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บทคัดย่อภาษาไทย 

 ส่องฟ้าดง Clausena harmandiana Pierre เป็นพืชสมุนไพรไทยชนิดหน่ึงท่ีมีสรรพคุณ
หลากหลาย ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัไดท้  าการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพดา้นท่ีเก่ียวขอ้งกบัฮอร์โมนเอสโตร
เจนทั้งทางดา้นกระตุน้ฤทธ์ิเอสโตรเจน และ ยบัย ั้งฤทธ์ิเอสโตรเจน โดยศึกษาการเจริญเติบโตของ
เซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 และ T47D ทั้งในสารสกดัหยาบ และสารบริสุทธ์ิ การเกิดอนัตรกิริยาท่ี
จ าเพาะระหวา่ง ERและ ER ของ osthol ท่ีแยกไดจ้ากเปลือกรากของตน้ส่องฟ้าดง และการศึกษา
การเกิดอนัตรกิริยาของแบบจ าลอง ER กบั osthol ในคอมพิวเตอร์  พบวา่สารสกดัจากใบในตวัท า
ละลายเมทานอลมีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิกระตุน้หรือออกฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน ในเซลล ์ MCF-7 
มากท่ีสุด โดยมีความแรงในระดบัความเขม้ขน้ต ่า 0.01 g/mL ส่วนในตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน 
และเฮกเซน รวมทั้งสารสกดัจากส่วนล าตน้ และเปลือกราก แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเอสโตรเจน นอกจากน้ี 
osthol ซ่ึงเป็นสารท่ีแยกบริสุทธ์ิจากเปลือกรากของส่องฟ้าดงมี แสดงฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน ในทั้งสอง
ชนิดเซลล ์โดยในเซลล ์MCF-7 (EqE100 11.61, EqE10 4.99) ส่วนเซลล ์T47D พบวา่ ตอบสนองกบัการ
กระตุน้ของ nordentatin แรงท่ีสุด (EqE100 1.94, EqE10 8.52) ส าหรับฤทธ์ิยบัย ั้งเอสโตรเจน osthol ยงั
แสดงฤทธ์ิตา้นเอสโตรเจนท่ีดีท่ีสุดดว้ยเช่นกนั โดยในเซลล ์ MCF-7 แสดงค่ายบัย ั้งท่ี iEqE50 0.49 
นอกจากน้ีผลการทดลองยงัแสดงใหเ้ห็นความจ าเพาะของ osthol ในการยงัยบัย ั้งการเกิดอนัตรกิริยาท่ี
จ าเพาะต่อ ER  
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Abstract 

 Clausena harmandiana Pierre is Thai medicinal herb which several treatment. In this study, 
estrogenic activities were study in crude extract and pure compounds isolated from root barks. The 
extract from leaves, stem and root barks were determined stimulation and inhibition of cell 
proliferation in breast cancer MCF-7 and T47D cell lines. In vitro specific binding assay with 
ERand ER and in silico docking of osthol were determined. The result of methanolic extract from 
leaves showed active stimulation cell proliferation at the concentration 0.01 g/mL. The others 
extracts from dichloromethane and hexane of all part of plant showed inhibition cell proliferation. 
Among pure compounds, osthol showed response in both stimulation (EqE100 11.61, EqE10 4.99) and 
inhibition cell proliferation (iEqE50 0.49) in MCF-7. For T47D nordentatin stimulated cell 
proliferation at EqE100 1.94 and EqE10 8.52. Moreover, osthol inhibited specific binding to ER than 
ER. 
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บทน า (Introduction) 

Phytoestrogens คือ สารประกอบทุติยภูมิจากพืช ท่ีมีฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน ซ่ึงมีผลต่อการ
ท างานของระบบสืบพนัธ์ุในคนและสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม สารในกลุ่มน้ีมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของ
ต่อมไร้ท่อ  ระบบประสาท  และระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย (Safe, S., et al., 1997; Jefferson, W. 
N., et al., 2000.)  จากรายงานดา้นระบาดวิทยาและงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งพบวา่สารกลุ่ม 
Phytoestrogens  นอกจากจะมีฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนต่ออวยัวะท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบสืบพนัธ์ุโดยตรง
เช่น กระตุน้การเจริญของมดลูกและ มีฤทธ์ิตา้นการเกิดภาวะกระดูกพรุน(Risbridger, G. P., et al., 
2007.)   ยงัพบวา่มีฤทธ์ิตา้นมะเร็งเตา้นมและมะเร็งต่อมลูกหมาก โดยจะมีกลไกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
แยง่จบัเอสโตรเจน รีเซฟเตอร์กบัเอสโตรเจนในร่างกาย มีขอ้มูลท่ีบ่งบอกวา่ประชากรของชาวเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใตแ้ละพื้นท่ีท่ีบริโภคอาหารท่ีมีองคป์ระกอบของสาร  Phytoestrogens ปริมาณสูง
นั้น จะมีอุบติัการณ์ของมะเร็งในเตา้นมต ่าเม่ือเปรียบเทียบกบัประชากรท่ีบริโภคอาหารท่ีมี 
Phytoestrogens ในปริมาณต ่า (Ingram, D.,et al., 1997.; Wu, A. H., et al., 1996.) ดงันั้น พืช
สมุนไพรท่ีมีองคป์ระกอบของ  Phytoestrogens ในปริมาณสูง จึงเป็นแหล่งวตัถุดิบในการศึกษาวจิยั
ฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนเพื่อใชใ้นทางการแพทย ์ ทั้งน้ีพืชสมุนไพรของไทยกเ็ป็นแหล่งวตัถุดิบท่ี
น่าสนใจในการศึกษาหาสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนเช่นกนั  ส าหรับการวจิยัในโครงการ
น้ี มุ่งศึกษาฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนของพืชสมุนไพรไทย ซ่ึงผูว้ิจยัไดเ้ลือกสมุนไพร คือ ตน้ส่องฟ้าดง 
ท่ีไดท้  าการทดสอบฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนเบ้ืองตน้ของสารสกดัหยาบน าร่องมาแลว้ พบวา่มีฤทธ์ิ
คลา้ยเอสโตรเจน และจากรายงานการออกฤททธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนของสารประกอบกลุ่ม coumarins 
และรายงานสารกลุ่มน้ีจากตน้ส่องฟ้าดง ดงันั้นผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพในเบ้ืองลึก
ของสารบริสุทธ์ิกลุ่มดงักล่าว  

เอสโตรเจน เป็นฮอร์โมนท่ีท าหนา้ท่ีส าคญัในระบบร่างกายของมนุษย ์ เม่ือถึงวยัหน่ึง การ
สร้างฮอร์โมนชนิดน้ีจะลดลง เป็นผลใหเ้กิดอาการหรือโรคท่ีท าใหร่้างกายเส่ือมโทรม เช่น กระดูก
พรุน โรคระบบหลอดเลือดและหวัใจ ซ่ึงการรักษาดว้ยฮอร์โมนทดแทนมีการศึกษาแลว้วา่มี
ประสิทธิภาพ ในการลด     ความรุนแรงและท าใหโ้รคดงักล่าวดีข้ึนได ้ (Linsay et al., 1976; 
Fitzpatrick, 2006)  

 ในการสร้างฮอร์โมนเอสโตรเจนของร่างกายมนุษยน์ั้น จะอาศยัการกระตุน้ตวัรับเอสโตร
เจน        ซ่ึงตวัรับเอสโตรเจน ประกอบดว้ย 2 ชนิดส าคญั คือ ชนิดแอลฟ่าและชนิดเบตา้ การสร้าง
เอสโตรเจน           ท่ีจ  าเป็นต่อการป้องกนัโรคกระดูกพรุน จะอาศยัการกระตุน้ตวัรับเอสโตรเจน
ชนิดแอลฟ่าเพยีงชนิดเดียว (Hertrampf et al., 2007) ปัจจุบนัความกา้วหนา้ทางวิทยาการและ
พฒันาการท่ีรวดเร็วทางชีวโมเลกลุ ท าใหส้ามารถคน้พบสาเหตุและปัจจยัในการเกิดโรคในระดบั
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โมเลกลุของร่างกายและทราบชีวโมเลกลุเป้าหมาย (Target) ส่งผลใหมี้การประยกุตใ์ชค้อมพิวเตอร์
ในการสร้างแบบจ าลองสามมิติของชีวโมเลกลุเป้าหมาย ซ่ึงมีความถูกตอ้งเท่ียงตรง สามารถ
ออกแบบสารใหม่ท่ีมีฤทธ์ิแรงและจ าเพาะเจาะจง และยงัใชใ้นการอธิบายกลไกในการออกฤทธ์ิของ
ยา ในแง่ของการอนัตรกิริยาระหวา่งสารกบัชีวโมเลกลุเป้าหมาย ท่ีมีศกัยภาพ 

ดงันั้นส่วนหน่ึงของงานวิจยัจึงสนใจท่ีจะน าเทคนิคทางคอมพิวเตอร์มาช่วย ในการศึกษา
อนัตรกิริยาระหวา่งสารท่ีมีศกัยภาพในการพฒันาเป็นยาท่ีได ้ กบัตวัรับเป้าหมาย  ซ่ึงมีประโยชน์
อยา่งยิง่ในการพฒันาไปเป็นยาท่ีมีประสิทธิภาพสูง ในการรักษาภาวะผดิปกติท่ีเกิดจากการขาด
ฮอร์โมนเอสโตรเจนได ้เช่น โรคกระดูกพรุน โรคระบบหลอดเลือดและหวัใจ เป็นตน้   

การทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง (Review literature) 

ส่องฟ้าดง ช่ือสามญัเรียก ส่องฟ้าดง (เลย); ล่องฟ้า (อุดรธานี); เหมน็ (จนัทบุรี); โปร่งฟ้า (ภาค
กลาง); สมุยหอม (นครศรีธรรมราช) มีช่ือวิทยาศาสตร์คือ Clausena harmandiana Pierre หรือ 
Clausena harmandiana (Pierre) Pierre ex Guillaumin 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ เป็นไมพุ้่มขนาดเล็ก อายุหลายปี ทรงตน้ตั้ง สูง 20-50 
เซนติเมตร ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางล าตน้ 4.9-7.7 มิลลิเมตร ล าตน้สีเขียวอมน ้าตาลเขม้ ไม่มีขน ใบ
ประกอบแบบขนนกปลายค่ี (odd-pinnately) เรียงสลบั ใบย่อยมี 3-7 ใบ รูปร่างใบแบบขอบขนาน
แกมรูปไข่ (ovate-oblong) ปลายใบแหลม (acute) ขอบใบดา้นล่างโคง้เบ้ียวเล็กนอ้ย ใบยาว 7-11 
เซนติเมตร กวา้ง 2.5-4 เซนติเมตร ยาว 4-8 เซนติเมตร ใบสีเขียวเขม้ ผิวใบมนั (lustrous) มีจุดน ้ามนั
กระจายและจุดโปร่งใส (punctate) สามารถส่องทะลุไปอีกดา้นได ้ ขอบใบมีรอยหยกัแบบฟันเล่ือย
ห่าง (serrate) และมีขนสั้นๆตรงรอยหยกั เส้นใบเรียงตวัแบบร่างแห ออกดอกระหว่างเดือนมีนาคม-
พฤศจิกายน ช่อดอกแบบแยกแขนง (panicle) เกิดท่ีปลายยอด ดอกเด่ียวสีเหลืองอมเขียวอ่อนๆ อบั
เรณูสีเหลือง ช่อดอกยาว 8-13 เซนติเมตร จะติดผลมากช่วงเดือนเมษายน ผลเป็นรูปกลมรี ผลอ่อนสี
เขียว ผลแก่เป็นสีชมพูอมขาว ลกัษณะผลแก่ค่อนขา้งฉ ่าน ้ าและมีเมล็ดเดียว 

ประโยชน์ทางการแพทยข์องส่องฟ้าดง ในต ารับแพทยพ์ื้นบา้น ระบุวา่รากส่องฟ้าดงมี
ประโยชน์ทางยา โดยสามารถใชผ้สมกบัพืชทางยาอ่ืนๆ เพื่อเป็นยาแกป้วด และลดไข ้  ต่อมาไดมี้
การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของเปลือกรากส่องฟ้าดง พบวา่มีสารออกฤทธ์ิทางยาท่ีส าคญั คือ สาร
กลุ่ม coumarins (ไดแ้ก่ clausarin, dentatin, xanthoxyletin, osthol และ nordentatin) และสารกลุ่ม 
alkaloids (ไดแ้ก่ haptaphylline, 2-hydroxy-3-formyl-7-methoxycarbazole และ 7-methoxyhepta-
phylline) (Wangboonskul et al., 1984)  โดยการศึกษาท่ีผา่นมา บ่งช้ีวา่สารส าคญัท่ีไดจ้ากส่องฟ้าดง คือ 
dentatin, clausarin และ heptaphylline มีฤทธ์ิตา้นเช้ือมาลาเรียสายพนัธ์ุ Plasmodium falciparum 
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(Yenjai et al., 2000) และยงัพบวา่สารกลุ่ม alkaloids ท่ีไดจ้ากส่องฟ้าดง คือ 2-hydroxy-3-formyl-7-
methoxy-carbazole และ 7-methoxyheptaphylline มีฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็งเพาะเล้ียง (Chaichantipyuth et 
al., 1988) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1 แสดงโครงสร้างเคมีของสารกลุ่ม coumarins ท่ีแยกบริสุทธ์ิไดจ้ากตน้ส่องฟ้าดง 

เม่ือทบทวนวรรณกรรมถึงพืชชนิดอ่ืนท่ีอยู่ในสกุลเดียวกนักบัส่องฟ้าดง (ไดแ้ก่ C. anisata,  
C. anisum-olens, C. dentata, C. excavata, C. harmandiana, C. heptaphylla, C. indica, C. lansium) พบ
ขอ้มูลทางการแพทยท่ี์ส าคญัๆ ดงัน้ี 1) พบว่าเปลือกรากของตน้ Clausena excavate มีสารออกฤทธ์ิทาง
ยาหลายชนิด ไดแ้ก่ (ก) สารประกอบในกลุ่ม carbazole alkaloids ซ่ึงมีมากถึง 37 ชนิด (ข) สารในกลุ่ม 
coumarins 10 ชนิด และ (ค) สารในกลุ่ม flavonoids อีก 2 ชนิด (Wu et al., 1999)  ผลการศึกษาท่ีส าคญั 
คือ สารสกดัหยาบ (crude extract) จากใบของตน้ Clausena excavata มีฤทธ์ิยบัย ั้งความเจ็บปวด 
(antinociceptive) (Rahman et al., 2002) และมีผลยบัย ั้งฤทธ์ิของ lipopolysaccharide (LPS) ในการ
เหน่ียวน าเอนไซม ์ nitric oxide synthase (iNOS) ในเซลล ์macrophage (Nakamura et al., 2009) และ
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พบว่า เม่ือให้สารสกัดหยาบจากพืชชนิดน้ีแก่หนูขาวใหญ่ เป็นเวาลานาน 8 สัปดาห์ สารสกัดไม่
ก่อให้เกิดพิษในสัตวท์ดลอง (พิษระยะยาวท่ีทดสอบ คือ พิษท่ีท าให้ตาย และพิษต่อระบบสืบพนัธ์ุ) 
(Aritajat et al., 2000)  ส่วนสารสกดับริสุทธ์ิกลุ่ม coumarins คือ dentatin และ nordentatin ท่ีไดจ้ากพืช
ในสกุลน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือวณัโรค (antimycobacteria) และยบัย ั้งเช้ือรา (antifungal) (Sunthitikawinsakul 
et al., 2003)  2) สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากใบของตน้ Clausena heptaphylla มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อ
โรค (antibacterial) (Sohrab et al., 2001) และสารกลุ่ม carbazole alkaloids คือ clausenal ท่ีแยกไดจ้าก
พืชชนิดน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือจุลชีพ (antimicrobial) ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และเช้ือรา 
(Chakraborty et al., 1995)  3) สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากตน้ Clausena dentata มีฤทธ์ิป้องกนัพิษต่อตบั 
(hepatoprotective) จากการไดรั้บ paracetamol ขนาดสูง (Rajesh et al., 2009) และ 4) สารสกดัหยาบ
จากเปลือกของตน้ Clausena lansium มีฤทธ์ิตา้นออกซิแดนซ์ (anti-oxidant) และตา้นอกัเสบ (anti-
inflammatory) (Adebajo et al., 2009) 

 โดยสรุปสารส าคญัท่ีพบในพืชวงศ ์Rutaceae สกุล Clausena ส่วนใหญ่ จะประกอบดว้ยสาร
กลุ่ม alkaloids และกลุ่ม coumarins ซ่ึงสารเหล่าน้ีเป็นสารท่ีพืชสร้างข้ึนเองหรือท่ีเรียกว่า สารทุติยภูมิ 
(secondary metabolites)  โดยสาร alkaloids จะพบมากในพืชชั้นสูง (โดยเฉพาะพืชใบเล้ียงคู่) ซ่ึงวงศ์
ของพืชท่ีมกัพบสาร alkaloids ไดแ้ก่ Apocynaceae, Papaveraceae, Papilponaceae, Rubiaceae, 
Rutaceae, Ranunculaceae, Menispermaceae, Lauraceae, Solanaceae, Loganiaceae, Berberridaceae 
และ Compositae  สารกลุ่ม alkaloids น้ีมีประโยชน์ในการรักษาโรคต่างๆ มากมาย เช่น ใชย้าระงบัปวด, 
ยาชาเฉพาะท่ี, ยาแกไ้อ-แกห้อบหืด และ ยาควบคุมการเตน้ของหวัใจ เป็นตน้ (วนัดี กฤษณพนัธ์, 2536.)  
ส่วนสารกลุ่ม coumarins นั้นเป็นสารพวกแลคโทนกลยัโคไซด ์(lactone glycoside) ซ่ึงในธรรมชาติจะ
พบ coumarins ไดท้ั้งในรูปกลยัโคไซด ์(glycoside) และอกลยัโคน (aglycone) และมกัพบสารน้ีไดใ้น
พืชวงศ ์Rutaceae และพืชวงศอ่ื์นๆ อยา่งกวา้งขวา้ง (อรวรรณ เฑียรฆพ์งษ,์ 2548.) 

นอกจากน้ียงัมีรายงานผลของ osthol ต่อภาวะกระดูกพรุนหลงัหมดประจ าเดือน โดยการ
จ าลองภาวะการขาดฮอร์โมนในหนูท าไดโ้ดยการตดัรังไข่ของหนูเพศเมียออก ซ่ึงหนูจะมีโอกาส 
เกิดภาวะกระดูกพรุน(osteoporosis) ตามมา จากการศึกษา ของ Li, X.X. et al 2002 พบว่า Osthol 
สามารถยบัย ั้งการสูญเสียมวลกระดูกได ้อย่างมีนยัส าคญั  
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วธีิด าเนินการวจิัย (Method) 

1. การทดสอบฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน (Estrogenic activity) 

การทดสอบฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน โดยการทดสอบฤทธ์ิกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลท่ี์
ตอบสนองต่อเอสโตรเจน เป็นการทดสอบการตอบสนองต่อเอสโตร เจนของเซลลม์ะเร็งเตา้นม  MCF-
7 และ  T47D   เตรียมเซลล ์MCF-7 และ T47D ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x 104 cells/well  เพาะเล้ียงใน  96 
Well flat bottom plate ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีความเขม้ขน้1- 100 g/ml ใน ethanol หรือสารบริสุทธ์ิ 
ท่ีความเขม้ขน้ 0.01- 100 Mใน ethanol โดยมี 0.7%  ethanol เป็น control  และใช ้ 17-estradiol  เป็น 
positive control   น า plate  ไป incubate  ท่ี  37C  ใน  5%  CO2  humidified incubator  เป็นเวลา  96  
ชัว่โมง  จากนั้นน า  plate ออกมาเติม  Alamar blue  แลว้  incubate  ต่ออีก  3  ชัง่โมง  วดัค่า  
fluorescence  ท่ี  emission  590 nm.  และ  excitation 550  nm.  รายงานผล เป็นค่า  T/C เท่ากบัจ านวน
เซลล ์ (test)/ จ  านวนเซลล ์ (control) และ EqE100 (ความเขม้ขน้ท่ีใหฤ้ทธ์ิกระตุน้การเจริญเติบโตของ
เซลลเ์ทียบเท่า estradiol 100 pM) EqE10 (ความเขม้ขน้ท่ีใหฤ้ทธ์ิกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล์
เทียบเท่า estradiol 10 pM) iEqE50 (ความเขม้ขน้ท่ีใหฤ้ทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลไ์ดค้ร่ึงหน่ึง
ของ estradiol 100 pM) EqE10 (ความเขม้ขน้ท่ีใหฤ้ทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลท่ี์กระตุน้ดว้ย 
estradiol 100 pM ได9้0%) 

2. การทดสอบ In vitro binding assay ท่ีจ  าเพาะต่อ ERและ ER  โดยการทดสอบ
ความสามารถในการจบักนัระหวา่งสารประกอบกบัเอสโตรเจนรีเซฟเตอร์ (Parker et al. 2000) โดย
เพาะเล้ียง human recombinant cell sf9 cells ส าหรับ ER alpha receptor และ human recombinant cell 
Hi5 cells ส าหรับ ER beta receptor เติม non-specific ligand 17-estradiol  10 µM เติม agonist 
fluoligand fluormoneTM ES2  1 nM incubate 120 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งตรวจวดัดว้ยเทคนิคFluorescence 
polarization รายงานผล เป็นค่า IC50 หรือค่าความเขม้ขน้ท่ียบัย ั้ง control  specific  binding ต่อ receptor 
ได ้50% ค านวณจาก  percent of control specific binding ((measured specific binding/control specific 
binding) x 100)  specific  ligand  binding ต่อ  receptors  คือส่วนต่างระหวา่ง total  binding และ 
nonspecific binding determined เป็น presence ของ unlabelled ligand ท่ีมากเกินพอ 

3. ศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างสารท่ีมีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนกบั เอสโตรเจน รี
เซพเตอร์ ชนิดแอลฟ่า ดว้ยเทคนิคทางคอมพิวเตอรโครงสร้างผลึกของเอสโตรเจนรีเซพเตอร์ ชนิดแอล
ฟ่า จากฐานขอ้มูล Protein Data Bank ไดถู้กน ามาพฒันาเป็นแบบจ าลองสามมิติของเอสโตรเจน รีเซพ
เตอร์  ชนิดแอลฟ่า  โดยการเปล่ียนแปลงโมเลกุลน ้ า  ,  ไฮโดรเจนและประจุด้วยโปรแกรม 
AutoDockTools เพื่อใหมี้สภาพเหมือนจริงในร่างกาย แลว้จึงท าการ Validate แบบจ าลองเอสโตรเจน รี
เซพเตอร์ ชนิดแอลฟ่า ท่ีพฒันาข้ึนมา โดย การด๊อกก้ิงกบัสาร สารท่ีมีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิคลา้ย
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เอสโตรเจน อ่ืนท่ีเป็นโครงสร้างผลึกโดยใชโ้ปรแกรม AutoDock 4 หลงัจากนั้นน าสารท่ีมีศกัยภาพใน
ฟ้ืนฟูประสิทธิภาพการเรียนรู้และความจ าท่ีบกพร่องมาด๊อกก้ิงกบัแบบจ าลองเอสโตรเจนรีเซพเตอร์ 
ชนิดแอลฟ่า ท่ีพฒันาข้ึนมา เพื่อศึกษากลไกการจบักนัระหว่างสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิกบัเอสโตรเจนรีเซพ
เตอร์ ชนิดแอลฟ่า 

 

ผลการวจิัย (Result) 

1. การทดสอบฤทธ์ิเอสโตรเจน  
โดยการทดสอบฤทธ์ิกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลท่ี์ตอบสนองต่อเอสโตรเจนเป็นการ

ทดสอบการตอบสนองต่อเอสโตร เจนของเซลลม์ะเร็งเตา้นม  MCF-7 และ T47D 

ตารางที1่ ผลการทดสอบฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน ในสารสกดัจากใบ ล าตน้ และเปลือกรากดว้ยตวัท า
ละลายชนิดต่างๆ 

 MCF-7 T47D 
100 

(g/mL) 

10 
(g/mL) 

1 
(g/mL) 

0.1 
(g/mL) 

0.01 
(g/mL) 

100 
(g/mL) 

10 
(g/mL) 

1 
(g/mL) 

ใบ MeOH +++ ++ + +++ +++ - - - 
CH2Cl2 - + + - - - - - 
Hexane - - - + +++ ND - - 

ล าตน้ MeOH ND - - -  - - - 
CH2Cl2 ND - ++ + + - - - 
Hexane ND - - - - + - - 

เปลือก
ราก 

MeOH ND - - - - - - - 
CH2Cl2 ND - - ++ + - - + 
Hexane ND - + - - - - - 

- : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 < 1 pM       ++ : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 < 100 pM    ++ : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 < 100 pM +++ : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 > 100 pM 

 

 

 

 



14 

 

ตารางที2่ ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเอสโตรเจน ในสารสกดัจากใบ ล าตน้ และเปลือกรากดว้ยตวัท า
ละลายชนิดต่างๆ 

 MCF-7 T47D 
100 

(g/mL) 

10 
(g/mL) 

1 
(g/mL) 

0.1 
(g/mL) 

0.01 
(g/mL) 

100 
(g/mL) 

10 
(g/mL) 

1 
(g/mL) 

ใบ MeOH - - + - - + + + 
CH2Cl2 +++ +++ ++ + - ++ + + 
Hexane ++ +++ ++ - - ND + + 

ล าตน้ MeOH ND - + + - + + ++ 
CH2Cl2 ND +++ + + + +++ ++ + 
Hexane ND +++ - + ++ + + + 

เปลือก
ราก 

MeOH ND ++ - ++ + +++ ++ + 
CH2Cl2 ND +++ - - - +++ + + 
Hexane ND +++ - - - +++ + + 

- : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 > 50 pM       ++ : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 < 50 pM    ++ : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 < 10 pM +++ : ฤทธ์ิเทียบเท่า E2 < 1 pM 

 

ตารางที3่ ผลการทดสอบฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน สารองคป์ระกอบทางเคมีจากส่องฟ้าดง 

Compound Activity MCF7 T47D 

Haptaphylline 
EqE100 

 

ND ND 
EqE10 ND ND 

Dentatin 
EqE100 ND 10.51 
EqE10 75.98 10.64 

Nordentatin 
EqE100 ND 1.94 
EqE10 53.54 8.52 

Osthol 
EqE100 11.61 10.26 
EqE10 4.99 11.01 

Xanthoxyletin 
EqE100 >100 ND 
EqE10 >100 ND 

Genistein 
EqE100 <0.01 <0.01 
EqE10 <0.01 <0.01 
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ตารางที4่ ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเอสโตรเจน สารองคป์ระกอบทางเคมีจากส่องฟ้าดง 

Compound Activity MCF7 T47D 

Haptaphylline 
iEqE50 7.71 9.03 
iEqE10 8.95 9.21 

Dentatin 
iEqE50 7.72 11.20 
iEqE10 10.40 11.21 

Nordentatin 
iEqE50 2.40 7.82 
iEqE10 7.92 8.97 

Osthol 
iEqE50 0.49 ND 
iEqE10 0.43 4.26 

Xanthoxyletin 
iEqE50 8.69 ND 

iEqE10 1.38 ND 

Tamoxifen 
iEqE50 <0.01 <0.01 
iEqE10 <0.01 <0.01 

 

2. การทดสอบ In vitro specific binding assay 

ตารางที5่ แสดงค่า IC50 ของOsthol และสารอา้งอิง17--estradiol ต่อการเกิดอนัตรกิริยากบัรีเซเตอร์แต่
ละชนิด 

Estrogen receptor type Compound IC50 (M) 
ER (h) (agonist fluoligand) Osthol ND 

17--estradiol 1.8E-08 
ER (h) (agonist fluoligand) Osthol > 1.0E-04   

17--estradiol 3.3E-08 
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ตารางที6่ แสดงค่า IC50 ของแต่ละความเขม้ขน้ของ Osthol ต่อการเกิดอนัตรกิริยากบัรีเซเตอร์แต่ละชนิด 

Estrogen receptor type Test  Concentration 
(M) 

% of Control Specific Binding Mean 

1st 2nd 

ER (h) 
(agonist fluoligand) 

3.0E-08 98.9 106.0 102.5 
1.0E-07 104.0 107.1 105.5 
3.0E-07 102.5 100.4 101.4 
1.0E-06 100.4 110.1 105.3 
3.0E-06 93.3 99.9 96.6 
1.0E-05 96.8 100.9 98.9 
3.0E-05 96.3 93.3 94.8 
1.0E-04 80.0 95.8 87.9 

ER (h)  
(agonist fluoligand) 

3.0E-08 92.6 99.8 96.2 
1.0E-07 95.4 105.9 100.6 
3.0E-07 95.4 109.3 102.3 
1.0E-06 98.1 108.2 103.2 
3.0E-06 87.0 104.3 95.6 
1.0E-05 95.9 102.0 99.0 
3.0E-05 78.7 93.7 86.2 
1.0E-04 60.8 71.4 66.1 
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รูปที ่2 แผนภาพแสดงกิจกรรมระหวา่ง ER กบั osthol ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (M) 

 

3. ศึกษาอนัตรกิริยาระหวา่งสารท่ีมีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนกบั เอสโตรเจน รี
เซพเตอร์ ชนิดแอลฟ่าดว้ยคอมพิวเตอร์ 

ตารางที7่ แสดงค่าพลงังานท่ีก่ออนัตรกิริยา binding free energy ระหวา่ง17-estradiol หรือ Osthol กบั 

human ER- (1XP1) 

Ligand ΔG (kcal/mol) 

17-estradiol -10.08 
Osthol -6.05 
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อภิปรายผล/วจิารณ์ (Discussion/Comment) 

การทดสอบฤทธ์ิเอสโตรเจนทั้งในดา้นกระตุน้และยบัย ั้งเอสโตรเจน โดยการตรวจวดัการเพิ่ม
จ านวนของเซลลท่ี์ตอบสนองต่อเอสโตรเจนของเซลลม์ะเร็งเตา้นม  MCF-7 และ T47D ในสารสกดัจาก
ส่วนต่างๆของตน้ส่องฟ้าดงประกอบดว้ยส่วนใบ ล าตน้และเปลือกราก โดยสกดัจากตวัท าละลาย
อินทรียต่์างๆ ไดแ้ก่ เมทานอล ไดคลอโรมีเทน และเฮกเซน พบวา่สารสกดัจากใบในชั้นเมทานอลมี
ศกัยภาพในการออกฤทธ์ิกระตุน้หรือออกฤทธ์คลา้ยเอสโตรเจน ในเซลล ์MCF-7 มากท่ีสุด โดยมีความ
แรงในระดบัความเขม้ขน้ต ่า 0.01 g/mL นอกจากน้ีสารสกดัจากใบในชั้นไดคลอโรมีเทนกมี็ความ
น่าสนใจ ซ่ึงอาจจะแสดงฤทธ์ิในระดบัต ่ากวา่ท่ีใชท้ดสอบคร้ังน้ี(ดงัแสดงในตารางท่ี 1) ส าหรับฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเอสโตรเจนนั้นจะเห็นไดว้า่สารสกดัจากตน้ส่องฟ้าดงทุกส่วน และทุกตวัท าละลายเกือบทั้งหมด
แสดงฤทธ์ิตา้นเอสโตรเจนท่ีมีความแรงมากอยูใ่นระหวา่ง 10-100 g/mL(ดงัแสดงในตารางท่ี 2) 
การศึกษาคร้ังน้ีท าใหท้ราบวา่สารสกดัจากตน้ส่องฟ้าดง มีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิท่ีเก่ียวขอ้งกบั
เอสโตรเจนฮอร์โมน ซ่ึงยงัไม่เคยมีใครศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพน้ีมาก่อน โดยพบศกัยภาพของสารสกดั
จากใบดว้ยเมทานอลเท่านั้น ท่ีอาจน าไปใชใ้นรูปแบบเป็นยาสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจน ใช้
ทดแทนการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน ของผูท่ี้อยูใ่นภาวะพร่องฮอร์โมนในวยัทองได ้ ส่วนสารสกดัจาก
ส่วนอ่ืนๆ และตวัท าละลายชั้นอ่ืนๆท่ีใชท้  าการสกดัในการศึกษาคร้ังน้ี ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลม์ะเร็งเตา้นม ซ่ึงถา้พิจารณาในแง่การใชเ้ป็นยาสมุนไพร จะสงัเกตไดว้า่การเลือกส่วนของตน้
ส่องฟ้าดงท่ีใช ้และตวัท าละลายท่ีใชมี้ส่วนส าคญัอยา่งยิง่ในการออกฤทธ์ิท่ีใหผ้ลตรงกนัขา้ม  

 เม่ือน าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากส่วนเปลือกราก 5 ชนิดไดแ้ก่ haptaphylline, dentatin, 
nordentatin, osthol, xanthoxyletin มาตรวจสอบฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนพบวา่ osthol มีฤทธ์ิคลา้ยเอสโตร
เจนท่ีดีท่ีสุด ในทั้งสองชนิดเซลล ์ โดยในเซลล ์ MCF-7 ท่ีความเขม้ขน้ 11.61 M มีฤทธ์ิเทียบเท่าการ
ออกฤทธ์ิของ17--estradiol เขม้ขน้ 100 pM และท่ีความเขม้ขน้ 4.99 M มีฤทธ์ิเทียบเท่าการออกฤทธ์ิ
ของ17--estradiol เขม้ขน้ 10 pM ส่วนเซลล ์ T47D พบวา่ ตอบสนองกบัการกระตุน้ของ nordentatin 
แรงท่ีสุด โดยท่ีความเขม้ขน้ 1.94 M มีฤทธ์ิเทียบเท่าการออกฤทธ์ิของ17--estradiol เขม้ขน้ 100 pM 
และท่ีความเขม้ขน้ 8.52 M มีฤทธ์ิเทียบเท่าการออกฤทธ์ิของ17--estradiol เขม้ขน้10 pM (ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3) ส าหรับฤทธ์ิตา้นเอสโตรเจน osthol ยงัแสดงฤทธ์ิตา้นเอสโตรเจนท่ีดีท่ีสุดดว้ยเช่นกนั โดย
ในเซลล ์MCF-7 ท่ีความเขม้ขน้ 0.49 M มีฤทธ์ิยบัย ั้งการออกฤทธ์ิของ17--estradiol เขม้ขน้ 100 pM 
ได ้ร้อยละ50 และท่ีความเขม้ขน้ 0.43 M มีฤทธ์ิยบัย ั้งการออกฤทธ์ิของ17--estradiol เขม้ขน้ 100 pM 
ได ้ ร้อยละ90 และในเซลล ์T47D เช่นกนัosthol ท่ีความเขม้ขน้ 4.26 M มีฤทธ์ิยบัย ั้งการออกฤทธ์ิของ
17--estradiol เขม้ขน้ 100 pM ได ้ ร้อยละ90 (ดงัแสดงในตารางท่ี 4) จะเห็นไดว้า่ในเซลลม์ะเร็งตา้นม 
osthol สามารถออกฤทธ์ิไดท้ั้งสองฤทธ์ิ ซ่ึง สารไฟโตเคมีบางชนิดเช่น genistein, prenylnaringenin, 
resveratrol มีรายงานการออกฤทธ์ิสองทิศทางข้ึนกบัความเขม้ขน้ (Basly et al. 2000, Matsumura et al. 

http://erc.endocrinology-journals.org/content/13/4/995.full#ref-13
http://erc.endocrinology-journals.org/content/13/4/995.full#ref-104
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2005).  ผูว้ิจยัจึงเลือกศึกษาในเชิงลึกของสาร osthol น้ี  จากการศึกษาการความจ าเพาะต่อการจบักบัรี
เซพเตอร์ทั้งสองชนิดคือ ERและ ER พบวา่ osthol ท่ีความเขม้ขน้ > 1x 10-4 M น่าจะยบัย ั้งการจบักนั
ของ ER กบั17--estradiol ท่ีเขม้ขน้10 M และคาดการณ์ไดว้า่น่าจะมี IC50 อยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 
100 M ในขณะท่ี ความเขม้ขน้ในช่วงทดสอบไม่แสดงศกัยภาพของกิจกรรมยบัย ั้ง ER   มีรายงาน
กลไกการออกฤทธ์ิจ าเพาะของเซพเตอร์แต่ละชนิต่อการฤทธ์ิกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล ์ หรือ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลท์ั้งในระดบัเซลล ์และในระดบัโมเลกุล พบวา่ ER จะออกฤทธ์ิจ าเพาะ
ต่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล ์ ส่วน ER จ  าเพาะต่อการออกฤทธ์ิกระตุน้การเจริญเติบโตของ
เซลล(์Ström A., et al., 2004; Iwao K, 2000)  จากผลการตรวจสอบในเซลลข์อง osthol ขา้งตน้พบวา่ 
osthol มีความแรงในการกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลลท์ั้ง MCF-7 และ T47D ซ่ึงน่าจะเป็นไปไดว้า่ 
osthol จะแสดงผลดีในการจบั ER (EC50 ซ่ึงเป็นประเดน็ท่ีน่าจะท าการศึกษาต่อไป และจากการศึกษา
อนัตรกิริยาระหวา่งสารท่ีมีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิคลา้ยเอสโตรเจนกบั เอสโตรเจน รีเซพเตอร์ ชนิด
แอลฟ่าดว้ยคอมพิวเตอร์ พบวา่ osthol มีความสามารถในการเกิดอนัตรกิริยากบั ER ไดป้านกลาง เม่ือ
เปรียบกบัสารอา้งอิงคือ17--estradiol ซ่ึงเป็นการยนืยนักลไกการออกฤทธ์ิของ osthol ท่ีสามารถเกิด
อนัตรกิริยากบั ER แลว้แสดงฤทธ์ิกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลลท่ี์เก่ียวขอ้งกบัฮอร์โมนเอสโตร
เจน และจากการศึกษาคร้ังน้ียงัพบการออกฤทธ์ิสองทิศทาง (Biphasic activity) ของ osthol ท่ีแยก
บริสุทธ์ิไดจ้ากตน้ส่องฟ้าดง ดงันั้น osthol จึงมีศกัยภาพท่ีจะพฒันาเป็นยาท่ีทดแทนการขาดฮอร์โมน
เอสโตรเจน ของผูท่ี้อยูใ่นภาวะพร่องฮอร์โมนในวยัทอง และเป็นยายบัย ั้งมะเร็งท่ีเก่ียวเน่ืองกบัการ
ตอบสนองต่อฮอร์โมนเอสโตรเจน อยา่งไรกต็ามเน่ืองจากยงัมีการศึกษานอ้ยอยู ่ จึงตอ้งมีการศึกษาต่อ
ยอดใหร้อบดา้นถึงกลไกการออกฤทธ์ิ และขนาดความแรงท่ีเหมาะสมต่อการออกฤทธ์ิท่ีจ าเพาะต่อไป 

สรุปผลการวจัิย/ข้อเสนอแนะ (Conclusion/Suggestion) 

 การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพในแง่การออกฤทธ์ิท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอสโตรเจน
ฮอร์โมนของตน้ส่องฟ้าดงเป็นคร้ังแรก ท าใหท้ราบวา่สารสกดัจากตน้ส่องฟ้าดง มีศกัยภาพในการออก
ฤทธ์ิท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอสโตรเจน โดยพบศกัยภาพของสารสกดัจากใบดว้ยเมทานอลเท่านั้น ส่วนสารสกดั
จากส่วนอ่ืนๆ และตวัท าละลายชั้นอ่ืนๆท่ีใชท้  าการสกดัในการศึกษาคร้ังน้ี แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นม เม่ือทดสอบสารท่ีแยกบริสุทธ์ิจากตน้ส่องฟ้าดงส่วนเปลือกราก 5 
ชนิดไดแ้ก่ haptaphylline, dentatin, nordentatin, osthol, xanthoxyletin พบวา่ osthol ตอบสนองต่อการ
กระตุน้การเจริญเติบโต และยบัย ั้งการเจริญเติบโต ทั้งในเซลล ์MCF-7 และ T47D ท่ีระดบัความเขม้ขน้
ต่างกนั ส่วนสารอ่ืนๆแสดงฤทธ์ิเด่นดา้นการยบัย ั้ง จากการศึกษาการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่ง ER กบั 
osthol ดว้ยคอมพิวเตอร์ เป็นการยนืยนัการเขา้กนัของสารกบัรีเซพเตอร์ซ่ึงส่งผลต่อการออกฤทธ์ิของ
สารและเม่ือท าการศึกษาความจ าเพาะต่อการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่ง ERและ ER พบวา่ osthol เป็น
การยนืยนัศกัยภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง อยา่งไรกต็ามจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบ

http://erc.endocrinology-journals.org/content/13/4/995.full#ref-104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Str%26%23x000f6%3Bm%2BA%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwao%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11072241
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