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บทคัดย่อ 

 

  การติดเช้ือ high risk human papillomavirus (HR-HPV) ที่ปากมดลูกเป็นสาเหตุสําคัญ

ของการเกิดมะเร็งปากมดลูก ซึ่งเป็นโรคทีก่่อปัญหาทางด้านสาธารณสุขทําให้เกิดการเจ็บป่วยและการตายสูง

โดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา การศึกษาทางระบาดวิทยาพบ HPV 16 DNA ในมะเร็งปากมดลูกมาก

ที่สุด กลไกการเกิดมะเร็งในเซลลท์ี่ติดเช้ือ HPV 16 พบว่า viral oncogene ที่มีบทบาทในมะเร็งปากมดลูก

คือจีน E6 และ E7 ซึ่ง encode โปรตีน E6 และ E7 ที่สามารถทําให้เซลล์ติดเช้ือ พัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็งได้  

โปรตีน E6 ของ HPV 16 เป็นสาเหตุทําให้เซลลเ์กิดการ immortalization และ 

transformation โดยการยับย้ังการทํางานของโปรตีน p53 tumor suppressor นอกจากน้ี โปรตีน E6 ยัง

สามารถทํางานได้ด้วยตัวมันเองหรือทํางานร่วมกับโปรตีน E7 ทําให้เกิดการ immortalize ของ primary 

keratinocyte cell, fibroblast, และ epithelial cell ได้ ซึ่งการเกิด transcription ของ E6 จะเกีย่วข้องกับ

หน้าที่ในการทาํให้เกิดเป็นมะเร็งเกิดขึ้น ผลการยับย้ังการแสดงออกของจีน E6 ส่งผลให้เซลล์ที่ติดเช้ือ HPV 

เกิดการตายแบบ apoptosis ได้ซึ่งจะเป็นอีกกลไกหน่ึงที่จะทําลายเซลล์มะเร็ง 

ปัจจุบันยาที่ใช้ในการรักษาการติดเช้ือ HPV มีน้อยมาก และค่อนข้างมีราคาแพง เน่ืองจาก
ไวรัสน้ีไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ทําให้มีความจํากัดในการพัฒนายาที่ใช้รักษา ดังน้ันกลุ่มผู้วิจัยจึงให้ความสนใจ
ในการค้นหาสารจากสมุนไพรไทยเพ่ือนํามาพัฒนาตัวยาใหม่ที่จะสามารถรักษาการติดเช้ือ HPV ดังกล่าว 
รวมท้ังเพ่ือพัฒนางานทางด้านพืชสมุนไพร หรือสารในกลุ่มที่เป็น natural product ต่าง ๆ ขึ้นมาใช้
ประโยชน์ในการรักษาโรคติดเช้ือ การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือสร้าง recombinant vector สําหรับใช้
ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ เพ่ือศึกษาการออกฤทธ์ิยับย้ังของสารสกัด
สมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 
E6 gene และเพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อการยับย้ังการแสดงออกของ 
HPV 16 E6 protein 

 การสร้าง recombinant vector สําหรับใช้ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพร ต่อ 
transcriptional activity ของ HPV16 E6 gene ภายใต้การกระตุ้นจาก HPV16 E6 promoter คือ 
promoter P97 ที่อยู่ใน ส่วน long control region (LCR)  ของ HPV16 ทําโดยนําส่วนของ HPV 16 LCR 
ซึ่งได้จากการ amplify DNA จาก HPV 16 reference plasmid ใส่เข้าไปใน cloning vector ชนิด pDRIVE 
vector จากน้ันจึงตัดส่วนของ HPV 16 LCR ใส่เข้าไปใน pGL3-Basic vector ซึ่งมี luciferase reporter 
gene จะได้ pGL3-HPV16LCR สําหรับใช้ transfect เข้าเซลล์ C33A เพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพร 
ต่อ transcriptional activity ของ HPV16 E6 gene เมื่อทดสอบคุณสมบัติ transcriptional activity ของ 
pGL3-HPV16LCR โดย transfect เข้าเซลล์ C33A พบว่ามีการ expression ของ luciferase reporter 
gene ได้ดี โดย transcriptional activity จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณของ pGL3-HPV16LCR ที่ใช้ transfect 
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การเตรียมสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอได้สารบริสุทธ์ิสําหรับใช้ในการ
วิจัยน้ี จากฟ้าทะลายโจร 3 ชนิดคือ Andrographolide (SS1), 14-deoxy-11,12-didehydro-
andrographolide (SS2) และ 3, 19- isopropylidene andrographolide (SS3) และสารบริสุทธ์ิจาก 
พญายอ 3 ชนิดคือ C55H74N4O5 (136B), C55H72N4O7 (136C) และ C53H70N4O5 (136D) 

เมื่อทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรทั้ง 6 ชนิด ต่อ transcriptional activity ของ 
HPV16 E6 gene โดย transfect pGL3-HPV16LCR เข้าเซลล ์ C33A แล้วเลี้ยงเซลล์ในอาหารทีม่ีและไมม่ี
สารสกัด เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วตรวจวัด transcriptional activity พบว่าสารสกัดจากฟ้าทลายโจรชนิด 
SS1 มีผลยับย้ัง transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR แต่ SS2 และสารสกัดจากพญายอชนิด 
136B ไม่มีผลต่อต่อ transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR ในขณะที่สารสกัดจากฟ้าทลายโจรชนิด 
SS3 และสารสกัดจากพญายอชนิด 136C และ 136D สามารถกระตุ้น transcription activity ของ pGL3-
HPV16 LCR ได้  
  การศึกษาผลของสารสกัดสมนุไพรฟ้าทะลายโจรและพญายอต่อการแสดงออกของ HPV16 
E6 oncogene โดยการเลี้ยง และ subculture SiHa cell line และ CaSki cell line ในอาหารที่มีสารสกัด 
พบว่าสาร SS1 มีผลต่อการตายของเซลล์มากที่สุดจึงนํา SS1 มาศึกษาต่อใน SiHa cell line โดยเปรียบเทียบ
กับ SS2 และ SS3 โดยเลี้ยง SiHa cell ในสภาวะที่มีและไม่มีสารสกัดสมุนไพรที่มีความเข้มขน้ในระดับ 
subcytotoxic concentration และ 2 เท่าของ subcytoxic concentration เป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 
ก่อนที่จะสกัด total RNA แลว้ convert ไปเป็น cDNA โดยใช้ SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit 
แล้วตรวจหาการแสดงออกของ E6 โดยตรวจหาปริมาณ mRNA ของ E6 โดยวิธี SYBR Green Real-time 
PCR พบว่าสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจร SS1 ที่ระดับ subcytotoxic concentration สามารถยับย้ังการ
แสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ช่ัวโมง นอกจากน้ียัง
แสดงให้เห็นว่าการยับย้ังการแสดงออกจะเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัด แต่ไม่เพ่ิมขึ้นตามเวลา ในขณะ
ที่ สารสกัด SS2 ไม่มผีลยับย้ังการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ส่วนสารสกัด SS3 จะมีผลยับย้ัง
การแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell เมื่อเพ่ิมความเข้มข้น และเวลา 

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารบริสทุธ์ิจากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 2 ชนิดคือ 14-

deoxy-11,12-didehydro-andrographolide (SS2) และ 3, 19- isopropylidene andrographolide 

(SS3) และสารบริสุทธ์ิจากสมุนไพรพญายอ 3 ชนิดคือ C55H74N4O5 (136B), C55H72N4O7 (136C) และ 

C53H70N4O5 (136D) ไม่มีฤทธ์ิยับย้ัง transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 gene 

แต่ Andrographolide (SS1) มีฤทธ์ิยับย้ัง transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 

gene ได้ นอกจากน้ี Andrographolide (SS1) ที่ระดับ subcytotoxic concentration สามารถยับย้ังการ

แสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ช่ัวโมง ในขณะที่ 3, 

19- isopropylidene andrographolide (SS3) สามารถยับย้ังการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell 
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ได้เมื่อใช้ความเข้มข้นสูงกว่า subcytotoxic concentration หรือใช้เวลานานข้ึนที่ระดับ subcytotoxic 

concentration 

ดังน้ัน Andrographolide (SS1) น่าจะเป็นสารบริสุทธ์ิที่สามารถนําไปพัฒนาเป็นยาต้าน 

HPV หรือต้านมะเร็งที่เกิดจากการติดเช้ือได้ และควรจะทําการวิจัยต่อว่าการยับย้ังการแสดงออกของ HPV 

16 E6 ในเซลล์น้ันส่งผลต่อการเกิด apoptosis ของเซลลห์รือไม่ 
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1. บทนํา (Introduction) 
 

ความสําคัญและที่มาของปัญหาที่ทําการวิจัย 

              มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) มีสาเหตุจากการติดเชื้อ human papillomavirus 
(HPV) ทางเพศสัมพันธ ์จัดเป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอันดับสองของประชากรผู้หญิงท่ัวโลก ส่วนใหญ่มักพบ
ในประเทศท่ีกําลังพัฒนา และยังพบว่าเป็นสาเหตุสําคัญท่ีทําให้ผู้หญิงเสียชีวิตอีกด้วย  ในประเทศไทย
โรคมะเร็งปากมดลูกพบเป็นอันดับ 1 ของมะเร็งทุกชนิดในสตรี จากการตรวจชิ้นเนื้อปากมดลูกท่ีมีความ
ผิดปกติพบว่ามีการติดเชื้อ HPV16 ซึ่งเป็น high risk (HR) HPV ได้บ่อยท่ีสุด โดยตรวจพบในชิ้นเนื้อปาก
มดลูกท่ีผิดปกติในระดับ CIN I, CIN II-III และ CA ร้อยละ 8, 12 และ 63 ตามลําดับ   
               ในการติดเชื้อ HPV ท้ัง HR และ low risk (LR) มีผลทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ท่ี
บริเวณปากมดลูกข้ึนซึ่งเป็นการติดเชื้อแบบยืดเยื้อ (persistent infection) แต่การติดเชื้อในกลุ่ม HR-
HPV จะทําให้เซลล์ท่ีเปลี่ยนแปลงพัฒนากลายเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ข้ึนอยู่กับหลายปัจจัย ท้ังจากผู้
ท่ีได้รับเชื้อ (เช่น อายุ และภูมิคุ้มกัน) และจากตัวเชื้อเอง พบว่าเชื้อ HR-HPV มีความสัมพันธ์กับการเกิด
มะเร็งปากมดลูกเนื่องจากมีการแสดงออกของ oncoprotein ท่ีมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ และ 
HR-HPV แต่ละ type ทําให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูกได้บ่อยแตกต่างกัน  โดยท่ัวไปแล้วเม่ือเกิดการติดเชื้อ 
HPV เข้าสู่เซลล์โฮสต ์ดีเอ็นเอของ human papillomavirus จะอยู่ในรูปวงกลมและแยกตัวเป็นอิสระกับ
โครโมโซมของเซลล์โฮสต์ หรือเรียกว่ามี physical status เป็น episomal form  แต่สําหรับ HPV ใน
กลุ่มท่ีเป็นHR type ท่ีสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งปากมดลูก เชื้อกลุ่มนี้จะสามารถแทรก genome ของมัน
เข้าสู่โครโมโซมของเซลล์โฮสต์ได้ หรือเรียกมี physical status เป็น integration form เม่ือมีปัจจัย
ส่งเสริมท้ังจากสภาพแวดล้อมของเซลล์โฮสต์และเก่ียวกับเชื้อจะมีผลส่งเสริมให้โครโมโซมของโฮสต์มีภาวะ
ท่ีไม่เสถียร เป็นผลให้เชื้อสามารถแทรก (integration) genome เข้าสู่โครโมโซมของโฮสต์และเกิดการ
แตกหักของ genome ของไวรัส (1, 2) 

 การติดเชื้อ HPV พบได้ในคนท้ังท่ีมีเซลล์ปากมดลูกปกติและในคนท่ีมีเซลล์ปากมดลูกผิดปกติ 
โดยเฉพาะในกลุ่มท่ีมีเซลล์ปกติและมีการติดเชื้อแบบยืดเยื้อซึ่งถือว่าเป็นปัจจัยเสี่ยงเบื้องต้นของการเกิด
มะเร็งปากมดลูก ในกลุ่มผู้หญิงดังกล่าว ปัจจุบันยาท่ีใช้ในการรักษาการติดเชื้อ HPV มีน้อยมาก เนื่องจาก
ไวรัสนี้ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ทําให้มีความจํากัดในการพัฒนายาท่ีใช้รักษา ซึ่งยาท่ีให้ประสิทธิผลในการ
รักษาในปัจจุบันคือ imiquimod ซึ่งยาดังกล่าวค่อนข้างมีราคาท่ีแพง  ดังนั้นกลุ่มผู้วิจัยจึงให้ความสนใจใน
การค้นหาสารจากสมุนไพรไทยเพ่ือนํามาพัฒนาตัวยาใหม่ท่ีจะสามารถรักษาการติดเชื้อ HPV ดังกล่าว 
รวมท้ังเพ่ือพัฒนางานทางด้านพืชสมุนไพร หรือสารในกลุ่มท่ีเป็น natural product ต่าง ๆ ข้ึนมาใช้
ประโยชน์ในการรักษาโรคติดเชื้อ จากการศึกษาของคณะผู้วิจัยท่ีผ่านมาพบว่าสารสกัดจากสมุนไพรพญา
ยอ และฟ้าทะลายโจร มีฤทธิ์ยับยั้ง herpes simplex virus ซึ่งเป็นเชื้อท่ีติดต่อทางเพศสัมพันธ์เช่นกัน จึง
คิดว่าควรจะศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดังกล่าวต่อ HPV โดยอาศัยความรู้จากกลไกในการก่อโรคของเชื้อ 
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HPV16 โดยเฉพาะกลุ่มจีนท่ีมีผลในการทําให้เกิดมะเร็ง (E6) เพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในการรักษา ซึ่งจะมี
ผลป้องกันการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกด้วย  
 
 

วัตถุประสงค์โครงการวิจัย 
 

1.  เพ่ือสร้าง recombinant vector สําหรับใช้ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจร 
     และพญายอ 
2.  เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ 
     transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 gene 
3.   เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ  ต่อการยับยั้งการแสดงออกของ    
      HPV 16 E6 protein 
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2. การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review literature) 
 
 Human papillomavirus (HPV) เป็นไวรัสท่ีมีขนาดเล็ก อยู่ในกลุ่ม Papillomaviridae 
เป็นไวรัสชนิดท่ีไม่มีเปลือกหุ้ม (non-enveloped หรือ naked virus) แคปซิด มี 72 แคบโซเมอร์ หุ้มอยู่
ภายนอก ภายในประกอบด้วยจีโนมท่ีมีลักษณะเป็นวงกลมสายคู่ (dsDNA) มีความยาวประมาณ 8,000 
เบส.  HPV สามารถติดเชือ้ในคนได้ทางผิวหนัง และเยื่อเมือก  ก่อให้เกิดโรคหูดหรือเนื้องอก ปัจจุบันพบ 
HPV มากกว่า 130 types แยกตามลําดับเบสท่ีแตกต่างกันในบริเวณจีน E6, E7 และ L1 HPV ประมาณ 
40 types สามารถติดเชื้อบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ของคน ซึ่งแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือ high risk HPV (HR-HPV) 
และ low risk HPV (LR-HPV) ตามความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งปากมดลูก  HR- HPV ท่ีพบบ่อย ได้แก่ 
HPV type 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, และ 82 และ LR-
HPV ท่ีพบบ่อยได้แก่ HPV type 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 และ 81 (3, 4) 
               จีโนมของ HPV ประกอบด้วย 3 ส่วนใหญ่ ๆ คือ ส่วนท่ีสร้างโปรตีนในระยะแรก หรือ early 
region โดยจะสร้างโปรตีน E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 ส่วนท่ีสร้างโปรตีนในระยะหลัง หรือ late 
region จะสร้างโปรตีน L1 และ L2 และส่วนท่ีควบคุมการแสดงออกของจีน เรียกว่า Long Control 
Region (5) โดยจะควบคุมการ transcription และการแสดงออกของโปรตีนของไวรัสชนิดนี้  
                HPV สามารถเข้าสู่เซลล์บริเวณผิวหนังและเยื่อเมือกท่ีฉีกขาด และเข้าไปติดเชื้อท่ีเซลล์ 
basal  เพราะว่าเป็นเซลล์ท่ีสามารถแบ่งตัวได้ โดยตัวเชื้อไวรัสจับกับ receptor บนผิวเซลล์คือ 6 
integrin  family และ heparin sulphate (6) ทําให้มีการ endocytosis เป็นแบบ clathrin coated 
vesicles และจีโนมของเชื้อหลุดออกจากแคปซิดเข้าสู่นิวเคลียส (7)  แล้วเกิดกระบวนการ replication 
และ transcription โดยปริมาณของเชื้อในเซลล์ในระยะเริ่มต้นคือ 50-100 genome copies ต่อ 1 
เซลล์ซ่ึงเป็นช่วงท่ียังไม่มีการสร้างอนุภาคของไวรัส (non productive infection) ในช่วงนี้โปรตีนบางตัว
จะถูกสร้างข้ึนได้แก่ โปรตีน E1, E2, E6 และ E7 ซึ่งมีการแสดงออกในระดับต่ําๆ โดยโปรตีน E1 จับกับ
โปรตีน E2 และไปยังบริเวณ origin of replication ทําให้ไวรัสเกิดการ  replication ได้ และโปรตีน E1 
ทําหน้าท่ีเป็นเอนไซม์ helicase ท่ีจะทําหน้าท่ีในการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว โปรตีน E2 ทํา
หน้าท่ีในการควบคุมการแสดงออกของจีนโดยไปจับท่ี E2 binding site บน LCR และเม่ือเซลล์ท่ีมีการติด
เชื้อมีการแบ่งตัว และเคลื่อนตัวข้ึนสู่ suprabasal layer เซลล์ท่ีมี differentiation จะกระตุ้นให้มีการ
แสดงออกของจีน และสร้างโปรตีนแคปซิดมาหุ้มจีโนมของเชื้อไวรัส และสร้างโปรตีน E4 และ  E5 ทําให้
ได้อนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ์ 
                 HR-HPV มีคุณสมบัติในการทําให้เซลล์ท่ีติดเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงไป (8) ร่วมกับเกิดการ
แบ่งตัวอย่างไม่มีท่ีสิ้นสุด (9) ซึ่งเป็นลักษณะของเซลล์มะเร็ง โดยเป็นผลมาจากการทํางานของโปรตีน E6 
และ E7 ท่ีมีคุณสมบัติเป็น oncoproteins ท่ีเป็นโปรตีนท่ีจะทําให้เกิดเป็นมะเร็งของ HPV (1) ซึ่งเกิดข้ึน
โดยโปรตีน E6 ไปทําจับกับโปรตีน p53  ซึ่ง p53 ถูกจัดไว้ในกลุ่มจีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor 
gene) มีหน้าท่ีในการควบคุมการเพ่ิมจํานวน ของเซลล์ โดยทําให้เซลล์หยุดวงจร (cell cycle) อยู่ท่ีระยะ 
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G1 ก่อนเข้าสู่ระยะ S ชั่วคราวเพ่ือซ่อมแซมดีเอ็นเอท่ีได้รับอันตราย และทําให้เซลล์ตาย แบบท่ีเรียกว่า 
apoptosis หากอันตรายนั้นรุนแรงเกินกว่าท่ีจะแก้ไขได้ การควบคุมเหล่านี้ผ่านการมีปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
โปรตีน p53 กับลําดับดีเอ็นเอ ท่ีจําเพาะ เป็นการควบคุมยีนเป้าหมายในระดับการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอ 
(transcription) โปรตีน E6 จะทําให้โปรตีน p53 ถูกทําลายผ่านทาง ubiquitin pathway ร่วมกับโปรตีน 
E6 associated protein (E6AP) ทําให้ค่าครึ่งชีวิตของโปรตีน p53 ลดลงจาก 3 ชั่วโมงเป็น 20 นาที และ
ยังพบว่า โปรตีน E6 ยังไปกระตุ้นเอนไซม์ telomerase ทําให้เซลล์มีอายุท่ีนานข้ึนการสูญเสียหน้าท่ีของ 
p53 ทําให้เซลล์มีดีเอ็นเอหรือยีนท่ีผิด ปกติสะสมมากข้ึนเรื่อยๆ จนอาจกลายเป็นเซลล์มะเร็งในท่ีสุด 
โปรตีน E7 ไปจับกับ โปรตีน retinoblastoma (pRB) ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมไม่ให้เซลล์เกิดเป็นมะเร็ง 
(tumor suppressor protein) ทําให้โปรตีน E2F ซึ่งจับกับ โปรตีน retinoblastoma (pRB) หลุด
ออกมา โดยโปรตีน E2F ทําหน้าท่ีในการกระตุ้นดีเอ็นเอให้มีการเกิด replication และ transcription ทํา
ให้เซลล์มีการแบ่งตัวเพ่ิมมากข้ึน จากกระบวนการดังกล่าวจึงเชื่อว่าการติดเชื้อ HR-HPV เป็นสาเหตุท่ีทํา
ให้เซลล์ติดเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลง และกระบวนการท่ีเกิดข้ึนมีหลายข้ันตอนเริ่มจาก LSIL เปลี่ยนแปลง
เป็น HSIL และกลายเป็น squamous cervical cancer (10, 11)   
                การติดเชื้อ HR-HPV ท่ีบริเวณปากมดลูกในปัจจุบันเชื่อว่าเป็นสาเหตุสําคัญของการเกิด
มะเร็งปากมดลูกเนื่องจากตรวจพบเชื้อ HPVได้ร้อยละ 99.7 ในชิ้นเนื้อ มะเร็งปากมดลูกเป็นโรคท่ีก่อ
ปัญหาทางด้านสาธารณสุขทําให้เกิดการเจ็บป่วยและการตายสูงโดยเฉพาะในประเทศท่ีกําลังพัฒนา จาก
การศึกษาทางระบาดวิทยา ได้ระบุถึงความสัมพันธ์ระหว่างการตรวจพบ HPV 16 DNA ว่าจะมีอัตราเสี่ยง
ในการเกิดเป็นมะเร็งปากมดลูกมากท่ีสุด เนื่องจากสามารถตรวจพบในเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ทุกภูมิภาค
ของโลก (12, 13, 14) ซึ่งจากการศึกษาของ Clifford และคณะในปี 2006 ในเรื่องของการแพร่กระจาย
ของชนิดของ HPV ในผู้หญิงท่ีมีและไม่มีความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูก จากตัวอย่างท่ีได้ท่ัวโลก พบว่า
ในทุกๆทวีปจะสามารถตรวจพบการแพร่กระจายของ HPV 16 DNA มากท่ีสุด (15) ซึ่งในประเทศไทย
โรคมะเร็งปากมดลูกพบเป็นอันดับ 1 ของมะเร็งทุกชนิดในสตรีจากการตรวจชิ้นเนื้อปากมดลูกท่ีมีความ
ผิดปกติพบมีการติดเชื้อกลุ่ม HR-HPV โดยเฉพาะ HPV16 จะพบได้บ่อยท่ีสุด ซึ่งตรวจพบในชิ้นเนื้อ
ผิดปกติในระดับ CIN I, CIN II-III และ CA ร้อยละ 8, 12 และ 63 ตามลําดับ 
                 การติดเชื้อ HPV ท้ัง HR และ LR มีผลทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ท่ีบริเวณปาก
มดลูกข้ึนซึ่งเป็นการติดเชื้อแบบยืดเยื้อ(Persistent infection) แต่การติดเชื้อในกลุ่ม HR-HPV จะทําให้
เซลล์ท่ีเปลี่ยนแปลงพัฒนากลายเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ข้ึนอยู่กับหลายปัจจัย ท้ังจากผู้ท่ีได้รับเชื้อ 
(เช่น อายุ และภูมิคุ้มกัน) และจากตัวเชื้อเอง พบว่าเชื้อ HR-HPV มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งปาก
มดลูกเนื่องจากมีการแสดงออกของ oncoprotein ท่ีมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ และ HR-HPV แต่
ละ type ทําให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูกได้บ่อยแตกต่างกัน  
                จากลักษณะการติดเชื้อ HPV มีลักษณะเป็นแบบยืดเยื้อ และเชื้อดังกล่าวมีระยะการฟัก
ตัวที่ค่อนข้างนานประมาณ 3 สัปดาห์ถึง 8 เดือนโดยเฉลี่ยและระยะเวลาในการกําจัดเชื้อ HPV ออก
จากร่างกายค่อนข้างนานโดยเฉพาะในกลุ่ม HR-HPV จึงเป็นการยากท่ีจะตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ HPV 
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ในการตรวจทางภูมิคุ้มกัน เพราะการติดเชื้อ HPV มักเกิดขึ้นที่บริเวณเยื่อบุผิวปากมดลูก ไม่ค่อยเข้าสู่
กระแสเลือดจึงไม่มีระยะ viremia เกิดข้ึน ดังนั้นวิธีการตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunology) เพ่ือ
ตรวจหา antibody ต่อเชื้อ HPV จึงไม่เป็นท่ีนิยมใช้ในการวินิจฉัย แต่มีวิธีการวินิจฉัยการติดเชื้อ HPV 
วิธีการอ่ืน ๆ เช่น     1) การตรวจทางคลินิก (Clinical) โดยวิธีการดังกล่าวจะเป็นการตรวจดูรอยโรค
หูดหงอนไก่และมะเร็งปากมดลูกซึ่งสามารถมองเห็นด้วยตาเปล่า แต่ถ้าเป็นลักษณะพยาธิสภาพของ
การเกิดโรคจะไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าแต่จะตรวจพบได้จาการตรวจด้วยกล้องส่องขยายทาง
ช่องคลอด (colostomy) เพื่อทําการตรวจดูความผิดปรกติของเซลล์ปากมดลูกในระยะเริ่มแรก       
2) การตรวจทางเซลล์วิทยา (cytology) เป็นการตรวจพบความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุปากมดลูกท่ี
ระดับความรุนแรงต่างๆกันเช่น mild dysplasis/CIN1 (LSIL), moderate/severe dysplasia 
(CIN2/3) หรือ HSIL เป็นต้น     3) การตรวจทางพยาธิวิทยา (pathology) เป็นการตรวจพยาธิสภาพ
ของรอยโรคท่ีความรุนแรงต่างๆเช่น LSIL, HSIL และมะเร็งปากมดลูก     4) การตรวจทางไวรัสวิทยา 
(virology) หรืออณูชีววิทยา (molecular biology) เนื่องจากเชื้อ HPV ไม่สามารถทําการเพาะเชื้อได้
เหมือนไวรัสชนิดอื่นๆจึงต้องตรวจหา DNA ของเชื้อ HPV แทนซึ่งมีวิธีการตรวจ 3 วิธีคือ (4.1) การ
ตรวจหา DNA ของเชื้อ HPV เช่นวิธี Southern blot, Dot blot และ in situ hybridization วิธี
เหล่านี้เป็นวิธีการที่ไม่ใช้การเพิ่มจํานวน DNA (non-amplified methods)  (4.2) วิธีการขยาย
สัญญาณ (signal amplification methods)วิธีการดังกล่าวอาศัยปฏิกิริยาการทําให้เกิดเป็นพันธุ์ผสม
(hybridization) ได้แก่วิธี Hybrid Capture เป็นต้น (4.3) วิธีการขยาย/เพิ่มจํานวน DNA เป้าหมาย 
(target amplification methods) วิธีนี้จะขยายจํานวน DNA ก่อนแล้วจึงตรวจหา DNA เป้าหมาย 
ได้แก่วิธี polymerase chain reaction (PCR) เช่น AMPLIPOR HPV test และ linear Array HPV 
test เป็นต้น (16, 17) 

ในปัจจุบันมีการรายงานว่าการรักษาโรคติดเชื้อ HPV นิยมรักษาด้วยยา Imiquimd โดยยา
ดังกล่าวอยู่ในรูปครีมและได้ถูกนํามาใช้อย่างแพร่หลายในการรักษาหูดท่ีอวัยวะเพศ ท้ังนี้กลไกการออก
ฤทธิ์ท่ีแท้จริงของยาชนิดนี้ยังไม่เป็นท่ีทราบอย่างแน่ชัด แต่เชื่อว่าความสามารถชักนําก่อให้เกิด cytokine 
ของยานี้ทําให้เกิดการลดลงของ HPV ยา Imiquimod เป็นยาชนิดใหม่ ในกลุ่มท่ีออกฤทธิ์ผ่านกลไกทาง
ภูมิคุ้มกัน ยาชนิดนี้เป็นสารประกอบในกลุ่ม imidazoquinolin heterocyclic amine ท่ีสามารถชักนํา
ก่อให้เกิด cytokineได้หลายชนิดเช่น interferon-alpha (IFN-alpha), interferon-gamma (IFN-
gamma), tumor necrosis factor-alpha, interleukins-1, 6, 8 และ 12  โดยยา imiquimod 

สามารถเพ่ิม interferon-α ซึ่งเป็นกลไกเริ่มแรกในการตอนสนองทางระบบภูมิคุ้มกันท่ีจะส่งผลกระตุ้น
การแสดงออกทางภูมิคุ้มกันแบบ innate immunity และแบบ acquired immunityในการตอบสนองต่อ
ภาวะติดเชื้อภายในร่างกาย (18, 19, 20, 21) และนอกจากยังมรยาอีกชนิดที่สามารถใช้รักษาอาการติ
เชื้อ HPV คือ Carboplatin ยาดังกล่าวนี้นิยมนํามารักษามะเร็งหลายชนิดโดยอาจใช้เป็นยาเดี่ยวหรือ
ใช้ร่วมกับยาชนิดอ่ืนๆรวามท้ังใช้ควบคู่กับการรักษาโดยการฉายรังสี (radiation) ซึ่งยาดังกล่าวเป็นยา
สังเคราะห์ท่ีได้จาก second-generation ของสารประกอบแพลทินัมโดยนาดังกล่าวถูกจัดเป็น non-
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classical alkylating agent  ยาชนิดนี้สามารถทําให้เกิด interstrand หรือ intrastrand ในสาย 
DNA ได้โดยการทําปฏิกิริยาตรงตําแหน่ง N7 guanine ทําให้เกิดการเติมหมู่ alkyl- ที่ตําแหน่ง
ไฮโดรเจน (alkylation) ที่ตําแหน่งดังกล่าวทําให้เกิดการแตกหักของสายดีเอนเอเกิดข้ึน (22) จาก
ข้อจํากัดในการรักษาโรคติดเชื้อ HPV มียาที่ใช้ในการรักษาค่อนข้างน้อย มีราคาที่ค่อนข้างแพง และ
ข้อจํากัดในการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อดังกล่าวในการศึกษาหาสมุนไพรที่สามารถนํามาใช้ในการรักษามี
ค่อนข้างน้อยแต่ในปัจจุบันได้มีผู้วิจัยเริ่มให้ความสําคัญในการศึกษาเรื่องดังกล่าวเพ่ิมมากข้ึนโดยการใช้
สมุนไพรที่เป็นที่รู้จักกันทั่วไป ยกตัวอย่างเช่น สารสกัดที่ได้จากขมิ้น (curcumin)  เป็นต้น โดยจาก
การศึกษาของ Prusty BK และ Das BC (23) ในการศึกษาผลของ curcumin ในการยับยั้งการ
transcription ของเชื้อ HPV18 และ AP-1 activity ในเซลล์ HeLa  พบว่าสาร curcumin สามรถ 
drownregulate Ap-1 binding activity ของ HPV18ในเซลล์ HeLa ได้อย่างสมบูรณ์ และมีผล
กระตุ้นให้การแสดงออกของ c-fos และ fra-1 ในเซลล์ที่เป็นมะเร็งให้กลับมามีลักษณะการแสดงออก
ได้เหมือนในเซลล์มะเร็งที่ไม่ถูก treat ด้วยสารสกัด curcumin ได้ และนอกจากนี้ Divya CS และ 
Pillai MR (24) ได้ทําการศึกษาผลของสารสกัด curcumin ในการต้านการเกิดมะเร็งในเซลล์ที่มีการ
ติดเชื้อ HPV โดยดูผลการยับยั้งของสารในการ drown regulate การแสดงออกของ viral 
oncogenes, การยับยั้งการ translocation ของ NF-kB และ AP-1 ในการทําให้เกิดเป็นมะเร็งและ
การทําให้เกิดการตายแบบ apoptosis ในเซลล์ที่เป็นมะเร็งได้ โดยจากผลการศึกษาดังกล่าวพบว่า 
สาร curcumin มีฤทธิ์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งได้ดีโดยขึ้นกับความเข้มข้นของสารและเวลาในการ treat 
สาร (dose and time-dependent manner) และสาร curcumin มีฤทธิ์ต่อเซลล์ที่ติดเชื้อ HPV16 
และ 18 ได้ดีกว่าเซลล์ที่ไม่ถูกติดเชื้อ HPV และนอกจากนี้เซลล์ที่ถูก treat ด้วย curcumin สารถก
กระตุ้นให้เกิดการตายแบบ apoptosis ได้โดยพบการเกิด nuclear และ DNA fragmentation. จาก
การทํา RT-PCR และ western blot พบว่าสาร curcumin ลดการแสดงออกของจีนในกลุ่ม 
oncogenes คือ จีนE6 และ E7 และยังมีผลในการยับยั้งการกระตุ้น NF-kB โดยสามารถ block เกิด 
degradation ของ IkB (NF-kB inhibitor) ทําให้ส่งผลไม่มีการกระตุ้น NF-kB เกิดข้ึนในเซลล์ที่ treat 
ด้วย curcumin และนอกจากนี้ curcumin ยังมีผลลดการ binding ของAP-1 ซึ่งส่งผลให้ลดการ 
transcription ของ HPV ได้ จากข้อมูลท่ีกล่าวมาแล้วนั้นพบว่า สาร curcumin สามารท่ีจะยับยั้งเชื้อ 
HPV ได้ โดยมีฤทธิ์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งได้ซึ่งสารดังกล่าวน่าจะมีการพัฒนาเป็นยาต้านมะเร็งที่ใช้ใน
การรักษาเซลล์ท่ีติดเชื้อ HPV ต่อไปได้  แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาการยับยั้งเชื้อ HPV ยังมีการพัฒนา
ในการศึกษาผลของสารที่มีต่อการแสดงออกของจีนที่เกี ่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งโดยอาศัยการ
แสดงออกของจีนในกลุ่มดังกล่าวภายใต้ viral promoter ชนิดต่างๆเพื่อทําการศึกษาหากลไกในการ
ยับยั้งเชื้อ HPV เพ่ือนําไปใช้ในการพัฒนายาท่ีใช้ในการักษาต่อไป 

จากความรู้เรื่องกลไกการเกิดมะเร็งในเซลล์ที่ติดเชื้อ HPV-16 และ 18 ในกลุ่ม high risk 
(HR-HPV) พบว่าจีนท่ีมีบทบาทในการท่ีทําให้เกิดเป็นมะเร็งปากมดลูกคือจีน E6 และ E7 ซึ่งจีนทั้ง2 นี้ 
จัดเป็น oncogene สามารถท่ีจะทําให้เซลล์ท่ีติดเชื้อ พัฒนาเป็นเซลล์มะเร็งเกิดข้ึนได้ โปรตีน E6 ของ 
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HPV 16 เป็นสาเหตุท่ีทําให้เซลล์เกิดการ immortalization และ transformation โดยการยับยั้งการ
ทํางานของโปรตีน p53 tumor suppressor และนอกจากนี้ โปรตีน E6 ยังสามารถทํางานได้ด้วยตัว
มันเองหรือทํางานร่วมกับโปรตีน E7 ทําให้เกิดการ immortalize ของ primary keratinocytes cell, 
fibroblast, และ epitherial cell ได้ ซึ่งการเกิดการ transcription ของ E6 จะเก่ียวข้องกับหน้าท่ีใน
การทําให้เกิดเป็นมะเร็งเกิดข้ึน (1, 25, 26) ดังนั้น จีน E6 และ E7 จึงถือเป็นกลุ่มจีนเป้าหมายที่จะใช้
เป็นตัวพัฒนายาท่ีออกฤทธิ์ทําลายเซลล์มะเร็งได้อย่างมีประสิทธิภาพได้ต่อไป (27, 28, 29, 30) 

ปัจจุบันมีการศึกษาถึงบทบาทในการเกิด transcriptional activity ของจีน E6 โดย
อาศัย heterologous viral promoter หลายชนิดเช่น กลุ่มที่ส่งผลในการกระตุ้นการแสดงออกของ
จีน E6 ได้แก่ adenovirus E2 (AdE2), herpes simplex virus thymidine kinese gene (HSV-
TK), human immunodeficiency virus long terminal repeat (HIV LTR), adenovirus major 
late (Adml) และ simian virus 40 (SV40) early promoters เป็นต้น (31, 32, 33, 34, 35)  แต่
อย่างไรก็ตาม การกระตุ ้นให้เกิดการแสดงออกของจีน E6 ยังสามารถศึกษาได้จาก cellular 

promoter ต่างๆ ได้แก่ c-fos promoter, transforming  growth factor-β1 promoter, c-myc 
promoter, and the mouse fibronectin gene (36, 34, 37, 38, 39) และนอกจากนี้ ยังมี promoter 
หลายชนิดท่ีสามารถกดการแสดงออกของจีน E6 ดังกล่าวได้ยกตัวอย่าง moloney murine leukemia 
virus LTR and cytomegalovirus immediate early promoter (40) เป็นต้น โดยในปี 2000 Craigo 
J และคณะ (41) ได้ทําการศึกษาผลของ nordihydroguaiaretic acid (NDGA) ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ
สารประกอบ lignan ในพืชต่อการยับยั้งการแสดงออกของ HPV16 gene จากผลการศึกษาพบว่าสาร
อนุพันธ์ 3 ชนิดคือ Mal.4, M4N และ tetra-acetyl NDGA สามารถยับยั้งการแสดงออกของจีน HPV16 
ภายใต้ P97 promoter และจากการศึกษาประสิทธิภาพของสารต่อการแสดงออกของจีนโดยอาศัย 
recombinant vector ท่ีสร้างข้ึนมาท่ีมีการเชื่อมต่อกับviral promoter และ enhancer-luciferase 
reporter gene เป็นตัวชี้วัด แสดงให้เห็นว่าภายใต้ viral promoter HIV, HSV และ SV40 สาร Mal.4 
และ M4N มีผลต่อการแสดงออกของจีนเป็นแบบ dose dependent manner  ในขณะท่ีสาร tetra-
acetyl NDGA มีผลต่อ HPV16 P97 promoter มากกว่าสาร Mal.4 และ M4N และสารท้ังหมดไม่มีผลต่อ
การแสดงออกของจีนภายใต้ adenovirus major late promoter และ cytomegalovirus promoter. 
และต่อมา Kang YH และคณะ (42)ได้ทําการศึกษาผลของยาต้านมะเร็งต่อการยับยั้งการแสดงออกของ
จีน HPV16 E6 ภายใต้การควบคุมของ RSV promoter โดยทําการศึกษาจาก viral promoter-
luciferase reporter gene หลายชนิดได้แก่ RSV, CMV, SV40 และ HIV และ eukaryotic E6 
expression vector จากผลการทดลองทําให้เห็นว่า จีน E6 สามารถถูกกระตุ้นให้เกิดการ transcription 
ได้ภายใต้ RSV, SV40 และ HIV promoter ในขณะท่ี CMV promoter ไม่สามารถกระตุ้นการ 
transcription ของจีน E6 ได้ และเม่ือทําการ treat ยาต้านมะเร็งด้วยยาชนิดต่างๆ คือ carboplatin, 
mitomycin และ cisplatin ในเซลล์ท่ีถูก transfect ด้วย E6-responsive promoter ชนิดต่างๆ พบว่า 
ยาต้านมะเร็งสามารถลดการแสดงออกของจีน E6 ในเซลล์ท่ีถูก transfect ด้วย RSV-luc promoter 
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เท่านั้น จากการศึกษาของ Faluhelyi Z และคณะ (43) พบว่า สาร All-trans retinoic acid (ATRA) ท่ี
ระดับความเข้มข้นสูง (10-7-10-6) สามารถกดการแสดงออกของ HPV16 P97 promoter ทําให้กดการแสด
องออกของจีน HPV16 E6 ในการกระตุ้นให้เกิดมะเร็งในเซลล์ SiHa ซึ่งเป็น cervical squamous 
carcinoma cells ได ้

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาผลการยับยั้งการแสดงออกของจีน E6 ส่งผลให้เซลล์ท่ีติดเชื้อ HPV 
เกิดการตายแบบ apoptosis ได้ เช่นในการศึกษาของ Singh S และคณะ (22) พบว่ายา Carboplatin 
สามารถ down regulate constitutive NF-kB activity ซึ่งจําเป็นต่อการ survival ของเชื้อ JPV 18 

E6-positive HEp-2 cellsได้และยังสามารถกดการเกิด phosphorylation ของ constitutive IkBα  

ซึ่งส่งผลทําให้เกิด stabilization ของ IkBα protein ในเซลล์ได้และยังสามารถยับยั้งการ binding 
ของ NF-kB ที่ตําแหน่ง Bcl-2 promoter ได้ ทําให้เกิดการ drown regulate โปรตีน Bcl-2 ทําให้
กระต้นเซลล์ดังกล่าวเกิดการตายแบบ apoptosis ได้ และจากการศึกษาของ Karl  T และคณะ (44) 
พบว่า ยา Sulindac ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) ท่ีสามารถ
เหนี่ยวนําให้เกิด cell cycle arrest ได้ท่ีระยะ G1/S phase ในเซลล์ HeLa ได้ในลักษณะเป็บแบบ dose 
dependent manner โดยมีผลsuppress  cyclin E และ A และยังสามารถ inactivate cdk2 ได้เป็นผล
ให้เกิดการ degradation ของ HPV E7 gene โดยอาศัยกลไกผ่าน proteasomal pathway และ
นอกจากนีย้ังพบว่ายา sulindac สามารถกระตุ้นให้เซลล์ที่มี HPV เกิดการตายแบบ apoptosis ได้ไม่
มีผลต่อจีนในกลุ่ม pro-apoptotic เช่น Bax แต่มีผลกดการแสดงออกของยีนในกลุ่ม antiapoptotic 
ซึ่งได้แก่ Bcl-2 และ Bcl-xL ซึ่งกระตุ้นการเกิด apoptotis โดยผ่าน mitrochondia pathway และ
นอกจากนี้ในการศึกษาของ Allen KL และคณะ (45) ได้ทดลองนําสาร lignan (3’-O-Methyl-
Nordihydroguaiaretic Acid) ท่ีสกัดได้จาก creosote bush มาทดสอบเซลล์ท่ีติดเชื้อ HPV โดยพบว่า
ในเซลล์ท่ีมี HPV และถูก treat ด้วยสารดังกล่าวสามารถยับยั้งการแสดงออกของจีน E6 โดยสารดังกล่าว
ทําลาย function ของจีน E6 เป็นผลทําให้เกิด stabilization ของ p53 protein และเกิดการกระตุ้นให้
เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ได้เม่ือเทียบกับเซลล์ท่ีไม่มี HPV ท่ีถูก treat ด้วยสารดังกล่าว
เช่นเดียวกัน ซึ่งจากผลการศึกษาท้ังหมดทําให้ทราบว่าหากจีน E6 และ E7 ถูกกดการแสดงออกจะส่งผล
ทําให้เซลล์ท่ีติดเชื้อ HPV เกิดการตายแบบ apoptosis ได้ ซึ่งจะเป็นอีกกลไกหนึ่งท่ีจะทําลายเซลล์มะเร็ง
ได ้ 

ในปัจจุบันมีสมุนไพรท่ีน่าสนใจในการออกฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดมะเร็ง (anticancer) ใน
เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ เช่น ฟ้าทะลายโจร และพืชสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ อีกมากมาย   

ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. Ex Nees, อยู่ในวงศ์ 
Acanthaceae เป็นพืชท่ีชาวอินเดียและจีนใช้เป็นยามาแต่โบราณเพ่ิงจะเป็นท่ีนิยมในเมืองไทยเม่ือไม่นาน
มานี้ โดยใช้สมุนไพรฟ้าทะลายโจรในการรักษาโรคจะใช้เฉพาะส่วนใบหรือท้ังต้น ในการรักษาอาการเจ็บ
คอ แก้ท้องเสีย แก้ไข้ หรือเป็นยาขม เจริญอาหาร  เป็นต้น  ฟ้าทะลายโจร เป็นไม้ล้มลุก สูง 30-60 
เซนติเมตร ท้ังต้นมีรสขม ลําต้นเป็นสี่เหลี่ยม แตกก่ิงออกเป็นพุ่มเล็ก ใบเดี่ยวเรียบตรงข้ามสีเขียวเข้มเป็น
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มัน ดอกออกเป็นช่อใหญ่ท่ีปลายก่ิง และซอกใบ ดอกย่อยขนาดเล็ก กลีบดอกสีขาว ผลเป็นฝักสีเขียวอม
น้ําตาล เม่ือผลแก่จะแตกดีดเมล็ดออกมา  

จากการศึกษา สารสกัดท่ีได้จากฟ้าทะลายโจรพบว่าในสารสกัดดังกล่าวประกอบไปด้วย
สารสําคัญชนิดต่างๆ เช่น สารในกลุ่ม diterpenes, flavonoids และ stigmasterols และจากการศึกษา
การออกฤทธิ์ของสารสกัดฟ้าทะลายโจรพบว่ามีฤทธิ์ต่างๆมากมายเช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-
inflamatory) (46,4) ฤทธิ์การต้านเชื้อไวรัสชนิดต่างๆ เช่น เชื้อ herpes simplex virus type 1 (HSV-
1), human immunodeficiency virus (HIV) (48, 49, 50) ฤทธิ์การต้านการแข็งตัวของหลอดเลือด 
(antithrombotic) (51) ฤทธิ์ในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (immunostimulatory activity) (52, 53, 
54) ฤทธิ์ในการลดระดับกลูโคสในกระแสเลือด (hypoglycaemic activity) (55) ฤทธิ์ในการลดความดัน
โลหิต (hypotensive activity) (56) และฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง (anticancer activity) (57) เป็นต้น  
และต่อมาก็ได้มีการศึกษาแยกสารสําคัญในกลุ่ม diterpenes (diterpenoid lactone)ซึ่งพบว่าเป็นสารท่ี
พบมากท่ีสุดในพืชสมุนไพรฟ้าทะลายโจร พบว่าสารสํา คัญหลักพบในกลุ่มดั งกล่าว คือสาร 
Andrographolide และนอกจากนี้ยังพบสารอนุพันธ์อ่ืนๆ ของ andrographolide เช่น 14-
deoxyandrographolide, neoandrographolide, 14-deoxy-11,12-didehydro- andrographolide 
(58, 59) เป็นต้น ซึ่งก็ได้มีการศึกษาการออกฤทธิ์ต่างๆของสารสกัดจากสมุนไพรฟ้าทะลายโจรรวมถึงฤทธิ์
ในการต้านมะเร็ง ดังนี ้

Rajagopal S และคณะ (60) รายงานว่า ในการศึกษาใน in vitro พบว่าสารสกัดจาก
สมุนไพร A. Paniculata และสารสําคัญของพืชชนิดนี้ สามารถยับยั้งการเกิด cancer cell 
proliferation ได้ในเซลล์แต่ละชนิดและยังพบว่าสารสําคัญของพืชดังกล่าว คือ Andrographolide 
สามารถเกิดcell cycle arrest ท่ีรระยะ G0/G1 phase โดยการเหนี่ยวนํา cell cycle inhibitory 
protein p27 และการลดระดับการแสดงออกของ cyclin dependent kinase 4 (CDK4). และ
นอกจากนี้สาร andrographolide ยังมีฤทธิ์ Immunostimulatory activity โดยสามารถกระตุ้นการเกิด 
cell proliferation ของ lymphocytes และกระตุ้นการสร้าง interleukin 2.และจากการศึกษาใน in 
vivo พบว่าสาร andrographolideมีฤทธิ์ anticancer  ในการศึกษาใน model B16F0 melanoma 
syngenic และHT 29 xenograft models ซึ่งผลจาการศึกษาในครั้งนี้ทําให้ทราบว่า สาร 
andrographolide น่าจะนํามาศึกษาและพัฒนาเป็น new anticancer drug ต่อไป 

Kumar และคณะ (58) ได้ทําการศึกษาผลการต้านการเกิดมะเร็ง (anticancer) และฤทธิ์
การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (immunostimulatory activity) ของ compound ท่ีสกัดแยกได้จาก
สมุนไพรฟ้าทะลายโจร (A.paniculata compound) โดยสกัดสารด้วยตัวทําละลายเมทานอล 
(methanolic extract) จากนั้นทําการแยกส่วน fraction เพ่ือให้ได้เป็น compounds ชนิดต่างๆด้วยตัว
ทําละลาย dichloromethane, petroleumether และ น้ํา และจากนั้นทําการศึกษาฤทธิ์ของ 
compounds ท่ีแยกได้ในแต่ละตัวทําละลาย จากการศึกษาพบว่า สารท่ีถูกแยกด้วย dichloromethane 
มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งและกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ดีท่ีสุดเม่ือเทียบกับตัวทําละลายชนิดอ่ืน โดยท่ีระดับ
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ความเข้มข้นต่ําของสารสกัดสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวน(proliferation)ของเซลล์ HT-29 ซึ่ง
เป็น colon cell line ได้ดีและยังสามารถกระตุ้นการเพ่ิมจํานวนของเซลล์ human peripheral blood 
lymphocytes (HPBLs) ได้ดี และพบว่าสารท่ีสามารถแยกได้จากตัวทําละลายดังกล่าวประกอบด้วยสาร 
3 ชนิด  (compounds) คือ andrographolide, 14-deoxyandrographolide และ 14-deoxy-11,12-
didehydroandrographolide และจากการนํา compounds ท้ัง 3 ชนิดมาทดสอบพบว่า 
andrographolide compound มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งได้ดีกว่าสารชนิดอ่ืน โดยผลการยับยั้งให้ผลดี
แตกต่างกันในเซลล์ทดสอบแต่ละชนิดและยังสามารถกระตุ้นการเพ่ิมจํานวนของเซลล์ลิมโฟไซต์ และ
ระดับ interleukin-2 (IL-2) ท่ีเซลล์ HPBLs สร้างข้ึนด้วย    

Cheung HY และคณะ (61) ได้ทําการศึกษาผลcytotoxicities ของสารสกัดส่วน ethanol 
extract ของ Andrographis paniculata (APE) และสารสําคัญในกลุ่ม diterpenoid พบว่าสารสกัด. 
APE ยับยั้งการเจริญของเซลล์ human acute myeloid leukemic HL-60 cells โดยมีค่า IC50 value 
เท่ากับ14.01 µg/mL หลังการ treat สารนาน 24 ชม. และนอกจากนี้สารสําคัญในกลุ่ม diterpenoid 
ท้ัง 3 ชนิดพบว่าสาร andrographolide มีฤทธิ์ ฆ่าเซลล์มะเร็งได้ดี ท่ีสุด รองลงมาคือ สาร 
deoxyandrographolide ในขณะท่ีสาร neoandrographolide ให้ผลน้อยท่ีสุด. จากการศึกษาการเกิด
การตายแบบ apoptosis โดยวิธี Laser confocal microscopy และ gel electrophoresis พบการเกิด 
DNA fragmentationsและเม่ือทําการศึกษา cell cycle arrest พบว่าในเซลล์ท่ี treat สาร 
andrographolide นาน 36 ชม.สามารถเพ่ิมระยะ G0/G1 phase ซึ่งการท่ี cell cycle เกิดการ arrest ท่ี
ระยะ G0/G1 phaseจะทําให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis เกิดข้ึนซึ่งสัมพันธ์กับการไม่สามารถตรวจ
พบ mitochondrial cytochrome c และ Bax มีการ expression เพ่ิมข้ึนในขณะท่ี Bcl-2 proteins 
expression ลดลง. จากผลการศึกษานี้ทําให้ทราบว่าสาร APE และ andrographolide สามารถ
เหนี่ยวนําการเกิด cell cycle arrest และการตายแบบ apoptosis ของเซลล์ HL-60 ได ้

จากการศึกษาของ Zhou J และคณะ (62)  ได้ทําการศึกษาการเหนี่ยวนําทําให้เกิดการตาย
แบบ apoptosis  ในเซลล์มะเร็งของสารสกัด Andrographis paniculata ทําให้ทราบว่าสารดังกล่าว
สามารถเหนี่ยวนําทําให้เกิดการตายแบบ apoptosis  ในเซลล์มะเร็งได้โดยการกระตุ้น caspase 8 ผ่าน 
the extrinsic death receptor pathway และกระตุ้นการเกิด apoptosis โดยอาศัย mitochondria 
pathwayได้ ซึ่งสารดังกล่าวทําให้เกิด caspase 8-dependent Bid cleavage และก่อให้เกิดการ 
conformation ของ Bax ทําให้เกิดการเคลื่อนไปยังmitochondriaและทําให้เกิดการกระตุ้น caspase 9 
และ 3 ตามลําดับ ซึ่งจากผลการ inhibition ของสารสกัดท่ีมีผลต่อ caspase 8 ในการ blocked Bid 
cleavage และ Bax conformational change ทําให้ผลสุดท้ายเซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ได ้

Srinivasa RJ และคณะ (59) ได้ทําการสังเคราะห์สาร androgapholide analog ข้ึนมาและ
ทําการศึกษาฤทธิ์การต้านการเกิดมะเร็งในเซลล์มะเร็ง 2 ชนิด คือ เซลล์ MCF-7 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้านม 
(breast cancer cell line) และเซลล์ HCT-116 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งลําไส้ (colon cancer cell line)ใน 
in vitro จากผลการศึกษาดังกล่าวพบว่า สารสังเคราะห์andrographolide derivativesซึ่งได้แก่ 3,19-
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isopropylideneandrographolide (compound 2), 14-acetyl-3,19- isopropylideneandrogra-
pholide (compound 3) and 14-acetylandrographolide (compound 4) จากการนําเอา 
compound 2 และ 4 ทําการ screening หาฤทธิ์การต้านมะเร็ง 60 ชนิดจากสถาบันมะเร็งของ
สหรัฐอเมริกาพบว่า  compound  2 มีฤทธิ์ต้านมะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukaemia) และ มะเร็งลําไส ้
(colon cancer cells)ได้ดี ส่วน compound 4 สามารถต้านมะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukaemia), มะเร็งรัง
ไข่ (ovarian cancer cells) และมะเร็งท่ีบริเวณส่วนไต (renal cancer cells)ได้ดี โดยท้ังหมดมีฤทธิ์การ
ยับยั้งท่ีข้ึนกับความเข้มข้นของสารท่ีใช้ในการทดสอบ (dose-response)  และเม่ือนํา compound 2 
และ 4 มาทําการศึกษาในเซลล์ MCF-7 พบว่าสารท้ัง 2 ให้ผลในการ arrest cell cycle ได้เม่ือทําการ 
treated สารในแต่ละช่วงของ cell cycle และท่ีความเข้มข้นท่ีแตกต่าง 

Sheeja และคณะ (63)  ได้ ทําการศึกษาฤทธิ์การต้านการเกิด angiogenesis 
(antiangiogenic)  ของสารสกัด Andrographis paniculata extract (APE) สารสําคัญ 
andrographolide (ANDLE) ท้ังใน in vitro และ in vivo จากผลการศึกษาพบว่าเม่ือให้สารผ่านทาง 
intraperitoneal สารดังกล่าวให้ผลในการยับยั้ง B16F-10 melanoma cell line ท่ีถูกชักนําให้เกิดการ
สร้างหลอดเลือดในหนู C57BL/6 และเม่ือทําการวิเคราะห์คุณสมบัติของ cytokine ในซีรั่ม พบว่าสาร

ดังกล่าวสามารถลดระดับ proimflamatory cytokines ต่างๆเช่น IL-1β, IL-6,TNF-α and GM-CSF 
และ the angiogenic factor VEGF ท่ีมีผลทําให้เกิด angiogenesis ได้ และนอกจากนี้เม่ือทําการศึกษา
ระดับการแสดงออกของ VEGF mRNA ใน B16F-10 cell line พบว่าสารมีผลลดระดับการแสดงออกของ 
VEGF mRNA ดังกล่าวได้เม่ือเทียบกับกลุ่ม control 
                 Verma N และคณะ (64) ได้ทําการศึกษาฤทธิ์ antioxidant ของสารสกัด A.paniculata 
(AP) ในเซลล์ lymphoma ของหนู พบว่าเม่ือให้สารสกัด AP ทางการกินพบว่าสารเพ่ิมระดับ catalase, 
superoxide dismutase และ glutathione S transferase activities ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารดังกล่าวมี
ฤทธิ์ antioxidant ซึ่งจะมีบทบาทสําคัญในการออกฤทธิ์เป็นสาร anticarcinigenic ได้โดยไปมีผลลด
ภาวะ the oxidative stress และในเซลล์ท่ีเป็นนมะเร็งจะมีระดับ Lactate dehydrogenase (LDH) ท่ี
สูงแต่กลับพบว่าสาร AP ลดระดับ LDH ได้อย่างมีนัยสําคัญและเม่ือเปรียบเทียบผลกับยา Doxorubicin 
(DOX) ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม anticancerous drug พบว่าสารสกัด AP มีประสิทธิภาพให้ผลดีกว่ายาดังกล่าว 
                 นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดฟ้าทะลายโจรสามารถออกฤทธิ์ต้านการอักเสบได้อีกด้วยดังจาก
การรายงานการศึกษาของ Batkhuu และคณะ(65)  ทําการศึกษาผลของสารสกัด Andrographis 

paniculata ในการลดการสร้างสารในกลุ่ม nitric oxide (NO) ใน mouse peritoneal macrophages 
ท่ีถูกนําเสนอข้ึนมาจากการกระตุ้นของ bacillus Calmette-Guéin (BCG) และกระตุ้นการสร้าง NO 
ด้วย lipopolysaccharide (LPS). จากผลการศึกษาพบว่าสารสกัด A. paniculata สามารถลดการสร้าง 
NO ได้ และเม่ือทําการศึกษากับ compounds ท่ีแยกได้จากสารดังกล่าวคือ andrographolide และ 
neoandrographolide พบว่า compounds ของ A. paniculata สามารถลดการสร้าง NO ได้โดย
ข้ึนกับความเข้มข้นของสารท่ีนํามาทดสอบ (dose-dependent manner) (ความเข้มข้นเฉลี่ยท่ีใช้ 0.1-
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100 µM) และมีค่า IC50 7.9 และ 35.5 µM ตามลําดับ และเม่ือให้สารสกัดทางการกิน (oral 
administration) พบว่า neoandrographolide ลดระดับการสร้าง NO ในขณะท่ี andrographolide ไม่
สามรถลดระดับการสร้าง NO ได้ ซึ่งจากผลดังกล่าวทําให้ทราบว่าสาร neoandrographolide  มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเกิดการอักเสบได้ (anti-inflammatory)เม่ือทดสอบท้ังใน in vitro  และ ex vivo 
                  ในประเทศไทยพืชสมุนไพรพญายอ ได้ถูกนํามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ HSV ซึ่งสมุนไพร
พญายอ (Clinacanthus nutans Lindau.) เป็นพืชสมุนไพรไทยท่ีอยู่ในวงศ์ Acanthaceae มีชื่อเรียกท่ี
แตกต่างกันไปในแต่ละท้องถ่ิน คือ ผักมันไก่ ผักลิ้นเขียด (เชียงใหม่) พญาปล้องคํา (ลําปาง) เสลดพังพอน
ตัวเมีย   พญาปล้องทอง, พญาปล้องคํา (กลาง) ลิ้นมังกร โพะโซ่จาง (กะเหรี่ยง-แม่ฮ่องสอน) มีลักษณะ
เป็นไม้พุ่มเลื้อยสงู 1-3 เมตร ลําต้นและก่ิงก้านสีเขียว ใบเป็นใบเดี่ยวออกตรงข้ามกัน รูปรีแคบ ขอบขนาน 
ใบกว้าง 0.5-1.5 ซม. ยาว 2.5-13 ซม. ปลายและโคนใบแหลม ริมใบเรียบ ดอกเป็นช่อ ออกเป็นกระจุกท่ี
ปลายก่ิง มี 5 ดอกย่อยข้ึนไป กลีบดอกสีแดงส้ม โคนกลีบสีเขียวติดกันเป็นหลอด ปลายแยกเป็น 2 ส่วน 
ผลเป็นผลแห้ง แตกได้    สามารถพบได้ท่ัวไปตามป่าประเทศไทย หรือปลูกกันตามบ้าน     ส่วนท่ีใช้ใน
การนํามาทําเป็นยารักษาโรค มักนิยมใช้ส่วนของใบ ซึ่งพืชดังกล่าวให้ผลสรรพคุณทางยา ดังนี้  (1) ใบ 
รักษาอาการอักเสบเฉพาะท่ี ถอนพิษแมลงสัตว์กัดต่อย รักษาโรคเริม งูสวัด  (2) ต้น แก้บิด  ซึ่งมีรายงาน
การวิจัย พบว่าสาระสําคัญในพญายอได้แก่   ใบ ประกอบด้วยสาร lupeol, Beta-sitosterol    ราก 
ประกอบด้วยสาร betulin, lupeol, Beta-sitosterol, stigmasterol     ลําต้น ประกอบด้วยสาร  
lupeol     ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของพญายอนั้นมีหลายชนิดรวมท้ังมีฤทธิ์ต้านการติดเชื้อ HSV ซึ่งมีรายงาน
การศึกษาฤทธิ์ต้านการติดเชื้อ HSV โดยจากการศึกษาของ  Sangkitporn และคณะ  [(66)]ได้ทําการ
ทดลองรักษาผู้ป่วยโรคงูสวัดโดยทาแผลด้วยครีมพญายอ (5%) วันละ 5 ครั้งทุกวัน ปรากฏว่าแผลจะตก
สะเก็ดภายใน 1-3 วัน และหายภายใน 7-10 วัน ในขณะท่ีผู้ป่วยท่ีได้รับยาหลอกแผลจะตกสะเก็ดภายใน 
4-7 วัน และหายภายใน 10-14 วัน ผู้ป่วยกลุ่มท่ีรักษาด้วยครีมพญายอ จะมีระดับความเจ็บปวดลดลง
รวดเร็วกว่ากลุ่มท่ีรักษาด้วยยาหลอก และไม่พบอาการข้างเคียงใด ๆ จากการใช้สารสกัดใบพญายอ และ
ในปี 1992  Jayavasu และคณะ (67) ได้ทดลองรักษาผู้ป่วยโรคเริมบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ท่ีติดเชื้อ HSV-
2 ครั้งแรกและติดเชื้อซ้ํา ด้วยครีมพญายอ (5%) เปรียบเทียบกับยามาตรฐาน acyclovir และยาหลอก 
(placebo)  จากผู้ป่วยจํานวนท้ังสิ้น 77 ราย พบว่า แผลของผู้ป่วยท่ีได้รับการรักษาด้วยยาจากสารสกัด
ใบพญายอและ acyclovir จะตกสะเก็ดภายในวันท่ี 3 และหายภายในวันท่ี 7 ต่างกับแผลของผู้ป่วยท่ีใช้
ยาหลอก จะตกสะเก็ดในวันท่ี 4-7 และหายในวันท่ี 7-14 หรือนานกว่านั้น แสดงว่ายาครีมพญายอและ
ครีม acyclovir มีประสิทธิภาพในการรักษาผู้ป่วยโรคเริมบริเวณอวัยวะสืบพันธ์ให้หายได้เร็ว  ลดความ
เจ็บปวดได้ นอกจากนี้ยังพบว่าครีมพญายอไม่ทําให้เกิดการแสบ  ระคายเคือง และอาการข้างเคียง 
ในขณะท่ีครีม acyclovir ทําให้แสบและราคาแพง 
        การนําสมุนไพรพญายอมาใช้ในการรักษามีมากข้ึนเนื่องได้รับการพิสูจน์ทางคลินิกมาก
พอสมควร การใช้เป็นการนําเอา crude extract มาใช้และการศึกษาผลการออกฤทธิ์ยับยั้งต่อการติดเชื้อ 
HSV เช่นในรายงานการศึกษาของ Jayavasu และคณะ  (68) ทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบพญา
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ยอ ท่ีเตรียมไว้ให้อยู่ในรูปผงแห้ง (lyophilized powder) ท่ีได้จากฝ่ายพฤกษเคมี กองวิจัยและพัฒนา
สมุนไพรต่อการติดเชื้อ HSV-2  โดยศึกษาผลของสมุนไพรต่อระยะต่างๆ ของ viral infection cycle  คือ 
pre-treatment, post-treatment และ inactivation และตรวจดูผลการยับยั้งโดยการทํา plaque 
reduction assay  พบว่าสารสกัดใบพญายอไม่มีฤทธิ์ยับยั้งการติดเชื้อ HSV-2 โดยวิธี pre-treatment 
และ  post-treatment แต่มีฤทธิ์ในการทําลายไวรัส HSV-2 (inactivation)โดยการให้สารสกัดออกฤทธิ์
โดยตรงกับเชื้อไวรัส และเม่ือนําใบพญายอมาสกัดเป็นสารสกัดชนิดต่างๆ พบว่าสารสกัด C2, C3, C4  มี
ฤทธิ์ในการทําลายเชื้อไวรัสได้สูงในระดับความเข้มข้นท่ีมากกว่า 1: 4800 ข้ึนไป   และจากการศึกษาของ
Yoosook และคณะ [(69)] ได้ทําการศึกษาตรวจหาฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อไวรัส HSV-2 ของพืชสมุนไพร
พญายอท่ีทําการสกัดจากทุกส่วนของพืชสมุนไพร (whole plant) ด้วยตัวทําละลายเมทานอล 
(methanol extract) และนําเอา crude extract ท่ีได้นํามาทดสอบกับเชื้อไวรัส HSV-2 สายพันธุ์ G และ 
HSV-2 ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยจํานวน 5 isolate โดยใช้วิธี plaque reduction assay พบว่าสารสกัดจาก
พญายอสามารถฆ่าไวรัสนอกเซลล์ (virucidal activity) ของเชื้อ HSV-2 สายพันธุ์ G แต่ไม่มีฤทธิ์ 
intracellular activity ต่อท้ัง HSV-2 สายพันธุ์ G และสายพันธุ์ท่ีแยกได้จากผู้ป่วย  
                ในปัจจุบันได้มีการศึกษาและแยกสารสําคัญท่ีอยู่ในสมุนไพรพญายอ เพ่ือนํามาศึกษาฤทธิ์
การยับยั้งเชื้อ HSV พบว่าจากการศึกษาของ  Janwitayanuchit และคณะ (70) ได้ทําการสังเคราะห์สาร
กลุ่ม 19 monoglycosyl diglycerides ซึ่งมีรายงานว่าเป็นสารประกอบท่ีพบในพญายอ และศึกษา anti-
HSV-1 activity ในระยะก่อนเข้าเซลล์โดยวิธี plaque reduction assay พบว่า 1,2-O-dilinolenoyl-3-
O-beta-D-glucopyranosyl-sn-glycerol มีฤทธิ์ดีท่ีสุด ส่วน Tuntiwachwuttikul และคณะ รายงานว่า 
ethyl acetate fraction ของส่วนสกัด ethanolic extract จากพญายอมีฤทธิ์ anti-HSV-1 activity ใน
ระยะก่อนเข้าเซลล์ และแยกสารประกอบ (2S)-1-O-linolenoyl-3-O-beta-D-galactopyranosyl-
glycerol ได้จาก fraction ดังกล่าว แต่ไม่ได้ศึกษา anti-HSV-1 activity   
                จากรายงานการศึกษาท้ังหมดนี้แสดงให้เห็นว่า   กลไกการออกฤทธิ์ของฟ้าทะลายโจรน่าจะ
เก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย, ต้านการอักเสบ (anti-inflammatory), ต้านไวรัส (anti-viral 
activity) และต้านมะเร็งได้ (anticancer).  และนอกจากนี้จากการศึกษาผลของฟ้าทะลายโจรจาก
โครงการวิจัยทางด้านสมุนไพรของ Aromdee C. และคณะ (unplublished data) ในการทดสอบกับเชื้อ 
HSV พบว่าสารสกัด compound ท่ีแยกได้มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ HSV ในข้ันตอนการเพ่ิมจํานวน (anti-
replication activity) ได้และข้อมูลจากรายงานการศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรพญายอพบว่าสามารถยับยั้ง
เชื้อไวรัสได้เช่นเดียวกัน  ซึ่งจากข้อมูลดังกล่าวจึงเป็นท่ีสนใจในการนําเอาสมุนไพรฟ้าทะลายโจรมา
ทําการศึกษาฤทธิ์การต้านเชื้อ HPV เนื่องจากว่าสมุนไพรดังกล่าวมีฤทธิ์ต้านมะเร็งชนิดอ่ืนแต่ในการศึกษา
ในเชื้อ HPV ยังไม่มีการศึกษาและนอกจากนี้สมุนไพรพญายอก็ถือเป็นพืชอีกชนิดหนึ่งท่ีน่าสนใจใน
การศึกษาในครั้งนี้เช่นเดียวกันเนื่องจากว่าสมุนไพรดังกล่าวมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสได้เช่นเดียวกันและจาก
การศึกษาของ Ekalaksananan T. และคณะ (unplublished data) ซึ่งได้ทําการศึกษาสารสําคัญในรูป
ของ fraction ของสารสกัด ethyl acetate จากส่วนใบของสมุนไพรพญายอ ซึ่งพบว่า fraction ของสาร
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ดังกล่าวยับยั้งเชื้อ HSV ในข้ันตอนก่อนเข้าสู่เซลล์ในระยะ pre-incubation และไม่มีผลการยับยั้งใน
ข้ันตอน replication หรือ ในระยะ post -incubationได้  
                  แต่อย่างไรก็ตาม  การศึกษาครั้งนี้เป็นส่วนหนึ่งในการศึกษาของนักศึกษาระดับปริญญาโท
ในการศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรฟ้าทะลายโจร (A.paniculata) และสมุนไพรพญายอ (C.nutans) ในการ
ต้านเชื้อ HPV ได้โดยมีความสนใจว่าสมุนไพรฟ้าทะลายโจร น่าจะมีผลยับยั้งเชื้อ HPV ได้และถึงแม้ในพืช
สมุนไพรพญายอ (C.nutans) จะยังไม่มีรายงานท่ีเก่ียวข้องกับฤทธิ์การต้านมะเร็งแต่ก็เป็นพืชท่ีน่าสนใจใน
การศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรในด้านในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนอ่ืน ซึ่งถ้าหากพืชท้ัง 2 ชนิดท่ี
นํามาทําการศึกษาสามารถให้ผลในการยับยั้งเชื้อ HPV ได้จะทําให้ได้ความรู้ใหม่เพ่ิมเติมในการศึกษางาน
ทางด้านสมุนไพรและสามารถนํามาประยุกต์ใช้งานทางด้านสาธารณสุขในการผลิตยาชนิดใหม่ในการใช้
รักษามะเร็งและโรคติดเชื้อ HPV ได้ซ่ึงจะเป็นการช่วยสนับสนุนการนําพืชสมุนไพรนํามาใช้พ่ึงพาตนเองได้
อย่างยั่งยืนต่อไปในอนาคต 
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3. วิธดีําเนินการวิจัย (Method) 
 
3.1 การเตรียมสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 
วัสดุและอุปกรณ์  
ฟ้าทะลายโจรแห้งซื้อจากเกษตรชุมชนจังหวัดอุบลราชธาน ี
สารเคมีท่ีใช้ สังเคราะห์เป็น ชนิด reagent  grade ของ บริษัท Merck  
Solvent ท่ีใช้ในการสกัดเป็นชนิด commercial grade  
เครื่อง Infrared   เป็นของบริษัท Perkin Elmers รุ่นวิธีการทดลอง 
NMR spectra  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่นเป็นของบริษัท Variance, Mercury 400, 
CDCl3 and CD3OH 
LC-MSคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล เป็นของบริษัท Bruker Daltonics’s, electrospray 
ionization ตรวจวัด positive mass โดย TOF detector. 
การแยก andrographolide และ 14-deoxy 11,12-didehydroandrographolide จาก ฟ้าทะลายโจร 

หมักฟ้าทะลายโจรจํานวน 1 ก.ก. ต่อ methanol 2 สิตร เป็นเวลา 1 สัปดาห์ นําน้ําหมักมากรอง 
และระเหยแห้ง จากนั้นนํามาแยกสารโดย column chromatography โดยใช้ สารละลายผสม 
methylene chloride และ methanol โดยเพ่ิมปริมาณ methanol เป็นลําดับได้ 14-deoxy 11,12-
didehydroandrographolide และ andrographolide ลําดับท่ี 34-42 และ 56-72 ตามลําดับ 

ตรวจเช็คความบริสุทธ์ ด้วยวิธี TLC โดยใช้ 10% methanol ใน methylene chloride เป็น 
mobile phase 
การสังเคราะห์ 3, 19- isopropylidene andrographolide   
 ละลาย andrographolide (200 ม.ล., 0.571 mmole) ใน DMSO ด้วยปริมาณท่ีน้อยท่ีสุด เติม 
pyridinium p-toluene sulphonate 1-2 ม.ล.  เติม benzene เติม dimethoxy propane  (0.6 
mmole) stir บน magnetic stirrer  8  ชม  นํามาเติม ether 100 ม.ล. น้ํา 100 ม.ล.  แยกชั้นน้ําท้ิง  
ล้างชั้น ether ด้วยน้ําอีกครั้งหนึ่ง  นําชั้น ether ไประเหยจนแห้ง นําไปผ่าน short column  elute 
ด้วย chloroform เก็บ chloroform fraction ครั้งละ 20 ม.ล.   

ตรวจเช็คความบริสุทธ์ ด้วยวิธี TLC โดยใช้ 10% methanol ใน methylene chloride เป็น 
mobile phase และตรวจเช็จด้วยการspray ด้วย Kedde' reagent 
 
3.2 การเตรียมสารสกัดจากสมุนไพรใบพญายอ 
วิธีการสกัด 

นําผงสมุนไพรพญายอส่วนท่ีเป็นใบ (2.5 กิโลกรัม) มาสกัดด้วย hexane และ chloroform 
ตามลําดับในเครื่องสกัด soxhlet apparatus นําส่วนท่ีสกัดได้ด้วย chloroform มาทําให้แห้งโดยการ
กลั่นแบบลดความดันได้สารสกัดหยาบ (59.53 กรัม) วิธีการสกัดแสดงในรูปท่ี 3.1 
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รูปท่ี 3.1 วิธีการแยกสารสําคัญจากสารสกัดและตรวจยืนยันสูตรโครงสร้างของสารสําคัญท่ีแยกได้ 
 
วิธกีารแยกสารสําคัญจากสารสกัดและตรวจยืนยันสูตรโครงสร้างของสารสําคัญท่ีแยกได้ 

 นําสารสกัดหยาบท่ีได้ (18.7 g) มาทําการแยกสาระสําคัญให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมา  โทรก
ราฟี โดยใช้ซิลิกาเจล 60 เป็นตัวดูดซับ แล้วทําการชะด้วยตัวทําละลาย ดังนี้ เฮกเซน (hexane) เฮกเซน-
เอทิลอะซิเตต 1:1 (hexane-ethyl acetate) เอทิลอะซิเตต (ethyl acetate)คลอโรฟอร์ม 
(chloroform) คลอโรฟอร์ม-เอทานอล 1:1 (chloroform-ethanol) และเอทานอล (ethanol) 
ตามลําดับ  ตรวจสอบสารสําคัญในสารละลายท่ีถูกชะออกมาจากคอลัมน์ด้วย TLC (Thin layer 
chromatography)  ใช้ตัวทําละลายผสม toluene-petroleum ether-methanol-methyl ethyl 
ketone 30:60:5:5 รวมส่วนท่ีเหมือนกันหรือใกล้เคียงกัน  

 
3.3 การเตรียมสารสกัดสําหรับทดสอบ 

นํา compound ของสารสกัดฟ้าทะลายโจร (3 ชนิด) และสารสกัดจากสมุนไพรพญายอ (3 ชนิด) 
แต่ละชนิดท่ีต้องการทดสอบฤทธิ์ต้าน HPV นํามาละลายใน DMSO และเจือจางด้วย DEM ให้ได้ความ
เข้มข้นเริ่มต้นประมาณ 1-2 mg/ml ทําให้ปราศจากเชื้อโดยใช้ filter membrane ขนาด 0.45 ไมครอน 
เก็บสารสกัดท่ีได้ ท่ี 4oC สําหรับใช้ในการทดสอบฤทธิ์ต้าน HPV 
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3.4  การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง 
C33A cell line (HPV negative cell line) ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. Magnus von 

Knebel Doeberitz และ CaSki cell line (HPV positive cell line) ได้รับความอนุเคราะห์จาก    
Prof. Dr. Peter JF Snijders เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงท่ีจะถูกนํามาใช้ในทดลองโดยใช้ในการทํา transfect 
ด้วย vector ท่ีสร้างข้ึนในการศึกษานี้ และใช้ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพร  เซลล์ท้ังสองนี้จะ
ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ท่ีเติม 2 mM L-
glutamine, 1.5 g/L sodium bicarbonate, 10% fetal bovine serum อบท่ีอุณหภูมิ  37oC ใน 5 % 
CO2 incubator โดยทําการ subculture สัปดาห์ละ 1-2 ครั้ง 

 
3.5  การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง (42, 22, 72) 

เลี้ยงเซลล์ C33A และ CaSki ให้มีลักษณะเป็น monolayer ใน 96-well tissue culture plate 
ภายในเวลา 18-24 ชั่วโมง  นําสารสกัดมาทําการเจือจางใน อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ด้วยวิธีการเจือจาง
แบบ serial two-fold dilution แล้วทําการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก จากนั้นเติมสารสกัดท่ีเจือจาง
แล้วในแต่ละความเข้มข้นใส่ลงใน  96-well tissue culture plate แทน สําหรับหลุมควบคุม
ประกอบด้วย เซลล์ C33A และ CaSki ซึ่งเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีไม่มีสารสกัด และ solvent control ซึ่ง
เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีมี DMSO เพ่ือเป็นตัวควบคุมผลการทดลอง   นําไปอบท่ีอุณหภูมิ  37oC  ใน 5 % 
CO2 incubator นาน 3 วัน เม่ือครบตามกําหนดเวลา เติม MTT ความเข้มข้น 5mg/ml ลงไปในหลุมๆละ 
20 µl  หลังจากนั้นเขย่า plate 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นทําการดูด media เก่าออก เติม DMSO 200 µl เพ่ือละลายตะกอน ทําการเขย่า 200 rpm 
นาน 30 นาที หลังจากนั้นนําไปวัด OD ท่ีความยาวคลื่น 540 nm เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม subtoxic 
concentration คือความเข้มข้นของสารสกัดท่ีมากท่ีสุดท่ีให้ค่า OD ไม่ต่างจาก cell control ส่วนค่า 
CC50 (50% cytotoxic concentration) คือความเข้มข้นของสารสกัดท่ีให้ค่า OD น้อยกว่า cell 
control ร้อยละ 50 ซึ่งหาได้จาก dose-response curve 

 
3.6 การสร้าง cloning plasmid สําหรับการสร้าง recombinant plasmid เพื่อใช้ในการศึกษาผล
ของสารสกัดต่อ transcription activity ของ HPV 16 E6 gene promoter 

เพ่ือทําการศึกษา transcriptional activity ของ HPV16 E6 gene ภายใต้การกระตุ้นจาก 
HPV16 E6 promoter คือ promoter P97 ท่ีอยู่ใน ส่วน LCR ของ HPV16 โดยการสร้าง recombinant 
plasmid ท่ีมีส่วนของ HPV 16 E6 gene promoter และ luciferase reporter gene เพ่ือใช้ transfect 
เข้าเซลล์ C33A 
การเตรียม HPV16 reference plasmid (pHPV16R) 
               นํา HPV16 reference (R) plasmid (pHPV16R, ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. 
Ethel-Michele de Villiers) ซึ่งมี whole genome ของ HPV16 prototype  และ ampicillin 
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resistance gene ไปทําการ transformation ใน E.coli HB 101 เพ่ือเพ่ิมปริมาณให้เพียงพอสําหรับการ
ใช้ในโครงการวิจัยนี้ โดยทําการเตรียม competent E.coli HB 101 และทําการ transformation ใส่ 
plasmid เข้าไปใน competent E.coli HB 101 นํา E.coli HB 101 ท่ีมี plasmid  ไปทําการ spread 
plate โดยใช้ LB-agar plate ทีมียา ampicillin 50 µg/ml  แล้วนําไป incubate ท่ี 37oC overnight 
จากนั้นทําการคัดเลือก clones และสกัด plasmid ทําการตรวจสอบ plasmid ท่ีสกัดได้โดยการทํา 
agarose gel electrophoresis  
การสร้าง pDRIVE cloning vector ท่ีมี LCR ของ HPV16R (pDRIVE-HPV16R LCR) 

pDRIVE cloning vector (Qiagen PCR Cloning Kit, QIAGEN) เป็น linearized cloning 
vector ท่ีมี U overhang ท่ีปลาย 3’ ท้ัง 2 ข้าง ใช้สําหรับ ligate PCR product ท่ีมี 3’-end A 
overhangs 
              เพ่ิมปริมาณ LCR ของ HPV16R ให้มากเพียงพอสําหรับการ Ligation ใน cloning vector 
โดยวิธีการ PCR โดยใช้ specific primers สําหรับ HPV16 LCR ดังแสดงในตารางด้านล่างซึ่งครอบคลุม
ในส่วนจีน LCR ท่ีมี promoter P97 ในการกระตุ้นการแสดงออกของจีน E6 จากนั้นนํา PCR product ไป
ตรวจสอบ ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
 
ตารางท่ี 3.1  Primers ท่ีใช้ในการเพ่ิมจํานวน HPV16R LCR โดยวิธีการ PCR 
 

Primers Primer sequence (5’-3’) Genomic 
location 
(nts) 

Length 
(bp) 

PCR 
product 
size (bp) 

HPV16 LCR1-F 
HPV16 LCR4-R 

GAAAACGAAAAGCTACACCCA 
TGCAGTTCTCTTTTGGTGC 

7083-7104 
85-103 

      21 
      19 

 
926 

 
จากนั้นแยกเอาเฉพาะส่วนของ LCR PCR product ท่ีอยู่ในเจลมาทําการ purify ด้วยวิธีการ Gel 

cut method ด้วย HiYieldTMGel/PCR DNA Extraction Kit (RBC) นําส่วน  LCR PCR product ท่ี 
purified แล้ว มาทํา Ligation ใน pDRIVE cloning vector (Qiagen PCR Cloning Kit, QIAGEN) ซึ่งมี 

lacZα-peptide element ท่ีอยู่บริเวณ several unique restriction endonuclease recognition 
site ท่ีอยู่รอบๆบริเวณ cloning site  และมี ampicillin resistance gene  ถ้า LCR ถูก ligate เข้า
ระหว่าง cloning site  จะทําให้สามารถ select colony ท่ีเกิดการ ligate ของ LCR ใน pDRIVE 
cloning vector ได้ด้วยวิธีการ blue/white selection  

นํา ligated products ท่ีได้ transformation เข้าไปใน competent E.coli XL-1 Blue cells 
แล้ว spread plate โดยใช้ อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด LB medium ท่ีประกอบด้วย Tryptone, Bacto-yeast 
extract,  NaCl, X-gal, IPTG และยา ampicillin 50 µg/ml  แล้วนําไป incubate ท่ี 37oC overnight 
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จากนั้นทําการคัดเลือก clones ท่ีมีสีขาว นําไปเพ่ิมจํานวนแบคทีเรีย และสกัด plasmid ทําการ
ตรวจสอบ plasmid ท่ีสกัดได้โดยการทํา agarose gel electrophoresis และทํา HPV16 LCR PCR 
amplification ด้วย primers คู่เดิม แล้วตรวจสอบผล  

Plasmid clone ท่ีให้ผล HPV16 LCR PCR positive จะนํามาทําการตัดด้วย restriction 
endonuclease KpnI and Hind III (NEB) และตรวจสอบผลท่ีได้โดยการทํา agarose gel 
electrophoresis  
 
3.7 การสร้าง recombinant plasmid (pGL3-HPV16 LCR) เพื่อใช้ในการศึกษาผลของสารสกัดต่อ 
transcription activity ของ HPV 16 E6 gene promoter 

เม่ือได้ cloning plasmid ท่ีมีส่วนของ HPV16 E6 gene promoter แล้ว จะทําการตัดส่วนของ 
HPV16 E6 gene promoter ออกจาก cloning plasmid เพ่ือใส่เข้าไปใน pGL3-Basic vector ซึ่งมี 
luciferase reporter gene จะได้ pGL3-HPV16LCR สําหรับ transfect เข้าเซลล์ C33A 

 
การเตรียม pGL3-Basic vector 

นํา pGL3-Basic vector ซึ่งเป็น vector ท่ีมีจีน luciferase แต่ไม่มี eukaryotic promoter 
และ enhancer sequence  ไปทําการ transformation ใน E.coli  XL-1 Blue เพ่ือเพ่ิมปริมาณให้
เพียงพอสําหรับการใช้ในโครงการวิจัยนี้  
วิธีทํา 
1. นํา pGL3-Basic vector มาทําการ transform เข้าไปใน E.coli XL-1 Blue โดยเตรียมเวคเตอร์ 100    
    ng ผสมกับ competent E.coli XL-1 Blue cell  1x108 แล้ววางบนน้ําแข็ง เปน็เวลา 30 นาที  
2. Heat shock ท่ี 42°C 45 วินาที แล้ววางบนน้ําแข็งทันที เป็นเวลา 15 นาที 
3. เติม LB broth 500 µl แล้วบ่มท่ีตู้ Shaker incubator 37°C 200 rpm เป็นเวลา 1 ชม. 30 นาที 
4. นําไป spread บน LB plate ท่ีมี ampicillin 50 µg/µl, 50 µM IPTG และ 80 µg/ml X-gal แล้วบ่ม 
   ท่ีตู้ incubator 37°C เป็นเวลา 24 ชม. 
5. เลือก colony สีขาวแล้วเข่ียลงใน LB broth ท่ีมี Ampicillins 50 µg/ml บ่มใน Shaking incubator  
   37°C  200 rpm เป็นเวลา 18-20 ชม. 
6. นําไปสกัดพลาสมิดโดยใช้วิธี Mini Prep  
 
การสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Mini Prep 
วิธีทํา 
1. นํา LB broth culture มา centrifuge ให้เซลล์ตกตะกอนท่ี 1,500 rpm นาน 10 นาที 
2. เท supernatant ท้ิง แล้วเติม Solution I (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH8.0) 100 µl ผสมให้เข้า 
   กันโดยการดูด-เป่า ด้วย autopipette 



                                                                                                    

 20 

3. เติม solution II (0.1 M NaOH, 1%SDS) 150 µl ผสมให้เข้ากันโดยการคว่ําหลอดไปมา  
4. เติม solution III (1.5M Potassium Acetate pH 5.4) 200 µl ผสมให้เข้ากันโดยการคว่ําหลอดไปมา  
   แล้ววางบนน้ําแข็งนาน 5 นาที 
5. ปั่นตกท่ี 12,000 rpm 10 นาที แล้ว ดูด supernatant ใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml  
   หลอดใหม่ 
6. เติม phenol-chroloform (1:1) ในอัตราส่วน 1 เท่าของ supernatant ท่ีดูดมาได ้แล้วผสมให้เข้ากัน 
   โดยการคว่ําหลอดไปมา 
7. ปั่นตกท่ี 12,000 rpm 10 นาที แล้ว ดูด supernatant (ส่วนใสด้านบน) ใส่ microcentrifuge tube  
   ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 
8. เติม Isopropanol อัตราส่วน 1 เท่าของ supernatant ท่ีดูดได้ แล้วผสมให้เข้ากันโดยการคว่ําหลอด 
   ไปมา แล้วนําไป incubate ท่ีตู้ -70°C เป็นเวลา 1 ชม. 
9. ปั่นตกท่ี 12,000 rpm 15 นาที แล้วเท supernatant ท้ิง 
10. ปั่นล้างพลาสมิด ด้วย 70% ethanol ท่ี 12,000 rpm 5 นาที  
11. นําพลาสมิดท่ีได้ มา dry ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที 
12. เติม TE solution 50 µl เคาเบาะๆ แล้ว incubate ท่ี 37°C เป็นเวลา 1 ชม. 
13. นําไปวัดปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดท่ีสกัดได ้
14. เก็บท่ี -20°C 
 
การตัด pGL3-Basic vector ให้เป็น linear form 

นํา plasmid ท่ีสกัดได้มาทําการตัดด้วย restriction enzyme KpnI และ Hind III (NEB) โดยใช้ 
pGL3-Basic vector 10 µg และเอนไซม์ KpnI และ Hind III อย่างละ 1 unit บ่มท่ี 37°C overnight 
ตรวจสอบผลโดยการทํา 0.7% agarose gel electrophoresis 
 
การทํา dephosphorylation ท่ีปลาย linear pGL3-Basic vector 

นํา linear pGL3-Basic vector มา purify  และทํา dephosphorylation   เพ่ือให้สามารถทํา 
ligation ได้ในข้ันตอนต่อไป โดยใช้ linear pGL3-Basic vector 0.5 µg ผสมกับ dephosphorylation 
buffer containing 1 U of calf intestine alkaline phosphatase 50 µl บ่มท่ี 37°C 30 min 
หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยบ่มท่ี 85°C 15 min นํา dephosphorylated pGL3-Basic vector มา 
purify โดยใช้ HiYieldTMGel/PCR DNA Extraction Kit และวัดปริมาณ DNA ด้วย 
spectrophotometer 
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การเตรียมชิ้นส่วน HPV16 LCR สําหรับ ligation เข้ากับ linear dephosphorylated pGL3-Basic 
vector 

นํา pDRIVE-HPV16 LCR cloning vector ซึ่งมีชิ้นส่วนของ HPV16 LCR ท่ีต้องการ มาตัดด้วย 
restriction endonuclease KpnI and Hind III  นําไปแยกเอาเฉพาะชิ้นส่วนของ HPV16 LCR ท่ี
ต้องการออกมาโดยทํา low melting agarose gelelectrophoresis ตัด gel บริเวณท่ีมี band ของ 
HPV16 LCR แล้ว purify โดยใช้ HiYieldTMGel/PCR DNA Extraction Kit 

 
การทํา ligation ระหว่าง HPV16 LCR และ linear dephosphorylated pGL3-Basic vector 

นําส่วน HPV16 LCR ท่ีตัดออกมาจาก pDRIVE-HPV16 LCR cloning vector มาเชื่อมต่อกับ 
linear dephosphorylated pGL3-Basic vector แล้ว ในอัตราส่วน 4:1 โดยใช้ T4 ligase  
1. เตรียม reaction mixture 20 µl ซึ่งประกอบด้วย  5x ligation buffer 4 µl, HPV16 LCR และ 
linear dephosphorylated pGL3-Basic vector ในอัตราส่วน 4:1 
2. เติม T4 ligase 1 unit 
3. บ่มท่ี 16°C 16 h 
 
การทํา Transformation 

นํา ligated solution ท่ีได ้transform เข้า  competent E.coli XL-1 Blue cells 
1. ใช้ ligated solution 3 µl ผสมกับ competent E.coli XL-1 Blue cell  1x108 แล้ววางบนน้ําแข็ง  
   เป็นเวลา 30 นาที  
2. Heat shock ท่ี 42°C 45 วินาที แล้ววางบนน้ําแข็งทันที เป็นเวลา 15 นาที 
3. เติม LB broth 500 µl แล้วบ่มท่ีตู้ Shaker incubator 37°C 200 rpm เป็นเวลา 1 ชม. 30 นาที 
4. นําไป spread บน LB plate ท่ีมี ampicillin 50 µg/µl, 50 µM IPTG และ 80 µg/ml X-gal แล้วบ่ม 
   ท่ีตู้ incubator 37°C เป็นเวลา 24 ชม. 
5. เลือก colony สีขาวแล้วเข่ียลงใน LB broth ท่ีมี Ampicillins 50 µg/ml บ่มใน Shaking incubator  
   37°C  200 rpm เป็นเวลา 18-20 ชม. 
6. นําไปสกัดพลาสมิดโดยใช้วิธี Mini Prep  
 
การตรวจสอบ pGL3-HPV16 LCR ท่ีสร้างข้ึน 

หลังจากคัดเลือก clones และสกัด plasmid แล้ว ตรวจสอบได้ 2 วิธีคือ 
 A. การตัด recombinant plasmid ด้วย restriction enzyme Kpn I and Hind III 
ทําการตัด recombinant plasmid ด้วย restriction enzyme Kpn I and Hind III (NEB) ตรวจสอบ 
recombinant plasmid โดยวิธีการ agarose gel electrophoresis  
 B. การ amplify ส่วนของ LCR ท่ีอยู่ใน recombinant plasmid โดยวิธี PCR 
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นํา plasmid ท่ีสกัดได้มาเพ่ิมปริมาณ LCR โดยวิธี PCR ด้วย specific primers ต่อ LCR แล้วตรวจดู
ขนาดของ PCR product โดยวิธีการ agarose gel electrophoresis 
 
3.8 การศึกษา transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR 
 

นํา pGL3-HPV16 LCR  vector ท่ี purify ไว้จํานวน 0.8 ug, 1.6 ug  และ 3.2 ug มา 
transfect เข้าสู่ C33A cell line และมี negative control เป็น C33A cell line ท่ีไม่ถูก transfect 
หลังจาก transfection 24 ชั่วโมง วัด transcriptional activity ของ HPV16 LCR โดยการตรวจหา 
luciferase activity ด้วย standard luciferase assay โดยใช ้ Bright-GloTM Reagent  
 
1. เตรียม C33A cell line ใน 24-well tissue culture plate อายุ 1 วัน 
2. นํา pGL3-HPV16 LCR  vector ท่ี purify ไว้จํานวน 0.8 ug, 1.6 ug  และ 3.2 ug มา transfect เข้า
สู่ C33A cell line ใน 24-well tissue culture plate โดยใช้ Lipofectamine 2000 จํานวน 2 µl  
และมี negative control เป็น C33A cell line ท่ีไม่ถูก transfect 
3. บ่มท่ี 37°C 24 ชั่วโมง 
4. วัด transcriptional activity ของ HPV16 LCR โดยการตรวจหา luciferase activity ด้วย standard 
luciferase assay โดยเติม  Bright-GloTM Reagent หลุมละ 150 µl 
5. ตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 นาที ดูด cell ท่ีถูก lyses ปริมาณ 300 µl  ใส่ microcentrifuge tube 
6. วัด luciferase activity ด้วยเครื่อง Modulus Single tube Multimode reader (Turner 
Biosystem) 
 
3.9 การศึกษาความเป็นพิษต่อ transfected cell ของสารสกัดสมุนไพร (Cell cytotoxicity 
assay) 

เนื่องจาก transfected cell จะมีความไวต่อความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรต่างจากเซลล์ท่ีไม่
ถูก transfect จึงต้องทําการหาความเข้มข้นท่ีสูงท่ีสุดของสารสกัดท่ีไม่เป็นพิษต่อ transfected cell เพ่ือ
นําไปใช้ในการทดสอบต่อไป 
วิธีทํา 
1. เตรียม เซลล ์C33A อายุ 1 วัน ใน 96-well tissue culture plate โดยเลี้ยงใน growth media ท่ีไม่
เติม antibiotics 
2. เปลี่ยน media เป็น maintenance media 50 µL ท่ีไม่เติม fetal bovine serum และ antibiotics 
3. เติม lipofectamine 0.5 µL/well 
4. อบท่ีอุณหภูมิ 37oC, 5% CO2 นาน 4 ชั่วโมง 
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5. เปลี่ยน media เป็น maintenance media 100 µL ท่ีไม่เติม fetal bovine serum และ 
antibiotics 
6. อบท่ีอุณหภูมิ 37oC, 5% CO2 overnight 
7. เติมสารสกัดสมุนไพรแต่ละชนิด ท่ีเจือจางแบบ serial dilution ให้มีความเข้มข้นต่างๆ ส่วนชุดควบคุม
จะไม่ทําการเติมสารสกัดสมุนไพร 
8. อบท่ีอุณหภูมิ 37oC, 5% CO2 นาน 18-24 ชั่วโมง 
9. ดูด media ออก เติม methythiazole tetrazolium (MTT) 
10. อบท่ีอุณหภูมิ 37oC นาน 4 ชั่วโมง 
11. ละลายตะกอน formazan ด้วย DMSO 
12. เขย่าท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที 
13. วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 570 nm  คํานวณค่า percentage of cell viability เทียบกับ 
untreated cell (ODเฉลี่ย ของ untreated cell มีค่าเท่ากับ 100%) 
 
3.10 การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ transcription activity 
ของ pGL3-HPV16 LCR 
 

นํา pGL3-HPV16 LCR transfect เข้า C33A cells แล้วเลี้ยงเซลล์ในอาหารท่ีเติมสารสกัดสกัด
สมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ เพ่ือดูผลของสารสกัด ต่อ transcription activity ของ pGL3-
HPV16 LCR 

 
1. ทําการ plate เซลล ์C33A จํานวน 2×104 cell ลงใน 96-well plate และนําไปบ่มในตู้ 37°C 

5%CO2 overnight 

2. เตรียม DNA-lipofectamineTM 2000 complexes โดยใช้ปริมาณ plasmid DNA 0.4 µg และ 

lipofectamine 0.5 µl ใน DMEM (ท่ีปราศจาก antibiotic และ fetal bovine serum) 50 µl ต่อ 1 

well  

3. ดูด pGL3-HV16 LCR E prototype หรือ pGL3-HV16 LCR As variant 0.4 µg ละลายใน 25 µl 

DMEM แล้วบ่มไว้ 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นดูด lipofectamineTM 2000 มา 0.5 µl ละลายใน 25 

µl DMEM แล้วบ่มไว้ 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

4. ผสม plasmid DNA กับ lipofectamine แล้ว mix เบาๆ และบ่มไว้ 20 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

5. ดูด DNA-lipofectamineTM 2000 complexes 50 µl ใส่ใน เซลล ์C33A บ่มในตู้ 37°C, 5%CO2 เป็น

เวลา 4-6 ชั่วโมง 
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6. ทําการเปลี่ยน media เก่าออก แล้วเติม 100 µl DMEM ท่ีมี 2% FBS และสารสกัดท่ีความเข้มข้น 
subcytotoxic concentration ลงไปแทน จากนั้นนําไป บ่มในตู้ 37°C, 5%CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
7. ตรวจหา Luciferase activity โดย เติม 100 µl Bright-GloTM luciferase assay reagent ลงในแต่
ละ well และบ่มไว้ 2 นาที จากนั้นดูดสารละลายออกมาใส่ใน microtube ขนาด 1.5 ml และวัด 
Luciferase activity ด้วยเครื่อง Luminometer 
 
3.11 การศึกษาผลของสารสกัดจากสมุนไพร ต่อการแสดงออกของ HPV 16 E6 
 

การศึกษานี้จะเลี้ยง cell line ท่ีมี HPV E6 ในสารสกัดจากสมุนไพร และ subpassage เซลล์ไป
เรื่อยๆ เพ่ือดูผลของสารสกัดต่อการแสดงออกของ HPV E6 โดยวัดจากปริมาณ mRNA ของ HPV E6 
วิธีทํา 

1. เตรียม CaSki cell line และ SiHa cell line ใน 24-well tissue culture plate โดยเริ่มจากปริมาณ

เซลล์ 2 x 104 cells/well 

2. บ่มในตู้ 37°C, 5%CO2, overnight  

3. เปลี่ยน media เป็น growth media ท่ีผสมสารสกัดให้มีปริมาณเท่ากับ subtoxic concentration 

และสังเกตดูเซลล์ทุกวัน 

4. เม่ือเซลล์เพ่ิมจํานวนถึง 100% confluence ทําการ subpassage ด้วย trypsin และเลี้ยงต่อใน 

growth media ท่ีผสมสารสกัดให้มีปริมาณเท่ากับ subtoxic concentration โดยใช้ split ratio = 1:4 

และเก็บเซลล์ท่ีเหลือไว้ใน Trizol ท่ีอุณหภูมิ -80°C เพ่ือใช้สําหรับการสกัด RNA ต่อไป 

5. ทําข้อท่ี 4 ซ้ําไปเรื่อยๆ จนกว่าเซลล์จะตายหมด โดยบันทึก passage number ของเซลล์เม่ือมีการ

เปลี่ยนแปลง 

6. สกัด RNA จากเซลล์ท่ีเก็บไว้ใน Trizol ในข้อ 4 แล้วตรวจหาปริมาณ mRNA ของ E6 โดยวิธี SYBR 

Green Real-time PCR 

7. ยืนยันผลของสารสกัดอีกครั้งโดยเลี้ยง SiHa cell ในสภาวะท่ีมีและไม่มีสารสกัดสมุนไพรท่ีมีความ

เข้มข้นในระดับ subcytotoxic concentration (1X) และ 2 เท่าของ subcytoxic concentration (2X) 

ใน 24-well tissue culture plate เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ก่อนท่ีจะสกัด total RNA แล้ว 

convert ไปเป็น cDNA โดยใช ้SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit แล้วตรวจหาการแสดงออก

ของ E6 โดยตรวจหาปริมาณ mRNA ของ E6 โดยวิธ ีSYBR Green Real-time PCR 
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4. ผลการวิจัย (Result) 
 
4.1 การเตรียมสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 
สามารถแยกสารประกอบบริสุทธิ์จํานวน 3 ชนิดดังนี ้
1) Andrographolide ปริมาณ Andrographolide ท่ีได้  4% 
2) 14 -Deoxy-11,12-didehydroandrographolide 0.8% 
3) 3, 19- isopropylidene andrographolide 80%  
 
Andrographolide: 
 
1H NMR: 6.84 (1H, dt, J= 7.02, 1.56Hz, H-12), 5.00 (1H, d, J=5.5 Hz, H-14), 4.88 (1H, s, H-
17a), 4.66 (1H, s, H-17b), 4.15 (1H, dd, J=10.1, 1.95, Hz, H-15a), 4.11 (1H, d, J=10.9 Hz, H-
15b), 3.40 (1H, m, J=7.03, H-3), 3.3 (1H, d, J=8.2, H-19), 1.21 (3H, s, H-18), 0.74 (3H, s, H-20) 
13C NMR: 170.52 (C, C-16), 149.4 (CH, C-12), 148.9 (C, C-8), 129.8 (C, C-13), 109.2 (CH2, C-
17), 80.9 (CH, C-3), 76.2 (CH2, C-15),  66.7 (CH, C-14), 65.0 (CH2, C-19), 57.4 (CH, C-9), 56.3 
(CH, C-5), 46.7 (C, C-4), 40.0 (C, C-10), 39.0 (CH2, C-7), 38.1 (CH2, C-1),  29.0 (CH2, C-2), 
25.11 (CH2, C-6), 25.2 (CH2, C-11),  23.4 (CH3, C-18), 15.5 (CH3, C-20).   
 
14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide:  
 
White or colourless crystals (CH2Cl2), m.p. 198-200  ºC, Rf  0.58, silica gel 60F254, 10% 
methanol in  CH2Cl2. 
1H NMR: 7.43 (1H, t, J=1.76 Hz, H-14), 6.85 (1H, q, J=10.1 and 15.8 Hz, H-12), 6.15 (1H, d, 
J=15.8 Hz, H-11), 4.86 (2H, d, J=1.3 Hz, H-15), 4.75 (1H, d, J=1.8 Hz, 17a), 4.49 (1H, d, J=1.8 
Hz, 17b), 4.12 (1H, d, J=11.0 Hz, H-19a), 3.39 (1H, t, J=5.3 Hz, H-3), 3.38 (1H, d, J=11.4 Hz, 
H-19b), 1.22 (3H, s, H-20), 0.83 (3H, s, H-18). 
13C NMR: 172.2 (C=O, C-16), 148.0 (C, C-8), 136.0 (CH, C-14), 142.8 (CH, C-12), 129.2 (C, C-
13), 121.1 (CH, C-11), 109.2 (CH2, C-17), 80.8 (CH, C-3), 143.9 (CH2, C-15), 64.2 (CH2, C-19), 
61.7 (CH, C-9), 54.7 (CH, C-5), 43.0 (C, C-4), 38.5 (C, C-10), 38.2 (CH2- C-1), 36.6 (CH2, C-7), 
28.1 (CH2, C-2), 22.9 (CH2., C-6), 22.6 (CH3, C-18), 15.9 (CH3, C-20). 
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3,19-Isopropylidine andrographolide: 
 
1H NMR: 6.97 (1H, td, J=1.5 and 8.0 Hz, H-12), 5.05 (1H, d, J=5.9 Hz, H-14), 4.91 (1H, s, H-
17a), 4.62 (1H, s, H-17b), 4.45 (1H, dd, J=6.2 Hz and 10.5 Hz, H-15a), 4.26 (1H, dd, J=2.0 
and 10.5 Hz, H-15b), 3.96 (1H, d, J=11.3 Hz, H-19a), 3.50 (1H, dd, J=3.1 and 8.6 Hz, H-3), 

3.18 (1H, d, J=11.7 Hz, H-19b), 2.57 (2H, t, J=6.8Hz, H-11),  1.41 (3H, s, H-1′), 1.37 (3H, s, H-

2′), 1.20 (3H, s, H-18), 0.97 (3H, s, H-20).  
 
4.2 การเตรียมสารสกัดจากสมุนไพรใบพญายอ 

สามารถแยกสารสําคัญจากสารสกัดได้เป็น 4 fraction ดังนี้ fraction ท่ี I 6.65 กรัม fraction ท่ี 
II 1.40 กรัม  fraction ท่ี III 6.24 กรัม  fraction ท่ี IV 0.97 กรัม   

สารสําคัญท่ีอยู่ใน fraction ท่ี I (1.0017 กรัม) ได้ถูกนํามาแยกให้ได้สารบริสุทธิ์ อีกครั้งหนึ่งด้วย
วิธี preparative thin layer chromatography (hexane-ethyl acetate 7:3) สามารถแยกสารสําคัญ
ได้ 5 fraction (A 0.0450 กรัม B 0.0406 กรัม C 0.0791 กรัม  D 0.0697 กรัม และ E 0.1469 กรัม)   

Fraction A (0.0450 กรัม) ได้ถูกนํามาแยกให้ได้สารบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งด้วยวิธี preparative 
thin layer chromatography (hexane-ethyl acetate 7:3) ได้สารสําคัญ 1 (0.0105 กรัม) และ 2 
(0.0098 กรัม) ซึ่งจาการทําให้สารบริสุทธิ์ด้วยการตกผลึกในตัวทําละลาย methanol ได้สารสําคัญท่ี
บริสุทธิ์ 1 (0.0052 กรัม) และ 2 (0.0098 กรัม)  ข้อมูล 1H และ 13C-NMR แสดงไว้ในตารางท่ี 1 และ
ตารางท่ี 2   

Fraction B (0.0406 กรัม)ได้ถูกนํามาแยกให้ได้สารบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งด้วยวิธ ีpreparative thin 
layer chromatography (hexane-ethyl acetate 7:3) ได้สารสําคัญ 3 (0.0105 กรัม) ซึ่งจาการทําให้
สารบริสุทธิ์ด้วยการตกผลึกในตัวทําละลาย methanol ไดส้ารสําคัญท่ีบริสุทธิ์ 3 (0.0047 กรัม) ข้อมูล 1H 
และ 13C-NMR แสดงไว้ในตารางท่ี 1 และตารางท่ี 2   

Fraction C (0.0791 กรัม)   ได้ถูกนํามาแยกให้ได้สารบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งด้วยวิธ ีpreparative 
thin layer chromatography (hexane-ethyl acetate 7:3) ได้สารสําคัญ 4 (0.0136 กรัม) ซึ่งจาการ
ทําให้สารบริสุทธิ์ด้วยการตกผลึกในตัวทําละลาย methanol ไดส้ารสําคัญท่ีบริสุทธิ์ 4 (0.0058 กรัม) 
ข้อมูล 1H และ 13C-NMR แสดงไว้ในตารางท่ี 1 และตารางท่ี 2   

Fraction D (0.0791 กรัม)   ได้ถูกนํามาแยกให้ได้สารบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งด้วยวิธี preparative 
thin layer chromatography (hexane-ethyl acetate 7:3) ได้สารสําคัญ 5 (0.0117 กรัม) และ 6 
(0.0113 กรัม) ซึ่งจาการทําให้สารบริสุทธิ์ด้วยการตกผลึกในตัวทําละลาย methanol ได้สารสําคัญท่ี
บริสุทธิ์ 5 (0.0061 กรัม) และ 6  (0.0057 กรัม) ข้อมูล 1H และ 13C-NMR แสดงไว้ในตารางท่ี 1 และ
ตารางท่ี 2 
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 Fraction III (6.24 กรัม) ได้ถูกนํามาทําการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์-โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิ
กาเจล 60 เป็นตัวดูดซับ และใช้ตัวทําละลายคลอโรฟอร์ม และคลอโรฟอร์ม-เอทานอลเป็นตัวชะ
ตามลําดับตรวจสอบสารสําคัญในสารละลายท่ีถูกชะออกมาจากคอลัมน์ด้วย TLC (Thin layer 
chromatography)  ใช้ตัวทําละลายผสม toluene-petroleum ether-methanol-methyl ethyl 
ketone 30:60:5:5 รวมส่วนท่ีเหมือนกันหรือใกล้เคียงกัน สามารถแยกสารสําคัญได้ 5 fraction (A 0.28 
กรัม B 0.16 กรัม C 0.10 กรัม  D 1.22 กรัม และ E 0.51 กรัม)  Fraction A (0.28 กรัม)ได้ถูกนํามาแยก
ให้ได้สารบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งด้วยวิธี preparative thin layer chromatography (chloroform-
methanol 9:1) ได้สารสําคัญ 7 (0.07 กรัม) ซึ่งจาการทําให้สารบริสุทธิ์ด้วยการตกผลึกในตัวทําละลาย 
methanol ได้สารสําคัญท่ีบริสุทธิ์ 7 (0.0128 กรัม) ข้อมูล 1H และ 13C-NMR แสดงไว้ในตารางท่ี 4.1 
และตารางท่ี 4.2)  Fraction B (0.16 กรัม)ได้ถูกนํามาแยกให้ได้สารบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งด้วยวิธ ี
preparative thin layer chromatography (chloroform-methanol 9:1) ได้สารสําคัญ 8 (0.0745 
กรัม) ซึ่งจาการทําให้สารบริสุทธิ์ด้วยการตกผลึกในตัวทําละลาย methanol ได้สารสําคัญท่ีบริสุทธิ์ 8 
(0.0182 กรัม) ข้อมูล 1H และ 13C-NMR แสดงไว้ในตารางท่ี 4.1 และตารางท่ี 4.2    

เม่ือนําส่วนสกัดด้วย คลอโรฟอร์มของใบพญายอมาแยกด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี ได้สาร
บริสุทธ์ 8 ชนิด จากการวิเคราะห์โครงสร้างของสารท้ังหมดท่ีแยกได้ โดยใช้ข้อมูลทางสเปคโทรสโกปี 
(DEPT, COSY, NOESY, HMQC  และ HMBC) พบว่าเป็นสารประกอบท่ีมีสูตรโครงสร้างคล้ายคลึงกับ 
คลอโรฟิลล์ เอ และคลอโรฟิลล์ บี  คือ 132-hydroxy-(132-S)-chlorophyll b (1), 132-hydroxy-(132-
R)-chlorophyll b (2), 132- hydroxy-(132-S) - phaeophytin b (3), 132- hydroxy-(132-R) - 
phaeophytin b (4), 132 – hydroxy - (132-S) - phaeophytin a (5), 132 – hydroxy - (132- R ) -
phaeophytin a (6), purpurin 18 phytyl ester (7) and phaeophorbide a  (8) ดังแสดงในรูปท่ี 2 
 
ตารางท่ี 4.1  1H-NMR chemical shifts of the compounds 1-8 

Proton Chemical Shifts in ppm (Coupling Constant in Hz) 
 1  2 3 4 5 6 7 8 

21 3.27  s 3.27  3.45  3.35  3.61 3.40 3.32  3.38  
31 8.26  dd, J = 

11.65,10.9 
8.26  8.18  8.19  7.85 8.10 8.10  8.22  

32 (E) 6.49  dd, J = 
17.8, 2.5 

6.49  6.54  6.54  6.41 6.37 6.41  6.40  

32 (Z) 6.06  dd, J = 
12.6, 2.5 

6.06  6.21  6.21  6.25 6.18 6.20  6.21  

5  10.91 s 10.91 11.01 11.00  9.91 9.70 9.66 9.73 
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71 11.57 s  
11.57  

 
11.48  

 
11.50  

3.29 3.19 3.17  3.26  

81 4.18 q, J = 7.65 4.18 4.19 4.22  3.76 3.66 3.71 3.75 
82 1.75 t, J = 7.55 1.75 1.81 1.83  1.73 1.68 1.69 1.71 
10 10.06 s  

10.06  
 
10.16 

 
10.16  

9.76 9.88 9.89 9.90 

121 3.68  s 3.68  3.72   3.70  3.87 3.73 3.84  3.69  
132-H  s       6.90 
132-OH 6.48  s 6.46  6.52 6.20 5.53 5.35   
134-OMe 3.74  s 3.74  3.85  3.85  3.69 3.71  3.93  
17     5.14 m  5.54 5.23   5.41  5.24 5.77 5.46 4.59  
18 4.49  dq, J = 7.3 4.50 4.67  4.60  4.41 4.60 4.67  4.66  
181 1.56  d, J = 6.95 1.56  1.74  1.71  1.61 1.74 1.74  1.86  
20 8.55  s 8.57  8.92  8.89  8.74 8.93 8.84 8.86  
21-NH  (br,s)  -1.33  -1.32  -0.89 -1.48 0.11  -1.30  
23-NH  (br,s)  0.66  0.68  0.78 0.67 0.38  0.89  
 

ตารางท่ี 4.2  13C-NMR chemical shifts of the compounds 1-8 

Carbon 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 148.7 148.6 144.0 150.0 142.6 142.6 144.8 142.7 

2 149.5 149.5 133.5 135.5 132.8 132.8 133.0 133.0 

21 12.8 12.8 12.4 12.1 12.4 12.5 12.3 12.5 

3 140.9 140.8 137.5 135.5 136.8 136.7 137.9 137.8 

31 130.9 130.9 129.5 124.3 129.9 129.8 129.3 129.9 

32 120.8 120.7 123.0 121.5 123.4 123.3 123.0 123.0 

4 137.3 137.1 137.4 136.0 136.3 136.8 138.0 137.3 

5 104.5 104.2 102.6 104.9 98.7 98.6 104.0 90.3 

6 156.6 156.4 160.2 152.0 155.9 156.1 157.2 156.4 

7 132.2 131.9 138.8 134.3 137.4 137.4 137.5 137.3 

71 188.8 188.7 188.0 191.7 11.5 11.5 11.4 11.6 

8 143.3 143.5 148.2 149.7 146.2 146.0 147.0 146.1 

81 19.9 19.8 19.6 18.7 19.1 19.3 20.0 20.0 

82 19.9 19.6 19.6 18.7 18.0 18.0 20.0 20.0 

9 156.4 156.2 151.8 150.2 152.0 151.9 151.4 152.0 

10 110.5 109.9 108.2 114.6 105.2 105.1 108.9 105.5 
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11 139.4 139.3 138.1 135.9 137.9 138.6 132.5 138.8 

12 131.4 131.0 138.8 135.7 129.7 129.9 140.8 129.7 

121 12.8 12.9 12.5 12.3 12.5 12.4 12.7 12.3 

13 149.0 149.1 128.8 135.8 128.3 128.1 112.7 130.1 

131 195.4 195.3 194.9 196.5 194.6 194.7 160.1 190.3 

132 92.2 92.4 91.3 92.1 91.1 91.2 165.0 65.9 

133 175.0 174.4 174.0 172.8 174.2 173.5  170.8 

134 53.3 53.4 53.6 54.9 53.1 53.1  53.1 

14 163.2 163.8 151.1 150.4 150.7 150.7 140.0 150.5 

15 110.7 109.2 111.0 106.0 111.7 111.2 94.0 106.9 

16 160.1 160.4 166.8 162.5 163.5 163.5 178.3 163.0 

17 50.8 50.4 51.5 51.8 51.7 51.3 56.0 52.5 

171 31.1 31.0 32.4 31.1 31.1 32.4 32.4 31.2 

172 31.6 31.0 32.7 31.6 32.3 32.7 33.6 32.9 

173 173.5 173.3 173.5 173.6 173.9 173.9 173.6 177.8 

18 50.6 50.3 51.1 50.3 51.1 51.1 49.8 50.9 

181 23.3 23.3 23.3 22.7 23.1 23.1 24.4 23.6 

19 170.4 171.7 175.6 178.7 173.5 173.0 177.7 173.8 

20 94.1 94.2 95.1 95.1 94.9 91.8 96.2 94.6 
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รูปท่ี 4.1 โครงสร้างสารประกอบ 1-8 
 

 
4.3 การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง 

จากการศึกษาได้ค่า subtoxic concentration และ CC50 ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 
 
4.4 การสร้าง cloning vector ท่ีมี LCR ของ HPV16R 

จากการคัดเลือก clones ท่ีมีสีขาว แล้วนําไปเพ่ิมจํานวนแบคทีเรีย เพ่ือสกัด plasmid แล้ว
ตรวจสอบ plasmid ท่ีสกัดได้ว่ามี LCR ของ HPV16R หรือไม่โดยการ PCR ด้วย primers คู่เดิม พบว่ามี 
PCR product ขนาด 926 bp ซึ่งตรงกับขนาดของ LCR ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 
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ตารางท่ี 4.3 ค่า subtoxic concentration และ CC50 ของสารสกัดในเซลล์ C33A และ CaSki 
 

C33A (µµµµM) CaSki (µµµµM)  
สมุนไพร Subtoxic 

concentration 
CC50 Subtoxic 

concentration 
CC50 

SS1 16 76 16 76 
SS2 16 80 16 80 

ฟ้าทะลายโจร 

SS3 12 40 12 40 
Componnd 1 46.61 369.65 46.61 369.65 
Componnd 2 60.7 202.71 60.7 202.71 
Componnd 3 (136C) 22.22 55.56 22.22 55.56 
Componnd 4 5.89 38.89 5.89 38.89 
Componnd 5 6.21 30 6.21 30 
Componnd 6 6.21 30 6.21 30 
Componnd 7 (136D) 23.75 59.38 23.75 59.38 

พญายอ 
 
 
 
 
 

Componnd 8 (136B) 5.75 28.74 5.75 28.74 

 
 

 

Lane      1        2         3  

         
 
รูปท่ี 4.2  1.5% agarose gel electrophoresis ของ PCR product ท่ีได้จากการ amplify LCR จาก 
pDRIVE-HPV16R LCR ท่ีสร้างข้ึน 

Lane1: pHPV16R (positive control) 
Lane2: pDRIVE-HPV16R LCR 
Lane3: Negative control   

926 bp 
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Plasmid clone ท่ีให้ผล HPV16 LCR PCR positive เม่ือถูกตัดด้วย restriction 
endonuclease KpnI และ Hind III (NEB) จะได้ linear DNA ขนาด 1,049 bp (LCR) และ 3,798 bp 
(vector) เม่ือทํา 0.7% agarose gel electrophoresis ได้ผลดังรูปท่ี 4.3 Lane 3 
 
Lane     1          2        3         4         5       

        
 

รูปท่ี 4.3  0.7% agarose gel electrophoresis ของ pDRIVE-HPV16R LCR (Lane 5) และ pDRIVE-
HPV16R LCR ท่ีตัดด้วย KpnI and HindIII (Lane 3) 
 
4.5 การสร้าง  recombinant vector ท่ีมี LCR ของ HPV16R 
 
การตรวจสอบ pGL3-HPV16 LCR ท่ีสร้างข้ึนด้วย restriction enzymes 
 

ผลการสกัด recombinant plasmid จาก clone ได้ แล้วทําการตัดด้วย restriction enzyme 
KpnI and Hind III  และตรวจสอบ recombinant plasmid โดยวิธีการ agarose gel electrophoresis 
แสดงในรูปท่ี 4.4 
 
 
 
 
 

Lane 1: HPV16R LCR PCR product 
Lane 2: 1Kb plus marker 
Lane 3:  pDRIVE-HPV16R LCR cut with KpnI  
              and HindIII 
Lane 4: Purified HPV16R LCR  from pDRIVE- 
             HPV16R LCR cut with KpnI and HindIII 
Lane 5: Uncut pDRIVE-HPV16R LCR 

3,798 bp 

1,049 bp 
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           Lane      1      2    3     4          

                      
 
รูปท่ี 4.4  0.7% agarose gel electrophoresis ของ HPV16LCR in pGL3 vector ท่ีตัดด้วย  

  KpnI and Hind III (Lane 3) 
 
การตรวจสอบ pGL3-HPV16 LCR ท่ีสร้างข้ึนโดยวิธี PCR 
 

ผลการเพ่ิมปริมาณ LCR โดยวิธี PCR ด้วย specific primers ต่อ LCR แล้วตรวจดูขนาดของ 
PCR product โดยวิธีการ agarose gel electrophoresis แสดงในรูปท่ี 4.5 
 
             Lane      1       2       3                

                        
 
                     รูปท่ี 4.5   Agarose gel electrophoresis ของ PCR product จากการทํา PCR ด้วย  
                                   specific primers ของ LCR 
 
 
 

Lane 1: HPV16LCR positive 
Lane 2: 1Kb plus marker 
Lane 3:  HPV16LCR in pGL3 vector cut   
              with Kpn I and Hind III 
Lane 4: Uncut  HPV16LCR in pGL3 

Lane1: HPV16LCR positive 
Lane2: HPV16LCR in pGL3 vector 
Lane3: Negative control 
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4.6 การศึกษา transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR 
 

ผลจากการนํา pGL3-HPV16 LCR  vector จํานวน 0.8 ug, 1.6 ug  และ 3.2 ug มา transfect 
เข้าสู่ C33A cell line แล้ววัด transcriptional activity ของ HPV16 LCR เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ถูก 
transfect พบว่า transcriptional activity เพ่ิมข้ึนตามปริมาณของ plasmid ท่ีใช้ในการ transfect ดัง
แสดงในรูปท่ี 4.6 
 
 

pGL3-HPV16LCR Luciferase activity

0

500

1,000

0.8 ug 1.6 ug 3.2 ug

Amount of transfected plasmid

R
el
at
iv
e 
lu
ci
fe
ra
se
 a
ct
iv
it
y

pGL3-HPV16LCR

 

 

   
        รูปท่ี 4.6  Transcriptional activity ของ HPV16 LCR เม่ือใช้ปริมาณ plasmid ท่ี 
                     ต่างกัน 

 
4.7 การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ transcription activity 
ของ pGL3-HPV16 LCR 
 

เม่ือนํา pGL3-HPV16 LCR transfect เข้า C33A cells แล้วเลี้ยงเซลล์ในอาหารท่ีเติมสารสกัด
สกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ผลของสารสกัด ต่อ transcription activity ของ pGL3-
HPV16 LCR แสดงในรูปท่ี 4.7 และ 4.8 
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รูปท่ี 4.7   ผลของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ transcription activity ของ  

    pGL3-HPV16 LCR เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ได้ treat สารสกัด 
 
 

 
 
รูปท่ี 4.8   ผลของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ transcription activity ของ  

   pGL3-HPV16 LCR เป็นจํานวนเท่าของเซลล์ท่ีไม่ได้ treat สารสกัด 
 
จากรูปแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากฟ้าทลายโจรชนิด SS1 มีผลยับยั้ง transcription activity 

ของ pGL3-HPV16 LCR แต ่ SS2 และสารสกัดจากพญายอชนิด 136B ไม่มีผลต่อ transcription 
activity ของ pGL3-HPV16 LCR ในขณะท่ีสารสกัดจากฟ้าทลายโจรชนิด SS3 และสารสกัดจากพญายอ
ชนิด 136C และ 136D มีผลต่อ transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR คือสามารถกระตุ้น 
ranscription activity ของ pGL3-HPV16 LCR ได ้ 

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ไม่มีฤทธิ์ยับยั้ง 
transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 gene 
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4.8 การศึกษาผลของสารสกัดจากสมุนไพร ต่อการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน cell line ท่ีมีการ
ติดเช้ือ HPV 
 

ผลการทดลองเลี้ยง SiHa cell line และ CaSki cell line ในอาหารท่ีมีสารสกัดจากสมุนไพร 
แสดง passage number ของ cell line ในตารางท่ี 4.4 และ 4.5 ตามลําดับ และแสดง morphology 
ของเซลล์ในรูปท่ี 4.9 – 4.12 
 
ตารางท่ี 4.4  Passage number ของ SiHa cell line ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากสมุนไพร  
 

Compounds Passage Description 
Control P1-P11 P-11 เซลล์ยังไม่ตาย 
SS1 P1-P3 P-3 เซลล์ลอย คล้ํา ไม่เกาะflask 
SS2 P1-P12 P-12 เซลล์ยังไม่ตาย  
SS3 P1-P8 P-11 เซลล์ตาย 
136B P1-P8 P-11 เซลล์ตาย 
136C P1-P11 P-11 เซลล์ยังไม่ตาย  
136D P1-P7 P-11 เซลล์ตาย 
 
 
ตารางท่ี 4.5  Passage number ของ CaSki cell line ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากสมุนไพร  
 

Compounds Passage Description 
Control P1-P14 P-14 เซลล์ยังไม่ตาย  
SS1 P1-P2 P-2 เซลล์ลอย คล้ํา ไม่เกาะflask 
SS2 P1-P11 P-11 เซลล์ตาย 
SS3 P1-P6 P-4 เซลล์เริ่มเกาะกลุ่มอยู่กลาง well 
136B P1-P13 P-13 เซลล์ยังไม่ตาย  
136C P1-P14 P-14 เซลล์ยังไม่ตาย  
136D P1-P8 P-4 มีเซลล์เกาะและลอยจํานวนมาก  
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รูปท่ี 4.9 Cell control: CaSki ใน media ท่ี P14 
 

 

 

 

 

 

  
รูปท่ี 4.10 CaSki ในสารสกัด 136B ท่ี  P13 

 

 
 

 

 

 

  
รูปท่ี 4.11 CaSki ในสารสกัด 136C ท่ี  P14 
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รูปท่ี 4.12 CaSki ท่ีตาย 

 

 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสาร SS1 มีผลต่อการตายของเซลล์มากท่ีสุดจึงนํา SS1 มา

ศึกษาต่อใน SiHa cell line โดยเปรียบเทียบกับ SS2 และ SS3 วิธีการศึกษาคือเลี้ยง SiHa cell ใน
สภาวะท่ีมีและไม่มีสารสกัดสมุนไพรท่ีมีความเข้มข้นในระดับ subcytotoxic concentration (1X) และ 
2 เท่าของ subcytoxic concentration (2X) ใน 24-well tissue culture plate เป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง ก่อนท่ีจะสกัด total RNA แล้ว convert ไปเป็น cDNA โดยใช ้ SuperScript® VILO™ cDNA 
Synthesis Kit แล้วตรวจหาการแสดงออกของ E6 โดยตรวจหาปริมาณ mRNA ของ E6 โดยวิธี SYBR 
Green Real-time PCR ซึ่งได้ผลดังแสดงในรูปท่ี 4.13 
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รูปท่ี 4.13  ผลของสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจรต่อการแสดงออกของ HPV16 E6 oncogene  
               ใน SiHa cells ท่ีถูกเลี้ยงในสภาวะท่ีมีสารสกัด 

 

 

1X conc. 

2X conc. 

1X conc. 

2X conc. 

1X conc. 

2X conc. 
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ผลการทดลองในรูปท่ี 4.13 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจร SS1 ท่ีระดับ 
subcytotoxic concentration สามารถยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้อย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการแสดงออกจะเพ่ิมข้ึน
ตามความเข้มข้นของสารสกัด แต่ไม่เพ่ิมข้ึนตามเวลา ในขณะท่ี สารสกัด SS2 ไม่มีผลยับยั้งการแสดงออก
ของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ส่วนสารสกัด SS3 จะมีผลยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa 
cell เม่ือเพ่ิมความเข้มข้น และเวลา 
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5. อภิปรายผล/วิจารณ์ (Discussion/Comment) 
 

พลาสมิดเวคเตอร์ pGL3-HPV16 LCR ท่ีสร้างข้ึนจากการศึกษานี้ สามารถใชท้ดสอบ 
transcription activity ของ HPV16 LCR ใน C33A cell line ได้โดยการวัดปริมาณ luciferase 
activity และปริมาณ transcription activity จะข้ึนอยู่กับปริมาณพลาสมิดเวคเตอร์ pGL3-HPV16 LCR 
ท่ีถูก transfect เข้าไปใน C33A cell line การเพ่ิมปริมาณพลาสมิดเวคเตอร์ pGL3-HPV16 LCR 
สามารถทําได้ง่าย และให้ผลการทดลองคงท่ี สามารถนําไปศึกษาฤทธิ์ของสารอ่ืน ๆ ต่อไปได้ 

การเตรียมสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอได้สารบริสุทธิ์หลายชนิด แต่
ได้คัดเลือกเฉพาะสารท่ีเตรียมได้ปริมาณมาก มีความเสถียร และทําการทดสอบเบื้องต้นแล้วว่าน่าจะมีฤทธิ์
ท่ีต้องการ โดยได้คัดเลือกสารบริสุทธิ์สําหรับใช้ในการวิจัยนี้ จากฟ้าทะลายโจร 3 ชนิดคือ 
Andrographolide (SS1), 14-deoxy-11,12-didehydro-andrographolide (SS2) และ 3, 19- 
isopropylidene andrographolide (SS3) ซึ่งเคยมีรายงานว่ามีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาหลายอย่าง 
ได้แก่ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ต้านเกล็ดเลือด ต้านไวรัส ต้านมะเร็ง กระตุ้นภูมิคุ้มกัน และสารบริสุทธิ์จาก 
พญายอ 3 ชนิดคือ C55H74N4O5 (136B), C55H72N4O7 (136C) และ C53H70N4O5 (136D) ซึ่งเป็นสารใน
กลุ่ม chlorophyll a และ chlorophyll b 

เม่ือทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรท้ัง 6 ชนิด ต่อ transcriptional activity 
ของ HPV16 E6 gene โดย transfect pGL3-HPV16LCR เข้าเซลล์ C33A แล้วเลี้ยงเซลล์ในอาหารท่ีมี
และไม่มีสารสกัด เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วตรวจวัด transcriptional activity พบว่าสารสกัดจากฟ้า
ทะลายโจรชนิด SS1 มีผลยับยั้ง transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR แต ่SS2 และสารสกัด
จากพญายอชนิด 136B ไม่มีผลต่อ transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR ในขณะท่ีสารสกัด
จากฟ้าทะลายโจรชนิด SS3 และสารสกัดจากพญายอชนิด 136C และ 136D สามารถกระตุ้น 
transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR ได ้ 

จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า host cell transcription factors, such as activator 
protein-1 (AP-1) สามารถจับท่ี HPV LCR และควบคุมการแสดงออกของจีน (78) ดังนั้นกลไกการออก
ฤทธิ์ของสาร SS1 อาจจะเกิดผ่านการทําปฏิกิริยากับ transcription factor, AP-1 ของเซลล์ เช่นเดียวกับ
สารท่ีเคยมีการศึกษามาก่อนคือ Berberine ซึ่งสามารถยับยั้ง HPV transcription โดยการ modulate 
AP-1 activity ใน SiHa และ HeLa cells (79) 
  ผลท่ีได้นี้สอดคล้องกับ การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจรและพญายอต่อ
การแสดงออกของ HPV16 E6 oncogene โดยการเลี้ยง และ subculture SiHa cell line และ CaSki 
cell line ในอาหารท่ีมีสารสกัด พบว่าสาร SS1 มีผลต่อการตายของเซลล์มากท่ีสุดจึงนํา SS1 มาศึกษาต่อ
ใน SiHa cell line โดยเปรียบเทียบกับ SS2 และ SS3 โดยเลี้ยง SiHa cell ในสภาวะท่ีมีและไม่มีสารสกัด
สมุนไพรท่ีมีความเข้มข้นในระดับ subcytotoxic concentration และ 2 เท่าของ subcytoxic 
concentration เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แล้วตรวจหาการแสดงออกของ E6 โดยตรวจหาปริมาณ 
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mRNA ของ E6 โดยวิธ ี SYBR Green Real-time PCR พบว่าสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจร SS1 ท่ี
ระดับ subcytotoxic concentration สามารถยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการแสดงออกจะ
เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของสารสกัด แต่ไม่เพ่ิมข้ึนตามเวลา ในขณะท่ี สารสกัด SS2 ไม่มีผลยับยั้งการ
แสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ส่วนสารสกัด SS3 จะมีผลยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 
ใน SiHa cell เม่ือเพ่ิมความเข้มข้น และเวลา  
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6. สรุปผลการวิจัย/ข้อเสนอแนะ (Conclusion/Suggestion) 
 

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารบริสุทธิจ์ากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 2 ชนิดคือ 14-

deoxy-11,12-didehydro-andrographolide (SS2) และ 3, 19- isopropylidene andrographolide 

(SS3) และสารบริสุทธิ์จากสมุนไพรพญายอ 3 ชนิดคือ C55H74N4O5 (136B), C55H72N4O7 (136C) และ 

C53H70N4O5 (136D) ไม่มีฤทธิ์ยับยั้ง transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 

gene แต ่Andrographolide (SS1) มีฤทธิ์ยับยั้ง transcriptional activity ของ viral promoter ของ 

HPV 16 E6 gene ซึ่งจะส่งผลให้ยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 gene 

นอกจากนี้เม่ือศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจรและพญายอต่อการแสดงออก

ของ HPV16 E6 oncogene ก็ได้ผลทํานองเดียวกันคือพบว่า Andrographolide (SS1) ท่ีระดับ 

subcytotoxic concentration สามารถยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้อย่างมี

นัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ชั่วโมง ในขณะท่ี 3, 19- isopropylidene andrographolide (SS3) 

สามารถยับยั้งการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้เม่ือใช้ความเข้มข้นสูงกว่า subcytotoxic 

concentration หรือใช้เวลานานข้ึนท่ีระดับ subcytotoxic concentration 

ดังนั้น Andrographolide (SS1) น่าจะเป็นสารบริสุทธิ์ท่ีสามารถนําไปพัฒนาเป็นยาต้าน 

HPV หรือต้านมะเร็งท่ีเกิดจากการติดเชื้อได้ และควรจะทําการวิจัยต่อว่าการยับยั้งการแสดงออกของ 

HPV 16 E6 ในเซลล์นั้นส่งผลต่อการเกิด apoptosis ของเซลล์หรือไม่ 
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