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  หญาหมอนอยหรือหญาดอกขาว (Vernonia cinerea Less.) มีสรรพคุณ

ตางๆ เชน การลดไข และการตานการอักเสบ ดังนั้น จึงมีการนํามาใชในการแพทยแผนไทย  

แตยังไมมีขอมูลทางวิทยาศาสตรของฤทธิ์ตานการอักเสบในมนุษย งานวิจัยนี้จึงไดทําการ

ประเมินความเปนพิษของสารสกัดจากหญาหมอนอยในตัวทําละลายเมทานอล เอทานอล 

และเฮกเซน และศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย จากอาสาสมัคร

สุขภาพดี ผลการวิเคราะหโดยเทคนิค MTT พบวา ไมวาสารสกัดจากสวนใดก็ตาม ที่สกัดดวย

เมทานอล   หรือเฮกเซน ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยความมีชีวิตของ

เซลลมีมากกวา 90 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนที่ 0.19 ถึง 100 μg/ml สวนสารสกัดจากเอทา

นอลจากดอก (50 และ100 μg/ml) ใบ (100 μg/ml) และทั้งตน (100 μg/ml) มีความเปนพิษ

ตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ผลการวิเคราะหดวย ELISA พบวาสารสกัดเมทานอลจากใบหรือ

ทั้งตน เอทานอลจากทั้งตน และเฮกเซนจากลําตน สามารถลดระดับการหล่ังของไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบชนิด IL- 6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   (P < 0.05) โดยพบวา ผาน

ทางการยับยั้ งการเคล่ือนที่ เขาสูนิวเคลียสของ  NF-κB เมื่อพิ สูจนดวยวิธี 

immunocytochemistry โดยอาศัย confocal microscope แตระดับ TNF-α ไมมีการ

เปล่ียนแปลง นอกจากนั้น สารสกัดทั้งตนหญาหมอนอยจากเอทานอลสามารถเพิ่มระดับไซโต

ไคนตานการอักเสบชนิด IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) สรุปไดวาสารสกัดเมทานอล 

เอทานอล และเฮกเซนจากหญาหมอนอยมีฤทธิ์ตานการอักเสบในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย   
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 Vernonia cinerea Less. or little iron weed has many therapeutic properties 

such as antipyretic and anti-inflammatory effects, thus being applied for Thai 

traditional medicine. Nevertheless, no scientific data on anti-inflammatory effect in 

humans is found. Herein, the present study aimed at assessing the toxicity of the 

methanolic extract of Vernonia cinerea L. and its anti-inflammatory effect on peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy individuals. Using the MTT assay, we 

found that the methanolic or hexane extracts from any part of this herb did not cause 

toxicity, and cell viability percentage of PBMCs was found higher than 90% with 

regard to its concentration range from 0.19 to 100 μg/ml. However, the ethanolic 

extracts from flower (50 and 100 μg/ml), leaf (100 μg/ml) and whole plant (100 μg/ml) 

resulted in toxicity of PBMCs. As experimentally tested using an ELISA method, we 

also found that the methanolic extracts from leaf or whole plant, ethanolic extracts from 

whole plant and hexane extracts from trunk significantly reduced a level of pro-

inflammatory cytokine (IL-6) (P <0.05) via inhibition of NF-κB nuclear translocation as 

proven using immunocytochemistry and confocal microscope. Nonetheless, no 

change in the level of TNF-α was observed. In addition, the ethanolic extracts from 

whole plant significantly increased a level of anti-inflammatory cytokine (IL-10) (P 

<0.05). Therefore, the methanolic, ethanolic and hexane extracts of Vernonia cinerea 

L.  possessed anti-inflammotory effect on human PBMCs. 
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บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กระบวนการอักเสบ (Inflammation) เปนกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันของ

รางกายตอการรุกรานของเชื้อโรค ซึ่งเกี่ยวของกับการทํางานของเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ เชน  

lymphocyte, monocyte, neutrophil และ macrophage รวมไปถึงการหล่ังไซโตไคนที่เหนี่ยวนํา

การอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) เชน  TNF-α, IL-1 และ IL-6 เปนตน [1] โดยมีสวนชัก

นําไปสูการชุมนุมของเซลลหรือสารตางๆ ใหมายังบริเวณที่ตองการใหมีการกําจัดเช้ือโรคและส่ิง

แปลกปลอม ไซโตไคนประเภทนี้จะชวยเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecules ทําให  

vascular permeability เพิ่มข้ึน และกระตุนการสราง chemokines  จาก endothelial cells ชวย

ใหเซลลเดินทางมายังบริเวณที่มีการอักเสบไดมากข้ึน [2, 3] ซึ่งกระบวนการสรางไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบนั้นมีความเกี่ยวของกับ NF-κB signaling  pathway [4] นอกจากนี้ เซลลเมด็

เลือดขาวยังมีการหล่ังไซโตไคนตานการอักเสบ (anti-inflammatory cytokines) เชน IL-10 และ 

TGF-β ข้ึนมาเชนเดียวกัน ทั้งนี้กระบวนการอักเสบอาจนําไปสูโรคอักเสบเร้ือรัง (chronic 

inflammatory diseases) หลายชนิด เชน โรคไขขออักเสบ (rheumatoid arthritis),  โรคสะเก็ดเงิน 

(psoriasis), โรคหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) และโรคแพภูมิคุมกันตัวเอง (autoimmune 

diseases) เปนตน [5-8] โรคเหลานี้เปนโรคที่พบมากข้ึนในประชากรไทย และเปนโรคที่ตองไดรับ

การรักษาอยางตอเนื่อง  ทางคณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษาสมุนไพรที่พบไดทั่วไปในประเทศไทย แตมี

สรรพคุณทางยาที่หลากหลาย ไดแก หญาหมอนอยหรือหญาดอกขาว (Vernonia cinerea Less.) 

ซึ่งหลายคนมองวาเปนวัชพืชที่ตองกําจัดทิ้ง  แตแทที่จริงแลวกลับเปนสมุนไพรที่มีสรรพคุณ

มากมาย เชน สวนลําตนนํามาตม แลวด่ืมน้ําเพื่อเปนยาแกไข ปวดทอง ทองเฟอ แผลบวมอักเสบ 

ความดันโลหิตสูง สวนของใบ นํามาบดหรือตําใหละเอียดใชพอกแผล ชวยสมานแผล แกกลาก

เกล้ือน และสะเก็ดเงินไดดี สวนทั้งตนนํามาตมรับประทาน  แกปวดทอง  ทองเฟอ แกไข เปนตน 

[9] จะเห็นวาสวนตางๆ ของหญาหมอนอยลวนมีฤทธ์ิในการรักษาอาการเจ็บปวยไดทั้งส้ิน  แมวา

จะมีการนําหญาหมอนอยมาใชตามภูมิปญญาไทยเปนเวลาชานาน แตขอมูลทางวิทยาศาสตรใน

แงของกลไกการควบคุมระบบภูมิคุมกันของหญาหมอนอยยังมีอยูนอยมาก และสวนใหญจะเปน
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การศึกษาในสัตวทดลองเทานั้น มีการศึกษาพบวาเม่ือนําหญาหมอนอยมาสกัดดวยตัวทําละลาย 

คลอโรฟอรม, เมทานอล และอีเทอร  พบวามีฤทธ์ิลดไข, บรรเทาปวด และตานการอักเสบ [10] ทั้ง

ยังพบวาดอกของหญาหมอนอยมีฤทธิ์ตานการอักเสบในหนูที่ถูกทําใหเปน arthritis [11] และไม

นานมานี้มีงานวิจัยพบวาสารสกัดของหญาหมอนอยสามารถเพิ่มปริมาณเอนไซมที่เปนสารตาน

อนุมูลอิสระ เชน catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase และ glutathione-

S-transferase ในเลือดและตับในสัตวทดลองได [12]  และมีการศึกษาพบวาสารสกัดหญา

หมอนอยจากเมทานอลลดปริมาณของ nitric oxide (NO) และ pro-inflammatory cytokines เชน 

TNF-α, IL-1β และ IL-6  และลดการแสดงออกของ mRNA ในยีน cyclooxygenase-2 (COX-2) 

ไดอีกดวย [13]  

 ดวยเหตุผลที่กลาวมาขางตน คณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากหญา

หมอนอยที่สกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล เอทานอลและเฮกเซน ในการควบคุมการทํางานของ

เซลลในระบบภูมิคุมกัน โดยทดสอบความเปนพิษของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอเซลลเม็ด

เลือดขาวมนุษย พรอมทั้งศึกษาฤทธิ์และกลไกในการตานการอักเสบในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย  

ทั้งยังศึกษาฤทธ์ิตานมะเร็งในเซลลมะเร็งมนุษยเพาะเล้ียง งานวิจัยช้ินนี้เปนงานวิจัยพื้นฐานที่

สามารถนําไปตอยอดโดยศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารในระดับโมเลกุล และนําไปสูการพัฒนา

แปรรูปหญาหมอนอยใหเหมาะแกการบริโภคเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาใหแกทรัพยากรที่มีอยูและเปน

การสงเสริมทางเลือกใหมในการใชสมุนไพรเพื่อรักษาอาการอักเสบตอไปในอนาคต 

 

      วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
1.   การทดสอบกับเซลลเม็ดเลือดขาวมนษุย (PBMCs) 

 1.1  เพื่อศึกษาความเปนพษิของสารสกัดจากหญาหมอนอย   

1.2  เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย  โดยการวัด pro-

inflammatory cytokines และ anti-inflammatory cytokine ดวยเทคนิค ELISA  

1.3  เพื่อศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซึง่ผานทาง NF-κB 

signaling pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 
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2.   เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลลมนุษยเพาะเล้ียง

ชนิดอ่ืนๆ ไดแก  HEK293 และ HuH7                

                                                                                                                               

      ขอบเขตของงานวิจยั 

 

 คณะผูวิจัยจะศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบในเม็ดเลือดขาวมนุษยของสารสกัดจากสวนตางๆ

ของหญาหมอนอยในตัวทําละลายตางๆ กัน โดยจะประเมินฤทธ์ิตานการอักเสบ ดวยการวัด pro-

inflammatory  cytokines ไดแก tumor necrotic factor alpha (TNF-α)และ interleukin-6 (IL-6) 

และ anti-inflammatory cytokine ไดแก interleukin-10 (IL-10) โดยศึกษาในเซลลเม็ดเลือดขาว

มนุษย (Peripheral Blood Mononuclear Cell; PBMCs) และศึกษากลไกตานการอักเสบของสาร

สกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB signaling pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry 

และเทคนิค Confocal microscopy พรอมทั้งศึกษาระดับความเปนพิษของสารสกัดจากหญา

หมอนอยตอเซลล PBMCs และศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอ % cell viability ของ

เซลลมนุษยเพาะเล้ียงชนิดอ่ืนๆ ไดแก  HEK293 และ HuH7  ซึ่งเปนการศึกษาในลักษณะ in vitro 

model 

 

 ขอจํากัดการวิจัย 
   

  ตัวอยางเลือดที่นํามาวิจัยตองมาจากผูมีสวนรวมในการวิจัยยินยอมเขารวมวิจัยดวยความ

สมัครใจ เลือดจะถูกนํามาทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเพ่ือทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบและ

กลไกตานการอักเสบเทานั้น เมื่อส้ินสุดการวิจัย ตัวอยางเลือดที่เก็บทั้งหมดจะถูกทําลายโดยไมนํา

กลับไปใชในงานวิจัยอ่ืน 

 

      ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 

1. ทราบถึงกลไกตานการอักเสบที่มาจากสารสกัดหญาหมอนอยอยางแทจริง 

2. นําองคความรูที่เกิดข้ึนไปตอยอดงานวิจัย เพื่อพัฒนาเปนยาสมุนไพรไทยสําหรับการลดการ

อักเสบในโรคตางๆ ซึ่งไมมีผลขางเคียงหรือผลขางเคียงนอยกวายาที่ใชอยูในปจจุบันและลด
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คาใชจายลง พรอมทั้งนําหญาหมอนอยมาใชในการรักษาในปริมาณที่ไมเปนอันตรายตอ

รางกาย 

3. ทราบถึงสวนของหญาหมอนอยที่มีฤทธ์ิตานการอักเสบและตัวทําละลายที่ทําใหไดสารสกัดที่

มีฤทธิ์ตานการอักเสบมากที่สุด 

4. คาดวาจะตีพิมพผลงานของโครงการวิจัยนี้ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติที่เกี่ยวของ ได

อยางนอย 1 เร่ือง เชน Biofactor (impact factor 1.23) หรือ Molecules (impact factor 

1.738)  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 

2.1 ระบบภูมคุิมกัน (immune system)  

 

ระบบภูมิคุมกนั คือ ระบบในรางกายที่เปนการทํางานรวมกันระหวางเซลลหลายชนดิ ซึ่งมี

หนาที่คอยปองกันไมใหเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมเขามาทําอันตรายตอรางกาย หรือเมื่อหลุดเขา

มาแลวระบบภูมิคุมกันก็จะพยายามทาํลายกาํจัดส่ิงแปลกปลอมใหหมดไปจากรางกายโดยรวดเร็ว

และอยางมีประสิทธิภาพ [14] 

 

• ปจจัยตอการตอบสนองทางภมูิคุมกนั 

 

ความสามารถในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันนั้น จะแตกตางกันไปในแตละบุคคล 

ข้ึนกับปจจัยบางอยางดังตอไปนี้ 

 

1.  พันธุกรรม (Genetics)  พบวาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันอยูภายใตการควบคุมทาง

พันธุกรรม มีการศึกษาวายีนบนโครโมโซม ซึ่งควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกัน และควบคุม

ชนิดของ major histocompatibility complex (MHC) สงผลตอการตอบสนองทางภูมิคุมกัน

และการเกิดโรคที่แตกตางกันเชน autoimmune disease, โรคไขขออักเสบ (rheumatoid 

arthritis), โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เปนตน [15] 

 

2.  อายุ (Age) เด็กเล็กๆ และผูสูงอายุสามารถเกิดโรคตางๆ ไดงายกวาคนหนุมสาวเพราะในเด็ก

เล็ก ๆ ระบบภูมิคุมกันยังเจริญไมเต็มที่ ขาด specific immunity ที่จะใชปองกัน

โรค  ขณะเดียวกันระบบ non-specific immunity ก็บกพรองดวย เชน ผิวหนังบางและกลไก

การเกิดการอักเสบยังทําหนาที่ไดไมสมบูรณเปนตน  ในผูสูงอายุประสิทธิภาพการทํางานของ
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ระบบภูมิคุมกันในรางกายจะคอยๆ ลดลงไป เพราะการทํางานของ immunoglobulin และการ

ทําหนาที่ของ cell mediated immunity จะนอยลง จะเห็นไดวา นอกจากผูสูงอายุจะเปนโรค

ติดเช้ือไดงายแลว อัตราการเกิดโรค autoimmune และโรคมะเร็ง จะพบมากข้ึนดวย [16-18] 

 

3.  ฮอรโมน (Hormone) ฮอรโมนบางชนิดทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงในระบบภูมิคุมกัน เชน 

steroid จะมีฤทธ์ิกดภูมิคุมกันบางชนิด  ลดการอักเสบ และลดการสรางแอนติบอดี พบวาใน

ผูหญิงที่เปน multiple sclerosis, allergy, systemic lupus erythematosis (SLE) จะมีอาการ

กําเริบในชวงที่ผูหญิงมีประจําเดือนซึ่งจะมีฮอรโมนจําพวก steroid เชน estrogens, 

progesterone อยูสูง [19]      

 

4. โภชนาการ (Nutrition) พบวาถารางกายไดรับสารอาหารจําพวกโปรตีน, คารโบไฮเดรต และ

สารอาหารตางๆ เชน ธาตุเหล็ก, สังกะสี, วิตามินเอ, วิตามินอี, วิตามินบีหก และวิตามินบีสิบ

สองอยางเพียงพอจะทําใหรางกายมีภูมิตานทานที่แข็งแรง แตถามีการบริโภคไขมันมากเกินไป

จะทําใหเกิดการกดภูมิคุมกันแทน [20]               

 

5.  สภาพทางกายวิภาคศาสตร (Anatomical barrier) ผิวหนังและเยื่อเมือกที่บุอวัยวะตางๆ ทํา

หนาที่เปนดานแรกที่รางกายใชปองกันไมใหเช้ือโรคเขาสูรางกาย ในผูปวยถูกไฟไหมคุณสมบัติ

ดังกลาวจะเสียไป ทําใหติดเชื้อโรคไดงายกวาคนปกติ หรือ ขนออน (cilia)   ในระบบทางเดิน

หายใจ ถาผิดไปจากปกติ ทําใหจุลชีพจะเขาสูรางกายไดงายข้ึน [21] 

 

6. จุลชีพประจําถิน่ (Normal flora)  ที่อาศัยอยูในรางกายมนุษย โดยไมทําใหเกิดโรค เชนในลําไส 

นอกจากจะชวยผลิตวิตามนิเค ซึ่งเปนประโยชนแกรางกายแลว ยังชวยยับยัง้การเจริญเติบโต

ของจุลชีพที่ทาํใหเกิดโรค (pathogenic microorganism) ไดดวย เมื่อใดก็ตามที่จลุชีพชนิดแรก

ถูกทาํลาย เชน ไดรับยาปฏิชีวนะติดกนัเปนเวลานาน ทาํใหจุลชีพกอโรคเพิม่จาํนวนข้ึนเปน

ผลรายแกรางกายได [22, 23] 
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• การตอบสนองทางภูมิคุมกัน  [24] แบงออกเปน 

 

1. Innate immune response  

เปนปราการดานแรกในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอม และสามารถตอบสนองไดทันที

เมื่อพบสิง่แปลกปลอม มเีซลลเม็ดเลือดขาวหลากหลายชนิดมาเกี่ยวของเชน neutrophil และ 

macrophage ซึ่งมีหนาที่กนิและฆาจุลชีพ (phagocyte & killing) ทั้งยังสงผลให Host สรางpro-

inflammatory cytokines ออกมา จุลชีพจะถูกฆาและทาํลายใน phagosome และช้ินสวนของจุล

ชีพจะถกูนาํเสนอตอ T-lymphocyte ใน adaptive immunity ตอไป [25] ส่ิงสําคัญสําหรับ innate 

immunity คือ การแยกความแตกตางระหวาง self และ non-self ได เนื่องจากม ี receptor ที่

สามารถรับรูสวนที่เปน conserved motif ของจุลชีพที่จะไมพบในคน ซึ่ง motif เปนสวนสําคัญที่

จุลชีพใชหลบหลีกจากระบบภูมิคุมกัน เรียกการรับรูแบบนี้วา Pathogen-associated-molecular 

patterns (PAMPs) ซึ่งจะจับกับ receptor ที่เรียกวา Pattern recognition receptors (PRRs) บน 

phagocytic cell [26] และเปนระบบที่ไมมีความจาํ คือเมื่อพบแอนติเจนแบบเดิมเปนคร้ังที่สอง ก็

ไมสามารถตอบสนองไดเร็วข้ึน  [27]  

 

2. Adaptive (acquired) immune response  

เปนการตอบสนองอยางจําเพาะ โดยอาศัยการทํางานของ T และ B lymphocyte  เปน

ระบบการตอบสนองท่ีมีความจํา (memory) คือ เม่ือ T และ B lymphocyte ถูกกระตุนแลวจะเกิด

การเปลี่ยนแปลงและเพิ่มจํานวน โดยเซลลสวนหนึ่งเปลี่ยนไปเปน memory cell ซึ่งเม่ือพบ

แอนติเจนเดิมอีกคร้ังจะสามารถตอบสนองไดเร็วกวาคร้ังแรก และเปนระบบภูมิคุมกันที่ไม

ตอบสนองตอ เนื้อเยื่อของตัวเอง ซึ่งถาระบบนี้สูญเสียไปจะกอใหเกิดภาวะภูมิตานเนื้อเยื่อตนเอง 

[28 - 30] การตอบสนองเชนนี้มีการออกฤทธิ์ผาน 2 ทาง คือ Cell-mediated immune response 

(CMIR) ซึ่งเปนการทํางานของ T- lymphocytes ประกอบดวย cytoxic T-cells ที่สามารถทําลาย

เซลลเปาหมายไดโดยตรง และ T helper cells ที่สรางไซโตไคนเพื่อกระตุนการทํางานของเซลล

อ่ืนๆ และอีกทางหนึ่งคือ Humoral immune response (HMIR) เปนการทํางานของ B- 

lymphocyte เพื่อสรางแอนติบอดี (antibody) [30] 
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• Toll-like receptors (TLRs) 

TLRs ถูกคนพบคร้ังแรกใน innate immunity ของ Drosophila [31] มีความสามารถใน

การแยกเช้ือรา (fungi) กับแบคทีเรีย (bacteria) ออกจากกันได ทําใหเกิดการตอบสองที่จําเพาะ

ยิ่งข้ึน [32, 33] TLRs ในมนุษยวิวัฒนาการมาจาก conserved receptors ของ Toll gene ของ 

Drosophila [34]  TLRs สวนใหญจะแสดงออกบน dendritic cell (DC), neutrophil และ 

macrophage [35] ในมนุษยมี TLRs 1-10 และ TLR สวนมากอยูบน plasma membrane ยกเวน 

TLR3, 7, 8, 9 ที่อยูใน endosome membrane [36] และในแตละ TLRs สามารถรับรูจุลชีพได

แตกตางกัน 

 

• Lipopolysaccharide (LPS) 

LPS เปนสวนประกอบของเยื่อหุมช้ันนอก (outer membrane) ของแบคทีเรียแกรมลบ 

สามารถกระตุนการหล่ัง pro-inflammatory cytokines ได  และมีความเกี่ยวของกับการเกิด 

septic shock syndrome [28] โดยเร่ิมจาก LPS จะจับกับ LPS-binding protein (LBP) แลว

รวมกันเปน complex ซึ่งถูกรับรูดวย CD14 บน macrophage ซึ่งสามารถกระตุน Toll-like 

receptor 4 (TLR4) ได หรืออีกทางหนึ่ง LPS จับกับ MD2 ซึ่งเปนโปรตีนบน TLR4 แลวเกิดการสง

สัญญาณตอไปโดยอาศัย adaptor proteinตางๆ เชน MyD88, TRIF, TRAM และ TIRAP เปนตน 

โดยถาเปน pathway ที่อาศัย MyD88 จะสงสัญญาณตอไปที่ NF- κB signaling pathway ทําให

เกิดการสราง pro-inflammatory cytokines ออกมา แตถาเปน pathway ที่ไมอาศัย MyD88 จะสง

สัญญาณไปที่         NF- κB signaling pathway    ทําใหเกิดการสราง type1 interferon ออกมา 

[37-40] (ภาพที่ 2.1)   
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ภาพที ่2.1 แสดงบทบาทของ LPS ที่กระตุนการสราง pro-inflammatory cytokines และ type1 

interferon [40] 

 

หลังจากที่ macrophage หรือ dendritic cell ซึ่งมีคุณสมบัติเปน phagocytic cell และ

ตัวนําเสนอแอนติเจน (antigen-presenting cell: APC) ทําการยอยจุลชีพแลวนําเสนอช้ินสวนของ

จุลชีพตอ naïve T-cells ใน adaptive immunity ได และสวนของ TLR4 ที่ active จะสามารถ

กระตุน B7  ซึ่งเปน co-stimulatory molecule [34] เม่ือ naïve T helper cells (Th0) รับรู

แอนติเจนแลวจะเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปน Th1 หรือ Th2 cells ข้ึนกับชนิดของไซโตไคนที่มา

กระตุน ถามี IL-4 กระตุนทําให Th0 เปล่ียนแปลงไปเปน Th2 cells สวน IL-12 และ IFN- γ 

กระตุนให Th0 เปล่ียนแปลงไปเปน Th1cells ซึ่ง Th1และTh2 cells จะหล่ังไซโตไคนออกมา

แตกตางกัน โดยที่ Th1 cells หล่ัง IL-2, IFN-γ,TNF-β สวน Th2 cells หล่ัง IL-4, IL-5, IL-10 และ 

IL-13  (ภาพที่ 2.2) 
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ภาพที ่2.2 ภาพแสดงบทบาทของ TLR ใน Innate immunity และ Acquired immunity [37] 

 

Th1 cytokines สวนใหญทําหนาที่ในการกระตุนการทํางานของ phagocyte, cytotoxic T 

cell, NK cell และการสรางแอนติบอดีที่ชวยให macrophage เกิดกระบวนการ phagocytosis ได

ดีข้ึน (opsonization) เรียกไดวา Th1 cytokines  เปน pro-inflammatory cytokines นั่นเอง สวน 

Th2 cytokines กระตุนการทํางานของ eosinophil และเสริม isotype class switching ไปเปน 

IgE ซึ่งมีบทบาทมากในการกําจัดหนอนพยาธิและการเกิดภาวะภูมิแพ  ไซโตไคนที่หล่ังจาก Th1 

cells และ Th1 cytokines สามารถยับยั้งการสราง Th2 cytokines และ ไซโตไคนที่หล่ังจาก Th2 

cells บางชนิดก็สามารถยับยั้งการสราง Th1 cytokines  ไดเชนเดียวกัน  [41] ในภาวะที่ปริมาณ 

Th1 และ Th2 cytokines ไมสมดุลกันจะกอใหเกิดโรคตางๆ เชน ภูมิแพ (allergy), autoimmune 

disease และการติดเช้ือเร้ือรัง เปนตน [42-45] 

 

2.2 กระบวนการอักเสบ (Inflammation)  

กระบวนการอักเสบ เปนกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่มีความเก่ียวของกับ 

humoral immune response และ cell-mediated immune response โดยผานทางไซโตไคน

หลายชนิด ทําใหเกิดการรวม leukocyte และ plasma protein เขามาในบริเวณที่มีการบาดเจ็บ
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[46, 47] ซึ่งเปนผลมาจากการที่เม็ดเลือดขาวหล่ัง pro-inflammatory cytokines, chemokines 

ออกมา และมีการสะสมของเม็ดเลือดแดง [48] ลักษณะของการอักเสบที่ปรากฏออกมาใหเห็น คือ 

ปวด (pain), บวม (swelling), แดง (redness), รอน (heat) [49] มีการศึกษาพบวา neutrophil  

เมื่อมาถึงบริเวณที่บาดเจ็บจะ active ทันทีและสามารถกําจัดจุลชีพไดโดยตรงโดยการปลอยสารที่

เปนพิษในแกรนูลซ่ึงก็คือ reactive oxygen species (ROS) , reactive nitrogen species, 

proteinase3, cathepsin G และ elastase [50] หลังจากกําจัดจุลชีพหมดแลว เนื้อเยื่อบริเวณนั้น

จะถูกซอมแซม โดยมี macrophage เขามาเก็บกิน และ pro-inflammatory prostaglandin ถูก

เปล่ียนเปน lipoxin ซึ่งมีคุณสมบัติเปน anti-inflammation เพื่อลดการอักเสบ lipoxin จะยับยั้งการ

รวมตัวกันของ neutrophil และเรียก macrophage มาเก็บกินเซลลที่ตายออกไป เพื่อสรางเนื้อเยื่อ

ใหม และ cytokines ที่สําคัญคือ Transforming growth factor - beta  (TGF-β )[51, 52] แตถา 

innate immunity ไมสามารถกําจัดจุลชีพได กระบวนการอักเสบก็จะดําเนินตอไป โดยมี T-cells 

มาเก่ียวของ แตถาการทํางานรวมกันยังไมเพียงพอจะสงผลใหเกิดการอักเสบเร้ือรัง (chronic 

inflammation)[53] ซึ่งกอใหเกิดมะเร็งตอไปได [54] เชน ผูที่ติดแอลกฮอล นําไปสูการอักเสบของ

ตับและตับออน และทําใหเกิดมะเร็งที่อวัยวะนั้นๆ หรือใน inflammatory bowel disease (IBD) 

เกี่ยวของกับการติดเช้ือ H.pylori ซึ่งทําใหเปนมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric carcinoma) เปนตน 

[55, 56] มีการศึกษาพบวาตัวโมเลกุลที่เช่ือมโยงระหวางการอักเสบกับการเกิดมะเร็งคือ inhibitor 

of NF-κB kinase/ NF-κB (IKK/NF-κB) signaling pathway ซึ่งเปนกระบวนการที่กระตุน pro-

inflammatory cytokines และ NF-κB เปน transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน

ซึ่งสามารถกดการตายของเซลลมะเร็งหรือกระตุนใหเซลลมะเร็งเจริญเติบโตได [57-59] 

 

• ไซโตไคน (cytokine)  

ไซโตไคน เปนโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่มีขนาดเล็ก (< 30kDa) สรางจากเม็ดเลือดขาว

และเซลลตางๆ ในรางกายเพื่อตอบสนองตอการกระตุน ไซโตไคนออกฤทธิ์ตอเซลลเปาหมายโดย

จับกับตัวรับ(cytokine receptor) ที่อยูบนผิวเซลลนั้นๆ แลวกระตุนใหเกิดการเปล่ียนแปลงภายใน

เซลล ไซโตไคนจะจับกับตัวรับดวย affinity ที่สูงทําใหออกฤทธิ์ไดดีมาก ไซโตไคนเปนโมเลกุลที่

เซลลใชในการติดตอส่ือสารซึ่งกันและกัน เชน T lymphocyte สรางไซโตไคนไปกระตุนให 

macrophage สรางสารทําลายจุลชีพที่อาศัยภายในเซลลมากข้ึน หรือไปกระตุนให B 
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lymphocyte พัฒนาตอไปและสรางแอนติบอดีออกมา เปนตน  เห็นไดวาการทํางานรวมกันใน

ระหวาง innate immune response และ adaptive immune response  การที่ cell-mediated 

immune response ชวย humoral immune response ทํางาน หรือแมกระทั่งการกระตุนใหเซลล

ทําลายจุลชีพ ตางก็มีไซโตนไคนเขาไปเก่ียวของทั้งส้ิน [60-63] 

 

• Inflammatory cytokines  คือไซโตไคนที่เกีย่วของกับการอักเสบ แบงออกเปน 2 ประเภท  

 

1. Pro-inflammatory cytokines  

เปนไซโตไคนที่กระตุนใหเกิดการอักเสบ  ซึ่งเปนกลไกที่นําไปสูการชุมนุมของเซลลหรือ

สารตางๆ ใหมายังบริเวณที่ตองการใหมีการกําจัดเชื้อโรคและส่ิงแปลกปลอม ไซโตไคนประเภทนี้

จะชวยใหเกิดการเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecules ทําใหเกิดการเพิ่ม vascular 

permeability และกระตุนการสราง chemokines จาก endothelial cells ชวยเซลลเดินทางมายัง

บริเวณที่มีการอักเสบไดมากข้ึน ตัวอยางเชน  TNF-α, IL-1และ IL-6 เปนตน [2, 3]   

 

1.1 Tumor necrosis factor – alpha (TNF-α) 

 
ภาพที ่2.3 ภาพแสดงโครงสรางของ TNF-α 

(http://www.argyllbiotechnologies.com/SF-1019_immune-overview.html) 
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TNF-α  เปนยีนซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 6 ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 233 ตัว มีน้ําหนัก 

25.6 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดังภาพที่ 2.3  สรางจาก macrophage activated T cell 

และ activated T cell   TNF-α  เปนไซโตไคนตัวสําคัญตอการตอบสนองตอแบคทีเรียแกรมลบ ทัง้

ยังมีบทบาทสําคัญระหวาง innate immune response, adaptive immune response และการ

เกิด acute inflammation เร่ิมแรก TNF-α ถูกสรางเปน transmembrane protein ขนาด 25 kDa 

ตอมาเกิดกระบวนการ proteolytic ทําให TNF-α ถูก cleave เปนโปรตีนขนาด 17 kDa ซึ่งถูก

ปลอยออกสูภายนอกในรูป secreted form [65, 66] มีหนาที่กระตุน adhesion molecules และ

การสราง chemokine ของ endothelial cells ทําใหเกิดการดึงดูดเซลลตางๆ เชน neutrophil, 

monocyte และ lymphocyte ใหไปชุมนุมกันบริเวณที่มีการอักเสบ  กระตุนความสามารถในการ

กําจัดจุลชีพของเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ ไดแก neutrophil, eosinophil และ mononuclear 

phagocyte [14] กระตุนการสราง IL-1จาก macrophage ทั้งยังทําใหเกิดอาการไข เนื่องจากไป

ออกฤทธิ์ตอไฮโปทาลามัส ทําใหเกิดการสราง prostaglandin และเพิ่มการทํางานของเอนไซม 

Cyclooxygenase 2 (COX-2)  ซึ่งชวยเปล่ียน arachinodic acid ใหเปน prostaglandin มี

การศึกษาในสัตวทดลองพบวา เมื่อเกิดการอักเสบและเนื้องอก(tumor) จะพบเอนไซม COX-2 

มาก [67, 68] และ TNF-α ยังกระตุนใหเซลลตับสราง acute phase proteins  ในภาวะที่มี    

TNF-α มากเกินไป TNF-α จะเปนไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญทําใหเกิดภาวะ septic shock จาก

การติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบในกระแสเลือด โดยพยาธิสภาพเกิดจาก lipopolysaccharide (LPS) 

ของเช้ือกระตุนการสราง IL-1 และ IL-6 ซึ่งมีบทบาทคลายคลึงกันทําใหเกิดการเพิ่มการเกาะกัน

ของเม็ดเลือดและเกร็ดเลือดกับ endothelial cells เกิดการเพิ่มข้ึนของ vascular permeability ทํา

ใหเซลล โปรตีน และของเหลวเดินทางไปยังบริเวณที่มีการอักเสบ ทําใหเกิดการแข็งตัวของเลือดใน

อวัยวะตางๆ  สงผลใหขาดเลือดไปเลี้ยงสมองและหัวใจ [69] สามารถกระตุนการสรางสารที่เปน

พิษตอยีนในรางกายได เชน NO, ROS สงผลใหเกิด DNA mutation และถูกทําลายในท่ีสุด

[70]นอกจากนั้น TNF-α ยังมีบทบาทสําคัญใน neuropathic pain [71], โรคที่มีพยาธิสภาพของ

ผิวหนังที่ผิดปกติ เชน psoriasis [72] และพบวามีผลตอการเส่ือมของกระดูกในโรค rheumatoid 

arthritis [73], bladder  cancer และ breast cancer [74] นอกจากน้ันยังเปนตัวรบกวน 

metabolism เชน ทําใหรางกายมีระดับน้ําตาลในเลือดตํ่า เนื่องจาก กดการผลิตน้ําตาลจากตับ 

[14]  
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1.2 Interleukin-1 (IL-1) 

 
ภาพที ่2.4 ภาพแสดงโครงสรางของ IL-1 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1) 

IL-1 ประกอบดวยกรดอะมิโน 269 amino acids [64]  และมีโครงสรางแสดงดังภาพที่ 

2.4 สรางจาก macrophage, endothelial cells และ epithelial cells  มีฤทธ์ิคลายกับ TNF-α คือ

กระตุนการแสดงออกของ adhesion molecules บนผนังหลอดเลือด การเกิดไข กระตุนการสราง 

acute phase proteins  [75] และเปนสาเหตุสําคัญในการกระตุนเซลลสลายกระดูก (osteoclast) 

ซึ่งเปนสาเหตุของการสลายกระดูก (bone resorption) [76] 

 

1.3  Interleukin-6 (IL-6) 

 
ภาพที ่2.5 ภาพแสดงโครงสรางของ IL-6 

 (http://www.argyllbiotechnologies.com/SF-1019_immune-overview.html) 
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IL-6 ประกอบดวยกรดอะมิโน 212 ตัว มีน้ําหนัก 26 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดัง

ภาพที่ 2.5 สรางจาก macrophage, endothelial cells, fibroblast  พบวา LPS, TNF-α และIL-1

กระตุนการหล่ัง IL-6 ได  IL-6 กระตุนการสราง acute phase proteins การเพิ่มจํานวนและการ

เปล่ียนแปลงของ B-cell   การเกิดไข  และเปนไซโตไคนที่มีความเกี่ยวของในโรคตางๆ เชน 

โรคเบาหวาน (diabetes), โรคหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis), systemic lupus 

erythematous (SLE), มะเร็งตอมลูกหมาก (prostate cancer), rheumatoid arthritis, 

mesengial glomerulonephritis และ sepsis [77, 78] 

 

2. Anti-inflammatory cytokines 

เปนไซโตไคนที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบ ในภาวะปกติ  เมื่อมีการกระตุนการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันก็ตองมีกลไกที่ยับยั้งการตอบสนองตามมาเพือ่ไมใหเกิดการตอบสนองมากเกินไป ซึง่

อาจทาํใหเกิดการทาํลายเนือ้เยื่อตนเองได ตัวอยางเชน  TGF-β  และ IL-10 เปนตน 

 

2.1 Transforming growth factor - beta  (TGF-β) 

 
ภาพที ่2.6 ภาพแสดงโครงสรางของ TGF-β 

(http://www.cytokines-cks.com/Biological-products/Transforming-growth-factor-beta) 
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TGF-β ประกอบดวยกรดอะมิโน 683 ตัว มีน้ําหนัก 68 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดัง

ภาพที่ 2.5 สรางจากเซลลหลายชนิดรวมทั้ง T- cell และ macrophage มีฤทธ์ิในการยับยั้งการ

เพิ่มจํานวนและการทํางานของ T- cell, B- cell, macrophage และ regulatory T-cell (T reg) 

ยับยั้งการเจริญเติบโตของ cytotoxic T-cells (CTLs) ทั้งยังมีฤทธิ์ตรงกันขามกับไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบโดยจะออกฤทธิ์ตอ polymorphonuclear leukocyte และ endothelial cell 

นอกจากนั้นยังทําใหเกิด isotype class switching ไปเปน IgA และ IgE  มีบทบาทสําคัญใน 

immunoregulation[79] 

 

2.2 Interleukin-10 (IL-10) 

 
ภาพที ่2.7 ภาพแสดงโครงสรางของ IL-10 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_10) 

 

IL-10 ประกอบดวยกรดอะมิโน 160 ตัว มีน้ําหนัก 18 kDa [64] และมีโครงสรางแสดงดัง

ภาพที่ 2.6 สรางจาก T-cell และ macrophage เปนสวนใหญ นอกจากนั้นเซลลผิวหนัง

(keratinocyte) สามารถสราง IL-10 ไดเชนเดียวกัน  มีฤทธิ์ในการยับยั้งภูมิคุมกันโดยยับยั้งการ

สราง IL-12, TNF-α, IL-1, IL-6 และ chemokine  ลดการทํางานของ dendritic cell และ 

macrophage ทั้งยังลดการแสดงออกของ MHC ll molecules และ co-stimulatory molecules 

บน macrophage และ dendritic cells ซึ่งก็คือการยับยั้งการกระตุน cell-mediated immune 

response [14]  จากการศึกษาพบวา IL-10 เม่ือจับกับตัวรับจะสงสัญญาณผานทาง JAK/STAT  
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pathway ซึ่งไปยับยั้งสัญญาณใน NF-κB signaling pathway [80]และสามารถควบคุมการ 

apoptosis และกดกระบวนการ angiogenesis ของ tumor ได  [81] ในสัตวทดลองพบวาถาไมมี 

IL-10 จะมีภาวะการอักเสบมากเกินไป เชน inflammatory bowel disease ซึ่งเกิดจากการกระตุน 

macrophage มากเกินไปโดยไมมีการควบคุม นอกจากนั้นยังพบในโรคมะเร็ง และ autoimmune 

disease อีกดวย [82]  

 

• Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

 

PBMCs เปนตนแบบที่ดีที่ใชในการศึกษาระบบภูมิคุมกัน PBMCs ประกอบไปดวย 

monocyte, macrophage, T-cell และ B-cell เปนจํานวนมาก และมีปริมาณของ NK cells และ 

dendritic cells อยูปริมาณเล็กนอย มีการศึกษาวาถากระตุน PBMCs ดวย LPS จะสามารถ

กระตุนการทํางานของ macrophage, B-cell และ natural killer(NK) cell ได พบวา LPS สามารถ

กระตุน macrophage และ mature B-cell ใหหล่ัง IL-6  ทั้งยังกระตุน macrophage และ NK cell 

ใหหล่ัง TNF-α  นอกจากนั้นยังกระตุนการเพิ่มจํานวนของ B-cell และการสรางแอนติบอดี [83, 

84] 

 

• NF- κB signaling pathway 

 

NF-κB (nuclear factor kappa B) เปนโปรตีนซ่ึงเปน transcription factor ที่ควบคุม

การแสดงออกของยีนที่ตอบสนองในกระบวนการอักเสบ เชน TNF-α , IL-1, IL-6, IL-8  และ 

COX-2 เปนตน [85, 86] ซึ่งขบวนการดังกลาวจะเกิดข้ึนไดจากการกระตุนของ pathogen เชน 

LPS เกิดการสงสัญญาณผาน adaptor protein ตางๆ ไปสูการกระตุน NF-κB ซึ่งประกอบไปดวย 

subunit ตางๆ ไดแก p50, p52 , p65 (Rel A), RelB และ c-Rel แต active form ที่พบไดมาก คือ 

p50 หรือ p52 ที่เกิดเปน heterodimer กับ p65 NF-κB ที่พบในไซโตพลาสซึมจะอยูในรูปของ 

inactive form จะถูกจับดวยinhibitor of NF-κB (IκB) ประกอบดวย 3 isoforms ไดแก IκBα, 

IκBβ และ IκBε  ซึ่งมีความจําเพาะในการจับ NF-κB แตกตางกันไป เชน IκBα  มักจับกับ 

heterodimer ของ p50/p65 และ homodimer ของ p50 สวน IκBβ จับกับ p50/p65 มากกวา 
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p50/Rel-B และ p50/c-rel  สวน IκBε  จับกับ c-Rel เปนตน กระบวนการดังกลาวทําให NF-κB 

ไมสามารถเขาสูนิวเคลียสและทํางานได แตเมื่อมี IκB kinase (IKK) ซึ่งประกอบไปดวย 3 

subunits ไดแก IKK-α , IKK-β และ IKK-γ โดยการทํางานของ IKK เร่ิมจาก IKK-α มาเติมหมู

ฟอสเฟตที่ serine ตําแหนง NH2-terminal ของ IκB แลว จะเหนี่ยวนําใหเกิดการเติม ubiquitin 

protein และถูกยอยสลายดวย 26S proteasome ทําให  NF-κB หลุดออกจาก IκB แลวเคลื่อนที่

เขาสูนิวเคลียส เพื่อจับกับ promoter ของยีนที่เกี่ยวของบริเวณ NF-κB bindind site ทําใหเกิด

การถอดรหัส (transcription)และการแปลรหัส (translation) ตอไป [87, 88]  ซึ่งในที่นี้จะเกิดการ

สราง pro-inflammatory cytokines ออกมา (ภาพที่ 2.8) มีการศึกษาพบวา การทํางานของ NF-

κB เพิ่มสูงข้ึนในโรคตางๆ ดังนี้ Rheumatoid arthritis,  Atherosclerosis,  Asthma และ 

Inflammatory bowel disease [89-92] 

 

  
 

ภาพที ่2.8  แสดงการทํางานของ LPS ผานทาง NF- κB signaling pathway [93] 
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• ยาตานการอักเสบทีใ่ชในปจจุบัน 

ยาตานการอักเสบในปจจุบันเนนไปที่การยับยั้งการทํางานของ NF-κB ซึ่งมีความจําเพาะ

ในกระบวนการอักเสบ ตัวอยางเชน Acetylsalicylic acid (ASA) และ Sodium salycilate จะไป

จับบริเวณ binding site ของ ATP บน IKK สงผลให IKK ไมสามารถเติมฟอสเฟตแก IκB ได [94] 

Indomethacin และ Sulindac เปนยาในกลุม NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) 

ทําหนาที่ลดการทํางานของ IKKβ ทําใหยับยั้งการทํางานของ NF-κB [95]  รวมถึง 

Hydrocortisone ซึ่งเปนยาในกลุม glucocorticoids เปนกลุมยาที่ใชยาตานอักเสบและกด

ภูมิคุมกันอยางแพรหลาย โดย Hydrocortisone มีหนาที่เพิ่มปริมาณของ IκB-α และลดการ

เคลื่อนที่เขาสูนิวเคลียสของ NF-κB ใน PBMC [96] ที่นาสนใจกวานั้น คือ สารประกอบจาก

ธรรมชาติ เชน sesquiterpene lactones ซึ่งเปนสารที่พบไดในหญาหมอนอย มีฤทธ์ิตานการ

อักเสบ โดยยับยั้ง IκB phosphorylation เพื่อที่จะหยุดการทํางานของ NF-κB ในเซลลหลายชนิด 

ไดแก T-cell, macrophage และ epithelial cell [97-100]  และยังพบวาสารประเภท Luteolin ซึ่ง

อยูในกลุมของสารประกอบ flavonoid สามารถยับยั้งการทํางานของ IKK และยับยั้ง IκB 

phosphorylation ไดอีกดวย [101]  

 

2.3 หญาหมอนอย (Vernonia cinerea Less.)  

 

หญาหมอนอยหรือหญาดอกขาวมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Vernonia cinerea Less. จัด

อยูในวงศ Asteraceae  เปนไมลมลุก ลําตนต้ังตรง สูง 15-80 เซนติเมตร ลําตนแข็งเปน

ทรงกระบอกมีรองตามแนวด่ิง  ใบเปนใบเด่ียวเรียงสลับ ใบรีแคบ รูปไข รูปหอก หรือรูปแถบ ใบที่

โคนตนขนาดใหญกวาที่ปลายยอด ใบที่โคนตนกวาง 1.5-3.5 ซม. ยาว 3-8.5 ซม. ใบที่บริเวณ

ปลายยอดกวาง 3-15 มม. ยาว 1-7 ซม. ขอบใบหยักต้ืนๆ ไมสม่ําเสมอ มีดอกเปนชอกระจุกแนน 

แตละชอประกอบดวยดอกยอยจํานวนมาก  ขางใตมีกลีบรองดอกรูปรางยาว หรือเปนเสนแหลม

ขนากเล็กๆ เม่ือดอกบานจะเปนสีมวงสด  [9] ดังแสดงในภาพที่ 2.9 พบวาหญาหมอนอยมีการ

กระจายตัวอยูทั่วไปในเขตรอนแถบแอฟริกา ออสเตรเลีย และเอเชีย [102]  ทั้งยังเปนพืชที่พบได

ทั่วไปตามที่รกรางขางทางในทุกภาคของประเทศไทย  ชื่อที่เรียกกันตามทองถิ่นตางๆ เชน  หญา

ดอกขาว หญาละออง หญาสามวัน หญาผํ้าสาม หญาหนวดแปง ฉัตรพระอินทร มานสวรรค กาน



20 
 

ธูป ฝร่ังสามโคก ซางหางฉาว เสือสามขา เซียวซัวเฮา เปนตน [103] ในภูมิปญญาไทย มีการนําลํา

ตนมาตม เอาน้ํากินเปนยาแกไข ปวดทองเฟอ แผลบวมอักเสบ ความดันโลหิตสูง หรือใชตําให

ละเอียดเอามาพอก แกนมคัด ดูดหนองแกบวม ใบใชบด นํามาตําใหละเอียดใชพอกแผล ชวย

สมานแผล แกตาฟาง ถอนพิษ แกอักเสบ ลดบวม แกตาแดง ตาแฉะ แกหืด แกทองอืดทองเฟอ 

รักษาสะเก็ดเงิน แกกลากเกล้ือน รักษาหลอดลมอักเสบ แกไข แกระดูขาว และรักษามาลาเรีย 

ดอกใชแกไข แกเยื่อบุตาอักเสบ และรักษาโรครูมาตอยด  สวนเมล็ดนํามาปนใหละเอียด ใชชงกับ

น้ํารอนกินเปนยาขับพยาธิเสนดาย ปสสาวะขัด แกไอ แกปวดทอง ทั้งตนมีสรรพคุณในการลดไข 

รักษาตับอักเสบ ลดความดันโลหิต รักษาแผลบวมอักเสบ นอกจากนั้นยังใชในการเลิกบุหร่ี [104]  

ลดอาการหอบหืด ไอเร้ือรัง และใชรักษาโรคไขขอไดอีกดวย [9] 

 

 
ภาพที ่2.9 ลักษณะของหญาหมอนอย 

 

สารเคมีที่ สําคัญที่คนพบในหญาหมอนอยสวนใหญเปนสารในกลุม  flavonoids, 

triterpenoids และ steroids ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 แสดงสารประกอบทางเคมีในสวนตางๆของหญาหมอนอย [10, 105 -115]  

 

สวนที่พบ ตัวทําละลาย ชื่อสาร ประโยชน 

- Apigenin ตานอักเสบ, สารตานอนุมูลอิสระ, ตาน

การติดเช้ือไวรัส 

- Chlorogenic acid สารตานอนุมลูอิสระ, ตานการเกิดเนื้อ

งอก , ตานการติดเช้ือแบคทีเรีย และ

ไวรัสและเปน antimutagenic 

- Lupeol acetate สารตานอนุมลูอิสระ, ตานอักเสบ, ตาน

การเกิดเนื้องอก, เปน antimutagenic 

และ antiarthritic 

- β-amyrin acetate ตานอักเสบ, สารตานอนุมูลอิสระ 

ทั้งตน 

- Stigmasterol ตานอักเสบ, ตานการเกิดมะเร็ง , ตาน

การสลายของกระดูก, เปนสารต้ังตนของ 

สเตอรอยดฮอรโมน 

ดอก เอทานอล Tannin ใชหามเลือด, แกทองเสีย, ตานอักเสบ, 

ตานการติดเช้ือแบคทีเรียและไวรัส 

คลอโรฟอรม, 

ปโตรเลียม

อีเทอร 

Saponin ลดไข, ตานอักเสบ, บรรเทาอาการปวด 

เมทานอล Luteolin 7-O-

glucoside 

ตานการติดเช้ือแบคทีเรีย, ตานอักเสบ, 

แกไอ, ยากันชัก 

เมทานอล Quercetin 7-O-

glucoside 3-O-

rhamnoside 

ตานอักเสบ, สารตานอนุมูลอิสระ 
ใบ 

เอทานอล Potassium chloride เปนแรธาตุเสริมโพแทสเซียม 
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สวนที่พบ ตัวทําละลาย ชื่อสาร ประโยชน 

เอทานอล Potassium chloride เปนแรธาตุเสริมโพแทสเซียม 

เอทานอล Potassium nitrate ลดอาการเสียวฟน, ใชขับปสสาวะ 

เอทานอล Succinic acid ตานการติดเช้ือแบคทีเรีย, ตานอักเสบ 
ลําตน 

เอทานอล Vernolide-A,B ตานมะเร็ง 

เอทานอล Potassium chloride เปนแรธาตุเสริมโพแทสเซียม 
ราก 

เอทานอล Potassium nitrate ลดอาการเสียวฟน, ใชขับปสสาวะ 

 

• การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของหญาหมอนอย 

 

1. ฤทธิ์ตานอักเสบ 

เมื่อนําใบหญาหมอนอยมาสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ เชน คลอโรฟอรม

(chloroform), เมทานอล (methanol) และอีเทอร (ether) แลวฉีดใหหนูทดลอง พบวามีฤทธ์ิลดไข, 

บรรเทาปวด และตานการอักเสบ ในหนูทดลอง [10] นอกจากนั้นดอกของหญาหมอนอยยังมีฤทธ์ิ

ตานการอักเสบในหนูที่ถูกทําใหเปน arthritis [11]  และสารสกัดจากทั้งตนของหญาหมอนอยจาก

เมทานอลสามารถลดปริมาณของ nitric oxide (NO) และ pro-inflammatory cytokines เชน 

TNF-α, IL-1β และ IL-6  และลดการแสดงออกของ mRNA ในยีน inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) ไดอีกดวย [13] นอกจากนั้นสารสกัดเมทา

นอลจากทั้งตนของหญาหมอนอย เมื่อนําไปฉีดใหหนูทดลองในขนาด 200 และ 500 mg/kg ทําให

ลดการอักเสบได [116] 

 

2. ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

สารสกัดจากทั้งตนของหญาหมอนอยจากตัวทําละลายเมทานอล สามารถเพิ่ม

ปริมาณเอนไซมที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ เชน catalase, superoxide dismutase, glutathione 

peroxidase และ glutathione-S-transferase ในเลือดเพิ่มข้ึน และมี lipid peroxidation activity 

ลดลง [12] 
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3. ฤทธิ์ตานมะเร็ง 
สาร Vernolide – A และ B ซึ่งอยูในกลุม sesquisterpene lactone ที่สกัดจากลํา

ตนของหญาหมอนอยดวยตัวทําละลายเอทานอล มีฤทธิ์ตานมะเร็ง ในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนิด

ตางๆ ดังนี้ KB (มะเร็งในชองปาก), DLD-1 (มะเร็งลําไสใหญ), NCI-661 (มะเร็งปอดขนาดใหญ) 

และ Hela (มะเร็งปากมดลูก) [117] นอกจากนั้นการศึกษาของ สารสกัดเมทานอลจากทั้งตนหญา

หมอนอยยับยั้ง การ metastasis ในปอด ซึ่งถูกเหนี่ยวนําโดย B16F-10 melanoma cells ในหนู

ทดลองได โดยยับยั้ง lung tumor formation  ทั้งยังลดระดับของ Gamma-glutamyl 

transpeptidase (GGT) และ Vascular endothelial growth factor (VEGF) ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิด 

angiogenesis ในหนูทดลองได [112] 

 

4. ฤทธิ์ลดการสูบบุหร่ี 
เม่ือนําทั้งตนของหญาหมอนอยมาตมเปนชา สามารถทําใหเลิกบุหร่ีได [118]  

นอกจากนั้น ถาใหคนที่สูบบุหร่ีทานชาชงหญาหมอนอยควบคูกับการออกกําลังกาย ทําใหลดอัตรา

การสูบบุหร่ี สงผลใหระดับคารบอนมอนอกไซดในลมหายใจลดลง และสามารถลด oxidative 

stress ได [104] 

 

5. ฤทธิ์อ่ืนๆ 

ฤทธิ์การตานแบคทีเรีย, เช้ือราและไวรัส ถายพยาธิ ลดปริมาณออกซาเลตใน

ปสสาวะ  [119, 120] 
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กรอบแนวคิดและระเบียบวิธวีิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กระบวนการอักเสบ 

การอักเสบ เปนกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายตอการรุกรานของเชื้อโรค ทําให

เนื้อเยื่อและเม็ดเลือดขาวเกิดการหลั่งไซโตไคนชนิดตางๆออกมา เปนกลไกพื้นฐานที่พบไดใน

หลายโรค เชน โรคไขขออักเสบ โรคสะเก็ดเงิน และโรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว เปนตน 

การอักเสบสามารถรักษาไดโดยการใหยาแกอักเสบกลุมสเตียรอยด และไมใชสเตียรอยด 

แตการใชยาติดตอกันเปนเวลานานทําใหเกิดผลขางเคียงตอรางกายได ดังนั้นสมุนไพรจึง

เปนทางเลือกหนึ่งของการรักษา 

ศึกษาขอมูลของหญาหมอนอยซึ่งพบไดทั่วไปในประเทศไทย พบวามีฤทธิ์ตานการอักเสบในสัตวทดลอง พรอมทั้งขอจริยธรรมการวิจัยในมนุษย 

นําหญาหมอนอยที่แยกเปนสวนใบ ลําตน ดอก และทุกสวน มาสกัดดวยตัวทําละลาย เมทานอล, เอทานอล และเฮกเซน ดวยวิธีมาเซอเรชัน (Maceration) 

ทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว (PBMCs) และเซลลเพาะเลี้ยงอื่นๆ ไดแก  HEK293 และ HuH7  ใชหลักการ MTT assay 

ทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบ โดยการวัด Pro-inflammatory cytokines ไดแก TNF-� และ IL-6 และวัด Anti-inflammatory cytokine คือ IL-10 ดวย 

วิเคราะหผลโดยใชสถิติ Student’s t - test  

ศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซึ่งผานทาง NF-�B signaling pathway ดวยวิธี immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 

24 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
1. กลุมตัวอยางที่เกี่ยวของในการวิจยัมีดังนี ้

1.1 ตัวอยางเซลลเพาะเลีย้ง 

 1.1.1 เซลลเมด็เลือดขาว PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) ซึ่งไดมาจาก

ผูมีสวนรวมในการวิจยัไดแก บุคลากรและนิสิตคณะสหเวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัยที่มี

สุขภาพดี จํานวน 20 คน 

จํานวนผูมีสวนรวมในการวิจัยที่ตองการศึกษาคํานวณจากสูตร ดังนี้  [131] 

n = (Zα/2 + Zβ)2 σ2/ d2  

n  คือ  จํานวนคนที่ตองการศึกษา 

Zα/2  คือ  คา Z ของ type I error ซึ่งต้ังคา 0.05 ,  Zα/2  = 1.96 

Zβ  คือ คา Z ของ type I error ซึ่งต้ังคา 0.1    ,   Zβ  = 1.28 

σ2  คือ variance of difference จากงานวิจัยกอนหนา  [132-134] 

d2  คือ คาความแตกตางของคาระหวางสองกลุมทดลอง 

ดังนัน้ จํานวนผูมีสวนรวมในการวจิัย = (1.96+1.28)2(1.5)2/(1.9)2 =  7 คน 

ดังนัน้จํานวนผูมีสวนรวมในการวิจยัควรมากกวา 7 คน คณะผูวิจัยจึงไดกําหนดจํานวนผู

มีสวนรวมในการวิจัยเปน 20 คน เพื่อใหไดขอมูลที่ชัดเจนยิ่งข้ึน 

คณะผูวิจัยทําการเก็บเลือด (EDTA blood) จากผูมีสวนรวมในการวิจัยไดแก ผูบริจาค

โลหิตที่ศูนยบริจาคโลหิตสภากาชาดไทย หรือบุคลากรและนิสิตคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัยที่มีสุขภาพดี ซึ่งในระหวางนั้นตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการเจ็บปวยใดๆ โดย

อาศัยจากการซักถามจากแบบสอบถาม จํานวน 20 คนซึ่งเปนจํานวนที่เหมาะสมที่ใชในการศึกษา 

PBMC โดยอางอิงจากงานวิจัยที่ผานมา แบงเปนชายจํานวน 10 คน และ หญิงจํานวน 10 คน คน

ละ 30 ซีซี (6 ชอนชา) โดยแบงเปน เจาะเลือด 25 ซี.ซี (5 ชอนชา) เพื่อนํามาใชประเมินความเปน

พิษของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาว และศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสาร
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สกัดสวนตางๆของหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค ELISA ซึ่งการทดลอง

ดังกลาวใชผูรวมวิจัยจํานวน 14 คน และเจาะเลือดอีก  5  ซี.ซี ( 1 ชอนชา ) เพื่อนํามาศึกษากลไก

ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB signaling  pathway ดวยวิธี 

immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy ซึ่งการทดลองดังกลาวใชผูรวมวิจัย

จํานวน 6 คน เหตุผลที่เจาะเลือดปริมาณแตกตางกัน เพราะวาเปนการทดสอบหาความเขมขนที่

เหมาะสมโดยทําแตกตางกัน 10 ความเขมขน แลวนําความเขมขนที่เลือกแลว 4 ความเขมขนมาใช

ในการทดลองข้ันตอไป และมีอาจารยที่ปรึกษาหลักและผูวิจัย สังกัดคณะสหเวชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเปนนักเทคนิคการแพทยที่มีใบประกอบวิชาชีพเทคนิคการแพทย

เลขที่ ทน 2865 และ ทน 9487 เปนผูเจาะเลือด ซึ่งผูมีสวนรวมในการวิจัยตองไดรับขอมูลสําหรับ

กลุมประชากรหรือผูมีสวนรวมในการวิจัย  และหนังสือแสดงความยินยอมเขารวมการวิจัยที่ผาน

การพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย กลุมสหสถาบัน   ชุดที่1 จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย หากเกิดความผิดปกติหรือผลขางเคียงขณะเจาะเลือด  ทางคณะผูวิจัยจะทําการ

ปฐมพยาบาลและทําการรักษาตอไปโดยคณะผูวิจัยเปนผูรับผิดชอบคาใชจายทั้งหมด และ เมื่อ

สิ้นสุดการทดลอง ตัวอยางเลือดที่เก็บทั้งหมดจะถูกทําลายโดยไมนํากลับไปใชในงานวิจัยอ่ืน 

ผลงานวิจัยจะถูกสงไปใหผูมีสวนรวมในการวิจัยไดรับทราบ หากผูมีสวนรวมในการวิจัย

ตองการรับทราบผลงานวิจัย และผลงานวิจัยนี้ทําใหเกิดองคความรูเพื่อไปตอยอดงานวิจัย เพื่อ

พัฒนาเปนยาสมุนไพรไทยสําหรับลดการอักเสบในโรคตางๆ ซึ่งไมมีผลขางเคียงหรือผลขางเคียง

นอยกวายาที่ใชอยูในปจจุบันและเปนการลดคาใชจายในการรักษา 

การคัดเลือกผูเขารวมวิจัยข้ึนกับ Inclusion criteria และ Exclusion criteria ดังตอไปนี้ 

Inclusion criteria 

1. ประชากรชายหรือหญิงอายุระหวาง 20 – 40 ปที่ยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

2. สุขภาพทัว่ไปสมบูรณดี ไมเปนไขหวัด เจบ็คอ ปวดศีรษะ ไมมีภาวะเจ็บปวยหรืออยู

ระหวางรับประทานยาใดๆทีใ่ชรักษาโรค โดยเฉพาะยาแกอักเสบ หรือยาปฏิชีวนะ 

ตองหยุดยาแลวอยางนอย 7 วัน 

3. ไมมีประวัติการเปนโรคที่เปนอุปสรรคตองานวิจัย ดังตอไปนี้ 

- โรคอักเสบ เชน ตับอักเสบ, สะเก็ดเงนิ 

- โรคเร้ือรัง เชน เบาหวาน, มะเร็ง 
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- โรคติดเช้ือ เชน เอดส, ตับอักเสบ 

- โรคทางภูมิคุมกัน เชน  ภูมิแพ , Systemic Lupus Erythrematosus (SLE) 

Exclusion criteria 

1. ประชากรที่ไมยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

2. มีประวัติการด่ืมสุรา และการสูบบุหร่ี 

3. อยูในภาวะต้ังครรภ 

 
ภาพที ่3.1 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) 

(จาก http://www.ers-education.org) 

 

อาหารเล้ียงเซลลที่ใชคือ RPMI-1640 medium (Hyclone) ที่ผสมกับ fetal bovine 

serum (Hyclone) 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 100 U/ml และ Streptomycin 100 

μg/ml (Hyclone) โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมี

กาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 

 

1.1.2 เซลลมะเร็งตับมนุษย HuH7 (Hepato cellular carcinoma cell line) ไดรับความ

อนุเคราะหจากศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
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ภาพที ่3.2 เซลล HuH7 (Hepato cellular carcinoma cell line) [109] 

 

อาหารเล้ียงเซลลที่ใชคือ RPMI-1640 medium (Hyclone) ที่ผสมกับ fetal bovine 

serum (Hyclone) 10% (v/v) โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 

 

1.1.3 เซลลมะเร็งไตมนุษย HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cell line) ไดรับ

ความอนุเคราะหจาก ผศ.นพ.ดร.วันลา กุลวิชิต คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

 
ภาพ 3.3 เซลลไต HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cell line) 

(จาก http://www.cell-lines-service.de) 
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อาหารเล้ียงเซลลที่ใชคือ Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) (Hyclone) ที่ผสมกับ fetal bovine serum (Hyclone) 10% (v/v) โดยนํา

เซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นต 

 

1.2 ตัวอยางของสมุนไพร 

 

สมุนไพรที่ใชในการศึกษาวิจัยคร้ังนี้ คือ หญาหมอนอย (หญาดอกขาว) ซึ่งเก็บมาจาก

จังหวัดกําแพงเพชร สวนของหญาหมอนอยที่นํามาศึกษาแบงออกเปน 4 สวน คือ ดอก ใบ ลําตน 

และทั้งตน และระบุชนิดและเก็บตัวอยางของสมุนไพรที่ใชในการศึกษาวิจัย ที่พิพิธภัณฑพืช ศ.

กสิน  สุวตะพันธุและหนวยปฏิบัติการวิจัยพรรณไมประเทศไทย ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยไดรายละเอียดดังนี้ ชื่อไทยคือ หมอนอย ชื่อสามัญคือ 

Little iron weed ชื่อวิทยาศาสตร คือ Vernonia Cinerea (L.) Less.  อยูในวงศ  Compositae 

(Asteraceae) และไดรับ voucher specimen เลขที่ 013426 (BCU)  
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1.3 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

สารเคมีที่ใชในการวิจัยสามารถแบงไดเปน 5 หมวด คือ 

1.3.1 สารเคมทีี่ใชในการสกดัหญาหมอนอย 

 Ethanol      Merck, เยอรมน ี

 Methanol     Merck, เยอรมน ี

 Hexane     Merck, เยอรมน ี

 

1.3.2  สารเคมีที่ใชในการแยก PBMC ดวยวิธ ีdensity gradient centrifugation 

 Hank’s balanced salt solution (HBSS)  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Ficoll- hypaque solution     Lymphoprep, นอรเวย 

 Tryphan Blue stain 0.4%   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 

1.3.3 สารเคมทีี่ใชในการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาว

มนุษย (PBMC) เซลลในชองทอง ไดแก  HEK293 และ HuH7 

 RPMI-1640 (with L-glutamine)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Dulbecco’s modified Eagle's medium/  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

High glucose  (DMEM : with 4 mM/L 

Glutamine, 4500 mg/L Glucose  

Without Sodium Pyruvate) 

 Penicillin-Streptomycin Solution  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 (10,000 units/ml Penicillin/ 

 10,000 μg/ml Streptomycin) 

 Fetal Bovine Serum (FBS)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 Phosphate buffer saline    Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

 (PBS; without calcium and Magnesium) 

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

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   Merck, เยอรมน ี
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 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,   Biobasic , แคนาดา 

             5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

 

1.3.4  สารเคมีที่ใชในศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย   

Human TNF-α ELISA Development Kit  Peprotech, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-6 ELISA Development Kit  Peprotech, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-10 ELISA Development Kit  Peprotech, สหรัฐอเมริกา 

Lipopolysaccharide (LPS)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Bovine Serum Albumin (BSA)   PAA, ออสเตรีย 

Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate Biobasic , แคนาดา 

(Tween-20) 

ABTS Liquid Substrate Solution  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Dulbecco’s PBS    Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 

1.3.5 สารเคมทีี่ใชในการศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง 

NF-κB signaling  pathway 

 NF-κB p65 Rabbit monoclonal antibody Cell Signalling , แคนาดา  

Anti-rabbit IgG (Alexa Fluor® 555 Conjugate) Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

4',6-diamidino-2’-phenylindole (DAPI)  Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Triton X-100     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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   2. เครื่องมือ และอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 

Glassware     Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

Mivac Quattro concentrator   GeneVac®, สหรัฐอเมริกา 

Light microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

 Inverted microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

 96 well cell culture plate flat bottom with lid Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 24 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก 

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

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

 Vortex Mixer      FINEPCR, เกาหลีใต 

 Centrifuge     Beckman coulter, สหรัฐอเมริกา 

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

 Analytical Balances    Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 

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

Autopipette     GILSON, ฝร่ังเศส 

Multichannel pipette    GILSON, ฝร่ังเศส 

Cryovial tube 2.0 ml    Nunc, เดนมารก 

 Microcentrifuge tube (0.6 ml)   Axyen scientific, สหรัฐอเมริกา 

Microcentrifuge tube (1.5 ml)    Biologix Research  

                                                                                       company, สหรัฐอเมริกา 

Pipette tips (10,200, 1000 μl)   SorensonTM BioScience, Inc., 

                                                                            สหรัฐอเมริกา 

 Hemocytometer    Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา 

CO2
 incubator     Sheldn Manufacturing, 

                                                                            สหรัฐอเมริกา 

 Incubator     Memmert, เยอรมน ี
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 Water Bath     Memmert, เยอรมน ี

 Laser scanning microscope (LSM 700) Carl Zeiss, เยอรมน ี

 Microplate Reader    Biotek, สหรัฐอเมริกา 

 Glass slide microscope   Sail brand, จนี 

Coverslip     German cover glasses, เยอรมนี

 4 ºC Refrigerator    Sharp, ญ่ีปุน 

-20 ºC Freezer     Sanyo Electric, ญ่ีปุน 

- 80 ºC ULT Deep Freezer   llShin Lab, เกาหลีใต 

 Liquid Nitrogen Tank    Taylor-Wharton, สหรัฐอเมริกา 
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3.  วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
3.1 การเตรยีมสารสกัดจากหญาหมอนอยดวยตัวทาํละลายโดยวธิีมาเซอเรชนั 
(Maceration) 

หญาหมอนอยที่ใชในงานวิจัยนี้เก็บมาจากจังหวัดกําแพงเพชร และถูกนําสงไประบุชื่อ

วิทยาศาสตรที่พิพิธภัณฑพืช ศ.กสิน  สุวตะพันธุและหนวยปฏิบัติการวิจัยพรรณไมประเทศไทย 

ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งกระบวนการสกัดเร่ิมจาก 

นําหญาหมอนอยมาแยกออกเปน 4 สวน ไดแก ดอก, ใบ, ลําตน และทั้งตน จากนั้นนําสวนตางๆ

ของหญาหมอนอยที่แยกไดมาตากแดดจนแหงเปนเวลา 72 ชั่วโมง นํามาบดใหละเอียด หลังจาก

นั้นช่ังแตละสวนของหญาหมอนอยมา 5 กรัมแชในตัวทําละลาย 100 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวในที่มืด ที่

อุณหภูมิหอง ซึ่งในการวิจัยนี้ใชตัวทําละลายเปนเมทานอล เอทานอล และ เฮกเซน เรียกวิธีการ

สกัดนี้วา วิธีมาเซอเรชัน ซึ่งเปนวิธีการสกัดสารสําคัญจากพืชหรือสมุนไพรโดยการหมักพืชหรือ

สมุนไพรกับตัวทําละลายจนกระทั่งเนื้อเยื่อของพืชหรือสมุนไพรออนนุมและตัวทําละลายสามารถ

แทรกซึมเขาไปละลายองคประกอบภายในพืชหรือสมุนไพรออกมาได ซึ่งจะเก็บตัวทําละลาย

ออกมาทุกๆ 72 ชั่วโมง โดยกรองสวนใสเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวจึงใสตัวทําละลาย

ใหมเขาไป และทําเชนนี้เปนเวลา 3 คร้ัง เนื่องจากถาไมมีการเปลี่ยนตัวทําละลายในการหมักซ่ึงใช

ระยะเวลานาน ทําใหสารสกัดถึงจุดอ่ิมตัว ทําใหไดสารสกัดออกมานอยลง  หลังจากนั้นเตรียมสาร

สกัดหยาบ (crude extract) โดยระเหยตัวทําละลายออกดวยวิธี Evaporation ที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส ละลายสารสกัดหยาบใหไดความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย DMSO 

(Merck, Germany)  
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A               B 

 

 

 

 

ภาพที ่3.4 (A) สวนดอกของหญาหมอนอยที่ผานการตากแหงแลว (B)สวนใบของหญาหมอนอยที่

ผานการตากแหงแลว 

 

A           B 

 

 

 

 

ภาพที ่3.5 (A) สวนลําตนของหญาหมอนอยที่ผานการตากแหงแลว (B)สวนทั้งตนของหญา

หมอนอยที่ผานการตากแหงแลว 

 

3.2 การแยก PBMCs ดวยวธิ ีdensity gradient centrifugation 

คณะผูวิจัยทําการเก็บเลือด (EDTA blood) จํานวน 25 มิลลิลิตรจากผูมีสวนรวมในการ

วิจัยไดแก บุคลากรและนิสิตคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่มีสุขภาพดี ซึ่งใน

ระหวางนั้นตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการเจ็บปวยใดๆ โดยอาศัยจากการซักถามจาก

แบบสอบถาม จํานวน 20 คน  ซึ่งกระบวนการดังกลาวไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย กลุมสหสถาบัน   ชุดที่1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โครงการวิจัยเลขที่ 

103.1/53 เปนที่เรียบรอยแลว  
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เม่ือไดเลือดมาแลวนําไปแยก PBMCs โดยวิธี density gradient centrifugation ซึ่งมี

ข้ันตอนโดยยอดังนี้ เทเลือดทั้งหมดใสหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Hank’s balanced salt 

solution (HBSS) ลงไปในอัตราสวนเลือดตอ HBSS เปน 1:2  ผสมกันแบบ inverse แลวนําไปปน

ที่ 800 g  เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นดูด plasma และ HBSS ที่อยูดานบนออก จากนั้นเติม 

HBSS ลงไปอีกคร้ังเทากับสารละลายที่ดูดออก ผสมกันแบบ inverse แลวจึงดูดยายทั้งหมดไปยัง

หลอดใหมที่มี  Ficoll – hypaque solution  ซึ่งมี specific gravity 1.077 โดยเติมในอัตรา

อัตราสวนเลือดตอ Ficoll – hypaque เปน 4:3  คอยๆ เทเลือดลงบน Ficoll – hypaque solution 

ชาๆ อยาใหเกิดการฟุงกระจาย  จากนั้นนําไปปนที่ 800 g  เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา จะเห็น

ชั้น PBMCs ปรากฏข้ึนมาเปนชั้นขุนๆ บางๆ ใหดูดยายเซลลที่ไดใสหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร 

หลังจากนั้นลางเซลลโดยการเติม HBSS ลงไป ปนลางที่ 400 g  เปนเวลา 10 นาที จํานวน 2 คร้ัง 

แลว resuspend ดวย RPMI-1640 medium  ที่ผสมกับ fetal bovine serum  10% (v/v) และยา

ปฏิชีวนะคือ Penicillin 100 U/ml และ Streptomycin 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจนับ

จํานวนเซลลและดู % viability ดวยวิธี trypan blue dye exclusion method [110] ซึ่งเปนวิธีที่

อาศัยคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือกผานของเยื่อหุมเซลล (cell membrane) เซลลที่ยังมีชีวิตอยู สี 

tryphan blue จะไมสามารถผานเขาไปในเซลลได เมื่อมองดวยกลองจุลทรรศนจะเห็นเซลล

ลักษณะวาวใส ในขณะที่เซลลที่ตายแลวเยื่อหุมเซลลจะขาดคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือกผาน สี 

tryphan blue จะสามารถผานเขาไปในเซลลได เม่ือมองดวยกลองจุลทรรศนจะเห็นเซลลติดสีน้ํา

เงิน โดยมีวิธีการดังนี้ นําเซลลมายอมดวยสี tryphan blue ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 นาที 

จากนั้นนับเซลลโดยใช hemacytometer และคํานวณ % cell viability 
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ภาพที ่3.6 หลอดทางซายคือเลือดที่ใสลงไปใน Ficoll – hypaque solution เกิดการแยกเชนกัน

อยางเหน็ไดชัด เมื่อนาํไปปนชั้น PBMCs จะแยกตัวออกมาเปนชัน้ขาวๆบางๆ ในหลอดทางขวา 

(จาก  www.kalpkrushi.in) 

 

3.3  การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

(PBMCs) ดวยวิธ ีMTT assay 

 

3.3.1 การเตรียมสารสกัดจากหญาหมอนอยท่ีความเขมขนตาง ๆ 

นําสารสกัดจากหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 mg/ml (ในตัวทําละลาย DMSO 100

เปอรเซ็นต) มาเจือจางใน RPMI-1640 เพื่อใหไดความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 

15.62, 7.81, 3.91และ 1.95 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือนําไปทดสอบความเปนพิษตอ 

PBMCs ดวยวิธี MTT assay สารสกัดจะถูกเจือจางลงอีก 10 เทา ดังนั้นความเขมขนสูงสุดของ 

DMSO ในสารสกัดทุกความเขมขนที่ใชในการทดสอบจะไมเกิน 0.1เปอรเซ็นต (v/v) และเตรียม 
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tetrazole formazan 

ภาพที ่3.7  ปฏิกิริยารีดักช่ัน (Reduction reaction) ของวิธี MTT assay 

(จาก http://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay ) 

 

control solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 1เปอรเซ็นต (v/v) โดยเจือจางใน RPMI-

1640 

 

3.3.2 ประเมินความเปนพิษของสารสกัดจากใบของหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาว

มนุษย (PBMCs) ดวยวิธี MTT assay 

  เปนเทคนิคที่วัดการเปล่ียนแปลงของสี โดยสารสีเหลือง MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol- 

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) จะถูกรีดิวซโดยเอนไซมในเซลลที่ยังมีชีวิต

อยู เปล่ียนเปนตะกอนของ formazan สีมวงอยูที่กนหลุม สามารถละลายตะกอน formazan ดวย

สารตัวทําละลาย เชน DMSO จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง 

spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ใชจํานวนเซลล PBMCs 

ตอหลุมเทากับ 1x105  เซลล จากนั้นนํามาทดสอบกับสารทดสอบดังนี้ 1.) สารสกัดจากของหญา

หมอนอยในตัวทําละลายตางๆที่ความเขมขนต้ังแต 100 – 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 2.) DMSO 

0.1  เปอรเซ็นต 3.) DMSO 100 เปอรเซ็นตเปน positive control  4.) อาหารเล้ียงเซลลเปน 

negative control โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 200 ไมโครลิตร นําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

เม่ือครบเวลานํามาหยอดน้ํายา MTT (ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในฟอสเฟตบัฟเฟอร, 
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pH 7.5) 20 ไมโครลิตร ตอจากนั้น incubate ที่ตูอบเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นํามาปนที่ 2000 rpm 10 นาที แลวดูดอาหารเล้ียงเซลลออก ละลายตะกอนดวย DMSO นํามา

ปนที่ 2000 rpm 10 นาที ยายสวนใส 100 ไมโครลิตรมายังจานเพาะเลี้ยงใหม นําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง microplate reader ที่ความยาวคล่ืน  550 นาโนเมตร 

สุดทายคํานวณหาคา % cell viability  และ IC50 (half maximal inhibitory concentration) 

คํานวณ % cell viability ดังนี้ 

                                % cell viability = (treated cell-blank)*100 

คํานวณ IC50 จาก Logarithmic graph 

จากข้ันตอนนีจ้ะทําการเลือกความเขมขนของสารสกัดทีเ่หมาะสม 4 ความเขมขนทีม่า

ที่สุดซึ่งไมทําให % cell viability ของ PBMCs ลดลงอยางมีนยัสําคัญ เพื่อนาํมาศึกษาฤทธิ์ตาน

การอักเสบตอไป 

 

3.4  ศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคน

ดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 
3.4.1 การเก็บ cell culture supernatant 

ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 24 หลุม (24 well-plate) โดยใช PBMCs จํานวน   

2 x 106  เซลล ตอหลุม  เติมสารสกัดจากสวนตางๆ ของหญาหมอนอยที่สกัดดวยเมทานอลและ   

เฮกเซนที่ความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรลงไป สวนสารสกัดของ

หญาหมอนอยที่สกัดดวยเอทานอล สวนที่เปนดอกใชความเขมขน 25, 12.5, 6.25 และ 3.12 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนที่เปนใบและทั้งตนใชความเขมขน 50 , 25, 12.50 และ 6.25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนลําตนใชความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 1000 ไมโครลิตร  แลวนําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงเปนเวลา 1 

ชั่วโมง หลังจากนั้นกระตุนการหลั่งไซโตไคนจาก PBMCs ดวย  lipopolysaccharide (LPS) 10 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนสวนประกอบของแบคทีเรีย LPS สามารถกระตุน macrophage และ 

mature B-cell ใหหล่ัง IL-6  และกระตุน macrophage ใหหล่ัง TNF-α และ IL-10 นําไปบมใน

   (untreated cell – blank) 
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ตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทําการเก็บ cell culture supernatant  โดยการแชแข็งที่อุณหภูมิ 

-80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาตรวจวัดระดับไซโตไคน  

 

3.4.2 การตรวจวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) 
 

เปนการตรวจวัดระดับไซโตไคน ไดแก TNF-α, IL-6 และ IL-10 ดวยเทคนิค ELISA ใช

หลักการ Sandwich ELISA  ซึ่งเปนการตรวจหาแอนติเจน ซึง่ในที่นี้คือไซโตไคน โดยอาศัยการจับ

กันอยางจาํเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี และการจับกนัอยางจาํเพาะของ biotin และ 

avidin ยังชวยเพิ่ม sensitivity ของการตรวจวัด ซึ่ง biotin ถูก conjugated อยูกับ secondary 

antibody สวน avidin จะ conjugated กับ เอนไซม horseradish peroxidase (HRP) ซึ่งจะทาํ

เกิดปฏิกิริยากบั chromogenic substrate ทาํใหเกิดสีทีส่ามารถวัดได 

 

ภาพที ่3.8  หลักการของ sandwich ELISA                                                                 

(จาก http://www.epitomics.com) 

การตรวจวัดระดับโตไคนใชชุดน้ํายา Human TNF-Alpha ELISA Development Kit, 

Human IL-6 ELISA Development Kit และ Human IL-10 ELISA Development Kit   ตรวจวัด

ตามข้ันตอนและวิธีการจากบริษัทผูผลิต ดังนี้  เติม capture antibody   ลงไปใน  ELISA plate 

well จากน้ัน seal plate แลว incubate ที่อุณหภูมิหองขามคืน เมื่อครบเวลา ลาง plate ดวย 
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wash buffer (0.05% tween -20)  4 คร้ัง จากนั้นใส block buffer (1%BSA) ลงไปในแตละหลุม 

incubate เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  เมื่อครบเวลา ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง หลังจาก

นั้นใส standard และ cell culture supernatant ลงในแตละหลุม โดยทําเปน triplicate แลว 

incubate เปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลา  ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง และใส 

detection antibody ซึ่งติดฉลากดวย biotin ไปใน  ELISA plate well แลว incubate 2 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลา ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง หลังจากนั้นใส Avidin-HRP Conjugate 

ที่ dilute ดวย diluents ในอัตราสวน 1 : 2000 ลงไปในแตละหลุม แลว incubate 2 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลา ลางดวย wash buffer 4 คร้ัง ใส ABTS substrate solution  ลงไปใน

แตละหลุม  incubate ที่อุณหภูมิหอง เพื่อรอใหเกิดสีนาน 15 นาที สุดทายวัดคาดูดกลืนแสงโดย

เคร่ือง ELISA reader ที่ 405 และ 650 นาโนเมตร 

 

3.5 ศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB 

signaling  pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 

 

Immunocytochemistry เปนวิธีใชตรวจหาโปรตีนในเซลล โดยอาศัยการจับจําเพาะของ

แอนติบอดีที่ติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซนส ซึ่งสามารถติดตามการตําแหนง  การเคลื่อนที่ และ

ปริมาณของโปรตีนที่ตองการได โดยนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยเลเซอร 

(Confocal microscope หรือ Laser scanning microscope) ซึ่งใชลําแสงนั่นก็คือเลเซอรในการ

สองที่วัตถุที่ตองการศึกษา และอาศัยการสะทอนกลับของลําแสงโดยใชตัวรับสัญญาณรับภาพที่

เกิดจากการสะทอนนั่นก็คือ PMT(Photo Multiplier Tube) ซึ่งเปนตัวรับภาพเฉพาะสําหรับเลเซอร 

โดยกอนที่ลําแสงจะกระทบวัตถุที่ศึกษา จะผานเลนสทําใหแนวลําแสงมีชวงโฟกัสที่แคบลงและทํา

ใหเกิดความสามารถในการทะลุทะลวงทําใหสามารถเห็นภาพไดในแนวลึก และ pinhole จะทํา

หนาที่ในการรวมแสงที่ดานหนาของตัว detector เพื่อกําจัดสัญญาณที่อยูนอกโฟกัส (out of 

focus) แสงฟลูออเรสเซนส ที่ออกจากตัวอยางปริมาณมากจะถูกสกัดดวย pinhole เพื่อเพิ่ม 

resolution นอกจากนี้ยังมีลําแสงเปนแสงฟลูออเรสเซนส ที่อยูใกลๆ กับ focal plane ทําให

สามารถจับภาพไดอยางคมชัดโดยเฉพาะตัวอยางที่อยูในที่ลึกลงไป ทําใหสามารถติดตาม
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ตําแหนงที่ตองการถายรูปได ความโดดเดนที่มากกวากลองฟลูออเรสเซนสทั่วไป คือ มี scanning 

mirror ทําใหเกิดการสแกนแบบ X/Y image ทําใหเกิดภาพจนครบทั้ง field และสามารถเลือก

ตําแหนงที่เราตองการได 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.9 หลักการทาํงานของ Confocal microscope                                                        

(จาก http://www2.bio.ku.dk/microbiology/research/clsm.asp) 

ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 24 หลุม (24 well-plate) โดยใช PBMCs จํานวน   

2 x 106  เซลล ตอหลุม  เติมสารสกัดของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ทําใหระดับ pro-

inflammatory cytokines ไดแก TNF-α หรือ IL-6 ลดลง โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 1000 

ไมโครลิตร  แลวนําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงเปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นกระตุนการหล่ังไซ

โตไคนจาก PBMCs ดวย  lipopolysaccharide (LPS) 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมในตูอบ

เซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปน

เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเซลลทั้งหมดดูดใสหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนําไปปน

ที่ 2000 rpm 10 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด ลางดวย PBS (phosphate buffer saline) 

3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติมเมทานอลที่เย็นจัดใหทวมเซลล ต้ังทิ้งไว 5 นาที เพื่อเปนการ fix รูปราง

ของเซลล เมื่อครบเวลา นํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม BSA 5 เปอรเซ็นตทีผ่สมกบั 
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triton x-100 0.5 เปอรเซ็นตซึ่งอยูใน PBS เพื่อทําการ permeabilization เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

หลังจากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม primary antibody ซึ่งก็คือ rabbit anti-

human p65 antibody ที่มีอัตราสวน 1: 500 ลงไป ทิ้งไว 2 ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง 

คร้ังละ 5 นาที เติม secondary antibody ซึ่งก็คือ Alexa 555 – conjugated  anti-rabbit IgG ที่มี

อัตราสวน 1: 500 ลงไป ทิ้งไว 45 นาที ในที่มืด แลวนํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

หลังจากนั้นเติม DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทิง้

ไว 1 ชั่วโมงในที่มืด แลวนํามาลางดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลวนํายายไปสูแผนสไลด ปด

ดวย coverslip แลว mount ดวยน้ํายาทาเล็บ นําเซลลไปดูดวย confocal microscope  

DAPI ยอมติดบริเวณที่เปน double-stranded DNA หมายความวา DAPI ยอมติด

บริเวณนิวเคลียส DAPI ดูดกลืนแสงที่ 358 นาโนเมตร และมีปลอยพลังงานที่ 461 นาโนเมตร โดย

จะเห็นเปนสีน้ําเงิน ถาหากเซลลมี NF-κB p65 อยูจะเห็นเปนสีแดงเนื่องจาก rabbit anti-human 

p65 antibody จับกับ Alexa Fluor® 555 – conjugated goat anti-rabbit IgG ซึ่งมีการดูดกลืน

แสงที่ 550 นาโนเมตร และปลอยพลังงานที่  555 นาโนเมตร โดยเห็นเปนสีแดง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.10 Confocal microscope (Laser scanning microscope) ที่ใชในการศึกษาวิจัยคร้ังนี ้
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3.6 การทดสอบผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอ % cell viability ของ HEK293 และ 

HuH7 

 
3.6.1 การเตรียมสารสกัดจากหญาหมอนอยท่ีความเขมขนตาง ๆ 

นําสารสกัดจากหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 mg/ml (ในตัวทําละลาย 100% 

DMSO) มา เจือจางใน DMEM/High glucose สําหรับสารสกัดที่ใชกับ HEK293 และเจือจางใน 

RPMI-1640 สําหรับสารสกัดที่ใชกับ HuH7 เพื่อใหไดความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 

31.25, 15.62, 7.81, 3.91และ 1.95  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือนําไปทดสอบความ

เปนพิษตอเซลล HEK293 และ HuH7 ดวยวิธี MTT assay สารสกัดจะถูกเจือจางลงอีก 10 เทา 

ดังนั้นความเขมขนสูงสุดของ DMSO ในสารสกัดทุกความเขมขนที่ใชในการทดสอบจะไมเกิน 

0.1% (v/v) และเตรียม control solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 1 และ 0.1% (v/v) 

โดยเจือจางใน DMEM/High glucose และ RPMI-1640 สําหรับสารที่ใชทดสอบกับ HEK293 และ 

HuH7 ตามลําดับ 

 

3.6.2 ประเมินผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอ % cell viability ของ  HEK293 และ 

HuH7 ดวยวิธี MTT assay 

ทําการทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ใชจํานวนเซลล 

HEK293 ตอหลุมเทากับ 5x103  เซลล นําไปเพาะเล้ียงในตูอบเซลลเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นนํามา

ทดสอบกับสารทดสอบดังนี้ 1.) สารสกัดจากของหญาหมอนอยในตัวทําละลายตางๆ ที่ความ

เขมขนต้ังแต 100 – 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 2.) DMSO 0.1 และ 0.01 เปอรเซ็นต 3.) DMSO 

100 เปอรเซ็นตเปน positive control  4.) อาหารเล้ียงเซลลเปน negative control โดยปริมาตร

สุดทายเทากับ 200 ไมโครลิตร นําไปบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

และมีกาซคารบอนไดออกไซดอยู 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลานํามาหยอด

น้ํายา MTT (ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในฟอสเฟตบัฟเฟอร, pH 7.5) 20 ไมโครลิตร 

ตอจากนั้นนําไปบมที่ตูอบเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง แลวดูดอาหารเล้ียงเซลลออก ละลาย

ตะกอนดวย DMSO นํามาปนที่ 2000 rpm 10 นาที ยายสวนใส 100 ไมโครลิตรมายังจาน

เพาะเล้ียงใหม นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง microplate reader ที่ความ
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ยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร สุดทายคํานวณหาคา % cell viability และ IC50 (half maximal 

inhibitory concentration)  

คํานวณ % cell viability ดังนี้ 

                                % cell viability = (treated cell-blank)*100 

คํานวณ IC50 จาก Logarithmic graph 

 

3.7 วิเคราะหผล 
 วิเคราะหผลโดยใช Student’s t - test โดยจะถือวามีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติเมื่อคา P – value นอยกวา 0.05 (ความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต) และแสดงผลเปนรูปภาพ  

ตาราง และกราฟ โดยใชโปรแกรม Microsoft Office Excel เวอรชัน 2007 (Microsoft, 

สหรัฐอเมริกา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   (untreated cell – blank) 
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บทที่ 4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

4.1  ผลการสกัดหญาหมอนอย โดยวธิีมาเซอเรชนั (Maceration) 

  เมื่อทาํการสกัดหญาหมอนอยดวยตัวทาํละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ต้ังทิง้

ไวในทีม่ืด ที่อุณหภูมิหอง และเก็บตัวทําละลายออกมาทุกๆ 72 ชั่วโมง เปนเวลา 3 คร้ัง พบวา ตัว

ทําละลายที่สามารถสกัดสารออกจากหญาหมอนอยไดมากที่สุด คือ เมทานอล  เอาทานอล และ 

เฮกเซน ตามลําดับ (ตารางที ่4.1) 

 

ตารางที่ 4.1  ผลการสกัดสวนตางๆของหญาหมอนอยดวยตัวทําละลายเมทานอล เอทานอล และ

เฮกเซน 

Extract yield (%) 
สวนที่นาํมาสกัด 

เมทานอล เอทานอล เฮกเซน 

ดอก 20 9 8 

ใบ 26 12 12 

ลําตน 12 5 4 

ทั้งตน 14 7 5 

 

4.2  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

(PBMCs)  

เม่ือทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดในสวนตางๆของหญาหมอนอยที่สกัดจาก

ตัวทําละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเขมขน 100, 50, 25, 12.50, 6.25, 3.12, 

1.56, 0.78, 0.39 และ 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย (PBMCs) เปน

เวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการมีชีวิตของเซลล (%cell viability) ดวยวิธี MTT assay ซึ่งมี เซลลที่

ถูกทดสอบกับ DMSO 100 เปอรเซ็นต เปนกลุมควบคุมบวก (positive control) สวนเซลลที่ไมได
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รับการทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเปน กลุมควบคุมลบ (negative control)  โดยมี control 

solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 0.10 เปอรเซ็นต และผลการทดสอบความมีชีวิตรอด

ของเซลลที่ไดจะเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ  

-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดทั้งตนของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

เมื่อศึกษาความเปนพิษของทั้งตนหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลและเฮกเซน

จากทั้งตนหญาหมอนอยที่ความเขมขน 0.19 -100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอ

เซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลนอยที่สุดอยูที่ 94.53 + 8.66 เปอรเซ็นต 

และ 91.25 + 11.82 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตสารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่

ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ทําใหมีคา

การมีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เหลือเพียง 78.11 + 7.67 เปอรเซ็นต 

(ภาพที่ 4.1) 

-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดดอกของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

สารสกัดเมทานอลและเฮกเซนจากดอกหญาหมอนอยที่ความเขมขน 0.19 -100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยมีคาการมีชีวิตรอดของ

เซลลนอยที่สุดอยูที่ 98.87 + 9.2 เปอรเซ็นต และ 94.89 + 12.62 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสาร

สกัดเอทานอลจากดอกหญาหมอนอยที่ความเขมขน 50 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวามี

ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ซึ่งทําใหมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมี

นัยสําคัญ (P < 0.05) เหลือเพียง 73.57 + 16.2 เปอรเซ็นต และ 31.55 + 14.75 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ (ภาพที่ 4.2) นอกจากนั้น สารสกัดเอทานอลจากดอกของหญาหมอนอยมีคา IC50 ที่ 

73.99 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดใบของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

สารสกัดเมทานอลและเฮกเซนจากใบหญาหมอนอยที่ความเขมขน 0.19 -100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย โดยมีคาการมีชีวิตรอดของ

เซลลนอยที่สุดอยูที่ 90.88 + 11.36 เปอรเซ็นต และ 97.13 + 11.75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตสาร

สกัดเอทานอลจากใบหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวามีความเปน

พิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ทําใหมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญ (P < 

0.05) เหลือเพียง 76.71 + 15.01 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 4.3) 
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-  ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดลําตนของหญาหมอนอยตอ PBMCs 

ในสวนของลําตนของหญาหมอนอยพบวา สารสกัดเมทานอล  เอทานอล และเฮกเซนที่

ความเขมขน 0.19 -100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

โดยมีคาการมีชีวิตรอดของเซลลนอยที่สุดอยูที่ 107.17 + 15.51 เปอรเซ็นต   85.83 + 7.6 

เปอรเซ็นต และ 91.3 + 15.73 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที่ 4.4) 
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ภาพที ่4.1 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.2 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.3 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.4 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน        

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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จากผลในข้ันนี้ จะทําการเลือกความเขมขน 4 ความเขมขนที่มากที่สุด 4 ความเขมขนแรกที่ไมทํา

ใหเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยมีคาการมีชีวิตรอดลดลงอยางมีนัยสําคัญ เพื่อนํามาทดสอบหาฤทธิ์ตานการ

อักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอย  เพื่อนํามาตรวจวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค ELISA และ ศึกษา

กลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซึ่งผานทาง NF-κB signaling  pathway ดวยวิธี 

Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy ซึ่งความเขมขนที่เลือกใชมีดังนี้   

- สารสกัดของหญาหมอนอยที่สกัดดวยเมทานอลและ เฮกเซนที่ความเขมขน 100, 50 , 25 

และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

- สารสกัดของหญาหมอนอยที่สกัดดวยเอทานอล  

- สวนที่เปนดอกใชความเขมขน 25, 12.50, 6.25 และ 3.12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

- สวนที่เปนใบและทั้งตนใชความเขมขน 50 , 25, 12.50 และ 6.25 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  

- สวนลําตนใชความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

หลังจากนั้นนําความเขมขนที่คัดเลือกมาแลวทําการทดสอบในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยรวมกับ 

LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยนํามากระตุนการหลั่ง TNF-α , IL-6  และ IL-10  และทําการทดสอบ

เซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยกับ LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เพียงอยางเดียว เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา

เม่ือทดสอบเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยดวยสารสกัดและ LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไมไดทําใหมีคาการ

มีชีวิตรอดของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญ (ภาพที่ 4.5 - 4.8)  

 
ภาพที ่4.5 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากท้ังตนของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)
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ภาพที ่4.6 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)  

 

 

 
ภาพที ่4.7 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)  
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ภาพที ่4.8 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล PBMCs เมื่อถูกทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทา

นอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอย และ LPS 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบดวย MTT 

assay (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการทดลอง)  

 

4.3 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากทั้งตนของหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซ

โตไคนดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

ทําการทดสอบเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยกับสารสกัดจากสวนตางๆ ของหญาหมอนอยที่สกัดดวย

เมทานอลและเฮกเซนท่ีความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนสารสกัดของ

หญาหมอนอยที่สกัดดวยเอทานอล สวนที่เปนดอกใชความเขมขน 25, 12.50, 6.25 และ 3.12 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร สวนที่เปนใบและทั้งตนใชความเขมขน 50 , 25, 12.5 และ 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวน

ลําตนใชความเขมขน 100, 50 , 25 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวกระตุนดวย 

LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการเก็บ cell culture supernatant  

และนํามาตรวจวัดระดับไซโตไคน  

จากการทดลอง สารสกัดเมทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ 12.5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขนที่ 6.25  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดระดับการ

หล่ังของไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ คือ IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    (P < 0.05) (ภาพที่ 4.10)  

ในขณะที่สารสกัดที่ความเขมขนเดียวกันไมมีผลตอการหล่ัง  TNF-α (ภาพที่ 4.9) นอกจากนั้น พบวา สาร

สกัดเอทานอลที่ความเขมขน 6.25  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถเพิ่มการหล่ังไซโตไคนตานการอักเสบ 
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คือ IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)(ภาพที่ 4.11 )  แตสารสกัดเมทานอล ที่ความเขมขน 

100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที่ 4.11 ) 

 

ภาพที่ 4.9 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะท่ีมีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

ภาพที่ 4.10 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะ

ควบคุม และสภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความ

เขมขนตางๆ โดยวัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง 

จํานวน 3 คร้ังการทดลอง) 
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ภาพที่ 4.11 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง)      ( * คือ P < 0.05) 

 

4.4 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากดอกหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคน

ดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

จากการทดลอง พบวาสารสกัดเมทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ 

100, 50, 25 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลจากดอกหญาหมอนอยที่ความ

เขมขน 25, 12.5, 6.25 และ 3.12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมสามารถลดระดับการหล่ังของไซโตไคนที่

เหนีย่วนําการอักเสบ คือ TNF- α (ภาพที่ 4.12)  และ IL-6 ได (ภาพที่ 4.13) ในขณะที่สารสกดัเมทานอลด

อกหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยัง้การหล่ัง IL-10 ไดอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที ่4.14) 
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ภาพที่ 4.12 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

 

ภาพที่ 4.13 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 
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ภาพที่ 4.14 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 

 

4.5 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากใบหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโตไคน

ดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

จากการทดลอง สารสกัดเมทานอลจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนที่ 25 และ 12.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดระดับการหล่ังของไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ คือ IL-6 ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ    (P < 0.05) (ภาพที่ 4.16)  ในขณะที่สารสกัดที่ความเขมขนเดียวกันไมมีผลตอการ

หล่ัง  TNF-α (ภาพที่ 4.15) รวมถึงสารสกัดเฮกเซนจากใบหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100, 50, 25 และ 

12.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25, 12.5 และ 6.25 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ไมมีผลตอการหล่ัง TNF-α , IL-6 และ IL-10 (ภาพที่ 4.15, 4.16 และ 4.17 ) นอกจากนั้น พบวา 

สารสกัดเมทานอลใบหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลที่

ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P < 0.05)  

(ภาพที่ 4.17) 
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ภาพที่ 4.15 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล เอทานอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

 

ภาพที่ 4.16 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที่ 4.17 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดยวัด

จาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซํ้า 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 

 

4.6 ผลการศกึษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากลําตนหญาหมอนอย  โดยวัดระดับไซโต

ไคนดวยเทคนิค sandwich - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

จากการทดลอง พบวา มีเพียงสารสกัดเฮกเซนจากลําตนหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 12.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดระดับการหล่ัง IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    (P < 0.05) (ภาพที่ 

4.19)  ในขณะที่สารสกัดที่ความเขมขนเดียวกันไมมีผลตอการหล่ัง  TNF-α (ภาพที่ 4.18) สวนสารสกัดเอ

ทานอลจากลําตนหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที่ 4.20) 
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ภาพที่ 4.18 กราฟแสดงระดับของ TNF-α (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง) 

 

 

ภาพที่ 4.19 กราฟแสดงระดับของ IL-6 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง)  ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที่ 4.20 กราฟแสดงระดับของ IL-10 (ng/ml) จาก PBMCs ที่กระตุนดวย LPS ในสภาวะควบคุม และ

สภาวะที่มีสารสกัดเมทานอล  เอทานอลและเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขนตางๆ โดย

วัดจาก cell supernatant ดวยเทคนิค ELISA (ทําการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 คร้ัง จํานวน 3 คร้ังการ

ทดลอง)      ( * คือ P < 0.05) 

 

4.7 ผลการศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยซ่ึงผานทาง NF-κB 

signaling  pathway ดวยวิธี Immunocytochemistry และเทคนิค Confocal microscopy 

ทําการทดสอบเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยกับสารสกัดที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้  

- สารสกัดเมทานอลจากทั้งตนที่ความเขมขน 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ ใบที่ความ

เขมขน 12.5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

- สารสกัดเอทานอลจากทั้งตนที่ความเขมขน 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

- สารสกัดเฮกเซนจากลําตนที่ความเขมขน 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 โดยทดสอบกับสารสกัด เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวกระตุนดวย LPS 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปน

เวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําเซลลมายอมดวย primary antibody ซึ่งก็คือ rabbit anti-human p65 

antibody และ secondary antibody ซึ่งก็คือ Alexa 555 – conjugated  anti-rabbit IgG จากนั้นยอม

ดวย DAPI แลวนําเซลลไปดูดวย confocal laser scanning microscope  ซึ่ง DAPI จะยอมติดเซลล
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บริเวณนิวเคลียส เห็นเปนสีน้ําเงิน ถาหากเซลลมี NF-κB อยูจะเห็นเปนสีแดงเนื่องจาก rabbit anti-human 

p65 antibody จับกับ Alexa Fluor® 555 – conjugated goat anti-rabbit IgG 

จากการทดลอง พบวา ในภาวะปกติ NF-κB จะอยูบริเวณไซโตพลาซึม (cytoplasm) ของเซลล

ในรูป inactive form  เม่ือเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยถูกกระตุนดวย LPS พบวา LPS สามารถกระตุน การ

เคล่ือนที่ของ NF-κB เขาสูนิวเคลียส (nuclear translocation) ได จึงเห็นบริเวณนิวเคลียสของเซลลมีสีแดง

เพิ่มมากข้ึน แสดงวา NF-κB มี activity เพิ่มข้ึน แลว NF-κB จะไปจับกับ NF-κB binding site บริเวณ 

promoter ของยีน TNF-α และ IL-6 ทําใหเซลลหล่ัง TNF-α และ IL-6  ออกมา แตสารสกัดหญาหมอนอย

สามารถยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียสของ  NF-κB ได ทําให NF-κB อยูบริเวณไซโตพลาซึม สงผลให  

NF-κB activity ลดลง ทําใหเซลลหลั่ง TNF-α และ IL-6  ออกมาลดลง (ภาพที่ 4.21 และ 4.22) 
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ภาพที่ 4.21 ภาพแสดงกลไกตานอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอยซ่ึงผานทางการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสู

นิวเคลียสของ NF-κB เม่ือนําเซลลมายอมดวย rabbit anti-human p65 antibody ตามดวย Alexa 555 – 

conjugated  anti-rabbit IgG (สีแดง) จากนั้นยอมนิวเคลียสของเซลลดวย DAPI (สีน้ําเงิน) แลวนําเซลล

ไปดูดวย confocal laser scanning microscope (Control คือ เซลลที่ไมถูกทดสอบกับสารสกัดและ

ตัวกระตุน) 
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ภาพที่ 4.22 ภาพแสดงกลไกตานอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอยซ่ึงผานทางการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสู

นิวเคลียสของ NF-κB เม่ือนําเซลลมายอมดวย rabbit anti-human p65 antibody ตามดวย Alexa 555 – 

conjugated  anti-rabbit IgG (สีแดง) จากนั้นยอมนิวเคลียสของเซลลดวย DAPI (สีน้ําเงิน) แลวนําเซลล

ไปดูดวย confocal laser scanning microscope (Control คือ เซลลที่ไมถูกทดสอบกับสารสกัดและ

ตัวกระตุน) 
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4.8  ผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

เมื่อทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดในสวนตางๆ ของหญาหมอนอยที่สกัดจากตัวทํา

ละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเขมขน 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 

และ 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับเซลลไตของมนุษย (HEK293) เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยวัดคาการมี

ชีวิตรอดของเซลล (%cell viability) ดวยวิธี MTT assay ซึ่งมี เซลลที่ทดสอบกับ DMSO 100 เปอรเซ็นต 

เปนกลุมควบคุมบวก (positive control) สวนเซลลที่ไมไดรับการทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเปน 

กลุมควบคุมลบ (negative control)  โดยมี control solvent คือสารละลาย DMSO ความเขมขน 0.1

เปอรเซ็นต และผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลที่ไดจะเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ  

- ผลของสารสกัดจากท้ังตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

จากการทดลอง พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 12.5 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, 

สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 6.25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเฮกเซนที่ความเขมขน 

6.25, 25 และ100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากทั้งตนของหญาหมอนอย  ทําใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล 

HEK293 ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P < 0.05)  และพบวาสารสกัดเอทานอลจากทัง้ตนของหญา

หมอนอยมีคา IC50 ที ่62.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4.23) 

- ผลของสารสกัดจากดอกหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

เมื่อทําการศึกษาสารสกัดจากสวนดอกของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความ

เขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 6.25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

และสารสกัดเฮกเซนที่ความเขมขน 12.5 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล 

HEK293 ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P < 0.05)  และพบวาสารสกัดเอทานอลจากดอกของหญา

หมอนอยมีคา IC50 ที ่ 33.18 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4.24)  

- ผลของสารสกัดจากใบหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลจากใบ

ของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 12.5, 50   และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตรอดของ

เซลล HEK293 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  แตสารสกัดเฮกเซนไมไดมีผลทําใหคาการมี

ชีวิตของเซลลลดลง และพบวาสารสกัดเอทานอลจากใบของหญาหมอนอยมีคา IC50 ที่  71.22  ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4.25) 

 



68 
 

- ผลของสารสกัดจากลําตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 

จากการศึกษาสวนลําตนของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 50 ถึง 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 50  ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัด

เฮกเซนที่ความเขมขน 12.5 ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชวีิตรอดของเซลล HEK293 

ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  (ภาพที่ 4.26) 
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ภาพที ่4.23 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทัง้ตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.24 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขน  

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.25 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน      

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.26 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 ทีท่ดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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4.9  ผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

เมื่อทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดในสวนตางๆของหญาหมอนอยที่สกัดจากตัวทํา

ละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเขมขน 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 

และ 0.19 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับเซลลมะเร็งตับของมนุษย (HuH7) เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยวัดคาการ

มีชีวิตรอดของเซลล (%cell viability) ดวยวิธี MTT assay ซึ่งมี เซลลที่ถูกทดสอบกับ DMSO 100 

เปอรเซ็นต เปนกลุมควบคุมบวก (positive control) สวนเซลลที่ไมไดรับการทดสอบกับสารสกัดหญา

หมอนอยเปน กลุมควบคุมลบ (negative control)  โดยมี control solvent คือสารละลาย DMSO ความ

เขมขน 0.1เปอรเซ็นต และผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลที่ไดจะเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ 

- ผลของสารสกัดจากท้ังตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

จากการทดลอง พบวา สารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอย  ที่ความเขมขน100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตของเซลล HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  แต

สารสกัดเมทานอลและสารสกัดเฮกเซน ไมไดสงผลใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลง (ภาพที่ 

4.27) 

- ผลของสารสกัดจากดอกหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

  เมื่อทําการศึกษาสารสกัดจากสวนดอกของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความ

เขมขน 25 ถึง100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25 ถึง 100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  และสารสกัดเฮกเซนที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล 

HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  และพบวาสารสกัดเอทานอลจากดอกของหญา

หมอนอยมีคา IC50 ที่  37.66 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.28) 

- ผลของสารสกัดจากใบหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

สารสกัดเอทานอลจากใบของหญาหมอนอย ที่ความเขมขน100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคา

การมีชีวิตของเซลล HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  แตสารสกัดเมทานอลและสารสกัด

เฮกเซน ไมไดสงผลใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลง และพบวาสารสกัดเอทานอลจากใบของ

หญาหมอนอยมีคา IC50 ที่  75.37  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.29) 

- ผลของสารสกัดจากลําตนหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7  

จากการศึกษาสวนลําตนของหญาหมอนอย พบวา สารสกัดเมทานอลที่ความเขมขน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและสารสกัดเอทานอลที่ความเขมขน 25  ถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหคา
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การมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แตสารสกัดเฮกเซนไมไดสงผล

ใหคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ลดลง (ภาพที่ 4.30) 
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ภาพที ่4.27 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน    

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.28 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากดอกของหญาหมอนอยที่ความเขมขน       

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.29 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน         

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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ภาพที ่4.30 กราฟแสดงคาการมีชีวิตรอดของเซลล HuH7 ที่ทดสอบดวยสารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากลําตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน     

0.19 -100 μg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทดสอบดวย MTT assay (ทาํการทดสอบในแตละตัวอยางซ้ํา 3 ครั้ง จํานวน 3 ครั้งการทดลอง) ( * คือ P < 0.05) 
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สรุปผลการวเิคราะหขอมลู 

 - ผลของสารสกัดหญาหมอนอยตอการหลั่ง pro-inflammatory cytokines ของ 

PBMCs 

สารสกัดเมทานอลจากทั้งตน (12.50 μg/ml) และใบ (12.50 และ 25 μg/ml), สารสกัดเอ

ทานอลจากทั้งตน (6.25 μg/ml) และสารสกัดเฮกเซนจากลําตน (12.50 μg/ml) สามารถลดระดับ 

IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมมีสารสกัดใดเลยที่มีผลตอระดับ TNF- α อยางมีนัยสําคัญ 

- ผลของสารสกัดหญาหมอนอยตอการหลั่ง anti-inflammatory cytokine ของ 

PBMCs 

สารสกัดเอทานอลจากทัง้ตน (6.25 μg/ml) เพิ่มการหล่ัง IL-10 ไดอยางมนีัยสําคัญทาง

สถิติ แตสารสกัดเมทานอลจากทั้งตน, ดอก และใบ (100 μg/ml) และสารสกัดเอทานอลจากดอก 

(25 μg/ml), ใบ (50 μg/ml) และลําตน (100 μg/ml) ยับยั้งการหล่ัง IL-10 ไดอยางมนีัยสําคัญทาง

สถิติ  

- ผลของสารสกัดหญาหมอนอยตอ NF-κB signaling  pathway  

สารสกัดเมทานอลจากทัง้ตน (12.50 μg/ml) และใบ (12.50 และ 25 μg/ml), สารสกัดเอ

ทานอลจากทัง้ตน (6.25 μg/ml) และสารสกัดเฮกเซนจากลําตน (12.50 μg/ml) สามารถลดระดับ 

IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนวิเคลียสของ NF-κB 

- ผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชวีติรอดของเซลล HEK293 และ 

HuH7 

สารสกัดเมทานอล เอทานอล และเฮกเซน จากทัง้ 4 สวนของหญาหมอนอยทาํใหคาการมี

ชีวิตรอดของเซลล HEK293 และ HuH7 ลดลงอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล 

การประเมินความเปนพิษสารสกัดจากหญาหมอนอยตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 

(PBMCs) 

สารสกัดเมทานอลและ เฮกเซน ไมมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย ซึ่ง

สอดคลองกับผลการศึกษาของ Pratheeshkumar และคณะในป 2010 พบวา สารสกัดเมทานอล

จากสวนใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมมีความเปนพิษเพียง

เล็กนอยในสัตวทดลอง [128] ในป 2010 มีรายงานวา Latha และคณะไดศึกษาความเปนพิษของ

หญาหมอนอย โดยศึกษา ความเปนพิษเฉียบพลัน (acute toxic) พบวา สารสกัดเมทานอลจากทั้ง

ตนของหญาหมอนอยไมมีความเปนพิษตอหนูทดลองและ brine shrimp ทั้งยังไมทําใหอวัยวะใดๆ

ของหนูทดลองมีการเปล่ียนแปลง  [129] แตผูวิจัยพบวา สารสกัดเอทานอลจากดอกของหญา

หมอนอยที่ความเขมขน 50 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเอทานอลจากสวนใบ

และทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความเปนพิษตอเซลล

เม็ดเลือดขาวมนุษย  

 

การศึกษาฤทธิ์และกลไกตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลล PBMCs 

โดยวัดระดับไซโตไคนดวยเทคนิค sandwich - ELISA 

 การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลล PBMCs ใน

การศึกษาคร้ังนี้ ใช LPS เปนตัวกระตุนใหเกิดการหล่ังไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ เนื่องจาก

เมื่อ LPS จับกับ TLR4 บนเซลลของเม็ดเลือดขาว จะเกิดการสงสัญญาณตอไปยัง NF-κB 

signaling pathway ทําให NF-κB  เคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส แลวไปจับกับ NF-κB binding site ที่

ตําแหนง promoter ของยีน TNF-α และ IL-6 ทําใหเกิดการสรางไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ 

เชน TNF-α และ IL-6 ข้ึนมา ซึ่งผูวิจัยไดทําการทดสอบสารสกัดกับเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษยเปน

เวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงกระตุนดวย LPS เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อจะดูวาสารสกัดจากหญาหมอนอย
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สามารถลดการไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบหรือเพิ่มการสรางไซโตไคนที่ตานการอักเสบได

หรือไม จากผลการศึกษา พบวาสารสกัดเมทานอลจากใบของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 12.5 

และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 

6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดเฮกเซนจากลําตนของหญาหมอนอย สามารถลดระดับ

ของไซโตไคนที่เหนี่ยวนําการอักเสบ นั่นก็คือ IL-6 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ซึ่ง

สอดคลองกับการศึกษาของ Pratheeshkumar และคณะ พบวาสารสกัดเมทานอลจากทั้งตนของ

หญาหมอนอยสามารถลดระดับ IL-6 ของ macrophage ในหนูที่ถูกกระตุนดวย LPS ไดอยางมี

นัยสําคัญ [13] แตที่ความเขมขนเดียวกันของสารสกัดที่สามารถลดระดับ IL-6 ไดอยางมีนยัสําคัญ 

กลับไมมีผลตอระดับ TNF- α  นอกจากนี้ พบวาสารสกัดเมทานอล เอทานอลและ เฮกเซนจาก

หญาหมอนอยที่ความเขมขนตํ่าๆไมมีผลตอการหล่ัง IL-10 เมื่อเทียบกับสภาวะควบคุม (LPS)  

ยกเวนสารสกัดเอทานอลจากทั้งตนของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

สามารถเพิ่มการหล่ัง IL-10 ซึ่งเปนไซโตไคนตานการอักเสบไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ             

(P < 0.05)    แตเมื่อทดสอบที่ความเขมขนสูงข้ึนกลับพบวา สารสกัดเมทานอลจากดอกและใบ

ของหญาหมอนอยที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และสารสกัดเอทานอลจากดอก

และใบของหญาหมอนอย ที่ความเขมขน 25 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  ยับยั้ง

การหล่ัง IL-10 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) อาจเปนเพราะวาที่ความเขมขนสูงๆ อาจ

มีสารบางอยางที่ยับยั้งการสราง IL-10 

แตสารสกัดที่สามารถลดระดับ IL-6 ดังที่กลาวไปแลวขางตนที่ความเขมขนสูงข้ึนกลับไม

สงผลตอระดับของ IL-6 อาจจะเปนเพราะ สารสกัดที่ความเขมขนสูงๆอาจมีสารออกฤทธิ์บางชนิด

ที่ทําใหเกิดการอักเสบในปริมาณมาก หรือ มีสารบางชนิดในปริมาณสูงที่ไปบดบัง (masking) การ

ทํางานของสารที่มีฤทธ์ิตานการอักเสบในการลดระดับ IL-6 ซึ่งจะตองมีการศึกษาตอไปในอนาคต 

โดยตองแยกสารออกฤทธิ์แตละชนิดออกมาเปนสวนๆ และทําใหบริสุทธิ์ ดวยขบวนการ Thin 

Layer Chromatography (TLC) แลวนําไประบุชนิดของสารดวย High performance liquid 

chromatography (HPLC) แลวนําสารที่แยกออกมาแตละสวนไปทําการทดสอบฤทธ์ิตานการ

อักเสบกับเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย เพื่อที่จะไดรูวาสารตัวไหนที่ทําหนาที่ตานการอักเสบอยาง

แทจริง 
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ในภาวะปกติเมื่อรางกายเกิดภาวะอักเสบ จะเกิดการหล่ัง pro-inflammatory cytokines 

เชน TNF-α และ IL-6 ออกมาและ เมื่อมีการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันก็ตองมีกลไกที่

ยับยั้งการตอบสนองตามมาเพื่อไมใหเกิดการตอบสนองมากเกินไป ซึ่งอาจทําใหเกิดการทําลาย

เนื้อเยื่อตนเองได จึงเกิดการสราง anti-inflammatory cytokine คือ IL-10 ออกมา IL-10 ทําหนาที่

ยับยั้งการสรางไซโตไคนเหนี่ยวนําการอักเสบตางๆ เชน IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, GM-CSF 

และ TNF- α ในระดับของ gene transcription [130-133]  มีการศึกษา พบวา IL-10 ลดการสราง 

TNF- α และ IL-6 โดยการ stabilize IκB-α สงผลให NF-κB ไมสามารถเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส

และทํางานได จึงทําใหเกิดการสราง TNF-α และ IL-6 ลดลง [134] สอดคลองกับการศึกษาที่

พบวา IL-10 เม่ือจับกับตัวรับจะสงสัญญาณผานทาง JAK/STAT  pathway ซึ่งไปยับยั้งสัญญาณ

ใน NF-κB signaling pathway [80] 

จากการศึกษาคร้ังนี้พบวา สารสกัดจากหญาหมอนอยออกฤทธิ์ตานการอักเสบโดย

ยับยั้งกลไกการทํางานของ NF-κB ซึ่งเปน transcription factor ที่สําคัญในกระบวนการสรางไซโต

ไคนเหนี่ยวนําการอักเสบ โดยสารสกัดทําให NF-κB เคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียสไดลดลง สงผลใหการ

สรางไซโตไคนเหนี่ยวนําการอักเสบมีปริมาณลดลง ผูวิจัยคาดวาระดับ IL-6 ที่ลดลง โดยผาน

ทางการยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส มีสาเหตุจากสารสําคัญในใบของหญาหมอนอย ไดแก 

luteolin 7-O-glucoside, quercetin 7-O-glucoside 3-O-rhamnoside ซึ่งเปนสารในกลุม 

terpenoid และ flavonoid ตามลําดับ  มีการศึกษา พบวา luteolin 7-O-glucoside (ภาพที่ 5.1)

สามารถลด NF-κB transcription activity ใน เนื้อเยื่อลําไสได(intestinal epithelial cells) [101] 

และพบวา luteolin สามารถยับยั้งการหล่ังIL-6 ในเซลล murine macrophage ที่ถูกกระตุนดวย 

LPS ได [135] นอกจากนั้นยังสามารถลด IL-6 ในสมองหนูทดลองดวยการยับยั้ง JNK signaling 

pathway และยับยั้ง AP-1 ซึ่งเปน transcription factor สําหรับ IL-6 [136, 137] การศึกษาของ 

Odontuya  และคณะ พบวา luteolin สามารถยับยั้งเอนไซมที่ใชสราง tromboxane B2 และ 

leukotriene B4 ซึ่งเปน proinflammatory mediator และยับยั้งการสราง arachinodic acid ดวย 

[138] สวนการศึกษาของ Gabriel และคณะพบวา luteolin ยับยั้งการแสดงออกของ COX-2 ใน 

RAW 254.7 macrophage cell ที่ถูกกระตุนดวย LPS ได [139] ในสวนของ quercetin 7-O-

glucoside 3-O-rhamnoside (ภาพที่ 5.2) มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระและ pro-

apoptotic ใน lung carcinoma cell line [113] นอกจากนั้น งานวิจัย ยังพบวาสามารถยับยั้งการ
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แสดงออกของ iNOS (inducible nitric oxide synthase)ในระดับ mRNA และโปรตีน โดยยับยั้ง

การทํางานของ NF-κB และ STAT-1 ซึ่งเปน transcription factor ของ iNOS ทําใหสราง NO 

ออกมานอยลง [140]  สารออกฤทธิ์ในสวนของลําตน คือ stigmasterol (ภาพที่ 5.3)  เปนสารใน

กลุม phytosterol มีฤทธ์ิยับยั้งการสราง IL-4 และ histamine ทําใหลดอาการแพตามฤดูกาลได 

(seasonal allergy) และพบวามีผลดีตอระบบภูมิคุมกัน เนื่องจากมีฤทธิ์ควบคุม IL-6 สงผล

ปองกัน lung ตอภาวะ dysfunction ตางๆ นอกจากนั้นยังสามารถลดระดับ LDL ได [141] สาร

ออกฤทธิ์ตานอักเสบที่พบทั้งตนของหญาหมอนอย คือ lupeol acetate, beta-amyrin acetate อยู

ในกลุม triterpenoid ,chlorogenic acid และ apigenin [10, 142, 143] lupeol acetate (ภาพที่ 

5.4) ทําหนาที่เปนตัวยับยั้ง TNF-α และลดจํานวนเซลลที่ผลิต iNOS ซึ่งมีความเกี่ยวของกับไซโต

ไคนเหนี่ยวนําการอักเสบ [110] การศึกษาของ Mohammad และคณะ พบฤทธิ์ตานมะเร็งในหนู

ทดลองโดยยับยั้งการทํางานของ NF-κB และ IKKα รวมถึงยับยั้งการยอยสลาย(degradation) 

และ phosphorylation ของ IκBα ในหนูทดลอง [114] สวน beta-amyrin acetate (ภาพที่ 5.5) 

สามารถเพ่ิมจํานวนของ murine macrophage และมีฤทธิ์ตานอักเสบโดยยับยั้งการสราง NO 

[109] นอกจากนั้น ยังสามารถยับยั้ง IL-1 และเก็บสะสม (restore) ระดับ IL-10 ในลําไสหนู และ

ลดระดับ COX-2 โดยยับยั้ง NF-κB และ CREB signaling pathway [144] ตัวตอไปคือ 

chlorogenic acid (ภาพที่ 5.6) เปน natural polyphenol ทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ และ 

สารตานมะเร็ง [115] นอกจากนั้นยังสามารถลด mutagenic และ genotoxic จาก nitrosourea 

และ ปองกันไมใหดีเอ็นเอถูกทําลายได [145] ทั้งยังลดการสราง IL-1, TNF, IL-6 IFN-γ และ 

chemokineได [108] สารตัวสุดทายคือ apigenin (ภาพที่ 5.7) เปนสารในกลุม flavonoid มี

โครงสรางคลายกับ luteolin ทําหนาที่ยับยั้ง inflammatory mediator เชน NO และ PGE2 

(prostaglandin E2) [146] มีงานวิจัย พบวา apigenin ยับยั้งการทํางานของ NF-κB ที่ถูกกระตุน

ดวย LPS โดยปองกัน IκB degradation และยับยั้ง IKK ใน macrophage ของหนูทดลอง [111] 
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ภาพที ่5.2 โครงสรางของ Quercetin 7-O-glucoside 3-O-rhamnoside  
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ภาพที ่5.3 โครงสรางของ Stigmasterol 
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ภาพที ่5.4 โครงสรางของ Lupeol acetate  
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ภาพที ่5.5 โครงสรางของ Beta-amyrin acetate  
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ภาพที ่5.6 โครงสรางของ Chlorogenic acid  
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ภาพที ่5.7 โครงสรางของ Apigenin  

 

ถึงแมวาสารสกัดหญาหมอนอยจะมีฤทธิ์ตานการอักเสบ ผานทางการยับยั้งการเคล่ือนที่

ของ NF-κB เขาสูนิวเคลียส และยับยั้งการทํางานของ NF-κB ทําใหระดับของไซโตไคนที่

เหนี่ยวนําการอักเสบ คือ IL-6 ลดลงอยางมีนัยสําคัญ แตไมสงผลตอ TNF-α เนื่องจาก

กระบวนการถอดรหัสของยีน (gene transcription) บางคร้ังตองอาศัยการทํางานของ 

transcription factor หลายชนิด และ transcription factor ก็มีความจําเพาะในแตละยีนแตกตาง

กันไป รวมถึง TNF-α และ IL-6 มีตําแหนงสําหรับ transcription factor ที่เหมือนกัน คือ NF-κB  

แตก็มี transcription factor ที่ตางกัน คือ lipopolysaccharide induced TNF-α factor (hLITAF) 

เมื่อ hLITAF ไปจับกับตําแหนงที่จําเพาะบนยีน TNF-α จะนําไปสูการหล่ัง TNF-α  [147] จาก

เหตุผลดังกลาวสามารถอธิบายไดวา การเปลี่ยนแปลงของระดับ TNF-α ไมไดข้ึนอยูกับการ

เปล่ียนแปลงของระดับ IL-6  

 

การศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของเซลล HEK293 และ 

HuH7 

การศึกษาผลของสารสกัดจากหญาหมอนอยตอคาการมีชีวิตรอดของ HuH7 ซึ่งเปน

เพาะเลี้ยงเซลลที่เปนมะเร็งตับ และ HEK293 ซึ่งเปนเซลลเพาะเลี้ยงที่เปนมะเร็งไต พบวา สาร

สกัดจากหญาหมอนอยจากทุกตัวทําละลายของทั้ง 4 สวนของหญาหมอนอยทําใหเซลล HuH7 

และ HEK293 มีคาการมีชีวิตรอดของเซลลลดลง สรุปไดวา สารสกัดหญาหมอนอยจากตัวทํา

ละลาย เมทานอล เอทานอล และเฮกเซน มีฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง ซึ่งเปนมะเร็ง
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ตับและมะเร็งไต ซึ่งคลายคลึงกับการศึกษาของ Kuo และคณะ ที่ทําการแยกสารสําคัญจากสาร

สกัดเอทานอลจากสวนลําตนของหญาหมอนอย พบสารสําคัญที่คนพบใหม 2 ตัวซ่ึงอยูในประเภท 

terpenoid ชนิด sesquiterpene lactones ซึ่งก็คือ  vernolide-A และ vernolide –B เม่ือนําสาร 2 

ตัวนี้มาทดสอบกับเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนิดตางๆ พบวามีฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลตอไปน้ี KB 

(มะเร็งในชองปาก), DLD-1 (มะเร็งลําไสใหญ), NCI-661 (มะเร็งปอดขนาดใหญ) และ Hela 

(มะเร็งปากมดลูก) [117] นอกจากนั้นการศึกษาของ Pratheeshkumar และคณะ พบวาสารสกัด

เมทานอลจากหญาหมอนอยยับยั้ง การ metastasis ในปอด ซึ่งถูกเหนี่ยวนําโดย B16F-10 

melanoma cells ในหนูทดลองได โดยยับยั้ง lung tumor formation และ lung metastasis [112]  

 

ขอเสนอแนะ 

1. งานวิจัยในอนาคตควรแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย Thin Layer Chromatography (TLC) และนําไป

ระบุชนิดของสารดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) แลวนํามาทดสอบ

ฤทธ์ิตานการอักเสบตอ PBMCs เพื่อที่จะทราบไดวาสารสําคัญตัวไหนมีฤทธ์ิตานการอักเสบอยาง

แทจริง 

2. ศึกษากลไกตานการอักเสบของสารสกัดในการยับยั้ง NF-κB nuclear translocation เพื่อที่จะ

ทราบขอมูลที่แทจริงวาสารสกัดไปยับยั้งกระบวนการใดใน NF- κB signaling pathway 
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ภาคผนวก ก 
AF-04-09 

ขอมูลสําหรบักลุมประชากรหรือผูมสีวนรวมในการวิจัย 

1. ชื่อโครงการวิจยั  การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลลเม็ด 

เลือดขาวมนษุย     

2. ชื่อผูวิจัย  นางสาวฐิติพร  เหลาสิม               ตําแหนง  นิสิต 

3. สถานที่ติดตอผูวิจัย  

   (ทีท่ํางาน) 154 อาคารจุฬาพัฒน1 ถนนพระราม1 แขวงวงัใหม เขตปทุมวนั กทม.10330 

   (ที่บาน)   22/38  ซอยเพชรเกษม69 แขวงหนองคางพลู  เขตหนองแขม  กรุงเทพฯ 10160                

โทรศัพท (ทีท่ํางาน)  02-218-1089            โทรศัพทที่บาน 02-8074-174 

โทรศัพทมือถือ 084-343-9387         E-mail : berry_jt@hotmail.com 

ขอเรียนเชิญทานเขารวมในการวิจัย กอนที่ทานจะตัดสินใจเขารวมในการวิจัย มีความ

จําเปนที่ทานควรทําความเขาใจเกี่ยวกับงานวิจัยนี้ กรุณาใชเวลาในการอานขอมูลตอไปนี้อยาง

ละเอียดรอบคอบ และสอบถามขอมูลเพิ่มเติมหรือขอมูลที่ไมชัดเจนไดตลอดเวลา รายละเอียด

โครงการวิจัยมีดังตอไปนี้ 

1. โครงการวิจัยนี้เกี่ยวของกับการทดสอบหาฤทธิ์ตานการอักเสบและกลไกตานการ

อักเสบในสารหญาหมอนอย ซึ่งศึกษาในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย  

             2. วตัถุประสงคของการวิจัย เพื่อศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบและกลไกตานการอักเสบใน

สารสกัดหญาหมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย  

3. การศึกษานี้เปนการวิจัยเชิงทดลอง ศึกษาในผูมีสวนรวมในการวิจัยเพศชาย 10 คน

และ เพศหญิง 10 คน อายุระหวาง 20 – 40 ป ซึ่งเปนผูบริจาคเลือดที่สภากาชาดไทย หรือ นิสิต

และบุคลากรคณะ สหเวชศาสตรที่มีสุขภาพดี ซึ่งในระหวางนั้นตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการ

เจ็บปวยใดๆ โดยอาศัยการซักถามขอมูลจากแบบสอบถาม 

Inclusion criteria 

1. ประชากรชายหรือหญิงอายุระหวาง 20 – 40 ปที่ยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 
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2. สุขภาพทัว่ไปสมบูรณดี ไมเปนไขหวัด เจบ็คอ ปวดศีรษะ ไมมีภาวะเจ็บปวยหรืออยู

ระหวางรับประทานยาใดๆทีใ่ชรักษาโรค โดยเฉพาะยาแกอักเสบ หรือยาปฏิชีวนะ 

ตองหยุดยาแลวอยาง 

3. ไมมีโรคประจําตัวที่เปนอุปสรรคตองานวจิัย ดังตอไปนี้ 

- โรคอักเสบ เชน ตับอักเสบ, สะเก็ดเงนิ 

- โรคเร้ือรัง เชน เบาหวาน, มะเร็ง 

- โรคติดเช้ือ เชน เอดส, ตับอักเสบ 

- โรคทางภูมิคุมกัน เชน  ภูมิแพ , Systemic Lupus Erythrematosus (SLE) 

Exclusion criteria 

1. ประชากรที่ไมยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

2. มีประวัติการด่ืมสุรามากหรือบอยคร้ัง และมีประวัติการสูบบุหร่ี 
3. อยูในภาวะต้ังครรภ 

4. กระบวนการการวิจัย 
 4.1 คณะผูวิจัยจะหาผูมีสวนรวมในการวิจัยโดยการทําปายประกาศ ประชาสัมพันธ

งานวิจัย 

 4.2 ผูมีสวนรวมในการวิจัยยินยอมเขารวมวิจัยดวยความสมัครใจ มีสิทธิถอนตัว

เม่ือใดก็ไดโดยไมตองแจงเหตุผล ซึ่งจะไมมีผลกระทบใดๆตอผูมีสวนรวมในการวิจัยทั้งส้ิน โดยผูมี

สวนรวมในการวิจัยยินยอมใหเจาะเลือดที่แขน 2 คร้ัง คร้ังแรกจํานวน 25 ซี.ซี (5  ชอนชา) และคร้ัง

ที่2 จํานวน 5 ซี.ซี  ( 1 ชอนชา) หางจากคร้ังแรกมากวา 1 สัปดาห 

 4.3 ความเสี่ยงที่อาจเกิดจากการวิจัยนี้ การเจาะเลือดในปริมาณ 25 ซี.ซี (5  ชอนชา) 

และ 5    ซี.ซี  ( 1 ชอนชา) นั้นเปนจํานวนที่นอยมากเมื่อเทียบกับปริมาณเลือดทั้งหมดในรางกาย 

ซึ่งไมกอใหเกิดอันตรายใดๆ เวนเพียงแตอาจเกิดรอยช้ําบริเวณที่เจาะเลือดซึ่งไมมีความเจ็บปวด

และหายไดเองภายใน 7 –10 วัน อุปกรณเจาะเลือดใชคร้ังเดียวทิ้งจึงปลอดภัยตอโรคที่ติดตอทาง

เลือด และมีอาจารยที่ปรึกษาและผูวิจัย สังกัดคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง

เปนนักเทคนิคการแพทยที่มีใบประกอบวิชาชีพเทคนิคการแพทยเลขที่ ทน 2865 และทน 9847 

เปนผูเจาะเลือด หากเกิดความผิดปกติหรือผลขางเคียงขณะเจาะเลือด  คณะผูวิจัยจะทําการปฐม

พยาบาลและทําการรักษาตอไปโดยคณะผูวิจัยเปนผูรับผิดชอบคาใชจายทั้งหมด 
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 4.4 เม่ือส้ินสุดการทดลอง ตัวอยางเลือดที่เก็บทั้งหมดจะถูกทําลายโดยไมนํากลับไป

ใชในงานวิจัยอ่ืน 

5. ผูวิจัยจะใหขอมูลแกผูมีสวนรวมในการวิจัยโดยการใหอานขอมูลสําหรับผูมีสวนรวมในการวิจัย  

และผูวิจัยจะอธิบายรายละเอียดรวมถึงกระบวนการวิจัยใหทราบโดยละเอียด  

6. การวิจัยคร้ังนี้ไมมีการจายคาตอบแทนผูมีสวนรวมในการวิจัย 

7. ผลงานวิจัยจะนําเสนอเฉพาะผลการทดลองที่ผานการวิเคราะหแลว โดยที่ขอมูลสวนตัวและ

ขอมูลอ่ืนๆของทานจะถูกเก็บไวเปนความลับเฉพาะคณะผูวิจัย  

8. ผลงานวิจัยจะถูกสงไปใหผูมีสวนรวมในการวิจัยไดรับทราบ หากผูมีสวนรวมในการวิจัยตองการ

รับทราบผลงานวิจัย 

9. ผลงานวิจัยนี้ทําใหเกิดองคความรูเพื่อไปตอยอดงานวิจัย เพื่อพัฒนาเปนยาสมุนไพรไทยสําหรับ

ลดการอักเสบในโรคตางๆ ซึ่งไมมีผลขางเคียงหรือผลขางเคียงนอยกวายาที่ใชอยูในปจจุบันและ

เปนการลดคาใชจายในการรักษา 

 หากทานไมไดรับการปฏิบัติตามขอมูลดังกลาวสามารถรองเรียนไดที่ คณะกรรมการ

พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กลุมสหสถาบัน ชุดที่ 1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ชั้น 4  อาคาร

สถาบัน  2          ซอยจุฬาลงกรณ  62  ถนนพญาไท   เขตปทุมวัน   กรุงเทพฯ   10330  

โทรศัพท 0-2218-8147  โทรสาร 0-2218-8147  E-mail: eccu@chula.ac.th” 

 

 

ลงช่ือ............................................................. 

                              (ผศ.ดร.เทวนิ   เทนคําเนาว) 

                           อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ 
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ภาคผนวก ข 
หนังสือแสดงความยินยอมเขารวมการวิจัย 

     ทําที่คณะสหเวชศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย       

วันที่.............เดือน.....................พ.ศ. .................. 

เลขท่ี ประชากรตัวอยางหรือผูมีสวนรวมในการวิจัย…................…… 

ขาพเจา ซึง่ไดลงนามทายหนังสือนี ้ ขอแสดงความยินยอมเขารวมโครงการวิจยั 

ชื่อโครงการวจิยั การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากหญาหมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนษุย 

ชื่อผูวิจัย นางสาวฐิติพร   เหลาสิม  

ที่อยูที่ติดตอ 154 อาคารจุฬาพัฒน1 ถนนพระราม1 แขวงวงัใหม เขตปทุมวนั กทม.10330 

โทรศัพท 02-2181081 

 ขาพเจา  ไดรับทราบรายละเอียดเกี่ยวกับที่มาและวัตถุประสงคในการทําวิจัย 

รายละเอียดข้ันตอนตางๆ ที่จะตองปฏิบัติหรือไดรับการปฏิบัติ ความเสี่ยง/อันตราย และประโยชน

ซึ่งจะเกิดข้ึนจากการวิจัยเร่ืองนี้ โดยไดอานรายละเอียดในเอกสารช้ีแจงผูเขารวมการวิจัยโดย

ตลอด และไดรับคําอธิบายจากผูวิจัย จนเขาใจเปนอยางดีแลว   

ขาพเจาจึงสมัครใจเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ตามที่ระบุไวในเอกสารช้ีแจงผูเขารวมการ

วิจัย โดยขาพเจายินยอมใหผูวิจัยทําการเจาะเลือดจํานวน 2 คร้ัง โดยคร้ังแรกเจาะเปนจํานวน 25 

ซีซี(5 ชอนชา) และคร้ังที่สองเจาะเปนจํานวน 5 ซีซี (1 ชอนชา)โดยเจาะหางกันเปนเวลามากกวา

หนึ่งสัปดาห เพื่อนําเลือดมาทดสอบกับสารสกัดหญาหมอนอยเพื่อทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบ

และนํามาทดสอบกลไกตานการอักเสบของสารสกัดหญาหมอนอย 

ขาพเจามีสิทธิถอนตัวออกจากการวิจัยเม่ือใดก็ไดตามความประสงค โดยไมตองแจง

เหตุผล ซึ่งการถอนตัวออกจากการวิจัยนั้น จะไมมีผลกระทบในทางใดๆ ตอขาพเจาทั้งส้ิน  

ขาพเจาไดรับคํารับรองวา ผูวิจัยจะปฏิบัติตอขาพเจาตามขอมูลที่ระบุไวในเอกสารชี้แจง

ผูเขารวมการวิจัย และขอมูลใดๆ ที่เกี่ยวของกับขาพเจา ผูวิจัยจะเก็บรักษาเปนความลับ โดยจะ

นําเสนอขอมูลการวิจัยเปนภาพรวมเทานั้น ไมมีขอมูลใดในการรายงานที่จะนําไปสูการระบุตัว

ขาพเจา และจะทําลายเลือดทิ้งหลังส้ินสุดการวิจัย 

 หากขาพเจาไมไดรับการปฏิบัติตรงตามที่ไดระบุไวในเอกสารชี้แจงผูเขารวมการ

วิจัย ขาพเจาสามารถรองเรียนไดที่คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กลุมสหสถา
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บัน ชุดที่ 1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ชั้น 4  อาคารสถาบัน 2  ซอยจุฬาลงกรณ 62  ถนนพญาไท  

เขตปทุมวัน  กรุงเทพฯ  10330 โทรศัพท 0-2218-8147  โทรสาร 0-2218-8147  E-mail: 

eccu@chula.ac.th 

ขาพเจาไดลงลายมือช่ือไวเปนสําคัญตอหนาพยาน ทั้งนี้ขาพเจาไดรับสําเนาเอกสารชี้แจง

ผูเขารวมการวิจัย  และสําเนาหนังสือแสดงความยินยอมไวแลว 

 

 

 

ลงช่ือ...................................................... 

             (นางสาวฐิติพร   เหลาสิม) 

ผูวิจัยหลัก 

ลงช่ือ........................................................ 

(.......................................................) 

ผูมีสวนรวมในการวิจยั 

  

  

       ลงช่ือ............................................................. 

             (ผศ.ดร.เทวนิ   เทนคําเนาว) 

      อาจารยทีป่รึกษาวทิยานิพนธ 

ลงช่ือ......................................................... 

(.......................................................) 

พยาน 
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ภาคผนวก ค 
แบบสอบถามงานวิจัยเกีย่วกับการศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากหญา

หมอนอยในเซลลเม็ดเลือดขาวมนุษย 
Subject No………….. 

ชื่อ (นาย/นาง/นางสาว)………………………………นามสกุล…………………………….

เพศ…………... 

อาย…ุ………….ป   วัน/เดือน/ปเกิด………………………………..  เบอร

โทรศัพท……………………….. 

ใหทาํเคร่ืองหมาย     ในชองวาง  ทีก่ําหนดให 

1. ทานมีอาการไมสบาย เปนไขหวัด เจ็บคอ ปวดศีรษะ 

  ใช   ไมใช 

2. ทานรับประทานยาแกอักเสบ หรือยาปฏิชีวนะ ภายใน 7 วันที่ผานมา 

ใช   ไมใช 

3. ทานมีประวัติการเปนโรคดังตอไปนี้หรือไม 

3.1 โรคอักเสบ เชน ตับอักเสบ, สะเก็ดเงนิ 

ม ี   ไมม ี

3.2  โรคเร้ือรัง เชน เบาหวาน, มะเร็ง 

ม ี   ไมม ี

3.3  โรคติดเช้ือ เชน เอดส, ตับอักเสบ 

ม ี   ไมม ี

3.4  โรคทางภูมิคุมกัน เชน  ภูมิแพ , Systemic Lupus Erythrematosus (SLE) 

ม ี   ไมม ี

4.  ทานอยูในภาวะต้ังครรภ 

ใช   ไมใช 

5. ทานมีประวัติการด่ืมสุรา 

ใช   ไมใช 

6. ทานมีประวัติการสูบบุหร่ี 

ใช   ไมใช 

แบบสอบถามนี้อางอิงจากแบบสอบถามคุณสมบัติของผูบริจาคเลือดสภากาชาดไทย โดยคัดเลือก

มาเปนบางขอเพื่อใหตรงกับวัตถุประสงคของงานวิจัย  
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ภาคผนวก ง 
น้ํายาและสารละลายท่ีใชในการทดสอบ 

1. MTT assay 

1. MTT stock solution reagents 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

    MTT dye 5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.4) 1 มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษ

กรองขนาด 0.22 μm เพื่อแยกตะกอนที่ไมละลายน้ําออกไป และ เพือ่ทําใหปราศจากเชื้อ เก็บที่ 

– 20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 

 

2. สารละลายสําหรับละลายตะกอน formazan 

    100 % DMSO 

 
2. ELISA assay 

 
1. 1xDPBS, pH 7.2 

เตรียมจาก 10xDPBS 100 มิลลิลิตร ในน้าํ Milli Q 900 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนําไป

ปรับ pH  แลวเก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส   

 

2.  Wash buffer (0.05 % Tween-20) 

เติม Tween-20  500 ไมโครลิตร ใน 1xDPBS, pH 7.2  1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลว

นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 

3. Block buffer (1% BSA) 

ชั่ง BSA 0.5 กรัม  ละลายใน 1xDPBS, pH 7.2  50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนาํไปเก็บ

ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส   
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4. Diluent (0.05% Tween-20, 0.1%BSA) 

เตรียมจาก 1%BSA 5 มิลลิลิตร ใน 1xDPBS, pH 7.2  50 มิลลิลิตร เติม Tween-20  25 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 
3. Immunocytochemistry assay 

 

1. 1xPBS 

เตรียมจาก 10xPBS 100 มิลลิลิตร ในน้าํ Milli Q 900 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไป

เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส   

 

2. Permeabilize solution 

ชั่ง BSA 2.5 กรัม ละลายใน 1xPBS 50 มิลลิลิตร เติม triton x-100 250 ไมโครลิตรผสมให

เขากันแลวนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
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ภาคผนวก ฉ 
คําอธิบายสําหรับคํายอและสัญลักษณที่ใชในการวิจัย 

คํายอและสญัลักษณ 

คํายอ 

% 

/ 

μ 

μl 

ABTS 

 

ASA 

BSA 

COX-2 

CTLs 

DAPI 

DMEM 

DMSO 

DPBS 

ELISA 

g 

GGT 

คําอธิบาย 

เปอรเซ็นต 

Per 

Micro 

Microlitre  

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonic acid) 

Acetylsalicylic acid 

Bovine serum albumin 

Cyclooxygenase-2 

Cytotoxic T-cells 

4',6-diamidino-2’-phenylindole 

Dulbecco’s modified Eagle's medium 

Dimethyl sulfoxide 

Dulbecco’s phosphate buffer saline 

Enzyme-Linked Immunosorbent  Assay 

Gram 

Gamma-glutamyltransferase 
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คํายอ 

HBSS  

HEK 

hLITAF 

HRP 

HuH7 

IC50 

IKK 

IL 

IκB 

JAK 

kDa 

LPS 

mg 

MHC 

ml 

MTT  

 

NF-κB 

ng  

                                                                  

คําอธิบาย 

Hank’s balanced salt solution 

Human embeyonic kidney cell line 

lipopolysaccharide induced TNF-α factor 

Horseradish peroxidase 

Hepato cellular carcinoma cell line 

Inhibitory concentration at 50%              

IκB kinase  

Interleukin 

Inhibitor of NF-κB  

Janus kinase 

Kilo Dalton 

Lipopolysaccharide 

Milligram 

Major histocompatibility complex 

Millilitre 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide  

Nuclear factor kappa B 

Nanogram 
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คํายอ 

NK 

NO 

ºC 

P 

PBMCs 

PBS 

PMT 

ROS 

SEM 

SLE 

STAT 

 

T reg 

TGF-β 

Th 

TNF 

Tween-20 

U 

v/v 

VEGF 

คําอธิบาย 

Natural killer cell 

Nitric oxide 

องศาเซลเซยีส 

P-value 

Peripheral blood mononuclear cells 

Phosphate buffer saline  

Photomultiplier tube 

Reactive oxygen species 

Standard error of  mean 

Systemic lupus erythematosis 

Signal transducers and activators of 

transcription  

Regulatory T-cell  

Transforming growth factor - beta   

T helper cells 

Tumor necrosis factor 

Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate  

Unit 

Volume by volume 

Vascular endothelial growth factor  
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คํายอ 

α 

β 

γ 

คําอธิบาย 

Alpha 

Beta 

Gamma 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวฐิติพร เหลาสิม สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิค

การแพทย) เกียรตินิยมอันดับ 2  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อปการศึกษา 2551 และไดเขา

ศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินกิและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2552 

 
 

 


	หน้าปก (ไทย)
	หน้าปก (อังกฤษ)
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อ (ไทย)
	บทคัดย่อ (อังกฤษ)
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	บทที่ 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล
	บทที่ 5 บทสรุป อภิปราย และข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

