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บทคัดย่อภาษ าไทย  

ณัฐพงศ์ ขาวจิตร : ผลของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ต้านโรคสะเก็ดเงินต่อการ
แสดงออกของโปรตีนในเซลล์เคอราติโนไซต์ของมนุษย์: การศึกษาด้วยเทคนิคโปรตีโอ
มิกส์. (EFFECTS OF THAI HERBAL EXTRACTS WITH ANTI-PSORIATIC ACTIVITY 
ON EXPRESSION OF PROTEINS IN HUMAN KERATINOCYTES: A PROTEOMICS 
STUDY) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.เทวิน เทนค าเนาว์ , อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ร่วม: อ. ดร.ศิริพร แสงสุธรรม, 124 หน้า. 

โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เป็นโรคผิวหนังซึ่งมีการอักเสบแบบเรื้อรัง มีการแบ่งตัวของ
เซลล์เคอราติโนไซต์ที่มากกว่าปกติและพัฒนาการของเซลล์ผิดปกติ ในปัจจุบัน ยังไม่ทราบสาเหตุ
ของการเกิดโรคนี้แน่ชัด การรักษาจึงเป็นการรักษาตามอาการ ซึ่งเมื่อใช้ยาเป็นเวลานานก็ท าให้
เกิดผลข้างเคียงและอาการดื้อยา คณะผู้วิจัยจึงเล็งเห็นถึงความส าคัญของปัญหาดังกล่าวและ
เนื่องจากประเทศไทยมีสมุนไพรมากมาย สมุนไพรไทยจึงเป็นทางเลือกใหม่ที่จะน ามาใช้ในการ
รักษาโรคสะเก็ดเงินให้เกิดประสิทธิภาพ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ ได้มีเป้าหมายศึกษาสารสกัด
น้อยหน่า ข่า ขมิ้น และสารเควอซิทิน (Quercetin) ว่ามีกลไกต้านโรคสะเก็ดเงินอย่างไรในระดับ
โมเลกุล เนื่องจากระบบการท างานของเซลล์ต้องอาศัยโปรตีนเป็นตัวตอบสนองจากการกระตุ้น
ด้วยสัญญาณต่างๆ โปรตีนจึงมีบทบาทส าคัญ คือการเป็นเป้าหมาย (Target protein) ในการ
รักษา ดังนั้น วัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งนี้เพ่ือจ าแนกชนิดโปรตีนเป้าหมายที่ตอบสนองต่อการ
ทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า ข่า ขมิ้นและสารเควอซิทินที่เป็นสาเหตุท าให้เซลล์ผิวหนัง
เพาะเลี้ยง (Human Keratinocyte Cell Line, HaCaT cells) ซึ่งน ามาใช้เป็นโมเดลในการศึกษา
ในครั้งนี้ลดจ านวนลงได้โดยใช้เทคนิคทางด้านโปรตีโอมิกส์ ซึ่งประกอบด้วย Two-dimensional 
gel electrophoresis (2D-GE) และ tandem-mass spectrometry (MS/MS)  จากการศึกษา
พบว่า Cathepsin D, Enoyl-CoA hydratase, Heat shock protein beta-1 และ 
Peroxiredoxin-4 เป็นโปรตีนเป้าหมายร่วมที่ตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า ข่า
และขมิ้น และส าหรับ Cathepsin D นั้นพบว่าเป็นโปรตีนเพียงชนิดเดียวที่สามารถตอบสนองต่อ
การใช้สารสกัดน้อยหน่า ข่า ขมิ้นและสารเควอซิทิน โดยที่โปรตีนดังกล่าวเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์ พัฒนาการของเซลล์ การอักเสบ และการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis เป็นหลัก นอกจากนี้ คณะผู้วิจัยได้ทดสอบหาปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เพ่ือ
ศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ซึ่งน่าจะมี
บทบาทในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ ผลการวิเคราะห์ พบว่า สารสกัดจากขมิ้น
มีปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด และแปรผันตรงกับการลดลงของจ านวนเซลล์เคอราติโน
ไซต์ ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนี้ ท าให้ทราบโปรตีนเป้าหมายใหม่ๆ เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในการ
รักษาโรคสะเก็ดเงินต่อไปในอนาคต 

ภาควิชา เคมีคลินิก 

สาขาวิชา ชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ 
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Psoriasis is a chronic inflammatory skin disorder, which is characterized by 
cutaneous inflammation, hyperproliferation and abnormal differentiation of keratinocytes. The 
exact cause of psoriasis remains to be elucidated. The current treatment of psoriasis is to deal 
with the symptoms point by point. Psoriatic patients are still unsatisfied with the treatment 
due to drug resistance and side effects, especially when taking a medication for a long time. 
The researchers have recognized the importance of these issues, thus aiming to study Thai 
herbs as new alternatives for therapy. Thai herbs (Annona squamosa, Alpinia galanga and 
Curcuma longa) and quercetin were included in this current study since they were 
demonstrated to exhibit the anti-psoriatic activity. Since the cellular system is known to 
respond to stimuli via signaling cascades, target proteins play significant roles and have 
become targets for treatment.  The objective of the present study is to identify the target 
proteins of psoriasis upon treatment with Annona squamosa, Alpinia galanga, Curcuma longa 
and quercetin using an in vitro model, human keratinocyte cell line (HaCaT). Employing 
proteomics tools including two-dimensional gel electrophoresis (2D-GE) and liquid 
chromatography - tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), we found that Cathepsin D, Enoyl-
CoA hydratase, Heat shock protein beta-1 and Peroxiredoxin-4 were common target proteins 
in response to the extracts derived from Annona squamosa, Alpinia galanga and Curcuma 
longa. Cathepsin D was the one also responded to Annona squamosa, Alpinia galanga, 
Curcuma longa and quercetin treatment, that signifying its role in psoriatic treatment. This 
protein has been shown to be involved in cell proliferation, differentiation, inflammation and 
apoptosis. In addition, the researchers determined phenolic compound and flavonoid content 
to study the potential of antioxidants of these herbal extracts, which were expected to play a 
role in inhibiting proliferation of keratinocytes. The results showed that curcuma longa 
extracts have the highest antioxidant activity, which was directly proportional to the anti-
psoriatic activity. Therefore, this study suggested the target proteins, which can be further 
elucidated and applied for psoriatic treatment in the future. 
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
โรคสะเก็ดเงินเป็นโรคผิวหนังซึ่งมีการอักเสบแบบเรื้อรังและมีการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโน

ไซต์ที่มากกว่าปกติ โรคที่มีความซับซ้อนเนื่องจากปัจจัยทางพันธุกรรม ระบบภูมิคุ้มกันและ
สิ่งแวดล้อม [1] จัดอยู่ในกลุ่มโรคของ organ specific autoimmune ซึ่งถูกกระตุ้นด้วยระบบ
ภูมิคุ้มกันทั้ง innate และ adaptive immunity โดยอุบัติการณ์ของโรคสะเก็ดเงินทั่วโลกพบ
ประมาณร้อยละ 2-4 [2] และสามารถเกิดได้กับทุกเพศทุกวัย [3] ผู้ป่วยจะมีผื่นแดงเหมือนมีเลือดคั่ง
อยู่ภายใต้ชั้นผิวหนังและมีสะเก็ดสีเงินปกคลุมผิวหนังไว้ [4] จากการส ารวจของสถาบันโรคผิวหนัง
แห่งประเทศไทยในช่วงปี พ.ศ. 2548-2551 มีการลงทะเบียนผู้ป่วย 11,1548 รายจาก 32 สถาบันทั่ว
ประเทศ โดยพบว่ามีอัตราส่วนเพศชายต่อเพศหญิงที่เข้าร่วมโครงการทะเบียนเป็น 1.3:1 [5] และจาก
รายงานของสมาคมแพทย์ผิวหนังแห่งประเทศไทยในปี พ.ศ. 2555 พบว่าในประเทศไทยมีอุบัติการณ์
ของโรคสะเก็ดเงินอยู่ที่ร้อยละ 2 ของประชากรทั้งประเทศ นั่นหมายถึงมีผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินอยู่
ประมาณ 1 ล้านคน [6] เนื่องจากโรคสะเก็ดเงินเป็นโรคเรื้อรังจึงส่งผลกระทบต่อสุขภาพกายและ
จิตใจของผู้ป่วย ซึ่งจากการวิจัยถึงคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน พบว่าการลดความรุนแรงของ
โรค การดูแลตนเองตลอดจนการได้รับความรู้ ความเข้าใจที่ถูกต้องจะเป็นส่วนช่วยท าให้คุณภาพชีวิต
ของผู้ป่วยดีขึ้น [7] เนื่องจากโรคสะเก็ดเงินเป็นโรคที่ยังไม่ทราบถึงสาเหตุของการเกิดที่แท้จริง ดังนั้น
การรักษาในปัจจุบันจึงเป็นการรักษาตามอาการของผู้ป่วย [8] ถึงแม้ว่าในปัจจุบันมีการใช้วิธีทาง
ชีวภาพ (biological drug) เพ่ือเข้ามาใช้ในการรักษาซึ่งมีความจ าเพาะซึ่งจะไปออกฤทธิ์ที่เป้าหมาย
โดยตรง แตอ่ย่างไรก็ตามยังมีรายงานถึงผลข้างเคียงเม่ือใช้เป็นเวลานาน [9] การรักษาผู้ป่วยจึงจ าเป็น
ที่จะต้องค านึงถึงความปลอดภัยต่อผู้ป่วยเอง ตลอดจนค่าใช้จ่ายซึ่งจะต้องไม่แพงจนเกินไป ด้วยเหตุนี้
จึงจ าเป็นที่จะต้องมีการค้นคว้าหาวิธีการรักษาแบบใหม่ๆ เนื่องจากประเทศไทยมีสมุนไพรมากมาย
หลายชนิด ปัจจุบันจึงมีการศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับการน าสมุนไพรไทยมาใช้ในการรักษาโรคต่าง ๆ อีก
ทั้งมีผลข้างเคียงน้อยมากเมื่อเทียบกับการใช้ยาแผนปัจจุบัน ดังนั้นการรักษาด้วยสมุนไพรจึงเป็น
ทางเลือกหนึ่งที่สามารถน ามาใช้ในการรักษาโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ ราคาไม่แพง  และที่ส าคัญคือ
ปลอดภัยต่อตัวผู้ป่วยเอง โดยจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ซึ่งได้ท าการศึกษาค้นคว้าหาสมุนไพรไทยที่จะไป
มีผลยังยั้งการแบ่งเซลล์เคอราติโนไซต์และลดการแสดงออกของไซโตไคน์ที่มีผลต่อการเกิดโรคสะเก็ด
เงินจ านวน 11 ชนิด พบว่ามีสมุนไพรเพียง 3 ชนิดที่สามารถยับยั้งการเกิดโรคสะเก็ดเงินได้ซึ่ง
ประกอบด้วย น้อยหน่า (Annona squamosa) ข่า (Alpinia galanga) และขมิ้น (Curcuma 
longa) [10] และจากการค้นพบของ Vijayalakshmi A. และคณะในปี 2012 พบว่าสารเควอซิทิน 
(quercetin) ซึ่งเป็นสารฟลาโวนอยด์มีฤทธิ์ในยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ซึ่งเป็นไปได้ที่
จะน าสารเควอซิทินมาใช้ในการรักษาโรคสะเก็ดเงินต่อไป [11] 

คณะผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาถึงกลไกการท างานระดับเซลล์ต่อบทบาทของสารสกัดสมุนไพร
และสารเควอซิทินในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน และเนื่องจากโปรตีนเป็นปัจจัยส าคัญในการท างานของ
เซลล์  โดย เซลล์ต้ องอาศัยโปรตีนเป็นตัวตอบสนองจากการกระตุ้ นด้วยสัญญาณต่ างๆ              
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ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงใช้เทคนิคทางด้านโปรตีโอมิกส์ โดยอาศัยเครื่องมือซึ่งประกอบด้วย Two-
dimensional gel electrophoresis (2D-GE) และ Mass spectrometry เพ่ือช่วยในการจ าแนก
ชนิดของโปรตีนที่สามารถตอบสนองต่อการใช้สารสกัดจากน้อยหน่า ข่า ขมิ้นและเควอซิทินที่ส่งผลท า
ให้เซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยง (Human Keratinocytes Cell Line, HaCaT cells) ซึ่งน ามาใช้เป็นโมเดล
ในการศึกษาในครั้งนี้ลดจ านวนลงได้ และเพ่ือประโยชน์สูงสุดในการรักษาโรคสะเก็ดเงินอย่างมี
ประสิทธิภาพ ลดผลข้างเคียง และปลอดภัยต่อผู้ป่วย จึงจ าเป็นที่จะต้องมีการศึกษาให้เข้าใจถึงกลไก
การตอบสนองและเป้าหมายที่จ าเพาะ (target protein) ต่อการรักษาด้วยสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดและ
สารเควอซิทิน 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1.เพ่ือวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น คาดว่าน่าจะมีบทบาทในการ
ยับยั้งการอักเสบและการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ 
2.เพ่ือหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมและฟลาโวนอยด์ที่มีอยู่ในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้นที่
คาดว่าน่าจะมีบทบาทในการยับยั้งการอักเสบและการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ 
3.เพ่ือวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนที่เป็นเป้าหมาย (target protein) ที่มีบทบาทส าคัญในการยับยั้ง
การแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ในโรคสะเก็ดเงิน เมื่อท าการรักษาด้วยสารสกัดจากน้อยหน่า ข่า 
ขม้ินและเควอซิทิน 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

สมุนไพรไทยในการศึกษาครั้งนี้ ได้รับความอนุเคราะห์เหง้าข่าและขมิ้นจากสวนสมุนไพร
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง ใบน้อยหน่าได้รับความอนุเคราะห์
จากสวนของคุณ วาลุกา พลายงาม บ้านเลขที่ 41 หมู่ 8  ต.ดอนทราย อ.โพธาราม จ.ราชบุรี โดย
คณะผู้วิจัยจะศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในช่วง pH 3-10 จากการใช้สารสกัดจากใบน้อยหน่า 
เหง้าข่า ขมิ้นและสารเควอซิทินเพ่ือต้านโรคสะเก็ดเงิน โดยจะท าการศึกษาในเซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยง
มนุษย์ (Human Keratinocytes Cell Line, HaCaT cells) ซึ่งเป็นการศึกษาในลักษณะ in vitro 
model 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. มีความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการแสดงออกของโปรตีนในโรคสะเก็ดเงิน 
2. สามารถคัดกรองโปรตีนเป้าหมายใหม่ๆ (Novel target protein) เพ่ือน าไปสู่การรักษาโรค        
สะเก็ดเงิน 
3. องค์ความรู้ใหม่ที่เกิดขึ้นสามารถน าไปต่อยอดการวิจัยเพ่ือพัฒนาตัวยาที่มีอยู่ในสารสกัดของ
สมุนไพรทั้ง 3 ชนิดเพ่ือน ามารักษาโรคสะเก็ดเงินให้เกิดประสิทธิภาพ 
4. ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินมีแนวทางในการรักษาเพ่ิมมากข้ึน 
5. เพ่ือเป็นการเพ่ิมมูลค่าแก่สมุนไพรไทย 
 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคสะเก็ดเงิน 
โรคสะเก็ดเงินเป็นโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรังซึ่งมีผลกระทบต่อคนทั่วโลกประมาณ 2-4 % ของ

ประชากรโลก โดยมีปัจจัยส าคัญของการเกิดโรคคือ การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันท าให้มีการเพ่ิมการ
แบ่งตัว และการเปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลล์เคอราติโนไซต์ (keratinocytes) เกิดความผิดปกติไป 
[12] ซึ่งลักษณะของรอยโรคที่พบมักจะมีชั้นผิวหนังเป็นร่องรอยสีแดงและเป็นสะเก็ด ลักษณะทาง
เนื้อเยื่อบริเวณรอยโรคจะพบการหนาตัวขึ้นของหนังก าพร้า (acanthosis) [13] 

 
2.2 ความรุนแรงของโรคสะเก็ดเงิน [14] 

จากข้อมูลของมูลนิธิโรคสะเก็ดเงินแห่งชาติ (National Psoriasis Foundation) ได้แบ่ง
ระดับความรุนแรงของโรคสะเก็ดเงินเป็น 3 ระดับ ซึ่งจะประเมินจากสัดส่วนร่างกายของผู้ป่วยที่
ปรากฏรอยโรค (1% = surface area of the hand) ดังนี้ 
1. ระดับความรุนแรงน้อย (Mild case) พบรอยโรคปรากฏน้อยกว่า 3 % ของสัดส่วนพื้นที่ร่างกาย 
2. ระดับความรุนแรงปานกลาง (Moderate case) พบรอยโรคปรากฏ 3-10 % ของสัดส่วนพ้ืนที่
ร่างกาย 
3. ระดับความรุนแรงมาก (Severe case) พบรอยโรคปรากฏมากกกว่า 10 % ของสัดส่วนพ้ืนที่
ร่างกาย 

แต่อย่างไรก็ตาม การประเมินระดับความรุนแรงของโรคสะเก็ดเงิน (Severity of psoriasis) 
ควรจะพิจารณาในเรื่องของผลกระทบต่อคุณภาพชีวิต ซึ่งหมายถึงผลกระทบต่อกิจกรรมประจ าวัน
ของผู้ป่วยควบคู่ไปด้วยกัน เช่น ระดับความรุนแรงน้อย (Mind case) ซึ่งปรากฏรอยโรคน้อยกว่า 3% 
ของสัดส่วนพ้ืนที่ร่างกาย แต่หากรอยโรคนั้นเกิดขึ้นบริเวณฝ่ามือหรือฝ่าเท้าก็จะส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพชีวิตของผู้ป่วยเป็นอย่างมาก ผู้ป่วยดังกล่าวจึงจัดให้อยู่ในกลุ่มที่มีความรุนแรงปานกลาง 
(Moderate) จนถึงระดับอาการรุนแรงมาก (severe psoriasis) 

 
2.3 ชนิดของโรคสะเก็ดเงิน (Types of Psoriasis) [14, 15] 
1. Plaque Psoriasis (psoriasis vulgaris) เป็นชนิดที่พบมากที่สุดถึงร้อยละ 80 ของผู้ป่วยโรค
สะเก็ดเงิน จะมีลักษณะเป็นรอยผื่นแดงของการอักเสบ ขอบเขตชัดเจน ซึ่งรอยโรคสีแดงจะปกคลุม
ด้วยสะเก็ดสีเงิน สะเก็ดหนาและมีขุยมาก บริเวณที่พบ ได้แก่ ข้อศอก หัวเข่า หนังศีรษะ และแผ่น
หลังส่วนล่าง  
 
2. Guttate เป็นชนิดของโรคสะเก็ดเงินที่พบมากในวัยเด็กจนถึงวันรุ่นซึ่งพบได้น้อยกว่าร้อยละ 10-20 
ของผู้ป่วยทั้งหมด ลักษณะรอยโรคที่พบคือ ตุ่มแดง มีขุย (Fine scale) ซึ่งมักจะพบรอยโรคบริเวณ 
ล าตัวและแขนขา 
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3. Inverse เป็นชนิดของโรคสะเก็ดเงินที่พบได้น้อยมากประมาณ 3-7 % ของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน
ทั้งหมด ยากในการวินิจฉัย [16] สามารถพบรอยโรคได้ที่ รักแร้ ขาหนีบ ใต้ราวนม รอบอวัยวะเพศ
และก้น ลักษณะรอยโรคท่ีพบคือ ผื่นสีแดงอ่อน ราบเรียบและมันวาว 

 
4. Pustular เป็นโรคสะเก็ดเงินที่มีรอยโรคมีลักษณะเป็นตุ่มหนอง ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากการได้รับยา 
การสัมผัสกับรังสี UV การตั้งครรภ์ การติดเชื้อ ความเครียด และการหยุดใช้ยา หรือสาร steroid 
อย่างเฉียบพลัน โดยโรคสะเก็ดเงินประเภท Pustular สามารถแบ่งได้เป็น 3 ประเภทย่อยคือ  

4.1 Von Zumbusch ซึ่งผู้ป่วยมักจะมีอาการ ไข้ หนาวสั่น คันอย่างรุนแรง มีการสูญเสียน้ า 
ชีพจรเต้นเร็ว อ่อนเพลีย โลหิตจางจาก และมีการสูญเสียมวลของกล้ามเนื้อด้วย โดยสาเหตุสามารถ
เกิดขึ้นจากการติดเชื้อ การหยุดใช้ยาซึ่งเป็นสารจ าพวก steroid หรือยารักษาโรคสะเก็ดเงินอย่าง
เฉียบพลัน และการตั้งครรภ์ 

4.2 Palmoplantar pustulosis เป็นสาเหตุให้เกิดตุ่มหนองบริเวณฝ่ามือและฝ่าเท้า และ
บุคคลที่มีความเสี่ยงคือ ผู้ที่หยุดจากการสูบบุหรี่ ซึ่งอาจจะเกิดจากการตอบสนองที่เปลี่ยนไปต่อระดับ
ของ nicotine 

4.3 Acropustulosis (acrodermatitis continua of Hallopeau) เป็นโรคสะเก็ดเงินที่พบ
ได้น้อยมาก รอยโรคมักจะเจอบริเวณปลายมือ ปลายเท้า บ่อยครั้งที่มีอาการเจ็บบริเวณรอยโรค มีการ
สร้างเล็บที่ผิดปกติ และมีการเปลี่ยนแปลงของกระดูกในรายที่อาการหนักมาก 

 
5. Erythrodermic เป็นผื่นรอยโรคที่มีลักษณะแดงเกือบทั่วพ้ืนที่ผิวทั้งหมดของร่างกาย ซึ่งมี
ความสัมพันธ์กับ Von Zumbusch pustular psoriasis ซึ่งอาการ หรือความผิดปกติที่พบ เช่น 
อาการคันอย่างรุนแรง ไข้สูง หนาวสั่น หัวใจเต้นเร็ว อุณหภูมิร่างกายแปรปรวน และพบว่าผู้ป่วยมักมี
การสูบเสียโปรตีนซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดการเจ็บอย่างรุนแรง โดยเกิดจากการกระตุ้นจากการติด
เชื้อหรือการใช้ยา เช่น ยาต้านมาลาเรีย 
 
6. Psoriatic nails ความผิดปกติของเล็บสามารถพบร่วมด้วยในโรคสะเก็ดเงินทุกประเภทโดยพบได้ที่
นิ้วมือร้อยละ 50 แต่ในขณะที่นิ้วเท้าสามารถพบความผิดปกติได้แค่เพียงร้อยละ 35 ของผู้ป่วย
ทั้งหมด ลักษณะอาการที่พบคือ เล็บมีหลุม เล็บร่อน ปลายเล็บหนามีขุยใต้เล็บ หรือจุดสีน้ าตาลใต้เล็บ 
 
7. Psoriatic arthritis เป็นโรคของการอักเสบของกระดูก และกล้ามเนื้อซึ่งมีความสัมพันธ์กับโรค
สะเก็ดเงิน ผลการทดสอบทางห้องปฏิบัติการมักจะให้ผลลบ (Negative) ส าหรับ Rheumatoid 
factor (RF) โดยที่โรคนี้สามารถเกิดขึ้นได้ทั้งในเพศชายและหญิงในอัตราส่วนเท่าๆกัน ซึ่งจะส่งผลท า
ให้ข้อเกิดการเสียหาย และน าไปสู่ความพิการหากไม่ได้รับการรักษาที่ถูกต้อง [17]  
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2.4 สาเหตุการเกิดโรคสะเกด็เงิน 
สาเหตุของการเกิดโรคสะเก็ดเงินยังไม่ เป็นที่แน่ชัด แต่มีความเชื่อว่าเป็นโรคทางระบบ

ภูมิคุ้มกันชนิด T cell-mediated autoimmune disease โดยมี T lymphocyte หรือ T cell เป็น
เซลล์ที่มีบทบาทส าคัญต่อกลไกการเกิดโรคสะเก็ดเงิน เมื่อ T cell ได้รับการกระตุ้นจะมีการหลั่งสาร
ชนิดต่างๆ ออกมา จึงท าให้เซลล์เคอราติโนไซต์มีการแบ่งตัวเพ่ิมมาขึ้น โดยเริ่มต้นจาก antigen ที่ยัง
ไม่ทราบชนิด หรืออาจจะเป็นสิ่งแปลกปลอมจากภายนอกร่างกาย (foreign antigen) เช่น เชื้อโรค
หรือส่วนของเชื้อโรคที่เป็น super antigen หรือสารภายในร่างกาย (autologous antigen) เช่น 
peptide ของ keratin ไปกระตุ้น antigen presenting cell (APC) ให้เติบโต และน าเสนอ antigen 
ต่อ T cell เมื่อ APC น าเสนอ antigen ต่อ T cell จะเกิดการรับรู้ระหว่าง APC กับ T cell ผ่านทาง 
2 ช่องสัญญาณคือ เกิดจาก keratinocyte หรือ APC ที่แสดง MHC-I หรือ MCH-II น าเสนอ antigen 
ต่อ T cell receptor ที่ผิวของ T cell (ช่องสัญญาณที่ 1) และเกิดจากการใช้ตัวกระตุ้นร่วม       
(co-stimulatory accessory molecules) คือ ICAM-1, LFA-3, VCAM-1 และ B7 บน APC หรือ 
keratinocyte กับ LFA-1, CD2, VLA4 และ CD28/CTLA4 บน T cell ตามล าดับ (ช่องสัญญาณที่ 
2) โดยการน าเสนอ antigen ให้กับ T cell จะต้องเกิดช่องสัญญาณที่ 1 ร่วมกับช่องสัญญาณที่ 2 
เสมอจึงจะเกิดสัญญาณกระตุ้น T cell อย่างสมบูรณ์แบบ เมื่อการน าเสนอ antigen ให้กับ T cell 
เกิดสมบูรณ์แล้ว T cell receptor ก็จะส่งสัญญาณ (signal transduction) ผ่านเข้าไปในนิวเคลียส
ของ T cell เอง กระตุ้นให้เกิดกระบวนการ DNA transcription ของ T cell และเกิดผลต่างๆ
ตามมา เช่น หลั่ง cytokine และการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของ T cell โดยเฉพาะ T cell type1 (Th1 
และ Tc1) พบว่า T cell type1 ที่อยู่ในชั้นหนังก าพร้าจะเป็น Tc1 ส่วนในชั้นหนังแท้จะเป็น Th1 
เป็นส่วนใหญ่ เมื่อ Th1 cell ที่ถูกกระตุ้น และเพ่ิมจ านวนขึ้นจะมีการหลั่ง type1 cytokine เช่น 
IFN-γ, TNF-α และหลั่ง pro-inflammatory cytokines และ chemokines อ่ืนๆ เช่น TGF-α, IL-
6, IL-8 ดึงเซลล์เม็ดเลือดขาวต่างๆ ออกมาจากเส้นเลือด และก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่างๆ ใน
ผิวหนัง เช่น ท าให้เกิดการอักเสบและมีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดบริเวณผิวหนังที่เกิดโรค ซึ่ง
จะท าให้ท าให้เซลล์หลอดเลือดแสดงออกของ adhesion molecules ต่างๆ เช่น ICAM-1, VCAM-1 
VEGF ก่อให้เกิดการแบ่งตัวของผนังหลอดเลือด (angiogenesis) ในขณะเดียวกันนั้น cytokines บาง
ชนิด เช่น IL-1, IL-6, IL-8, TGF-α และ IFN-γ ก็ยังมีบทบาทส าคัญในการกระตุ้นเซลล์ผิวหนังให้
แบ่งตัวเพ่ิมขึ้น (hyperproliferation) ท าให้เกิดการหนาตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์บริเวณรอยโรค 
[18] 
 ส าหรับปัจจัยทางพันธุกรรมพบว่าอุบัติการณ์การเกิดโรคในฝาแฝด (concordance rate) 
ประเภทแฝดไข่ใบเดียวกัน (monozygotic twins) จะสูงถึงร้อยละ 35-91 แต่ในฝาแฝดไข่คนละใบ 
อุบัติการณ์ลดลงเหลือเพียงร้อยละ 12-30 ปัจจุบันพบว่าความผิดปกติที่เกิดขึ้นจากยีนต่างๆเพ่ิมมาก
ขึ้น เช่น Notch; Notch2 และ Notch4 โดยที่ความผิดปกติจากยีน Notch2 receptor เหนี่ยวน าให้
มีการแสดงออกของ VEGF ซึ่งจะมีผลให้มีการสร้างเส้นเลือดใหม่เพ่ิมมากขึ้นในบริเวณที่มีการอักเสบ 
หากมีการแสดงออกของยีน Notch4 มากเกินไปจะไปสนับสนุนให้ endothelial cell มีรูปร่างที่
ผิดปกติ [19] นอกจากนี้พบว่ามียีนเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ส าหรับในส่วนของ 
innate immunity นั้น พบว่ามียีน TNFAIP3, TNIP1, NFKBIA, REL, FBXL19, TYK2 และ NOS2 



 
 

6 

ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการท างานของ nuclear factor-𝜅B และ interferon signaling 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง NLRP3 (NACHT leucine-rich repeat- and PYD-containing (NLRP) 3 
protein) และ CARD8 (Caspase recruitment domain–containing protein) ซึ่งมีบทบาทส าคัญ
ต่อระบบภูมิคุ้มกันในส่วนของ innate immunity ซึ่งหากเกิดความบกพร่องจะน าไปสู่สภาวะการ
อักเสบเรื้อรัง และในส่วนของ adaptive immunity นั้น พบว่ามียีน HLA-C, IL12B, IL23R, IL23A, 
TRAF3IP2 และ ERAP1CD8 ซึ่งจะไปมีบทบาทโดยตรงต่อ T lymphocytes และ interleukin 23 
(IL-23). [20, 21] 
 ยาเป็นปัจจัยอย่างหนึ่งที่เป็นสาเหตุให้เกิดโรคสะเก็ดเงิน มีรายงานการวิจัยพบว่า ยาบางชนิด
มีบทบาทในการกระตุ้นการเกิดโรค เช่น Lithium, gold salts, beta blockers และ antimalarials 
และนอกจากนี้พบว่ายาในกลุ่ม adrenergic antagonists, interferon, gemfibrozil, iodine, 
digoxin และ chlonidine ท าให้ผู้ป่วยมีอาการก าเริบมากข้ึน [22] 
 การติดเชื้อ streptococcal มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคสะเก็ดเงิน [23] ซึ่งพบว่าในผู้ป่วย
โรคสะเก็ดเงินมีการแสดงออกของ HLA-Cw6, -B57, หรือ -B13 ในระดับสูง ซึ่งเป็นการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุ้มกันเมื่อมีการติดเชื้อ streptococcal [24] นอกจากนี้ พบว่าเมื่อมีการติดเชื้อ 
streptococcal ระบบภูมิคุ้มกันจะมีการสร้าง IL-17 และกระตุ้นการท างานของ epidermal cell 
[25] โดยมี Ezrin, maspin, peroxiredoxin 2, และ heat shock protein 27 เป็นโปรตีนเป้าหมาย
ในเซลล์เคอราติโนไซต์ท่ีตอบสนองในสภาวะที่มีการติดเชื้อ streptococcal [26] 
 
2.5 แนวทางการรักษาโรคสะเก็ดเงิน 

เนื่องจากโรคสะเก็ดเงินเป็นโรคที่ยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด การรักษาจึงต้องรักษาตามอาการ
ของผู้ป่วย และจ าเป็นที่จะต้องมีการผสมผสานหลายๆวิธีเข้าด้วยกันสลับปรับเปลี่ยนไปตามอาการ
ของผู้ป่วย ยาที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยมีกลไกการออกฤทธิ์หลักๆคือ ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติ
โนไซต์ ยับยั้งการอักเสบ และท าให้พัฒนาการของเซลล์กลับสู่ภาวะปกติ การรักษาในปัจจุบันมี
ด้วยกัน 4 วิธี ดังนี้ 
1. Topical therapy เป็นการรักษาเฉพาะที่ซึ่งยาในกลุ่มนี้จะเป็นยาทา ซึ่งได้แก่ Vitamin D3 
analogues, calcipotriol, corticosteroids, dithranol และ retinoids  
- กลไกการออกฤทธิ์คือ ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต ์และลดการอักเสบ 
- ผลข้างเคียงคือ มีอาการคัน และส าหรับยาในกลุ่ม steroid นั้นจะไปมีผลกดการท างานของต่อม
หมวกไต 
 
2. Systemic therapy เป็นการรักษาโดยการใช้ยาซึ่งจะออกฤทธิ์ไปทั่วทั้งร่างกาย ซึ่งยาในกลุ่มนี้
น ามาใช้ส าหรับผู้ป่วยที่มีการรุนแรงมาก ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ methotrexate และ 
cyclosporine 
- กลไกการออกฤทธิ์ของ Methotrexate คือ ไปยับยั้งเอนไซม์ dihydrofolate reductase (เอนไซม์
ที่มีความส าคัญในการสร้างเบส) ยับยั้งกระบวนการสร้าง DNA ซึ่งจะส่งผลท าให้ลดการแบ่งตัวของ
เซลล์เคอราติโนไซต์ และต้านการอักเสบ  
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- ผลข้างเคียงคือ ท าให้ผู้ป่วยเกิดสภาวะตับแข็ง กดการท างานของไขกระดูก และท าให้มีระดับของ
ไตรกลีเซอไรด์ที่สูงขึ้น 
 
3. Phototherapy เป็นการรักษาโดยการใช้รังสีอัลตราไวโอเลต เช่น UV-B, UV-A ร่วมกับ Psoralen 
(PUVA) [27] และ excimer laser 
- กลไกการออกฤทธิ์โดยการรักษาด้วยแสงอัลตราไวโอเลต (UV) คือ มีผลท าให้จ านวนของ T cell 
ลดลงโดยเฉพาะที่ชั้นหนังก าพร้า โดยการเหนี่ยวน าให้ T cell ตายแบบ apoptosis ปัจจุบันพบว่า
เป็นวิธีที่ปลอดภัย และมีประสิทธิภาพแต่อย่างไรก็ตามก็ยังไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ 

 
4. Biological drug เป็นยาที่ออกฤทธิ์ต้าน Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) และออกฤทธิ์
โดยตรงต่อ T cell ซึ่งปัจจุบันถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคสะเก็ดเงินเช่น ยา Denilukin diftitox, 
Efalizumab, Alefacept, Ustekinumab และ Etanercept ซึ่งได้รับการรับรองจากส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา (FDA) ซึ่งอยู่ในขั้นทดลองทางคลินิก [28] ซึ่งยาในกลุ่มดังกล่าวยังมี
รายงานถึงผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยเมื่อใช้ติดต่อกันเป็นเวลานาน เช่น ผิวหนังระคายเคือง เกิดภาวะ 
hypercalcemia คลื่นไส้ อาเจียน ท าให้ตับแข็ง มีผลต่อไต (nephrotoxicity) เซลล์เม็ดเลือดต่ ากว่า
ปกต ิ(cytopenia) กระตุ้นให้เกิดโรค multiple sclerosis [29] และเม่ือหยุดใช้ยาจะส่งผลให้ผู้ป่วยมี
อาการท่ีรุนแรงมากข้ึนกว่าเดิม แสดงให้เห็นว่าการรักษาโรคสะเก็ดเงินในปัจจุบันยังไม่มีประสิทธิภาพ
เพียงพอ ประกอบกับผลข้างเคียงที่เกิดขึ้นมากมาย ดังนั้นสมุนไพรจึงเป็นทางเลือกใหม่ที่จะสามารถ
น ามาใช้ในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน โดยจากการศึกษาค้นคว้าวิจัยเกี่ยวกับสมุนไพรในการต้านโรค
สะเก็ดเงินนั้น มีรายงานการค้นคว้าวิจัยเพ่ือคัดกรองสมุนไพรทั้งหมด 11 ชนิด ในการต้านโรคสะเก็ด
เงิน โดยใช้เซลล์ HaCaT เป็นโมเดลในการศึกษา พบว่ามีเพียงสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้นที่มีฤทธิ์
ในการต้านการแบ่งตัวของเซลล์ HaCaT [10] โดยพบว่าสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น มีบทบาทใน
การควบคุมการสดงออกของ NF-𝜅B ซึ่งเป็น biomarker ส าคัญของโรคสะเก็ดเงิน [30] นอกจากนี้
สารสกัดน้อยหน่ามีฤทธิ์ในเพ่ิมการแสดงออกของ caspase 9 เหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดการตายแบบ 
apoptosis [31] และเมื่อปี 2012 มีรายงานการวิจัยของ Vijayalakshmi และคณะ พบว่าสารสกัด 
เควอซิทินจากเหง้าของ Smilax china Linn. สามารถน ามาใช้ในการต้านโรคสะเก็ดเงินได้ ซึ่งเป็น
การค้นพบครั้งแรกส าหรับการน าสารสกัดเควอซิทินมาใช้ในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน [11]  
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2.6 น้อยหน่า  

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Annona squamosa L. 
ชื่อวงศ์ : Annonaceae  
ชื่ออังกฤษ : Sugar apple, Sweet sop, Custard apple  
ชื่อท้องถิ่น : เตียบ น้อยแน ่มะนอแน่ มะแน่ มะออจ้า มะโอจ่า ลาหนัง หน่อเกล๊าะแซ หมักเขียบ  
สรรพคุณ 

เป็นพืชสมุนไพรดั้งเดิมของไทยสามารถน าใบสดและเมล็ดน้อยหน่ามาใช้ในการฆ่าเหา รักษา
โรคหิด กลาก และเกลื้อน [32] นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงสารประกอบที่ส าคัญที่พบในใบน้อยหน่า 
เ ช่ น  4-(2-nitroethyl)-1-((6-O-ß-D-xylopyranosyl-ß-Dglucopyranosyl)-oxy)benzene, 
Anonaine, Benzyltetrahydro-isoquinoline, Borneol, Camphene, Camphor, car-3-ene, 
Carvone, ß-Caryphyllene, Eugenol, Farnesol, Geraniol, 16-Hentriacontanone, 
Hexacontanol, Higenamine, Isocorydine, Limonine, Linalool, Linalool acetate, 
Menthone, Methylanthranilate, Methylsalicylate, Methylheptenone, p-
(hydroxybenzyl)-6,7-(2-hydroxy,4-hydro)isoquinoline, n-Octacosanol, á-Pinene, ß-
Pinene, Rutin, Stigmasterol, ß-Sitosterol, Thymol และ n-Triacontanol ซึ่งสามารถน ามาใช้
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ [33] และมีรายงานการศึกษาพบว่าน้อยหน่ามีคุณสมบัติในการต้านเชื้อ
มาลาเรีย ป้องกันโรคเบาหวานโดยการลดระดับน้ าตาลในเลือด รักษาสภาวะตับถูกท าลายโดยการลด
ระดับเอนไซม์ AST, ALT และ ALP สามารถใช้เป็นยาฆ่าพยาธิ ต้านการอักเสบ ต้านไวรัส HIV-1 และ
ยังสามารถต้านมะเร็งได้อีกด้วย [34]  
 

 

ภาพที่ 2.1 ใบน้อยหน่า (Annona squamosa, leaf) 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%B2&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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2.7 ข่า 

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Alpinia galanga (L.) Willd. 
ชื่อวงศ์ : Zingiberaceae 
ชื่ออังกฤษ : Galanga 
ชื่อท้องถิ่น : ข่าหยวก ข่าหลวง กฏุกกโรหินี 
สรรพคุณ  

สารเคมีที่พบในข่าประกอบด้วยสารประกอบส าคัญ 12 ชนิด ซึ่งประกอบด้วย 
methyleugenol, p-coumaryl diacetate, 1'-acetoxychavicol acetate, 1'-acetoxyeugenol 
acetate, trans-p-acetoxycinnamyl alcohol, trans-3,4-dimethoxycinnamyl alcohol, p-
hydroxybenzaldehyde, p-hydroxycinnamaldehyde, trans-p-coumaryl alcohol, 
galangin, trans-p-coumaric acid และ galanganol [35] นอกจากนี้ข่ายังคงมีส่วนของน้ ามันหอม
ระเหย ซึ่งประกอบด้วย monoterene-2-terpineol, terpenen 4 - ol, cineole, camphor, 
linalool และ eugenol ซึ่งสามารถน ามาใช้เป็นยาแก้ท้องขึ้น ท้องอืด ท้องเฟ้อ ขับลม อาหารเป็นพิษ 
ลมพิษ กลากเกลื้อน สภาวะที่มีการติดเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อรา [36] มีรายงานการศึกษาพบว่าข่ามี
คุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ ลดระดับน้ าตาล  และไขมันในเลือด ต้าน
เชื้อรา ต้านไวรัส HIV-1, Cytomegalovirus (CMV) และสามารถต่อต้านมะเร็งบางชนิดเช่น มะเร็ง
ปอด มะเร็งเต้านม [37] 
 

 

ภาพที่ 2.2 เหง้าข่า (Alpinia galanga, rhizome) 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/Zingiberaceae
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2.8 ขม้ิน 

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Curcuma longa L. 
ชื่อสามัญ : Turmaric 
วงศ์ : Zingiberaceae 
ชื่ออ่ืน : ขม้ิน ขม้ินแกง ขม้ินหยอก ขม้ินหัว ขี้มิ้น หมิ้น  
สรรพคุณ :  

ส าหรับใช้รักษาภายใน ขมิ้นสามารถใช้ในการรักษาท้องอืด ท้องร่วง โรคกระเพาะ ส าหรับ
การใช้เป็นยาภายนอก ขมิ้นสามารถใช้ในการรักษาผื่นคัน โรคผิวหนัง พุพอง ยารักษาชันนะตุ  และ
หนังศีรษะเป็นเม็ดผื่นคัน [36] สารเคมีที่พบในขมิ้นประกอบด้วยสารประกอบส าคัญดังนี้ curcumin, 
demethoxycurcumin (curcumin II), bisdemethoxy curcumin (curcumin III) และ 
cyclocurcumin มีรายงานการศึกษาพบว่า ขม้ินมีคุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ลดระดับ
น้ าตาลในเลือด ป้องกันโรคอัลไซเมอร์ ยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัส HIV-1 และยับยั้งการแบ่งตัวของ
เซลล์มะเร็ง [38]  
 

 
ภาพที่ 2.3 เหง้าขมิ้น (Curcuma longa, rhizome) 
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2.9 เควอซิทิน (quercetin) 
เควอซิทินเป็นสารพฤกษเคมีที่อยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เป็นสารที่ให้ฤทธิ์ในการต้านออกซิ

เดชั่นสูงที่สุด พบมากในหัวหอม หอมแดง และพืชตระกูลถั่ว จากการศึกษาวิจัยพบว่า เควอซิทินมี
บทบาทในการท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวตายแบบ apoptosis นอกจากนี้ เควอซิทินยังมีบทบาท
ในการต้านมะเร็งชนิดต่างๆเช่น มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งเต้านม มะเร็งตับ และมะเร็งปอด [39] ในปี 
ค.ศ 2012 มีผลการศึกษาโดย Vijayalakshmi และคณะ พบว่าสารสกัดเควอซิทินจากเหง้าของ 
Smilax china Linn.มีฤทธิ์ในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ในโรคสะเก็ดเงินได้ [11] 

 
2.10 ความส าคัญของโปรตีโอมิกส์ 

เนื่องจากภายหลังการถอดรหัสการถอดรหัสพันธุกรรมของมนุษย์เสร็จสิ้น แต่ก็ยังไม่สามารถ
อธิบายถึงกลไกการท างานของยีนต่างๆภายในเซลล์ได้ ทั้งนี้อาจเกิดจากกระบวนการทางชีววิทยาของ
เซลล์ โดยเมื่อยีนถอดรหัสเป็น mRNA ผ่านกระบวนการ transcription และ translation ได้เป็น
โปรตีน มีรายงานพบว่า แท้ที่จริงแล้วในกระบวนการดังกล่าวยังเกี่ยวข้องกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีน โปรตีนรวมถึงการมี alternative splicing ของ mRNA และการดัดแปลงโมเลกุล
ของโปรตีนภายหลังการแปลรหัส อีกท้ังยังไม่มีความสัมพันธ์กันระหว่าง RNA และโปรตีนที่สร้างขึ้นมา 
โดยพบว่าหนึ่งยีนสามารถสร้างได้หลายโปรตีน ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความซับซ้อนของเซลล์ และด้วย
เหตุผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า การศึกษากลไกการท างานของเซลล์นั้นไม่สามารถอาศัยข้อมูลทางด้าน
จีโนมิกส์เพียงอย่างเดียว จ าเป็นที่จะต้องมีการศึกษาด้านโปรตีโอมิกส์ควบคู่ไปด้วย และเนื่องจาก
โปรตีนซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญที่สุดในการท างานของเซลล์ต่างๆ ดังนั้นเทคนิค โปรตีโอมิกส์จึงเป็น
เทคโนโลยีที่สามารถน ามาใช้ในการศึกษาเพ่ือให้เข้าใจถึงกลไกการท างานของเซลล์ ซึ่งเทคนิคการ
ตรวจวิเคราะห์ทางด้านโปรตีโอมิกส์มีแนวโน้มที่จะน ามาใช้เป็นเครื่องมือในการศึกษาดูการแสดงออก
ของโปรตีนเป้าหมาย เพ่ือใช้ในการคัดกรองเป้าหมายใหม่ๆ และน าไปสู่การรักษาโรคต่างๆ เช่น โรค
สะเก็ดเงิน [40] 

 
2.11 ความก้าวหน้าในการศึกษาด้านโปรตีโอมิกส์ของโรคสะเก็ดเงิน 

โดยจากการศึกษาของ Piruzian และคณะในปี 2010 โดยน าเซลล์เคอราติโนไซต์จากบริเวณ
รอยโรคของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินมาวิเคราะห์โปรตีนที่แสดงออกเทียบกับเซลล์ผิวหนังปกติ พบว่า      
มีโปรตีนที่แสดงออกแตกต่างกัน ซึ่งประกอบด้วย Keratin 14, 16, 17, SCCA2/SCCA1 fusion 
protein isoform 2, squamous cell carcinoma antigen, Enolase 1, Superoxide 
dismutase [Mn], Galectin-7 ส่วนโปรตีน S100 calcium-binding protein A9 และ S100 
calcium-binding protein A7 (Psoriasin) เป็นโปรตีนที่สามารถพบได้เฉพาะรอยโรคเท่านั้น [41] 
ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาค้นคว้าจาก Ting Chang และคณะ พบว่า Keratin 17 ซึ่งเป็น 
intermediate filament ที่สามารถพบได้ในผิวหนังของคนปกติ แต่จะพบมากในรอยโรคของผู้ป่วย
โรคสะเก็ดเงิน ดังนั้น Keratin 17 จึงสามารถน ามาใช้เป็นโปรตีนเป้าหมาย เพ่ือน าไปใช้ในการรักษา
โรคสะเก็ดเงิน และจากการศึกษาโดยใช้เทคนิค RNA interference (RNAi) พบว่าเมื่อลดการ
แสดงออกของ Keratin 17 ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีน จะสามารถยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์  
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เคอราติโนไซต์ และเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ได้อีกด้วย [42] นอกจากนี้ยัง
พบว่าบริเวณรอยโรค มีการแสดงออกของ Glutathione S transferase 1 (GSTP1) และ 
Peroxiredoxin 2 (PRDX2) เพ่ิมสูงมากขึ้น ซึ่งทั้ง 2 โปรตีน มีบทบาทเกี่ยวข้องกับระบบสมดุล 
redox system (reduction-oxidation) ซึ่งเป็นกลไกการตอบสนองเพ่ือเข้ามาชดเชย และลดภาวะ 
reactive oxygen species stress (ROS) ส าหรับ stratifin (SFN) ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบเฉพาะในรอย
โรคนั้น พบว่ามีบทบาทส าคัญในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ และป้องกันเซลล์กลายเป็นมะเร็ง โดย
ยับยั้งไม่ให้เซลล์ที่เกิดความเสียหายของ DNA จากโรคสะเก็ดเงิน ซึ่งอยู่ในระยะ G2 ผ่านเข้าสู่ระยะ 
M ของวัฏจักรเซลล์ (cell cycle) จึงเป็นกลไกป้องกันการกลายพันธุ์ (mutation) น าไปสู่การเป็น
มะเร็งต่อไป [43] 
 



 
 

 
 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาวิจัย 
3.1.1 ตัวอย่างเซลล์เพาะเลี้ยง  

เซลล์ผิวหนัง (Human keratinocyte cell line, HaCaT cells) ซื้อมาจาก Heidelberg 
ประเทศสหพันธ์ สาธารณรัฐเยอรมนี เพาะเลี้ยงอยู่ใน Dulbecco's Modified Eagle Medium/High 
glucose (DMEM/High glucose) (Hyclone) ที่มีส่วนผสมของ 10 เปอร์เซนต์ (v/v) fetal bovine 
serum (Hyclone) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 100 U และ Streptomycin 100 µg/ml 
(Hyclone) โดยน าเซลล์มาบ่มเพาะเลี้ยงในตู้อบที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต ์
 

 
ภาพที่ 3.1 เซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยงมนุษย์ (Human Kerationcytes cell line, HaCaT cells) 

ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (Invert Microscopy, 40X) 
 
3.1.2 ตัวอย่างของสมุนไพรไทย  

สมุนไพรไทยที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จากสวนสมุนไพรสมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยองจ านวน 2 ชนิด ดังนี้  

- ข่า ส่วนที่ใช้ในการศึกษาวิจัยคือ เหง้า Herbarium number: 013397 (BCU) 
- ขม้ินชัน ส่วนที่ใช้ในการศึกษาวิจัยคือ เหง้า Herbarium number: 013396 (BCU) 

และน้อยหน่า ส่วนที่ใช้ในการศึกษาวิจัยคือ ใบ ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากสวนของคุณ วาลุกา 
พลายงาม บ้านเลขที่ 41 หมู่ 8 ต.ดอนทราย อ.โพธาราม จ.ราชบุรี Herbarium number: 013509 
(BCU) ซึ่งท าการพิสูจน์ชนิดของสมุนไพรไทยที่ใช้ในการศึกษาวิจัยโดย ปริญญนุช กลิ่นรัตน์ ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และด าเนินการเก็บตัวอย่างของสมุนไพร 
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ไทยในพิพิธภัณฑ์พืช (Herbarium) ณ พิพิธภัณฑ์พืช ศ.กสิน สุวตะพันธุ์และหน่วยปฏิบัติการวิจัย
พรรณไม้ประเทศไทย ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
3.2 สารเคมีและเครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย  
3.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัยสามารถแบ่งได้เป็น 5 หมวดคือ  
3.2.1.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบสารสกัดสมุนไพรที่มีผลต่อการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เค
อราติโนไซต ์
- Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose   HyClone, สหรัฐอเมริกา 
(DMEM: with 4 mM/L Glutamine, 4500 mg/L Glucose   
without Sodium Pyruvate)  
- Penicillin-Streptomycin Solution     HyClone, สหรัฐอเมริกา  
(10,000 units/ml Peniciliin/10,000 µg/ml Streptomycin)  
- Fetal Bovine Serum (FBS)      Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา  
- EDTA-Trypsin 0.25% (1X)      HyClone, สหรัฐอเมริกา 
- Phosphate Buffered Saline (PBS: without calcium   HyClone, สหรัฐอเมริกา  
without magnesium)  
- Dimethyl Sulphoxide (DMSO)     Merck, เยอรมน ี
- Recombinant Human TNF-α     PeproTech, สหรัฐอเมริกา  
- 3-(4, 5-dimethylthianisol-2-yl)-2,5-diphenyl-   Amresco, สหรัฐอเมริกา 
2H-tetrazolium bromide (MTT)  
- Trypan Blue Stain 0.4%      Invitrogen, สหรัฐอเมริกา  
 
3.2.1.2 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดและเตรียมสมุนไพรไทย 
- Petroleum ether       Merck, เยอรมน ี 
- Dichloromethane       Merck, เยอรมน ี 
- Ethanol        Merck, เยอรมน ี 
 
3.2.1.3 สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาคุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสมุนไพรไทย 
- quercetin       Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
- Gallic acid       TCI, ญี่ปุ่น 
- Ascorbic acid       Calibiochem,  

สหรัฐอเมริกา 
- DPPH        Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
- Folin–Ciocalteu reagent      Sigma Aldrich, 

http://en.wikipedia.org/wiki/Folin%E2%80%93Ciocalteu_reagent
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สหรัฐอเมริกา 
- ABTS reagent      Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
- Potassium persulphate      Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
 
3.2.1.4 สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนด้วยเทคนิค 2D-GE 
- 30% Acrylamide and Bis-Acrylamide Solutions   BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 
- N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine TEMED  Omnipur, เยอรมน ี
- Sodium Luaryl Sulphate (SDS)    Bio basic inc, แคนาดา 
- Ammonium persulfate     Omnipur, เยอรมน ี
- Dithiothreitol (DTT)      Omnipur, เยอรมน ี
- 85% Phosphoric acid      Merck, เยอรมน ี
- Tris         Vivantis, Malaysia 
- Bovine Serum Albumin     VWR, สหรัฐอเมริกา 
- Glysine       usb, สหรัฐอเมริกา 
- Glycerol       Bio basic inc, แคนาดา 
- Iodoacetamide      Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
- Immobiline drystrip, pH 3-10    GE Healthcare, 
- IPG-buffer, pH 3-10      GE Healthcare, 
- Ammonium sulfate ACS, ISO     Merck, เยอรมน ี
- Acetic acid gracial 100% anhydrous GR ACS, ISO   Merck, เยอรมน ี
- Methanol        Merck, เยอรมน ี
- Protein ladder (broad range)     Thermoscientific, 

  สหรัฐอเมริกา 
3.2.1.5 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเทคนิค mass spectrometry 
- Trpsin TPCK treated from bovine pancreases  Sigma Aldrich, 

 สหรัฐอเมริกา 
- Formic acid        Merck, เยอรมน ี
- Ammonium hydrogen carbonate    Merck, เยอรมน ี
- Acetonitrile, HPLC grade     Merck, เยอรมน ี
- HPLC water       Merck, เยอรมน ี
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3.2.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 
- Gel Electrophoresis Apparatus     BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 
- Electrophoresis power supply     GE Healthcare, อังกฤษ 
- Ettan IPGphor 3      GE Healthcare, อังกฤษ 
- Inverted microscope      Olympus Optical, ญี่ปุ่น  
- Light microscope       Olympus Optical, ญ่ีปุ่น  
- Larminar Flow Cabinet      E.S.I. Flufrance, ฝรั่งเศส  
- Vacuum Concentrator (DNA SpeedVacs)    ThermoElectron-  
        Corporation, สหรัฐอเมริกา  
- MiVac Quattro concentrator     GeneVac®, สหรัฐอเมริกา  
- Vortex Mixer (FINE VORTEX)      FINEPCR, เกาหลีใต ้
- 6 well cell culture plate flat bottom with lid   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา  
- 96 well cell culture plate flat bottom with lid   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา  

- Cell Culture Flask (25, 75 cm
2
)    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา  

- Centrifuge tube (15, 50 ml)     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 
- Corning® square bioassay dishes     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 
- Disposable Serological pipette (5, 10 ml)    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา  
- Cryovial tube 2.0 ml      Nunc, เดนมาร์ก  
- Auto pipette       GILSON, ฝรั่งเศส  
- Multichannel pipette      GILSON, ฝรั่งเศส  
- CO

2 
incubator       Sheldon Manufacturing,  

สหรัฐอเมริกา  
- Hemocytometer       Hausser Scientific,  

สหรัฐอเมริกา  
- Incubator        Memmert, เยอรมน ี 
- Water Bath        Memmert, เยอรมน ี 

- 20 
o
C Freezer       Sanyo Electric, ญี่ปุ่น  

- 80 
o
C ULT Deep Freezer      IlShin Lab, เกาหลีใต ้ 

- 4 
o
C Refrigerator       Sharp, ญี่ปุ่น  

- Liquid Nitrogen Tank      Taylor-Wharton, 
 สหรัฐอเมริกา  

- Sonicator        Soniclean, สหรัฐอเมริกา 



 
 

17 

 
 
3.3 ระเบียบวิธีวิจัย 

3.3.1 การสกัดสมุนไพรด้วยตัวท าละลายโดย Soxhlet apparatus 
           ตัวท าละลายที่จะน ามาใช้ในการสกัดสมุนไพรมีหลายชนิด ซึ่งแตกต่างกันไปตามคุณสมบัติ
ต่างๆ แต่ในการศึกษาครั้งนี้จะเลือกตัวท าละลายด้วยคุณสมบัติของความมีขั้ว  (polarity) ดังนั้นจึง
จ าเป็นที่จะต้องเลือกตัวท าละลายให้ครอบคลุม โดยจะเลือกตัวท าละลายชนิดที่มีขั้วน้อย มีขั้วกลาง 
และมีขั้วมาก (ภาพที่ 3.2) เพ่ือให้สามารถดึงสารที่มีฤทธิ์ออกมาได้มากที่สุด โดยในการสกัดครั้งนี้จะ
เลือกตัวท าละลาย 3 ชนิด ซึ่งประกอบด้วย petroleum ether, dichloromethane และ ethanol 
 

ชนิดของตัวท าละลายเรียงตามความเป็นขั้วน้อยไปถึงมาก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 3.2 แสดงความมีข้ัวของตัวท าละลายชนิดต่างๆ 

 
 

น้อย 
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Soxhlet extraction 

วิธีการสกัดสมุนไพรโดย Soxhlet apparatus ซึ่งเป็นเทคนิคในการสกัดสมุนไพร
แบบต่อเนื่อง (continuous extraction) เป็นการสกัดแบบเย็น โดยอาศัยหลักการของกาลักน้ า 
(siphon) เมื่อให้ความร้อนแก่ตัวท าละลายจนถึงจุดเดือด ตัวท าละลายจะระเหยไปสัมผัสกับ 
condenser ที่หล่อเย็นไว้ เกิดการควบแน่นกลับมาสัมผัสกับสารที่เราต้องการสกัด ซึ่งจะหมุนเวียน
ผ่านสารที่เราต้องการสกัดหลายๆครั้งเพ่ือเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดให้ได้ปริมาณสารสกัด
ที่มากเพียงพอ 

 

 

ภาพที่ 3.3 แสดงถึงส่วนประกอบของเครื่องสกัด soxhlet apparatus [44] 
 

เริ่มต้นจากการท าความสะอาดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ด้วยการล้างน้ าประมาณ 3 ครั้ง จากนั้น
น าไปตากลมให้แห้ง น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส ให้แห้งสนิทจนกว่าน้ าหนักจะคงที่ 
เมื่อแห้งแล้วจึงน้ ามาปั่นให้ละเอียด ชั่งผงสมุนไพรหนัก 40 กรัม (อัตราส่วนระหว่างสมุนไพรปั่นแห้ง
กับตัวท าละลายคือ สมุนไพรปั่นแห้ง 1 กรัมต่อตัวท าละลาย 10 มิลลิลิตร) ใส่ใน cellulose 
extraction thimbles แล้วจึงน าไปใส่ใน thimble ของ soxhlet extractor เติมตัวท าละลายอันดับ 
1 (petroleum ether) ปริมาตร 400 มิลลิลิตร พร้อมกับเศษกระเบื้อง 3 ชิ้น ลงใน boiling flask 
จากนั้นจึงให้ความร้อนแก่ตัวท าละลายจนถึงจุดเดือด ตัวท าละลายจะระเหยกลายเป็นไอลอยขึ้นไปไป
กระทบกับ condenser ที่หล่อเย็นไว้ ซึ่งจะท าให้เกิดการควบแน่นกลับลงมาในผงสมุนไพร เมื่อมี
ปริมาณมากพอก็จะท าให้ตัวท าละลายไหลออกมาทาง siphon ซึ่งจะเกิดซ้ าๆหลายรอบจนกระทั่งตัว
ท าละลายที่ผ่าน siphon ใส ถือว่าเป็นการสิ้นสุดการสกัดด้วยตัวท าละลายชนิดนั้นๆ ซึ่งจะใช้เวลา
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ประมาณ 7-8 ชั่วโมงโดยประมาณ ต่อจากนั้นจึงเปลี่ยนเป็นตัวท าละลายล าดับที่  2 
(dichloromethane) และล าดับที่ 3 (ethanol) ตามล าดับ ซึ่งต้องรอจนกระทั้งตัวท าละลายใส ไม่มี
สีของสารสกัดนั้นออกมาอีก เมื่อสกัดเสร็จ จึงน าสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่อยู่ในตัวท า
ละลายไประเหยด้วยเครื่อง evaporator เพ่ือก าจัดตัวท าละลายออกให้เหลือเฉพาะสารสกัดเท่านั้น 
น าสารสกัดหยาบมาชั่งน้ าหนักเพ่ือเตรียมเป็น stock ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย 
dimethyl sulphoxide (DMSO) และกรองสารสกัดสมุนไพรผ่าน filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
(ชนิดที่ทน DMSO) แบ่งใส่ microcentrifuge tube ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่ -20 องศา
เซลเซียส 
 
3.3.2 การทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพรไทย 
3.3.2.1 การทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพรไทยด้วยวิธี DPPH assay 
 อนุมูล DPPH หรือ 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical เป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่ในรูป
ของอนุมูลอิสระที่คงตัวมีสีม่วง ซึ่งสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร และพร้อมที่
จะท าปฏิกิริยากับสารที่ให้อิเล็กตรอน หรือสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) เมื่อ
อนุมูล DPPH รับอิเล็กตรอนมาแล้ว สารละลายสีม่วงจะมีสีจางลงเปลี่ยนเป็นสีเหลือง (ภาพที่ 3.4) 
[45] ด้วยหลักการดังกล่าว จึงสามารถน าอนุมูล DPPH มาใช้ในการทดสอบความสามารถในการเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระเบื้องต้นของสารสกัดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดได้ โดยจะใช้ L-ascorbic acid ซึ่งเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานมาใช้ในการท ากราฟมาตรฐาน เพ่ือใช้ในการค านวณเปอร์เซ็นต์ 
scavenging activity 
 

 

ภาพที่ 3.4 แสดงถึงความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูล DPPH [46] 
 

เตรียมอนุมูล DPPH ให้มีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ โดยใช้ตัวท าละลาย methanol 
(absolute) เก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส ท าการเจือจางอนุมูล DPPH ด้วยตัวท าละลาย methanol ให้
ได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.7 ±0.03 [47] จากนั้นจึงเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ซึ่งใน
การศึกษาครั้งนี้ใช้ L-ascorbic acid ที่ความเข้มข้น 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งละลายอยู่ใน methanol และเตรียมสารสกัดสมุนไพรไทยที่ความเข้มข้น   
1 มิลลิกรัมต่อมิลิลิตร ซึ่งมีข้ันตอนการเติมสารละลายมีดังนี้ 
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ตารางที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 
 

Reagent Control  
(µl) 

Positive 
control (µl) 

Sample blank 
(µl) 

Sample 
(µl) 

สารสกัดสมุนไพร - - 20 20 

L-ascorbic acid - 20 - - 

DPPH 180 180 - 180 

Absolute 
methanol 

20 - 180 - 

หมายเหตุ จะต้องท าการทดสอบกับ DMSO ควบคู่ด้วยทุกครั้ง (blank sample และ sample) 
 

 บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร 
ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ scavenging activity และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพร 
(mg ascorbic acid/g sample) เทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ascorbic acid โดยสูตร
ค านวณดังสมการต่อไปนี้ 

% scavenging activity = 100 x [Abs control – (Abs sample – Abs blank)] 
     Absorbance control 
หากเปอร์เซ็นต์ scavenging activity [48] มากกว่า 50 จะต้องท าการเจือจางสมุนไพรที่

ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือน ามาท ากราฟ log วิเคราะห์หาค่า IC50 ต่อไป 
 
3.3.2.2 การทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพรไทยด้วยวิธี ABTS˙+ assay 
 การวัดความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นของอนุมูล ABTS˙+ หรือ 2, 2'-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ซึ่งมีสีเขียวปนน้ าเงิน ซึ่งเกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่าง
สารละลาย ABTS กับ oxidizing agent เช่น โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) เกิดเป็นอนุมูล 
ABTS˙+ ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปจะ
ท าให้สีลดลง (ภาพที่ 3.5) ด้วยหลักการดังกล่าว จึงสามารถน าอนุมูล ABTS˙+ มาใช้ในการทดสอบ
ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ซึ่งสามารถวัดได้ทั้งใน
ส่วนที่ละลายในน้ าและไขมัน [45] โดยจะใช้ L-ascorbic acid เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานใน
การท ากราฟมาตรฐาน เพ่ือใช้ในการค านวณหาปริมาณเปอร์เซ็นต์ scavenging activity และปริมาณ
สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพร (mg ascorbic acid/g sample) 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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ภาพที่ 3.5 แสดงถึงความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS˙+ [49] 
 

เตรียม อนุมูล ABTS˙+ ที่ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ในน้ า 10 มิลลิลิตร น ามาท าปฏิกิริยากับ 
โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 2.45 มิลลิโมลาร์ ในน้ า 12.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที่มืด
เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดเป็นอนุมูล ABTS˙+  จากนั้นจึงน าไปเจือจางด้วย ethanol เพ่ือให้มีค่า
การดูดกลืนแสงที่ 0.7 ±0.03 เตรียมสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน L-ascorbic acid ที่ความเข้มข้น 
200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งละลายอยู่ใน ethanol 
และเตรียมสารสกัดสมุนไพรไทยที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลิลิตร ซึ่งมีขั้นตอนการเติมสารละลาย
มีดังนี ้

 
ตารางที่ 3.2 แสดงขั้นตอนการทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 
 

Reagent Control  
(µl) 

Positive 
control (µl) 

Sample blank 
(µl) 

Sample 
(µl) 

สารสกัดสมุนไพร - - 20 20 

L-ascorbic acid - 20 - - 

ABTS˙+ working 180 180 - 180 

Absolute ethanol 20 - 180 - 

หมายเหตุ จะต้องท าการทดสอบกับ DMSO ควบคู่ด้วยทุกครั้ง (blank sample และ sample) 
 
 บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 นาที จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโน
เมตร ค านวณเปอร์เซ็นต์ scavenging activity และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
สมุนไพร (mg ascorbic acid/g sample) หากเปอร์เซ็นต์ scavenging activity มากกว่า 50 
จะต้องท าการเจือจางสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือน ามาท ากราฟ log วิเคราะห์หาค่า IC50 ต่อไป 
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3.3.2.3 การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-ciocalteu assay 
 การตรวจวัดปริมาณสารฟีนอลิกด้วย Folin-ciocalteu assay อาศัยการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น
ของสารประกอบฟีนอลิกในการเปลี่ยนสารละลาย Folin-ciocalteu ที่มีสีเหลืองในสภาวะที่เป็นด่าง
ให้เป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงิน ซึ่งจะสามารถวิเคราะห์ปริมาณได้โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
750 นาโนเมตร ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของสีเกิดจากปฏิกิริยาของไออน Mo (VI) สีเหลือง เมื่อมีการรับ
อิเล็กตรอนจากสารที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็น Mo (V) ซึ่ง
เป็นสีน้ าเงินดังสมการปฏิกิริยาต่อไปนี้ [50] 

 
Na2WO4/Na2MoO4    (phenol-MoW11O40)

4- 

Mo (VI) (Yellow) + e-    Mo (V) (Blue) 

 
 การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสามารถท าได้โดยการน ามาเปรียบเทียบกับสาร
สารประกอบฟีนอลิกมาตรฐาน ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้จึงใช้สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก โดยจะ
เตรียมที่ความเข้มข้น 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 และ 0.7812 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือ
น ามาสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดสมุนไพร โดย
เตรียม 10 เปอร์เซนต์ของ 0.1 โมลาร์ โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) และเตรียมสารสกัดสมุนไพรที่
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยตัวท าละลาย ethanol (80 %) โดยมีขั้นตอนการทดสอบ
ตามข้ันตอนดังนี้ 
 
ตารางที่ 3.3 แสดงขั้นตอนการเติมสารละลายเพ่ือหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-
ciocalteau assay 
 

Reagent Blank Standard  
(µl) 

Blank sample 
(µl) 

Sample 
(µl) 

สารสกัดสมุนไพร - - 50 50 

Gallic acid - 50 - - 

Dw 50 - 50 - 

Working Folin 50 50 - 50 

0.1 M Na2CO3 50 50 50 50 

หมายเหตุ จะต้องท าการทดสอบกับ DMSO ควบคู่ด้วยทุกครั้ง (blank sample และ sample) 
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บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโน
เมตร ค านวณหาปริมาณสารฟีนอลิกในสารสกัดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ด้วยการเทียบกับสารมาตรฐาน
กรดแกลลิก (mg GAE/g sample) 

 
3.3.2.4 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminum chloride colorimetric 
assay 

การตรวจหาปริมาณฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminum chloride colorimetric assay อาศัย
การเกิดปฏิกิริยาระหว่าง Aluminum chloride (AlCl3) จับกับหมู่ ketone และ hydroxyl ของ
สารฟลาโวนอยด์ เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีเหลืองในสภาวะที่เป็นกรด ซึ่งหากสารสกัดสมุนไพรมี
สารประกอบฟลาโวนอยด์จะเกิดเป็นสีเหลือง โดยสามารถวิเคราะห์ปริมาณได้ด้วยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่  415 นาโนเมตร และน าไปเทียบค่าเชิงปริมาณกับกราฟมาตรฐาน เควอซิทิน 
(quercetin) โดยจะเตรียมที่ความเข้มข้น 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 และ 0.7812 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือน ามาสร้างกราฟมาตรฐาน ซึ่งจะต้องเตรียม 10 เปอร์เซนต์ของ 1 โมลาร์ 
Aluminum chloride และเตรียมสารสกัดสมุนไพรไทยที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย
ตัวท าละลาย ethanol (80%) โดยท าการทดสอบตามข้ันตอนดังนี้ 

ตารางที่ 3.4 แสดงขึ้นตอนการเติมสารละลายเพ่ือหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี Aluminum 
chloride colorimetric assay 

 
Reagent Blank 

(µl) 
Standard 

(µl) 
Blank sample 

(µl) 
Sample 

(µl) 

สารสกัดสมุนไพร - - 50 50 

quercetin - 50 - - 

10% AlCl3 10 10 - 10 

95% ethanol 150 150 150 150 

1M sodium acetate 10 10 10 10 

80% ethanol/Dw 50 
 (80% ethanol) 

- 10 
(Dw) 

- 

หมายเหตุ จะต้องท าการทดสอบกับ DMSO ควบคู่ด้วยทุกครั้ง (blank sample และ sample) 
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 บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 40 นาที จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโน
เมตร และค านวณหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ด้วยการเทียบกับสาร
มาตรฐานเควอซิทิน (mg quercetin/g sample) 
 
3.3.3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดสมุนไพรไทยด้วยเทคนิค MTT assay  

MTT assay เป็นเทคนิคท่ีวัดการเปลี่ยนแปลงของสี (colorimetric assays) โดยสารสีเหลือง 
MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) ซึ่งจะ
ถูก reduce โดยเอนไซม์ NADPH ในเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ เปลี่ยนเป็นตะกอนของ formazan ซึ่งมีสี
ม่วง (ภาพที่ 3.6) สามารถละลายตะกอน formazan ด้วย DMSO จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร [51] 
 

 
ภาพที่ 3.6 แสดงถึงปฏิกิริยารีดักชั่นภายในเซลล์ (reduction reaction) ของเทคนิค MTT assay 
[52] 

เพาะเลี้ยงเซลล์ HaCaT ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยเลี้ยงเซลล์จ านวน 5,000 
เซลล์ต่อหลุม กระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α ท่ีความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามา
ทดสอบกับสมุนไพรดังนี้ เตรียมสารสกัดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดที่ความเข้มข้น 125, 62.5, 31.25 และ 
15.625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยเมื่อน าไปทดสอบความเข้มข้นของสารสกัด
สมุนไพรจะถูกเจือจางลงไปอีก 10 เท่า ดังนั้นความเข้มข้นสุดท้าย และเป็นความเข้มข้นสูงสุดของสาร
สกัดสมุนไพรจะไม่เกิน 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งค านวณได้จากการทดลองศึกษาความเป็นพิษ
ของ DMSO ที่มีต่อเซลล์ HaCaT ซึ่งพบว่าที่ความเข้มข้น 0.0125 % ของ DMSO ไม่ก่อให้เกิดความ
เป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT โดย DMSO มีสภาพเป็นเพียงตัวท าละลายเท่านั้น (ภาคผนวก ก) โดย
ก าหนดให้ DMSO เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ (positive control) และเซลล์ HaCaT ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ (unstimulated) มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตร ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียส และ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากครบเวลาที่ก าหนด 
เติมสารละลาย MTT ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์, pH 7.5) แล้วน ากลับเข้าไปในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ           
5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงละลายตะกอนด้วย DMSO 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 550 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) จากนั้นจึง
วิเคราะห์ความแตกต่างของการมีชีวิตรอดของเซลล์ ด้วยหลักการทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 
(version 17) pair sample T-test ก าหนดระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) ถือว่า
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และในกรณีที่เซลล์ตายมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต้องค านวณค่าความ
เข้มข้นของสารทดสอบที่ท าให้เซลล์ตายไป 50 เปอร์เซ็นต ์(IC50)  
โดยที่สูตรค านวณ % cell viability ดังนี้  

% cell viability = (Treated cell-blank)X100 
     (Untreated cell – blank) 

 
3.3.4 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากสมุนไพรไทยที่มีผลต่อการแสดงออกของ
โปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ 

3.3.4.1 การสกัดโปรตีนจากเซลล์ HaCaT 
ขูดเซลล์จาก TC treated, square (5 x 106 cell/dish) ซึ่งผ่านการกระตุ้นด้วย TNF- α 

เข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และทดสอบด้วยสารสกัดสมุนไพรตามล าดับ น ามาปั่นล้างด้วย 
cold PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปั่นให้ตกตะกอนที่ 3,500 rpm ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
ท าซ้ า 3 ครั้ง เทส่วนใสทิ้ง แล้วจึงใช้กระดาษกรองซับด้านในของ centrifuge tube ให้แห้ง จากนั้น
จึงเติม lysis solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไปผสมให้เข้ากันประมาณ 3-5 นาที ด้วยเครื่อง 
vortex จากนั้นจึงดูด lysate น าไปปั่นให้ตกตะกอนที่ 100,000 g (44,000 rpm) ที่ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาท ีด้วยเครื่อง ultracentrifuge จากนั้นจึงเก็บ supernatant ใส่ microcentrifuge tube 
น าไปวัดปริมาณโปรตีนด้วย วิธี Bradford assay 
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3.3.4.2 Bradford assay 
เทคนิคการวัดโปรตีนด้วย Bradford อาศัยหลักการความสมดุลระหว่าง Coomassie 

Brilliant Blue G-250 และการจับกันระหว่าง Coomassie Brillant Blue G-250 กับโปรตีนแบบ
จ าเพาะ  

 

ภาพที่ 3.7 แสดงปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนกับ Coomassie Blue G-250 [53] 

 
Coomassie Brilliant Blue G-250 ภายใต้สภาวะที่เป็นกรดจะแสดงคุณสมบัติเป็นสีแดง

ออกมา แต่หากท าปฏิกิริยากับโปรตีนจะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงิน โดยปริมาณความเข้ม
ของสีจะแปรผันตรงกับปริมาณของกรดอะมิโน ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
(ภาพท่ี 3.7) 

 
การวัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay 

ดูดโปรตีนปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมกับ lysis solution ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพ่ือท า
การเจือจางโปรตีน จากนั้นจึงดูดมาปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงในจาน 96 หลุม โดยท าซ้ า 3 จากนั้นจึง
เติม bradford working buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 
10 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 595 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 
reader ค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) ซึ่งจะใช้สารละลาย
โปรตีนมาตรฐาน BSA (ความเข้มข้น 1, 0.5, 0.25 และ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และคูณ 
dilution factor จะได้ความเข้มข้นของโปรตีน แบ่งใส่ microcentrifuge tube ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส 
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3.3.4.3 แยกโปรตีนด้วยเทคนิค 2-dimensional gel electrophoresis (2D-GE) 
การแยกโปรตีนด้วยเทคนิค 2D-GE อาศัยการแยกโปรตีนด้วย 2 คุณสมบัติคือ แยกโดยอาศัย

ความแตกต่างของ pI (IEF) และความแตกต่างของน้ าหนักโมเลกุล (Mw) ของโปรตีน (SDS-PAGE) 
 

1. Isoelectric Focusing (IEF) 
เป็นเทคนิคการแยกโปรตีนโดยเน้นประจุเป็นกลางในสนามไฟฟ้า ( IEF) ซึ่งโดยทั่วไปเรียกว่า 

electrofocusing ซึ่งเป็นวิธีการแยกโมเลกุลที่มีประจุแตกต่างกัน ส าหรับการแยกโปรตีนด้วยวิธีนี้  
จะต้องให้โปรตีนอยู่ภายใต้สนามไฟฟ้า และใช้ตัวค้ าจุนที่ไม่เกิดปฏิกิริยาได้ง่าย (inert support) โดย
อาศัยการแปรผันความแตกต่างของค่า pH ท าให้บริเวณขั้วบวก (anode) มีค่า pH ต่ ากว่าบริเวณขั้ว
ลบ (cathode) และช่วงค่าความเป็นกรด-เบสที่เลือกใช้ต้องรวมถึงค่า pH ที่โปรตีนมีประจุสุทธิเป็น
ศูนย์ (isoelectric point, pI) ของโปรตีนที่เราสนใจด้วย ดังนั้นโปรตีนที่มีค่า pH ต่ ากว่าค่า pI จะมี
ประจุเป็นบวก และเคลื่อนที่เข้าหาขั้วลบ เมื่อโปรตีนเคลื่อนที่ไปจะท าให้ค่า pH ลดลงจนกระทั่งค่า 
pH เท่ากับค่า pI ท าให้มีประจุสุทธิเป็นศูนย์ และโปรตีนจะหยุดเคลื่อนที่ ในทางตรงกันข้ามส าหรับ
โปรตีนที่มีค่า pH สูงกว่าค่า pI โปรตีนจะมีประจุเป็นลบ และเคลื่อนเข้าหาขั้วบวก ด้วยหลักการของ 
IEF โปรตีนแต่ละชนิดจึงเคลื่อนที่เป็นแถบเข้าขั้วไฟฟ้า และไปหยุดที่ค่า pH เท่ากับค่า pI              
(ภาพท่ี 3.8.1)  

 
2. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

โดยหลักการของ SDS-PAGE ซึ่ง SDS มีคุณสมบัติเป็น detergent ที่มีประจุลบไปเกาะกับ
โปรตีน ท าให้โปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ และนอกจากนี้ SDS ยังท าให้โปรตีนสูญเสียสภาพอีกด้วย โดย
เปลี่ยนสภาพจากทรงกลม (globular) ไปอยู่ในสภาพที่เหยียดตรง (linear) ด้วยคุณสมบัติดังกล่าวใน
ขั้นตอนของ SDS-PAGE จึงท าให้โปรตีนที่ประกอบด้วยหน่วยย่อยหลายหน่วย (complex) ก็จะแยก
ออกเป็นแต่ละหน่วยย่อย (subunit) ดังนั้นการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของโปรตีนทุกตัวในกรณีนี้ จึง
เป็นการเคลื่อนท่ีโดยอาศัยความแตกต่างของน้ าหนักโมเลกุลเพียงอย่างเดียว โดยจะเป็นการเคลื่อนที่
ไปสู่ขั้วไฟฟ้าบวก ในอัตราส่วนผกผันกับค่า log ของน้ าหนักโมเลกุล ซึ่งโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลมาก
ก็จะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่า ในขณะที่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลน้อยจะสามารถเคลื่อนที่ได้เร็วกว่า          
(ภาพท่ี 3.8.2) 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
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ภาพที่ 3.8 แสดงหลักการของ 2-Dimensional Gel Electrophoresis (2D-GE) [54] 

 
First dimension (Isoelectric Focusing, IEF) 

แยกโปรตีนด้วย Isoelectric focusing ด้วย IPG strip pH 3-10 โดยเจือจางตัวอย่างโปรตีน
ที่สกัดด้วย rehydration buffer ให้ได้โปรตีนที่มีความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นจึง
เติมตัวอย่างโปรตีนลง strip holder ปริมาตร 250 ไมโครลิตร (strip 13 เซนติเมตร) วาง IPG strip 
คว่ าลงไปทับกับโปรตีนระมัดระวังอย่าให้เกิดฟอง จากนั้นจึงใช้ dry strip cover fluid ปิดทับเพ่ือ
ป้องกันการแห้งของ IPG strip ท าการ rehydration gel เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นจึงแยกโปรตีน
ด้วยเครื่อง Ettan IPGphor ด้วย 4 ขั้นตอนดังนี้ ขั้นตอนที่ 1 ที่ความต่างศักดิ์ 300 โวลต์ เป็นเวลา   
1 นาที ขั้นตอนที่ 2 ที่ความต่างศักดิ์ 3,500 โวลต์ เป็นเวลา 1.30 ชั่วโมง ขั้นตอนที่ 3 ความต่างศักดิ์ 
3,500 โวลต์ ซึ่งในข้ันตอนนี้จะมีความส าคัญในเรื่องของ resolution บนแผ่นเจล จึงตั้งค่าเป็นแบบไล่
ระดับ (gradient) จนกระทั่งถึง 14,000 Volt-hours และในขั้นตอนสุดท้าย ที่ความต่างศักดิ์ 3,500 
โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที โดยหลักการของ IEF โปรตีนจะหยุดเคลื่อนที่เมื่อค่า pH เท่ากับค่า pI ของ
โปรตีนแต่ละชนิด น า IPG strip ที่แยกด้วย IEF ในมิติท่ีหนึ่งไปแยกต่อในมิติท่ีสองด้วย SDS-PAGE 
 
Second dimension (การแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุลด้วย SDS-PAGE) 

น า IPG strip ที่ผ่านการแยกในมิติแรกมาท าการ equilibrate ด้วย equilibration buffer 
ที่มีส่วนผสมของ dithiothreitol (10 mg/mL) เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือท าลายพันธะ 
disulfide จากนั้นจึงน ามา equilibrate ต่อด้วย equilibration buffer ที่มีส่วนผสมของ 
iodoacetamide (25 mg/mL) เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือป้องกันการ Re-bound กลับมา
สร้างพันธะ disulfide อีกครั้ง จากนั้นจึงล้างด้วยน้ า Milli Q และตามด้วย sds-electrophoresis 
buffer ก่อนน าไปวางด้านบนของ 12.5 % SDS-PAGE พร้อมกับ protein ladder ปิดทับหน้าเจล
ด้วย agarose sealing แยกขนาดของโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (gel electrophoresis) ด้วยความ
ต่างศักย์ 300 โวลต์ 16 mA/gel เพ่ือให้โปรตีนจาก IPG strip เคลื่อนที่มาสู่ SDS-PAGE จากนั้นจึง
ปรับเป็น 24 mA/gel จนกระทั่งโปรตีนเคลื่อนที่ไปถึง marker ที่ก าหนดไว้ จึงน าเจลไปตรึงสภาพ
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ด้วย fixative solution อย่างน้อย 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้องพร้อมกับการเขย่าเบาๆ หลังจากนั้นจึง
ล้างด้วยน้ า Milli Q เป็นเวลา 10 นาที โดยท าการเขย่าเบาๆ (ล้าง 3 ครั้ง) เทน้ าออกแล้วแทนที่ด้วย 
Colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250 ซึ่งเป็นสีย้อม โดยจะย้อมข้ามคืน (over night)    
16-18 ชั่วโมง โดยประมาณ พร้อมเขย่าเบาๆ และน ามาล้างด้วยน้ า Milli Q ที่อุณหภูมิ 45-55 องศา
เซลเซียส จนกระท่ังแผ่นเจลใส และน าแผ่นเจลมาท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบต่อไป 

 
3.3.4.4 การวิเคราะห์ความแตกต่างของจุดโปรตีน 
 ท าการถ่ายภาพเจลที่ความละเอียด 300 dpi, 16 บิต ด้วยโปรแกรม SilverFast จากนั้นจึง
น าภาพมาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImmageMaster 2D Platinum เวอร์ชั่น 7 เพ่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างของโปรตีนระหว่างกลุ่มทดสอบ และกลุ่มควบคุมด้วยสถิติ ANOVA ซึ่งจุด
ของโปรตีนที่สนใจจะต้องมีค่า p <0.05  
 
3.3.4.5 การย่อยภายในเจล 

อาศัยคุณสมบัติของเอนไซม์ทริปซิน ซึ่งมีต าแหน่งตัดที่จ าเพาะคือ หมู่คาร์บอนิลของกรดอะมิ
โนไลซีนและอาร์จินีน โดยโปรตีนแต่ละชนิดจะมีต าแหน่งตัดส าหรับเอนไซม์ทริปซินที่แตกต่างกันท า
ให้ได้ชิ้นส่วนของสายเปปไทด์ที่มีจ านวน และขนาดที่แตกต่างกันไป โดยตัดจุดโปรตีนจากแผ่นเจลที่
แตกต่างมาท าการย่อยโปรตีนในแผ่นเจลโดยใช้ปลายทิปปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตัดจุดโปรตีนที่
ต้องการ จากนั้นจึงน าจุดโปรตีนมาล้างด้วย 50 % ACN ใน 25 mM (NH4)HCO3 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เขย่าเป็นเวลา 10 นาที ดูดทิ้ง ท าซ้ าจนกระทั่งเจลใส จากนั้นจึงเติม 100 % ACN 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่า 10 นาที ดูดทิ้ง จากนั้นจึงเติม 25 mM (NH4)HCO3 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เขย่า 10 นาที ดูดทิ้ง เติม 100 % ACN ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่า 10 นาที อีกครั้ง 
ดูดทิ้ง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง จนกระทั่งเจลแห้งสนิท เติม 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของเอนไซม์    
ทริปซินปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพ่ือให้เจลซึมซับเอนไซม์ทริปซินเข้าไป นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ       
4 องศาเซลเซียส เพ่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ดูดเอนไซม์ทริปซินส่วนเกินออก จากนั้นจึงเติม   
25 mM (NH4)HCO3 ปริมาตร 70 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืนเป็นเวลา 
16-18 ชั่วโมง โดยประมาณ เพ่ือให้เอนไซม์ทริปซินตัดเปปไทด์ได้อย่างสมบูรณ์ ดูดเปปไทด์ที่ถูกย่อย
ออกมาในสารละลาย 25 mM (NH4)HCO3 ใส่ microcentrifuge tube เก็บไว้ ท าการสกัดเปปไทด์
อีกครั้งจากเจล โดยใช้ 5% formic acid ใน 50% ACN (v/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปวางใน 
ultrasonic bath เป็นเวลา 15 นาที ดูดเปปไทด์ที่ได้จากการสกัดด้วย 5% formic acid ใน 50% 
ACN (v/v) มารวมกับเปปไทด์เดิม จากนั้นจึงน าไปไประเหยด้วยเครื่อง speed vac เป็นเวลา 2.30 
ชั่วโมง เติม 98% H2O, 2% ACN และ 0.1% formic acid ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพ่ือละลาย
ตะกอนเปปไทด์ และเพ่ือเป็นการเจือจางปริมาณอีกด้วย ผสมให้เข้ากันด้วย vortex จากนั้นจึงน าไป
ปั่นให้ตกตะกอนที่ 15,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จึงดูดส่วนใส เพ่ือน าไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
Liquid chromatography tandem–mass spectrometry (LC-MS/MS) 
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3.3.4.6 การวิเคราะห์ผลด้วย Liquid chromatography–tandem mass spectrometry            
(LC-MS/MS) 

LC-MS เป็นเทคนิคท่ีนิยมน ามาใช้ในงานด้านโปรตีโอมิกส์เหมาะส าหรับแยกวิเคราะห์หาชนิด
และปริมาณสาร ในสภาวะของเหลว โดยใช้ตัวตรวจวัด (detector) เป็นแบบเครื่องวิเคราะห์มวลสาร 
(mass Spectrometer) ซึ่งมีความถูกต้อง และความแม่นย าในการวิเคราะห์สูง (ภาพท่ี 3.9) 

 

 
ภาพที่ 3.9 เครื่อง Liquid chromatography–mass spectrometry (LC-MS) 

 

 
ภาพที่ 3.10 หลักการของ mass spectrometry (MS) [55] 

 
ส าหรับการวิเคราะห์ตัวอย่างนั้น ต้องท าการเตรียมตัวอย่างโปรตีนให้อยู่ในรูปสารละลาย ใน

ขั้นตอนแรกจะแยกสารด้วยหลักการของ High performance liquid chromatography (HPLC) 
โดยใช้ capillary column C18 (Acclaim®PepMap100) เป็น stationary phase และส าหรับ 
mobile phase ที่ใช้คือ solvent A (96% H2O, 4% ACN และ 0.1% formic acid) และ solvent 
B (80% ACN, 20% H2O และ 0.1% formic acid) โดยก าหนด condition ของ mobile phase 
ดังตารางที่ 3.5 ซึ่งปริมาตรตัวอย่างที่ใช้ในการฉีดคือ 5 ไมโครลิตร เมื่อสารตัวอย่างผ่านเข้าสู่ระบบ
ของ MS ตัวอย่างจะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของไอออน ด้วย Electrospray ionization (ESI) ไอออน
จะผ่านเข้าส่วนของ mass analyzer ซึ่งจะใช้เป็น ion trap ท าหน้าที่วิเคราะห์ไอออนตามค่ามวลต่อ
ประจุ (m/z) จากนั้นจึงผ่านเข้าสู่ระบบ detector ซึ่งจะท าหน้าที่เปลี่ยนไอออนให้ออกมาในรูปของ
สัญญาณทางไฟฟ้า (electrical signals) โปรแกรมจะท าการแปลงค่าสัญญาณออกมาในรูปของ 

LC 

MS 
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mass spectrum (ภาพที่ 3.10) หลังจากนั้นจึงน า mass spectrum ที่ได้ไปเทียบกับฐานข้อมูลของ
โปรตีน เช่น Mascot เพ่ือเปรียบเทียบว่าเป็นโปรตีนชนิดใด 

 
ตารางที่ 3.5 แสดง condition ของ mobile phase ส าหรับการแยกสารด้วย liquid 
chromatography (LC) 

Retention time (min) Flow rate (µl/mL) %B 
0.000 4.000 4.0 
0.000 4.000 4.0 
3.000 4.000 4.0 
33.000 4.000 55.0 
34.000 4.000 90.0 
39.000 4.000 90.0 
40.000 4.000 4.0 
55.000 4.000 4.0 

 

วิเคราะห์โปรตีนด้วยฐานข้อมูล (Protein Database Analyses) 
น า mass spectrum จากการวิเคราะห์ด้วย mass spectrometry มาเปรียบเทียบด้วย

ฐานข้อมูลของโปรตีน Mascot (http://www.matrixscience.com/help.html) ก็จะสามารถระบุ
ชนิดโปรตีนได้ (ดังภาพที ่14) โดยตั้งค่าพารามิเตอร์ดังนี้ 
1. ฐานข้อมูลคือ SwissProt ซึ่งเป็นฐานข้อมูลของโปรตีน 

2. อนุกรมวิธาน (Taxonomy) คือ มนุษย์ (Homo sapiens) 
3. ตัวแปรที่มีการเปลี่ยนแปลง (Variable modifications) คือ Cabamidomethyl (C) 
4. ประจุของเปปไทด์ (Peptide charge) คือ 2+, 3+ และ 4+ 
5. เอนไซม์ที่ใช้ในการตัดเปปไทด์คือ เอนไซม์ทริปซิน (Trypsin) 

ชื่อโปรตีนที่มีความน่าเชื่อถือมากที่สุดสามารถพิจารณาได้จากค่า Mascot score ที่มี
ค่าสูงสุด ควบคู่กับจ านวนชิ้นของเปปไทด์ที่วิเคราะห์จาก MS/MS ซึ่งเป็นเปปไทด์ที่เป็นเอกลักษณ์ 
(unique) ของโปรตีนชนิดนั้นๆ ซ่ึงจะเป็นโปรตีนของจุดที่เราสนใจ (ภาพท่ี 3.11) 
 

http://www.matrixscience.com/help.html
http://www.matrixscience.com/help/search_field_help.html#TAXONOMY
http://en.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
http://www.matrixscience.com/help/search_field_help.html#MODS
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ภาพที่ 3.11 แสดงการเปรียบเทียบ mass spectrum ด้วยฐานข้อมูล Mascot 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

4.1 ผลการสกัดสมุนไพรไทยด้วยตัวท าละลายท่ีแตกต่างกัน 
 การสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้นด้วย soxhlet apparatus เป็นเทคนิคที่ช่วยให้ลดการ
สิ้นเปลืองของตัวท าละลาย อีกทั้งการสกัดซึ่งเป็นการสกัดแบบระบบปิดสามารถลดการปนเปื้อนออก
สู่ภายนอก แต่อย่างไรก็ตามสารสกัดที่ได้ก็ยังเป็นสารหยาบ (crude extract) เช่นเดียวกับการสกัด
ด้วยวิธีอ่ืนๆ เช่น การต้ม การชง การคั้น และการหมัก หรือเทคนิคมาเซอเรชั่น (Maceration) ซึ่งใน
การสกัดครั้งนี้คิดเป็น extract yield (%) ได้ดังนี ้
 

 

ภาพที่ 4.1 แสดงปริมาณสารสกัดน้อยหน่าซึ่งใช้ตัวท าละลายที่ต่างชนิดกัน 

โดยมีปริมาณ extract yield ดังนี้  
ตัวท าละลายชนิดที่ 1 petroleum ether มีปริมาณ extract yield คือ 7.87 % 
ตัวท าละลายชนิดที่ 2 dichloromethane มีปริมาณ extract yield คือ 6.69 % 
ตัวท าละลายชนิดที่ 3 ethanol มีปริมาณ extract yield คือ 12.79 % 
 
 เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดที่ท าการสกัดด้วยตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิด  พบว่าปริมาณ extract 
yield ที่ได้จากการใช้ตัวท าละลาย ethanol ให้ปริมาณสารสกัดมากที่สุด รองลงมาคือ petroleum 
ether และ dichloromethane ตามล าดับ 
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ภาพที่ 4.2 แสดงปริมาณสารสกัดข่าซึ่งใช้ตัวท าละลายที่ต่างชนิดกัน 

โดยมีปริมาณ extract yield ดังนี้  
ตัวท าละลายชนิดที่ 1 petroleum ether มีปริมาณ extract yield คือ 5.41 % 
ตัวท าละลายชนิดที่ 2 dichloromethane มีปริมาณ extract yield คือ 0.66 % 
ตัวท าละลายชนิดที่ 3 ethanol มีปริมาณ extract yield คือ 20.38 % 
 
 เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดที่ท าการสกัดด้วยตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิด  พบว่าปริมาณ extract 
yield ที่ได้จากการใช้ตัวท าละลาย ethanol ให้ปริมาณสารสกัดมากที่สุด รองลงมาคือ petroleum 
ether และ dichloromethane ตามล าดับ เช่นเดียวกับสารที่สกัดได้จากน้อยหน่า 
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ภาพที่ 4.3 แสดงปริมาณสารสกัดขม้ินซึ่งใช้ตัวท าละลายที่ต่างชนิดกัน 

โดยมีปริมาณ extract yield ดังนี้  
ตัวท าละลายชนิดที่ 1 petroleum ether มีปริมาณ extract yield 6.058 % 
ตัวท าละลายชนิดที่ 2 dichloromethane มีปริมาณ extract yield คือ 4.578 % 
ตัวท าละลายชนิดที่ 3 ethanol มีปริมาณ extract yield คือ 5.263 % 
 
 เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดที่ท าการสกัดด้วยตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิด  พบว่าปริมาณ extract 
yield ที่ได้จากการใช้ตัวท าละลาย petroleum ether ให้ปริมาณสาสกัดมากที่สุด รองลงมาคือ 
ethanol และ dichloromethane ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจากสารสกัดจากน้อยหน่าและข่า ซึ่ง
ปริมาณสารสกัดที่ ออกมามากที่สุดเมื่อใช้ตัวท าละลาย ethanol แต่อย่างไรก็ตาม 
dichloromethane เป็นตัวท าละลายที่ให้ปริมาณสารสกัดน้อยที่สุดทั้ง 3 สมุนไพร 
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4.2 ผลการวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

ตารางที่ 4.1 แสดงผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น
ด้วยวิธี Folin-ciocalteu assay 
 

ชื่อสมุนไพร Petroleum ether 

(mg GAE/ g sample) 

Dichloromethane 

(mg GAE/ g sample) 

Ethanol 

(mg GAE/ g sample) 

น้อยหน่า N/A 4.70±0.49 23.01±1.01 

ข่า N/A 10.64±0.56 6.75±0.70 

ขมิ้น 12.54±1.14 71.84±2.29 64.71±3.19 

 

 จากการศึกษาพบว่า สารสกัดน้อยหน่าสามารถพบสารประกอบฟีนอลิกได้เฉพาะในตัวท า
ละลายชนิด dichloromethane และ ethanol เท่านั้น โดยที่พบในตัวท าละลาย ethanol ใน
ปริมาณมากที่สุดคือ 23.01±1.01 มิลลิกรัมของแกลลิก แอซิดต่อน้ าหนักแห้งเป็นกรัมของสารสกัด 
(mg GAE/ g sample) รองลงมาคือ สารสกัดจากตัวท าละลาย dichloromethane ซึ่งมีปริมาณ
เท่ากับ 4.70±0.49 mg GAE/ g sample ส่วนในสารสกัดที่สกัดด้วยตัวท าละลาย petroleum 
ether นั้นไม่พบสารประกอบฟีนอลิก 
 เช่นเดียวกับสกัดข่า สามารถพบสารประกอบฟีนอลิกได้เฉพาะในตัวท าละลายชนิด 
dichloromethane และ ethanol เท่านั้น แต่ตัวท าละลายที่ให้สารประกอบฟีนอลิกมากที่สุดคือ 
dichloromethane ซึ่งพบในปริมาณ 10.64±0.56 mg GAE/ g sample และรองลงมาคือ สารสกัด
จากตัวท าละลาย ethanol พบปริมาณสารสารประกอบฟีนอลิกเท่ากับ 6.75±0.70 ส่วนตัวท าละลาย 
petroleum ether นั้นไม่พบสารประกอบฟีนอลิก เช่นเดียวกับสารสกัดจากน้อยหน่า 
 สารสกัดจากขมิ้นเป็นสารสมุนไพรเพียงชนิดเดียวที่สามารถพบสารประกอบฟีนอลิกได้ทั้ง 3 
ตัวท าละลาย และพบว่ามีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกมากที่สุดเมื่อเทียบกับน้อยหน่าและข่า โดย
พบว่าสารสกัดที่ได้จาก dichloromethane มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงสุด รองลงมาคือ 
ethanol และ petroleum ether โดยพบปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกดังนี้ 71.84±2.29, 
64.71±3.19 และ 12.54±1.14 mg GAE/ g sample ตามล าดับ ซึ่งแสดงผลในรูปของ mean ± 
SEM โดยท าการทดสอบตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง และจ านวน 3 การทดลอง 
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4.3 ผลการวัดปริมาณฟลาโวนอยด์ 

ตารางที่ 4.2 แสดงผลการทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้นด้วยวิธี  
Aluminum chloride colorimetric assay 
 

ชื่อสมุนไพร Petroleum ether 

(mg quercetin/g 
sample) 

Dichloromethane 

(mg quercetin/g 
sample) 

Ethanol 

(mg quercetin/g 
sample) 

น้อยหน่า 19.59±1.98 63.76±2.58 40.07±1.49 

ข่า 1.72±0.25 10.04±1.71 2.68±0.52 

ขมิ้น 20.27±3.07 775.90±10.30 596.00±7.14 

 
 จากการศึกษาพบว่าสารสกัดจากน้อยหน่า ข่าและขมิ้นสามารถพบฟลาโวนอยด์ได้ทั้ง 3 ตัว
ท าละลาย ซึ่งจะแตกต่างกันในเรื่องของปริมาณดังนี้ สารสกัดจากน้อยหน่าสามารถพบสารฟลาโว
นอยด์ได้มากที่สุดในตัวท าละลาย dichloromethane รองลงมาคือ ethanol และ petroleum 
ether ซึ่งพบปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ ดังนี้ 63.76±2.58, 40.07±1.49, 19.59±1.98 มิลลิกรัม
ของเควอซิทินต่อน้ าหนักแห้งเป็นกรัมของสารสกัด (mg quercetin/g sample) ตามล าดับ 
 สารสกัดจากข่ามีปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุดในตัวท าละลาย dichloromethane 
รองลงมาคือ ethanol และ petroleum ether เช่นเดียวกันกับสารสกัดจากน้อยหน่า โดยที่ปริมาณ
ของฟลาโวนอยด์ที่พบมีดังนี้ 10.04±1.71, 2.68±0.52 และ 1.72±0.25 mg quercetin/g sample 
ตามล าดับ 
 สารสกัดจากขมิ้นมีฟลาโวนอยด์มากที่สุด เมื่อเทียบกับสารสกัดจากน้อยหน่าและข่า โดย
พบว่าสารสกัดจากตัวท าละลาย dichloromethane มีปริมาณมากที่สุด รองลงมาคือ ethanol และ 
petroleum ether ซึ่งปริมาณที่พบมีดังนี้ 775.90±10.30, 596.00±7.14 และ 20.27±3.07 mg 
quercetin/g sample ตามล าดับ 

ซึ่งแสดงผลในรูปของ mean ± SEM โดยท าการทดสอบตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง และจ านวน 3 
การทดลอง 
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4.4 ผลการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

ตารางที่ 4.3 แสดงถึงผลการทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูลอนุมูลอิสระของสาร
สกัดน้อยหน่า ข่า และขมิ้นด้วยวิธี DPPH 
 

ชื่อสมุนไพร Petroleum ether Dichloromethane Ethanol 

Radical 
scavenging 

Activity 
(%) 

mg 
Ascorbic 
acid /g 
sample 

Radical 
scavenging 

Activity  

(%) 

mg 
Ascorbic 
acid /g 
sample 

Radical 
scavenging 

Activity 
(%) 

mg 
Ascorbic 
acid /g 
sample 

น้อยหน่า 8.45±0.42 1.68±0.33 14.96±2.29 8.40±3.21 33.88±0.83 25.18±0.69 

ข่า N/A N/A 32.05±0.46 24.67±1.63 22.49±1.62 15.35±0.32 

ขมิ้น 16.19±0.32 10.19±0.57 87.85±1.50 

IC50=400 

63.00±2.72 

 

84.47±1.71 

IC50=200 

58.56±0.50 

 

 ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากน้อยหน่า ข่าและขมิ้น
ซึ่งจะวัดออกมาในเป็นค่าของ radical scavenging activity (%) และน าไปเทียบค่ากับกรด
แอสคอร์บิก ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน เพ่ือน าไปค านวณหาปริมาณเป็นค่ามิลลิกรัมกรด
แอสคอร์บิกต่อน้ าหนักแห้งเป็นกรัมของสารสกัด (mg Ascorbic acid / g sample) จากการศึกษา
พบว่าสารสกัดจากน้อยหน่าจากตัวท าละลาย ethanol สามารถต้านออกซิเดชั่นอนุมูล DPPH ได้มาก
ที่สุด รองลงมาคือ dichloromethane และ petroleum ether ซึ่งมีค่า radical scavenging 
activity (%) ดังนี้ 33.88±0.83, 14.96±2.29 และ 8.45±0.42 ตามล าดับ และเมื่อน าไปเทียบกับ
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก พบปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระดังนี้ 25.18±0.69, 
8.40±3.21 และ 1.68±0.33 mg Ascorbic acid /g sample ตามล าดับ 
 สารสกัดจากข่าพบว่ามีเฉพาะสารกัดจากตัวท าละลาย dichloromethane และ ethanol 
เท่านั้น โดยพบมากท่ีสุดในตัวท าละลาย dichloromethane รองลงมา คือ ethanol ซ่ึงมีค่า radical 
scavenging activity (%) ดังนี้ 32.05±0.46 และ 22.49±1.62 ตามล าดับ และเมื่อน าไปเทียบกับ
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก พบปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระดังนี้ 24.67±1.63 
และ 15.35±0.32 mg Ascorbic acid /g sample ตามล าดับ  
 สารสกัดจากขมิ้นพบว่าสารสกัดจากตัวท าละลายชนิด dichloromethane สามารถต้าน
ออกซิเดชั่นอนุมูล DPPH ได้มากที่สุด รองลงมาคือ ethanol และ petroleum ether ซึ่งมีค่า 
radical scavenging activity (%) ดังนี้ 87.85±1.50, 84.47±1.71 และ 16.19±0.32 ตามล าดับ 
และเมื่อน าไปเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก พบปริมาณของสารต้านอนุมูล
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อิสระดังนี้ 63.00±2.72, 58.56±0.50 และ 10.19±0.57 mg Ascorbic acid /g sample ตามล าดับ 
ซ่ึงแสดงผลในรูปของ mean ± SEM โดยท าการทดสอบตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง และจ านวน 3 การทดลอง 
 
4.5 ผลการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

ตารางที่ 4.4 แสดงถึงผลการทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูลอิสระของสารสกัด
น้อยหน่า ข่า และขมิ้นด้วยวิธี ABTS˙+ 
 

ชื่อสมุนไพร Petroleum ether Dichloromethane Ethanol 

Radical 
scavenging 
Activity (%) 

mg 
Ascorbic 
acid /g 
sample 

Radical 
scavenging 
Activity (%) 

mg 
Ascorbic 
acid /g 
sample 

Radical 
scavenging 
Activity (%) 

mg 
Ascorbic 
acid /g 
sample 

น้อยหน่า 10.93±1.83 6.22±0.26 27.63±2.36 16.43±0.96 56.30±1.35 

IC50=800 

30.28±4.83 

ข่า 14.67±3.24 7.97±0.75 57.40±1.75 

IC50= 700 

31.29±3.93 39.23±4.18 23.80±1.02 

ขมิ้น 41.03±2.23 24.16±0.77 98.80±0.32 

IC50=120 

57.68±8.31 97.11±0.94 

IC50=125 

50.32±2.60 

 

  ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูลอิสระของสารสกัดจากน้อยหน่า 
ข่าและขมิ้น ซึ่งจะวัดออกมาในเป็นค่าของ radical scavenging activity (%) และน าไปเทียบค่ากับ
กรดแอสคอร์บิก ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน เพ่ือน าไปค านวณหาปริมาณเป็นค่ามิลลิกรัม
กรดแอสคอร์บิกต่อน้ าหนักแห้งเป็นกรัมของสารสกัด (mg ascorbic acid / g sample) เช่นเดียวกับ
การทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูลอิสระของสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้นด้วย
ด้วยวิธี DPPH (ตารางที่ 4.3) จากการศึกษาพบว่าสารสกัดจากน้อยหน่าจากตัวท าละลาย ethanol 
จะมีความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS˙+ ได้มากที่สุด รองลงมาคือ 
dichloromethane และ petroleum ether ซึ่งมีค่า radical scavenging activity (%) ดังนี้ 
56.30±1.35, 27.63±2.36 และ 10.93±1.83 ตามล าดับ และเมื่อน าไปเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิก พบปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระดังนี้ 30.28±4.83, 16.43±0.96 และ 
6.22±0.26 mg ascorbic acid / g sample ตามล าดับ 
  ส าหรับสารสกัดจากข่า พบว่าสารสกัดจากตัวท าละลายชนิด dichloromethane สามารถ
ต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS˙+ ได้มากที่สุด รองลงมาคือ ethanol และ petroleum ether ซึ่งมีค่า 
radical scavenging activity (%) ดังนี้ 57.40±1.75, 39.23±4.18 และ 14.67±3.24 ตามล าดับ 
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และเมื่อน าไปเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก พบปริมาณของสารต้านอนุมูล
อิสระดังนี้ 31.29±3.93, 23.80±1.02 และ 7.97±0.75 mg ascorbic acid / g sample ตามล าดับ 
  ส าหรับสารสกัดจากขมิ้น พบว่าสารสกัดจากตัวท าละลายชนิด dichloromethane สามารถ
ต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS˙+ ได้มากที่สุด รองลงมาคือ ethanol และ petroleum ether 
เช่นเดียวกับสารสกัดจากข่าซึ่งมีค่า radical scavenging activity (%) ดังนี้ 98.80±0.32, 
97.11±0.94 และ 41.03±2.23 ตามล าดับ และเมื่อน าไปเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรด
แอสคอร์บิก พบปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระดังนี้ 57.68±8.31, 50.32±2.60 และ 24.16±0.77 
mg ascorbic acid / g sample ตามล าดับ ซ่ึงแสดงผลในรูปของ mean ± SEM โดยท าการทดสอบ
ตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง และจ านวน 3 การทดลอง 
 
4.6 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดสมุนไพรไทยด้วยเทคนิค MTT assay  

ท าการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดสมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิด จากตัวท าละลาย 
petroleum ether, dichloromethane และ ethanol ที่ความเข้มข้นสุดท้ายของสมุนไพรในหลุม
เป็น 12.5, 6.25, 3.125 และ 0.1.5625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และส าหรับสารเควอซิทินจะทดสอบ
ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 125, 100, 50, 25,12.5, 6.25, 3.125 และ 1.5625 ไมโครโมลลาร์ ซึ่งท า
การทดสอบกับเซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยง HaCaT โดยใช้เทคนิค MTT assay เพ่ือต้องการทดสอบ
ความสามารถในการเมแทบอลิซึมของไมโทคอนเดรีย (metabolic capacity) ภายในเซลล์ ซึ่งในการ
ทดสอบดังกล่าวเซลล์ HaCaT ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกิดการ
อักเสบ และมีการหลั่งไซโตไคน์เพ่ือกระตุ้นให้เซลล์เพ่ิมการแบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้น จากนั้นจึงท าการ
ทดสอบด้วยสารสกัดสมุนไพรต่ออีก 48 ชั่วโมง โดยให้ DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ 
(positive control) ให้มีค่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) เท่ากับ 0 
เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ HaCaT ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α (control) ให้มีค่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของ
เซลล์ (% cell viability) เท่ากับ 100 เปอร์เซนต์ ซึ่งผลการทดสอบที่ได้จะเป็นการเปรียบเทียบกับ
เซลล์ในกลุ่มควบคุม (เซลล์ HaCaT ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α) จากนั้นน าความเข้มข้นของสารสกัดที่
เป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งมีผลท าให้เปอร์เซนต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ไปทดสอบกับเซลล์ HaCaT เพ่ือดูการแสดงออกของโปรตีนต่อไป 

 
 
 
 
 

  



41 
 

4.6.1 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากน้อยหน่าด้วยเทคนิค MTT assay 

 

ภาพที่ 4.4 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) โดยการทดสอบด้วยสารสกัด
น้อยหน่า จากตัวท าละลาย ethanol ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันด้วยเทคนิค MTT assay ซึ่งท าการ
ทดสอบแต่ละความเข้มข้นจ านวน 3 ซ้ า และทดสอบจ านวน 3 การทดลอง 
 

จากการทดสอบสารสกัดจากน้อยหน่าที่ความเข้มข้น 1.5625-12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากตัวท าละลาย petroleum ether, dichloromethane และ ethanol เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
พบว่าสารสกัดน้อยหน่าจากตัวท าละลาย ethanol ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25 และ 12.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์ มีผลท าให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α เพียงอย่างเดียว 
(ดังภาพที่ 4.4) ดังนั้นที่ความเข้มข้น 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงเลือกน าไปใช้เพ่ือศึกษาดูการ
แสดงออกระดับโปรตีนของเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการใช้สารสกัดน้อยหน่าในการรักษา
โรคสะเก็ดเงิน 
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4.6.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข่าด้วยเทคนิค MTT assay 

 

ภาพที่ 4.5 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) โดยการทดสอบด้วยสารสกัดข่า
จากตัวท าละลาย petroleum ether ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันด้วยเทคนิค MTT assay ซึ่งท าการ
ทดสอบแต่ละความเข้มข้นจ านวน 3 ซ้ า และทดสอบจ านวน 3 การทดลอง 
 
 จากการทดสอบสารสกัดข่าที่ความเข้มข้น 1.5625-12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากตัวท า
ละลาย petroleum ether, dichloromethane และ ethanol เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่ามีเพียง
สารสกัดข่าจากตัวท าละลาย petroleum ether เท่านั้น ที่เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์ โดยที่ความ
เข้มข้น 3.125, 6.25 และ 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์  มีผลให้
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์เคอราติโนไซต์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ
กับเซลล์ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-alpha อย่างเดียว (ดังภาพที่ 4.5) จึงน าไปค านวณหาความเข้มข้นของ
สารสกัดที่จะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เพ่ือน าไปศึกษาดูการ
แสดงออกในระดับโปรตีนของเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการใช้สารสกัดข่าในการรักษาโรค
สะเก็ดเงิน 
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4.6.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากขม้ิน (DCM) ด้วยเทคนิค MTT assay 

 

ภาพที่ 4.6 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) โดยการทดสอบด้วยสารสกัดขมิ้น
จากตัวท าละลาย Dichloromethane ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันด้วยเทคนิค MTT assay ซึ่งท าการ
ทดสอบแต่ละความเข้มข้นจ านวน 3 ซ้ า และทดสอบจ านวน 3 การทดลอง 

 
จากการทดสอบสารสกัดขมิ้นที่ความเข้มข้น 1.5625-12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากตัวท า

ละลาย petroleum ether, dichloromethane และ ethanol เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสารสกัด
ขมิ้นจากตัวท าละลาย dichloromethane และ ethanol เท่านั้น ที่เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์ 
โดยที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25 และ 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์ มี
ผลให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์เคอราติโนไซต์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกับเซลล์ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-alpha อย่างเดียว (ดังภาพที่ 4.6 และ 4.7) จึงน าไปค านวณหา
ความเข้มข้นของสารสกัดที่จะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เพ่ือน าไป
ศึกษาดูการแสดงออกในระดับโปรตีนของเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการใช้สารสกัดขมิ้นใน
การรักษาโรคสะเก็ดเงินทั้งในส่วนของตัวท าละลาย dichloromethane และ ethanol 
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4.6.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากขม้ิน (ETH) ด้วยเทคนิค MTT assay 

 

ภาพที่ 4.7 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) โดยการทดสอบสารสกัดขมิ้นจาก
ตัวท าละลาย ethanol ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันด้วยเทคนิค MTT assay ซึ่งท าการทดสอบแต่ละ
ความเข้มข้นจ านวน 3 ซ้ าและ ทดสอบจ านวน 3 การทดลอง 

 

4.6.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารเควอซิทิน (quercetin) ด้วยเทคนิค MTT assay 

 
ภาพที่ 4.8 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) โดยการทดสอบด้วยสารเควอซิทิน 
(quercetin) ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน ด้วยเทคนิค MTT assay ซึ่งท าการทดสอบแต่ละความ
เข้มข้นจ านวน 3 ซ้ า และทดสอบจ านวน 3 การทดลอง 
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จากการทดสอบสารเควอซิทิน (quercetin) ที่ความเข้มข้น 1.5625-125 ไมโครโมลลาร์     
(µM) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าที่ความเข้มข้นตั้งแต่ช่วง 1.5625-100 ไมโครโมลลาร์ เควอซิทินไม่
เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งเปอร์เซนต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) ยังคง
มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อปริมาณความเข้มข้นของสารเควอซิทินเพ่ิมสูงขึ้นเป็น 125 ไมโคร
โมลลาร์ เควอซิทินเริ่มมีพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์มากขึ้น ท าให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์  
(% cell viability) ลดลงเหลือเพียง 60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)     
(ดังภาพที่ 4.8) ดังนั้นที่ความเข้มข้น 125 ไมโครโมลลาร์ จึงเลือกน าไปใช้เพ่ือศึกษาดูการแสดงออก
ระดับโปรตีนของเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการใช้สารเควอซิทินในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน 

 
4.7 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากสมุนไพรไทยต่อการแสดงออกของโปรตีน
ภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ 
 
 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนจากเซลล์ HaCaT ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นจึงน ามาทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า ข่า ขมิ้น และสารเควอซิทิน (quercetin) เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับโปรตีนของกลุ่มควบคุม (control cell) ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α เพียง
อย่างเดียว โดยใช้เทคนิค 2D-GE ซึ่งท าการวิเคราะห์โปรตีนในช่วง pH เท่ากับ 3-10 จากนั้นจึงน ามา
วิเคราะห์แผ่นเจลด้วยโปรแกรม ( image analysis) เพ่ือท าการเปรียบเทียบความแตกต่างของจุด
โปรตีนที่มีการแสดงออกในสภาวะที่ทดสอบด้วยสารต่างๆกัน 
 
4.7.1 การแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสาร
สกัดน้อยหน่า 

จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพบความแตกต่างของจุดโปรตีน (spot protein) จ านวน 22 
จุด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนดังนี้ protein disulfide-isomerase, protein disulfide-isomerase 
A3, prelamin-A/C, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L, TATA-binding protein-
associated factor 2N, ornithine aminotransferase, heat shock cognate 71 kDa protein, 
tropomodulin-3, heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2, keratin, type II 
cytoskeletal 5, annexin A1, nucleophosmin, keratin, type II cytoskeletal 6A, keratin, 
type II cytoskeletal 2 epidermal, cathepsin D, histone-lysine N-methyltransferase 
EHMT2, peroxiredoxin-4, enoyl-CoA hydratase, heat shock protein beta-1, thioredoxin-
dependent peroxide reductase และ peroxiredoxin-2 (ดังตารางที่ 1 ภาคผนวก ก) แต่พบว่ามี
เพียง 8 โปรตีนเท่านั้น (ดังภาพที่ 4.13) ทีส่ัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งประกอบด้วย 
tropomodulin-3 (An11), cathepsin D (An23), peroxiredoxin-4 (An26), enoyl-CoA 
hydratase (An27), heat shock protein beta-1 (An28) และ peroxiredoxin-2 (An30) ซึ่ง
พบว่าโปรตีนเหล่านี้ลดการแสดงออกลง เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า มีเพียง heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein L (An5) เท่านั้น ซึ่งเพ่ิมการแสดงออกเมื่อทดสอบด้วยสารสกัด
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น้อยหน่า (ตารางที่ 4.5) โดยที่โปรตีนมีค่า pI อยู่ในช่วง 4.64-8.46 และมีน้ าหนักโมเลกุล (Mw) อยู่
ในช่วง 21.8-64.0 KDa  

 
ตารางที่ 4.5 แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่าจากตัวท าละลาย 
ethanol 

Spot 
No. 

Protein name Accession 
No. 

gene 
 

Function 
 

Regulated 

An5 Heterogeneous 
nuclear 

ribonucleoproteins 
L 

P14866 
 

HNRNP
L 
 

Promote cell 
differentiation 

 

 

An11 Tropomodulin-3 Q9NYL9 
 

TMOD
3 
 

Promote cell 
proliferation 

and migration 

 

An23 Cathepsin D 
 

P07339 
 

CTSD 
 

Anti-apoptosis 
 

 

An26 Peroxiredoxin-4 
 

Q13162 
 

PRDX4 
 

Anti-apoptosis  
and activate 

NF-𝜅B 

 

An27 Enoyl-CoA 
hydratase 

P30084 
 

ECHS1 
 

Anti-apoptosis 
 

 

An28 Heat shock protein 
beta-1 

P04792 
 

HSPB1 
 

Anti-apoptosis  
and activate 

NF-𝜅B 

 

An30 Peroxiredoxin-2 
 

P32119 
 

PRDX2 
 

Promote cell 
proliferation 

 

 

4.7.2 การแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสาร
สกัดข่า 
 จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพบความแตกต่างของจุดโปรตีน (spot protein) จ านวน 14 
จุด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนดังนี้ alpha-enolase, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E, 
cathepsin D, cathepsin B, prohibitin, ran-specific GTPase-activating protein, 
chromobox protein homolog 1, peroxiredoxin-4, enoyl-CoA hydratase, heat shock 
protein beta-1, endoplasmic reticulum resident protein 29, keratin, type I cytoskeletal 
9, ATP synthase subunit alpha และ superoxide dismutase [Mn] (ดังตารางที่ 2 ภาคผนวก 
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ก) แต่พบว่ามีเพียง 7 โปรตีนเท่านั้น (ดังภาพที่ 4.14) ที่สัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของโปรตีน ซึ่ง
ประกอบด้วย cathepsin D (Al10), cathepsin B (Al11), peroxiredoxin-4 (Al16), enoyl-CoA 
hydratase (Al17), heat shock protein beta-1 (Al18), endoplasmic reticulum resident 
protein 29 (Al19) และ ATP synthase subunit alpha (Al22) ซึ่งพบว่าโปรตีนเหล่านี้ลดการ
แสดงออกลง เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดข่า (ตารางที่ 4.6) โดยที่โปรตีนมีค่า pI อยู่ในช่วง 5.86-9.16 
และมีน้ าหนักโมเลกุล (Mw) อยู่ในช่วง 22.7-59.7 KDa 
 
ตารางที่ 4.6 แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดข่าจากตัวท าละลาย 
petroleum ether 

Spot 
No. 

Protein name Accession 
No. 

gene 
 

Function 
 

Regulated 
 

Al10 Cathepsin D 
 

P07339 
 

CTSD 
 

Anti-apoptosis 
 

 

Al11 Cathepsin B 
 

P07858 
 

CTSB 
 

Anti-apoptosis 
 

 

Al16 Peroxiredoxin-4 
 

Q13162 
 

PRDX4 
 

Anti-apoptosis and 
activate NF-𝜅B 

 

Al17 Enoyl-CoA 
hydratase 

P30084 
 

ECHS1 
 

Anti-apoptosis 
 

 

Al18 Heat shock protein 
beta-1 

P04792 
 

HSPB1 
 

Anti-apoptosis and 
activate NF-𝜅B 

 

Al19 Endoplasmic 
reticulum resident 

protein 29 

P30040 
 

ERP29 
 

Promote cell 
proliferation 

 

Al22 ATP synthase 
subunit alpha 

 

P25705 
 

ATP5A1 
 

Promote cell 
proliferation 

and migration 

 

 

4.7.3 การแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสาร
สกัดขม้ิน 

4.7.3.1 การแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสาร
สกัดขมิ้น จากตัวท าละลาย dichloromethane วิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพบความแตกต่างของจุด
โปรตีน (spot protein) จ านวน 10 จุด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนดังนี้ heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 1, cathepsin B, 



48 
 

proteasome activator complex subunit 1, keratin, type II cytoskeletal 1, 
peroxiredoxin-4, enoyl-CoA hydratase, heat shock protein beta-1, heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein H3 และ heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H (ดัง
ตารางที่ 3 ภาคผนวก ก) แต่พบว่ามีเพียง 7 โปรตีนเท่านั้น (ดังภาพที่ 4.15) ที่สัมพันธ์กับระดับการ
แสดงออกของโปรตีน ซึ่งประกอบด้วย heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (CD1), 
cathepsin B (CD8), keratin, type II cytoskeletal 1 (CD10), peroxiredoxin-4 (CD13), 
enoyl-CoA hydratase (CD14), heat shock protein beta-1 (CD15) และ heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein H (CD18) ซึ่งพบว่าโปรตีนเหล่านี้ลดการแสดงออกลง เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดขมิ้นจากตัวท าละลาย dichloromethane (ตารางที่ 4.7) โดยที่โปรตีนมีค่า pI อยู่
ในช่วง 5.39-8.34 และมีน้ าหนักโมเลกุล (Mw) อยู่ในช่วง 22.7-65.9 KDa 

 
ตารางที่ 4.7 แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดขมิ้นจากตัวท าละลาย 
dichloromethane 

Spot 
No. 

Protein name Accession 
No. 

gene 
 

Function 
 

Regulated 
 

CD 1 Heterogeneous 
nuclear 

ribonucleoprotein 
K 

P61978 
 

HNRNPK 
 

Anti-apoptosis 
 

 

CD 8 Cathepsin B 
 

P07858 
 

CTSB 
 

Anti-apoptosis 
 

 

CD10 Keratin I P04264 
 

KRT1 
 

Activate 
inflammation 

 

CD13 Peroxiredoxin-4 
 

Q13162 
 

PRDX4 
 

Anti-apoptosis 
and activate 

NF-𝜅B 

 

CD14 Enoyl-CoA 
hydratase 

P30084 
 

ECHS1 
 

Anti-apoptosis 
 

 

CD15 Heat shock protein 
beta-1 

 

P04792 
 

HSPB1 
 

Anti-apoptosis 
and activate 

NF-𝜅B 

 

CD18 Heterogeneous 
nuclear 

ribonucleoprotein 
H 

P31943 
 

HNRNPH 
 

Anti-apoptosis 
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4.7.3.2. การแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสาร
สกัดขมิ้น จากตัวท าละลาย ethanol วิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพบความแตกต่างของจุดโปรตีน (spot 
protein) จ านวน 13 จุด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนดังนี้ protein disulfide-isomerase, 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K, elongation factor Tu, fumarate 
hydratase, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3, cathepsin B, cathepsin D, 
proteasome activator complex subunit 1, keratin, type II cytoskeletal 1, peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase E, 14-3-3 protein sigma และ T-complex protein 1 subunit 
theta (ดังตารางที่ 4 ภาคผนวก ก) แต่พบว่ามีเพียง 5 โปรตีนเท่านั้น (ดังภาพที่ 4.16) ที่สัมพันธ์กับ
ระดับการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งประกอบด้วย heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 
(CE2), cathepsin B (CE7), cathepsin D (CE8) และ keratin, type II cytoskeletal 1 (CE10) ซึ่ง
พบว่าโปรตีนเหล่านี้ลดการแสดงออกลง เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดขมิ้นจากตัวท าละลาย ethanol มี
เพียงแต่ protein disulfide-isomerase (CE1) เท่านั้น ซึ่งเพ่ิมการแสดงออกเมื่อทดสอบด้วยสาร
สกัดขม้ินจากตัวท าละลาย ethanol (ตารางที่ 4.8) โดยที่โปรตีนมีค่า pI อยู่ในช่วง 4.68-8.15 และมี
น้ าหนักโมเลกุล (Mw) อยู่ในช่วง 27.7-65.9 KDa 

 
ตารางที่ 4.8 แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดขมิ้นจากตัวท าละลาย 
ethanol 

Spot 
No. 

Protein name Accession 
No. 

gene 
 

Function 
 

Regulated 
 

CE1 Protein disulfide-
isomerase 

P07237 
 

PDI 
 

Promote cell 
apoptosis 

 

CE2 Heterogeneous 
nuclear 

ribonucleoprotein K 

P61978 
 

HNRNPK 
 

Anti-apoptosis 
 

 

CE7 Cathepsin B 
 

P07858 
 

CTSB 
 

Anti-apoptosis 
 

 

CE8 Cathepsin D 
 

P07339 
 

CTSD 
 

Anti-apoptosis 
 

 

CE10 Keratin I P04264 
 

KRT1 
 

Activate 
inflammation 

 

 

4.7.4 การแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสาร
สกัดสารเควอซิติน (quercetin) 
 จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพบความแตกต่างของจุดโปรตีน (spot protein) จ านวน 35 
จุด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนดังนี้ 78 kDa glucose-regulated protein, transitional endoplasmic 
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reticulum ATPase, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K, prelamin-A/C, protein 
FAM221A, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F, keratin, type II cytoskeletal 1, 
ornithine aminotransferase, tropomodulin-3, dnaJ homolog subfamily B member 11, 
elongation factor Tu, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B, poly(rC)-binding 
protein 1, PDZ and LIM domain protein 1, annexin A2, keratin, type I cytoskeletal 10, 
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, SAP domain-containing ribonucleoprotein, 
cathepsin D, pre-mRNA-splicing factor SPF27, NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-
sulfur protein 3, endoplasmic reticulum resident protein 29, DNA-directed RNA 
polymerases I, II, and III subunit RPABC1, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
H3, ATPase family AAA domain-containing protein 3A, ATP synthase subunit alpha 
และ thioredoxin-dependent peroxide reductase (ดังตารางที่ 5 ภาคผนวก ก) แต่พบว่ามีเพียง 
3 โปรตีนเท่านั้น (ดังภาพที่ 4.17) ที่สัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งประกอบด้วย 
tropomodulin-3 (Q12) และ cathepsin D (Q25) ซึ่งพบว่าลดการแสดงออกลงเมื่อทดสอบด้วย
สารเควอซิทิน มีเพียงแต่ transitional endoplasmic reticulum ATPase (Q2) เท่านั้น ซึ่งเพ่ิมการ
แสดงออกเมื่อทดสอบด้วยสารเควอซิทิน (ตารางที่ 4.9) โดยที่โปรตีนมีค่า pI อยู่ในช่วง 5.08-6.10 
และมีน้ าหนักโมเลกุล (Mw) อยู่ในช่วง 39.5-89.2 Kda 
 
ตารางที่ 4.9 แสดงรายชื่อโปรตีนซ่ึงตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารเควอซิทิน (quercetin) 

Spot 
No. 

Protein name Accession 
No. 

gene 
 

Function 
 

Regulated 
 

Q2 Transitional 
endoplasmic 

reticulum ATPase 

P55072 
 

VCP 
 

Anti-apoptosis 
 

 

Q12 Tropomodulin-3 
 

Q9NYL9 
 

TMOD3 
 

Proliferation and 
migration 

 

Q25 Cathepsin D 
 

P07339 
 

CTSD 
 

Anti-apoptosis 
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ภาพที่ 4.9 โมเดลแสดงโปรตีนที่อยู่ในพ้ืนที่คาบเกี่ยวกัน (overlap) ซึ่งเป็นโปรตีนเป้าหมายร่วม
ระหว่างสารสกัดจากน้อยหน่า ข่าและขมิ้น 

 
เมื่อเปรียบเทียบโปรตีนที่ตอบสนองต่อการใช้สารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น พบว่ามีโปรตีน

เป้าหมายร่วมกัน (common target protein) ซึ่งอยู่ในพ้ืนที่คาบเกี่ยวกัน (ภาพที่ 4.9) โดยพบว่า
ระหว่างน้อยหน่ากับข่ามี cathepsin D, enoyl-CoA hydratase, heat shock protein beta-1 
และ peroxiredoxin-4 เป็นโปรตีนเป้าหมายร่วมกัน เช่นเดียวกับสารสกัดน้อยหน่ากับขมิ้น อีกทั้ง
โปรตีนเหล่านี้ยังเป็นเป้าหมายร่วมของสารสกัดสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดอีกด้วย ส่วนโปรตีนที่เป็นเป้าหมาย
ร่วมระหว่างสารสกัดข่าและขมิ้น ประกอบด้วย cathepsin D, cathepsin B, enoyl-CoA 
hydratase, heat shock protein beta-1 และ peroxiredoxin-4  

 
ก.    ข.   ค. 

 
ภาพที่ 4.10 โมเดลแสดงโปรตีนที่อยู่ในพ้ืนที่คาบเกี่ยวกัน (overlap) ซึ่งเป็นโปรตีนเป้าหมายร่วม
ระหว่างสารสกัดจากน้อยหน่า ข่า ขม้ินและเควอซิทิน 

 
เปรียบเทียบโปรตีนที่ตอบสนองต่อการทดสอบระหว่างสารสกัดสมุนไพรไทยกับสาร                 

เควอซิทิน พบว่ามีโปรตีนเป้าหมายร่วมกัน (common target protein) ซึ่งอยู่ในพ้ืนที่คาบเกี่ยวกัน
โดยพบว่าระหว่างสาวสกัดน้อยหน่ากับเควอซิทิน (ภาพที่ 4.10-ก) มี cathepsin D และ 
tropomodulin-3 เป็นโปรตีนเป้าหมายร่วมกัน ระหว่างสารสกัดข่ากับเควอซิทิน (ภาพที่ 4.10-ข) มี
เฉพาะ cathepsin D เท่านั้น ที่เป็นโปรตีนเป้าหมายร่วมกัน เช่นเดียวกับสารสกัดขมิ้นกับเควอซิทิน 
(ภาพที่ 4.10-ค) อีกทั้ง cathepsin D (ภาพที่ 4.11, 4.12) ยังเป็นโปรตีนเป้าหมายร่วมของสารสกัด
น้อยหน่า ข่า ขม้ินและสารเควอซิทินอีกด้วย  
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ภาพที่ 4.11 โมเดลแสดงชนิดของโปรตีนซึ่งเป็นเป้าหมายร่วม (common target protein) เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า ข่า ขม้ิน และสารเควอซิทิน 

 

175.3 235.2

272.2

320.1

387.3

435.3

506.3

546.4

637.4

659.5

694.4

734.4
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129. +MS2(620.4), 18.5-18.6min #715-#721

0

20

40

60

80

100

Intens.

[%]

200 400 600 800 1000 m/z  
ภาพที่ 4.12 Mass spectrum แสดงการแตกตัวของเปปไทด์ FDGILGMAYPR ที่มีมวลโมเลกุล 
1238.6118 [M+2H]2+ ซึ่งเป็นเปปไทด์ของโปรตีน cathepsin D. 
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CE8 CE7 CE8 



58 
 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 
โรคสะเก็ดเงินเป็นโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรังชนิดหนึ่งที่มีอุบัติการณ์เกิดขึ้นได้ทั่วโลก พบได้ทุก

เพศ ทุกวัย ปัจจุบันยังไม่ทราบสาเหตุการเกิดที่แน่ชัด ดังนั้นการรักษาในปัจจุบันจึงเป็นเพียงการรักษา
ตามอาการของผู้ป่วยเป็นหลัก ซึ่งพบว่าการรักษาในปัจจุบันมีหลายๆวิธีด้วยกัน เช่น การใช้ยาทา
เฉพาะที่ การให้ยารับประทานทานเพ่ือออกฤทธิ์ทั้งระบบของร่างกาย การฉายแสงอัลตราไวโอเลต  
และการใช้ยาชีวภาพ ซึ่งพบว่าวิธีการรักษาดังกล่าวยังไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ เนื่องจากเกิดการดื้อ
ยาเมื่อใช้เป็นเวลานาน ประกอบกับผลข้างเคียงที่เกิดขึ้นส่งผลลบต่อคุณภาพชีวิตของผู้ป่วย ซึ่งจาก
การศึกษาค้นคว้าเพ่ือหาสมุนไพรไทยที่สามารถน ามาใช้เป็นยารักษาโรคสะเก็ดเงินโดยคุณวิสาข์ ทอง
ระกาศ พบว่ามีสมุนไพรไทย 3 ชนิดซึ่งประกอบด้วย น้อยหน่า ข่า และขมิ้นมีฤทธิ์สามารถยับยั้งโรค
สะเก็ดเงินได้ รวมถึงการศึกษาของ Vijayalakshmi และคณะ โดยพบว่าสารเควอซิทิน (quercetin) 
ซึ่งเป็นสารฟลาโวนอยด์ พบมากในผัก ผลไม้ และสมุนไพรสามารถน ามาใช้ในการต้านโรคสะเก็ดเงิน  

มีรายงานการวิจัยพบว่าการเพ่ิมขึ้นของอนุมูลอิสระและความบกพร่องของระบบการต้าน
อนุมูลอิสระมีบทบาทส าคัญในโรคสะเก็ดเงิน กล่าวคือ superoxide dismutase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่
ส าคัญในการต้านอนุมูลอิสระ เมื่อมีการลดลงของเอนไซม์ superoxide dismutase ส่งผลท าให้เซลล์
ผิวหนังก าพร้ามีการแบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้น [56] นอกจากนี้สภาวะ oxidative stress ยังมีบทบาทในการ
กระตุ้น NF-𝜅B ซึ่งเป็น transcription factor ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ โดยเป็นสื่อกลางในการหลั่ง
ไซโตไคน์ซึ่งเกี่ยวข้องกับการอักเสบที่ส าคัญๆ เช่น Tumor necrosis factor alpha (TFN-𝛼) และ 
Interleukin-6 (IL-6) [57] และท าให้ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินเกิดภาวะแทรกซ้อนต่างๆ เช่น โรคหัวใจ 
[58, 59] จากรายงานดังกล่าวผู้วิจัยจึงน าสารสกัดสมุนไพรไปทดสอบเพ่ือวิเคราะห์สารต้านอนุมูล
อิสระในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น ซึ่งคาดว่าน่าจะมีบทบาทในการยับยั้งการอักเสบ และการ
แบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ ในโรคสะเก็ดเงิน ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้วิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ เนื่องจากมีบทบาทส าคัญในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดย
ใช้วิธี Folin-ciocalteau assay และ Aluminum chloride colorimetric assay ตามล าดับ โดย
จากผลการศึกษาพบว่า สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์พบมากที่สุดในสารสกัดจากขมิ้น ซึ่ง
สกัดจากตัวท าละลาย dichloromethane และ ethanol 71.84±2.29, 64.71±3.19 มิลลิกรัมของ
แกลลิคและ 775.90±10.30, 596.00±7.14 มิลลิกรัมของเควอซิทิน รองลงมาคือสารสกัดน้อยหน่า 
และข่าตามล าดับ แต่ผลการศึกษาโดยใช้วิธี DPPH และ ABTS assay พบว่าความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระของทั้ง 2 วิธีให้ผลไปในทางเดียวกันกับปริมาณของฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เฉพาะสาร
สกัดจากขมิ้นเท่านั้น ส าหรับการจ าแนกหาชนิดของโปรตีนเป้าหมาย (target protein) ซึ่งมีบทบาท
ส าคัญในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ในโรคสะเก็ดเงิน เมื่อท าการรักษาด้วยสารสกัด
น้อยหน่า ข่า ขม้ิน และเควอซิทิน โดยขั้นตอนแรกนั้นต้องหาความเข้มข้นที่เหมาะสม คือความเข้มข้น
ของสารสกัดที่จะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์เคอราติโนไซต์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) โดยใช้
เทคนิค MTT assay ซึ่งจะกระตุ้นเซลล์ด้วย TNF-α เพ่ือให้เซลล์มีการแสดงออกของ NF-𝜅B ซึ่งมี

CE10 CE10 
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บทบาทส าคัญในกระบวนการต่างๆที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคสะเก็ดเงิน เช่น การอักเสบ 
(inflammatory) การแบ่งตัวของเซลล์ (proliferation) พัฒนาการของเซลล์ (differentiation) และ
การตายแบบ apoptosis ของเซลล์ [60]  
 ส าหรับตัวท าละลายที่เลือกใช้ในการละลายสมุนไพร ในการวิจัยครั้งนี้ใช้ DMSO เนื่องจาก
เป็นตัวท าละลายที่สามารถละลายสารสกัดทั้งในส่วนของสารที่มีขั้วและไม่มีขั้วได้ดี แต่ข้อเสียที่ส าคัญ
อย่างหนึ่งคือ เป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง โดยจึงต้องท าการทดสอบหาความเข้มข้นของ DMSO เพ่ือให้
เป็นเพียงตัวท าละลายเท่านั้น ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งจากการศึกษาพบว่าเซลล์เคอราติโนไซต์สามารถ
ทน DMSO ที่ความเข้มข้น 0.00125% ดังนั้นความเข้มข้นเริ่มต้นที่สามารถน ามาใช้ทดสอบได้ต้องไม่
เกิน 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากการทดสอบโดยใช้สารสกัดจากน้อยหน่า ข่าและขมิ้นที่ความ
เข้มข้น 1.5625, 3.125, 6.25 และ 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25 
และ 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นพิษต่อเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งมีผลให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด
ของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α เพียง
อยา่งเดียว และพบว่าสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ได้มากที่สุดคือ 
สารสกัดข่า ซึ่งได้จากตัวท าละลาย petroleum ether (IC50 = 2.568 µg/ml) รองลงมาคือ สารสกัด
ขมิ้น ซึ่งได้จากตัวท าละลาย dichloromethane (IC50 = 2.889 µg/ml) และ ethanol (IC50 = 
3.381 µg/ml) ตามล าดับ ซึ่งจากผลการทดสอบด้วยเทคนิค MTT assay แสดงให้เห็นว่าสารสกัด
น้อยหน่าจากตัวท าละลาย ethanol และสารสกัดขมิ้นจากตัวท าละลาย dichloromethane และ 
ethanol ให้ผลไปในทางเดียวกันกับผลของการทดสอบด้วยเทคนิค DPPH และ ABTS ดังนั้นสารต้าน
อนุมูลอิสระซึ่งพบในสารสกัดดังกล่าวมีบทบาทส าคัญในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์
ได้ และจากการทดสอบโดยใช้สารเควอซิทิน (quercetin) ที่ความเข้มข้น 1.5625, 3.125, 6.25, 
12.5, 25, 50, 100 และ 125 ไมโครโมลลาร์ พบว่าที่ความเข้มข้น 125 ไมโครโมลลาร์ สารเควอซิทิน
มีฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับ
เซลล์ซึ่งกระตุ้นด้วย TNF-α เพียงอย่างเดียว จากข้อมูลข้างต้นท าให้ทราบความเข้มข้นที่เหมาะสมที่
จะน าไปใช้ในการศึกษาเพ่ือดูการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการใช้
สารสกัดน้อยหน่า ข่า ขม้ินและสารเควอซิทิน 
 จากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เคอราติโนไซต์ ซึ่งตอบสนองต่อการ
ทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า ข่า ขมิ้นและสารเควอซิทิน พบโปรตีนซึ่งเป็นเป้าหมายจ านวน 15 ชนิด 
ซึ่งประกอบด้วย cathepsin B, cathepsin D, peroxiredoxin-2, peroxiredoxin-4, enoyl-CoA 
hydratase, heat shock protein beta-1, endoplasmic reticulum resident protein 29, 
transitional endoplasmic reticulum ATPase, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
K (hnRNP K), hnRNP H, hnRNP L, tropomodulin-3, keratin 1 และ protein disulfide-
isomerase.  

Cathepsin เป็นเอนไซม์ protease ชนิดหนึ่ง มักมีการแสดงมากในเซลล์มะเร็ง โดยมี
บทบาทเกี่ ยวข้องกับกระบวนการสร้ าง เส้น เลือด ( angiogenesis)  การแบ่ งตัวของเซลล์ 
(proliferation) การเจริญเติบโตของเซลล์ (growth) และการบุกรุกของเซลล์มะเร็ง (invasion) [61] 
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และส าหรับการศึกษาครั้งนี้พบว่า cathepsin B เป็นโปรตีนเป้าหมายชนิดหนึ่ง ซึ่งเป็น lysosomal 
cysteine protease การลดการแสดงออกของโปรตีน cathepsin B เป็นสาเหตุท าให้ DNA เกิด
ความเสียหาย น าไปสู่การตายของเซลล์แบบ apoptosis [62] และสามารถยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ 
HEC-1A ดังนั้น cathepsin B จึงเป็นโปรตีนเป้าหมายในการรักษามะเร็งเยื่อบุโพรงมดลูก [63] 
เช่นเดียวกับ cathepsin D ซึ่งเป็น lysosomal aspartyl protease มีหลากหลายหน้าที่ โดยเฉพาะ
บทบาทส าคัญต่อการตอบสนองการตายแบบ apoptosis ซึ่งพบว่าเมื่อยับยั้งการท างานของ 
cathepsin D ส่งผลท าให้เซลล์มะเร็งล าไส้และมะเร็งปอดตายแบบ apoptosis [61, 64].
 Peroxiredoxin-4 มักจะมีการแสดงออกสูงขึ้นในมะเร็งต่อมลูกหมาก ปอดและกระดูก โดย
พบว่ามีเมื่อมีการยับยั้งการท างานของ Peroxiredoxin-4 จะมีผลท าให้เซลล์ Glioblastoma 
(เซลล์มะเร็งสมอง) ยับยั้งการแบ่งตัว เกิดการแตกหักของ DNA น าไปสู่การตายของเซลล์แบบ 
apoptosis [65] และนอกจากนี้โปรตีนดังกล่าวมีบทบาทส าคัญในการยับยั้งการท างานของ NF-𝜅B 
[66] ซึ่งเป็น biomarker ส าคัญของโรคสะเก็ดเงิน [67]  

Peroxiredoxin-2 มีบทบาทในการควบคุม androgen/androgen receptor (AR) ซึ่งเป็น 
signaling pathway ส าคัญในการเกิดมะเร็งต่อมลูกหมาก และอาจมีการน าไปสู่การพัฒนาเพ่ือใช้เป็น
โปรตีนเป้าหมายในการรักษามะเร็งต่อมลูกหมาก เมื่อมีการยับยั้งการท างานของ Peroxiredoxin-2 
จะไปลดการแสดงออกของยีน androgen ส่งผลให้ลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก 
นั้นแสดงให้เห็นว่า Peroxiredoxin-2 มีบทบาทส าคัญในการแบ่งตัวของเซลล์ (proliferation) [68]
 Enoyl-CoA hydratase (ECHS1) เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญต่อกระบวนการ β-
oxidation pathway ในการเผาผลาญไขมัน โดยที่เอนไซม์ ECHS1 จะอยู่ในชั้น matrix ของ 
mitochondria มีรายงานการวิจัยพบว่าเอนไซม์ ECHS1 มีการแสดงออกในระดับที่สูงมากใน
เซลล์มะเร็งเต้านมซึ่งสอดคล้องกับงานค้นพบของ Xiang Liu และคณะ ซึ่งพบว่าเมื่อเอนไซม์ ECHS1 
ลดการแสดงออกลง ส่งผลให้เซลล์ MCF-7 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้านมเกิดการตายแบบ apoptosis 
ภ า ย ห ลั ง ก า ร ท ด ส อ บ ด้ ว ย  4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl) pyrazolo [3,4-
d]pyrimidine [69].  

Heat shock protein beta-1 หรือมีชื่อเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า heat shock protein 27 
(hsp27) เป็นปัจจัยส าคัญในการยับยั้งการตายของเซลล์แบบ apoptosis โดยการรบกวนการท างาน
ของ caspase complex ซึ่งสอดคล้องกับการค้นพบของ Yasuhiro Kuramitsu ซึ่งรายงานว่าความ
บกพร่องของ hsp27 สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์ตายแบบ apoptosis [70] และนอกจากนี้ hsp27 ยัง
มีบทบาทส าคัญในการกระตุ้นการท างานของ NF-𝜅B อีกด้วย โดยเพ่ิมการหลั่งไซโตไคน์ซึ่งท าให้เกิด
การอักเสบ [71] และเพ่ิมการแสดงออกของ Bcl-2 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในการยับยั้งการตายของ
เซลล์แบบ apoptosis ในเซลล์ THP-1 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งของ promonocytic leukemia [72]
 Endoplasmic reticulum resident protein 29 (ERp29) เป็นโปรตีนที่เหนี่ยวน าให้ 
endoplasmic reticulum (ER) เกิดภาวะ stress พบมากในเซลล์มะเร็งหลายชนิดมีรายงานการวิจัย
พบว่าหากเพ่ิมการแสดงออกของ ERp29 จะส่งผลท าให้เซลล์ MDA-MB-231 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้า
นมมีการแบ่งตัวเพ่ิมสูงมากขึ้น [73] และนอกจากนี้พบว่า ERp29 มีบทบาทในการควบคุม hsp27 
[74] ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในการกระตุ้น NF-𝜅B และ anti-apoptotic protein [70]  
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ATP synthase subunit alpha มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับโรคมะเร็งเต้านมพบว่าเมื่อมีการ
ลดการแสดงออกของ ATP synthase subunit alpha มีผลท าในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์และ
การบุกรุกไปยังอวัยวะอ่ืนๆ ในเซลล์ MDA-MB-231 และ MCF10F ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้านม และ
นอกจากนี้การแสดงออกของโปรตีนดังกล่าวถูกน ามาใช้เป็น biomarker ส าหรับการวินิจฉัย การ
ท านาย โ รค  และสามารถน ามา ใช้ เป็ น โปรตีน เป้ าหมายในการรั กษา ได้ อีกด้ วย  [ 75 ]
 Transitional endoplasmic reticulum ATPase หรือเป็นที่รู้จักในชื่อ valosin-
containing protein (VCP) ซึ่งเป็น ATP-binding proteins มีรายงานการศึกษาพบว่าโปรตีน
ดังกล่าวมีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นในเซลล์ SH-SY5Y (เซลล์มะเร็งของระบบประสาทในเด็ก) ซึ่งเป็น
โปรตีนที่ตอบสนองเมื่ออยู่ ในสภาวะที่ เซลล์ถูกเหนี่ยวน าให้ ตายแบบ apoptosis [76]
 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein เป็น RNA-protein complexes อยู่
ภายในนิวเคลียสมีบทบาทเกี่ยวกับ gene transcription และ post-transcriptional modification 
ของ pre-mRNA โดยท าหน้าที่ป้องกันการ folding ของ pre-mRNA ไปสู่ secondary structures 
และขนส่ง mRNA ออกจากนิวเคลียส มีรายงานการวิจัยพบว่า Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K (hnRNP K) ท าหน้าที่เป็นสารตั้งต้นของ Caspase-3 ซึ่งเป็นโปรตีนใน
กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis (common pathway) ระดับโปรตีน hnRNP K จะลด
การแสดงออกในช่วงการ differentiate ของเซลล์เม็ดเลือดแดง [77] นอกจากนี้แล้ว hnRNP K มี
การแสดงออกสูงในเซลล์มะเร็ง เช่น มะเร็งตับ และมีแนวโน้มที่จะยับยั้งการกระบวนการ apoptosis 
ของเซลล์มะเร็ง โดยการยับยั้งการท างานของ caspase ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Feng-Hou 
Gao และคณะพบว่าเมื่อลดการแสดงออกของโปรตีน hnRNP K จะกระตุ้นให้เซลล์ตายแบบ 
apoptosis [78] จากข้อมูลดังกล่าวโปรตีน hnRNP K จึงถูกน ามาใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายในการรักษา
มะเร็งตับ [79] เช่นเดียวกับโปรตีน hnRNP H ซึ่งมีการแสดงออกในระดับสูงในมะเร็งตับ ตับอ่อนและ
กล่องเสียง เมื่อลดการแสดงออกของโปรตีนดังกล่าวก็จะกระตุ้นให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ได้
เช่นกัน [80] และโปรตีน hnRNP L พบว่ามีบทบาทส าคัญในกระบวนการ differentiate และ 
migration ของ T-cell [81]  

Tropomodulin-3 (Tmod-3) เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการจับกับส่วนปลายของ actin มี
รายงานการวิจัยพบว่า Tmod-3 มีบทบาทในการยับยั้งกระบวนการ migration และ proliferation 
[82]  

Keratin, type II cytoskeletal 1 หรือ Keratin 1 (KRT1) เป็นโปรตีนที่พบในเซลล์ผิวหนัง
ชั้นบน โดยที่ KRT1 จะจับกับ KRT10 เกิดเป็น intermediate filaments ในเซลล์เคอราติโนไซต์ 
[83] มีรายงานการวิจัยพบว่า KRT1 มีบทบาทส าคัญต่อการอักเสบของโรคผิวหนัง โดยที่เซลล์เคอราติ
โนไซต์จะหลั่งไซโตไคน์เก่ียวกับการอักเสบ เช่น IL-18 และ IL-33 [84]  

Protein disulfide-isomerase (PDI) เป็นเอนไซม์ที่อยู่ใน endoplasmic reticulum (ER) 
และไมโทคอนเดรียมีรายงานการวิจัยพบว่าการยับยั้ง PDI มีบทบาทส าคัญในการยับยั้งการปล่อย 
cytochrome c ออกจากไมโทคอนเดรีย ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญส าหรับการกระตุ้นการท างานของ 
caspase ในกระบวนการ apoptosis ของเซลล์ ดังนั้น PDI จึงเป็นโปรตีนที่มีความส าคัญในการ
กระตุ้นกระบวนการ apoptosis ของเซลล์ [85] จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้อยหน่า 

http://en.wikipedia.org/wiki/RNA
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_(genetics)
http://en.wikipedia.org/wiki/Post-transcriptional_modification
http://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic_reticulum
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ข่า ขมิ้นและสารเควอซิทินสามารถน ามาใช้ในการรักษาโรคสะเก็ดเงินโดยอาศัยโปรตีนเป้าหมาย
ดังกล่าวโดยเฉพาะอย่างยิ่ง cathepsin D ซึ่งพบว่าเป็นโปรตีนเป้าหมายร่วม (common target 
protein) ที่ตอบสนองต่อการใช้สารสกัดน้อยหน่า ข่า ขมิ้นและสารเควอซิทินในการรักษาโรคสะเก็ด
เงินและเมื่อจัดกลุ่มโปรตีนพบว่ามีโปรตีน 4 ประเภท ซึ่งประกอบด้วย โปรตีนที่มีบทบาทต่อ
กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis (62%) การแบ่งตัวของเซลล์ (Proliferation) (19%) การ
อักเสบ (Inflammation) (17%) และพัฒนาการของเซลล์ (differentiation) (2%) ดังภาพที่ 5.1 

 

 

ภาพที่ 5.1 แสดงร้อยละของโปรตีนเป้าหมายซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดน้อยหน่า ข่า 
ขม้ิน และสารเควอซิทิน 

จากผลการศึกษาครั้งนี้ท าให้เข้าใจเกี่ยวกับกลไกการแสดงออกของโปรตีนที่ตอบสนองต่อการ
รักษาโรคสะเก็ดเงินด้วยสารสกัดสมุนไพรไทยและสารเควอซิทิน ซึ่งองค์ความรู้ที่เกิดขึ้นนี้สามารถ
น าไปต่อยอดการวิจัยเพ่ือพัฒนาออกแบบตัวยา (drug design) ที่มีอยู่ในสารสกัดสมุนไพรเพ่ือน ามา
รักษาผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินให้เกิดประสิทธิภาพโดยอาศัยโปรตีนเป้าหมาย (target protein) ซึ่งค้นพบ
จากการศึกษาครั้งนี้ อีกท้ังท าให้ผู้ป่วยมีแนวทางในการรักษาเพ่ิมมากข้ึนและเพ่ือเป็นการเพ่ิมมูลค่าแก่
สมุนไพรไทยอีกด้วย 
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ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาในครั้งผู้วิจัยใช้วิธีสกัดโดย soxhlet apparatus ซึ่งได้สารสกัดแบบชนิดหยาบ 
(crude extracts) ดังนั้นควรเพ่ิมวิธีการสกัดสารเพ่ือให้ได้สารบริสุทธิ์ โดยการใช้เทคนิคทาง 
chromatography เช่น column chromatography, high performance liquid 
chromatography (HPLC) เพ่ือจะท าให้ทราบถึงสารออกฤทธิ์ (active compound) ที่แท้จริงที่
สามารถยับยั้งเซลล์เคอราติโนไซต์ได้ และส าหรับการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนด้วยเทคนิค 2D-
GE ควรมีการเตรียมตัวอย่างที่ดีและส าหรับการเตรียมตัวอย่างที่ดีของ 2D-GE ในอุดมคตินั่นคือ
โปรตีนจะต้องละลายได้ดีในตัวท าละลาย (lysis sulution) ไม่มีการเกาะกลุ่มกัน ตัวอย่างไม่มีการ
ปนเปื้อนจากอ่ืนๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งตัวอย่างซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) อาจจะมี
การปนเปื้อนจากโปรตีนที่มีปริมาณมาก (abundance protein) ซึ่งผสมอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ซึ่งสิ่ง
เหล่านี้จะไปรบกวนการแยกโปรตีนในระนาบแรก จากผลการทดลองพบว่าในแผ่นเจลมี abundance 
protein ในช่วงมวลโมเลกุล 40-70 kDa (Mw) ซึ่งจะไปบดบังจุดโปรตีนอ่ืนๆ ท าให้ยากในการ
วิเคราะห์ นอกจากนี้แล้วควรมีการตรวจเพ่ือยืนยันผลเพ่ิมเติม เช่น การใช้เทคนิค RT-PCR หรือ 
western blot เพ่ือดูความสอดคล้องว่ามีการเพ่ิมมากขึ้นหรือลดลงจริง 
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ภาคผนวก ก 
 

ข้อมูลจากการทดลอง 

1. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและ
ขม้ิน 

 

 

 

2. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น 
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กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารมาตรฐานแกลลิก แอซิคกับ  
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร 
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กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของสารมาตรฐานเคอซิตินกับค่าการดูดกลืนแสงที่ 
415 นาโนเมตร 

 

ปริมาณเควอซิทิน (µg) 



75 
 

 

3. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น 

โดยวิธี DPPH assay 

 

 

 

4. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดน้อยหน่า ข่าและขมิ้น 

โดยวิธี ABTS assay 
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กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
กับ % redical scavenging activity 

ปริมาณกรดแอสคอบิก (µg ) 
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กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
 กับ % redical scavenging activity 

ปริมาณกรดแอสคอบิก (µg ) 
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5. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดขมิ้นด้วยตัวท าละลาย dichloromethane โดยวิธี DPPH 
assay. 

 

 

 

6. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดขมิ้นด้วยตัวท าละลาย ethanol โดยวิธี DPPH assay. 
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7. การฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดน้อยหน่าด้วยตัวท าละลาย ethanol โดยวิธี ABTS assay. 

 

 

 

8. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดข่าด้วยตัวท าละลาย dichloromethane โดยวิธี ABTS 
assay. 
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9. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดขมิ้นด้วยตัวท าละลาย dichloromethane โดยวิธี ABTS 
assay. 

 

 

 

10. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดน้อยหน่าด้วยตัวท าละลาย ethanol โดยวิธี ABTS assay. 
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11. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณโปรตีนรวมใน HaCaT cells ด้วยวิธี Bradford 
assay 

 

 

 

12. การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Dimethyl Sulphoxide (DMSO) เพ่ือน ามาใช้เป็น
ตัวท าละลาย Crude extract โดยที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT (Human keratinocyte cell line)  
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13. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดข่าด้วยตัวท าละลาย petroleum ether โดยเทคนิค MTT 
assay. 

 

 

 

14. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดขมิ้นด้วยตัวท าละลาย dichloromethane ด้วยตัวท า โดย
เทคนิค MTT assay. 
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15. กราฟ log แสดงค่า IC50 ของสารสกัดขม้ินด้วยตัวท าละลาย ethanol ด้วยตัวท าละลายโดย
เทคนิค MTT assay. 
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 ตารางที่ 1.แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดจากน้อยหน่า 

Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide  
(Unique)  

An1 
Protein disulfide-

isom
erase 

P07237 
4.76 

57081 
15(6) 

37%
 

R.ILEFFGLK.K 
K.QLAPIW

DK.L 
K.ENLLDFIK.H 
 R.NNFEGEVTK.E 
R.EADDIVNW

LK.K 
R.LITLEEEMTK.Y 
K.NFEDVAFDEK.K 
 K.YQLDKDGVVLFK.K 
K.YKPESEELTAER.I 
 K.LGETYKDHENIVIAK.M 
K.ILFIFIDSDHTDNQR.I 
 K.HNQLPLVIEFTEQTAPK.I 
R.NNFEGEVTKENLLDFIK.H 
K.QFLQAAEAIDDIPFGITSNSDVFSK.Y 
 R.TGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFK.D 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P07237
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(Unique) 

An3 
Protein disulfide-

isom
erase A3 

P30101 
5.98 

56747 
24(12) 

44%
 

K.LNFAVASR.K 
K.QAGPASVPLR.T 
R.TADGIVSHLK.K 
K.YGVSGYPTLK.I 
R.TADGIVSHLKK.Q 
K.FVMQEEFSR.D 
R.LAPEYEAAATR.L 
K.LSKDPNIVIAK.M 
K.LSKDPNIVIAK.M 
R.DGEEAGAYDGPR.T 
R.FLQDYFDGNLK.R 
K.SEPIPESNDGPVK.V 
R.FLQDYFDGNLKR.Y 
R.EATNPPVIQEEKPK.K 
K.DLLIAYYDVDYEK.N 
K.DLLIAYYDVDYEK.N 
K.VVVAENFDEIVNNENK.D 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P30101
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No 

pI 
M
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(da) 

M
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M
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Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(Unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.DASIVGFFDDSFSEAHSEFLK.A 
K.TFSHELSDFGLESTAGEIPVVAIR.T 
R.ISDTGSAGLMLVEFFAPW

CGHCK.R + 
2 C 
R.KTFSHELSDFGLESTAGEIPVVAIR.T 
K.FISDKDASIVGFFDDSFSEAHSEFLK.A 
 

An4 
Prelam

in-A/C 
P02545 

6.57 
74095 

12(9) 
17%

 
R.LVEIDNGK.Q 
K.LLEGEEER.L 
R.LADALQELR.A 
 K.EGDLIAAQAR.L 
R.SLETENAGLR.L 
R.ITESEEVVSR.E 
 K.LRDLEDSLAR.E 
R.LKDLEALLNSK.E 
K.LALDMEIHAYR.K 
R.SGAQASSTPLSPTR.I 
 R.TALINSTGEEVAMR.K 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P02545
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No. 

Protein nam
e 

Accession 
No 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(Unique) 

An5 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein L 
P14866 

8.46 
64092 

5(2) 
8%

 
K.LNVCVSK.Q + C 
 R.FSTPEQAAK.N 
K.LCFSTAQHAS.- + C 
R.SSSGLLEW

ESK.S 
 K.ASLNGADIYSGCCTLK.I + 2 C 

An6 
TATA-binding protein-
associated factor 2N 

Q92804 
8.04 

  61793  
     

2(1)  
3%

 
K.GEATVSFDDPPSAK.A 

An7 
Ornithine 

am
inotransferase 

P04181 
6.57 

48504 
1(1) 

3%
 

R.HQVLFIADEIQTGLAR.T 

An10 
Heat shock cognate 71 

kDa protein 
P11142 

5.37 
70854 

5(2) 
7%

 
K.VCNPIITK.L + C 
R.LSKEDIER.M

 
 K.LLQDFFNGK.E 
 R.ARFEELNADLFR.G 
K.SQIHDIVLVGGSTR.I 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P14866
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92804
http://www.uniprot.org/uniprot/P04181
http://www.uniprot.org/uniprot/P11142
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pI 
M
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M
asses 

M
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Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(Unique) 

An11 
Tropom

odulin-3 
Q9NYL9 

5.08 
39570 

6(2) 
26%

 
R.DNETLAELK.I 
K.FGYQFTQQGPR.T 
K.ENDAHLVEVNLNNIK.N 
K.YKDLDEDELLGNLSETELK.Q 
K.QLETVLDDLDPENALLPAGFR.Q 

An12 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins 
C1/C2 

- 
4.95 

33650 
8(5) 

17%
 

R.MYSYPAR.V 
 R.VPPPPPIAR.A 
R.MIAGQVLDINLAAEPK.V 
 R.MIAGQVLDINLAAEPK.V 

An15 
Keratin, type II 
cytoskeletal 5 

P13647 
7.59 

62340 
1(1) 

2%
 

R.NLDLDSIIAEVK.A 
 

An16 
Annexin A1 

P04083 
6.57 

38690 
5(2) 

15%
 

 

K.VLDLELK.G 
K.GVDEATIIDILTK.R 
K.GLGTDEDTLIEILASR.T  
K.GLGTDEDTLIEILASR.T 
K.AAYLQETGKPLDETLKK.A 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NYL9
http://www.uniprot.org/uniprot/P13647
http://www.uniprot.org/uniprot/P04083
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(Unique) 

An18 
Nucleophosm

in 
P06748 

4.64 
32555 

3(0) 
16%

 
K.GPSSVEDIK.A 
K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 

An21 
Keratin, type II 
cytoskeletal 6A 

P02538 
8.09 

60008 
2(1) 

5%
 

R.NLDLDSIIAEVK.A 

An22 
Keratin, type II 
cytoskeletal 2 

epiderm
al 

P35908 
8.07 

65393 
2(1) 

3%
 

R.NLDLDSIIAEVK.A 
 

An23 
Cathepsin D 

P07339 
6.10 

44524  
5(1) 

11%
 

R.VGFAEAAR.L 
K.VSTLPAITLK.L 
 K.LSPEDYTLK.V 
R.YYTVFDRDNNR.V 

An24 
Histone-lysine N-
m

ethyltransferase 
EHMT2 

Q96KQ7 
5.30 

132287 
2 (1) 

3%
 

R.FINHLCDPNIIPVR.V 
M.AAAAGAAAAAAAEGEAPAEMGALLLEKETR.G 

An26 
Peroxiredoxin-4 

Q13162 
5.86 

30521 
3(0) 

15%
 

R.GLFIIDDK.G 
K.DYGVYLEDSGHTLR.G 
K.ISKPAPYW

EGTAVIDGEFK.E 
 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P06748
http://www.uniprot.org/uniprot/P02538
http://www.uniprot.org/uniprot/P35908
http://www.uniprot.org/uniprot/P07339
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96KQ7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13162
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide  
(Unique)  

An27 
Enoyl-CoA hydratase, 

m
itochondrial 

P30084 
8.34 

31367 
10(5) 

34%
 

K.AFAAGADIK.E 
K.HW

DHLTQVK.K 
K.SLAMEMVLTGDR.I 
K.EMQNLSFQDCYSSK.F + C 
K.ALNALCDGLIDELNQALK.T + C 
K.ALNALCDGLIDELNQALK.T + C 
K.ICPVETLVEEAIQCAEK.I + 2 C 
K.ICPVETLVEEAIQCAEK.I + 2 C 
K.AQFAQPEILIGTIPGAGGTQR.L 
K.AQFAQPEILIGTIPGAGGTQR.L 

An28 
Heat shock protein 

beta-1 
P04792 

5.98 
22768 

5(3) 
21%

 
K.DGVVEITGK.H 
R.GPSW

DPFR.D 
R.QLSSGVSEIR.H 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P30084
http://www.uniprot.org/uniprot/P04792
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide  
(Unique)  

 
 

 
 

 
 

 
K.TKDGVVEITGK.H 
R.VSLDVNHFAPDELTVK.T 

An29 
Thioredoxin-dependent 

peroxide reductase, 
m

itochondrial 

P30048 
7.67 

27675 
8(3) 

31%
 

R.SVEETLR.L 
K.DLSLDDFK.G  
K.GTAVVNGEFK.D 
K.HLSVNDLPVGR.S 
R.GLFIIDPNGVIK.H 
R.DYGVLLEGSGLALR.G 
R.KNGGLGHMNIALLSDLTK.Q 

An30 
Peroxiredoxin-2 

P32119 
5.66 

21878 
8(4) 

28%
 

R.GLFIIDGK.G 
K.ATAVVDGAFK.E 
R.LSEDYGVLK.T 
R.QITVNDLPVGR.S 
K.EGGLGPLNIPLLADVTR.R 
K.EGGLGPLNIPLLADVTR.R 
R.KEGGLGPLNIPLLADVTR.R 
K.EGGLGPLNIPLLADVTRR.L 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P30048
http://www.uniprot.org/uniprot/P32119
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   ตารางที่ 2. แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดจากข่า 

Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Al4 
Alpha-enolase 

P06733 
7.01 

47139 
19 (12) 

47%
 

K.YNQLLR.I 
K.TIAPALVSK.K 
K.SCNCLLLK.V

 + 2 C 
R.SGKYDLDFK.S 
K.VNQIGSVTESLQACK.L + C 
R.IGAEVYHNLK.N 
R.AAVPSGASTGIYEALELR.D 
K.DATNVGDEGGFAPNILENK.E 
K.FTASAGIQVVGDDLTVTNPK.R 
R.GNPTVEVDLFTSK.G 
R.YISPDQLADLYK.S 
K.FGANAILGVSLAVCK.A + C 
R.SGETEDTFIADLVVGLCTGQIK.T + C 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P06733
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.VNQIGSVTESLQACK.L + C 
R.AAVPSGASTGIYEALELR.D 
K.DATNVGDEGGFAPNILENK.E 
K.SFIKDYPVVSIEDPFDQDDW

GAW
QK.F 

K.FTASAGIQVVGDDLTVTNPK.R 
Al8 

Peptidyl-prolyl cis-
trans isom

erase E 
Q9UNP9 

5.41 
33410 

4(3) 
17%

 
R.VLYVGGLAEEVDDK.V 
K.HVVFGEVTEGLDVLR.Q 
K.VLHAAFIPFGDITDIQIPLDYETEK.H 

Al10 
Cathepsin D 

P07339 
6.10 

44524 
9 (3) 

20%
 

R.QVFGEATK.Q 
R.YYTVFDR.D 
R.YYTVFDRDNNR.V 
K.VSTLPAITLK.L 
K.LSPEDYTLK.V 
K.FDGILGMAYPR.I 
K.AYW

QVHLDQVEVASGLTLCK.E + C 
R.ISVNNVLPVFDNLMQQK.L 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UNP9
http://www.uniprot.org/uniprot/P07339
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Al11 
Cathepsin B 

P07858 
5.88 

37797 
6(2) 

18%
 

K.LPASFDAR.E 
K.ICEPGYSPTYK.Q + C 
R.GQDHCGIESEVVAGIPR.T + C 
K.NGPVEGAFSVYSDFLLYK.S 
K.NGPVEGAFSVYSDFLLYK.S 

Al12 
Prohibitin 

P35232 
5.57 

29786 
17(11) 

57%
 

K.EFTEAVEAK.Q 
K.AAIISAEGDSK.A 
R.FDAGELITQR.E 
K.DLQNVNITLR.I 
K.KAAIISAEGDSK.A 
R.VLPSITTEILK.S 
R.ILFRPVASQLPR.I 
R.ILFRPVASQLPR.I 
R.IFTSIGEDYDER.V 
R.NITYLPAGQSVLLQLPQ.- 
R.NITYLPAGQSVLLQLPQ.- 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P07858
http://www.uniprot.org/uniprot/P35232
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.AAELIANSLATAGDGLIELR.K 
K.AAELIANSLATAGDGLIELR.K 
K.AAELIANSLATAGDGLIELR.K 
R.AATFGLILDDVSLTHLTFGK.E 
R.AATFGLILDDVSLTHLTFGK.E 
K.FGLALAVAGGVVNSALYNVDAGHR.A 

Al14 
Ran-specific GTPase-

activating protein 
P43487 

5.19 
23296 

1(1) 
4%

 
R.FLNAENAQK.F 

Al15 
Chrom

obox protein 
hom

olog 1 
P83916 

4.85 
21405 

1(1) 
5%

 
K.NSDEADLVPAK.E 

Al16 
Peroxiredoxin-4 

Q13162 
5.86 

30521 
9(1) 

46%
 

K.YFDKLN.- 
R.GLFIIDDK.G 
R.LVQAFQYTDK.H 
R.QITLNDLPVGR.S 
R.IPLLSDLTHQISK.D 
K.DYGVYLEDSGHTLR.G 
K.ISKPAPYW

EGTAVIDGEFK.E 
 

http://www.uniprot.org/uniprot/P43487
http://www.uniprot.org/uniprot/P83916
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13162
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.HGEVCPAGW

KPGSETIIPDPAGK.L + C 
R.TREEECHFYAGGQVYPGEASR.V + C 

Al17 
Enoyl-CoA hydratase, 

m
itochondrial 

P30084 
8.34 

31367 
5(3) 

12%
 

K.AFAAGADIK.E 
K.AFAAGADIK.E 
K.HW

DHLTQVK.K 
K.ALNALCDGLIDELNQALK.T + C 
K.ALNALCDGLIDELNQALK.T + C 

Al18 
Heat shock protein 

beta-1 
P04792 

5.98 
22768 

4(3) 
32%

 
K.DGVVEITGK.H 
R.QLSSGVSEIR.H 
R.VSLDVNHFAPDELTVK.T 

Al19 
Endoplasm

ic 
reticulum

 resident 
protein 29 

 

P30040 
6.77 

28975 
11(9) 

42%
 

 

 K.W
AEQYLK.I 

K.LNMELSEK.Y 
K.SLNILTAFQK.K 
K.FDTQYPYGEK.Q 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P30084
http://www.uniprot.org/uniprot/P04792
http://www.uniprot.org/uniprot/P30040
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.GALPLDTVTFYK.V 
K.ILDQGEDFPASEMTR.I 
K.ILDQGEDFPASEMTR.I 
R.LAENSASSDDLLVAEVGISDYGDK.L 
 K.GQGVYLGMPGCLPVYDALAGEFIR.A + C 
K.GQGVYLGMPGCLPVYDALAGEFIR.A + C 
 R.LAENSASSDDLLVAEVGISDYGDKLNMELSEK.Y 

Al21 
Keratin, type I 
cytoskeletal 9 

P35527 
5.14 

62027 
1 (1) 

2%
 

R.SGGGGGGGLGSGGSIR.S 

Al22 
ATP synthase 
subunit alpha, 
m

itochondrial 

P25705 
9.16 

59714 
5 (3) 

9%
 

R.ELIIGDR.Q 
R.VLSIGDGIAR.V 
K.AVDSLVPIGR.G 
R.VVDALGNAIDGK.G 
R.ILGADTSVDLEETGR.V 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P35527
http://www.uniprot.org/uniprot/P25705
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Spot 
No. 

Protein nam
e 

Accession 
No. 

pI 
M

ass 
(da) 

M
asses 

M
atched 

Protein 
sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Al23 
Superoxide 

dism
utase [Mn], 

m
itochondrial 

P04179 
8.35 

24707 
5 (4) 

24%
 

K.GELLEAIKR.D 
R.DFGSFDKFK.E 
K.HHAAYVNNLNVTEEK.Y 
K.GDVTAQIALQPALK.F 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P04179
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   ตารางที่ 3. แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดจากขมิ้นจากตัวท าละลาย dichlorom
ethane 

Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

CD1 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein K 

P61978 
5.39 

50944 
11 (7) 

22%
 

K.DLAGSIIGK.G 
R.LLIHQSLAGGIIGVK.G 
K.LFQECCPHSTDR.V + 2 C 
R.ILSISADIETIGEILK.K 
R.NLPLPPPPPPR.G 
K.IDEPLEGSEDR.I 
K.IILDLISESPIK.G 
R.ILSISADIETIGEILK.K 
R.ILSISADIETIGEILKK.I 
R.GSYGDLGGPIITTQVTIPK.D 

CD7 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein C-

like 1 

O60812 
4.93 

32123 
4 (2) 

12%
 

K.SDVEAIFSK.Y 
R.MIASQVVDINLAAEPK.V 
R.VFIGNLNTLVVK.K 
R.MIASQVVDINLAAEPK.V 

CD8 
Cathepsin B 

P07858 
5.88 

37797 
3 (2) 

12%
 

K.LPASFDAR.E 
 

http://www.uniprot.org/uniprot/P61978
http://www.uniprot.org/uniprot/O60812
http://www.uniprot.org/uniprot/P07858
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
R.GQDHCGIESEVVAGIPR.T + C 
K.NGPVEGAFSVYSDFLLYK.S 

CD9 
Proteasom

e 
activator com

plex 
subunit 1 

Q06323 
5.78 

28705 
3 (2) 

12%
 

K.IVVLLQR.L 
R.NAYAVLYDIILK.N 

CD10 
Keratin, type II 
cytoskeletal 1 

P04264 
8.15 

65999 
4 (2) 

8%
 

K.SISISVAR.G 
R.FSSCGGGGGSFGAGGGFGSR.S 
R.SLDLDSIIAEVK.A 

CD13 
Peroxiredoxin-4 

Q13162 
5.86 

30521 
7 (3) 

33%
 

R.VSVADHSLHLSK.A 
R.GLFIIDDKGILR.Q 
R.IPLLSDLTHQISK.D 
K.DYGVYLEDSGHTLR.G 
R.LVQAFQYTDK.H 
R.QITLNDLPVGR.S 
K.ISKPAPYW

EGTAVIDGEFK.E 
 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q06323
http://www.uniprot.org/uniprot/P04264
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13162
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

CD14 
Enoyl-CoA hydratase, 

m
itochondrial 

P30084 
8.34 

31367 
5 (5) 

22%
 

K.AFAAGADIK.E 
K.ALNALCDGLIDELNQALK.T + C 
K.ICPVETLVEEAIQCAEK.I + 2 C 
K.AQFAQPEILIGTIPGAGGTQR.L 
K.ALNALCDGLIDELNQALK.T + C 

CD15 
Heat shock protein 

beta-1 
P04792 

5.98 
22768 

6 (5) 
25%

 
K.DGVVEITGK.H 
R.DW

YPHSR.L 
R.GPSW

DPFR.D 
R.QLSSGVSEIR.H 
K.TKDGVVEITGK.H 
R.VSLDVNHFAPDELTVK.T 

CD16 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein H3 

P31942 
6.37 

36903 
2 (2) 

4%
 

R.ATENDIANFFSPLNPIR.V 
R.ATENDIANFFSPLNPIR.V 

CD18 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein 

H 

P31943 
5.89 

49198 
6 (4) 

11%
 

R.STGEAFVQFASQEIAEK.A 
K.SNNVEMDW

VLK.H 
R.EGRPSGEAFVELESEDEVK.L 
R.YIEIFK.S 
R.STGEAFVQFASQEIAEK.A 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P30084
http://www.uniprot.org/uniprot/P04792
http://www.uniprot.org/uniprot/P31942
http://www.uniprot.org/uniprot/P31943
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     ตารางที่ 4. แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดจากขมิ้นจากตัวท าละลาย ethanol  

Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

CE1 
Protein disulfide-

isom
erase 

P07237 
4.76 

57081 
12(1) 

22%
 

K.FFPASADR.T 
K.ENLLDFIK.H 
R.NNFEGEVTK.E 
R.TVIDYNGER.T 
R.EADDIVNW

LK.K 
K.YQLDKDGVVLFK.K 
K.YKPESEELTAER.I 
K.YKPESEELTAER.I 
K.LGETYKDHENIVIAK.M 
R.NNFEGEVTKENLLDFIK.H 
R.TGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFK.D 
K.RTGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFK.D 

CE2 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein K 

P61978 
5.39 

50944 
13(7) 

27%
 

K.DLAGSIIGK.G 
R.VVLIGGKPDR.V 
K.GSDFDCELR.L + C 
R.NLPLPPPPPPR.G 
K.IDEPLEGSEDR.I 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P07237
http://www.uniprot.org/uniprot/P61978
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.IILDLISESPIK.G 
K.LFQECCPHSTDR.V + 2 C 
R.ILSISADIETIGEILK.K 
R.ILSISADIETIGEILK.K 
R.TDYNASVSVPDSSGPER.I 
R.ILSISADIETIGEILKK.I 
R.GSYGDLGGPIITTQVTIPK.D 
R.GSYGDLGGPIITTQVTIPK.D 

CE3 
Elongation factor Tu, 

m
itochondrial 

P49411 
7.26 

49510 
8(1) 

19%
 

R.EHLLLAR.Q 
K.TTLTAAITK.I 
R.GTVVTGTLER.G 
K.KGDECELLGHSK.N + C 
K.KGDECELLGHSK.N + C 
K.LLDAVDTYIPVPAR.D 
R.DKPHVNVGTIGHVDHGK.T 

CE4 
Fum

arate hydratase, 
m

itochondrial 
P07954 

8.85 
54602 

6(3) 
13%

 
K.LHDALDAK.S 
K.SKEFAQIIK.I 
R.AAAEVNQDYGLDPK.I 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P49411
http://www.uniprot.org/uniprot/P07954
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
R.IYELAAGGTAVGTGLNTR.I 
R.IYELAAGGTAVGTGLNTR.I 
K.ETAIELGYLTAEQFDEW

VKPK.D 
CE6 

Heterogeneous 
nuclear 

ribonucleoprotein H3 

P31942 
6.37 

36903 
4(3) 

9%
 

R.YIEIFR.S 
K.EIAENALGK.H  
R.ATENDIANFFSPLNPIR.V 
R.ATENDIANFFSPLNPIR.V 

CE7 
Cathepsin B 

P07858 
5.88 

37797 
3 (2) 

12%
 

K.LPASFDAR.E 
R.GQDHCGIESEVVAGIPR.T + C 
K.NGPVEGAFSVYSDFLLYK.S 

CE8 
Cathepsin D 

P07339 
6.10 

44524 
3(1) 

6%
 

R.VGFAEAAR.L 
K.LSPEDYTLK.V 
R.YYTVFDRDNNR.V 

CE9 
Proteasom

e activator 
com

plex subunit 1 
Q06323 

5.78 
28705 

3 (2) 
12%

 
K.IVVLLQR.L 
R.NAYAVLYDIILK.N 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P31942
http://www.uniprot.org/uniprot/P07858
http://www.uniprot.org/uniprot/P07339
http://www.uniprot.org/uniprot/Q06323
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

CE10 
Keratin, type II 
cytoskeletal 1 

P04264 
8.15 

65999 
14(6) 

22%
 

K.SISISVAR.G 
R.SLVNLGGSK.S 
R.TLLEGEESR.M 
K.AQYEDIAQK.S 
R.TNAENEFVTIK.K 
K.LALDLEIATYR.T 
R.SLDLDSIIAEVK.A 
R.TNAENEFVTIKK.D 
K.W

ELLQQVDTSTR.T 
K.SLNNQFASFIDKVR.F 
R.THNLEPYFESFINNLR.R 
R.THNLEPYFESFINNLRR.R 
R.SLDLDSIIAEVKAQYEDIAQK.S 
R.GGGGGGYGSGGSSYGSGGGSYGSGGGGGGGR.G 

GE12 
Peptidyl-prolyl cis-
trans isom

erase E 
Q9UNP9 

5.41 
33410 

4(3) 
17%

 
R.VLYVGGLAEEVDDK.V 
K.HVVFGEVTEGLDVLR.Q 
K.VLHAAFIPFGDITDIQIPLDYETEK.H 
 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P04264
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UNP9
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

CE14 
14-3-3 protein sigm

a 
P31947 

4.68 
27757 

4(1) 
31%

 
K.DSTLIMQLLR.D 
K.TTFDEAMADLHTLSEDSYK.D 
R.EKVETELQGVCDTVLGLLDSHLIK.E + C 

CE15 
T-com

plex protein 1 
subunit theta 

- 
5.42 

59583 
1(1) 

2%
 

K.LATNAAVTVLR.V 
  

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P31947
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ตารางที่ 5. แสดงรายชื่อโปรตีนซึ่งตอบสนองต่อการทดสอบด้วยสารสกัดจากสารเควอซิทิน (quercetin) 

Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Q1 
78 kDa glucose-

regulated protein 
P11021 

5.07 
72288 

30(12) 
41%

 
K.ETAEAYLGK.K 
R.LTPEEIER.M

 
K.ITITNDQNR.L 
K.VYEGERPLTK.D 
K.EFFNGKEPSR.G 
K.EFFNGKEPSR.G 
R.VEIIANDQGNR.I 
K.ELEEIVQPIISK.L 
R.TW

NDPSVQQDIK.F 
R.TW

NDPSVQQDIK.F 
R.ITPSYVAFTPEGER.L 
K.KSDIDEIVLVGGSTR.I 
K.TKPYIQVDIGGGQTK.T 
K.NQLTSNPENTVFDAK.R 
K.NQLTSNPENTVFDAK.R 
K.KTKPYIQVDIGGGQTK.T 
K.NQLTSNPENTVFDAKR.L 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P11021


 
 

 
 

105 

 

 
 

Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.SQIFSTASDNQPTVTIK.V 
K.SQIFSTASDNQPTVTIK.V 
K.SQIFSTASDNQPTVTIK.V 
K.VTHAVVTVPAYFNDAQR.Q 
K.DNHLLGTFDLTGIPPAPR.G 
K.DNHLLGTFDLTGIPPAPR.G 
K.IEW

LESHQDADIEDFK.A 
K.KVTHAVVTVPAYFNDAQR.Q 
K.KVTHAVVTVPAYFNDAQR.Q 
R.IEIESFYEGEDFSETLTR.A 
R.IEIESFYEGEDFSETLTR.A 
K.LYGSAGPPPTGEEDTAEKDEL.- 
K.EDVGTVVGIDLGTTYSCVGVFK.N + C 

Q2 
Transitional 
endoplasm

ic 
reticulum

 ATPase 

P55072 
5.14 

89266 
7(3) 

8%
 

K.AIGVKPPR.G 
K.LAGESESNLR.K 
R.GILLYGPPGTGK.T 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P55072
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
R.W

ALSQSNPSALR.E 
R.LDQLIYIPLPDEK.S 
K.NAPAIIFIDELDAIAPK.R 
K.NAPAIIFIDELDAIAPK.R 

Q3 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein K 

P61978
 

5.39 
50944 

11(5) 
22%

 
K.DLAGSIIGK.G 
R.VVLIGGKPDR.V 
R.NLPLPPPPPPR.G 
K.IDEPLEGSEDR.I 
K.IILDLISESPIK.G 
R.LLIHQSLAGGIIGVK.G 
R.ILSISADIETIGEILK.K 
R.ILSISADIETIGEILK.K 
R.ILSISADIETIGEILKK.I 
R.ILSISADIETIGEILKK.I 
R.GSYGDLGGPIITTQVTIPK.D 

Q4 
Prelam

in-A/C 
P02545

 
6.57 

74095 
6(2) 

12%
 

K.LLEGEEER.L 
R.SLETENAGLR.L 
R.LKDLEALLNSK.E 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P61978
http://www.uniprot.org/uniprot/P02545
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
R.SGAQASSTPLSPTR.I 
R.LQEKEDLQELNDR.L 
K.AGQVVTIW

AAGAGATHSPPTDLVW
K.A 

Q5 
Prelam

in-A/C 
P02545

 
6.57 

74095 
7(2) 

9%
 

K.LEAALGEAK.K 
R.DLEDSLAR.E 
K.EGDLIAAQAR.L 
R.ITESEEVVSR.E 
K.KEGDLIAAQAR.L 
R.LKDLEALLNSK.E 
R.SGAQASSTPLSPTR.I 

Q6 
Protein FAM221A 

A4D161
 

6.33 
33061 

1(0) 
8%

 
K.TDLEAIPQQCPIDLPCQVTGCQCR.A 

Q8 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein F 

P52597
 

5.38 
45643 

11(5) 
26%

 
R.YIEVFK.S 
R.SYSDPPLK.F 
R.TEMDW

VLK.H 
R.VHIEIGPDGR.V 
R.DLSYCLSGMYDHR.Y + C 
K.HSGPNSADSANDGFVR.L 
R.QSGEAFVELGSEDDVK.M 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P02545
http://www.uniprot.org/uniprot/A4D161
http://www.uniprot.org/uniprot/P52597
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.ITGEAFVQFASQELAEK.A 
K.ITGEAFVQFASQELAEK.A 
K.ATENDIYNFFSPLNPVR.V 
K.ATENDIYNFFSPLNPVR.V 

Q9 
Keratin, type II 
cytoskeletal 1 

P04264
 

8.15 
65999 

6(3) 
13%

 
R.SLVNLGGSK.S 
R.TLLEGEESR.M 
K.LALDLEIATYR.T 
R.SLDLDSIIAEVK.A 
R.THNLEPYFESFINNLR.R 
R.GGGGGGYGSGGSSYGSGGGSYGSGGGGGGGR.G 

Q10 
Ornithine 

am
inotransferase, 

m
itochondrial 

P04181
 

6.57 
48504 

12(7) 
36%

 
K.GLLNAIVIK.E 
R.ESIEIINK.T 
K.LPSDVVTAVR.G 
K.IVFAAGNFW

GR.T 
K.SQVDKLTLTSR.A 
R.FAPPLVIKEDELR.E 
K.TVQGPPTSDDIFER.E 
K.YGAHNYHPLPVALER.G 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P04264
http://www.uniprot.org/uniprot/P04181


 
 

 
 

109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
R.HQVLFIADEIQTGLAR.T 
R.AFYNNVLGEYEEYITK.L 
R.W

LAVDYENVRPDIVLLGK.A 
R.VAIAALEVLEEENLAENADK.L 

Q12 
Tropom

odulin-3 
Q9NYL9

 
5.08 

39570 
13(4) 

36%
 

K.CFSLAATR.S + C 
R.DNETLAELK.I 
K.MLEENTNILK.F 
K.QKPVQTFTEEK.V 
R.SNDPVATAFAEMLK.V 
K.ENDAHLVEVNLNNIK.N 
K.DLDEDELLGNLSETELK.Q 
K.ILPVFDEPPNPTNVEESLK.R 
K.YKDLDEDELLGNLSETELK.Q 
K.ILPVFDEPPNPTNVEESLKR.T 
K.ILPVFDEPPNPTNVEESLKR.T 
K.QLETVLDDLDPENALLPAGFR.Q 
K.QLETVLDDLDPENALLPAGFR.Q 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NYL9
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Q13 
DnaJ hom

olog 
subfam

ily B m
em

ber 
11 

Q9UBS4
 

5.81 
40489 

4(2) 
15%

 
R.TLEVEIEPGVR.D 
K.GSLIITFDVDFPK.E 
K.FQDLGAAYEVLSDSEKR.K 
R.FQMTQEVVCDECPNVK.L + 2 C 

Q14 
Elongation factor Tu 

P49411
 

7.26 
49510 

 20(9) 
44%

 
R.EHLLLAR.Q 
K.TTLTAAITK.I 
R.GTVVTGTLER.G 
R.GTVVTGTLER.G 
R.AEAGDNLGALVR.G 
K.KGDECELLGHSK.N + C 
K.LLDAVDTYIPVPAR.D 
K.LLDAVDTYIPVPAR.D 
R.GITINAAHVEYSTAAR.H 
R.HYAHTDCPGHADYVK.N + C 
R.DKPHVNVGTIGHVDHGK.T 
K.GEETPVIVGSALCALEGR.D + C 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UBS4
http://www.uniprot.org/uniprot/P49411
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
K.GEETPVIVGSALCALEGR.D + C 
R.TIGTGLVTNTLAMTEEEK.N 
R.TIGTGLVTNTLAMTEEEK.N 
K.ADAVQDSEMVELVELEIR.E 
K.ADAVQDSEMVELVELEIR.E 
K.NMITGTAPLDGCILVVAANDGPMPQTR.E + C 
R.ELLTEFGYKGEETPVIVGSALCALEGR.D + C 
R.ELLTEFGYKGEETPVIVGSALCALEGR.D + C 

Q15 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein 

A/B 

Q99729
 

8.22 
36202 

1(1) 
2%

 
R.GFGFILFK.D 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q99729
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Q17 
Poly(rC)-binding 

protein 1 
- 

6.66 
37474 

8(3) 
33%

 
K.IANPVEGSSGR.Q 
R.INISEGNCPER.I + C 
R.IITLTGPTNAIFK.A 
R.LVVPATQCGSLIGK.G + C 
R.AITIAGVPQSVTECVK.Q + C 
K.QICLVMLETLSQSPQGR.V + C 
K.GYW

ASLDASTQTTHELTIPNNLIGCIIGR.Q + C 
Q19 

PDZ and LIM dom
ain 

protein 1 
O00151

 
6.56 

36049 
9(3) 

48%
 

K.VW
SPLVTEEGK.R 

K.GCTDNLTLTVAR.S + C 
R.IKGCTDNLTLTVAR.S + C 
R.VTPPEGYEVVTVFPK.- 
K.GHFFVEDQIYCEK.H + C 
K.QSTSFLVLQEILESEEK.G 
R.VITNQYNNPAGLYSSENISNFNNALESK.T 
K.AALANLCIGDVITAIDGENTSNMTHLEAQNR.I + C 
K.TAASGVEANSRPLDHAQPPSSLVIDKESEVYK.M

 
 

http://www.uniprot.org/uniprot/O00151
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Q20 
Annexin A2 

P07355
 

7.57 
38580 

8(4) 
24%

 
R.DALNIETAIK.T 
K.GVDEVTIVNILTNR.S 
K.GVDEVTIVNILTNR.S 
K.SALSGHLETVILGLLK.T 
K.SALSGHLETVILGLLK.T 
K.GLGTDEDSLIEIICSR.T + C 
K.GLGTDEDSLIEIICSR.T + C 
MSTVHEILCKLSLEGDHSTPPSAYGSVK.A + C 

Q21 
Keratin, type I 
cytoskeletal 10 

P13645
 

5.13 
58792 

9(6) 
17%

 
R.LAADDFR.L 
R.VLDELTLTK.A 
R.LASYLDKVR.A 
K.VTMQNLNDR.L 
R.LKYENEVALR.Q

 
 

http://www.uniprot.org/uniprot/P07355
http://www.uniprot.org/uniprot/P13645
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

 
 

 
 

 
 

 
R.ALEESNYELEGK.I 
K.GSLGGGFSSGGFSGGSFSR.G 
K.NQILNLTTDNANILLQIDNAR.L 
K.TIDDLKNQILNLTTDNANILLQIDNAR.L 

Q22 
3-hydroxyisobutyrate 

dehydrogenase, 
m

itochondrial 

P31937
 

8.38 
35306 

1(1) 
4%

 
K.HGYPLIIYDVFPDACK.E + C 
 

Q23 
SAP dom

ain-
containing 

ribonucleoprotein 

P82979
 

6.10 
23656 

3(1) 
14%

 
R.FGLNVSSISR.K 
R.FNVPVSLESK.K 
K.ITSEIPQTER.M 

Q25 
Cathepsin D 

P07339
 

6.10 
44524 

4(1) 
8%

 
R.VGFAEAAR.L 
R.YYTVFDR.D 
K.VSTLPAITLK.L 
K.LSPEDYTLK.V 

Q26 
Pre-m

RNA-splicing 
factor SPF27 

O75934
 

5.48 
26115 

2(1) 
11%

 
R.EAAAALVEEETRR.Y 
R.TIVQLENEIYQIK.Q 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P31937
http://www.uniprot.org/uniprot/P82979
http://www.uniprot.org/uniprot/P07339
http://www.uniprot.org/uniprot/O75934
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Q27 
NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] iron-
sulfur protein 3, 
m

itochondrial 

O75489
 

6.99 
30223 

1(0) 
6%

 
K.TYTDELTPIESAVSVFK.A 

Q28 
Endoplasm

ic 
reticulum

 resident 
protein 29 

P30040
 

6.77 
28975 

4(3) 
14%

 
K.W

AEQYLK.I 
K.QGQDNLSSVK.E 
K.SLNILTAFQK.K 
K.GALPLDTVTFYK.V 

Q29 
DNA-directed RNA 

polym
erases I, II, and 

III subunit RPABC1 

P19388
 

5.69 
24536 

5(1) 
21%

 
R.IQAGDPVAR.Y 
K.EEVTELLAR.Y 
K.IIRPSETAGR.Y 
R.GYLVTQDELDQTLEEFK.A 
R.GYLVTQDELDQTLEEFK.A 

Q30 
Endoplasm

ic 
reticulum

 resident 
protein 29 

P30040
 

6.77 
28975 

3(3) 
11%

 
K.W

AEQYLK.I 
K.SLNILTAFQK.K 
K.GALPLDTVTFYK.V 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/O75489
http://www.uniprot.org/uniprot/P30040
http://www.uniprot.org/uniprot/P19388
http://www.uniprot.org/uniprot/P30040
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Spot No. 
Protein nam

e 
Accession 

No. 
pI 

M
ass 

(da) 
M

asses 
M

atched 
Protein 

sequence 
coverage 

(%
) 

Peptide 
(unique) 

Q31 
Heterogeneous 

nuclear 
ribonucleoprotein H3 

P31942
 

6.37 
36903 

2(0) 
7%

 
R.VHIDIGADGR.A 
R.ATENDIANFFSPLNPIR.V 
 

Q33 
ATPase fam

ily AAA 
dom

ain-containing 
protein 3A 

Q9NVI7
 

9.08 
71325 

2(1) 
2%

 
R.GLLLFVDEADAFLR.K 
R.GLLLFVDEADAFLR.K 

Q34 
Thioredoxin-

dependent peroxide 
reductase, 

m
itochondrial 

P30048
 

7.67 
27675 

6(1) 
38%

 
K.DLSLDDFK.G 
K.GTAVVNGEFK.D 
K.HLSVNDLPVGR.S 
R.GLFIIDPNGVIK.H 
K.GKYLVLFFYPLDFTFVCPTEIVAFSDK.A + C 
K.AFQYVETHGEVCPANW

TPDSPTIKPSPAASK.E 
Q35 

ATP synthase subunit 
alpha, m

itochondrial 
P25705

 
9.16 

59714 
6(5) 

13%
 

R.VLSIGDGIAR.V 
K.AVDSLVPIGR.G 
R.VVDALGNAIDGK.G 
K.TSIAIDTIINQK.R 
R.ILGADTSVDLEETGR.V 
R.TGAIVDVPVGEELLGR.V 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P31942
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NVI7
http://www.uniprot.org/uniprot/P30048
http://www.uniprot.org/uniprot/P25705
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ภาคผนวก ข 
น้ ายาและสารละลายท่ีใช้ในการทดสอบ 

1. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดสมุนไพรไทยใน
การต้านโรคสะเก็ดเงิน  
 
 1. 10% FBS DMEM +PS  

DMEM/High glucose ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมกับ fetal bovine serum 
(inactivated serum) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ PS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
(Penicillin 100 U และ Streptomycin 100 µg/ml) แบ่งใส่หลอดขนาดปริมาตร   
50 มิลลิลิตรเก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

 2. MTT reagent  
เตรียม MTT Reagent ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการชั่ง MTT 
dye หนัก 50 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันตั้งไว้ให้เกิดการละลายอย่างสมบูรณ์ประมาณ 15 นาที 
จากนั้นกรองผ่าน filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เพ่ือท าให้ปราศจากเชื้อและก าจัด
ตะกอนที่ยังไม่ละลายออกไปเก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

 3. TNF-α 
เตรียม stock TNF-α ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการเติม 
0.1% ของ BSA ปริมาตร 500 ไมโครลิตรผสมกับ TNF-α หนัก 50 ไมโครกรัม แบ่ง
ใส่ microcentrifuge ปริมาตร 10 ไมโครลิตรเก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
 4. 1X phosphate buffer saline pH 7.4 

เจือจางจาก stock 10X PBS โดยการเติมน้ า Milli Q ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ผสม
กับ 100 มิลลิลิตร ของ stock 10X PBS จากนั้นน าไปท าให้ปราศจากเชื้อโดยการ 
autoclave เก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ส าหรับล้างเซลล์หรือเตรียม 
MTT Reagent 

 
2. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบการทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
สมุนไพรไทย 

1. DPPH assay (DPPH standard stock solution) เตรียมโดยละลาย DPPH หนัก 3.154 
มิลลิกรัม ด้วยตัวท าละลาย ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอด เก็บไว้ที่ -20 
องศาเซลเซียส 
 
2. ABTS assay (ABTS 7 มิลลิโมลาร์) เตรียมโดย ละลาย ABTS หนัก 0.0192 กรัม ด้วยน้ า
กลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร และโฟแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตหนัก 0.0033 กรัม ในน้ ากลั่น



 
 

 
 

118 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นจึงน าสารละลายทั้งสองมาผสมกันในอัตราส่วน 8:12 บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ก่อนน ามาใช้ 
 
3. Folin–Ciocalteu reagent 

3.1 10% Folin reagent เตรียมโดย Folin–Ciocalteu reagent ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 18 มิลลิลิตร 
 
3.2 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เข้มข้น 0.1 โมลลาร์ เตรียมโดยชั่ง Na2CO3 หนัก 
5.30 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 
3.3 Gallic acid standard stock solution เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เตรียมโดยชั่ง Gallic acid หนัก 0.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
แบ่งใส่หลอดเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
4. Aluminium chloride colorimetric assay 

4.1 10 เปอร์เซ็นต์ Aluminium chloride เตรียมโดยชั่ง 5 กรัม ละลายด้วยน้ า
กลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 
4.2 quercetin standard stock solution เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียม
โดยชั่ง quercetin หนัก 0.5 กรัม ละลายด้วย ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แบ่ง
ใส่ใส่หลอดเก็บไว้ที่ -20 องศาเซสเซียส  

 
3. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการสกัดโปรตีน 
 Lysis solution 

ชั่ง Urea หนัก 9.6 กรัม, CHAP หนัก 0.8 กรัม และ IPG buffer, pH 3-10 ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติมน้ า Milli Q ให้ได้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แบ่งใส่ 
microcentrifuge ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

 
4. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการวัดหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford Assay 
 1. Bradford solution 

เจือจาง stock Bradford solution 1 ส่วน ด้วย Double distilled water 4 ส่วน 
จากนั้นจึงกรองผ่านกระดาษ Whatman filter NO.1 เก็บรักษาไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 
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 2. เตรียมโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) 
เตรียม stock โปรตีนมาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดย
การชั่ง BSA หนัก 5 มิลลิกรัม ละลายด้วยด้วย Double distilled water ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นจึงแบ่งใส่ microcentrifuge ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เก็บรักษาไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส 
 

5. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการท า 2D-GE เพ่ือศึกษาการแสดงออกของโปรตีน 
 1. Rehydration stock solution with IPG buffer 

 เตรียมโดยชั่ง urea หนัก 12 กรัม CHAPS หนัก 0.5 กรัม IGP buffer ปริมาตร 
125 ไมโครลิตรและ 50 ไมโครลิตรของ 1% solution bromophenol blue เติมน้ า Milli 
Q ให้ได้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 
2. SDS equilibration buffer 

เตรียมโดยตวง Tris-HCl, pH 8.8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร glycerol (85% v/v) 
ปริมาตร 69 มิลลิลิตร ชั่ง urea หนัก 72.07 กรัม SDS หนัก 4 กรัม และ 400 ไมโครลิตร 
ของ 1% solution stock bromophenol blue เติมน้ า Milli Q ให้ได้ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร แบ่งใส่ centrifuge tube ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 
เมื่อจะใช้จึงเติม DTT 100 มิลลิกรัม ใน 10 มิลลิลิตร ของ SDS equilibration buffer และ 
Iodoacetamide 250 มิลลิกรัม ใน 10 มิลลิลิตร ของ SDS equilibration buffer 

 
3. 4X resolving gel buffer 

เตรียมโดยชั่ง Tris base หนัก 181.7 กรัม เติมน้ า Milli Q ปริมาตร 750 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน จากนั้นจึงปรับ pH ให้ได้ 8.8 ด้วย HCl และเติมน้ า Milli Q ให้ได้ปริมาตร 1 
ลิตร เก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 
4. 10% SDS 

เตรียมโดยชั่ง SDS หนัก 5 กรัม ละลายด้วยน้ า Milli Q ให้ได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
5. 10% Ammonium persulfate 

เตรียมโดยชั่ง Ammonium persulfate หนัก 0.1 กรัม จากนั้นจึงเติมน้ า Milli Q 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยเตรียมเม่ือจะใช้เท่านั้น 

 
6. 10X SDS electrophoresis buffer 

เตรียมโดยชั่ง Tris-base หนัก 30.3 กรัม Glysine หนัก 144 กรัม และ SDS หนัก 
10 กรัม เติมน้ า Milli Q ให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อ
จะใช้จึงเจือจางเป็น 1X  
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7. Agarose sealing solution 

เตรียมโดยตวง SDS electrophoresis buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร Agarose 
หนัก 0.5 กรัม และ 200 ไมโครลิตร ของ stock bromophenol blue ผสมให้เข้ากันโดย
การใช้ความร้อนให้เจลละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ microcentrifuge tube ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
8. การเตรียม 12.5% gel  
 เตรียมโดยตวง monomer solution (30% Acrylamide and Bis-Acrylamide 
Solutions) ปริมาตร 25.02 มิลลิลิตร ผสมกับ 4x resolving gel buffer ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร 10% SDS ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตรและน้ า Milli Q ปริมาตร 19.08 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากัน จากนั้นจึงเติม 10% ammonium persulphate ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร และ 
TEMED ปริมาตร 19.8 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  
 
9. Fixative solution 
 เตรียมโดยตวง acetic acid gracial ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกับ 800 มิลลิลิตร
ของ methanol เติมน้ า Milli Q ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
 
10. สีย้อม Colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250  
 เตรียมโดย ชั่ง ammonium sulphate หนัก 40 กรัม และ 85% phosphoric 
acid ปริมาตร 4.8 มิลลิลิตร ละลายด้วยน้ า Milli Q ให้ได้ปริมาตร เท่ากับ 400 มิลลิลิตร 
น ามาผสมกับ working dye ซึ่งเตรียมโดยชั่งสี Coomassie Brilliant Blue G-250 หนัก 
0.4 กรัม ละลายด้วย methanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยเตรียมเมื่อใช้
เท่านั้น 

 
11. เตรียม stock NH4HCO3, 100 mM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 เตรียมโดยชั่ง NH4HCO3 หนัก 79.06 มิลลิกรัม ละลายด้วยน้ า HPLC ให้ได้ปริมาตร     
10 มิลลิลิตร โดยจะเตรียมเมื่อใช้งานเท่านั้น 
 
12. เตรียม 50 % ACN ใน 25 mM NH4HCO3 

 เตรียมโดยการเจือจาง stock NH4HCO3 100 mM ให้ได้ความเข้มข้น 50 mM 
NH4HCO3 ด้วยน้ า HPLC จากนั้นจึงมาไปเจือจางด้วย ACN โดยใช้อัตราส่วน 1:1 จึงจะได้ 
50 % ACN ใน 25 mM NH4HCO3 โดยจะเตรียมเมื่อใช้งานเท่านั้น 
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13. เตรียม extracts solvent, 5% formic acid ใน 50% ACN  
 เตรียมโดยตวง formic acid ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าการเจือจางด้วยน้ า HPLC 
ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นจึงเติม ACN ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน 
 
14. เตรียม 0.1 mg/ml ใน 25 mM NH4HCO3 

 เตรียมโดยชั่ง trypsin หนัก 1 มิลลิกรัม ละลายด้วย น้ า HPLC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(stock trypsin 1 mg/ml) น า stock trypsin มาเจือให้มีความเข้มข้น 0.2 mg/ml ด้วยน้ า 
HPLC จากนั้นจึงน า trypsin ที่มีความเข้มข้น 0.2 mg/ml มาเจือจางด้วย 50 mM 
NH4HCO3 ด้วยอัตราส่วน 1:1 ผสมให้เข้ากัน จะได้ 0.1 mg/ml ใน 25 mM NH4HCO3 ตาม
ต้องการ 
 
15. เตรียม solvent C (98% H2O, 2% ACN, 0.1% formic acid) ปริมาตร 5 มิลลิลตร 
 เตรียมโดยตวงน้ า HPLC ปริมาตร 4.9 มิลิลิตร ผสมกับ ACN ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และ formic acid ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจะได้ solvent C (98% 
H2O, 2% ACN, 0.1% formic acid) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตามต้องการ  
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ภาคผนวก ค 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

 
สัญลักษณ์ ค าย่อและค าอธิบาย 
 
ค าย่อ     ค าอธิบาย 
HaCaT     Human Keratinocyte Cell Line 
DMEM     Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
2D-GE     2-dimension gel electrophoresis 
MS     mass spectrometry 
TNF-α     tumor necrosis factor alpha 
PE     petroleum ether 
DCM     dichloromethane 
ETH     ethanol 
DPPH     2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
ABTS 2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid 
MTT 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide 
FBS     fetal bovine serum 
PBS     phosphate buffer saline 
PS     penicillin- streptomycin 
n     nano 
µ     micro 
/     per 
%     percent 
X     fold or time 
LC-MS     liquid chromatography-mass spectrometry 
g     gram 
mg     milligram 
Dw      distilled water 
M      molar 
GAE     gallic acid equivalents 
AlCl3     aluminium chloride 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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NADPH  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-
oxidase 

rpm     revolutions per minute 
IEF     isoelectric focusing 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis 
ACN     acetonitrile 
S.E.M      Standard Error of Mean 
     Up 
     Down 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นายณัฐพงศ์ ขาวจิตร ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิค
การแพทย์) เกียรตินิยมอันดับสองจากมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ เมื่อปีการศึกษา 2553 
และได้เข้าศึกษาต่อระดับบัณฑิตศึกษาในหลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ ภาควิชาเคมี
คลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2554 

ผลงานทางวิชาการ  

ศราวุธ สุทธิรัตน์ ทวีพร พันธุ์พานิช ณัฐพงศ์ ขาวจิตร ทิวากร คาดหมาย สุรสักดิ์ บรรลือ
ทรัพย์ อ าไพ ตั้งอนุชิตชาญชัยและบุญนิภา สุวรรณกาล กการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส เมลิออยโด
ซิสและสครับไทฟัส ในระยะเฉียบพลัน ด้วยวิธี IgM-IFA โดยใช้แอนติเจนแยกชนิดในการทดสอบ
เดียวก วารสารวิชาการสาธาณสุข ปีที่ 30 ฉบับที่ 3 พฤษภาคม-มิถุนายน 2554 หน้า 406-412. 
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