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Nowadays, Scaphium scaphigerum fruits are widely used as a beverage. The 

claimed efficacies in folklore medicine are treatment of sore throat and conjunctivitis . The 

in vitro study demonstrated the water extract of S. scaphigerum fruits contained large 

amount of polysaccharide which could stimulate leukocyte proliferation and macrophage 

function. This research objective was to study the effect of S. scaphigerum fruits on 

immune system in the laboratory animal. 

The effect of S. scaphigerum was investigated in immunocompetent mice and 

cyclophosphamide-induced immunosuppressed mice. Sheep red blood cells (SRBC) were 

used as an antigen for immunization. The results from immunocompetent mice showed 

that the oral administration of S. scaphigerum significantly inhibited delayed-type 

hypersensitivity (DTH) reaction in a dose dependent manner but not significantly changed 

the SRBC-induced antibody production. S. scaphigerum at the concentration of 78 mg/kg 

resulted in the increment of nitric oxide releasing function of peritoneal macrophage when 

activated by lipopolysaccharide. The results from immunosuppressed mice showed that 

78 mg/kg S. scaphigerum c~uid significantly increase DTH reaction, antibody production, 

the absolute numbers of CD4+ T lymphocyte and CD8+ T lymphocyte. Although the 

increasing of immune responses after S. scaphigerum treatment in immunosuppressed 

mice did not restored back to the same level as those of the immunocompetent mice but it 

could alleviate the harmful immunosuppressive effect of cyclophosphamide. This study 

reveals that S. scaphigerum fruits have immunomodulatory activity on both innate and 

adaptive immunity. This data provides the usefulness in primary health care or the 

development of growth promoter in livestock production. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

กลาวไดวาการเสริมสรางภูมิคุมกันของรางกายใหเขมแขง็ขึ้น เปนหนทางหนึ่งใน
การดูแลสุขภาพ หรือ ปกปองรางกายจากการเกดิโรค นอกเหนือจากการใชยาปฏิชีวนะเพื่อกําจัด
โรค  ในปจจุบันพบวามีโรคจํานวนมากที่คุกคามสุขภาพของมนุษย โดยกอใหเกดิสภาพโรคเรื้อรัง 
ดังเชน โรคตดิเชื้อไวรัส, โรคติดเชื้อรา, โรคเอดส, โรคภูมิแพ, โรคภูมิคุมกันบกพรอง และ 
โรคมะเร็ง  โรคเร้ือรังตางๆเหลานี้มักเกิดขึน้เนื่องจากความบกพรองในการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันของรางกาย ซ่ึงอาจเปนผลจากการทํางานที่มากหรือนอยเกนิไป หรือจากความผิดปกติ
ของเซลลในระบบภูมิคุมกันของรางกายทําใหไมสามารถแยกแยะเซลลปกติของรางกายออกจากสิ่ง
แปลกปลอม จนนําไปสูโรคในที่สุด  ดังนั้นยาหรือสารใดๆที่มีประสิทธิภาพในการปรบัเปลี่ยนหรือ
ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันใหอยูในสภาวะที่เหมาะสมยอมเปนประโยชนในการดแูล
สุขภาพ สารที่มีฤทธิ์ดังนี้จึงเรียกวา สารปรบัเปลี่ยนภูมิคุมกัน (immunomodulator) 

สารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนันอกจากจะมีประโยชนใชในมนุษยแลว ยังอาจมี
ประโยชนใชในการเลี้ยงสัตว โดยใชเปนสารเสริมในอาหารสัตว เพื่อเสริมสรางภูมิคุมกันของ
รางกายใหสามารถตานทานเชื้อโรคในสภาพการเลี้ยงที่แออัด สัตวจึงสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที ่
ดังนั้นสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกัน จึงเปนอีกความคาดหวังหนึ่งทีจ่ะนํามาพัฒนาเปนสารชวยการ
เจริญเติบโต (growth promoter) ของสัตว แทนการใชยาปฏิชีวนะที่อาจกอใหเกิดสารตกคางใน
ผลิตภัณฑ ซ่ึงจะเปนผลกระทบตอผูบริโภค และในอนาคตองคการคาโลก (WTO) และมาตรฐาน
อาหารระหวางประเทศ (Codex) ไดกําหนดขอตกลงใหยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารชวย
การเจริญเติบโต ทําใหวงการปศุสัตวตองเรงหาสารชวยการเจริญเติบโตอื่นๆที่ปลอดภัยมากกวามา
ทดแทน 

พืชสมุนไพรกเ็ปนอีกทางเลอืกหนึ่ง  เพราะจากการศึกษาวิจยัพบพืชสมุนไพรที่มี
ฤทธิ์เปนสารปรับเปลี่ยนภมูคิุมกันหลายชนิด เชน 

สันโศก (Clausena excavata Burn f.) ทีส่กัดตามวธีิการแพทยพืน้บาน มีผล
กระตุน phagocytic activity  และ splenocyte proliferation ในเซลลเพาะเลี้ยง (Manosroi et al., 
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2003) และมีผลเพิ่มการสรางแอนติบอด,ี ยับยั้งการอักเสบที่เกิดจากปฏิกิริยา delayed-type  
hypersensitivity ในสัตวทดลอง (Manosroia et al., 2005) 

สารสกัดนมนาง (Pouteria campodiana) สามารถกระตุน phagocytic activity  
ของ peritoneal macrophage และยังสามารถกระตุน splenocyte proliferation ได (Manosroib 
et al., 2005)    

ดีปลี (Piper longum) มีฤทธิ์เพิ่ม macrophage migration inhibition และ 
phagocytic activity  (Agarwal et al., 1994) 

สารสกัดสมุนไพรขมิ้นชันทีร่ะดับ 0.05% และสารสกัดสมุนไพรบอระเพ็ดที่ระดับ 
0.03% ในอาหารสัตว สารถชวยเพิ่มระดบัการสรางแอนติบอดีตอการทําวัคซีนนิวคาสเซิลในลูกไก
กระทง (กิติมา จินดามงคล, 2548) 

สารสกัดกระเพราแดงสกัดดวยเอธานอลในปริมาณ 10 มก./วัน สามารถเพิ่มการ
สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อไวรัส Tobacco mosaic virus ในไกไขพันธุ Hisex (สรรชัย จัน
ทะจร, 2548) 

นอกจากนี้พบวาโพลีแซคคาไรดหลายชนดิมีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั ซ่ึงปจจุบัน
กําลังไดรับความสนใจในการพัฒนามาใชในทางการแพทย โดยเฉพาะโพลีแซคคาไรด ที่ไดจากพืช 
จะมีความปลอดภัยในการใชมากกวา โพลีแซคคาไรดที่ไดจากผนังเซลลแบคทีเรีย หรือสาร
สังเคราะหที่พบวากอใหเกดิผลขางเคียงได 

จากการศึกษา โพลีแซคคาไรด ในพืช 35 ชนิด จาก 22 วงค ที่แตกตางกัน พบวา
สามารถเพิ่มการทํางานของ macrophage ได (Schepetkin and Quinn, 2006) เนื่องจากกลไกการ
ทํางานของ macrophage สามารถเชื่อมโยง innate immunity ไปสู adaptive immunity ได จึงถือ
ไดวาสารที่สามารถกระตุน macrophage มีความสําคัญมาก 

ตัวอยางพืชทีใ่ห โพลีแซคคาไรด ที่มีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมคิุมกันเชน 

วานหางจระเข (Aloe barbadensis) สามารถเพิ่มการสราง nitric oxide, IL-1ß, 
IL-6 และTNF-α  ใน macrophage cell line RAW 264.7 (Ramamoorthy et al., 1966) 

ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra) เพิ่มการสราง nitric oxide, IL-1 และ กระตุน 
phagocytosis ใน murine peritoneal macrophage (Nose et al., 1998) 
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โกศกักกรา (Anacyclus pyrethrum) และขา (Alpinia galangal) มีฤทธิ์เพิ่ม 
splenocyte proliferationในสัตวทดลอง (Bendjeddou et al., 2003) 

ตนสํารอง หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา พุงทะลาย มีช่ือวทิยาศาสตรคือ Scaphium 
scaphigerum เปนพรรณไมที่พบไดมากในเขตภาคตะวนัออกของประเทศไทย โดยเฉพาะใน
จังหวดัจันทบรีุ ผลของตนจัดเปนสมุนไพรรสเย็นมี สรรพคุณ แกเจ็บคอ แกรอนในกระหายน้าํ มี
การนํามาผลิตเปนเครื่องดื่ม มีรายงานพบวาสารสกัดน้ําจากผลมีสารโพลีแซคคาไรดเปน
องคประกอบ นอกจากนั้น ยงัพบวามีฤทธิ์กระตุนภูมิคุมกันในเซลลเพาะเลี้ยง  

ผลจากการศึกษา ในครั้งนี้ทําใหไดขอมูลที่เปนประโยชน ในการพัฒนาและ
ประยุกตใชสมุนไพรพุงทะลาย ทั้งในทางการแพทยและการปศุสัตวตอไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของผล S. scaphigerum ที่มีตอระบบภูมิคุมกัน
รางกายทั้งในสวนของ innate และ adaptive immunity 

1.3 สมมติฐานงานวิจัย 

ผล S. scaphigerum มีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันรางกาย โดยมีผลกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันรางกาย ทั้งในสวนของ innate และ adaptive immunity 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

เปนขอมูลทางวิทยาศาสตรเบื้องตนเกีย่วกบัฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผล            
S. scaphigerum ในสัตวทดลองที่สามารถนําไปใชสนับสนุนใหเกดิการใชสมุนไพรในการรักษา
โรคและสงเสริมสุขภาพ ตลอดจนพัฒนาไปสูยาหรือผลิตภัณฑบํารุงสุขภาพในอนาคต และชวยใน
การพัฒนาแนวทางการใชสมุนไพรในการเลี้ยงสัตวเพื่อเปนสารชวยการเจริญเติบโต อันนําไปสูการ
ทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 Scaphium scaphigerum 

สํารองมีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Scaphium scaphigerum (G. Don) Guib and 
Planch  เปนพืชที่จัดอยูในวงศ Sterculiaceae  สําหรับชื่อเรียกอ่ืนในทองถ่ินเชน สําโรง, 
พุงทะลาย, สําเภา, ทายเภา  พืชชนดินี้มีถ่ินกระจายตัวในประเทศเวียดนาม, จีน, มาเลเซีย, 
อินโดนีเซีย, และไทย (Yamada et al., 2000)  สําหรับในประเทศไทยพบไดมากทางภาค
ตะวนัออก โดยเฉพาะที่จังหวัดจันทบุรี จะสามารถพบไดทั่วไปในปา ซ่ึงเปนไมปายืนตนสูงใหญ
ราว 30-40 เมตร ลําตนกลมตรง เปนไมเนื้อแข็งปานกลาง มีกิ่งกานเฉพาะเรือนยอด ออกดอกที่
ปลายกิ่ง ติดผลทุก 1-3 ป ในชวงเดือน ธันวาคม-มกราคม ผลจะเริ่มแกและรวง ประมาณเดือน 
มีนาคม-เมษายน   ตนสํารองใหผลที่โดยทั่วไปนยิมเรียกวา ผลพุงทะลาย ขั้วผลมีลักษณะเปนแผน
บางๆ แผออกดูคลายเรือสําเภา ที่นําพาผลพุงทะลายปลิวไปกําเนิดในที่ไกลๆ (นนัทวนั บณุยะ
ประภัศร, 2548) 

ลักษณะของผล S. scaphigerum  (รูปที่1) เมื่อแหง จะมีผิวเหี่ยวยน สีน้ําตาลเขม 
มีสัณฐานเปนรูปรี ขนาดกวางยาวประมาณ 2.5X1.5 ซม. มีเนื้อของผล (pericarb) หุมเมล็ดอยูเปน
ช้ันบางๆ สวนของเนื้อผลนี้ เมื่อนําไปแชน้าํไว จะสามารถดูดซับน้ําและพองตัวขึน้อยางมากทําใหมี
ลักษณะคลายวุน อันเนื่องจากเนื้อของผล S. scaphigerum เปนสารที่มีคุณสมบัติบางประการ
คลายกับกัม(gum) และมีน้ําหนักโมเลกุลมาก  โดยองคประกอบทางเคมีเปน คารโบไฮเดรท 62%, 
โปรตีน 8.3%, เถา 8.4% และความชื้น 7.8% (Pantipa et al., 2006) โพลีแซคคาไรดเปน
สวนประกอบหลักในคารโบไฮเดรทและ ไดมีการแยกบางสวนของโพลีแซคคาไรดออกมา มีช่ือ
เรียกวา Sterculia polysaccharide PP III (Chen et al., 1966) กัมทีไ่ดจากผล S. scaphigerum 
จะประกอบดวยน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) หลายชนิด ที่พบไดเปนจํานวนมาก เชน 
arabinose, galactose, rhamnose และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวทีพ่บเปนจํานวนนอยเชน uronic 
acid, glucose และ xylose  จากการวิเคราะหโครงสรางของโพลีแซคคาไรดพบพันธะตางๆดังนี้ 
terminal L-Araf, 1-3 linked L-Araf, 1-4 link D- Galp, 1,2,4-linked D-Galp และ 1,2,3,4-
linked Rhamp (Pantipa et al., 2006)  
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ในทางการแพทยพื้นบานมีการอางถึงการใชผล S. scaphigerum เพื่อบรรเทา
อาการเจ็บคอ, รอนใน กระหายน้ํา, บํารุงปอด, หนังตาอักเสบ สําหรับการวิจยัทางดานเภสัชวิทยา
ของ S. scaphigerum ยังมีปรากฏไมมากนัก โดยพบวาไมมีฤทธิ์ตานมะเร็ง (anti-tumor activity) 
(Itokawa et al., 1990) และ ไมพบฤทธิ์ยับยั้งการจับกับตัวรับของ platelet-activating factor 
(Jantan et al., 1996)   เร็วๆนี้ การศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยงไดพบฤทธิ์กระตุนภูมคิุมกันรางกาย 
โดยสามารถเพิ่ม lymphocyte proliferation และการทํางานของ macrophage ในดานการกลืนกนิ
ส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) ตลอดจนเพิ่มการสราง nitric oxide  (Piyarat, 2005) 

 

 

 
 

 
รูปที่ 1 ภาพผลScaphim scaphigerum 
ภาพบน เปนผลของ S. scaphigerum ที่ยังติดอยูกับขั้วผลซ่ึงพัฒนามาจากกลีบเลี้ยง (calyx) ที่แผเปนแผนกวางออกเพื่อชวยในการ
กระจายพันธุ    ภาพลางเปนผลแหงของ S. scaphigerum โดยมีชั้นของเนื้อผล (pericarb) หุมอยูบางๆเห็นเปนผิวเห่ียวยน ซึ่ง
นํามาใชในการบริโภค 
(รูปจาก http://thaimedicinalplant.com/popup/Pungtalay.html  [2007, May 10] 
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2.2 ระบบภูมิคุมกัน (Immune system) 

ระบบภูมิคุมกนัมีหนาที่เพื่อปกปองรางกายจากแอนติเจนแปลกปลอมหรือจุลชีพที่
กอโรคตางๆ (รูปที่ 2)  เชน แบคทีเรีย, ไวรัส, เชื้อรา, ปรสิต ตลอดทั้งการปองกันการเกิดขึ้นของ
เนื้องอกตางๆ  องคประกอบในการทํางานของระบบภูมคิุมกัน จะประกอบไปดวยอวัยวะน้ําเหลือง 
(lymphoid organ), เซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆ, องคประกอบที่อยูในของเหลว(soluble factor) และ 
recognition molecule ที่มีลักษณะเฉพาะ ทําใหทําการตรวจจับและแยกแยะสิ่งแปลกปลอมตางๆ
ได  อวัยวะน้ําเหลืองแบงออกไดเปนสองสวนใหญๆ คือ primary lymphoid organ กับ 
secondary lymphoid organ โดย primary lymphoid organ จะทําหนาที่เปนศูนยกลางของระบบ 
ทําการสรางและพัฒนาให lymphocyte เติบโตอยางสมบูรณ อวัยวะน้ําเหลืองเหลานี้ไดแก ไข
กระดกู (bone marrow) และ ตอมธัยมัส thymus gland) สําหรับ secondary lymphoid organ 
เปนอวยัวะน้ําเหลืองที่มี lymphocyte อยูรวมกนัเปนจาํนวนมาก มีการกระจายอยูตามสวนตางๆ
ของรางกาย และเปนตาํแหนงที่ lymphocyte จะไดรับการกระตุนใหเกิดการตอบสนองตอ
แอนติเจนจน ัฒนาไปสูการตอบโต องระบบภูมิคุม นในแบบทีเ่รียกวา adaptive immune 
response อวัยวะน้ําเหลืองเหลานี้ไดแก  มาม, ตอมน้ําเหลือง (lymph nodes) และรวมถึงเนื้อเยื่อ
น้ําเหลืองตางๆ (lymphoid tissues) ที่มีบทบาทอยางมากในการปองกันการรุกลํ้าเขามาทางผิวเยือ่
เมือก (mucosal surface) ของจุพชีพกอโรค (Janway et al., 2005) 

เซลลภูมิคุมกันที่กระจายอยูทั่วไปในรางกาย ประกอ

 

(

พ ข กั

บไปดวยเซลลชนิดตางๆดังนี ้
macrophage, d

ก

endritic cell, granulocyte, natural killer cell (NK cell), B lymphocyte และ  
T lymphocyte ซึ่งเซลลแตละชนิดตางกม็บีทบาทการทํางานในระบบภูมิคุมกันทีแ่ตกตางกัน เซลล
เหลานี้บางชนดิตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมทั่วไปที่มีโครงสรางที่เปน pattern ที่ host cells ไมมี 
เซลลภูมิคุมกันเหลานี้ จดัอยูในระบบภมูิคุมกันแบบ innate immunity กลุมเซลลดังกลาวเชน 
macrophage, dendritic cell, neutrophil เปนตน  เซลลบางกลุมมีความสามารถรับรูและจดจํา
โครงสรางอยางจําเพาะเจาะจงและหลากหลายมากได ซ่ึงเซลลเหลานี้มีบทบาทหลกัในการพัฒนา
ภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity เซลลเหลานี้ไดแ   lymphocyte นอกจากนี้เซลลบางชนิดยัง
ประกอบไปดวยคุณลักษณะของทั้งสองกลุมดังเชน NK cell ซ่ึงตรวจจับสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัย
ตัวรับแบบไมจําเพาะ แตสามารถมีกลไกตอบโตผานการทํางานของ adaptive immunity โดยอาศัย
การตรวจจับความผิดปกติของเซลลบนการแสดงออกของ major histocompatibility complex 
class I  และยังสามารถฆาทําลายเซลลที่ผิดปกติเหลานั้นดวยกระบวนการที่เรยีกวา antibody 
dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)  กลุมเซลลอีกกลุมที่มีความสําคัญในการ
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เชื่อมโยง primary immune response ไปสู secondary immune response ที่มีความรุนแรงกวา 
หรือกลาวไดวาเชื่อมโยง innate immunity ไปสู adaptive immunity คือ เซลลในกลุมที่เรียกวา 
antigen presenting cell (APC) ซ่ึงไดแก macrophage และ dendritic cell  

ความจําเพาะ (specificity) ของเซลลภูมิคุมกันที่มีตอแอนติเจนนัน้ๆเกิดขึ้นไดจาก 
recognition mo

ี่

ะบบภูมิคุมกันที่สมบูรณและสมดุล 
ความผันแปรของ

       
         

ภูมิคุมกันบกพรอง หรือการกดการทํางานของภูมิคุมกันรางกาย (immune 
suppression) 

 

ับยั้งการอักเสบที่ดีและการใชในขนาดสูงทําให
มีผลกดภูมิคุมกัน

hamide (CP) มูิคุมกัน (immunosuppressant) ที่ถูก
นํามาใชเพื่อรักษ

ํา เล
แบงตัวเชน เซลลมะเร็ง และมีผลกดการสรางแอนติบอดี (Plumb, 2005)    

lecule ทีป่รากฏอยูบนผิวเซลลซ่ึงมีหลายชนิด แตกตางกันไปตามชนิดของเซลล
ภูมิคุมกัน ลักษณะของแอนติเจนนั้นอาจเปนพวกโปรตนี หรือไมใชโปรตีนก็ได ตัวอยางของ
แอนติเจนทไมใชโปรตีน เชนโพลีแซคคาไรดที่เปนองคประกอบของผนังเซลลแบคทีเรียซ่ึงตรวจ 
จับไดดวย recognition molecule ในกลุมที่เรียกวา Toll-like receptors (TLRs) เปนตน สําหรับ
แอนติเจนที่เปนโปรตีนและตรวจจับดวย B cell receptor (BCR) ของ B lymphocyte หรือ T cell 
receptor (TCR) ของ T lymphocyte จะมคีวามจําเพาะสงูกวา 

รางกายจะดํารงอยูในสุขภาพภาวะยอมตองมีร
ระบบภูมิคุมกันไมวาจะเปนไปในดานมากเกินหรือนอยเกินไป สามารถกอใหเกิด

สภาวะความผิดปกติใน 3 รูปแบบหลัก คือ สภาวะภูมิคุมกันไวเกิน (hypersensitivity), 
สภาวะภูมิคุมกันตอบโตรางกายตนเอง (autoimmune disease) และสภาวะภูมิคุมกันบกพรอง          
(immunodeficiency) 

สภาวะ
อาจเกิดขึ้นไดจาก การติดเชื้อ, การเกิดมะเร็ง, ความเครียด, การผาตัด, ภาวะขาด

สารอาหาร, การไดรับยาที่กดการทํางานของระบบภูมิคุมกัน ตัวอยางเชน dexamethasone, 
cyclosporine, cyclophosphamide (CP) เปนตน 

Dexamethasone เปนยาทีม่ีฤทธิ์ย
ได โดยยาจะมีกลไกการออกฤทธิ์อยางกวางขวาง เชน ยับยั้ง phospholipase C, 

cytokine, การ phagocytosis และ การเคลื่อนที่ของ neutrophil ตลอดจน macrophage, มีผลลด
ปริมาณ T lymphocyte ในกระแสเลือด (Plumb, 2005) 

Cyclophosp เปนยากดภ
ามะเร็ง จัดอยูในกลุมของ alkylating agent โดยมีสารออกฤทธิ์เปน เมตาบอไลต

ของตัวเองคือ phosphoramide ซ่ึงจะไปรบกวนขบวนการ DNA replication, RNA 
transcription, RNA replication ท ใหมฤีทธิ์ยับยั้งการสรางเม็ด ือดขาว หรือเซลลที่กําลังมีการ
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สารที่สามารถทําการปรับเปลี่ยนการทํางานของระบบภมูิคุมกันในรางกายได
เรียกวา สารปรับเปลี่ยนภูมคิุมกัน (immunomodulator) ตัวอยางของ  สารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั
ไดแก interleukin-1 (IL-1),

พบวามีฤทธิ์
เปนสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนัที่ใชในคนและสัตวดวย  ทั้งยังสามารถเพิ่มการ
ทํางานของระบบ

 

 colony stimulating factors ที่เปน cytokine หรือ bacillus calmette 
guerin (BCG), muramyl dipeptide ซ่ึงมีโครงสรางเปนโพลีแซคคาไรดที่ไดจากผนังเซลลของ
แบคทีเรีย อยางไรก็ตามการใชสารเหลานีย้ังมีขอจํากดัทีไ่มสามารถใหโดยทางการกนิ จึงตองใหยา
โดยการฉีดที่มกัพบวากอใหเกิด granuloma และ สารเหลานี้ยังมีราคาแพง  การกระตุนภูมิคุมกัน
รางกายของโพลีแซคคาไรดจากผนังเซลลแบคทีเรียเกดิจากลักษณะโครงสรางที่มีน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวเรียงตอซํ้าๆกันที่เรียกวา repeating unit สามารถจับกับ recognition molecule ที่ปรากฏบน
ผิวเซลลภูมิคุมกัน โพลีแซคคาไรดจากพชืบางชนิดก็มคีุณลักษณะเชนเดียวกับโพลีแซคคาไรดจาก
ผนังเซลลแบคทีเรีย จึงมีการศึกษาวจิัยโพลีแซคคาไรดจากพืชมากขึ้น (Mishra, 2004) 

Levamisole เปนสารสังเคราะหอยูในรูปของ phenylimidazothiazole สามารถ
ละลายน้ําไดดแีละเปนยาที่ใชแพรหลายในงานปศุสัตวเพื่อการถายพยาธิตัวกลม และยัง

(Tripoli et al., 1972) 
ภูมิคุมกันไดในสภาวะทีภู่มิคุมกันรางกายบกพรอง มีการทดลองการใชในงานวจิัย

ทางคลินิคในคนเพื่อเปนยารวมรักษาในการรักษาโรคมะเร็ง เชน การใช levamisole รวมกับ 5-
fluorouracil ในการรักษา adenocarcinoma บริเวณลําไสใหญภายหลังการผาตัด (Tall et al., 
2001)  จากการศึกษาฤทธิต์อระบบภูมิคุมกันพบวา levamisole สามารถกระตุน humoral และ 
cell-mediated immune responses (Kang et al., 2005) ตลอดจนกระตุน macrophage cell 
line ใหสราง IL-1 เพิ่มขึ้น (Kimball et al., 1991) โดยกลไกการออกฤทธิ์อาจเกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงระดับของ cyclic nucleotide ในเซลลซ่ึงพบวาเมื่อกระตุนเซลลใหเกิดการแบงตัวดวย 
levamisole จะมีระดับของ cyclic GMP เพิ่มขึ้น และ cyclic AMP ลดลง (Hadden, 1997) 
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ปท่ี  2รู  การทํางานของระบบภูมิคุมกันในรางกาย 
แอนติเจนจะถูกตรวจจับไดโดย dendritic cell แลวเคลื่อนเขามายังตอมน้ําเหลือง เพื่อกระตุนnaive lymphocyte ที่หมุนเวียนเขามา
ทางหลอดเลือด ทําให พัฒนาไปเปน   และ หลังจากนี้ และ lymphocyte effector cell  memory cell effector lymphocyte 

ด ไปยังเนื้อเยื่อตางๆ สวน memory cell จะแฝงตัวอยูในอวัยวะน้ําเหลืองตางๆ  แอนติบอ ีที่สรางขึ้นจะออกสูกระแสเลือดและกระจาย
(Abbas and Lichtman, 2005) 

 



 10

2.3 การทํางานของภูมิคุมกัน (Immune function) 

น 2 ลักษณะ คือ ภูมิคุมกันแบบ innate 
immunity และ ภ

ระบบภูมิคุมกนัสามารถแบงแยกออกเป
ูมิคุมกนัแบบ adaptive immunity  เซลลภูมิคุมกันทีม่ีบทบาทสําคัญใน innate 

immunity คือ phagocytic cell (macrophage, dendritic cell, neutrophil)  สําหรับ adaptive 
immunity อาศัย lymphocyte ทําหนาที่เปนสําคัญ (รูปที่ 3) 

 

 

 

 

ปที่ 3

 

 

รู  ภูมิคุมกันรางกายแบบ innate และ adaptive immunity 
รางกายตอบโตการรุกล้ําเขามาของเชือ้โรคดวยกลไกการทํางานของ innate immunity เปนอันดับแรก  หลังจากนั้นภูมิคุมกันในแบบ 

ารกระตุน ระยะเวลาในการตอบสนองของภมูิคุมกันแบบ adaptive immunity จะไดรับการพัฒนาขึ้นเมื่อ lymphocyte ไดรับก
innate และ adaptive immunity จะขึน้อยูกับชนิดของการติดเชื้อและชนิดของสัตว (Abbas and Lichtman, 2005)  
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2.3.1 ระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity 

วาเปนภมูิคุมดานหนาในการปกปองเช้ือโรคเขาสู
รางกาย  เปนภูมิค

enitor เกิดขึ้นภายในไข
กระดกู สามารถ

 innate immunity อาศัย
ตัวรับ (recepto

ition receptors (PRRs) สามารถแบงออกได 3 กลุม ตาม
ตําแหนงที่อยูคือ 

Innate immunity กลาวได
ุมกันเบื้องตนที่รางกายมแีละสามารถทํางานไดตั้งแตกําเนิด ไมตองถูกกระตุนดวย

แอนติเจนมากอน ไมมีความจดจําที่จําเพาะตอแอนตเิจน ประกอบไปดวยกลไกการทํางานในหลาย
ดาน ทั้งอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ เชน ผิวหนัง, ช้ันเยือ่เมือก, ขนออน (cilia) และคุณสมบัติทาง 
สรีรภาพ เชน อุณหภูมิของรางกาย, การเคลื่อนตัวของลําไส, ความเปนกรดในกระเพาะอาหาร 
ตลอดทั้งเกี่ยวเนื่องกับ การทํางานของ phagocytic cell และกระบวนการอกัเสบ ดวยเซลลที่มี
บทบาทในภูมคิุมกันชนิดนี้เชน macrophage, neutrophil, monocyte, NK cell  นอกจากนี ้ระบบ
การทํางานของ complement system ก็จัดอยูในภูมิคุมกันชนิดนี้เชนกัน 

เซลลตนกําเนดิของ macrophage คือ myeloid prog
พบ macrophage ไดในเนื่อเยื่อและอวัยวะตางๆ ซ่ึงจะมีลักษณะและชื่อเรียก

ตางกันไป ตวัอยางเชน Kupffer cell ในตบั, microglia ในระบบประสาท, mesenchymal cell ใน
ไต, osteoclast ในกระดกู, alveolar macrophage ในปอด, peritoneum macrophage ใน 
peritoneal cavity อีกทั้ง macrophage ที่อาศัยอยูในมาม ตอมน้ําเหลือง และ Peyer’s patches 
(Burleson et al., 1995) เซลลชนิดนี้มหีนาที่การทํางานและผลิตสารตางๆหลายชนิด เชน 
chemokines, cytokines, enzymes,  complement components, coagulation factors, 
extracellular matrix protein, growth factors, arachidonic acid metabolites, และ toxic 
radicals เซลลชนิดนี้ยังมหีนาที่เปน antigen presenting cell ซ่ึงเปนประโยชนในการพัฒนา
ภูมิคุมกันในแบบ adaptive immunity อีกดวย (Rich et al., 2001) 

การตอสูกับสิ่งแปลกปลอมของระบบภูมคิุมกันแบบ
r) หลายชนิดที่ไมมีความจําเพาะเชนในกรณีของ lymphocyte แตอาศัยการรับรู

โครงสรางลักษณะซ้ําๆของจุลชีพ (repeating unit) ที่มีความจําเปนในการดํารงชวีิตของจุลชีพนั้น 
และตัวรับเหลานี้ก็สามารถจับกับโพลีแซคคาไรดจากพืชดวย ตัวรับเหลานีเ้รียกโดยรวมวาเปน 
pattern recognition receptors 

Pattern recogn
1). membrane-bound PRRs ซ่ึงอยูบนผิวเซลล เชน กลุม Toll-like receptors, 

mannose receptor เปนตน  2). cytoplasmic PRRs ซ่ึงอยูภายในเซลล เชน nucleotide-binding 
oligomerization domain (NOD), Toll-like receptors (TLRs) บางชนิดที่พบใน endosome เชน 



 12

TLRs 3,7,8,9 เปนตน  3). secreted PRRs ซ่ึงเปนโปรตีนที่ถูกหล่ังออกจากเซลล เชน mannan 
binding lectin เปนตน 

 สําหรับ PRRs ที่เกี่ยวของกับการจับกบัโพลีแซคคาไรดจากพืชจะประกอบไป
ดวยกลุม memb n s

ับ

rane-bou d PRR  และ secreted PRRs อันไดแก scavenger receptor (SR), 
complement type III receptor(CR3), ß glucan receptor, mannose receptor (MR), mannan 
binding lectin, CD14 และ TLRs (Leung et al., 2006)  SR เปนตวัรับที่จับกับ ligands ไดหลาย
ชนิดเชนจับกบัอนุภาคของ low density lipoprotein, ß glucanและ fucoidan ที่เปนองคประกอบ
ของผนังเซลลแบคทีเรีย ตลอดจนโพลีแซคคาไรดจากพืช ดังนั้นทําใหตวัรับชนิดนี้จะตรวจจับจุล
ชีพไดหลายชนิด ผลจากการจับกันนีจ้ะทาํใหเกิดการ phagocytosis  นอกจากนีก้ารกระตุน SR 
หรือ CR3 จะนําไปสูการกระตุน phospholipase C (PLC) ทําใหเกิดการถายทอดสัญญาณ 
(signalling cascade) ทาง MAP kinase pathway และ JAK/STAT pathway สงผลใหเกิดการ
คัดลอกยีน (gene transcription) ในที่สุด สําหรับการกระตุนตวัรับ MR จะทําให macrophage 
เกิด phagocytosis, oxidant production,  และกระตุน nuclear factor kB(NF-kB)  สําหรับการ
กระตุนตวัรับ TLRs จะเกดิการถายทอดสัญญาณผานไปทาง myeloid differentiation 88 (MyD88) 
adaptor protein เพื่อกระตุน activator protein (AP-1) และ NF-kB ที่เปน transcription factor  
การกระตุน transcription pathway ตางๆดังกลาวกอใหเกิดการสราง proinflammatory 
cytokines และ nitric oxide syntase (Schepetkin and Quinn, 2006)  สําหร  CD14 เปนตัวรับ
ที่ทํางานรวมกบั TLR4 หรือ CR3 (Abbas and Litchman, 2005) (รูปที่ 4) 

กลไกการทําลายสิ่งแปลกปลอมแบบใชออกซิเจน(oxygen-dependent killing) 
ของ macrophage อาศัย toxic radicals 2 ชนิดคือ reactive oxygen intermediated (ROIs) และ 
reactive nitrogen intermediated (RNIs) การสรางROIs เกิดขึ้นโดยเอนไซม NADPH oxidase  
ซ่ึงอยูที่เยื่อหุมเซลลถูกกระตุนใหทํางานโดย cytokine ตางๆเชน interferon gamma(IFN-g), 
tumor necrosis factor beta (TNF-ß), TNF-alfa และ granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงใน oxidative metabolism ของเซลลอยาง
มากซึ่งเรียกการเปลี่ยนแปลงนี้วา respiratory burst แลวทําใหเกิด superoxide anion ซ่ึงจะมี
เอนไซม superoxide dismutase ทําหนาที่เปลี่ยนตอไปใหกลายเปน hydrogen peroxide 
ตลอดจน metabolites อ่ืนๆอีกมาก  สําหรับการสราง RNIs ใน macrophage จะอาศัยเอนไซมที่
เรียกวา nitric oxide syntase (NOS) ซ่ึงจะมีอยูดวยกัน 2 รูปแบบคือ constitutive NOS(cNOS) 
และ  inducible NOS (iNOS)  สําหรับ cNOS ในสภาวะปกติพบไดในระดับต่ําๆ แตขณะที ่iNOS 
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พบไดตอเมื่อ macrophage ไดรับการกระตุนดวย cytokine หรือส่ิงกระตุนอื่นๆ เชน 
lipopolysaccharide (LPS) การทํางานของ iNOS สงผลใหเกิดการส าง nitric oxide เปนจ วน
มากกวา cNOS (Garcia and Stein, 2006) เอนไซม NOS ทําหนาที่เปลี่ยน L-arginine ให
กลายเปน nitric oxide และ L-citrulline  nitric oxide เปนสารอนุมูลอิสระที่อยูในรปูแกซ มีอายุส้ัน 
เปลี่ยนเปนสารอื่นๆตอไปอยางรวดเร็ว โดยจะมรูีปของผลผลิตสุดทายซ่ึงมีความเสถียรมากคือ 
nitrite(NO

ร ําน

ในปริมาณนอยๆจะมีบทบาทสาํคัญตอสรีร
การทํางานตามป

รทดลองในสัตวทดลอง โดยการแยกmacrophageออกมา
จากสัตวทดลองท

สําหรับการวัดปริมาณ nitric oxide ทําการตรวจโดยวัดความเขมขนของ nitrite 
ดวยวิธีการ Grie

---
2) and nitrate (NO---

3 ) (Smith et al., 2001) 

cNOS ซ่ึงทําการสราง nitric oxide 
กติของรางกาย เชน ทําหนาที่เปน second messengers ในการสงสัญญาณของ

เซลล, สารสื่อประสาท (neurotransmitter), ขยายหลอดเลือด,  ปกปองหัวใจและหลอดเลือด 
(Lamy and Deby-dupont, 2005) แตการสราง iNOS เกิดจากmacrophage ที่ไดรับการกระตุน 
เพื่อการทําหนาที่ทําลายเชื้อโรคหรือเซลลมะเร็ง (Stuehr and Nathan, 1987)  ดังนั้นการวัดผล
การสราง nitric oxide ที่เกดิขึ้นจากการกระตุนmacrophageนี้ จะเปนการบงชี้ใหเห็นถึงศักยภาพ
ของเซลล macrophage นั้นๆ ในการทําลายจุลชีพ และสามารถเชื่อมโยงถึงกลไกการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันในแบบ innate immunity 

การศึกษาวิจยันี้ไดทํากา
ี่ไดรับสารทดสอบแตละชนิดเปนเวลา 10 วัน ซ่ึงจะทําการเก็บแยก peritoneal 

macrophage จากสัตวทดลองแตละตัวออกมาประเมินความสามารถในการสรางnitric oxide หลัง
ถูกกระตุนดวย LPS  การทดลองจะเปรียบเทียบผลของการสรางnitric oxide ในสัตวทดลองแตละ
กลุม 

ss reaction assay โดยวิธีการนี้เปนกระบวนการของปฏิกริยา diazotization ที่
เกิดขึ้นระหวาง nitrite กับ sulfanilamide หรือ sulfanilic acid ในสภาวะทีเ่ปนกรด และ N-(1-
naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NED) ผลจากปฏิกริยานี้จะเกิด chromophogenic 
azo dye ที่มีคาการดูดกลนืแสงสูงสุดอยูในชวงระหวาง 540-550 นาโนเมตร (Dietert et al., 
1995) 
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รูปที่ 4 ภาพแสดงตัวรับชนิดตางๆของโพลีแซคคาไรดที่ปรากฏบนผิวเซลล macrophage 
โพลีแซคคาไรดจากพืชสามารถกระตุน macrophage ผานตัวรับชนิดตางๆ เชน complement receptor (CR3), mannose 
receptor (MR), scavenger receptor (SR), dectin-1หรือ ß-glucan receptor และ Toll-like receptor 4 (TLR4) ผลจากการ
กระตุนตัวรับจะทําใหเกิดการ phagocytosisหรือกระบวนการสื่อสัญญาณตางๆภายในเซลล (signaling pathway) ดังแสดงในภาพ 
อักษรยอ:  phospholipase C (PLC), protein kinase C (PKC), phosphoinositide-3-kinase (PI3K), mitogen-activated 
protein kinase (MAPK), extracellular signal regulated kinase (ERK), nuclear factor- kB (NF- kB), IL-1R associated 
kinase (IRAK), myeloid differentiation protein 88 (MyD88), TNF receptor-associated factor 6 (TRAF-6), inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), inhibitor of NF-kB (IkB), IkB kinase (IKK), Jun N-terminal kinase (JNK), signal transducers and 
activators of transcription (STAT) (Schepetkin and Quinn, 2006)  
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2.3.2 ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity 

กลไกการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity มีความจําเพาะตอ
แอนติเจน (antigen specificity) ที่มีลักษณะอันหลากหลาย และสามารถจดจําลักษณะของ
แอนติเจนนั้นๆ (memory) ได ความสามารถในการแยกแยะความแตกตางระหวางสิ่งที่เปน
แอนติเจนของรางกายตนเองและไมใชแอนติเจนของรางกาย (self/non self antigen recognition) 
ไดอยางจาํเพาะเจาะจงนีเ้กิดขึ้นโดยอาศัย recognition molecule และกระบวนการ antigen 
presentation  ในกรณีที่รางกายไดรับแอนติเจนนัน้เปนครั้งแรก จะเกิดปฏิกริยาซ่ึงเรียกวา primary 
immune response การตอบสนองของภูมิคุมกันครั้งแรกนี้เปนไปอยางชาๆโดยเฉพาะในชวงเวลา
เร่ิมตน กอนที่แอนติบอด ี หรือ การทํางานของ lymphocyte ที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนนั้นจะ
ปรากฏใหทําการวัดไดในกระแสเลือด แอนติบอดีที่เกดิขึ้นในระยะเริ่มตนนี้มักจะเปน IgM เมื่อ
ปฏิกริยาการตอบโตในครั้งแรกสิ้นสุดลง lymphocyte ที่มีความจําเพาะกับแอนติเจนสวนใหญก็จะ
หมดอายุขยัและลดจํานวนลง คงเหลือแต เซลลที่เรียกวา memory lymphocyte ที่ยังมีอายุยืนยาวอยู
ตอไปในรางกาย ซ่ึงสามารถทํางานไดทันทีเมื่อไดรับการกระตุนจากแอนตเิจนเดิมในครั้งที่สอง 
กรณีที่รางกายไดรับการกระตุนจากแอนติเจนเดิมในครั้งที่สองนี้จะเกิดปฏิกริยาเรียกวา secondary 
immune response ซ่ึงการตอบโตของภูมิคุมกันจะเกดิขึ้นอยางรวดเร็วและมีความรุนแรงกวาเดิม 
ตัวอยางของ secondary immune response ที่เห็นไดชัดเจนเชน การทําวัคซีน หรือการเกิดขึ้น
ของปฏิกริยาภมูิแพ  ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity สามารถตอบสนองไดในสอง
ลักษณะ คือ humoral immune response และ  cell-mediated immune response (รูปที่ 5, 6) 
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รูปที่ 5 ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity 
ภูมิคุมกันแบบ humoral immunity จะมี B lymphocyte ทําหนาที่สรางแอนติบอดีเพื่อกําจัดเชื้อโรคที่อยูภายนอกเซลล  สําหรับ
ภูมิคุมกันแบบ cell-mediated immunity จะมี T lymphocyte ทําหนาที่กระตุนการ phagocytosis ของ macrophage และกระตุน 
cytotoxic T lymphocyte เพื่อทําลายเซลลเปาหมายที่ติดเชื้อโดยตรง (Abbas and Lichtman, 2005) 
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2.3.2.1 Humoral immune response 

Humoral immune response     หมายถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่
เกิดขึ้นจากการทํางานของแอนติบอดีที่สรางขึ้นโดย B lymphocyte แอนติบอดีนี้จะมีความสามารถ
รับรูอยางจําเพาะกับแอนติเจน, ทําลายความสามารถในการกอโรคของเชื้อจุลชีพ, และยังสามารถ
ทํางานรวมกับ complement system ในการกําจัดเชื้อโรค  

เซลลตนกําเนดิของ B lymphocyte คือ pluripotent hematopoietic stem cell 
ในไขกระดูก และไดรับการพัฒนาจนสมบูรณที่นี่ โดยขั้นตอนการเกดิ gene rearrangement ของ 
B lymphocyte จะทําใหเกดิ B lymphocyte receptor (BCR) ที่มีความหลากหลายเพียงพอตอการ
ตรวจจับแอนติเจนในทุกรูปแบบ  lymphocyte หนึ่งตัวจะสามารถรับรูอยางจําเพาะกับแอนติเจน
รูปแบบหนึ่ง และเมื่อ B lymphocyte นี้ไดรับการกระตุนผาน BCR ก็จะเกิดการแบงตัวแบบ 
mitosis ทําใหไดเซลลที่มีความสามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนชนิดเดยีวกันเปน
จํานวนมาก เรียก กระบวนการนี้วา clonal expansion ซ่ึงเกิดขึ้นที่ตําแหนง germinal center ของ 
peripheral lymphoid organ  เมื่อแอนติเจนจับกับ BCR จะเกิดการ endocytosis แอนติเจนนัน้
เขาไป แลวแอนติเจนทีเ่ปนโปรตีนจะถูกยอยสลายใหกลายเปน peptide ที่ถูกนําเสนอโดย MHC 
class II molecule ไปปรากฏบนผิวเซลล   เมื่อ B lymphocyte ที่ไดรับการกระตุนเดินทางมาถึง
บริเวณขอบของ lymphoid follicle ที่อยูใน secondary lymphoid organ ก็จะเกดิปฏิสัมพันธกับ  
T lymphocyte  ปฏิสัมพันธระหวาง antigenic peptide-MHC molecule complex บน B 
lymphocyte กับ TCR ที่มคีวามจําเพาะของแอนติเจนซึ่งสอดคลองกัน พรอมทั้งความรวมมือของ 
costimulatory molecules เชน B7, CD28 และ CD40 ทําให T lymphocyte หล่ัง cytokine 
ออกมาเพื่อกระตุน B lymphocyte ใหเกดิการ proliferation และ differentiation เพือ่พัฒนาไปเปน 
plasma cell ซ่ึงเปนเซลลที่ทําหนาที่ (effector cell)ในการสรางแอนติบอดี และบางสวนจะไดรับ
การพัฒนาไปเปน memory cell ซ่ึงเปนเซลลที่มีอายุขัยยาวนาน หมุนเวียนอยูในตอมน้ําเหลืองและ
มาม เพื่อคอยตรวจหาการเขามาของแอนติเจนเดิมซํ้าอีก โดยการตอบสนองในครั้งที่สอง 
(secondary immune response) จะเกดิแอนติบอดีทีม่ีความจําเพาะยิ่งขึ้น ทั้งความรวดเร็วและ
รุนแรงกวาเดมิ (Abbas and Lichtman, 2005) 

แอนติบอดแีบงออกได 5 isotypes ดังนี้ IgG, IgM, IgE, IgD และ IgA  โดยพบวา 
IgM มีโครงสรางเปน pentameric molecule สรางขึ้นใน primary immune response ขณะที ่
isotypes อ่ืนๆเปน monomer  โดย IgG มีคาครึ่งชีวิตยาวนานที่สุดและพบไดมากใน secondary 
immune response   แอนติบอดีแตละ isotypes มีหนาที่ที่แตกตางกนัไป  IgA มีบทบาทสําคัญใน 
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mucosal immunity, IgD และ IgM เปนตัวรับแอนตเิจน (BCR) ของ naïve B lymphocyte  และ 
IgM ยังมีผลใหเกิดการกระตุนระบบ complement, IgE เกี่ยวของกับการเกดิปฏิกริยาภูมแิพแบบ 
immediate hypersensitivity และ การตอบสนองตอ หนอนพยาธแิละปรสิต สําหรับ IgG มีผลตอ
การเกิด opsonization, complement activation, antigen neutralization, ADCC (Abbas and 
Lichtman, 2005) 

  นอกจากนี้ปฏิกริยาของแอนติบอดีตอแอนติเจนสามารถนํามาใชเปนวีธีการ
ทดสอบทางหองปฏิบัติการ  เชน การเกิดการตกตะกอน (precipitation) กับแอนติเจนที่เปน
สารละลาย หรือ การเกาะกลุม (agglutination) กับ แอนติเจนที่อยูบนผิวของอนุภาค ซ่ึงหากอนภุาค
นั้นเปนเม็ดเลือดแดงก็จะเรียกปฏิกริยานี้วา Haemagglutination  

Haemagglutination antibody test (HA test) เปนวิธกีารทดสอบทางซีร่ัมวิทยา
ที่มีการใชในหองปฏิบัติการทางการแพทย เชน การหาหมูเลือด, การตรวจวนิิจฉยัโรค เปนตน 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมของ อุณหภูมิ, pH และ ionic strength แอนติบอดีที่จําเพาะในซีร่ัมกบั
เม็ดเลือดแดงจะเกดิปฏิกริยาตอกันดวยพันธะ non-covalent โดยแอนติบอดีนี้อาจเปนไดทั้ง IgM 
และ IgG  จากคุณสมบัติในการเปนแอนติเจนที่ดขีองเม็ดเลือดแดงแกะ จึงไดนํามาใชในการ
ทดสอบหาความสามารถในการสรางแอนติบอดีของสัตวทดลองในหลายๆงานวิจยัที่ผานมา  (Puri 
et al., 1992; Mediratta et al., 2002; Bafna and Mishra, 2005) โดยสัตวทดลองจะไดรับการฉีด
กระตุนดวยเมด็เลือดแดงแกะ หลังจากนั้นจึงทําการเก็บซีร่ัมมาทดสอบในชวงระยะเวลาที่เหมาะสม 
ซีร่ัมจะไดรับการเจือจางตามวิธีทวีคูณและทําปฏิกริยากบัเม็ดเลือดแดงแกะใน 96-well microplate 
( U-shaped well) ถาแอนติบอดีมีปริมาณที่เหมาะสมตอการเกิดปฏกิริยากับเมด็เลือดแดงแกะก็จะ
เกิดโครงขายของเม็ดลือดแดงที่เกาะกันเปนกลุม ตกลงที่เห็นเปนลักษณะแผกระจายหากแอนติบอดี
มีปริมาณไมเพียงพอ เมด็เลือดแดงแกะก็จะจมลงที่กนหลุมเห็นเปนจุดกลมๆ 

2.3.2.2 Cell-mediated immune response 

ในอดีต นกัภมูิคุมกันวิทยาเชื่อวา การทํางานของระบบภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะ
เกิดขึ้นในแบบ humoral immune response เทานั้น เนื่องจากในขณะนั้นพบเพียงหลักฐานทาง
วทิยาศาสตรทีบ่งชี้วาภูมิคุมกันที่จําเพาะสามารถถายทอดจากสัตวตัวหนึ่งไปสูสัตวอีกตัวไดโดยการ
ใหซีร่ัมซ่ึงประกอบไปดวย แอนติบอดี แตในเวลาตอมา Landsteiner และ Chase (1942) ได
แสดงใหเห็นถึงการถายทอด ภาวะภูมไิวเกินแบบ delayed-type  hypersensitivity โดยการให
เซลลมิใชการใหซีร่ัม ดังนั้นการทดลองนี้ทําใหนักภมูิคุมกันวิทยาเกิดความเขาใจถึงการมีอยูของ
ภูมิคุมกันในแบบ cell-mediated immune response  
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Cell-mediated immune response เกดิจากการทํางานของ T lymphocyte ที่
จําเพาะตอแอนติเจน มีประโยชนในการปองกัน การติดเชื้อ ไวรัส, เชื้อรา, แบคทีเรีย และ 
เซลลมะเร็ง  การรับรูแอนติเจนของ T lymphocyte มีความแตกตางจาก B lymphocyte ซ่ึงสามารถ
รับรูผาน BCR  ไดโดยตรง แตในกรณีของ T lymphocyte  แอนติเจนที่เปนโปรตีนจะตองไดรับ
การเปลี่ยนแปลงใหกลายเปน peptide ที่เกาะอยูบน MHC molecule เสียกอน TCR บนผิว T 
lymphocyte จึงสามารถทําการรับรูได  MHC molecule แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ MHC class I 
กับ MHC class II โดย MHC class I พบไดทั่วไปในเซลลทุกเซลลที่มีนิวเคลียส สวนMHC class 
II ปรากฏบนเซลลที่ทําหนาที่เปน APC  แมวา T lymphocyte มีตนกําเนดิมาจากไขกระดูก
เชนเดยีวกับ B lymphocyte แต T lymphocyte จะตองผานกระบวนการพัฒนาตอจนสมบูรณใน
ตอมธัยมัส กระบวนการดังกลาวประกอบดวยข้ันตอน proliferation, positive และ negative 
selection โดย immature T lymphocyte ที่ปรากฏ TCR บนผิวเซลลจะคงอยูและเจริญเติบโตเพิม่
จํานวน (proliferation) สวนimmature T lymphocyte ที่ไมมี TCR จะตายโดยเกิด apoptosis และ
เขาสูขั้นตอน selection process  ซ่ึงเซลลที่สามารถจับกับ MHC molecule ของรางกายตนเองจะ
ไดรับคัดเลือกใหมีชีวิตรอด เรียกขั้นตอนนี้วา positive selection ตอมาเซลลที่สามารถจับกับ
แอนติเจนของรางกายตนเองอยางแนนหนา จะถูกกําจดัออกไปดวยข้ันตอนที่เรียกวา negative 
selection ดังนั้น T lymphocyte ที่มีพัฒนาการที่สมบูรณแลว(mature T lymphocyte) ผานออก
จากตอมธัยมัสเขาสูการทํางานในระบบภูมคิุมกัน จะสามารถรับรูลักษณะของ MHC molecule ที่
ปรากฏบน APC ได  แตจะไมมีปฏิกริยาตอบโตตอแอนติเจนของรางกายตนเอง   T lymphocyte   
ที่สมบูรณแลวเหลานี้กระจายอยูในระบบหมุนเวียนเลือดและรวมตัวกนัอยางหนาแนนใน 
secondary lymphoid organ 

ตัวรับบน T lymphocyte ที่ประกอบดวย TCR และ CD3 อยูดวยกัน และมกีาร
ทํางานรวมกนัในการตรวจจบัแอนติเจน โมเลกุลทั้งสองชนิดนี้สามารถใชเปนเครื่องหมายบงชี้ T 
lymphocyte ได และนอกจากนี้ยังสามารถพบ ตัวรับรวม (coreceptor) ที่มีความสําคัญในการแยก
ประเภทของ T lymphocyte  อีก 2 ชนิด คือ CD4 และ CD8  จากผลของขั้นตอน selection 
process จะทาํใหไดT lymphocyte ที่ปรากฏเฉพาะ CD4หรือ CD8 อยางใดอยางหนึ่ง ดังนั้นเรา
สามารถจําแนก T lymphocyte ออกเปน 2 กลุมใหญๆ จากตัวรับชนดินี้ คือ CD4+ T lymphocyte 
และ CD8+ T lymphocyte 

CD4+ T lymphocyte  เปนเซลลที่สามารถหลั่ง cytokine หลายๆชนดิออกมาเพื่อ
ควบคุมและกระตุนการทํางานของเซลลภูมิคุมกันอื่นๆใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่เหมาะสม 
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ดวยเหตนุี้จึงเรยีกเซลลชนิดนี้วาเปน T helper cells (Th)    Th cells แบงออกไดเปน 2 กลุมยอยคือ 
Th1 และ Th2  สําหรับ Th1 สามารถหลั่ง IL-2, IFN-g, TNF-ß, เพื่อกระตุนการทํางานของ 
cytotoxic T lymphocyte, macrophage นําไปสูการสงเสริมภูมิคุมกันแบบ cell-mediated 
immunity  สําหรับ Th2 จะหล่ัง IL-4, IL-5,IL-6, IL-13 เพื่อกระตุน B lymphocyte ใหพัฒนาเปน 
plasma cell ที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดี, เพิ่มการสราง IgE , เพิ่มการตอบสนองของ eosinophil 
และยับยั้งการทํางานของ macrophage ผลจากการทํางานของ Th2 จะนําไปสูการเพิ่มภูมิคุมกนั
แบบ humoral immunity ปจจัยสําคัญปจจยัหนึ่ง ที่มีผลตอการพัฒนาของ Th cells ใหกลายเปน Th 
cells ที่จําเพาะชนิดใดชนดิหนึ่งคือ ประเภทของแอนติเจนที่ถูกนําเสนอโดย MHC class II 
molecules 

CD8+ T lymphocyte เปนเซลลที่ทําหนาที่ในการกําจัดเซลลรางกายที่ติดเชื้อ และ
เซลลเนื้อรายตางๆ โดยจะตองเขาไปประชิดกับเซลลเหลานั้น เพื่อทําการหลั่งสาร granzyme และ 
perforin ทําใหเซลลเหลานั้นเกิด apotosis ดังนั้นจึงมกัเรียก CD8+ T lymphocyte วา cytotoxic T 
lymphocyte(Tc) ทั้ง Th1 และ Tc ลวนมีบทบาทสําคัญในการเกดิ delayed-type  
hypersensitivity reaction (Mller et al., 1993) 

ปฏิกริยาภูมไิวเกินจําแนกไดเปน 4 ประเภท คือ anaphylactic hypersensitivity 
(type I), cytolytic hypersensitivity (type II), immune complex hypersensitivity (type III), 
delayed-type hypersensitivity (type IV) โดยที่ type I-III เกิดจากการทํางานของแอนติบอดี 
ขณะที ่ type IV เกิดจากการทํางานของ T lymphocyte และ macrophage  ภูมิไวเกนิแบบ
delayed- type hypersensitivity (DTH)          เกิดขึน้เมื่อรางกายไดรับแอนติเจนที่มีความจําเพาะ
ตอการเกิดปฏกิริยาซํ้าอีกครั้ง ทําใหเนื้อเยือ่ที่ไดรับแอนติเจนนัน้เกดิการอักเสบ ที่มีลักษณะแข็งตงึ
เปนพิเศษ (induration)     ความรุนแรงของปฏิกริยาจะปรากฏใหเหน็เดนชดัที่สุดหลังจากที่ไดรับ
แอนติเจนซ้ําไปแลวเปนเวลา  24-72 ช่ัวโมง ระยะเวลาในการตอบสนองนี้จะขึ้นอยูกับชนดิของ
สัตว โดยพบวาหนู mice ใชเวลาเฉลี่ย 24 ช่ัวโมง, หนูตะเภาใชเวลาเฉลี่ย 48 ช่ัวโมง และคนจะใช
เวลาเฉลี่ย 72 ช่ัวโมง (Black, 1999) เราสามารถอธิบายไดวาการปรากฏขึ้นของDTH นั้น เกดิจาก
ระบบภูมิคุมกนัในแบบ cell mediated response ไดดวยเหตุผลดังนี ้1) เปนปฏิกริยาที่ตองการ T 
lymphocyte ซ่ึงสามารถทําการถายทอดปฏิกริยานี้ใหเกดิขึ้นโดยการให T lymphocyte ที่จําเพาะ  
2) ในบริเวณเนื้อเยื่อที่เกิดปฏิกริยาเชนนีจ้ะพบเหน็ T lymphocyte เขามาอยูรวมกนัเปนจํานวนมาก
ซ่ึงแตกตางจากการอักเสบในกรณีอ่ืนๆ      3) การใหแอนติเจนทีจ่ําเพาะในสัตวทดลองที่ไมมี
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ตอมธัยมัส หรือตอมธัยมัสไมทํางานจะไมสามารถกอใหเกิด DTH 4) การให anti-lymphocyte 
serum สามารถระงับการเกดิ DTH  (Waksman, 1979)  

การเกิดปฏิกริยา DTH อาจแบงออกไดเปน 2 ระยะ คือ sensitization และ
elicitation  ในระยะ sensitization คือชวงเวลาที่รางกายไดรับแอนติเจนเปนครั้งแรก ซ่ึงแอนติเจน
ที่เปนโปรตีนจะไดรับการเปลี่ยนแปลงใหเปน peptide ที่ปรากฏบน MHC molecule ของ APC 
แลวไปนําเสนอใหกับ naïve T lymphocyte  สําหรับระยะ elicitation คือชวงเวลาที่ไดรับ
แอนติเจนเดิมเปนครั้งที่สองผานทางผิวหนังและ APC นําเสนอแอนติเจนไปยัง memory T 
lymphocyte เปนผลให T lymphocyte นั้นหล่ัง cytokine เชน IL-2 ไปกระตุนการทํางานของ 
APC ใหเพิ่มขึ้น และยังกระตุนให T lymphocyte เองเกิดการ proliferation และ clonal 
expansion หลังจากนี้ทั้ง T lymphocyte และ APC ตางก็หล่ัง cytokines ออกมาเพื่อกอใหเกิดการ
อักเสบในแบบจําเพาะ ความเสียหายของเนื้อเยื่อที่เกิดขึน้ในปฏิกริยา DTH เปนผลมาจากสารตางที่
หล่ังมาจาก APC และ macrophage ตัวอยางเชน hydrolytic enzyme, ROIs, NO, 
proinflammatory cytokine, chemokine, ตลอดทั้ง adhesion molecule จาก endothelial cells 
ที่กอใหเกิดการเคลื่อนเขามารวมตัวกันของเซลลภูมิคุมกันในบริเวณเนือ้เยื่อนั้น (Abbas and 
Lichtman, 2005) 

การวัดปฏิกริยา DTH เปนวิธีการที่สามารถนํามาใชประเมินการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกนัในแบบ cell-mediated immune response ในสัตวทดลองได โดยการวดัปฏิกริยา
นี้อาจทําไดใน 2 ลักษณะคือ การทํา mouse ear swelling test (MEST) (Gad et al ., 1986) และ 
footpad swelling test   วธีิ MEST เปนการเหนีย่วนําใหเกิดปฏิกริยา DTH โดยการใหสัมผัสกับ
สารเคมีผานทางผิวหนัง สารเคมีที่ใชในกรณีนี้จะมีคุณสมบัติที่เปน hapten เชน dinitrochloro- 
benzene, picryl chloride ซ่ึงเมื่อทาผานไปบนผิวหนงั จะแทรกซึมเขาไปรวมตวักับโปรตีนทําให
กลายเปนแอนติเจนที่มีความสามารถในการกระตุน T  lymphocyte  ปฏิกริยา DTH ในแบบนี้เปน
สาเหตุของการเกิด allergic contact dermatitis ซ่ึง CD8+ T lymphocyte มีบทบาทสําคัญในการ
กอใหเกิดพยาธิสภาพที่เนื้อเยื่อ (Viraben et al., 1994)  สําหรับวิธี footpad swelling test เปนวิธี
ที่ไดใชกนัอยางแพรหลาย แอนติเจนทีใ่ชในการทดสอบมีหลายชนิด เชน bovine serum albumin, 
complete Freund’s adjuvant (Henningsen et al., 1984) และ เม็ดเลือดแดงแกะซึ่งมีความ
เหมาะสมในการศึกษาวจิัยเกีย่วกับสารที่มีฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั (Schrier, 1985) เพราะ
สามารถตรวจสอบผลการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบ humoral immunity ไปพรอมกัน  
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รูปที่ 6 หนาที่ของ lymphocyte ชนิดตางๆในระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity 
B lymphocyte จะตรวจจับแอนติเจนที่ละลายได (soluble antigen) และพฒันาเปน plasma cell  สําหรับ Helper T lymphocyte 
จะตรวจจับแอนติเจนจากผิว antigen presenting cell แลวจึงทําการหลั่ง cytokine ออกมาเพือ่กระตุนระบบภูมิคุมกันในหลายๆ
สวน และกอใหเกิดการอักเสบ  เมื่อ Cytolytic T lymphocyte ตรวจพบเซลลที่ติดเชื้อก็จะทําลายเซลลเหลานั้น เชนเดียวกับ natural 
killer cell ที่สามารถตรวจหาเซลลเปาหมายที่ผิดปกติแลวกําจัดออกไป (Abbas and Lichtman, 2005) 
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2.4 Immunosuppressive model 

ปจจุบันยังไมมีกระบวนการทดลองที่กําหนดไวอยางเฉพาะเจาะจงเพือ่การพิสูจน
ฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนัของสมุนไพรในสัตวทดลอง พบวามกีารศึกษาทั้งในสัตวทดลองที่มี
ระบบภูมิคุมกนัเปนปกติ และ สัตวทดลองที่ไดรับการกดภูมิคุมกัน บางกรณีการทดสอบสมุนไพร
ในสัตวที่มภีูมคิุมกันปกติ ไมแสดงฤทธิ์ของการกระตุนภูมิคุมกัน แตเมื่อทดลองในสัตวที่ไดรับการ
กดภูมิคุมกันกลับสามารถแสดงฤทธิ์ของการกระตุนภูมิคุมกัน เชน การศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยา
ของ Davis พบวา Withania somnifera มฤีทธิ์ยับยั้งการเกิดปฏิกริยา DTH ในหนูปกติ (Davis and 
Kuttan, 2000) ในขณะทีก่ารทดลองในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกนั จะแสดงการเพิ่มขึ้นของปฏิกริยา 
DTH (Bani et al., 2006) และเชนเดียวกบัในกรณีของการศึกษาChrysanthemum indicum พบ
ฤทธิ์ตานการอักเสบในหนูปกติ พรอมกับ มีฤทธิ์กระตุนภูมิคุมกนัในแบบ humoral และ cell-
mediated immune response ในหนูทีไ่ดรับยากดภูมคิุมกัน (Chang et al., 2005)  ดังนั้นเราอาจ
เห็นผลที่แนชัดของสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันไดจากการทดลองในหนทูี่ไดรับการกดภูมิคุมกัน 
(Patwardhan et al., 1990) อยางไรก็ดี สารที่สามารถกระตุนภมูิคุมกันใหสูงขึ้นในสภาวะที่
รางกายปกตกิม็ีความสําคัญ แตสารที่สามารถกระตุนหรือปกปองภูมิคุมกันรางกายในสภาวะที่
รางกายมีความบกพรองของภูมิคุมกันดูจะมีความสําคญัยิ่งกวา ในงานวิจยันี้ไดมุงเนนที่ทําการศกึษา
ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum   ในหนูทดลองที่ไดรับยากดภูมคิุมกัน     โดยยาทีใ่ชคอื 
cyclophosphamide 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ  

3.1.1 สัตวทดลอง 

 หนู mouse เพศเมีย พันธุ ICR อายุ 5-6 สัปดาห, น้ําหนกั 25-35 กรัม จากสํานัก
สัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลัยมหดิล วิทยาเขตศาลายา จังหวัดนครปฐม  สัตวทดลองไดรับการ
เล้ียงดูตามวิธีมาตรฐาน โดยสถานที่เล้ียงดูมีการควบคมุอุณหภูมิใหอยูในชวง 25 ± 2° เซลเซียส 
ชวงเวลาไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวัน มีอาหารตามมาตรฐานจากสํานกัสัตวทดลองและน้ําสะอาดให
กินไดตลอดเวลา สัตวทดลองจะไดรับการเลี้ยงดูเพื่อปรับตัวกอนทําการทดลองเปนเวลา 1 สัปดาห  

3.1.2 ผลพุงทะลาย (Scaphium scaphigerum fruits) 

 สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทยไดทาํการตรวจพิสูจนเอกลักษณ
เนื้อผลแหง (pericarb) ของ S. scaphigerum  และไดมอบตัวอยางนั้นใหเพื่อใชในการวจิัยครั้งนี้
โดยตลอดการวิจัยไดใชผล S. scaphigerum จากชุดเดียวกนัตลอด ตวัอยางผล S. scaphigerum
นี้เก็บรักษาในขวดทึบแสง ปองกันความชืน้ ที่อุณหภูมิ 4° เซลเซียส   

3.1.3 สารเคมีและเซลล 

 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)(Sigma, USA), fetal bovine serum 
(Hyclone, USA), HEPES (Hyclone, USA), L-glutamine (Gibco, Germany), potassium 
chloride (Merck, Germany), potassium hydrogen phosphate (Merck, Germany), sodium 
chloride (Sigma, USA), disodium hydrogen phosphate monobasic (Merck, Germany), 
penicillin/streptomycin (Hyclone, USA), lipopolysaccharide (Sigma, USA), Trypan blue 
(Gibco, Germany), sheep red blood cells (SRBC) (faculty of veterinary medicine, 
Chulalongkorn university, Thailand), levamisole hydrochloride (TP drug, Thailand), 
Fluorothiocynate(FITC)-labeled CD3 anti-mouse monoclonal antibody (Becton 
Dickinson, USA), Phycoerytherin(PE) labeled CD4 anti-mouse monoclonal 
antibody(Becton Dickinson, USA), Phycoerytherin(PE) labeled CD8 anti-mouse 
monoclonal antibody(Becton Dickinson, USA) , FACS lysing solution (Becton Dickinson, 
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USA), cyclophosphamide (Baxter, Germany), FACS sheath fluid (Becton Dickinson, 
USA), ketamine hydrochloride (Parnell Laboratory, Austraria), xylazine  hydrochloride 
(Farvet, Holland), normal saline solution (Takeda, Japan), nitric oxide assay kit 
(Promega, USA) 

3.1.4 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 Aluminium foils (diamond, USA), autoclave tape (3M, USA), autoclave 
(Hirayama, Japan), autopipette (Gilson, France), beakers (Pyrex, USA), biohazard 
lamina-flow hood (Science, Germany), cell harvester (Nunc, Denmark), centrifuge 
(Beckman GS-6R, Germany), disposable needle (Nipro, Japan), disposable syringe 
(Nipro, Japan), eppendorf (Corning, USA), ELISA microplate reader (Multiskan EX, 
Germany), flowcytometer (Becton Dickinson, USA), glass pipettes (Witeg, Germany), 
hemocytometer (Boeco, Germany), light microscope (Nikon, Japan), glass cover slips 
(Chance, England), 96 well microplate (Nunc, Denmark), pipette tip 200,1000 (Molecular 
Bio products, USA), 15 ml sterile centrifuge tube (Nunc, Denmark), sterile membrane 
filters (Whatman, Japan), vacuum pump, vortex mixer (Labnet, USA), dial thickness 
gauge (Ozazi, Japan) 

3.2 วิธีการทดลอง 

3.2.1 การเตรียมสารแขวนลอยจากผล S. scaphigerum 

 เนื้อผลแหงของ S. scaphigerum ไดรับการเตรียมใหเปนสารแขวนลอยในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด0.9% (normal saline) แลวทําการบดใหเนื้อผล S. scaphigerum กระจายตัวเปน
เนื้อเดยีวกัน และเตรียมใหไดความเขมขนที่แตกตางกัน 3 ความเขมขนคือ 5.85, 11.7, 23.4 มก./
มล. เพื่อปอนใหไดขนาด (dose) 19.5, 39, และ 78 มก./กก. ตามลําดับ ผล S. scaphigerum ที่
ปอนใหสัตวทดลองกินจะไดรับการเตรียมขึ้นใหมทกุๆครั้งในแตละวัน                                     
(สารแขวนลอยจากผล S. scaphigerum = SS) 

3.2.2 การเตรียมเม็ดเลือดแดงแกะ 

 เลือดแกะที่ใชในการวิจัยไดรับจากภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย และมีอายุการเก็บไมเกนิ 3 สัปดาห โดยใชเม็ดเลือดแดงแกะทั้งสําหรับการเปน
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แอนติเจนเพื่อกระตุนการตอบสนองของภูมิคุมกันในรางกายและในวิธีการวิเคราะหตวัอยาง โดยท้ัง
สองกรณีใชสวนประกอบของเลือดที่เปนเซลลเม็ดเลือดแดงเทานัน้ ดงันั้นเลือดแกะจะตองผานการ
แยกซีร่ัมและลางเม็ดเลือดแดงกอนตามวิธีดังนี ้

1. ผสมเลือดแกะ 5 มล. กับ normal saline (NS) 5 มล. ที่ปราศจากเชื้อใน 15 ml sterile 
centrifuge tube แลวทําการปนดวยความเร็วรอบ 1400 รอบ/นาที ในอุณหภูมิ 4° 
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี 

2.  ดูดของเหลวใสดานบน (supernatant) ทิ้งไปแลวทําการเติม NS ลงไปในหลอดอีก
คร้ังใหไดปริมาตร10 มล.  

3. ทาํการลางเม็ดเลือดแดงในลักษณะเชนนี้ สามรอบ 
4. คํานวณความหนาแนนของเม็ดเลือดแดงโดยใช hemocytometer แลวเตรียมเม็ดเลือด

แดงใหไดตามความหนาแนนที่ตองการ  

3.2.3 การประเมินภมูิคุมกันแบบ innate immunity 

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอเซลล peritoneal macrophage ในการ
หลั่ง    nitric oxide 

 1.   เลือกหนูเขากลุมทดลองโดยวิธีการสุม แบงหนูออกเปน 5 กลุมๆละ 7 ตัว ดังนี ้
   กลุม 1 (Control)   ปอน NS  0.1 มล./ 30 กรัม  
   กลุม 2 (SS 1)        ปอนสารแขวนลอยจากผล S. scaphigerum (SS)  
        ในขนาด 19.5 มก. /กก.  
   กลุม 3 (SS 2)        ปอน SS ในขนาด 39 มก. /กก.  
   กลุม 4 (SS 3)        ปอน SS ในขนาด 78 มก. /กก.  
   กลุม 5 (Lev)          ปอนยา levamisole 25 มก./กก.  
 2.   วันที่ 0-9 ใหสารตางๆที่ใหทางการกินตามกลุมทุกวนั 
 3.   วันที่ 10 ภายหลังทําการเคลื่อนกระดูกตนคอหนแูลว ทําการเก็บ peritoneal  
       macrophage 
 4.   สอดเข็มฉีดยาเบอร 18 เขาในแนวกลางตัว แลวฉดีน้าํยา phosphate buffer saline 
       (PBS) จํานวน 9 มล. เขาใน ชองทอง จากนั้นจึงทําการเขยาตัวหน ู
 5.   เปดผิวหนงับริเวณหนาทองเพื่อทําการดูดน้ําในชองทองออกมา (peritoneal lavage
      fluids)  เกบ็ไวใน 15 ml sterile centrifuge tube แลวจึงนําไปปนดวยความเรว็รอบ 
       1000 รอบ/นาที ที่อุณหภมูิ 4  ํ เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
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 6.   เท supernatant ทิ้ง แลวเซลลที่ตกตะกอนจะนําไปเตรียมใหมีความหนาแนน1X10 6

       เซลล/มล. ใน complete DMEM media เซลลที่นํามาใชในการทดลองตองมีอัตรา 
       ความมีชีวติ(%viability) มากกวารอยละ 90 โดยทําการตรวจสอบดวยการยอมสี    
      trypan blue 
 7.  นําเซลลดังกลาว ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ใสลงใน 96 well microplate แตละหลุม 
 8.  หลังจากบมพักเซลลไว 24 ช่ัวโมง เซลลที่ไมสามารถเกาะติดกับ plate จะถูกขจดั  
       ออกไปโดยการดูดและลางดวย PBS 3 รอบ แลวจึงเตมิcomplete DMEM media ที่มี 
      LPS หรือ ไมมี LPS ในความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มลิิลิตร ทําการพักเซลลที่อุณหภูมิ 
      37 ° เซลเซียส, ความชื้น 97%, คารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 9.   เก็บ supernatant จากเซลลในแตละหลุม ปริมาณ 100ไมโครลิตร ลงใน 96 well  
                 microplate  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ nitrite ดวยวิธี Griess reaction assay ตอไป 
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การวิเคราะหหาปริมาณ nitrite ดวยวิธี Griess reaction assay  

การตรวจวิเคราะหไดทําตามแบบของ Dietert et al. (1995) ดังนี ้

1. เติมตัวอยาง supernatant จากเซลลเพาะเลี้ยงในแตละหลุม จํานวน 100 ไมโครลิตร 
ลงใน 96 well microplate. 

2. เติมสารละลาย sulfanilamide จํานวน 20ไมโครลิตร ลงในหลุมตัวอยางแตละหลุม 
3. พกัไวในที่มดื ภายใตอุณหภมูิหอง เปนเวลา 10 นาที 
4. เติมสารละลาย NED จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม  
5. พักไวในที่มดื ภายใตอุณหภมูิหอง เปนเวลา 10 นาที 
6. วัดคาการดดูกลืนแสงของสารที่เกิดขึ้นโดยใชเครื่อง microplate reader ตั้งคาความ

ยาวคล่ืนที่ 550 นาโนเมตร 
7. เปรียบเทียบและคํานวณหาความเขมขนของnitriteในตัวอยางโดยทําการเทียบกับ

กราฟของสาร nitrite มาตรฐาน (nitrite standard reference curve) กราฟดังกลาว
สรางจากคาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานโดยการเจอืจางใหมีความเขมขน
แตกตางกัน 8 ระดับดังนี ้100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, และ 0 ไมโครโมลาร  

3.2.4 การประเมินภมูิคุมกันแบบ adaptive immunity  

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ใน
หนูท่ีมีการทํางานของระบบภูมิคุมกันเปนปกติ ( immunocompetent mice )  

วิธีการทดลองพัฒนาจากแบบของ Manosroia et al. (2005) ดังนี้ 

1. เลือกหนูเขากลุมทดลองโดยวิธีการสุม แบงกลุมทดลอง เปน 6  กลุมๆละ 7 ตัว และแต
ละกลุมไดรับการปอนสารตางๆดังนี้  

  กลุม  1 (Control) ปอน NS 0.1 มล./ 30 ก.   
  กลุม  2 (SS1)  ปอน SS ในขนาด 19.5 มก. /กก. 
  กลุม  3 (SS2)  ปอน SS ในขนาด 39 มก. /กก. 
  กลุม  4 (SS3)  ปอน SS ในขนาด 78 มก. /กก. 
  กลุม  5 (Dex)  ปอน dexamethasone ในขนาด 1 มก./กก. 
  กลุม  6 (Cim)  ปอน cimetidine ในขนาด 33 มก./กก.  
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2. วันที่ 0 เปนวันเริ่มตนการทดลอง หนูทุกกลุมทุกตวัไดรับการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะ
จํานวน 1X108 เซลล ในปริมาตร 0.2 มล. เขาทางชองทอง 

3. วันที่ 0-7 ทําการปอนสารตางๆตามกลุม และในวันแรกทําการปอนสารตางๆภายหลงั
การฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

4. วันที่ 7  ทําการเก็บตัวอยางเลือดจากหนูแตละตัว โดยการเจาะเลือดผานหลอดเลือดดํา
ที่หาง นําเลือดที่ไดไปปนแยกซีร่ัม เพื่อตรวจหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี  
haemagglutination antibody test   

5. วันที่ 8 หลังจากที่ไดทําการวัดความหนาของอุงเทา (footpad thickness) ดานซายใน
หนูทุกตวัแลว จึงทําการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะจํานวน 1X108 เซลล ในปริมาตร 20 
ไมโครลิตร เขาอุงเทาซาย การวัดความหนาของอุงเทาจะใชเครื่องมือ dial thickness 
meter ที่มีหนวยการวัดเปนมิลลิเมตร อานความละเอยีดไดที่ทศนยิม 2 ตําแหนง  

6. ภายหลังการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเขาอุงเทา 24 ช่ัวโมง จึงทําการวดัความหนาของอุง
เทาซายอีกครั้ง ความหนาของอุงเทาซายที่แตกตางกันระหวางกอนการฉีดและหลังฉีด
เม็ดเลือดแดงแกะจะนําไปใชคํานวณใหเปนรอยละของการอักเสบ(%Inflammation) 
ตามสมการดานลาง   

 Inflammation (%)  =    [FT after challenge - FT before challenge] X 100 
          FT before challenge                                
            ( FT = footpad thickness )                             
7. วันที่ 14 ทําการเจาะเลือดจากหางหนูอีกครั้ง เพื่อนําไปตรวจวดัปริมาณแอนตบิอดทีี่มี

ตอเม็ดเลือดแดงแกะโดยวิธี haemagglutination test                                                                        
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• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity   
ในหนูท่ีถูกกดภูมิคุมกัน ( immunosuppressed mice )                     
ดวยยา cyclophosphamide (CP)  

วิธีการทดลองพัฒนาจากแบบของBafna and Mishra (2005) ดังนี้ 

1. เลือกหนูเขากลุมทดลองโดยวิธีการสุม แบงกลุมทดลองเปน 6 กลุมๆละ 7 ตัว และแต
ละกลุมจะไดรับการปอน (PO)สารตางๆ หรือฉีดสารเขาชองทอง(IP) ดังนี ้

  กลุม 1 (NS-control)       NS 0.1 มล./30 ก. (PO) and NS ( IP)  
  กลุม 2 (CP-control) NS ( PO) and CP ( IP) 
  กลุม 3 (SS1)  SS. 19.5 มก./กก.(PO) and CP (IP) 
  กลุม 4 (SS2)  SS. 39 มก./กก.(PO) and CP (IP) 
  กลุม 5 (SS3)  SS. 78 มก./กก.(PO) and CP (IP) 
  กลุม 6 (Lev)  levamisole 25 มก./กก.(PO) and CP (IP) 

2. วันที่ 0 เปนวันเริ่มตนการทดลอง ทําการปอนสารตางๆตามกลุมทดลองตลอดตั้งแต
วันที่ 0-13 

3. วันที่ 10 ทําการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเขาชองทอง จํานวน1X108 เซลล /0.2 มล. ในหนู
ทุกตัว  

4. วันที ่ 14-16 หนูกลุม 2-6 ไดรับการฉีด CP ขนาด 50 มก./กก./วัน เขาทางชองทอง 
ตอเนื่องกันเปนเวลา 3 วัน   สําหรับหนูกลุม 1 จะไดรับการฉีด NS 

5. วันที่ 17, หลังจากที่ไดทําการวัดอุงเทาซายในหนูทุกตวั จึงทําการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะ
จํานวน1X108 เซลล /20 ไมโครลิตร เขาชั้นใตผิวหนงัของอุงเทาซาย แลวจึงพกัหนูไว
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

6. วันที่ 18, วางยาสลบหนูทุกตวัดวยยา ketamine hydrochloride ในขนาด 80 มก./ กก. 
รวมกับ xylazine hydrochloride ในขนาด 16 มก./ กก. จากนัน้จึงทําการวัดความ
หนาของอุงเทาซาย, เก็บตัวอยางเลือด เพือ่นําไปวิเคราะหหาปริมาณแอนติบอดี และ
ศึกษาทางโลหติวิทยาโดยนับจํานวนเม็ดเลือดขาวและแยกชนิดของlymphocytes, เก็บ
มามเพื่อนําไปศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา 
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immunized 

 
 

 การตรวจนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte  

 วิธีการวิเคราะหตามแบบของ Jackson and Warner (1986) ดังนี ้

1. เก็บตัวอยางเลอืดไวในขวดเก็บเลือดที่มีสารปองกันเลือดแข็งตัว ( K3 EDTA) และอยู
ในอุณหภูมิ 20-25° เซลเซียส 

2. ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาว (leukocyte count) โดยใชเครื่องอัตโนมัติ Coulter Act 
Diff ® 

3. สําหรับการนบัแยก T lymphocyte ชนิด CD4 และ CD8 จะกระทําโดยใชเครือ่ง 
FACScan ® โดยใสตวัอยางเลือดจํานวน 100 ไมโครลิตรลงในแตละหลอด จํานวน 3 
หลอด  

4. หลอดที่หนึ่ง เติม FITC labeled CD3 anti-mouse monoclonal antibody และ PE 
labeled CD4 anti-mouse monoclonal antibody ปริมาณอยางละ10 ไมโครลิตร, 
หลอดที่สองเติม FITC labeled CD3 anti-mouse monoclonal antibody และ PE 
labeled CD8 anti-mouse monoclonal antibody ปริมาณอยางละ 10 ไมโครลิตร 
สําหรับหลอดสุดทายเปนหลอด internal control 

5. เขยาหลอดเบาๆใหเขากัน แลวพักไวในทีม่ืด ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้น
จึงเติม 1XFACS lysing solution ปริมาณ 2 มล. แลวเขยาเบาๆใหเขากัน ตั้งทิ้งไวอีก 
10 นาที  

treated 

 0 
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CP 50 
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6. นําหลอดไปปนดวยความเร็วรอบ 1500 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที แลวจึงดูด 
supernatant ทิ้งไปใหเหลือเฉพาะเซลลที่ตกตะกอน ทําการลางเซลลดวย FACS 
sheath fluid  

7. เติม 1%paraformaldehyde ปริมาณ 500 ไมโครลิตรลงในหลอด แลวจึงเขยาเบาๆให
เขากัน 

8. นําหลอดตัวอยางเขาเครื่อง FACScan® และทําการประมวลผลดวยโปรแกรม Cell 
Quest 

9. นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาคาสัมบูรณของจํานวน lymphocyte ชนิดตางๆ ดังสมการ
ตอไปนี ้ 

 Absolute lymphocyte (Alymp.) = leukocyte count X % lymphocyte 
 Absolute T lymphocyte = Alymp. X %CD3+ Cell 
 Absolute CD4+ T lymphocyte = Alymp. X %CD3+CD4+ Cell 
 Absolute CD8+ T lymphocyte = Alymp. X %CD3+CD8+ Cell  

 การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวิธ ีhaemagglutination antibody test 

1. นําตัวอยางเลือดที่แข็งตัวไปปนแยกซีร่ัมออก อุนซีร่ัมที่ไดใน water bath ที่อุณหภูม ิ
56° เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

2. เติม NS ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงในหลมุแตละหลุมของ 96-wells U bottom plate 
3. ปเปตตัวอยางซีร่ัม 25 ไมโครลิตร แลวทําการเจือจางแบบทวีคูณตอไป 
4. เติมเม็ดเลือดแดงแกะ 1 % ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม 
5. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงทําการอานผล  โดยใหคาหลุมสุดทายของ

การเจือจางซีร่ัมแบบทวีคณูที่ปรากฏปฏิกริยาการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงเปนคา
แอนติบอดี ไตเตอร  

 การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของมาม (histological examination) 

1. ตัดแยกมามออกจากรางกายหนู ทําการชั่งน้ําหนกั แลวเก็บรักษามามใน10 % formalin  
2. ตัวอยางชิน้เนือ้จะถูกทําใหแหง(dehydrate)  กอนทําการตรึง(embed) ดวยพาราฟน  
3. ตัดชิ้นเนื้อใหมีความหนาประมาณ 3 ไมโครเมตร แลวยอมดวยสี Hematoxylin-Eosin 

แลวเตรียมเปนสไลด  
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4. สไลดที่ไดนําไปสองตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิ
สภาพของมามในแตละกลุม  

3.2.5 การรวบรวมขอมูลและวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 รายงานผลการทดลองเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วิเคราะห
คาทางสถิติโดยใชวิธีการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว(one-way analysis of variances; 
ANOVA) และเปรียบเทยีบความแตกตางของกลุมตางๆโดย Least Significant Difference (LSD) 
multiple comparison test ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 หรือ p < 0.01 โดยอาศัย
โปรแกรม SPSS 
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บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 การประเมินภมิูคุมกันแบบ innate immunity 

• ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอความสามารถในการหลั่ง nitric oxide 
จากเซลล peritoneal macrophage      

 เซลล peritoneal macrophage ซึ่งไดเกบ็ออกมาจากหนู วัดความเขมขนของ nitrite ใน 
supernatant จากเซลลเพาะเลี้ยงโดยวิธี Griess reaction assay ไดผลดังนี้ 

 พบวาหนูกลุม control มีคาเฉลี่ยความเขมขนของ nitrite เทากับ 13.67±0.92 ไมโครโม
ลาร ซ่ึงต่ํากวาที่ปรากฏในหนูกลุมอ่ืนๆ  สําหรับหนกูลุมที่ไดรับการปอนผล S. scaphigerum จะมี
ความเขมขนของ nitrite เพิม่ข้ึนสัมพนัธกบัขนาดที่เพิ่มข้ึนของผล S. scaphigerum ดังนี้ กลุม 
SS1 เทากับ 14.43±0.89, กลุม SS2 เทากับ 22.33±3.53, และกลุม SS3 เทากบั 27.82±6.91    
ไมโครโมลาร โดยกลุม SS3 ซ่ึงไดรับผล S. scaphigerumในขนาดสูงสุดมีคาเฉลี่ยของระดับความ
เขมขนของ nitrite ที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control  สําหรับหนู
ที่ไดรับ levamisole ในขนาด 25 มก./กก. หรือกลุม Lev จะมีความเขมขนของ nitrite เทากบั 
24.32±1.35 ไมโครโมลาร ซ่ึงมากกวาในกลุม control อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (รูปที่ 7) 
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รูปท่ี 7   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอความสามารถในการหลั่ง nitric oxide จากเซลล peritoneal macrophage 
ทําการวัดความเขมขนของ nitrite ดวยวิธี Griess reaction assay  แทงกราฟเปนคาเฉลี่ยของ nitrite มีหนวยเปน ไมโครโมลาร ± 
คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยาง = 7     เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01  
Control = กลุมควบคุม, SS1 = S. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = S. scaphigerum (39 มก./กก.),                                  
SS3 = S. scaphigerum (78 มก./กก.) และ  Lev = levamisole(25 มก./กก.) 
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4.2 การประเมินภมิูคุมกันแบบ adaptive immunity  

4.2.1 ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูท่ีมีการ
 ทํางานของระบบภูมิคุมกันเปนปกติ ( immunocompetent mice ) 

 ในการศึกษาเบื้องตน เพื่อใหทราบถึงฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาที่มีตอระบบภูมิคุมกันใน
สัตวทดลอง จึงไดทําการทดสอบฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอความสามารถในการสราง
แอนติบอดแีละ ปฏิกริยา delayed-type hypersensitivity ที่เหนีย่วนําใหเกิดขึ้นดวยเมด็เลือดแดง
แกะในหนูปกติ  หนูทดลองในแตละกลุมจะมี 7 ตัว ยกเวนในกลุม control และกลุม cimetidine 
จะมีเพยีง 6 เนือ่งจากหนูในกลุมดังกลาวตายเพราะความผดิพลาดของการทําหัตการ 

• การทดสอบดวยปฏิกริยาแบบ delayed-type  hypersensitivity (DTH) 

  ผลการทดลองพบวา หนกูลุม control มีการบวมของอุงเทาซ่ึงแสดงเปนคาเฉลี่ย
ของ %inflammation  สูงสุดเทากับ 11.12±1.60 ขณะที่หนูกลุมที่ไดรับผล S. scaphigerumใน
ขนาดตางๆคือ SS1, SS2, SS3 ตางก็แสดง %inflammation  ต่ํากวากลุม control โดยแปรผันกลับ
กับขนาดของผล S. scaphigerum ที่เพิ่มขึ้นดงันี้ กลุม SS1=7.03%±1.25, กลุม 
SS2=5.84%±2.43, กลุม SS3=2.11%±1.02  สําหรับหนูกลุมที่ไดรับยา dexamethasone และ 
cimetidine จะมีคา %inflammation คอนขางต่ํา โดยกลุม Dex เทากับ 3.81±1.49 และกลุม Cim 
เทากับ 0.77±0.54  หนูกลุม Dex, Cim, และ SS3 มีคา%inflammation  ต่ํากวากลุมcontrol อยาง
เดนชัดและมนีัยสําคัญทางสถิติที่ p นอยกวา 0.01 แตการพิจารณาเปรียบเทยีบภายใน 3 กลุม
ดังกลาวพบวามิไดมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ สําหรับหนูที่ไดรับผล S. 
scaphigerum ในขนาดต่าํที่สุด (SS1) ไมพบความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม 
control การเปรียบเทียบระหวางกลุม SS1 กับ SS3 พบวามีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ
ที่ p นอยกวา 0.05 (รูปที่ 8) 

 ทั้งผล S. scaphigerum, Dex และ Cim ตางมีฤทธิย์ับยั้งการบวมของอุงเทาหนูไดโดยทํา
ใหเกิดเปอรเซนตการยับยั้งหรือเปอรเซนตการเปลี่ยนแปลง (Percent change) เมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุมตามลาํดับดังตอไปนี้ผล S. scaphigerum ในขนาด 19.5 มก./กก. (SS1) เทากบั 36.78%,
ผล S. scaphigerum ในขนาด 39 มก./กก. (SS2) เทากับ 47.48%, ผล S. scaphigerumในขนาด 
78 มก./กก. (SS3) เทากับ 81.02%, dexamethasone ในขนาด 1 มก./กก. เทากับ 65.73% และ 
cimetidine ในขนาด 33 มก./กก. เทากบั 93.07% 
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รูปท่ี 8   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการเกิดปฏิกริยา delayed-type  hypersensitivity (DTH) \ในหนูปกต ิ
การทดสอบปฏิริยาDTH ใชรูปแบบ footpad swelling test  แทงกราฟแสดงกลุมของหนู, คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ของคาเฉลี่ย ใตแทงกราฟแสดงจํานวนตัวอยางในแตละกลุม    เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัเมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01   เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ 
p<0.05  สําหรับการเปรียบเทียบรอยละของความแตกตางระหวางกลุมตางๆกับกลุม control (percent change) รายงานไวดานลาง
ของรูป   
Control = กลุมควบคุม, Dex = dexamethasone(1 มก./กก.), SS1 = S. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = S. scaphigerum 
(39 มก./กก.),  SS3 = S. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Cim = cimetidine(33 มก./กก.) 
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• การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี haemagglutination antibody test 

 การวัดปริมาณแอนติบอดใีนรางกายที่จําเพาะตอเม็ดเลือดแดงแกะเปนการประเมินการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันในแบบ humoral immune response โดยวัดปริมาณแอนติบอดีที่เกดิขึ้น
ดวยวิธี haemagglutination antibody test ตัวอยางซีร่ัมที่นํามาทดสอบไดจากการเจาะเลือด
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร จาก tail vein ในสัปดาหที่หนึ่งและสัปดาหที่สองภายหลังการฉีดเม็ดเลือด
แดงแกะเขาชองทอง แอนตบิอดีจากสัปดาหที่หนึ่งเปนผลของ primary immune response และ 
แอนติบอดจีากสัปดาหที่สองเปนผลของ secondary immune response ปริมาณแอนติบอดีแสดง
เปนคา   log2 ของแอนติบอดีไตเตอรวดัเปนระดับแอนตบิอดี 

 ในสัปดาหทีห่นึ่งพบวาหนูทกุกลุมมีคาแอนติบอดีไตเตอรไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ
ทางสถิติ อยางไรก็ตามหนกูลุมที่ไดรับยา dexamethasone มีคาแอนติบอดีไตเตอรต่ํากวากลุมอ่ืน
คือเทากับ 7.29  ซ่ึงเปนผลจากการยับยั้งการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของยา   

 ในสัปดาหที่สองคาแอนติบอดีไตเตอรของหนูทุกกลุมเพิ่มสูงขึ้นกวาในสัปดาหที่หนึ่ง จาก
การเปรียบเทยีบคาแอนติบอดีไตเตอรของสัปดาหที่สอง พบวาหนูกลุม Dex จะมีคาเฉลี่ยของ
แอนติบอดีไตเตอรต่ํากวาหนกูลุม control อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  สําหรับหนูกลุม SS1, SS2 
และ SS3 มีคาเฉลี่ยของแอนติบอดีไตเตอรเพิม่สูงขึ้นโดยแปรผันตามขนาดของผล S. 
scaphigerum แตอยางไรก็ตามยังไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ และผลของกลุม Cim กไ็ม
พบความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเชนกัน (รูปที่ 9) 
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รูปท่ี 9     ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการสรางแอนติบอดี/ในหนูปกต ิ
การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอเม็ดเลือดแดงแกะในหนูปกติดวยวิธี HA test ปริมาณแอนติบอดีรายงานเปนคา log2 ของ
คาแอนติบอดีไตเตอร ที่สัปดาหที่หนึ่งและสองหลังการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเขาชองทอง แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของ
แอนติบอดีไตเตอร, คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย, และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม  เคร่ืองหมาย * แสดงความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control โดย p < 0.05  
Control = กลุมควบคุม, Dex = dexamethasone(1 มก./กก.), SS1 = S. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = S. scaphigerum 
(39 มก./กก.),  SS3 = S. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Cim = cimetidine(33 มก./กก.) 
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4.2.1 ฤทธ์ิของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูท่ีไดรับ
 ยากดภูมิคุมกัน ( immunosuppressed mice ) 

 การทดลองในหนูที่ถูกกดภูมคิุมเปนรูปแบบหนึ่งที่ใชทดสอบฤทธิ์ของสารปรับเปลี่ยน
ภูมิคุมกัน เพื่อศึกษาความเปนไปไดของสารที่จะทําการปรับเปลี่ยนภมูิคุมกันรางกายในสภาวะที่
รางกายมีความบกพรองของภูมิคุมกันอนัอาจเกิดจากสภาวะของการติดเชื้อ, ความเครียด, การไดรับ
สารพิษจากสิ่งแวดลอม และ การไดรับยากดภูมิคุมกนัเพือ่รักษาโรคตางๆ นอกจากนัน้การศึกษาใน
สภาวะทีไ่ดรับการกดภูมิคุมกันนั้นสามารถลดผลกระทบจาก immunoregulatory system การ
ทดลองครั้งนี้ไดใช cyclophosphamide(CP) เปนยากดภูมิคุมกัน และกลุมควบคุมใหยา 
levamisole ซ่ึงเปนยาที่สามารถกระตุนการทํางานของระบบภูมคิุมกันที่ถูกกดการทํางานดวยยา 
CP โดยสามารถกระตุนการทํางานของเซลลในระบบภมูิคุมกันแบบ innate immunity และแบบ 
adaptive immunity ได  หนูทดลองแบงออกเปน 6 กลุมๆละ 7 ตัว ทุกกลุมไดรับการกดภูมิคุมกัน
รางกายดวยการฉีดยา CP เขาชองทอง (IP) ในขนาด 50 มก./กก./วัน ตดิตอกัน 3 วัน ยกเวนหนูใน
กลุม NS-control  จะไดรับการฉีด normal saline แทน เพื่อเปนกลุมเปรียบเทียบความรุนแรงของ
การกดภูมิคุมกันจากยา CP หนูที่ไดรับการกดภูมิคุมกนัทุกตัวยังคงกนิอาหาร น้ํา และมีกิจกรรม
ตามปกต ิ สําหรับน้ําหนกัเฉลี่ยของหนูแตละกลุมภายหลังไดรับยากดภูมิคุมกันพบวาไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ 

• การทดสอบดวยปฏิกริยา DTH  

 ผลการทดลองพบวา หนูกลุม NS-control จะมี %inflammation สูงที่สุดคือเทากับ
11.58±1.88 ขณะทีห่นูกลุมอ่ืนที่ไดรับยา CP จะแสดง %inflammation ต่ํากวาดังนี้ กลุม CP-
control =3.28±1.03, SS1=4.53±0.86, SS2=7.69±1.38, SS3=9.22±1.06, Lev=6.85±0.40 
แสดงใหเหน็วา  ยา CP สามารถยับยั้งปฏิกริยา DTH ไดอยางชัดเจน  หนูกลุมที่ไดรับยา CP แต
ไมไดรับการปอนผล S. scaphigerum หรือ levamisole จะแสดง%inflammation ต่ําที่สุด หาก
แสดงผลการทดลองเปนคารอยละของการถูกยับยั้งเปรยีบเทียบกับกลุม NS-control หนูกลุมที่ไดยา 
CP เทากับ 76.71%  กลุมหนูที่ไดรับทั้งผล S. scaphigerum และCP  %การยับยั้งจะลดนอยลง
แปรผันตามความเขมขนที่เพิ่มขึ้นของขนาดผล S. scaphigerum ที่ใหดังนี ้ SS1=60.88%, 
SS2=33.59%, SS3=20.37%  โดยกลุม SS2 และ SS3 จะมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ p 
นอยกวา 0.01 เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control  และกลุมSS3ยังแตกตางจากกลุม SS1 อยาง
มีนัยสาํคัญที่ p นอยกวา 0.05 สําหรับหนกูลุมที่ไดรับ levamisole จะถูกยับยั้งเทากบั 40.75% ซ่ึง
แตกตางจากกลุม CP-control อยางมีนัยสําคัญที่ p นอยกวา 0.05 (รูปที่ 10)  
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รูปท่ี 10   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการเกิดปฏิกริยา delayed-type  hypersensiyivity  ในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปฏิกริยา DTH ทดสอบโดยวิธี footpad swelling test แทงกราฟแสดงกลุม,  คาเฉลีย่ของ % inflammation ± คาความคลาดเคลื่อน
มาตรฐานของคาเฉลี่ย, และจํานวนตัวอยาง  เคร่ืองหมาย * และ **  แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 และ 
P< 0.01 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุมCP-control  เครื่องหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 
เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกกดภูมิคุมกันของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับกลุม 
NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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• การตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี haemagglutination antibody test 

 จากผลการศึกษาเบื้องตนในหนูปกติ พบวาหนกูลุมที่ไดรับผล S. scaphigerum มี
แนวโนมที่จะมีการสรางแอนติบอดีเพิ่มขึน้เพียงแตคาแอนติบอดี ไตเตอรที่สูงขึ้นอยางแปรผันตาม
ขนาดของผล S. scaphigerum นั้น เมื่อนํามาเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมแลวไมมคีวามแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ อยางไรก็ตามเนื่องจากผลที่ไดแสดงใหเห็นแนวโนมวา S. scaphigerum
อาจมีฤทธิ์กระตุนการสรางแอนติบอดี ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มี
ตอการสรางแอนติบอดีในหนูที่ไดรับการกดภูมิคุมกันดวย 

 ผลการทดลองพบวา หนูกลุม NS-control ซ่ึงไมไดรับยา CP มีคาแอนติบอดีไตเตอรสูง
ที่สุดคือ เทากับ 6.71±0.28 เมื่อเปรียบเทียบกับหนกูลุมอ่ืนๆทุกกลุมที่ไดรับยา CP ซ่ึงมีคา
แอนติบอดีไตเตอรดังนี้ กลุมCP-control=3.86±0.34, SS1=4.00±0.53, SS2=4.71±0.18, 
SS3=5.42±0.36 และ Lev=4.71±0.35   จะเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอน
สารทดสอบอื่นๆรวมดวย มีคาแอนติบอดไีตเตอรต่ําที่สุด และหากแสดงคาการยับยัง้เปนเปอรเซนต
แลวพบวาการสรางแอนติบอดีถูกยับยั้งไปมากที่สุดถึง 42.47% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-
control  ในหนูกลุมที่ไดรับการปอนผล S. scaphigerum รวมกับยา CP พบวาฤทธิ์ยับยั้งภูมิคุมกนั
ของยา CP มีความรุนแรงลดนอยลงเมื่อขนาดของผล S. scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึน้ตามลําดับ โดย
ที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./กก.(SS3) จะเปนผลใหเกดิความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัที่ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับการใหผล S. scaphigerum ในขนาดต่ําที่สุด 19.5 มก./กก. 
(SS1)  สําหรับหนูกลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ภูมิคุมกันที่ลดลงเชนกัน แตไมมคีวามแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ เมือ่เปรียบเทียบกับกลุม CP-control (รูปที่ 11) 
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รูปท่ี 11   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอการสรางแอนติบอดีในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
การวัดปริมาณแอนติบอดีใชวิธี haemagglutination antibody test ปริมาณแอนติบดีแสดงเปนคา Log2 ของ แอนติบอดีไตเตอร  
แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลีย่ของแอนติบอดีไตเตอร ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยางของแตละ
กลุม  เคร่ืองหมาย  ** แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ p < 0.01เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  
## แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกกด
ภูมิคุมกันของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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• การตรวจนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte 

 ผลการนับจํานวนเมด็เลือดขาวพบวา หนกูลุม NS-control ซ่ึงไมไดรับยา CP มีจํานวนเม็ด
เลือดขาวมากที่สุดคือเทากับ 3886±369 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทุกกลุมที่ไดรับยา CP 
ดังนี้ กลุมCP-control = 829 ± 124, SS1 = 871 ± 165, SS2 = 1257 ± 201, SS3 = 1767 ± 387 
และ Lev = 1733 ± 295  ดังเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบอื่น
รวมดวย มีจํานวนเม็ดเลือดขาวนอยทีสุ่ดซึ่งแสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของเซลลเม็ดเลือดขาว
ถูกกดไปมากที่สุดถึง 78.66% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่ไดรับการปอนทั้งผล
S. scaphigerum และยา CP พบวาการยับยั้งโดย CP คอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. 
scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึ้นเปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./
กก.(SS3) ทําใหเกิดความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบัการใหผล S. scaphigerum
ในขนาดต่ําทีสุ่ด 19.5 มก./กก.(SS1)  สําหรับหนูกลุม Lev แสดงการถูกยับยั้งที่ลดลงเชนกันและมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control (รูปที่ 12) 

  ผลการนับจํานวนเซลล lymphocyte พบวาหนกูลุม NS-control มีจํานวน lymphocyte
มากที่สุดคือ เทากับ 3362±339 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทกุกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุม
CP-control = 783 ± 120, SS1 = 840 ± 167, SS2 = 1220 ± 202, SS3 = 1681 ± 377 และ Lev 
= 1606 ± 293  ดังเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบอื่นรวมดวย มี
จํานวนเซลล lymphocyte นอยที่สุด แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของเซลล lymphocyte ถูก
ยับยั้งไปมากทีสุ่ดถึง 76.71% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  สําหรับหนกูลุมที่ไดรับการ
ปอนทั้งผล S. scaphigerum และยาCP  การถูกยับยั้งโดยยาCP จะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล  
S. scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึ้นเปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 
มก./กก.(SS3) จะเปนผลใหเกิดความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 
CP-control ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบัการใหผล S. 
scaphigerum ในขนาดต่ําที่สุด 19.5 มก./กก. (SS1)  สําหรับหนกูลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ที่
ลดลงเชนกันและมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ p< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
(รูปที่ 13) 

 ผลการนับจํานวน T lymphocyte (CD3+ lymphocyte) พบวาหนกูลุม NS-control มี
จํานวน T lymphocyte มากที่สุดคือเทากับ 1419±127 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทุกกลุมที่
ไดรับยา CP ดังนี้ กลุมCP-control = 533 ± 99, SS1 = 626 ± 144, SS2 = 886 ± 172, SS3 = 
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1119 ± 253 และ Lev = 1087 ± 212  ดงัเห็นไดวาหนกูลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสาร
ทดสอบอื่นรวมดวย มีจํานวน T lymphocyte นอยทีสุ่ด แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ T 
lymphocyte ถูกยับยั้งไปมากที่สุดถึง 62.43% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่
ไดรับการปอนผล S. scaphigerum สภาวะภูมิคุมกนัถูกยับยั้งจะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. 
scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึน้เเปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./
กก.(SS3) จะเปนผลใหเกดิความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-
control ทั้งยังแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับการใหผล S. 
scaphigerum ในขนาดต่ําที่สุด 19.5 มก./กก. (SS1)  สําหรับหนกูลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ที่
ลดลงเชนกันและมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
(รูปที่ 14) 

 ผลการนับจํานวน CD3- lymphocyte  พบวาหนูกลุม NS-control มีจํานวน CD3- 
lymphocyte เทากับ 1943±247 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทกุกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุม
CP-control = 249 ± 59, SS1 = 214 ± 27, SS2 = 335 ± 37, SS3 = 562 ± 142 และ Lev = 519 
± 88  ดังเห็นไดวาหนูทุกกลุมที่ไดรับ CP จะมจีํานวน CD3- lymphocyte ลดลงอยางมากในระดับ
ที่ไมเกิดความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ โดยหนูกลุม CP-control และ กลุม SS1 จะลดลงใกลเคียง
กัน เทากับ 87.18% และ 88.98% ตามลําดับ แมวาหนูที่ไดรับการปอนผล S. scaphigerum ใน
ขนาดตางๆกันจะไมแสดงผลที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคญั แตสามารถที่แสดงใหเห็นถึงผลที่
ตอบสนองอยางแปรผันตามขนาดของผล S. scaphigerum (รูปที่ 15) 

 ผลการนับจํานวน CD4+ T lymphocyte พบวาหนูกลุม NS-control มีจํานวน CD4+ T 
lymphocyte เทากับ 1075±101 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทกุกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุม
CP-control = 421 ± 74, SS1 = 491 ± 113, SS2 = 693 ± 134, SS3 = 868 ± 201 และ Lev = 
817 ± 159  ดังเหน็ไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบใดๆ มีจํานวน 
CD4+ T lymphocyte นอยกวาทุกกลุม  แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ CD4+ T lymphocyte 
ถูกยับยั้งไปมากที่สุดถึง 60.83% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่ไดรับการปอนทั้ง
ผล S. scaphigerum  และยาCP การถูกยับยั้งโดยยาCPจะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. 
scaphigerum ที่ใหเพิ่มขึน้เปนลําดับ โดยที่การใหผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุดที่ 78 มก./
กก.(SS3) จะเปนผลใหเกดิความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-
control สําหรับหนูกลุม Lev แสดงการถูกยับยัง้ที่ลดลงเชนกันและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control (รูปที่ 16) 
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 ผลการนับจํานวน CD8+ T lymphocyte พบวาหนูกลุม NS-control จะมีจํานวน CD8+ T 
lymphocyte เทากับ 361±28 เซลล/ไมโครลิตร ซ่ึงมากกวาหนูทุกกลุมที่ไดรับยา CP ดังนี้ กลุมCP-
control = 114 ± 26, SS1 = 123 ± 30, SS2 = 196 ± 38, SS3 = 257 ± 51 และ Lev = 271 ± 58  
ดังจะเห็นไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบใดๆ จะมีจํานวน CD8+ T 
lymphocyte นอยกวาทุกกลุมหรือแสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ CD8+ T lymphocyte ถูก
ยับยั้งไปมากทีสุ่ดถึง 68.42% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม NS-control  หนูกลุมที่ไดรับการปอนผล S. 
scaphigerum และยาCP การถูกยับยั้งโดยยาCPจะคอยๆลดลง เมื่อขนาดของผล S. scaphigerum
ที่ใหเพิ่มขึน้เปนลําดับ โดยทีก่ารใหผล S. scaphigerum ในขนาดสงูสุดที่ 78 มก./กก.(SS3) จะ
เปนผลใหเกดิความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control ทั้งยังมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 สําหรับหนกูลุม Lev แสดง
การถูกยับยั้งทีล่ดลงมากที่สุด (24.93%) และมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.01 เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุม CP-control (รูปที่ 17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 47

 

*
*

-------------------     CP+     -------------------CP -

(7n)

(7n) (7n)

(7n)

(6n) (6n)

inhibition
(%) 78.66 77.56 67.65 54.52 55.40

#

-------------------------------------------------------------------------

NS-control CP-control SS. 1 SS.2 SS. 3 Lev

1000

2000

3000

4000

Le
uk

oc
yt

e (
ce

ll 
/ m

ic
ro

lit
er

)

O

O O

O

O O

3886 829 871 1257 1767 1733

 
 
 
รูปท่ี 12   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณเม็ดเลือดขาวในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณเม็ดเลือดขาวรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลีย่ของจํานวนเม็ดเลือดขาว ± คาความคลาด
เคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่ และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม         เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ 
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวนเม็ดเลือดขาวของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับ
กลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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รูปท่ี 13   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลีย่ของจํานวนlymphocyte ± คาความคลาด
เคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่  และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม        เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ 
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวนlymphocyteของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับ
กลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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รูปท่ี 14   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ T lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ T lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลติร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนT lymphocyte ± คา
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม    เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control และ เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวน T lymphocyte ของกลุมตางๆที่เกิดขึ้น
โดยเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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------------------       CP +     -------------------CP -
inhibition
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รูปท่ี 15   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ CD3- lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ CD3- lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนCD3- lymphocyte ± คา
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม    ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติใน
ระหวางกลุมตางๆที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวน CD3- lymphocyte ของ
กลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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------------------       CP +     -----------------CP -

*
*
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รูปท่ี 16   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ CD4+ T lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ CD4+ T lymphocyteรายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนCD4+ T lymphocyte,  
คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย,  และจํานวนตวัอยางของแตละกลุม    เคร่ืองหมาย  * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม CP-control    สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวนCD4+ T 
lymphocyte ของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทยีบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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*
**

------------------       CP +     ------------------CP -
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รูปท่ี 17   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอปริมาณ CD8+ T lymphocyteในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ปริมาณ CD8 +T lymphocyte รายงานเปนจํานวนเซลล/ไมโครลิตร  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของจํานวนCD8+ T lymphocyte,  
คาความคลาดเคลือ่นมาตรฐานของคาเฉลี่ย และจํานวนตวัอยางของแตละกลุม    เคร่ืองหมาย  * และ ** แสดงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 หรือ p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control ตามลําดับ  เครื่องหมาย  # แสดงความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการรายงานความรุนแรงในการถูกยับยั้งการเพิ่มจํานวน CD8+ T 
lymphocyte ของกลุมตางๆที่เกิดขึ้นโดยเปรียบเทยีบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของรูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 

 
 
 
 
 
 
 



 53

• การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของมาม 

 ภายหลังที่ไดทาํการทดสอบปฏิกริยา DTH และเก็บตวัอยางเลือดแลว ไดทําการตดัแยกมาม
ออกจากรางกายหนูทกุตัว ทําการชั่งน้ําหนัก และหาคาเฉลี่ยของน้ําหนักมามในหนแูตละกลุมไดผล
ดังนี้  พบวาหนูกลุม NS-control จะมีน้ําหนักมามเฉลี่ย 150±10 มก. ซ่ึงมากกวาหนทูุกกลุมที่ไดรับ
ยา CP ดังนี้ กลุมCP-control = 82 ± 3, SS1 = 86 ± 3, SS2 = 94 ± 6, SS3 = 102 ± 3 และ Lev 
= 86 ± 5  ดังเห็นไดวาหนูกลุม CP-control ซ่ึงไมไดรับการปอนสารทดสอบใดๆ จะมีน้ําหนักมาม
เฉล่ียนอยกวาทุกกลุมหรือนอยกวากลุม NS-control ถึง 45.33% หนูกลุมที่ไดรับการปอนผล S. 
scaphigerum ที่ขนาด 78 มก./กก. (SS3) จะมีน้ําหนกัมามเฉลี่ยมากที่สุด และมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control   สําหรบัน้ําหนกัมามเฉลี่ยของ
หนูกลุม Lev ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม CP-control 
(รูปที่ 18) 

 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิของมามพบวา มามจากหนูกลุม NS-control จะมกีารขยายตัวของ 
lymphoid follicle อยางเดนชัด และเห็นขอบเขตของ germinal center ในสวนของ white pulp 
ได และlymphocyte ที่อยูในสวนนีจ้ะอยูเรียงตัวกนัอยางหนาแนน  มามจากหนูกลุม CP-control 
จะมีความแตกตางจากหนูกลุม NS-control อยางชัดเจน ขอบเขตและการกระจายตัวของ lymphoid 
follicle นอยกวาหนูกลุมอ่ืนๆ, ไมพบ germinal center, และการเรียงตัวของ lymphocyte ใน 
white pulp มีความหนาแนนนอยกวากลุมอ่ืน สําหรับหนูกลุมที่ไดรับยากดภูมิคุมกันและไดรับการ
ปอนผล S. scaphigerum จะมีขอบเขตและการกระจายตัวของ lymphoid follicle เพิ่มขึ้นแปรผนั
ตามขนาดของผล S. scaphigerum ที่ให โดยที่กลุม SS3 จะเห็น lymphoid follicle อยางเดนชัด 
และมีความหนาแนนของ lymphocyte ใน white pulp มากกวากลุม SS1 และ SS2  สําหรับกลุม 
lev พบวามีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดยีวกับกลุม SS3 (รูปที่ 19, 20) 
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------------------       CP+      ------------------CP -
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รูปท่ี 18   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ท่ีมีตอน้ําหนักของมามในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
น้ําหนักมามรายงานเปนหนวยมิลลิกรัม  แทงกราฟแสดงกลุม, คาเฉลี่ยของน้ําหนักมาม ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย  
และจํานวนตัวอยางของแตละกลุม  เคร่ืองหมาย  *  แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 
CP-control ตามลําดับ  เคร่ืองหมาย  # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1  สําหรับการ
รายงานความแตกตางของน้ําหนักมาม ของกลุมตางๆเปรียบเทียบกับกลุม NS-control แสดงเปน  inhibition % ระบุไวดานลางของ
รูปกราฟ 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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กลุม NS-control                                                                             กลุม CP-control 
 

                
กลุม SS1                                                                          กลุม SS2 
 

                    
กลุม SS3                                                                        กลุม Lev 
 

รูปท่ี 19   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิของมาม (40 เทา) ในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ภาพตัดขวางทางจุลพยาธิของมามหนูในกําลังขยาย 40 เทา ยอมดวยสี H&E    
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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กลุม NS-control                                                               กลุม CP-control 
 

                
กลุม SS1                                                                       กลุม SS2 
 

                
กลุม SS3                                                                        กลุม Lev 
 

รูปท่ี 20   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิของมาม (5oo เทา) ในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน 
ภาพทางจุลพยาธิของมามหนูตัวเดียวกันกับที่แสดงในรูป 19  ในกําลังขยาย 500 เทา แสดงเฉพาะบริเวณ white pulp จะเห็นการเรียง
ตัวของเซลลในความหนาแนนที่แตกตางกัน 
NS-control = กลุมควบคุมไดรับการฉดี normal saline: ปอน normal saline, CP-control = กลุมควบคุมไดรับการฉีดCP : ปอน
normal saline, SS1 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (19.5 มก./กก.), SS2 = ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (39 มก./กก.),  SS3 
= ฉีด CP: ปอนS. scaphigerum (78 มก./กก.) และ Lev = ฉีด CP: ปอน levamisole(25 มก./กก.) 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

การศึกษาฤทธิป์รับเปลี่ยนภมูิคุมกันของผล S. scaphigerum ในหนูทดลองครั้งนี้ 
สมุนไพรที่ใชทดสอบเปนรูปแบบที่ไมไดผานกรรมวิธีการสกัดใดๆ(crude drug) คงใชแตเพยีงผง
แหงจากเนื้อผล S. scaphigerum ที่ไดมาจากแหลงเดยีวกันโดยตลอด เนื่องจากเปาหมายหลักของ
การวิจยัในครัง้นี้มุงเนนถึงผลที่เกิดขึ้นตอการนําไปใชในเชิงปฏิบัติ ซ่ึงปจจุบันมีการบริโภค
เครื่องดื่มที่ผลิตจากเนื้อผล S. scaphigerum เปนจํานวนมาก โดยมีการกลาวถึงสรรพคุณมากมาย 
แตยังไมมีขอมลูทางวิทยาศาสตรที่ยืนยันได หรือการนําไปใชในทางปศุสัตวเพื่อเปนสารชวยการ
เจริญเติบโตในสัตว หรือเปนขอมูลสนับสนุนการใชในทางการแพทยทางเลือก อีกทั้งขอมูลในการ
วิจัยนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานทีย่ืนยนัฤทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันของผล S. scaphigerum ในสัตว อัน
จะนําไปสูการศึกษาในเชิงลึกตอไป ถึงองคประกอบยอยใดในผล S. scaphigerum ที่กระทําฤทธิ์
เชนนั้น หรือกระทําโดยกลไกใด 

เนื้อผลของ S. scaphigerum นั้น จัดเปนสารประเภททีเ่รียกวา gum โครงสราง
พื้นฐานของ gum คือโพลีแซคคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายๆชนิด อันไดแก 
glucose, xylose, arabinose, rhamnose และ polyuronic acid โดยพันธะเคมทีี่เชื่อมระหวาง
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวนั้นจะเปนทั้งพันธะ alfa  และ beta-glycosidic linkage (Wynn and 
Fougere, 2007) พันธะที่เปนสายalfa สามารถที่จะถูกตัดยอยไดดวยเอนไซม alfa-galactocidase 
ที่มีอยูในทางเดินอาหารของสัตว ขณะทีส่ายbeta อาจไมถูกตัดยอยอยางสมบูรณเนื่องจากความ
บกพรองของเอนไซม beta-galactocidase ในสัตว (Case et al., 2000)  ดังนั้น gum ที่กินเขาไป
จะถูกยอยไดบางสวน สวนที่ไมถูกยอยจะคงเปนสายโพลีแซคคาไรดส้ันๆอยูในลักษณะที่เรียกวา 
repeating unit โครงสรางที่มีความเหมาะสมของ repeating unit นี้ จะสามารถกระตุน pattern 
recognition receptors(PRRs) ตางๆที่ปรากฏบนผิวเซลลภมูิคุมกันได 

S. scaphigerum ที่ใหโดยการกินอาจกระตุนภูมิคุมกันผาน PRRs ของเซลล
ภูมิคุมกันที ่ gut-associated lymphoid tissue (GALT) หรือเขาสูระบบของรางกาย เชนในงาน
ศึกษาทาง เภสัชจลนศาสตรของ betaglucan (โพลีแซคคาไรดที่ไดจากเห็ดประกอบดวยสายพันธะ
beta) พบวา betaglucan ที่ใหโดยการกนิจะเคลื่อนทีไ่ปยัง GALT และสามารถผานเขาสูกระแส
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เลือดได  (Rice et al., 2005)  ดังจะเห็นไดวาโครงสรางของโพลีแซคคาไรดจากผล S. 
scaphigerum  อาจถูกระบบทางเดินอาหารยอยสลายใหมีลักษณะเปน repeating unit ที่สามารถ
กระตุนเซลลภมูิคุมกันที่ GALT หรือเคลื่อนที่ผานผนังลําไสเขาสูกระแสเลือดเพื่อกระตุนการทํางาน
ของระบบภูมคิุมกันในแบบ systemic ตอไป   

ระบบภูมิคุมกนัแบบ innate immunity เกิดขึ้นจากกลไกพื้นฐานทางสรีรวิทยา
ของรางกายในหลายรูปแบบและการทํางานของ phagocytic cells เชน neutrophil, macrophage  
หนาที่การทํางานของเซลล macrophage ที่มีตอระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity นัน้ 
ประกอบดวย การสรางสารหลายชนิดที่เกี่ยวเนื่องกับกระบวนการอักเสบ (เชน proiflammatory 
cytokines, arachidonic acid metabolites) และ  การกําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัยการ 
phagocytosis ซ่ึงในกระบวนการนี้จะมกีารสรางและหลั่งสารที่เรียกวา nitric oxide 

Nirtric oxide มบีทบาทสําคัญตอสรีรการทํางานในรางกาย เชน การขยายหลอด
เลือด, ควบคมุการบีบตัวของหัวใจ, เปนสารสื่อประสาท (neurotransmitter), การเปน second 
messenger ในขบวนการ signaling transduction ของเซลล, ควบคุมการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด 
(Garcia and Stein, 2006)  ขณะเดียวกัน nitric oxide มีสภาพเปนอนุมูลอิสระ ซ่ึงสามารถ
เปลี่ยนแปลงไปเปนอนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆที่เปนอันตรายตอเซลลไดเชนกัน การเกิดขึ้นของ nitric 
oxide ที่นําไปสูการทําลายเซลลจะเกดิจากการทํางานของเอนไซม iNOS ซ่ึงถูกกระตุนโดย
กระบวนการอกัเสบ macrophage เปนเซลลที่สามารถสรางและหลั่ง nitric oxide จากการทํางาน
ของเอนไซม iNOS อันนําไปสูการฆาและทําลายเซลลจุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอม การวัดปรมิาณ 
nitric oxide ที่เกิดขึ้นภายหลังการกระตุน macrophage ดวย LPS จะเปนการวัดความสามารถใน
การทํางานของเซลลนี้ ซ่ึงจะเชื่อมโยงไปถึงผลของ innate immunity  จากการศกึษาโพลีแซคคา
ไรดของพืชหลายชนิด พบวามีฤทธิ์กระตุนการทํางานของ macrophage (Schepetkin and 
Quinn, 2006) โดยมีวิธีการทดลองแบบ in vitro ซ่ึงอาจทําการแยก macrophage ออกจากกายหนู 
หรือ ใช macrophage cell line มาทดสอบกับโพลีแซคคาไรดที่สกัดแยกออกมาจากพืชสมุนไพร 
การทดสอบดงักลาวอาจไมสามารถแสดงถึงผลของสมุนไพรที่เกดิขึน้จริงในรางกาย เพราะไมได
ครอบคลุมถึงผลทางเภสัชจลนศาสตรที่รางกายไดกระทาํตอยาอันเปนเหตุใหอาจมีการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของยาใหแตกตางไปจากเดิม สําหรับการศึกษาฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอ 
macrophage ในงานวจิัยนีเ้ปนรูปแบบของ ex vivo ซ่ึงผลการทดลองที่เกิดขึ้นจะมคีวามสัมพันธ
กับเภสัชจลนศาสตร และเหมาะสมในการนําไปอธิบายผลที่เกิดขึ้นจากการใชผล S. scaphigerum
ในทางปฏิบัต ิ นอกจากนี้รายงานของ Schepetkin (2006) ยังแสดงใหเห็นวา โพลีแซคคาไรดที่
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สามารถกระตุน macrophage ใหหล่ัง nitric oxide เพิม่ขึ้น ยังมีผลตอการหล่ัง proinflammatory 
cytokines และความสามารถในการ phagocytosis เพิ่มขึ้นดวยเชนกัน  ผลจากการทดลองนีจ้ะ
เห็นวา การใหกินผล S. scaphigerum เปนระยะเวลาตอเนื่องกัน 10 วัน สามารถเพิ่มการหลั่ง 
nitric oxide จาก peritoneal macrophage เมื่อไดรับการกระตุนดวย LPS  อยางมีนัยสําคัญ และ
แสดงผลเดนชดักวาการให levamisole แตอยางไรก็ตามการกินผล S. scaphigerum ไมได
กอใหเกิดการเพิ่มขึ้นของ nitric oxide อยางรุนแรงจนอาจเปนผลเสียตอรางกาย ผลการทดลองครั้ง
นี้มีความสอดคลองกับผลการวิจัยใน in vitro ที่พบวาโพลีแซคคาไรดจากผล S. scaphigerum 
สามารถกระตุนการทํางานของ macrophage cell line ในการหลั่ง nitric oxide และการ 
phagocytosis (Piyarat, 2005) 

การศึกษาฤทธิป์รับเปลี่ยนภมูิคุมกันของผล S. scaphigerum ตอ adaptive 
immunity ในหนูปกต ิพบวาการใหกินผล S. scaphigerum สามารถยับยั้งการบวมของอุงเทาหนู
จากปฏิกริยาDTHไดโดยมีความสัมพันธกบัขนาดของผล S. scaphigerum ที่ให และแสดงความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  

Dexamethasone สามารถออกฤทธิ์เปนยาตานการอักเสบ หรือ ยากดภูมิคุมกัน 
เมื่อใหในขนาดสูง ขนาดของยาที่ใชในการทดลองนี้คือ 1 มก./กก. เปนขนาดที่สามารถกอใหเกดิ
การกดภูมิคุมกันได(Plumb, 2005) ผลของการให dexamethasone ในสัปดาหที่หนึ่งนั้นพบวา 
สามารถยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูจากปฏิกริยาDTHไดอยางมีนยัสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับหนู
กลุม control แตผลการยับยัง้การบวมของอุงเทาหนูโดย dexamethasone นั้นไมไดแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับหนูกลุมที่ไดรับผล S. scaphigerum ในขนาด 78 มก./กก. และกลุมที่ไดรับ 
cimetidine นอกจากนั้น dexamethasone ในสัปดาหที่หนึ่งนั้นไมไดแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งการ
สรางแอนติบอดี  ผลของ dexamethasone ที่มีตอการยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูจากปฏิกริยา
DTHในสัปดาหที่หนึ่งนั้น อาจมิไดเกิดจากฤทธิ์การกดภมูิคุมกันอยางเดนชัด เพราะหนูกลุมที่ไดรับ 
dexamethasone ยังมิไดแสดงการถูกยบัยั้งการสรางแอนติบอดีตอเม็ดเลือดแดงแกะในสัปดาหที่
หนึ่ง แตแสดงการถูกยับยั้งอยางมีนัยสําคัญตอเมื่อสัปดาหที่สองแลว 

Cimetidine เปน H2 receptor antagonist ที่ใชเปนยาลดการหลั่งกรดใน
กระเพาะอาหาร นอกเหนือจากฤทธิ์ดังกลาว cimetidine สามารถยับยั้งการทํางานของ suppressor 
cell (Brockmeyer et al., 1989; Tanji et al. 1991) ทําใหมีการใช cimetidine เพื่อเปนสารกระตุน
ภูมิคุมกัน(Plumb, 2005) ในการศึกษาวิจยันี้จึงไดนํา cimetidine มาใชเปนสารอางอิงฤทธิ์ในการ
กระตุนภูมิคุมกัน แตอยางไรก็ตาม ผลการทดลองจากหนูกลุมที่ไดรับ cimetidine แสดงใหเห็นการ
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ยับยั้งการบวมของอุงเทาหนจูากปฏิกริยา DTH อยางชัดเจน ซ่ึงอาจอธิบายไดวา cimetidine ยงั
สามารถมีฤทธิ์ระงับการอักเสบ โดยพบวามีงานวิจยัที่แสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ระงับการอักเสบ เชนการ
ยับยั้งการบวมของอุงเทาหนขูาวที่เหนี่ยวนาํดวย complete Freund’s adjuvant ไดถึง 92% 
(Ezeamazie and Umezurike, 1989) และ การระงับการอักเสบของ cimetidine อาจเกิดจากหลาย
กลไกเชน histamine antagonist หรือ antioxidant (Ching et al., 1994; Hunter et al., 1999) 

การอักเสบจากปฏิกริยา DTH นอกจากเกีย่วของกับการทาํงานของ T lymphocyte 
แลว ยังเปนผลพวงจากการทํางานของสารตางๆที่หล่ังออกจาก macrophage หรือ APC เชน 
proinflammatory cytokine, hydrolytic enzyme, ROIs และ nitric oxide (Abbas and 
Lichtman, 2005)  ดังนั้นผลจากการทดลองแบบ ex vivo พบวา ผล S. scaphigerum สามารถเพิ่ม
การหลั่ง nitric oxide จากเซลล macrophage ได จึงเปนเหตใุหนาจะมีการเพิ่มการบวมของอุงเทา
หนูจากปฏิกริยา DTH ที่เกดิขึ้นในหนูปกติ แตจากการทดลองกลับพบวา ผล S. scaphigerum  
ยับยั้งการบวมของอุงเทาหนจูากปฏิกริยา DTH   ทั้งนี้ขอขัดแยงที่ปรากฎอาจอธิบายไดวา  ผล S. 
scaphigerum ที่นํามาใชในการทดลองนี้เปนสมุนไพรที่ยังไมผานกระบวนการสกัดใดๆจึงอาจมี
องคประกอบของสารออกฤทธิ์หลายชนิด ซ่ึงบางสวนอาจออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเซลล 
macrophage ผาน PRRs ในขณะที่บางสวนอาจมีฤทธิ์เปน anti-inflammation ซ่ึงแสดงผลตาน
การอักเสบในสัตวทดลอง  

กระบวนการอกัเสบนั้นเปนเหตุการณทีเ่กดิขึ้นภายหลังการหลั่ง nitric oxide ของ 
macrophage ซ่ึง nitric oxide นั้น สามารถกระตุนการทํางานของ phospholipase A2ใหเกิดการ
สราง arachidonic acid (AA) จาก phospholipids ของผนังเซลล ซ่ึง AA จะถูกเปลี่ยนตอไปดวย
ขบวนการที่ตางกัน 2 วิธี คือ เปลี่ยนโดยเอนไซม cyclooxygenase (COX) กับ lipoxygenase 
(LOX) จะได prostaglandins (PG), thromboxane A2, leukotrienes, และ platelet activating 
factor (Stokes and Granger, 2000)  ผลรวมของ inflammatory mediators เหลานี้จะชักนํา
เซลลเม็ดเลือดขาวใหเคล่ือนผานผนังเยื่อบหุลอดเลือดเขามายังบริเวณเนื้อเยื่อมากขึน้ และกอใหเกดิ
ปฏิกริยาการอกัเสบ (Karasawa et al., 1991) ดังนั้นการใหกินผล S. scaphigerum ในชวงเวลาที่
มีการเหนีย่วนาํใหเกิดปฏิกริยา DTH  สารออกฤทธิ์บางสวนที่อาจมีฤทธ์ิเปน anti-inflammation จึง
สามารถยับยั้ง inflammatory mediators ตางๆที่เกิดขึ้นภายหลังการหล่ัง nitric oxide ของ 
macrophage และเปนผลใหปฏิกริยาการอักเสบของอุงเทาหนูลดลง จากหลายงานวิจัยทีแ่สดงให
เห็นวา โพลีแซคคาไลดจากพืช สามารถมีฤทธิ์ anti- inflammation เชน Echinacea purpurea (L.) 
และ Hypericum perforatum (L.) สามารถระงับการอักเสบของอุงเทาหนู ที่ถูกเหนีย่วนําใหเกดิขึ้น
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ดวยสาร carrageenan  โดยพบวามกีลไกยับยัง้เอนไซม iNOS และ COX-2 (Raso et al., 2002) 
หรือในกรณีการศึกษาวุนของวานหางจระเข ซ่ึงประกอบดวย acemannan, aloctin, aloctin A, 
และ mannose-6-phosphate พบวามีฤทธิ์เปน anti-inflammation โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ตางๆ
เชน ทําลาย brandykinnin (Yagi et al., 1987) , ยับยั้งการสังเคราะห prostaglandin E2 (Pennys, 
1982; Langmead et al., 2004) , ยับยั้งการทํางานของ LOX (Bezakova et al., 2005) , ยับยั้งการ
ทํางานของ COX (Yagi et al., 2003) , ยับยั้ง integrins ที่เปน adhesion molecules (Bowden, 
1998) นอกจากนีย้ังพบพชืที่ใหสารโพลีแซคคาไรดชนิดอื่นๆที่มีฤทธิ์ anti-inflammation เชน 
Picorrhiza kurroa  (Pandey and Das, 1988) และ Echinacea angustifolia (Tubaro et al., 
1987) เปนตน 

ดังจะเห็นไดวาโพลีแซคคาไรดจากพืชสามารถมีฤทธิ์ anti-inflammation ทั้งยังมี
โครงสรางที่ใชในการกระตุน PRRs ดังเชนที่พบในวานหางจระเข ซ่ึงสามารถเพิ่มการสรางnitric 
oxide ใหกับ macrophage cell line (Ramamoorthy et al., 1996) และขณะเดียวกันสามารถ
ยับยั้งกระบวนการอักเสบดวยกลไกการออกฤทธิ์ตางๆในสัตวทดลอง ผลการวิจัยฤทธ์ิของผล S. 
scaphigerum ที่ปรากฎในครั้งนี้ซ่ึงแสดงการยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูจากปฏิกริยา DTH จึง
อาจอธิบายไดในลักษณะเดยีวกัน นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา สารสกัด ethanol ของ S. 
scaphigerum สามารถเกิดกิจกรรมตานอนุมูลอิสระกับสารที่เปนอนุมูลอิสระที่เสถียร คือ 2, 2 
dipheyl-1-picrylhydrazyl radical  (ณฐนนท ตราชู, 2545) 

เม็ดเลือดแดงแกะเปน T-dependent antigen ดังนั้นในการสรางแอนติบอดีตอ
เม็ดเลือดแดงแกะจําตองอาศยัความรวมมือในการทํางานของทั้ง T lymphocyte, B lymphocyte 
และ macrophage  (Benacerraf, 1978) หนูปกติทีไ่ดรับ dexamethasone จะแสดงสภาวะการ
ถูกกดการสรางแอนติบอดใีหเห็นไดอยางชัดเจนในสัปดาหที่สอง ในขณะที่ฤทธิ์ของผล S. 
scaphigerum นั้นสงผลไปในทางกระตุนการสรางแอนติบอดีใหเพิม่ขึ้นโดยแปรผันตามขนาดของ
ผล S. scaphigerum แตความแตกตางนั้นยังไมมีนยัสําคัญทางสถิติ ซ่ึงเปนคุณลักษณะเชนเดียวกับ
ฤทธิ์ของ cimetidine โดยสาเหตุอาจเนื่องจากการตอบโตของระบบภูมิคุมกันใน secondary 
immune response นี้ไดรับผลจาก immune regulatory system เชน การเกิด antibody 
feedback mechanism เปนตน 

การทดสอบฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ในหนูที่ไดรับการกดภูมคิุมกัน หนจูะ
ไดรับการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะที่อุงเทา หลังจากที่ไดหยดุการปอนผล S. scaphigerum ไปแลวเปน
เวลา 3 วัน ดงันั้นฤทธิ์ของ anti-inflammation ที่อาจเกิดขึ้นใน S. scaphigerum จึงไมนาจะมี
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อิทธิพลตอการเกิดการอักเสบในระยะ elicitation ของปฏิกริยาDTH  การฉีดยา CP ในขนาด 50 
มก./กก. ติดตอกัน 3 วนั สามารถกดระบบภูมิคุมกันในรางกายทั้งแบบ cell-mediated และ 
humoral immunity ไดอยางเดนชัด โดยแสดงใหเห็นจากการลดลงของปฏิกริยา DTH, การสราง
แอนติบอดี, จาํนวนเม็ดเลือดขาว และพยาธิสภาพของมาม การปอนผล S. scaphigerum บงชี้ถึง
การปกปองระบบภูมิคุมกันของรางกายโดยสามารถลดผลกระทบจากการกดภูมิคุมกนัของ CP ทํา
ใหเห็นการตอบสนองที่เพิ่มขึ้นของระบบภูมิคุมกันรางกายจากการทดสอบ footpad swelling test 
ซ่ึงเกิดจากการทํางานของ T lymphocyte เปนสําคัญ และจากการสรางแอนติบอดทีี่เพิ่มขึ้นซึ่งเปน
หนาที่ของ B lymphocyte 

การเปลี่ยนแปลงการตอบสนองในปฏิกริยา DTH และการสรางแอนติบอดีของหนู
ทีไ่ดรับผล  S. scaphigerum  นอกจากทีเ่ปนผลจากการทํางานที่เพิ่มขึ้นของ macrophage แลว 
ยังเกดิจากจํานวนของเม็ดเลือดขาวดวย  หนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกนั เมื่อไดรับการปอนผล S. 
scaphigerum จะพบปรมิาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ โดยเมด็เลือดขาวที่เพิ่มขึน้คือ 
CD4+ T lymphocyte และ CD8+ T lymphocyte ซ่ึงเซลลทั้งสองตางมีบทบาทสําคัญในการเกิด
ปฏิกริยา DTH  

CD3- lymphocyte ประกอบดวยเซลลสวนใหญคือ B lymphocyte และเซลล
สวนนอยคือNK cell  การให CP จะทําใหปริมาณ CD3- lymphocyte ในกระแสเลือดของหนูลดลง
อยางมาก เมือ่ใหผล S. scaphigerumในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน จะทําใหพบปริมาณ CD3- 
lymphocyte มากขึ้นแปรผนัตามขนาดของผล S. scaphigerum แตปริมาณที่เพิ่มขึ้นนั้นไมมาก
พอที่ใหเห็นความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบัหนูที่ไดรับแตยากดภูมิคุมกัน 
ผลดังกลาวนี้สอดคลองกับการหายไปของ geminal center ในมามหนทูุกกลุมที่ไดรับ CP ซ่ึงเปน
ตําแหนงที่มกีารแบงตัวเพิม่จํานวนของ B lymphocyte แตอยางไรกต็าม เมื่อพิจารณาเปรียบเทยีบ
ถึงความเปลี่ยนแปลงของปริมาณ lymphocyte ชนิดตางๆในกลุมหนทูี่ไดรับผล S. scaphigerum
ในขนาด 78 มก./กก.กับหนูกลุมที่ไดรับยากดภูมิคุมกันเพยีงอยางเดียว เปนคารอยละ (percent 
change) พบวาผล S. scaphigerum ในขนาด 78 มก./กก. สามารถกอใหเกดิความเปลี่ยนแปลงตอ 
CD3- lymphocyte ไดมากกวา CD3+ lymphocyte (รูปที่ 22) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาผล S. 
scaphigerum อาจมีผลตอ B lymphocyte ไดเชนกัน   

CP มีผลตอทั้ง T และ B lymphocyte โดยแสดงผลตอ B lymphocyte อยาง
เดนชัดกวา ซ่ึงสามารถเห็นไดจากการลดลงของ lymphocyte ใน B cell zone ของตอมน้ําเหลอืง
และมาม ในขณะที ่T cell zone นั้นไมไดรับผลกระทบ (Turk et al., 1972)  และจากการทดลองนี ้
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(รูปที่ 23) พบวา CD3- lymphocyte และ CD3+ lymphocyte ไดรับผลกระทบจาก CP ในระดับ
ความรุนแรงทีต่างกัน ดังนั้นผลการทดลองนี้ยังไมอาจสรปุไดอยางชดัเจนวาผล S. scaphigerum
ไมมีผลตอการเพิ่ม B lymphocyte และควรที่จะมีการศึกษาตอไป 

การนับจํานวน T lymphocyte ในกระแสเลือดนี ้ แสดงถึงประชากรของ T 
lymphocyte ทั้งหมดซึ่งไมอาจระบุถึงจํานวน specific T lymphocyte ที่เพิ่มขึน้จากการกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัดวยเม็ดเลือดแดงแกะ แตอยางไรก็ตาม มีความเปนไปไดวา T lymphocyte ที่
เพิ่มขึ้นนั้นมาจาก T lymphocyte ที่ตอบสนองตอเม็ดเลือดแดงแกะ เพราะจากภาพทางจุลพยาธิของ
มาม ในหนูทีไ่ดรับการปอนผล S. scaphigerum ในขนาดสูงสุด มีการขยายตัวของขอบเขต 
lymphoid follicle ซ่ึงเปนลักษณะทีแ่สดงใหเห็นวา มีการตอบสนองตอแอนติเจน อยางไรก็ตาม
ขอมูลเชิงคุณภาพนีย้ังไมเพยีงพอที่จะสรุปวา มีการเพิม่ขึ้นของ specific T lymphocyte ในหนูที่
ไดรับผล S. scaphigerum หรือไมอาจสรุปไดอยางชัดเจนวามีฤทธิ์ตอระบบภูมคิุมกันแบบ cell-
mediated immunity จึงควรที่จะตองทําการศึกษาถึงฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ตอการเปลี่ยน 
แปลงของ specific T lymphocyte ใน adaptive immunity ตอไป และเพื่อใหขอมูลในการวจิยั
สมบูรณยิ่งขึ้น จึงควรเพิ่มกลุมทดลองที่ไมไดถูกกระตุนภูมิคุมกนัเพือ่เปรียบเทียบความแตกตางใน
การตอบสนองของภูมิคุมกนัแบบ adaptive immunity  

ผลการวิจัยฤทธ์ิปรับเปลี่ยนภูมิคุมกันของผล S. scaphigerum ในหนูทดลองนี้ 
สามารถสรุปไดวาผล S. scaphigerum เปนสารปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนั ที่มีฤทธิ์ตอท้ัง innate และ 
adaptive immunity โดยพบวา สามารถเพิ่มการหลั่ง nitric oxide ของmacrophage, เพิ่มการ
สรางแอนติบอดีที่จําเพาะ, ปกปองระบบภูมิคุมกันในสภาวะที่รางกายถูกกดภูมคิุมกันดวยยาCP 
โดยเฉพาะ T lymphocyte และนอกจากนี้ ยังพบวาผล S. scaphigerum สามารถยับยั้งการบวม
ของอุงเทาหนจูากปฏิกริยาDTH ได ซ่ึงอาจเปนผลจากฤทธิ์ anti-inflammation  จึงควรที่จะตอง
ทําการศึกษาตอไป ขอมูลที่ไดจากงานวิจยันี้สามารถนําไปใชสนับสนนุการใชผล S. scaphigerum
ในทางปฏิบัต ิ เชน การบริโภคเครื่องดื่มทีผ่ลิตจากผล S. scaphigerum, การใชเพือ่เปนสารเสริม
สุขภาพ, การใชในการแพทยทางเลือก, การใชเพื่อเปนสารชวยการเจริญเติบโตในสัตว และเปน
ขอมูลพื้นฐานที่จะนําไปสูการพัฒนายาที่มฤีทธิ์ปรับเปลี่ยนภูมิคุมกนัตอไป ซ่ึงการนําไปในมนษุย
และสัตว ควรที่จะมีการศกึษาทางดานความปลอดภัย หรือ ความเปนพิษของผล S. scaphigerum 
และเพื่อการพฒันาตอไป จะตองทําการศึกษาถึงองคประกอบใดของผล S. scaphigerum ที่มีฤทธิ์
ปรับเปลี่ยนภมูิคุมกัน และมกีลไกการออกฤทธิ์อยางไร  
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ภาคผนวก ก 

การพิสูจนเอกลักษณ (identification)ของ Scaphium scaphigerum ดวยวิธี GC-MS 

 

 
 

รูปท่ี 21 ภาพ chromatogram ของสารสกัดเอทานอลของ Scaphium scaphigerum 

 

 
รูปท่ี 22 ภาพ chromatogram ของสารสกัดน้าํของ Scaphium scaphigerum 
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ภาคผนวก ข 
ตารางผลการทดลอง 

การประเมินภมิูคุมกันแบบ innate immunity 

 
Group 
 

Treatment  Nitrite concentration (µM) 

Control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- 
SS (19.5mg/kg) 
SS (39 mg/kg) 
SS (78 mg/kg) 
Levamisole  (25 mg/kg) 

13.67 ± 0.92 
14.43 ± 0.89 
22.33 ± 3.53 
27.82 ± 6.91 ** 
24.32 ± 1.35 * 

 
ตารางที่ 1   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอเซลล peritoneal macrophage ในการหลั่ง nitric oxide  
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่ วิเคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      

 

การประเมินภมิูคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูปกต ิ

 
Antibody titer (log2 scale) Group Treatment Inflammation % 
Week1 Week2 

Control 
Dex 
SS1 
SS2 
SS3 
Cim 

- 
Dexamethasone 1mg/kg 
SS (19.5 mg/kg) 
SS (39 mg/kg) 
SS (78 mg/kg) 
Cimetidine 30 mg/kg 

11.2 ± 1.6 
3.81 ± 1.49 ** 
7.03 ± 1.25 
5.84 ± 2.43 * 
2.11 ± 1.02 **  # 
0.77 ± 0.54 ** 

7.66 ± 0.33 
7.28 ± 0.42 
8.00 ± 0.21 
8.00 ± 0.00 
7.85 ± 0.14 
7.66 ± 0.21 

8.33 ± 0.21 
7.42 ± 0.20 * 
8.14 ± 0.26 
8.71 ± 0.18 
8.85 ± 0.34 
8.16 ± 0.16 

 
ตารางที่ 2   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอการเกิดปฏิกริยาDTH และการสรางแอนติบอดีในหนูปกติ 
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วเิคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      
เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ p<0.05    
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การประเมินภมิูคุมกันแบบ adaptive immunity ในหนูท่ีไดรับยากดภมิูคุมกัน 

 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
Inflammation % Antibody titer  

(log2 scale) 
NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

11.58 ± 1.88 
3.28 ± 1.03 
4.53 ± 0.86 
7.69 ± 1.38 ** 
9.22 ± 1.06 **  ## 
6.86 ± 0.40 * 

6.71 ± 0.28 
3.86 ± 0.34 
4.00 ± 0.53 
4.71 ± 0.18 
5.43 ± 0.36 **  ## 
4.71 ± 0.35 

 
ตารางที่ 3   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอการเกิดปฏิกริยาDTH และการสรางแอนติบอดีในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน 
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วเิคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      
เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ p<0.05 และ ## ที่  p < 0.01  
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การตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte 
 
ตารางที่ 4   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอปริมาณเม็ดเลือดขาวและ lymphocyte ในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
Leukocyte  
(cell/microliter) 

lymphocyte  
(cell/microliter) 

NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

3886 ± 369 
829 ± 124 
871 ± 165 
1257 ± 201 
1767 ± 387 *  # 
1733 ± 295 * 

3362 ± 339 
783 ± 120 
840 ± 167 
1220 ± 202 
1681 ± 377 *  # 
1606 ± 293 * 

 
ตารางที่ 5   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอปริมาณ T lymphocyte  และ CD3-  lymphocyte ในหนูที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
T lymphocyte  
(cell/microliter) 

CD3-  lymphocyte  
(cell/microliter) 

NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

1419 ± 127 
533 ± 99 
626 ± 144 
886 ± 172 
1119 ± 253 *  # 
1087 ± 212 * 

1943 ± 247 
249 ± 59 
214 ± 27 
335 ± 37 
562 ± 142 
519 ± 88 

 
ตารางที่ 6   ฤทธิ์ของผล S. scaphigerum ที่มีตอปริมาณ CD4+ T  lymphocyte และ CD8+ T lymphocyte ในหนูที่ไดรับยากด
ภูมิคุมกัน 
Group Treatment  

(intraperitoneal / oral) 
CD4+ T lymphocyte  
(cell/microliter) 

CD8+ T lymphocyte  
(cell/microliter) 

NS-control 
CP-control 
SS1 
SS2 
SS3 
Lev 

- / - 
CP / - 
CP / SS 19.5 mg/kg 
CP / SS 39 mg/kg 
CP / SS 78 mg/kg 
CP / levamisole 25 mg/kg 

1075 ± 101 
421 ± 74 
491 ± 113 
693 ± 134 
863 ± 201 * 
817 ± 159 * 

361 ± 28 
114 ± 26 
130 ± 30 
196 ± 38 
257 ± 51*  # 
271 ± 58 ** 

 
คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย วเิคราะหทางสถิติโดย วิธี one way ANOVA    
เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม control ที่ p < 0.05  และ **  ที่  p < 0.01      
เคร่ืองหมาย # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SS1 ที่ p<0.05 และ ## ที่  p < 0.01  
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leukocyte 78.66 77.58 67.65 54.52 55.4

lymphocyte 76.71 75.01 63.71 50 52.23

CD3+lymphocyte 62.43 55.88 37.56 21.14 23.39

CD3- lymphocyte 87.18 88.98 82.75 71.07 73.28

CD4 T lymphocyte 60.83 54.32 35.53 19.25 24

CD8 T lymphocyte 68.42 63.98 45.7 28.8 24.93

CP-control SS.1 SS.2 SS.3 Lev

 
รูปท่ี 23 percent inhibition ของคาโลหิตวิทยาในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน  
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leukocyte 5 51.62 113.14 109.04

lymphocyte 7.27 55.81 114.68 105.1

CD3+ lymphocyte 17.44 66.22 109.94 103.93

CD3- lymphocyte 14.05 34.53 125.7 108.43

CD4 T lymphocyte 16.62 64.6 106.17 94.06

CD8 T lymphocyte 14.03 71.92 125.43 137.71

SS.1 SS.2 SS.3 Lev

 
รูปท่ี 24 percent change ของคาโลหิตวิทยาในหนูท่ีไดรับยากดภูมิคุมกัน  
 เปรียบเทียบผลของการใหสารทดสอบ 
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ภาคผนวก ค 
น้ํายาเคมี 

 
 1. 10X Phosphate buffer saline (PBS) 1 ลิตร 
   NaCl     80 กรัม 
   KCl       2 กรัม 
   Na2HPO4           9.136    กรัม 
   NH2PO4      2 กรัม 
   ddH2O               900 กรัม 
   
  ปรับคา pH ใหเทากับ 7.4 ดวย 1 M HCl  
  ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร  กําจดัเชื้อดวยความรอน 
  
 2. DMEM stock solution 1 ลิตร 
   DMEM powder    10.4 กรัม 
   NaHCo3      1.5 กรัม 
   HEPE     10.0 มล. 
   ddH2O      900 มล. 
   
  ปรับคา pH ใหเทากับ 7.2 ดวย 1 M HCl  
  ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร  กําจดัเชื้อดวยการกรอง 
 
 3. Complete DMEM 100 มล. 
   DMEM stock solution      90 มล. 
   Fetal bovine serum      10 มล. 
 
 
 
 
 



 78

 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
 น.สพ. ภาคภูม ิ ศิริอาชาวัฒนา เกิดที่ กรุงเทพมหานคร เมือ่วันที่ 16  มิถุนายน 2514         
จบการศึกษา สัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากมหาวิทยาลยัขอนแกน ในป พศ. 2538  ดวยมีความ
สนใจในการแพทยทางเลือกจึงไดศึกษาตอที่ อายุรเวทวิทยาลัย และสําเร็จการศึกษาในป พศ. 2546  
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