ้นลงเพ่ือให้เซลล์กระจายตัวดี ท าการนับเซลล์ที่มีชีวิต

ด้วยการย้อมสี 0.4% trypan blue แล้วนับเซลล์บน hemocyto- meter ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ 

แล้วแบ่งเซลล์ลงในภาชนะอันใหม่ในอัตราส่วนที่ต้องการ 
 

2.3 กำรทดสอบควำมมีชีวิตรอดโดยวิธี MTT assay (กล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555a) 

  ท าการกระจายเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม จ านวน 1.5 ×105 เซลล์ต่อหลุม แล้ว

น าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยง

เซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ทั้งที่มี LPS (1 μg/ml) และไม่มี LPS 
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แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยง

เซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสารละลาย MTT ที่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml หลุมละ 500 μl แล้วน าไป

บ่มต่อที่ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-4 ชั่วโมง โดย MTT เป็นสารสีเหลือง

ละลายน้ าได้ จะเข้าไปในไมโทคอนเดรียของเซลล์ ในเซลล์ที่มีชีวิตจะพบแอกติวิตีของเอนไซม์ซักซิเนตดีไฮโดร

จีเนส (succinate dehydrogense) จะท าการรีดิวซ์ MTT ไปเป็นผลึกฟอร์มาแซน (formazan) ที่มีสีม่วงน้ า

เงิน ปริมาณของสารฟอร์มาแซนที่เกิดขึ้นเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต เมื่อครบเวลาแล้วดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งก่อน เติมไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) หลุมละ 500 μl เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาแซน น าไป

บ่มต่อ 5 นาที จะได้สารละลายสีม่วงน้ าเงิน ดูดสารแขวนลอยเซลล์จากแต่ละหลุม ปริมาตร 200 μl ใส่ในไม

โครเพลทแบบ 96 หลุม และน าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 550 nm ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบไมโคร

เพลท ค านวณค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์ในเชิงสัมพัทธ์ เทียบกับสภาวะของเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสาร

ทดสอบจากสูตรดังต่อไปนี้ 
 

เปอร์เซ็นความมีชีวิตรอดของเซลล์ = 
ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมเซลล์ทดสอบ

ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมเซล์ควบคุม
 × 100 

 

 

2.4 กำรวิเครำะห์ปริมำณไนไตรท์โดยปฏิกิริยำ Griess (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2554)k                                                        

 ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม จ านวน 1.5 ×105 เซลล์

ต่อหลุม แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ทั้งท่ีมี LPS (1 μg/ml) และ

ไม่มี LPS รวมทั้ง amino guanidine (AG) ที่ความเข้มข้น 50 μM ซึ่งเป็นสารควบคุม  แบบบวก และ 0.2% 

(v/v) DMSO ซึ่งเป็นตัวท าละลายสารทดสอบ แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 ml และปั่น

เหวี่ยงที่ 13,700 g นาน 4 นาที แล้วน าอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 μl ใส่ในไมโครเพลทแบบ 96 หลุมแล้วผสมกับ

สารละลาย Griess [1% N-(1-Naphyl)ethylene-diamine dihydrocholide และ 1% sulfanilamide ใน 

5% phosphoric acid] ปริมาตร 100 μl และบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืน

แสง 546 nm ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบ  ไมโครเพลท ค านวณค่าความเข้มของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่ได้จากกราฟมาตรฐานของโซเดียมไน-ไตรท์ (NaNO2) ที่ความเข้มข้น 0-50 μM 
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2.5 กำรวิเครำะห์ปริมำณพรอสตำแกลนดิน (PGE2)                                                            

ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม จ านวน 1.5 ×105 เซลล์

ต่อหลุม แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ทั้งที่มี LPS (1 μg/ml) และ

ไม่มี LPS รวมทั้ง indomethacin (IMC) ที่มีความเข้มข้น 1 µM ซึ่งเป็นสารควบคุมแบบบวก แล้วน าไปบ่มใน

ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงเก็บอาหารเลี้ยง

เซลล์มาวิเคราะห์ปริมาณพรอสตาแกลนดิน E2 โดยชุดตรวจสอบส าเร็จรูป PGE2 competitive enzyme 

immune assay kit (R&D Systems) ตามวิธีที่ผู้ผลิตแนะน าดังนี้ น าอาหารเลี้ยงเซลล์มาปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 

g นาน 5 นาที แล้วเจือจางอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 150 μl ด้วย calibrator diluent RD5-56 ปริมาตร 

300 µl จากนั้นปิเปตอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เจือจางแล้วปริมาตร 150 µl ลงในไมโครเพลทที่เคลือบก้นหลุมด้วย 

goat anti-mouse polyclonal antibody เติมสารละลาย primary antibody ปริมาตร 50 μl แล้วบ่มที่

อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง ปดิฝาไมโครเพลทให้สนิท เมื่อบ่มเสร็จเติม PGE2 conjugate ปริมาตร 50 μl แล้ว

บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 2 ชั่วโมงพร้อมเขย่า จากนั้นล้างหลุมไมโครเพลทด้วย wash buffer ปริมาตร 400 μl 

จ านวน 4 ครั้ง แล้วเติม substrate solution ปริมาตร 200 μl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาทีพร้อมทั้งห่อ

ฟอยด์เพ่ือป้องกันแสงโดยสารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีฟ้า แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย stop solution ปริมาตร 100 

μl โดยสารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองซึ่งความเข้มของสีจะข้ึนอยู่กับปริมาณของพรอสตาแกลนดิน E2 ผสม

ให้เข้ากันก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 450 และ 540 nm ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท 

ค านวณหาความเข้มข้นของพรอสตาแกลนดิน E2 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ได้จากกราฟมาตรฐานที่ได้จาก

สารละลายพรอสตาแกลนดิน E2 ที่ทราบความเข้มข้น (0-2,500 pg/ml) 
 

2.6 กำรเตรียมโปรตีนส ำหรับวิเครำะห์ด้วยเทคนิค Western blot 

2.6.1 การเตรียมโปรตีนรวมส าหรับวิเคราะห์ iNOS และ COX-2 (สาวินีย์ สีมาขันธ์, 2554)                                

 ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 

60 มิลลิเมตร จ านวน 1 ×106 เซลล์ต่อจาน แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น

ต่างๆ ทั้งที่มี LPS (1 μg/ml) และไม่มี LPS รวมทั้ง 0.2% (v/v) DMSO แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วล้างด้วย

บัฟเฟอร์ 1X PBS [137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH2PO4, 10 mM Na2HsPO4] ที่เย็น 1 ครั้ง 

แล้วเติม RIPA protein lysis buffer [150 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 0.1% SDS, 1% 
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sodium deoxycholate, 1% nonidet P-40, 1 mM DTT, 1X protease inhibitors (PI)] ปริมาตร 50 μl 

จากนั้นใช้ที่ขูดเซลล์ ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml และเติม RIPA protein lysis buffer อีก 

50 μl ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกเดิม แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสด้านบนแบ่งใส่ในหลอดพลาสติกใหม่ น าโปรตีนรวมที่ได้ไปวิเคราะห์

ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford และท าการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Western blot สามารถเก็บโปรตีน

ส่วนที่เหลือที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 2.6.2 การเตรียมโปรตีนของนิวเครียสส าหรับวิเคราะห์ NF-κB (สาวินีย์ สีมาขันธ์, 2554)                                    

 ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 

100 มิลลิเมตร จ านวน 5 ×106 เซลล์ต่อจาน แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แล้วน ามาใส่ LPS 

(1 μg/ml) แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  เมื่อ

ครบเวลาจากนั้นท าการสกัดโปรตีนจากนิวเคลียส โดยเทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วล้างด้วยบัฟเฟอร์ 1X PBS ที่

เย็นจ านวน 2 ครั้ง จากนั้นขูดเก็บเซลล์โดยใช้ที่ขูดเซลล์ ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml 2 ครั้ง 

โดยใช้ 1X PBS ครั้งละ 500 μl และปั่นเหวี่ยงที่ 9,500 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เท

สารละลายส่วนใสทิ้งและเก็บส่วนที่เป็นตะกอนไว้ (สามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) จากนั้นเติม

สารละลายบัฟเฟอร์ 1 [25 mM HEPES (pH 7.9), 5 mM KCl, 0.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.5 mM 

PMSF, 10X PI] ปริมาตร 200 μl ลงไปพร้อมท าลายตะกอนให้แตกด้วยการ vortex ให้เซลล์แยกออกเป็น

เซลล์เดี่ยว บ่มในน้ าแข็งพร้อมเขย่านาน 20 นาที โดยเขย่าผสมสารทุก 5 นาที (จะสังเกตเห็นว่าสารละลายจะ

ขุ่น) จากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 2 [5% (v/v) nonidet P-40 ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1] ปริมาตร 200 μl 

บ่มในน้ าแข็งพร้อมเขย่านาน 15 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 6 

นาที เก็บส่วนใส (cytoplasmic protein) ในหลอดพลาสติก 1.5 ml (สามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส) เติมสารละลายบัฟเฟอร์ 3 [ผสมสารละลายบัฟเฟอร์ 1 และสารละลายบัฟเฟอร์ 2 ในอัตราส่วน 

1:1] ปริมาตร 200 μl ลงส่วนที่เป็นตะกอนนิวเคลียส พร้อมทั้ง vortex ให้ตะกอนหลุดออกจากก้นหลอดเพ่ือ

ล้างตะกอนนิวเคลียส แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที ดูด

สารละลายบัฟเฟอร์ 3 ทิ้ง แล้วเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 4 [25 mM HEPES (pH 7.9), 420 mM NaCl, 0.2 

mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 20% (v/v) glycerol, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF] ปริมาตร 70 μl พร้อม

ละลายตะกอนให้แตก บ่มในน้ าแข็งพร้อมเขย่านาน 40 นาที โดยเขย่าผสมสารทุก 5 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง

ที่ 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เก็บสารละลายส่วนใส (nuclear protein) ลงใน
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หลอดทดลองขนาด 1.5 ml  (สามารถเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) หรือน าไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน

โดยวิธี Bradford และท าการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Western blot…… 

2.6.3 การเตรียมโปรตีนรวมส าหรับวิเคราะห์ MAPKs                                           

ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 

100 มิลลิเมตร จ านวน 5 ×106 เซลล์ต่อจาน แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แล้วน ามาใส่ LPS 

(1 μg/ml) แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เมื่อ

ครบเวลาจากนั้นท าการสกัดโปรตีน โดยเทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วล้างด้วยบัฟเฟอร์ 1X PBS ที่เย็นจ านวน 2 

ครั้ง จากนั้นขูดเก็บเซลล์โดยใช้ที่ขูดเซลล์ ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml 2 ครั้ง โดยใช้ RIPA 

protein lysis buffer ปริมาตร 50 μl จากนั้นใช้ที่ขูดเซลล์ ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml 

และเติม RIPA protein lysis buffer อีก 50 μl ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกเดิม และปั่นเหวี่ยงที่ 

13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสด้านบนแบ่งใส่ในหลอดพลาสติก

ใหม่ น าโปรตีนรวมที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford และท าการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค 

Western blot สามารถเก็บโปรตีนส่วนที่เหลือที่อุณหภูมิ -80 องศา-เซลเซีย 
  

2.7 กำรวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนโดยวิธี Bradford 

ท าการวิเคราะห์โดยน าโปรตีนตัวอย่างที่สกัดได้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมน้ ากลั่น 8 μl ลงในไม-โคร

เพลทแบบ 96 หลุม แล้วท าการผสมกับสารละลาย 1x quick start Bradford dye reagent ปริมาตรหลุมละ 

200 ไมโครลิตร เขย่าที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดการ

ดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลทและค านวณความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA ที่มี

ปริมาณ 0, 4, 8, 12, 16 และ 20 ไมโครกรัม… 

 
 

2.8 กำรวิเครำะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Western blot (กล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555b) 

ท าการเตรียม 10% SDS-PAGE จากนั้นน าสารละลายโปรตีนตัวอย่างที่สกัดได้ ซึ่งโปรตีน iNOS, 

COX-2, NF-κB และ MAPKs จะใช้โปรตีน 25, 25, 40 และ 40-60 ไมโครกรัม ตามล าดับ น าโปรตีนมาหยอด

ลงในหลุมโดยท าการเจือจางสารละลายโปรตีนตัวอย่างด้วย 6X protein loading buffer [0.0625 M Tris-

HCl (pH 6.8), 12% (w/v) SDS, 0.06% (w/v) bromophenol blue, 60% (v/v) glycerol,  1.2 M β-

mercaptoethanol] ในอัตราส่วน 5:1 และให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ก่อนน า

สารละลายไปหยอดลงในเจล ท าการแยกโปรตีนในสารละลาย 1X Running buffer [0.0625 M Tris, 0.192 
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M Glycine, 0.1% (w/v) SDS] ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงที่ที่ 80 V จน Bromophenol 

blue tracking dye เคลื่อนที่เข้าสู่ Separating gel จึงปิดสวิทช์เครื่อง Power supply ก่อนเพ่ิมความต่าง

ศักย์ไฟฟ้าเป็น 100 V และให้กระแสไฟฟ้าผ่านเจลเป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง จึงปิดสวิทช์เครื่อง Power supply 

แล้วย้ายแถบโปรตีนที่อยู่บนแผ่นเจลไปยังแผ่นเมมเบรน PVDF ที่ท าการpretreated โดยแช่ใน absolute 

methanol ประมาณ 30 วินาที ล้างด้วยน้ ากลั่น จากนั้นแช่เมมแบรนใน Transfer buffer [192 mM 

glycine, 25 mM Tris, 10% (w/v) methanol] ประมาณ 5 นาที และผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้าคงที่ที่ 25 V เป็นเวลาประมาณ 14 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 2.8.1 การวิเคราะห์โปรตีน iNOS และ COX-2                                                         s 

 เมื่อย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรนแล้ว จึงน าเมมเบรนมาบ่มด้วยสารละลาย TBS-T buffer [10 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20] ที่มี 5 (w/v) skim milk ที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าเมมเบรนแช่ในสารละลาย primary antibody ที่จ าเพาะต่อโปรตีน iNOS และ COX-2 

ที่เจือจางในบัฟเฟอร์ 1X PBS ที่มี 0.5% BSA และ 0.05% (v/v) Tween 20 ในอัตราส่วน 1:500 และ 

1:1,000 ตามล าดับ ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง พร้อมทั้งเขย่าภาชนะหรือน าเมมเบรนแช่ใน primary 

antibody solution ที่จ าเพาะต่อโปรตีน β-actin ที่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) skim 

milk ในอัตราส่วน 1:5,000 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง พร้อมทั้งเขย่าภาชนะท่ีใส่เมม-เบรน จากนั้นล้าง

เมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ านวน 3 ครั้ง พร้อมทั้งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน น า

เมมเบรนไปแช่ในสารละลาย secondary antibody (horse-radish peroxidase-conjugated anti-mouse 

IgG (H+L)) ที่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) skim milk ในอัตราส่วน 1:5,000 ส าหรับ

โปรตีน iNOS และ COX-2 และในอัตราส่วน 1:10,000 ส าหรับโปรตีน β-actin ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 

ชั่วโมงพร้อมทั้งเขย่าภาชนะท่ีใส่เมมเบรน ล้างเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ านวน 3 

ครั้ง พร้อมทั้งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน ผสมสารละลายซับสเตรท enhanced chemiluminescence (ECL) 

ในอัตราส่วน 1:1 ทิ้งไว้ประมาณ 1 นาที แล้วน าเมมเบรนมาบ่มกับสารละลายซับสเตรทจนทั่วแผ่นเมมเบร

นก่อนน าไปประกบฟิล์ม X-ray ในห้องมืด วิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D 

เวอร์ชั่น 12.10a โดยเทียบกับมวลโมเลกุลของ iNOS COX-2 และ β-actin กับโปรตีนมาตรฐาน 

 

2.8.2 การวิเคราะห์โปรตีน NF-κB                                                                       

เมือ่ย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรนแล้ว จึงน าเมมเบรนมาบ่มด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) 

skim milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าเมมเบรนแช่ในสารละลาย rabbit anti NF-κB p65 

monoclonal antibody ที่เจือจางในบัฟเฟอร์ 1X PBS ที่มี 0.5% BSA และ 0.05% (v/v) Tween 20 ใน
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อัตราส่วน 1:1,000 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง หรือน าเมมเบรนแช่ใน primary antibody solution ที่

จ าเพาะต่อโปรตีน Lamin A ที่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) skim milk ในอัตราส่วน 

1:1,000 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมงพร้อมทั้งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน จากนั้นล้างเมม-เบรนด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ านวน 3 ครั้ง พร้อมทั้งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน น าเมมเบรนไปแช่

ใน secondary antibody solution (horse-radish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (H+L)) ที่

เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) skim milk ในอัตราส่วน 1:5,000   ที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 1 ชั่วโมงพร้อมทั้งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน ล้างเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที 

จ านวน 3 ครั้ง พร้อมทั้งเขย่าภาชนะที่ใส่ เมมเบรน ผสมสารละลายซับสเตรท enhanced 

chemiluminescence (ECL) ในอัตราส่วน 1:1 ทิ้งไว้ประมาณ 1 นาที แล้วน าเมมเบรนมาบ่มกับสารละลาย

ซับสเตรทจนทั่วแผ่นเมมเบรน ก่อนน าไปประกบฟิล์ม X-ray ในห้องมืด วิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีน

ที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์ชั่น 12.10a โดยเทียบกับมวลโมเลกุลของ NF-κB p65 และ Lamin A กับ

โปรตีนมาตรฐาน 

2.8.3 การวิเคราะห์โปรตีน MAPKs 

เมื่อย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรนแล้ว จึงน าเมมเบรนมาบ่มด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่ม ี5 (w/v)  

skim milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1.30 ชั่วโมง แล้วน าเมมเบรนแช่ในสารละลาย primary antibody 

ข้ามคืน ได้แก่ rabbit anti p-ERK1/2 และ rabbit anti p-p38 ที่เจือจางในบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5% (w/v) 

BSA ในอัตราส่วน 1:1,000, mouse anti p-SAPK/JNK ที่เจือจางในบัฟเฟอร์ 1X PBS ที่มี 0.5% BSA และ 

0.05% (v/v) Tween 20 ในอัตราส่วน 1:2,000 หรือบ่มในสารลาย rabbit anti ERK1/2 ที่เจือจางใน

บัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5% (w/v) BSA ในอัตราส่วน 1:2,500, rabbit anti p38 และ rabbit anti SAPK/JNK 

ที่เจือจางในบัฟเฟอร์ 1X PBS ที่มี 0.5% BSA และ 0.05% (v/v) Tween 20 ในอัตราส่วน 1:2,500, 1:500 

ตามล าดับ) จากนั้นล้างเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ านวน 3 ครั้ง พร้อมทั้งเขย่า

ภาชนะท่ีใส่เมมเบรน น าเมมเบรนไปแช่ใน horse-radish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (H+L) 

แต่ส าหรับ p-SAPK/JNK ใช้ horse-radish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (H+L) ที่เจือจางใน

สารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) skim milk ในอัตราส่วน 1:5,000 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง

พร้อมทั้งเขย่าภาชนะท่ีใส่เมมเบรน ล้างเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ านวน 3 ครั้ง 

พร้อมทั้งเขย่าภาชนะท่ีใส่เมมเบรน ผสมสารละลายซับสเตรท enhanced chemiluminescence (ECL) ใน

อัตราส่วน 1:1 ทิ้งไว้ประมาณ 1 นาที แล้วน าเมมเบรนมาบ่มกับสารละลายซับสเตรทจนทั่วแผ่นเมมเบรน ก่อน

น าไปประกบฟิล์ม X-ray ในห้องมืด วิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์ชั่น 

12.10aโดยเทียบกับมวลโมเลกุลของโปรตีนที่ศึกษากับโปรตีนมาตรฐาน 
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2.8.4 การรีโพรบแผ่นเมมเบรน PVDF 

น าแผ่นเมมเบรนล้างด้วยบัฟเฟอร์ TBS-T 5 นาที แล้วน ามาแช่ในสารละลาย stripping [10% SDS, 

2M Tris-HCl (pH 7.4), 98 mM β-mercaptoethanol] ควรเตรียมสารละลาย stripping แช่ไว้ในอุณหภูมิ 

55 องศาเซลเซียสก่อน 30 นาที แล้วเอาเมมเบรนใส่ลงในสารละลาย stripping พร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 นาที แล้วล้างด้วยบัฟเฟอร์ TBS-T 5 นาที จ านวน 3 ครั้ง  จากนั้นจึงน าเมม

เบรนมาบ่มด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่มี 5 (w/v) skim milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1-1.5 ชั่วโมง 

แล้วน าเมมเบรนแช่ในสารละลาย primary antibody และสารละลาย secondary antibody ต่อไป ตามวิธี

ในข้อ 2.8.1-2.8.3 
 

2.9  กำรสกัด RNA 

ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 

60 มิลลิเมตร จ านวน 1×106 เซลล์ต่อจาน แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสาร JJST5 ทีค่วามเข้มข้น

ต่างๆ ทั้งที่มี LPS (1 μg/ml) และไม่มี LPS แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 9 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง เติมสารละลาย Tri-reagent ปริมาตร 1 ml ลง

ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ให้ทั่วพร้อมทั้งดูดสารละลายขึ้นลงแล้วดูดสารละลายเก็บลงในหลอดพลาสติก 1.5 ml 

(สามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) เติมคลอโรฟอร์ม 200 µl ผสมให้สารละลายเข้ากันโดยการกลับ

หลอดไปมา 15 ครั้ง แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายส่วนใสที่อยู่ด้านบนจ านวน 400 µl ใส่ในหลอดพลาสติก

หลอดใหม่แล้วเติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) หลอดละ 400 µl พร้อมผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนเท

สารละลายส่วนใสทิ้งและใช้กระดาษทิชชูซับตรงปลายหลอดให้สารละลายส่วนใสออกให้มากที่สุด แล้วล้าง

ตะกอน RNA ด้วย 75% เอทานอล  1 มิลลิลิตร พร้อม vortex จนตะกอนหลุด น าไปปั่นเหวี่ยง 13,700 g ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายเอทานอลทิ้งและใช้กระดาษทิชชูซับตรงปลายหลอดให้

สารละลายส่วนใสออกให้มากที่สุด จากนั้นน ามาให้ความร้อนด้วยเครื่องท าความร้อน (heat box) ที่อุณหภูมิ 

55 องศาเซลเซียส ให้เอทา-นอลระเหยออกให้หมด แล้วเติมน้ าที่ปราศจาก DNase และ RNase ปริมาตร 50 

µl บ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพ่ือให้ตะกอน RNA ละลายได้ดีขึ้น น าสารละลาย RNA 5 

µl มาเจือจางกับน้ ากลั่นที่ผสมกับ 0.1%  (v/v) DEPC ปริมาตร 495 µl แล้วท าการวัดปริมาณ RNA โดย

น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตรด้วยเครื่อง UV-VIS Spectrophotometer (UV-
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2501PC)  จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร หารด้วยค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ซึ่ง

ค่าท่ีอยู่ในช่วง 1.6 -1.8 แสดงให้เห็นว่า RNA ที่สกัดได้มีความบริสุทธิ์และสามารถน าไปใช้ได้… 

 

2.10  กำรวิเครำะห์ปริมำณ mRNA โดยเทคนิค real-time reverse transcription-polymerase 

chain reaction (Real-time RT-PCR)                                                                       d 

 ท าการสังเคราะห์ cDNA จากสารละลาย RNA ที่สกัดได้ และ 5X iScriptTM Reverse Transcription 

Supermix [iScript MMLV-RT (RNseH+), RNase inhibitor, dNTPs, oligo (dT), random primers, 

buffer, MgCl2, stabilizers] ปริมาตร 4 μl แล้วเติมน้ าที่ปราศจาก nuclease ให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 

μl ลงในหลอด PCR ซึ่งสามารถค านวณหาความเข้มข้น RNA ได้จากสมการต่อไปนี้                                                                

ความเข้มข้น RNA (µg/ml) = A260 × 40 × dilution factor 

 โดยที่ RNA ความเข้มข้น 40 µg/ml สามารถดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร ได้ 1 หน่วย s  

 สภาวะที่ใช้สังเคราะห์ cDNA คือ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที, 42 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที

และ 85 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วท าการตรวจสอบ cDNA ที่ได้ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซิส (agarose gel electrophoresis) ในสารละลาย (1X) TBE บัฟเฟอร์ [90 mM Tris-borate และ 0.2 mM 

EDTA] เพ่ือตรวจสอบปริมาณ cDNA ที่ได้ จากนั้นน า cDNA ที่ได้มาวิเคราะห์ปริมาณ mRNA ด้วยเทคนิค 

real-time RT-PCR โดยใช้ SYBR Green และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน iNOS, COX-1, COX-2 และ 

elongation factor (EF-2)  

 ปฏิกิริยาส าหรับวิเคราะห์ปริมาณ mRNA ประกอบด้วย 2X iTagTM Universal SYBR® Green 

supermix [antibody-mediated hot-start iTagTM DNA polymerase, dNTPs, MgCl2, SYBR® Green I 

dye, enhancers, stablizers, blend of passive reference dyes] จ านวน 10 μl forward primer ที่มี

ความเข้มข้น 10 μM จ านวน 0.5 μl reverse primer ที่มีความเข้มข้น 10 μM จ านวน 0.5 μl และ cDNA 

จ านวน 2 μl แล้วเติมน้ าที่ปราศจาก nuclease ให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 μl โดยท าซ้ าปฏิกิริยาละ 2 

หลอด (duplicate) สภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยา real-time PCR ของยีน iNOS, COX-1, COX-2 และ EF-2 แสดง

ในตารางที่ 2-1 จากนั้นท า melting curve ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที แล้วเพ่ิมอุณหภูมิ

ขึ้นทีละ 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที จนถึงอุณหถูมิ 95 องศาเซลเซียส  แล้วน ามาวิเคราะห์หา 

cycle of threshold (Cq) น ามาหาปริมาณดีเอ็นเอด้วย comparative threshold method เป็นวิธีที่ใช้ใน

การหาปริมาณดีเอ็นเอ  โดยการเปรียบเทียบค่า Cq ของปฏิกิริยา PCR ของดีเอ็นเอที่เราศึกษากับค่า Cq ของ 

housekeeping gene จากตัวอย่างเดียวกันโดยค านวณได้จากสมการต่อไปนี้  (Giulietti et al., 2001)f 
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2-∆∆Ctq  =   ปริมาณดีเอ็นเอ 

โดยที่   ∆∆Cq =   ∆Cq (sample) - ∆Cq (calibrator) 

และ    ∆Cq  =   Cq of target gene – Cq of housekeeping gene 

 ค่าท่ีได้เป็นปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายที่ผ่านการ normalized ด้วยดีเอ็นเอของ housekeeping gene 

โดยเปรียบเทียบเชิงสัมพัทธ์กับตัวอย่างควบคุม (calibrator)     

 

ตำรำงท่ี 2-1  สภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยา real-time PCR ของยีน iNOS, COX-1, COX-2 และ EF-2…………… 

ยีน จ านวนรอบ (cycle) อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

 

iNOS, COX-1, COX-2, 

EF-2 

 

Cycle 1: (1X) Step 1: 95.0 3.00 

Cycle 2: (40X)Step 1: 95.0 0.10 

            (40X)Step 2: 63.0 0.20 

Cycle 4: (1X) Step 1: 95.0 0.10 

 

2.11  กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ                                                                                ส 

 ผลการทดลองแสดงข้อมูลในรูปของค่าเฉลี่ย ± ค่าเฉลี่ยเบนมาตรฐานของการทดลองอิสระต่อกัน

อย่างน้อยจ านวน 3 ครั้ง แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า การวิเคราะห์ข้อมูลโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis 

of Variance) ซึ่งเป็นการทดสอบค่าเฉลี่ยจากข้อมูลที่ได้จากกลุ่มตัวอย่างหลายกลุ่มเป็นการเปรียบเทียบความ

แตกต่างตั้งแต่ 3 กลุ่มข้ึนไป และใช้ Student' t-test ส าหรับวิเคราะห์ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

ระหว่างการทดลองที่เป็นอิสระต่อกันของ 2 กลุ่มข้อกลุ่มข้อมูล โดยใช้โปรแกรม SPSS… 
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บทท่ี 3 

ผลกำรทดลอง 
 

3.1 ผลของสำร JJST5 ต่อควำมมีชีวิตรอดของเซลล์ 

ผลการศึกษาความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกสัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความ

เข้มข้น 6.25-100 μM พบว่าเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์มีมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นเซลล์ที่

สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM จะมีเปอร์เซน็ต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ลดลงเหลือเพียง 85.13 

± 16.56 แต่เมื่อเซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS จะมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์เพ่ิมขึ้นเป็น 92.42 ± 

5.09 ส่วนความมีชีวิตรอดของเซลล์ที่สัมผัสกับ aminoguanidine (AG) ซึ่งเป็นสารควบคุมแบบบวก และ 

DMSO ที่ใช้เป็นตัวท าละลาย ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม (ภาพที่ 3-1 และ

3-2) 

 

 
 

ภำพที่ 3-1  ผลการมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมงทดสอบโดยวิธี MTT ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ

การทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า #P < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม DMSO 

= เซลล์ที่สัมผัสกับ 0.2% (v/v) dimethyl sulfoxide 
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ภำพที่ 3-2  ผลการมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบโดยวิธี MTT ข้อมูลที่แสดงเป็น

ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า #p < 0.05 และ 
##p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม โดยให้ AG = เซลล์ที่สัมผัสกับ aminoguanidine ที่  50 μM  

 

3.2 ผลของสำร JJST5 ต่อกำรผลิตไนตริกออกไซด์ 
การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่เป็นเซลล์ควบคุม 

และเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว พบว่าปริมาณไนไตรท์มีค่าเท่ากับ 0.81 ± 0.42 และ 19.24 ± 

5.12 µM ตามล าดับ เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 12.5-100 µM และถูกเหนี่ยวน าด้วย 

LPS พบว่าปริมาณไนไตรท์ลดลงตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้น (ภาพที่  3-3A) และพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้น (ภาพที่ 3-3B) โดยเซลล์ที่สัมผัสกับ 

JJST5 ที่ความเข้มข้น 25-100 µM มีการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 46.04 ± 3.41 µM ส่วน 

aminoguanidine (สารยับยั้งเอนไซม์ iNOS) ที่ใช้เป็นตัวควบคุมแบบบวก ที่ความเข้มข้น 50 µM มี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ 67.28 ± 6.55 µM ส าหรับเซลล์ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่

ความเข้มข้น 25-100 µM เพียงอย่างเดียว มีปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ที่น้อยกว่าเซลล์ควบคุมอย่างมี



29 
 

นัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 3-4) ในขณะที่เซลล์ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ใช้เป็นตัวท าละลาย มีปริมาณการผลิตไน

ตริกออกไซด์มีค่าเท่ากับ 1.10 ± 0.35 µM ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์

ควบคุม  
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ภำพที่ 3-3 ปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (A) และเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ 

(B) เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย 

LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 4 ครั้งที่เป็น

อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า ##P < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียว โดยให้    AG = เซลล์ที่

สัมผัสกับ aminoguanidine ที่ 50 μM  

 

 
 

ภำพที่ 3-4  ผลของสาร JJST5 ต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่

สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 100 μM ในสภาวะที่ไม่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 4 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน 

แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า #p < 0.05, ##p < 0.01 และ ###p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม   โดยให้ 

DMSO = เซลล์ที่สัมผัสกับ 0.2% (v/v) dimethyl sulfoxide 
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3.3 ผลของสำร JJST5 ต่อกำรผลิตพรอสตำแกลนดิน E2    

การผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่เป็นเซลล์ควบคุม และเซลล์ที่

สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว พบว่าปริมาณพรอสตาแกลนดิน E2 มีค่าเท่ากับ 6.82 ± 2.45 และ 1148.89 ± 

265.47 pg/ml ตามล าดับ เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 12.5-100 µM และถูกเหนี่ยวน า

ด้วย LPS พบว่าปริมาณพรอสตาแกลนดิน E2 ลดลงตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้น (ภาพท่ี 3-5A) และ

พบว่ามเีปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้น (ภาพที่ 

3-5B) โดยเซลล์ที่สัมผัสกับ JJST5 ทีค่วามเข้มข้น 12.5-100 µM มีการยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ซึง่

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว โดยมีค่า IC50 

เท่ากับ 23.06 ± 5.61 µM ส่วน indomethacin (IMC) (สารยับยั้งเอนไซม์ COX-2) ที่ใช้เป็นตัวควบคุมแบบ

บวก ที่ความเข้มข้น 1 µM มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ได้ 98.80 ± 0.91µM  
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ภำพที่ 3-5  ปริมาณพรอสตาแกลนดิน E2 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (A) และเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิต

พรอสตาแกลนดิน E2 (B) เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในสภาวะ

ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ

ทดลอง 4 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 2 ซ้ า #P < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ *p < 

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียว โดยให้ 

IMC = เซลล์ที่สัมผัสกับ indomethacin ที่ ความเข้มข้น 1 µM 

 

3.4 ผลของสำร JJST5 ต่อกำรแสดงออกของปริมำณโปรตีน iNOS และ COX-2 

ผลของการศึกษาปริมาณโปรตีน iNOS จะเห็นว่าเมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียว

พบว่าปริมาณโปรตีน iNOS เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม แต่เมื่อให้

เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 µM จะ

เห็นว่าปริมาณโปรตีน iNOS ลดลงตามความเข้มข้นของสาร JJST5 โดยเซลล์ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ทีค่วาม

เข้มข้น 25, 50 และ 100 µM สามารถลดปริมาณโปรตีน iNOS ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว ส่วนโปรตีน iNOS ของเซลล์ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ความเข้มข้น 

0.2% และสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM เพียงอย่างเดียวมีปริมาณโปรตีน iNOS ไม่แตกต่างกันกับเซลล์

ควบคุม (ภาพที่ 3-6) 
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เซลล์ทีถู่กเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียวมีปริมาณโปรตีน COX-2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความ

เข้มข้น 6.25-100 µM จะเห็นว่าปริมาณโปรตีน COX-2 ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับเซลล์ที่สัมผัส

กับ LPS เพียงอย่างเดียว ส่วนเซลล์ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ความเข้มข้น 0.2% และสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 

100 µM เพียงอย่างเดียวมีปริมาณโปรตีน COX-2 ไม่แตกต่างกันกับเซลล์ควบคุม (ภาพที่ 3-7) 

 

 
 

ภำพที่ 3-6  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน iNOS โดยวิธี Western blot เซลล์แมคโครฟาจ RAW  264.7 

ที่สัมผัสกับสาร JJST5 และเหนี่ยวน าด้วย LPS หรือไม่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น           1 µg/ml 

รวมทั้ง 0.2% (v/v) DMSO ซึ่งเป็นตัวท าละลายสารทดสอบ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) ภาพตัวอย่างของผล 

Western blot (B) กราฟแสดงจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) ของโปรตีน iNOS หลังจาก 

normalized ด้วย β-actin ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์ชั่น 

12.10a ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน  ###p < 0.001 
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เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ *p < 0.05, ***p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS 

เพียงอย่างเดียว  

 

 
 

ภำพที่ 3-7  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน COX-2 โดยวิธี Western blot เซลล์แมคโครฟาจ RAW  

264.7 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 และเหนี่ยวน าด้วย LPS หรือไม่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น           1 

µg/ml รวมทั้ง 0.2% (v/v) DMSO ซึ่งเป็นตัวท าละลายสารทดสอบ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) ภาพตัวอย่างของ

ผล Western blot (B) กราฟแสดงจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) ของโปรตีน COX-2 

หลังจาก normalized ด้วย β-actin ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์

ชั่น 12.10a ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน #p < 0.05 

เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม 
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3.5 ผลของสำร JJST5 ต่อกำรแสดงออกของยีน iNOS, COX2 และ COX-1 ในระดับ mRNA  

เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณ mRNA ของยีน iNOS เพ่ิมสูงขึ้น

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม แต่เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับ

สาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM จะเห็นว่าปริมาณ mRNA ของยีน iNOS ลดลงตามความ

เข้มข้นของสาร JJST5 โดยเซลล์ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM สามารถลดปริมาณ mRNA 

ของยีน iNOS ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว ส่วน 

mRNA ของยีน iNOS ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM เพียงอย่างเดียวมีปริมาณ mRNA ของ

ยีน iNOS ไม่แตกต่างกันกับเซลล์ควบคุม (ภาพที ่3-8A) 

ผลการศึกษาปริมาณ mRNA ของยีน COX-2 จะเห็นว่าเมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่าง

เดียวพบว่าปริมาณ mRNA ของยีน COX-2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์

ควบคุม แต่เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM 

จะเห็นว่าปริมาณ mRNA ของยีน COX-2 ลดลงแต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว ส่วน mRNA ของยีน COX-2 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 

100 µM เพียงอย่างเดียวมีปริมาณ mRNA ของยีน COX-2 ไม่แตกต่างกันกับเซลล์ควบคุม (ภาพที่ 3-8B) 

เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณ mRNA ของยีน COX-1 ลดลงอย่าง

มีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม แต่เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับสาร 

JJST5 ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM จะเห็นว่า ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM ปริมาณ mRNA 

ของยีน COX-1 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว

และไม่แตกต่างจากเซลล์ควบคุมยกเว้นที่ความเข้มข้น 25 µM ส่วน mRNA ของยีน COX-1 ที่สัมผัสกับสาร 

JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM เพียงอย่างเดียวมีปริมาณ mRNA ของยีน COX-1 ไม่แตกต่างกันกับเซลล์

ควบคุม (ภาพที่ 3-8C) 
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ภำพที่ 3-8  การวิเคราะห์ปริมาณ mRNA ของยีน iNOS (A), COX-2 (B) และ COX-1 (C) โดย

เทคนิค Real-time RT-PCR ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย 

LPS และไม่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น 1 µg/ml เป็นเวลา 9 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน #p < 0.05, ##p < 0.01 และ  ###p 

< 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม *p < 0.05, ** p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS 

เพียงอย่างเดียว                                                             
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3.6 ผลของสำร JJST5 ต่อปริมำณโปรตีน NF-κB p65 ในนิวเคลียส 

 เซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณโปรตีน NF-B p65 ในนิวเคลียสเพ่ิม

สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม แต่เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และ

สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM จะเห็นว่าปริมาณโปรตีน NF-B p65 ที่เคลื่อนเข้าสู่

นิวเคลียสไม่แตกต่างกันกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว ในขณะที่สาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM 

เพียงอย่างเดียวมีปริมาณโปรตีน NF-B p65 ที่เคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียสไม่แตกต่างกันกับเซลล์ควบคุม (ภาพที่ 3-

9) เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับ PCTC (สารยับยั้ง NF-B) ที่ทราบกันดี กับ LPS พบว่ามีการผลิตไนตริกออกไซด์ลดลง

แต่เมื่อเซลล์สัมผัสกับสาร PCTC, LPS และ JJST5 พบว่ามีการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์มากยิ่งข้ึน 

 

 
 

ภำพที่ 3-9  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน NF-κB p65 ในนิวเคลียส โดยวิธี Western blot  เซลล์แมค-

โครฟาจ RAW 264.7 ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และไม่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น 1 µg/ml เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง หลังจากให้เซลล์สัมผัสกับสาร JJST5 30 นาที (A) ภาพตัวแทนผลการทดลอง วิธี Western blot (B) 

กราฟแสดงจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) ของโปรตีน NF-κB หลังจาก normalized 

ด้วย Lamin A ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์ชั่น 12.10a ข้อมูล
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แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน  ##p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์ควบคุม 

 

 
 

ภำพที่ 3-10 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่

สัมผัสกับสาร JJST5 และ PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนการสัมผัสกับ 

LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการวิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ข้อมูลที่แสดงเป็น

ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 2 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า  

 

3.7  ผลของสำร JJST5 ต่อกำรฟอสโฟรีเลชันของ MAPKs 

เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณโปรตีน JNK, ERK และ p38 รูปที่

เติมฟอสเฟต (p-JNK, p-ERK และ p-p38) เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์

ควบคุมดังแสดงในภาพ 3-11 ถึง 3-13 แต่เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความ

เข้มข้น 25, 50 และ 100 µM จะเห็นว่าปริมาณโปรตีน p-JNK ลดลงตามความเข้มข้นของ JJST5 โดยสาร 

JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM สามารถลดปริมาณโปรตีน p-JNK ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว (ภาพที่ 3-11) และเมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS และสัมผัสกับ
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สาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM จะเห็นว่าปริมาณโปรตีน p-ERK และ p-p38 ไม่แตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียว (ภาพที่ 3-12 และ 3-13) ส่วนสาร 

JJST5 ที่ความเข้มข้น 100 µM เพียงอย่างเดียวมีปริมาณโปรตีน p-JNK, p-ERK และ p-p38 ไม่แตกต่างกัน

กับเซลล์ควบคุม 

 

 
 

ภำพที่ 3-11  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน p-JNK และ JNK โดยวิธี Western blot  เซลล์แมคโคร-ฟาจ 

ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น 1 µg/ml เป็นเวลา 30 นาที หลังจากให้เซลล์สัมผัสกับสาร JJST5 30 นาที 

(A) ภาพตัวแทนผลการทดลอง วิธี Western blot (B) กราฟแสดงจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า ของโปรตีน p-

JNK หลังจาก normalized ด้วย JNK ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D 

เวอร์ชั่น 12.10a ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน ##p < 

0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ **p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว        
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ภำพที่ 3-12 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน p-ERK และ ERK โดยวิธี Western blot  เซลล์แมคโคร-ฟาจ 

RAW 264.7 ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น 1 µg/ml  เป็นเวลา 30 นาที หลังจากให้เซลล์สัมผัสกับสาร 

JJST5 30 นาที (A) ภาพตัวแทนผลการทดลอง วิธี Western blot (B) กราฟแสดงจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า 

(Fold of induction) ของโปรตีน p-ERK หลังจาก normalized ด้วย ERK ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบ

โปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์ชั่น 12.10a ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ

ทดลอง 3 ครั้งทีเ่ป็นอิสระต่อกัน 
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ภำพที่ 3-13 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน p-p38 และ p38 โดยวิธี Western blot  เซลล์แมคโคร-ฟาจ 

RAW 264.7 ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ที่ความเข้มข้น 1 µg/ml เป็นเวลา 30 นาที หลังจากให้เซลล์สัมผัสกับสาร 

JJST5 30 นาที (A) ภาพตัวแทนผลการทดลอง วิธี Western blot (B) กราฟแสดงจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า 

(Fold of induction) ของโปรตีน p-p38 หลังจาก normalized ด้วย p38 ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบ

โปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม BIO-1D เวอร์ชั่น 12.10a ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ

ทดลอง 3 ครั้งทีเ่ป็นอิสระต่อกัน   
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บทท่ี 4 

อภิปรำยและสรุปผลกำรทดลอง 
 

4.1 อภิปรำยผลกำรทดลอง 

โครงการวิจัยนี้มุ่งหวังในการสังเคราะห์สารที่มีฤทธิ์ต้านอักเสบชนิดใหม่ เพ่ือน ามาพัฒนาเป็นยาต้าน

อักเสบชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้น จึงได้ท าการสังเคราะห์สารประกอบ symmetrical triarylmethane 

จ านวน 9 ชนิดมาทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 

264.7 แล้วพบว่าสาร tris(5-ethyl-1H-pyrrol-2-yl)methane (JJST5) สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออก

ไซด ์ได้มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ (จเร จรัสจรูญพงศ์ และคณะ, 2556) ในการจะน า

สาร JJST5 ไปใช้ในการพัฒนายาต้านอักเสบชนิดใหม่ จ าเป็นต้องทราบกลไกในการออกฤทธิ์ของสารดังกล่าว 

ดังนั้นการศึกษานี้จึงท าการประเมินศักยภาพและศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในการต้านการอักเสบในระดับ

โมเลกุลของสาร JJST5 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS  

 การศึกษานี้จะใช้เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 เป็นโมเดลในการศึกษา แมคโครฟาจเป็นเซลล์ที่มี

บทบาทส าคัญในการอักเสบ ถูกเหนี่ยวน าด้วย lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งเป็นสารประกอบของแบคทีเรีย

แกรมลบเพ่ือที่จะจ าลองการติดเชื้อและกระบวนการอักเสบ (Kim et al., 2009) จากการศึกษาเมื่อเซลล์แมค

โครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 6.25-100 μM และ LPS พบว่าความมีชีวิตรอด

ของเซลล์มีมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ และสาร JJST5 มีฤทธิ์ในการลดการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตา

แกลนดิน E2 ได้ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 46.04 ± 3.41 µM และ 23.06 ± 5.61 

µM ตามล าดับ จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า ความสามารถในการลดการผลิตไนตริกออกไซด์และพรอสตา

แกลนดิน E2 ของสาร JJST5 นั้นมาจากความสามารถของสารเอง ไม่ได้มาจากความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร 

JJST5 เนื่องจากความมีชีวิตรอดของเซลล์มีมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์  เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ

ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของสาร JJST5 กับ aminoguanidine (AG) ซึ่งเป็นสารควบคุมแบบบวก ที่ความ

เข้มข้น 50 µM พบว่าสาร JJST5 นั้นมีการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ใกล้เคียงกับ AG โดยมีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งเท่ากับ 70.66 ± 2.90 และ 67.28 ± 6.55 ตามล าดับ  และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้ง

การผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ของสาร JJST5 กับ indomethacin (IMC) ซึ่งเป็นสารควบคุมแบบบวก ที่ความ

เข้มข้น 1 µM พบว่าสาร JJST5 มีประสิทธิภาพต่ ากว่าสาร IMC โดยสาร JJST5 ที่ความเข้มข้น 12.5 µM มี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 38.14 ± 14.81 ในขณะที่สาร IMC ที่ความเข้มข้น 1 µM มีการยับยั้งเท่ากับ 

98.80 ± 0.91 เปอร์เซ็นต์  
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ในการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจในขณะที่มีการอักเสบนั้น จะถูกเร่งปฎิกิริยาด้วย

เอนไซม์ iNOS การควบคุมการแสดง ออกของ iNOS ถูกควบคุมหลักที่ระดับการถอดรหัส (transcriptional 

level) (Turko and Murad,  2002) ส่วนในการสังเคราะห์พรอสตราแกลนดิน E2 จะถูกเร่งปฎิกิริยาด้วย

เอนไซม์ COX-2 ถูกควบคุมทั้งในระดับการถอดรหัสและหลังถอดรหัส (post-transcriptional levels) (Kaul 

et al., 2006) การศึกษานี้จึงได้ท าการตรวจสอบกลไกการลดการผลิตไนตริกออกไซด์และพรอสตาแกลนดิน 

E2 ของสาร JJST5 ในระดับmRNA และโปรตีนของเอนไซม์ iNOS และ COX-2 พบว่าสาร JJST5 สามารถลด

ปริมาณทั้งในระดับmRNA และโปรตีนของเอนไซม์ iNOS ของเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ได้ ในลักษณะที่

ขึ้นกับความเข้มข้น (ภาพที่ 3-6 และ 3-8A) แสดงว่าการลดการผลิตไนตริกออกไซด์ของสาร JJST5 อาจเป็น

ผลมาจากการลดปริมาณ mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ iNOS ในการศึกษานี้ยังพบว่าสาร JJST5 ไม่สามารถ

ลดปริมาณ mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ COX-2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่สาร JJST5 สามารถลดการ

ผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 โดยอาจจะเป็นผลจากสาร JJST5 ยับยั้งต่อแอกติวิตีของเอนไซม์ COX-2 ซึ่งต้องมี

การศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

 การสังเคราะห์สารสื่อกลางการอักเสบต่างๆ เช่น ไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ในเซลล์

แมคโครฟาจเมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS โดยมี TLR4 เป็นตัวรับสัญญาณ จะเกิดขึ้นผ่านการท างานของวิถี

สัญญาณที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ ได้แก่ วิถีสัญญาณ NF-κB และ MAPKs (Tham et al., 2011) โดย NF-

κB เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ ที่มีบทบาทส าคัญในการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ ไซโตไคน์

ต่างๆ เช่น TNF-α, IL-1β และ IL-6 เป็นต้น (Shao et al., 2013) จึงได้ท าการตรวจสอบวิถีสัญญาณที่

เกี่ยวข้องกับการอักเสบโดยเริ่มศึกษาจากวิถีสัญญาณ NF-κB ในสภาวะปกติที่ไม่มีการเหนียวน าด้วย LPS NF-

κB จะจับกับโปรตีน IκB อยู่ในไซโตพลาสซึม ท าให้ NF-κB ไม่สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสได้ ซึ่ง NF-κB 

ที่พบมากประกอบด้วย 2 หน่วยย่อย ได้แก่ p65 และ p50 แต่ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS จะท าให้เกิด

กระบวนการฟอสโฟริเลชั่นไปท่ี IκB โดยเอนไซม์ IKK การเติมฟอสเฟตไปที่ IκB ซึ่งจับอยู่กับ NF-κB จะท าให้ 

IκB นั้นถูกน าไปสลายโดย proteasome จึงท าให้ NF-κB หลุดออกเป็นอิสระและสามารถเคลื่อนที่เข้าสู่

นิวเคลียสได้ เมื่อ NF-κB เข้าสู่นิวเคลียสแล้วจะเข้าไปจับกับส่วนควบคุมแสดงออกของยีนท าให้เกิดการ

ถอดรหัสของยีนเป้าหมาย (Shao et al., 2013) จากการศึกษาพบว่าสาร JJST5 ไม่สามารถลดปริมาณโปรตีน 

NF-κB p65 ในนิวเคลียสเมื่อเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียว (ภาพที่ 3-9) เมื่อให้เซลล์

สัมผัสกับสาร PDTC ซึ่งเป็นสารที่สามารถยับยั้งการกระตุ้น NF-κB (Lim et al., 2004) แต่ไม่มีผลต่อ 

activating protein-1 (AP-1) (Schreck et al., 1992; Liu et al. 1999) ท าให้ลดการแสดงออกของเอนไซม์ 

iNOS พบว่ามีปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ที่เหนี่ยวน าโดย LPS น้อยลง สาร JJST5 มีผลเช่นเดียวกับสาร 

PDTC คือลดการผลิตไนตริกออกไซด์ แต่เมื่อให้เซลล์สัมผัสทั้งสาร LPS, PDTC และ JJST5 พบว่ามีการยับยั้ง
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การผลิตไนตริกออกไซด์มากขึ้นกว่าเซลล์ที่สัมผัส LPS และ PDTC หรือเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS และ JJST5 

ดังนั้นการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของสาร JJST5 อาจเกิดผ่านการยับยั้งการกระตุ้นวิถีสัญญาณของ 

ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ตัวอ่ืนนอกเหนือจาก NF-κB เช่น AP-1 เป็นต้น (Liew et al., 2011) จึงท าให้เซลล์

สัมผัสทั้งสาร LPS, PDTC และ JJST5 ถูกยับยั้งการกระตุ้น NF-κB โดยสาร JJST5 และถูกยับยั้งการกระตุ้นท

รานสคริปชันแฟกเตอร์ตัวอ่ืนโดยสาร JJST5 จึงท าให้มีการยับยั้งการผลิตไนตริก ออกไซด์มากยิ่งขึ้น มีรายงาน

ว่าสารสังเคราะหห์ลายชนิดที่ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์โดยไม่ผ่านวิถีสัญญาณ NF-κB p65 ดังเช่นงานวิจัย

ของสาวินีย์ สีมาขันธ์ (2554) ที่รายงานว่าสารสังเคราะห์ JJSK14 สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์และ

พรอสตาแกลนดิน E2 ได้ ผ่านการลดปริมาณ mRNA ของเอนไซม์ iNOS โดยผ่านวิถีการส่งสัญญาณที่ไม่

เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสของ NF-κB p65 

 ขั้นต่อมาท าการศึกษาวิถีสัญญาณที่มีการรายงานว่ามีบทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของ

เอนไซม์ iNOS และ COX-2 ที่เกิดจากการกระตุ้นด้วย LPS คือ วิถีสัญญาณ MAPKs (Shao et al., 2013) วิถี

สัญญาณ MAPKs จะประกอบไปด้วยเอนไซม์ ERK, JNK และ p38 ในสภาวะที่เซลล์แมคโครฟาจถูกกระตุ้น

ด้วย LPS จะเกิดการฟอสโฟรีเลชันบน MAPKs ให้อยู่ในรูปที่ถูกเติมฟอสเฟต คือ p-ERK, p-JNK และ p-p38 

ซึ่งเป็นรูปที่ท างานได้ (active) แล้วจึงจะท าการเติมฟอสเฟตไปบนทรานสคริปชันแฟก-เตอร์เป้าหมาย 

(Kaminska, 2005) โดย p-ERK จะเติมฟอตเฟตไปที่ Elk1 เอนไซม์ p-JNK จะเติมฟอตเฟตไปที่ c-Jun และ

เอนไซม์ p38 จะเติมฟอตเฟตไปที่ ATF-2 (Liew et al., 2011) จากการศึกษาพบว่า สาร JJST5 ไม่มีผลต่อ

ปริมาณโปรตีนของ ERK, JNK และ p38 เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้รับสารทดสอบใดและพบว่าสาร JJST5 

ไม่มีผลต่อปริมาณโปรตีนของ p-ERK และ p-p38 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่าง

เดียว (ภาพที่ 3-12 และ 3-13) แต่สามารถลดปริมาณโปรตีนของ p-JNK (ภาพที่ 3-11) ซึ่งให้ผลคล้ายกับ

งานวิจัยของ Chen et al. (2014) ซึ่งมีการรายงานว่าสาร curcumol สามารถลดการแสดงออกของเอนไซม์ 

iNOS ทั้งในระดับโปรตีน และ mRNA จึงส่งผลให้ลดปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ โดยผ่านการลดการเติม

ฟอสเฟตไปที่ JNK แต่ไม่ลดการเติมฟอสเฟตไปที่ ERK และ p38 ดังนั้นการลดการผลิตไนตริกออกไซด์ของสาร 

JJST5 อาจเป็นผลมาจากการลดการฟอสโฟรีเลชันบนเอนไซม์ JNK ส่งผลให้มีการลดการกระตุ้นโปรตีน c-Jun 

ซึ่งเป็นส่วนประกอบของทรานสคริปชันแฟกเตอร์ AP-1 และลดการแสดงออกของ iNOS ในที่สุด อย่างไรก็

ตามควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

 เอนไซม์ COX ประกอบไปด้วย 2 ไอโซฟอร์ม นอกจาก COX-2 ซึ่งเป็นไอโซฟอร์มที่แสดงออกใน

สภาวะที่ถูกกระตุ้นและมีบทบาทในการอักเสบแล้ว ยังมีไอโซฟอร์ม COX-1 ที่แสดงออกในสภาวะปกติ และ

ตอบสนองต่อหน้าที่ทางสรีระวิทยา (พรทวี เลิศศรีสถิต และสุชีลา จันทร์วิทยานุชิต, ม.ป.ป.) การใช้ยาต้าน

อักเสบกลุ่ม NSAIDs ในปัจจุบันนั้น มีผลยับยั้งทั้งเอนไซม์ COX-2 และ COX-1 เช่น indomethacin และ 
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aspirin ท าให้เกิดผลข้างเคียง โดยเฉพาะที่ระบบทางเดินอาหาร ไต และการท างานของเกล็ดเลือด (ธงชัย     

ก่อสันติรัตน์, 2553) ดังนั้นสารต้านอักเสบที่ดีควรมีความจ าเพาะในการยับยั้งเอนไซม์ COX-2 แต่ไม่ควรมีผล

ต่อเอนไซม์ COX-1 การทดลองนี้จึงได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ mRNA ของเอนไซม์ COX-1 จากผลการ

ทดลองพบว่าเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เพียงอย่างเดียวมีปริมาณ mRNA ของเอนไซม์ COX-1 ลดลง ซึ่ง

ให้ผลคล้ายกับงานวิจัยของ ราณี ชื่นค า และ คนาภรณ์ พันสีทา (2556); ภัศรา ทองจุไร และ ณฐานิต กิจ

วิวัฒน์ (2556) และ Utar et al. (2011) นอกจากนี้ยังพบว่าสาร JJST5 สามารถเพ่ิมปริมาณ mRNA ของ

เอนไซม์ COX-1 ของเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS ในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น และมีปริมาณที่ไม่แตกต่าง

จากเซลล์ควบคุมที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µM (ภาพที่ 3-8) ในขณะที่สาร IMC ลดการแสดงออกของ

เอนไซม์ COX-1 (Utar et al., 2011) อันเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดผลข้างเคียง แต่จากผลการทดลองใน

การศึกษานี้จะเห็นว่าสาร JJST5 ไม่ลดการแสดงออกของเอนไซม์ COX-1 ดังนั้นสาร JJST5 จึงไม่น่าจะมีผล

ต่อการสร้างพรอสตาแกลนดินที่ท าหน้าที่ทางสรีรวิทยา แม้ว่าประสิทธิภาพในการลดการผลิตพรอสตาแกลน

ดิน E2 จะต่ ากว่ายา IMC แต่ผลการศึกษานี้ ท าให้ได้หลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่จะน าไปใช้ในการพัฒนาสาร

สังเคราะห์ชนิดใหม่ ที่มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบที่ดีกว่าเดิม และมีความจ าเพาะต่อเอนไซม์ COX-2 

4.2 สรุปผลกำรทดลอง 

1. สาร JJST5 สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ได้ ในเซลล์แมคโคร

ฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 
2. สาร JJST5 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 โดยสามารถลด

การแสดงออกของเอนไซม์ iNOS ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น แต่ไม่ลดระดับ mRNA ของเอนไซม์ COX-1 

ซ่ึงการยับยั้งไม่ได้เกิดผ่านการเคลื่อนที่ของ NF-κB แต่เกิดผ่านการยับยั้งวิถีสัญญาณ JNK 

 

4.3 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาฤทธิ์ของสาร JJST5 ต่อแอกติวิตีของเอนไซม์ iNOS และ COX-2.................. 

 2. ควรมีการศึกษาฤทธิ์ของสาร JJST5 เพ่ิมเติมไปที่ทรานสคริปชั่นแฟกเตอร์ตัวอ่ืนนอกเหนือจาก NF-

κB เช่น AP-1 เป็นต้น 
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