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บทคัดย่อ 

การ oxidation ของ LDL ท าให้เปลี่ยนสภาพไปเป็น oxidized LDL ส่งผลต่อในการถูกน าเข้า
เซลล์ macrophage ซึ่งในที่สุดจะกลายเป็น foam cells และสะสมที่ผนังหลอดเลือด จนท าให้เกิดจาก
การหนาตัวของผนังหลอดเลือด และเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) มีหลายๆ 
การศึกษาที่พบว่า piperine มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ จึงน่าสนใจอย่างยิ่งในการศึกษาสารที่เป็นอนุ
พันธุ์ของ piperine นอกจากนี้ยังมีการายงานว่า piperine มีผลลดไขมันในเลือด ดังนั้น  โครงการวิจัยนี้จึง
เป็นการทดสอบ piperin และอนุพันธ์ 11 ชนิดที่สังเคราะห์ขึ้นมา ในการยับยั้งการเกิด lipid 
peroxidation ของ LDL ที่แยกได้มาจากเลือดของอาสาสมัคร รวมทั้งมีการศึกษาผลการลดไขมันใน
สัตว์ทดลอง และการศึกษาผลต่อแผนภูมิโปรตีนในตับ ผลการทดลองพบว่า จากการวัดการยับยั้ง lipid 
peroxidation ด้วยวิธี TBARs assay พบว่าสารหลายชนิด ได้แก่ AI3, AI4, AI5, AI9, AI0, A20 และ 
AI23 มีฤทธิ์ในการยับยั้งดีที่ความเข้มข้นต่ า 1 M  ส าหรับการศึกษา reducing activity ของสาร
ตัวอย่างสามารถท าได้ด้วยวิธี FRAP assay ผลการทดลองพบว่า สารที่มี reducing activity สูง ได้แก่ AI0 
และ AI1 แสดงให้เห็นว่า ฤทธิ์ยับยั้ง lipid peroxidation ไม่ได้เป็นผลมาจากฤทธิ์ reducing activity 
ของสารโดยตรง  นอกจากนี้ สารทุกชนิดที่ระดับความเข้มข้นต่ า (1 µM) ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ 
macrophage แต่มีผลลดการมีชีวิตของเซลล์ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น ส่วนการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าการ
ให้ piperine พร้อมกับ cholesterol นาน 8 สัปดาห์มีผลลด weight gain ลด total cholesterol (TC) 
และ triglyceride (TG) ตลอดจนท าให้การคลายตัวของหลอดเลือดดีขึ้น แต่ยังไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนในตับหนู โดยสรุปมีความเป็นไปได้ที่ piperine และสารในกลุ่มนี้อาจมีศักยภาพในการพัฒนาเป็น
ยาทีม่ีฤทธิ์ในการลดความเสี่ยงของการเกิดโรคหัวใจร่วมหลอดเลือดได้ 
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Abstract 
 
 
 Oxidation of low density lipoprotein (LDL) causes the formation of oxidized LDL 
that can be taken by macrophage.  Macrophage then transforms to foam cells that can 
penetrate and accumulate in the vascular epithelial layers which finally cause 
atherosclerosis.  Several studies reported the potential of piperine as antioxidant agent. 
Thus, it is interesting to further investigate the potential of piperine derivatives which 
could be even more active than piperine itself.  We therefore synthesized 11 piperine 
derivatives and tested for their antioxidant activity against LDL oxidation.  LDL was 
isolated from healthy volunteers by density sequential ultracentrifugation.  As an anti-
hyperlipidemic, some reports show that piperine produced clear blood lipid reductions 
whilst others failed to show any effect.  Therefore, we aimed to study anti-oxidant 
activity of piperine and to show whether piperine could improve vascular endothelial 
function in cholesterol fed rats as well as its effect on liver protein profile.   
Antioxidant effect was assessed by inhibitory activity on lipid peroxidation by TBARs assay 
and reducing activity by FRAP assay.  The result showed that compound AI3, AI4, AI5, AI9, 
AI0, A20 and AI23 exhibited good lipid peroxidation inhibitory activity at 1 M.  For 
reducing activity, AI0 and AI1 showed the highest activity among all compounds.  Dose-
dependent pattern was also observed by both activities.  These result suggested that 
inhibition of lipid peroxidation was not directly related to reducing activity.  In addition, 
these compounds were test for their effect on macrophage cell viability and found that 
they were not toxic to cells at 1 M and showed some reduction on cell viability at 
higher concentrations.   
Throughout the 8 week trial, treatment with piperine (40, 80mg/kg) reduced body weight 
gain and food intake per day compared with control.  The HC group exhibited elevation 
of both TC and TG.  Piperine at 80mg/kg but not low dose (40mg/kg) partially reduced 
TC, while both doses effectively normalised the elevated TG.  HDL was decreased in all 
animals including controls.  Hypercholesterolemic and hypertriglyceridemic rats showed 
significant reduction of acetylcholine-induced vasorelaxation of isolated aortae and this 
was prevented by treatment with piperine. There was no change in liver protein profile. 
This study showed that piperine reduced body weight gain, lowered TC and fully 
normalised TG and endothelial-mediated vasorelaxation of aorta.  Thus piperine could 
provide beneficial effects in weight control, antihyperlipidemia and counteracted the 
poor vascular endothelial function in hyperlipidemia.  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1. ความส าคัญและความเป็นมาของปัญหา 

โรคระบบหัวใจร่วมหลอดเลือด (Cardiovascular diseases) เป็นปัญหาสุขภาพที่มี
ความส าคัญอันดับต้น ๆ ทั้งในระดับโลกและในระดับประเทศ กล่าวคือ องค์การอนามัยโลก (World 
Health Oranization: WHO) รายงานว่า โรคหัวใจขาดเลือด (Ischemic heart disease) และ โรคหลอด
เลือดสมอง (Cerebrovascular disease/Stroke) เป็นสาเหตุการตายอันดับหนึ่งของประชากรโลกทั้งใน
เพศหญิงและเพศชาย โดยเฉพาะในประเทศที่มีรายได้อยู่ในระดับสูง (High-income countries) และ
ประเทศที่มีรายได้อยู่ในระดับปานกลาง (Middle-income countries) องค์การอนามัยโลกยังได้รายงาน
ว่าการเสียชีวิตของประชากรโลกที่มีสาเหตุมากจากโรคในระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดจะมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น
จาก 17.1 ล้านคน ในปี ค.ศ. 2004 เป็น 23.4 ล้านคนในปี ค.ศ. 2030  (WHO Report, 2004) ใน
ประเทศไทยมีผู้ป่วยเสียชีวิตด้วยโรคหัวใจร่วมหลอดเลือดสูงถึง 40,000 คนต่อปี หรือคิดเป็นชั่วโมงละ 5 
คน (กระทรวงสาธารณสุข, 2550)  

เนื่องจากโรคระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดเป็นโรคเรื้อรัง (Chronic disease) ที่พบในวัย
กลางคนไปจนถึงผู้สูงอายุ หากเกิดขึ้นแล้วผู้ป่วยต้องได้รับยาและการรักษาตลอดชีวิต เป็นโรคที่ ส่งผลต่อ
คุณภาพชีวิตในระยะยาว และ ก่อให้เกิดภาระต่อสังคมท้ังด้านการรักษาพยาบาล และ การดูแลผู้ป่วย โดย
ปัจจัยเสี่ยงที่ส าคัญของการน าไปสู่โรคระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดได้แก่ ภาวะการมีไขมันในเลือดสูง 
(Hypercholesterolemia) อันเป็นที่ทราบแน่ชัดและมีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ยืนยันว่าในภาวะนี้มีการ
เพ่ิมขึ้นของไขมันชนิด Low density lipoprotein (LDL) ซึ่งมีผลท าลายหลอดเลือดโดยเฉพาะเซลล์ 
Endothelium ท าให้เกิดภาวะ Endothelial dysfunction  ที่น าไปสู่การเกิดโรคในระบบหัวใจร่วมหลอด
เลือด เช่น โรคหลอดเลือดแดงแข็ง (Atherosclerosis) ซ่ึงเป็นภาวะที่หลอดเลือแดงถูกท าลายจนเกิดการ
หนาตัว แข็งตัว สูญเสียความยืดหยุ่น และ อุดตันท าให้อัตราการไหลของเลือดลดลง ความดันในหลอด
เลือดสูงขึ้น และเกิดการแตกของหลอดเลือดได้ง่ายท าให้อวัยวะส าคัญ เช่น สมอง และ หัวใจขาดเลือดไป
เลี้ยงจนถึงแก่ชีวิตได้ในที่สุด 

อย่างไรก็ดีโรคในระบบหัวใจร่วมหลอดเลือด เป็นโรคที่สามารถป้องกันได้ โดยการลดปัจจัย
เสี่ยง เช่น การป้องกันภาวะการมีไขมันในเลือดสูง ซึ่งสามารท าได้โดยปรับเปลี่ยนพฤติกรรม เช่น การออก
ก าลังกายและเปลี่ยนพฤติกรรมการบริโภคอาหารโดยเลือกรับประทานอาหารที่มีไขมันต่ า หรือมีรายงาน
สนับสนุนทางวิทยาศาสตร์ว่าสามารถลดไขมันในเลือดได้ ซึ่งเมื่อพิจารณาเชื่อมโยงกับทรัพยากรธรรมชาติ
ต่าง ๆ มากมายของประเทศไทยที่อุดมไปด้วยพืชผักนานาชนิด รวมทั้งสมุนไพรจะเห็นได้ว่าเรามีศักยภาพ
สูงในการส่งเสริมให้มีการบริโภคสมุนไพรที่สามารถลดไขมันในเลือดได้ เช่น พริกไทย และ ดีปลี เป็น
สมุนไพรไทยที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในชีวิตประจ าวันโดยใช้เป็นทั้งเครื่องเทศเพ่ือปรุงรสอาหาร และ
ใช้เป็นส่วนประกอบของพิกัดยาไทย สารที่เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของพริกไทยและดีปลี คือ ไพเพอรีน 
(Piperine) ซึ่งมีรายงานว่ามีฤทธิ์ลดไขมันในเลือด ลดภาวะ Oxidative stress ลดการอักเสบ และมีฤทธิ์
ท าให้หลอดเลือดขยายตัวซึ่งเป็นหลักฐานสนับสนุนเบื้องต้นว่า Piperine มีศักยภาพในการลดความเสี่ยง
ของการเกิดโรคหัวใจร่วมหลอดเลือด แต่การศึกษาดังกล่าวยังมีค่อนข้างน้อยและยังขาดการศึกษากลไก
การออกฤทธิ์ของ Piperine ในเชิงลึก งานวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งวิจัยศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของ Piperine 
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รวมทั้งอนุพันธ์ของ Piperine (Piperine derivatives) ในการลดปัจจัยเสี่ยงของเกิดโรคระบบหัวใจร่วม
หลอดเลือด โดยจะศึกษาในประเด็นต่าง ๆ ดังนี้ คือ ทดสอบฤทธิ์ของ Piperine รวมทั้ง Piperine 
derivatives ที่จะท าการสังเคราะห์ขึ้น ในการยับยั้งการเกิด Lipid peroxidation ของ LDL และผลใน
การยับยั้งการ Uptake ของ Oxidized LDL เข้าสู่ Macrophage cells ซึ่งผู้วิจัยคาดว่า จะสามารถค้นพบ
ศักยภาพของสารกลุ่มนี้ และอาจมีอนุพันธ์บางชนิดที่จะสามารถพัฒนาไปเป็นยาหรือสารอาหารเสริม
สุขภาพ และเพ่ือประเมินความสามารถของ Piperine ในการลดความเสี่ยงและป้องกันการเกิดโรคระบบ
หัวใจร่วมหลอดเลือดให้ชัดเจนขึ้น ทีมผู้วิจัยวางแผนศึกษาผลของ Piperine ที่มีต่อระดับไขมัน และการ
ท างานของหลอดเลือด ในหนูที่ถูกเหนี่ยวน าให้มีภาวะไขมันในเลือดสูง ซึ่งจะท าให้ได้ข้อมูลยืนยันเชิง
วิทยาศาสตร์ที่ชัดเจนขึ้นว่า Piperine สามารถป้องกันการถูกท าลายของหลอดเลือดได้ และทีมผู้วิจัยยังมี
ความสนใจที่จะศึกษาในเชิงลึกเพ่ือดูว่า Piperine มีผลเปลี่ยนแปลงโปรตีนใด ๆ ในตับหรือไม่โดยเฉพาะ
โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับเมทาบอลิซึมของไขมัน ดังนั้นตับของสัตว์ทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าให้อยู่ในภาวะไขมันใน
เลือดสูงและได้รับ Piperine จะถูกน าไปศึกษาผลกระทบที่มีต่อแผนภูมิโปรตีนเพ่ือน าผลที่ได้ไปเชื่อมโยง
การเปลี่ยนแปลงระดับเซลล์กับฤทธิ์ของ Piperine ในการลดปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคในระบบหัวใจร่วม
หลอดเลือดอันจะน าไปสู่การสนับสนุนการบริโภคสมุนไพรไทยในกลุ่มเครื่องเทศ เช่น พริกไทย ดีปลี เพ่ือ
ส่งเสริมสุขภาพและป้องกันโรคในระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดต่อไป 
 
2.  วัตถุประสงค์และขอบเขตการวิจัย 

เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารไพเพอรีนและอนุพันธ์ในการลดปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรค
ระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดโดยมีเป้าหมายเชิงยุทธศาสตร์คือ  

- สร้างองค์ความรู้เพ่ือผลิตผลงานตีพิมพ์ในระดับนานาชาติเพ่ือมีส่วนสนับสนุนการเป็น
มหาวิทยาลัยแห่งการวิจัยของ ม. นเรศวร 

- พัฒนาคุณภาพคน และน าสังคมไทยสู่สังคมแห่งภูมิปัญญาและการเรียนรู้ ได้แก่ การ
แลกเปลี่ยนเรียนรู้ระหว่างนักวิจัยที่มีประสบการณ์ และการสร้างนักวิจัยรุ่นใหม่ รวมทั้งการผลิตนิสิตระดับ
บัณฑิตศึกษาท่ีมีคุณภาพระดับนานาชาติ 

- เผยแพร่องค์ความรู้ที่ได้เพ่ือน าไปสู่การสนับสนุนการบริโภคสมุนไพรไทยในกลุ่มเครื่องเทศ 
เช่น พริกไทย ดีปลี และต่อยอดการพัฒนา Piperine derivatives เพ่ือเป็นยาหรืออาหารเสริมสุขภาพ 
 โครงการนี้ประกอบด้วยโครงการย่อย 3 โครงการโดยมีขอบเขตและสมมติฐานการวิจัยดังนี้ 

มีการรายงานว่า Piperine มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานว่า Piperine และ 
Piperine derivatives ที่สังเคราะห์ขึ้น จะสามารถยับยั้งการเกิด Lipid peroxidation ของ LDL ได้ 
รวมทั้งยับยั้งการ Uptake ของ Oxidized LDL เข้าเซลล์ Macrophage ได้ และคาดว่า Piperine 
derivatives ที่สังเคราะห์ขึ้นบางชนิดอาจจะมีฤทธิ์ดีกว่า Piperine ซึ่งถ้าสมมติฐานของโครงการวิจัยนี้ 
เป็นไปตามที่ตั้งไว้ จะสามารถศึกษาต่อยอดในระดับลึกถึงกลไกในการ uptake ของ oxidized LDL เช่น 
ศึกษาถึงบทบาทของ Receptor ที่ท าหน้าที่ในการ Uptake และรูปแบบการทดลองนี้ยังอาจใช้เป็น 
Model ซึ่งสามารถใช้ในการวิจัยเบื้องต้นเพ่ือคัดเลือกสาร (Screening test) ไม่ว่าจะเป็นสารสกัดจาก
ธรรมชาติหรือสารสังเคราะห์ ที่คาดว่าจะมีฤทธิ์ในการลดความเสี่ยงของการเกิดโรคหลอดเลือดแดงแข็ง
ต่อไป  

นอกจากประเด็นดังกล่าวข้างต้นแล้วยังมีรายงานที่แสดงว่า Piperine มีฤทธิ์ลดไขมันในเลือด 
และมีฤทธิ์ท าให้หลอดเลือดของหนูปกติคลายตัว ดังนั้นผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานเพ่ิมเติมว่าเมื่ อให้ Piperine 



 5 

แก่หนูที่ถูกเหนี่ยวน าให้มีภาวะไขมันในเลือดสูง จะมีผลท าให้ไขมันในเลือดลดต่ าลงและส่งผลให้หลอด
เลือดแดงมีการคลายตัวโดยตอบสนองต่อ Acetylcholine ซึ่งเป็นสารมาตรฐานที่ใช้ทดสอบการท างาน
ของ Endothelium ได้ในระดับที่เหมือนหรือใกล้เคียงกับหนูปกติ นอกจากนี้เมื่อศึกษาในเชิงลึกโดยน า
เซลล์ตับจากสัตว์ทดลองดังกล่าวไปศึกษาต่อยอดเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน คาดว่าน่าจะพบการ
เปลี่ยนของโปรตีนที่มีความสัมพันธ์กับเมทาบอลิซึมของไขมัน และ/หรือโปรตีนที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการ
ท างานของระบบหัวใจร่วมหลอดเลือด ท าให้ได้มาซึ่ งข้อมูลสนับสนุนเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ์ของ 
Piperine ในเชิงลึกเพ่ิมมากขึ้น ซึ่งหากผลเป็นดังสมมติฐานดังกล่าวก็จะเป็นหลักฐานเชิงวิทยาศาสตร์ที่
ยืนยันได้ชัดเจนว่า Piperine สามารถลดความเสี่ยงของการเกิดโรคในระบบหัวใจร่วมหลอดเลือด อันจะ
น าไปสู่การป้องกันการเกิดโรคในระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดได้ และจะเป็นการช่วยสนับสนุนการบริโภค
สมุนไพรไทยกลุ่มเครื่องเทศที่มี Piperine เป็นองค์ประกอบ เพ่ือส่งเสริมสุขภาพและป้องกันการเกิดโรค
ต่อไป รวมทั้งเป็นข้อมูลน าไปสู่การพัฒนา Piperine derivative ที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น (ดู Diagram 
ประกอบ) 
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(Hypercholesterolemia)

LDL สงู

Oxidised LDL

การ Uptake Oxidised LDL
เข้าเซลล์ Macrophage

เกิด Foam Cell ในผนงัหลอดเลือด

Endothelium ถกูท าลาย
(Endothelial Dysfunction)

เปลี่ยนแปลงโปรตนีในตบัที่
เก่ียวกบัเมทาบอลซิึมของ

ไขมนั

โครงสร้างและหน้าที่หลอดเลือดผิดปกติ

เกิดโรคในระบบหวัใจร่วมหลอดเลือด

Lipid peroxidation

ศึกษาวิจัยในโครงการย่อยที่ 1

“Piperine and Its Derivatives”

-

“Piperine and Its Derivatives”-

“Piperine”

ศึกษาวิจัยในโครงการย่อยที่ 3

-

เปลี่ยนแปลงโปรตนีในตบัที่
เก่ียวกบัการท างานของ

ระบบหวัใจร่วมหลอดเลอืด

-

-

?

?

“Piperine”

?

“Piperine”

Diagram แสดงกรอบแนวคิดของแผนงานวิจัยการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของ 
Piperine ในการลดปัจจัยเส่ียงของการเกิดโรคในระบบหวัใจร่วมหลอดเลือด

-

-

ศึกษาวิจัยในโครงการย่อยที่ 2

ภาวะไขมนัในเลือดสงู
(Hypercholesterolemia)

LDL สงู

Oxidised LDL

การ Uptake Oxidised LDL
เข้าเซลล์ Macrophage

เกิด Foam Cell ในผนงัหลอดเลือด

Endothelium ถกูท าลาย
(Endothelial Dysfunction)

เปลี่ยนแปลงโปรตนีในตบัที่
เก่ียวกบัเมทาบอลซิึมของ

ไขมนั

โครงสร้างและหน้าที่หลอดเลือดผิดปกติ

เกิดโรคในระบบหวัใจร่วมหลอดเลือด

Lipid peroxidation

ศึกษาวิจัยในโครงการย่อยที่ 1

“Piperine and Its Derivatives”

-

“Piperine and Its Derivatives”-

“Piperine”

ศึกษาวิจัยในโครงการย่อยที่ 3

-

เปลี่ยนแปลงโปรตนีในตบัที่
เก่ียวกบัการท างานของ

ระบบหวัใจร่วมหลอดเลอืด

-

-

?

?

“Piperine”

?

“Piperine”

Diagram แสดงกรอบแนวคิดของแผนงานวิจัยการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของ 
Piperine ในการลดปัจจัยเส่ียงของการเกิดโรคในระบบหวัใจร่วมหลอดเลือด

-

-

ศึกษาวิจัยในโครงการย่อยที่ 2



 6 

บทที่ 2 
อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
โครงการย่อยท่ี 1: ไพเพอรีนและอนุพันธ์ยับยั้งอ็อกซิเดชั่นของไลโปโปรตีนความหนาแน่นต่ า 
และการน าเข้าเซลล์แมคโครฟาจ 
เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1. Autoclave (HA-300P, Hirayama Manufacturing Corporation) 
2. CO2-incubator (Forma series II, Thermo Fisher Scientific) 
3. Larminar air flow (Heal Force) 
4. Liquid nitrogen tank (Taylor Wharton) 
5. Microplate Spectrophotometer (Multimode detector DTX 880, Beckman Coulter) 
6. pH meter (Mettler-Teledo) 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. การสังเคราะห์ piperine derivatives 

สารสังเคราะห์อนุพันธ์ของ piperine เป็นสารกลุ่ม acids, esters และ amides ตามตารางที่ 1 ได้รับ
ความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.นันทกา โกรานา 
 

ตารางที่ 1  สารที่ใช้ทดสอบ 
Code Compound 

AI-0 
 

H3CO

HO

OH

O

 
AI-1 
 

H3CO

HO

OH

O

 
AI-2 
 

O

O

OH

O

 
AI-3 
 

O

O

OH

O

 
AI-4 
 

O

O

O

N

 
AI-5 
 

O

O

O

NH2

 
AI-7 

O

O

O

OH
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AI-9 
O

O

O

O

 
AI-10 

O

O

O

O

 
AI-20 

O

O

N

O

 
AI-23 

O

O

O

N

 
 
2. การสกัดแยก LDLจากพลาสมา  

พลาสมาถูกเตรียมจากเลือดมนุษย์ ที่มีการเติม 0.1% EDTA เพ่ือป้องกันการแข็งตัวของเลือด โดย
เตรียมจากการน าเลือดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3600 rpm 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ºC จากนั้นน าไปปั่นแยก 
LDL (d = 1.019-1.063 g/ml) ด้วยวิธี density sequential ultracentrifugation ดังแผนภูมิรูป แล้ว
น าไป dialyze ใน 1x PBS, pH 7.4 ที่มี 10 µM EDTA เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นวัดหาปริมาณโปรตีน
ด้วย BCA protein assay kit แล้วเก็บ LDL ที่ได้ภายใต้ N2 gas ที่อุณหภูมิ 4 ºC เพ่ือใช้ศึกษาการเกิด 
oxidation ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 การแยก LDL โดยวิธี density sequential ultracentrifugation (TLX centrifuge, 
fixed angle rotor, 80,000 rpm, 16.0 ºC) 

 

 

Upper (1.5 ml) Lower (1.5 ml) + d; 1.032 (1.5 ml)  
d< 1.0063  d >1.0063  

1.0063 < d < 1.019  

d >1.063  

2 h  

2 h  

2.5 h  

Chylomicron, VLDL 

IDL 

Upper (1.5 ml) 

Upper (1.5 ml) Lower (1.5 ml) 

LDL HDL 

Lower (1.5 ml) + d; 1.107 (1.5 ml)  

1.019 < d < 1.063  

d >1.019  

Plasma (1.5 ml) + salt solution d; 1.0063 (1.5 ml) 
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3. การวัด lipid oxidation ดัวย TBARs assay  
 การวัดปฏิกิริยา lipid peroxidation ด้วย TBARs assay เป็นการวัดปริมาณ 
malondialdehyde (MDA) ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายของปฏิกิริยา lipid peroxidation โดยการเติม TBARs 
reagent (40% trichloroacetic acid, 1.4% thiobarbituric acid, 8% HCl) แล้ว incubate ที่ 90.0 
ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 rpm 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ºC แล้ว
น าไปวัดการเรืองแสง ที่ EX 535 nm และ EM 595 nm 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2  ปฏิกิริยาระหว่าง MDA และ TBA reagent 
อ้างอิงจาก: http://www.currentprotocols.com/protocol/ns0717 

 
4. การศึกษาผลของ piperine และอนุพันธ์ในการยับยั้ง lipid oxidation ของ LDL 
 ในการทดสอบผลของไพเพอรีนและอนุพันธ์โดยการเติมแต่ละความเข้มข้นต่างๆ ของ (10, 100, 
1000 µM) ลงไปในปฏิกิริยาของการเกิด lipid oxidation ตามโมเดลที่ได้ศึกษาโดยมีการเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการเกิด oxidation ด้วยการเติม 0.1 µM EDTA แล้วน าไปแช่ใน ice 
bath จากนั้นน าไปวัด lipid oxidation ด้วย TBARs assay  
 
5. การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ (Cell viability test) 

การมีชีวิตของเซลล์ก่อน ซึ่งสามารถวัดได้โดยใช้ MTT assay [3-(3,5-dimethylthiazol-2,5-
diphenyltetra-zolium bromide)]  โดยเลี้ยงเซลล์ใน 96 well microplate  ท าการเติมสารที่ต้องการ
ทดสอบท่ีความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชม.  จากนั้น 2 ชั่วโมงก่อนสิ้นสุดการ treatment ใส่ 20 l 
ของ MTT (5 mg/ml ใน PBS)  เมื่อสิ้นสุดเวลา น าอาหารเลี้ยงเซลล์ออก แล้วใส่ 200 l DMSO:EtOH 
(1:1) และอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ด้วย ELISA reader 

 
6. การทดสอบการเป็น reducing agent ด้วยวิธี FRAP 

เป็นวิธีการวัดความสามารถการเป็นตัวรีดิวซ์ของสารต้านออกซิเดชันที่อยู่ในตัวอย่าง โดย Ferric 
(Fe3+) –TPTZ cpmplex (ไม่มีสี) จะถูกรีดิวซ์กลายเป็น Ferrous (Fe2+)–TPTZ complex (สีม่วงน้ าเงิน) 
ในการทดลอง คือ เติมสารที่ต้องการทดสอบจ านวน 20 µl ลงใน 96 well plate แล้วเติม FRAP solution 180 µl ( 
300  mM Acetate buffer pH 3.6 : 10 mM TPTZ solution : 20 mM FeCl3 solution อัตราส่วน 10:1:1 ) แล้ววัดค่า absorbance 

ที่ 595 nm ที่เวลา 30 นาท ีแล้วน าค่าที่ได้มาค านวณปริมาณ Ferrous (Fe2+)  

 

http://www.currentprotocols.com/protocol/ns0717
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โครงการย่อยท่ี 2: ผลของสารไพเพอรีนต่อระดับไขมัน และหน้าที่ของหลอดเลือดในหนูที่มีภาวะไขมัน
ในเลือดสูง 

1 การขออนุมัติท าวิจัยในสัตว์ทดลอง 

ทีมผู้วิจัยได้เสนอรายละเอียดโครงการวิจัย เพ่ือขออนุมัติการท าวิจัยในสัตว์ทดลองจากคณะ กรรมการ
จรรยาบรรณการใช้สัตว์ มหาวิทยาลัยนเรศวร โดยมีรายละเอียดของการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับจรรยาบรรณ
การใช้สัตว์ทดลองดังต่อไปนี้ 

1.1 หลักการและเหตุผลที่เกี่ยวข้องกับจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง 

โครงการวิจัยนี้เป็นการศึกษาผลของ Piperine ต่อโครงสร้างและการท างานของหลอดเลือดในหนูที่ถูก
เหนี่ยวน าให้มีภาวะไขมันในเลือดสูง ซึ่งต้องมีการเจาะเลือดเพ่ือวัดระดับไขมันในเลือด และต้องแยกหลอด
เลือดออกมาศึกษาการท างาน การศึกษาวิจัยดังกล่าวเป็นชนิด invasive ไม่เหมาะสมที่จะกระท า
การศึกษาโดยตรงในมนุษย์ และไม่สามารถท าการทดลองโดยใช้ in vitro model อ่ืน ๆ เช่น การใช้ cell 
culture ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงมีความจ าเป็นต้องเลือกท าการศึกษาใน in vivo model ซึ่งข้อมูลที่ได้จาก
การวิจัยนี้จะมีความส าคัญต่อการน าไปอธิบายกลไกของ Piperine ในการลดปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคใน
ระบบหัวใจร่วมหลอดเลือด และข้อมูลนี้จะเป็นประโยชน์ส าหรับการสนับสุนการบริโภคสมุนไพรไทยเพ่ือ
ส่งเสริมสุขภาพและป้องกันโรคต่อไป 

1.2 แนวทางปฏิบัติในการใช้สัตว์ 

1) สัตว์ทดลองจะได้รับการดูแลอย่างดี ในสภาพแวดล้อมที่สะอาดและเหมาะสม   
2) โครงการวิจัยนี้ได้ค านวนจ านวนหนูทดลองในปริมาณท่ีเหมาะสม  โดยค านึงถึงคุณค่าของชีวิตสัตว์
ที่น ามาทดลอง และค่าของผลการทดลองที่จะท าให้เกิดนัยส าคัญทางสถิติ 
3) ทีมผู้วิจัยมีความช านาญในการ handling หนูทดลองเป็นอย่างดี และจะปฏิบัติต่อสัตว์ด้วยความ
ระมัดระวัง และด้วยความมีเมตตา   
4) สัตว์จะถูกท าให้ตายอย่างสงบ (euthanasia) เมื่อสิ้นสุดการทดลอง 

2 สัตว์ทดลอง 

สัตว์ทดลองส าหรับงานวิจัยนี้คือ หนูแรทเพศผู้ (Sprague Dawley rats) น้ าหนัก 150-200 กรัม อายุ
ประมาณ 1 เดือน โดยจะสั่งซื้อจากส านักสัตว์ทดลองแห่งชาติ ม.มหิดล ต.ศาลายา อ.ศาลายา จ. นครปฐม 
หนูทดลองจะถูกแบ่งกลุ่มเพ่ือแยกเลี้ยงในกรง ๆ ละ 2 ตัว เลี้ยงในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ที่ 
25.0±2.0 องศาเซลเซียส ที่ตั้งเวลาเปิดของแสงไฟในห้องเลี้ยง ในช่วงเวลา 07:00-19:00 น. และได้รับ
อาหารเม็ด (สูตร G082, ส านักสัตว์ทดลองแห่งชาติ ม. มหิดล) และน้ าอย่างบริบูรณ์  

หนูจะถูกเหนี่ยวน าให้อยู่ในภาวะไขมันในเลือดสูงโดยการให้อาหารที่มีส่วนประกอบของ Cholesterol 
2,500 mg/kg BW, Bile extract 1,250 mg/kg BW, Coconut oil 1,250 mg/kg BW และ Distilled 
water 5,000 mg/kg BW  

สัตว์ทดลองจะถูกแบ่งเป็น 5 กลุม่ ได้แก่  

1) กลุ่มควบคุม: ได้รับอาหารปกติ 
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2) กลุ่มไขมันในเลือดสูง: ได้รับอาหารไขมันสูงตามสูตรข้างต้น และ Vehicle คือ Propylene 
glycol ซึ่งใช้เป็นตัวท าละลาย Piperine 

3) กลุ่มไขมันในเลือดสูงที่ได้รับ Piperine (40 mg/Kg BW): ได้รับอาหารไขมันสูงตามสูตรข้างต้น 
และ ได้รับ Piperine ในขนาด 40 mg/Kg BW โดยเริ่มให้พร้อมกัน และร่วมกันกับอาหารไขมันสูง  

4) กลุ่มไขมันในเลือดสูงที่ได้รับ Piperine (80 mg/Kg BW): ได้รับอาหารไขมันสูงตามสูตรข้างต้น 
และ ได้รับ Piperine ในขนาด 80 mg/Kg BW โดยเริ่มให้พร้อมกัน และร่วมกันกับอาหารไขมันสูง  

5) กลุ่มไขมันในเลือดสูงที่ได้รับยา Symvastatin (2 mg/Kg BW): ได้รับอาหารไขมันสูงตามสูตร
ข้างต้น และ ได้รับยา Symvastatin ในขนาด 2 mg/Kg BW โดยเริ่มให้พร้อมกัน และร่วมกันกับ
อาหารไขมันสูง (Vijayakumar and Nalini, 2006) 

สัตว์ทดลองจะได้รับสารต่าง ๆ ตามรายละเอียดข้างต้นติดต่อกันนานเป็นเวลา 8 สัปดาห์ โดยจะถูกวัด
ค่าต่าง ๆ ดังนี้ 

1. วัดน้ าหนักตัวและระดับไขมันในเลือดสัปดาห์ละ 1 ครั้ง  
2. วัดความดันโลหิต และอัตราการเต้นของหัวใจทุก 2 สัปดาห์ 

หลังจากนั้นสัตว์ทดลองจะถูกท าให้ตายอย่างสงบ แล้วจึงแยกหลอดเลือดแดงเอออตาร์เพ่ือน าไปศึกษา
การท างานต่อไป ซากสัตว์ทดลองที่เสียชีวิตแล้วจะถูกเก็บไว้ในที่เย็นประมาณ -20oC จนกว่าจะน าไป
ท าลาย 

 เกณฑ์การคัดเลือกหรือคัดแยกสัตว์ทดลอง (Inclusion and Exclusion criteria)  
ก่อนเริ่มท าการวิจัย ทีมผู้วิจัยจะคัดเลือกหรือคัดแยกหนูทดลอง โดยใช้หลักเกณฑ์ดังต่อไปนี้ 
1) จะเลือกเฉพาะหนูทดลองเพศผู้ ที่มีสายพันธุ์แน่นอน คือ พันธุ์ Sprague Dawley rat ซึ่งจะสั่งซื้อ
จากส านักสัตว์ทดลองแห่งชาติ อ.ศาลายา จ.นครปฐม เท่านั้น 
2) จะเลือกเฉพาะหนูหนุ่มที่มีขนาดน้ าหนักตัวระหว่าง 150-200 กรัม 
3) จะไม่เลือกหนูทดลองที่ก าลังป่วย มีไข้ หรือมีการติดเชื้อ  
4)    หนูที่ใช้ต้องมีระดับไขมันปกติ โดยจะเจาะเลือดหนูทุกตัวเพื่อตรวจวัดระดับไขมันก่อนเริ่มท าการ
ทดลอง 
 เกณฑ์การให้เลิกจากการศึกษา (Discontinuation criteria)  
ในขณะก าลังด าเนินการวิจัย ทีมผู้วิจัยมีเกณฑ์ยุติการศึกษา (นอกเหนือจากการสิ้นสุดการวิจัย) โดยใช้
หลักดังต่อไปนี้ 
1) หนูทดลองที่มีสภาพร่างกายไม่สมบูรณ์ 
2) หนูทดลองที่ป่วย มีไข้ ติดเชื้อ หรือได้รับบาดเจ็บ  
3) หนูทดลองที่มีความผิดปกติทางจิตและพฤติกรรม เช่น หวาดระแวง ดุร้าย หรือ ก้าวร้าว เป็นต้น 
4) หนูทดลองที่ถูกคัดออกจะถูกท าให้เสียชีวิตอย่างสงบด้วย CO2 
 
3 การศึกษาผลของ Piperine ต่อน้ าหนักตัว ความดันเลือดเลือด อัตราการเต้นของหัวใจและ
ระดับไขมันในเลือด 
- สัตว์ทดลองทุกกลุ่มจะถูกวัดน้ าหนักสัปดาห์ละ 1 ครั้ง  
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- สัตว์ทดลองจะถูกน ามาวัดความดัน Systolic blood pressure และ อัตราการเต้นของหัวใจทุก ๆ 2 
สัปดาห์ ติดต่อกันตลอดระยะเวลาที่ศึกษาวิจัย โดยเป็นการวัดความดันเลือดจากหลอดเลือดที่หางโดย
ใช้อุปกรณ์ Non-Invasive Blood Pressure (NIBP) Controller (A.D. Instruments, Castle Hill, 
Australia) ค่าความดันเลือดที่วัดได้จะถูกบันทึกโดยอุปกรณ์ MacLab A/D converter (Chart V4; 
A.D. Instruments, Castle Hill, Australia) ทั้งนี้หนูทุกตัวจะถูกฝึกให้อยู่ใน Restrainer เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ก่อนเริ่มการทดลองจริงเพื่อลดความเครียดของสัตว์ทดลองที่อาจเกิดข้ึนระหว่างการวัดความดัน
โลหิต 
- การวัดระดับของไขมันจะท าทุก ๆ สัปดาห์ ๆ ละ 1 ครั้ง ติดต่อกันตลอดระยะเวลาที่ศึกษาวิจัย โดย
จะเจาะเลือดจากหลอดเลือดด าบริเวณหางในปริมาณ 0.5 ml ต่อครั้งต่อตัว เพ่ือไปวัดระดับ Total 
cholesterol, Triglyceride, และ High density lipoprotein โดยวิธี Enzymatic assay 
 
4 การศึกษาผล Piperine ต่อการท างานของหลอดเลือดเอออตาร์ 
เมื่อสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง โดยสัตว์ทดลองจะถูกท าให้เสียชีวิตอย่างสงบโดยใช้ยาสลบก่อนจึงตัด

ขั้วหัวใจ แล้วแยกเอาหลอดเลือดแดงเอออตาร์ออกมา จากนั้นจึงน าหลอดเลือดไปแขวนในหลอดทดลองที่
มีสารละลาย Physiological solution หรือ KREBS solution ที่มีส่วนประกอบ คือ NaCl 122 mM; KCl 
5 mM; N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N-[2-ethane-sulfonic acid] (HEPES) 10 mM; KH2PO4 
0.5 mM; NaH2PO4 0.5 mM; MgCl2 1 mM; glucose 11 mM and CaCl2 1.8 mM และ ปรับ pH 
= 7.3 ด้วย NaOH ตลอดจนควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส หลอดเลือดที่แยกได้แล้วจะถูก
แขวนด้วยแรงตึงที่ระดับ optimal tension (1 กรัม) และ ทิ้งไว้ให้เข้าสู่สมดุลอย่างน้อยครึ่งชั่วโมงก่อนท า
การทดลองโดยท าการเปลี่ยน KREBS solution ทุกๆ 15 นาท ี

การตอบสนองของหลอดเลือดจะถูกวัดในรูปการเปลี่ยนแปลงของแรงตึงตัวของหลอดเลือดที่เกิด ขึ้น
เมื่อมีการหยดสาร Phenylephrine (10-5 M) เพ่ือท าให้หลอดเลือดหดตัวก่อน จากนั้นจึงหยด 
Acetylcholine (10-7-10-3 M) ซึ่งเป็นสารที่ท าให้หลอดเลือดคลายตัวโดยออกฤทธิ์ที่ Endothelium มี
ผลเพ่ิมการหลั่ง Nitric oxide การเปลี่ยนแปลงของแรงที่เกิดขึ้นจะถูกวัดโดยตัวแปลงสัญญาณความแรง 
(force transducer) และ กราฟการตอบสนองที่ได้จะถูกบันทึกโดยชุดอุปกรณ์แมคแลบคอมพิวเตอร์ 
(MacLab, ADInstrument, Sydney, Australia)  

 
5 วิเคราะห์ผลการทดลอง 
ข้อมูลที่ได้จากการวิจัยที่เป็นข้อมูลเชิงปริมาณซึ่งจะถูกน ามาวิเคราะห์ทางสถิติโดยการหาค่า เฉลี่ย 

(Mean) และ ความน่าเชื่อถือของค่าเฉลี่ยโดยใช้ค่า standard error of the mean (S.E.M) การ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มควบคุม และ กลุ่มทดลอง จะท าโดยวิธี Student t-
test และหรือ ANOVA ตามความเหมาะสม ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับลักษณะและจ านวนกลุ่มของข้อมูลที่ต้องการ
เปรียบเทียบความแตกต่าง และ ค่า p value <0.05 ถือว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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โครงการย่อยท่ี 3: การวิเคราะห์ผลของสารไพเพอรีนต่อการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในตับหนูที่มีภาวะ
ไขมันในเลือดสูง 

1. การเตรียมตัวอย่างโปรตีน 

เมื่อสิ้นสุดระยะเวลาการให้หนูกินสารไพเพอรีนสัตว์ทดลองจากโครงการย่อยที่ 2 สัตว์ทดลองจะถูกท า
ให้เสียชีวิตอย่างสงบ แล้วแยกเอาตับและอวัยวะส่วนอื่นๆเช่น ไต, ม้าม, หลอดเลือด, หัวใจ, สมอง เป็นต้น 
ออกมา ตับและอวัยวะต่าง ๆ ที่ได้จะถูกเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เพ่ือคงสภาพการเป็นเนื้ อเยื่อไว้ เนื้อ
ตับน้ าหนัก 1 กรัม ถูกน ามาบดด้วยเครื่องบดเนื้อเยื่อ และถูกย่อยด้วยสารเคมี เพ่ือท าลายผนังของเซลล์
ตับ โปรตีนที่สกัดได้จะถูกวัดปริมาณด้วยวิธีมาตรฐาน Bradford เพ่ือใช้ในการประมาณการแยกด้วยแยก
ด้วยไฟฟ้าบน SDS-PAGE  

2. การแยกโปรตีน 

ท าการแยกโปรตีนที่สกัดจากตับโดยใช้ SDS-PAGE ซึ่งสารละลายโปรตีนจะถูกแยกใน12% 
acrylamide gel และให้กระแสไฟฟ้าขนาด 10 มิลลิแอมป์เป็นเวลา 30 นาที ตามด้วย 25 มิลลิแอมป์ไป
จนกว่าแถบของ bromophenol blue ติดอยู่เบื้องล่างของเจล เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการดังกล่าว สามารถ
ติดตามโปรตีนได้โดยการย้อมสีย้อม Coomassie G-250 หรือ silver stain และสามารถเก็บรักษาสภาพ
เจลที่ 4 องศาเซลเซียส 

3. การพิสูจน์เอกลักษณ์โปรตีนโดยใช้เทคนิค Mass Spectrometry 

หลังจากที่ได้ท าการแยกและเปรียบเทียบแถบโปรตีนที่มีความแตกต่างกันมาท าการพิสูจน์เอกลักษณ์
ของโปรตีน โดยการตัดเอาแถบของโปรตีนบนเจลตามต าแหน่งโปรตีนมาตรฐานให้มีขนาด 1 X 1 มม. แล้ว
ท าการย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน(Trypsin) เพ่ือตัดสายโพลีเปปไทป์สายยาวให้เป็นสายสั้นๆ (5 ถึง 10 
กรดอะมิโน) แล้วเข้าทดสอบด้วยเครื่อง mass spectrometry (LC-MS/MS) โดยเครื่องจะเก็บข้อมูลเป็น 
peak  ของมวลโมเลกุลของแต่ละสายโปรตีน แล้วเทียบ peak ดังกล่าวด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ 
DecyderTM MS เพ่ือระบุความแตกต่างของล าดับกรดอะมิโนที่วิเคราะห์ได้ และน าข้อมูลล าดับกรดอะมิ
โนที่ได้เทียบฐานข้อมูลในโปรแกรม MASCOT (Matrix Science Ltd, London, UK) โดยใช้ฐานข้อมูล
ของ NCBInr 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
โครงการย่อยท่ี 1: ไพเพอรีนและอนุพันธ์ยับยั้งอ็อกซิเดชั่นของไลโปโปรตีนความหนาแน่นต่ า 
และการน าเข้าเซลล์แมคโครฟาจ 
 
การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ (Cell viability test) 

ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3 เมื่อท าการทดสอบที่ระดับความเข้มข้น ethanol ต่างๆ ซึ่งเป็นสารที่
ใช้ส าหรับการละลายของไพเพอรีนและอนุพันธ์ในการทดลองนี้ พบว่า ที่ระดับความเข้มข้น 1% และ 
0.5% ของ ethanol พบว่ามีผลน้อยต่ออัตราการมีชีวิตของซลล์ ผู้วิจัยจึงเลือกที่ระดับความเข้มข้น 1% 
ethanol ส าหรับการละลายของ piperine และอนุพันธ์ในการทดลองนี้ อีกทั้งที่ระดับความเข้มข้น
ดังกล่าวช่วยในการท าละลายของไพเพอรีนและอนุพันธ์ได้เป็นอย่างดี  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 ผลของ ethanol ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ murine macrophage RAW264.7 cells  

โดยเลี้ยงเซลล์ที่ระดับความเข้มข้น 1%, 10%, 12.50%, 4%, 2%, 1%, และ 0.50% ของ 
ethanol เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ววัด % cell viability ด้วย MTT assay ค่าท่ีแสดงเป็นค่า 
Mean±SEM โดยแต่ละการทดลองท าซ้ าอย่างน้อย 3 ครั้ง (triplication) 
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รูปที่ 4 ผลของ piperine และอนุพันธ์ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ Murine macrophage 

RAW264.7 cells  เลี้ยงเซลล์ด้วยสารตัวอย่างที่ระดับความเข้มข้น 1, 10 และ 100 µM เปน็
เวลา 24 ชั่วโมง แล้ววัด cell viability ด้วย MTT assay ค่าท่ีแสดงเป็นค่า Mean±SEM จาก 3 
การทดลองโดยแต่ละการทดลองท าซ้ าอย่างน้อย 3 ครั้ง (triplication) 
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รูปที่ 5 สรุปผลของ piperine และอนุพันธ์ที่ความเข้มข้นต่าองๆ ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 

Murine macrophage RAW264.7 cells 
 
ผลการทดลอง ดังแสดงในรูปที ่4 A, B และ C พบว่าสารที่ระดับความเข้มข้น 100 M และ 10 M 

ท าให้เซลล์ Murine macrophage RAW264.7 cells ตายไป คงเหลือเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ประมาณ 30% 
และ 50%  ตามล าดับ ส่วนที่ระดับความเข้มข้น 1 M จะมีผลต่ออัตราการตายของเซลล์น้อย คือ มีค่า 
cell viability อยู่ที่ประมาณ 80% cell viability  ซึ่งถือว่าเป็นระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมในการ
ทดสอบฤทธิ์ความสามารถในการยับยั้ง lipid peroxidation ในเซลล์หรือในการศึกษาต่อไป 
 
การเกิด lipid oxidation ของ LDL  

การทดสอบ piperine และอนุพันธ์ในการยับยั้งปฏิกิริยาของการเกิด lipid oxidation ของ LDL 
ผู้วิจัยไดท้ าการศึกษาเปรียบเทียบกับ trolox (vitamin E analog)  การเหนี่ยวน าให้เกิด oxidation ท าได้
โดย incubate LDL ด้วย CuSO4 ที่ความเข้มข้น 50 µM ที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ผลการ
ทดลองดังแสดงในรูปที่ 6 พบว่า LDL ถูกเหนี่ยวน าให้เกิด oxidation ด้วย CuSO4 ได้ดี ส่วนการทดสอบ 
piperine และอนุพันธ์ พบว่าที่ระดับความเข้มข้น10 และ 100 µM มีความสามารถในการยับยั้ง lipid 
peroxidation ได้ดีกว่า 1 µM เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยั้ง lipid peroxidation จะเห็นได้ว่า ที่
ระดับความเข้มข้น 100 µM ได้แก่ สารตัวอย่างรหัส AI0 และ AI2 มีฤทธิ์ใกล้เคียงกับ trolox ที่ระดับ
ความเข้มข้นเดียวกัน และสารตัวอย่างรหัสทั้งหมดยังแสดงฤทธิ์ยับยั้งได้ดีกว่าระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่า
ของสารตัวอย่างรหัสเหล่านั้นเป็น dose-dependent pattern  ที่ระดับความเข้มข้น 10 µM ได้แก่ สาร
ตัวอย่างรหัส AI0 มีฤทธิ์ยับยั้งได้ดีกว่า trolox และสารตัวอย่างรหัส AI2, AI3, AI9 และ AI23 มีฤทธิ์
ใกล้เคียงกับ trolox ที่ระดับความเข้มข้นเดียวกัน ที่ระดับความเข้มข้น 1 µM พบว่าไม่มีสารตัวอย่างรหัส
ใดมีฤทธิ์ยับยั้งได้ดีกว่าหรือใกล้เคียงกับ trolox 
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รูปที่ 6 ผลของการทดสอบ piperine และอนุพันธ์ต่อ lipid peroxidation ทีเ่หนี่ยวน าให้เกิด 
oxidation ด้วย CuSO4 โดยเติม piperine และอนุพันธ์ ที่ความเข้มข้น 1, 10 และ 100 µM 
ค่าท่ีแสดงเป็นค่า Mean±SD จาก 3 การทดลองโดยแต่ละการทดลองท าซ้ า 3 ครั้ง (triplication) 
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รูปที่ 7 สรุปผลของการทดสอบ piperine และอนุพันธ์ที่ความเข้มข้นต่างๆต่อ lipid 
peroxidation ที่เหนี่ยวน าให้เกิด oxidation ด้วย CuSO4 

 
การทดสอบการเป็น reducing agent ด้วยวิธี FRAP 
 จากผลการทดลอง reducing activity ด้วย FRAP assay โดยการทดลองนี้ได้ท าการเปรียบเทียบ
กับ trolox และ ascorbic acid  ผลการทดลองในการทดสอบฤทธิ์การเป็น reducing agent โดยทดสอบ
ความสามารถในการเปลี่ยน Fe3+ ไปเป็น Fe2+  ดังแสดงในรูปที่ 7 พบว่า piperine และสารอนุพันธ์ของ 
piperine ที่ระดับความเข้มข้น 100 µM ของสารตัวอย่างทุกรหัส มีความสามารถในเป็น reducing agent 
ได้ดีกว่า ที่ระดับความเข้มข้น 10 และ 1 µM ตามล าดับ  จากผลการทดลองพบว่า สาร AI0, AI1 และ AI7 
เป็นสาร reducing agent ที่ดี ระดับความเข้มข้น 100 µM เมื่อเปรียบเทียบกับสารตัวอย่างรหัสอ่ืนที่
ระดับความเข้มข้นเดียวกันอย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับ trolox จะเห็นได้ว่าสาร AI0,  AI1 เป็นสาร 
reducing agent ที่ฤทธิ์ใกล้เคียงกัน ส่วนกรณีเปรียบเทียบกับ ascorbic acid จะเห็นได้ว่าสาร AI0,  AI1 
เป็นสาร reducing agent ที่ฤทธิ์ที่ดีกว่าที่ระดับความเข้มข้น 10, 100, 1000 µM 
 ส่วนความสามารถการเป็นสาร reducing agent ของสารตัวอย่างรหัสที่เหลือนั้น ไม่ดี
เท่าท่ีควร เมื่อเที่ยบกับฤทธิ์ของ Trolox และ Ascobic ที่ระดับความเข้มข้นเดียวกัน 
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รูปที่ 7 การทดสอบ reducing activities ของ piperine และสารอนุพันธ์ ด้วยวิธี FRAP 
assay ค่าท่ีแสดงเป็นค่า Mean±SEM จากระดับความเข้มข้น 10, 100, 1000 µM โดยแต่ละ
การทดลองท าซ้ าอย่างน้อย 3 ครั้ง (triplication)   



 19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 สรุปผลการทดสอบ reducing activities ของ piperine และสารอนุพันธ์ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ 
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โครงการย่อยท่ี 2: ผลของสารไพเพอรีนต่อระดับไขมัน และหน้าที่ของหลอดเลือดในหนูที่มีภาวะไขมัน
ในเลือดสูง 

1. ผลของการให้สารไพเพอรีนต่อน้ าหนักตัวและปริมาณอาหารที่กินต่อวัน 
จากการชั่งน้ าหนักตัวและปริมาณอาหารที่หนูกินตลอดช่วงระยะเวลาการทดลองพบว่า หนูทดลองมี

การเจริญเติบโตเป็นปกติในทุกกลุ่ม  โดยพบว่าหนูกลุ่มควบคุม (control) มีการเพ่ิมขึ้นของน้ าหนักตัวมาก
ที่สุดและในกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูงร่วมกับสารสกัดไพเพอรีน ขนาด 40 mg/kg (กลุ่ม 
PIP40) 80 mg/kg (กลุ่ม PIP80) และ Simvastatin 2 mg/kg (กลุ่ม Sim) มีการเพ่ิมขึ้นของน้ าหนักตัวไม่
แตกต่างจากกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูงเพียงอย่างเดียว (กลุ่ม HC) (รูปที่ 1A) 

A 

  
B 

 
 

รูปที่ 1 ผลของการให้สารไพเพอรีนขนาด 40mg/kg BW (PIP40) 80 mg/kg BW (PIP80) หรือยา 
Simvastatin 2 mg/kg BW (Sim) ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ต่อ
การเพ่ิมขึ้นของน้ าหนักตัว (A) และ ปริมาณอาหารที่หนูกินต่อวัน (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(control) และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) ค่าต่าง ๆ คือ means ± sem, n=6-8 
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เช่นเดียวกับปริมาณอาหารที่หนูกินในแต่ละวัน พบว่าหนูทุกกลุ่มกินอาหารได้ในปริมาณที่
ใกล้เคียงกัน โดยหนูกลุ่ม control กินอหารได้มากกว่ากลุ่มอ่ืนเล็กน้อยในขณะที่หนูในกลุ่ม HC, PIP40, 
PIP80 และ Sim กินอาหารได้ในปริมาณท่ีไม่แตกต่างกัน (รูปที่ 1B) 

 
2. ผลของการให้สารไพเพอรีนต่อค่าความดันโลหิต Systolic และอัตราการเต้นของหัวใจ 

 ผู้วิจัยได้ท าการวัดค่าความดันโลหิต systolic blood  pressure (SBP) ของหนูในกลุ่ม control, 
HC, PIP40, PIP80 และ Sim เป็นช่วงเวลาดังนี้คือ ก่อนการทดลอง (week0) หลังการทดลอง 4 สัปดาห์ 
(week4) และหลังการทดลอง 8 สัปดาห์ (week8) โดยพบว่าค่า SBP ในหนูทดลองแต่ละกลุ่มมีแนวโน้ม
เพ่ิมมากขึ้น เมื่อเวลาผ่านไป 8 สัปดาห์ แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (รูปที่ 2A) ส่วนอัตราการ
เต้นของหัวใจ (Heart rate; HR) เมื่อเปรียบเทียบทั้งก่อนและหลังการทดลองพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน
ในหนูแต่ละกลุ่ม (รูปที่ 2B) 

 
A 
  

 
 
 
 
 
 
 



 22 

 
B 
  

 
 

รูปที่ 2 ผลของการให้สารไพเพอรีนขนาด 40mg/kg BW (PIP40) 80 mg/kg BW (PIP80) หรือยา 
Simvastatin 2 mg/kg BW (Sim) ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ ต่อ
ค่าความดัน systolic blood pressure (A) และ อัตราการเต้นของหัวใจ (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(control) และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) ค่าต่าง ๆ คือ means ± sem, n=6-8 

 
3. ผลของการให้สารไพเพอรีนต่อค่าชีวเคมีในเลือดในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเสสเตอรอลสูง 

3.1 ผลของสารสกัดไพเพอรีนต่อระดับ total cholesterol  
ภายหลังการทดลองผ่านไป 8 สัปดาห์ พบว่าการให้อาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูงส่งผลให้ระดับ

ระดับ total cholesterol ในหนูกลุ่ม HC เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p<0.05; รูปที่ 3) 
และเมื่อเปรียบเทียบระดับ total cholesterol ระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารสกัดไพเพอรีนกับกลุ่ม HC พบว่า
ไพเพอรีนที่ขนาด 80 mg/kg และ Simvastatin 2 mg/kg มีผลลดระดับ total cholesterol ในกระแส
เลือด (รูปที่ 3) ได้อย่างมีนัยส าคัญในสัปดาห์ที่ 8 โดยมีระดับ total cholesterol ไม่แตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุม 

จากข้อมูลนี้สามารถสรุปได้ว่าการให้สารสกัดไพเพอรีนขนาด 80 mg/kg เป็นระยะเวลา 8 
สัปดาห์ ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูงมีผลลดระดับ total cholesterol ในกระแสเลือดได้ 
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รูปที่ 3 ผลของการให้สารไพเพอรีนขนาด 40mg/kg BW (PIP40) 80 mg/kg BW (PIP80) หรือยา 
Simvastatin 2 mg/kg BW (Sim) ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ ต่อ
ระดับ total cholesterol ในกระแสเลือดเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มที่ได้รับอาหาร
ที่มีคอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) ค่าต่างๆ คือ means ± sem, n=6-8 

* คือ มีค่าทางชีวเคมีแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
** คือ มีค่าทางชีวเคมีแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 
3.2 ผลของสารไพเพอรีนต่อระดับ triglycerides 

ภายหลังการทดลองผ่านไป 8 สัปดาห์ พบว่าระดับของ triglyceride มีค่าเพ่ิมขึ้นทั้งในกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง (รูปที่ 4) การให้ไพเพอรีนที่ขนาด 40, 80 mg/kg 
และ Simvastatin 2 mg/kg มีผลลดระดับ triglyceride ในกระแสเลือด (รูปที่ 4) ได้อย่างมีนัยส าคัญใน
สัปดาห์ที่ 8 โดยมีระดับ total cholesterol แตกต่างจากกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง 
(p<0.05) 
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รูปที่ 4 ผลของการให้สารไพเพอรีนขนาด 40mg/kg BW (PIP40) 80 mg/kg BW (PIP80) หรือยา 
Simvastatin 2 mg/kg BW (Sim) ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ ต่อ
ระดับ triglyceride ในกระแสเลือดเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มี
คอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) ค่าต่าง ๆ คือ means ± sem, n=6-8 
* p<0.05, ** p<0.01 คือ มีค่าทางชีวเคมีแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้
อาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) 

 
3.3 ผลของสารสกัดไพเพอรีนต่อระดับ HDL 
ภายหลังการทดลองผ่านไป 8 สัปดาห์ พบว่าระดับของ HDL มีแนวโน้มลดลงในทุกกลุ่มยกเว้น

กลุ่มท่ีได้รับยา simvastatin (รูปที่ 5) ซึ่งมีผลท าให้ HDL เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.001) 
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รูปที่ 5 ผลของการให้สารไพเพอรีนขนาด 40mg/kg BW (PIP40) 80 mg/kg BW (PIP80) หรือยา 
Simvastatin 2 mg/kg BW (Sim) ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ ต่อ
ระดับ HDL ในกระแสเลือดเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มี
คอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) ค่าต่าง ๆ คือ means ± sem, n=6-8 
* p<0.001 คือ มีค่าทางชีวเคมีแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม กลุ่ม 
PIP40, PIP80 และ กลุ่ม HC 
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3.4 ผลของสารสกัดไพเพอรีนต่อระดับ fasting blood glucose 

ภายหลังการทดลองผ่านไป 8 สัปดาห์ พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงของ Fasting blood glucose (รูป 6) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 6 ผลของการให้สารไพเพอรีนขนาด 40mg/kg BW (PIP40) 80 mg/kg BW (PIP80) หรือยา 
Simvastatin 2 mg/kg BW (Sim) ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ ต่อ
ระดับ Fasting blood glucose ในกระแสเลือดเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มที่ได้รับ
อาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) ค่าต่าง ๆ คือ means ± sem, n=6-8 

 
 

4. ผลของการให้สารสกัดไพเพอรีนต่อการคลายตัวของหลอดเลือดเอออร์ต้า 
จากการศึกษาการคลายตัวของหลอดเลือดที่เหนี่ยวน าโดยการให้สาร acetylcholine ที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ กันนั้น และน าข้อมูลมาท า concentration response curve (รูปที่ 7) แล้วพบว่าหลอด
เลือดเอออร์ต้าของหนูกลุ่ม HC มีความสามารถในการคลายตัวลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม control 
และการให้สารสกัดไพเพอรีนขนาด 40mg/kg หรือ 80mg/kg (PIP40, PIP80) สามารถช่วยฟ้ืนฟูการ
ท างานของหลอดเลือดได้ 

จากข้อมูลนี้บ่งชี้ว่าการให้อาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูงแก่สัตว์ทดลองมีผลท าให้ความสามารถใน
การคลายตัวของหลอดเลือดเอออร์ต้าลดลง และการให้สารสกัดไพเพอรีนมีส่วนช่วยฟ้ืนฟูการท างานของ
หลอดเลือดได้ 
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รูปที่ 7 แสดงผลของการให้สารสกัดไพเพอรีนขนาด 40 mg/kg หรือ 80 mg/kg หรือ simvastatin 
2mg/kg เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ต่อการท างานของหลอดเลือดเอออร์ต้า ในหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูง 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีคอเลสเตอรอลสูง (กลุ่ม HC) แกน X คือ
ค่าความเข้มข้นของ Acetylcholine (log M) ส่วนแกน Y แสดง % Contraction ค่าต่าง ๆ คือ Mean ± 
SEM, n=6-8 
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โครงการย่อยท่ี 3: การวิเคราะห์ผลของสารไพเพอรีนต่อการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในตับหนูที่มีภาวะ
ไขมันในเลือดสูง 
 
กราฟแสดงน้ าหนักอวัยวะสัมพันธ์ 
 

 
 
หมายเหตุ:  
  น้ าหนักอวัยวะสัมพันธ์(กรัม%)=  น้ าหนักอวัยวะ (กรัม)     X 100 
         น้ าหนักตัว(กรัม) 
 
ผลการศึกษาแผนภูมิโปรตีนโดยใช้เทคนิค SDS-PAGE 

การศึกษาผลของสารไพเพอรีนต่อการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในตับหนู ในหนูทดลอง Sprauge 
Dawley เพศผู้ น้ าหนัก 200-210กรัม (n=6-8) ในกลุ่มควบคุมที่ได้รับสารโพรเพอรีนไกลคอล และกลุ่มที่
ได้รับสารไพเพอรีน ในปริมาณ 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ จากนั้นวิเคราะห์
โปรตีนในตับด้วยเทคนิค SDS-PAGE ผลที่ได้พบว่า แถบโปรตีนของตับทั้งในกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับ
สารสารไพเพอรีน จากการ load ในปริมาณที่เท่ากัน 500µg/lane จากการวิเคราะห์ด้วยตาเปล่าใน
เบื้องต้น ยังไม่พบความแตกต่างของแถบโปรตีนระหว่าง กลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง (ดังแสดงในภาพ A 
และ B)  
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บทที่ 4 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

  
โครงการย่อยท่ี 1: ไพเพอรีนและอนุพันธ์ยับยั้งอ็อกซิเดชั่นของไลโปโปรตีนความหนาแน่นต่ าและการ
น าเข้าเซลล์แมคโครฟาจ 

จากผลการทดลองทั้งหมดผู้วิจัยได้เริ่มต้นท าการทดสอบผลของสารตัวอย่างจาก piperine และ
อนุพันธ์ต่อการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ พบว่า ที่ระดับความเข้มข้นต่ า (1 µM) สารมีผลต่ออัตราการมีชีวิตต่ า
กว่าสารที่ระดับความเข้มข้น (10 µM และ 100 µM)  ดังนั้น จึงพิจารณาน าเอาระดับความเข้มข้นที่ท า
การทดสอบโดยวิธี MTT assay ซึ่งไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ macrophage น าไปใช้ในการทดลองระดับ
เซลล์ นั่นคือ ที่ระดับความเข้มข้น 1 µM ซึ่งเป็นระดับที่เหมาะสม ส าหรับผลการทดลองเกี่ยวกับคุณสมบัติ
ต่อต้านอนุมูลอิสระ (antioxidation) โดยใช้วิธี TBARs assay และ วิธี FRAP assay พบว่าสารที่มี
คุณสมบัติที่ดี AI0 และ AI1 ที่ระดับความเข้มข้น 100 µM และ 10 µM  ทั้งค่า % inhibition  และ
ความสามารถ reducing agent ที่มีค่ามาก ส่วนสารตัวอย่างรหัส  AI2, AI3, AI4, AI5, AI7, AI9, AI10, 
AI20 และ AI23 ที่ระดับความเข้มข้น 100 µM และ 10 µM  มีค่า % inhibition ทีสู่งเพียงอย่างเดียว
เท่านั้น ส่วนที่ระดับความเข้มข้น 1 µM จะพบเพียงสารตัวอย่างรหัส AI3, AI4, AI5, AI9, AI0, A20 และ 
AI23 มีค่า % inhibition ที่สูง ดังนั้นจะเห็นได้ว่าสารที่มีคุณสมบัติที่ดีในการต่อต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidation) ทั้งค่า % inhibition  และความสามารถ reducing agent ที่มีค่ามากจึงเหมาะสมต่อ
การน าไปทดสอบในเซลล์ต่อไป 
 

โครงการย่อยท่ี 2: ผลของสารไพเพอรีนต่อระดับไขมัน และหน้าที่ของหลอดเลือดในหนูที่มีภาวะไขมัน
ในเลือดสูง 

การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการให้ piperine พร้อมกับ cholesterol นาน 8 สัปดาห์มีผลลด 
weight gain ลด total cholesterol (TC) และ triglyceride (TG) ซึ่งสอดคล้องการการศึกษาที่ผ่านมา
โดย Shah และ คณะที่รายงานว่า piperine สามารถลด TC, TG และ fat mass แต่ไม่มีผลต่อ food 
intake ในหนูที่มีภาวะ hyperlipidemia อย่างไรก็ดีมีบางรายงานที่พบว่า piperine มีผลเพ่ิม food 
consumption 

มีรายงานว่า piperine อาจมีผลต่อการดูดซึมของ cholesterol แต่ผลการศึกษานี้ยืนยันว่า 
piperine ออกฤทธิ์แบบ systemic เนื่องจากการทดลองได้ถูกออกแบบให้มีการให้ cholesterol ห่างจาก
การให้ piperine เป็นระยะเวลาห่างกัน 8 ชั่วโมง เพ่ือลดปัญหาการรบกวนการดูดซึมของ piperine และ 
cholesterol ดังนั้นกลไกการออกฤทธิ์ของ piperine จึงไม่น่าจะเกี่ยวข้องกับการรบกวนการดูดซึมของ 
cholesterol 

เนื่องจาก piperine มีโครงสร้างที่คล้ายกับ melanocortin (MC)-4 agonist จึงมีการเสนอว่า 
piperine อาจออกฤทธิ์โดยการกระตุ้น MC-4 receptor ที่สมองส่วน hypothalamus แล้วส่งผลลด
ความอยากอาหารและเพ่ิม insulin sensitivity ส่วนกลไกอ่ืน ๆ ของ piperine ที่เกี่ยวข้องกับการลด
ระดับไขมันในเลือดที่เคยมีรายงาน ได้แก่ 1) ยับยั้งการสังเคราะห์ cholesteryl ester (CE) 2) ยับยั้งการ
สะสมของ lipid และ lipoprotein โดยเปลี่ยนแปลงการท างานของ lecithin cholesterol transferase, 
lipoprotein lipase และ acyl-CoA cholesterol acyltransferase (ACAT) และ 3) ฤทธิ์ต้านการ
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อักเสบ การศึกษานี้พบว่า HDL ลดลงในทุกกลุ่มของสัตว์ทดลอง ซึ่งกลไกที่ส่งผลดังกล่าวยังไม่ชัดเจนว่า
เกิดจากอะไร  

เป็นที่ทราบกันดีว่าภาวะ hyperlipidemia มีผลท าให้เกิด endothelial dysfunction ซึ่งจะท า
ให้การคลายตัวของหลอดเลือดลดลง มีงานวิจัยที่รายงานภาวะดังกล่าวในสัตว์ทดลองที่มีภาวะ 
hyperlipidemia ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจัยในครั้งนี้ การให้ piperine มีผลท าให้การคลายตัวของหลอด
เลือดดีขึ้นในหนูที่มีภาวะ hyperlipidemia ซึ่งกลไกที่เกี่ยวข้องอาจได้แก่ 1) piperine ยับยั้ง ACAT และ
ลดการสังเคราะห์ CE ท าให้ลด lipid droplet และ ลดการเกิด foam cell ซึ่งเป็นสาเหตุของ 
endothelial dysfunction 2) piperine มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ 3) piperine ยับยั้งการแสดงออก
ของ cell adhesion molecules และ tumor necrosis factor-  ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดการอักเสบ 

โดยสรุป piperine สามารถลดระดับไขมันในเลือดได้ และ ช่วยให้การท างานของ endothelium 
ดีขึ้น ซึ่งอาจผ่านกลไกหลายอย่าง piperine จึงน่าจะมีบทบาทในการช่วยลดปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคใน
ระบบหัวใจร่วมหลอดเลือดได้ โดยควรมีการศึกษาในระดับคลินิกต่อไป 
  

โครงการย่อยท่ี 3: การวิเคราะห์ผลของสารไพเพอรีนต่อการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในตับหนูที่มีภาวะ
ไขมันในเลือดสูง 

การศึกษาผลของสารไพเพอรีนต่อการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในตับหนูด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
ผลที่ได้พบว่า แถบโปรตีนของตับทั้งในกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับสารสารไพเพอรีน จากวิเคราะห์ด้วย
ตาเปล่าในเบื้องต้น ยังไม่พบความแตกต่างของแถบโปรตีนระหว่าง กลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง  
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Introduction. Piperine is a major ingredient of black pepper and long pepper, which are 
widely used as a spice and in Ayurvedic medicine.  As an anti-hyperlipidemic, some 
reports show clear blood lipid reductions whilst others failed to show any effect.  
Therefore, we aimed to resolve this discrepancy and to show whether piperine could 
improve vascular endothelial function in cholesterol fed rats.  
Methods. Male Sprague-Dawley rats (180-250g) were made hypercholesterolemic by 

daily intragastric gavage of emulsified cholesterol for 8 weeks and piperine was given 8 

hr after cholesterol as appropriate to prevent digestive/absorptive interactions.  Animals 

were divided into 4 groups: (i) sham (control), (ii) cholesterol (HC) (iii) the cholesterol 

plus 40mg/kg piperine (Pip40), and (iv) cholesterol plus 80mg/kg piperine (Pip80).  

Serum total cholesterol (TC), triglycerides (TG) and high density lipoprotein (HDL) were 

measured at week0 and week8.  At week8, rats were killed and endothelium-dependent 

vasorelaxation induced by acetylcholine in isolated aortic rings.  
Results. Throughout the 8 week trial, treatment with piperine (40, 80mg/kg) reduced 
body weight gain and food intake per day compared with control.  The HC group 
exhibited elevation of both TC and TG.  Piperine at 80mg/kg but not low dose (40mg/kg) 
partially reduced TC, while both doses effectively normalised the elevated TG.  HDL was 
decreased in all animals including controls.  Hypercholesterolemic and 
hypertriglyceridemic rats showed significant reduction of acetylcholine-induced 
vasorelaxation of isolated aortae and this was prevented by treatment with piperine. 
Conclusion. This study showed that piperine reduced body weight gain, lowered TC and 
fully normalised TG and endothelial-mediated vasorelaxation of aorta.  Thus piperine 
could provide beneficial effects in weight control, antihyperlipidemia and counteracted 
the poor vascular endothelial function in hyperlipidemia.  
Supported by National Research Council of Thailand.
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Introduction 

Black pepper (Piper nigrum) and long pepper (Piper longum) have been widely used as 

spices and in Ayurvedic medicine mainly for its actions on the gastrointestinal tract.  

Their major active constituent, piperine, possesses various pharmacological actions 

including antioxidant (1, 2, 3), anti-inflammatory (4, 5), and anti-hypertensive (6) effects.  

Previous studies also showed it to reduce obesity and hyperlipidemia (7, 8, 9, 10), major 

risk factors for cardiovascular disease which has become global health problem.  

However, the findings for rodents are controversial: some studies reported that 

supplementing piperine with high fat diet reduced body weight, total cholesterol (TC) and 

triglycerides (TG) (8, 10).   In contrast, others demonstrated that a high carbohydrate, high 

fat diet with piperine produced no effect on both plasma TC and TG (9).  These 

discrepancies are likely to be due to differences in experimental protocol including 

method of administration. 

A consistent pathology resulting from hypercholesterolemia is endothelial dysfunction 

(11).  Thus, we hypothesize that if piperine could normalise blood cholesterol, endothelial 

function would benefit.  The present study was designed to demonstrate a hypolipidemic 

effect of piperine given as daily bolus doses separate from cholesterol.  Such a protocol 

reduces the confounding influences that piperine might have on the utilisation of the 

normal diet.  After 8 weeks on the diet, the endothelial-dependent vasorelaxant responses 

were characterised. 

Methods 

Animals 

Male Sprague-Dawley rats (180-250g) were obtained from the National Laboratory 

Animal Centre, Mahidol University, Salaya, Nakhorn Pathom, Thailand and maintained 

under standard conditions: 25+2ºC, 12 hours light-dark cycle and received tap water and 

commercial rat diet ad libitum.   Experimental protocols were approved by the Animal 

Ethics Committee, Naresuan University, Phitsanulok, Thailand. 

Experimental design 

To induce hypercholesterolemia, a freshly prepared cholesterol emulsion (12) was which 

comprised cholesterol 1500mg (Carlo Erba Reactifs, Italy), bile extract 750mg (Sigma 

Chemicals, MO, USA), coconut oil 750mg (PN Natural Products, Thailand) and distilled 

water 3ml.  The given dose of cholesterol in each animal was 1500mg/kg/ administered 

every morning for 8 weeks to each animal, except controls, as single intragastric feedings.  

Piperine (Sigma Chemicals) was also given by gavage 8 hr after the cholesterol to prevent 

piperine interfering with absorption.  

Animals were divided into 4 groups: (i) sham (control, n=6), (ii) cholesterol (HC, n=8) 

(iii) cholesterol plus 40mg/kg piperine (Pip40, n=8), and (iv) cholesterol plus 80mg/kg 

piperine (Pip80, n=6).  Piperine at 40mg/kg was previously shown to have an 

antihyperlipidemic effect (7), thus 40 and 80mg/kg were chosen in this study in order to 

evaluate its dose dependency.   Body weight and food consumption were recorded daily, 

while the lipid profile was measured at week0 and week8.  At week8, rats were 

anesthetized (Nembutal 20mg/kg, ip injection) and killed by exsanguination.   

Lipid profile measurement 

The rats were fasted overnight and then ~0.5ml of blood collected from the tail vein (12).  

Serum samples were centrifuged (7000g, 10min).  Serum lipid levels of TC, HDL and TG 

were determined using a commercial kit (HUMAN Gesellschaft für Biochemica und 

Diagnostica GmbH, Germany). 

Vasorelaxant activity 
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Immediately after, the rats were euthanised, the thoracic aorta was rapidly removed and 

cleaned of surrounding loose connective tissue and cut into rings 2-5 mm in length for 

tension measurements.   The rings were mounted on a pair of wires in organ baths 

containing aerated Krebs’ solution (mM): NaCl, 122; KCl, 5; [N-(2-hydroxyethyl) 

piperazine N-(2-ethanesulfonic acid)] (HEPES), 10; KH2PO4, 0.5; NaH2PO4, 0.5; MgCl2, 

1; glucose, 11; and CaCl2, 1.8 (pH 7.3), at 37 ºC and bubbled with air.  The vessel 

segments were allowed to stabilise for 1 hr at a resting tension of 1 g during which time 

the solution was refreshed every 15 min.  Following stabilisation, acetylcholine (Ach, 

0.01-10µM) induced endothelial mediated-relaxations were evaluated in phenylephrine 

(10μM) pre-contracted arterial rings.  Changes in isometric tension were measured using a 

force transducer (CB Sciences Inc., Milford, USA) connected to a MacLab A/D converter 

(Chart V5), stored and displayed on a personal computer.   

Statistical analysis 

All data are expressed as mean ± standard error of mean (SEM) of n animals.  Statistical 

significance was assessed using paired or un-paired Student’s t-test or analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey’s test, as appropriate.  In all comparisons, p values less 

than 0.05 were accepted as significant.   

Results 

Effect of piperine on body weight and food intake 

Control animals progressively gained weight from 243.3±7.6 to 444.8±10.9g (mean±SDs, 

n=6) throughout the 8 week trial, but all the treated rats showed a lower weight gain 

compared to controls (p<0.01 for HC (n=8), <0.001 for HC+Pip40 (n=8) and <0.01 for 

HC+Pip80 (n=6), Figure 1A).   For group HC+Pip80 the weight reduction was more 

pronounced than the HC and HC+Pip40 groups (p<0.05, Figure 1A).  The food intake per 

day reduced in all treatment groups compared to control (Figure 1B).  Piperine at 

40mg/kg appeared to cause greater effect than other treatments. 

Piperine improved the lipid profile 

Oral administration of cholesterol produced a clear increase of both serum TC (from 

89.6±3.4 (week0) to 148.3±8.8 (week8) mg/dL, p<0.001) and TG (from 76.2±5.7 (week0) 

to 124.9±11.1 (week8) mg/dL, p<0.01, Table 1).  Serum TC was increased (68%) but 

with piperine at 80mg/kg, this effect was smaller (to 45%), while 40mg/kg was apparently 

ineffective.  For triglycerides, both low (40mg/kg) and high doses (80mg/kg) of piperine 

normalised the elevated serum TG (Table 1).  HDL was consistently decreased across all 

groups of animal studied (Table 1). 

Piperine improved vasorelaxation 

Rats given cholesterol showed a reduced Ach-relaxations of isolated aorta (p<0.01 

compared to controls, Figure 2).  Thus the % maximum relaxation was decreased from 

100% to 84.7±3.2% (HC) of controls but the ID50 was unaffected.  Piperine at both low 

(40mg/kg) and high (80mg/kg) doses normalized the vasorelaxation of the aorta (p<0.05 

compared to HC, Figure 2). 

Discussion 

The present study showed that dosing with piperine for 8 weeks following a cholesterol 

gavage slowed the gain in body weight, partially reduced serum TC and completely 

restored serum TG.  Similar findings have been reported by previous studies using 

hyperlipidemic rat model by Shah et al (10) who demonstrated that piperine reduced body 

weight, TC, TG, and fat mass, but not food intake in obesity-induced dyslipidemia in 

high-fat diet rats.  This accords with the reduced adipose tissue mass with dietary piperine 

in rats (10).  In contrast, rats consuming piperine in the food showed increased food 

consumption (9).  Thus the difference might arise from gustatory drive.  
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Piperine may modulate cholesterol absorption (13).  However, in the present study the 

cholesterol was administered 8 hr before the piperine by which time the cholesterol will 

have been absorbed.  Thus, piperine is likely to be acting beyond the absorptive phase.   

Because of its structural similarity with a melanocortin (MC)-4 agonist, it was previously 

suggested that piperine might activate hypothalamic MC-4 receptors thus leading to 

decreased appetite and increase insulin sensitivity (10).  Other possible mechanisms of 

anti-obesity and lipid lowering effects of piperine might involve (i) the inhibitory action 

of piperine on cholesteryl ester (CE) synthesis, (ii) lipid and lipoprotein accumulation by 

modulating lecithin cholesterol transferase, lipoprotein lipase and acyl-CoA cholesterol 

acyltransferase (ACAT) (9) and (iii) anti-inflammatory actions (4, 5).   

In the present study, HDL was decreased across all animal groups.  The effects on HDL 

were ambiguous but there is an increasing realization that statins are also inadequate in 

high risk CVD patients who require additional therapy to raise HDLs (14).  Clearly, 

piperine would need similar supplementation. 

It is well known that hyperlipidemia plays a crucial role in endothelial dysfunction.  

Several lines of evidence demonstrated the impairment of endothelial-mediated 

vasorelaxation in dyslipidemic animal models (9, 15, 16), which is in agreement with our 

findings.  In the present study, treatment with piperine successfully restored the 

vasorelaxant function of aorta, consistent with the previous report (9).  Apart from its anti-

hyperlipidemia, several other mechanisms of action of piperine could be involved in 

vascular function improvement including: (i) piperine inhibited macrophage ACAT to 

decrease CE synthesis leading to a reduction of lipid droplets and foam cell formation, 

which prevent endothelial dysfunction (3), (ii) piperine possessed antioxidant activity, 

lowered lipid peroxidation, increased glutathione peroxidase and superoxide dismutase 

activity, thus protecting against oxidative damage of endothelial cells (1, 2, 3) and (iii) 

piperine inhibits expression of cell adhesion molecules and tumor necrosis factor- 

induced adhesion of neutrophils to endothelial cells, thus preventing or delaying the 

inflammatory process (4, 5).  Evidently, piperine has multiple actions but at this stage, 

clinical studies are needed to determine the effect(s) which have some impact on human 

disease.   

 

Conclusion 

We conclude that piperine reduced body weight gain, lowered TC and fully normalised 

TG, restored endothelial-mediated vasorelaxation of aorta and acts in the post-absorptive 

stage.  Thus piperine could provide beneficial effects in weight control, anti-

hyperlipidemia and vascular endothelial function. 
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Figure 1 

Effect of piperine on (A) weight gain (comparing week0 and week8) and (B) food intake 

(the averaged daily intake during the 8 week period).  Rats were fed daily with water 

(control), cholesterol (HC) or cholesterol with either 40mg/kg piperine (Pip40), or 

80mg/kg piperine (Pip80) as indicated.  All points are means±SEMs of all animals from 

groups as indicated (n=6-8).  P-values are indicated as 
*
p<0.01, 

**
p<0.001, 

***
p<0.0001 

compared to control; 
 
p<0.05 compared to HC+Pip80;  

#
p<0.00001, 

##
p<0.000001 

compared to control; 

p<0.05, 


p<0.01 compared to HC+Pip40.  All data points are 

mean±SEM (n=6-8).
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Figure 2 

Concentration-response curves for acetylcholine (0.01-10µM) induced-relaxations of 

isolated aortae removed from the animals immediately after killing at week8.  Rats were 

fed daily with water (control), cholesterol (HC) or cholesterol with either 40mg/kg 

piperine (Pip40), or 80mg/kg piperine (Pip80) as indicated.  The relaxations are expressed 

as % reduction of tension in vessels pre-contracted with phenylephrine: 100% relaxation 

= vessel tension before adding phenylephrine (10µM).  P-values using ANOVA are 

indicated *p<0.05, **p<0.01 (compared to control); 
#

p<0.05 (compared to HC+Pip80); 

p<0.05 (compared to HC+Pip40).  All data points are mean±SEM (n=6-8). 





 

Treatment 

Serum lipid (mg/dL)   

Total cholesterol Triglycerides  HDL 

Week 0 Week 8 Week 0 Week 8 Week 0 Week 8 

Control 88.6±1.5 109.4±3.7
*

 61.1±6.9 108.3±7.9
* 

37.3±0.7 28.6±0.6
** 

HC 89.6±3.4 148.3±8.8
**

 76.2±5.7

 124.9±11.1

* 
35.1±1.9 26.9±1.1

* 

HC+Pip40 88.1±2.4 160.3±11.4
**

 82.1±2.7


   82.1±13.5

 37.3±0.8 23.8±1.9

** 

HC+Pip80 84.5±2.2 122.2±3.4
** 

73.8±5.2   77.9±8.2
 

34.7±1.6 22.3±1.9
** 

 
Table 1 

Effect of piperine on serum concentrations of total cholesterol (TC), triglycerides (TG), and high density lipoprotein (HDL) measured at week 0 

and week 8, expressed as mg/dL for all parameters.  Rats were fed daily with water (Control), cholesterol (HC) or cholesterol with either 

40mg/kg piperine (Pip40), or 80mg/kg piperine (Pip80) as indicated.  P values using pair T-test (for W0 vs W8 of the same group/parameter) or 

ANOVA (for comparison between the 4 groups) are indicated *p<0.01, **p<0.001 (compared to week0); 
#

p<0.05, 
##

p< 0.01 (compared to 

control); 

p<0.05, 


p<0.01 (compared to HC); 


p<0.01 (compared to Pip40).  All data points are mean±SEM (n=6-8).



 


