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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 โรคสะเก็ดเงนิเปนโรคผิวหนงัอักเสบเร้ือรังชนิดหนึ่ง ซึง่มักพบผืน่ของโรคมีลักษณะเปนตุม 

หรือปนสีแดงขุยสีขาวคลายเงิน โดยโรคนีพ้บรอยละ 1-3 ของประชากรโลก ซึ่งสามารถพบไดในทกุ

เพศทุกวัย แตจะพบในเพศชายมากกวาเพศหญิง โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงอายุ 25-45 ป (1) 

สาเหตุที่แทจริงทีท่ําใหเกิดโรคนี้ยังไมแนชดั แตมีหลายปจจัยที่สามารถเปนสาเหตุของโรคได อาทิ

เชน พนัธกุรรม, ระบบภูมิคุมกัน และส่ิงแวดลอม (2) และเปนโรคที่ไมสามารถทาํการรักษาโรคให

หายขาดได ทําใหสงผลตอสุขภาพ, การทํางาน และสุขภาพชีวิต ซึ่งสงผลใกลเคียงกับโรคเร้ือรัง

ตางๆ เชน โรคซึมเศรา, โรคความดันโลหิตสูง, โรคหัวใจ และโรคเบาหวานชนิดที่ 2 (3) โดยข้ึนกับ

ความรุนแรง และบริเวณที่เกิดโรคซึ่งจะแตกตางกนัในแตละบุคคล ในประเทศไทยสถิติของผูปวย

โรคสะเก็ดเงนิของสถาบันโรคผิวหนัง กรมการแพทย กระทรวงสาธารณสุข เฉพาะผูปวยนอก 

พบวาโรคสะเก็ดเงินเปนโรคผิวหนังที่พบไดบอยเปนลําดับที่ 6 ในป 2552 มีผูปวยโรคสะเก็ดเงิน

จํานวน 2,196 ราย และมแีนวโนมที่จะสูงข้ึนในอนาคต (4) ซึ่งพบวารอยละ 40 ของผูปวยโรค

สะเก็ดเงนิสามารถพฒันาไปเปนโรคไขขออักเสบจากโรคสะเก็ดเงิน (Psoriatic arthritis) และรอย

ละ 5 นั้นจะเปนโรคไขขออักเสบชนิดรุนแรง จนนําไปสูความพิการไดในที่สุด (5) ซึ่งจะสงผลตอ

คุณภาพชีวิตสังคม และเศรษฐกิจที่ตามมาได ในดานการรักษานัน้ตองวางแผนระยะยาว และ

รักษาอยางตอเนื่องเพื่อปองกันการกําเริบของโรค แตยาที่ใชมีผลขางเคียงคอนขางมาก (6) ดังนัน้

ผูวิจัยจงึเล็งเหน็ความสําคัญในเร่ืองนีจ้ึงประสงคที่จะนาํสารสกัดจากสมุนไพรมาใชในการศึกษา

ฤทธิก์ารตานโรคสะเก็ดเงินในระดับโปรตีน ดวยการใชเซลลเพาะเล้ียงชนิด Human keratinocyte 

cells (HaCaT) ซึ่งนับเปน In vitro model ของโรคสะเก็ดเงิน ซึง่สารสกัดสมุนไพรนั้นประกอบไป

ดวยสารสกัดขา (สวนของเหงา และแหงง), สารสกดัขมิ้นชัน (สวนของเหงา) และสารสกัด

นอยหนา (สวนของใบ) หากผูวิจัยประสบความสาํเร็จในโครงการวิจยันี้ สมนุไพรไทยอาจเปนอีก

ทางเลือกหนึง่ที่ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงินที่ปลอดภัย มีประสิทธิภาพ และราคาถูกอีกดวย  
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วัตถุประสงคของการวิจยั 

1. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากสมนุไพรไทยของขา, นอยหนา และขมิ้นชนัที่ความเขมขน

แตกตางกนั ในการตานโรคสะเก็ดเงนิในการแสดงออกระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR, Caspase 

9, G1P3, Id1 และ E2A ดวยวิธ ีWestern blot  

2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากสมนุไพรไทยของขา, นอยหนา และขมิ้นชนัที่ความเขมขน

แตกตางกนั ในการตานโรคสะเก็ดเงนิในการแสดงออกระดับโปรตีนทีม่ีการเพิ่มข้ึน หรือลดลงอยาง

มีนัยสําคัญ ดวยวธิี Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

ขอบเขตของการวิจัย 

คณะผูวิจัยจะทําการศึกษาเซลลผิวหนังมนุษย (Human keratinocyte cell line 

[HaCaT]) โดยเปนการศึกษาแบบ In vitro model ซึง่จะทําการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของขา, ขมิ้น 

และนอยหนา ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรม

ราชกุมารี จงัหวัดระยอง และสกัดดวยตัวทําละลายเอทานอลในการตานโรคสะเก็ดเงิน โดยได

รับมาจากการศึกษามากอนหนานี้ของคุณวสิาข ทองระกาศ โดยทาํการประเมินผลจากฤทธิก์าร

ตานทานในการแสดงออกทางโปรตีนของ E2A, Id-1, EGFR, G1P3 และ Caspase 9 ในเซลล

เพาะเล้ียงผิวหนงัมนุษย (Human keratinocyte cell line [HaCaT]) ซึ่งเปนการศึกษาในลักษณะ

ของ in vitro model 

ขอจํากัดของการวิจัย 

งานวิจยัคร้ังนีเ้ปนการศึกษาการทดสอบสมุนไพรตอการแสดงออกของโปรตีน 

โดยใชเปนสารสกัดอยางหยาบ (Crude extracts) อีกทั้งยงัเปนการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงของ

มนุษยเทานัน้ 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

1. เขาใจกลไกของการเกิดโรคสะเก็ดเงนิไดอยางแทจริง 

2. สามารถนําสารสกัดสมุนไพรไปสกัดเปนยา หรือใชเปนสมุนไพรในการรักษาโรคสะเก็ดเงินได 

เพื่อประหยัดคาใชจายในการรักษาโรค และไมเกิดผลขางเคียงหรือเกิดผลขางเคียงนอยที่สุดใน

การใชรักษาโรค 

3. ตีพิมพผลงานโครงการวิจัยคร้ังนี้ ในวารสารระดับนานาชาติที่เกี่ยวของไดอยางนอย 1 เร่ือง 

ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. นาํเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการระดับชาติ หรือระดับนานาชาติ 

2. ตีพิมพผลงานในวารสารระดับชาติ หรือ ระดับนานาชาติ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

โรคสะเก็ดเงนิหรือโรคเร้ือนกวาง เปนโรคผิวหนงัเร้ือรังที่เซลลผิวหนัง 

(keratinocyte) มีการแบงตัวเพิ่มจาํนวนอยางรวดเร็วโดยไมทราบสาเหตุ จนทําใหบริเวณนั้นมี

ผิวหนังหนาตัวข้ึน (7) ลักษณะรอยโรคที่พบโดยทัว่ไปนั้นจะมีผ่ืนสีแดงหนา และนูนข้ึนมีขอบเขต

ชัดเจน และมีขุยสีเทาเงนิเกิดข้ึน แตในบางรายก็ไมเกิดอาการที่ผิวหนงั โดยสะเก็ดที่เกิดข้ึนนัน้ 

เรียกวา psoriatic plaque บริเวณที่พบบอยคือ ผิวหนงัของขอศอก และหัวเขา แตก็สามารถพบได

ที่ศีรษะ, ฝามอื, ฝาเทา และอวัยวะสืบพันธุอีกดวย บางคร้ังอาจพบการอักเสบของขอที่เรียกวา 

psoriatic arthritis (8, 9) ซึ่งพบรอยละ 30 ของผูปวยโรคสะเก็ดเงนิ และรอยละ 5 สามารถพัฒนา

ไปเปนโรคไขขออักเสบชนิดรุนแรง จนนาํไปสูความพิการไดในที่สุด (10)  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 แสดงการเปรียบเทียบระหวางผิวหนงัปกติ และผิวหนังที่เปนโรคสะเก็ดเงิน  

ที่มา: http://www.nature-remedy.com/articles/natural-remedies/psoriasis. 
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การแบงชนิดของโรคสะเกด็เงิน (9) 

เปนการแบงโดยข้ึนอยูกับอาการของโรคที่เกิดข้ึน 

1. Plaque psoriasis (psoriasis vulgaris) เปนโรคสะเก็ดเงินที่พบมากที่สุด ซึ่งพบ 80-

90 % ของผูปวย โดยอาการนั้นจะมีอัตราการตกสะเก็ดของผิวหนังจากการอักเสบสูง และเกิดขุยสี

ขาวเงินในบริเวณรอยโรคของผิวหนัง ซึ่งจะเรียกบริเวณนั้นวา Plaque มักพบในบริเวณที่มีการ

เสียดสี เชน ศีรษะ ไรผม หลัง สะโพก ขอศอก หัวเขา หนาแขง ขอเทา ฝามือและฝาเทา 

 

   

   
 

ภาพท่ี 2.2 แสดงลักษณะของ Plaque psoriasis  

ที่มา: http://psoriasispictures.net. 

2. Guttate psoriasis พบไดบอยในวัยเด็กหรือวัยรุน ลักษณะที่พบนั้นจะเปนผ่ืนขนาดเล็ก

ประมาณ 1 เซนติเมตร สีชมพู หรือสีแดง ลักษณะคลายหยดน้ําจํานวนมากตามรางกาย โดย

ลักษณะผ่ืนไมหนาตัวเหมือนกับประเภท plaque กระจายอยูทั่วตัว พบบอยตามหลังการเกิดการ

ติดเชื้อสเตรปโตค็อกคัสบริเวณคอ (streptococcal throat infections) ตอมทอมซิลอักเสบ 

(tonsillitis) ความเครียด การไดรับบาดเจ็บที่บริเวณผิวหนังและการไดรับการรักษาดวยยาบาง

ชนิด เชนยาตานมาลาเรีย  
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ภาพท่ี 2.3 แสดงลักษณะของ Guttate psoriasis  

ที่มา: http://www.pam.org.mt/psoriasispictures.htm. 

3. Flexural psoriasis (inverse psoriasis) เปนประเภทที่พบไดบอยในผูปวยที่มีน้ําหนัก

ตัวมาก ลักษณะที่พบคือ ผ่ืนสีแดงออน ราบเรียบ และวาวแสง บริเวณที่พบมากคือ อวัยวะสืบพันธุ

รักแร, ขอพับตางๆ, หนาทอง และหนาอก ซึ่งจะทําใหเกิดการระคายเคืองจากการเสียดสี และเหง่ือ 

อาจนําไปสูการติดเช้ือราได 

 
 

ภาพท่ี 2.4 แสดงลักษณะของ Flexural psoriasis  

ที่มา: http://www.pam.org.mt/psoriasispictures.htm. 

4. Pustular psoriasis เปนประเภทที่พบไดในวัยผูใหญ โดยจะพบเปนตุมหนองเล็กๆที่

ไมไดเกิดจากการติดเชื้อ ซึ่งผิวหนังภายใตหนองนั้น มีสีแดง และออนนุม มักพบเฉพาะที่ เชน ฝา

มือ ฝาเทา ปลายนิ้วมือ ปลายนิ้วเทา หรือกระจายทั่วทั้งตัว โดยอาจมีสาเหตุมาจากยาบางชนิดที่

ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน สารกอความระคายเคือง การสัมผัสรังสียูวีเปนเวลานาน ภาวะ
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ต้ังครรภ การใชยาประเภทสเตียรอยด การติดเชื้อ ความเครียด หรือการหยุดใชยารักษาโรคสะเก็ด

เงินอยางกะทันหัน ผูปวยบางรายถึงแมวาตุมหนองพุพองจะแหงแลว แตก็สามารถกลับมาเปนตุม

หนองพุพองใหมไดอีก เรียกผูปวยประเภทนี้วา Zumbusch pustular psoriasis 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5 แสดงลักษณะของ Pustular psoriasis  

ที่มา: http://www.medindia.net/patients/patientinfo/Psoriasis-Symptoms-and-signs.htm. 

5. Erythrodermic psoriasis เปนประเภทที่พบไดนอยที่สุด ซึ่งเปนการเกิดการอักเสบเปน

รอยกวาง และผิวหนังเปนเกล็ดที่หลุดลอกออกมา ทําใหเกิดการคันอยางรุนแรง เกิดการบวม และ

ปวด อัตราการเตนของหัวใจสูงข้ึนและอุณหภูมิของรางกายข้ึน ๆ ลง ๆโดยชนิดนี้สามารถเปน

อันตรายถึงชีวิตได พบวามีส่ิงกระตุนหลายประเภทท่ีนําไปสูการเกิดโรคสะเก็ดเงินประเภทนี้ เชน

การหยุดใชยารักษาโรคสะเก็ดเงินอยางกะทันหัน การแพยา การแพแสงแดดอยางรุนแรง การติด

เช้ือ รวมทั้งการไดรับยาบางชนิด เชน ลิเทียม ยารักษาโรคมาลาเรียและยารักษาโรคสะเก็ดเงิน

ประเภทโคลทาร (coal tar) 
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 ภาพท่ี 2.6 แสดงลักษณะของ Erythrodermic psoriasis  

ที่มา: http://www.medindia.net/patients/patientinfo/Psoriasis-Symptoms-and-signs.htm. 

2.2 สาเหตุของการเกิดโรคสะเก็ดเงิน 

สาเหตุของการเกิดโรคสะเก็ดเงินนั้นยังเขาใจไดไมแนชัดนัก แตมี 2 สมมติฐานเกี่ยวกับ

การพัฒนาของโรค สมมติฐานแรกคือ สวนใหญเกิดจากการเติบโตของเซลลผิวหนังที่มาก โดยพบ

ที่ผิวหนังช้ันหนังกําพรา และ Keratinocytes สมมติฐานที่ 2 คือ เกิดจากความผิดปกติที่เกี่ยวของ

กับระบบภูมิคุมกัน T cellถูกกระตุนใหเคล่ือนที่ ไปยังช้ันหนังแท และเหนี่ยวนําใหเกิดการหล่ังของ 

cytokine (Tumor necrosis factor-alpha) ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิดการอักเสบ และการผลิตเซลล

ผิวหนังที่รวดเร็ว อยางไรก็ตามโรคสะเก็ดเงินอาจมีปจจัยตาง ๆ กระตุนการเกิดโรคดังนี้ 

1. ปจจัยทางพันธุกรรม (Genetic factor) 

 โรคสะเก็ดเงินเปนโรคที่มีสวนที่ถายทอดมาจากกรรมพันธุ โดยมีหลายยีนเขามาเกี่ยวของ 

แตยังไมทราบแนชัดถึงการทํางาน ซึ่งสวนใหญเกี่ยวของกับระบบทางภูมิคุมกัน โดยเฉพาะ major 

histocompatibility complex (MHC) และ T cell (11) จาก Classic genomewide linkage 

analysis มีการพิสูจน 9 บริเวณบนโครโมโซมที่แตกตางกัน ซึ่งเกี่ยวของกับโรคสะเก็ดเงิน โดยโรคนี้

ยอมรับต้ังแต 1 ถึง 9 (PSORS1-PSORS9) ซึ่งมียีนที่เกี่ยวของมากมาย โดยสวนใหญจะเกี่ยวของ

กับกับกระบวนการที่เหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบ เมื่อเกิดการกลายพันธุไปก็อาจทําใหเกิดโรค

สะเก็ดเงินข้ึนมาได (11) ซึ่งตําแหนงที่ 1(PSORS1) พบวา 35-50% นั้นสามารถถายทอดได โดย

ยีนจะเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน หรือเกี่ยวกับโปรตีนที่พบบนผิวหนังในโรคสะเก็ดเงิน ซึ่ง 

PSORS 1 เปนตําแหนงบนโครโมโซมที่ 9 บน MHC ซึ่งควบคุมกระบวนการสําคัญของการทํางาน

ในระบบภูมิคุมกัน (12,13) ซึ่ง 3 ยีนที่สําคัญใน PSORS 1 นั้นเกี่ยวของกับ psoriasis vulgaris 
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คือ HLA-C variant HLA-CW6 ซึ่งจะ encode โปรตีน MHC class 1 CCHCR 1 variant WWC 

จะ encode โปรตีนซ่ึงจะแสดงออกมากในpsoriatic epidermis และ CDSM variant allele 5 ซึ่ง

จะแสดงออกช้ันหนังกําพรา และควบคุมการเพิ่มข้ึนของโรคสะเก็ดเงิน (11) โดยมี 2 ยีนหลักที่อยู

ภายใตการสํารวจคือ IL12B บนโครโมโซม 5q ซึ่งจะแสดงออกของ IL12B และ IL23R บน

โครโมโซม1q ที่จะแสดงออก IL23 receptor และเกี่ยวของกับ Tcell differentiation ซึ่ง T cell 

เกี่ยวของกับการอักเสบ ซึ่งเปนกระบวนการที่นําไปสูการเกิดโรคสะเก็ดเงินอีกดวย (12)  

2. ปจจัยทางระบบภูมิคุมกัน (Immunological factors)  

 ในโรคสะเก็ดเงินนั้น เซลลทางภูมิคุมกันเคลื่อนยายจากชั้นหนังแทไปยังชั้นหนังกําพรา 

โดยไปกระตุนเซลลผิวหนัง Keratinocytes ใหเกิดการแบงตัว ซึ่งโรคนี้ไมเหมือนกับ autoimmune 

disease โดยตรงในโรค autoimmune นั้น ระบบภูมิคุมกันคิดวา แอนติเจนของรางกายเปนสิ่ง

แปลกปลอม จึงเกิดการจับแลวทําลาย แตในโรคสะเก็ดเงินนั้น การเกิดการอักเสบไมไดเกิดจาก

แอนติเจน โดยไมมีการกระตุนของระบบภูมิคุมกัน นักวิจัยพบวา เซลลภูมิคุมกันมากมาย และ

สัญญาณจากสารเคมี เปนสาเหตุที่เกิดการกระตุนใหเกิดการอักเสบของโรคสะเก็ดเงิน (14)  การ

เปล่ียนแปลงทางระบบภูมิคุมกันของโรคสะเก็ดเงิน ไดแก 

 2.1 Antigen presenting cell และ T cell interaction 

 ในปจจุบันเชื่อวา T cell เปนเซลลที่มีบทบาทสําคัญตอการเกิดโรคสะเก็ดเงิน โดยจะพบ T 

cell ในช้ันหนังแทกอนผูปวยจะเร่ิมเกิดผ่ืน จากการศึกษา T cell จากผิวหนังของผูปวยโรคสะเก็ด

เงิน พบวา สวนใหญจะมีการแสดงออกของ activated molecule HLA-DR, CD25 (IL-2R) และ 

CD27 แตกลไกในการเกิดโรค โดยเร่ิมตนจากแอนติเจนยังไมเปนที่แนชัด อาจเกิดจากส่ิง

แปลกปลอมจากภายนอกรางกาย หรือสารจากภายในรางกาย เม่ือเกิด antigen presenting cell 

ซึ่งเสนอแอนติเจนตอ T cell แลว จะเกิดการรับรูผานทางสัญญาณ 2 อยางคือ สัญญาณที่ 1 เกิด

จาก keratinocyte หรือ antigen presenting cell ที่แสดง MHC-I หรือ MHC-II นําเสนอแอนติเจน

ตอ T cell receptor ที่ผิว T cell และสัญญาณที่ 2 เกิดจากการใช co-stimulatory molecules เชน 

ICAM-1, VCAM-1 และ B7 บน antigen presenting cell หรือ keratinocyte โดยการนําเสนอ

แอนติเจนตองเกิดสัญญาณที่ 1 และสัญญาณที่ 2รวมกัน จึงจะเกิดสัญญาณกระตุน T cell อยาง

สมบูรณ เม่ือการนําเสนอแอนติเจนสมบูรณแลว T cell receptor จะสงสัญญาณตอผานเขาไปใน
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นิวเคลียสของ T cell เกิด DNA transcription และผลอื่นๆตามมา เชน หล่ังไซโตไคน และการ

แบงตัวเพิ่มจํานวนของ T cell (8, 15,16)  

2.2 ไซโตไคน 

 Th1 cell ที่ถูกกระตุน และเพิ่มจํานวน จะหล่ัง type 1 cytokine เชน IFN- γ, TNF-α, IL2, 

IL12, IL20 และหล่ัง pro-inflammatory cytokine และคีโมไคนอ่ืนๆดวย เชน IL1β, TGF-α, IL6, 

IL8 และ GM-CSF โดยที่ IL8 นั้น จะดึงเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลล TNF-α และ IFN-γ จะ

ทําใหเซลลหลอดเลือดหล่ัง adhesion moleculesตางๆ เพื่อชวยดึง T cell มาเพ่ิมข้ึน กอใหเกิด

การอักเสบ และการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดบริเวณผิวหนังที่เกิดโรค และในขณะเดียวกันไซโต

ไคนบางชนิด ก็ยังกระตุนเซลลผิวหนังใหแบงตัวเพิ่มข้ึน เกิดการหนาตัวของผิวหนังบริเวณเกิดโรค 

(17,18)  

2.3 Keratinocyte 

 จากการศึกษาเซลลผิวหนังของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน พบวา Epidermal cell cycle จะ

ลดลงจาก 311 ชั่วโมง เหลือเพียง 36 ชั่วโมง และมี involucrin และ transglutaminase activity 

เกิดเร็วกวาปกติ ซึ่งแสดงถึงความผิดปกติในกระบวนการควบคุมการเพ่ิมจํานวนของเซลลผิวหนัง

อีกดวย (17, 19)  

2.4 Endothelial cell 

 ในโรคสะเก็ดเงินพบวา เซลลบุผนังหลอดเลือด มีการหล่ัง Adhesion molecules ตางๆ 

เชน ICAM-1, VCAM-1 และ E-selectin ซึ่งจะชวยดึง T cell และนิวโตรฟลลออกนอกหลอดเลือด

เขามาในผิวหนังเพิ่มมากข้ึน ทําใหเกิดการอักเสบ และยังพบวา TNF-α และ IFN- γ เปนไซโตไคน

ที่เพิ่มข้ึนในผ่ืนของโรคสะเก็ดเงิน จะสามารถเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecules บน 

endothelial cell และ TGF-α กระตุน keratinocyte ใหหล่ัง VEGF ทําใหเกิด Vascular 

hyperpermeability และ angiogenesis ตามมาอีกดวย (20-22)  

2.5 เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลล (Neutrophils)(23-25) 

 ในผูปวยโรคสะเก็ดเงินจะพบนิวโตรฟลลรวมอยูเปนกลุมในชั้น Stratum corneum โดย

เช่ือวาเปนผลมาจากการหล่ังไซโตไคนจาก activated T cell โดย TNF-α และ IFN- γ ทําใหมีการ

หล่ัง adhesion molecules มากข้ึน มีผลใหนิวโตรฟลลเคล่ือนออกนอกหลอดเลือดไดงายข้ึน  
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3. ยา (Drug) 

 กลไกการออกฤทธิ์ของยาที่ใชยับยั้ง Beta-adrenergic อาจสงผลใหเกิดการกระตุนการ

เพิ่มจํานวนเซลลผิวหนังช้ันหนังกําพรา และลด cyclic AMP บริเวณชั้นหนังกําพรา (26) 

นอกจากนี้การใชลิเทียมอาจชักนําใหเกิดการหล่ังไซโตไคนที่ชักนําใหเกิดการอักเสบเพิ่มมากข้ึน 

สงผลใหเซลลเม็ดเลือดขาวถูกกระตุนและเคล่ือนตัวมาสะสมอยูบริเวณผิวหนัง (18)  

4. การติดเชื้อ (Infection) 

ในป 2000 Owen และคณะรายงานวาการติดเชื้อสเตรปโตค็อกคัสบริเวณทางเดินหายใจ

สวนบนเปนเวลานานอาจชักนําใหเกิดโรคสะเก็ดเงิน นอกจากน้ียังพบวาการติดเชื้อเอชไอวีอาจ

กระตุนใหเกิดโรคสะเก็ดเงินหรือสงผลใหผูปวยโรคสะเก็ดเงินมีอาการที่รุนแรงข้ึน (27)  

2.3 การรักษาโรคสะเก็ดเงิน 

 ในป 2008 FDA (Food and drug Administration) ไดแนะนํา 3 ข้ันตอนในการ

รักษาโรคสะเก็ดเงิน เนื่องจากผ่ืนสะเก็ดเงินมีหลายรูปแบบ ดังนั้นการรักษาจึงแตกตางกันไป

จําแนกตามชนิด และความรุนแรงของผ่ืน โดยการรักษาเร่ิมจากข้ันตอนที่ 1 เมื่อไมไดผลก็หันไป

รักษาดวยข้ันตอนที่ 2 ละข้ันตอนที่ 3 ตามมา (28-30)  

1. การใชยาทาเฉพาะที่ (28-30) เปนยาที่ใชรักษาผ่ืนโรคสะเก็ดเงินที่ใชบอยที่สุด 

1.1 ยาทาสเตียรอยด เหมาะสําหรับผูปวยโรคสะเก็ดเงินที่เปนนอยจนถึงปาน 

กลาง จะชวยลดการอักเสบของผิวหนัง (31, 32) 

1.2 Coal Tar มีกลไกการออกฤทธิ์ คือ ชวยกดการสรางดีเอ็นเอในช้ันหนังกําพรา  

ลดอาการอักเสบ และลดการคัน โดยนิยมใชรักษาขุยของโรคสะเก็ดเงิน แตไมนิยมใชในปจจุบัน

เนื่องจาก มีกลิ่นเหม็น และดูสกปรกเวลาใช อีกทั้งอาจทําใหเกิดการระคายเคืองได เม่ือนําไปใชทา

บริเวณใบหนา ขอพับ และอวัยวะเพศ ผลขางเคียงที่อาจเกิดข้ึนไดคือ รูขุมขนอักเสบ ผิวหนัง

ระคายเคือง และทําใหโรคสิวอักเสบรุนแรงมากข้ึน (33-36) 

1.3 Calcipotriene มีกลไกการออกฤทธิ์คือ ชวยยับยั้งการแบงตัวของเซลล

ผิวหนัง ลดการอักเสบของผิวหนัง และทําใหการแปรรูปของเซลลกลับสูภาวะปกติ โดยไมแนะนํา

ใหใชที่ใบหนา เนื่องจากอาจจะเกิดการระคายเคืองได แตยังเปนยาที่นิยมใชในปจจุบันเนื่องจาก
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ใหผลการรักษาดีพอกับยาสเตียรอยด แตไมมีผลเสียเหมือนกับสเตียรอยด แตมีราคาแพง และมี

ผลขางเคียงได เชน ผิวหนังระคายเคือง และทําใหเกิด hypercalcemia ได (37) 

1.4 Anthralin (Dithranol) กลไกการออกฤทธิ์ที่แทจริงยังไมทราบแนชัด แตเชื่อวา 

กดการสรางดีเอ็นเอ และการแบงตัวของเซลล โดยเปนยาที่นิยมใชมากที่สุดชนิดหนึ่งดวย 

เนื่องจากยาใชแลวไดผลดี และโรคกลับเปนซํ้าไดนอย เม่ือหยุดการรักษา แตมีผลขางเคียงของยา 

คือ มีการระคายเคืองผิวหนัง และเปรอะเปอนเส้ือผาได อีกทั้งทําใหเกิดรอยโรค และผิวหนังมีสี

คลํ้าข้ึน จึงไมควรใชทาบริเวณใบหนา ขอพับ และอวัยวะเพศ (38-40) 

2. The xtrac velocity excimer laser system เปนการใชแสงอัลตราไวโอเลตที่ปลอย

ออกมา โดยมีความเขมขนสูงมาใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงินในข้ันปานกลางถึงรุนแรงได 

  2.1 Ultraviolet light A (PUVA) เปนการรักษา โดยวิธีการฉายแสงอัลตราไวโอ

เลตเอ รวมกับการใชยา psoralen เพื่อชวยใหผิวหนังไวตอแสง โดยจะไดผลประมาณ 75 

เปอรเซนต แตมีผลขางเคียงคือ ทําใหผิวหนังแกเร็ว และมีความเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็ง อีกทัง้ยงั

มีอาการคล่ืนไส คัน แดง และอาการไหมของผิวหนัง เมื่อทําการรักษา โดยผูปวยจะตองไดรับการ

รักษาสัปดาหละ 2 คร้ัง ประมาณ 20-30 คร้ัง 

  2.2 Ultraviolet light B (UVB) เปนการรักษาโดยวิธีการฉายแสงอัลตราไวโอเลตบี 

จะไดผลประมาณ 80 เปอรเซนตข้ึนไป ผลขางเคียงคือ อาการคัน แดง หรือไหมของผิวหนัง แตก็มี

ขอจํากัดในการรักษา คือ ผูปวยโรคสะเก็ดเงินตองมารักษาที่โรงพยาบาลประมาณ 3-5 คร้ังตอ

สัปดาห เปนเวลา 2-3 เดือนติดตอกัน หลังจากนั้นรักษา 1-2 คร้ังตอสัปดาห เพื่อใหโรคสงบ (29, 

35) 

3. การใหยารับประทาน 

  3.1 Methotrexate มีกลไกการออกฤทธิ์คือ ชวยยับยั้งการแบงตัวของเซลลผิวหนงั 

โดยยับยั้งการสรางดีเอ็นเอ ลดการอักเสบ และปรับภูมิตานทานของรางกาย โดยยานี้เปนยาท่ีนิยม

ใชรักษาโรคสะเก็ดเงินที่เปนรุนแรง โดยเฉพาะชนิด Erythrodermic และ Pustular ซึ่งเปนยาท่ี

ไดผลดี ราคาไมแพง แตมีผลขางเคียงคือ ปวดศีรษะ เปนไขหนาวส่ัน คันตามผิวหนัง ลมพิษ ผม

รวง มีแผลในปาก คล่ืนไส อาเจียน ทองเสีย ทําใหเกิดตับอักเสบ และตับแข็งได เกิดความผิดปกติ

ทางไต ปสสาวะเปนเลือด กระเพาะปสสาวะอักเสบ การสรางไขจากรังไขผิดปกติ ประจําเดือน
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ผิดปกติ และไวตอแสงแดด จึงหามใชในหญิงต้ังครรภ และใหนมบุตร ผูปวยโรคตับแข็ง โรคไต โรค

กระเพาะ โรคเบาหวาน โรคเลือด โรควัณโรค โรคตับอักเสบ ผูปวยที่มีความบกพรองทางภูมิคุมกัน 

และผูที่มีประวัติด่ืมเหลาจัด (41, 42) 

   3.2 Retinoids มักใชไดดีเมื่อใชรมกับยาทาสเตียรอยด โดยใชรักษาโรคสะเก็ดเงนิ

ที่หนังศีรษะ และเล็บ โดยชวยยับยั้งการแบงตัวของเซลลผิวหนัง ลดการอักเสบ และทําใหการแปร

รูปของเซลลผิวหนังกลับสูภาวะปกติ แตมีผลขางเคียงคือ เยื่อบุจมูกแหง ตาแหง ผมรวง ผิวแหง 

เล็บเปราะ ตับอักเสบ ไขมันในเลือดสูง ปวดกลามเนื้อ และทําใหทารกพิการผิดรูปได จึงหามใชใน

หญิงต้ังครรภ และใหนมบุตร ผูที่มีไขมันในเลือดสูง ผูที่เปนโรคตับ และโรคไต (43, 44) 

3.3 Cyclosporine ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงินที่เปนรุนแรง และไมตอบสนอง 

ตอการรักษาอ่ืน โดยจะชวยยับยั้งภูมิตานทานของรางกาย ซึ่งยานี้ใชไดผลดีมาก แตเนื่องจากมี

การเกิดซํ้าไดสูง หลังจากหยุดยา และมีผลขางเคียงคือ มีผลตอไต เพิ่มการเกิดมะเร็งโดยเฉพาะที่

ผิวหนัง การใชยาเปนระยะเวลานาน ทําใหมีโอกาสติดเชื้อ Human papilloma virus มากข้ึน 

ระบบทางเดินอาหารผิดปกติ ขนยาวผิวปกติ เหงือกบวม ปวดศีรษะ และเวียนศีรษะ จึงหามใชใน

ผูปวยที่เปนมะเร็ง และผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง (45-48) 

 จากสมมติฐานที่ไดกลาวมานั้น ยังขาดกลไกที่ชัดเจนในการเกิดโรคสะเก็ดเงิน ทําใหไม

สามารถรักษาใหหายขาดจากโรคได อีกทั้งการรักษาในระยะยาวยังพบกับปญหาเร่ืองของการด้ือ

ยา และอาการขางเคียงตางๆที่ตามมาหลังไดรับการรักษา (49) จึงไดมีการพัฒนาการรักษา โดย

การใชสมุนไพรในการออกฤทธิ์เพื่อชวยรักษาโรคสะเก็ดเงิน เชน Radix Peucedani, Ramulus 

Visci, Folium Ginkgo, Radix Astragali, Radix Phytolaccae และ Folium Notoginseng และ

เมื่อไมนานมานี้มีการนําสารสกัดสมุนไพรไทยในกลุมที่ใชรักษาโรคผิวหนังในงานสาธารณสุข จาก

สวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง 11 ชนิดมาทดสอบ

ฤทธ์ิตอเซลลผิวหนังมนุษย (HaCaT) ซึ่งนิยมใชเปน In vitro model (40, 50) สําหรับการศึกษา

โรคสะเก็ดเงิน พบวาสารสกัดของขมิ้น, ขาและนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอลมีฤทธ์ิในการ

ตานการแบงเซลลผิวหนัง ซึ่งอาจนําไปใชในการรักษาโรคผิวหนังได (51) โดยมีการแสดงออกของ

ยีน Transforming growth factor-alpha (TGF-α) ที่ลดลง ซึ่ง TGF-α มีความสําคัญเกี่ยวกับการ

กระตุนการเจริญเติบโตของเซลลผิวหนัง และพบมากที่บริเวณรอยโรคสะเก็ดเงิน แตอยางไรก็ตาม

13 



93 

 

ฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิดอาจมีกลไกอ่ืนในการตานโรคสะเก็ดเงิน เชน การยับยั้ง

การเกิด Proliferation, การกระตุน pro-apoptotic protein, pro-caspases ตางๆ และการเกิด 

differentiation ของเซลล ซึ่งจากสมมติฐานของสาเหตุการเกิดโรคนั้นทําใหเกิดความสนใจใน

การศึกษาในการใชสมุนไพรเพื่อการรักษาโรคสะเก็ดเงินประกอบไปดวยสารสกัดจากขา ขมิ้น และ

นอยหนา  

สมุนไพรที่ใชในการศึกษา 

ขา (Galangal) (52) 

ชื่อวิทยาศาสตร : Alpinia galanga Linn 

วงศ : ZINGIBERACEAE 

ชื่ออ่ืนๆ : ขาหยวก ขาหลวง (ภาคเหนือ), กฏกกโรหินี (ภาคกลาง) 

ถิ่นกําเนิด : อินเดีย พมา ไทย มาเลเซีย สิงคโปร บอรเนียว อินโดนีเซีย ฟลิปปนส 

 ขา เปนพืชที่มีลําตนอยูใตดินเรียกวา "เหงา" อยูในตระกูลขิง เปนไมลมลกุ เปนพชืสมนุไพร

ที่นํามาใชในการประกอบอาหารในประเทศไทยและอินโดนีเซีย และเปนไมลมลุกที่มีอายุยืนนาน

หลายป ลําตนลงหัวอยูใตดิน ลักษณะภายนอกของลําตนมีขอ และปลองเห็นไดชัดเจน อยูใตดิน 

สวนที่เหนือดิน จะเปนกานและใบ สูงประมาณ 1-2 เมตร พืชชนิดนี้จะเปนที่รูจักกัน เปนอยางดี 

เพราะไดมีการนํามาใชประโยชน ในการปรุงอาหารรับประทาน  
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ภาพท่ี 2.7 สารสําคัญในขา 
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 ในสารสกัดจากขาพบวามีสารสําคัญ ประกอบไปดวย1’S’-1’-acetoxychavicol acetate, 

1’s’-1’-acetoxyeugenol acetate, 1’s’-1’-hydrotoxychavicol acetate, Trans-p-

hydroxycinnamaldehyde, Trans-p-coumaryl alcohol, Trans-p-hydroxycinnamyl acetate, 

Trans-p-coumaryl diacetate, 1,8-Cineole, ß-Selinene, ß-Bisaboline, Kaemperol, 

Galangin, α-Pinene, ß-Pinene, Camphor ซึ่งสารที่ออกฤทธิ์สําคัญในสวนของเหงาคือ 1’S’-1’-

acetoxychavicol acetate (ACA) (53) ซึ่งมีรายงานการวิจัยพบวามีฤทธ์ิที่สําคัญดังนี้ 1) ฤทธ์ิลด

การอักเสบ โดยชวยลดไซโตไคนที่ถูกสรางมาจาก T helper cells (54, 55) อีกทั้งยังมีรายงานวามี

การนําไปรักษาผูปวยที่เปน Inflammatory immune disorder (53) และในตํารับที่มีขาเปน

สวนประกอบจะสามารถชวยลดการอักเสบได (56, 57) 2) ฤทธ์ิชวยยับยั้งแผลในกระเพาะอาหาร 

(58, 59) 3) ฤทธิ์ในการฆาเชื้อราโดยเฉพาะ Microsporum gypsum, (60-64) Trichophyton 

rubrum (62-64) และ Trichophyton mentagrophyte (60-64) ที่เปนสาเหตุของโรคกลากเกล้ือน 

4) ฤทธิ์ในการยับยั้งการทํางานของเช้ือไวรัส คือ Epstein-Barr virus (EBV), Human 

immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) และ Human cytomegalovirus type 2 (CMV-2) (65) 

5) ฤทธิ์การลดน้ําตาลในเลือด (53)  6) ฤทธิ์ลดความเสี่ยงในการเปนโรคหัวใจ และหลอดเลือด 

โดยชวยลดระดับคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรด และฟอสโฟลิพิด (53)  และชวยเพิ่มระดับของ 

High density lipoprotein (HDL) (66) 7) ฤทธ์ิในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง (67)  

และกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลมะเร็ง โดยเกี่ยวของกับกระบวนการเติม

ฟอสเฟตของ Rb protein (Retinoblastoma protein) ซึ่งเปนโปรตีนที่เกี่ยวของในกระบวนการเพิ่ม

จํานวนของเซลล การแปรรูปของเซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล (67) 

ขม้ินชัน (Curcuma) (52) 

ชื่อวิทยาศาสตร : Curcuma longa Linn 

วงศ : Zingiberaceae 

ชื่ออ่ืนๆ : ขมิ้น (ทั่วไป) หมิ้น (ภาคใต) 

 ขมิ้นเปนไมลมลุก อายุหลายป สูง 30-90 เซนติเมตร เหงาใตดินรูปไขมีแขนงรูป

ทรงกระบอกแตกออกดานขาง 2 ดาน ตรงกันขามเนื้อในเหงาสีเหลืองสม มีกล่ินเฉพาะ ใบเด่ียว 

แทงออกมาเหงาเรียงเปนวงซอนทับกันรูปใบหอก กวาง 12-15 เซนติเมตร ยาว 30-40 เซนติเมตร 
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ดอกชอแทงออกจากเหงา แทรกข้ึนมาระหวางกานใบ รูปทรงกระบอก กลีบดอกสีเหลืองออน ใบ

ประดับสีเขียวออนหรือสีนวล บานคร้ังละ 3-4 ดอก ผล รูปกลมมี 3 พู เหงาของขมิ้นมีรสฝาด กล่ิน

หอม สามารถเก็บมาใชเมื่อมีชวงอายุ 9-10 เดือน มีฤทธิ์ในการฆาเช้ือ แบคทีเรีย เชื้อรา ลดการ

อักเสบ และ มีฤทธิ์ในการขับน้ําดี น้ํามันหอมระเหย ในขมิ้นชันมีสรรพคุณบรรเทา อาการปวดทอง 

ทองอืด แนนจุดเสียด แกโรคผิวหนัง ขับลม แกผ่ืนคัน แกทองรวง อาจชวยรักษาโรค รูมาตอยดได 

แตยังไมยืนยันแนชัด  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.8 สารสําคัญในขมิ้น 

ในสารสกัดจากขมิ้นพบวามีสารสําคัญ ประกอบไปดวย Curcumin, Tumerone, 

Atlantone และ Zingiberone ซึ่งสารที่ออกฤทธิ์สําคัญในสวนของเหงาคือ Curcumin (68)  ซึ่งมี

รายงานการวิจัยพบวามีฤทธ์ิที่สําคัญดังนี้ 1) ฤทธ์ิบรรเทาโรค multiple myeloma, มะเร็งตับออน, 

myelodysplastic syndromes, มะเร็งลําไส และมาลาเรีย (69) 2) ฤทธิ์ตานการอักเสบ (70) 3) 

ฤทธิ์ปองกันมะเร็งปากมดลูก (71) 4) ฤทธิ์ยับยั้งการจําลองตัวเอง (Replication) ของ Herpes 

simplex virus-1 (HSV-1) (72) โดยการยับยั้งการ Transcription ของไวรัส 5) ฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระ โดยไปยับยั้ง lipid peroxidation ซึ่งเปนปฎิกริยาที่เกิดข้ึนเมื่ออนุมูลอิสระทําปฎิกิริยากับ

O O

OHOH

OCH3 H3CO

O

O

O
O

OH

Curcumin Tumerone 

Atlantone Zingiberone 
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ไขมันไมอ่ิมตัวในผนังเซลลเกิดเปน lipid peroxide ซึ่งจะเคลื่อนยายตัวเองออกมาจากช้ันในของ

เยื่อหุมเซลลมาอยูบริเวณของผิวเยื่อหุมเซลล และทําใหเกิดการทําลายเย่ือหุมเซลลเกิดข้ึน และ

ชวยยับยั้งการทําลายดีเอ็นเอจากสารอนุมูลอิสระ (73) 6) ฤทธิ์ชวยรักษาผูปวยโรคอัลไซเมอร (74) 

โดยไปทําลาย ß-amyloidในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร 7) ฤทธิ์เพิ่มความสามารถในการเรียน 

การจดจํา และชวยลดความเครียด โดยไปมีผลตอการสรางเซลลสมองใน hippocampus และ 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (75-77) 8) ฤทธิ์ลดการเพิ่มจํานวนของเซลลใน

โรคมะเร็ง  โดยไปมีผลตอกระบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล โดยเฉพาะ cyclin D1 เปนโปรตีนที่

สําคัญใน cell cycle โดยการทํางานจะมีปฎิกิริยาใน Rb pathway (78) 9) ฤทธ์ิการเพิ่มการตาย

แบบอะพอพโทสิสในเซลลมะเร็ง โดยมีผลตอ Bcl-2, Bcl-xL, cFlip, XIAP, c-IAPI, Caspase 

activation pathway (Caspase 3,8,9), tumor suppressor pathway (p53, p21) และ 

mitochondrial pathway (78) 

นอยหนา (Custard apple) (52) 

ชื่อวิทยาศาสตร : Annona squamosa Linn. 

วงศ : Anonaceae 

ชื่ออ่ืนๆ : หมักเขียบ (ตะวันออกเฉียงเหนือ), ลาหนัง (ปตตานี), มะนอแน, มะแน (เหนือ), หนอ

เกละแซ (เงี้ยว-แมฮองสอน), มะออจา, มะโอจา (เงี้ยว-เหนือ), เตียบ (เขมร) 

 นอยหนา เปนพืชยืนตน ผลมีเนื้อสีขาว เมล็ดดํา รสหวาน ถิ่นกําเนิดอยูในแถบอเมริกา

กลาง และใต แตจะพบอยูทั่วไปในเขตรอน ในประเทศไทยปลูกมากทางภาคกลาง และใต แตจะ

พบอยูทั่วไปในเขตรอน ในประเทศไทยปลูกมากทางภาคกลางและตะวันออกเฉียงเหนือ เปนไมยืน

ตน สูง 3-5 เมตร ใบเด่ียวเรียงสลับรูปใบหอกแกมขอบขนาน กวาง 3-6 เซนติเมตร ยาว 7-13 

เซนติเมตร ดอกเด่ียว ออกที่ซอกใบ หอยลง กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียว 6 กลีบ เรียง 2 ชั้น ๆ ละ 3 

กลีบ หนาอวบน้ํา มีเกสรตัวผูและรังไขจํานวนมาก ผลเปนผลกลุม คอนขางกลม พบอยูทั่วไปใน

เขตรอน ในประเทศไทยปลูกมากทางภาคกลางและตะวันออกเฉียงเหนือ เปนไมยืนตน สูง 3-5 

เมตร ใบเด่ียวเรียงสลับรูปใบหอกแกมขอบขนาน กวาง 3-6 เซนติเมตร ยาว 7-13 เซนติเมตร ดอก

เด่ียว ออกที่ซอกใบ หอยลง กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียว 6 กลีบ เรียง 2 ชั้น ๆ ละ 3 กลีบ หนาอวบ

น้ํา มีเกสรตัวผูและรังไขจํานวนมาก ผลเปนผลกลุม คอนขางกลม ใบสดและเมล็ดนอยหนา
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สามารถใชฆาเหา และ โรคกลากเกล้ือน รากสามารถใชเปนยาระบาย ทําใหอาเจียน และแกพิษงู 

ถอนพิษ เปลือกตน จะเปนยาแกพิษงู แกฝในลําคอ ฆาพยาธิ และผลแหงสามารถแกงูสวัด เริม 

และฝในหูได  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.9 สารสําคัญในนอยหนา 

 ในสารสกัดจากนอยหนาพบวามีสารสําคัญ ประกอบไปดวย Quercetin และ Anonaine 

ซึ่งสารที่ออกฤทธิ์สําคัญในสวนของใบคือ Quercetin เปนสารท่ีมีฤทธิ์ในการตานสารอนุมูลอิสระ

สูงมาก (79, 80) มีฤทธิ์ที่สําคัญคือ 1) ฤทธิ์ในการตานการเพิ่มจํานวนของเซลลในเซลลมะเร็ง (81, 

82) 2) ฤทธิ์ในการกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลมะเร็ง โดยลดปริมาณ p53 

ซึ่งมีความสําคัญในกระบวนการเจริญ และการตายของเซลลกระตุนการทํางานของ pro 

apoptosis (Bax และ Bad) ลดการทํางานของ anti apoptosis (Bcl-2 family, Bcl-xL และ Bcl-2) 

กระตุนการทํางานของ Caspase 3 โดยผานทาง intrinsic pathway (81, 82) 3) ฤทธ์ิปองกันการ

อักเสบ และการแพ (83, 84)  4) ฤทธิ์ปองกันเช้ือไวรัส (85) และแบคทีเรีย (86) 5) ฤทธ์ิปองกันการ

แข็งตัวของหลอดเลือด (87) 6) ฤทธ์ิปองกันการเกิดออกซิเดชั่นในหลอดเลือด (88) 7) ปองกัน

หลอดเลือดเลี้ยงสมองอุดตัน โดยชวยลด Low density lipoprotein (LDL) (81, 89) โดย

ทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน ในการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวน

เซลล การแปรรูปของเซลล  และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล เม่ือทําการรักษาดวย

สมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิด โดยโปรตีนที่สนใจทําการศึกษาประกอบไปดวย EGFR (Epidermal 

growth factor receptor) ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Proliferation, differentiation และ 

OH

OOH

HO O

OH
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Quercetin Anonaine 
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Apoptosis, Caspase-9 ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Apoptosis, Interferon inducible gene 6-

16 (G1P3) ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Apoptosis, Id1 (Inhibitor of differentiation or DNA 

binding-1) ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Proliferation, differentiation และ Apoptosis และ E2A 

protein ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Proliferation และ Differentiation 

Epidermal growth factor receptor (EGFR; Erb-1; HER-1 ในมนุษย) 

 
ภาพท่ี 2.10 แสดงโครงสรางของ Epidermal growth factor receptor (EGFR)  

ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor_receptor. 

EGFR เปนตัวรับบนผิวเซลล สําหรับกลุมของ Epidermal growth factor (EGF-family) 

ซึ่งเปน ligand ของโปรตีนนอกเซลล โดย EGFR นั้นเปนสมาชิกของกลุม ErbB family ซึ่งประกอบ

ไปดวย EGFR (ErbB-1), HER-2/c-neu (ErbB-2), HER-3 (ErbB-3) และ HER-4 (ErB-4) (90) 

ซึ่งมีความเกี่ยวของกับ Receptor tyrosine kinase ซึ่งสวนใหญจะเปนตัวรับของ Growth factors 

และไซโตไคน (91, 92) มีโครงสรางเปน Single transmembrane glycoprotein ปลายดาน 

Amino terminal อยูภายนอกเซลลทําหนาที่จับกับ ligand สวนปลายดาน Carboxy terminal ซึ่ง

อยูภายในเซลลจะมี Tyrosine kinase domain และตําแหนงที่มี tyrosine residues หลายตัวเรียง

ตอกันเปนตําแหนงที่ถูกเติมฟอสเฟต และทําใหเกิดการสงสัญญาณตอไป (93) ซึ่งการทํางานของ 

EGFR นั้น จะทํางานก็ตอเมื่อไปจับกับligand ที่จําเพาะ ซึ่งประกอบไปดวย Epidermal growth 

factor (EGF) และ Transforming growth factor-alpha (TGF- α) (94) โดย EGFR dimer จะ

กระตุนการทํางานของ Protein tyrosine kinase ภายในเซลล ทําใหเกิดการเติมฟอสเฟตของ 

tyrosine ในตําแหนง C-terminal ของ EGFR และทําใหเกิดการสงสัญญาณเปนทอดๆ กันไป (95) 

ซึ่งจะผานทางกระบวนการ MAPK pathway, Akt pathway และ JNK pathway ซึ่งจะทําใหเกิด
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การสังเคราะหดีเอ็นเอ และการเกิด cell proliferation โดยโปรตีนที่เกิดข้ึนนั้นก็จะควบคุมการเกิด 

cell migration, adhesion และproliferation ซึ่งการกระตุนของตัวรับนั้นมีความสําคัญในเร่ืองของ

การตอบสนองทางภูมิคุมกันในเซลลผิวหนังอีกดวย (94, 96, 97)  

 
ภาพท่ี 2.11 แสดง EGFR signaling pathway (98) 

Ras/Raf/MAPK Pathway เปนกระบวนการหลักของ ErbB/HER family (91, 92) ผาน

ทางการกระตุนของ EGFR  และเกิด Tyrosine kinase phosphorylation เปนลําดับข้ันตามมา 

โดยเกิดการจับกันของ GRB2 และ Sos (99, 100) ทําใหเกิดการทํางานของ Ras โดยเกิดการเติม

ฟอสเฟต ทําให Ras-GDP กลายเปน Ras-GTP ซึ่งไปกระตุน Raf-1 และ MAPK-1 และ MAPK-2 

(101, 102) โดยการเติมฟอสเฟตของ MAPK จะควบคุม Transcription factor ภายในนิวเคลียส 

ทําใหเกิด cell migration และ proliferation (103)  

 PI3K/Akt Pathway จะควบคุมการเกิด cell growth, Apoptosis resistance เม่ือทําการ

รักษาดวย Chemotherapy, การเกิด Tumor invasion และ migration (104) โดยการกระตุน 

PI3K ผานทางการเกิด dimer ระหวาง EGFR และ ERBB-3 โดย PI3K เปนเอนไซมที่ประกอบไป

ดวย p85 และ p110 subunit โดยp85 จะจับกับ erbB และ p110 กระตุนการเติมฟอสเฟตของ 
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Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate ซึ่งไปกระตุนโปรตีน serine/threonine kinase (105) ซึ่ง 

Akt ไปเหนี่ยวนําใหเกิดการเติมฟอสเฟตที่ Pro-caspase 9 ซึ่งจะไปยับยั้งการทํางานของ 

protease (106) และ Akt สามารถเติมฟอสเฟตที่ Bad ซึ่งเปน Pro-apoptoticในกลุมของ Bcl-2 

และ Forkhead in rhabdomyosarcoma (FKHR) (107) ซึ่งเปน Pro-apoptotic ของ 

Transcription factor ซึ่งแสดงวา Akt Pathway เปนกระบวนการหลักในการควบคุมกระบวนการ

มีชีวิตอยูของเซลลโดยผานทาง EGFR (108) 

  STAT Pathway โดย EGFR สามารถควบคุม STAT Pathway โดยผานทาง Janus 

kinase (JAK) (109, 110) ซึ่งโปรตีน STAT เปนกลุมของโปรตีนของ Cytoplasmic transcription 

factor ตัวที่สําคัญก็คือ STAT3 และ STAT5 (111) ซึ่งเกี่ยวของในโรคมะเร็ง โดยการทํางานนั้น จะ

เกิดการจับกันระหวาง Receptor tyrosine kinase กับ EGFR, ERBB2 และ Platelet-derived 

growth factor receptor ทําใหกระตุนการทํางานของ STAT3 ซึ่งทําใหเกิดมะเร็งได (76)  

Src Kinase Pathway SRC kinase มีความเกี่ยวของกับการพัฒนา และการดําเนินของ

โรคมะเร็ง (112) แตก็ยังไมทราบกลไกที่แนชัด โดย SRC เปนสมาชิกในกลุม ten-gene family 

(FYN, YES, BLK, FRK, FGR, HCK, LCK, LYN และSRMS) โดยมีหนาที่ควบคุมกระบวนการเกดิ 

cell proliferation, migration, Adhesion และ Tumor angiogenesis (113, 114) โดยการสง

สัญญาณของ Src จะเกิดการ cross-connect กัน ระหวางกระบวนการหลักๆ เชน PI3K และ 

STAT Pathway (115) 
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ภาพท่ี 2.12 แสดง EGFR signaling pathway โดยผานทาง Jun pathway (116) 

Jun Pathway Activator protein-1 (AP-1) เปน Transcription factor ซึ่งประกอบไปดวย 

Jun, Fos, Activating transcription factor (ATF) และ Musculoaponeurotic fibrosacroma 

(Maf) protein (117) ซึ่ง AP-1 จะถูกเหนี่ยวนําโดยสารจาก Growth factors, Neurotransmitters, 

polypeptide hormone และการติดเชื้อไวรัส โดยกระตุนผานทาง MAPK cascades (118, 119) 

ทําใหไปกระตุนการทํางานของ AP-1 ซึ่งการทํางานของ AP-1 นั้นเกิดในผิวหนังช้ันหนังกําพรา ซึ่ง

จะมีผลตอการตอบสนองตอแสงแดด, รังสียูวี, การเกิดมะเร็ง, Aging และ Wound repair (119, 

120) โดย Jun protein นั้นจะมีความสําคัญในการควบคุมการเกิด Keratinocyte proliferation 

และการหลั่งไซโตไคน ซึ่งมีผลตอการอักเสบ และในโรคสะเก็ดเงินดวย อีกทั้ง Jun-amino-

terminal kinases (JNKs) จะกระตุน Jun protein ทําใหเกิดการควบคุม cell cycle progression 

เชน ยับยั้ง p53 ทําใหไมเกิด Cell cycle arrest หรือ Apoptosisดวย (121) 
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Caspase-9 (Cystine-aspartic proteases 9 หรือ Cystine-dependent aspartate-directed 

proteases 9) 

 
ภาพท่ี 2.13 แสดงการเกิด Apoptosis โดยผานทาง Death-receptor pathway และ 

Mitochondrial pathway (122) 

Apoptosis เปนรูปแบบการตายของเซลล ซึ่งเกิดข้ึนระหวางการพัฒนาของ embryo และ

ในการควบคุมสมดุลของเนื้อเยื่อ (123) กระบวนการ Apoptosis ถูกควบคุมโดยการเกิดการสง

สัญญาณของเซลล ซึ่งมี 2 กระบวนการที่สําคัญ คือ Intrinsic pathway (Mitochondrial 

pathway) ซึ่งเกิดภายในเซลล และ Extrinsic pathway (Death-receptor pathway) ซึ่งเกิด

ภายนอกเซลล โดยมีตัวกระตุน คือ Death receptor จับกับ Ligandที่จําเพาะ แตถาเปนภายใน

เซลล จะเปนการตอบสนองของเซลลตอสภาวะที่กดดัน (Stress)ตางๆ เชน Toxin, ฮอรโมน, 

Growth factor, Nitric oxide หรือไซโตไคน (124) โดยมีตัวควบคุมการเกิด Apoptosis ภายใน

เซลล ซึ่งก็คือ ไมโทคอนเดรีย เปนออรแกเนลลที่จําเปนสําหรับส่ิงมีชีวิต โปรตีนที่เกี่ยวของกับ 

apoptosis จะมีผลตอไมโทคอนเดรีย โดยทําใหไมโทคอนเดรียบวม หรือเจาะรูบนผิวเนื้อเยื่อ หรือ

เพิ่ม permeability ของเยื่อหุมไมโทคอนเดรีย ทําใหสารที่ควบคุมกระบวนการเกิด Apoptosis ร่ัว
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ออกมา และโปรตีน SMACs (Second mitochondria-derived activator of caspase) จะถูก

ปลอยออกมายังสารน้ําในเซลล ซึ่ง SMACs จะจับ และลดการทํางานของโปรตีนตานการเกิด 

Apoptosis (IAPs-Inhibitor of apoptosis protein) (125) โดยปกติแลว IAPs จะทําหนาที่กดการ

ทํางานของกลุมเอนไซม Cysteine protease คือ Caspase ซึ่งเปนเอนไซมที่ทําใหเซลล

เส่ือมสภาพ Cytochrome C ก็เปนอีกตัวหนึ่งที่ถูกปลอยออกมาจากเย่ือหุมชั้นนอกของไมโทคอน

เดรีย และทําหนาที่เปนโปรตีนควบคุมการเกิด Apoptosis (126) โดยจับกับโปรตีน Apaf-1 และ 

ATP และจับกับ Procaspase-9 กลายเปนโครงสรางเชิงซอนที่เรียกวา Apoptosome ซึ่งจะยอย 

Procaspase-9 ใหเปน Caspase-9 ซึ่งจะกระตุนการทํางานของ Caspase-3 ทําใหเกิด 

Apoptosis (127)  

Interferon inducible gene 6-16 (G1P3) 

 Interferon inducible gene 6-16 หรือ G1P3 เปนหนึ่งในยีนหลายยีน ซึ่งสามารถถูก

เหนี่ยวนําไดโดย Interferon α และ β ซึ่งจะผลิต mRNA 3 ชนิดดวยกัน (128) โดย mRNA ที่พบ

มากที่สุด จะเปล่ียนไปเปนโปรตีนขนาด 14 kDa ซึ่งก็คือโปรตีน G1P3 (129) โดยกระบวนการ

ทํางานยังไมทราบกลไกที่แนชัด (130) แตเช่ือวาผานทาง p53 pathway ซึ่งเกี่ยวของกับ

กระบวนการเกิด Apoptosis (131) โดยมีกระบวนการไปยับยั้งการเกิด Apoptosis ได 4 วิธี  

 1. The Death receptor pathway เชน Fas, Tumor necrosis factor (TNF) และ TNF-

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) โดยมี RIP (Receptor-interacting protein), c-

FLIP (Cellular-Flice-like inhibitory protein) และ FAP-1 (Fas-associated phosephatase-1) 

ไปยับยั้ง Death signal จาก Death receptor ซึ่งอยูที่ plasma membrane (107, 132) 

 2. The mitochondrial pathway โดยมีโปรตีน Bcl-2 family ซึ่งเปน anti-apoptotic ไปมี

ผลตอผิวไมโทคอนเดรีย โดยปองกันไมใหเกิด Permeability ทําใหไมเกิดการเปล่ียนแปลงความ

ตางศักย และไมเกิดการหล่ังของ Cytochrome C (133) 

 3. Inhibition of apoptosis proteins (IAPs) ซึ่งประกอบไปดวย X-linked Inhibitor of 

Apoptosis Protein (XIAP), Cellular inhibitor of apoptosis protein1 (cIAP-1) และ Cellular 

inhibitor of apoptosis protein2 (cIAP-2) จะไปยับยั้งการทํางาน และประสิทธิภาพของ 
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Caspase ตางๆ และมี Heat shock protein ก็ไปมีผลยับยั้งการทํางานของ Caspase ดวย โดยไป

เปล่ียนแปลงโครงสรางของโปรตีนตางๆ (134, 135) 

4. Degradation of chromosomal DNA ระหวางการเกิด Apoptosis โดย Inhibitor of 

caspase-activated DNase (ICAD) ไปยับยั้งการทํางานของ Caspase-activated DNase 

(CAD) และพบวา G1P3 ไปยับยั้ง Mitochondria-mediated apoptosis โดยทํางานคลายกับ 

anti-apoptotic Bcl-2 family protein ซึ่ง G1P3 นั้นจะหล่ังมากข้ึน เม่ือเปนโรคสะเก็ดเงิน หรือ

โรคมะเร็ง ทําใหเกิดการตานการ Apoptosis เซลลจึงไมหยุดการเจริญเติบโต (136, 137) 

Id1 (Inhibitor of differentiation or DNA binding-1) 

 Id-1 เปนโปรตีนชนิด helix-loop-helix ซึ่งมีกระบวนการสําคัญในการควบคุม Cell 

proliferation และการมีชีวิตอยูรอดของเซลล อีกทั้งยังเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดมะเร็ง และการ

progresstionของเซลลมะเร็งอีกดวย (138) 

 

ภาพท่ี 2.14 แสดกลไกการทํางานของ Id-1 ใน Cell proliferation signaling pathways (139) 
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Id-1 จะทําปฎิกิริยากับ RB (Regulation of cell cycle by Retinoblastoma  

protein) pathway และ MAPK pathway โดยไปยับยั้งการแสดงออกของ p16INK4a ผานทางการ

เพิ่มการเติมฟอสเฟตของโปรตีนRB (140) และกระตุนใหเซลลเกิด Cell cycle progresstion และ

ใน MAPK pathway นั้นจะเกิดการกระตุนใหเซลลเกิดการตอบสนองผานการกระตุนของ mitogen 

โดยการเติมฟอสเฟตที่ Raf  และ MEK1/2 ของ Id-1 ทําใหเซลลเกิดการ Proliferation (141)     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.15 แสดงกลไกการทํางานของ Id-1 ในกระบวนการมชีีวิตอยูรอดของเซลล (139) 

การทํางานของ Id-1 นั้นจะไปกระตุน NF-κB pathway ทําให ICAM และ Bcl-xL ซึ่งเปน 

anti-apoptotic เพิ่มมากข้ึน ทําใหเซลลไมเกิดการตายแบบ Apoptosis จึงมีชีวิตอยูรอดได ดังนั้น

การควบคุมสมดุลระหวางการเกิด Apoptosis และการเกิด Proliferation ของเซลล เปนปจจัยที่

สําคัญในการทํางานของ Id-1 (142-144)  

 

 

27 



93 

 

E2A protein 

 
ภาพท่ี 2.16 แสดงกลไกการทํางานของ E2A  

ที่มา: http://www.nature.com/reviews/immunol. 

                E2A เปนโปรตีนในกลุมของ helix-loop-helix (145) ซึ่งยีนที่เกี่ยวของกับการสราง

โปรตีนประกอบไปดวย E2A, HEB และ E2-2 ซึ่ง E2A จะสามารถสรางโปรตีนที่สําคัญได 2 ชนิด

คือ E12 และ E47 (146) แตการทํางานยังไมทราบชัดเจน โดยพบวา E2A เกี่ยวของกับ

กระบวนการเจริญของ เซลล และการแปรรูปของเซลลหรือพัฒนาการของเซลล (Differentiation) 

เนื่องจากพบวาบริเวณที่มีการเกิดการพัฒนาการหรือการแปรรูปของเซลลจะมีโปรตีน E2A สูง 

(147) โดยการทํางานของ E2A นั้นจะไมสามารถทํางานเพียงตัวเดียวได จะตองจับกันเองระหวาง 

E2A กับ E2A ซึ่งเปนแบบ homodimer จะสามารถกระตุนใหเซลลมีการพัฒนาเกิดข้ึนได และลด

การเพิ่มจํานวนของเซลล (148) โดยไปจับตรงตําแหนงโปรโมเตอรของยีน ณ ตําแหนงจําเพาะบน

โปรโมเตอร (149) แตถาหาก E2A ไปจับกับ Id1 ซึ่งเปนแบบ heterodimer นั้น (148) จะทําใหจับ

ตรงตําแหนงของโปรโมเตอรของยีนไมได ทําใหไปยับยั้งการพัฒนาของเซลล ดังนั้นเซลลจึงมีแต

การเพิ่มจํานวนเทานั้น (149) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. กลุมตัวอยางที่เกี่ยวของในการวิจยัมีดังนี ้

1.1 ตัวอยางเซลลเพาะเลีย้ง 

 1.1.1 เซลลผิวหนงั HaCaT (Human keratinocyte cell line) ทําการซ้ือมาจาก CLS cell 

line ประเทศเยอรมน ี

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

ภาพท่ี 3.1 แสดงเซลลผิวหนัง HaCaT (Human keratinocyte cell line)  

ที่มา: http://www.medchem.upol.ct/en/services.htm. 

            ในการเพาะเล้ียงเซลลชนิดนีน้ั้น จะใชอาหารเล้ียงเซลล คือ Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium/High glucose (DMEM: with 4 mM Glutamine, 4500 mg/L Glucose without 

Sodium Pyruvate) ที่มี Fetal bovine serum อยู 10 เปอรเซ็นต (v/v) และมียาปฏิชีวนะ คือ 

Penicillin 100 U และ Streptomycin 100 μg/ml แลวนําเซลลเพาะเล้ียงไปบมในตูเล้ียงเซลล

เพาะเล้ียงที่มอุีณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 

1.2 ตัวอยางของสมุนไพรไทย 

 สมุนไพรที่ใชในการศึกษานัน้ ไดรับความอนุเคราะหจากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี จงัหวดัระยอง ซึ่งผานการสกัดดวยตัวทาํละลายเอทานอล จาก

งานวิจยัของคุณวิสาข ทองระกาศ รหัส 5177105037 นิสิตหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ใน

หัวขอเร่ือง “การทดสอบหาฤทธิ์ตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทย” ซึ่งผานการพิสูจน
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ชนิดของสมนุไพรไทยโดย ศ.ดร.ทวีศักด์ิ บญุเกิด ภาควิชาพฤกษศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

มีดวยกนัทัง้หมด 3 ชนิดดังนี ้

1.2.1 ขมิ้นชนั Herbarium number คือ 013396  สวนที่ใชในการวิจัยคือ เหงา 

1.2.2 ขา Herbarium number คือ 013397  สวนที่ใชในการวิจัยคือ เหงาและแหงง 

1.2.3 นอยหนา Herbarium number คือ 013399  สวนที่ใชในการวิจัยคือ ใบ 

2. เครื่องมือที่ใชในการวจิัย 

 2.1 อุปกรณ และเครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

  BioRad Mini Protean 3    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา  

  Western transblot system   BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Gel Electrophoresis Apparatus  BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Electrophoresis power supply   BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Gel documentation (gel doc) systems  Syngene, อังกฤษ 

  Inverted microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

  Light microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

  Larminar Flow Cabinet    E.S.I. Flufrance, ฝร่ังเศส 

  6 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก 

  Vortex Mixer      FINEPCR, เกาหลีใต 

  Cell Culture Flask (25,75 cm2)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

  Centrifuge tube (15, 50 ml)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

  Disposable Serological pipette (5, 10 ml) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

  Analytical Balances    Mettler Toledo, 

สวิสเซอรแลนด 

Autopipette     GILSON, ฝร่ังเศส 

  Microcentrifuge tube (0.6 ml)   Axgen scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Microcentrifuge tube (1.5 ml)   Biologix Research  
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company, สหรัฐอเมริกา 

  Pipette tips (10,200, 1000 μl)   SorensonTMBioScience,  

Inc.,สหรัฐอเมริกา 

  Block heater     Wealtec Corp.,  

สหรัฐอเมริกา 

  CO2
 incubator     Sheldn Manufacturing,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Glassware     Pyrax, สหรัฐอเมริกา 

  Haemocytometer    Hausser Scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Incubator     Memmert, เยอรมน ี

  Water Bath     Memmert, เยอรมน ี

  -20 ºC Freezer     Sanyo Electric, ญ่ีปุน 

  4 ºC Refrigerator    Sharp, ญ่ีปุน 

  Liquid Nitrogen Tank    Taylor-Wharton,  

สหรัฐอเมริกา 

  Glass Microscope Slides   Sail Brand, จีน 

  Coverslip     German cover glasses,  

เยอรมน ี

  LSM 700 Laser Scanning Microscope  Carl Zeiss, เยอรมน ี

  Microplate Reader    Biotek, สหรัฐอเมริกา 

  Multi–Rotator Multi Bio RS-24   Biosan, สหรัฐอเมริกา 

 2.2 สารเคมทีี่ใชในการวจิัย 

     2.2.1 สารเคมีที่ใชในการเลี้ยงเซลล และการเตรียมเซลลใหเปน Model  

ของโรค 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 
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  High glucose (DMEM: with 4 mM  

  Glutamine, 4500 mg/L Glucose  

without Sodium Pyruvate) 

Penicillin-Streptomycin Solution  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

(10,000 units/ml Penicillin/ 

10,000 μg/ml Streptomycin) 

Fetal Bovine Serum (FBS)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

EDTA-Trypsin 0.25% (1X)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate Buffered Saline   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

(PBS: without calcium without magnesium  

Recombinant Human TNF-α   PeproTech, สหรัฐอเมริกา 

Recombinant Human IFN-γ   PeproTech, สหรัฐอเมริกา 

Dimethyl Sulphoxide (DMSO)   Merck, เยอรมน ี

Trypan Blue Stain 0.4%   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

      2.2.2 สารเคมีที่ใชในการทดสอบสารสกัดสมนุไพรตอการแสดงออกของ

โปรตีน 

Tris, Ultra Pure     Research organc,  

สหรัฐอเมริกา 

  Sodium chloride    Merck, เยอรมน ี

  Serva Blue G Dye    Applichem 

  Nonidet P 40     Biobasic, แคนาดา 

  Bovine serum albumin    PAA, ออสเตรีย 

  85% Phosphoric acid    Merck, เยอรมน ี

  Methanol     Merck, เยอรมน ี

  Triton X-100     Sigma, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate Buffered Saline   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 
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(PBS: without calcium without magnesium 

Hoechst 33258     Sigma, สหรัฐอเมริกา 

Dithiothreitol (DTT)    Biobasic, แคนาดา 

  Phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF)  USB, สวิตเซอรแลนด 

  30% Acrylamide and Bis-Acrylamide  BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  solutions 

  Ammonium persulfate    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Sodium Luaryl Sulfate    Ajax Finechem, ออสเตรเลีย 

  (Sodium Dodecyl Sulphate) SDS 

  N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine  Sigma Aldrich,  

  (TEMED) 

  Glycine, USP grade    Research organic,  

สหรัฐอเมริกา 

  Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate Biobasic, แคนาดา 

  (Tween 20) 

  2-mercaptoethanol    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Glycerol     Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 

  Spectra™ Multicolor Broad Range   Fermentas, แคนาดา 

Protein Ladder  

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody  Cell signaling, แคนาดา 

  Anti-goat IgG, HRP-linked Antibody  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (Id1)  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (E2A)  Santa Cruz Biotechnology,  
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        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (GAPDH)  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (EGFR)  Cell signaling, แคนาดา 

  Rabbit polyclonal antibody (Caspase 9) Cell signaling, แคนาดา 

  Goat polyclonal antibody (G1P3)  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Anti-rabbit IgG, Alexa Fluor® 555 Conjugate Cell signaling, แคนาดา 

SuperSignal West Femto   Thermo scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Maximum Sensitivity Substrate 

  SuperSignal West Pico    Thermo scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Chemiluminescent Substrate  

  Kodak BioMaK light film   Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 

  Kodak processing chemicals   Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
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3. วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ EGFR, Id1, Caspase 9, E2A และ G1P3 ดวย

เทคนิค Western blot 

3.1.1 การเตรียม Cell culture เพื่อใชในการศึกษา 

 เพาะเล้ียงเซลล HaCaT ดวย Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) ที่ผสมกับ fetal bovine serum 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 

100 U และ Streptomycin 100 μg/ml โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต แลวทําการ Seed cell จํานวน 3x106 

เซลลตอจานเพาะเล้ียงขนาด 15x60 มิลลิเมตร โดยมปีริมาตรรวมเทากับ 4 มิลลิลิตร แลวนําเซลล

มาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นตเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนัน้นาํเซลลมากระตุนดวย TNF-α 10 ng/ml และIFN-γ 10 

ng/ml เพื่อทาํใหเซลลเปน In vitro model ของโรคสะเก็ดเงนิ แลวนาํเซลลมาบมในตูอบเซลล

เพาะเล้ียงที่มอุีณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

3.1.2 การนาํเซลล HaCaT มาทดสอบกับสารสกัดจากสมุนไพรไทย 

 นําเซลลที่ถกูกระตุนมาทดสอบกับสารสกดัสมุนไพรไทย ดังนี ้ชุดที ่1 อาหารเล้ียงเซลล 

(Negative control) ชุดที่ 2 สารสกัดสมุนไพรไทย 3 ชนิดจากตัวทําละลายเอทานอล ประกอบดวย 

1) ขาที่ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 2) 

ขมิ้นที่ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) 3) 

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) ชุด

ที่ 3 DMSO 0.0063 เปอรเซ็นตในอาหารเล้ียงเซลล สําหรับขา และนอยหนา 0.0067 เปอรเซ็นตใน

อาหารเล้ียงเซลล สําหรับขมิ้น ซึง่มีปริมาตรสุดทายเทากบั 4 มิลลิลิตร โดยนําเซลลมาบมในตูอบ

เซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปน

เวลา 48 ชั่วโมง 

 

 

35 



93 

 

3.1.3 การสกดัโปรตีนจากเซลลเพาะเลีย้ง โดยการใช Nonidet-P40 (NP-40) lysis buffer 

 หลังจากครบเวลาที่กําหนดแลวทําการสกดัโปรตีนดวยการใช Nonidet-P40 (NP-40) 

lysis buffer โดยการนําจานเพาะเล้ียงออกมจากตูอบเซลลเพาะเล้ียง ทาํการดูดอาหารเล้ียงเซลล 

และสารสกัดสมุนไพรออกใหหมด แลวทําการลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรเยน็บนน้ําแข็งจาํนวน 

2 คร้ัง จากนัน้เติม Nonidet-P40 (NP-40) lysis bufferที่เย็น 200 ไมโครลิตร ขูด(Scrape)เซลลบน

น้ําแข็งออกจากจานเพาะเล้ียงเซลลใหหมดโดยใชที่ขูดเซลล(Scraper) จากนั้นดูดเซลลทั้งหมด

จากจานเพาะเล้ียงใสหลอดทดลองที่เยน็ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนาํไปผสมใหเขากันดวยเคร่ือง 

Orbital shaker ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปปนทีค่วามเร็ว 12000 

rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี แลวทาํการดูดสวนใสทัง้หมดที่ไดใสหลอด

ทดลองใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําโปรตีนที่ไดจากการสกัดจากเซลลเพาะเล้ียงไปวัดความเขมขน

ของโปรตีนดวยวิธ ีBradford Protein Assay หรือนาํไปเก็บที่อุณหภูม ิ-20 หรือ -80 องศาเซลเซยีส 

3.1.4 การวัดความเขมขนของโปรตีน ดวยวธิี Bradford Protein Assay 

 วิธี Bradford Protein Assay เปนวิธีที่ใชหาปริมาณโปรตีน โดยใชความสัมพันธระหวาง

ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) กับคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยการเตรียมสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของการวัดความเขมขน

ของโปรตีน โดยใชผง Bovine serum albumin (BSA) ผสมกับน้าํที่ความเขมขนเร่ิมตนคือ 1 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร แลวความเขมขนสุดทายคือ 1.95 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งทําเปน Serial 

dilution ทั้งหมด 10 ความเขมขนดวยกนั สําหรับการวัดความเขมขนของโปรตีนนัน้จะทําการดูด

โปรตีน 2 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํา Milli-Q 98 ไมโครลิตร เติมน้ํายา Bradford Working Buffer ลงไป 

1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวต้ังทิง้ไว เปนเวลา 10 นาททีี่อุณหภูมหิอง เมื่อครบเวลาแลวทําการ

ผสมใหเขากนั แลวดูดมา 150 ไมโครลิตร ใสจาน 96 หลุม นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 595 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate Reader (ภาพที่ 3.2) คํานวณหาคาความเขมขนของ

โปรตีนจาก Standard curve และคูณดวย Dilution factor กับความเขมขนของโปรตีนที่คํานวณ

ได 
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ภาพท่ี 3.2 Microplate Reader  

ที่มา: http://www.genengnews.com/more/keyword/assay-development/8/25/ 
3.1.5 การแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุล (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis SDS-PAGE) 

 เปนวธิีการแยกโปรตีน โดยอาศัยความแตกตางของขนาดโปรตีน (Molecular weight) 

โดยมีหลักการคือ โปรตีนจะถูกทาํใหเสียสภาพ จากการไปทําลายพนัธะไดซัลไฟดของโปรตีน จาก

สาร 2-mercaptoethanol เม่ือนําโปรตีนไปใหความรอนที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาทีนัน้ 

และโปรตีนทัง้หมดจะถกู Sodium dodecyl sulfate (SDS) ที่มีคุณสมบัติเปน detergent และมี

ประจุลบจับอยางหนาแนน ทําใหโปรตีนทัง้หมดมีประจุลบ โดยโปรตีนจะเสียสภาพจากรูปรางทรง

กลมไปอยูในสภาพเหยียดตรง จากนั้นโปรตีนที่มีประจุลบจะเคล่ือนที่ไปหาข้ัวไฟฟาที่มีประจุบวก 

โดยการเคลื่อนที่ของโปรตีนนั้นจะอาศัยความแตกตางของนํ้าหนักโมเลกุลเพียงอยางเดียว (ภาพที่ 

3.3) 

 โดยการเตรียม 5 เปอรเซน็ตเจล สําหรับ Stacking gel, 10 เปอรเซ็นตเจล สําหรับ 

Separating gel ของโปรตีน Caspase 9, E2A, EGFR และ GAPDH และ 18 เปอรเซ็นตเจล 

สําหรับ Separating gel ของโปรตีน Id1 และ G1P3 แลวทําการเตรียม Sample เพื่อใสลงใน

เคร่ืองสําหรับ Run SDS-PAGE โดยทาํการผสม Sample กับ Laemmli sample buffer ใน

อัตราสวน 1:1 แลวนําไป incubateที่ 95ºC เปนเวลา 5 นาที จากนัน้หยอดโปรตีนปริมาณ 20 μg  

บนเจลที่เตรียมไวเพื่อแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุล โดยใชกระแสไฟฟาดวยความตางศักย 90 

โวลต เปนเวลา 30 นาท ี และ ความตางศักย 120 โวลตเปนเวลา 120 นาที สําหรับโปรตีน 
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Caspase 9, E2A, EGFR และ GAPDH ที่ความตางศักย 70 โวลต เปนเวลา 30 นาท ีและ ความ

ตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 120 นาที สําหรับโปรตีน Id1 และ G1P3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

ภาพท่ี 3.3 การแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุล (SDS-PAGE)  

ที่มา: http://www.molecularstation.com/sds-page-gel-electrophoresis/. 

3.1.6 การถายโอนโปรตีนจากเจลสูแผนเมมเบรน (Immunoblotting) 

 เปนการถายโอนโปรตีนจากแผนเจลที่ผานการแยกดวยวธิี SDS-PAGE ลงสูแผนเมมเบรน

ที่มีประจุบวก คือ Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane หรือ Nitrocellulose membrane

โดยใชวิธ ีWet tank ซึ่งเปนการยายโปรตีนโดยอาศัยบัฟเฟอรเปนตัวชวย (ภาพที่ 3.4) 
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ภาพท่ี 3.4 การถายโอนโปรตีนจากแผนเจลสูแผนเมมเบรน  

ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot. 
ทําการตัดแผน PVDF membrane ใหไดขนาดตามที่ตองการ จากนั้นทําการ Activate 

membrane โดยการแชใน Absolute methanol เปนเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลานําไปแชใน 

Transfer buffer ที่เย็นที่เตรียมไว จากนั้นทําการลอกแผนเจลออกมาจากกระจก แลวแชดวย 

Transfer buffer ที่เย็นเชนกัน ทําการประกบเจล และ membrane ดวยตลับประกบ โดยวางวัสดุ

จากข้ัวลบ(ดํา) ไปบวก(แดง) ตามลําดับ ดังนี้ ฟองน้ํา, กระดาษกรอง, แผนเจล, แผน PVDF 

membrane, กระดาษกรอง และฟองน้ํา จากนั้นเติม Transfer buffer ใหทวมตลับประกบ แลวทํา

การปดฝาแท็งก วางไวในภาชนะท่ีหลอดวยน้ําแข็งโดยรอบ แลวทําการถายโอน โดยใช

กระแสไฟฟาที่คงที่ที่ 150 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 2 ชั่วโมง สําหรับโปรตีน Caspase 9, E2A, 

G1P3 Id1และ GAPDH เปนเวลา 3 ชั่วโมง สําหรับโปรตีน EGFR เมื่อครบเวลาแลวนําแผนเมม

เบรนมาแชดวย TBS-T เปนเวลา 5 นาที สวนแผนเจลที่ถายโอนโปรตีนเสร็จแลวสามารถนํามา

ตรวจสอบวามีการถายโอนโปรตีนไปจนหมดแลว ดวยการนํามายอมสี Coomassie blue 

3.1.7 การปองกันการเกิดการจับของโปรตีนที่ไมจาํเพาะบนแผนเมมเบรน (Blocking) 

 การ Blocking เปนการปองกันการเกดิการจับของโปรตีนที่ไมจําเพาะบนแผนเมมเบรน 

ดวยการใช blocking buffer คือ 5 เปอรเซ็นต non-fat dry milk ละลายใน TBS-T โดยโปรตีนนีจ้ะ

ไปจับอยูบนพืน้ทีว่างของเมมเบรน ยกเวนบริเวณที่มีโปรตีนที่จําเพาะจับอยู โดยการนาํแผนเมม

เบรนไปแชอยูใน blocking buffer แลวนําไปเขยาเบาๆ บนเคร่ืองเขยา (Rotator) เปนเวลา 1 
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ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวนาํแผนเมมเบรนมาลางดวย TBS-T ดวยการแชเมมเบรนใน TBS-T 

จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาท ี

3.1.8 การติดตามผล (Detection) 

 ในข้ันตอนการติดตามผลนั้น เราจะใชวธิี Two steps detection (ภาพที่ 3.5) โดยใช 

Primary antibody เขาไปจับกับโปรตีนที่จําเพาะ ซึง่เปนโปรตีนที่สนใจ โดยแตละโปรตีนอาจใช

อัตราสวนที่แตกตางกนั ดังนี้ สําหรับ anti-GAPDH, anti-Caspase 9, anti-EGFR ใชอัตราสวน 

1:10000 สําหรับ anti-E2A ใชอัตราสวน 1: 4000 และสําหรับ anti-Id1, anti-G1P3 ใชอัตราสวน 

1: 2000 ซึ่งจะละลายอยูใน Tris-Buffered Saline Tween-20 (TBS-T) โดยจะนาํแผนเมมเบรนมา

แชเปนเวลา 1 ชั่วโมง สําหรับ anti-GAPDH, anti-Id1, anti-G1P3 และ anti-E2A และแชเปนเวลา

ขามคืนสําหรับ anti-Caspase 9 และ anti-EGFR เมื่อครบเวลาแลวทาํการลางแผนเมมเบรนเพ่ือ

นําเอาแอนติบอดีสวนเกนิออกดวย TBS-T จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15-30 นาท ีจากนั้นข้ันตอไปจะ

ใช Secondary antibody เขามาจับ Primary antibody คือ anti-rabbit และ anti-goat ที่ติดฉลาก

ดวยเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) โดยใชอัตราสวน 1:10000 สําหรับจับกับ anti-

GAPDH, anti-Caspase 9 และ anti-EGFR อัตราสวน 1:8000 สําหรับจับกบั anti-E2A และ

อัตราสวน 1:3000 สําหรับจับกับ anti-Id1 และ anti-G1P3 ซึ่งจะละลายอยูใน TBS-T โดยจะนาํ

แผนเมมเบรนมาแชเปนเวลา 45 นาท ี เมื่อครบเวลาแลวทําการลางแอนติบอดีสวนเกินออกดวย 

TBS-T จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15-30 นาท ี

 
 

ภาพท่ี 3.5 การติดตามผลดวยวิธ ีTwo steps detection  

ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot. 
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3.1.9 การวิเคราะหผล (Analysis) 

การวิเคราะหผลนั้น เราจะใชวิธี Chemiluminescent detection ( ภาพที ่ 3.6) ซึ่งเปน

วิธีการติดตามการเรืองแสง โดยการใช Substrate ซึ่งจะถกูยอยดวยเอนไซมที่ติดฉลากอยูบน 

Secondary antibody ซึ่ง Substrate ที่ใช คือ SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate โดยใส substrate แลวทิ้งไวประมาณ 1-5 นาท ี จากนัน้ติดตามการเรืองแสงโดยการ

นําไปถายภาพดวยเคร่ืองถายภาพเจล (Gel documentation) หรือนําแผนเมมเบรนไปประกบฟลม 

จากนั้นทําการลางฟลมดวยการแชลงในน้าํยา Develop ที่เจอืจางแลวดวยน้ําประมาณ 2 นาท ี

จากนั้นลางฟลมในน้าํประมาณ 1 นาที แลวแชฟลมลงในน้ํายา Fixer ที่เจอืจางแลวดวยน้ํา

ประมาณ 3 นาที แลวลางฟลมในน้าํประมาณ 1 นาที เมื่อครบเวลาแลวทาํการตากฟลมใหแหง ซึง่

ทุกข้ันตอนนัน้ตองทําในทีม่ดื หามมีแสงเด็ดขาด เนื่องจากแสงอาจทาํปฏิกิริยากับฟลมได 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3.6 Chemiluminescent detection  

ที่มา:http://www.biorad.com 
3.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของดวยเทคนิค Immunocytochemistry และใชกลอง

จุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

3.2.1 การเตรียม Cell culture เพื่อใชในการศึกษา 

 เพาะเล้ียงเซลล HaCaT ดวย Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) ที่ผสมกับ fetal bovine serum 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 
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100 U และ Streptomycin 100 μg/ml โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต แลวทําการ Seed cell ใสใน 6 well 

cell culture plate ซึ่งใส Coverslip ไวเรียบรอยแลว จาํนวน 3x106 เซลลตอหลุม โดยมีปริมาตร

รวมเทากับ 2 มิลลิลิตร แลวนาํเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มอุีณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นตเปนเวลา 18-24 ชัว่โมง จากน้ันนาํเซลลมากระตุนดวย 

TNF-α 10 ng/ml และIFN-γ 10 ng/ml เพื่อทําใหเซลลเปน in vitro model ของโรคสะเก็ดเงนิ 

แลวนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซ

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3.2.2 การนาํเซลล HaCaT มาทดสอบกับสารสกัดจากสมุนไพรไทย 

 นําเซลลที่ถกูกระตุนมาทดสอบกับสารสกดัสมุนไพรไทย ดังนี้ ชุดที ่ 1 อาหารเล้ียงเซลล 

(Negative control) ชุดที ่ 2 สารสกัดจากนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลที่ความเขมขน 

0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) ซึ่งมีปริมาตรสุดทายเทากับ 

2 มิลลิลิตร โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงทีม่ีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซ

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3.2.3 การวิเคราะหระดับโปรตีนดวยวิธี Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศน

แบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

 Immunocytochemistry (ภาพที่ 3.7) เปนวิธีการนําความจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี

กับโปรตีนที่ตองการกับกลองจุลทรรศนมารวมกัน เพื่อศึกษาตําแหนงของโปรตีน หรือเปรียบเทียบ

ปริมาณของโปรตีนที่ตองการ โดยทําการติดฉลากแอนติบอดีดวยสีฟลูออเรสเซนตที่ตองการ 
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ภาพท่ี 3.7 หลักการของเทคนิค Immunocytochemistry  

ที่มา: http://www.wellesley.edu/Biology/Concepts/Html/antibodystaining.html. 

ในการวิเคราะหผลนัน้ เราจะทําการวิเคราะหโดยนาํตัวอยางไปดูภายใตกลองจุลทรรศน

แบบสองกราดดวยเลเซอร (Confocal Laser scanning microscopy) ซึ่งจะใชลําแสงในการสอง

ไปที่วัตถทุี่ตองการจะศึกษา และอาศัยการสะทอนกลับของลําแสง โดยใชตัวรับสัญญาณรับภาพที่

เกิดจากการสะทอน โดยกอนที่แสงจะกระทบกับวัตถุที่ตองการศึกษา จะตองผานเลนสทีท่าํให

ลําแสงมีชวงโฟกัสที่แคบลง และมีความสามารถในการทะลุทะลวง จึงสามารถเหน็ภาพไดในแนว

ลึก โดยหลักการของกลองจลุทรรศนแบบสองกราดดวยเลเซอรนั้น (ภาพที่ 3.8) คือ การใช Point 

illumination และ Pinhole ในการรวมแสงที่ดานหนาของตัว Detector เพื่อกําจัดสัญญาณที่อยู

นอกโฟกัส ลําแสงเปนแสงฟลออเรสเซนตที่อยูใกลๆ กับ Focal plane ทําใหสามารถจับภาพได

อยางคมชัดโดยเฉพาะตัวอยางที่อยูในที่ลึกลงไป แสงฟลูออเรสเซนตที่ออกจากตัวอยางจะมี

ปริมาณมากซ่ึงจะถกูสกัดโดย Pinhole เพื่อเพิม่ความละเอียดเปนเหตุใหลด Signal intensity 

ดังนัน้ ในบางคร้ังอาจมปีญหาภาพไมชดัเนื่องจากการรบกวนโดยแสงที่สะทอนจากตัวอยาง จึง

ตองทิ้งเวลาสองบริเวณนัน้เปนเวลานานข้ึน 

43 



93 

 

 
 

ภาพท่ี 3.8 หลักการของกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยเลเซอร  

ที่มา: http://www.ifr.ac.uk/materials/fractures/Confocal_microscopy.html. 

เม่ือบมเซลลจนครบเวลาแลว ทําการดูดสารสกัดจากนอยหนา และอาหารเล้ียงเซลลออก

จากจานเพาะเล้ียงเซลล จากนั้นลางเซลลดวย PBS เย็นจํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เมื่อครบ

เวลาแลวจึง Fix เซลลดวย Absolute methanol ที่แชใน -20 องศาเซลเซียสกอนการทดลอง โดยใส 

Absolute methanol ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาแลวลางเมทานอ

ลออกดวย PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้นใส 

5%BSA และ0.5% Triton X-100 ซึ่งละลายใน PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 1 

ชั่วโมง แลวลางดวย PBS เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ใส 

Primary antibody ในอัตราสวน 1:500 สําหรับ anti-Id1 และอัตราสวน 1: 2000 สําหรับ anti-

Caspase 9 และ anti-EGFR ที่ละลายใน 1% BSAใน PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 

2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวจึงลางแอนติบอดีสวนเกินออกดวย PBS เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

จํานวน 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ใส Secondary antibody ลงไป ซึ่งเปน Anti-rabbit ที่ติดฉลากดวยสี

ฟลูออเรสเซนต  Alexa Fluor® 555 ซึ่งจะทําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 555 นาโนเมตร และ

ปลดปลอยพลังงานออกมาที่ความยาวคล่ืน 565 นาโนเมตร โดยทําการใส Secondary antibody 
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ในอัตราสวน 1: 1000 สําหรับจับกับ anti-Id1 และอัตราสวน 1: 4000 สําหรับจับกับ anti-

Caspase 9 และ anti-EGFR ในปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 45 นาทีในที่มืด จากนั้นทํา

การลางแอนติบอดีสวนเกินออกดวย PBS เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร จํานวน 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที

ในที่มืด  

เมื่อครบเวลาแลวทําการยอมสีดวย Hoechst 33258 ซึ่งสีนี้จะเขาไปจับดีเอ็นเอ โดย

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร และทําการปลดปลอยพลังงานออกมาที่ความยาว

คล่ืน 461 นาโนเมตร จึงทําใหเห็นการเรืองแสงที่ดีเอ็นเอ โดยใส Hoechst 33258 ที่ความเขมขน 2 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรใน PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เปนเวลา 15 

นาทีในที่มืด จากนั้นลางสีที่เปนสวนเกินออกดวย PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จํานวน 5 คร้ัง 

คร้ังละ 5 นาทีในที่มืด เม่ือครบเวลาแลวทําการคีบ Coverslip ออกมาวางไวบนแผนสไลด แลวทา

บริเวณรอบๆ Coverslip ดวยน้ํายาทาเล็บ จากนั้นนําไปดูดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวย

แสงเลเซอร 

4. วิเคราะหผล 

               การทดสอบทัง้หมด จะยอมรับวามีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิเมื่อคา P-

value นอยกวา 0.05 (ความม่ันใจ 95 เปอรเซ็นต) โดยใช student’s t-test และใชโปรแกรม 

Microsoft Office Excel เวอรชั่น 2007 ในการแสดงผลเปนรูปตาราง และกราฟ (Microsoft, 

สหรัฐอเมริกา) 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Epidermal growth factor receptor (EGFR) ดวย

วิธี Western blot 

               ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมนุไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ EGFR เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน EGFR ไดอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดัง

ภาพที ่4.1 และภาพที่ 4.2 
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ภาพท่ี 4.1 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 

EGFR 175 kDa
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ภาพท่ี 4.2 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated      =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO           =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50         =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50            =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50            =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.3 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 

EGFR 175 kDa
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ภาพท่ี 4.4 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.5 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขมิ้น จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.6 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 

μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ E2A ดวยวิธี Western blot 

               ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมนุไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ E2A เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

สมุนไพรไทยจากขมิ้น, ขา และนอยหนาทีค่วามเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 มีการ

แสดงออกที่ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดังภาพที ่4.7 ถึงภาพที่ 

4.12 

 
 

ภาพท่ี 4.7 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.8 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.9 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 

(3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 

55 



93 

 

 
ภาพท่ี 4.10 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) 

และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50  
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ภาพท่ี 4.11 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขมิ้น จากตัวทาํละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.12 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) 

และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Inhibitor of differentiation or DNA binding-1 

(Id1) ดวยวธิ ีWestern blot 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Id1 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Id1 ไดอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P < 0. 05) แสดงดังภาพ

ที่ 4.13 และภาพที่ 4.14 

 
ภาพท่ี 4.13 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.14 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50  
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ภาพท่ี 4.15 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 

(3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.16 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Id1ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) 

และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.17 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขมิ้น จากตัวทาํละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.18 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) 

และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.4 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยท่ีมี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Interferon inducible gene 6-16 (G1P3) 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ีผล

ตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ G1P3 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

สมุนไพรไทยจากขมิ้น, ขา และนอยหนาทีค่วามเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 มีการ

แสดงออกที่ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดังภาพที ่4.19 ถึงภาพที ่

4.24 

 

 
ภาพท่ี 4.19 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.20 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.21 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.22 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.23 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขมิ้น จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.24 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 

μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.5 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Caspase 9 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยที่

มีผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Caspase 9 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย 

TNF-α และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทาํ

ละลายเอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

จากนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 

μg/ml) สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 แบบ Full lenght ไดอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P < 0.05) และสารสกัดจากนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 

(6.3 μg/ml) สามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 แบบ Active form ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ภาพที ่4.25 และภาพที ่4.26 
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ภาพท่ี 4.25 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 

(1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวธิี Western 

blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.26 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบ

กับสารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 

(3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.27 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดขา จากตัวทาํละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 

74 



93 

 

 
ภาพท่ี 4.28 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบ

กับสารสกัดขาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25 IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.29 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดขมิ้น จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 

μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.30 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบ

กับสารสกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 

μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated      =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO         =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50       =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25 IC50 

0.5IC50            =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50           =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 

77 



93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 4.31 (A) โปรตีนตัวอยางทีน่ํามาแยกบน SDS-PAGE และยอมดวยสี Coomassie 

brilliant blue G แสดงใหเหน็วา ปริมาณโปรตีนที่นาํมา load นั้นมีปริมาณไมแตกตางกนั 

  (B) Broad Range Protein Molecular Weight Markers 

A B 
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4.6 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Epidermal growth factor receptor (EGFR) ดวย

วิธี Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

               ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมนุไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ EGFR เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน EGFR ได แสดงดังภาพที ่4.32 
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ภาพท่ี 4.32 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี 

Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

Untreat      = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

0.25IC50     = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.25 IC50 

0.5IC50       = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.5 IC50 

IC50        = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน  

         IC50 
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4.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Inhibitor of differentiation or DNA binding-1 

(Id1) ดวยวธิIีmmunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Id1 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Id1 ไดแสดงดังภาพที ่4.33 
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ภาพท่ี 4.33 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Immunocytochemistry 

และใชกลองจลุทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

Untreat      = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

0.25IC50     = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.25 IC50 

0.5IC50       = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.5 IC50 

IC50        = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน  

         IC50 
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4.8 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Caspase 9 ดวยวธิ ีImmunocytochemistry และ

ใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Caspase 9 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถกูกระตุนดวย 

TNF-α และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทาํ

ละลายเอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

จากนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 

μg/ml) สามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ไดแสดงดังภาพที่ 4.34 
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ภาพท่ี 4.34 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 

(1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวธิี 

Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

Untreat      = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

0.25IC50     = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.25 IC50 

0.5IC50       = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.5 IC50 

IC50        = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน  

          IC50 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพร

ไทยทีม่ีผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนทีเ่กี่ยวของกับการเพิ่มจาํนวนของเซลล การแปรรูปของ

เซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลพบวา สารสกัดจากใบนอยหนา สามารถลดการ

แสดงออกของโปรตีน EGFR ที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ 

IC50 (6.3 μg/ml) และ Id1 ที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ 

IC50 (6.3 μg/ml) ได อีกทั้งสามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ที่ความเขมขน 0.5 

IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) ได นั่นแสดงวาสารสกัดจากนอยหนามฤีทธิ์ในการตาน

โรคสะเก็ดเงนิที่เกี่ยวของกบักระบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล การแปรรูปของเซลล และการตาย

แบบอะพอพโทสิสของเซลลได 

อภิปรายผลการวิจัย 
การทดสอบฤทธิ์ตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยนัน้ ผูวิจยัไดทําการ

ทดสอบในเซลลเพาะเล้ียง คือเซลล HaCaT เปนเซลลเพาะเล้ียงผิวหนงัมนษุยที่มีอัตราการแบงตัว

ที่เร็วกวาปกติคลายกับผิวหนังของผูปวยโรคสะเกด็เงิน จึงเปนเซลลทีน่ิยมใชเปน In vitro model 

สําหรับการศึกษาในโรคนี้ โดยผูวิจัยใชเซลล HaCaT เพื่อใชในการศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพร

ไทยที่ออกฤทธิ์ตานโรคสะเก็ดเงินในการแสดงออกระดับโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนเซลล 

การแปรรูปของเซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล  อีกทั้งผูวิจัยทําการกระตุนเซลลดวย 

TNF-α และ IFN-γ (40, 50) ซึ่งเปนไซโตไคนที่ทาํใหเกิดการอักเสบข้ึน โดยไซโตไคนนี้จะไป

กระตุน adhesion molecules เชน ICAM-1, V-CAM-1 หรือ E-selectin ไปเรียกให T cell มาใน

บริเวณนี ้ กอใหเกิดการอักเสบ การเปล่ียนแปลงของหลอดเลือด และเกิดการแบงตัวเพิม่จํานวน

ของเซลล keratinocyte ผิดปกติ และพบวามีปริมาณสูงในผูปวยโรคสะเก็ดเงนิ โดยทําการทดสอบ

สารสกัดสมุนไพรไทย ซึง่ประกอบไปดวย ขา ขมิน้ และนอยหนา เปนเวลา 48 ชัว่โมง ปกติแลว

เซลล HaCaT จะใชเวลาในการแบงตัวประมาณ 16 ชั่วโมง ผูวิจยัจึงคาดวานาจะครอบคลุมเวลาที่
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ใชในกระบวนการแบงตัวของเซลล กอนหนานีม้ีรายงานของคุณวิสาข ทองระกาศ ซึ่งเกีย่วกบั 

TGF-α ซึ่งเปน growth factor ฃนิดหนึง่ ซึ่งอยูในกลุมของ EGF family วามหีนาที่หลักในการ

ควบคุมการพฒันา และการเพ่ิมจํานวนของเซลลผิวหนงั (150) ซึ่ง TGF-α นั้นเพิม่สูงข้ึนในผูปวย

โรคผิวหนงัที่มลัีกษณะการเพิ่มจํานวนเซลลผิวหนังที่สูงข้ึน รวมทั้งในโรคสะเก็ดเงินดวย (151, 152

) พบวาสารสกัดจากขาเทานั้นที่สามารถยับยั้งการแสดงออกของ TGF-α ทัง้ในระดับ mRNA และ

โปรตีนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ( P< 0.05)  ทําใหผูวิจัยสนใจที่จะใชสารสกัดสมนุไพรไทยมา

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกีย่วของกับกระบวนการเพิม่จํานวนของเซลล การแปรรูปของ

เซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล อันประกอบไปดวยโปรตีน EGFR, Id1, Caspase 

9, E2A และ G1P3 

จากผลการวิจยัพบวา สารสกัดจากนอยหนาในตัวทาํละลายเอทานอล มีฤทธิ์

ตานโรคสะเกด็เงินในระดับโปรตีน ซึ่งเกีย่วของกับกระบวนการเพ่ิมจาํนวนของเซลล การแปรรูป

เซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล พบวาสารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอล

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน EGFR และ Id1 ได อีกทั้งยังสามารถเพ่ิมการแสดงออกของ

โปรตีน Caspase 9 ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P< 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 5.1 แสดงกลไกการทํางานของ EGFR เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดนอยหนา 

ดัดแปลงมาจาก: http://knol.google.com/ 
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 สารสกัดจากนอยหนาในตัวทําละลายเอทานอลสามารถลดการแสดงออกของโปรตีน 

EGFR ได จึงมีผลทําให การจับกันของ GRB2 และ SOS ลดลง และทําใหเกิด Phosphorylation 

ลดลง เกิดการสงสัญญาณผานทาง MAPK pathway ลดนอยลง สงผลใหเกิดการแบงตัวเพิ่ม

จํานวนลดลง เซลลเกิดการแปรรูปมากข้ึน และเกิดการตานการตายแบบอะพอพโทสิสลดนอยลง

ในโรคสะเก็ดเงิน 

ภาพท่ี 5.2 แสดงกลไกการทํางานของ Id1 เมื่อทาํการ treat ดวยสารสกัดนอยหนา (139) 

และสารสกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอล สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Id1 ได 

โดยไปลดการสงสัญญาณผานทาง MAPK pathway ดวยเชนกัน ทาํใหเซลลเกิดการแบงตัวเพิม่

จํานวนลดนอยลง เกิดการแปรรูปมากข้ึน และเกิดการตานการตายแบบอะพอพโทสสิลดนอยลงใน

โรคสะเก็ดเงนิ 
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ภาพท่ี 5.3 แสดงกลไกการทํางานของ Caspase 9 เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดนอยหนา (122) 

ในดานการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลพบวา สารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอ

ทานอล สามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 แบบ active form ได นัน่แสดงวาสาร

สกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอลสามารถไปกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของ

เซลล โดยผานทาง Intrinsic pathway มีผลทําใหเกิดการตายแบบอะพอโทสิสมากข้ึนในโรค

สะเก็ดเงนิ 
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ภาพท่ี 5.4 แสดงกลไกการทํางานของ EGFR เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดขาหรือขมิ้น 

ดัดแปลงมาจาก: http://knol.google.com/ 

ในการศึกษาคร้ังนี้ พบวาสารสกัดจากขา และขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอล ไมสารถลด

การสงสัญญาณผานทาง MAPK pathway ได ทําใหไมสามารถตานการแบงตัวเพิ่มจาํนวนของ

เซลล ไมสารถทําใหเกิดการแปรรูปของเซลลมากข้ึน และไมสารถไปกระตุนใหเซลลเกิดการตาย

แบบอะพอพโทสิสมากยิง่ข้ึนในโรคสะเกด็เงิน 
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ภาพท่ี 5.5 แสดงกลไกการทํางานของ Caspase 9 เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดขาหรือขมิ้น 

(122) 

ในดานการตายแบบอะพอพโทสิสนัน้ สารสกัดขา และขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอล ก็

ไมสารถเพิ่มการสงสัญญาณผานทาง Intrinsic pathway ของ Caspase 9 ได ทาํใหไมสารถเพิ่ม

การตายแบบอะพอพโทสิสไดในโรคสะเกด็เงิน ดังนัน้จึงสรุปไดวาสารสกัดจากนอยหนาจากตัวทํา

ละลายเอทานอล สามารถตานโรคสะเก็ดเงินตอการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเพิม่

จํานวนเซลล การแปรรูปของเซลล และการตายแบบอะพอโทสิสของเซลลได ในอนาคตคาดวา 

ควรทําการทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย โดยทาํการแยกสารออกฤทธิ ์ แลวนาํมาดูการ

แสดงออกของโปรตีน เพื่อทาํใหไดผลที่มปีระสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน ดังนั้นสารสกัดสมุนไพรไทย อาจ

เปนอีกทางเลือกหนึง่ที่ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงนิทีม่ปีระสิทธิภาพ ราคาถูก และมีความ

ปลอดภัยสูงอีกดวย 
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ขอเสนอแนะ 

การศึกษาในคร้ังนี้ผูวจิัยไมไดทําการแยกสารออกฤทธ์ิตางๆของสารสกดัสมุนไพร

ไทย ทําใหไมทราบวาการออกฤทธ์ิตานโรคสะเก็ดเงินนั้น เกิดจากสารออกฤทธิ์ของ Quercetin 

เพียงตัวเดียวหรือไม ดังนัน้ควรทาํการแยกสารออกฤทธ์ิ ซึง่อาจจะใชเทคนิค HPLC (High-

performance liquid chromatography) จะไดทราบวาฤทธ์ิการตานโรคสะเก็ดเงินนั้นมีฤทธิ์มา

จากสารออกฤทธิ์ตัวใด เพื่อใหไดขอมูลที่เปนประโยชน และชัดเจนมากยิ่งข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
ขอมูลจากการทดลอง 

 

กราฟมาตรฐานท่ีใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนทัง้หมด 
 

 
 

ทําการทดสอบสารโปรตีนมาตรฐานทุกคร้ังควบคูไปกับทําการตรวจวดัปริมาณโปรตีน 
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ภาคผนวก ข 

น้ํายา และสารละลายท่ีใชในการทดสอบ 

1. การเตรียม Nonidet-P 40 (NP-40) lysis buffer 

NP-40 buffer Final concentration Volume (100 ml) 

4M NaCl 150 mM 3.75 ml 

1M Tris, pH 8.0 50 mM 5 ml 

100% NP-40 1% 1 ml 

Milli-Q water  90.25 ml 

**100mM DTT 1 mM 1 ml 

***100mM PMSF 1 mM 1 ml 

**  เตรียมกอนใช โดยละลายใน Milli-Q water  และเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

*** เตรียมกอนใช โดยละลายใน Isopropanol และเตรียมเมื่อจะใชเทานั้น เนื่องจากสารคงตัวเปน

เวลา 30 นาท ี

 

2. Bradford protein assay 

2.1 การเตรียม Bradford Stock Solution (5X) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

  95% ethanol    100 มิลลิลิตร 

  85% Phosphoric acid   200  มิลลิลิตร 

  Serva blue G   350  มิลลิกรัม 

เก็บใหพนแสงที่อุณหภูมหิอง 

 2.2 การเตรียม Bradford Working Buffer (1X) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

  Milli-Q water   425  มิลลิลิตร 

  95% ethanol   15  มิลลิลิตร 

  85% Phosphoric acid   30  มิลลิลิตร 

  Bradford Stock Solution 30  มิลลิลิตร 
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 กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บใหพนแสงที่อุณหภูมหิอง 

 

3. การเตรียม Laemmli sample buffer 

Laemmli sample buffer Final concentration Volume (10 ml) 

10 % SDS 4% 4 ml 

100% 2-Mercaptoethanol 10% 1 ml 

85% Glycerol 20% 2 ml 

Bromphenol blue 0.004% Trace 

1M Tris-HCl, pH 6.8 0.125 M 1.25 ml 

Milli-Q water  1.75 ml 

 

4. การเตรียม polyacrylamide gel 

1.1 การเตรียม Separating gel 

Components 10% gel (5 

ml) 

12% gel (5 

ml) 

15% gel (5 

ml) 

18% gel (5 

ml) 

Milli-Q water 1.9 ml 1.6 ml 1.1 ml 0.6 ml 

1.5M Tris (pH 8.8) 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml 

10% SDS 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 

10% ammonium 

persulfate* 

0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 

TEMED* 0.002 ml 0.002 ml 0.002 ml 0.002 ml 

*เตรียม และใสหลังสุดเม่ือพรอม เนื่องจากเปนตัวที่ทาํใหเจลแข็ง 
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1.2 การเตรียม Stacking gel 

Components 5% gel (3 ml) 

Milli-Q water 2.1 ml 

30% acrylamide mix 0.5 ml 

1M Tris (pH 6.8) 0.38 ml 

10% SDS 0.03 ml 

10% ammonium persulfate* 0.03 ml 

TEMED* 0.003 ml 

*เตรียม และใสหลังสุดเม่ือพรอม เนื่องจากเปนตัวที่ทาํใหเจลแข็ง 

 

5. การเตรียม Running buffer (1X) ปริมาตร 1 ลิตร 

  25 mM Tris    3.03 กรัม 

  192 mM glycine   14.42  กรัม 

  0.1% SDS    1 กรัม 

  เติม Milli-Q water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 

 

6. การเตรียมสียอมเจล 100 มิลลิลิตรตอเจลDestain solution 

  สี Commassie brillian blue G  0.1  กรัม 

  100% Methanol (เปนตัวละลายสี) 50  มิลลิลิตร 

  Milli-Q water    40  มิลลิลิตร 

  Acetic acid (เติมหลังน้ําเสมอ)  10  มิลลิลิตร 

สามารถใชซ้าํไดอีก โดยเก็บที่อุณหภูมหิอง อยาใหถูกแสง 
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7. การเตรียม Destain solution 1000 มิลลิลิตร 

  100% Methanol   120  มิลลิลิตร 

  Milli-Q water    810  มิลลิลิตร 

  Acetic acid (เติมหลังน้ําเสมอ)  70  มิลลิลิตร 

 

8. การเตรียม Transfer buffer, pH 8.75 (1X) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  25 mM Tris    3.03  กรัม 

  192 mM Glycine   14.42  กรัม 

  20% Methanol    200  มิลลิลิตร 

  เติม Milli-Q water จนครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บที ่4 องศาเซลเซียส 

 

9. การเตรียม TBS-Tween 20 หรือ TBS-T (1X) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  20 mM Tris – HCl, pH 7.5  2.42  กรัม 

  150 mM NaCl    8.76  กรัม 

  1% Tween-20*    1  มิลลิลิตร 

  เติม Milli-Q จนครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมหิอง 

        * เติมกอนใช 

 

10. การเตรียม Blocking buffer (5% Non-fat dry milk) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  Non-fat dry milk   5  กรัม 

  เติม TBS-T จนครบ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอท่ีใชในการวิจัย 

สัญลักษณ คํายอ และคําอธิบาย 

คํายอ     คําอธิบาย 

%     เปอรเซนต 

/     per 

α     alpha 

γ     gamma 

μl     ไมโครลิตร 

Ab     Antibody 

Abs     Absorbance   

ACA     1’S’-1’-Acetoxychavicol acetate  

AMP     Adenosine monophosphate 

APC     Antigen presenting cell 

AP-1     Activator protein-1 

ATF     Activating transcription factor 

ATP     Adenosine triphosphate 

BDNF     Brain-derived neurotrophic factor 

CAD     Caspase-activated Dnase 

Caspase 9    Cystine-aspartic proteases 9 หรือ Cystine  
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dependent aspartate-directed proteases 9 

CD     Cluster of differentiation 

c-FLIP     Cellular-Flice-like inhibitory protein 

CIAP-1     Cellular inhibitory of apoptosis protein-1 

CLS     Cell lines service 

CMV-2     Human cytomegalovirus type 2 

DMEM     Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO     Dimethyl sulphoxide 

DNA     Deoxyribonucleic acid 

DTT     Dithiothreitol 

EBV     Epstein-Barr virus 

EGF     Epidermal growth factor 

EGFR     Epidermal growth factor receptor 

FAP-1     Fas-associated phosphatase-1 

FDA     Food and drug administration 

FKHR     Forkhead in rhabdomyosarcoma 

FBS     Fetal bovine serum 

GAPDH    Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
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GDP     Guanosine diphosphate 

GM-CSF    Granulocyte macrophage colony-stimulating  

factor 

GTP     Guanosine triphosphate 

G1P3     Interferon inducible gene 6-16 

HaCaT     Human keratinocyte cell 

HDL     High density lipoprotein 

HIV-1     Human immunodeficiency virus type 1 

HPLC     High-performance liquid chromatography 

HRP     Horseradise peroxidase 

HSV-1     Herpes simplex virus 1 

IAPs     Inhibitor of apoptosis protein 

ICAD     Inhibitor of caspase activated DNase 

ICAM     Intercellular adhesion molecule 

IC50     The half maximal inhibitory concentration 

Id1     Inhibitor of differentiation หรือ DNA binding-1 

IFN- γ     Interferon gamma 

Ig     Immunoglobulin 
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IL     Interleukin 

JNK     c-Jun N-terminal kinase 

LDL     Low density lipoprotein 

Maf     Musculoaponeurotic fibrosarcoma 

MAPK     Mitogen activated protein kinase 

MHC     Major histocompatibility complex 

mM     milliMolar 

mg     milligram 

ml     milliliter 

NP-40     Nonidet-P40 

P     P-value 

PBS     Phosphate buffered saline 

pH     Potential of hydrogen ion 

PI3K     Phosphatidylinositol 3-kinase 

PMSF     Phenylmethylsulphonyl fluoride 

PUVA     Psoralen and ultraviolet light A 

PVDF     Polyvinylidene fluoride 

RB     Regulation of cell cycle 
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RIP     Receptor interaction protein 

RTK     Receptor tyrosine kinase 

SDS     Sodium dodecyl sulphate 

S.E.M     Standard error of the mean 

SMACs     Second mitochondria-derived activator of  

caspase 

STAT     Signal transducer and activator of transcription 

TBST     Tris-buffered saline Tween 20 

TEMED     N, N, N’, N’ Tetramethylene diamine 

TGF-α     Transforming growth factor-alpha 

Th cell     T helper cell 

TNF-α     Tumor necrosis factor-alpha 

TRAIL     TNF-related apoptosis inducing ligand 

UVB     Ultraviolet light B 

VCAM     Vascular cell adhesion molecule 

XIAP     X-linked inhibitor of apoptosis protein 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาวฐิติพร จารึกเสรีสกุล สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิค

การแพทย) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป 2551 และไดเขาศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา 

หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป

การศึกษา 2552 
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