
บทท่ี 4
ผลการทดลอง

4.1 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S rDNA ของ S tre p to m yce s  spp. D230704 และ 
0245704

งานวิจัยก่อนหน้านีไค้ทำการคัดแยก Streptomyces spp. จำนวน 178 สายพันธุ จากตัวอย่าง 
ดิน ที่เก็บจากอำเภอเวียงสา จังหวัดน่าน และได้ทำการจัดกลุ่มด้วยการจัดจำแนกส่วนของลำคับน ิ
วคลีโอไทดของบริเวณ 16S-ITS โดยวิธี Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
ร่วมกับการสืกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี และได้ทำการคัดกรองเบ ื้องด ้นถึง 
ความสามารถของสารสกัดจาก Streptomyces spp. ที่แยกได้ต่อการด้านการเจริญของแบคทีเรีย ยีสต์ 
และรา นอกจากนียังได้ทดสอบความสามารถในการต้านการอักเสบในเซลล์ไลน้แมโครฟาจ RAW
246.7 โดยพบ 2 ไอโซเลตที่ม ีความสามารถในการด้านการอักเสบ ได้แก่ Streptomyces sp. 
D230704 และ Streptomyces sp. 0245704 นอกจากน้ียังพบว่า Streptomyces spp. สองไอโซเลตนี้ยัง 
สร้างสารออกฤทธด้านการเจริญของยีสต์ เมื่อทดสอบกับ Candida albican (Punkum, 2007) 
อย่างไรก็ตามยังไมมการลึกษาถึงการพิสูจณ์เอกลักษณ์ในระดับชีววิทยาโมเลกุลของ Streptomyces 
spp. ทัง2 ไอโซเลต จึงทำการลึกษาลำดับนิวคลีโอไทต์ของบริเวณ 16S rDNA ของ Streptomyces 
sp. D230704 และ Streptomyces sp. 0245704 ซึ่งได้ลำดับนิวคลีโอไทต์ของบริเวณ 16S rDNA ดัง 
แสดงในรูป 4.1 และ 4.2 หลังจากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทต์ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลออนไลน ้
(GenBank) เพื่อระบุสปีซีส์ของไอโซเลต Streptomyces sp. D230704 วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทต์มี 
ความยาวประมาณ 1200 bp เปรียบเทียบกับข้อมูลจากฐานข้อมูลพบว่ามีความคล้ายคลึงคับ 
Streptomyces lanatus NBRC 12787 Accession Number AB184845 โดยมค่า Query converage 
เท่าคับ 99% และค่า Max identity เท่ากับ 99% สำหรับ Streptomyces sp. 0245704 วิเคราะห์ลำดับน ิ
วคลีโอไทต์มีความยาวประมาณ 1000 bp เปรียบเทียบกับข้อมูลจากฐานข้อมูลพบว่ามีความ 
คล้ายคลงคับ Streptomyces yokosukanensis strain NRRL B-3353 Accession Number มค่า Query 
converage เท่าคับ99% และค่า Max identity เท่าคับ 100%
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> S trep to m yces  sp. D230704
CTTTCCAACCCGGGAGATGCCTCCCAGGCTCGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAG
GGCTTGTCCCAGAGTGAAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTA
ATCCACCCCGAAGGGCTTCATCTCGACTGCTTTTGATCGCCTGCGATCGACTGCAGAC
CCGAGGTTAAGCCTCGGGCTTTCACAATCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTT
ACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
GTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTCTCGCTTCTTCCCTGCTGAAA
GAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTC
GCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAG
TCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCA
TTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTTCACCGCCGGAGCTTTTCA
CTCGGTTCACTTCGTCCTCGCCAGTCCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTT
GGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGA

รูป 4.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ S trep to m yces  sp. D230704
ลำดับนิวคลีโอไทด์วิเคราะห์ด้วยโปรแกม ChromasPro 1.5
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> S trep to m yces  sp. 0245704
CGTTCGCCACTAATCCACCCCGAAGGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTCCATTTCAG
CAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGATTGTGAAAGCCCGAGGCTTAACCTCGGGTCT
GCAGTCGATACGCAGGTGAGTCGTCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTC
CTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCAC
CTGTACACCGACCACAAGGGGGACCCTGTCTCCAGGGTTTTCCGGTGTATGTCAAGC
CTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCGTCAAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGGCGGG
CCCCCGTCCATTCCTTGAGTTTTAGCACTTGCGTCCTTCGCCAGTCCCACCTTCGACA
GCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGT
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTTTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGA
TTACTAGCGACTCCGACTTCTTGGGGTCCTGTTGCAGACCCCC

รูป 4.2 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ S trep to m yces  sp. 0245704
ลำดับนิวคลีโอไทด์วิเคราะห์ด้วยโปรแกม ChromasPro 1.5
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4.2 ฤทธิ่ของสารสกัดจากเมแทบอไลต์จาก S trep to m yces  spp. D230704 และ 0245704 ต่อการผลิต 
ไนตริกออกไซดรองแมโครฟาจที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y

เตรียมสารเมแทบอไลต์จาก Strep tom yces spp. D230704 และ 0245704 ที่เลี้ยงในอาหาร 
เล้ียงเช้ือเหลวชนิด C4 แล้วป่นเหวี่ยงนำส่วนใสมาสกัดด้วย acetone ในอัตราส่วน 1: 1 นำสารสกัด 
มาทดสอบฤทธิการด้านการอักเสบด้วยการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์จากแมโครฟาจที่ได้รับการ 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y และนำมาคำนวนค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไคซ ็
(หัวข้อ 3.4.3) พบว่าเม่ือเปรียบเทียบกับแมโครฟาจที่ชุดควบคุม สารสกัดจาก Strep tom yces spp. ทัง 
2 ไอโซเลตมีฤทธึ๋ในการด้านการอักเสบ เนื่องจากสามารถกดการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล้แม 
โครฟาจอย่างมีนัยสำคัญ (รูป 4.3) อีกทั้งสารเมแทบอไลด์ยังไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ความ 
เข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบฤทธึ่น (ไม,แสดงข้อมูล)

-ve +ve D230704 0245704
condition

รูป 4.3 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของแมโครฟาจ RAW 264.7 ที่ได้รับการ 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y แมโครฟาจที่ทดสอบด้วยสารสกัดจากเมทาบอไลด์และได้รับการ 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัคปริมาณไนตริกออกไซด์โดยปฏิกิริยา Griess 
ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซาของการทดลอง 2 คร้ังท่ีไม,เกี่ยวข้องกัน 
(-ve คือ DMSO, +ve คือDMSO+LPS+IFN-y และ ** คือ ค่าความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ 
ทางสถิติท่ี /><0.01)
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4.3 การทำสารออกฤทธิ่ทางชีวภาพที่มีฤทธิ่เนการต้านอักเสบของเมแทบอไลต้เห์บริลุโทธิ่
4.3.1 S trep to m yces  sp. D230704
หลังจากเพ่ิมปริมาณของสารเมแทบอไลต์จาก Streptomyces spp. D230704 โดยเลี้ยงเชื้อใน 

อาหารเลียงเชือทังหมดในปริมาตร2 0 ลิตร และคัดแยกส่วนย่อยตามแผนภูมิ 1 และ2 ตามลำดับ ได้ 
นำสารสกัดทดสอบเพื่อสืกษาลักษณะสารเบืองด้นด้วยการวิเคราะห์โดย NMR (รูป 4.4)

รูป 4.4 NMR สเปคตราของ Crude ethyl acetate ของ S trep to m yces  sp. D230704 (4.6A) และ 
S trep to m yces  sp. 0245704 (4.6B) NMR สเปคตราได้จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Bruker AV400 
spectrometer ท่ี 400 MHz สำหรับการสืกษา 'h NMR สารสกัดที่นำไปวิเคราะห์ถูกละลายใน CDC13
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นำสารสกัดทสกัดได้โดยการสกัดด้วย ethyl acetate (crude ethyl acetate)!ปผ่านคอลัมน 
Sephadex LH-20 column ขนาด 3.8X5 เซนติเมตร ใช ้ methanol เป็นสารละลายในการชะผ่าน 
คอลัมน์ จากการผ่านคอลัมน์ของสารสกัดได้แบ่งสารสกัดออกเป็น 8 ส่วน (ส่วนย่อย) คือ ส่วนย่อย 
P1 ถึงส่วนย่อย P8 นำสารสกัดที่คัดแยกได้ทั้ง8 ส่วนย่อยไปวิเคราะห์ด้วย NMR (ภาคผนวกค) 
และทดสอบความสามารถในการด้านการอักเสบ (หัวข้อ 3.4.3) และความเป็นพิษต่อเซลล์ (หัวข้อ
3.4.2)พบว่าV]กส่วนย่อยมีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยมากโดยให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล ์
อยู่ในช่วง 70-90 เปอร์เซ็นต์ที่ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ (0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และเมื่อ 
เปรียบเทียบฤทธในการด้านการอักเสบของสารที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ส่วนย่อยท่ีมีฤทธิ๙ในการด้านการอักเสบ ได้แก่ PI, P2, P5, P6, P7 และ P8 (รูป 4.5)

จากหันเลือก ส่วนย่อย P7 มาทำการคัดแยกสารต่อ เน่ืองจาก ส่วนย่อย P7 เมื่อนำมาทดสอบ 
มีความเป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างน้อย และมีฤทธในการด้านการอักเสบ โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 
การผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ทดสอบประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ส่วนย่อย P7 มีปริมาณ 
ของสารเพียงพอในการจะทำการคัดแยกสารต่อไป จึงนำส่วนย่อย P7 มาผ่านคอลัมน์ชนิด silica gel 
column chromatography จากการผ่านคอลัมน์ของสารสกัดได้แบ่งสารสกัดออกเป็น 8 ส่วน คือ 
ส่วนย่อย P7A1 ถึง ส่วนย่อย P7A8 พบว่าทุกส่วนย่อย มีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยมากเปอร์เซ็นต ์
ความอยู่รอดของเซลล์จะอยู่ในช่วง 70-90 เปอร์เซ็นต์ที่ท ุกความเข้มข้นที่ทดสอบ (0-100 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) และเมื่อเปรียบเทียบฤทธในการด้านการอักเสบของสารที่ความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ส่วนย่อย ท่ีมีฤทธิ๙ในการด้านการอักเสบ มีเพียงส่วนย่อย P7A7 ท่ีมี 
ฤทธในการด้านการอักเสบ (รูป 4.6) แต่เน่ืองจากทุกส่วนย่อย มีปริมาณสารไม่เพียงพอกับการนำไป 
แยกต่อไป จงสืกษาในสารสกัดส่วนอน ได้แก่ crude hexane extract และ crude water extract

นำส่วนของ crude hexane extract ไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์และทดสอบฤทธด้าน 
การอักเสบ พบว่า crude hexane extract มีฤทธในการด้านการอักเสบ โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
การผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ทดสอบประมาณ6 5 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 31.62 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร และมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ทดสอบสูงถึง 80 
เปอร์เซ็นต์ ท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (รูป 4.7)
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tract toa P I fraction P2

fraction P3 fraction P4

รุ
•Sr

% Inhibition

รูป 4.5 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู่รอดของแมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ี 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัดส่วนย่อย P1-P8 โดยเติมสารสกัดแก่แมโครฟาจที่ได้รับ 
การกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดยปฏิกิริยา 
Griess และสืกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด ส่วนย่อย P1 ถึง ส่วนย่อย P8 
ข้อมูลของผลการทคลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซาของการทดลอง 2 ครั้งที่ไม่เกี่ยวข้องกัน 
(กราฟ ■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และ กราฟ •  คือ เปอร์เซ็นต์ความอยู่ 
รอดของเซลล์)
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fraction P7A1 fraction P7A2

cone, of fraction Pi ( Mg mlj 
fraction P7.Ù

cone of fraction P7A2 ( Mg mi) 
fraction P7A4

cone of fraaion P7A£ ( Mg ml) 
fraction P7A7 fraction P" AS

!

cone of fraction P7A9 ( Ml. ท)

รูป 4.6 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู่รอดของแมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ี 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัดส่วนย่อย P7Al-P7A9lดยเติมสารสกัดแก่แมโครฟาจที่ 
ไค้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดย 
ปฏิกิริยา Griess และสืกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด ส่วนย่อย P7A1 ถึง 
ส่วนย่อย P7A9 ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซาของการทดลอง 2 คร้ังท่ี 
ไม่เกี่ยวข้องกัน (กราฟ ■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และ กราฟ •  คือ 
เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์)
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Crude hexene extract

^inhibition
% cell viability
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cone, of Crude hexene extract (ng/ml)

รูป 4.7 เปอร์เซ็นต์การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู่รอดของแมโครฟาจ RAW 264.7 

cell line ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัด Crude hexane extract โดยสารสกัดแก่แม 

โครฟาจท่ีได้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน24ช่ัวโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ 

โดยปฏิกิริยา Griess และสืกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด Crude hexane 

extract ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทคลอง 3 ซำของการทดลอง 2 ครังท่ีไม, 

เกี่ยวข้องกัน (กราฟ ■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และกราฟ •  คือ 

เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์)
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จากน้ันนำส่วนของน้ําเลี้ยงเช้ือท่ีเหลือจากการสกัดด้วย ethyl acetate และ hexane (crude 

water extract) มาผ่านคอลัมนชนิด reverse phase silica gel จากการผ่านคอลัมนของสารสกัดได้ 

แบ่งสารสกัดออกเป็น 8 ส่วน คือ W1 ถึง พร แด้วนำทุกส่วนย่อยมาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

และฤทธ๋ึการด้านการอักเสบ พบว่า สารสกัดส่วนใหญ่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ยกเว้น ส่วนย่อย พ 2 

และส่วนย่อย พ? ท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างน้อย และมีฤทธในการด้านการอักเสบ (รูป 4.8) 

จึงเลือกส่วนย่อย พ 2 มาทำให้บริสุทธิตอ เน่ืองจากส่วนย่อย พ 2 เมื่อนำมาทดสอบมีความ 

เป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างน้อย และมีฤทธิ๙ในการด้านการอักเสบ และปริมาณของส่วนย่อย พ 2 มีสาร 

เพียงพอในการจะทำการทำให้บริสุทธิตอไป จึงนำส่วนย่อย พ 2 ผ่านคอลัมน์ชนิด reverse phase 

silica gel จากการผ่านคอลัมน์ของสารสกัดได้แบ่งสารสกัดออกเป็น 12 ส่วน คือ ส่วนย่อย พ 2A1 

ถึง ส่วนย่อย พ 2A12 นำทุกส่วนย่อย ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์และฤทธิ๙ด้านการอักเสบ พบว่า 

ส่วนย่อยที่มีฤทธในการด้านการอักเสบและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ หรือเป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างน้อย 

ได้แก่ ส่วนย่อย พ 2A5 และ ส่วนย่อย พ 2A11 (รูป 4.9)

จากการคัดแยกสารจาก Streptomyces sp. D230704 สารสกัดในแต่ละส่วนที่แยกได้ไม่ 

สามารถแยกต่อได้เนื่องจากปริมาณสารน้อยเกินกว่าจะดำเนินการต่อไปได้ และจากการวิเคราะห์ 

ด้วย 'h NMR พบว่าสารส่วนที่มีฤทธิต'านการอักเสบมีลักษณะของสเปกตรัมในส่วนของคาร์บอน 

สายยาว (carbon long chain) เป็นส่วนใหญ่ จะเห็นได้ว่าส่วนของ crude hexane extract มีฤทธิ”ใน 

การด้านการอักเสบ จึงคาดว่าสารท่ีมีฤทธิ๙ในการด้านการอักเสบน่าจะอยู่ในส่วนของคาร์บอนสาย 

ยาวหรือในส่วนของน้ัามัน ทำให้ไม่สามารถการแยกได้โดยการใช้ column chromatography



50

t x M a W ÿ f a t  non พร
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รูป 4.8 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู'รอดของเฌโครฟใจ RAW 264.7 ท่ี 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัดส่วนม่อย W1-W8 โดยเติมสารสกัดในแมโครฟาจที ่
ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดย 
ปฏิกิริยา Griess และถึกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด ส่วนย่อย W1 ถึง 
ส่วนย่อย พร ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้าของการทดลอง 2 คร้ังท่ี 
ไม่เกี่ยวข้องกัน (กราฟ ■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และ กราฟ •  คือ 
เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์)



51

ÔWÎH» W2A1 fttln  พะ. \2

frjcO» พะ.น W2A6

1 10 
CDK offnwUoi WIA5 ( น£ ๗ )

£
ï

รูป 4.9 เปอร์เซ็นต์การยับยงการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู่รอดของแมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ี 

กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัดส่วนย่อย W2A1-W2A12 โดยเติมสารสกัดในแมโคร 
ฟาจที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดย 
ปฏิกิริยา Griess และถึกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด ส่วนย่อย W1A1 ถึง 
ส่วนย่อย W1A12 ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ขำของการทดลอง 2 
ครังที่ไม่เกี่ยวข้องกัน (กราฟ ■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยังการผลิตไนตริกออกไซด์ และ กราฟ •  คือ 
เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์)
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4.3.1 S trep to m yces  sp. 0245704
นำ Streptomyces sp. 0230704 มาเลียงด้วยอาหารเลียงเชื้อชนิดเหลว C4 ปริมาตร 20 ลิตร 

แล้วป ่นเหวี่ยงเก ็บเฉพาะส่วนใสมาสกัดตามขั้นตอนของแผนภูม ิ 3.2 สกัดนํ้าเลี้ยงเชื้อด้วย ethyl 
acetate นำสารสกัดทีสกัดส่วนของ crude ethyl acetate ผ่านคอลัมน์ Sephadex LH-20 ขนาด 3.8X5 
เซนติเมตร ใช้ methanol เป็นสารละลายในการชะผ่านคอลัมน์ จากการผ่านคอลัมน์ของสารสกัดได้ 

แบ่งสารสกัดออกเป็น 5 ส่วนย่อย คือ ส่วนย่อย A1 ถึง ส่วนย่อย A5 แล้วนำทุกส่วนย่อยไปทดสอบ 

ความเป ็นพ ิษต่อเซลล์ทดสอบ พบว่าส่วนย่อย A4 และ ส่วนย่อย A5 มีความเป ็นพ ิษต่อเซลล์ 

ค ่อน1ข้างน้อยและมีฤทธในการกดการด้านการอักเสบที่ความเข้มข้น 31.62 ไมโครกรัมต่อมิลลิล ิตร 

(รูป 4.10) แต่เลือกส่วนย่อย A5 มาแยกต่อเนื่องจากสารมีปริมาณมากกว่า นำส่วนย่อย A5 ผ่าน 

คอลัมน์ชนิด Sephadex LH-20 ขนาด 3.8 X 5 เซนติเมตร ใช้ methanol เป็นสารละลายในการชะ 

ผ ่านคอลัมน ์ อีกครั้ง จากการผ่านคอลัมน ์ของสารสกัดได ้แบ ่งสารสกัดออกเป็น 6 ส่วนย่อย คือ 

ส่วนย่อย A5B1 ถึง ส่วนย่อย A5B6 นำทุกส่วนย่อยที่แยกได้ไปทดสอบ พบว่าส่วนย่อย A5B6 มี 

ฤทธในการด้านการอักเสบและไม,เป็นพิษต่อเซลล์ (ร ูป 4.11)จึงนำสารไปตกผลึกชํ้าอีกครั้ง เพ่ือทำ 

ให้สารมีความบริสุทธมิากขึ้น นำสารที่บริสุทธไปวิเคราะห์โครงสร้างด้วย NMR และวิเคราะห์มวล 

โมเลกุลของสารด้วยเครือง Mass spectrometer (MS) ชนิด MOLDI-TOF mass spectrometer
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รูป 4.10 เปอร์เซ็นต์การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู่รอดของแมโครฟาจ RAW 264.7 

ที่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัดส่วนย่อย A1-A6 โดยเติมสารสกัดในแมโครฟาจที่ 

ได้ร ับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดย 

ปฏิกิริยา Griess และถึกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด ส่วนย่อย A1 ถึง 

ส่วนย่อย A6 ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซาของการทดลอง 2 ครั้งที่ไม่ 

เกี่ยวข้องกัน (กราฟ ■  คือ เปอร์เซ ็นต ์การยับย ั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และ กราฟ •  คือ 

เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์)
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fraction A5B6
% Inhibition
% Cell viability

cone, of fraction A5B6 (ng/ml)

รูป 4.11 เปอร์เซ็นต์การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด์และการอยู่รอดของแมโครฟาจ RAW 264.7 

ที่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ของสารสกัดส่วนย่อย A5B6 โดยเติมสารสกัดในแมโครฟาจที่ 

ได้ร ับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดย 

ปฏิกิริยา Griess และสืกษาความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสารสกัด ส่วนย่อย A6B6 ข้อมูล 

ของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซำของการทดลอง 2 ครังที่ไม,เกี่ยวข้องกัน (กราฟ 

■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และ กราฟ •  คือ เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของ 

เซลล์)
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ผลจากการวิเคราะห์โครงสร้างด้วย 'h NMR (รูป 4.12) และวิเคราะห์มวลโมเลกุลของสารด้วย 

เครือง Mass spectrometer (MS) ชนิด MOLDI-TOF mass spectrometer (รูป 4.13) ของสารสกัด 

ส่วนย่อย A6B5 สามารถหาโครงสร้างของสารและนํ้าหนักโมเลกุลของสารประมาณช่วง 399.781- 

401.724 m/z และเมื่อนำไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของ Bennacer และคณะ ท่ีศึกษาการสังเคราะห์สาร 

dihydroeponemycin (Bennacer et ฟ., 2003) พบว่ามีความใกล้เคียงกับโครงสร้างสารที่วิเคราะห์ได้จาก 

สเปกตรัมของ ‘h NMR spectra และการวิเคราะห์มวลโมเลกุลด้วย MOLDI-TOF mass spectrometer 

ดังน้ัน จึงสามารถสรุปได้ว่าส่วนย่อยนิ คือ dihydroeponemycin (รูป 4.14)

รูป 4.12 NMR ณปคตราของสารสกัดส่วนย่อย A6B5ในการวิเคราะห์ตำแหน่งของ C อะตอม จาก 

การศึกษาโดย ‘h NMR

NMR สเปคตราวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Bruker AV400 spectrometer ท่ี 400 MHz ส์าหรับการศึกษา 

ด้วย 'h NMR สารสกัดท่ีนำไปวิเคราะห์ละลายสารใน CDClj
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รูป 4.13 สเปกตรัม MALDI-TOF mass spectrometry ของสารสกัดส่วนย่อย A6B5 จากการกัด 

แยกจาก Streptomyces spp. 0245704 สเปกตรัม HRESIMS แสดงการวิเคราะห molecular weight 

สารสกัดส่วนย่อย A6B5 จาก Streptomyces sp. 0245704 วิเคราะห์โดยใช้เครื่อง MOLDI-TOF 

mass spectrometry ช่วงของ molecular weight ของสารอยู่ในช่วง 399.781-401.724 m/z เมอ 

เปรียบเทียบกับสเปกตรัมชุดควบคุม (ภาคผนวก ค)
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ลักษณะทัวไปของสาร dihydroeponemycin 

นำหนักโมเลกุล (Molecular weight) 

ลักษณะ (Form)

ส ี

สูตรโครงสร้าง (Formula)

การละลาย (Solubility)

400.51 
ผง (powder)

แดงเข้ม (dark red)

c  2 0 ^ 3 6 ^ 2 ^ 6

ละลายได้ดีใน DMSO

รูป 4.14 โครงสร้างทางเคมีของ dihydroeponemycin
โครงสร้างของ dihydroeponemycin วิเคราะห์ข้อมูลของ NMR สเปคตรา เปรียบเทียบกับข้อมูลจาก 

ฐานข้อมูล
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4.4 ผลของ dihydroeponemycin ต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์และการอักเสบในแม
โครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y

ล ักษณ ะทางส ัณ ฐานว ิทยาของแมโครฟาจ RAW 264.7 ซ ึ่งทดสอบด ้วยสารละลาย 

dihydroeponemycin ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ท ี่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y พบว่าลักษณะ 

ของเซลล์ทดสอบมีล ักษณะปกติ (รูป 4.16F) เช ่นเดียวกับเซลล์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น (รูป 4.16A) 
และเพื่อเป็นการยืนยันความสามารถของสารต่อการด้านการอักเสบจึงทดสอบโดยวัดปริมาณการ 

ผลิตไนตริกออกไซด์ของแมโครฟาจที่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y (หัวข้อ 3.4.3) และทดสอบ 

ความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT (หัวข้อ 3.4.2) จากการทดสอบพบว่าสาร dihydroeponemycin 

สามารถกดการผลิตไนตริกออกไซด์โดยมีค่า IC50 ท่ี 79.40±4.5 ไมโครโมลาร์ (รูป 4.14) และมีค่า 

IC50 ต่อความเป็นพิษของเซลล์ที่ >100 ไมโครโมลาร์

% Inhibition
. __ -■ - % Cell viabilityDihydroeponemycin

cone, of Dihydroeponemycin (|iM)

รูป 4.15 ผลของสาร dihydroeponemycin ในการด้านการอักเสบในแมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ี 
กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y โดยเติมสารสกัดในแมโครฟาจที่ได้ร ับการกระตุ้นด้วย LPS และ 

IFN-y น าน 24 ชั่วโมง และวัดปริมาณไนตริกออกไซด์โดยปฏิกิริยา Griess และสืกษาความอยู่รอด 

ของเซลล์ด้วยวิธี MTT ของสาร dihydroeponemycin ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการ 

ทดลอง 3 ซํ้าของการทดลอง 2 ครั้งที่ไม่เกี่ยวข้องกัน (กราฟ ■  คือ เปอร์เซ็นต์การยับยังการผลิตไน 

ตริกออกไซด์และ กราฟ •  คือ เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์)
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รูป 4.16 ผลของ dihydroeponemycin ต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแมใครฟาจ RAW 246.7
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแมโครฟาจภายใต้กล้อง inverted microscope (OLYMPUS, Japan) 

กำลังขยาย 40X (A) แมโครฟาจ RAW 264.7 ที่ไม่ถูกกระตุ้น, (B) แมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ี 

กระตุ้นด้วย LPS and IFN-Y นาน 6 ชั่วโมง, (C) แมโครฟาจ RAW 264.7 ที่ไม่ถูกกระตุ้นและเติม 

DMSO, (D) แมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีเติม DMSO และกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 6 

ช่ัวโมง, (E) แมโครฟาจ RAW 264.7 ที่ไม่ถูกกระตุ้นและเติม dihydroeponemycin ความเข้มข้น 100 

ไมโครโมลาร์, (F) แมโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีเติม dihydroeponemycin ความเข้มข้น 100ไมโคร 

โมลาร์และกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 6 ช่ัวโมง
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4.5 ผลของ dihydroeponemycin ต่อการแสดงออกของยีน พ 0 ร ใ นแมโครฟาจ RAW 246.7 ท่ี 

กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y
เ พ ื ่ อ ส ื ก ษ า ก ล ไ ก ใ น ก า ร ก ด ก า ร ผ ล ิ ต ไ น ต ร ิ ก อ อ ก ไ ซ ด ์ จ ึ ง ท ด ส อ บ ผ ล ข อ ง ส า ร  

dihydroeponemycin ต่อการแสดงออกของยีน iNOS ซ ึ่งเป ็นย ีนท ี่ประมวลรห ัสเอนไซม์ NOS ที่มี 

ความสำคัญในการเร่งปฏิกิริยาสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ในกระบวนการอักเสบ โดยทำการสืกษา 

การแสดงออกของ mRNA จากแมโครฟาจ RAW 264.7 ที่ได้รับสาร dihydroeponemycin ที่ความ 

เข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ก่อน 1 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 6 ชั่วโมง และ 

สืกษาการแสดงออกของยีน iNOS ด้วย'วิธี quantitative Real-time PCR ผลจากการสืกษาพบว่าสาร 

dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ มีฤทธในการกดการแสดงออก1ของยีน iNOS 

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบคับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) (รูป 4.17) นอกจากนี้ 

ได้ทำการสืกษาการแสดงออกของโปรตีน iNOS ด้วยวิธี Western blot โดยทำการทดสอบสาร 

dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร ์ ในแมโครฟาจ RAW 264.7 เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง แล้วกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y แล้วทำการเก็บโปรตีนทุกๆ 0, 3, 6, และ 12 ชั่วโมง 

ตามลำดับ จากผลการสืกษาพบว่าสาร dihydroeponemycm ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร ์ 

สามารถกดการแสดงออกของโปรตีน iNOS ที่เวลา 12ชั่วโมงเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองชุด 

ควบคุม (DMSO) (รูป 4.18) และเพื่อเป็นการยืนยันความสามารถของสาร dihydroeponemycin ใน 

การ ก ด ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  โ ปร ต ี น  iNOS จ ึ ง ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง โ ด ย ท ำ ก า ร เ จ ื อ จ า ง ส า ร  

dihydroeponemycin ความเข้มข้นต่างๆ (50, 100 และ 200 ไมโครโมลาร์) นาน 12 ชั่วโมง พบว่า 

สาร dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ กดการแสดงออกของโปรตีน iNOS ได้ 

มากกว่า สาร dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร ์ และ 50 ไมโครโมลาร ์ 

ตามลำดับ เปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) (รูป 4.19)
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untreated DMSODMSO Dihydroeponemycin
LPS+IFNy

รูป 4.17 ผลของสาร dihydroeponemycin ต่อการแสดงออกของ mRNA ของยีน ÏN O Sในแมใคร 

ฟาจ RAW 246.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นำแมโครฟาจมาทดสอบด ้วยสาร 

dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ นาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงกระตุ้นด้วย LPS และ 

IFN-y นาน 6 ชั่วโมง เพื่อใช้ในการสืกษาระคับการแสดงออกของ mRNA ของยีน ÏNOS ด้วย'วิธี 

quantitative Real-time PCR ข้อมูลของผลการทดลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซา ( ** คือ ค่า 

ทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p<0.05)
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รูป 4.18 ผลของสาร dihydroeponemycin ต่อการแสดงออกของโปรตีน ÏNOS ในแมโครฟาจ

RAW 246.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นำแมโครฟาจมาทดสอบด้วยสาร dihydroeponemycin 

ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์นาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y เป็นเวลา 0, 3, 

6 และ 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) (A คือ การแสดงออกของโปตีน 

ด้วย Western b lot, B คือ กราฟแสดงความเข้มของแถบ iNOS เมื่อปรียบเทียบกับ p-actin, unsti. คือ 

การแสดงออกของโปรตีนของแมโครฟาจที่ไม่ได้รับการกระตุ้น)
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รูป 4.19 ผลของสาร dihydroeponemycin ในความเข้มข้นต่างๆ ต่อการแสดงออกของโปรตีน 

iNOS ในแมใครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นำแมโครฟาจมาทดสอบด้วยสาร 

dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 50, 100 และ 200 ไมโครโมลารั นาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงกระตุ้น 

ด้วย LPS และ IFN-y เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับการทคลองชุดควบคุม (DMSO) (A คือ 

การแสดงออกของโปตีน ด้วย Western b lo t, B คือ กราฟแสดงความเข้มของแถบ, unsti. คือ การ 

แสดงออกของโปรตีนของแมโครฟาจที่ไม,ได้รับการกระตุ้น, - คือ ไม่กระตุ้นด้วย LPS และ!FN-y, 

+ คือ กระตุ้นด้วย LPS และ!FN-y)
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4.6 ผลของ dihydroeponemycin ต่อการแสดงออกของยีน IL -6  และ TNFa ในแมโครฟาจ RAW

246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y

เพ ื่อทำการสืกษาผลของสารต ่อการแสดงออกของย ีนท ี่เก ียวข ้องก ับ pro-inflammatory 

cytokine ได้แก่ ยีน IL-6 และยีน TNFa โดยทำการคืกษาการแสดงออก1ของ mRNA จากแมโครฟาจ 

RAW 264.7 ที่ได้รับ dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ก่อน 1 ชั่วโมงและ 

กระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 6 ชั่วโมง และสืกษาการแสดงออกของยีน 11-6 และยีน TNFa ด้วย 

วิธี quantitative Real-time PCR ผลจากการสืกษาพบว่า dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไม 

โครโมลาร์ มีฤทธในการกดการแสดงออกของยีน IL-6 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ 

กับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) (รูป 4.20) แต่ไม,มีฤทธิตอการแสดงออกของยีน TNFa (ไม่ 

แสดงผล)

I  80‘น

LPS+IFNy

c m  DMSO
I—— —I WM Dihydroeponemycin

+

รูป 4.20 ผลของสาร dihydroeponemycin ต่อการแสดงออกของ mRNA ของยีน IL -6  ในแมโคร 

ฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y

ไข้ RNA จากแมโครฟาจทดสอบควยสาร dihydroeponemycin ที่ความเข้ม้,ขน 100 ไมโครโมลาร์ 

นาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y นาน 6 ชั่วโมง ในการวิเคราะห์ระดับ mRNA 

ของ IL-6 โดยวิธี quantitative Real-time PCR ข้อมูลของผลการทคลองแสดงค่าเฉลี่ยจากการ 

ทดลอง 3 ซา (- คือ ไม,กระตุ้นด้วย LPS และIFN-y, + คือ กระตุ้นด้วย LPS และIFN-y, ** คือ ค่า

ทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที p<0.05)
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4.7 ผลของ dihydroeponemycin ต'อการเกิดการเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ของวิถี 

สัญญาณต่างๆในแมโครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y

เพื่อสืกษาผลของ dihydroeponemycin ต่อวิถีสัญญาณ NF-kB และ MAPK ผ่านทางตัวรับ 

Toll-like receptor 4 (TLR4) ซึ่งเปีนรัเจจัยที่สำคัญในการถอดรหัสของยีน iNOS โดยสืกษาผลของ 

dihydroeponemycin ต่อการเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีนในวิถีส ัญญาณ NF-kB และ MAPK โดย 

Western blot ในแมโครฟาจทีไค้รับ dihydroeponemycin ทีความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร เป็น 

เวลา 1 ชั่วโมง แล้วกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y แล้วทำการเก็บโปรตีนจากแมโครฟาจทุกๆ 0, 15, 
30, และ 60 นาที ตามลำดับ จากผลการสืกษาพบว่าเซลล์ท ี่ไค ้ร ับ dihydroeponemycin เมื่อ 

เปรียบเทียบคับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) มีการเหนี่ยวนำการเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีน 

IkBoc มากขึ้นในวิถีสัญญาณ NF-kB ที่เวลา 15 นาที (รูป 4.21) นอกจากนี dihydroeponemycin ยังมี 

ฤทธึ๋กดการเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีน SAPK/JNK ที่เวลา 60 นาที (รูป 4.24) และเหนี่ยวนำการ 

เติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีน ERK1/2 ในวิถีสัญญาณ MAPK ที่เวลา 60 นาที (รูป 4.23) แต่ไม่มีผล 

คับ p65 ในวิถีสัญญาณ NF-kB (รูป 4.22)
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รูป 4.21 ผลของ dihydroeponemydn ต่อการเกิดการเติมหยู่ฟอสเฟตของโปรตีน IKBa ของวิถี 

สัญญาณ NF-KBในแมโครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y แมโครฟาจได้รับ

dihydroeponemydn ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ นาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงกระตุ้นด้วย LPS และ 

IFN-y เป็นเวลา 0, 15, 30 และ 60 นาที ตามลำดับ เปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) 

โดยวิธี Western blot (A คือการแสดงออกของโปรตีนด้วย Western b lo t, B คือ กราฟแสดงความ 

เข้มของแถบของ Phospho IKBa, C คือ กราฟแสดงความเข้มของแถบของ Total IKBa 5 unsti. คือ 

การแสดงออกของโปรตีนของแมโครฟาจที่ไม่ได้รับการกระตุ้น)
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รูป 4.22 ผลของ dihydroeponemydn ต่อการเกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีน p65 ของวิถี 
สัญญาณ MAPKในแมโครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y แมโครฟาจได้รับ
dihydroeponemydn ท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ นาน 1 ช่ัวโมง แล้วจึงกระตุ้นด้วย LPS และ 

IFN-y เปีนเวลา 0, 15, 30 และ 60นาที ตามลำดับ เปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) 

เพื่อไชในการสืกษาระดับการแสดงออกของ ของโปรตีน p65 ของวิธีสัญญาณ NF-KB ด้วย

Western blot (A คือการแสดงออกของโปตีน ด้วย Western blot, B คือ กราฟแสดงความเข้มของ 

แถบของ Phospho p65, C คือ กราฟแสดงความเข้มของแถบของ Total p65 5 นทรถ่.คือ การ 

แสดงออกของโปรตีนของแมโครฟาจท่ีไม,ได้รับการกระตุ้น)
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รูป 4.23 ผลของ dihydroeponemycin ต่อการเกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีน ERK1/2 ของวิถี 
สัญญาณ MAPKในแมโครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นติ'วย LPS และ IFN-y แมโครฟาจได้รับ
dihydroeponemycin ท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ นาน 1 ชั่วโมแล้วจึงกระตุ้นด้วย LPS และ 

IFN-y เป็นเวลา 0, 15, 30 และ 60 นาที ตามลำดับ เปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม (DMSO) 

ด้วยวิธี Western blot (A คือการแสดงออกของโปรตีน ด้วย Western blot, B คือ กราฟแสดงความ 

เข้มของแถบของ ERK1, C คือ กราฟแสดงความเข้มของแถบของ ERK2 , unsti. คือ การแสดงออก 

ของโปรตีนของแมโครฟาจท่ีไม,ได้รับการกระตุ้น)
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รูป 4.24 ผลของ dihydroeponemycin ต่อการเกิดการเติมหยู่ฟอสเฟตของโปรตีน SAPK/JNK 
ของวิธีสัญญาณ MAPKในแมโครฟาจ RAW 246.7 ท่ีกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y แมโครฟาจ
ได้รับ dihydroeponemycin ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ นาน 1 ช่ัวโมง แล้วจึงกระตุ้นด้วย 

LPS และ IFN-y เปีนเวลา 0, 15, 30 และ 60 นาที ตามลำดับ เปรียบเทียบกับการทคลองชุดควบคุม 

(DMSO) ด้วยวิธี Western blot (A คือการแสดงออกของโปรตีน ด้วย Western blot, B คือ กราฟ 

แสดงความเข้มของแถบของ SAPK, C คือ กราฟแสดงความเข้มของแถบของ JNK , unsti. คือ การ 

แสดงออกของโปรตีนของแมโครฟาจที่ไม่ได้รับการกระตุ้น)
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