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SUPORN SUKJAMNONG: EFFECT OF FIMBRISTYLlS OVATA(BURM.F) KERN

EXTRACTS ON INFLAMMATION-ASSOCIATED CELL SIGNALlNG IN MONOCYTIC

CELL LINE AND BRAIN ENDOTHELIAL CELL LINE. ADVISOR
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Chronic inflammation is a prolonged inflammation process that is a major cause

of many chronic degenerative disease. Fimbristylis ovata (Burm.f.) Kern or "Ya-sae-ma"

has been long used as a traditional medicine for chronic inflammatory diseases.

However, there is no scientific data on its anti-inflammatory property. The aim of this

study was to investigate the effects of Fimbristylis ovata extracts on the secretion of pro-

inflammatory cytokines, cell adhesion molecule and the activation of RAGE in LPS-

stimulated cells. We evaluated the effect of Fimbristylis ovata extracts on cell viability by

using MTT assay. Pro-inflammatory cytokines and cell adhesion molecules were

investigated by RT-PCR and ELlSA methods. Upon incubation with Fimbristylis ovata

extract up to "100 J...Ig/mlcell viability was more than 80%. Fimbristylis ovata extracts

could inhibit Interleukin-6 level and mRNA expression as well RAGE gene in monocytic

cell line. Moreover, the result showed that vascular cell adhesion molecule 1(VCAM-1)

secretion and VCAM-1 mRNA expression were decreased when brain endothelial cell

were treated with Fimbristylis ovata extract. Therefore, the anti-inflammatory activity of

Fimbristylis ovata extract may be due to their inhibitory actions via RAGE signaling

pathway.
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ  

 การอักเสบเรื้อรังเป็นปัจจัยส าคัญในการเกิด chronic degenerative diseases ต่าง ๆ 
เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจ, โรค rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, โรคมะเร็ง 
และโรคเบาหวานประเภทที่ 2  เป็นต้น  
  การอักเสบและการท าหน้าที่ที่ผิดปกติไปของเซลล์เอนโดธีเลียล เกี่ยวข้องกับพยาธิสภาพ
ในโรค systemic lupus erythematosus (1, 2) อีกทั้งเกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดโรคหลอดเลือด
หัวใจซึ่งเกิดจาก endothelial injury  ส่งผลให้เกิดการท าหน้าที่ที่ผิดปกติไปของเซลล์เอนโดธีเลียล 
ซึ่งไปส่งเสริมการอักเสบ โดยเกิดการชักน าเม็ดเลือดขาว โดยเฉพาะชนิด monocyte และ T-cell  
และมีการ up-regulation ของ cell adhesion molecule ต่างๆ (1, 3, 4) 
 การแสดงออกของไซโตไคน์ที่ส าคัญคือ Interleukin-6 จะเหนี่ยวน าเซลล์ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
การอักเสบ โดยเฉพาะ B-cell ซึ่งท าให้เกิดการผลิต autoantibody  ปัจจุบันพบว่า ระดับของ IL-6 
และ CRP ในกระแสเลือด สามารถใช้ประเมินสภาวะ systemic inflammation ในผู้ป่วยโรค 
rheumatoid arthritis  ได้ (5, 6) รวมทั้งการหลั่ง ไซโตไคน์ เช่น tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) , Interleukin-6 (IL-6)  ท่ีเพิ่มขึ้น ยังเป็นปัจจัยหลักที่ก่อให้เกิดการอักเสบเรื้อรังใน
โรคเบาหวานอีกด้วย ส่งผลให้เกิดโรคแทรกซ้อนเรื้อรังต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจ 
(Cardiovascular disease) โรคจอตาเสื่อมจากเบาหวาน (Diabetic retinopathy) โรคไตเสื่อม
จากเบาหวาน (Diabetic nephropathy) เป็นต้น นอกจากนั้น Advanced Glycation End 
Products (AGEs) เป็นต้นเหตุส าคัญในการก่อพยาธิสภาพทั้งในหลอดเลือดขนาดเล็กและขนาด
ใหญ่ของโรคเบาหวาน ซึ่งพบว่าการเกิด AGEs ของพลาสมาโปรตีนต่างๆสามารถจับกับตัวรับของ 
AGEs (RAGE) บนเย่ือหุ้มของเซลล์ endothelial, mesangial, macrophage แล้วกระตุ้น 
reactive oxygen species (ROS) และ transcription factor เช่น nuclear factor-κB (NF-κB) 
ท าใหก้ระตุ้นการหลั่ง growth factors และไซโตไคน์ท่ีเป็นปัจจัยหลักในการเกิดการอักเสบเรื้อรังได้ 
(7-9)  และพบว่าการ activation ของตัวรับของ AGEs (RAGE) เกี่ยวข้องกับการอักเสบ และการ
ด าเนินไปของโรคแทรกซ้อนจากโรคเบาหวานและโรคหลอดเลือดหัวใจได้ (10, 11) การ activation 
ของ RAGE จะส่ง cell surface signal กระตุ้นให้เกิดการท างานของ intracellular pathways 
ได้แก่ PI3-kinase/AKT, MAPKs และ NF-κB ส่งผลให้เกิดการหลั่งไซโตไคน์ต่างๆ (12) 



2 
 
 ปัจจุบันได้มีการคิดค้นและพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งโดยใช้ specific anti-IL-6 พบว่า
สามารถเพิ่มอัตราการมีชีวิตรอดและลด metastasis ในผู้ป่วยโรคมะเร็งบางชนิดได้ (13, 14)  
รวมทั้งมีการศึกษาในโรค rheumatoid arthritis โดยการขัดขวาง IL-6R โดยใช้ neutralizing 
monoclonal antibody และ humanized anti-IL-6 receptor antibody (anti-IL-6RAb) พบว่า
สามารถใช้ร่วมในการรักษาโรค rheumatoid arthritis, Castleman’s disease และ juvenile 
idiopathic arthritis ได้ (15, 16)  ปัจจุบันมรีายงานวิจัยว่าการขัดขวาง TNF-α receptor และใช้ 
chimeric monoclonal antibody TNF-α สามารถใช้รักษาผู้ป่วยท่ีมีอาการ diabetic 
nephropathy ได้ด้วย (17) การศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น tocotrienol ซึ่งเป็นกลุ่ม vitamin E 
มีคุณสมบัติลด TNF-α, TGF-β1 และป้องกัน reactive oxygen species ในการกระตุ้น NF-κB 
p65 subunit expression (18) และในการศึกษาการขัดขวาง TNF-α  ในโรค systemic lupus 
erythematosus พบว่า TNF-α inhibitor สามารถใช้ในการรักษาโรค rheumatoid arthritis ได้อีก
ด้วย (19, 20) ในโรค acute และ chronic auto-inflammatory diseases การขัดขวางคุณสมบัติ
ของ IL-1β สามารถลดความรุนแรงของโรคได้ ตัวอย่าง เช่น IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) 
ได้มีการพัฒนาขึ้นเพื่อใช้รักษาผู้ป่วยโรค rheumatoid arthritis และเบาหวานประเภทที่ 2 (21) 
soluble extracellular domain ของ RAGE สามารถช่วยเป็น potential therapeutic blocker 
ส าหรับรักษาภาวะแทรกซ้อน macrovascular ในโรคเบาหวานและโรคหลอดเลือดหัวใจ (22) ยา
รักษาโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได้แก่ GLP-1 สามารถลดการแสดงออก mRNA ของ VCAM-1 
โดยขัดขวางการแสดงออกของยีน RAGE (23)  สมุนไพรจีนบางชนิด มีคุณสมบัติรักษาสภาวะ
อักเสบและโรคหลอดเลือดหัวใจโดยลดการแสดงออกของยีน VCAM-1 (24) สมุนไพรไทย เช่น 
กระชายเหลืองมีคุณสมบัติในการต้านการอักเสบ ซึ่งคุณสมบัติที่ส าคัญนี้เกิดจากสารส าคัญคือ 
flavonoid (25, 26) Lagerstroemia speciosa (L) และ Piper sarmentosum Roxb มคุีณสมบัติ
ต้านการอักเสบและต้านอนุมูลอิสระ (27, 28) มะระขี้นก (Momordica charantia Linn) ช่วย
พัฒนาระบบภูมิคุ้มกันในผู้ป่วยโรคมะเร็งปากมดลูก และยังช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์ NK cell อีกด้วย 
(29)  

หญ้าแส้ม้าหรือหญ้ากุกหมู มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Fimbristylis ovata (Burm.f.) Kern 
พบว่ามีการน าไปใช้รักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบตามภูมิปัญญาชาวบ้าน เช่น การอักเสบ
ของ lymph node (adenitis), การติดเชื้อ scrofula, ใช้รักษาโรค syphilis ใช้รักษาอาการไอ และ
โรคหลอดลมอักเสบ (bronchitis) รวมทั้งใช้รักษาโรคหอบหืดได้ (30, 31) ในการศึกษานี้จึงสนใจที่
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จะศึกษาคุณสมบัติของหญ้าแส้ม้าต่อการส่งสัญญาณของไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบใน
เซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์และเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล 

 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยตัวท าละลายต่างๆ ต่อการมีชีวิตรอดของ
เซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง และเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล 

2. ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยตัวท าละลายต่างๆ ต่อการหลั่งไซโต
ไคน์ ในเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 

3. ศึกษาฤทธิ์ของหญ้าแส้ม้าที่สกัดด้วยตัวท าละลายต่างๆ ต่อการยับย้ังการท าหน้าที่ที่
ผิดปกติไปของเซลล์เอนโดธีเลียล 
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 
 งานวิจัยนี้จะศึกษาคุณสมบัติของหญ้าแส้ม้าที่สกัดด้วยตัวท าละลาย 3 ชนิด ได้แก่ เอทานอล 

เมทานอล และน้ า ต่อการหลั่งไซโตไคน์ ได้แก่ TNF-α, IL-1β และ IL-6 และการแสดงออกของยีน 
RAGE เมื่อกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ให้เกิดการอักเสบ  และการ
แสดงออกของ cell adhesion molecule ได้แก่ ICAM-1 และ VCAM-1 เมื่อกระตุ้นเซลล์สมอง
เพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลให้เกิดการอักเสบ 
 
ข้อจ ำกัดของกำรวิจัย 
1. การศึกษาวิจัยครั้งนี้เป็นการทดสอบในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง และเซลล์สมองเพาะเลี้ยง
ชนิดเอนโดธีเลียล 
2.   ปริมาณของสารสกัดที่ได้ อาจจะแตกต่างกันไปตามวิธีการสกัด 
3. ผลของสารสกัดที่ได้จากการทดสอบนั้น เป็นผลที่ได้จากหญ้าแส้ม้าที่ท าการเก็บ ณ สถานที่
เดียว และในช่วงเวลาเดียว 
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
1. ทราบถึงบทบาทของหญ้าแส้ม้าในการต่อต้านการอักเสบ 
2. องค์ความรู้ใหม่ที่เกิดขึ้นสามารถน าไปต่อยอดการวิจัยในอนาคต 
3. สามารถน าความรู้ไปพัฒนาและส่งเสริมผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ เพื่อใช้เป็นการรักษาทางเลือก
ส าหรับโรคต่างๆ 



4 
 

บทที่ 2 

เอกสำรและงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

กำรอักเสบ (Inflammation)  

 การอักเสบ (Inflammation) เป็นการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายต่อ       
การติดเชื้อ หรือการฉีกขาดของเนื้อเยื่อต่างๆ เป็นกระบวนการชักน าเม็ดเลือดขาวและเซลล์ที่
ส าคัญต่างๆ ให้มายังบริเวณที่เกิดการติดเชื้อหรือฉีกขาดนั้น การตอบสนองนี้เป็นลักษณะเฉพาะ
ซึ่งมีประสิทธิภาพมากที่สุดในการก าจัดเชื้อจุลชีพทั้งหลาย โดยเฉพาะแบคทีเรีย ตัวอย่างการชักน า
ผ่านระบบ innate immune system ได้แก่ Toll-like receptors (TLRs) และ NOD (nucleotide-
binding oligomerization-domain protein)-like receptors (NLRs) เป็นต้น เมื่อเกิดการติดเชื้อ
ข้ึนในร่างกาย กระบวนการรับรู้เบ้ืองต้นจะเริ่มข้ึนจากเซลล์ macrophage และ mast cell ที่อยู่
บริเวณเนื้อเยื่อนั้นจะเริ่มสร้าง inflammatory mediator ต่างๆ รวมถึง chemokine, cytokine, 
vasoactive amine และ eicosanoid ส่งผลให้เกิดการหลั่ง plasma protein และท าใหเ้ม็ดเลือด
ขาวโดยเฉพาะชนิด neutrophil ใหเ้ข้ามาถึง extravascular tissue เป็นบริเวณที่เกิดการติดเชื้อ
หรือฉีกขาดนั้น ซึ่งเซลล์เอนโดธีเลียลของหลอดเลือดซึ่งถูกกระตุ้นจะเลือกให้เม็ดเลือดขาวชนิด 
neutrophil ผ่านออกจากผนังหลอดเลือดได้ ในขณะที่จะป้องกันการผ่านออกของเม็ดเลือดแดง 
โดยการเลือกนี้เกิดจากการจับกับได้ของ selectin บนเซลล์เอนโดธีเลียล กับ integrin และ
chemokine receptor บนเม็ดเลือดขาว ซึ่งเกิดขึ้นบริเวณ endothelial surface หลังจากนั้น เมื่อ
เม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil ท่ีอยู่ในสภาวะถูกกระตุ้น เคลื่อนที่มาถึงบริเวณเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อนั้น 
จะท าหน้าที่จับกับ pathogen โดยตรง ซึ่งเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil ท าหน้าที่ก าจัดจุลชีพ โดย
จะหลั่ง toxic content ใน granule ได้แก่ reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen 
species, proteinase 3, cathepsin G และ elastase (32) 
 กระบวนการ acute inflammatory response จะส่งผลให้เกิดการก าจัดเชื้อจุลชีพ และ
หลังจากนั้นจะเกิดการ resolution และ repair phase  โดยพบว่า lipoxin ท างานต้านการอักเสบ 
โดยยับยั้งการ recruitment ของเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil  ในขณะที่ส่งเสริมการ recruitment 
ของเม็ดเลือดขาวชนิด monocyte ซึ่งจะท าให้เกิดการเคลื่อนย้ายเซลล์ที่ตายแล้ว และยังมี 
resolvin, protectin, transforming growth factor-β และ growth factor ที่สร้างจากเซลล์ 
macrophage ซึ่งมีส่วนช่วยในการหยุดการอักเสบ รวมถึงการเริ่มต้นของกระบวนการ tissue 
repair ด้วย 
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 กระบวนการ chronic inflammatory response จะเกิดขึ้นเมื่อกระบวนการ acute 
inflammatory response ไม่สามารถก าจัดเชื้อจุลชีพได้ส าเร็จ จะเริ่มจากการแทนที่เม็ดเลือดขาว
ชนิด neutrophil ด้วยเซลล์ macrophage และ T-cell เพื่อมาช่วยในการก าจัดเชื้อจุลชีพนั้น แต่ถ้า
หากการท างานของเซลล์ทั้งสองชนิดนี้ยังไม่สามารถก าจัดจุลชีพได้ส าเร็จ จะมีกระบวนการ 
chronic inflammation จะเข้ามาเกี่ยวข้อง ซึ่งประกอบด้วยการก่อตัวของ granuloma และ 
tertiary lymphoid tissue   นอกจาก chronic inflammation จะเกิดจากการติดเชื้อจุลชีพเป็น
เวลานานแล้ว ยังสามารถเกิดได้ในกรณีต่างๆ เช่น จากการสัมผัสกับ irritant, การเกิด SNPs ใน 
gene ส าคัญๆ, การเกิด reactive oxygen species หรือ reactive nitrogen species เป็นต้น 

กระบวนกำรอักเสบผ่ำนกำรกระตุ้นตัวรับ Toll-like receptor 4 (TLR4) 

เมื่อ lipopolysaccharide (LPS) กระตุ้นตัวรับ Toll-like receptor 4 (TLR4) เป็นการ
กระตุ้นกระบวนการอักเสบ โดยจะส่งผลให้เกิดการหลั่งไซโตไคน์ต่างๆ ที่ส าคัญในการอักเสบ ซึ่ง 
LPS/TLR4 signaling นั้น แยกออกเป็น 2 pathway ได้แก ่ MyD88-dependent pathway และ 
MyD88-independent pathway  

1. กระบวนการที่ต้องอาศัย MyD88 (MyD88–dependent pathway)  
เมื่อเกิดการกระตุ้นตัวรับ Toll-like receptor 4(TLR4) จะส่งผลให้ MyD88 (myeloid 

differentiation primary response gene 88) กระตุ้น IL-1 receptor-associated kinase 4 
(IRAK-4), IRAK-1 และ TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) น าไปสู่การกระตุ้น TAK1 

(transforming growth factor-β-activated kinase 1) และกระตุ้นต่อลงมาที่ MAPK (Mitogen 
activated protein kinase) และ IKK (IκB kinase) เพื่อส่งสัญญาณให้เกิดการ translocation 
ของ transcription factor NF-κB, AP-1, IRF-5 และส่งผลให้เกิดการหลั่งไซโตไคน์ต่างๆที่ส าคัญ
ในการอักเสบ (ภาพที่ 1) 

ในกระบวนการ NF-κB, MAPK นั้น พบว่า I-KappaB zeta (IκBζ) และ interferon 
regulatory factor 5 (IRF5) เป็นปัจจัยหลักที่ส าคัญ ของกระบวนการ MyD88 โดย IκBζ เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็วเมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS ซึ่ง IκBζ ท าหน้าที่ร่วมกับ NF-κB p50 subunit ใน 
promoter region of IL-6 ในการผลิตไซโตไคน์ IL-6 (33) 
 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่าการกระตุ้นจาก lipopolysaccharide (LPS) สามารถ
ส่งผลต่อการส่งสัญญาณผ่านทาง Janus kinase (JAK)–signal transducer and activator of 
transcription (STAT) signaling ได้ด้วย โดยจากงานวิจัยเพื่อศึกษาการส่งสัญญาณของอักเสบที่
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ถูกกระตุ้นจาก lipopolysaccharide (LPS) ต่อการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6 โดย
ใช้ suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1) ซึ่งเป็น negative feedback regulator 
สามารถยับย้ังการสร้างไซโตไคน์ Interleukin-6 เท่านั้น ไม่สามารถยับยั้งไซโตไคน์ชนิดอ่ืนๆ เช่น 
TNF-α, granulocyte colony-stimulating factor เป็นต้น โดยจากการศึกษาพบว่าการผลิต       
ไซโตไคน์ Interleukin-6 เมื่อมีการกระตุ้นจาก LPS จะมกีารส่งสัญญาณผ่านทาง Janus kinase 
(JAK)–signal transducer and activator of transcription (STAT) signaling เมื่อเกิดการกระตุ้น
โดย LPS จะเกิดการตอบสนองผ่านทาง Jak2 และเกิดการตอบสนองโดย stat5 ซึ่งจะท าให้เกิด
การ recruit ของ stat5 กับ NF-κB p50 เพื่อไปจับกับบริเวณ promoter ของยีน Interleukin-6 
และเกิดการแสดงออกของยีน Interleukin-6 ข้ึน (34) 

 

 
ภาพท่ี1 กระบวนการ TLR4 signaling ชนิดที่ต้องอาศัย MyD88 (33) 

2. กระบวนการท่ีไม่ต้องอาศัย MyD88 (MyD88–independent pathway) 
MyD88 independent pathway เริ่มจากการกระตุ้น TRIF (TIR domain-containing 

adaptor inducing IFN-B) ซึ่งเป็น TIR-containing adaptor protein ที่ส าคัญมากในการส่ง
สัญญาณของ pathway นี้ โดย TRIF จะกระตุ้น TRAF3 (TNF receptor-associated factor3) 
และส่งผลไปยัง TANK, TBK1, IKKi และกระตุ้น IRF3 ท าให้เกิดการส่งเสริมการกระตุ้นการ 
transcription ของ target genes คือ type 1 Interferon ได้ และพบว่า TRIF ยังสามารถส่ง



7 
 
สัญญาณให้ RIP1 (receptor-interacting protein1) น าไปสู่การกระตุ้น NF-κB และช่วยส่งเสริม
การกระตุ้นการ transcription ของ target gene ได้เช่นกัน  (ภาพที่ 2) (33) 

 
ภาพท่ี2 กระบวนการ TLR4 signaling ชนิดทีไ่ม่ต้องอาศัย MyD88 (33) 

ไซโตไคน์ 

 ไซโตไคน์เป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็ก ที่ถูกสร้างโดยเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ทั้ง 
ภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด (innate immunity) และภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (adaptive immunity) 
โดยไซโตไคน์ถูกสร้างขึ้นเพื่อตอบสนองต่อสิ่งกระตุ้น เช่น เชื้อจุลชีพ แอนติเจนแปลกปลอม ซึ่งการ
กระตุ้นไซโตไคน์หลายๆ ชนิดจะเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันและการอักเสบ ในช่วงเริ่มต้นของ 
ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะนั้น ไซโตไคน์จะท าหน้าที่กระตุ้นการเจริญเติบโตและการ differentiation 
ของเม็ดเลือดขาวชนิด lymphocyte ส่วนในช่วง effector phase ของภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด
และภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ ไซโตไคน์จะกระตุ้นเซลล์ต่างๆที่ท าหน้าที่ก าจัดเชื้อจุลชีพและแอนติเจน 
ไซโตไคน์นั้นยังท าหน้าที่ในการกระตุ้นการพัฒนาการของเซลล์ในระบบ hematopoiesis อีกด้วย 
ไซโตไคน์ประเภทกระตุ้นการอักเสบ (proinflammatory cytokine) ท าหน้าที่ส าคัญ ในกลไกการ
กระตุ้นการแสดงออกของ adhesion molecule ที่น าไปสู่การชุมนุมของเซลล์หรือสารต่างๆให้มา
บริเวณที่ต้องการ เพื่อให้มีการก าจัดสิ่งแปลกปลอมเกิดขึ้น   
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Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) 

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) เป็นไซโตไคน์ที่ถูกสร้างโดยเซลล์ 
macrophage, antigen-stimulated T cell, NK cell และ mast cell โดยยีนของ tumor necrosis 
factor alpha อยู่บริเวณ chromosome 6p21.3 และมีขนาดประมาณ 3 kilobase ประกอบด้วย 4 
exon โดยโปรตีน มากกว่า 80% ที่ถูกสร้างออกมาถูก code อยู่บน exon สุดท้าย 
 Tumor Necrosis Factor alpha ถูกสร้างออกมาเป็นโพลีเปปไทด์ขนาด 25 kD ประเภท 
nonglycosylated trans-membrane แล้วเมื่อถูกตัดโดย membrane-associated 
metalloproteinase จะได้โพลีเปปไทด์ขนาด 17 kD หลังจากนั้นโพลีเปปไทด์ชนิดนี้ 3 สาย จะ 
polymerize กลายเป็น tumor necrosis factor alpha(TNF-α) ซึ่งมีขนาด 51 kD และออกสู่ระบบ
ไหลเวียนโลหิต หน้าที่ส าคัญของ tumor necrosis factor alpha (TNF-α)  คือท าการดึงดูดเม็ด
เลือดขาวชนิด neutrophil และ monocyte มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ และท าหน้าที่กระตุ้น 
neutrophil และ monocyte เหล่านั้น รวมทั้งกระตุ้น macrophage และ vascular endothelial 
cell ให้หลั่ง chemokine เพื่อดึงดูดเม็ดเลือดขาวให้มาบริเวณนั้นเพิ่มขึ้นอีกด้วย tumor necrosis 
factor alpha สามารถจับได้กับ receptor ได้แก ่ TNF-R1 (TNF receptor type 1; CD120a; 
p55/60) และ TNF-R2 (TNF receptor type 2; CD120b; p75/80) พบว่า TNF-R1 สามารถ
แสดงออกบนเซลล์ส่วนใหญ่ และถูกกระตุ้นโดย tumor necrosis factor alpha ได้ทั้ง membrane-
bound และ soluble trimeric form ขณะที่ TNF-R2 พบได้เฉพาะเซลล์ในระบบ immune และ
ตอบสนองต่อ membrane-bound form ของ TNF homotrimer เท่านั้น  (ภาพที่ 3) 
 จากการศึกษา signalling pathway ที่ถูกกระตุ้นโดย lipopolysaccharide ต่อการผลิตไซโตไคน์ 
TNF-α ใน human adipocyte พบว่าเมื่อเกิดการกระตุ้นโดย lipopolysaccharide จะส่งสัญญาณ
ผ่านทาง NF-κB และ p38 MAP Kinase และเกิดการสร้างไซโตไคน์ TNF-α (35-37) 
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ภาพท่ี 3 การท างานของไซโตไคน์ tumor necrosis factor alpha (TNF-α) (38) 

Interleukin-1 (IL-1) 

Interleukin-1 เป็นไซโตไคน์ที่ถูกสร้างโดยเซลล์ macrophage ที่ถูกกระตุ้น ยีนของ 
Interleukin-1 อยู่ในกลุ่ม interleukin 1 cytokine family ซึ่งบน chromosome 2 บริเวณ 2q14 
เมื่อถูกถอดรหัสออกมาเป็น Interleukin-1α และ Interleukin-1β  เมื่อไซโตไคน์นี้ถูกสร้างขึ้น จะ
เป็นโพลีเปปไทด์ขนาด 33 kD แล้วจึงถูกตัดเพื่อเกิดเป็น mature protein ท่ีมีขนาด 17 kD  พบว่า 
Interleukin-1 ชนิดที่ท าหน้าที่ส าคัญในระบบไหลเวียน คือ IL-1β   

โดยทั่วไปแล้ว Interleukin-1 ท าหน้าที่ส าคัญในระบบ innate immune response และ
เป็นสื่อกลางที่ส าคัญของ inflammatory response รวมทั้งท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการท างานของ
เซลล์ เช่น cell proliferation, differentiation และ apoptosis อีกทั้ง Interleukin-1 สามารถ
กระตุ้น cyclooxygenase-2 (PTGS2/COX2) ใน central nervous system (CNS) ซึ่งเกี่ยวข้อง
กับ inflammatory pain hypersensitivity อีกด้วย (39)  
 จากการศึกษา signaling pathway ที่ถูกกระตุ้นโดย lipopolysaccharide ต่อการผลิตไซโตไคน์ 
Interleukin-1 ใน mouse monocytic cell พบว่าเมื่อเกิดการกระตุ้นโดย lipopolysaccharide จะ
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ส่งสัญญาณผ่าน NF-κB pathway โดยพบว่าบริเวณ promoter ของ Interleukin-1 beta gene 
จะมี binding motif ส าหรับ NF-κB/Rel, AP-1 และ CREB/ATF (40) 

Interleukin-6 (IL-6) 

 Interleukin-6 เป็นไซโตไคน์ ที่ท าหน้าที่หลายอย่าง ซึ่งถูกสร้างขึ้นโดย macrophage, T-
cell และ endothelial cell ยีนของ Interleukin-6 อยู่บน chromosome 7 บริเวณ 7p21 ซึ่งไซโตไคน์ 
Interleukin-6  มีชื่อเรียกอ่ืนๆ ได้แก่  B-cell stimulatory factor 2 (BSF-2), CTL differentiation 
factor (CDF), Hybridoma growth factor, Interferon beta-2 (IFN-beta-2) เป็นต้น Interleukin-
6 (IL-6) เป็น cytokine ที่อยู่ใน family glycoprotein130 (gp130) ซึ่ง family นี้ ประกอบด้วย IL-
6, IL-11, leukemia inhibitory factor(LIF), oncostatin M, cardiotrophin-1, cardiotrophin-like 
cytokine และ IL-27 ซึ่ง family นี้มีบทบาทส าคัญเกี่ยวข้องกับ regulation ของ acute-phase 
response ที่ตอบสนองต่อการติดเชื้อ  โดยการท างานของไซโตไคน์นี้เกี่ยวข้องกับ signal 
transducers gp (glycoprotein) 130, LIF receptor และ oncostatin M receptor ซึ่งจะน าไปสู่
การ activation ของ JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of 
transcription) และ MAPK (mitogenactivated protein kinase)  (ภาพที่ 4) (41, 42) 

 
ภาพท่ี 4 การท างานของไซโตไคน์ Interleukin-6 (42) 

 ไซโตไคน์ IL-6 มีความส าคัญใน host defense mechanism ท าหน้าที่ส าคัญในระบบ 
innate immunity ผ่านทางกระบวนการอักเสบและไซโตไคน์ IL-6 มีความส าคัญในการกระตุ้นการ
สร้าง acute phase protein ในเซลล์ตับ รวมทั้งช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของ myeloid 
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hematopoietic cell เพื่อกระตุ้นให้เป็นเม็ดเลือดขาวประเภท neutrophil รวมทั้งไซโตไคน์ IL-6 
สามารถส่งเสริมการกระตุ้นการเจริญของ T-cell ได้อีกด้วย (39, 43) 

Adhesion molecule 

Intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) 

 Intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) หรือ Cluster of Differentiation 54 
(CD54) ถูก encode จาก ICAM-1 gene ซึ่งอยู่บนโครโมโซมที่19 โดยยีนนี้ encode ไกลโคโปรตีน
ซึ่งแสดงออกบน endothelial cell , leukocyte, epithelial cell และ fibroblasts ICAM-1อยู่ใน
กลุ่ม immunoglobulin superfamily (IgSF) โครงสร้างของ ICAM-1 ประกอบด้วย extracellular 
Iglike domain 5 ส่วน, transmembrane segment 1 ส่วน และ short cytoplasmic tail จาก
การศึกษาพบว่า ICAM-1 มีหน้าที่ส าคัญในการ recruitment เม็ดเลือดขาว โดยผ่านทางการ  
interaction กับ leukocyte-expressed integrin 
 ICAM-1 สามารถถูกกระตุ้นโดยไซโตไคน์ เช่น interleukin-1 (IL-1) และ tumor necrosis 
factor alpha (TNF-α) ICAM-1 สามารถแสดงออกได้บนเซลล์ vascular endothelium, 
macrophage และเม็ดเลือดขาว ICAM-1 เป็น ligand สามารถจับได้กับ integrin ที่พบบนเม็ด
เลือดขาว เช่น ICAM-1/LFA-1 ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการ transmigrate เข้าสู่เนื้อเยื่อ หน้าที่ส าคัญ
ของ ICAM-1 ได้แก่ ควบคุมเสถียรภาพของ cell-cell interaction  และท าให้เกิดความสะดวกใน
การที่เม็ดเลือดขาวจะเคลื่อนที่ผ่านเอนโดธีเลียล (leukocyte endothelial transmigration) การ
เพิ่มขึ้นของ ICAM-1 พบได้ในการเกิดพยาธิสภาพของโรคต่างๆ เช่น โรคเบาหวาน และปัจจุบัน
พบว่า ICAM-1 เป็นทางเข้าของการเข้าสู่เซลล์ของ human rhinovirus อีกด้วย (44, 45) 

Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) 

 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) หรือ cluster of differentiation 106 
(CD106) ถูก encode จากยีน VCAM-1 ซึ่งอยู่บนโครโมโซมที่1 โดย promoter region ของยีน 
VCAM-1 ประกอบด้วย functional tandem NF-κB (nuclear factor-kappa B) site นอกจากนี้
พบว่า VCAM-1 เป็น endothelial ligand ส าหรับ integrin α4β7 และ VLA-4 (Very Late 
Antigen-4 หรือ α4β1) ซึ่งแสดงออกอยู่บนเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear, eosinophil, 
lymphocyte, monocyte และ basophil  
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 เมื่อ endothelial cell ถูกกระตุ้นด้วยไซโตไคน์ จะส่งผลให้ VCAM-1 แสดงออกเพิ่มขึ้น ซึ่ง 
VCAM-1 เกี่ยวข้องกับการ adhesion ของเซลล์เม็ดเลือดขาว lymphocyte, monocyte, 
eosinophil และ basophil ให้ยึดเกาะกับ vascular endothelium และ VCAM-1 มักจะท าหน้าที่
ในกระบวนการ leukocyte-endothelial cell signal transduction และมีบทบาทในกระบวนการ
ด าเนินไปของโรคหลอดเลือดแดงแข็ง และโรค rheumatoid arthritis อีกด้วย (46) 
 พบว่า leukocyte adhesion molecule มีความเกี่ยวข้องกับการเกิด atherosclerosis โดย
พบว่า VCAM-1 มีบทบาทส าคัญในช่วง initiation ของการด าเนินไปของโรค ซึ่งเกี่ยวข้องใน
กระบวนการ recruitment เซลล์เม็ดเลือดขาว monocyte ให้มายังบริเวณเส้นเลือด รวมถึงการ
interaction ของ VCAM-1 ยังส่งผลต่อ monocyte/macrophage activation (47, 48) 
 Neovascularization (NV) มีบทบาทส าคัญในโรคต่างๆ เช่น neovascularization ในตา 
จากการศึกษาพบว่าพบว่าการแสดงออกของ VCAM-1 และ oxidative stress มีบทบาทส าคัญใน
การส่งเสริมให้เกิด severe neovascularization ในการด าเนินโรคของโรคเบาหวาน (49) 

Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE)  

 RAGE เป็น receptor บนผิวเซลล์ ซึ่งเป็นสมาชิกของ immunoglobulin superfamily  ซึ่ง
เป็น type I membrane protein คือ membrane-protein ที่เป็น single pass ซึ่งส่วน NH2-
terminus อยู่ด้านนอกของเซลล์ และ COOH-terminus อยู่ด้านใน cytoplasmic side ของเซลล์ 
 RAGE เป็น multiligand receptor ซึ่งถูก encode ใน region ของ major 
histocompatability complex Class III ส่วนประกอบของ RAGE มี 3 ส่วน (ภาพที่ 5) ได้แก่  

1. ส่วนที่ใช้ในกระบวนการ signal transduction ซึ่งประกอบด้วย V-type domain ซึ่งท า
หน้าที่เป็น ligand-binding module 1 domain และ C-type domain 2 domain  

2. ส่วน transmembrane spinning helix 1 ส่วน  
3. ส่วน cytoplasmic tail มีความส าคัญส าหรับ intracellular signaling คาดว่าสามารถ

จับกับ diaphanous-1 เพื่อท าให้เกิด cellular migration ได้ 

 

ภาพท่ี 5 ส่วนประกอบของ Receptor for Advanced Glycation Endproducts (50) 
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 การแสดงออกของ RAGE พบว่าแสดงออกได้ 3 แบบ  (ภาพที่ 6) คือ 
1. Full-length RAGE (fl RAGE) มีส่วนประกอบครบทั้ง 3 ส่วน 
2. DN-RAGE (dominant negative RAGE) ประกอบด้วยส่วน Extracellular และส่วนที่เป็น 
transmembrane domain 
3. Soluble RAGE (sRAGE) ประกอบด้วยเฉพาะส่วนที่อยู่นอกเซลล์ (Extracellular) คือส่วน 
V,C,C’ ซึ่งเกิดจาก proteolytic cleavage ของ fl-RAGE และจาก alternative mRNA splicing 

 
ภาพท่ี 6 ประเภทของ Receptor for Advanced Glycation Endproducts (51) 

 พบการแสดงออกของ RAGE ในระดับต่ าๆใน differentiated adult cells ในสภาวะปกติ 
แต่ใน mature lung type-I pneumocytes จะแสดงออกในระดับที่สูงมากกว่าในเซลล์ปกติอ่ืนๆ 
RAGE เป็น pattern recognition receptor (PRR) ซึ่งสามารถจับได้กับ endogenous ligand 
หลายชนิด การจับกันของ ligand กับ RAGE ชักน าให้เกิด cellular signaling ต่างๆ การกระตุ้น
ของ RAGE จะส่ง cell surface signal ให้เกิดการท างานของ intracellular pathway ต่างๆ ได้แก่ 
PI3-kinase/AKT, MAPKs และกระตุ้น transcription factor NF-κB  (ภาพที่ 7) ซึ่งน าไปสู่การ
สร้าง   pro-inflammatory cytokine ต่างๆ และเป็นสาหตุของการอักเสบเรื้อรังตามมา นอกจากน้ี
พบว่า RAGE signaling เกี่ยวพันกับโรคต่างๆ ได้แก่ โรคเบาหวาน, โรคหลอดเลือดแดงแข็ง, โรค 
arthritis, และโรคอัลไซเมอร์ เป็นต้น (52, 53) 
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ภาพท่ี 7 การส่งสัญญาณของ RAGE (53) 

 RAGE เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดมะเร็ง โดยสามารถแสดงออกได้บนเซลล์ต่างๆ ท่ี
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดมะเร็ง ได้แก่ tumour cell, endothelial cell, myeloid cell, myeloid 
derived suppressor cell (MDSC)  และ เซลล์เม็ดเลือดขาว รวมถึง dendritic cell และ neuron 
โดย signalling pathway ที่ผ่านทาง RAGE เมื่อถูกกระตุ้นโดย ligand ต่างๆ เช่น  advanced 

glycation end products (AGEs), high-mobility group protein B1(HMGB1), S100 protein 

เป็นต้น สามารถเกิดปฏิกิริยาต่อกันระหว่างเซลล์ ในช่วง neoplastic transformation และ 
malignant progression ได้  รวมทั้งเกี่ยวข้องกับการสร้าง pro-inflammatory cytokine เช่น  
TNF-α, IL-1 , IL-6 ได้ (ภาพที่ 8) 
 การจับกันของ RAGE และ RAGE ligand สามารถกระตุ้น endothelial และ myeloid 
cell ส่งผลให้เกิดการ recruitment ของ myeloid derived suppressor cell (MDSCs) ท าให้ยับย้ัง 
T cell และ natural killer cell ส่งผลให้เกิด T cell tolerance ได้ (54) 
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ภาพท่ี 8 RAGE ligand เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดมะเร็ง (54) 

 จากการศึกษา กระตุ้นเซลล์ต่างๆ ด้วย RAGE ligand พบว่าการกระตุ้น RAGE เกี่ยวข้อง
กับการเพิ่มขึ้นของ reactive oxygen species โดยเอ็นไซม์ superoxide dismutase (SOD) มี 
activity ลดลง รวมถึง reactive oxygen species สามารถส่งเสริมให้เพิ่มการสร้าง advanced 

glycation end products (AGEs) ได้เช่นกัน (55) พบว่าการกระตุ้น RAGE และ  oxidative 

damage มีความส าคัญในโรค chronic degenerative diseases มากมาย ได้แก่ โรคเบาหวาน
ประเภทที่ 2, โรคมะเร็งและโรคหลอดเลือดหัวใจ และเมื่อ RAGE ถูกกระตุ้น จะส่งผลให้เกิดการ
กระตุ้น transcription factor NF-κB และพบว่ามีบทบาทส าคัญในการเพิ่มการผลิต TNF-α โดย
ถูกกระตุ้นผ่านการสร้าง reactive oxygen species อีกด้วย (56, 57) 

Transcription factor NF-κB 

 Nuclear factor kappa B หรือ NF-κB เป็น transcription factor ที่ส าคัญในกระบวนการ
กระตุ้นการหลั่งไซโตไคน์ในระหว่างการอักเสบ โดยกลไกที่ส าคัญในการกระตุ้นการท างานของ 
NF-κB คือ classical หรือ canonical NF-κB pathway และ non-canonical NF-κB pathway 

 กระบวนการ classical หรือ canonical NF-κB pathway พบว่าในสภาวะที่ไม่ถูกกระตุ้น 
NF-κB dimer ได้แก่ p50/RelA(p65) จะอยู่ใน cytoplasm โดยจับอยู่กับ inhibitory protein คือ 
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IκB molecule คือ IκBα โดยเมื่อมี ligand เช่น TNF-α, IL-1, LPS มาจับกับ receptor บนผิว
เซลล์ (เช่น tumor necrosis factor-receptor (TNF-R) หรือ Toll-like receptor) จะเกิดการ 
recruit adaptor (เช่น TRAFs และ RIP) มาจับกับ cytoplasmic domain ของ receptor บนผิว
เซลล์นั้น ซึ่ง adaptor เหล่านี้จะกระตุ้น IKK complex ซึ่งประกอบด้วย α และ β catalytic 
subunit และ molecules ของ regulatory scaffold NEMO หลังจากนั้น IKK จะท าหน้าที่ 
phosphorylate คือเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ IκB ที่ต าแหน่ง serine residue 2 ต าแหน่ง ซึ่งจะ
น าไปสู่ K48 ubiquitination และการ degradation โดย proteasome หลังจากนั้น NF-κB จะ
เคลื่อนเข้าสู่ nucleus ก่อให้เกิดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย  (ภาพที่ 9) (58)  

 
ภาพท่ี 9 กระบวนการ canonical NF-κB pathway และ non-canonical NF-κB pathway (58) 

 กระบวนการ non-canonical (alternative) pathway เป็นกระบวนการที่เกิดจากการ
กระตุ้น p100/RelB complexe ซึ่งเกิดในช่วงการพัฒนา B-cell และ T-cell organ ซึ่ง pathway น้ี
สามารถถูกกระตุ้นได้จาก receptor signal ได้แก่ Lymphotoxin B (LTb), B-cell activating 
factor (BAFF), CD40, LPS, lymphotoxin receptors, latent membrane protein-1(LMP1) และ
เนื่องจากกระบวนการน้ีท างานโดย IKK complex ที่ประกอบด้วย IKKα 2 subunit ซึ่งไม่ใช ่
NEMO ใน non-canonical pathway นี้เกิดจากการกระตุ้นของ NF-κB-inducing kinase หรือ 
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NIK ซึ่งจะท าการ phosphorylate คือเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ IKKα complex ซึ่งส่งผลให้เกิดการ 
phosphorylate ให้กับ serine residue 2 ต าแหน่งซึ่งติดอยู่กับ ankyrin repeat C-terminal IκB 
domain ของ p100 น าไปสู่การปลดปล่อย p52/RelB complex ให้เป็นอิสระ และเข้าสู่นิวเคลียส
ก่อให้เกิดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย (58, 59) 

โรคที่มีพยำธิสภำพเกิดจำกกำรอักเสบ 

โรคเบำหวำน 

โรคเบาหวานเป็นโรคที่เกิดจากความผิดปกติของเมตะบอลิซึม ซึ่งผู้ป่วยโรคเบาหวานจะมี
ระดับกลูโคสในเลือดสูง โดยสาเหตุเกิดจากความผิดปกติของการหลั่ง insulin จากตับอ่อน (60) 
โรคเบาหวานประเภทที่ส าคัญ ได้แก่ โรคเบาหวานประเภทที่ 1 มีสาเหตุเกิดจาก beta cell ของตับ
อ่อนถูกท าลายจาก autoimmune หรือการติดเชื้อไวรัสบางชนิด และโรคเบาหวานประเภทที่ 2 มี
สาเหตุเกิดจากการด้ือต่อ insulin (61) โรคแทรกซ้อนเรื้อรังต่างๆ ซึ่งเกิดจากโรคเบาหวาน เช่น 
โรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular disease) โรคจอตาเสื่อม (Diabetic retinopathy) โรค
ไตเสื่อม (Diabetic nephropathy) เป็นต้น มสีาเหตุหลักเกิดจาก chronic hyperglycemia  และ
พบว่า advanced glycation end products (AGEs) เป็นสาเหตุส าคัญในการก่อพยาธิสภาพทั้งท่ี
หลอดเลือดขนาดเล็กและขนาดใหญ่ในโรคเบาหวาน ซึ่ง AGEs ของพลาสมาโปรตีนต่างๆ 
สามารถจับกับตัวรับของ AGEs (RAGE) บนเย่ือหุ้มของเซลล์ endothelial, mesangial และ 
macrophage แล้วกระตุ้น reactive oxygen species (ROS) และ transcription factor เช่น 
nuclear factor-κB (NF-κB) ท าให้มีการหลั่ง growth factor และ cytokine ต่างๆ เช่น Tumor 
necrosis factor alpha (TNF-α) , Interleukin-6 (IL-6)  ตามมา  และยังมีการกระตุ้นการ
แสดงออกของ adhesion molecule ต่างๆ ได้แก่  ICAM-1 , VCAM-1 , MCP-1 , PAI-1 ซึ่งกลไก
ต่างๆ เหล่านี้ล้วนเป็นปัจจัยในการเกิดการอักเสบเรื้อรังได้ (7-9) 

กำรเกิดพยำธิสภำพของภำวะแทรกซ้อนทำงไตจำกโรคเบำหวำน 

เมื่อเกิดภาวะแทรกซ้อนทางไตจากโรคเบาหวาน จะมีการการอักเสบเพิ่มขึ้น มีการดึงดูด
และรวบรวม macrophage ในไตมากขึ้น ซึ่งสัมพันธ์กับภาวะน้ าตาลในเลือดสูง และเกี่ยวข้องกับ
การพัฒนา renal fibrosis และ albuminuria การเพิ่มจ านวนของ macrophage จะถูกควบคุมโดย 
colony stimulating factor-1(CSF-1) และการกระตุ้น macrophage เกี่ยวข้องกับ oxidative 
stress, P38 MAPK signaling pathway และ c-Jun amino terminal kinase ซึ่งน าไปสู่การ
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กระตุ้น transcription factors nuclear factor-κB(NF-κB) และ activation protein-1 ท าให้เพิ่ม

การแสดงออกของยีน TNF-α (62) 
เซลล์ macrophage ที่ถูกกระตุ้นจะเพิ่มการหลั่งไซโตไคน์, reactive oxygen species, 

reactive nitrogen species, matrix metalloprotease, mitogenic growth factors, tissue 
factor และ profibrotic cytokines (TGF-β) (62) Transforming growth factor β-1(TGF-β) 
เกี่ยวข้องกับการพัฒนาในระยะ early diabetic nephropathy ซึ่งภาวะน้ าตาลในเลือดสูง และ  
Angiotensin II เป็นสาเหตุหลักของ de novo synthesis ของ transforming growth factor β-1 
น าไปสู่การ accumulation ของ extracellular matrix (63) ภาวะแทรกซ้อนทางไตในโรคเบาหวาน 
เกี่ยวข้องกับ PKC, NF-κB และ MAPK น าไปสู่การอักเสบเพิ่มขึ้น พยาธิสภาพจาก
ภาวะแทรกซ้อนทางไต ได้แก่ มีภาวะ proteinuria, เกิดการ mesangium expansion, 
nephromegaly และสุดท้ายท าให้เกิด glomerularsclerosis (8) มีการเพิ่มขึ้นของ TNF-α,  IL-6 
และ IL-18 (64, 65) TNF-α  เป็นไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการท าลาย glomerular endothelial  
และขัดขวาง glomerular permeability barrier น าไปสู่การเกิด albuminuria การกระตุ้น 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) ของ TNF-α  ท าไห้เกิดการสะสมเซลล์เม็ด
เลือดขาวประเภท polymorphonuclear และ monocyte นอกจากนั้น TNF-α  ยังมีคุณสมบัติ 
procoagulant และกระตุ้นการ apoptosis (66) อีกทั้ง TNF-α ยังเกี่ยวข้องกับการด้ือต่อ insulin 
เพราะ TNF-α สามารถขัดขวางการ auto-phosphorylation ท่ี tyrosine residues ของ insulin 
receptor(IR) และขัดขวางการ induction of serine phosphorylation ของ insulin receptor 
substrate-1(IRS-1) (67) ผู้ป่วยโรคเบาหวานที่มีภาวะแทรกซ้อนทางไต พบว่ามีการหลั่งไซโตไคน์ 
ได้แก่ TNF-α, IL-1β, IL-6, IFN-gamma, IL-2 และ chemokine ได้แก่  MCP-1 ในซีรัมที่สูงขึ้น 
(68) ผู้ป่วยเบาหวานประเภทที่ 2  มี Th17 cell ในระบบไหลเวียนเลือดเพิ่มขึ้น และพบว่า PBMCs 
ผู้ป่วยเบาหวานประเภทที่ 2 มีการหลั่ง IL-17 สูงขึ้นด้วย (69) 

พยำธิสภำพทำงไตเกี่ยวข้องกับ Reactive Oxygen Species (ROS) 

มีการศึกษาผลของ reactive oxygen species (ROS) ต่อการพัฒนาและด าเนินไปของ
พยาธิสภาพของไตในผู้ป่วยเบาหวาน สาแหตุของ oxidative damage ในไตนั้น ได้แก ่ oxidative 
phosphorylation และการ uncoupling ของ respiratory chain โดย mitochondrial respiratory 
chain พบว่าการสร้าง ROS เกิดได้หลายทาง ได้แก่ glycolysis pathway, glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, sorbitol pathway, advanced glycation, NAD(P)H oxidase, xanthine 
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oxidase และ uncoupling ของ NOS (70) ภาวะน้ าตาลในเลือดสูงเกี่ยวข้องกับ reactive oxygen 
species (ROS) ซึ่งสามารถกระตุ้น pathway ต่างๆ รวมไปถึง polyol pathway, DAG/PKC 
pathway และ  AGE formation ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้ oxidative stress เพิ่มขึ้น น าไปสู่ 
endothelial dysfunction ได้  (ภาพที่ 10) (7) 

 
ภาพท่ี10 ROS และ พยาธิสภาพของสภาวะแทรกซ้อนที่เกิดจากโรคเบาหวาน (7)  

พยำธิสภำพทำงไตเกี่ยวข้องกับ Advanced glycation end products (AGEs) 

 ผู้ป่วยโรคเบาหวานประเภทที่ 2 จะมี advanced glycation end products (AGEs) 
เพิ่มขึ้น AGEs สามารถจับกับ RAGE ซึ่งพบใน tubular epithelial cell, mesangial cell และ
podocyte ในไตและน าไปสู่การกระตุ้น NF-κB pathway และกระตุ้นการหลั่ง proinflammatory 
cytokine และการแสดงออกของ adhesion molecule ให้มากขึ้น (71) และ endothelial 
dysfunction เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของโรคเบาหวาน โดยภาวะน้ าตาลในเลือดสูงจะกระตุ้นให้
เพิ่ม ROS และน าไปสู่ endothelial dysfunction ได้ (72, 73) ในผู้ป่วยโรคเบาหวานจะพบค่า     
E-selectin, intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) และ  vascular cell adhesion 
molecule-1(VCAM-1) ในระดับที่สูงกว่า baseline ภาวะน้ าตาลในเลือดสูงและ AGEs สามารถ
กระตุ้นการแสดงออกของ ICAM-1 และ VCAM-1 ใน mesangial cell ได้ (62) และพบว่า 
proinflammatory biomarker และ adhesion molecule เช่น CRP, sVCAM-1, PAI-1, IL-18, 
AGEs และ MCP-1 เกี่ยวข้องกับโรคเบาหวานที่มีภาวะแทรกซ้อนทางไต (74) 
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 ผู้ป่วยเบาหวานประเภทที่ 2 ที่มีภาวะแทรกซ้อนทางไต พบว่า  adiponectin ในพลาสมา
จะสูงขึ้น และมี vascular dilatation ลดลง ท าให้เกิด vascular endothelial dysfunction (75)  
และ marker ที่ส าคัญที่แสดงถึง endothelial cell damage อีกชนิดหนึ่งคือ plasma von 
Willebrand factor (vWF) และ thrombomodulin (TM) ซึ่งพบว่ามีระดับสูงขึ้นในผู้ป่วยที่มี
ภาวะแทรกซ้อนทางไต (76) 
 Glomerular infiltration เกี่ยวข้องกับพยาธิสภาพของภาวะแทรกซ้อนทางไตใน
โรคเบาหวาน เม็ดเลือดขาวจะแสดงออก Leukocyte-endothelial cell adhesion molecule-1 
(LECAM-1) ในกระบวนการแรกของ leukocyte-endothelial cell interaction ของการชักน าเม็ด
เลือดขาวมาท่ี glomeruli พบว่า LECAM-1 gene polymorphism เป็น genetic risk factor ของ
การเกิดพยาธิสภาพทางไตของโรคเบาหวานได้ (77) และพบว่า endothelial cell selective 
adhesion molecule (ESAM) แสดงออกที่บริเวณ tight junction บน vascular endothelial cell 
และมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับ vascular permeability ปัจจุบันพบว่าภาวะน้ าตาลในเลือดสูงสามารถ
ลดการแสดงออกของ ESAM และเพิ่ม glomerular endothelial permeability ได้ (78) ผู้ป่วย
เบาหวานที่มีภาวะแทรกซ้อนทางไตพบว่า glomerular VEGF (vascular endothelial growth 
factor) mRNA expression สูงขึ้นในช่วงแรกของภาวะแทรกซ้อนทางไต (79) ในขณะที่ VEGF 
expression จะสูงขึ้นในผู้ที่มีสภาวะแทรกซ้อนทางไต ส่งผลให้ชักน าสภาวะ endothelial cell 
proliferation และ endothelial dysfunction (80) ภาวะน้ าตาลในเลือดสูงจะท าให้เกิด vascular 
endothelial dysfunction โดยลดการแสดงออก endothelial nitric oxide synthase(eNOS) 
น าไปสู่การลดการผลิต  NO ซึ่งเป็นสาร vasodilatory ที่ส าคัญซึ่งสร้างโดย endothelium และ
พบว่า eNOS uncoupling ใน vascular endothelial dysfunction น าไปสู่การเพิ่ม ROS และเพิ่ม
การหลั่ง proinflammatory mediator และ adhesions molecule (81) สภาวะแทรกซ้อนทางไตจะ
มี renal functional change ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับการด าเนินไปของการเกิด urinary albumin 
excretion (82) ในผู้ป่วยเบาหวานพบว่าระดับ high sensitivity (hs) CRP, hsTNF-α, VCAM-1 
และ E-selectin มีความสัมพันธ์ไปในทางเดียวกับ urinary albumin excretion rate (AER) (83) 
 
กำรเกิดพยำธิสภำพในโรคหลอดเลือดแดงแข็ง (Atherosclerosis) 

 ภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง (Atherosclerosis) คือ ภาวะที่มีความผิดปกติของของผนัง
หลอดเลือดแดง  มี plaque เกิดขึ้นภายในหลอดเลือดแดง เชื่อว่าเกิดจากขบวนการ chronic 
inflammation อันเป็นผลมาจากการตอบสนองต่อการบาดเจ็บของหลอดเลือด จากนั้นหลอดเลือด
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แดงจะเริ่มเกิดการเปลี่ยนแปลงระหว่าง endothelial cell, เม็ดเลือดขาว,เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ และ
เกร็ดเลือด โดยมี growth factor และ cytokine ที่เซลล์เหล่านี้สร้างขึ้นมา จะไปกระตุ้นให้ 
endothelial cell ใหเ้กิดการอักเสบ จนมีการก่อตัวขึ้นของ plaque ที่ผนังหลอดเลือด ซึ่ง plaque 
ประกอบด้วย fat, cholesterol, calcium และส่วนประกอบอ่ืนๆภายในหลอดเลือด ท าให้เกิดการ
ตีบตันของหลอดเลือด อาจเกิดผลร้ายแรง เช่น หัวใจวาย และเสียชีวิตได้ (84) 
 การอักเสบเกี่ยวข้องกับการด าเนินไปของสภาวะ atherogenesis ซึ่งพบว่าการบาดเจ็บ
ของเซลล์เอนโดธีเลียล เกี่ยวข้องกับการเกิด endothelial dysfunction ซึ่งไปส่งเสริมการอักเสบ 
และเกิดการ recruitment  ของเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะ monocyte และ T-cell และมีการ
แสดงออกของ adhesion molecules ต่างๆเพิ่มขึ้น ท าให้เกิดการ rolling, adhesion และ 
migration ของเม็ดเลือดขาวไปยังบริเวณ arterial wall  และเกิดการ differentiation, proliferation 
และ activation ของ macrophage และ smooth muscle cell และพบการ expression ของ 
scavenger receptor บน macrophage และเกิดการ oxidation ของ LDL และเกิด foam cell ข้ึน  
(ภาพที่ 11) และเกิดเป็น plaque โดยการ recruitment ของเซลล์ต่างๆอย่างต่อเนื่อง  รวมทั้งเซลล์ 
macrophage ที่ถูกกระตุ้นมีการหลั่ง matrix metalloproteinases (MMP) ท าให้ fibrous cap บาง
และเกิดการแตกของ plaqueและเกิด thrombosis ข้ึน (3, 4) 

 

 

ภาพท่ี11 กระบวนการที่เกี่ยวข้องกับภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง (84) 
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 โรคหลอดเลือดแดงแข็งเป็นโรคที่เกิดจากการอักเสบอย่างเรื้อรังบริเวณ specific arterial  
เช่น branche, bifurcation และ curvature โดยบริเวณต่างๆเหล่านี้มี specific molecule จากบน
endothelium ซึ่งจะตอบสนองเพื่อเกิดการ adherence, migration และ accumulation ของ 
monocyte และ T cell พบว่า adhesion molecule ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวรับส าหรับ glycoconjugate 
และ integrin ที่อยู่บน monocyte และ T cell ได้แก่ selectin, intercellular adhesion molecule 
และ vascular-cell adhesion molecule  
 Molecule ที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนของ leukocyte ผ่าน endothelium เช่น platelet–
endothelial-cell adhesion molecule, ท าหน้าที่ในการ conjunction กับ chemoattractant 
molecule ที่ถูกสร้างโดย endothelium, smooth muscle และ monocyte เช่น monocyte 
chemotactic protein 1, osteopontin และ modified LDL เพื่อดึงดูด monocyte และ T cell เข้า
สู่ artery 

 ลักษณะของการไหลในหลอดเลือดเป็นสิ่งส าคัญในกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีน 
เช่น ยีนส าหรับ intercellular adhesion molecule 1, plateletderived growth factor B chain 
และ tissue factor 83 ใน endothelial cell และการแสดงออกของยีนเหล่านี้จะเพิ่มขึ้นเมื่อลด
shear stress  ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงในกระแสเลือดเป็นสิ่งส าคัญในการส่งเสริมให้บริเวณใดของ
หลอดเลือดมีแนวโน้มที่จะมีแผล การ rolling และ adherence ของ monocyte และ T cell เกิดขึ้น
ที่บริเวณเหล่านี้เป็นผลมาจากการ up-regulation ของ adhesion molecules บนเซลล์ 
endothelium และเม็ดเลือดขาว เกิดการ chemotaxis โดยการท างานของ chemokine และการ
สะสมของ macrophage ในริ้วไขมัน การกระตุ้น monocyte และ T cells น าไปสู่การเพิ่มขึ้นของ 
receptors บนผิวเซลล์ เช่น mucin-like molecule จับกับ selectin, integrin จับกับ adhesion 
molecule ที่เป็น immunoglobulin superfamily และ  receptor จับกับ chemoattractant 
molecule การจับกันของ ligand–receptor เหล่านี้ ส่งผลต่อการกระตุ้น mononuclear cell และ
เหนี่ยวน าการ proliferation ของเซลล์ (57) เซลล์ monocyte และ macrophage ที่ถูกกระตุ้น 
สามารถท าร้ายเซลล์ endothelial cell ที่อยู่ใกล้เคียงโดยการสร้าง reactive oxygen specie และ 
hydrolytic enzyme ต่างๆ ซึ่งสามารถกระตุ้นการ proliferation ของ smooth muscle cell รวมทั้ง 
macrophage สามารถหลั่ง platelet-stimulating factor และเกิดการยึดเกาะกันของ platelet 
น าไปสู่การท าร้าย epithelium ซึ่งเป็นสาเหตุของการ release ของ agent ที่ส่งเสริมการ 
proliferation ของ smooth muscle cell (85) 



23 
 
กำรเกิดพยำธิสภำพในโรค rheumatoid arthritis 

 โรค rheumatoid arthritis พบว่าการ activation และ proliferation ของ synovial lining  
และการแสดงออกของ inflammatory cytokines ที่ส าคัญคือ Interleukin-6 รวมถึง chemokine 
จะเหนี่ยวน าเซลล์ซึ่งเกี่ยวข้องกับการอักเสบ โดยเฉพาะ B cell ซึ่งท าให้เกิดการผลิต 
autoantibody ในโรค rheumatoid arthritis (5, 6) 

 โรค rheumatoid arthritis พบว่า เซลล์ monocyte, macrophage, fibroblast และ T cell 
หลั่งไซโตไคน์ต่างๆมากมาย ซึ่งไซโตไคน์ส่วนใหญ่เหล่านี้ ได้แก่ TNF-α และ interleukin-1 
สามารถตรวจพบได้ใน synovial fluid ของผู้ป่วยโรค rheumatoid arthritis ทั้งไซโตไคน์ TNF-α 
และ interleukin-1 เป็นไซโตไคน์ที่มีบทบาทหลักในกระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรค 
rheumatoid arthritis ระดับความเข้มข้นของไซโตไคน์ทั้ง 2 ตัวนี้ในซีรัมและ synovial fluid สูงขึ้น
ในผู้ป่วยโรค rheumatoid arthritis นอกจากนั้น TNF-α และ interleukin-1 จะกระตุ้นศักยภาพ
ของ mesenchymal cell เช่น synovial fibroblast,  steoclast และ chondrocyte ในการหลั่ง 
tissue-destroying matrix metalloproteinase 
 Interleukin-1 และ TNF-α ยับยั้งการผลิต tissue inhibitor ของ metalloproteinase โดย 
synovial fibroblast กลไกทั้งเหล่านี้ท าให้เกิดการบาดเจ็บของ joint ขึ้น ซึ่งโรค rheumatoid 
arthritis นี้อธิบายลักษณะตามการ progressive ของ joint damage ซึ่งเกิดจากกลไกต่างๆ การ
กร่อนของ cartilage และกระดูกเกี่ยวข้องกับการ formation ของ proliferating ของ pannus 
บริเวณผิวสัมผัสระหว่าง pannus กับ cartilage จะพบ activated macrophages และ synovial 
fibroblasts ที่หลั่ง matrix metalloproteinase และ cathepsin 
 Interleukin-1 และ TNF-α จะกระตุ้นการแสดงออกของ adhesion molecule บน 
endothelial cell และ เพิ่มการ recruitment ของ neutrophil เข้าสู่ joint แล้ว neutrophil จะหลั่ง 
elastase และ proteases ท าให้เกิดการ degrade ของ proteoglycan ใน superficial layer ของ
cartilage  การพร่องลงของ proteoglycan ท าให้ immune complexe สามารถ precipitate ใน 
superficial layer ของ collagen และเซลล์ chondrocyte และ synovial fibroblast หลั่ง matrix 
metalloproteinase เมื่อถูกกระตุ้นโดย interleukin-1, TNF- α หรือ CD4+ T cell ที่ถูกกระตุ้น 
(ภาพที่ 12)  
 matrix metalloproteinase โดยเฉพาะ stromelysin และ collagenase เป็น enzyme ท่ี 
สลาย connective-tissue matrix และเป็น mediator หลักของการบาดเจ็บของ joint  ในโรค 
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rheumatoid arthritis จากการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่า CD4+ T cell ที่ถูกกระตุ้น จะน าไปสู่การ
เกิด osteoclastogenesis และเป็นสาเหตุของการบาดเจ็บของ joint ได้ (86) 
  

 
ภาพท่ี 12 กลไกการเกิดพยาธิสภาพของโรค rheumatoid arthritis (86) 

 ในปัจจุบันมีการศึกษาการรักษาโรค rheumatoid arthritis โดยการมุ่งเน้นการยับย้ังผ่าน
ไซโตไคน์ TNF-α เป็นเป้าหมายหลักในการรักษาโรค rheumatoid arthritis โดยได้มีการศึกษาใน 
การทดลองทางคลินิกเกี่ยวกับการใช้ anti-TNF-α therapy ในการรักษาผู้ป่วยที่เป็นโรค 
rheumatoid arthritis เรื้อรัง โดยในการศึกษาวิจัยหลายๆงานวิจัยได้ทดลองใช้ chimeric anti-
TNF-α antibody แสดงถึงผลดีทางคลินิก clinical (87) 

กำรเกิดพยำธิสภำพของโรค systemic lupus erythematosus หรือ SLE 

 โรค systemic lupus erythematosus เป็น autoimmune disease ซึ่งมีการผลิต 
autoantibodies ต่อ antigen ในนิวเคลียส ซึ่ง autoantibodies เหล่านี้ ส่งผลให้เกิดการก่อตัวและ
รวมกันเป็น immune complexe เกิดเป็นตะกอนสะสมในเนื้อเย่ือ และสามารถเหนี่ยวน าให้เกิด
การอักเสบ น าไปสู่พยาธิสภาพต่างๆของโรค  
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 การอักเสบเรื้อรังมีบทบาทส าคัญในผู้ป่วยโรค systemic lupus erythematosus อย่าง
มาก ปัจจุบันพบว่า ภาวะ endothelial injury และ endothelial dysfunction สามารถถูกเหนี่ยวน า
ได้จาก stress, viruse, toxin เช่น homocysteine, immune complexe, complement activation 
และภาวะ oxidative stress ซึ่งปัจจัยต่างๆเหล่านี้ที่เพิ่มขึ้นในผู้ป่วย SLE และความบกพร่องใน
การก าจัด immune complexe และ complement activation มีบทบาทส าคัญต่อการเกิดพยาธิสภาพ
ของโรค SLE (1, 2) 
 จากการศึกษาที่เพิ่มขึ้นในปัจจุบันท าให้ทราบว่าการ recognition ของ nucleic acid 
motif โดย Toll-like receptor มีบทบาทส าคัญทั้งการ activation ของ antinuclear B cell และใน 
การด าเนินไปของโรค พบว่าหลังจากมีการก่อตัวของ immune complex  จะเกิดการ endosomal 
localization ของ Toll-like receptors (TLRs), TLR3, 7 และ 9 ซึ่งบทบาทของ B-cell receptor 
ในการน าส่ง nuclear antigen ไปสู่ส่วน intracellular คือยอมให้เกิดการกระตุ้น TLR โดย 
endogenous nucleic acid (88) 

แนวทำงกำรรักษำโรคที่มีพยำธิสภำพจำกกำรอักเสบเรื้อรัง 

 ปัจจุบันได้มีการศึกษาวิจัยการรักษาโรคที่มีสาเหตุเกิดจากการอักเสบเรื้อรังมากขึ้น โดย
มุ่งเน้นไปที่การส่งสัญญาณผ่านทางไซโตไคน์ โดยเฉพาะ tumor necrosis factor-α (TNF-α) ได้มี
การศึกษาใช้การยับย้ัง TNF-α receptor และใช้ chimeric monoclonal  antibody TNF-α เพื่อ
รักษาผู้ป่วยโรคเบาหวานที่มีอาการแทรกซ้อนทางไต (17) การศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น 
tocotrienol ซึ่งอยู่ในกลุ่ม vitamin E มีคุณสมบัติลด TNF-α, TGF-β1 และป้องกัน reactive 
oxygen species ในการกระตุ้น NF-κB p65 subunit expression (18) และในการศึกษาการ 
ขัดขวาง TNF-α  พบว่ามีประสิทธิภาพในการรักษาโรค systemic lupus erythematosus รวมทั้ง 
TNF-α inhibitor สามารถใช้ในการรักษาโรค rheumatoid arthritis ได้ด้วย (19, 20)  ในโรค 
acute และ chronic auto-inflammatory disease พบว่าการขัดขวางคุณสมบัติของ IL-1β 
สามารถความรุนแรงของโรคได้ ตัวอย่าง เช่น IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) ได้มีการ
พัฒนาขึ้นเพื่อใช้รักษาผู้ป่วยโรค rheumatoid arthritis และเบาหวานประเภทที่ 2 (21) soluble 
extracellular domain ของ RAGE สามารถช่วยเป็น potential therapeutic blocker ส าหรับ
รักษาภาวะแทรกซ้อน macrovascular ในโรคเบาหวานและโรคหลอดเลือดหัวใจ (22) ยารักษา
โรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได้แก่ GLP-1 สามารถลดการแสดงออก mRNA ของ VCAM-1 โดย
ขัดขวางการแสดงออกของยีน RAGE (23) 
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 สาร flavonoid เช่น apigenin สามารถลดการแสดงออกของ adhesion molecule และ 
junctional molecules ในภาวะที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α  ใน endothelial cell ได้(89) สมุนไพร
ไทย เช่น กระชายเหลืองมีคุณสมบัติต้านการอักเสบ และ มะระขี้นก หรือ Momordica charantia 
Linn (bitter melon) ท าให ้ immune system ดีขึ้น ในผู้ป่วยโรคมะเร็ง cervical ซึ่งมะระขี้นก
สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์ NK cell ในผู้ป่วยได้ (29) สมุนไพรไทยหลายชนิดสามารถต้านการอักเสบ
และต้านอนุมูลอิสระได้ ซึ่งพบว่าคุณสมบัติที่ส าคัญเหล่านี้เกิดจากสารส าคัญได้แก่ flavonoid และ 
polyphenol (25-28) 

หญ้ำแส้ม้ำ หรือ Fimbristylis ovata (Burm.f.) Kern   

 หญ้าแส้ม้าอยู่ใน Family Cyperaceae มี common name ว่า Flatspike Sedge และ 

Flat-Spike Rush มีชื่อเรียกพื้นบ้านของไทย ได้แก่ หญ้าแส้ม้า และ หญ้ากุกหมู (90) มี synonym 

(91) ได้แก่  

 Abildgaardia monostachya (L.) Vahl 

 Abildgaardia ovata (Burm. f.) Kral  

 Cyperus monostachyos L. 

 Carex ovate Burm.f. 

 Fimbristylis monostachya (L.) Hassk. 

 หญ้าแส้ม้าเป็นพืชที่มีการน าไปใช้โรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ ได้แก่ ใช้รักษาการอักเสบ
ของ lymph node (adenitis), การติดเชื้อ scrofula, ใช้รักษาโรคsyphilis ใช้รักษาอาการไอ และ
โรคหลอดลมอักเสบ (bronchitis) รวมทั้งใช้รักษาโรคหอบหืดได้ (30, 31) ต้นหญ้าแส้ม้า เป็นพืช
ล้มลุก ก้านมีความสูงประมาณ 6-40 เซ็นติเมตร ดอกอยู่ที่ยอดของก้าน มีลักษณะรูปทรงไข่ ยาว 
6-15 มิลลิเมตร กว้าง 3-6 มิลลิเมตร กลีบอัดแน่น (ภาพที่ 13) พบได้ทั่วไปในประเทศไทย มี
รายงานพบว่าพืชใน Family Cyperaceae มีสารออกฤทธิ์จ าพวก phenolic compound, 
flavonoid, tannin, alkaloid, glycosides, protein, amino acid, และ saponin (92, 93)  
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ภาพท่ี 13 ลักษณะของต้นหญ้าแส้ม้า 

สำรประกอบฟีนอล (Phenols หรือ phenolics) 

 สารประกอบฟีนอล เป็นสารประกอบทางเคมีซึ่งประกอบด้วย hydroxyl group (—OH) 
จับอยู่กับ aromatic hydrocarbon group โดย phenols ธรรมดาที่สุดคือ carbolic acid มีสูตร
โมเลกุล คือ C6H5OH (ภาพที่ 14) 

 
ภาพท่ี 14 ลักษณะโครงสร้างของสารประกอบฟีนอล (94) 

สำรประกอบโพลีฟีนอล (Polyphenols) 

 สารประกอบโพลีฟีนอล เป็นสารประกอบที่มีโครงสร้างจากธรรมชาติเป็นหลัก แต่ก็
สามารถสังเคราะห์ขึ้นได้ สารอินทรีย์นี้ประกอบด้วยโครงสร้าง phenol หลายๆหน่วย (ภาพที่ 15)
จ านวนและลักษณะโครงสร้างจะท าให้คุณสมบัติทางการยภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ เช่น 
metabolic, toxic, therapeutic เป็นต้น นั้นแตกต่างกัน 



28 
 

 
ภาพท่ี 15 ลักษณะโครงสร้างของสารประกอบโพลีฟีนอล (94) 

สำรฟลำโวนอยด์ (Flavonoids) 

 ฟลาโวนอยด์ เป็นสารประกอบ polyphenol ที่พบส่วนมากในพืช ผัก ผลไม้  
ประกอบด้วย carbon 15 อะตอม โดยโครงสร้างประกอบด้วยวงแหวน benzene 2 วงเชื่อมต่ออยู่
กับสาย carbon chain ที่มี carbon 3 อะตอม โดยมีอะตอม carbon หนึ่งเชื่อมต่อกับอะตอม 
carbon ของวงแหวน benzene และอะตอม carbon อีกหนึ่งอะตอมต่ออยู่กับ oxygen bridge จึง
ท าให้เกิดวงแหวนตรงกลางขึ้น โครงสร้างพื้นฐานของ flavonoids แสดงในภาพท่ี 16 

 
ภาพท่ี16 ลักษณะโครงสร้างพื้นฐานของสารฟลาโวนอยด์ (94) 

 
ฟลาโวนอยด์มีประเภทต่างๆ ได้แก่ flavones, flavonols, flavanones, flavanonols,  

flavanols, isoflavones, anthocyanidins (94) โครงสร้างดังแสดงในภาพที่ 17 
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Flavones 
 
 
 
Flavonols 
 
 

 
Flavanones 

 
 
 
Flavanonols 
 
 
 
Flavanols 
 
 
Isoflavones 
 
 
Anthocyanidins 
 

ภาพท่ี 17 โครงสร้างของสารฟลาโวนอยด์ประเภทต่างๆ (94) 
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กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบของสำรประกอบโพลีฟีนอล 

 ปัจจุบันมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารประกอบโพลีฟีนอลอย่าง
มากมาย สารประกอบโพลีฟีนอลเป็นพฤกษเคมี (phytochemical) ที่พบมากในอาหารและ
ผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากพืช การบริโภค polyphenol เพิ่มมากขึ้นแสดงให้เห็นว่าช่วยป้องกันจากโรคที่
มีการอักเสบ เพราะสารประกอบโพลีฟีนอลสามารถออกฤทธิ์ anti-inflammatory และคุณสมบัติ  
vasculoprotective ได้ จากการศึกษาสาร polyphenol ได้แก่ resveratrol, epigallocatechin 
gallate, curcumin และ quercetin โดยเมื่อให้สัตว์ทดลองกินหรือให้โดยการฉีด (systemic 
administration) สารจ าพวกน้ีสามารถต่อต้าน nuclear factor κB-dependent gene 
expression และกระตุ้น phase II antioxidant และ detoxifying protein ได้ สภาวะที่ถูกป้องกัน
โดย polyphenol นี้ ได้แก่ inflammatory colitis และ acute pancreatitis พบว่า Polyphenols ยัง
สามารถลด schaemia-reperfusion injury และ endotoxemic sepsis ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการ
ด าเนินของ multiple organ dysfunction ใน severe acute pancreatitis (95) 
 มีการพัฒนาการรักษาโรค inflammatory bowel diseases (IBD) ด้วยสาร polyphenol 
ซึ่งโรค inflammatory bowel diseases (IBD) เป็นโรคที่มีสาเหตุการเกิดได้หลากหลาย เช่น 
environmental factor, gut microflora, immunity และ genetic predisposition ซึ่งอาการแทรก
ซ้อนที่รนุแรงที่สุด ก็คือการพัฒนาไปเป็น colon cancer พบว่าในโรค inflammatory bowel 
diseases (IBD) จะมี immune homeostasis และ intestinal mucosa barrier integrity เสื่อมลง 
พบว่าการใช้ pure polyphenolic compound และ natural polyphenolic plant extract สามารถ
ช่วยลด intestinal inflammation ได้ (96) 
 สาร phenolic compound มีคุณสมบัติในการป้องกันการเกิด metastasis ของมะเร็ง ซึ่ง
เป็นการแพร่กระจายของ cancer cell จาก primary neoplasm ไปสู่อวัยวะและเนื้อเยื่ออ่ืนๆ ท าให้
เกิด secondary tumor ข้ึน Metastasis ของมะเร็งเป็นสาเหตุหลักในการเสียชีวิตของผู้ป่วย
โรคมะเร็ง ซึ่งกระบวนการ metastasis ประกอบด้วย cell–cell attachment, tissue barrier 
degradation, migration, invasion, cell–matrix adhesion และ angiogenesis โดยจาก
การศึกษาพบว่าสาร phenolic compound ประเภทที่ส าคัญคือ สารflavonoid จากการศึกษา
พบว่าสาร flavonoid เป็น natural inhibitor ของ invasion และ metastasis ของมะเร็ง ได้แก่ 
luteolin, apigenin, myricetin, tangeretin, kaempferol, glycitein, licoricidin, daidzein และ 
naringenin (94) 
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 สาร phenolic compound มีคุณสมบัติในการป้องกัน oxidative damage และการ
อักเสบ ในโรคที่เกิดจาก age-related neurodegenerative เช่น Alzheimer’s Disease (AD) ได้ 
จากการศึกษาพบว่า curcumin มีความสามารถออกฤทธิ์ antioxidant และ anti-inflammatory ซึ่ง
ช่วยป้องกัน neurotoxic และ genotoxic agent ซึ่งจะช่วยป้องกัน neuropathology ได้ (97) 
การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของ dietary phenolic compound ในโรคที่เกี่ยวกับ chronic 
intestinal inflammation ซึ่งมีพยาธิสภาพเกิดจากการ dysfunction ของ  intestinal mucosa เช่น 
การลดลงของ tight junction barrier function และการ overproduction ของ pro-inflammatory 
mediator ได้แก่ cytokine, chemokine และ adhesion molecule ซึ่งเกี่ยวข้องกับ immune 
dysregulation พบว่าสาร phenolic compound สามารถ downregulate inflammatory 
response โดยผ่านทางกระบวนการ post-transcriptional regulatory ได้  (98)  
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บทที ่3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

กลุ่มตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรทดสอบ 
 1. เซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในการทดสอบ ม ี2 ชนิด คือ 
  1.1 เซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ของมนุษย์ U937 (ภาพที่ 18) 

 

 
ภาพท่ี18 แสดงลักษณะของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ของมนุษย์ U937 (100x) 

 
  1.2 เซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลของหนู bEnd.3 (ภาพที่ 19) 
 

 
ภาพท่ี19 แสดงลักษณะของเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลของหนู bEnd.3 (100x) 

 
 2. สมุนไพรที่ใช้ในการทดสอบ 
 สมุนไพรที่น ามาใช้ในการทดสอบ คือ หญ้าแส้ม้า Fimbristylis ovata (Burm.f.) Kern ซึ่ง
เพาะปลูกทีบ่้านของรองศาสตราจารย์ ดร.รัชนา ศานติยานนท์ กรุงเทพมหานคร และท าการยืนยัน
พันธุ์พืชโดยพิพิธภัณฑ์พืช ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธุ์ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  voucher specimen เลขที่ 013431BCU 
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เครื่องมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

-20 °C freezer      Sanyo, ญี่ปุ่น 

-80°C deep freezer     ilshin Lab, เนเธอร์แลนด์ 

4°C refrigerator     Sanyo, ญี่ปุ่น 

6 well cell culture plate    Corning, สหรัฐอเมริกา 

24 well cell culture plate    Corning, สหรัฐอเมริกา 

96 well cell culture plate    Corning, สหรัฐอเมริกา 

96 well plate high binding    Corning, สหรัฐอเมริกา   

96 well plate medium binding    Corning, สหรัฐอเมริกา 

Analytical balance     Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Autoclave      Hirayama, ญี่ปุ่น 

Autopipette 0.5-10 µl     Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Autopipette 2-20 µl     Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Autopipette 10-100 µl     Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Autopipette 101-1000 µl    Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Beaker (50, 100, 250, 500, 1000 ml)   Schott Duran, เยอรมนี 

Cell culture flask (25 cm3)    Corning, สหรัฐอเมริกา 

Cell culture flask (75 cm3)    Corning, สหรัฐอเมริกา 

Centrifuge      Beckman Coulter, สหรัฐอเมริกา 

Centrifuge tube (15, 50 ml)    Corning, สหรัฐอเมริกา 
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CO2 incubator      Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 

Cryovial tube 2.0 ml     Corning, สหรัฐอเมริกา 

Disposable serological pipette (5, 10 ml)  Corning, สหรัฐอเมริกา 

Electrophoresis power supply   Biorad, สหรัฐอเมริกา 

ELISA plate reader     BioTek, สหรัฐอเมริกา 

Evaporator     Genevac, สหรัฐอเมริกา 

Flask (50, 100, 250, 500, 1000 ml)   Schott Duran, เยอรมนี 

Freeze dryer      Thermo Electron, สหรัฐอเมริกา 

Gel Doc system    Syngene, สหราชอาณาจักร 

Glass bottles (500, 1000 ml)    Schott Duran, เยอรมนี 

Hemocytometer     Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา 

Hot air oven      Memmert, เยอรมนี 

Incubator shaker    INFORS HT, สวิตเซอร์แลนด์ 

Inverted microscope     Olympus, ญี่ปุ่น 

Laminar flow      Labconco, สหรัฐอเมริกา 

Light microscope     Olympus, ญี่ปุ่น 

Magnetic stirrer     Daihan LabTech, เกาหลีใต้ 

Microcentrifuge     Eppendorf, เยอรมนี 

Microtube 1.5 ml     Hycon, สหรัฐอเมริกา 

Multichannel pipette 20-200 µl   Gilson, ฝรั่งเศส 
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pH meter      Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Plate shaker      Desaga, เยอรมนี 

Rotary evaporator     Heidolph Instruments, เยอรมนี   

Serological pipette (1, 5, 10, 25 ml)   Corning, สหรัฐอเมริกา 

Sterile syringes filter     Corning, สหรัฐอเมริกา 

Tip (10, 20µl)      Sorenson, สหรัฐอเมริกา 

Tip (100, 200 µl)     Gilson, ฝรั่งเศส 

Tip (1000 µl)      Hycon, สหรัฐอเมริกา 

Volumetric flask (100, 1000 ml)   Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

Vortex mixer      FinePCR, เกาหลีใต้ 

Waterbath      Memmert, เยอรมนี 

สำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 

Agarose gel      Research Organics, สหรัฐอเมริกา 

Bovine serum albumin (BSA)    PAA Laboratories, ออสเตรีย 

DEPC      Bio Basic, แคนาดา 

dNTP      Fermentus, แคนาดา 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)    Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) molecular grade Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  Bio Basic, แคนาดา 

DNA Ladder      Fermentus, แคนาดา 
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DNase enzyme     Promega, สหรัฐอเมริกา 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Ethyl alcohol      Merck, เยอรมนี 

Fetal bovine serum (FBS)    Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-1β ELISA kit    R&D Diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-6 ELISA kit     R&D Diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

Human TNF-α ELISA kit    R&D Diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

Lipopolysaccharides (LPS)    Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Methyl alcohol      Merck, เยอรมนี 

Mouse ICAM-1 DuoSet ELISA kit   R&D Diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

Mouse VCAM-1 DuoSet ELISA kit   R&D Diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

3-(4,5-dimethyl-triazolyl-2-yl)-2,5-diphenyl 

 tetrazolium bromide(MTT)   Bio Basic, แคนาดา 

Oligo dT(17) primer    Bio Basic, แคนาดา 

Penicillin-Streptomycin    Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate buffered saline(10X)  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Potassium chloride (KCl)    Bio Basic, แคนาดา 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  Bio Basic, แคนาดา 

Roswell Park Memorial Institute medium-1640 
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(RPMI-1640)      Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Reverse transcriptase Improm-II™  Promega, สหรัฐอเมริกา 

Ribonuclease Inhibitor    Fermentus, แคนาดา 

Sodium chloride (NaCl)    Bio Basic, แคนาดา 

Sodium hydroxide (NaOH)    Merck, เยอรมนี 

Sodium nitrite (NaNO2)    Merck, เยอรมนี 

Specific primer     Bio Basic, แคนาดา 

Sulfuric acid (H2SO4)     Merck, เยอรมนี 

Taq DNA Polymerase,recombinant  Fermentus, แคนาดา 

TRIZOL® Reagent     Favorgen Biotech Corp, ไต้หวัน 

Trypan blue      The British Drug Houses, อังกฤษ 

Trypsin      JR Scientific, สหรัฐอเมริกา 

Tween20      Bio Basic, แคนาดา 
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วิธีกำรวิจัย 

1. กำรเตรียมสำรสกัดหญ้ำแส้ม้ำ 

 1.1 น าหญ้าแส้ม้าน้ าหนัก 3 กิโลกรัม ล้างให้สะอาด ตัดให้สั้นและน าไปอบใน laboratory 

drying oven ที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นเวลา 5 วัน โดยหมั่นกลับให้หญ้าแส้ม้าแห้งอย่างสม่ าเสมอ 

เมื่อหญ้าแส้ม้าแห้งดีแล้ว บดให้เป็นผงเพื่อจะน าไปสกัดต่อไป (ภาพที่ 20) 

   
ภาพท่ี 20 ลักษณะหญ้าแส้ม้าแห้งเมื่อน าไปอบและหลังจากบดเป็นผง 

 1.2 สกัดหญ้าแส้ม้าด้วยน้ าที่อัตราส่วน 1:10 โดยน าหญ้าแส้ม้าแห้งจ านวน 100 กรัมต้ม
ในน้ ากลั่นที่อุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง และกรองส่วนสารละลาย (ภาพที่ 21) น าไป
ระเหิดแห้ง (lyophilization) และเก็บรักษาที่ -20 °C จนกว่าจะท าการทดลอง 

  
ภาพท่ี 21 ลักษณะหญ้าแส้ม้าที่สกัดด้วยน้ า 

 1.3 สกัดหญ้าแส้ม้าด้วยเอทานอล 95% ที่อัตราส่วน 1:10 โดยน าหญ้าแส้ม้าแห้งจ านวน 
50 กรัมแช่ในเอทานอล 95% ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และเขย่านาน 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 °C  
เก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C และสกัดซ้ าอีก 1ครั้ง โดยเติมเอทานอล 95% ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร และเขย่านาน 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 °C น าสารสกัดใหม่รวมกับสารสกัดที่เก็บไว้มา
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กรอง (ภาพที่ 22) แล้วน าไประเหยแห้งโดยใช้ Rotary evaporator เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 °C 
จนกว่าจะท าการทดลอง  
 1.4 สกัดหญ้าแส้ม้าด้วยเมทานอล 95% ที่อัตราส่วน 1:10 โดยน าหญ้าแส้ม้าแห้งจ านวน 
50 กรัมแช่ในเมทานอล 95% ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และเขย่านาน 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 °C 
เก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C และสกัดซ้ าอีก 1ครั้ง โดยเติมเมทานอล 95% ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร และเขย่านาน 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 °C น าสารสกัดใหม่รวมกับสารสกัดที่เก็บไว้มา
กรอง แล้วน าไประเหยแห้งโดยใข้ Rotary evaporator เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 °C  จนกว่าจะท า
การทดลอง  
 

  
ภาพท่ี 22 ลักษณะหญ้าแส้ม้าที่สกัดด้วยเอทานอลและเมทานอล 

 
2. กำรเพำะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์และเซลล์สมองเพำะเลี้ยง
ชนิดเอนโดธีเลียล 
 2.1 เลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ (U937) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI)-1640 ที่เสริมด้วย fetal bovine serum 
(FBS) 10 % และ Penicillin-Streptomycin 1% (Penicillin 100 U/ml และ Streptomycin 100 
µg/ml) เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37°C และมีความเข้มข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ก่อนท าการทดลอง ท าการเปลี่ยนแปลงเซลล์เป็น macrophage ด้วย 
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) ความเข้มข้น 10 ng/ml (99) 
 2.2 เลี้ยงเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล (bEnd.3) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ที่เสริมด้วย fetal bovine serum (FBS) 10 % 
และ Penicillin-Streptomycin 1% (Penicillin 100 U/ml และ Streptomycin 100 µg/ml) 
เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37°C และมีความเข้มข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % 
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 2.3 การนับจ านวนเซลล์ ย้อมสีเซลล์ด้วยสี Trypan blue โดยเจือจางในอัตราส่วน 10 เท่า 
คือ ใช้สี Trypan blue ปริมาตร 90 µl ต่อเซลล์ปริมาตร 10 µl และตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 
นาท ี นับจ านวนเซลล์โดยใช้ hemocytometer ในการนับเซลล์ จะนับเซลล์ที่มีชีวิต ซึ่งจะไม่ติดสี 
และเซลล์ที่ไม่มีชีวิต ซึ่งจะติดสีน้ าเงิน นับในช่องนับเม็ดเลือดขาว 1, 2, 3 และ 4 ดังรูป แล้วท าการ
ค านวณเพื่อให้ได้ปริมาณเซลล์ต่อมิลลิลิตร และค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ที่มีชีวิตรอด โดยจะต้องมี
เซลล์รอดมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต ์จึงจะสามารถน ามาใช้ท าการทดสอบได้ 

 
ภาพท่ี 23 แสดงตารางช่องของ hemocytometer ที่ใช้นับจ านวนเซลล์ (100) 

ท าการค านวณเพื่อให้ได้ปริมาณเซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยใช้สูตร 
ปริมาณเซลล์ต่อมิลลิลิตร =  จ านวนเซลล์ที่นับได้ x dilution factor  

    จ านวนช่องที่นับ x ปริมาตรพื้นที่ที่ใช้นับ 
 
3. กำรเตรียมสำรสกัดหญ้ำแส้ม้ำ 
 น าสารสกัดหญ้าแส้ม้าแห้ง 100 มิลลิกรัม ละลายใน dimethylsulfoxide (DMSO) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อให้ได้ stock solution สารสกัดหญ้าแส้ม้าที่มีความเข้มข้น 100 mg/ml 
และเมื่อท าการทดสอบจึงเจือจาง stock solution ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 
100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 และ 0.19 µg/ml 
 
4. กำรทดสอบหำฤทธิ์ของสำรสกัดหญ้ำแส้ม้ำต่อเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตรอดของเซลล์  
(% cell viability) ของเซลล์ U937 และ bEnd.3 

ทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ U937 และ 
bEnd.3 โดยใช้หลักการของ MTT assay (ภาพที่ 24) คือ เอ็นไซม์ succinate dehydrogenase ในไม
โตคอนเดรียของเซลล์ที่มีชีวิต จะสามารถรีดิวซ์ 3-(4,5-dimethyl-triazolyl-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide (MTT) ให้กลายไปเป็นตะกอน formazan ที่มีสีม่วง ซึ่งท าให้ละลายด้วยตัว

1 2 

3 4 
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ท าละลาย เช่น dimethylsulfoxide (DMSO) แล้ววัดการดูดกลืนแสงที่ 500-600 นาโนเมตร (101, 
102) 

 
ภาพท่ี 24 หลักการของ MTT assay คือการรีดิวซ์ MTT ไปเป็น formazan 

 4.1 นับจ านวนเซลล์ แล้วใส่เซลล์ในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96-well plate) โดยใน
แต่ละหลุมมีเซลล์จ านวน 5,000 เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 200 µl  
 4.2 เลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
 4.3 เติมสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น 100, 50, 
25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ท่ี
อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 4.4 เติมสาร MTT 0.5 mg/ml เลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมี
ความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
 4.5 น าอาหารเลี้ยงเซลล์ออกทิ้ง และละลายตะกอน formazan โดยเติม 
dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 200 µl และน าไปป่ันด้วยเครื่อง centrifuge ความเร็วรอบ 
2,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 °C 
 4.6 ดูดส่วนใสปริมาตร 100 µl ใส่ใน 96 well plate และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง ELISA plate reader โดยท าการทดลองทั้งหมด 3 
ครั้ง และค านวนณหาเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์จากสูตร  

% cell viability = [(absorbance of treatment group – blank) x 100/ (absorbance of 
control group – blank)]  
 
5. กำรกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เพื่อวัดกำรหลั่งไซโตไคน์ 
 5.1 นับจ านวนเซลล์ แล้วใส่เซลล์ในจานเพาะเลี้ยงชนิด 24 หลุม (24-well plate) โดยใน
แต่ละหลุมมีเซลล์จ านวน 500,000 เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1,000 µl  

tetrazole formazan 
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 5.2 เปลี่ยนแปลงเซลล์เป็น macrophage โดยเติม phorbol-12-myristate-13-acetate 
(PMA) ความเข้มข้น 10 ng/ml เลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความ
เข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 5.3 เติมสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น 100, 50, 
25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 µg/ml แล้วเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 
ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
 5.4 เติม lipopolysaccharide (LPS) ให้ได้ความเข้มข้น 1 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ
เพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 
 5.5 เก็บ supernatant โดยปั่น supernatant ด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 
13,200 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 °C และเก็บไว้ที่ 4 °C จนกว่าจะท าการทดสอบ 
 

6. วัดกำรหลั่ง TNF-α, IL-1β และ IL-6 ด้วยวิธ ีELISA 
 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA เป็นการตรวจวัดปริมาณไซโตไคน์โดยอาศัย 
หลักการของ antigen-antibody โดย coat บริเวณก้นหลุมของ plate ด้วย capture antibody และ 
จึงเติม supernatant เพื่อให้ antibody จับกับ antigen ซึ่งก็คือ ไซโตไคน์ที่อยู่ใน supernatant แล้ว
จึงเติม antibody อีกตัวหนึ่ง คือ detection antibody ที่มีการติดฉลากด้วย biotin เพื่อให้จับกับ 
ไซโตไคน์ที่ต้องการวัดปริมาณ แล้วจึงเติม Streptavidin ท่ี conjugated กับ horseradish 
peroxidase (HRP) เพื่อให้ Streptavidin จับกับ Biotin และจึงเติม substrate เพื่อให้ 
horseradish peroxidase ท าปฏิกิริยาและเกิดสีขึ้น และจึงน าไปวัดการดูดกลืนแสงด้วยด้วย
เครื่อง ELISA plate reader 

 การวัดการหลั่ง Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β) และ 
Interleukin-6 (IL-6) ประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 
 6.1 ท าการ coat plate ด้วย capture antibody ใน 96 well plate และ incubate ไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน ล้างด้วย wash buffer 400 µl 3 ครั้ง  
 6.2 เติม supernatant ปริมาตร 100 µl และ incubate เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 
เมื่อครบเวลาล้างด้วย wash buffer 400 µl 3 ครั้ง  
 6.3 ใส่ detection antibody ปริมาตร 100 µl และ incubate เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท่ี
อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาล้างด้วย wash buffer 400 µl 3 ครั้ง  
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 6.4 ใส่ Streptavidin-HRP working dilution ปริมาตร 100 µl และ incubate โดย shake 
เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิห้อง โดยป้องกันแสงด้วย เมื่อครบเวลาล้างด้วย wash buffer 
ปริมาตร 400 µl 3 ครั้ง   
 6.5 ใส่ substrate ปริมาตร 100 µl และ incubate โดย shake เป็นเวลา 20 นาที ท่ี
อุณหภูมิห้อง โดยป้องกันแสงด้วย เมื่อครบเวลาใส่ stop solution ปริมาตร 50 µl 
 6.6 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร และ 540 นาโนเมตร โดยใช้
เครื่อง ELISA plate reader 

7. กำรกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เพื่อวัดกำรแสดงออกของยีน 
 7.1 นับจ านวนเซลล์ และใส่เซลล์ในจานเพาะเลี้ยงชนิด 6 หลุม (6-well plate) โดยในแต่
ละหลุมมีเซลล์จ านวน 1,000,000 เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 2,000 µl  
 7.2 เปลี่ยนแปลงเซลล์เป็น macrophage โดยเติม phorbol-12-myristate-13-acetate 
(PMA) ความเข้มข้น 10 ng/ml เลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความ
เข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 7.3 เติมสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น 100, 50, 
25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ท่ี
อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
 7.4 เติม lipopolysaccharide (LPS) ให้ได้ความเข้มข้น 1 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ
เพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 

8. กำรสกัด RNA จำกเซลล์  
การสกัด RNA จากเซลล์ประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 
 8.1 ล้างเซลล์ด้วย PBS (phosphate buffered saline) ใส่ Tri-RNA reagent 1,000 µl 
ผสมให้เข้ากันโดยดูด reagent ข้ึน-ลง แล้วดูดย้ายไปใส่ micro-centrifuge tube และเติม
chloroform ปริมาตร 200 µl 
 8.2 น าไปป่ันด้วยเครื่อง centrifuge ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C ดูดส่วนใสชั้นบนสุดย้ายไปใส่ micro-centrifuge tube และเติม isopropanol 
ปริมาตร 400 µl 
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 8.3 น าไปป่ันด้วยเครื่อง centrifuge ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C เทน้ าทั้งหมดออก ระวังไม่ให้ตะกอนสีขาวหลุดออกจากก้นหลอด และเติม 75% 
ethanol ใน DEPC treated water 1,000 µl 
 8.4 น าไป centrifuge ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เท
น้ าทั้งหมดออก ระวังไม่ให้ตะกอนสีขาวหลุดออกจากก้นหลอด และตากตะกอนไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง 
 8.5 น าไปเข้าเครื่อง speed vaccum เป็นเวลา 3 นาที แล้วละลายตะกอน RNA ด้วย 
DEPC-treated water และน าไปเข้าตู้อบ ที่อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 10 นาที วัดปริมาณ RNA ท่ี
สกัดได้ โดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm ด้วยเครื่อง Nanodrop  

9. ขั้นตอนกำรเปลี่ยน RNA เป็น cDNA โดยวิธี Reverse transcription 
 9.1 เจือจางปริมาณ RNA ให้ได้ความเข้มข้น 1,000 ng/ml ด้วย DEPC-treated water  
 9.2 ท าลาย DNA ที่ปะปนมาด้วยด้วยเอ็นไซม์ Dnase โดยผสม RNA 8 µl ที่เจือจางแล้ว
กับ เอน็ไซม์ Dnase 1 µl และ Dnase buffer 1 µl   
 9.3 น าไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาใส่ Stop solution 
1 µl  และน าไป incubate ที่อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 10 นาที 
 9.4 ผสม master mix ส าหรับขั้นตอน Reverse transcription ดังตาราง และน าไปเข้า
เครื่อง thermal cycler ที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยอุณหภูมิ 42 °C เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง และอุณหภูมิ 70 °C เป็นเวลา 15 นาที 

 
ตารางที่1 ส่วนผสม master mix ส าหรับขั้นตอน Reverse transcription 

Master mix ต่อ 1 Reaction ปริมำตร (µl) 
5x buffer 4 
MgCl2 1.2 
dNTP 1 
oligodT 1 
Ribolock 0.5 
Reverse transcriptase 1 
DEPC-treated water 1.3 
RNA-treated Dnase 10 
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10. ขั้นตอน PCR amplification ส ำหรับยีน β-actin, TNF-α, IL-1β, IL-6, RAGE (103) 
 ผสม master mix ส าหรับขั้นตอน PCR amplification และน าไปเข้าเครื่อง thermal 
cycler โดยใช้อุณหภูมิและเวลาในการท า PCR amplification ของยีน β-actin, TNF-α, IL-1β, 
IL-6 และ RAGE ดังตารางท่ี 3 
 
 

ตารางที่ 2 ส่วนผสม master mix ส าหรับขั้นตอน PCR amplification 

Master mix ต่อ 4 Reaction ยีน β-actin ยีน TNF-α, IL-1β, IL-6, 
RAGE 

10x Taq buffer 10 µl 10 µl 
MgCl2 6 µl 6 µl 
dNTP 2 µl 2 µl 
Forward primer 0.5 µl 0.5 µl 
Reverse primer 0.5 µl 0.5 µl 
Taq polymerase 0.5 µl 1 µl 
DMSO 3 µl 5 µl 
DW 65.5 µl 55 µl 
Template cDNA  3 µl 5 µl 

 
 
 
ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 656 pb ของยีน β-actin 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ 
β-actin Forward Primer   5’ ACGGGTCACCACACTGTGC 3’ 
β-actin reverse Primer    5’ CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG 3’ 

 
 
 
 
 



46 
 

ตารางที่ 3 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน β-actin 

 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 58 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 45 วินาที 

ท า PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 25 รอบ 
5. Post extension 72 °C 15 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 

 
 
ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 181 pb ของยีน TNF-α 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ 
TNF-α Forward Primer   5’ TCTCGAACCCCGAGTGACAA 3’ 
TNF-α Reverse Primer   5’ TGAAGAGGACCTGGGAGTAG 3’ 
 

ตารางที่ 4 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน TNF-α 
 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 55 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 15 วินาที 

ท า PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 30 รอบ 
5. Post extension 72 °C 5 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 

 
 
ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 252 pb ของยีน IL-6 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ 
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IL-6 Forward Primer   5’ ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC 3’ 
IL-6 Reverse Primer   5’ GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG 3’ 
 

ตารางที่ 5 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน IL-6 
 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 50 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 30 วินาที 

ท า PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 30 รอบ 
5. Post extension 72 °C 5 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 

 

ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 823 pb ของยีน IL-1β 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ 
IL-1 β Forward Primer   5’ AGCCATGGCAGAAGTACCT 3’ 
IL-1 β Reverse Primer   5’ CAGCTCTCTTTAGGAAGACAC 3’ 
 

ตารางที่ 6 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน IL-1 β 
 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 50 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 30 วินาที 

PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 30 รอบ 
5. Post extension 72 °C 5 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 
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ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 383 pb ของยีน RAGE 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ 
RAGE Forward Primer   5’ GTGGGGACATGTGTGTCAGAGGGAA 3’ 
RAGE Reverse Primer   5’ TGAGGAGAGGGCTGGGCAGGGACT 3’ 
 

ตารางที่ 7 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน RAGE 
 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 65 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 30 วินาที 

PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 30 รอบ 
5. Post extension 72 °C 5 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 

 
11. กำรกระตุ้นเซลล์สมองเพำะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลเพื่อวัดกำรหลั่ง cell adhesion 
molecule 
 11.1 นับจ านวนเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล bEnd.3 และใส่เซลล์ในจาน
เพาะเลี้ยงชนิด 24 หลุม (24-well plate) โดยในแต่ละหลุมมีเซลล์จ านวน 500,000 เซลล์ ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1,000 µl  
 11.2 เลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 11.3 เติมสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น 100, 50, 
25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ท่ี
อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
 11.4 เติม lipopolysaccharide (LPS) ให้ไดค้วามเข้มข้น 1 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ
เพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 
 11.5 เก็บ supernatant โดยปั่นด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 13,200 rpm เป็น
เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 °C และเก็บ supernatant ไว้ที่ 4 °C จนกว่าจะท าการทดลอง 
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12. กำรวัดกำรหลั่งของ cell adhesion molecule ด้วยวิธี ELISA 
 การตรวจวัดปริมาณ cell adhesion molecule ด้วยวิธี ELISA เป็นการตรวจวัดปริมาณ 
cell adhesion molecule โดยอาศัยหลักการของ antigen-antibody โดย coat บรเิวณก้นหลุม
ของ plate ด้วย capture antibody และจึงเติม supernatant เพื่อให้ antibody จับกับ antigen ซึ่ง
ก็คือ cell adhesion molecule ที่อยู่ใน supernatant แล้วจึงเติม antibody อีกตัวหนึ่ง คือ 
detection antibody ที่มีการติดฉลากด้วย Biotin เพือ่ให้จับกับ cell adhesion molecule ท่ี
ต้องการวัดปริมาณ แล้วจึงเติม Streptavidin ท่ี conjugated กับ horseradish peroxidase 
(HRP) เพื่อให้ Streptavidin จับกับ Biotin และจึงเติม substrate เพื่อให้ horseradish 
peroxidase ท าปฏิกิริยาและเกิดสีขึ้น แล้วจึงน าไปวัดการดูดกลืนแสงด้วยด้วยเครื่อง ELISA 
plate reader การวัดการหลั่ง mouse VCAM-1, mouse ICAM-1 ประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 
 12.1 ท าการ coat plate ด้วย capture antibody ใน 96 well plate และ incubate ไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน ล้างด้วย wash buffer 400 µl 3 ครั้ง  
 12.2 เตมิ supernatant ปริมาตร 100 µl และ incubate เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาล้างด้วย wash buffer 400 µl 3 ครั้ง  
 12.3 ใส่ detection antibody ปริมาตร 100 µl และ incubate เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท่ี
อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาล้างด้วย wash buffer 400 µl 3 ครั้ง  
 12.4 ใส่ Streptavidin-HRP working dilution ปริมาตร 100 µl และ incubate โดย 
shaking incubator เป็นเวลา 20 นาท ีที่อุณหภูมิห้อง โดยป้องกันแสงด้วย เมื่อครบเวลาล้างด้วย 
wash buffer 400 µl 3 ครั้ง   
 12.5 ใส่ substrate ปริมาตร 100 µl และ incubate โดย shake เป็นเวลา 20 นาที ท่ี
อุณหภูมิห้อง โดยป้องกันแสงด้วย เมื่อครบเวลาใส่ stop solution ปริมาตร 50 µl 
 12.6 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร และ 540 นาโนเมตร โดยใช้
เครื่อง ELISA plate reader 

13. กำรกระตุ้นเซลล์สมองเพำะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลเพื่อวัดกำรแสดงออกของยีน 
 13.1 นับจ านวนเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล แล้วใส่เซลล์ในจานเพาะเลี้ยง
ชนิด 6 หลุม (6-well plate) โดยในแต่ละหลุมมีเซลล์จ านวน 1,000,000 เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 2,000 µl  
 13.2 เลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูม ิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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 13.3 เติมสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น 100, 50, 
25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยง CO2 ท่ี
อุณหภูม ิ37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
 13.4 เติม lipopolysaccharide (LPS) ให้ได้ความเข้มข้น 1 µg/ml เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบ
เพาะเลี้ยง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C และมีความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 

14. สกัด RNA จำกเซลล์  
การสกัด RNA จากเซลล์ประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 
 14.1 ล้างเซลล์ด้วย PBS (phosphate buffered saline) ใส่ Tri-RNA reagent 1,000 µl 
และผสมให้เข้ากัน โดยดูด reagent ข้ึน-ลง แล้วดูดย้ายไปใส่ micro-centrifuge tube และเติม
chloroform ปริมาตร 200 µl 
 14.2 น าไปป่ันด้วยเครื่อง centrifuge ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C ดูดส่วนใสชั้นบนสุดย้ายไปใส่ micro-centrifuge tube และเติม isopropanol 
ปริมาตร 400 µl 
 14.3 น าไปป่ันด้วยเครื่อง centrifuge ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C เทน้ าทั้งหมดออก ระวังไม่ให้ตะกอนสีขาวหลุดอกจากก้นหลอด และเติม 75% 
ethanol ใน DEPC-treated water 1,000 µl 
 14.4 น าไป centrifuge ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เท
น้ าทั้งหมดออก ระวังไม่ให้ตะกอนสีขาวหลุดอกจากก้นหลอด และตากตะกอนไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง 
 14.5 น าไปเข้าเครื่อง speed vaccum เป็นเวลา 3 นาที แล้วละลายตะกอน RNA ด้วย 
DEPC treated water และน าไปเข้าตู้อบ ที่อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 10 นาที วัดปริมาณ RNA ท่ี
สกัดได้ โดยวัดการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 nm ด้วยเครื่อง Nanodrop  

15. ขั้นตอนกำรเปลี่ยน RNA เป็น cDNA โดยวิธี Reverse transcription 
 15.1 เจือจางปริมาณ RNA ให้ได้ความเข้มข้น 1,000 ng/ml ด้วย DEPC-treated water  
 15.2 ท าลาย DNA ที่ปะปนมาด้วยด้วยเอ็นไซม์ Dnase โดยผสม RNA 8 µl ที่เจือจางแล้ว
กับ เอ็นไซม์ Dnase 1 µl และ Dnase buffer 1 µl   
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 15.3 น าไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาใส่ Stop solution 
1 µl  และน าไป incubate ที่อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 10 นาที 
 15.4 ผสม master mix ส าหรับขั้นตอน Reverse transcription ดังตาราง และน าไปเข้า
เครื่อง thermal cycler ที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยอุณหภูมิ 42 °C เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง และอุณหภูมิ 70 °C เป็นเวลา 15 นาที 

ตารางที่ 8 ส่วนผสม master mix ส าหรับขั้นตอน Reverse transcription 
Master mix ต่อ 1 Reaction ปริมำตร (µl) 
5x buffer 4 
MgCl2 1.2 
dNTP 1 
oligodT 1 
Ribolock 0.5 
Reverse transcriptase 1 
DEPC-treated water 1.3 
RNA-treated Dnase 10 

 
16. ขั้นตอน PCR amplification ส ำหรับยีน ICAM-1 และ VCAM-1 
 ผสม master mix ส าหรับขั้นตอน PCR amplification และน าไปเข้าเครื่อง thermal 
cycler ตาม protocol ส าหรับยีน ICAM-1 และ VCAM-1 ดังตาราง 

ตารางที่ 9 ส่วนผสม master mix ส าหรับขั้นตอน PCR amplification 
Master mix ต่อ 4 Reaction ปริมำตร(µl)  
10x Taq buffer 10  
MgCl2 6  
dNTP 2  
Forward primer 0.5  
Reverse primer 0.5  
Taq polymerase 1  
DMSO 5  
DW 55  
Template cDNA  5  



52 
 
ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 931 pb ของยีน ICAM-1 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ (104)  
ICAM Forward primer    5’ TGTGGCACCGTGCAGTCGTC 3’ 
ICAM Reverse primer    5’ CCGTCTCGTCCAGCCGAGGA 3’ 

 
ตารางที่ 10 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน ICAM-1 

 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 55 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 30 วินาที 

ท า PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 30 รอบ 
5. Post extension 72 °C 5 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 

 

ขั้นตอนกำรท ำ PCR amplification และได้ PCR product ขนำด 333 pb ของยีน VCAM-1 
การท า PCR amplification ใช้ specific primer ดังนี้ (105) 
VCAM Forward primer   5’ AGGCACAGCTGCAGGATGCC 3’ 
VCAM Reverse primer   5’ GGAGGGGGCGGGGCTGTAAT 3’ 

ตารางที่ 11 ขั้นตอน PCR amplification ของยีน VCAM-1 
 อุณหภูมิ เวลำ 

1. Pre-denature 95 °C 5 นาที 
2. Denature 95 °C 30 วินาที 
3. Annealing 59 °C 30 วินาที 
4. Extension 72 °C 30 วินาที 

ท า PCR amplification ขั้นตอน 2-4 จ านวน 30 รอบ 
5. Post extension 72 °C 5 นาที 
6. Hold 4 °C จนกว่าจะใช้ 
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17. กำรวัดควำมเข้มของแถบ DNA (PCR product) 
 น า PCR product จากขั้นตอน PCR amplification ไป run gel electrophoresis โดยใช้ 
2% agarose gel ใช้ TAE buffer และ run โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่มีความต่างศักย์ 100 volt เป็น
เวลานาน 30 นาที  

 
ภาพท่ี 25 การ run gel electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel  

  
 การถ่ายภาพ agarose gel ด้วยเครื่อง Gel Documentation System รุ่น SynGene โดย
ใช้โปรแกรม Gene tool วัดความเข้มของแถบ DNA บน agarose gel และวัดการแสดงออกของ
ยีนที่สนใจศึกษา โดยค านวณจากความเข้มของแถบ DNA จากยีนที่สนใจศึกษาเปรียบเทียบกับ
ยีน β-actin 
 

 
ภาพท่ี 26 โปรแกรมถ่ายภาพ agarose gel หลังจากท า gel electrophoresis 
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ภาพท่ี 27 โปรแกรม Gene tool ที่ใช้วัดความเข้มของแถบ DNA 

 
18. กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
 13.1 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อ % cell viability ของเซลล์ U937 
และ bEnd.3 โดยวิธี MTT assay จะแสดงผล % cell viability เป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน (Mean ± SEM) ของการท าการทดลอง 3 ครั้ง 

 13.2 ผลการตรวจวัดระดับไซโตไคน์ จะแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน (mean ± SEM) ของการท าการทดลอง 3 ครั้ง และท าการทดสอบทางสถิติ โดย
ค านวณหาความแตกต่างระหว่างค่าไซโตไคน์ของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS เพียงอย่างเดียว 
เปรยีบเทียบกับค่าระดับไซโตไคน์ของเซลล์ที่ได้รับสารสกัดหญ้าแส้ม้าและถูกกระตุ้น โดยใช้สถิติ 
one way ANOVA และ post hoc Tukey test  
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บทที ่4 
ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

 
ผลกำรวิเครำะห์ 
 
1. ผลกำรทดสอบหำฤทธิ์ของสำรสกัดหญ้ำแส้ม้ำต่อเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตรอดของเซลล์
เม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ 
 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์  โดยใช้หลักการ MTT assay เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง
ชนิดโมโนไซต์ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า โดยมี
ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 0.19 –100 µg/ml พบว่าเซลล์มีชีวิตรอดมากกว่า 80% ดังแสดงในตาราง
ท่ี 12 และภาพที่ 28 
  

ตารางที่ 12 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ U937 

ความเขม้ข้น 
% cell viability ของเซลล์ U937 (mean ± SEM) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล 
NEGATIVE 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
0.19 µg/ml 87.36±2.93 84.05±1.60 86.29±6.32 
0.39 µg/ml 82.84±2.91 86.38±2.31 85.64±5.11 
0.78 µg/ml 84.28±3.13 88.33±5.08 87.99±4.08 
1.562 µg/ml 82.56±1.79 83.70±3.14 85.33±6.00 
3.125 µg/ml 90.77±4.74 84.19±4.50 85.54±3.16 
6.25 µg/ml 94.60±3.59 87.58±0.39 90.53±4.33 
12.5 µg/ml 94.91±2.79 82.02±4.21 89.88±1.00 
25 µg/ml 95.25±1.54 80.33±2.48 84.82±1.08 
50 µg/ml 88.43±2.00 80.17±1.60 85.47±5.58 
100 µg/ml 86.42±1.93 80.92±1.15 84.34±6.08 
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ภาพท่ี 28 ผลของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อการมีชีวิตของเซลล์ U937 

 
2. ผลกำรทดสอบหำฤทธิ์ของสำรสกัดหญ้ำแส้ม้ำต่อเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตรอดของเซลล์
สมองเพำะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล 
 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์สมอง
เพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล โดยใช้หลักการ MTT assay พบว่า เมื่อเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิด  
เอนโดธีเลียลถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า โดยมี
ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 0.19 – 100 µg/ml ได้ผลเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์มากกว่า 
80% ดังแสดงในตารางที่ 13 และภาพที่ 29 
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ตารางที่ 13 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ bEnd.3 
 

ความเขม้ข้น 
% cell viability ของเซลล์ bEnd.3 (mean± SEM) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล 
NEGATIVE 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
0.19 µg/ml 80.21±1.39 83.83±2.48 84.81±7.07 
0.39 µg/ml 85.24±1.60 83.42±2.48 87.36±7.17 
0.78 µg/ml 82.04±1.28 85.23±2.61 87.42±9.13 
1.562 µg/ml 81.53±0.85 85.32±3.39 83.90±10.62 
3.125 µg/ml 80.79±0.73 90.00±5.79 88.21±4.38 
6.25 µg/ml 80.82±2.28 90.36±2.99 86.88±5.66 
12.5 µg/ml 83.52±1.95 81.05±4.36 90.87±5.38 
25 µg/ml 82.77±0.98 82.90±3.03 84.69±9.04 
50 µg/ml 87.67±3.30 83.05±2.65 88.73±6.38 
100 µg/ml 90.31±5.03 81.99±4.68 88.66±5.32 

 

 
 
 

ภาพท่ี 29 ผลของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อการมีชีวิตของเซลล์ bEnd.3



58 
 

3. ผลกำรกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เพื่อวัดกำรหลั่งไซโตไคน์ 
 3.1 จากการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-6 
(IL-6) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ โดยใช้หลักการ ELISA พบว่าเมื่อเซลล์             
เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล 
เมทานอล และน้ า ที่ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml ได้ผลการหลั่งไซโตไคน์ 
Interleukin-6 ดังแสดงในตารางท่ี 14  
 
ตารางที่ 14 ผลการวัดการหลั่งไซโตไคน์ IL-6 เมื่อเซลล์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า
ความเข้มข้นต่างๆ 

  ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 mean± SEM 

NEGATIVE 218.22 215.72 238.06 224±7.07 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 12.5 µg/ml 123.03 153.43 139.91 138.79±8.79 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 25 µg/ml 115.43 127.53 143.23 128.73±8.05 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 50 µg/ml 100.90 110.35 126.19 112.48±7.38 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 100 µg/ml 85.87 81.04 95.70 87.54±4.31 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 12.5 µg/ml 139.48 126.82 155.09 140.47±8.18 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 25 µg/ml 119.07 114.33 132.59 122±5.47 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 50 µg/ml 105.78 109.88 126.47 114.04±6.32 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 100 µg/ml 92.91 106.15 122.31 107.12±8.5 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 12.5 µg/ml 163.50 180.92 173.75 172.72±5.06 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 25 µg/ml 176.83 190.14 163.16 176.71±7.79 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 50 µg/ml 181.55 191.73 175.95 183.08±4.62 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 100 µg/ml 145.68 159.27 137.90 147.62±6.24 
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 จากการทดสอบพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความ
เข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถลดการหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-6 (IL-6) จากเซลล์
เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด       
โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า และยังพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูก
สกัดด้วยเอทานอลและเมทานอล สามารถลดการหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-6 (IL-6) จากเซลล์เม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ได้ดีกว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยน้ าที่ความเข้มข้น
เท่ากัน ดังแสดงในภาพท่ี 30 

 
ภาพท่ี 30 การหลั่งไซโตไคน์ IL-6 ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบด้วย
สารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
* มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ p ≤ 0.05 เมื่อ เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ด   
  เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 

 
 3.2 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการหลั่งไซโตไคน์ tumor 
necrosis factor alpha (TNF-α) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 โดยใช้
หลักการ ELISA เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัด
หญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ที่ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 
µg/ml ได้ผลการหลั่งไซโตไคน์ tumor necrosis factor alpha (TNF-α) ดังแสดงในตารางที่ 15  
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ตารางที่ 15 ผลการวัดการหลั่งไซโตไคน์ TNF-α เมื่อเซลล์ U937ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้า
แส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

  ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 mean± SEM 

NEGATIVE 1030.21 1057.31 1394.68 1160.73±117.24 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 12.5 µg/ml 929.42 1097.92 997.04 1008.13±48.96 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 25 µg/ml 1236.86 1414.65 1235.00 1295.50±59.58 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 50 µg/ml 1365.77 1395.05 1412.65 1391.15±13.67 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 100 µg/ml 1729.74 1637.99 1311.69 1559.81±126.86 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 12.5 µg/ml 1182.50 1101.52 946.61 1076.88±69.20 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 25 µg/ml 1314.87 1172.84 1203.79 1230.50±43.12 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 50 µg/ml 1521.81 1487.14 1425.33 1478.09±28.22 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 100 µg/ml 1734.98 1606.03 1319.33 1553.44±122.84 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 12.5 µg/ml 772.46 888.93 761.08 807.49±40.85 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 25 µg/ml 681.91 877.45 1007.39 855.58±94.60 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 50 µg/ml 808.86 1083.55 1067.52 986.64±89.02 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 100 µg/ml 957.93 1226.70 1075.44 1086.69±77.79 

 
 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า 
ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml พบว่าการหลั่งไซโตไคน์ Tumor Necrosis Factor 
alpha จากเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ไม่เปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า ดังแสดงใน
ภาพท่ี 31 
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ภาพท่ี 31 การหลั่งไซโตไคน์ TNF-α ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบด้วย
สารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
 
 3.3 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการหลั่งไซโตไคน์ 

Interleukin-1β (IL-1β) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 โดยใช้หลักการ 
ELISA เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า 
ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ าที่ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml ได้ผล

การหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-1β (IL-1β) ดังแสดงในตารางที่ 16 
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ตารางที่ 16 ผลการวัดการหลั่งไซโตไคน์ IL-1β เมื่อเซลล์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้า
แส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

  ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 mean± SEM 

NEGATIVE 90.46 152.45 103.36 115.42±18.89 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 12.5 µg/ml 84.88 91.83 126.90 101.20±13.00 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 25 µg/ml 90.46 122.27 159.03 123.92±19.81 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 50 µg/ml 105.90 146.77 235.85 162.84±38.37 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 100 µg/ml 121.83 131.57 210.25 154.55±27.99 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 12.5 µg/ml 85.05 88.92 96.23 90.07±3.28 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 25 µg/ml 94.03 97.33 116.35 102.57±6.95 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 50 µg/ml 115.49 134.63 180.08 143.40±19.16 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 100 µg/ml 164.31 169.40 191.95 175.22±8.49 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 12.5 µg/ml 97.11 78.06 89.13 88.10±5.52 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 25 µg/ml 108.33 73.94 118.69 100.32±13.53 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 50 µg/ml 95.74 78.06 92.97 88.92±5.49 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 100 µg/ml 97.45 83.30 96.81 92.52±4.62 

 
 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า 

ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml พบว่าการหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-1β (IL-1β) 
จากเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ไม่เปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือด
ขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า ดังแสดงในภาพท่ี 32 
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ภาพท่ี 32 การหลั่งไซโตไคน์ IL-1β ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบด้วย
สารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 
4. ผลกำรกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เพื่อวัดกำรแสดงออกของยีน
ของไซโตไคน์ 
 4.1 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการแสดงออกของยีนของ 
ไซโตไคน์ Interleukin-6(IL-6) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 โดยใช้
หลักการ RT-PCR เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัด
หญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml 
ได้ผลการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6(IL-6) เปรียบเทียบกับยีน House keeping คือ 
β-actin ดังแสดงในตารางที่ 17 
ตารางที่ 17 การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6(IL-6) ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง
ชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 ความเข้มข้น 
การแสดงออกของยีนไซโตไคน ์Interleukin-6 (mean± SEM) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า 
NEGATIVE 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
12.5 µg/ml 0.68±0.02 0.62±0.03 0.75±0.03 
25 µg/ml 0.62±0.05 0.58±0.04 0.76±0.05 
50 µg/ml 0.59±0.04 0.55±0.02 0.73±0.01 
100 µg/ml 0.52±0.08 0.51±0.03 0.65±0.03 
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 จากการทดสอบพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้า ท่ีสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วง
ความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถลดการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6 
(IL-6) จากเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า และยังพบว่าสารสกัด
หญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยเอทานอลและเมทานอล สามารถลดการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ 
Interleukin-6 (IL-6) จากเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ได้ดีกว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่
ถูกสกัดด้วยน้ าที่ความเข้มข้นเท่ากัน ดังแสดงในภาพที่ 33 และ 34 

 
ภาพท่ี 33 กราฟการแสดงออกของยีน IL-6 ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
* มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ p ≤ 0.05 เมื่อ เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 

 
ภาพท่ี 34 การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ IL-6 ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
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 4.2 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการแสดงออกของยีน 
ไซโตไคน์ Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด         
โมโนไซต์ U937 โดยใช้หลักการ RT-PCR เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 
ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ าที่ระดับความ
เข้มข้น 12.5 – 100 µg/ml ได้ผลการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Tumor Necrosis Factor alpha 
(TNF-α) เปรียบเทียบกับ house keeping gene คือ β-actin ดังแสดงในตารางที่ 18 
 
ตารางที่18 ผลการวัดการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ TNF-α ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด
โมโนไซต์ U937 เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
 

 ความเข้มข้น 
การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ TNF-α (mean± SEM) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า 
NEGATIVE 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
12.5 µg/ml 0.95±0.05 0.84±0.04 0.85±0.07 
25 µg/ml 1.21±0.13 0.92±0.01 0.98±0.06 
50 µg/ml 1.33±0.09 0.84±0.07 0.92±0.01 
100 µg/ml 1.20±0.04 1.07±0.07 0.86±0.05 

 
 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า 
ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml พบว่าการแสดงออกของยีนไซโตไคน์               
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) จากเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ไม่
เปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 
โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า ดังแสดงในภาพท่ี 35 
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ภาพท่ี 35 กราฟการแสดงออกของยีน TNF-α ใน เซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์  

 
ภาพท่ี 36 การแสดงออกของยีน TNF-α ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 
 

 4.3 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการแสดงออกของยีน    

ไซโตไคน์ Interleukin-1β (IL-1β) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 โดยใช้
หลักการ RT-PCR เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัด
หญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ าที่ระดับความเข้มข้น 12.5 – 100 µg/ml 

ได้ผลการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-1β (IL-1β) เปรียบเทียบกับ house keeping 
gene คือ β-actin ดังตารางที่ 19 
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ตารางที่ 19 การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ IL-1β ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ 
U937เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
  

 ความเข้มข้น 
การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ IL-1β (mean± SEM) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า 
NEGATIVE 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
12.5 µg/ml 1.41±0.16 0.74±0.12 0.88±0.08 
25 µg/ml 1.29±0.16 0.66±0.13 0.98±0.09 
50 µg/ml 1.36±0.15 1.28±0.09 0.69±0.14 
100 µg/ml 1.56±0.14 1.42±0.15 0.96±0.11 

 
 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า 
ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml พบว่าการแสดงออกของยีนของไซโตไคน์ 

Interleukin-1β (IL-1β) จากเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ไม่เปลี่ยนแปลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัด
หญ้าแส้ม้า ดังแสดงในภาพท่ี 37 และ 38 

 
ภาพท่ี 37 กราฟการแสดงออกของยีน IL-1β ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
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ภาพท่ี 38 การแสดงออกของยีน IL-1β ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 
 4.4 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการแสดงออกของยีน 
RAGE ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 โดยใช้หลักการ RT-PCR เมื่อเซลล์
เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ U937 ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึง่ถูกสกัดด้วย  
เอทานอล เมทานอล และน้ าที่ระดับความเข้มข้น 12.5 – 100 µg/ml ได้ผลการแสดงออกของยีน 

RAGE เปรียบเทียบกับ house keeping gene คือ β-actin ดังแสดงในตารางที่ 20 
 

ตารางที ่20 การแสดงออกของยีน RAGE ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 ความเข้มข้น 
การแสดงออกของยีน RAGE (mean± S.E.M.) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า 
NEGATIVE 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
12.5 µg/ml 0.60±0.01 0.57±0.01 0.47±0.01 
25 µg/ml 0.54±0.02 0.48±0.01 0.55±0.04 
50 µg/ml 0.65±0.02 0.67±0.01 0.51±0.01 
100 µg/ml 0.64±0.01 0.69±0.01 0.58±0.02 

 
 จากการทดสอบพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้า ที่สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วง
ความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถลดการแสดงออกของยีน RAGE จากเซลล์     
เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด       
โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า (ภาพท่ี 39) 
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ภาพท่ี 39 กราฟการแสดงออกของยีน RAGE ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
* มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ p ≤ 0.05 เมื่อ เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 

 

 
ภาพท่ี 40 การแสดงออกของยีน RAGE ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
 
5. ผลกำรกระตุ้นเซลล์สมองเพำะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลเพื่อวัดกำรหลั่ง cell adhesion 
molecule 
 5.1 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการหลั่ง vascular cell 
adhesion molecule-1 (VCAM-1) ของเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลโดยใช้หลักการ 
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ELISA เมื่อเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัด
ด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml ได้ผลการหลั่ง 
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) ดังแสดงในตารางที่ 21 

 
ตารางที่ 21 การหลั่ง VCAM-1เมื่อทดสอบเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลด้วยสารสกัด
หญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 

  ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 mean± SEM 

NEGATIVE 605.16 599.58 636.11 613.62±11.36 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 12.5 µg/ml 524.11 481.76 453.49 486.45±20.52 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 25 µg/ml 502.03 514.62 458.87 491.84±16.88 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 50 µg/ml 493.85 540.40 440.58 491.61±28.84 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเอทานอล 100 µg/ml 428.40 533.17 527.67 496.41±34.05 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 12.5 µg/ml 493.03 540.40 464.03 499.16±22.26 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 25 µg/ml 560.92 471.50 486.30 506.24±27.68 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 50 µg/ml 499.58 506.39 524.16 510.04±7.33 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากเมทานอล 100 µg/ml 492.22 500.22 557.62 516.69±20.60 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 12.5 µg/ml 485.67 493.04 491.97 490.23±2.30 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 25 µg/ml 484.04 495.09 513.85 497.66±8.70 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 50 µg/ml 471.77 459.27 509.24 480.09±15.02 

สารสกัดหญ้าแส้มา้จากน้ า 100 µg/ml 452.95 443.98 518.45 471.80±23.47 

 
 จากการทดสอบพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความ
เข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถลดการหลั่ง vascular cell adhesion molecule-1 
(VCAM-1) จากเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์สมองเพาะเลี้ยง
ชนิดเอนโดธีเลียลที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า (ภาพท่ี 41) 
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ภาพท่ี 41 การหลั่ง VCAM-1 เมื่อทดสอบเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลด้วยสารสกัด
หญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 
* มคีวามแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ p ≤ 0.05 เมื่อ เปรียบเทียบกับเซลล์ 
  สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 
 
 5.2 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการหลั่ง intercellular 
cell adhesion molecule-1(ICAM-1) ของเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เมื่อเซลล์สมอง
เพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS และถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูก
สกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml โดยใช้
หลักการ ELISA 
 พบว่าเมื่อเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS ไม่มีการหลั่งการ
หลั่ง intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) ทั้งในหลุมที่เซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิด 
เอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS และถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล  
เมทานอล และน้ า เมื่อทดสอบโดยใช้หลักการ ELISA 
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6. ผลกำรกระตุ้นเซลล์สมองเพำะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลเพื่อวัดกำรแสดงออกของยีน 
cell adhesion molecule 
 6.1 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการแสดงออกของยีน  
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) ของเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล โดย
ใช้หลักการ RT-PCR เมื่อเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้า
แส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ าที่ระดับความเข้มข้น 12.5 – 100 µg/ml ได้ผล
การแสดงออกของยีน vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) ดังแสดงในตารางท่ี 22 
 
ตารางที่  22 การแสดงออกของ VCAM-1 ในเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 

 ความเข้มข้น 
การแสดงออกของยีน VCAM-1 (mean± S.E.M.) 

สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเอทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยเมทานอล สารสกัดหญ้าแส้มา้ดว้ยน้ า 
NEGATIVE 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
12.5 µg/ml 0.91±0.01 0.89±0.01 0.97±0.01 
25 µg/ml 0.90±0.03 0.86±0.01 1.04±0.01 
50 µg/ml 0.91±0.02 0.85±0.02 1.00±0.02 
100 µg/ml 0.90±0.01 0.86±0.02 0.95±0.03 

 
 จากการทดสอบพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าด้วยเอทานอล เมทานอล ในช่วงความเข้มข้น
ระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถลดการแสดงออกของยีน vascular cell adhesion molecule-
1 (VCAM-1) จากเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ 
สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่มีสารสกัดหญ้าแส้ม้า (ภาพท่ี 42 
และ 43) 
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ภาพท่ี 42 กราฟการแสดงออกของยีน VCAM-1 ในเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดจากหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
* มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ p ≤ 0.05 เมื่อ เปรียบเทียบกับเซลล์ 
สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 

 

 
ภาพท่ี 43 การแสดงออกของยีน VCAM-1ในเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดจากหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นต่างๆ 
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 6.2 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าต่อผลการวัดการแสดงออกของยีน 
intercellular cell adhesion molecule-1(ICAM-1) ของเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล
โดยใช้หลักการ RT-PCR เมื่อเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS และถูก
ทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความเข้มข้น
ระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml  
 พบว่าเมื่อเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS ไม่มีแสดงออกของ
ยีน intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) ทั้งในหลุมที่เซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิด 
เอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS และถูกทดสอบด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งถูกสกัดด้วยเอทานอล  
เมทานอล และน้ า เมื่อทดสอบโดยใช้หลักการ RT-PCR 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และขอ้เสนอแนะ 

 
สรุปและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

 การอักเสบเรื้อรังเป็นปัจจัยส าคัญในการเกิดโรค chronic degenerative diseases ต่างๆ
จ านวนมาก ซึ่งในปัจจุบันมีการคิดค้นและพัฒนาการรักษาโรคที่มีสาเหตุจากการอักเสบเรื้อรัง
อย่างกว้างขวาง การรักษาทางเลือกหนึ่งคือการใช้สมุนไพรไทยในการรักษาโรค หญ้าแส้ม้า หรือ 
flatspike sedge มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Fimbristylis ovata (Burm.f.) Kern พบว่าสามารถใช้
รักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น การอักเสบของ lymph node การติดเชื้อ scrofula ใช้
รักษาโรค syphilis รักษาอาการไอ และโรคหลอดลมอักเสบ รวมทั้งใช้รักษาโรคหอบหืดได้ (30, 
31) แต่ยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับหญ้าแส้ม้ามาก่อน ผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการ
ศึกษาวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์การต้านการอักเสบของสารสกัดจากหญ้าแส้ม้า โดยท าการศึกษาในเซลล์
เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ของมนุษย์ และเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลของ
หนู 

 ผู้วิจัยได้ท าการสกัดหญ้าแส้ม้าด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า เพื่อศึกษาผลของสาร
สกัดหญ้าแส้ม้าต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay จากผลการวิจัยพบว่าเมื่อน าสาร
สกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 0.19 - 100 
µg/ml มาทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์และเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอน
โดธีเลียล พบว่าทั้งเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์และเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอน
โดธีเลียลมีอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์มีค่ามากกว่า 80%  

เมื่อท าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้ากับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด     
โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS เพื่อท าให้เกิดการอักเสบ และวัดการหลั่งไซโตไคน์โดยวิธี ELISA 
พบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 
12.5 – 100 µg/ml สามารถยังยั้งการหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-6 และเมื่อศึกษาการแสดงออก
ของยีนโดยวิธี RT-PCR พบว่า สารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ า 
ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถยังยั้งการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ 
Interleukin-6 เช่นเดียวกัน แต่สารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยเอทานอล เมทานอล และน้ าไม่
ยับยั้งการหลั่งไซโตไคน์และการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ tumor necrosis factor alpha (TNF-
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α) และ Interleukin-1β  ผลการวิจัยพบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยเอทานอลและเมทา
นอล สามารถลดการหลั่งไซโตไคน์และการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6 (IL-6) จาก
เซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิดโมโนไซต์ได้ดีกว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่ถูกสกัดด้วยน้ าที่ความ
เข้มข้นเท่ากัน จากข้อมูลนี้ท าให้ทราบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าจะมีประสิทธิภาพในการลดการหลั่ง
ไซโตไคน์ได้ดีนั้นควรจะถูกสกัดด้วยตัวท าละลาย เช่น เอทานอลและเมทานอล จะสามารถออก
ฤทธิ์ได้ดีกว่าการสกัดหญ้าแส้ม้าด้วยน้ า  

 จากงานวิจัยของ Kimura และคณะที่ทดสอบยับยั้งกระบวนการอักเสบที่ถูกกระตุ้นจาก 
lipopolysaccharide (LPS) พบว่าการผลิตไซโตไคน์ Interleukin-6 จะผ่านทาง Janus kinase 
(JAK)–signal transducer and activator of transcription (STAT) signaling คือ Jak2 และ 
Stat5 ซึ่งเมื่อเกิดการกระตุ้นโดย LPS จะเกิดการส่งสัญญาณผ่านทาง Jak2 และท าให้ Stat5 ถูก 
recruit ไปที ่ Toll-like receptor 4 (TLR4) และ stat5 เคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งจะท างานร่วมกับ 
NF-κB p50 subunit เพื่อไปจับกับบริเวณ promoter ของยีน Interleukin-6 และกระตุ้นให้เกิดการ
แสดงออกของยีน Interleukin-6 ข้ึน (34) และจากงานวิจัยของ Lu และคณะ (33) พบว่าการ
กระตุ้นตัวรับ Toll-like receptor 4 (TLR4) ด้วย lipopolysaccharide (LPS) ผ่านกระบวนการ 
MyD88-dependent และมี I-KappaB zeta (IκBζ) ท าหน้าที่ร่วมกับ NF-κB p50 subunit ใน 
promoter region ของยีน IL-6 ในการผลิตไซโตไคน์ IL-6  (ภาพที่ 44) ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่า สาร
สกัดหญ้าแส้ม้าที่ยับย้ังการหลั่งและการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6 อาจออกฤทธิ์
ยับยั้งการผลิตไซโตไคน์ Interleukin-6 โดยผ่านทาง Janus kinase 2 (JAK 2) หรือผ่านทาง 
signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5) หรือผ่านทาง I-KappaB zeta 
(IκBζ) ซึ่งจ าเป็นในการท างานร่วมกับ NF-κB p50 subunit  
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ภาพท่ี 44 กระบวนการกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ Interleukin-6 (33) 

 Hoareau และคณะ และ Bruggen และคณะ ได้ท าการศึกษา signaling pathway ที่ถูก
กระตุ้นโดย lipopolysaccharide พบว่าจะส่งผลต่อการผลิตไซโตไคน์ TNF-α โดยเมื่อเกิดการ
กระตุ้นโดย lipopolysaccharide จะส่งสัญญาณผ่านทาง nuclear factor-κB (NF-κB) และ 
activation of mitogen-activated protein kinases (MAPKs) ได้แก่ ERK1 and ERK2, c-Jun N-
terminal kinase และ p38 ส่งสัญญาณให้เกิดการสร้างไซโตไคน์ TNF-α ข้ึน (106, 107) รวมทั้ง 
Jeon และคณะ (108) พบว่า บริเวณ promoter ของยีน IL-1β จะประกอบด้วย regulatory 
element ต่างๆ ได้แก่ NF-κB, AP-1 และ CREB/ATF ซึ่งจะท างานเมื่อมีการกระตุ้นโดย 
lipopolysaccharide และจะส่งผลต่อการผลิตไซโตไคน์ Interleukin-1β (ภาพที่ 45) เมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยในครั้งนี้ จึงมีความเป็นไปได้ว่าสารสกัดของหญ้าแส้ม้าไม่สามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไซโตไคน์ TNF-α ในกลไกเกี่ยวข้องกับ nuclear factor-κB (NF-κB) หรือ 
MAPKs ได้ รวมทั้งสารสกัดของหญ้าแส้ม้าไม่สามารถยับย้ังกระบวนการสร้างไซโตไคน์ 
Interleukin-1 ในกลไกเกี่ยวกับ  NF-κB หรือ AP-1 หรือ CREB/ATF ได้ 
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ภาพท่ี 45 กระบวนการกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ TNF-α, Interleukin-1β  

 เมื่อท าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้ากับเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด     
โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS เพื่อท าให้เกิดการอักเสบและวัดการแสดงออกของยีน RAGE ด้วย
วิธี RT-PCR พบว่าสารสกัดจากหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml สามารถลด
การแสดงออกของยีน RAGE ได้ จากการศึกษาของ Lin และคณะ พบว่าการกระตุ้นตัวรับของ 
advanced glycation end products หรือ RAGE นั้นจะน าไปสู่การส่งสัญญาณเข้าสู่เซลล์ ท าให้
เกิดการท างานของ intracellular pathway ได้แก่  PI3-kinase/AKT, MAPKs และ NF-κB (12) 
จากผลการทดสอบของผู้วิจัยครั้งนี้สรุปได้ว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าสามารถยับยั้งการแสดงออกของ 
RAGE ซึ่งอาจจะส่งผลเพิ่มเติมเกี่ยวกับ pathway ต่างๆ ที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ PI 3-kinase/AKT หรือ 
MAPKs หรือ NF-κB ได้ 

 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml กับ
เซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เพื่อวัดการหลั่งของ VCAM-1 และการแสดงออกของยีน 
VCAM-1 ด้วยวิธี ELISA และ RT-PCR พบว่าสารสกัดจากหญ้าแส้ม้า สามารถลดการหลั่งและ
การแสดงออกของยีน VCAM-1 ของเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลได้ จากงานวิจัยของ 

Ishibashi และงานวิจัยของ Kwon พบว่าการกระตุ้นการแสดงออกของ RAGE ส่งผลให้กระตุ้น
การแสดงออกของยีนของ VCAM-1 ในเซลล์เอนโดธีเลียล (23, 24) จากผลการวิจัยครั้งนี้อาจ
เป็นไปได้ว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าสามารถยับย้ังการแสดงออกของยีนและการสร้าง vascular cell 
adhesion molecule-1 โดยผ่านทางกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีน RAGE (ภาพที่ 46) 
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ภาพท่ี 46 กระบวนการกระตุ้นการผลิต VCAM-1 

 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหญ้าแส้ม้าความเข้มข้นระหว่าง 12.5 – 100 µg/ml กับ
เซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียล เพื่อวัดการหลั่งของ intercellular cell adhesion 
molecule-1 (ICAM-1) และการแสดงออกของยีน ด้วยวิธี ELISA และ RT-PCR พบว่าเมื่อเซลล์
สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS ไม่มีการหลั่งและการแสดงออกของยีน 
ICAM-1 ทั้งในเซลล์สมองเพาะเลี้ยงชนิดเอนโดธีเลียลถูกกระตุ้นด้วย LPS และเซลล์ที่ถูกทดสอบ
ด้วยสารสกัดหญ้าแส้ม้า ซึ่งจากการศึกษางานวิจัยของ Sikorski และคณะ ได้เปรียบเทียบการ
กระตุ้นการแสดงออกของ ICAM-1 เมื่อกระตุ้นเซลล์  bEnd.3 ด้วย recombinant murine TNF-α 
สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ ICAM-1 ได้ โดยมีการแสดงออกของ ICAM-1 สูงกว่าเมื่อ
กระตุ้น ด้วย lipopolysaccharide (109) แต่การวิจัยในครั้งนี้ใช้ lipopolysaccharide ที่ความ
เข้มข้น 1 µg/ml จึงอาจมีประสิทธิภาพไม่เพียงพอที่จะกระตุ้นการแสดงออกของ ICAM-1 ในเซลล์ 
bEnd.3  

 จากผลการวิจัยในครั้งนี้ พบว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งและ
การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ Interleukin-6 อาจออกฤทธิ์ยับย้ังการผลิตไซโตไคน์ Interleukin-6 
โดยผ่านทาง Janus kinase 2 (JAK 2) หรือผ่านทาง signal transducer and activator of 
transcription 5 (STAT5) หรือผ่านทาง I-KappaB zeta (IκBζ) ซึ่งจ าเป็นในการท างานร่วมกับ 
NF-κB p50 subunit แต่ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไซโตไคน์ TNF-α ในกลไกเกี่ยวข้อง
กับ nuclear factor-κB (NF-κB) หรือ MAPKs ได้ รวมทั้งสารสกัดของหญ้าแส้ม้าไม่สามารถ
ยับยั้งกระบวนการสร้างไซโตไคน์ Interleukin-1 ในกลไกเกี่ยวกับ  NF-κB หรือ AP-1 หรือ 
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CREB/ATF ได้ และนอกเหนือจากนั้นสารสกัดหญ้าแส้ม้าสามารถยับย้ังการแสดงออกของยีนและ
การสร้าง vascular cell adhesion molecule-1 โดยผ่านทางกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน RAGE ได้ (ภาพที่ 47) จึงสามารถสรุปได้ว่าสารสกัดหญ้าแส้ม้าสามารถยับยั้งพยาธิสภาพจาก
การอักเสบและยับย้ังการท าหน้าที่ที่ผิดปกติไปของเซลล์เอนโดธีเลียลได้ 

 

ภาพท่ี 47 กลไกที่เป็นไปได้ของการออกฤทธิ์ของหญ้าแส้ม้าในการยับย้ังการอักเสบและการยับยั้ง
การท าหน้าที่ที่ผิดปกติไปของเซลล์เอนโดธีเลียล 

ข้อเสนอแนะ 

 จากการวิจัยครั้งนี้พบว่าหญ้าแส้ม้า ซึ่งเป็นวัชพืชพื้นบ้านที่สามารถพบได้ในประเทศไทย 
มีแนวโน้มสามารถน ามาใช้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาโรคที่มีสาเหตุจากการอักเสบเรื้อรัง 
โดยสารสกัดหญ้าแส้ม้าสามารถการลดการหลั่งไซโตไคน์ Interleukin-6 รวมทั้ง cell adhesion 
molecule เช่น VCAM-1 และยับยั้งการแสดงออกของยีน RAGE ซึ่งข้อมูลนี้เป็นความรู้พื้นฐานที่
สามารถน าไปศึกษาต่อยอดเกี่ยวกับฤทธิ์ของหญ้าแส้ม้าในกลไกการกระตุ้นผ่านทาง RAGE 
เพิ่มเติมได้ นอกจากน้ันอาจจะมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับสารเคมีต่างๆในสารสกัดหญ้าแส้ม้าที่
ออกฤทธิ์ในการต้านการอักเสบและต้านการออกซิเดชั่น เพื่อน าความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในทาง
การแพทย์ต่อไป 
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กำรเตรียมสำรเคมีที่ใช้ในกำรทดลอง 

1. เตรียม 1x phosphate buffered saline 

 ชั่งสารเคมีต่างๆ ดังนี้ -  NaCl              8 กรัม 

     - KCl   0.2 กรัม 

     - Na2HPO4  1.15 กรัม 

     - KH2PO4  0.20 กรัม 

ละลายในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และท าการปรับ pH ให้เป็น 7.4 แล้วจึงเติมน้ ากลั่นให้ครบ 1000 

มิลลิลิตร 

2. เตรียม Wash buffer ส าหรับวิธี ELISA 

 - 1x phosphate buffer saline ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  

 - Tween-20 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

3. เตรียม reagent diluents ส าหรับวธิี ELISA 

 - 1x phosphate buffer saline    50 มิลลิลิตร 

 - Bovine serum albumin (BSA) 0.5 กรัม 

4. เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 

 - RPMI-1640                             90 มิลลิลิตร 

 - fetal bovine serum                 10 มิลลิลิตร 

 - 100x Penicillin-Streptomycin   1 มิลลิลิตร 
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5. เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM 

 - DMEM 90 มิลลิลิตร 

 - Fetal bovine serum 10 มิลลิลิตร 

 - 100x Penicillin-Streptomycin 1 มิลลิลิตร 

6. เตรียมสารละลาย MTT 0.5 mg/ml 

 - ชั่งสาร MTT 5 มิลลิกรัม  

 - เติม phosphate buffered saline ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร  

และน าไปกรองด้วย sterile syringe filter 0.2 µm และเก็บที่อุณหภูมิ -20 °C โดยห้ามถูกแสง 
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แบบรำยงำนผลกำรพิสูจน์ชนิดของหญ้ำแส้ม้ำ 
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กรำฟมำตรฐำน 

 

ภาพท่ี 48 กราฟมาตรฐานของ Interleukin-6 โดยวิธี ELISA 

 

ภาพท่ี 49 กราฟมาตรฐานของ Interleukin-1β โดยวิธี ELISA 
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ภาพท่ี 50 กราฟมาตรฐานของ Tumor Necrosis Factor alpha โดยวิธี ELISA 

 

ภาพท่ี 51 กราฟมาตรฐานของ VCAM-1 โดยวิธี ELISA 
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ภาพท่ี 52 กราฟมาตรฐานของ ICAM-1 โดยวิธี ELISA 
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ประวัติผู้เขียนวิทยำนิพนธ์ 

 นางสาวสุภร สุขจ านงค์ เกิดเมื่อวันที่ 27 ธันวาคม พ.ศ.2527 ที่จังหวัดชลบุร ีจบการศึกษา
วิทยาศาสตร์บัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปี
การศึกษา 2550 และเขา้ศึกษาต่อในระดับปริญญาโท ในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ และได้รับทุนอุดหนุนค่าเล่าเรียนเพื่อท าหน้าที่ผู้ช่วย
วิจัยจากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และทุนอุดหนุนผู้ช่วยสอน จากคณะสหเวชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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