
บทท่ี 1: บทน ำ 
 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปญัหา 
 
 ชุมเหด็เทศ (Cassia alata L., Senna alata L.) เป็นพชืสมุนไพรของไทยชนิดหนึ่งทีน่ ามาใชใ้นสาธารณะสขุมูล
ฐานโดยถูกบรรจุเป็นยาสมุนไพรในบญัชยีาหลกัแห่งชาต ิ  มกีารน ามาใช้รกัษาอาการท้องผูก  ปวดทอ้งและโรคผวิหนัง    
จากการศกึษาพบว่าชุมเหด็เทศให้ฤทธิต์้านเชื้อแบคทเีรยี   ต้านเชื้อรา   ต้านอนุมุลอสิระ  ลดการอกัเสบ   ต้านการก่อ
กลายพนัธุแ์ละลดน ้าตาลในเลอืด   ในชุมเหด็เทศมสีารประกอบหลายชนิดเช่น phenolics (chrysaphanol, emodin, rhein, 
aloe-emodin แ ล ะ  kaempferol), fatty acids (palmitic, oleic, linoleic acids), terpenoids, anthraquinones แ ล ะ 
flavonoids    โดยที่สารประกอบส าคญัตัวหนึ่งคือ rhein (4, 5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic acid)  จะมีฤทธิ ์
ต้านมะเรง็หลายชนิด เช่น มะเรง็เต้านม มะเรง็ระบบประสาทส่วนกลาง  มะเรง็ล าไสใ้หญ่และมะเรง็ปอด รวมทัง้สามารถ
ยบัยัง้การอกัเสบโดยกดการเกดิ reactive oxygen species (ROS) อนัเป็นผลจากการกระตุ้นเอนไซม์ NADPH-oxidases  
ท าใหใ้ชเ้ป็น antiatherosclerosis   นอกจากน้ี rhein ยงัยบัยัง้การเกดิ superoxide anion และ chemotaxis   ประกอบกบั
การมฤีทธิเ์ป็น antirheumatic effects    โดยยงัมขีอ้มูลจ ากดัที่เกี่ยวขอ้งกับกลไกต้านการอกัเสบที่ผวิหนัง   ซึ่งสาเหตุ
หนึ่งของการอักเสบก็เนื่องมาจากการเกิด reactive oxygen species (ROS) โดยเกี่ยวข้องกบัเอ็นไซม์ nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH)-oxidases (NOXs/DUOXs)    โดยทีเ่อน็ไซมด์งักล่าวถอืไดว้่าเป็นจุดก าเนิด
ที่ส าคญัตัวหนึ่งในการเกดิ ROS แล้วส่งผลเกี่ยวขอ้งกบักลไกการเกดิโรคหลายชนิดรวมทัง้การอกัเสบที่ผวิหนัง   การ
คน้ควา้เพื่อหาสมุนไพรทีม่สีารส าคญัในการยบัยัง้เอน็ไซมช์นิดนี้ จะช่วยลดการเกดิ ROS และลดการอกัเสบของผวิหนงัได ้ 
  
 เน่ืองจากการศกึษาฤทธิข์องสารสกดัจากชุมเหด็เทศค่อนขา้งมหีลากหลายแต่ยงัมขีอ้มลูไม่มากนกัทีเ่กีย่วขอ้งกบั
ฤทธิข์อง rhein anthraquinones ซึง่เป็นสารประกอบส าคญัในชุมเหด็เทศต่อกลไกต้านการอกัเสบที่ผวิหนังโดยใชเ้ซลล ์
keratinocytes (HaCaT cells) ผ่ านการยับ ยั ้ง เอ็น ไซม์  NADPH-oxidases และท าการเป รียบ เทียบฤทธิ  ์rhein 
anthraquinones ซึ่งเป็นสารมาตรฐานกับสารสกัดจากชุมเห็ดเทศ      ในการนี้คณะผู้วิจ ัยได้ให้ความสนใจที่จะ
ท าการศกึษากลไกระดบัเซลล์และโมเลกุลของ rhein anthraquinones เทยีบกบัสารสกดัจากชุมเห็ดเทศส าหรบัต้านการ
อกัเสบของผวิหนังผ่านการยบัยัง้เอนไซม์ NADPH-oxidases ท าให้ลดการเกดิ ROS ที่เป็นสาเหตุหนึ่งของการอกัเสบ     
เพื่อเป็นแนวทางในการน าพชืสมุนไพรมาพฒันาเป็นยาแผนปจัจุบนัเพื่อรกัษาและป้องกนัโรคโดยการเพิม่ขอ้มลูทางเภสชั
ศาสตร ์   
 
1.2  วตัถุประสงคข์องโครงการวจิยั 
 
 การวจิยันี้มคีวามมุ่งหมายเพื่อศกึษากลไกตา้นการอกัเสบในเชงิเปรยีบเทยีบของ rhein anthraquinones ซึง่เป็น
สารมาตรฐานกบัสารสกดัจากชุมเหด็เทศใน HaCaT cells   โดยการยบัยัง้เอน็ไซม ์NADPH-oxidases ทีท่ าใหเ้กดิ ROS 
อนัเป็นสาเหตุของการอกัเสบทีผ่วิหนงั   เพื่อน าการศกึษานี้ไปเป็นแนวทางในการศกึษากลไกอื่นต่อไป 
 
1.3  ขอบเขตการศกึษาของโครงการวจิยั 
 
 การศกึษานี้เป็นการวจิยัเพื่อหากลไกระดบัเซลล์และโมเลกุลส าหรบัตา้นการอกัเสบของ rhein  anthraquinones 
ที่เป็นสารมาตรฐาน  ซึ่งเป็นสารส าคัญของชุมเห็ดเทศในลักษณะเปรียบเทียบกับสารสกัดจากชุมเห็ดเทศ    โดย
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ท าการศกึษาในเซลลผ์วิหนังประเภท keratinocytes คอื HaCaT cells  ซึง่อาจเกี่ยวขอ้งกบัการยบัยัง้เอน็ไซม์ NADPH-
oxidases ท าใหช้่วยลดการเกดิ ROS และลดการอกัเสบทีผ่วิหนงัได ้
 
1.4  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะไดร้บั  
 
 งานวจิยันี้ไดเ้ป็นส่วนหนึ่งในการท าวทิยานิพนธข์องนักศกึษาปรญิญาโท (ภม.)    ซึ่งจะน าผลการศกึษาวจิยันี้
เผยแพร่ในรปูแบบการน าเสนอผลงาน poster presentation หรอื oral presentation ในระดบัชาตหิรอืนานาชาติ  รวมทัง้
ตพีมิพผ์ลงานวจิยัในระดบัชาตแิละนานาชาตต่ิอไป 
 
1.5  ทฤษฎแีละงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง 
  
 ชุมเหด็เทศ (Cassia alata L., Senna alata L.) เป็นพชืสมุนไพรชนิดหนึ่งของไทยทีส่ามารถพบไดทุ้กภาค      มี
การน ามาใชใ้นสาธารณะสขุมลูฐานและถูกบรรจุเป็นยาสมุนไพรในบญัชยีาหลกัแห่งชาตใินการรกัษาอาการทอ้งผกู    ปวด
ทอ้งและโรคผวิหนัง        ในส่วนของใบจะมสีารจ าพวก anthraquinone ทัง้ aglycone และ glycoside เช่น rhein, aloe-
emodin, chrysophanol, glycosides ของ rhein, emodin, physcione และ sennosides A, B, C, D   รวมทัง้ quinines, 
flavonoids และ sterols    จากขอ้มูลการศกึษาพบว่าชุมเห็ดเทศให้ฤทธิต์้านเชื้อแบคทีเรยี  เชื้อราและไวรสั   ลดการ
อกัเสบ   บรรเทาปวด  ช่วยระบายทอ้ง  ลดการเกาะกลุ่มกนัของเกลด็เลอืด  ต้านอนุมูลอสิระ  ลดน ้าตาลในเลอืด   ต้าน
การก่อกลายพนัธุแ์ละต้านเนื้องอก        นอกจากน้ีชุมเหด็เทศยงัน ามาใชใ้นภาวะโลหติจาง   แกพ้ษิ (antidote)  โรคธาตุ
พกิาร (dyspepsia)    ยบัยัง้การเพิม่จ านวนเซลลล์วิคเีมยี   รกัษาโรครดิสดีวง  รกัษาปรสติในล าไสเ้ลก็ ซฟิิลสิ inguinal 
hernia และ blennorrhagia    ในอนิเดยีไดใ้ชพ้ชืนี้เป็นยาพืน้บา้นรกัษาหลอดลมอกัเสบและหอบหดื    มกีารท าเป็นโลชัน่
สมุนไพรส าหรบัรกัษาโรคผวิหนังต่างๆ เช่น  กลาก  เกลือ้น  แมลงกดัต่อย  หดิ  เรมิ  สวิและเรือ้นกวาง      ในชุมเหด็
เทศมสีารส าคญัตวัหนึ่งคอื rhein (4, 5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic acid)   ซึ่งสามารถยบัยัง้การอกัเสบโดย
ลดการเกดิ ROS ที่เกดิจากเอนไซม์ NADPH-oxidases ท าให้ใช้เป็น antiatherosclerosis agent และอาจมปีระโยชน์ใน
การป้องกนัการอุดตนัและการอกัเสบภายหลงั percutaneous transluminal coronary angioplasty   นอกจากนี้ rhein ยงั
สามารถบรรเทาอาการตับอกัเสบและป้องกนัเซลล์ตับอ่อนที่บาดเจบ็    รวมทัง้ยบัยัง้การเกิด superoxide anion และ 
chemotaxis   และมฤีทธิเ์ป็น antirheumatic    เน่ืองจากร่างกายของมนุษยจ์ะถูกห่อหุม้ดว้ยผวิหนัง  ซึง่ถอืเป็นพืน้ทีท่ีจ่ะ
สมัผสักบัสิง่ต่างๆ (รูปที ่1)     ผวิหนังเป็นอวยัวะทีม่ขีนาดใหญ่ทีส่ดุในร่างกายโดยคดิเป็นน ้าหนกัประมาณ 16% ของน ้า
หนักตัวมีเนื้อที่ทัง้หมดเกือบ 2 ตารางเมตร ผิวหนังท าหน้าที่ปกป้องอวยัวะใต้ชัน้ผิวเป็นเกราะป้องกนัอนัตรายจาก
ภายนอกไม่ให้เขา้สู่ร่างกายและป้องกนัการสูญเสยีของเหลวออกจากร่างกาย โครงสร้างของผวิหนังประกอบด้วยส่วน
ส าคญั 2 สว่น คอื ชัน้หนงัก าพรา้ (epidermis) เป็นชัน้ทีอ่ยู่บนสุดมคีวามหนาประมาณ 0.4-1.5 มลิลเิมตรไม่มเีสน้เลอืดมา
เลี้ยง องค์ประกอบมากกว่า 80% ของชัน้นี้คอื keratinocyte ถดัลงมาเป็นชัน้หนังแท้ (dermis) ในชัน้หนังแท้จะมหีลอด
เลือดหลอดน ้าเหลืองและเส้นประสาทแทรกอยู่ ใต้ชัน้หนังแท้จะเป็นชัน้ใต้ผิวหนัง (hypodermis หรือ subcutaneous 
tissues) ซึง่ประกอบไปดว้ยเนื้อเยื่อเกีย่วพนัทีอ่ยู่กนัอย่างหลวมๆ และชัน้ไขมนัซึง่จะมจี านวนมากน้อยแตกต่างกนัในแต่
ละสว่นของร่างกาย    
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รปูท่ี 1 โครงสรำ้งของผิวหนัง (Zhen et al., 2013) 

  
 
 ผวิหนังถือได้ว่าเป็นอวยัวะในการป้องกนัเชื้อโรค  reactive electrophiles และอนุมูลอิสระ   การเกดิปฏิกรยิา
ของอนุมลูอสิระจะพบไดท้ัว่ไปในสงิมชีวีติ    ผวิหนังนัน้จะมคีวามไวต่อภาวะทีม่ ีROS ทัง้นี้เน่ืองจากผวิหนงัเป็นบรเิวณที่
ประกอบไปด้วย polyunsaturated fatty acid (PUFA)    การสร้างของ ROS อย่างไม่จ ากดัจะส่งผลให้เกิดการท าลาย 
biomolecules และอาจเป็นสาเหตุให้เกดิภาวะดงัต่อไปนี้ เช่น พิษจากแสง (phototoxicity) การแพ้แสง (photoallergy)  
พิษจากยา (drug toxicity)  ความแก่ (aging)   โรคทางระบบภูมิคุมกนั   ณ ปจัจุบนัพบว่า NADPH-oxidases ซึ่งเป็น
เอนไซมท์ีท่ าใหเ้พิม่ ROS ไดเ้ขา้มามบีทบาทในการก่อใหเ้กดิพยาธสิภาพของสภาวะต่างๆ มากมาย   HaCaT cells ถอื
เป็นเซลลผ์วิหนังของมนุษยช์นิด keratinocyte ทีส่ามารถเปลีย่นแปลงเซลลไ์ดเ้อง  โดยไม่ไดเ้ป็นเซลลเ์น้ืองอก   ซึง่จะพบ
เอนไซม์ NADPH-oxidases โดยเฉพาะ NOX1 ในเซลล์ชนิดนี้     จากการศกึษาใน HaCaT skin keratinocyte cell line 
สามารถกระตุ้นใหเ้กดิ ROS ในสภาวะที่ต้องอาศยัแคลเซีย่ม     โดยใชต้วักระตุ้น เช่น epidermal growth factor, Ca2+-
ionophore A23187, platelet-activating factor หรอื lysophosphatidic acid      จากข้อมูลเรว็ๆนี้บ่งบอกว่า NOXs ใน 
HaCaT cells มบีทบาทในการกระตุ้นของ p38 ที่ถูกชกัน าด้วย TGFb รวมทัง้ vascular endothelial growth factor และ
การหายของแผล     ส าหรบัฤทธิต์้านการอกัเสบที่ผวิหนังจาก rhein anthraquinones และสารสกดัจากชุมเหด็เทศยงัมี
ขอ้มูลค่อนขา้งจ ากดั  โดยเฉพาะกลไกลดการอกัเสบผ่านการยบัยัง้ ROS โดยยบัยัง้ NOX1       การศกึษานี้มุ่งสนใจผล
ของ rhein anthraquinones ทีเ่ป็นสารมาตรฐานทีม่ต่ีอ HaCaT cells  เพื่อดูกลไกระดบัเซลลแ์ละโมเลกุลส าหรบัตา้นการ
อกัเสบทีอ่าจสมัพนัธก์บัการลด ROS จากการยบัยัง้ NOX1 และเปรยีบเทยีบฤทธิก์บัสารสกดัจากชุมเหด็เทศ  โดยท าการ
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ยนืยนัผลว่าน่าจะมกีารเพิ่มขึน้ของ GSH และค่าที่ลดลงของ tumor necrosis factor alpha (TNF-α) และ interleukin-8 
(IL-8)  ถอืไดว้่าเป็นแนวทางการศกึษากลไกอื่นต่อไปของสารสกดัจากชุมเหด็เทศ (นุชนารถ กจิเจรญิ, 2006; Trenam et 
al., 1992; Gawkrodger, 2002; Villasenor et al., 2002; Panichayupakaranant and Intaraksa, 2003; Roos et al., 
2003; Chamulitrat et al., 2004; Geiszt and Leto, 2004; Ellmark et al., 2005; Ro and Dawson, 2005; Chamulitrat 
et al., 2007; Lans, 2007; Olarte, 2007; El-Benna et al., 2007, 2008; Fernand et al., 2008; Cooper et al., 2009; 
El-Benna et al., 2009; Gritsanapan and Mangmeesri, 2009; Raad et al., 2009; Ayo, 2010; Heo et al., 2010; Sule 
et al., 2010; Wuthi-udomlert et al., 2010; Fernand et al., 2011; Zhao et al., 2011); Singha et al., 2012 

 
ROS เป็นโครงสรา้งของโมเลกุลขนาดเลก็ที่มอีายุค่อนขา้งสัน้    ซึง่จะมกีารสรา้งอย่างต่อเน่ืองในระดบัทีต่ ่า

ของการเกดิเมทาบอลสิมทีต่อ้งใชอ้อกซเิจน   โดยที ่ROS ถอืเป็นสว่นหนึ่งของการเกดิการอกัเสบ   ในจ านวนของ ROS 
พบว่า superoxide anion (O2

-) และ hydrogen peroxide (H2O2) จะเป็นตวัทีม่บีทบาทโดดเด่น     ROS สามารถกระท า
กบัไขมนั  โปรตีนและกรดนิวคลอีกิ    การเกดิ ROS เป็นจ านวนมากจะส่งผลให้เกดิการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
หรอื necrosis    การจะลดผลกระทบของ ROS ทีผ่ลติออกมามากเกนิไป  อย่างเช่นที่ผวิหนังกเ็น่ืองดว้ยกลไกของสาร
ต้านอนุมูลอสิระ  รวมทัง้เอนไซม์ที่ต้านอนุมูลอสิระ (anti-oxidant enzymes) เช่น superoxide dismutase (SOD) ที่ไป
ขจดัพษิของ O2

-   นอกจากนี้กม็ ีcatalase และ glutathione peroxidase (GpX) ทีจ่ะใช ้reduced glutathione (GSH) ไป
ท าการเปลี่ยน H2O2 ใหก้ลายเป็นน ้า   แหล่งหนึ่งในการเพิม่ ROS กค็อืการถูกกระตุ้นดว้ยเอนไซม์ NADPH oxidases 
(Roos et al., 2003 ; Chamulitrat et al., 2004; Geiszt and Leto, 2004; Ellmark et al., 2005; Chamulitrat et al., 
2007; El-Benna et al., 2007, 2008; Cooper et al., 2009; El-Benna et al., 2009; Grange et al., 2009; Raad et al., 
2009; Kim et al., 2010) 

 
มกีารศกึษาโครงสรา้งและการท างานของเอนไซม์ NADPH-oxidases มาเป็นเวลานานนับสบิปี   โดยพบครัง้

แ รก ใน  phagocytes (polymorphonuclear neutrophils, eosinophils, monocytes และ  macrophages) ซึ่ งมีค วาม
เกีย่วขอ้งกบัระบบการป้องกนัของร่างกายต่อเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้รา       โดยการผลติ ROS ผ่านการกระตุ้นเอนไซม ์
NADPH-oxidases     เอนไซม์ชนิดนี้เป็น multicomponent enzyme ซึ่งจะท างานในสภาวะที่เซลล์ถูกกระตุ้น    แต่ก็
สามารถถูกกระตุ้นได้จากตวักระตุ้นอื่นๆ   ส าหรบัในสภาวะที่ถูกกระตุ้นจะท าใหเ้อนไซม ์NADPH-oxidase complex มี
การล าเลียงอิเล็คตรอนจาก cytosolic NADPH ไปที่โมเลกุลของออกซิเยน (O2) ท าให้เกิด O2

-     โดยที่ O2
- เป็น 

precursor ของ ROS ตวัอื่นๆ เช่น H2O2, hydroxyl radical (OH-) และ hypochlorous acid (HOCl) ซึ่งมคีวามเกีย่วขอ้ง
กบัการท าลายเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้อื่นๆ      เอนไซม ์NADPH-oxidase (NOX2) ของ phagocyte ประกอบดว้ยโปรตีน
มากมาย   ซึง่ถูกแยกใหอ้ยู่ในส่วนของเมมเบรนและไซโตซอล (cytosol) ในสภาวะทีเ่ซลลไ์ม่ไดถู้กกระตุน้ (resting cells) 
(รปูที ่1)    โดยมอีงคป์ระกอบดงันี้ คอื flavocytochrome b558 จะอยู่ทีเ่มมเบรน  ซึง่เป็น glycosylated 91-kDa protein 
subunit (gp91phox; phox: phagocyte oxidase) จับกับ  22-kDa subunit (p22phox) แบบ  non-covalent ในอัตรา 1:1     
ส าหรบัโปรตนีทีอ่ยู่ในไซโตซอล คอื p47phox, p67phox และ p40phox ซึง่กระท ากนัแลว้รวมตวัเป็น complex กบั G-proteins, 
Rac1 (ใน monocytes) หรือ Rac2 (ใน neutrophils)     ในสภาวะที่เซลล์ไม่ถูกกระตุ้นองค์ประกอบของเอนไซม ์
NADPH-oxidases จะอยู่เฉยๆ    เมื่อเซลลถ์ูกกระตุ้นองคป์ระกอบทีอ่ยู่ภายในไซโตซอลจะมกีารเคลื่อนทีม่าที่เมมเบรน
และมีการรวมตัวกับ flavocytochrome b558 กลายเป็นเอนไซม์ที่ใช้งานได้   กระบวนการดังกล่าวถูกควบคุมโดย
ปฏสิมัพนัธร์ะหว่างโปรตีนกบัโปรตนี (protein-protein interactions) และ phosphorylation   ในส่วนของ gp91phox  จะมี
ต าแหน่งทีจ่บัส าหรบั favin adenine dinucleotide (FAD), NADPH และ 2 hemes   ท าใหเ้กดิการล าเลยีงของอเิลค็ตรอน
ได ้   ในสภาวะทีเ่ซลลไ์ม่ไดถู้กกระตุ้นพบว่า Rac2 ซึง่พบมากใน neutrophils สว่น Rac1 จะพบมากใน monocytes  ทัง้
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สองจะพบได้ใน cytosol ด้วยเช่นกนั  แต่ไม่ได้เป็นส่วนหนึ่งของ cytosolic complex    โดยที่ Rac2/Rac1 จะรวมกบั 
cytosolic guanosine diphosphate (GDP) และ rho-GDI (rho-GDP dissociation inhibitor) 

 
เมื่อ neutrophils ถูกกระตุ้น   จะเกิด exocytosis ของแกรนูล   มีการเพิ่มของ cytochrome b558   จากการ

กระตุ้นจะส่งผลใหเ้กดิ phosphorylation อย่างมากของ p47phox, p67phox และ p47phox    ท าใหเ้กดิการเคลื่อนตวัของกลุ่ม
ดงักล่าวมาทีเ่มมเบรนเพื่อมาจบักบั cytochrome b558     รวมทัง้ Rac2 (หรอื Rac1)          จะเคลื่อนตวัมาทีพ่ลาสม่า
เมมเบรนอย่างอสิระเช่นกนัแลว้จบักบั p47phox, p67phox, p40phox /cytochrome b558 complex  

 

 
รปูท่ี 2 The NADPH-oxidase complex (El-Benna et al., 2009) 

 
NADPH-oxidases จะท าหน้าที่ส่งผ่านอิเล็คตรอนจาก  cytoplasmic NADPH ไปยังโมเลกุลของออกซิเจน

ภายนอกเซลลห์รอืภายใน phagosome   สง่ผลใหเ้กดิ O2
- ซึง่เป็นตวัทีก่่อใหเ้กดิ ROS ทีจ่ะไปมผีลในการเกดิการอกัเสบ

และการสง่ผ่านอเิลค็ตรอนจะเป็นกระบวนการทีม่หีลายขัน้ตอน   โดยทีป่ฏกิรยิาทีเ่กดิขึน้จะเป็นดงันี้  
 

NADPH + 2O2  NADP+ + 2O2
- + H+ 

NADPH   FAD  2Heme  2O2 
 

ณ ปจัจุบนัพบว่า NOX genes มีบทบาทในการก่อให้เกิดพยาธสิภาพของสภาวะต่างๆ มากมาย รวมทัง้โรค
หลายชนิด เช่น tumourigenity และโรคทางหลอดเลือดและหวัใจ      HaCaT cells ถือเป็นเซลล์ผิวหนังของมนุษย์ที่
สามารถเปลี่ยนแปลงเซลล์ได้เอง  โดยไม่ได้เป็นเซลล์เนื้องอก   จะพบ NOX1 เป็นส่วนใหญ่ในเซลล์ชนิดนี้  จาก
การศกึษาใน HaCaT skin keratinocyte cell line สามารถกระตุ้นใหเ้กดิ ROS ในสภาวะทีต่้องอาศยัแคลเซีย่ม  โดยใช้
ตวักระตุ้น เช่น epidermal growth factor, Ca2+-ionophore A23187, platelet-activating factor หรอื lysophosphatidic 
acid       จากขอ้มลูเรว็ๆ นี้บ่งบอกว่า NOX ใน HaCaT cells มบีทบาททางสรรีวทิยาในการกระตุน้ของ p38 ทีถู่กชกัน า
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ดว้ย TGFb รวมทัง้ vascular endothelial growth factor และการหายของแผล (Roos et al. 2003 ; Chamulitrat et al., 
2004; Geiszt and Leto, 2004; Ellmark et al., 2005; El-Benna et al., 2007; Chamulitrat et al., 2007; El-Benna et 
al., 2008, 2009; Cooper et al., 2009; Grange et al., 2009; Raad et al., 2009; Kim et al., 2010;  
 
 ส าหรบัสารต้านอนุมูลอสิระถอืเป็นปรำกำรเบือ้งต้นในการต่อต้าน ROS     โดยทีจ่ะแบ่งได้เป็นสารต้านอนุมูล
อสิระที่เป็นเอนไซม์และไม่ใช่เอนไซม์  ในส่วนที่เป็นเอนไซม์ ได้แก่ SOD  catalase  Gpx   glutathione S-transferase 
และ thioredoxin   ส าหรบัที่ไม่ใช่เอนไซม์ ได้แก่ GSH  ascorbate   urate  α-tocopherol   bilirubin และ lipoic acid      
พบว่าความเขม้ขน้ของสารต้านอนุมูลอสิระเหล่านี้จะขึน้อยู่กบัต าแหน่งที่อยู่ของสาร     โดยปกติแลว้สมดุลระหว่างสาร
ตา้นอนุมูลอสิระและอนุมลูอสิระจะเพยีงพอส าหรบัป้องกนัการท าลายซึง่เป็นผลของการท างานตามปกตขิองเซลล ์   หาก
สมดุลนี้ถูกท าลายก็ท าให้เกิดภาวะ oxidative stress และเป็นบ่อเกิดของพยาธสิภาพต่างๆ (Lans, 2007; Bowler and 
Crapo, 2002)     ในการนี้  Reduced glutathione (GSH) จะท าหน้าที่ เป็น scavenge ROS (Cowley and Linsdell, 
2002)    
   
 การอกัเสบ (inflammation) เป็นกระบวนการทีร่่างกายตอบสนองต่อสิง่ทีท่ าใหเ้น้ือเยื่อของร่างกายไดร้บับาดเจบ็
ซึง่อาจเกดิจากปจัจยัภายในและภายนอก  ปจัจยัเหล่าน้ีจะท าใหม้กีารสรา้งอนุมลูอสิระ (ROS) ซึง่จะมผีลไปกระตุน้การส่ง
สญัญาณภายในเซลล์ผ่านตวัส่งสญัญาณต่าง ๆ เช่น nuclear factor keppa B (NF-kB), phosphatidylinositol-3-kinase 
(PI3K/AKT), signal transducer and activator of transcription3 (STAT3) ท าให้เกดิการอกัเสบขึน้มา    ปจัจยัภายนอก 
ไดแ้ก่ การตดิเชือ้  การสมัผสักบัสารเคม ี  การขาดเลอืด หรอื ขาดออกซเิจน    ส่วนปจัจยัภายใน เช่น การกลายพนัธุข์อง
ยนีท าให้เกดิเป็นเซลล์มะเรง็   ในกระบวนการอกัเสบจะประกอบด้วยขัน้ตอนต่างๆ ที่ซบัซ้อนโดยอาศยัการท างานของ
เซลล์และเนื้อเยื่อหลายชนิด รวมทัง้สารเคมีซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการชักน าให้เกิดการอกัเสบ เช่น ไซโตไคน์ 
(cytokine)  เคโมไคน์ (chemokine)  พรอสตาแกลนดิน (prostaglandins) และสารสื่อกลางการอกัเสบอื่น  ซึ่งสารเคมี
ตวักลางเหล่านี้จะท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของหลอดเลอืดและการเคลื่อนทีข่องเซลลเ์มด็เลอืดขาวมายงับริเวณทีไ่ดร้บั
บาดเจบ็ท าใหเ้กดิอาการปวด บวม แดง รอ้น ซึง่เป็นอาการทีบ่่งบอกถงึการอกัเสบ (Kamp and Shacter, 2011) 
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รปูท่ี 3 กระบวนกำรเกิดกำรอกัเสบ (Nathan and Cunningham-Bussel, 2011) 

  
 ไซโตไคน์ เป็นโมเลกุลทีเ่ซลลใ์ชต้ดิต่อสือ่สารกนัระหว่างเซลล ์ สรา้งจากเซลลเ์มด็เลอืดขาวและเซลลต่์างๆ ใน
ร่างกายเพื่อตอบสนองต่อสิง่กระตุน้ ไซโตไคน์ออกฤทธิต่์อเซลลเ์ป้าหมายโดยจบักบัตวัรบั (cytokine receptor) ทีอ่ยู่บน
ผวิเซลลน์ัน้ๆ แลว้กระตุน้ใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงภายในเซลล ์   เมื่อผวิหนงัไดร้บัการกระตุน้จากภายนอกเช่น รงัส ีการ
ตดิเชือ้ การสมัผสักบัสารเคม ี จะท าใหเ้กดิอนุมลูอสิระ (ROS) ซึง่จะไปกระตุน้ keratinocytesใหห้ลัง่ primary cytokine
ไดแ้ก่ tumor necrosis factor alpha (TNF-α) และ interleukin-1 (IL-1)สง่ผลท าให ้ adhesion molecule (E-selectin, 
intercellular adhesion molecule (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)) เพิม่มากขึน้ทีบ่รเิวณ 
endothelial cell  primary cytokine จะไปกระตุน้ keratinocytesใหห้ลัง่ interleukin-6 (IL-6) และ IL-8  แลว้ไปมผีลดงึดดู
เมด็เลอืดขาว มายงับรเิวณชัน้หนงัก าพรา้  จงึท าใหก้ารเกดิอกัเสบตามมา (Barker et al., 1991; Muller and Meineke, 
2007; Portugal et al., 2007; Turner et al., 2014) 
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รปูท่ี 4 กระบวนกำรอกัเสบท่ีผิวหนัง (Ravi and Piva, 2013) 

  
 เน่ืองจากยงัไม่พบรายงานกลไกตา้นการอกัเสบของ rhein anthraquinones ซึง่เป็นสารส าคญัจากชุมเหด็เทศใน
ผิวหนังผ่านทางการยับยัง้ NADPH-oxidases (NOX1) ซึ่งจะสัมพันธ์กับ ROS และ GSH     โดยที่การอักเสบจะ
เกีย่วขอ้งกบั interleukin (IL)-8 ซึง่เป็น inflammatory cytokine indicator  ทีจ่ะเพิม่ขึน้ในผวิหนงัทีไ่ดร้บัการอกัเสบ   
 
 การศึกษานี้มุ่งสนใจผลของ rhein anthraquinones ที่มีต่อ HaCaT cells เพื่อดูกลไกระดบัเซลล์และโมเลกุล
ส าหรบัตา้นการอกัเสบทีอ่าจสมัพนัธก์บัการลด ROS ผ่านการยบัยัง้เอนไซม ์NADPH-oxidases และเปรยีบเทยีบฤทธิก์บั
สารสกดัจากชุมเหด็เทศ  โดยท าการยนืยนัผลว่าน่าจะมกีารเพิม่ขึน้ของ GSH และค่าที่ลดลงของ IL-8  พรอ้มตรวจหา
ความสามารถในการยบัยัง้ NOX1 ในระดบัโมเลกุลจากการท า Western Blot และ RT-PCR   ถือได้ว่าเป็นการศกึษา
กลไกในเชงิลกึเพื่อท าใหท้ราบว่าการต้านอกัแสบของ rhein anthraquinones และสารสกดัจากชุมเหด็เทศทีผ่วิหนังอาจ
เกดิขึน้ไดท้างกลไกน้ีและยงัเป็นแนวทางการศกึษากลไกอื่นต่อไปของสารสกดัจากชุมเหด็เทศ   
    
 จากการศกึษาทดลองของคณะผูว้จิยัในกลไกดงักล่าว    พบว่าฤทธิต์า้นการอกัเสบของ rhein anthraquinone ที่
เป็นสารมาตรฐานเทยีบกบัสารสกดัจากชุมเหด็เทศนัน้สามารถด าเนินการวจิยัไดใ้นระดบัเซลล ์  ไม่สามารถท าการศกึษา
ทดลองในระดบัลกึถึงโมเลกุลได้   เนื่องจากทัง้ rhein anthraquinone และสารสกดัจากชุมเห็ดไม่สามารถบ่มเลี้ยงใน 
HaCaT cells ได้ในระยะเวลานานแบบข้ามคืน (over night)  เพื่อให้มีการสร้างโปรตีน       ดังนัน้ในการศึกษานี้จึง
สามารถทดสอบฤทธิต์้านการอกัเสบของ rhein anthraquinone ที่มต่ีอ HaCaT cells และเปรยีบเทียบฤทธิก์บัสารสกดั
จากชุมเหด็เทศผ่านการลดการเกดิ ROS, TNF-α, IL-8 และเพิม่ GSH บน HaCaT cells ซึ่งเป็นเซลล์ผวิหนังประเภท 
keratinocytes  
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1.6  ค าส าคญัของโครงการวจิยั 
 
ค าส าคญั (Keyword): Cassia alata, Rhein, ROS, GSH, TNF-α, IL-8, anti-inflammation, HaCaT cells   
 

จากสมมติฐานทีว่่าการอกัเสบที่ผวิหนังมหีลายกลไกที่เกีย่วขอ้ง  โดยกลไกหนึ่งทีน่่าสนใจคอื การอกัเสบผ่าน
ทางการเกดิ ROS อนัเป็นผลมาจากการถูกกระตุ้นดว้ยเอน็ไซม ์NADPH-oxidases    ดงันัน้หากสารส าคญัจากชุมเหด็
เทศคอื rhein anthraquinones รวมทัง้สารสกดัจากชุมเหด็เทศมฤีทธิย์บัยัง้เอน็ไซม ์NADPH-oxidases กจ็ะส่งผลใหล้ด 
ROS เพิม่ GSH และบรรเทาการอกัเสบไดท้ าใหล้ด TNF-α และ IL-8        
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บทท่ี 2   ค ำอธิบำยสญัลกัษณ์และค ำย่อ 
 
DCF  2 ,́ 7 -́dichlorofluorescein  
ELISA enzyme-linkimmunosorbent assay 
FAD  flavin adenine dinucleotide 
GDP guanosine diphosphate  
GpX  glutathione peroxidase  
GSH  reduced glutathione 
H2DCFDA 2 ,́ 7 -́dichlorofluorescin diacetate   
H2O2 hydrogen peroxide  
HOCl  hypochlorous acid  
ICAM-1 intercellular adhesion molecule  
IL-1 interleukin-1   
IL-8 interleukin-8   
MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
NADPH-oxidases (NOXs)  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  
NF-kB  nuclear factor keppa B  
O2

- superoxide anion 
OH- hydroxyl radical 
Phox phagocyte oxidase   
PI3K/AKT  phosphatidylinositol-3-kinase  
PUFA  polyunsaturated fatty acid 
rho-GDI rho-GDP dissociation inhibitor 
ROS  reactive oxygen species  
STAT3 signal transducer and activator of transcription3   
SOD  superoxide dismutase 
t-BHP tert-butyl hydroperoxide  
TNF-α tumor necrosis factor alpha 
TGFb transforming growth factor beta   
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1   
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บทท่ี 3   วิธีด ำเนินงำนวิจยั 
 
3.1  กลุ่มตวัอย่างทีใ่ชใ้นงานวจิยั 
 
 ท าการศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของ rhein anthraquinone ที่เป็นสารมาตรฐานเปรยีบเทยีบกบัสารสกดัจาก
ชุมเหด็เทศทีม่ต่ีอ HaCaT skin keratinocyte cell line  ซึง่เป็นเซลลผ์วิหนงัของมนุษยท์ีส่ามารถเปลีย่นแปลงเซลลไ์ดเ้อง  
โดยไม่ไดเ้ป็นเซลลเ์น้ืองอก   ผ่านการลดการเกดิ ROS, TNF-α, IL-8 และเพิม่ GSH 
   
3.2  สถานทีท่ าวจิยั 
 
 คณะเภสชัศาสตร ์ มหาวทิยาลยัศลิปากร  นครปฐม 
 
3.3  การเกบ็รวบรวมขอ้มลู 
 
 ท าการทดลองเลี้ยงเซลล์ใน 96-well plate หรอื 24-well plate  โดยท าเป็น triplicate จ านวน n=3 ในแต่ละการ
ทดลอง 
 
3.4  ขัน้ตอนการด าเนินงานวจิยั 
 

1. การสกดัเอาสารสกดัจากชุมเหด็เทศ 
 เกบ็ใบชุมเหด็เทศ น ามาลา้งแลว้อบใหแ้หง้ที ่45 องศาเซลเซยีส 
 น ามาบดดว้ยเครื่องบด 
 ชัง่ผงชุมเหด็เทศ 20 กรมัแลว้สกดัดว้ย 95% เอทานอลบนหมอ้องัไอน ้านาน 20 นาท ี
 น ามากรองเกบ็สารสกดั และท าการสกดัอกี 2-3 รอบ 
 ระเหยสารสกดัใหแ้หง้บนหมอ้องัไอน ้า 
 เกบ็สารสกดัที่ไดท้ี่ 4 องศาเซลเซยีสและน าไปหาสดัส่วนของ rhein anthraquinone  ในสกดั

จากชุมเหด็เทศโดย HPLC 
2. การวดั cell viability ของ tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) ดว้ย MTT 

  การวดั cell viability เพื่อตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารทดสอบที่ใช้(t-BHP) ด้วย MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)  โดยอาศยัหลกัการเปลีย่นสขีอง MTT อนัเนื่องมาจากการ
ตรวจวดัสภาวะ reduction ของไมโตรคอนเดรยีในเซลลเ์มื่อ MTT ถูกรดีวิสด์ว้ย mitochondrial reductase จะท าให้สขีอง 
MTT เปลี่ยนเป็นสมี่วงของ formazan ที่ไม่ละลายแล้วท าการละลายด้วย DMSO    ดงันัน้ปรมิาณของสมี่วงที่เพิม่ขึน้จะ
หมายถงึปรมิาณของเซลลท์ีม่ชีวีติ (Sohn et al., 2005; Hsu and Yen, 2007; Aviello et al., 2010) 
  
  ท าการศกึษาโดยเลีย้ง HaCaT cells ใน 96 well plate จ านวน 25,000 cells/well เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ให้ได ้subconfluence แล้วน าไปชกัน าใหเ้กดิ ROS โดยใช้ 1, 2, 3 และ 4 mM t-BHP 200 µl แล้ว incubate เป็นเวลา 1, 
2, 3 และ 4 ชัว่โมง   หลงัจากนัน้ถูกแทนทีด่ว้ย MTT 100 µl เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แลว้จงึเตมิ DMSO 100 µl และน าไปวดั 
microplate reader ที ่ 550 nm (เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; HBSS without cells เป็น blank) 
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3. การหาสภาวะและความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ tert-butyl hydroperoxide โดยการวดั intracellular ROS 
ดว้ย DCFDA 

  การตรวจวดัการเกิด ROS ภายในเซลล์สามารถท าการวิเคราะห์โดยใช้ DCFDA (H2DCFDA)   โดย
อาศยัหลกัการทีโ่มเลกุลของ H2DCFDA (2 ,́ 7 -́dichlorofluorescin diacetate) จะสามารถซมึผ่านไดอ้ย่างอสิระในการเขา้สู่
เซลล์    หลังจากนัน้จะถูกเปลี่ยนโดย oxidative substances ไปเป็น 2 ,́ 7 -́dichlorofluorescein (DCF) ที่เรืองแสงได ้    
ดงันัน้จงึใชก้ารเรอืงแสงของ DCF เป็นตวับ่งบอกการเกดิ ROS ภายในเซลล ์(Ferretti, 2003)  
   
  ท าการศกึษาโดยเลี้ยง HaCaT cells ใน 96 well plate จ านวน 25,000 cells/well เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ให้ได ้subconfluence แลว้น าไปชกัน าใหเ้กดิ ROS โดยใช้ 1, 2, 3 และ 4 mM t-BHP 200 µl แลว้ incubate เป็นเวลา 1, 
2, 3 และ 4ชัว่โมง  หลังจากนัน้ถูกแทนที่ด้วย 20 µM H2DCFDA 100 µl เป็นเวลา 30 นาทีแล้วน าไปวดั microplate 
reader ที ่485/535 (เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; HBSS without cells เป็น blank) 
 

4. การหาปรมิาณของ Rhein ในสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศ ดว้ยวธิ ีHPLC 
  เตรยีม rhein ที่ความเขม้ขน้ 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 และ 35 µg/ml โดยการละลาย rhein ด้วย 60% 
methanol และปรบัปรมิาตรเป็น10 ml และเตรยีมสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศโดยการชัง่สารสกดั 0.1 g ละลายดว้ย 60% 
methanol และปรบัปรมิาตรเป็น 10 ml หลงัจากนัน้น าไปวเิคราะหด์ว้ย HPLC 
  HPLC condition 

• Column: C18 ขนาด 4.6 x 250 มลิลเิมตร 
• Mobile phase: 70:30 (Methanol:0.5% acetic acid)  
• Flow rate: 1ml/min 
• Running time: 30 min 
• Injection volume: 20 µl 
• Quantitative wavelength: 254 nm 
• Standard solution: dissolved in 60% methanol 
• Sample: dissolved in 60% methanol 

 
หมายเหตุ : 2.5 µg/ml = 8.79 µM, 5 µg/ml = 17.59 µM, 10 µg/ml = 35.18 µM, 
15 µg/ml = 52.77 µM, 20 µg/ml = 70.36 µM, 25 µg/ml = 87.95 µM, 35µg/ml = 123.13 µM 
 

5. การวดั cell viability ของ Rhein ดว้ย MTT 
  ท าการศกึษาโดยเลี้ยง HaCaT cells ใน 96 well plate จ านวน 25,000 cells/well เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ใหไ้ด ้subconfluence แลว้ incubate ด้วย 1, 25, 50, 75 และ 100 µM rhein 200 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ถูก
แทนที่ด้วย MTT 100 µl เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แล้วจึงเติม DMSO 100 µl และน าไปวัด microplate reader ที่ 550 nm 
(เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; HBSS without cells เป็น blank) 
 

6. การวดั cell viability ของ สารสกดัชุมเหด็เทศ ดว้ย MTT 
  ท าการศกึษาโดยเลีย้ง HaCaT cells ใน 96 well plate จ านวน 25,000 cells/well เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ให้ได้ subconfluence แล้ว incubate ด้วย สารสกดัชุมเห็ดเทศ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.3 %w/v ใน 0.1% DMSO 200 µl 
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เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ถูกแทนที่ด้วย MTT 100 µl เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แลว้จงึเติม DMSO 100 µl และน าไปวดั 
microplate reader ที ่550 nm (เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; HBSS without cells เป็น blank) 
 

7. การศกึษาผลของ Rhein ต่อ intracellular ROS ดว้ย DCFDA 
  ท าการศกึษาโดยเลี้ยง HaCaT cells ใน 96 well plate จ านวน 25,000 cells/well เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ใหไ้ด ้subconfluence แลว้น าไป incubate ดว้ย 1, 25, 50 µM rhein 200 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   หลงัจากนัน้น าไปชกัน า
ให้เกดิ ROS โดยใช้ 1 mM t-BHP 200 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ต่อจากนัน้ถูกแทนที่ด้วย 20 µM H2DCFDA 100 µl เป็น
เวลา 30 นาท ีแลว้น าไปวดั microplate reader ที ่485/535 nm (เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; positive control: t-
BHP; blank: HBSS without cells) 
 

8. การศกึษาผลสารสกดัชุมเหด็เทศต่อ intracellular ROS ดว้ย DCFDA 
  ท าการศกึษาโดยเลี้ยง HaCaT cells ใน 96 well plate จ านวน 25,000 cells/well เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ใหไ้ด ้subconfluence แลว้น าไป incubate ดว้ย สารสกดัชุมเหด็เทศ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.3 %w/v ใน 0.1%DMSO 200 
µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   หลงัจากนัน้น าไปชกัน าใหเ้กดิ ROS โดยใช ้1 mM t-BHP 200 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ต่อจากนัน้ถูก
แทนที่ดว้ย 20 µM H2DCFDA 100 µl เป็นเวลา 30 นาท ีแล้วน าไปวดั microplate reader ที ่485/535 nm (เปรยีบเทยีบ
ผลกบั control: DMEM; positive control: t-BHP; blank: HBSS without cells) 
 

9. การศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของ Rhein โดยวดัปรมิาณ TNF-α และ IL-8 ดว้ยวธิ ีELISA (enzyme-
linkimmunosorbent assay) 

  TNF-α และ IL-8 เป็นไซโตไคน์ทีพ่บไดใ้นกรณีทีเ่กดิการอกัเสบซึง่ถูกผลติมาจากเซลลห์ลายชนิดไดแ้ก่ 
monocytes/macrophages, T cells, neutrophils, fibroblasts, endothelial cells, keratinocytes, hepatocytes, astrocytes 
และ chondrocytes    เมื่อเซลลถ์ูกกระตุน้จะหลัง่ pro-inflammatory cytokines เช่น TNF-α ออกมาก่อน   ซึง่ TNF-α จะ
มผีลกลบัไปกระตุ้นเซลลใ์หห้ลัง่ไซโตไคน์อื่นๆ เช่น IL-8 ออกมา    IL-8 จะท างานโดยการไปดงึดูด neutrophils ใหไ้ปยงั
ต าแหน่งทีม่กีารอกัเสบ (Barker et al., 1991; Muller and Meineke, 2007; Portugal et al., 2007)   
 
  ท าการศกึษาโดยเลีย้ง HaCaT cells ใน 24 well plate จ านวน 100,000 cells/well เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
ใหไ้ด ้subconfluence แลว้น าไป incubate ดว้ย 1, 25 และ 50 µM rhein 500 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   หลงัจากนัน้น าไปชกั
น าให้เกิด ROS โดยใช้ 1 mM t-BHP 500 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ต่อจากนัน้เก็บ supernatant ไว้ที่ -80°C เพื่อน าไป
ทดสอบกบั TNF-α และ IL-8 cytokine kit (ELISA) (เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM และ positive control: t-BHP) 
 

10. การศกึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของสารสกดัชุมเหด็เทศ   โดยวดัปรมิาณ TNF-α และ IL-8 ดว้ยวธิ ีELISA  
  ท าการศกึษาโดยเลีย้ง HaCaT cells ใน 24 well plate จ านวน 100,000 cells/well เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
ให้ได้  subconfluence แล้วน าไป incubate ด้วยสารสกัดชุมเห็ดเทศ 0.01 %w/v ใน 0.1%DMSO  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   
หลงัจากนัน้น าไปชกัน าให้เกดิ ROS โดยใช้ 1 mM t-BHP 500 µl เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ต่อจากนัน้เกบ็ supernatant ไวท้ี่ -
80°C เพื่อน าไปทดสอบกับ TNF-α และ IL-8 ด้วย cytokine kit (ELISAs) (เปรียบเทียบผลกับ control: DMEM และ 
positive control: t-BHP) 
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3.5  การประมวลผลและการวเิคราะหข์อ้มลู 
 
 ผลการทดลองน าเสนอในรูป Mean±SD   โดยมีค่า n=3  โดยในแต่ละ n จะท าเป็น triplicate    ค่าทางสถิติ
ค านวณโดย one-way ANOVA และมนียัส าคญัที ่p < 0.05 
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บทท่ี 4 ผลกำรวิจยัและวิจำรณ์ 
 
4.1  การวดั cell viability ของ tert-butyl hydroperoxide ดว้ย MTT 
 

 
   n=3, Significantly different from control *p<0.001; **p<0.05 
 
รูปที่ 5   แสดงผลของ t-BHP ในความเขม้ขน้ 1, 2, 3, และ 4 mM ต่อ cell viability ใน HaCaT cells เป็นเวลา 1, 2, 3 

และ 4 ชัว่โมง  โดยใช้ MTT ใน HBSS โดยที่เซลล์จะถูกเลี้ยงใน 96-well plates และให้ DMEM เป็น control 
และ HBSS without cells เป็ น  blank  หลังจากนั ้นท าการวัด  microplate reader (Universal Microplate 
Analyzer, model AOPUS1 , Packard Bio-Science, CT, USA) ที่ 550  nm  ข้อมูลถูกรวบรวมในรูป AFU 
(Arbitrary Fluorescense Units) แลว้เทยีบออกมาเป็นเปอรเ์ซน็ตข์อง fluorescence signal (HBSS ใช้ละลาย  
t-BHP) 

 
 จากผลการศกึษาพบว่า การใช ้t-BHP ในความเขม้ขน้ต่างๆ ตัง้แต่ 1, 2, 3 และ 4 mM   โดยการ incubate ใน 
HaCaT cells เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง       พบว่าในเวลาที ่1 ชัว่โมงและความเขม้ขน้ 1 mM t-BHP  มแีนวโน้ม
ของค่า cell viability >85% (88.18±4.91) แสดงว่าในสภาพการทดลองดงักล่าวและความเขม้ขน้ของสารทีใ่ชม้ผีลกระทบ
ต่อเซลลค์่อนขา้งน้อยหรอืเป็นพษิต่อเซลล์ค่อนขา้งต ่า       แต่ในขณะที่ 2 , 3 และ 4 mM t-BHP จะเป็นพษิต่อ HaCaT 
cells ในช่วงเวลาการ incubate ตัง้แต่ 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง     รวมทัง้ 1 mM t-BHP ในเวลา > 1 ชัว่โมง       ดงันัน้จาก
ผลการทดลองจงึเลอืกใช ้1 mM t-BHP ในเวลา 1 ชัว่โมงมาใชใ้นการศกึษาต่อไป     
 
 จากการทดลองเป็นการหา cell viability ของการหาความเข้มข้นและสภาวะที่เหมาะสมของ t-BHP ในการ
น ามาใช้เป็นสารชักน าให้เกิด ROS ใน HaCaT cells ซึ่งพบว่าความเข้มข้นและสภาวะที่เหมาะสมของ t-BHP ที่มี
ผลกระทบต่อเซลล์ค่อนข้างน้อยหรอืเป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างต ่า คือ 1 mM t-BHP ในเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อน ามาใช้ใน
การศกึษาต่อไป 
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4.2 การหาสภาวะและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ tert-butyl hydroperoxide โดยการวัด intracellular ROS ด้วย 
DCFDA 

 

 

   n=3, Significantly different from control *p<0.01; **p<0.05 
 
รปูที ่6   แสดงผลของ t-BHP ในความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 mM ต่อการชกัน าใหเ้กดิ ROS ใน HaCaT cells  เป็นเวลา 

1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง  โดยใช ้20 µM H2DCFDA ใน HBSS    โดยทีเ่ซลลจ์ะถูกเลีย้งใน 96-well plates และให ้
DMEM เป็น control และ HBSS without cells เป็น blank หลงัจากนัน้ท าการวดั microplate reader (Universal 
Microplate Analyzer, model AOPUS1, Packard Bio-Science, CT, USA) ที่ 485/535 nm ข้อมูลถูกรวบรวม
ในรปู AFU (Arbitrary Fluorescense Units) แลว้เทยีบออกมาเป็นเปอรเ์ซน็ต์ของ fluorescence signal (HBSS 
ใชล้ะลาย t-BHP) 

 
  จากผลการศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมของ t-BHP ในการชกัน าใหเ้กดิ ROS ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 mM 
โดยการ incubate ใน HaCaT cells เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง    ในเวลาที ่1 ชัว่โมง และความเขม้ขน้ 1 mM t-BHP 
มแีนวโน้มของสภาวะทีเ่หมาะสมโดยใหค้่า intracellular ROS 161.42±29.95   โดยทีค่่า cell viability >85% (88.18±4.9) 
แสดงว่าในสภาพการทดลองดงักล่าวสามารถชกัน าใหเ้กดิ ROS ไดด้แีละเป็นพษิต่อเซลลค์่อนขา้งน้อยดงันัน้จากผลการ
ทดลองจงึเลอืกใช ้1 mM t-BHP ในเวลา 1 ชัว่โมงมาใชใ้นการศกึษาต่อไป 

 
  จากการทดลองเป็นการหาความเขม้ขน้และสภาวะทีเ่หมาะสมของ t-BHP ในการน ามาใชเ้ป็นสารชกัน าให้เกดิ 
ROS ใน HaCaT cells ทีม่ผีลกระทบต่อเซลลค์่อนขา้งน้อยหรอืเป็นพษิต่อเซลลค์่อนขา้งต ่า   ซึง่ความเขม้ขน้และสภาวะที่
เหมาะสมสม คอื 1 mM t-BHP ในเวลา 1 ชัว่โมง 
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4.3 การหาปรมิาณของ Rhein ในสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศ ดว้ยวธิ ีHPLC 
 

 
 
รูปที่ 7   แสดงโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน rhein 20 µg/mL เทียบกบัโครมาโตแกรมของสารสกดัจากใบ

ชุมเหด็เทศ 
 

 
 
รปูที ่8   แสดง UV spectrum ของพคีที ่10.7 นาท ีจากสารละลายทีเ่ตรยีมจากสารสกดั และสารละลายมาตรฐาน rhein 
 
  การหาปริมาณด้วย HPLC โดยใช้ Methanol:0.5% acetic acid (70:30) เป็น mobile phase ชะด้วยระบบ 
isocratic วัดการหาปริมาณจากการดูดกลืนแสงที่ 254 nm (รูปที่ 7) พบว่า rhein ถูกชะออกมาที่เวลา 10.7 นาท ี
เปรยีบเทยีบ UV spectrum ของพคีที่ 10.7 นาท ี(รูปที่ 8) พบว่าเป็นสารชนิดเดยีวกนัท าการหาค่า linearity โดยการใช้
พืน้ทีใ่ต้พคีของสารละลายมาตรฐานทีค่วามเขม้ขน้ 2.5-35 µg/mL พบว่าไดส้มการเสน้ตรง y=64.509X + 34.997 โดยมี
ค่า r2=0.9981 และไดป้รมิาณ rhein ในสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศ = 0.1225±0.0001 %w/w รปูที ่8 แสดงโครมาโตแกรม
ของสารละลายมาตรฐาน rhein 20 µg/mL เทยีบกบัโครมาโตแกรมของสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศ 
 
 

สารละลายจากสารสกดัใบชมุเหด็เทศ สารละลายมาตรฐาน rhein 
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 4.4 การวดั cell viability ของ Rhein ดว้ย MTT 
(9A) 

 
(9B) 

 
n=3, Significantly different from control *p<0.01; **p<0.05 

รปูที ่9A, 9B   แสดงผลของค่า cell viability ของ rhein, DMEM, NaOH และ HBSS ใน incubation time เป็นเวลา 1, 2, 
3, 4 ชม. (รปูที ่9A)  และค่าของ rhein ในความเขม้ขน้ 1, 25, 50, 75 และ 100 µM ต่อ cell viability ใน HaCaT 
cells  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (รูปที ่9B)  โดยใช้ MTT ใน HBSS โดยที่เซลล์จะถูกเลี้ยงใน 96-well plates และให ้
DMEM เป็น control; HBSS without cells เป็น blank; NaOH ตัวท าละลายของ rhein หลงัจากนัน้ท าการวดั 
microplate reader (Universal Microplate Analyzer, model AOPUS1, Packard Bio-Science, CT, USA) ที ่
550 nm ข้อมูลถูกรวบรวมในรูป AFU (Arbitrary Fluorescense Units) แล้วเทียบออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ของ 
fluorescence signal 
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  จากผลการศึกษาพบว่า การใช้ rhein ในความเข้มข้น 1, 25, 50, 75 และ 100 µM   โดยการ incubate ใน 
HaCaT cells เป็นเวลา 1 ชัว่โมงทีค่วามเขม้ขน้ 1, 25, 50 µM rhein มแีนวโน้มของค่า cell viability >85% (91.24±4.67; 
92.88±5.76; 88.19±7.64 ตามล าดบั)     แสดงว่าในความเขม้ขน้ดงักล่าวมผีลกระทบต่อเซลลค์่อนขา้งน้อยหรอืเป็นพษิ
ต่อเซลลค์่อนขา้งต ่าจงึน ามาใชใ้นการศกึษาต่อไป   ทัง้นี้ในส่วนของ HBSS และ NaOH จะมผีลต่อต่อเซลลค์่อนขา้งน้อย
เช่นกนั    
 
4.5 การวดั cell viability ของ สารสกดัชุมเหด็เทศ ดว้ย MTT 
 

 
n=3, Significantly different from control *p < 0.01; **p < 0.05 

 
รปูที ่10 แสดงผลของสารสกดัชุมเหด็เทศ ความเขม้ขน้ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.3 %w/v ต่อ cell viability ใน HaCaT cells  

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  โดยใช้ MTT ใน HBSS โดยที่เซลล์จะถูกเลี้ยงใน 96-well plates และให้ DMEM เป็น 
control; HBSS without cells เป็น blank; DMSO ตวัท าละลายของ extract  หลงัจากนัน้ท าการวดั microplate 
reader (Universal Microplate Analyzer, model AOPUS1, Packard Bio-Science, CT, USA) ที่  5 5 0  nm 
ข้อมูลถูกรวบรวมในรูป  AFU (Arbitrary Fluorescense Units) แล้ว เทียบออกมาเป็น เปอร์เซ็นต์ของ 
fluorescence signal 

 
  จากผลการศกึษาพบว่า   การใชส้ารสกดัชุมเหด็เทศในความเขม้ขน้ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.3 %w/v  โดยการ 
incubate ใน HaCaT cells เป็นเวลา 1 ชัว่ โมงที่ความเข้มข้น  0.01%w/v มีแนวโน้มของค่า cell viability >85% 
(91.24±6.00)   แสดงว่าในความเขม้ข้นดงักล่าวมีผลกระทบต่อเซลล์ค่อนข้างน้อยหรอืเป็นพิษต่อเซลล์ค่อนขา้งต ่าจึง
น ามาใชใ้นการศกึษาต่อไป 
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4.6 การศกึษาผลของ Rhein ต่อ intracellular ROS ดว้ย DCFDA 
 

 
    n=3, Significantly different from DMEM *p < 0.01; **p < 0.05 
            Significantly different from t-BHP #p < 0.01; ##p < 0.05 
 
รปูที ่11 แสดงผลของ intracellular ROS ของ rhein ในความเขม้ขน้ 1, 25, 50 µM ใน HaCaT cells  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

และถูกชักน าให้เกิด ROS ด้วย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  โดยใช้ 20 µM H2DCFDA ใน HBSS 
หลังจากนัน้ท าการวัด microplate reader (Universal Microplate Analyzer, model AOPUS1, Packard Bio-
Science, CT, USA) ที ่485/535 nm   ขอ้มลูถูกรวบรวมในรูป AFU (Arbitrary Fluorescense Units) แลว้เทยีบ
ออกมาเป็นเปอรเ์ซน็ต์ของ fluorescence signal เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; positive control: t-BHP 
ท าการ incubate DMEM 1 ชัว่โมง แล้วแทนที่ด้วย t-BHP 1 ชัว่โมง; blank: HBSS without cells; NaOH: ตัว
ท าละลายของ rhein 

 
  จากผลการศกึษาของ rhein ในการยบัยัง้ ROS จากการชกัน าด้วย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   พบว่า 
rhein สามารถลดการเกิด ROS ได้แบบ concentration dependent ที่ความเข้มข้น 1, 25 และ 50 µM rhein  จะมีค่า 
ROS เป็น 152.73±12.46; 136.54±21.22; 120.11±17.33 ตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับ t-BHP ที่มีค่า 
202.38±27.43 (#p < 0.01; ##p < 0.05)   โดยที ่NaOH และ HBSS ไม่สง่ผลในการเพิม่ ROS  
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4.7 การศกึษาผลสารสกดัชุมเหด็เทศต่อ intracellular ROS ดว้ย DCFDA 
 

 
        n=3, Significantly different from DMEM *p < 0.01; **p < 0.05 

    Significantly different from t-BHP #p < 0.01; ##p < 0.05 
 
รูปที่ 12 แสดงผลของ intracellular ROS ของ สารสกดัชุมเหด็เทศ 0.01 และ 0.05 %w/v ใน HaCaT cells  เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง และถูกชกัน าใหเ้กดิ ROS ดว้ย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  โดยใช ้20 µM H2DCFDA ใน HBSS 
หลังจากนัน้ท าการวัด microplate reader (Universal Microplate Analyzer, model AOPUS1, Packard Bio-
Science, CT, USA) ที ่485/535 nm   ขอ้มลูถูกรวบรวมในรูป AFU (Arbitrary Fluorescense Units) แลว้เทยีบ
ออกมาเป็นเปอรเ์ซน็ต์ของ fluorescence signal เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; positive control: t-BHP 
ท าการ incubate DMEM 1 ชัว่โมง แลว้แทนที่ด้วย t-BHP 1 ชัว่โมง; blank: HBSS without cells; DMSO: ตวั
ท าละลาย extract 

 
  จากผลการศึกษาของสารสกัดชุมเห็ดเทศในการยับยัง้ ROS จากการชักน าด้วย 1 mM t-BHP  เป็นเวลา         
1 ชัว่โมง   พบว่าสารสกดัชุมเหด็เทศสามารถลดการเกดิ ROS ไดแ้บบแปรตามความเขม้ขน้  ทีค่วามเขม้ขน้ 0.01 และ 
0.05 %w/v จะมีค่า ROS เป็น 91.25±12.56; 63.77±5.61 ตามล าดับ อย่างมีนัยส าคัญ  เมื่อเทียบกับ t-BHP ที่มีค่า 
202.38±27.43 (#p < 0.01; ##p < 0.05)     โดยที ่0.1% DMSO และ HBSS ไม่สง่ผลในการเพิม่ ROS 
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4.8  ก ำ ร ศึ ก ษ ำฤท ธ์ิ ต้ ำน ก ำรอัก เส บ ขอ ง  Rhein โด ย วัด ป ริม ำณ  TNF-α ด้ ว ย วิ ธี  ELISA (enzyme-
linkimmunosorbent assay) 
 

 
n=3, Significantly different from DMEM *p < 0.01 
        Significantly different from t-BHP #p < 0.01 

 
รูปที่ 13 แสดงปรมิาณ TNF-α ของ 1, 25 และ 50 µM rhein ใน HaCaT cells เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และถูกชกัน าให้เกดิ 

ROS ด้วย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่ โมง  หลังจากนั ้นท าการวัดปริมาณ  TNF-α ด้วย ELISA Kit 
เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; positive control: t-BHP   

 
  จากผลการศกึษาของ rhein ต่อการลดลงในการผลติ TNF-α อนัเป็นผลจากการชกัน าดว้ย 1 mM t-BHP  เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง   พบว่า rhein สามารถลดการสรา้ง TNF-α ไดแ้บบ concentration dependent ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 25 และ 
50 µM rhein จะมีปริมาณ  TNF-α เป็น 123.50±15.61; 118.39±15.22; 108.10±10.13 pg/ml ตามล าดับ อย่างมี
นยัส าคญั  เมื่อเทยีบกบั t-BHP ทีม่ปีรมิาณ TNF-α เป็น 731.44±95.95 pg/ml (p < 0.01) 
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4.9 กำรศึกษำฤทธ์ิต้ำนกำรอกัเสบของสำรสกดัชุมเห็ดเทศ โดยวดัปริมำณ TNF-α ด้วยวิธี ELISA (enzyme-
linkimmunosorbent assay) 
 

 
n=3, Significantly different from DMEM *p < 0.01 

           Significantly different from t-BHP #p < 0.01 
 

รปูที ่14 แสดงปรมิาณ TNF-α ของสารสกดัชุมเหด็เทศ 0.01 และ 0.05 %w/v ใน HaCaT cells  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และ
ถูกชักน าให้เกิด ROS ด้วย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  หลังจากนัน้ท าการวัดปริมาณ TNF-α ด้วย 
ELISA Kit  เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; positive control: t-BHP   

 
 จากผลการศกึษาของสารสกดัชุมเห็ดเทศในการลดการสร้าง TNF-α จากการชกัน าด้วย 1 mM t-BHP  เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง   พบว่าสารสกดัชุมเห็ดเทศทีค่วามเขม้ขน้ 0.01 และ 0.05 %w/v สามารถลดการสรา้ง TNF-α ไดอ้ย่างมี
นยัส าคญั  จะมปีรมิาณ TNF-α เป็น 94.64±7.98 pg/ml และ 91.57±4.89 pg/ml เมื่อเทยีบกบั t-BHP ทีม่ปีรมิาณ TNF-
α เป็น 731.44±95.95 pg/ml (p < 0.01) 
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4.10 การศึกษาฤทธิต์้านการอักเสบของ Rhein โดยวัดปริมาณ IL-8 ด้วยวิธี ELISA (enzyme-linkimmunosorbent 
assay) 
 

 
n=3, Significantly different from DMEM *p < 0.01; **p < 0.05 
         Significantly different from t-BHP #p < 0.01; ##p < 0.05 

 
รปูที ่15 แสดงปรมิาณ IL-8 ของ 1, 25 และ 50 µM rhein ใน HaCaT cells เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และถูกชกัน าใหเ้กดิ ROS 

ดว้ย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  หลงัจากนัน้ท าการวดัปรมิาณ IL-8 ดว้ย ELISA Kit เปรยีบเทยีบผลกบั 
control: DMEM; positive control: t-BHP   

 
  จากผลการศึกษาของ rhein ในการลดการสร้าง IL-8 จากการชักน าด้วย 1 mM t-BHP  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   
พบว่า rhein สามารถลดการสรา้ง IL-8 ไดแ้บบ concentration dependent ทีค่วามเขม้ขน้ 1, 25 และ 50 µM rhein จะมี
ปรมิาณIL-8 เป็น 777.58±61.04; 706.73±80.10; 673.12±61.46 pg/ml ตามล าดบั อย่างมนียัส าคญั  เมื่อเทยีบกบั t-BHP 
ทีม่ปีรมิาณ IL-8 เป็น 1313.39±219.61 pg/ml (#p < 0.01; ##p < 0.05) 
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4.11 การศึกษาฤทธิต์้ านการอักเสบของสารสกัดชุม เห็ดเทศ โดยวัดปริมาณ IL-8 ด้วยวิธี ELISA (enzyme-
linkimmunosorbent assay) 
 

 
n=3, Significantly different from DMEM *p < 0.01; **p < 0.05 
         Significantly different from t-BHP #p < 0.01; ##p < 0.05 

  
รปูที ่16 แสดงปรมิาณ IL-8 ของสารสกดัชุมเหด็เทศ 0.01 และ 0.05 %w/v ใน HaCaT cells  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และถูก

ชกัน าใหเ้กดิ ROS ดว้ย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  หลงัจากนัน้ท าการวดัปรมิาณ IL-8 ดว้ย ELISA Kit  
เปรยีบเทยีบผลกบั control: DMEM; positive control: t-BHP   

 
 จากผลการศกึษาของสารสกดัชุมเหด็เทศในการลดการสรา้ง IL-8 จากการชกัน าดว้ย 1 mM t-BHP  เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง   พบว่าสารสกดัชุมเหด็เทศที่ความเขม้ขน้ 0.01 และ 0.05 %w/v สามารถลดการสรา้ง IL-8 ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั  
จะมีปริมาณ IL-8 เป็น 504.99±148.54 pg/ml และ 410.19±126.92 pg/ml เมื่อเทียบกับ t-BHP ที่มีปรมิาณ IL-8 เป็น 
1313.39±219.61 pg/ml (#p < 0.01; ##p < 0.05) 
 
 Rhein (4,5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic acid) นั ้ น เ ป็ น  active metabolite ข อ ง 
diacetylanthraquinone ซึง่เป็นองคป์ระกอบทีส่ าคญัอนัหนึ่งในชุมเหด็เทศ ทีใ่หฤ้ทธิล์ดการอกัเสบได ้  ซึง่ในการศกึษานี้
จะสนใจกลไกการลดอกัเสบผ่านลดการเกดิ ROS, TNF-α, IL-8 และเพิม่ GSH     จากผลการศกึษาพบว่าความเขม้ขน้
และสภาวะที่เหมาะสมของ t-BHP คือ 1 mM t-BHP ในเวลา 1 ชัว่โมง  ซึ่งมีแนวโน้มของค่า cell viability >85% 
(88.18±4.91)    แสดงว่าในสภาพการทดลองดงักล่าวและความเขม้ขน้ของสารทีใ่ชม้ผีลกระทบต่อเซลลค์่อนขา้งน้อยหรอื
เป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างต ่า    โดยที่ t-BHP จะน ามาใช้เป็นสารชกัน าให้เกิด ROS ใน HaCaT cells    ซึ่งจะให้ค่าที่
เหมาะสมของ intracellular ROS 161.42±29.95 เมื่อเทยีบกบัความเขม้ขน้และสภาวะอื่นๆ       ส าหรบัความเขม้ขน้และ
สภาวะที่เหมาะสมของ rhein คือ 1, 25, 50 µM rhein ในเวลา 1 ชัว่โมง   โดยมีค่า cell viability >85% (91.24±4.67; 
92.88±5.76; 88.19±7.64 ตามล าดบั)    แสดงว่าในความเขม้ขน้และสภาวะดงักล่าวเป็นพษิต่อเซลลค์่อนขา้งน้อย   จงึ
สามารถน ามาใชใ้นการศกึษาต่อไปได ้   นอกจากนี้พบว่า rhein ทีเ่ป็นสารมาตรฐานจะลดการเกดิ ROS ไดแ้บบแปรตาม
ความเขม้ขน้ที ่1, 25, 50 µM rhein   โดยมคี่า ROS เป็น 152.73±12.46; 136.54±21.22; 120.11±17.33 ตามล าดบัอย่าง
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มีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับ t-BHP ที่มีค่า 202.38±27.43 (#p < 0.01; ##p < 0.05)       เนื่องจากในการศึกษานี้จะใช้ 
HaCaT cells ที่เป็นเซลลผ์วิหนังของมนุษย์ชนิด keratinocytes ที่สามารถเปลีย่นแปลงเซลล์ไดเ้อง  โดยไม่ไดเ้ป็นเซลล์
เนื้องอก   จงึมกีารชกัน าเซลล์ให้เกดิสภาวะของการม ีROS จากการให้ 1 mM t-BHP นาน 1 ชัว่โมง  ซึ่งในการศกึษา
ฤทธิก์ารต้านอนุมลูอสิระของสารส าคญัในพชืสมุนไพรจะใชส้ารเคมใีนการท าใหเ้กดิ oxidative stress กบัเนื้อเยื่อ   สารที่
นิยมใชต้วัหนึ่ง คอื t-BHP เป็นสารอนิทรยีพ์วก lipid hydroperoxide analog จะถูกใชใ้นฐานะทีเ่ป็น pro-oxidant  ส าหรบั
การประเมินกลไกที่เกี่ยวข้องกบั oxidative stress ในเซลล์และเนื้อเยื่อ  โดยสารนี้จะถูกเปลี่ยนให้เป็น t-butoxyl และ 
methylradicals ส่งผลให้ เกิด lipid oxidation มีการลดลงของสารต้านอนุมูลอิสระและท าลาย DNA (Kim, 2012; 
Jayashree et al., 2015)    จากการทดลองคณะวิจยัจะดูความสามารถของ rhein ที่เป็นสารมาตรฐานในการลด ROS    
พบว่าจะท าใหล้ด ROS แปรตามความเขม้ขน้ของ rhein ที่เพิม่ขึน้ (1, 25, 50 µM rhein)  แต่ในความเขม้ขน้ที่มากกว่า 
50 µM rhein (75, 100 µM rhein) เซลล์จะเกิดการตายมากขึ้น   แสดงถึงความสามารถของเซลล์ในการรองรบัความ
เข้มข้นของ rhein จะอยู่ที่ 50 µM    หากใช้ความความเข้มขน้ 75, 100 µM rhein มาทดสอบความสามารถในการลด 
ROS     ผลทีไ่ดก้อ็าจจะเกดิจากจ านวนเซลลท์ีม่กีารตายเป็นจ านวนมากแลว้ท าให้ค่า ROS ลดลง      ส าหรบัการศกึษา
ปรมิาณของ rhein ในสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศ พบว่า จะมปีรมิาณ rhein ในสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศ 0.1225±0.0001 
%w/w  จึงได้น าค่าดังกล่าวมาใช้เทียบเพื่อศึกษาผลของ rhein ในสารสกัดจากใบชุมเห็ดเทศ กับ rhein ที่เป็นสาร
มาตรฐาน   โดยทีพ่บว่าสารสกดัจากใบชุมเหด็เทศในความเขม้ขน้เฉพาะ 0.01 %w/v (เทยีบเท่ากบั 0.43 µM rhein)  จะ
สามารถน าไปใช้ในการศกึษาต่อไปได้  เนื่องจากค่า cell viability >85% (91.24±6.00) นัน่คือ ความเขม้ข้นดงักล่าวมี
ความเป็นพษิต่อเซลลค์่อนขา้งต ่า   ส าหรบัในความเขม้ขน้ทีม่ากกว่า 0.01% (0.05, 0.1, 0.3%) จะพบการตายของเซลล์
เป็นจ านวนมาก  ทัง้นี้อาจเป็นไปไดว้่าสารสกดัจากชุมเหด็เทศนัน้ประกอบไปดว้ยสารชนิดอื่นๆ ทีไ่ม่ใช่ rhein เพยีงอย่าง
เดยีว  ที่อาจส่งผลต่อ cell viability ของเซลลไ์ด้    ส าหรบัผลการศกึษาของสารสกดัชุมเหด็เทศในการยบัยัง้ ROS จาก
การชกัน าดว้ย 1 mM t-BHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   พบว่าสารสกดัชุมเหด็เทศที่ความเขม้ขน้ 0.01 %w/v สามารถลดการ
เกิด ROS ได้อย่างมีนัยส าคัญ  (91.25±12.56) เมื่อเทียบกับ t-BHP (202.38±27.43) (#p < 0.01; ##p < 0.05) ซึ่ง
สอดคล้องกบัการศกึษาที่ว่า emodin และ rhein จะยบัยัง้การเกดิ ROS รวมถงึ O2

-, H2O2, IL-8, TNF-α จากการยบัยัง้
การยา้ยของ monocytes ทีถู่กชกัน าดว้ย LIGHT โดยการยบัยัง้การผลติ ROS (Heo et al., 2010)  นอกจากนี้ rhein ยงั
ช่วยลดความเป็นพษิและป้องกนัผลของ acetaminophen ทีม่ต่ีอตบัและไตอนัเนื่องมาจาก oxidative stress (Zhao et al., 
2011)   มกีารวจิยัที่พบว่า rhein สามารถปิดกัน้การเกดิ apoptosis จากการถูกชกัน าดว้ย H2O2 ใน HL-60 cells (Lin et 
al., 2003)  และมกีารศกึษาทีช่ีว้่า rhein สามารถป้องกนัการเกดิ apoptosis ของเบต้าเซลลอ์นัเน่ืองมาจากถูกชกัน าดว้ย
ภาวะ hyperglycemia ดว้ยกลไกการป้องกนัอนัหน่ึงคอื กดการเกดิ ROS (Liu et al., 2013) 
 
 ส าหรบัความสามารถในการลดการอกัเสบของทัง้ rhein ทีเ่ป็นสารมาตรฐานและสารสกดัจากชุมเหด็เทศ  พบว่า 
ผลของ rhein ในการลดการเกดิ TNF-α และ IL-8 จะเป็นในลกัษณะแปรตามความเขม้ขน้     โดยที่ 1, 25 และ 50 µM 
rhein  จะมปีรมิาณ TNF-α เป็น 123.50±15.61; 118.39±15.22; 108.10±10.13 pg/ml ตามล าดบั อย่างมนีัยส าคญั เมื่อ
เทยีบกบั t-BHP ที่มปีรมิาณ TNF-α เป็น 731.44±95.95  pg/ml (#p < 0.01)    ส าหรบั IL-8 ของ rhein ทีค่วามเขม้ขน้ 
1, 25 และ 50 µM จะลดลงเป็น 777.58±61.04; 706.73±80.10; 673.12±61.46 pg/ml ตามล าดบั อย่างมนีัยส าคญั  เมื่อ
เทียบกบั t-BHP ที่มีปรมิาณ IL-8 เป็น 1313.39±219.61 pg/ml (#p < 0.01; ##p < 0.05)         เมื่อเทียบกบัสารสกดั
ชุมเหด็เทศทีค่วามเขม้ขน้ 0.01 %w/v สามารถลดการสรา้ง TNF-α (94.64±7.98 pg/ml) ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั  เมื่อเทยีบ
กบั t-BHP ทีม่ปีรมิาณ TNF-α เป็น 731.44±95.95  pg/m (#p < 0.01)         ในท านองเดยีวกบั TNF-α พบว่า สารสกดั
ชุมเหด็เทศทีค่วามเขม้ขน้ดงักล่าว จะลดการเกดิ IL-8 (504.99±148.54 pg/ml)  ไดอ้ย่างมนียัส าคญั เมื่อเทยีบกบั t-BHP 
ทีม่ปีรมิาณ IL-8 เป็น 1313.39±219.61 pg/m (#p < 0.01)       จากผลการทดลองดงักล่าวจะสอดคลอ้งกบับทบาทของ 
rhein ในการตา้นการอกัเสบทีเ่กดิจากไตไดร้บับาดเจบ็จากผลของการตดิเชือ้ในกระแสโลหติ  โดยที ่rhein สามารถยบัยัง้
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การเกิด pro-inflammatry cytokines และลดการไปกระตุ้น NF-kB (Yu et al., 2015) และ emodin และ rhein จะยบัยัง้
การเกดิ ROS รวมถงึ O2

-, H2O2, IL-8, TNF-α จากการยบัยัง้การย้ายของ monocytes ทีถู่กชกัน าดว้ย LIGHT โดยการ
ยบัยัง้การผลติ ROS (Heo et al., 2010) 
 
 GSH ถือเป็นกลไกทีส่ าคญัในการต่อต้านการถูกท าลายจากอนุมูลอสิระในพยาธสิภาพต่างๆของการเกดิโรคที่
เกี่ยวข้องกบัปฏิกรยิา lipid peroxidation อนัเนื่องมาจาก ROS ซึ่งเชื่อว่าเป็นสาเหตุส าคัญในการท าลายและเกิดการ
บาดเจ็บที่เซลล์เมมเบรน   เนื่องจาก PUFA ของเซลล์เมมเบรนจะถูกท าให้แย่ลงโดยกระบวนการที่ไปท าลายความ
สมบูรณ์แขง็แรงของเมมเบรน (Zhao et al., 2011)   ในการศกึษานี้ยงัไม่สามารถได้ผลของ GSH ณ ขณะนี้  เนื่องจาก
สภาวะของการทดลองและวธิกีารยงัไม่เหมาะสม  ประกอบกบัเกดิปญัหาในการใชง้านของ microplate reader ณ ขณะนี้   
 
 ส าหรบัการหาผลของ rhein และสารสกดัจากชุมเหด็เทศในการยบัยัง้ NADPH-oxidases ซึง่เป็นเอนไซมใ์นการ
ท าใหเ้กดิ ROS ไม่สามารถด าเนินการทดลองใหเ้ป็นไปตามวตัถุประสงคข์องการวจิยัได ้  เนื่องจากหลงัการใสส่ารทดสอบ 
rhein anthraquinone และสารสกดัจากชุมเหด็   แล้วท าการบ่มใน CO2 incubator เป็นเวลา 5, 18 และ 24 ชม. พบว่า 
HaCaT cells มกีารตายเป็นจ านวนมาก   ซึง่ในการศกึษาระดบัโมเลกุลตอ้งใชก้ารบ่มเซลลเ์ป็นเวลานานเพื่อใหม้กีารสรา้ง
โปรตนี       ดงันัน้ในการศกึษาน้ีจงึสามารถดฤูทธิต์า้นการอกัเสบของ rhein anthraquinone ทีม่ผีลต่อ HaCaT cells และ
เปรยีบเทยีบฤทธิก์บัสารสกดัจากชุมเหด็เทศผ่านการลดการเกดิ ROS, TNF-α และ IL-8 บน HaCaT cells  
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บทท่ี 5 สรปุผลกำรวิจยั/ข้อเสนอแนะ  
 
5.1   สรุปผลการวจิยั  
  
 จากการศกึษาจะเหน็ไดว้่า rhein ทีเ่ป็นสารมาตรฐานและสารสกดัจากชุมเหด็เทศมแีนวโน้มทีจ่ะสามารถลดการ
อกัเสบได ้  โดยทีค่่า TNF-α และ IL-8 ลดลง  อนัเป็นผลจากลดการเกดิ ROS   โดยทีส่ารสกดัจากชุมเหด็เทศมศีกัยภาพ
ในการลด TNF-α และ IL-8 ไดค้่อนขา้งดกีว่าเมื่อเทยีบกบั rhein ที่เป็นสารมาตรฐาน   ทัง้นี้ผลทีเ่กดิขึน้อาจเกดิจากสาร
ชนิดอื่นในสารสกดัจากชุมเหด็เทศทีน่อกเหนือจาก rhein ทีส่ง่ผลต่อการเกดิ ROS และลดการอกัเสบ 

 
5.2   ปญัหาและอุปสรรคในการด าเนินงานวจิยั  
 
 ขัน้ตอนการท าวจิยับางสว่นไมส่ามารถท าไดใ้นระดบัลกึถงึโมเลกุล   เนื่องจากทัง้ rhein anthraquinone และสาร
สกดัจากชุมเหด็ไม่สามารถบ่มใน HaCaT cells ไดใ้นระยะเวลานานพอทีจ่ะท าใหเ้ซลลส์ามารถสรา้งโปรตนี   โดยพบการ
ตายของเซลลเ์ป็นจ านวนมากหลงับ่มเซลลเ์ป็นเวลานาน 5, 18, 24 ชม.   ทัง้นี้ในการคน้หาขอ้มูลเบือ้งต้นจากการศกึษา
ของ Heo et al., 2010 และคณะ (Emodin and rhein inhibit LIGHT-induced monocytes migration by blocking of 
ROS production) เป็นการศกึษาเกี่ยวกบั NOX ที่สมัพนัธก์บั ROS โดยการใช้เซลล์ THP-1 (monocyte-like cell line)  
คณะผูว้จิยัไดใ้ชข้อ้มูลดงักล่าวมาเป็นแนวทางส าหรบัการศกึษาในเซลลผ์วิหนัง HaCaT cells ซึง่ยงัไม่มขีอ้มูลในการใช้
เซลล์นี้กบัสารทดสอบของคณะผู้วจิยัสนใจที่จะศกึษาและคณะผู้วจิยัไม่เคยมเีซลล์นี้มาก่อน   ดงันัน้การท า pilot study 
อาจไม่สามารถด าเนินการได้     ท าให้การศกึษาน้ีจงึสามารถดูฤทธิต์้านการอกัเสบของ rhein anthraquinone ที่มต่ีอ 
HaCaT cells และเปรยีบเทยีบฤทธิก์บัสารสกดัจากชุมเหด็เทศผ่านการลดการเกดิ ROS, TNF-α และ IL-8 บน HaCaT 
cells ซึง่เป็นเซลลผ์วิหนงัประเภท keratinocytes    
 
5.3   การอภปิรายผลงานวจิยั  
     
 จากการศึกษาทดลองของคณะผู้วิจ ัยใน โครงการนี้ สามารถด าเนินการในการศึกษากลไกของ rhein 
anthraquinone และสารสกดัจากชุมเห็ดเทศ ต่อการลดการอกัเสบอนัเป็นผลจากการถูกกระตุ้นให้เกิด ROS ผ่านการ
ยบัยัง้ NADPH-oxidases นัน้   สามารถได้ผลการวิจยัในระดับหนึ่งที่จะเป็นแนวทางในการศึกษาต่อไปแม้ว่าจะไม่
สามารถท างานวจิยัไดค้รบทัง้หมดตามเป้าหมาย      นอกจากนี้ยงัใหป้ระโยชน์กบันักศกึษาปรญิญาโทในการคดิ  การ
ท างานและด าเนินการวจิยั  การแกไ้ขปญัหาและอุปสรรคต่์างๆ ในขณะท าวจิยั   
                                                                                
5.4   แนวทาง  
 
 จากการศกึษาทดลองในโครงการนี้  คณะผูว้จิยัคดิว่าสามารถน าไปศกึษาต่อในระดบัโมเลกุลไดโ้ดยอาจจะต้อง
เปลีย่นเซลลผ์วิหนงัทีใ่ชศ้กึษา 
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