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บทคัดย่อ 

 

การเกิดพยาธิสภาพของโรคจากการอักเสบต่างๆ เกี่ยวข้องกับการผลิตสารสื่อกลางการอักเสบ เช่น 

ไนตริกออกไซด์ (NO) พรอสตาแกลนดิน E2 (PGE2) และไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น 

interleukin-1 (IL-1) และ tumor necrosis factor- (TNF-) ทีม่ีการหลั่งมากและนานเกินไป สาร 4-

methoxycinnamyl p-coumarate (MCC) ถูกแยกจากเหง้าเร่วหอม ในการศึกษานี้ท าการตรวจสอบฤทธิ์

ต้านการอักเสบของสาร MCC ในการยับยั้งการผลิต NO, PGE2, IL-1 และ TNF- ในเซลล์แมคโครฟาจ 

RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วยไลโพพอลิแซกคาร์ไรด์ (LPS) สาร MCC ที่ความเข้มข้นสูงถึง 37.5 M ไม่

แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ สาร MCC สามารถยับยั้งการผลิต NO, PGE2 และ IL-1 ได้ใน

ลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น มีค่า IC50 เท่ากับ 14.2±2.3, 32.7±4.7 และ 2.9±0.5 M ตามล าดับ แต่ไม่มี

ผลยับยั้งการผลิต TNF- สารนี้ยังยับยั้งการแสดงออกของ iNOS, COX-2 และ IL-1  ทั้งในระดับโปรตีน 

และ mRNA ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น ที่น่าสนใจคือ สาร MCC ลดการยับยั้งการแสดงออกของยีน 

COX-1 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วยLPS เรายังพบว่าสาร MCC ลดการฟอสโฟรี

เลชันของเอนไซม์ JNK และ p38 MAPKs ผลการทดลองของเราแสดงให้เห็นว่าสาร MCC มีฤทธิ์ต้านการ

อักเสบ โดยอย่างน้อยผ่านการยับยั้งสารสื่อกลางและและไซโตไคน์ในการอักเสบ ซึ่งเป็นผลจากการยับยั้งวิถี 

JNK และ p38 MAPKs ดังนั้นสาร MCC นี้อาจถูกน าไปใช้พัฒนาเป็นสารที่ใช้รักษาโรคที่เก่ียวข้องกับการ

อักเสบ 

 

ค าส าคัญ: 4-methoxycinnamyl 4-coumarate, ไนตริกออกไซด์, พรอสตาแกลนดิน E2, iNOS, COX-2,  

สารต้านอักเสบ 
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Abstract 

 

Overproduced or prolong synthesis of pro-inflammatory mediators such as nitric 

oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), and pro-inflammatory cytokines such as interleukin-1 

(IL-1) and tumor necrosis factor- (TNF-) have been involved in pathogenesis of various 

inflammatory disorders. 4-methoxycinnamyl p-coumarate (MCC) was isolated from the 

rhizomes of Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. In the present study, we 

investigated an inhibitory effect of MCC on NO, PGE2, IL-1 and TNF- production in 

lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 macrophages. The significant cytotoxicity of 

MCC associated with concentrations of up to 37.5 M did not appear. MCC dose-

dependently inhibited LPS-induced the production of NO, PGE2 and IL-1 with IC50 values of 

14.2±2.3, 32.7±4.7 and 2.9±0.5 M, respectively but not affect TNF- production. The 

compound downregulated the expression of iNOS, COX-2 and IL-1 both at protein and 

mRNA levels in a dose-dependent manner. Interestingly, MCC attenuated the suppression 

of COX-1 expression in LPS-induced RAW 264.7 cells. We also demonstrated that the 

compound decreased phosphorylation of JNK and p38 MAPKs. Our data suggest that MCC 

exerts anti-inflammatory effect, at least in part, via the suppression of pro-inflammatory 

mediators and cytokines via inhibition of JNK and p38 MAPK pathway. The compound might 

be used for the development of therapeutic agent for inflammation-related diseases. 

 

Keywords: 4-methoxycinnamyl 4-coumarate, nitric oxide, prostaglandin E2, iNOS, COX-2,  

anti-inflammatory agent 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย  

การอักเสบ (Inflammation) เป็นปฏิกิริยาของร่างกาย ที่ท าการตอบโต้ ตอบสนอง หรือผ่อนคลาย

ความรุนแรงของอันตราย ที่ก าลังกระท าต่อร่างกาย การอักเสบ เป็นกระบวนการปกป้อง คุ้มครองตั้งแต่

ระดับเซลล์ จนถึงชีวิตมนุษย์ การอักเสบมีสาเหตุจากการติดเชื้อ (infection) และสาเหตุที่ไม่ใช่การติดเชื้อ 

เช่น สารเคมี หรือ ปฏิกิริยาของภูมิคุ้มกันของร่างกาย เป็นต้น เมื่อมีอันตรายแบบใดๆ กระท าต่อร่างกาย 

ระบบภูมิคุ้มกันร่างกายท่ีซับซ้อน จะท าการตอบสนองในขั้นแรก ด้วยระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจง 

เพ่ือควบคุม ลด จ ากัดและท าลายสาเหตุก่อนการอักเสบในทันที รวมทั้งก าจัดเนื้อเยื่อที่เสียหาย หรือตายด้วย 

เรียกการตอบสนองเช่นนี้ว่า การอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammation) ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงที่ส าคัญ คือ 

การขยายตัวของหลอดเลือด ท าให้เลือดมาเลี้ยงเพ่ิมขึ้น มีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดท าให้โปรตีนและ

เซลล์เม็ดเลือดขาว เช่น นิวโทรฟิล และแมคโครฟาจออกนอกหลอดเลือดได้ และเซลล์เม็ดเลือดขาวนี้เคลื่อน

เข้าสู่เนื้อเยื่อที่เกิดอันตราย เพ่ือก าจัดสิ่งแปลกปลอมโดยการกลืนกิน (phagocytosis) และหลั่งสาร pro-

inflammatory mediators และ pro-inflammatory cytokines ความเสียหายหรือผลจากการอักเสบ

เช่นนี้ ร่างกายมักจะซ่อมแซมจนไม่พบความผิดปกติ แต่หากระบบภูมิคุ้มกันควบคุมสาเหตุก่อการอักเสบ

เฉียบพลันได้ไม่ดี ท าให้มีการหลั่ง pro-inflammatory mediators และ pro-inflammatory cytokines 

อย่างต่อเนื่องนานออกไป จึงมีการท าลาย ลุกลามอย่างต่อเนื่อง ระบบภูมิคุ้มกันจะขยายผลการควบคุม เพ่ิม

ประสิทธิภาพการท าลายสาเหตุก่อการอักเสบอีก เรียกภาวะเช่นนี้ว่า การอักเสบเรื้อรัง (chronic 

inflammation) สิ่งที่แตกต่างไปจากการอักเสบเฉียบพลันคือ เซลล์หรือเนื้อเยื่อถูกท าลายมากขึ้น และหาก

การควบคุมยังท าได้ไม่ดีจะท าให้เกิดความบกพร่องของระบบและเป็นสาเหตุของโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง 

โรคไขข้อเสื่อม โรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว ภาวะช็อคจากการติดเชื้ออย่างรุนแรง (Septic shock) การปฏิเสธ

ของเนื้อเยื่อในการปลูกถ่ายอวัยวะ โรคเบาหวาน โรคกระเพาะและล าไส้อักเสบ โรคหอบหืด โรคไขข้ออักเสบ
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รูมาตอยด์ โรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว และโรคเสื่อมของระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s 

disease) โรคพาร์กินสัน (Parkinson’s disease) (Wright, 1992; Dorheim, 1994; Grisham, 1999; 

Coleman, 2001; Cross และ Wilson, 2003; Guzik, 2003; Latham, 2005)   

ในการอักเสบทั้งชนิดฉับพลันและเรื้อรัง จะมีการหลั่งสารสื่อกลางในการอักเสบหลายชนิด เช่น 

พรอสตาแกลนดิน E2 (prostaglandin E2, PGE2) ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) และ cytokines เป็น

จ านวนมาก สารเหล่านี้จะเป็นเครื่องมือท าให้เกิดการตอบสนอง และการอักเสบมากขึ้น (Van der Vilet, 

2000) จากการศึกษาพบว่าเมื่อท าการยับยั้งการหลั่งสารเหล่านี้จะท าให้การอักเสบลดลง เป้าหมายของยา

ต้านการอักเสบจึงมุ่งยับยั้งหรือลดการหลั่งสารเหล่านี้ แต่ยาส่วนใหญ่ยังขาดความจ าเพาะ และมีผลข้างเคียง

จากการใช้ยาเป็นเวลานาน (Seibert et al., 1994; Dhikav, 2002) ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะหายา

ใหม่ที่มีประสิทธิภาพที่ดีขึ้น  

ในปัจจุบันมีความพยายามในการค้นหาโมเลกุลสารจากธรรมชาติที่สามารถลดการผลิต pro-

inflammatory mediators และ pro-inflammatory cytokines เพ่ือน าไปสู่การผลิตยาต้านการอักเสบ 

ดังนั้นเพื่อเป็นการพ่ึงพาตนเองและลดการน าเข้ายาจากต่างประเทศ เนื่องจากประเทศไทยมีการน าเข้ายา

ต้านอักเสบจากต่างประเทศเป็นมูลค่าปีละหลายพันล้านบาท การค้นคว้าหาสารที่จะน ามาเป็นยาต้านอักเสบ

จึงมีความจ าเป็น โดยเฉพาะจากพืชและสมุนไพรไทยที่มีศักยภาพในการต้านอักเสบ เช่น สาร 4-

methoxycinnamyl 4-coumarate ที่เป็นสารจากเหง้าเร่มหอม (Etlingera pavieana (Pierre ex 

Gagnep.) R.M.Sm.) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ดีที่สุดในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 

ที่ถูกกระตุ้นด้วยไลโพพอลิแซกคาร์ไรด์ (LPS) และสารนี้มีฤทธิ์สูงกว่า aminoguanidine ซึ่งเป็นสารที่รู้จักกัน

ดีว่ามีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ inducible nitric oxide synthase (iNOS)  (เอกรัฐ ศรีสุข และ

กล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555) คณะผู้วิจัยเล็งเห็นศักยภาพของสาร 4-methoxycinnamyl p-coumarate ในการ

น าไปพัฒนาเป็นสารต้านอักเสบชนิดใหม่ อย่างไรก็ตามเรายังไม่ทราบกลไกท่ีชัดเจนในการออกฤทธิ์ต้านการ

อักเสบของสาร 4-methoxycinnamyl 4-coumarate ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาฤทธิ์กลไกการออก

ฤทธิ์ต้านการอักเสบในระดับโมเลกุลของสารประกอบ 4-methoxycinnamyl 4-coumarate ที่แยกจาก

เหง้าเร่วหอมในเซลล์แมคโครฟาจที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS เพ่ือเป็นข้อมูลในการน าสารนี้ไปพัฒนาเป็นยาต้าน
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การอักเสบ หรือในการน าไปเป็นสารน า (lead compound) ในการพัฒนายาต้านอักเสบในอนาคต เป็นการ

ลดการน าเข้ายาต้านอักเสบจากต่างประเทศ เป็นการประหยัดงบประมาณและอาจน ารายได้เข้าสู่ประเทศได้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ต้านอักเสบในระดับโมเลกุลของสาร 4-methoxycinnamyl 4-

coumarate (MCC) ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS 

 

1.3 ขอบเขตของการทดลอง 

น าสารประกอบ 4-methoxycinnamyl 4-coumarate (MCC) ที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะ

ซิเตตจากเหง้าเร่วหอม ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อสัมผัสกับสารทดสอบ ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ง

การผลิต ไนตริกออกไซด์, PGE2, TNF-, IL-1β และ IL-6 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้น

ด้วย LPS ซึ่งเป็นการจ าลองเหตุการณ์การอักเสบในหลอดทดลอง ศึกษาผลของสารต่อปริมาณโปรตีนและ 

mRNA ของเอนไซม์ iNOS, COX-2, TNF-, IL-1β และ IL-6 รวมทั้งเอนไซม์ COX-1 ศึกษาวิถีสัญญาณที่

เกี่ยวข้องกับการลดการอักเสบของสาร 4-methoxycinnamyl p-coumarate เช่น วิถี MAPKs ในเซลล์แมค

โครฟาจของหนู RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS  
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ทฤษฎ ี

การอักเสบ (Inflammation) เป็นปฏิกิริยาของร่างกาย ที่ท าการตอบโต้ ตอบสนอง หรือผ่อนคลาย

ความรุนแรงของอันตราย ที่ก าลังกระท าต่อร่างกาย การอักเสบ เป็นกระบวนการปกป้อง ตั้งแต่ระดับเซลล์ 

จนถึงชีวิตมนุษย์ การอักเสบมีสาเหตุจากการติดเชื้อ (infection) และสาเหตุที่ไม่ใช่การติดเชื้อ เช่น สารเคมี 

หรือ ปฏิกิริยาของภูมิคุ้มกันของร่างกาย เป็นต้น ในขณะที่มีการอักเสบจะมีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด 

ท าให้หลอดเลือดขยายตัวและมีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด จึงเพิ่มความสามารถในการซึม

ผ่านหลอดเลือด เป็นผลให้สารน้ าและเซลล์เม็ดเลือดขาว ออกจากหลอดเลือดมายังบริเวณท่ีมีการอักเสบ เป็น

ผลให้เกิดการบวม แดง ร้อนของบริเวณท่ีมีการอักเสบ เม็ดเลือดขาวที่ออกมานอกหลอดเลือด เช่น นิวโทรฟิล 

และแมคโครฟาจจะถูกกระตุ้นโดยสิ่งแปลกปลอมที่รุกรานท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี หลั่งสาร

สื่อกลางในการอักเสบ (Pro-inflammatory mediators) ชนิดต่างๆ เช่น แบรดดีไคนิน (bradykinin), ฮีสตา

มีน (histamine), ไนตริกออกไซด์ และ พรอสตาแกลนดิน เป็นต้น รวมทั้ง pro-inflammatory cytokines 

เช่น tumor necrosis factor- (TNF-), interleukin-1β (IL-1β) และ interleukin-6 (IL-6) ออกจาก

เซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์แมคโครฟาจ (พีรยุทธ สิทธิไชยากุล, 2552; Kumar et al., 2007) ซึ่งสาร pro-

inflammatory mediators และ pro-inflammatory cytokines เหล่านี้ที่ถูกหลั่งมากเกินไป หรือหลั่ง

ต่อเนื่องในระยะเวลานานๆ จะท าให้เกิดการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ มีรายงานว่าการอักเสบเป็นสาเหตุที่ท าให้

เกิดโรคที่เก่ียวข้องกับการอักเสบต่างๆ  

ไนตริกออกไซด์ เป็นอนุมูลอิสระท่ีสังเคราะห์จาก L-arginine เร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ nitric oxide 

synthase (NOS) มีโมเลกุลของออกซิเจนเป็นสารตั้งต้นร่วม เกิด five-electron oxidation ขึ้นที่อะตอม

ของไนโตรเจนที่อยู่ในกลุ่มกัวนิดิน (guanidine) ของ L-arginine ได้เป็นไนตริกออกไซด์รวมทั้งได้ L-

citrulline เป็นผลผลิตร่วม โดยในปฏิกิริยานี้จะอาศัย flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin 
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mononucleotide (FMN), heme, calmodulin (CaM) และ tetrahydrobiopterin (BH4) เป็นโคแฟก

เตอร์ร่วม เอนไซม์ NOS มีทั้งหมด 3 ไอโซฟอร์ม คือ neuronal nitric oxide synthase (nNOS) และ 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ซึ่งมีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive isoforms) 

ผลิตไนตริกออกไซด์ในปริมาณต่ า และ iNOS ซ่ึงจะมีการแสดงออกของยีนเมื่อถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้าต่างๆ 

(MacMicking, et al., 1997 และ Alderton et al., 2001) ไนตริกออกไซด์มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ

ต่างๆ ในร่างกาย เช่น การสื่อสัญญาณประสาท (neurotransmission) ควบคุมความดันโลหิตโดยท าให้

หลอดเลือดขยายตัว (vascular relaxation) ป้องกันการเกาะตัวของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) 

และการจับตัวกันของเม็ดเลือดขาว (leukocyte adhesion) รวมทั้งยังเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันแบบมีมา

แต่ก าเนิด (innate immunity) แมคโครฟาจท าหน้าที่ก าจัดจุลชีพที่บุกรุก โดยผลิตไนตริกออกไซด์ในปริมาณ

มากจากเอนไซม์ iNOS ซ่ึงถูกเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของยีนเมื่อมีการสัมผัสกับ cytokine, endotoxin 

ของแบคทีเรีย หรือไลโพพอลิแซกคาร์ไรด์ lipopolysaccharide (LPS) จากแบคทีเรีย (Coleman, 2001) 

การกระตุ้นการแสดงออกของยีน iNOS ส่งผลให้มีการผลิตไนตริกออกไซด์ในปริมาณมาก โดยไนตริกออกไซด์

ท าหน้าที่เป็นสารสื่อกลางของการอักเสบที่ส าคัญที่ถูกผลิตขึ้นโดยเซลล์แมคโครฟาจ ถึงแม้ว่าไนตริกออกไซด์

จะมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการก าจัดจุลชีพที่รุกรานร่างกายมนุษย์ แต่ไนตริกออกไซด์ที่ถูกผลิตขึ้นในปริมาณท่ี

มากเกินไปจาก iNOS พบว่ามีส่วนร่วมในการเกิดอาการของโรคที่เก่ียวข้องกับการอักเสบต่างๆ  

โพรสตาแกลดิน (prostaglandins, PGs) เป็นสารตัวกลางในกลุ่มลิพิดที่ควบคุมกระบวนการต่างๆ 

ในร่างกาย เช่น ควบคุมความดันโลหิต การแข็งตัวของหลอดเลือด และตอบสนองต่อการอักเสบ ใน

กระบวนการสังเคราะห์โพรสตาแกลดินจาก arachidonic acid ถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์หลักคือ COX 

เอนไซม์นี้มี 2 ไอโซฟอร์ม คือ COX-1 ซึ่งมีการแสดงออกเป็นประจ าเพื่อผลิตโพรสตาแกลนดินที่ท าหน้าที่ทาง

สรีรวิทยา ควบคุมระบบหลอดเลือดและป้องกันเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร (Rao and Knaus, 2008) และ

อีกไอโซฟอร์ม คือ COX-2 เป็นเอนไซม์ที่ถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้ากลุ่มเดียวกับ iNOS ท าให้เกิดการหลั่งของโพรส

ตาแกลดินในปริมาณมาก (Katzung, 2001; Rao and Knaus, 2008) PGE2 เป็นไอโซฟอร์มหนึ่งของพรอส

ตาแกลนดินท าหน้าที่ร่วมกับสารในร่างกายในการหดตัวและการคลายตัวของกล้ามเนื้อเรียบ การขยายตัว
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และบีบตัวของหลอดเลือด ควบคุมความดันเลือด (Serhan and Levy, 2003) และเป็นตัวกลางการอักเสบที่

กระตุ้นการท าลายเนื้อเยื่อ 

มีการรายงานว่า LPS จะเข้าจับที่ Toll-like receptor 4 (TLR4) และกระตุ้นการส่งสัญญาณเพ่ือ

กระตุ้นการท างานของ nuclear factor kappa B (NF-B) ซึ่งเป็น transcription factor ที่ก่อให้เกิดการ

แสดงออกของ iNOS, COX-2 และ pro-inflammatory cytokines (Lowenstein et al., 1993; Zhang et 

al., 2012) ในสภาวะที่เซลล์ไม่ถูกกระตุ้น NF-B จะอยู่ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) จับกับโปรตีน 

inhibitor of B (IB) ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้ง NF-B ท าให้ NF-B ไม่สามารถเคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียสได้ 

(Zhang et al., 2012) ในสภาวะที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS หรือ ไซโตไคน์ต่างๆ จะเกิดการจับกับตัวรับสัญญาณ 

(receptor) ท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ inhibitor of B kinase (IB kinase) ท าให้เกิด

กระบวนการฟอสโฟริเลชั่น (phosphorylation) จากนั้น IB จะถูกท าลายด้วยการกระบวน 

proteosome–mediated proteolytic ท าให้ NF-B อยู่ในภาพ heterodimer ของ p65 ที่รวมกับ p50 

หรือ p52 (Tak and Firestein, 2001) ท าให้สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งจะไปจับกับต าแหน่ง NF-

B binding site ที่บริเวณส่วนควบคุมการแสดงออกของยีน (promoter) ท าให้เกิดกระบวนการถอดรหัส

ของยีน การกระตุ้นการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 จะเกิดการส่งสัญญาณผ่านวิถีสัญญาณ MAPKs 

อีกด้วย (Lu et al., 2012) นอกจากนี้ยังมี transcription factor ตัวอ่ืนที่ควบคุมการแสดงออกของยีน 

COX-2 และ iNOS เช่น activate protein-1 (AP-1), c-AMP response element binding protein 

(C/EBPs) และ CREB เป็นต้น (Yang et al., 2012)  

 

2.2 ผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (literature review) 

เร่วหอม [IEtlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M.Sm.] เป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae 

เป็นไม้สกุลเดียวกับกาหลาและปุด พบมากในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย เช่น ระยอง จันทบุรี และ

ตราด (พงษ์ศักดิ์ พลเสนา, 2550b) มีลักษณะเป็นไม้ล้มลุก ล าตันเป็นเหง้าใต้ดิน ใบเดี่ยว เรียงสลับ ดอกช่อ 

แทงจากเหง้า ดอกย่อยสีแดง ทุกส่วนมีกลิ่นหอมแรง เหง้าหรือล าต้นใต้ดินใช้ขับปัสสาวะ แก้ลมและแก้
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ท้องอืด ท้องเฟ้อ (พงษ์ศักดิ์ พลเสนา, 2550a) นอกจากนี้ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของไทย มีการน าเหง้าของ

เร่วหอมมาใช้เป็นเครื่องเทศผสมในอาหาร เช่น ก๋วยเตี๋ยวหมูเลียง ก๋วยเตี๋ยวเนื้อเลียง แกงป่า และผัดเผ็ด การ

ปลูกเร่วหอมแต่ดั้งเดิมเป็นการปลูกเป็นพืชสวนครัว และปลูกแซมในสวนผลไม้เพ่ือขุดเหง้าจ าหน่าย ใน

ปัจจุบันสถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และกรมส่งเสริมการเกษตร ได้ส่งเสริมให้

เกษตรกรปลูกเร่วหอมในเชิงพาณิชย์เพื่อจ าหน่ายเหง้าทั้งในและนอกประเทศ (วารสารเคหเกษตร, มปป.; 

รายการเกษตรกรน่ารู้, 2553) จากการศึกษาของคณะผู้วิจัยพบว่าส่วนสกัดจากเหง้าของเร่วหอมมีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ (Srisook และ Srisook, 2011) และต้านการอักเสบ โดยส่วนสกัดย่อยเฮกเซนและส่วนสกัดย่อย

เอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดเอทานอลจากเหง้าเร่วหอมมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยสามารถยับยั้งการผลิตไนตริ

กออกไซด ์และส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของเหง้าเร่วหอมยังยั้บยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 (PGE2) ใน

เซลล์แมคโครฟาจที่เหนี่ยวน าด้วย LPS (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2551) ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิ

เตตของเหง้าเร่วหอมนี้มีฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยลดการแสดงออกของเอนไซม์ iNOS ได้ลดการกระตุ้น 

nuclear factor kappa B (NF-B) ซึ่งเป็น transcription factor ส าคัญทีค่วบคุมการแสดงออกของ

เอนไซม์ iNOS และเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ heme oxygenase-1 (Palachot, 2012) ต่อมามี

การแยกสารประกอบจากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของเหง้าเร่วหอมจ านวน 9 ชนิด ได้แก่ 4-

methoxycinnamyl 4-coumarate, p-anisic acid, p-hydroxy benzaldehyde, 4-methoxycinnamyl 

alcohol, p-coumaric acid, trans-4-methoxycinnamaldehyde, สาร (E)-methyl isoeugenol, 

trans-anethole และ , p-anisaldehyde และพบว่าสาร 4-methoxycinnamyl p-coumarate (แสดง

โครงสร้างทางเคมีในภาพที่ 1-1) ซึ่งเป็นสารที่มีการพบเป็นครั้งแรกในเหง้าเร่วหอม มีฤทธิ์สูงที่สุดในการยับยั้ง

การผลิตไนตริกออกไซด์ และไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 และสารนี้ยังลด

ปริมาณ mRNA และโปรตีน iNOS ในเซลล์แมคโครฟาจ (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555) 
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ภาพที่ 2-1 โครงสร้างทางเคมีของสาร 4-methoxycinnamyl 4-coumarate  

ที่แยกได้จากเหง้าเร่วหอม  
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

 

3.1 การสกัดสาร 4-methoxycinnamyl 4-coumarate (MCC) จากเหง้าเร่วหอม 

น าสมุนไพรเร่วหอมประมาณ 40 กิโลกรัมจาก จังหวัดจันทบุรี มาล้างด้วยน้ าประปา และอบแห้ง บด

ให้ละเอียด และท าการสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล ในอัตราส่วนของพืชต่อตัวท าละลาย คือ 1 ต่อ 10 

เป็นระยะเวลา 7 วัน ท าการกรอง จากนั้นน าผงพืชมาแช่ในเอทานอลซ้ าอีก 2 ครั้ง และน าสารละลายที่ได้มา

ท าให้แห้งโดยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและเครื่องดูดสุญญากาศ จากนั้นสกัดแยกส่วนสกัดเอทา

นอล มาสกัดแยกส่วนด้วยเฮกเซน และเอทิลอะซิเตต ตามล าดับ น าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตที่แยกได้มาท า

การระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและเครื่องดูดสุญญากาศ ตามล าดับ  

แยกส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากเหง้าเร่วหอมโดยคอลัมน์โครมาโทกราฟีใช้ silica gel เป็นเฟส

คงท่ี และเฟสเคลื่อนที่คือ 10-80% เอทิลอะซิเตต (EtOAc) ต่อเฮกซน ตามด้วย 100% EtOAc และน าสารที่

แยกได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TLC เพ่ือแยกและรวมสารได้สารทั้งหมด 5 สว่นสกัดย่อย (sub fractions, SF 

1-5) น าส่วนสกัดย่อย SF2 มาแยกต่อในคอลัมน์ที่บรรจุ silica เฟสเคลื่อนที่คือ 1-5 %  เมทานอล (MeOH) 

ต่อไดคลอโรมีเทน (DCM) ตามด้วย 10% MeOH/DCM น าสารที่แยกได้ไปตรวจด้วยเทคนิค TLC เพ่ือแยก

และรวมสาร ได้สารทั้งหมด 2 คือส่วนสกัดย่อย SF2-1 และส่วนสกัดย่อย SF2-2 จากนั้นน าส่วนสกัดย่อย 

SF2-1 แยกในคอลัมน์ที่บรรจุ silica gelและเฟสเคลื่อนที่คือ 100% DCM-5% MeOH/DCM ตามด้วย 10% 

MeOH/DCM และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TLC เพ่ือแยกและรวมสารได้สารทั้งหมด 7 ส่วนสกัดย่อย (sub 

fractions, SF2-1.1-2-1.7)  

น าส่วนสกัดย่อย SF2-1.4 รวมกับ SF2-1.5 และแยกในคอลัมน์ที่บรรจุ silica gel เฟสเคลื่อนที่คือ 

100% DCM-5% MeOH/DCM ตามด้วย 10% MeOH/DCM และน าสารที่แยกได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

TLC เพ่ือแยกและรวมสารได้สารทั้งหมด 3 ส่วนสกัดย่อย (sub fractions, SF2-1.4-1–2-1.4-3) จากนั้นน า

ส่วนสกัดย่อย SF4 แยกในคอลัมน์ที่บรรจุ silica gel เฟสเคลื่อนที่คือ 100% DCM-5% MeOH/DCM ตาม
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ด้วย 10% MeOH/DCM และน าสารที่แยกได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TLC เพ่ือแยกและรวมสารได้สาร

ทั้งหมด 4 ส่วนสกัดย่อย (sub fractions, SF4-1 -4-4)  ท าการตกผลึกสาร MCC ได้จากส่วนสกัดย่อย SF2-

1.1 และ SF2-1.3 น าสาร MCC ที่ได้ไปวิเคราะห์โครงสร้างด้วย NMR เพ่ือยืนยันว่าสารที่ได้เป็น MCC ดัง

แสดงสเปกตรัม NMR ในภาพที ่2-1 

 

 

 

ภาพที่ 3-1 สเปกตรัม NMR ของสาร MCC 

 

3.2 การทดสอบกลไกระดบัโมเลกุลในการต้านอักเสบของสาร MCC 

3.2.1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ของสาร MCC 

เซลล์ที่ใช้ศึกษากลไกในการยับยั้งการอักเสบของสาร MCC คือ เซลล์ไลน์แมคโครฟาจ RAW 264.7 

ทีเ่ลี้ยงใน Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ซึ่งมี  100 U/ml penicillin,100 g/ml 
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streptomycin, 4 mM L-glutamine, 25 mM D-glucose, 1 mM sodium pyruvate และ 10% heat-

inactivated fetal bovine serum (FBS) ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 %  

จากนั้นท าการทดสอบหาช่วงความขัมข้นของสาร MCC ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้วิธี MTT assay 

เพ่ือน าช่วงความเข้มข้นที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มาทดสอบในการทดลองต่อไป วิธีการโดยย่อดังนี้ 

เลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ (0-200 M) เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ดูดอาหารเลี้ย

เซลล์ทิ้งและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีสารละลาย MTT แล้วน ากลับไปบ่มต่อที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชวั

โมง จากนั้นละลายสาร formazan ที่เกิดขึน้ด้วย DMSO แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร 

(Srisook และ Cha, 2004) แสดงผลในรูปร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งค านวณจาก (ค่าการดูดกลืนแสงของ

หลุมที่ใส่สารทดสอบ/ ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไม่ใส่สารทดสอบ) X 100 ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง 

แต่ละครั้งท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละสภาวะการทดลอง 

3.2.2 การทดสอบสาร MCC ต่อการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2, TNF- และ IL-1

ไนไตรท์ (nitrite) เกิดจากการออกซิเดชั่นไนตริกออกไซด์ ที่ผลิตโดยเอนไซม์ iNOS  ซึ่งปริมาณไน

ไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (10% FBS-DMEM) เป็นดัชนีที่บ่งชี้แอคทีวิตีของเอนไซม์ iNOS ปริมาณไนไตรท์

ทดสอบได้โดยปฏิกิริยา Griess โดยมีวิธีการโดยย่อดังนี้ ให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มสีาร MCC 

ในช่วงที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ พร้อมทั้ง LPS และเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่ เป็น

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml และน า

อาหารเลี้ยงเซลล์นี้จ านวน 100 l ผสมกับสารละลาย Griess  [0.1% N-(1-naphtyl)-ethylenediamine 

and 1% sulfanilamide in 5 % phosphoric acid] จ านวน 100 l จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 

10 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 546 นาโนเมตร และค านวณความเข้มข้นของไนไตรในอาหารเลี้ยง

เซลล์ได้จากกราฟมาตราฐานที่สร้างจาก sodium nitrite (Srisook และ Cha, 2005)  

น าอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ตามสภาวะที่กล่าวไว้ด้านบนมาทดสอบการยับยั้งการผลิต 

PGE2, TNF- และ IL-1 ทดสอบโดยวิเคราะห์ปริมาณ TNF- และ IL-1 ที่ถูกหลั่งจากเซลล์ออกมาอยู่

ในอาหารเลี้ยงเซลล์โดยใช้ชุด ELISA kit ส าหรับวิเคราะห์ PGE2, TNF- และ IL-1 ตามล าดับ ในการ
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ทดสอบผลของสารทดสอบต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ และ PGE2นี้ จะใช้ยาแก้อักเสบที่ไม่ใช่สารสเตียรอยด์

และมีเป้าหมายที่เอนไซม์ iNOS และ COX-2 ที่ขายในท้องตลาดเป็นตัวเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับสาร

บริสุทธิ์ที่ได ้ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละสภาวะการทดลอง 

3.2.3 การทดสอบสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2, TNF- และ IL-1 

 วิเคราะหฺปริมาณ mRNA ของยีนที่เก่ียวข้องกับการอักเสบ ได้แก่ iNOS, COX-2, TNF- 

และ IL-1 ด้วยเทคนิค real time-reverse-transcription polymerase chain reaction (real time-RT-

PCR) โดยให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีสาร MCC ในช่วงที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ พร้อมทั้ง 

LPS และเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่ เป็นระยะเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดดูดอาหาร

เลี้ยงเซลล์ทิ้ง และสกัด RNA ทั้งหมด ท าการวัดปริมาณ RNA ที่ได้ น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 

280 nm ด้วยเครื่อง UV/VIS Spectrophotometer โดย 1 A260 เท่ากับ 40 µg/mL ของ RNA สังเคราะห์ 

cDNA จาก RNA ทั้งหมดท่ีได้การท าปฏิกิริยากับ 5x RT supermix ซึ่งประกอบด้วย (iScript MMLV-RT 

(RNaseH+), RNase inhibitor, dNTPs, oligo (dT), random primer, buffer, Mgcl2) ปริมาตร 4 µl และ

เติมน้ าที่ปราศจาก Nuclease ปรับปริมาตรให้เป็น 20 µl สภาวะที่ใช้สังเคราะห์ cDNA คือ 25 oC นาน 5 

นาท,ี 42 oC นาน 30 นาทีและ 82 oC นาน 5 นาที จากนั้นน า cDNA ที่ได้มาวิเคราะห์ปริมาณ mRNA ด้วย

เทคนิค Real-time RT-PCR โดยใช้ SYBR Green และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน iNOS, COX-2, TNF-, IL-

1 และ elongation factor (EF-2) (Buapool et al., 2013) ปฏิกิริยาส าหรับวิเคราะห์ปริมาณ mRNA 

ประกอบด้วย (2X) iTagTM Universal SYBR® Green supermix [antibody-mediated hot-start iTaq 

DNA polymerase, dNTPs, MgCl2, SYBR® Green I dye, enhancers, stabilizers และ blend of 

passive reference dyes] จ านวน 10 µl, 10 µM Forward primer จ านวน 0.5 µl, 10 µM Reverse 

primer จ านวน 0.5 µl, cDNA ที่สังเคราะห์ จ านวน 2 µl และปรับปริมาตรให้เป็น 20 µl ด้วยน้ าปราศจาก 

DNase และ RNase ในสภาวะทีเ่หมาะสมในปฏิกิริยา Real-time PCR ของยีน iNOS, COX-2, TNF-, IL-

1 และ EF-2 และวิเคราะห์หา cycle of threshold (Ct) ของแต่ละปฏิกิริยาจากนั้นน าค่า Ct ที่ได้มา

ค านวณหาโดยเปรียบเทียบเชิงสัมพัทธ์กับตัวอย่างควบคุม ตามสมการด้านล่าง 
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2-∆∆Ct=ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 

∆∆Ct = ∆Ct (ตัวอย่างทดสอบ) - ∆Ct (ตัวอย่างควบคุม) 

∆Ct = Ct of target gene – Ct of housekeeping gene 

ในการศึกษานี้ใช้ EF-2 เป็น housekeeping gene ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ า 

3 ครั้งในแต่ละสภาวะการทดลอง 

การทดสอบปริมาณโปรตีน iNOS และ COX-2 โดยวิธี Western blot analysis โดยให้เซลล์สัมผัสกับ

อาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีสาร MCC ในช่วงที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ พร้อมทั้ง LPS และเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 

องศาเซลเซียส ที่ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง ล้างด้วยปัฟเฟอร์ 1X PBS [137 

mM Nacl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH2PO4,10 mM Na2HPO2] ที่เย็น 2 ครั้งก่อนเติม RIPA protein lysis 

buffer [150 mM Tris-HCl,150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 0.1%(v/v) SDS,1% (v/v) sodium 

deoxycholate, 1%(v/v) Nonidet P-40] ปริมาตร 50 µL ที่เติมสารละลาย 1X protease inhibitors 

จากนั้นใช้ cell scraper ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 g ที่

อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนเก็บใส่หลอดพลาสติกหลอดใหม่ น าไปวิเคราะห์หาปริมาณ

โปรตีนโดยวิธี BCA assay และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 ºC ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Western blot ต่อไป 

ท าการแยกโปรตีนรวมที่สกัดได้ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้ความเข้มข้นเจล 10% separating 

gel และ 4% stacking gel น าสารละลายโปรตีนรวมที่สกัดได้ 30 µg ผสมกับ (1X) protein loading dye 

[0.0625 M Tris-HCl (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 0.01% (w/v) bromophenol blue, 10% (v/v) 

glycerol และ 200 mM -mercaptoethanol] และน้ ากลั่น จากนั้นน าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 ºC 

เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้โปรตีนเสียสภาพ ก่อนหยอดลงช่องของเจลที่อยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ (1X) 

running buffer [0.025 M Tris, 0.192 M glycine และ 0.1% (w/v) SDS] ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้าคงที่ 80 V เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที ก่อนจะย้ายแผ่นเจลที่ได้ไปบนเมมเบรน 

Polyvinylidenedifloride (PVDF) ที่ผ่านการแช่ใน absolute methanol เป็นเวลา 30 วินาที ล้างด้วยน้ า

กลั่น แช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ transfer buffer [192 mM glycine, 25 mM Tris, 10% (v/v) methanol] 

เป็นเวลา 5 นาทีแล้ว น าเมมเบรน PVDF ที่ประกบกับเจลไปใส่ในแทงค์ที่มีบัฟเฟอร์ transfer buffer ผ่าน
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กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงท่ี 25 V เป็นเวลานานข้ามคืน ที่อุณหภูมิ 4 ºC น าแผ่นเมมเบรนที่ผ่าน

การส่งผ่านโปรตีนแล้วมาบ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T [10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl 

และ 0.1% (v/v) Tween 20] ที่มี 5% (w/v) non-fat dried milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้ว

จึงน าเมมเบรนแช่ในสารละลายแอนติบอดี้ที่จ าเพาะต่อโปรตีน iNOS, COX-2 และ -actin ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วจึงล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T จ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 

5 นาที ก่อนน าแผ่นเมมเบรนมาแช่ในสารละลาย anti-mouse IgG (H+L) ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ HRP เป็น

เวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T จ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลา

ครั้งละ 5 นาที น าแผ่นเมมเบรนบ่มในสารละลายซับสเตรทส าหรับ enhanced chemiluminescence 

(ELC) เป็นเวลา 5 นาที ก่อนน าไปประกบฟิล์มเอ๊กซ์เรย์ในห้องมืด วิเคราะห์ผลแถบสัญญาณโปรตีนที่ได้โดย

โปรแกรม BIO-1D เวอร์ชัน 12.10a แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) ของ

โปรตีน iNOS และ COX-2 เมื่อเปรียบเทยีบกับเซลล์ควบคุม ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง  

3.2.4 การทดสอบสาร MCC ต่อการกระตุ้นวิถี MAPKs 

วิถี MAPKs เป็นวิถีที่ควบคุมการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ประกอบด้วยเอนไซม์หลัก 

คือ p38 MAPK, JNK, ERK เอนไซม์เหล่านี้เมื่อถูกกระตุ้นจะถูก phosphorylation ท าให้อยู่ในรูปที่ active 

โดยจะไปท าหน้าที่เร่งการ phosphorylation ให้กับ transcription factor เป้าหมาย เช่น NF-B และ 

AP-1 การทดสอบให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีสาร MCC ในช่วงที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ 

เป็นเวลา 30 นาทีก่อนใส่ LPS และเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ต่อเป็นระยะเวลา 30 นาที ก่อนดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง ล้างด้วยปัฟเฟอร์ 1X PBS [137 mM Nacl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH2PO4,10 mM 

Na2HPO2] ที่เย็น 2 ครั้งก่อนเติม RIPA protein lysis buffer ที่ม ีprotease inhibitor และ phosphatase 

inhibitor ตามวิธีทีอ่ธิบายไว้ใน Buapool et al. (2013) จากนั้นใช้ cell scraper ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอด

พลาสติกขนาด 1.5 ml น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบน

เก็บใส่หลอดพลาสติกหลอดใหม่ น าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA assay และวิเคราะห์ด้วยวิธ ี

Western blot ต่อไป โดยวิเคราะห์โปรตีนต่างๆ ดังนี้ phospho-p38, total p38, phospho-JNK, total 



24 
 

JNK, phospho-ERK และ total ERK ในการศึกษาจะใช้ inhibitor ของวิถี p38 MAPK, JNK, ERK เป็น 

positive control ร่วมด้วยท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง  

3.2.5 การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 

ผลการทดลองที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่

เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า วิเคราะห์ข้อมูลการทดลองท่ีได้ โดยเปรียบเทียบแบบ two-tailed 

student’s t-test และ one-way ANOVA โดยก าหนดค่าความมีนัยส าคัญทางสถิติที่  p<0.05 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

 

4.1 ความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ของสาร MCC 

ท าการบ่มเซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW 264.7 ด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้น 3.1-200 µM 

พบว่าสารที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 50 µM เป็นพิษต่อเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) ความมีชีวิตรอด

ของเซลล์ที่สัมผัสกับสารที่ 50, 100 และ 200 µM มีค่าเท่ากับ 5.75, 2.69 และ 3.76 % ตามล าดับ (ดัง

แสดงในภาพที่ 4-1) ดังนั้นความเข้มข้นของสารทดสอบ MCC ที่ใช้ในการทดลองต่อไปจะท าท่ีความเข้มข้นต่ า

กว่า 50 µM เพ่ือหลีกเลี่ยงการตายของเซลล์อันเป็นผลาจากความเป็นพิของสารทดสอบ 

 

ภาพที่ 4-1 การวิเคราะห์การมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร 

MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ
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ทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *** p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่

ไม่ได้สัมผัสกับ MCC แต่สัมผัสกับ 0.4 % (v/v) DMSO 

 

4.2 ผลของสาร MCC ต่อการผลิตไนตริกออกไซด,์ PGE2, TNF- และ IL-1 

ท าการบ่มเซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW 264.7 ด้วย LPS กับ สาร MCC ที่ความเข้มข้น  

0.7-37.5 µM และวิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ซึ่งเป็นสารที่บ่งบอกปริมาณไนตริกออกไซด์

ที่เซลล์ผลิตขึ้นมา พบว่าสาร MCC สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น 

ดังแสดงในภาพที่ 4-2 มีค่า IC50 ของการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์มีค่าเท่ากับ 14.2±2.3 µM ในการ

ทดลองนี้ใช้สารควบคุมแบบบวก 2 สาร คือ aminoguanidine (AG) ซึ่งเป็น iNOS inhibitor ที่มี

ความจ าเพาะที่ทราบกันดี (Alderton et al., 2001 ที่ความเข้มข้น 50 µM สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกอ

อกไซด์ได้ประมาณ 62.2 % มีค่า IC50 ของการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์มีค่าเท่ากับ 51.1±18.7 µM อีก

สารหนึ่งคือ PDTC ที่เป็น NF-B inhibitor (Liu et al., 1999) ความเข้มข้น 100 µM สามารถยับยั้งการ

ผลิตไนตริกออกไซด์ได้ประมาณ 47.5 % จากผลท่ได้นี้จะเห็นว่าสาร MCC มีศักยภาพในการยับยั้งการผลิตไน

ตริกออกไซด์ที่ดีกว่า aminoguanidine เนื่องจากสาร MCC ทีม่ีค่า IC50 ของการยับยั้งการผลิตไนตริกออก

ไซด์ที่ต่ ากว่าaminoguanidine นอกจากนี้ยังท าการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจที่สัมผัสกับ

สาร MCC ที่ความเข้มข้น 1.625-37.5 µM ในสภาวะที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS พบว่าเซลล์มีชีวิตรอดไม่แตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO  

การศึกษาผลของสาร MCC ต่อการผลิต PGE2 และ IL-1 พบว่าสาร MCC สามารถยับยั้งการผลิต 

PGE2 ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเข้มข้น 25 และ 37.5 µM (ภาพที่ 4-3) มีค่า IC50 ของการยับยั้ง

การผลิต PGE2 เท่ากับ 32.7±4.7  µM สาร indomethacin (IMC) ที่เป็น COX inhibitor ที ่ที่ความเข้มข้น 

1 µM สามารถยับยั้งการผลิตPGE2 ได้98.8 % แสดงให้เห็นว่าศักยภาพในการยับยั้งการผลิต PGE2 ของสาร 

MCC ต่ ากว่ายา indomethacin 
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 สาร MCC ยังสามารถยับยั้งการผลิต IL-1 ได้ในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น (ภาพที่ 4-4) มีค่า 

IC50 ของการยับยั้งการผลิต IL-1 มีค่าเท่ากับ 2.9±0.5 µM สาร BAY 11-7082 ที่เป็น NF-B inhibitor 

(Strickson et al., 2013) ที่ความเข้มข้น 5 µM สามารถยับยั้งการผลิต IL-1  ได้59.9% 

 

 (A) 

 

 

ภาพที่ 4-2 การผลิตไนตริกออกไซด์ ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่

ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) และความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อประเมินด้วย MTT 

assay (B) ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน 

แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า **, *** p<0.01 และ p<0.0จ1 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS 

เพียงอย่างเดียว 
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 (B) 

 

ภาพที่ 4-2 (ต่อ) การผลิตไนตริกออกไซด์ ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร 

MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) และความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อประเมินด้วย 

MTT assay (B) ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ที่อิสระ

ต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า **, *** p<0.01 และ p<0.0จ1 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ 

LPS เพียงอย่างเดียว 

นอกจากนี้ยังได้ท าการศึกษาผลของสาร MCC ต่อการผลิต TNF- พบว่าสาร MCC ที่ความเข้มข้น  

0.7-37.5 µM ไม่สามารถยับยั้งการผลิต TNF- ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดังแสดงในภาพที่ 4-5 ในขณะ

ที่สาร BAY ที่เป็น NF-B inhibitor ที่ความเข้มข้น 5 µM สามารถยับยั้งการผลิต TNF- ได้เพียง15.5 % 

จากผลการทดลองที่ได้แสดงถึงการลดลงของปริมาณไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1 ไม่ได้เกิด

จากการตายของเซลล์ แต่เกิดจากการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1 ของสาร MCC เอง 

การที่สาร MCC มีผลต่อการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1 แต่ไม่ยับยั้งการผลิต TNF- นี้ อาจเป็น

เพราะว่าสาร MCC ไปมีผลต่อการแสดงออกของยีนแต่ละตัวที่แตกต่างกัน  
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ภาพที่ 4-3 การผลิต PGE2 ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ

ทดลอง 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *** p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS 

เพียงอย่างเดียว 
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ภาพที่ 4-4 การผลิต IL-1 ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ

ทดลอง 1 ครั้ง แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *** p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว 
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ภาพที่ 4-5 การผลิต TNF- ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ

ทดลอง 1 ครั้ง แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า  

 

4.3 ผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2, TNF- และ IL-1 

 หลังจากพบว่าสาร MCC มีผลท าให้การผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1 ลดลง ซึ่งการลดลงนี้

อาจเป็นผลมาจากการลดการแสดงออกของยีนที่ควบคุม pro-inflammatory mediator เหล่านี้ เราจึง

ท าการศึกษาผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2, TNF- และ IL-1 ที่ควบคุมการ

ผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 , TNF- และ IL-1ตาล าดับ ผลจาก Western blot ในภาพที่ 4-6 แสดงให้

เห็นว่า LPS เหนี่ยวน าให้มีปริมาณโปรตีน iNOS และ COX-2 เพ่ิมข้ึนอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์

ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบใด ในขณะที่สาร MCC ยับยั้งปริมาณโปรตีน iNOS และ COX-2 ได้ใน
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ลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น (ภาพท่ี 4-6) โดยที่สาร MCC สามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน iNOS ได้

มากกว่าโปรตีน COX-2 ผลท่ีได้นี้สอดคล้องกับผลการศึกษาการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และ PGE2 

โดยการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ มีค่า IC50 เท่ากับ 14.2±2.3 µM ซ่ึงต่ ากว่าค่า IC50 ของการผลิต PGE2 

ซึ่งมีค่าเท่ากับ 32.7±4.7 µM 

 

ภาพที่ 4-6 ผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 ในเซลล์แมคโคร

ฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผล 

Western blot ที่แสดงเป็นตัวแทนของการทดลองท่ีเป็นอิสระต่อกัน 3 ซ้ า  

 

 จากนั้นท าการศึกษาผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2, TNF- และ IL-1 

โดยเทคนิค real time-RT-PCR พบว่าสาร MCC ลดการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ IL-1 ที่

ระดับ mRNA ได้ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น ดังแสดงในภาพที่ 4-7 และ 4-8Aแต่ในขณะที่สาร MCC ไม่

ยับยั้งปริมาณ mRNA ของ TNF- ในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น (ภาพที่ 4-8B) ผลการทดลองที่ได้นี้

สอดคล้องกับปริมาณโปรตีนที่ถูกควบคุมโดยยีนเหล่านี้ (ภาพที่ 4-4 ถึง 4-6) ผลการทดลองที่ได้บ่งชี้ว่าการ

ลดลงของการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1 ที่เป็นผลของสารMCC อาจเกิดจากการที่สาร MCC 

ไปลดการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ IL-1 และท าให้ปริมาณโปรตีน iNOS, COX-2 และ IL-1 

ลดลง ส่งผลให้มีปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1 ลดลงในที่สุด 
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(A) 

 

(B) 

 

ภาพที่ 4-7 ผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ในเซลล์แมคโครฟาจ

หนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS เป็นเวลา 9 ชั่วโมง ผลที่แสดงเป็นค่า 

fod of induction ของ relative expression ของการแสดงออกของยีน iNOS (A) และ COX-2 (B) เมื่อ

เทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารใด วิเคราะห์ผลโดยเทคนิค real time-RT-PCR ข้อมูลที่แสดงเป็น

ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง แต่ละครั้งท า 2 ซ้ า 
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(A) 

 

(B) 

 

ภาพที่ 4-8 ผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน TNF- และ IL-1ในเซลล์แมคโครฟาจ

หนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ผลที่แสดงเป็นค่า 

fold of induction ของ relative expression ของการแสดงออกของยีน TNF-  (A) และ IL-1 (B) เมื่อ
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เทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารใด วิเคราะห์ผลโดยเทคนิค real time-RT-PCR ข้อมูลที่แสดงเป็น

ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง แต่ละครั้งท า 2 ซ้ า 

 

4.4 ผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน COX-1 

 สารที่สามารถยับยั้งเอนไซม์ COX-2 ได้มักจะส่งผลยับยั้งเอนไซม์ COX-1 ด้วย จึงเกิดความไม่

จ าเพาะของการยับยั้งเอนไซม์ COX เมื่อน าไปใช้ในระดับคลินิกจึงท าให้เกิดอาการข้างเคียง เกิดแผลใน

กระเพาะอาหาร และมีผลให้ไตท างานบกพร่อง (Seibert et al., 1994; Dhikav, 2002; Rao and Knaus, 

2008) ดังนั้นเราจึงท าการทดสอบผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน COX-1 ภาพที่ 4-9 แสดงให้

เห็นว่า เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว ปริมาณการแสดงออกของยีน COX-1 ลดลง เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผักับสารทดสอบใด แต่เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับสาร MCC ที่ความเข้มข้น

25 และ 37.5 µM และ LPS พบว่าปริมาณ mRNA ของยีน COX-1 สูงกว่าเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่าง

เดียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และกลับมามีปริมาณไม่ต่างจากเซลล์ควบคุม ผลการทดลองที่ได้ บ่งชี้ว่าสาร 

MCC นี้ไม่ยับยั้งการแสดงออกของยีน COX-1 แต่อย่างไรก็ตามควรมีการทดสอบผลของสาร MCC ต่อแอกติวิ

ตีของเอนไซม์ COX-1 เพ่ือยืนยันผลที่ได้ 

 การที่ LPS สามารถลดการแสดงออกของยีน COX-1 ที่มีการแสดงออกในลักษณะเป็น 

constitutive อาจเนื่องมาจากการควบคุมการแสดงออกของยีน COX เกิดขึ้นที่ระดับ transcription โดยยีน 

COX-1 ถูกควบคุมโดย transcription factor ที่ชื่อว่า Sp-1 ซึ่งมีการรายงานว่า LPS สามารถลด 

transcription activity ของ Sp-1 (Lee et al., 2011) จึงอาจเป็นสาเหตุท าให้การแสดงออกของยีน COX-1 

ในสภาวะที่มี LPS ลดลง 
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ภาพที่ 4-9 ผลของสาร MCC ต่อการแสดงออกของยีน COX-1 ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 

264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS เป็นเวลา 9 ชั่วโมง ผลที่แสดงเป็นค่า fod of 

induction ของ relative expression ของการแสดงออกของยีน COX-1 เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้

สัมผัสกับสารใด วิเคราะห์ผลโดยเทคนิค real time-RT-PCR ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้ง แต่ละครั้งท า 2 ซ้ า 

 

4.5 ผลของสาร MCC ต่อการกระตุ้นวิถี MAPKs 

 การทดลองต่อไปเป็นการศึกษาวิถีสัญญาณทางชีวภาพที่เก่ียวข้องกับการยับยั้งการอักเสบของสาร 

MCC เราจึงศึกษาผลของสาร MCC ต่อการกระตุ้นวิถี MAPKs เนื่องจากวิถี MAPKs เกี่ยวข้องกับการ

แสดงออกของยีน pro-inflammatory (Lu et al., 2012) จากผลการทดลองที่แสดงในภาพที่ 4-10 ถึง 4-12 

พบว่า LPS กระตุ้นการ phosphorylation ของ JNK, ERK1/2 และ p38-MAPKs ซึ่งเป็นภาพของเอนไซม์ 

JNK, ERK1/2 และ p38-MAPKs ที่ถูกกะตุ้นในวิถีสัญญาณ MAPKs (Kaminska, 2005) เมื่อให้เซลล์สัมผัส

กับสาร MCC พบว่าปริมาณการ phosphorylation ของที่เอนไซม์ JNK และ p38-MAPKs ลดลงในลักษณะ

ที่ข้ึนอยู่กับความเข้มข้น แต่ปริมาณการ phosphorylation ของที่เอนไซม์ ERK1/2 ไม่แตกต่างจากเซลล์ที่
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สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว สาร MCC เพียงอย่างเดียวไม่ส่งผลกับการ phosphorylation ของ JNK, 

ERK1/2 และ p38-MAPKs เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม 

 Transcription factor ที่เป็นเป้าหมายหลักของเอนไซม์ JNK และ p38-MAPKs คือ c-Jun และ 

ATF-2 ตามล าดับ (Liew et al., 2011) ซ่ึง transcription factor ทั้งสองนี้เป็นองค์ประกอบของ activating 

protein-1 (AP-1) ที่ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์ iNOS และ COX-2 (Liew et al., 2011) ดังนั้นการ

ลดการผลิตไนตริกออกไซด์และ PGE2 ของสาร MCC อาจเป็นผลมาจากการลดการ phosphorylation บน

เอนไซม์ JNK และ p38-MAPKs ส่งผลให้มีการลดการกระตุ้นโปรตีน c-Jun และ ATF-2 (นั่นคือลด การ 

phosphorylation ของโปรตีน c-Jun และ ATF-2) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ transcription factor แฟก

เตอร์ AP-1 และลดการแสดงออกของ iNOS และ COX-2 ในที่สุด  
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(A) 

 

(B) 

 

ภาพที่ 4-10 ผลของสาร MCC ต่อการกระตุ้นวิถี JNK ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูก

บ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนบ่มด้วย LPS เป็นเวลา 30 นาที (A) เป็นภาพ

ตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน (B) กราฟแสดงปริมาณ

ของโปรตีน iNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบใดผล ข้อมูลทีแ่สดงเป็นค่าเฉลี่ย ของการทดลอง 3 ซ้ า 
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(A) 

 

(B) 

 

ภาพที่ 4-11 ผลของสาร MCC ต่อการกระตุ้นวิถี p38 MAPK ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 

264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนบ่มด้วย LPS เป็นเวลา 30 นาที 

(A) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน (B) กราฟ

แสดงปริมาณของโปรตีน iNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบใดผล ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ของการทดลอง 3 

ซ้ า 
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(A) 

 
 (B) 

 

ภาพที่ 4-12 ผลของสาร MCC ต่อการกระตุ้นวิถี ERK1/2 ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่

ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนบ่มด้วย LPS เป็นเวลา 30 นาที (A) เป็น

ภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน (B) กราฟแสดง

ปริมาณของโปรตีน iNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบใดผล ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ของการทดลอง 3 

ซ้ า  
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 ผลการทดลองที่ได้ทั้งหมดสามารถสรุปได้ดังนี้  

1. สาร MCC มีฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1ใน 

เซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ในลักษณะที่ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร 

MCC มีค่า IC50 เท่ากับ 14.2±2.3, 32.7±4.7  และ 2.9±0.5 µM  ตามล าดับ แต่สาร MCC ไมล่ดการผลิต 

TNF-

2สาร MCC ลดการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ IL-1 ในเซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW  

264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ในลักษณะที่ข้ึนอยู่กับความเข้มข้นของสาร MCC แต่สาร MCC ไม่ลดการ

แสดงออกของยีน TNF- 

3สาร MCC ลดการแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 ในเซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW  

264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ในลักษณะที่ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร MCC  

4. สาร MCC เพ่ิมการแสดงออกของยีน COX-1 ในเซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้น 

ด้วย LPS  

5. สาร MCC ลดการ phosphorylation ของ JNK และ p38-MAPKs ในเซลล์แมคโครฟาจสายพันธ์  

RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ในลักษณะที่ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร MCC แต่สาร MCC ไม่ลดการ 

phosphorylation ของ ERK1/2 

 ดังนั้นกลไลในการต้านอักเสบของสาร 4-methoxycinnamyl 4-coumarate  หรือ MCC ที่แยกได้

จากเหง้าเร่วหอมในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS คือการยับยั้งการผลิต pro-

inflammatory mediators ได้แก่ ไนตริกออกไซด์, PGE2 และ IL-1และการแสดงออกของยีน iNOS, 

COX-2 และ IL-1 โดยผ่านวิถีสัญญาณชีวภาพ JNK และ p38-MAPKs นอกจากนี้สาร MCC ยังไม่ยับยั้ง
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การแสดงอกของยีน COX-1 ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าสาร MCC มีศักยภาพในการน าไปใช้ประโยชน์ในการ

พัฒนาเป็นยาต้านอักเสบ หรือน าไปใช้เป็น lead compound ในการพัฒนายาต้านอักเสบชนิดใหม่ ที่มี

ความจ าเพาะต่อเอนไซม์ COX-2 แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกท่ีแน่ชัดในการต้านอักเสบ 

รวมทั้งศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบและความเป็นพิษของสาร MCC ในสัตว์ทดลองต่อไป 
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