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บทคัดย่อ 
 

 โรคหัวใจและหลอดเลือด (CVDs) เป็นกลุ่มโรคที่เกิดความผิดปกติของหัวใจและหลอดเลือด 
กระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรค CVDs เกี่ยวข้องกับ endothelial dysfunction ที่เป็นผลให้มีชีวปริ
มาณของไนตริกออกไซด์น้อยลง ในปัจจุบันพบว่าส่วนสกัดจากพืชหลายชนิดสามารถป้องกันและรักษาโรค 
CVDs ไดโ้ดยการกระตุ้นเอนไซม์เอนโดทีเลียลไนตริกออกไซด์ซินเทส (eNOS) มีการรายงานก่อนหน้านี้พบว่า
ส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอมสามารถเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ดังนั้นเราจึง
ตั้งสมมติฐานว่าส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอมอาจจะมีผลต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด
ของมนุษย์ วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้ คือ ตรวจสอบผลของส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอมต่อการผลิต 
ไนตริกออกไซด์ที่เกิดจากเอนไซม์ eNOS และยังท าการตรวจสอบกลไกในในการกระตุ้นการผลิตไนตริกออก
ไซด์ด้วย ในการศึกษาท าการเตรียมส่วนสกัดเอทานอลของเหง้าเร่วหอม (EPE) และส่วนสกัดน้ าท่ีใช้อัตราส่วน
ของเร่วหอมและน้ าเท่ากับ 1:10, 1:20 และ 1:30 ตามล าดับ (EPW1 EPW2 และ EPW3) ท าการประเมิน
ความเป็นพิษของส่วนสกัดและผลต่อการผลิตไนตริกออกไซดืโดยวิธี MTT และปฏิกิริยา Griess ตามล าดับ 
ส่วนสกัดน้ าท้ังหมดไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่ส่วนสกัด EPE ที่ความเข้มข้น 100 และ 200µg/ml ลด
จ านวนเซลล์มีชีวิตลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัด
ทั้งหมดเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทงสถิติในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้นของส่วนสกัด ส่วนสกัดน้ าของเร่วหอม
ไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS แต่ส่วนสกัดเอทานอล EPE สามารถเพ่ิมการแสดงออก
ของเอนไซม์ eNOS ทั้งในระดับโปรตีน และ mRNA ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด ยิ่งกว่านั้นส่วนสกัด EPE 
เหนี่ยวน าการฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ eNOS และ Akt ที่น่าสนใจคือส่วนสกัด EPE สามารถยับยั้งการ
แสดงออกของโปรตีน vascular cell adhesion molecule-1 และ intercellular adhesion molecule-1 

ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย TNF- ข้อมูลที่ได้แสดงให้เห็นว่าส่วนสกัด EPE อาจป้องกันการ
เกิดภาวะหลอดเลือดแข็งโดยปรับปรุงการท างานของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด โดยการกระตุ้นการผลิตไนตริกอ
อกไซด์และการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ และโดยการยับยั้งการเกิดการ
อักเสบของหลอดเลือด ดังนั้นส่วนสกัดของเร่วหอมนี้อาจถูกน าไปพัฒนาเป็นอาหารเสริมเพ่ือใช้รักษา และ
ป้องกันโรค CVDs  

 
ค้าส้าคัญ: โรคหลอดเลือดและหัวใจ, ภาวะหลอดเลือดแข็ง, เร่วหอม, ไนตริกออกไซด์, เอนโดทีเลียลไนตริก 
ออกไซด์ซินเทส, การอักเสบของหลอดเลือด 
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Abstract 
 

 Cardiovascular diseases (CVDs) are group of disorders of the heart and blood 
vessels. A variety of pathological processes of CVDs are associated with endothelial 
dysfunction involving a reduced nitric oxide (NO) bioavailability. Currently, many plant 
extracts have been shown their prevention and treatment of CVDs via activation of 
endothelial nitric oxide synthase (eNOS). The extract from Etlingera pavieana rhizomes was 
previously reported to increase nitrite levels in the RAW 264.7 macrophages, thus, we 
hypothesize that the extract of E. pavieana rhizomes is able to affect NO production of 
human endothelial cells. The aim of this study was to investigate the effect of extracts 
from E. pavieana rhizomes on production of eNOS-derived NO in human endothelial cells. 
The mechanism underlying their effects was also studied. In this study, we prepared 
extracts of E. pavieana rhizomes, including ethanol extract (EPE) and water extracts at a 
ratio of plant material and water at 1:10, 1:20 and 1:30, respectively (EPW1 EPW2 and 
EPW3, respectively). All extracts were determined their effect on cytotoxicity and NO 
production in EA.hy926 human endothelial cells by MTT and Griess reaction assay, 
respectively. All the water extracts of E. pavieana extracts did not show cytotoxicity on 
EA.hy926 cells but EPE at concentrations of 100 and 200µg/ml reduced significantly cell 
viability. The nitrite levels of media from endothelial cells treated with all extracts 
increased in a concentration-dependent manner. The water extract of E. pavieana did not 
up-regulate eNOS expression whereas EPE slightly but significantly increased the expression 
of eNOS mRNA and protein in endothelial cells. Moreover, EPE induced the 
phosphorylation of eNOS and Akt. Interestingly, EPE inhibited the expression of vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1) and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) in TNF--
induced endothelial cells. The obtained data indicated that EPE may protect 
atherosclerosis formation by improving endothelial dysfunction via stimulating NO 
production and eNOS expression in human endothelial cells as well as inhibiting vascular 
inflammation. Thus, the extracts from E. pavieana might be developed as food supplement 
for the treatment and prevention of CVDs.   
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VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1  

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1   

TNF- Tumor necrosis factor-   
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บทท่ี 1 
บทน้า 

 

1.1 ความส้าคัญและที่มาของปัญหาที่ท้าการวิจัย  
ปัจจุบันประชากรโลกมีแนวโน้มที่จะป่วยและเสียชีวิตจากโรคเรื้อรังหรือโรคจากวิถีชีวิตมากข้ึน เช่น 

โรคในกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด (cardiovascular diseases) ได้แก่ โรคความดันโลหิตสูง โรคหัวใจขาด
เลือด โรคหลอดเลือดสมอง (อัมพฤกษ์ อัมพาต) โดยองค์การอนามัยโลก (WHO) ระบุว่าทั่วโลกมีผู้ป่วยความ
ดันโลหิตสูง มีมากถึง 970 ล้านคน และคาดว่าในปี พ.ศ. 2568 ผู้ป่วยจะเพ่ิมข้ึนเป็น 1.56 พันล้านคน 
(World Heath Organization, 2012) โดยครึ่งหนึ่งของผู้ป่วยที่เสียชีวิตจากโรคหลอดเลือดสมองและ
โรคหัวใจขาดเลือดเกิดจากความดันโลหิตสูง เนื่องจาความดันโลหิตสูงเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดภาวะ
หลอดเลือดแข็ง (artherosclerossis) (World Heath Organization, 2012; ภาณุวัฒน์ ปานเกตุ และคณะ, 
มปป) รายงานสถิติสาธารณสุขของไทยพบว่าเมื่อเปรียบเทียบในรอบ 10 ปี จากปี 2543 และปี 2552 พบว่า 
อัตราผู้ป่วยในสถานบริการสาธารณสุขของกระทรวงสาธารณสุขมีสูงขึ้น ดังนี้ โรคความดันโลหิตสูงจาก 259 
เป็น 1230 ต่อประชากรแสนคน โรคหัวใจขาดเลือดจาก 98 เป็น 359 ต่อประชากรแสนคน และโรคหลอด
เลือดสมอง จาก 105 เป็น 277 ต่อประชากรแสนคน (ศกลวรรณ แก้วกลิ่น และนิตยา พันธุเวท, มปป) 
สาเหตุส่วนหนึ่งมาจากการไม่ดูแลสุขภาพตัวเอง เช่น พักผ่อนไม่เพียงพอ เครียด ไม่ออกก าลังกาย และ
รับประทานผักผลไม้น้อยลง (สถาบันวิจัยโรคเรื้อรัง, 2552; ศกลวรรณ แก้วกลิ่น และนิตยา พันธุเวท, มปป) 
จากข้อมูลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าโรคในกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือดเหล่านี้ก าลังเป็นปัญหาเร่งด่วนที่ควรได้รับ
การแก้ไข เนื่องจากเป็นโรคที่ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาสูง และมีโอกาสเกิดความพิการตามมา ส่งผล
กระทบทั้งต่อผู้ป่วย ครอบครัวและประเทศชาติ ทั้งในแง่การเสียรายได้ของตัวบุคคล องค์กร และใช้
งบประมาณของประเทศในการดูแลรักษาพยาบาลผู้ป่วยซื้อยาจากต่างประเทศปีละหลายพันล้านบาท แนว
ทางแก้ไขที่ดีที่สุดคือปรับเปลี่ยนพฤติกรรม และดูแลตนเองมากขึ้น ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีรณรงค์ให้มีการรักษา
สุขภาพให้แข็งแรง เช่น การออกก าลังกาย การเลือกรับประทานอาหารที่มีประโยชน์ รวมทั้งมีความนิยมใน
การบริโภคผลิตภัณฑ์เสริมอาหารชนิดต่างๆ มากข้ึน โดยเฉพาะอย่างยิ่งอาหารสุขภาพที่ท ามาจาผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติ เห็นได้จากการมีผลิตภัณฑ์เสริมอาหารต่างๆ ออกมาจ าหน่ายอย่างมากมาย และจากการส ารวจ
พบว่ามูลค่าของตลาดส่วนมีมากกว่า 2,900 ล้านบาทต่อปีในประเทศไทย แสดงให้เห็นว่าประชาชนมีความใส่
ใจในการดูแลตนเองให้มีสุขภาพที่ดี ในการนี้พืชสมุนไพรถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมที่ส าคัญ ที่ท าให้ประชาชนมี
ทางเลือกในการรักษาแบบป้องกัน (chemopreventive therapy) 

เซลล์เยื่อบุท างานผิดปกติ (endothelial dysfunction) เป็นเครื่องหมายองการเกิดโรคในกลุ่ม
โรคหัวใจและหลอดเลือด ภายในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดจะมีไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) เป็นสารสื่อกลาง
ในการรักษาภาวะธ ารงดุลย์ของหลอดเลือด โดยยับยั้งการเกาะตัวของเกร็ดเลือด ป้องกันการจับและการ
เคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาว และท าให้เซลล์กล้ามเนื้อเรียบรอบหลอดเลือดเกิดการคลายตัว ท าให้หลอดเลือด
ขยายตัว (Vanhoutte et al., 2009) สาเหตุที่ท าให้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท างานผิดปกติและเกิดพยาธิสภาพ
ของโรคความดันโลหิตสูง และภาวะหลอดเลือดแข็ง คือการลดลงของชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ 
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(NO bioavailability) ไนตริกออกไซด์ที่ควบคุมการท างานของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดถูกผลิตจากเอนไซม์ 
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ไนตริกออกไซด์นี้จะไปกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
soluble guanylate cyclase ที่อยู่ในเซลล์กล้ามเนื้อเรียบท าให้มีการเพ่ิม cGMP ส่งผลให้เกิดขยายตัวของ
หลอดเลือด และยับยั้งการเกาะตัวของเกร็ดเลือด (Koltermann et al., 2007) ชีวปรมิาณออกฤทธิ์ของไนติ
กออกไซด์ข้ึนอยู่กับสมดุลระหว่างการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ และการสลายของไนตริกออกไซด์ ปัจจัยที่
ท าให้ปริมาณไนตริกออกไซด์น้อยลง คือ ความเครียดจากออกซิเดชัน ความชราภาพ การพักผ่อนไม่เพียงพอ
และการสูบบุหรี่เป็นต้น (Vanhoutte et al., 2009) ดังนั้นการเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือดในผู้สูงอายุ หรือในผู้ป่วยกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด เป็นวิธีการรักษาที่น่าสนใจอีกทางหนึ่ง 
แม้ว่าเอนไซม์ eNOS เป็นเอนไซม์ที่มีการแสดงออกตลอดเวลา แต่ปริมาณการแสดงออกของยีนสามารถ
เปลี่ยนแปลงได้ด้วยสิ่งกระตุ้นทางชีวเคมี ชีวฟิสิกส์ และฮอร์โมน ทั้งในสภาวะสรีรวิทยา และพยาธิสภาพ (Li 
et al., 2002-) รวมทั้งอาหาร (Vanhoutte et al., 2009) ปัจจุบันมีการรายงานว่าส่วนสกัดจากพืชต่างๆ 
และสารบริสุทธิ์จากพืชสามารถกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS ได้ (Steinkamp-Fenske et al., 
2007; Koltermann et al., 2007; Wattanapitayakul et al., 2007; Vanhoutte et al., 2009; Li et 
al., 2010) ดังนันการบริโภคส่วนสกัดพืชต่างๆ นี้จึงเป็นวิธีการหนึ่งในการป้องกนและรักษากลุ่มโรคหัวใจและ
หลอดเลือด รวมทั้งการกระตุ้นให้มีปริมาณ BH4 ซึ่งเป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ eNOS ในเซลล์เพ่ิมมากข้ึน 
เพ่ือป้องกันการปฏิกิริยา uncoupling ท าให้เกิด superoxide anion radical (O2

-) 
เร่วหอม (Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm.) เป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae 

ทีเ่กษตรกรทางภาคตะวันออกของไทยท าการปลูกเป็นพืชแซมในสวนผลไม้ เหง้าเร่วหอมใช้เป็นเครื่องเทศใส่
ในแกงและก๋วยเตี๋ยวในแถบภาคตะวันออก นอกจากนี้เหง้าเร่วหอมยังใช้ในการรักษาอาการท้องอืด ขับลม
และขับปัสสาวะ (พงษ์ศักดิ์ พลเสนา, 2550a) ในปัจจุบันสถาบันวิจัยและพัฒนาแห่ง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และกรมส่งเสริมการเกษตร ได้ส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกเร่วหอมในเชิงพาณิชย์
เพ่ือจ าหน่ายเหง้าทั้งในและนอกประเทศ (วารสารเคหเกษตร, มปป.; รายการเกษตรกรน่ารู้, 2553) จาก
การศึกษาของคณะผู้วิจัยพบว่า ส่วนสกัดย่อยเฮกเซนและส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดเอทานอล
จากเหง้าเร่วหอมมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2551) ต่อมามีการแยก
สารประกอบที่แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบจากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของเหง้าเร่วหอมจ านวน 9 ชนิด 
ได้แก่สารในกลุ่มสารประกอบฟีนอล (phenolic compound) (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555) 
ผลจากการศึกษาเมื่อเร็วๆ นี้พบว่าส่วนสกัดน้ าจากเหง้าเร่วหอมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และสามารถกระตุ้น
การผลิตไนตริกออกไซด์ได้ในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้นในเซลล์แมคโครฟาจ 264.7 (กล่าวขวัญ ศรีสุข 
และเอกรัฐ ศรีสุข, 2556) เมื่อท าการทดสอบยืนยันในเบื้องต้นโดยตัวยับยั้งเอนไซม์ inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) คือ aminoguanidine เพ่ือยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์จากเอนไซม์ iNOS พบว่ามีการ
ลดการผลิตไนตริกออกไซด์เพียงบางส่วน (กล่าวขวัญ ศรีสุข, ข้อมูลยังไม่เผยแพร่) จึงมีความเป็นไปได้ว่าส่วน
สกัดน้ าจากเหง้าเร่วหอมสามารถกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์จากเอนไซม์ endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS) คณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาผลของส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอมต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ใน
เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของมนุษย์ และศึกษากลไกการออกฤทธิ์กระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ในระดับ
โมเลกุลของส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอม รวมทั้งท าการแยกสารออกฤทธิ์จากส่วนสกัดดังกล่าวเพ่ือใช้เป็นสารที่
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ควบคุมคุณภาพของส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอม เพ่ือเป็นข้อมูลในการน าส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอมไปพัฒนา
เป็นผลิตภัณฑ์ส่งเสริมสุขภาพที่มีฤทธิ์ขยายหลอดเลือดและลดความดันโลหิต เป็นการประหยัดงบประมาณ
และน ารายได้เข้าสู่ประเทศได้ นอกจากนี้ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของเหง้าเร่วหอมอีกด้วย 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์กระตุ้นและกลไกระดับโมเลกุลในการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ 
เยื่อบหุลอดเลือดของมนุษย์ของส่วนสกัดจากเหง้าเร่วหอม 
 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

น าส่วนสกจัากเหง้าเร่วหอมที่สกัดในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน มาทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อ
บุหลอดเลือดของมนุษย์เมื่อสัมผัสกับสารทดสอบ ทดสอบฤทธิ์ต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ และน าส่วนสกัดที่
ออกฤทธิ์ดีที่สุดมาศึกษากลไกที่ส่วนสกัดน้ าจากเหง้าเร่วหอม มีต่อการกระตุ้นการผลิตไนตริก ออกไซด์ โดย
ศึกษาผลของส่วนสกัดต่อปริมาณโปรตีนและ mRNA ของเอนไซม์ eNOS นอกจากนี้จะท าการ ศึกษาผลของ
ส่วนสกัดต่อการการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ศึกษาวิถีสัญญาณที่ส่วนสกัดน้ าจากเหง้าเร่วหอมใช้ในการ
กระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ ได้แก่ วิถี Akt  
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 
 

ไนตริกออกไซด์ เป็นอนุมูลอิสระที่สังเคราะห์จาก L-arginine เร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ nitric oxide 
synthase (NOS, EC 1.14.13.39) มีโมเลกุลของออกซิเจนเป็นสารตั้งต้นร่วม เกิด five-electron 
oxidation ขึ้นที่อะตอมของไนโตรเจนที่อยู่ในกลุ่มกัวนิดิน (guanidine) ของ L-arginine ได้เป็นไนตริกออก
ไซด์รวมทั้งได้ L-citrulline เป็นผลผลิตร่วม โดยในปฏิกิริยานี้จะอาศัย nicotinamide adenine 
dinucleotide (NADPH) flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), 
heme, calmodulin (CaM) และ tetrahydrobiopterin (BH4) เป็นโคแฟกเตอร์ร่วม (Alderton et al., 
2001) โมเลกุลของ NOS ที่แอกทีฟมีลักษณะเป็น dimer โครงสร้างของ NOS แต่ละหน่วยย่อยประกอบด้วย 
reductase domain และ oxygenase domain โดย oxygenase domain ประกอบด้วยบริเวณจับของ
กลุ่ม heme, L-arginine และ BH4 ส่วน reductase domain ประกอบด้วยบริเวณจับของ NADPH, FAD, 
FMN และ calmodulin ในขณะเร่งปฏิกิรยาจะมีการไหลของอิเล็กตรอนจาก NADPH ผ่านไปสู่ FAD และ 
FMN ใน reductase domain และไปที่กลุ่ม heme ใน oxygenase domain ซึ่งอิเล็กตรอนนี้จะใช้ในการ
รีดิวซ์อะตอมออกซิเจน และเกิดการออกซิไดซ์ L-arginine เป็น L-citrulline และไนตริกออกไซด์ 
(Forstermann and Sessa, 2012) เอนไซม์ 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) ซึ่งจะมีการแสดงออกของยีนเมื่อถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้าต่างๆ (MacMicking, et al., 1997 และ 
Alderton et al., 2001) ไนตริกออกไซด์มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ ในร่างกาย เช่น การสื่อ
สัญญาณประสาท (neurotransmission) ควบคุมความดันโลหิตโดยท าให้หลอดเลือดขยายตัว (vascular 
relaxation) ป้องกันการเกาะตัวของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) และการจับตัวกันของเม็ดเลือดขาว 
(leukocyte adhesion) รวมทั้งยังเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันแบบมีมาแต่ก าเนิด (innate immunity)  

ไอโซฟอร์ม eNOS ส่วนมากมีการแสดงออกที่เซลล์เยื่อบุ การท างานของเอนไซม์ eNOS จะถูก
กระตุ้นเมื่อระดับ Ca2+ ในเซลล์เพ่ิมสูงขึ้น Ca2+ ที่สูงขึ้นจะจับกับ calmodulin และเหนี่ยวน าให้ 
calmodulin จับกับเอนไซม์ eNOS ได้แน่นขึ้นท าให้เพ่ิมแอกตีวิตีของเอนไซม์ (Alderton et al., 2001) 
นอกเหนือจากการกระตุ้นด้วยการเพ่ิมระดับของ Ca2+ แอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS ยังถูกกระตุ้นด้วยการ
ถูกฟอสโฟรีเลชัน (phosphorylation) เอนไซม์ eNOS ถูกฟอสโฟรีเลชันที่กรดอะมิโนเซอรีน (Ser), ทรีโอนีน 
(Thr) และไทโรซีน (Tyr) ที่อยู่ในโครงสร้าง เช่น การฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 จะกระตุ้นการไหลของ
อิเล็กตรอนในบริเวณ reductase domain เพ่ิมความไวต่อ Ca2+ (Fleming and Busse, 2003) สารต่างๆ 
ที่สามารถกระตุ้นการแอกตีวิตีของเอนไซม์ของ eNOS โดยผ่านการกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 
ได้แก่ oestrogen และ VEGF กระตุ้นเอนไซม์ Akt ก่อนกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ฮอร์โมน 
insulin กระตุ้นเอนไซม์ Akt และ AMP-activated protein kinase (AMPK) ก่อนกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชัน
ที่  Ser1177 สาร bradykinin กระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่  Ser1177 ผ่านการกระตุ้นเอนไซม์ 
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Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) และ shear stress กระตุ้นเอนไซม์ PKA 
ก่อนกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 อย่างไรก็ตามแม้ว่าจะมีการรายงานว่าเอนไซม์ kinase ต่างๆ 
ควบคุมเอนไซม์ eNOS ผ่านการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 แต่เอนไซม์ Akt เป็นเอนไซม์เพียงชนิดเดียวที่มี
รายงานว่าควบคุมเอนไซม์ eNOS ได้ในสิ่งมีชีวิต (Forstermann and Sessa, 2012) นอกเหนือจากการ
ควบคุมโดยการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 เอนไซม์ eNOS ยังถูกควบคุมโดยการฟอสโฟรีเลชันที่ Thr495, 
Ser114, Ser633, Tyr81 และ Tyr657 แต่กลไกที่ชัดเจนยังอยู่ในระหว่างการศึกษา 

ไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม์ eNOS มีผลทางสรีรวิทยาด้านต่างๆ โดยเฉพาะการควบคุมหลอด
เลือด เช่น ท าให้หลอดเลือดขยายตัวโดยการไปจับกับกลุ่มฮีมของเอนไซม์ soluble guanylyl cyclase 
(sGC) ที่อยู่บริเวณกล้ามเนื้อเรียบรอบหลอดเลือดท าให้มีการเพ่ิมการผลิต cGMP ส่งผลให้มีการขยายตัวของ
หลอดเลือด (Ignarro et al., 1986) และยับยั้งการการเกาะตัวของเกร็ดเลือดและการยึดของเกร็ดเลือดจับ
กับผนังหลอดเลือด ท าให้การไหลเวียนของเลือดเกิดได้ดี ไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม์ eNOS ยังลดการ
แสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับภาวะการแข็งตัวของหลอดเลือด (atherosclerosis) เช่น โปรตีน MCP-1 
ลดการจับของเม็ดเลือดขาวกับผนังหลอดเลือด นอกจากนี้ไนตริกออกไซด์ยังไปยับยั้งการหลั่งของ platelet-
derived growth factor (PDGF) จึงท าให้การเพ่ิมจ านวนของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบลดลง (Forstermann 
and Sessa, 2012) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม์ eNOS แสดงฤทธิ์ต้านการเกิดการ
แข็งตัวของหลอดเลือด เมื่อเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท างานผิดปกติ (endothelial dysfunction) จะท าให้ชีวป
ริมาณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ (NO bioavailability) ลดลง สาเหตุหนึ่งที่ท าให้ชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไน
ติกออกไซด์ลดลงคือการเกิดความเครียดจากออกซิเดชัน เนื่องจากในขณะที่เกิดความเครียดจากออกซิเดชัน
ท าให้มีการผลิต reactive oxygen specis ในปริมาณที่สูงขึ้น โดยเฉพาะการผลิต superoxide (O2-) โดย
เอนไซม์ NADPH oxidase ท าให้มีการรวมกันของไนติกออกไซด์ และ O2- เป็น perxynitrite (ONOO- ) 
มากขึ้นจึงมีปริมาณไนตริกออกไซด์ลดลง นอกจากนี้ ONOO- ที่เพ่ิมมากขึ้นยังไปออกซิไดซ์ BH4 ที่เป็น
โคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ eNOS ท าให้ลด affinity ระหว่างเอนไซม์ eNOS กับ L-arginine จึงท าให้ eNOS 
เร่งปฏิกิริยา uncoupling แทน ท าให้เกิด O2- แทนการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ (Zou et al., 2002) 
ดังนั้นจึงท าให้ชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดลดลงเป็นผลให้การควบคุม
การท างานของหลอดเลือดผิดปกติ น าไปสู่ภาวะการแข็งตัวของหลอดเลือด และโรคหลอดเลือดและหัวใจใน
ที่สุด โดยเฉพาะในผู้ที่มีภาวะเสี่ยงต่อการเป็นโรคหลอดเลือดและหัวใจ เช่น ผู้ป่ วยเบาหวาน ผู้ที่มีภาวะ
โคเลสเตอรอลในเลือดสูง ผู้ที่มีความดันโลหิตสูง ผู้สูบบุหรี่ และผู้ที่มีความเครียด เป็นต้น (Vanhoutte et 
al., 2009; Forstermann and Sessa, 2012) 

มีการศึกษาพบว่าการเพ่ิมชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท าได้
หลายวิธี เช่น การเพ่ิมแอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS โดยการเพ่ิมการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS การเพ่ิม
ปริมาณซับสเตรต L-arginine และการเพ่ิมโคแฟกเตอร์ BH4 และการเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์โดย NO 
donor เป็นต้น (Zhang et al., 2010) การเพ่ิมปริมาณ BH4 โดยการเสริม BH4 เป็นวิธีการป้องกันและ
รักษาโรคหลอดเลือดและหัวใจทางหนึ่ง แต่ปัญหาของการให้ BH4 เสริมคือความไม่เสถียรของ BH4 (Zhang 
et al., 2010) จึงมีควาพยายามหาสารที่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณ BH4 ในเซลล์ เช่น fluvastatin สามารถเพ่ิม
การแสดงออกของเอนไซม์ guanosine triphosphate cyclohydrolase-1 (GTPCH-1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่
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ควบคุมการผลิต BH4 ท าให้มีปริมาณ BH4 มากขึ้น (Aoki et al., 2010) ในปัจจุบันมีการรายงานว่าส่วนสกัด
จากพืชต่างๆ และสารบริสุทธิ์จากพืชสามารถกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS ได้ (Steinkamp-
Fenske et al., 2007; Koltermann et al., 2007; Wattanapitayakul et al., 2007; Vanhoutte et al., 
2009; Li et al., 2010)  

เร่วหอม [Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M.Sm.] เป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae 
เป็นไม้สกุลเดียวกับกาหลาและปุด พบมากในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย เช่น ระยอง จันทบุรี และ
ตราด (พงษ์ศักดิ์ พลเสนา, 2550a) มีลักษณะเป็นไม้ล้มลุก ล าตันเป็นเหง้าใต้ดิน ใบเดี่ยว เรียงสลับ ดอกช่อ 
แทงจากเหง้า ดอกย่อยสีแดง ทุกส่วนมีกลิ่นหอมแรง เหง้าหรือล าต้นใต้ดินใช้ขับปัสสาวะ แก้ลมและแก้
ท้องอืด ท้องเฟ้อ (พงษ์ศักดิ์ พลเสนา, 2550b) นอกจากนี้ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของไทย มีการน าเหง้าของ
เร่วหอมมาใช้เป็นเครื่องเทศผสมในอาหาร เช่น ก๋วยเตี๋ยวหมูเลียง ก๋วยเตี๋ยวเนื้อเลียง แกงป่า และผัดเผ็ด การ
ปลูกเร่วหอมแต่ดั้งเดิมเป็นการปลูกเป็นพืชสวนครัว และปลูกแซมในสวนผลไม้เพ่ือขุดเหง้าจ าหน่าย ใน
ปัจจุบันสถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และกรมส่งเสริมการเกษตร ได้ส่งเสริมให้
เกษตรกรปลูกเร่วหอมในเชิงพาณิชย์เพ่ือจ าหน่ายเหง้าทั้งในและนอกประเทศ (วารสารเคหเกษตร , มปป.; 
รายการเกษตรกรน่ารู้, 2553) จากการศึกษาของคณะผู้วิจัยพบว่าส่วนสกัดจากเหง้าของเร่วหอมมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555) และต้านการอักเสบ โดยส่วนสกัดย่อยเฮกเซนและ
ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดเอทานอลจากเหง้าเร่วหอมมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยสามารถยับยั้ง
การผลิตไนตริกออกไซด์ และส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของเหง้าเร่วหอมยังยั้บยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน 
E2 (PGE2) ในเซลล์แมคโครฟาจที่เหนี่ยวน าด้วย LPS (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข, 2551) ต่อมามี
การแยกสารประกอบจากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิ เตตของเหง้าเร่วหอมจ 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 ซึ่งเป็น
สารที่มีการพบเป็นครั้งแรกในเหง้าเร่วหอม มีฤทธิ์สูงที่สุดในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และไม่แสดง
ความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 และสารนี้ยังลดปริมาณ mRNA และโปรตีน iNOS ในเซลล์
แมคโครฟาจ (เอกรัฐ ศรีสุข และกล่าวขวัญ ศรีสุข , 2555) ส่วนสกัดน้ าจากเหง้าเร่วหอมมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ และสามารถกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้นในเซลล์แมคโครฟาจ 
264.7 (กล่าวขวัญ ศรีสุข และเอกรัฐ ศรีสุข, 2556) 
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 การสกัดสารจากเหง้าเร่วหอม 

น าสมุนไพรเร่วหอมประมาณ 40 กิโลกรัมจาก จังหวัดจันทบุรี มาล้างด้วยน้ าประปา แล้วหั่นเป็นชิ้น
เล็กๆ ก่อนน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในตู้อบลมร้อน จากนั้นน าไปบดเป็นผงให้ละเอียดด้วย
เครื่องบดสมุนไพร น าเหง้าเร่วหอมที่บดละเอียด สกัดในน้ าเดือด ในอัตราส่วน 1:10  1:20  1:30 ก่อนกรอง
ส่วนสกัดน้ าด้วยกระดาษกรอง Whatmam เบอร์ 3 ภายใต้สุญญากาศโดยเครื่องดูดลดความดัน ที่
อุณหภูมิห้อง ต้มผงเหง้าเร่วหอมอีกหนึ่งครั้ง จากนั้นน าส่วนสกัดน้ าของเหง้าเร่วหอม มาท าการระเหยน้ าด้วย
เครื่อง lyophilyzer จดบันทึกน้ าหนักของส่วนสกัดท่ีได้ทั้งหมด ก่อนน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
โดยไม่ให้โดนแสงเพ่ือท าการทดสอบต่อไป นอกจากนี้ยังได้เตรียมส่วนสกัดเอทานอล โดยน าสมุนไพรที่
บดละเอียด มาสกัดด้วย 95% เอทานอลเป็นเวลา 7 วัน และท าการกรอง จากนั้นน าผงพืชกลับมาแช่ในเอทา
นอลซ้ าอีก 2 ครั้ง และน าสารละลายที่ได้มารวมกันและท าให้แห้งโดยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน
และเครื่องดูดสุญญากาศ จดบันทึกน้ าหนักของส่วนสกัดท่ีได้ทั้งหมด ก่อนน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสโดยไม่ให้โดนแสงเพ่ือท าการทดสอบต่อไป ตารางที่ 4-1 แสดงน้ าหนักของส่วนสกัดที่ได้ทั้งหมด 

 
3.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT  

เซลล์เยื่อบุหลอดเลืดของมนุษย์  (human umbilical vein endothelial cells) cell line EA.hy 
926 ซื้อมาจาก ATCC น ามาเลี้ยงในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ซึ่งมี  100 
U/ml penicillin,100 g/ml 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 าการทดสอบหาช่วงความขัมข้นของส่วนสกัดต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้วิธี MTT 
assay เพ่ือน าช่วงความเข้มข้นที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มาทดสอบในการทดลองต่อไป วิธีการโดยย่อ
ดังนี้ เลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดท่ีความเข้มข้นต่างๆ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยเซลล์ทิ้งและ
เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีสารละลาย MTT แล้วน ากลับไปบ่มต่อที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัวโมง จากนั้น
ละลายสาร formazan ที่เกิดขึ้นด้วย DMSO แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร (Srisook 
และ Cha, 2004) แสดงผลในรูปร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งค านวณจาก (ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมที่ใส่สาร
ทดสอบ/ ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไม่ใส่สารทดสอบ) X 100 ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง แต่ละครั้ง
ท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละสภาวะการทดลอง 

 
3.3 การทดสอบส่วนสกัดต่อการผลิตไนตริกออกไซด์

ไนไตรท์ (nitrite) และไนเตรท (nitrate) เกิดจากการออกซิเดชั่นไนตริกออกไซด์ ที่ผลิตโดยเอนไซม์ 
NOS  ซึ่งปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เป็นดัชนีที่บ่งชี้แอคทีวิตีของเอนไซม์ NOS ปริมาณไนไตรท์
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ทดสอบได้โดยปฏิกิริยา Griess โดยมีวิธีการโดยย่อดังนี้ ให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีส่วนสกัด และ
เลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดดูดอาหารเลี้ยงเซลล์
ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml แล้วน าอาหารเลี้ยงเซลล์นี้จ 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 และ
ค านวณความเข้มข้นของไนไตรในอาหารเลี้ยงเซลล์ได้จากกราฟมาตราฐานที่สร้างจาก sodium nitrite 
(Srisook และ Cha, 2005) ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละสภาวะการ
ทดลอง ในการศึกษานี้ใช้ resveratrol เป็นสารควบคุมแบบบวกในการกระตุ้นการหลั่งไนตริกออกไซด์ของ
เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด  

 
3.4 การทดสอบส่วนสกัดต่อปริมาณ mRNA และโปรตีน  

วิเคราะหฺปริมาณ mRNA ของยีน eNOS ด้วยเทคนิค real time-reverse-transcription 
polymerase chain reaction (real time-RT-PCR) โดยให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีส่วนสกัด 
และเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่ เป็นระยะเวลาต่างๆ กัน เมื่อครบเวลาที่ก าหนดดูดอาหารเลี้ยง
เซลล์ทิ้ง 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 eNOS, และ elongation 
factor (EF-2) 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 ในสภาวะที่เหมาะสม ในปฏิกิริยา 
Real-time PCR ของยีน eNOS และ EF-2 และวิเคราะห์หา cycle of threshold (Ct) ของแต่ละปฏิกิริยา
จากนั้นน าค่า Ct ที่ได้มาค านวณหาโดยเปรียบเทียบเชิงสัมพัทธ์กับตัวอย่างควบคุม ตามสมการด้านล่าง 

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 แต่ละครั้ง

ท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละสภาวะการทดลอง  
การทดสอบปริมาณโปรตีน pSer1177-eNOS, total eNOS และ-tubulin โดยวิธี Western blot 

analysis โดยให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีส่วนสกัดในช่วงที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ และเลี้ยง
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เซลล์ในตู้อบ 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 ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนเก็บใส่หลอดพลาสติกหลอดใหม่ น าไปวิเคราะห์หา
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA assay และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 ºC ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Western blot 
ต่อไป 

ท าการแยกโปรตีนรวมที่สกัดได้ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 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
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 าเพาะต่อโปรตีนที่ทดสอบที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
แล้วจึงล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T จ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 5 นาที ก่อนน าแผ่น
เมมเบรนมาแช่ในสารละลาย anti-mouse IgG (H+L) ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ HRP เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ี
อุณหภูมิห้อง แล้วล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T จ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 5 นาที 
น าแผ่นเมมเบรนบ่มในสารละลายซับสเตรทส าหรับ enhanced chemiluminescence (ELC) เป็นเวลา 5 
นาที ก่อนน าไปประกบฟิล์มเอ๊กซ์เรย์ในห้องมืด วิเคราะห์ผลแถบสัญญาณโปรตีนที่ได้โดยโปรแกรม BIO-1D 
เวอร์ชัน 12.10a แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) ของโปรตีนเป้าหมาย เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ในการศึกษานี้ใช้ resveratrol เป็นสารควบคุม
แบบบวกในการกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด 

 
3.5 การทดสอบส่วนสกัดต่อการกระตุ้นวิถี Akt 

วิถี PI(3)K/Akt เป็นวิถทีี่ควบคุมการแสดงออกของยีน eNOS จึงท าการศึกษาผลของสารทดสอบต่อ
การฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ Akt โดยใช้เทคนิค Wester blotting analysis เหมือนวิธีในข้อ 3.4 โดยใช ้
anti pSer473-Akt, anti total Akt และ anti -tubulin ในการศึกษาจะใช้ inhibitor ของวิถี PI(3)K/Akt 
เช่น wortmannin เป็น positive control ร่วมด้วย  
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3.6 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 
ผลการทดลองและอภปิราย 

 
4.1 น ้าหนักของส่วนสกัดที่ได้จากเร่วหอม 

ตารางที่ 4-1 แสดงน้ าหนักของส่วนสกัดน้ าและส่วนสกัดเอทานอลจากเหง้าเร่วหอม พบว่าส่วนสกัด
เอทานอลมีเปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้งน้อยท่ีสุด และส่วนสกัดน้ าที่อัตราส่วนของพืชต่อปริมาตรน้ าเท่ากับ 1:30 มี
เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้งมากท่ีสุด  
 
ตารางที่ 4-1 เปอร์เซน็ต์น้ าหนักแห้งของส่วนสกัดจากเร่วหอม 
 

ส่วนสกัด อัตราส่วน น้ าหนักแห้ง (กรัม) เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้ง 
ส่วนสกัดเอทานอล 1:10 (EPW1) 4.5 4.5 
 
ส่วนสกัดน้ า 

1:10 (EPW1) 16.63 16.63 
1:20 (EPW2) 19.15 

 

19.15 
 

1:30 (EPW3) 20.31 20.31 
 
4.2 ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 
264.7 ของส่วนสกัดจากเร่วหอม 

ก่อนน าส่วนสกัดต่างไปท าการทดลอง ได้ท าการทดสอบเพ่ือยืนยันผลของส่วนสกัดว่าเหมือนกับผลที่
ได้จากการทดสอบโดยกล่าวขวัญ ศรีสุข และเอกรัฐ ศรีสุข (2556) ที่รายงานว่าส่วนสกัดเอทานอลของเร่ว
หอมมีฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และส่วนสกัดน้ าสามารถเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์
แมคโครฟาจสายพันธ์ RAW 264.7 โดยท าการบ่มเซลล์แมคโครฟาจ ด้วยสารส่วนสกัดท่ีความเข้มข้น 12.5-
200 µg/ml พบว่าส่วนสกัดเอทานอลที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 200 µg/ml เป็นพิษต่อเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.001) ในขณะที่ส่วนสกัดน้ าทุกส่วนสกัดที่ 50, 100 และ 200 µg/ml ความเป็นพิษต่อเซลล์ ดัง
แสดงในรูปที่ 4-1 ส่วนสกัดเอทานอลแสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยลดการผลิตไนตริกออกไซด์ ซึ่งวิเคราะห์ผล
โดยตรวจสอบปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (รูปที่ 4-2) ผลที่ได้เหมือนกับท่ีรายงานโดยเอกรัฐ ศรีสุข 
และกล่าวขวัญ ศรีสุข (2554) ในขณะที่ส่วนกัดน้ าของเร่วหอมไม่ท าให้การผลิตไนตริกออกไซด์ลดลง แต่ยังท า
ปริมาณไนไตรทเ์พ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของส่วนสกัดท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 4-2) เหมือนกับท่ีรายงานโดยกล่าวขวัญ 
ศรีสุข และเอกรัฐ ศรีสุข (2556) แม้ในสภาวะที่เซลล์ได้รับส่วนสกัดเพียงอย่างเดียวก็ยังพบปริมาณไนไตรท์
เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของส่วนสกัดท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 4-3) 
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รูปที่ 4-1 การวิเคราะห์การมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัด
เอทานอลของเร่วหอม ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *** p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.4 % (v/v) DMSO 
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รูปที่ 4-2 การผลิตไนตริกออกไซด ์ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจาก
เร่วหอม ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า #, ## p<0.05 และ p<0.01 
ตามล าดับเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว 
  



24 
 

 

 
 

รูปที่ 4-3 ปริมาณไนไตรท์ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากเร่วหอม 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง
อย่างน้อย 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *, ** p<0.05 และ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ 
 
  



25 
 

 นอกจากนี้ยังท าการทดลองเพ่ือทดสอบว่าการเพ่ิมของปริมาณไนตริกออกไซด์ หรือไนไตรท์นั้นเปน็
ผลมากจากปนเปื้อน endotoxin ในส่วนสกัดพืชหรือไม่ ในการทดลองท าการกระตุ้นการสังเคราะห์ไนตริก 
ออกไซด์ด้วย lipopolysaccharide (LPS) ที่เป็น endotoxin ชนิดหนึ่ง ในการทดสอบนี้จึงท าการเติมสาร 
polymyxin B (PMB) ซึ่งเป็นเพปไทด์ที่สามารถจับกับส่วน lipid A ที่เป็นองค์ประกอบของ 
lipopolysaccharide (endotoxin ชนิดหนึ่ง) ที่มีผลท าให้เกิดการ inactivation ของ LPS (Cardoso et 
al., 2007) ลดการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ ผลการทดลองในรูปที่ 3-4 พบว่าเมื่อมีการเติม polymyxin B 
ลงในเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS ท าให้ปริมาณไนไตรท์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ที่สัมผัส 
LPS เพียงอย่างเดียว ส่วนสกัดน้ า EPW1, EPW2 และ EPW3 ที่ความเข้มข้นต่ าระดับ 12.5-25 µg/ml มี
ปริมาณไนไตรท์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสส่วนสกัดเพียงอย่างเดียว แต่ส่วน
สกัดที่ความเข้มข้นสูงมีปริมาณไนไตรท์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสส่วน
สกัดเพียงอย่างเดียว ในขณะที่ส่วนสกัดเอทานอล EPE ทุกความเข้มข้นมีปริมาณไนไตรท์ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสส่วนสกัดเพียงอย่างเดียว 
 

 
 

รูปที่ 4-4 การผลิตไนตริกออกไซด ์ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจาก
เร่วหอม และ LPS รวมทั้ง polymyxin B เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *, **p<0.05 และ p<0.01 
ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว  
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4.3 ความเป็นพิษต่อเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด EA.hy 926 ของส่วนสกัดจากเร่วหอม 
หลังจากทดสอบเบื้องต้นกับเซลล์แมคโครฟาจ จึงท าการบ่มเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ 

EA.hy 926 ด้วยส่วนสกัดต่างๆ จากเหง้าเร่วหอมที่ความเข้มข้น 12.5-200 µg/ml พบว่าส่วนสกัดน้ า EPW1, 
EPW2 และ EPW3 ทุกความเข้มข้นไม่มีพิษต่อเซลล์ แต่ส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 100 และ 
200 µg/ml เป็นพิษต่อเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม (รูปที่ 4-5) แต่อย่างไรก็ตาม
จะพบว่าการรอดชีวิตของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดที่สัมผัสกับส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 100 และ 
200 µg/ml มีปริมาณถึง 81 และ 75 % ตามล าดับ 

 

 
 

รูปที่ 4-5 การวิเคราะห์การมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย ์เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูก
บ่มด้วยส่วนสกัดจากเร่วหอม ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *p<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ 
 
4.4 ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอมต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบหุลอดเลือด EA.hy 
926 

ท าการบ่มเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย ์เซลล์ไลน์ EA.hy 926 กับส่วนสกัดต่างๆ จากเหง้าเร่วหอมที่
ความเข้มข้น 12.5-200 µg/ml และวิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ซึ่งเป็นสารที่บ่งบอก
ปริมาณไนตริกออกไซด์ที่เซลล์ผลิตขึ้นมา พบว่าอาหารเลี้ยงเซลล์นั้นมีปริมาณไนไตรท์เพ่ิมขึ้นในลักษณะที่
เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของส่วนสกัดที่ใช้เพียงอย่างเดียว ดังแสดงในรูปที่ 4-6 ในการทดลองนี้ใช้ 
resveratrol เป็นสารควบคุมแบบบวกในการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ 
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ผลการทดลองที่ได้นี้สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่า resveratrol สามารถกระตุ้นการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ (Wallerath et al., 2002; Appeldoorn et al., 2009) 

(A) 

 
 

 (B) 

 
 

รูปที่ 4-6 ปริมาณไนไตรท์ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัด
จากเร่วหอม ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) และปริมาณไนไตรท์ที่พบในเซลล์ที่สัมผัสกับส่วน
สกัดเอทานอล EPE (B) ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง 
ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า ** p<0.01 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับ
สารทดสอบ 



28 
 

4.5 ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอมต่อการแสดงออกของโปรตีน eNOS ในเซลล์เยื่อบุหลอด
เลือด EA.hy 926 

 เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับ resveratrol เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จะท าให้มีปริมาณโปรตีน eNOS 
เพ่ิมข้ึนอย่างชัดเจนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสสารใด ส่วนสกัดเอ
ทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml สามารถเหนี่ยวน าให้ปริมาณโปรตีน eNOS เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ในขณะที่ส่วนสกัดน้ า EPW1, EPW2 และ EPW3 ทุกความเข้มข้น
ไม่สามารถเหนี่ยวน าโปรตีน eNOS ได้ (iรูปที่ 4-7) ผลการทดลองท่ีได้นี้สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่
พบว่า resveratrol สามารถกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน eNOS ได้ (Wallerath et al., 2002) 
 

 (A) 

 
 
 

(B) 

 
 

รูปที่ 4-7 ปริมาณโปรตีน eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย
ส่วนสกัดจากเร่วหอม ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (A) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของ
แถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน (B) กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน eNOS ที่แสดงผล
เป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสาร
ทดสอบใด  ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง *, ** p<0.05 และ p<0.01 
ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ 
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เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 6.25 และ 25 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชั่วโมงสามารถเหนี่ยวน าให้ปริมาณโปรตีน eNOS เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุม ในขณะที่เซลล์ที่บ่มกับส่วนสกัด EPE ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่สามารถ
เหนี่ยวน าให้ปริมาณโปรตีน eNOS เพ่ิมข้ึน นอกจากนี้ยังพบว่าการบ่มเซลล์กับส่วนสกัดเอทานอล EPE ทีทุ่ก
ความเข้มข้น นานกว่า 24 ชั่วโมง (36, 48 และ 60 ชั่วโมง) ไม่พบการเพิ่มขข้ึนของโปรตีน eNOS อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (iรูปที่ 4-8) 

 (A) 
 

 
 
 

(B) 

 
 

รูปที่ 4-8 ปริมาณโปรตีน eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย
ส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 6.25-100 µg/ml เป็นเวลาต่างๆ กัน (A) เป็นภาพตัวแทนจาก 
immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน (B) กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน 
eNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่
ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบใด  ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง *p<0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ 
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4.6 ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอมต่อการแสดงออกของ mRNA ของ eNOS ในเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือด EA.hy 926 
 จากผลการทดลองที่ผ่านมาพบว่า ส่วนสกัดเอทานอล EPE สามารถกระตุ้นการเพิ่มปริมาณโปรตีน 
eNOS ในเซลล์เยื่อบหลอดเลือดได้ เราจึงท าการศึกษาต่อว่า จะท าให้ปริมาณ mRNA ของ eNOS เพ่ิมข้ึน
หรือไม่ จึงให้เซลล์สัมผัสกับส่วนสกัดเอทานอล EPE เป็นเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณ mRNA 
ของ eNOS ในเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 25 µg/ml เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
เพ่ิมข้ึนชัดเจนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ DMSO (รูปที่ 4-9) 
 

 
 

รูปที่ 4-9 ปริมาณ mRNA ของ eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่ม
ด้วยส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± 
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง *p<0.05 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ 
DMSO 
 
4.7 ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอมต่อการฟอสโฟรีเลชันของโปรตีน eNOS ในเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือด EA.hy 926 

การกระตุ้นแอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS อีกวิธีหนึ่งนอกเหนือจากการเพ่ิมระดับ Ca2+ คอืการถูกฟอส
โฟรีเลชันที่เอนไซม์ eNOS เช่น การฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177, Thr495, Ser114, Ser633, Tyr81 และ 
Tyr657 แต่บริเวณการฟอสโฟรีเลชันที่ถูกศึกษากลไกอย่างชัดเจน คือ ที่ Ser1177 (Fleming และ Busse, 
2003) ดังนั้นในการศึกษานี้จึงท าการวิเคราะห์ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอมต่อการฟอสโฟรีเลชันของโปรตีน 
eNOS (pSer1177-eNOS) ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด พบว่าส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ทุกความเข้มข้น
สามารถเพ่ิม p-eNOS ที่ Ser1177 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม (รูปที่ 4-10) 
ในขณะที่ส่วนสกัดน้ าพบว่ามีแต่ EPW1 ที่ความเข้มข้นสูงสุดคือที่ 100 µg/ml สามารถกระตุ้นการฟอสโฟรีเล
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ชันที่ Ser1177 ได้ ส่วน resveratrol สามารถกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันของ eNOS ได้ในเซลล์เยื่อบุหลอด
เลือด เหมือนกับท่ีรายงาน  Xia  et al.  (2014) 

 

(A) 
 

 
 
 

(B) 

 
 

รูปที่ 4-10 ปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 
ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากเร่วหอม ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 30 นาที (A) เป็นภาพตัวแทนจาก 
immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน (B) กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน 
p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับ
เซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ
ทดลอง *p<0.05 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ DMSO 
 
 
 



32 
 

4.8 ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอมต่อวิถีสัญญณ Akt ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลอืด EA.hy 926 
 การกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ของ eNOS เกิดผ่านการท างานของเอนไซม์ที่อยู่ 
upstream หลายเอนไซม์ ได้แก่ 1) เอนไซม์ Akt ที่ถูกกระตุ้นโดย oestrogen, VEGF และ insulin 2) 
เอนไซม์ AMP-activated protein kinase (AMPK) ที่ถูกกระตุ้นโดย insulin 3) เอนไซม์ 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) ที่ถูกกระตุ้นโดยสาร bradykinin และ 4) 
เอนไซม์ PKA ที่ถูกกระตุ้นโดย shear stress การกระตุ้นของเอนไซม์ทั้งสี่กลุ่มนี้ท าให้เกิดการฟอสโฟรีเลชันที่ 
Ser1177 ของเอนไซม์ eNOS อย่างไรก็ตามแม้ว่าจะมีการรายงานว่าเอนไซม์ kinase ต่างๆ ควบคุมเอนไซม์ 
eNOS ผ่านการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 แต่เอนไซม์ Akt เป็นเอนไซม์เพียงชนิดเดียวที่มีรายงานว่าควบคุม
เอนไซม์ eNOS ได้ในสิ่งมีชีวิต (Forstermann and Sessa, 2012) ดังนั้นผู้วิจัยจึงท าการศึกษาผลของส่วน
สกัด EPE ต่อการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser 473 ของเอนไซม์ Akt เนื่องจากส่วนสกัด EPE สามารถกระตุ้นการ
ฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ได้ดังแสดงผลในรูปที่ 4-10 จากการทดลองพบว่า ส่วนสกัด EPE เพ่ิมปริมาณ
เอนไซม์ในรูป p-Akt ที่เวลา 10 และ 30 นาที หลังสัมผัสกับส่วนสกัด (รูปที่ 4-11)  
 

(A) 
 

 
 

รูปที่ 4-11 ปริมาณโปรตีน pAkt ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย
ส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 10 (A) และ 30 นาที (B) กราฟแสดงปริมาณของ
โปรตีน pAkt ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO  
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 (B) 
 

 
 

รูปที่ 4-11 (ต่อ) ปริมาณโปรตีน pAkt ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่ม
ด้วยส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 10 (A) และ 30 นาที (B) กราฟแสดงปริมาณของ
โปรตีน pAkt ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO  
 

จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมการเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด 
EA.hy 926 ของส่วนสกัดเอทานอล EPE อาจเกิดจากกลไกอย่างน้อยสองทาง คือ ส่วนสกัดไปมีผลให้มีการ
แสดงออกของยีนส าหรับเอนไซม์ eNOS ท าให้มีปริมาณ mRNA ของ eNOS เพ่ิมข้ึนและส่งผลให้มีปริมาณ
โปรตีน eNOS เพ่ิมข้ึน อีกกลไกหนึ่งอาจเป็นผลจากการที่ส่วนสกัดไปกระตุ้นผ่านวิถีสัญญาณ Akt ให้มีการ
ฟอสโฟรีเลชันบนเอนไซม์ Akt และเกิดการฟอสโฟรีเลชันบนเอนไซม์ eNOS ท าให้มีแอกติวิตีของเอนไซม์ 
eNOS เพ่ิมขึ้นจึงมีการผลิตไนตริกออกไซด์มากข้ึน และมีไนไตรท์สะสมมากในที่สุด 

ในขณะที่ส่วนสกัดน้ าของเร่วหอมทั้งสามส่วนสกัด มีการเพ่ิมของปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์
เยื่อบุหลอดเลือดที่สัมผัสกับส่วนสกัดน้ า แต่ส่วนสกัดกลับไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ mRNA และ
โปรตีนของ eNOS และยังไม่มีผลกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันของทั้งเอนไซม์ Akt และ eNOS ดังนั้นควร
ท าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกที่ท าให้มีการเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ของส่วนสกัดน้ าของเร่วหอม 
 
4.9 ผลของส่วนสกัดจากเร่วหอม และสาร MCC ต่อการแสดงออกของโปรตีน VCAM และ 
ICAM ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด EA.hy 926  
 ปัจจัยที่ท าให้เกิด atherosclerosis ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญของโรค CVD นอกจากเป็นผลมาจาก 
endothelial dysfunction ที่ให้มีปริมาณไนตริกออกไซด์ (NO bioavialability) ต่ าลง เนื่องจากมีการ
แสดงออกของยีน eNOS ลดลง (Li and Förstermann, 2013). อีกสาเหตุหนึ่งคือการเกิดการอักเสบภายใน
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หลอดเลือด (Stoner et al., 2013) คณะผู้วิจัยจึงท าการศึกษาผลของส่วนสกัดเอทานอล EPE ต่อการ
แสดงออกของโปรตีน vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) และ intercellular adhesion 
molecule-1 (ICAM-1) ซ่ึงเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกบนเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดในขณะที่มีการอักเสบถูก
กระตุ้นการแสดงออกของโดยinflammatory cytokines ทั้ง VCAM-1 และ ICAM-1 มีส่วนร่วมใน
กระบวนการ leukocyte infiltration โดยทั้ง VCAM-1 และ ICAM-1 ท าหน้าที่จับกับโปรตีนบนเยื่อเซลล์
ของเม็ดเลือดขาว เช่น macrophage และ lymphocyte เพ่ือให้เม็ดเลือดขาวเคลื่อนที่ผ่านเซลล์เยื่อบุหลอด
เลือด มายังบริเวณท่ีมีการอักเสบท าให้เกิด atherosclerosis (Stoner et al., 2013) ผลการทดลองที่แสดง
ในรูป 4-12 และ 4-13 พบว่า TNF- สามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของโปรตีน VCAM-1 และ ICAM-1 
ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ DMSO เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับส่วน
สกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้น 25-100 µg/ml พบว่าปริมาณโปรตีน VCAM-1 และ ICAM-1 ลดลงอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัส TNF- เพียงอย่างเดียว โดยที่ส่วนสกัดเอทานอล EPE 
สามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน VCAM-1 ได้มากกว่าโปรตีน ICAM-1  
  



35 
 

 

 
 

รูปที่ 4-12 ปริมาณโปรตีน VCAM-1 ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย ์เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย
ส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามด้วย TNF- เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เป็น
ภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน  

 
 
 

 
 

รูปที่ 4-13 ปริมาณโปรตีน ICAM-1 ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย
ส่วนสกัดเอทานอล EPE ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามด้วย TNF- เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เป็น
ภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 ผลการทดลองที่ได้ทั้งหมดสามารถสรุปได้ดังนี้  
 

1. ส่วนสกัดเอทานอลของเร่วหอม EPE และส่วนสกัดน้ า EPW1, EPW2 และ EPW3 ที่ความเข้มข้น
12.5-200 µg/ml เพ่ิมปริมาณไนไตรท์ในอาหารลี้ยงเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดหมุษย์ EA.hy 926 อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติในลักษณะที่ข้ึนกับความเข้มข้น  

2. ส่วนสกัดเอทานอลของเร่วหอม EPE และส่วนสกัดน้ า EPW1, EPW2 และ EPW3 ที่ความเข้มข้น
12.5-200 µg/ml ไม่มีผลต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดหมุษย์ EA.hy 926  ยกเว้นส่วนสกัด
เอทานอลของเร่วหอม EPE ที่ความเข้มข้น 100 และ 200 µg/ml ลดความมีชีวิตรอดของเซลล์ลง 19 และ 
25 % ตามล าดับ 

3. ส่วนสกัดเอทานอลของเร่วหอม EPE สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน eNOS ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติในระดับ mRNA และโปรตีน ในขณะที่ส่วนสกัดน้ า EPW1, EPW2 และ EPW3 ไม่กระตุ้น
การแสดงออกของยีน eNOS  

4. ส่วนสกัดเอทานอลของเร่วหอม EPE สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ eNOS ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ โดยเพิ่มการฟอสโฟรีเลชันบนเอนไซม์ eNOS ที่ต าแหน่ง Ser 1177 ในขณะที่ส่วนสกัดน้ า 
EPW1, EPW2 และ EPW3 ไม่กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ eNOS 

5. ส่วนสกัดเอทานอลของเร่วหอม EPE สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ pAkt  ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ โดยเพิ่มการฟอสโฟรีเลชันบนเอนไซม์ pAkt  

6. ส่วนสกัดเอทานอลของเร่วหอม EPE สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน VCAM-1 และ ICAM-1 
ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดหมุษย์ EA.hy 926 ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-  ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น  

 
จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมการเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด 

EA.hy 926 ของส่วนสกัดเอทานอล EPE อาจเกิดจากกลไกอย่างน้อยสองทาง คือ ส่วนสกัด EPE กระตุ้นการ
แสดงออกของโปรตีนและ mRNA ของเอนไซม ์ eNOS อีกกลไกหนึ่งอาจเป็นผลจากการที่ส่วนสกัด EPE ไป
กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ eNOS โดยเพิ่มการฟอสโฟรีเลชันบนเอนไซม์ eNOS แต่สารที่เป็น
องค์ประกอบในส่วนสกัดเอทานอล EPE และเป็นสารออกฤทธิ์ในการเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ยังไม่ได้ท าการ
ตรวจสอบ จึงควรมีการศึกษาแยกสารที่เป็นสารออกฤทธิ์ต่อไป ในขณะที่ส่วนสกัดน้ าของเร่วหอมทั้งสามส่วน
สกัด มีการเพ่ิมของปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดที่สัมผัสกับส่วนสกัดน้ า แต่ส่วนสกัด
กลับไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ eNOS และแอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS ดังนั้นควรท าการศึกษา
เพ่ิมเติมถึงกลไกที่ท าให้มีการเพ่ิมปริมาณไนไตรท์ของส่วนสกัดน้ าของเร่วหอม นอกจากนี้คณะผู้วิจัยพบว่า
ส่วนสกัดเอทานอล EPE ยังสามารถลดการอักเสบของหลอดลือดโดยลดการแสดงออกของโปรตีน VCAM-1 
และ ICAM-1 ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด ผลที่ได้ทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าส่วนสกัดของเร่วหอมโดยเฉพาะส่วน
สกัดเอทานอล EPE  มีศักยภาพในการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ส่งเสริมสุขภาพที่มีฤทธิ์ขยายหลอดเลือด 
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ป้องกันการเกิด atherosclerosis และช่วยลดความดันโลหิต เป็นการประหยัดงบประมาณและน ารายได้เข้า
สู่ประเทศได้ นอกจากนี้ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของเหง้าเร่วหอมอีกด้วย แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมถึงความเป็นพิษของส่วนสกัดของเร่วหอมในสัตว์ทดลองและการระบุสารออกฤทธิ์ในส่วนสกัดเอทา
นอล EPE  เพ่ือใช้ประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของส่วนสกัดของเร่วหอมต่อไป  
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