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บทคัดย่อ 
 

 ในประเทศไทยมีการบริโภคใบขลู่ในรูปของชาสมุนไพร ส่วนสกัดน ้าร้อนของชาใบขลู่แสดงฤทธิ์ต้าน

อักเสบในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของมนุษย์ (EA.hy 926) ที่กระตุ้นด้วย TNF- โดยยับยั งการแสดงออกของ

โมเลกุลที่ใช้ในการยึดเกาะของเซลล์ คือ intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) และ vascular 

cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) อย่างไรก็ตามยังไม่มีการรายงานถึงสารที่เป็นตัวออกฤทธิ์ต้าน

อักเสบนี  ดังนั นการศึกษานี มีวัตถุประสงค์ที่จะแยกและระบุสารออกฤทธิ์ในชาใบขลู่โดยวิธีฤทธิ์ทางชีวภาพน้า

การสกัด ท้าการสกัดใบชาขลู่จากจังหวักจันทบุรีด้วยน ้าร้อน และสกัดแยกส่วนส่วนด้วยเฮกเซน เอทิลอะซิ

เตต และ 1-บิวทานอล ได้ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต ส่วนสกัดย่อยบิวทานอล และ

ส่วนสกัดย่อยน ้า ตามล้าดับ โดยพบว่าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบดีที่สุดจึงท้าการ

เลือกส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต ไปแยกสารต่อด้วยโครมาโตกราฟีแบบคอลัมน์ที่บรรจุ Sephadex LH-20 

และสามารถแยก quercetin จากส่วนสกัดย่อย F8.5 ได้ ท้าการศึกษาโครงสร้างและสเตอริโอเคมีของสาร

ด้ วยข้อมู ลทาง nuclear magnetic resonance (NMR) และ high resolution mass spectrometry 

(HRMS) สาร quercetin ที่แยกได้สามารถยับยั งการแสดงออกของโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ใน

ลักษณะที่ขึ นกับความเข้มข้น ในการศึกษานี ได้ท้าการสร้าง HPLC fingerprinting ของส่วนสกัดจากชาใบขลู่

โดยใช้ quercetin เป็นโมเลกุลเครื่องหมาย เพ่ือใช้ในการควบคุมคุณภาพของชาใบขลู่และวิเคราะห์ปริมาณ

ของสารออกฤทธิ์ quercetin โดยพบว่าส่วนสกัดน ้าร้อนของชาใบขลู่มี quercetin ในปริมาณ 1.48 ± 0.10 

มิลลิกรัมต่อกรัมของน ้าหนักแห้งของส่วนสกัด นอกจากนี ท้าการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านการอักเสบ และ

ปริมาณ quercetin ในใบชาขลู่ที่เตรียมจากใบขลู่อ่อน และใบขลู่แก่ ผลการทดลองพบว่าส่วนสกัดจากใบขลู่

อ่อน และใบขลู่แก่ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ และปริมาณ quercetin ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ ข้อมูลที่

ได้แสดงให้เห็นว่าทั งใบขลู่อ่อน และใบขลู่แก่เป็นแหล่งของสารต้านอักเสบจากธรรมชาติ ที่อาจจะน้าไป

พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร หรือเป็นองค์ประกอบของอาหารฟังก์ชันในการป้องกันการเกิดภาวะหลอด

เลือดแข็ง 

  

ค าส าคัญ: ขลู่  ฤทธิ์ต้านอักเสบ  เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด  quercetin 
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Abstract 
 

Pluchea indica leaves are consumed as herbal tea in Thailand. The hot water 

extract from P. indica herbal tea leaves showed anti-vascular inflammatory effect in TNF--
stimulated human vascular endothelial cells (EA.hy 926 cell line) by suppressing the 
expression of cell adhesion molecule, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and 
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). However, the compound responsible for this 
anti-inflammatory effect has not been explored. Therefore, the purpose of this study was 
to isolate and identify the bioactive compound from P. indica leaves by bioassay-guided 
fractionation technique. The herbal tea leave of P. indica from Chantaburi province was 
extracted with hot water and then partitioned with hexane, ethyl acetate and 1-butanol to 
yield hexane, ethyl acetate, 1-butanol and water fractions, respectively. Among extraction 
solvents, the ethyl acetate fraction showed the greastest anti-vascular inflammatory effect 
which then choosen to subject to Sephadex LH-20 gel column. A flavonoid, 2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one or 3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone 
(quercetin) was isolated from subfraction F8.5. The structure and relative stereochemistry of 
the compound was determined based on comparison with nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopic analysis, supported by high resolution mass spectrometry (HRMS) data. 
The isolated quercetin inhibited the expression of ICAM-1 and VCAM-1 protein in a 
concentration-dependent manner. To control the quality of herbal tea leave of P. indica, a 
simple and reliable method of high-performance liquid chromatography (HPLC) was 
established for both the fingerprint analysis and the quantitative determination of an active 
compound, quercetin. HPLC fingerprinting of P. indica leaf water extract revealed amounts 
of quercetin at 1.48 ± 0.10 mg/g dried weight. Moreover, anti-inflamatory activity and 
quercetin content of P. indica herbal tea leaves prepared from young and mature leaves 
were comparatively studied. The extracts from both maturity stages of leaves contained 
significant indifference in anti-inflamatory activity and quercetin content. Taken together, 
the data suggest that both young and mature leaves of P. indica are a promising source of 
natural anti-inflamatory agents which might be developed as dietary supplements and an 
ingredients of functional food for preventing an early step of atherosclerosis. 
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บทท่ี 1 

บทน า 
 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย  

 กลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื อรัง (Non-Communicable diseases หรือโรค NCDs) เป็นกลุ่มโรคที่ก้าลัง

คุกคามชีวิตและสุขภาพของประชากรทั่วโลก องค์การอนามัยโลก (WHO) ระบุว่า ในปี พ.ศ. 2552 ประมาณ 

63% ของการเสียชีวิตของประชากรทั่วโลกมีสาเหตุมาจากกลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื อรังนี  และยังเป็นสาเหตุส้าคัญ

ของการเสียชีวิตของประชากรไทยอีกด้วยโดยคิดเป็น 73% ของการเสียชีวิตของประชากรไทยทั งหมดในปี 

2552 ตามรายงานสถิติสาธารณสุขของไทย เมื่อประเมินเป็นมูลค่าความเสียหายทางเศรษฐกิจมีค่าถึง 

200,000 ล้านบาทต่อปี กลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด (cardiovascular diseases) ไดแ้ก่ โรคความดันโลหิต

สูง โรคหัวใจขาดเลือด โรคหลอดเลือดสมอง (อัมพฤกษ์และอัมพาต) รวมทั งโรคเบาหวาน เป็นกลุ่มโรคไม่

ติดต่อเรื อรังที่ส้าคัญ มีอัตราผู้ป่วยและผู้เสียชีวิตสูงในอันดับต้นๆ ของกลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื อรัง (ส้านักงาน

กองทุนสนับสนุนการสร้างเสริมสุขภาพ, ม.ป.ป.) ข้อมูลเปรียบเทียบในรอบ 8 ปี จากปี 2550 ถึงปี 2557 

พบว่าอัตราการป่วยด้วยโรคไม่ติดต่อเรื อรังเพ่ิมสูงขึ น โดยสถิติในปี 2557 มีดังนี  โรคความดันโลหิตสูงจาก 

1,710.89 ต่อประชากรแสนคน โรคหัวใจขาดเลือด 407.70 ต่อประชากรแสนคน โรคหลอดเลือดสมอง 

352.30 ต่อประชากรแสนคน และโรคเบาหวาน 1,032.50 ต่อประชากรแสนคน (ส้านักโรคไม่ติดต่อ กรม

ควบคุมโรค, ม.ป.ป.) สาเหตุหรือปัจจัยเสี่ยงของโรคกลุ่มนี มาจากการไม่ดูแลสุขภาพตัวเอง เช่น พักผ่อนไม่

เพียงพอ เครียด ไม่ออกก้าลังกาย และรับประทานอาหรที่มีน ้าตาลและไขมันสูง แต่รับประทานผักผลไม้

น้อยลง (สถาบันวิจัยโรคเรื อรัง, 2552; ศกลวรรณ แก้วกลิ่น และนิตยา พันธุเวท, มปป) นอกจากนี ยังมีภาวะ

ชราภาพเป็นปัจจัยเสี่ยงที่ส้าคัญ จากข้อมูลดังกล่าวชี ให้เห็นว่าโรคในกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือดเหล่านี  

รวมทั งโรคเบาหวาน ก้าลังเป็นปัญหาเร่งด่วนที่ควรได้รับการแก้ไข เนื่องจากเป็นโรคที่ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการ

รักษาสูง และมีโอกาสเกิดความพิการตามมา ส่งผลกระทบทั งต่อผู้ป่วย ครอบครัวและประเทศชาติ ทั งในแง่

การเสียรายได้ของตัวบุคคล องค์กร และใช้งบประมาณของประเทศในการดูแลรักษาพยาบาลผู้ป่วยซื อยาจาก

ต่างประเทศปีละหลายพันล้านบาท แนวทางแก้ไขที่ดีที่สุดคือปรับเปลี่ยนพฤติกรรม และดูแลตนเองมากขึ น 
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ดังนั นในปัจจุบันจึงมีรณรงค์ให้มีการรักษาสุขภาพให้แข็งแรง เช่น การออกก้าลังกาย การเลือกรับประทาน

อาหารที่มีประโยชน์  

 ภาวะหลอดเลือดแข็ง (atherosclerosis) เป็นภาวะที่น้าไปสู่การเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดต่างๆ 

รวมทั งการเกิดอาการแทรกซ้อน (complication) ในผู้ป่วยเหวาน และยังพบในภาวะชราภาพ (ageing) สูง

กว่าช่วงวัยอ่ืน สาเหตุหลักท่ีท้าให้เกิดภาวะหลอดเลือดแข็ง คือการอักเสบเรื อรังของหลอดเลือด (Libby, 

2002; Stoner et al., 2013) ร่วมกับภาวะไขมันในเลือดสูง และภาวะที่เซลล์เยื่อบุท้างานผิดปกติ 

(endothelial dysfunction) เมื่อมีสิ่งกระตุ้นให้มีการอักเสบ เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดจะมีการเปลี่ยนแปลงให้

มีการสังเคราะห์ pro-inflammatory cytokines และ cell adhesion molecule เพ่ิมขึ น ท้าให้มีการ

เคลื่อนที่ออกนอกหลอดเลือดของเม็ดเลือดขาว (leukocyte emigration) มายังบริเวณท่ีมีการอักเสบเพิ่ม

มากขึ น นอกจากนี เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดยังมีความเครียดจากออกซิเดชันเพิ่มขึ นจากการสังเคราะห์ 

superoxide radical อันจะน้าไปสู่การเพ่ิมการอักเสบและภาวะหลอดเลือดแข็งได้มากขึ น ในอดีตที่ผ่านมา

การป้องกันการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งท้าโดยความพยายามลดปริมาณไขมันในเลือด แต่ก็ยังมีโอกาสเสี่ยง

ในการในการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งถึง 70-80% (Charo and Taub, 2011) จากข้อมูลในปัจจุบันที่พบว่า

การอักเสบเรื อรังและภาวะความเครียดจากออกซิเดชันเป็นสาเหตุส้าคัญในการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งและ

โรคหัวใจและหลอดเลือดในที่สุด ดังนั นจึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องหาสารที่มีฤทธิ์ลดการอักเสบของหลอดเลือด

และต้านออกซิเดชัน เพ่ือน้ามาใช้ป้องกันการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็ง 

 ปัจจุบันความนิยมในการบริโภคผลิตภัณฑ์เสริมอาหารชนิดต่างๆ มีมากขึ น โดยเฉพาะอย่างยิ่งอาหาร

สุขภาพที่ท้ามาจาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ เนื่องจากแนวโน้มการใช้ชีวิตแบบใส่ใจสุขภาพของคนรุ่นใหม่ และการ

เตรียมความพร้อมในการเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุ (ageing society) โดยในปี พ.ศ. 2558 ประเทศไทยมีการเติบโต

ของอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์เสริมอาหารถึง 7 % มูลค่าของตลาดมีมากกว่า 100,000 ล้านบาทต่อปีจากการ

จ้าหน่ายทั งในประเทศและนอกประเทศ (ข่าวสภาอุตสาหกรรมแห่งประเทศไทย, 2559) อย่างไรก็ตาม

การศึกษาและพัฒนาผลิตภัณฑ์เสริมอาหารชนิดใหม่ๆ ที่มีพืชสมุนไพรเป็นส่วนผสมที่ส้าคัญ ยังคงมีความ

จ้าเป็นเพื่อให้มีการเติบโตของอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์เสริมอาหารเพิ่มขึ น และท้าให้ประชาชนมีทางเลือกใน

การรักษาแบบป้องกัน (chemopreventive therapy) ได้มากยิ่งขึ น คณะผู้วิจัยเล็งเห็นศักยภาพของต้นขลู่ 

(Pluchea indica Less.) ในการน้าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร เนื่องจากขลู่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ

มากมาย อาทิ ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในหลอดทดลอง ฤทธิ์ต้านการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร ฤทธิ์ต้านการ
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อักเสบ ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ฤทธิ์ต้านเบาหวาน และฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์ glucosidase (Sen et al., 2002; 

Choi and Hwang, 2005; Biswas et al., 2007; Roslida et al., 2008; Srisook et al., 2012; 

Arsiningtyas et al., 2014) ในปัจจุบันมีการผลิตชาใบขลู่โดยกลุ่มวิสาหกิจชุมชนต้าบลบ่อ อ้าเภอขลุง 

จังหวัดจันทบุรี ซึ่งมีกรรมวิธีการผลิตแบบดั งเดิมที่เฉพาะตัว กลุ่มผู้วิจัยได้ท้าการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของชา

ใบขลู่มาอย่างต่อเนื่อง โดยพบว่าสารสกัดน ้าจากใบชาขลู่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและต้านอักเสบในหลอด

ทดลอง (Srisook et al., 2012) นอกจากนี ยังพบว่าสารสกัดเอทานอลจากใบขลู่มีฤทธิ์ต้านอักเสบในเซลล์

แมคโครฟาจเพาะเลี ยง และในหนูทดลองที่เหนี่ยวน้าการอักเสบด้วย carrageenan (Buapool et al., 

2013) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีการรายงานผลของขลู่ต่อการอักเสบและฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในหลอดเลือด 

ดังนั นคณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาผลของสารสกัดจากชาใบขลู่ในการต้านอักเสบและต้านออกซิเดชันในเซลล์เยื่อ

บุหลอดเลือด และกลไกในการแสดงฤทธิ์นี เพื่อเป็นข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ที่ช่วยสนับสนุนการใช้สมุนไพร

พื นบ้านจากขลู่ในการรักษาโรคท่ีเกี่ยวกับการอักเสบของหลอดเลือด เพ่ือใช้ป้องกันการเกิดภาวะหลอดเลือด

แข็งและโรคไม่ติดต่อเรื อรัง โดยเฉพาะโรคหัวใจและหลอดเลือด เพ่ือลดการน้าเข้ายาและผลิตภัณฑ์เสริม

อาหารจากต่างประเทศ และอาจน้าไปสู่รายได้เข้าประเทศ นอกจากนี จะท้าการแยกสารประกอบในชาใบขลู่

ที่เป็นสารออกฤทธิ์เพ่ือใช้เป็นสารที่ควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ และศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตชาใบ

ขลู่ที่มีผลต่อปริมาณสารส้าคัญที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.  เพ่ือแยกสารที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบของหลอดเลือดจากส่วนสกัดของชาใบขลู่ 

2. .เพ่ือศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตชาใบขลู่ที่มีผลต่อปริมาณสารส้าคัญท่ีมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ

เลือดของมนุษย์ 

 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 น้าส่วนสกัดน ้าจากชาใบขลู่มาทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของมนุษย์เมื่อ

สัมผัสกับสารทดสอบ โดยใช้เซลล์ไลน์ EA.hy926 เป็นโมเดลในการศึกษา น้าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีไม่

แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ไปใช้ในศึกษาต่อไป 
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 การแยกสารที่เป็นตัวออกฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์เยื่อบุหลอดโดยวิธี bioassay-guided 

isolation ด้วย column chromatography และวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์ในส่วนสกัดด้วยเทคนิค 

HPLC 

ศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตชาใบขลู่ที่มีผลต่อปริมาณสารส้าคัญท่ีมีฤทธิ์ต้านการอักเสบและ 

เปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอักเสบ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 
 

 ภาวะหลอดเลือดแข็งเป็นผลมาจากการอักเสบเรื อรังของหลอดเลือ น้าไปสู่โรคในกลุ่มหัวใจและ

หลอดเลือดอันเป็นส่วนหนึ่งของโรคไม่ติดต่อเรื อรัง  ในขณะที่เกิดการอักเสบจะมีการเคลื่อนที่ออกนอกหลอด

ลือดของเซลล์เม็ดเลือดขาวมายังบริเวณท่ีมีการอักเสบเพิ่มขึ น เนื่องมากจากเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมีการ

สังเคราะห์โมเลกุลที่ใช้ในการยึดเกาะกับเม็ดเลือดขาวมากขึ น โมเลกุลเหล่านี  คือ ICAM-1, VCAM-1 และ E-

selectin การเคลื่อนทีข่องเม็ดเลือดขาวออกมาบริเวณที่มีการอักเสบนี  เป็นขั นตอนส้าคัญในการตอบสนอง

ต่อการอักเสบ นอกจากนี เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดในบริเวณท่ีมีการอักเสบจะสังเคราะห์ inflammatory 

cytokine  IL-1 ที่เป็นสารที่ส่งสัญญาณให้เม็ดเลือดขาวมายังบริเวณท่ีมีการอักเสบเพ่ิมขึ น และยังท้าให้มี

การกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ NADPH oxidase ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด ส่งผลให้มีการผลิต 

superoxide สูงขึ น ดังนั นถ้ามีสารที่สามารถยับยั งการแสดงออกของโมเลกุล ICAM-1, VCAM-1 และ E-

selectin จะช่วยลดการยึดเกาะของเม็ดเลือดขาวกับเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด ท้าให้เซลล์เคลื่อนที่ออกนอก

หลอดเลือดน้อยลงและเกิดการอักเสบน้อยลง การลดการท้างานของเอนไซม์ NADPH oxidase จะช่วยท้าให้

ปริมาณ superoxide และ reactive species ชนิดอื่นลดลงด้วย ท้าให้ลดออกซิเดชันบนโมเลกุล LDL 

(ปัจจัยร่วมที่ท้าให้เกิดการสะสมของคราบไขมันในบริเวณท่ีมีการอักเสบ) และยังท้าให้ปริมาณชีวปริมาณออก

ฤทธิ์ของไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดเพ่ิมขึ น คณะผู้วิจัยเห็นว่าส่วนสกัดจากใบขลู่แสดงฤทธิ์การ

ยับยั งการแสดงออกของเอนไซม์ iNOS และ COX-2 รวมทั งลดการกระตุ้นวิถีสัญญาณ NF-B และ MAPKs 

ในเซลล์แมคโครฟาจ ดังนั นส่วนสกัดจากใบขลู่อาจจะลดการแสดงออกและการท้างานของโปรตีน ICAM-1, 

VCAM-1, E-selectin, IL-1และ NADPH oxidase ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษยืได้ เนื่องจากการ

แสดงออกของโมเลกุลเหล่านี ถูกควบคุมโดยการท้างานของ NF-B และ MAPKs ส่งผลท้าให้ลดการอักเสบ

ของหลอดเลือดและลดโอกาสเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งรวมทั งลดอุบัติการณ์ของโรคหลอดเลือดและหัวใจ

ต่างๆ ในที่สุด 

ภาวะหลอดเลือดแข็ง เป็นภาวะที่มีการหนาตัวของผนังหลอดเลือดจากคราบสะสมไขมันและการ

เกิดพังผืด (Fibrosis) ก่อให้เกิด atherosclerotic plaque เกาะบริเวณภายในผนังหลอดเลือด ปัจจัยหนึ่ง
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ที่ท้าให้เกิดคือ การมีระดับ LDL-คอเลสเตอรอล ในกระแสเลือดสูง ท้าให้มีการเคลื่อนของ LDL ผ่านผนัง

หลอดเลือดออกมายังบริเวณชั นใต้ผนังหลอดเลือด หรือชั น intima ได้มากขึ น LDL-คอเลสเตอรอลที่อยู่ใน

กระแสเลือดสามารถแทรกผ่านเยื่อบุผนังหลอดเลือดได้ดี นอกจากนี มีปัจจัยบางประการที่เอื อให้ LDL 

ออกมานอกหลอดเลือดได้มากขึ น เนื่องจากมีความเสียหายของชั นเยื่อบุผนังหลอดเลือด ซึ่งมีสาเหตุมา

จากความดันโลหิตสูง การสูบบุหรี่ โรคเบาหวาน มีการติดเชื อหรือการอักเสบเกิดขึ น และเมื่อ LDL เข้าไป

ภายในผนังหลอดเลือดแล้วจะถูกออกซิไดซ์ เกิด lipid peroxidation ที่กรดไขมันที่ ไม่ อ่ิมตัวเป็น

องค์ประกอบของ LDL โดยอนุมูลอิสระที่ผลิตขึ นภายในผนังหลอดเลือด เป็น oxidized-LDL ซึ่งจะถูกจับ

กินโดยเซลล์ macrophage อย่าง จากนั น oxidized-LDL ที่ถูกน้าเข้าเซลล์ macrophage จะถูกสะสมไว้

ในเซลล์ ในลักษณะเป็นหยดไขมันเล็กๆ เมื่อมีปริมาณมากขึ น เซลล์จะเปลี่ยนไปเป็น foam cell 

(Cholesterol-rich macrophage) ภายใน foam cell จะมีการเปลี่ยนแปลงโดยผลิตสารต่างๆ ดังนี ใน

ปริมาณที่มากขึ น เช่น มีการผลิตอนุมูลอิสระ, cytokine และเอนไซม์ matrix metalloproteinase 

(MMP) สาร cytokine ที่ถูกหลั่งออกมาจะท้าให้มีเซลล์เม็ดเลือดขาว monocyte เข้ามายังบริเวณนี มาก

ขึ น และเปลี่ยนเป็น macrophage จากนั นจะกลืนกิน oxidized-LDL ที่มีมาก เมื่อ foam cell ตายท้าให้

มีการสะสมของเซลล์บริเวณนี มากขึ นเกิดเป็นลักษณะที่เรียกว่า fatty streak และมีพังผืดเกิดขึ นคลุม

เซลล์ที่ตายรวมทั งเศษเนื อเยื่อที่ได้จากการสลายเซลล์ที่ตาย นั่นคือการเกิด plaque ที่บริเวณรอยโรค 

เอนไซม์ MMP ที่หลั่งจาก foam cell จะย่อยสลายโปรตีนเมทริกซ์นอกเซลล์ท้าให้มีการแตกหรือฉีกขาด

ของ plaque จึงเกิดการกระตุ้นการเกาะกลุ่มของเกร็ดเลือดที่บริเวณ plaque เกร็ดเลือดเหล่านี จะหลั่ง

สารที่กระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์กล้ามเนื อเรียบของหลอดเลือด เช่น platelet-derived growth 

factor (PDGF) การเกิด plaque เป็นขั นตอนที่ด้าเนินไปอย่างช้าๆ เป็นผลมาจากการเจริญเติบโตของ

เซลล์กล้ามเนื อเรียบ และไฟโบรบลาสต์ ส่วนเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดก็จะหลั่งสารที่ก่อให้เกิด

กระบวนการอักเสบออกมารวมทั งสารที่ชักน้าให้เม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะ monocytes เข้ามารวมกันมาก

ขึ น และถูกกระตุ้นให้เจริญไปเป็น macrophage ส่งเสริมให้รอยโรคนี ขยายใหญ่และลุกลามเข้าไป

ทางด้านในของหลอดเลือด ท้าให้ทางเดินของเลือดเล็กลง เนื อเยื่อปลายทางขาดอาหารและออกซิเจน 

ส่งผลท้าให้เกิดโรคกล้ามเนื อหัวใจขาดเลือดรุนแรงหรือกล้ามเนื อหัวใจตาย รวมทั งเกิดเส้นเลือดในสมอง

อุดตัน (Bhagavan, 2015) 
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เมื่อมีการอักเสบเกิดขึ นจะมีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด คือ มีการขยายตัวของหลอดเลือด 

และมีการเพ่ิม permeability ของหลอดเลือด เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดเองก็มีการเปลี่ยนแปลงเกิดช่องว่าง

ระหว่างเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด ท้าให้มีการรั่วของโปรตีนและสารน ้าออกนอกหลอดเลือด รวมทั งมีการ

เคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาวออกนอกหลอดเลือด (leukocyte extravasation) มายังบริเวณที่มีกาอักเสบ

มากขึ น เพ่ือจะท้าการก้าจัดสิ่งแปลกปลอมที่ก่อให้เกิดการอักเสบและอันตรายต่อเนื อเยื่อ การเคลื่อนที่

ออกนอกหลอดเลือดของเม็ดเลือดขาวเริ่มต้นจากการที่เซลล์เม็ดเลือดขาวจับกับเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด 

(adhesion) ได้แน่นขึ น และเคลื่อนตัวผ่านช่องรอยต่อระหว่างเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดออกมานอกหลอด

เลือด (transmigration) กระบวนการนี ถูกควบคุมโดยโมเลกุลที่อบู่บนเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด คือ 

adhesion molecule เ ช่ น  intercellular adhesion molecular-1  ( ICAM-1 ) , vascular cell 

adhesion molecular-1 (VCAM-1), และ E-selectin เซลล์เม็ดเลือดขาวที่ผ่านออกมาอยู่บริเวณท่ีมีการ

อักเสบจะหลั่ง inflammatory cytokine เช่น  IL-1 และ TNF-ออกมา และกลับไปท้าให้เซลล์เยื่อบุ

หลอดเลือดสังเคราะห์ adhesion molecule เพ่ิมขึ นรวมทั งกระตุ้นให้มีการผลิต inflammatory 

cytokine มากขึ น  (Stoner et al., 2013) จึงมี เซลล์ เม็ดเลือดขาวออกมาบริเวณรอยโรคมากขึ น 

นอกจากนี ทั งเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและเซลล์เม็ดเลือดขาวมีการผลิต superoxide radical จากเอนไซม์ 

NADPH มากขึ น (Nathan and Cuningham-Bussel, 2013) ยิ่งท้าให้มีการออกซิไดซ์โมเลกุล LDL-

คอเลสเตอรอล เพ่ิมมากขึ น ส่งผลให้มีการพัฒนาการเกิด atherosclerotic plaque มากขึ นและน้าไปสู่

ภาวะหลอดเลือดแข็งในที่สุด 

มีการรายงานว่า TNF-  กระตุ้นการท้างานของ nuclear factor kappa B (NF-B) ซึ่งเป็น 

transcription factor ชนิดหนึ่งภายในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและก่อให้เกิดการแสดงออกของ ICAM-1, 

VCAM-1, E-selectin แ ล ะ  pro-inflammatory cytokines (Rahman et al., 2002; Hung et al., 

2014) ในสภาวะที่ เซลล์ไม่ถูกกระตุ้น NF-B จะอยู่ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) จับกับโปรตีน 

inhibitor of B (IB) ซึ่งท้าหน้าที่เป็นตัวยับยั ง NF-B ท้าให้ NF-B ไม่สามารถเคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียส

ได้ (Zhang et al., 2012) ในสภาวะที่ถูกกระตุ้นจะเกิดการจับกับตัวรับสัญญาณ (receptor) ท้าให้เกิด

การกระตุ้นการท้างานของ inhibitor of B kinase (IB kinase) ท้าให้เกิดกระบวนการฟอสโฟริเลชั่น 

(phosphorylation) จ าก นั น  IB จ ะถู ก ท้ า ล าย ด้ ว ย ก ารก ร ะบ ว น  proteosome–mediated 

proteolytic ท้าให้  NF-B อยู่ในรูป heterodimer ของ p65 ที่รวมกับ p50 หรือ p52 (Tak and 
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Firestein, 2001) ท้าให้สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งจะไปจับกับต้าแหน่ง NF-B binding site ที่

บริเวณส่วนควบคุมการแสดงออกของยีน (promoter) ท้าให้เกิดกระบวนการถอดรหัสของยีน  

นอกเหนือจาก NF-B ยังมี transcription factor ชนิดอื่น เช่น AP-1 ที่ควบคุมการแสดงออก

ของ ICAM-1 และVCAM-1 ได้ (Yan et al., 2015) ซึ่ง AP-1 นี มี upstream signaling มาจาก MAPKs 

(Hung et al., 2014)  นอกจากนี ยังมีการรายงานว่า reactive species เหนี่ยวน้าให้มีการแสดงออก

ของโมเลกุล ICAM-1 และ VCAM-1ในเซลล์เยื่อบุหลอดลือด (Cook-Mills et al., 2011) แหล่งของ 

superoxide และ reactive species ที่ส้าคัญภายในเซลล์ คือ การผลิตโดยเอนไซม์ NADPH oxidase 

(NOX) เอนไซม์ NOX2 และ NOX4 เป็นรูปเอนไซม์ NADPH oxidase หลักท่ีผลิต superoxide ภายใน

เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด มีการรายงานว่าเอนไซม์ NADPH oxidase นี ถูกกระตุ้นได้ด้วย TNF- และถูก

ควบคุมการแสดงออกโดย NF-B (Yan et al., 2015) 

  ขลู่ (Pluchea indica Less.) เป็นพืชในวงศ์ Compositae (Asteraceae) เป็นไม้พุ่มขนาดเล็ก 

ขึ นอยู่ รวมกันเป็นกอ มีกิ่งก้านสาขามาก สูง 1-1.5 เมตร มักชอบขึ นริมน ้าตอนบนป่าชายเลน เติบโตได้

รวดเร็วในทุกฤดูกาล แตกกิ่งก้านใหม่ได้มากขึ นเมื่อมีการหักก่ิงก้านไปใช้ มีประโยชน์ทางด้วยสมุนไพรใน

ทุกส่วนของต้น เช่น การใช้ขลู่ทั งต้นต้มกับน ้าแล้วน้าน ้ามาดื่ม สามารถรักษาอาการ ขัดเบา ปัสสาวะ

พิการ ขับปัสสาวะ ใบของขลู่ใช้แก้ริดสีดวงทวาร แก้กระษัย ขับนิ่ว ขับปัสสาวะ ใช้เป็นยาอายุวัฒนะ แก้

ไข้ขับเหงื่อ และแก้เบาหวาน ใบขลู่ที่ผึ่งแห้ง หรือคั่วแห้งแล้ว มาท้าเป็นชาขลู่ชงดื่มเพ่ือลดน ้าหนักตัว  

ลดระดับน ้าตาลในเลือด บรรเทาอาการปวดเมื่อย ใบสดต้าพอกบริเวณที่เป็นแผล แก้อักเสบ เปลือกต้น

ของขลู่นิยมน้ามาต้มกับน ้าเพ่ือเอาไอน ้าใช้ในการบรรเทาการอักเสบของริดสีดวงทวาร ขูดผิวด้านนอก

ออกให้เหลือเปลือกบางๆชั นในไม่ให้ขนติดกัน ล้างให้สะอาดท้าเป็นเส้นคล้ายเส้นยาสูบตากแดดให้แห้ง 

มวนใบยาหรือใบตองแห้งสูบแก้ริดสีดวงจมูก ดอกของขลู่ ใช้ต้มกับน ้าเพ่ือดื่มในการขับนิ่วในทางเดิน

ปัสสาวะ (พันธุ์ไม้ป่าชายเลนในประเทศไทย, 2549)  

  ขลู่เป็นพืชที่ถูกน้ามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในด้านต่างๆ เช่น ส่วนสกัดเมทานอลของรากขลู่ 

แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบของอุ้งมือหนูที่ถูกกระตุ้นโดย arachidonic acid, platelet activation 

factor หรือ compound 48/80 นอกจากนี คณะผู้วิจัยยังแสดงให้เห็นว่าส่วนสกัดเมทานอลของรากขลู่ 

มีฤทธิ์ป้องกันแผลเยื่อบุกระเพาะอาหารของหนูที่ได้รับเอทานอล และ indomethacin (Sen et al., 

1993) ในปี 2002 ผู้วิจัยกลุ่มเดียวกันนี ยังรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของส่วนสกัดเมทานอลของราก



19 
 

ขลู่ แสดงฤทธิ์ยับยั งการท้าให้เม็ดเลือดแดงแตกโดยการเหนี่ยวน้าของ hydrogen peroxide ยับยั งการ

การเกิดลิพิดเพอร์รอกซิเดชันที่เหนี่ยวน้าโดย carbon tetrachloride และยังยั บยั งการอักเสบของอุ้ง

มือหนูที่ถูกกระตุ้นโดย glucose oxidase (Sen et al., 2002) ส่วนสกัดเมทานอลของใบขลู่มีฤทธิ์ลด

ปริมาณไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย LPS สว่นสกัดท่ีความ

เข้มข้น 50 µg/ml สามารถยับยั งการสร้างไนตริกออกไซด์ได้มากกว่า 50% (Choi และ Hwang, 2005) 

  Biswas et al. (2006) รายงานผลของสารบริสุทธิ์ R/J/3 ที่แยกได้จากส่วนสกัดเมทานอลของ

รากขลู่ พบว่าสาร R/J/3 ที่ความเข้มข้น 50 ug/mL สามารถยับยั งการเพ่ิมจ้านวนของเชื อโปรโตซัว 

Entamoeba histolytica สายพันธุ์ HM1 และสามารถท้าให้ trophozoites ของเชื อโปรโตซัวนี แตก 

สารบริสุทธิ์ที่สกัดได้จากส่วนสกัดเมทานอลของรากขลู่ คือ -sitosterol และ stigmasterol แสดง

ฤทธิ์ในการต้านพิษงูในหนูที่ได้รับพิษงูแมวเซา โดยยับยั งอัตราการตายจากพิษงู และยับยั งการท้างาน

ของเอนไซม์ phospholipase A2 ในพิษงูแมวเซา ในปี ค.ศ. 2008 Ohtsuki และคณะ สกัดสาร 

quinic acid ester และ quercetin จากใบของต้นขลู่ และพบว่าสารทั งสองมีฤทธิ์ยับยั งการท้างานของ

เอนไซม์ collagenase ในขณะที่สาร quinic acid ester ยับยั งการท้างานของเอนไซม์ matrix 

metalloproteinase-2 และ matrix metalloproteinase-9  

  ในปี ค.ศ. 2012 Srisook และคณะ ได้รายงานว่าส่วนสกัดน ้าร้อนจากใบชาขลู่มีฤทธิ์ในการต้าน

ออกซิเดชันในระดับหลอดทดลอง และยังสามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจที่ก

ระตุ้นด้วย LPS นอกจากนี คณะผู้วิจัยยังท้าการศึกษาพบว่าส่วนสกัดเอทานอลของใบขลู่มีฤทธิ์ยับยั งการ

อักเสบทั งในระดับเซลล์แมคโครฟาจเพาะเลี ยงและในหนูทดลองท่ีเหนี่ยวน้าให้มีการอักเสบแบบ

เฉียบพลัน โดยส่วนสกัดจากใบขลู่ไปลดการแสดงออกของเอนไซม์ iNOS ผ่านทางการยับยั งวิถีสัญญาณ 

NF-B และ MAPKs (Buapool et al., 2013) 

  สารประกอบเคมีที่พบในใบขลู่ประกอบด้วย terpenes, terpenic glycosides, benzenoids, 

phenyl propanoids, lignans glycosides, steroids, ,  caryophyllene oxide,  sabinene,  

limonene,  -carene,  azulene,  Cis-caryophyllene,  -humulene ,  isopropyl myristate 

and -cadinene, stigmasterol, stigmasterol glycoside, 2-(Prop-1-ynyl)-5(5,6-

dihydroxyhexa-1, 3-diynyl)-thiophene, และcatechin (Uchiyama et al., 1989; 1991; 

Karttisri, 2002; Biswas et al., 2005; Traithip, 2005).  
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

 

3.1 การเตรียมส่วนสกัดจากใบชาขลู่ 

ชาใบขลู่ที่ใช้เตรียมโดยกลุ่มวิสาหกิจชุมชนต้าบลบ่อ อ.ขลุง จ.จันทบุรี จากนั นน้าไปบดเป็นผงให้

ละเอียดด้วยเครื่องบดสมุนไพร น้าใบชาขลู่ที่บดละเอียด มาต้มในน ้าเดือด ในอัตราส่วน 1: 10 นาน 30 นาที 

ก่อนกรองส่วนสกัดน ้าด้วยกระดาษกรอง Whatmam ภายใต้สุญญากาศโดยเครื่องดูดลดความดันที่

อุณหภูมิห้อง แล้วน้าส่วนสกัดท่ีได้มาใส่หลอดพลาสติกขนาด 50 ไมโครลิตรน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 6000 RPM 

เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือเอาผงละเอียดของใบชาขลู่ที่ลอยอยู่ในสารสกัดตกลงมา เทเอาส่วนใสมากรองด้วย

กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 จ้านวน 2 ครั ง แล้วนา้พืชมาสกัดซ ้าอีก 1 รอบ ในอัตราส่วนเท่าเดิม น้า

ส่วนสกัดน ้าท่ีได้ทั งหมดมาระเหยตัวน ้าออกบางส่วนด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน ปริมาตรประมาณ 

1100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอท้าการสกัดแยกส่วนด้วยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต  1-

บิวทานอล และน ้าต่อไป  

น้าส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ปริมาตร 1100 มิลลิลิตร ใส่ในกรวยแยกขนาด 2000 มิลลิลิตร เติมเฮกเซน 

200 มิลลิลิตร ใส่ตามลงไปแล้วเขย่าตั งกรวยกรองทิ งไว้ให้สารละลายแยกชั นกันโดยส่วนสกัดน ้าจะอยู่ชั นล่าง

และส่วนเฮกเซนจะอยู่ชั นบน ไขส่วนชั นน ้าออกก่อนแล้วท้าการแยกส่วนเฮกเซนเก็บไว้ น้าส่วนสกัดน ้ามาสกัด

แยกส่วนกับเฮกแซนต่ออีก 2 ครั ง จากนั นท้าการสกัดแยกส่วนด้วย เอทิลอะซิเตต 1-บิวทานอล และน ้า 

ตามล้าดับ (รูปที่ 3-1) ท้าการระเหยตัวท้าละลายด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและท้าให้แห้งด้วย

เครื่องระเหยแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  ชั่งน ้าหนักส่วนสกัดย่อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต 1-บิวทานอลและน ้า ก่อน

น้าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล เพ่ือท้าการทดสอบฤทธิ์ต่อไป  
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รูปที่ -3-1 ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต 1-บิวทานอลและน ้า 

  

 เมื่อน้าส่วนสกัดย่อยทั งหมดไปทดสอบผลต่อการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-

1 พบว่าส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตสามารถลดการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และVCAM-1 ได้มาก

ที่สุด จึงท้าการน้าผงใบชาขลู่มาสกัดด้วยน ้าจ้านวน 3.89 กิโลกรัม แล้วน้ามาสกัดแยกส่วนต่อ ได้ส่วนสกัด

เอทิลอะซิเตต 28.72 กรัม แล้วน้าไปแยกสารออกฤทธิ์ด้วย Flash Column chromatography ต่อไป 

 

3.2 การวิเคราะห์แยกสารประกอบทางเคมีของสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่โดยใช้

เทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin layer chromatography, TLC) 

 น้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่มาท้าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี เริ่มจาก

การท้า TLC เพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะของตัวท้าละลายที่เหมาะสมที่ใช้แยกสารด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโท 

กราฟี น้าแผ่น TLC (siliga gel aluminium plate P254) มาตัดให้มีขนาด 6.5x4 เซนติเมตร จุดส่วนสกัด

ย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ด้วยหลอดคาปิลลารี ลงบนแผ่น TLC จุดสารให้ห่างจากขอบล่างของแผ่น 

TLC ประมาณ 0.5 เซนติเมตรและแต่ละจุดห่างกันประมาณ 0.5 เซนติเมตร รอให้ระเหยจนแห้ง น้าแผ่น 

TLC ที่จุดสารเรียบร้อยแล้วมาวางในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท้าละลายต่างๆ โดยให้ต้าแหน่งของจุดอยู่เหนือตัว

ท้าละลายภายในภาชนะแก้วควรใส่กระดาษกรองและปิดฝาภาชนะให้สนิท เพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอ

ของตัวท้าละลาย เมื่อตัวท้าละลายเคลื่อนขึ นไปจนเกือบถึงขอบบนประมาณ 0.5 เซนติเมตรให้น้าแผ่น TLC 

ออก แล้วน้าไปส่องภายใต้แสง UV ในที่มืดเพ่ือตรวจสอบต้าแหน่งของสารและวิเคราะห์แยกสารต่อไป การ
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วิเคราะห์หาสภาวะของตัวท้าละลายที่เหมาะสมที่ใช้แยกส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ โดยท้าการ

ใช้ตัวท้าละลายดังนี  ระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตตต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 1 ต่อ 99, 10 ต่อ 90, 30 ต่อ 

70, 50 ต่อ 50, 70 ต่อ 30 และ 100 ต่อ 0 ระบบตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอลในอัตราส่วน 90 

ต่อ 10 และ 100 ต่อ 0 ตามล้าดับ โดยท้าการเลือกระบบตัวท้าละลายเมทานอลและไดคลอโรมีเทนใช้แยก

ส่วนสกัดยอ่ยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ 

 

3.3 การแยกสารของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตโดยแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Flash 

column chromatography) 

 3.3.1 การเตรียมตัวอย่าง 

 น้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต 26.3257 กรัม มาละลายด้วยเอทิลอะซิเตตแล้วน้าไปผสมกับซิลิกา

เจล 39.48855 กรัม (ใช้ซิลิกาเจลประมาณ 1.5 เท่าของน ้าหนักส่วนสกัดท่ีใช้) ผสมสารให้เป็นเนื อเดียวกัน 

จากนั นน้าไประเหยตัวท้าละลายออกให้หมดด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและท้าให้แห้งด้วยเครื่อง

ระเหยแห้งแบบแช่เยือกแข็ง แล้วน้ามาบดละเอียดด้วยโกร่ง แล้วบรรจุลงแฟลชคอลัมน์ส่วนบน แสดงดังใน

รูปที่ 3-2 
 

รูปที่ 3-2 การเตรียมตัวอย่างลงคอลัมน์ 
  

3.3.2 การบรรจุคอลัมน์  

 น้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตแยกในแฟลชคอลัมน์ (คอลัมน์ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 5.5 เซนติเมตร) โดยใช้ซิลิกาที่มีมวลโมเลกุล 60 กรัมต่อโมล ขนาด 0.040-0.063 มิลลิเมตร แช่ใน

ตัวท้าละลายเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 0.1 ต่อ 99.9 จากนั นน้าไปบรรจุลงคอลัมน์โดยให้ซิลิ
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กาจะมีความสูงประมาณ 12 ถึง 14 เซนติเมตร ใช้ความดันช่วยในการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที ่ ควรเคาะ

คอลัมน์เพ่ือไล่ฟองอากาศออกให้หมด เคาะปรับผิวซิลิกาเจลให้เรียบ แล้วบรรจุตัวอย่างที่เตรียมไว้บนซิลิกา

เจล แสดงดังในรูปที่ 3-3  

 
 

รูปที่ 3-3 การบรรจุตัวอย่างลงแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

 

 ท้าการแยกสารโดยใช้เฟสเคลื่อนที่ในระบบ gradient elution ด้วยตัวท้าละลายดังตารางที่ 3-1

จากนั นน้าเก็บส่วนสกัดย่อยหลอดละประมาณ 30 ml จ้านวน 1026 หลอด ตามรูปที่ 3-4  แล้วน้าไป

ตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC เพ่ือรวมแฟรกชั่นโดยดูจากแบนบนแผ่น TLC ในแต่ละหลอด ตามรูปที่ 3-5 

รวมกันเป็นส่วนสกัดย่อยได้ 11 แฟรกชั่น ดังตารางที่ 3-2 และน้าไปท้า TLC จากนั นน้าไประเหยตัวท้า

ละลายออกให้หมดด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบแช่เยือก

แข็ง แล้วชั่งน ้าหนัก ค้านวณร้อยละโดยน ้าหนัก และน้าไปการวิเคราะหส์เปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมก

เนติกเรโซแนนซ์(NMR) เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
 

รูปที่ 3-4 แฟรกชั่นที่เก็บไดจ้ากแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
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ตารางท่ี 3-1 ตัวท้าละลายที่ใช้ในการไล่ระบบ gradient ของการแยกส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต 

 

Gradient ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

0.1%  Methanol :Dichloromethane 5000 

0.5%  Methanol :Dichloromethane 3000 

1%  Methanol :Dichloromethane 6000 

2%  Methanol :Dichloromethane 3000 

5%  Methanol :Dichloromethane 10000 

10%  Methanol :Dichloromethane 2000 

20%  Methanol :Dichloromethane 4000 

40%  Methanol :Dichloromethane 1000 

 

 

 

 
หลอดที่ 1-71 

 

รูปที่ 3-5 โครมาโทแกรม TLC ของหลอดแฟรกชั่น หลอดที่ 1-1026 
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หลอดที่ 72-131 

 

 
หลอดที่ 131-190 

 

 
หลอดที่ 190-312 

 

รูปที่ 3-5 โครมาโทแกรม TLC ของหลอดแฟรกชั่น หลอดที่ 1-1026 (ต่อ) 
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หลอดที่ 312-460 

 

 
หลอดที่ 460-610 

 

 
หลอดที่ 610-752 

 

รูปที่ 3-5 โครมาโทแกรม TLC ของหลอดแฟรกชั่น หลอดที่ 1-1026 (ต่อ) 
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หลอดที่ 752-880 

 

 
หลอดที่ 880-946 

 

 
หลอดที่ 946-1026 

 

รูปที่ 3-5 โครมาโทแกรม TLC ของหลอดแฟรกชั่น หลอดที่ 1-1026 (ต่อ) 
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ตารางท่ี 3-2 การรวมแฟรกชันที่แยกได้จากแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

 

แฟรกชัน หลอดที่ 

F1 1-11 

F2 12-23 

F3 24-45 

F4 46-90 

F5 91-160 

F6 161-240 

F7 241-292 

F8 293-610 

F9 611-810 

F10 811-966 

F11 967-1026 

 

3.4 การวิเคราะห์แยกสารประกอบทางเคมีของสกัดย่อย F8 โดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟี

แบบแผ่นบาง  

 เมื่อน้าส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชั่นไปทดสอบดูการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และ

VCAM-1 พบว่า ส่วนสกัดย่อย F8 สามารถลดการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และVCAM-1 ได้

มากที่สุดและมีร้อยละโดยน ้าหนัก (%Yield) เท่ากับ 15.76 จึงน้าส่วนสกัดย่อย F8 ไปแยกสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพต่อ โดยน้าส่วนสกัดย่อย F8 ของใบชาขลู่มาท้าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี เริ่มจาก

การท้า TLC เพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะของตัวท้าละลายที่เหมาะสมที่ใช้แยกสารด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโท 

กราฟี น้าแผ่น TLC (siliga gel aluminium plate P254) มาตัดให้มีขนาด 6.5x4 เซนติเมตร จุดส่วนสกัด

ย่อย F8 ของใบชาขลู่ด้วยหลอดคาปิลลารี ลงบนแผ่น TLC จุดสารให้ห่างจากขอบล่างของแผ่น TLC 

ประมาณ 0.5 เซนติเมตรและแต่ละจุดห่างกันประมาณ 0.5 เซนติเมตร รอให้ระเหยจนแห้ง น้าแผ่น TLC ที่

จุดสารเรียบร้อยแล้วมาวางในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท้าละลายต่างๆ โดยให้ต้าแหน่งของจุดอยู่เหนือตัวท้า
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ละลายภายในภาชนะแก้วควรใส่กระดาษกรองและปิดฝาภาชนะให้สนิท เพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วย    

ไอของตัวท้าละลาย เมื่อตัวท้าละลายเคลื่อนขึ นไปจนเกือบถึงขอบบนประมาณ 0.5 เซนติเมตรให้น้าแผ่น 

TLC ออก แล้วน้าไปส่องภายใต้แสง UV ในที่มืดเพ่ือตรวจสอบต้าแหน่งของสารและวิเคราะห์แยกสารต่อไป 

การวิเคราะห์หาสภาวะของตัวท้าละลายที่เหมาะสมที่ใช้แยกส่วนสกัดยอ่ย F8 ของใบชาขลู่ โดยใช้ตัวท้า

ละลายดังนี  ระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตตต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 50 ต่อ 50, 70 ต่อ 30 และ 100 ต่อ 0 

ระบบตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอลในอัตราส่วน 95 ต่อ 5 และ 90 ต่อ 10 ตามล้าดับ โดยท้า

การเลือกระบบตัวท้าละลายเมทานอลและไดคลอโรมีเทนใช้แยกส่วนสกัดย่อย F8 ของใบชาขลู่ 

 

3.5 การแยกสารของส่วนสกัดย่อย F8 โดยแฟลชคอลัมน์โครมาโตกราฟี   

 3.5.1 การเตรียมตัวอย่าง 

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 จ้านวน 1 กรัม มาละลายด้วยเอทิลอะซิเตตแล้วน้าไปผสมกับซิลิกาเจล 1.5 

กรัม (ใช้ซิลิกาเจลประมาณ 1.5 เท่าของน ้าหนักส่วนสกัดท่ีใช้) ผสมสารให้เป็นเนื อเดียวกัน จากนั นน้าไป

ระเหยตัวท้าละลายออกให้หมดด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้ง 

แล้วน้ามาบดละเอียดด้วยโกร่ง แล้วบรรจุลงแฟลชคอลัมน์ส่วนบน แสดงดังในรูปที่ 3-6 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3-6 การเตรียมตัวอย่างลงแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
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     3.5.2 การบรรจุคอลัมน์  

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 แยกในแฟลชคอลัมน์ (คอลัมน์ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

4.5 เซนติเมตร) โดยใช้ซิลิกาที่มมีวลโมเลกุล 60 กรัมต่อโมล ขนาด 0.040-0.063 มิลลิเมตร แช่ในตัวท้า

ละลายเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 1 ต่อ 99 จากนั นน้าไปบรรจุลงคอลัมน์โดยให้ซิลิกาจะมี

ความสูงประมาณ 12 ถึง 14 เซนติเมตร ใช้ความดันช่วยในการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่  ควรเคาะคอลัมน์

เพ่ือไล่ฟองอากาศออกให้หมด เคาะปรับผิวซิลิกาเจลให้เรียบ แล้วบรรจุตัวอย่างที่เตรียมไว้บนซิลิกาเจล แสดง

ดังในรูปที่ 3-7  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3-7 การบรรจุตัวอย่างลงแฟลชคอลัมน์ 

 

 ท้าการแยกสารโดยใช้เฟสเคลื่อนที่ในระบบ gradient elution ด้วยตัวท้าละลายดังตารางที่ 3-3 

จากนั นน้าเก็บส่วนสกัดย่อยหลอดละประมาณ 30 ml จ้านวน 259 หลอด   แลว้น้าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค 

TLC เพ่ือรวมแฟรกชั่นโดยดูจากแบนบนแผ่น TLC ในแต่ละหลอด ตามรูปที่ 3-8 รวมกันเป็นส่วนสกัดย่อยได้ 

8 แฟรกชั่น ดังตารางที่ 3-4 และน้าไปท้า TLC จากนั นน้าไประเหยตัวท้าละลายออกให้หมดด้วยเครื่องระเหย

สุญญากาศแบบหมุนและท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบแช่เยือกแข็ง แล้วชั่งน ้าหนัก ค้านวณร้อยละโดย

น ้าหนัก และน้าไปการวิเคราะหส์เปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส 
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ตารางท่ี 3-3 ตัวท้าละลายที่ใช้ในการไล่ระบบ gradient ของการแยกส่วนสกัดย่อย F8 
 

Gradient ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

1%  Methanol :Dichloromethane 6000 

2%  Methanol :Dichloromethane 1000 

5%  Methanol :Dichloromethane 1000 

10%  Methanol :Dichloromethane 1000 

 

 
หลอดที่ 1-140 

 

 
หลอดที่ 140-240 

 

  
หลอดที่ 240-295 

รูปที่ 3-8 โครมาโทแกรม TLC ของหลอดแฟรกชั่น หลอดที่ 1-295 
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ตารางท่ี 3-4 การรวมแฟรกชันของการแยกส่วนสกัดย่อย F8 

 

แฟรกชัน หลอดที่ 

F8.1 1-14 

F8.2 15-55 

F8.3 56-79 

F8.4 80-96 

F8.5 97-140 

F8.6 141-170 

F8.7 170-179 

F8.8 180-295 

 

3.6 การแยกสารของส่วนสกัดย่อยF8 ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ Sephadex LH20   

 3.6.1 การเตรียมตัวอย่าง 

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 จ้านวน 0.5 กรัม มาละลายด้วยเมทานอล ในลักษณะที่ละลายให้พอดี หนืดไป

จะท้าให้สารตัวอย่างไม่สามารถแยกผ่าน Sephadex LH20 ลงมาได้ เจือจางไปจะท้าให้แบนสารกว้างแยกไม่

ดี กรองเอาส่วนที่ไม่ละลายออก 

 3.6.2 การบรรจุคอลัมน์ 

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 แยกในคอลัมน์ (คอลัมน์ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 

เซนติเมตร) โดยใช้ Sephadex LH20 แช่ในตัวท้าละลายเมทานอลข้ามคืน ดังรูปที่ 3-9(a) เพ่ือให้ 

Sephadex LH20 บวมขึ น น้า Sephadex LH20 มาแพ็คลงคอลัมน์ให้เม็ดบีดแพ็คกันลงมาช้าๆ และไล่

ฟองอากาศ ใช้เมทานอลชะคอลัมน์ จนถึงผิวหน้าของ Sephadex LH20 ดังรูปที่ 3-9(b) จึงท้าการโหลด

ตัวอย่างลงคอลัมน์ ปล่อยเมทานอลชะสารตัวอย่างลงมาจนถึงผิวหน้า Sephadex LH20 ดังรูปที่ 3.9(c) แล้ว

ค่อยๆ เติมเมทานอลที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่ชะสารลงมา จากนั นน้าเก็บส่วนสกัดย่อยหลอดละประมาณ 10 ml 

จ้านวน 60 หลอด แล้วน้าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC เพ่ือรวม  แฟรกชั่นโดยดูจากแบนบนแผ่น TLC ใน

แต่ละหลอด รวมกันเป็นส่วนสกัดย่อยได้ 5 แฟรกชั่น ดังตารางที่ 3-5 และน้าไปท้า TLC จากนั นน้าไประเหย
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ตัวท้าละลายออกให้หมดด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบแช่

เยือกแข็ง แล้วชั่งน ้าหนักเพ่ือค้านวณร้อยละโดยน ้าหนัก และน้าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

                        (a)                                    (b)                                    (c) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 3-9 การแช่ Sephadex LH20 ข้ามคืน (a) แพ็คคอลัมน์ Sephadex LH20 (b)  

และ โหลดตัวอย่างลงคอลัมน์ (c) 

 

 
 

รูปที่ 3.10 โครมาโทแกรม TLC ของหลอดแฟรกชั่น หลอดที่ 1-39 
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ตารางท่ี 3-5 การรวมแฟรกชันของการแยก ส่วนสกัดย่อย F8 โดย Sephadex LH20 
 

แฟรกชัน หลอดที่ 

F8.1 1-11 

F8.2 12-16 

F8.3 17-25 

F8.4 26-28 

F8.5 29-39 

 

3.7 การศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตใบชาขลู่ที่มีผลต่อปริมาณสารส าคัญในการออกฤทธิ์

ต้านอักเสบ 

 ท้าการศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตใบชาขลู่ โดยศึกษาปัจจัย เรื่อง ระยะของใบขลู่ที่ใช้ในการ

ท้าใบชาขลู่ ระหว่างใบอ่อน (เหนือใบเพสลาด) และใบแก่ (ใบเพสลาด) น้าใบทั ง 2 ประเภทมาผ่านกรรมวิธี

ท้าชาใบขลู่ตามวิธีของกลุ่มวิสาหกิจชุมชนต้าบลบ่อ อ.ขลุง จ.จันทบุรี แล้วน้ามาบดละเอียดเป็นผงด้วยเครื่อง

บดความเร็วสูง และท้าการเตรียมส่วนสกัดน ้า ท้าโดยน้าใบชาขลู่ใบแก่และใบอ่อนมาท้าการสกัดด้วยน ้ากลั่น

ร้อน และสกัดแยกส่วนตามวิธีที่รายงานในข้อ 3.1 

 

3.8 การวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR)   

 น้าสารสกัดน ้าใบชาขลู่ ส่วนสกัดเฮกเซน เอทิลอะซิเตต 1-บิวทานอล และน ้า ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะ

ซิเตต 11 แฟรกชั่น ส่วนสกัดย่อยF8 ที่แยกแฟรชคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจลจ้านวน 8 แฟรกชั่น 

ส่วนสกัดย่อยF8 ที่แยกคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ Sephadex LH 20 จ้านวน 5 แฟรกชั่น และสารสกัด

น ้าและส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่อ่อนและแก่ ชั่งน ้าหนักประมาณ 5 mg มาละลายด้วยตัวท้า

ละลายDMSO หรือ CDCl3 แล้วน้าสารละลายใส่หลอดNMR ส่งวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมก

เนติกเรโซแนนซ์ที่ห้องปฏิบัติการ NMR คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา  
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3.8 การเตรียมโปรตีนส าหรับวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Western blot 

 3.8.1 การเตรียมโปรตีนรวมส าหรับวิเคราะห์ ICAM-1 และ VCAM-1  

 ท้าการกระจายเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 ลงบนจานเพาะเลี ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้น

ผ่านศูนย์กลางขนาด 60 มิลลิเมตร จ้านวน 3×105 เซลล์ต่อจาน แล้วน้าไปบ่มในตู้อบแบบใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี ยงเซลล์ทิ ง ล้างด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ PBS ที่อุ่นปริมาตร 3 มิลลิลิตรพร้อมเขย่าเล็กน้อย ดูดสารละลายบัฟเฟอร์ PBS ทิ งแล้ว

เติมอาหารเลี ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มี phenol red ที่ไร้เชื อ 3 มิลลิลิตร แล้วน้าไปบ่มในตู้อบแบบใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี ยงเซลล์ทิ ง แล้วเติมอาหารเลี ยง

เซลล์ที่มีส่วนสกัดใบชาขลู่ ที่ความเข้มข้นต่างๆ นาน 1 ชั่วโมง แล้วเติม TNF-α (10 ng/ml)  แล้วน้าไปบม่ใน

ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง จากนั นเทอาหารเลี ยงเซลล์ทิ ง 

แล้วล้างด้วยบัฟเฟอร์ PBS ที่เย็น 2 ครั ง แล้วเติม RIPA protein lysis buffer [150 mM Tris-HCl, 150 

mM NaCl, 5 mM EGTA, 0.1% SDS, 1% sodium deoxycholate, 1% nonidet P-40, 1 mM DTT, 

1X protease inhibitors (PI)] ปริมาตร 50 μl จากนั นใช้ที่ขูดเซลล์ ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 

1.5 ml และเติม RIPA protein lysis buffer อีก 50 μl ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกเดิม แล้วน้าไปปั่น

เหวี่ยงที่ 13,700 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสด้านบนแบ่งใส่ใน

หลอดพลาสติกใหม่ น้าโปรตีนรวมที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford และท้าการวิเคราะห์

โปรตีนด้วยเทคนิค Western blot สามารถเก็บโปรตีนส่วนที่เหลือที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส…………….. 

3.8.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford 

 ท้าการวิเคราะห์โดยน้าโปรตีนที่สกัดได้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมน ้ากลั่น 8 μl ลงในไมโครเพลท

แบบ 96 หลุม แล้วท้าการผสมกับสารละลาย 1X Bradford dye reagent ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร 

เขย่าที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบ

ไมโครเพลทและค้านวณความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA  

 

3.9. การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Western blot 

 ท้าการเตรียม 10% SDS-PAGE จากนั นน้าโปรตีนที่สกัดได้ปริมาณโปรตีน 15 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร  น้ามาเจือจางโปรตีนด้วย 6X protein loading buffer [0.0625 M Tris-HCl (pH 6.8), 12% 
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(w/v) SDS, 0.06% (w/v) bromophenol blue, 60% (v/v) glycerol,  1.2 M β-mercaptoethanol] 

ในอัตราส่วน 5:1 แล้วน้าไปให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ก่อนน้าโปรตีนไปหยอดลงในเจล 

ท้าการแยกโปรตีนในสารละลาย 1X Running buffer [0.0625 M Tris, 0.192 M Glycine, 0.1% (w/v) 

SDS]   ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงที่ที่ 80 V และให้กระแสไฟฟ้าผ่านเจลเป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง 

จึงปิดสวิทช์เครื่อง Power supply แล้วย้ายแถบโปรตีนที่อยู่บนแผ่นเจลไปยังแผ่นเมมเบรน PVDF ที่ท้าการ

pretreated โดยแช่ใน absolute methanol ประมาณ 30 วินาที ล้างด้วยน ้ากลั่น จากนั นแช่เมมแบรนใน   

Transfer buffer [192 mM glycine, 25 mM Tris, 10% (w/v) methanol]  ประมาณ 5 นาที และผ่าน

กระแสไฟฟ้า ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงที่ที่ 25 V เป็นเวลาข้ามคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

           น้าเมมเบรนมาบ่มด้วยสารละลาย TBS-T buffer [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 

0.1% (v/v) Tween 20] ที่มี 5 (w/v) skim milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน้าเมมเบรนแช่ใน

สารละลาย primary antibody  ที่จ้าเพาะต่อโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1  ที่เจือจางในบัฟเฟอร์ 1X TBS 

ที่มี 5% BSA 0.1% (v/v) Tween 20  ในอัตราส่วน 1:1,000 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน 

พร้อมทั งเขย่า ส่วนโปรตีน GAPDH 1X TBS ที่มี 5% BSA 0.1% (v/v) Tween 20  ในอัตราส่วน 1:1,000 

ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั นล้างเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ้านวน 

3 ครั ง พร้อมทั งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน น้าเมมเบรนไปแช่ในสารละลาย secondary antibody (anti 

rabbit IgG,HRP-linked antibody) ที่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่ม ี 5 (w/v) skim milk ใน

อัตราส่วน 1:5,000 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1-2 ชั่วโมงพร้อมทั งเขย่าภาชนะที่ใส่เมมเบรน ล้างเมมเบรนด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T นาน 5 นาที จ้านวน 3 ครั ง พร้อมทั งเขย่าภาชนะท่ีใส่เมมเบรน ผสมสารละลาย

ซับสเตรท enhanced chemiluminescence (ECL) ในอัตราส่วน 1:1 แล้วน้าเมมเบรนมาบ่มกับสารละลาย

ซับสเตรทจนทั่วแผ่นเมมเบรนก่อนน้าไปประกบฟิล์ม X-ray ในห้องมืด วิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีน

ที่ได้ด้วยโปรแกรม Image Studio Lite เวอร์ชั่น 5.2  

 น้าแผ่นเมมเบรนล้างด้วยบัฟเฟอร์ TBS-T 5 นาที แล้วน้ามาแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ stripping 

เป็นเวลา 15-30 นาที แล้วล้างด้วยบัฟเฟอร์ TBS-T 5 นาที จ้านวน 3 ครั ง  จากนั นจึงน้าเมมเบรนมาบ่มด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T ที่ม ี5 (w/v) skim milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน้าเมมเบรนแช่ใน

สารละลาย primary antibody และสารละลาย secondary antibody ต่อไป  
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3.10 การวิเคราะห์ค่าทางสถิต ิ

ผลการทดลองที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย่างน้อย 3 ครั งที่

เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั งท้า 3 ซ ้า วิเคราะห์ข้อมูลการทดลองท่ีได้ โดยเปรียบเทียบ one-way ANOVA โดย

ก้าหนดค่าความมีนัยส้าคัญทางสถิติที่  p<0.05 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 
 

4.1 การหาเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมของคอลัมน์โครมาโตกราฟีของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต

ของใบชาขลู่ โดยโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอักเสบในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดที่รายงานในปีที่ 1 พบว่าส่วนสกัดย่อย 

เฮกเซน เอทิลอะซิเตต 1-บิวทานอล และน ้าจากส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์เยื่อบุ

หลอดเลือด ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน และส่วนสกัดเอทิลอะซิเตต สามารถยับยั งการแสดงออกของโปรตีน 

ICAM-1 และ VCAM-1 ได้ ในขณะที่ส่วนสกัดย่อย1-บิวทานอล และส่วนสกัดย่อยน ้า ไม่แสดงฤทธิ์ดังกล่าว 

โดยพบว่าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตมีฤทธิ์ต้านอักเสบในหลอดเลือดดีที่สุด จึงท้าการสกัดแยกส่วนของส่วน

สกัดน ้าใบชาขลู่ในปริมาตรมากขึ นถึง 1100 มิลลิลิตร ได้ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต 1-บิวทานอล 

และน ้า ตามล้าดับ และน้าส่วนสกัดมาวิเคราะห์ NMR ดังแสดงผลในภาคผนวก  

 จากนั นน้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่จุดลงบนแผ่น TLC เพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะของวัฏ

ภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่ใช้แยกส่วนสกัดยอ่ยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี 

เฟสเคลื่อนที่ที่ใช้ คือระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตตต่อเฮกเซนกับระบบตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนและเม

ทานอล พบว่า เมื่อใช้ระบบตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอล มีแถบสารบนแผ่น TLC ที่ชัดเจน จึง

เลือกมาใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่ ดังแสดงในรูปที่ 4-1 

                                               (a)                                                  (b)  

 
รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรม TLC ใช้ระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตตต่อเฮกเซน (a) 

และระบบตัวท้าละลายเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (b) 
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4.2 ผลการแยกสารออกฤทธิ์ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตโดยแฟลชคอลัมน์โครมาโตกราฟี 

น้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต 26.3257 กรัม มาบรรจุลงคอลัมน์โครมาโตกราฟีแบบแฟลชคอลัมน์

โครมาโตกราฟี ระบบ gradient elution ท้าการรับแฟรกชันแล้วน้าแต่ละหลอดมาจุดเทียบเพ่ือดูการ

เคลื่อนที่ของสารด้วย TLC ท้าการรวมแฟรกชันได้ 11 แฟรกชัน น้าแฟรกชันที่ได้ไปและน้าไปท้า TLC  ดังรูป

ที่ 4.2 แล้วท้าให้แห้ง และท้าการค้านวณหา %yield ของแต่ละแฟรกชัน ได้ผลดังตารางที่  4-1  พบว่า 

น ้าหนักส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชัน เท่ากับ 23.5598 กรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 89.4935 แฟรกชันที่มี

น ้าหนักมากที่สุดคือแฟรกชันที่ 9 มีน ้าหนัก 10.3849 กรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 39.44776 และแฟรก

ชันที่มีน ้าหนักน้อยที่สุดคือแฟรกชันที่ 11 มีน ้าหนักเท่ากับ 0.44796กรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 1.70161  
 

 
 

รูปที่ 4.2 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ 11 ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ 

 

ตารางท่ี 4-1 น ้าหนักและร้อยละโดยน ้าหนักของแต่ละแฟรกชั่นของการแยกส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต 

 

แฟรกชั่น น ้าหนัก (กรัม) ร้อยละโดยน ้าหนัก 

F1 1.11502 4.23548 

F2 0.62216 2.3633 

F3 0.54319 2.06334 

F4 0.69245 2.63032 

F5 0.60423 2.2952 

F6 0.68754 2.6113 
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F7 0.79023 3.0017 

F8 4.15 15.7641 

F9 10.3849 39.44776 

F10 3.5222 13.3793 

F11 0.44796 1.70161 

รวม 23.5598 89.4935 

 

4.3 ผลของส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชั่นต่อการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และ

VCAM-1 

 เมื่อน้าส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชั่น ไปทดสอบการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 ผล

การศึกษาปริมาณโปรตีน ICAM-1  จะพบว่าเมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความเข้มข้น 10 ng/mL 

เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณโปรตีน ICAM-1 เพ่ิมสูงขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์

ควบคุม ส่วนเซลล์ที่สัมผัสด้วยส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชั่นที่ความเข้มข้น 25 µg/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้ว

ให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าปริมาณโปรตีน ICAM-1 ของเซลล์ที่สัมผัสกับส่วน

สกัดย่อย F2-F11  สามารถลดปริมาณโปรตีน ICAM-1  ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์

ที่สัมผัสกับ TNF-α เพียงอย่างเดียว  แต่ส่วนสกัดย่อย F8 ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL สามารถลดปริมาณ

โปรตีน ICAM-1 ได้มากที่สุด อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (รูปที่ 4-3) 

 ส่วนการศึกษาปริมาณโปรตีน VCAM-1 พบว่า เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความเข้มข้น 

1 ng/mL เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณโปรตีน VCAM-1 เพ่ิมสูงขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ส่วน

เซลล์ที่สัมผัสด้วยส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชั่นที่ความเข้มข้น 25 µg/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วให้เซลล์ถูก

เหนี่ยวน้าด้วย TNF-α พบว่าส่วนสกัดย่อย F1-F11 ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL สามารถลดปริมาณโปรตีน 

VCAM-1 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และปริมาณโปรตีน VCAM-1 ของเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8  

สามารถลดปริมาณโปรตีน VCAM-1 ได้มากท่ีสุด อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติได้เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่

สัมผัสกับ TNF-α  เพียงอย่างเดียว จากผลการทดลองจะเห็นว่าส่วนสกัดย่อย F8 เป็นส่วนสกัดท่ีแสดงฤทธิ์
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ต้านอักเสบที่ดีที่สุด สามารถลดปริมาณโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ได้มากจนเกือบมีระดับเท่ากับ basal 

level ของเซลล์ควบคุม (control) 
 

(a) 
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(b) 
 

 
 รูปที่ 4-3 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ICAM-1 (a) และ VCAM-1 (b) โดยวิธี Western blot ใน

เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย 11 แฟรกชั่นที่ความเข้มข้น 25 µg/mL 

นาน 1 ชั่วโมง แล้วถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความเข้มข้น 10 ng/mL นาน 6 ชั่วโมง  กราฟแสดงปริมาณ

โปรตีน  ICAM-1 และ VCAM-1 หลังจาก normalized ด้วยโปรตีน GAPDH  ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของ

แถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม Image Studio Lite เวอร์ชั่น 5.2 ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานของการทดลอง 2 ครั งที่เป็นอิสระต่อกัน  ###p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ *p 

< 0.05 **p < 0.01 และ***p < 0.001   เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เพียงอย่าง

เดียว 
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4.4 การหาเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมของคอลัมน์โครมาโตกราฟีของส่วนสกัดย่อย F8 ของใบ

ชาขลู่ โดยโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง 

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 จุดลงบนแผ่น TLC เพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่ใช้

แยกส่วนสกัดยอ่ย F8 ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี เฟสเคลื่อนที่ที่ใช้ คือระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิ

เตตต่อเฮกเซนกับระบบตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอล พบว่า เมื่อใช้ระบบตัวท้าละลายไดคลอโร

มีเทนและเมทานอล มีแถบสารบนแผ่น TLC ที่ชัดเจน (รูปที่ 4-4) จึงเลือกมาใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่ 
 

   (a)        (b)   

 
 

รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรม TLC ของส่วนสกัดย่อย F8 ใช้ระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตตต่อเฮกเซน (a) 

และระบบตัวท้าละลายเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (b) 

 

4.5 ผลการแยกสารออกฤทธิ์ของส่วนสกัดย่อย F8 โดยแฟลชคอลัมน์โครมาโตกราฟี 

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 จ้านวน 1 กรัม มาบรรจุลงคอลัมน์โครมาโตกราฟีแบบแฟลชคอลัมน์โครมาโต 

กราฟี ระบบ gradient elution ท้าการรับแฟรกชันแล้วน้าแต่ละหลอดมาจุดเทียบเพื่อดูการเคลื่อนที่ของสาร

ด้วย TLC ท้าการรวมแฟรกชันได้ 8 แฟรกชัน ท้าให้แห้งแล้วท้าการค้านวณหา %yield ของแต่ละแฟรกชัน 

ได้ผลดังตารางที่ 4-2  พบว่า น ้าหนักรวมของส่วนสกัดย่อย 8 แฟรกชัน เท่ากับ 0.8143 กรัม คิดเป็น % 

yield เท่ากับ 81.43  แฟรกชันที่มีน ้าหนักมากที่สุดคือ แฟรกชันที่ 8.8 มีน ้าหนัก 0.5001กรัม คิดเป็น % 

yield เท่ากับ 50.01 และแฟรกชันที่มีน ้าหนักน้อยที่สุดคือแฟรกชันที่ 8.3 มีน ้าหนักเท่ากับ 0.0201กรัม คิด

เป็น % yield เท่ากับ 2.01  
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ตารางท่ี 4-2 น ้าหนักและร้อยละโดยน ้าหนักของแต่ละแฟรกชั่นที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F8 ด้วยแฟลช 

คอลัมน์โครมาโตกราฟี 
 

แฟรกชั่น น ้าหนัก(กรัม) ร้อยละโดยน ้าหนัก 

F8.1 0.0285 2.85 

F8.2 0.0408 4.08 

F8.3 0.0201 2.01 

F8.4 0.0232 2.32 

F8.5 0.1044 10.44 

F8.6 0.0664 6.64 

F8.7 0.0308 3.08 

F8.8 0.5001 50.01 

รวม 0.8143 81.43 

 

4.6 ผลของส่วนสกัดย่อย F8 (F8.5-F8.8) ต่อการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 

และVCAM-1 

 จากการแยกสารด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟีของส่วนสกัดย่อย F8 ด้วยแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี

ไม่สามารถแยกสารออกฤทธิ์ได้ แต่จาก NMR สเปกตรัม พบว่าส่วนสกัดย่อย F8.5-F8.8 ประกอบด้วยสาร

กลุ่มฟีนอลิกซึ่งคาดว่าจะเป็นสารออกฤทธิ์ ในขณะที่ส่วนสกัดย่อย F8.1-F8.4 น่าจะประกอบด้วยสารที่เป็น

กลุ่ม oil จึงน้าส่วนสกัดย่อย F8.5-F8.8 มาท้าการทดสอบการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และ 

VCAM-1 ผลการทดลองพบว่า เมื่อให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เพียงอย่างเดียว ปริมาณโปรตีน ICAM-

1 เพ่ิมสูงขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ส่วนเซลล์ที่สัมผัสด้วยส่วนสกัดย่อย F8.5-F8.8 ที่ความเข้มข้น 

25 µg/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าปริมาณ

โปรตีน ICAM-1 ของเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.5-F8.8 ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL สามารถลด

ปริมาณโปรตีน ICAM-1 ได้ทุกส่วนสกัดย่อย และส่วนเซลล์ที่สัมผัสด้วยส่วนสกัดย่อย F8.5-F8.8 ที่ความ
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เข้มข้น 25 µg/mL ก็สามารถลดปริมาณโปรตีน VCAM-1 ได้ (รูปที่ 4-5) จึงท้าการหาวิธีอ่ืนที่สามารถแยก

สารออกฤทธิ์จากส่วนสกัดย่อย F8 ทีม่ีประสิทธิภาพสูงขึ น 

 

(a) 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

(b) 
 

 
รูปที่ 4.5 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ICAM-1 (a) และ VCAM-1 (b) โดยวิธี Western blot ในเซลล์เยื่อบุ

หลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.5-F8.8 ที่ความเข้มข้น 25 µg/mL นาน 1 ชั่วโมง 

แล้วถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความเข้มข้น 10 ng/mL นาน 6 ชัว่โมง  กราฟแสดงปริมาณโปรตีน  ICAM-

1 และ VCAM-1 หลังจาก normalized ด้วยโปรตีน GAPDH ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้

ด้วยโปรแกรม Image Studio Lite เวอร์ชั่น 5.2 

 

4.7 การแยกสารออกฤทธิ์ของส่วนสกัดย่อย F8 ด้วยคอลัมน์ โครมาโทกราฟี โดยใช้ 

Sephadex LH20   

 เมื่อการแยกสารออกฤทธิ์จากส่วนสกัดย่อย F8 ด้วยแฟลชคอลัมน์โครมาโตกราฟีไม่สามารถแยกกัน

ได้อย่างชัดเจน เพราะเป็นการแยกสารสมบัติความมีขั วและไม่มีขั วของสาร จึงปรับมาใช้การแยกสารตาม

ขนาดของสาร โดยใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟีที่บรรจุ Sephadex LH20  โดยสารที่ขนาดใหญ่จะถูกชะออกมา

ก่อนแล้วตามด้วยสารที่มีขนาดเล็ก 
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 น้าส่วนสกัดย่อย F8 จ้านวน 0.5 กรัม มาบรรจุลงคอลัมน์ Sephadex LH20 ท้าการรับแฟรกชัน

แล้วน้าแต่ละหลอดมาจุดเทียบเพ่ือดูการเคลื่อนที่ของสารด้วย TLC ท้าการรวมแฟรกชันได้ 5 แฟรกชัน 

น้าแฟรกชันที่ได้ไปท้า TLC  ดังรูปที่ 4.6 ท้าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน และใช้เครื่องแช่

เย็นเยือกแข็ง แล้วท้าการค้านวณหา %yield ของแต่ละแฟรกชัน ได้ผลดังตารางที่  4-3  พบว่า น ้าหนักส่วน

สกัดย่อย 5 แฟรกชัน เท่ากับ 0.4808 กรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 96.16 แฟรกชันที่มีน ้าหนักมากที่สุดคือ 

แฟรกชันที่ 8.1 มีน ้าหนัก 0.2034 กรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 40.68 และแฟรกชันที่มีน ้าหนักน้อยที่สุด

คือแฟรกชันที่ 8.3 มีน ้าหนักเท่ากับ 0.0158 กรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 3.16 
 

 
 

รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ 5 ส่วนสกัดยอ่ย F8 ด้วย Sephadex LH20 

 

ตารางท่ี 4-3 น ้าหนักและร้อยละโดยน ้าหนักของแต่ละแฟรกชั่นที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F8 โดยใช้ 

Sephadex LH20   

แฟรกชั่น น ้าหนัก(กรัม) ร้อยละโดยน ้าหนัก 

F8.1 0.2034 40.68 

F8.2 0.0868 17.36 

F8.3 0.0260 5.2 

F8.4 0.0158 3.16 

F8.5 0.1488 29.76 

รวม 0.4808 96.16 
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4.8 ผลของส่วนสกัดย่อย F8 (F8.2 และ F8.5) ตอ่การแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-

1 และVCAM-1 

 เมื่อสามารถแยกสารออกฤทธิ์จากส่วนสกัดย่อย F8 ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ Sephadex 

LH20 ได้แล้ว จึงน้าส่วนสกัดย่อยทั ง 5 แฟรกชั่น (F8.1-F8.5) น้าไปการวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์

แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) พบว่าส่วนสกัดย่อย F8.2 และ F8.5 ค่อนข้างมีความบริสุทธิ์ (ดังแสดงใน

ภาคผนวก) จึงน้ามาทดสอบผลต่อการแสดงออกของปริมาณโปรตีน ICAM-1 และVCAM-1 พบว่า เมือ่ให้

เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เพียงอย่างเดียวพบว่าปริมาณโปรตีน ICAM-1 เพ่ิมสูงขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์ควบคุม  ส่วนเซลล์ที่สมัผัสด้วยส่วนสกัดย่อย F8.2 และ F8.5 ที่ความเข้มข้น 5 µg/mL และ 25 

µg/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วให้เซลล์ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α นาน 6 ชั่วโมง พบว่าส่วนสกัดย่อย F8.2 

และ F8.5 ที่ความเข้มข้น 5 และ 25 µg/mL สามารถลดปริมาณโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ได ้(รูปที่ 4-

7) ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ดังนั นส่วนสกัดย่อย F8.2 และ F8.5 จึงเป็นสารที่ออกฤทธิ์ของส่วนสกัดน ้าใบ

ชาขลู่ โดยส่วนสกัดย่อย F8.5 จะแสดงฤทธิ์ต้านอักเสบโดยการลดการแสดงออกของโปรตีน ICAM-1 ได้มี

ประสิทธิภาพสูงกว่าส่วนสกัดย่อย F8.2 (p≤0.05) อย่างไรก็ตามเม่ือพิจารณา NMR spectrum ของส่วนสกัด

ย่อย F8.5 พบว่าเป็นสารที่มีความบริสุทธิ์ จึงน้าไปศึกษาข้อมูล HR-MS ต่อไป ในขณะที่สารในส่วนสกัดย่อย 

F8.2 ยังมีสารอื่นเจือปนอยู่ ประกอบกับจ้านวนส่วนสกัดท่ีได้มีเพียง 15.8 mg จึงไม่สามารถศึกษาต่อได้ 
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(a) 

 
 

(b) 
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 รูปที่ 4.7 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ICAM-1 (a) และ VCAM-1 (b) โดยวิธี Western blot  เซลล์

เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.2 และ F8.5 ที่ความเข้มข้น 5 µg/mL และ  

25 µg/mL 1 ชั่วโมง แล้วถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความเข้มข้น 1 ng/mL 6 ชั่วโมง  กราฟแสดงปริมาณ

โปรตีน  ICAM-1 และ VCAM-1 หลังจาก normalized ด้วยโปรตีน GAPDH ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของ

แถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม Image Studio Lite เวอรช์ั่น 5.2 ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบีย่งเบน

มาตรฐานของการทดลอง 2 ครั งทีเ่ป็นอิสระต่อกัน  ###p < 0.001 และ ##p < 0.05  เมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์ควบคุม และ *p < 0.05 **p < 0.01 และ***p < 0.001   เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย 

TNF-α เพียงอย่างเดียว 

 

4.9 การวิเคราะห์โครงสร้างของสารที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F8.5 จาก Sephadex LH20 

 เมื่อพบว่าส่วนสกัดย่อย F8.5 เป็นสารที่ออกฤทธิ์ของส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ ซึ่งสามารถลดปริมาณ

โปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ได้ จึงน้าไปวิเคราะห์ HR-MS และ13C-NMR (ดังแสดงในภาคผนวก) พบว่า

สารมีโครงสร้างดังรูปที่ 4.8 โดยสารนี  คือ quercetin นอกจาก quercetin จะเป็นสารออกฤทธิ์ต้านอักเสบ

ในใบขลู่ที่ศึกษาในการวิจัยครั งนี  ยังมีการรายงานว่า quercetin เป็นสารที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยการ

แยกด้วยวิธี bioassay-guided isolation (Traithip, 2005) จากศึกษาโครงสร้างสารด้วยข้อมูลสเปกโทรสโก

ปี ได้แก่ High Resolution Mass Spectroscopy (HRMS) พบว่า มี monoisotopic mass (M+H)+ เท่ากับ 

303.0503 แ ส ด ง ถึ ง  ส า ร มี สู ต ร โม เล กุ ล  เป็ น  C15H10O7  แ ล ะ  Nuclear manetic resonance 

spectroscopy ทั งแบบ 1D-1HNMR และ 1D-13CNMR พบว่าข้อมูลตรงกับที่ อ้างอิงโดย Wang et al. 

(2010) 

ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีที่ได้จาก NMR และ Mass spetroscopy ของสาร quercetin ที่แยกได้ 

HRMS (ESI): C15H11O7 [M+H]+,  Anal. Cal. 303.0505, Found. 303.0503. 1H NMR (DMSO-d6, 400 

MHz)  (ppm) 6.18 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6), 6.40 (1H, d, J=2.4 Hz, H-8), 6.88 (1H, d, J= 8.4 Hz, 
H-5’), 7.53 (1H, dd, J= 8.4, 2.4 Hz, H-6’), 7.66 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-2’), 9.33 (1H, br, OH-3), 9.38 
(1H, br, OH-3’) 
13C-NMR (DMSO-d6, 100 MHz)  (ppm) 93.8 (C-8), 98.6 (C-6), 103.5 (C-10), 115.5 (C-2'), 116.1 
(C-5'), 120.5 (C-6'), 122.4 (C-1'), 136.2 (C-3), 145.5 (C-3'), 147.3 (C-4'), 148.2 (C-2), 156.6 (C-9), 
161.2 (C-5), 164.3 (C-7), 176.3 (C-4), 207.2 (C-1) 
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รูปที่ 4.8 Mass spetrum ของ F8.5 (Quercetin) 

 

4.10 การวิเคราะห์ HPLC fingerprint ของส่วนสกัด 

 จากการศึกษาในข้อ 4.9 พบว่าสารในใบชาขลู่ที่ท้าหน้าที่ออกฤทธิ์ต้านอักเสบในเซลล์เยื่อบุหลอด

เลือด คือ quercetin ผู้วิจัยจึงน้าส่วนสกัดยอ่ยเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่มาท้า HPLC 

fingerprint (รูปที่ 4.9) โดยใช้ quercetin เป็น marker โดยมีสภาวะที่ใช้ดังแสดงในตารางที่ 4-4  

 จากนั นท้าการวิเคราะห์หาปริมาณ quercetin ในส่วนสกัดยอ่ยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ โดยใช้

สารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.25 ถึง 150.0 g/mL และได้กราฟมาตรฐานของ quercetin ดังแสดงในรูป

ที่ 4.10 พบว่ามี quercetin ในส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่และในส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ ใน

ปริมาณ 1.48  0.10 mg/g dried weight และ 106.49  3.27 mg/g dried weight ตามล้าดับ ผลการ

ทดลองที่ได้มีแนวโน้มเดียวกับกับฤทธิ์ต้านอักเสบที่รายงานในปีที่ 1 ที่พบว่าสารสกัดน ้าใบชาขลู่มีฤทธิ์ต้าน

อักเสบที่ต่้ากว่าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ (กล่าวขวัญ ศรีสุข และเอกรัฐ ศรีสุข, 

2562) จึงเป็นหลักฐานอีกอย่างหนึ่งที่ยืนยันได้ว่าสารที่ออกฤทธิ์ต้านอักเสบในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด น่าจะ

เป็น quercetin 
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ตารางท่ี 4-4 สภาวะของการท้า HPLC fingerprint ของส่วนสกัดยอ่ยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ 
 

Model Agilent 1260 infinity II 
Sample type Crude extract  
Column C18 (5µ x 250 mm x 4.6 mm, 100A) 
Column oven Temp. 30  
Mobile phase MeOH : H2O (50:50) 
Flow rate 1.0 mL/min 
Injection volume 10 µL 

Detector DAD 190-400 nm ( = 370 nm) 
Run time 30 min 

 

 
 

รูปที่ 4.9 HPLC fingerprint ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ (EA) 
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(a) 

 
 

(b) 

ความเข้มข้น (g/mL) พื นที่ใต้พีค กราฟมาตรฐาน 

0.25 5.35  0.30 

 

0.50 11.01  0.29 

5.00 137.40  4.56 

10.00 277.77  11.18 

75.00 2302.95  40.60  

150.00 4756.35  78.95 
 

รูปที่ 4.10 HPLC chromatogram ของ quercetin ที่ใช้ในการท้ากราฟมาตรฐาน (a)  

และกราฟมาตรฐานของ quercetin (b) 



54 
 

4.11 ศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตชาใบขลู่ที่มีผลต่อปริมาณสารส าคัญที่มีฤทธิ์ต้านการ

อักเสบ 

การผลิตแบบดั งเดิมของกลุ่มวิสาหกิจชุมชนต้าบลบ่อ อ.ขลุง จ.จันทบุรี ใช้ใบขลู่แก่ (ใบเพสลาด) มา

ผลิตชาใบขลู่ ในการวิจัยนี ท้าการศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตชาใบขลู่ โดยเปรียบเทียบชาใบขลู่ที่ผลิต

จากใบขลูท่ี่ต่างกัน 2 ระยะ คือ  ใบขลู่อ่อน (เหนือใบเพสลาด)  และใบขลู่แก่ (ใบเพสลาด) โดยกรรมวิธี

ดั งเดิมของกลุ่มวิสาหกิจชุมชน ลักษณะของใบชาที่ได้ไม่แตกต่างกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.11 

 

   (a)      (b)  

 
 

รูปที่ 4.11 ใบชาขลู่อบแห้งที่ได้จากใบขลู่อ่อน (เหนือใบเพสลาด)  (a) และใบแก่ (ใบเพสลาด)  (b) 

  

เมื่อน้าใบชาขลู่ที่ได้มาเตรียมส่วนสกัดน ้าและส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต และน้ามาทดสอบฤทธิ์ต้าน

การอักเสบในการยั บยั งการแสดงออกของโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 พบว่าส่วนสกัดทั งสองของใบชาขลู่

ทั งหมด สามารถยั บยั งการแสดงออกของโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ การ

ยับยั งการแสดงออกของโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ของใบชาขลู่จากใบขลู่อ่อน (เหนือใบเพสลาด) มี

มากกว่าใบแก่ (ใบเพสลาด) แตไ่ม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 และ 4.13 

จากนั นวิเคราะห์ HPLC fingerprint ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่จากใบขลู่อ่อน (เหนือใบ

เพสลาด)  และใบแก่ (ใบเพสลาด) พบว่ามีความคล้ายคลึงกัน (รูปที่ 4.14 และ 4.15) และมี quercetin ใน

ปริมาณ 24.22  0.28 mg/g dried weight และ 10.92  0.65  mg/g dried weight ตามล้าดับ ใขณะที่

ใน quercetin ในส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ของใบขลู่อ่อน และและใบแก ่มีค่าเท่ากับ 0.20 0.03 mg/g dried 
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weight และ 0.14  0.02 mg/g dried weight ตามล้าดับ ปริมาณ quercetin ที่พบในการศึกษานี มี

ปริมาณที่ต่้ากว่าที่พบในการศึกษาข้อ 4.10 ทั งๆ ที่เป็นใบชาขลู่ที่เก็บมาจากบริเวณเดียวกัน คือ ต้าบลบ่อ 

อ.ขลุง จ.จันทบุรี ซึ่งอาจเป็นสาเหตุจากฤดูกาลที่เก็บเกี่ยวใบขลู่มาผลิตชานั นมีความแตกต่างกัน โดยใบชาขลู่

ที่ศึกษาในข้อ 4.10 ถูกเก็บในหน้างแล้ง (พฤศจิกายน) และขลู่ที่ใช้ในการศึกษากระบวนการผลิตชานี ถูกเก็บ

ในช่วงฤดูฝน (สิงหาคม) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณ quercetin ในใบขลู่จากประเทศอินโดนีเซียที่มีประมาณ 

0.05 mg/g dried weight ซึ่งมีปริมาณที่ต่้ากว่าที่พบในประเทศไทย ดังนั นแหล่งหรือภูมิประเทศที่ต้นขลู่

เติบโตก็เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ท้าให้มีปริมาณสารออกฤทธิ์ไม่เท่ากัน (Traithip, 2005; Andarwulan et al., 

2010; Kongkiatpaiboon et al., 2018) นอกจากนี ผลการศึกษาของเรายังสอดค้องกับการศึกษา Vongsak 

et al., (2018) ที่พบว่าส่วนของใบอ่อนประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สูงกว่าใบแก่ อย่างไรก็ตามผล

การทดลองของเราแสดงให้เห็นว่าการผลิตชาใบขลู่สามารถน้าส่วนของใบอ่อน (เหนือใบเพสลาด) มาผลิตเป็น

ชาร่วมกับใบแก่ (ใบเพสลาด) ซึ่งส่วนที่ใช้ในวิธีการดั งเดิม ซึ่งยังคงให้ได้ชาที่มีลักษณะเหมือนกับชาใบแก่ และ

มีฤทธิ์ต้านอักเสบที่ไม่แตกต่างกัน 

 

(a) 
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 (b) 
 

 
  

รูปที่ 4.12 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ICAM-1 (a) และ VCAM-1 (b) โดยวิธี Western blot  

เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดน ้าของใบชาขลู่ใบแก่ (WO) และใบอ่อน (WY) 

ที่ความเข้มข้น 5 µg/mL และ  25 µg/mL 1 ชั่วโมง แล้วถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความเข้มข้น 1 ng/mL 

นาน 6 ชั่วโมง  กราฟแสดงปริมาณโปรตีน  ICAM-1 และ VCAM-1 หลังจาก normalized ด้วยโปรตีน 

GAPDH ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม Image Studio Lite เวอร์ชั่น 5.2 ข้อมูล

แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 2 ครั งทีเ่ป็นอิสระต่อกัน  ###p < 0.001 เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ *p < 0.05 **p < 0.01 และ***p < 0.001   เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่

ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เพียงอย่างเดียว 
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(a) 

 
 

(b) 
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รูปที่ 4.13 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ICAM-1 (a) และ VCAM-1 (b) โดยวิธี Western blot  

เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ใบแก่ (EAO) และใบ

อ่อน (EAY) ที่ความเข้มข้น 5 µg/mL และ  25 µg/mL 1 ชั่วโมง แล้วถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α ที่ความ

เข้มข้น 1 ng/mL นาน 6 ชั่วโมง  กราฟแสดงปริมาณโปรตีน  ICAM-1 และ VCAM-1 หลังจาก normalized 

ด้วยโปรตีน GAPDH ซึ่งวิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนที่ได้ด้วยโปรแกรม Image Studio Lite เวอร์

ชั่น 5.2 ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 2 ครั งทีเ่ป็นอิสระต่อกัน  ###p < 

0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม และ *p < 0.05 **p < 0.01 และ***p < 0.001   เมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย TNF-α เพียงอย่างเดียว 
 

 
 

รูปที่ 4.14 HPLC fingerprint ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ใบแก่  
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รูปที่ 4.15 HPLC fingerprint ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ใบอ่อน  
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลอง 
 ผลการทดลองที่ได้ทั งหมดสามารถสรุปได้ดังนี   

1. ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน และส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ สามารถยับยั งการ

แสดงออกของโปรตีน ICAM-1 และ VCAM-1 ในเซลล์ human endothelial EA.hy926 ที่ถูกกระตุ้นด้วย 

TNF- ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  

2. ท้าการแยกส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ ซึ่งเป็นส่วนสกัดท่ีออกฤทธิ์ดีที่สุด โดย

แฟลชคอลัมน์ได้ส่วนสกัดย่อยจ้านวน 8 ส่วนสกัด 

3. ท้าการแยกส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่ ซึ่งเป็นส่วนสกัดท่ีออกฤทธิ์ดีที่สุด โดย

คอลัมน์ Sephadex LH20 ได้ส่วนสกัดย่อยจ้านวน 5 ส่วนสกัด และสามารถแยก quercetin ที่เป็นสารออก

ฤทธิ์ต้านอักเสบในเซลล์ human endothelial EA.hy926 ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-โดยวิธี bioassay-

guided isolation จากส่วนสกัดย่อย 8.5 

4. ท้าการวิเคราะห์ HPLC fingerprint ของส่วนสกัดจากใบชาขลู่ โดยใช้ quercetin เป็น marker 

และวิเคราะห์ปริมาณ quercetin ในส่วนสกัดน ้าใบชาขลู่และในส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบชาขลู่ ใน

ปริมาณ 1.48  0.10 mg/g dried weight และ 106.49  3.27 mg/g dried weight ตามล้าดับ 

5. การผลิตชาใบขลู่จากส่วนของใบอ่อน (เหนือใบเพสลาด) และการผลิตชาจากใบแก่ (ใบเพสลาด) 

ซึ่งส่วนที่ใช้ในวิธีการดั งเดิม ให้ชาที่มีลักษณะเหมือนกับชาใบแก่ และมีฤทธิ์ต้านอักเสบที่ไม่แตกต่างกัน 

 

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของส่วนสกัดน ้าจากชาใบขลู่มีศักยภาพในการ

น้าไปใช้ประโยชน์ในการพัฒนาเป็นการผลิต dietary supplement ทีม่ีฤทธิ์ต้านอักเสบในหลอดเลือด 

โดยสารที่ออกฤทธิ์ต้านอักเสบนี คือ quercetin ซึ่งสามารถใช้เป็นสารควบคุมคุณภาพของส่วนสกัดจากใบชา

ขลู่ได้ แต่อย่างไรก็ตามพบว่าใบขลู่ที่เก็บในเวลาที่แตกต่างกัน 2 ช่วงเวลา จะมีปริมาณสารออกฤทธิ์ที่ต่างกัน 

จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงผลของฤดูกาลที่ใช้เก็บใบขลู่ต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของใบขลู่ 
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ผลผลิตของโครงการวิจัย (Outputs): 

1. ผลการศึกษาที่ได้จากโครงการวิจัยนี บางส่วน อยู่ในระหว่างการเตรียมบทความส้าหรับน้าไปเสนอเพ่ือ

พิจารณาตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ “Inflammopharmacology”  

2. ผลการศึกษาที่ได้เป็นองค์ความรู้ใหม่ที่ได้จากการศึกษาแยกสารประกอบในชาใบขลู่ที่เป็นสารออกฤทธิ์

ต้านอักเสบในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของสารสกัดจากใบขลู่เพื่อใช้เป็นสารที่ควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์

เสริมอาหารจากใบขลู่ และศึกษาปัจจัยในกระบวนการผลิตชาใบขลู่ที่มีผลต่อปริมาณสารส้าคัญท่ีมีฤทธิ์ต้าน

การอักเสบ เพ่ือใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจากใบขลู่ น้าไปสู่การเพ่ิมรายได้ของกลุ่มวิสาหกิจชุมชน

ต้าบลบ่อ อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี 
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