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กิตติกรรมประกาศ 

 ขอขอบคุณสํานักงานกองทนุสนับสนนุการวิจัย (สกว.) ที่ใหการสนับสนนุเงินทุนในการดําเนิน
โครงการวิจยัเร่ือง ศักยภาพของสารสกัดจากแกนตนสาเกตอการฟนฟกูารสรางคอลลาเจนในเซลลไฟโบร 
บลาสตจากผิวหนังมนุษยทีถู่กแสงยวูีบี และกลไกที่เกี่ยวของ 
  ขอขอบคุณ นางสาวนริษรา ถิระรวีสิทธิ์ นิสิตปริญญาเอก หลักสูตรวิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต 
สาขาวิชาเภสชัศาสตร คณะเภสัชศาสตร มหาวทิยาลัยนเรศวร ผูมีสวนทําใหโครงการวิจยันีสํ้าเร็จไปได
ดวยดี 
 ขอขอบคุณ ขาราชการ พนกังาน นกัวทิยาศาสตรคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวรทุกทานที่
ใหความชวยเหลือ และอํานวยความสะดวกตางๆ ในโครงการวิจัยนี้เปนอยางดี 
 และสุดทายนีข้อขอบคุณบิดา มารดา ที่เปนกาํลังใจในการทาํงานตลอดมา 
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บทคัดยอ 
วัตถุประสงคของการศึกษานีคื้อเพื่อประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดจากแกนสาเกในแงของการ

สรางคอลลาเจนโดยเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีีเมื่อนาํสารสกัดจากแกนตนสาเก ไดแก สารสกัด

หยาบ (มีปริมาณอารโทคารปนโดยเฉล่ียเทากับรอยละ 43.85 ± 0.03 โดยน้ําหนกั) และ isolated 

artocarpin (มีปริมาณอารโทคารปนโดยเฉล่ียเทากับรอยละ 88.18± 0.02 โดยน้ําหนัก) มาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระโดยวิธ ี DPPH เทยีบกับวติามินซีและวติามินอี ผลที่ไดพบวา 

วิตามนิซ ี วติามินอี isolated artocarpin และสารสกัดหยาบ มีคาความเขมขนสมมูลทีท่ําใหเกิด

ประสิทธิภาพในการตานการเกิดออกซิเดชัน โดย free radical scavenging เทากบัรอยละ 50 ของ

ประสิทธิภาพสูงสุด  เทากับ 4.9 ± 0.1, 11.0 ± 0.5, 132.7 ± 2.7 และ 207.5 ± 9.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตามลําดับ จากนัน้ทําการทสอบความเปนพษิของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอเซลลไฟ-    

โบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนังมนุษย โดยใชวิธี XTT assay และ BrdU colorimetric detection ซึ่งผลที่

ไดบงช้ีวา isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมีผลตอการเพิม่จํานวนของเซลล

ไฟโบรบลาสตอยางมีนยัสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารสกัด จากนั้นทาํการศึกษา

ผลของ isolated artocarpin ตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ที่ผลิตโดยเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสง

ยูวีบีความเขม 128 จูลตอตารางเซนติเมตร ดวยวิธี Western blot และ ELISA พบวาสาร isolated 

artocarpin ที่ความเขมขนที่ใชในการทดสอบ (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ไมมีผลตอการเหนีย่วนาํการ

สรางและปลดปลอยโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 จากไฟโบรบลาสตอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุม

เซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียวดวยเหตุนีจ้ึงทาํการทดสอบผลของ isolated artocarpin ตอการปลดปลอย

เอนไซมทีท่ําลายคอลลาเจนจากเซลลไฟโบรบลาสตพบวาแสงยูวีบีมีผลเพิ่มการหล่ัง MMP-1 อยางมี

นัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งหมายถึงกลุมที่ไมไดรับแสงยวูีบ ี (16.82 ± 1.61 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับกลุมควบคุม และ 107.22 ± 5.16 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยาง

เดียว) และเปนทีน่าสนใจทีพ่บวาการที่เซลลถูกบมกับ isolated artocarpin เปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนไดรับ

แสงยูวีบีสามารถลดการปลดปลอยของ MMP-1 (89.62 ± 12.28 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จากเซลลที่ไดรับ

แสงยูวีบ ี ในขณะที่วิตามินซีไมมีผลในการลดการปลดปลอย MMP-1 (103.39 ± 16.50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร) ในกรณีของ MMP-13 พบวาปริมาณเอนไซมชนิดที่ปลดปลอยภายนอกเซลลมีแนวโนมสูงข้ึนใน

เซลลกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว (87.70 ± 16.69 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม (78 

± 6.36 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) แตความแตกตางดังกลาวไมมนีัยสําคัญทางสถิติ การที่เซลลไดรับวิตามนิซี
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กอนที่จะไดรับแสงยูวีบ ีมีผลทําใหปริมาณ MMP-13 ที่ปลดปลอยออกมาลดลงอยางมีนัยสําคัญ (38.65 ± 

11.24 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทยีบกบักลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว ซึง่การลดลงของ MMP-13 พบ

ในกลุมเซลลทีไ่ดรับ isolated artocarpin กอนเชนกนั (54.40 ± 48.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) นอกจากนี้

ยังพบวา isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถลดการหล่ังสารส่ืออักเสบ 

TNF- (283.83 ± 70.06 พิโคกรัมตอมลิลิลิตร สําหรับเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว และ

23.17 ± 23.30 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเซลลที่ไดรับ isolated artocarpin กอนไดรับยูวีบี) และ IL-6 

(141.67 ± 20.28 พิโคกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับเซลลเคราติโนไซตทีไ่ดรับแสงยูวีบีอยางเดียวและ 88.33 ± 

17.56 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเซลลทีไ่ดรับ isolated artocarpin กอนไดรับยูวบีี) สําหรับการศึกษาใน

สัตวทดลองโดยใชหนูเมาสสายพนัธุ ICR เพศผูที่ไดรับแสงยูวีบพีบวาการไดรับแสงยูวีบทีี่บริเวณผิวหนัง

ดานหลังติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาหสงผลใหผิวหนังชั้น epidermis หนาข้ึนและมีปริมาณคอลลาเจนใน

ชั้น dermis ลดลงอยางมนียัสําคัญเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม (ความหนา 23.49 ± 0.69 ไมโครเมตร 

และมีปริมาณคอลลาเจน 6.74 ± 0.28 มลิลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) และกลุมที่ไดรับแสงยูวีบี (ความหนา 

29.92 ± 0.74 ไมโครเมตร และมีปริมาณคอลลาเจน 0.99 ± 0.10 มลิลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) การไดรับ

วิตามนิซีความเขมขน 3 เปอรเซ็นตและ isolated artocarpin ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต โดยการทาทํา

ใหผิวหนงัของหนูมีความหนาทีน่อยกวาหนูกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางมีนัยสําคัญ (23.38 ± 2.48 

ไมโครเมตรสําหรับวิตามนิซแีละ 21.74 ± 1.02 ไมโครเมตรสําหรับสารสกัด) เมื่อเทยีบกับกลุมที่ไดรับแสง  

ยูวีบีเพียงอยางเดียว นอกจากนีย้ังพบการเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของระดับคอลลาเจนในหนูกลุม

ที่ไดรับวิตามนิซี (5.60 ± 0.06 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) และสารสกัด (5.42 ± 0.12 มิลลิกรัมตอกรัม

ของเนื้อเยื่อ) ผลที่ไดจากการศึกษาทั้งหมดช้ีใหเหน็ศักยภาพของสารสกัดจากแกนตนสาเกในการปองกนั

การทาํลายคอลลาเจนในผิวหนงัอันเนื่องมาจากการไดรับแสงยูวีบ ี

 

คําสําคัญ อารโทคารปน, เซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ,ี โปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1, เมทริกซ เมทาโล
โปรตีนเนสทชนิดที่ 1 
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Abstract 
 The aim of this study was to evaluate efficacy of Artocarpus incisus heartwood extract 
on collagen production by UVB-irradiated fibroblasts. According to DPPH assay, EC50 values of 
the crude (containing artocarpin 43.85 ± 0.03 % w/w) and isolated artocarpin (containing 
artocarpin 88.18 ± 0.02 % w/w) were 207.5 ± 9.9 and 132.7 ± 2.7 μg/ml, respectively while those 
values of vitamin C and E were 4.9 ± 0.1 and 11.0 ± 0.5 μg/ml, respectively. Based on 
cytotoxicity test to primary skin fibroblasts by using XTT assay and BrdU colorimetric detection, 
the isolated artocarpin at concentration of 50 μg/ml significantly increased cell proliferation as 
compared with the control group (non-treatment group). Next, the effect of the isolated 
artocarpin on collagen production by UVB-irradiated fibroblasts (128 J/cm2) was studied by 
using Western blot and ELISA methods. We found that 50 μg/ml isolated artocarpin did not 
significantly induce type I procollagen production and release from UVB-irradiated fibroblasts. 
From the obtained results, we further studies on the effects of the isolated artocarpin on release 
of matrix metalloproteinases (MMPs) from fibroblasts. UVB-induced MMP-1 release from 
fibroblasts was found (16.82 ± 1.61ng/ml for non UVB-irradiated group and 107.22 ± 5.16 ng/ml 
for UVB-irradiated group). It is interested to find that pretreatment with isolated artocarpin by 24 
hr significantly decrease MMP-1 release (89.62 ± 12.28 ng /ml) from UVB-irradiated fibroblasts 
whereas this decrease was not seen in vitamin C pretreatment group (103.39 ± 16.50 ng/ml). 
For MMP-13 level, the release of this enzyme from UVB-irradiated fibroblasts (87.70 ± 16.69 
ng/ml) tended to increase when compared with non UVB-irradiated group (78 ± 6.36ng/ml). 
Pretreatment with vitamin C significantly decreases MMP-13 release (38.65 ± 11.24ng/ml) from 
UVB-irradiated fibroblasts. The decrease in MMP-13 release was also found in UVB-irradiated 
cells pretreated with the isolated artocarpin (54.40 ± 48.50ng/ml).  Moreover, we found that the 
isolated artocarpin (50 μg/ml) decreased the release of inflammatory mediators including TNF-

 (283.83 ± 70.06 pg/ml for UVB-irradiated keratinocytes and 23.17 ± 23.30 pg/ml for UVB-
irradiated keratinocytes pretreated with the isolated artocarpin) and IL-6 (141.67 ± 20.28 pg/ml 
for UVB-irradiated keratinocytes and 88.33 ± 17.56 for UVB-irradiated keratinocytes pretreated 
with the isolated artocarpin). For in vivo study using male ICR mice, chronic UVB exposure to 
skin (dorsal back) for 12 weeks significantly increased in epidermal thickness (29.92 ± 0.74 μm) 
and decrease in dermal collagen content (0.99 ± 0.10 mg/g tissue) when compared with non 
UVB-irradiated group (23.49 ± 0.69 μm for epidermal thickness and 6.74 ± 0.28 mg/g tissue for 
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dermal collagen). Application with 3% vitamin C or 0.02% isolated artocarpin, along with UVB 
exposure significantly decreased epidermal thickness of UVB-irradiated group (23.38 ± 2.48 μm 
for vitamin C plus UVB-irradiated group, and 21.74 ± 1.02 μm for isolated artocarpin plus UVB-
irradiated group). Additionally, significant increase in dermal collagen content was found in 
vitamin C plus UVB-irradiated (5.60 ± 0.06 mg/g tissue) and isolated artocarpin plus UVB-
irradiated (5.42 ± 0.12 mg/g tissue) groups. All obtained results indicate the potential of 
A.incisus heartwood extract in prevention of dermal collagen degradation from UVB exposure. 

 
 

Keyword : Artocarpin, UVB-irradiated fibroblasts, Type I procollagen, Matrix metalloproteinase-1 
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ความสาํคัญ / ความเปนมา 

เมื่อไมนานมานี้ผูดําเนินการวิจัยไดนาํสารสกัดจากแกนสาเก (Artocarpus incisus) ที่อยูในวงศ Moraceae ซึ่ง

เปนพชืพืน้เมืองทีพ่บทัว่ไปในประเทศไทย มาศึกษาถงึศักยภาพของสารสกัดในการนําไปใชในผลิตภัณฑเคร่ือง 

สําอาง ผลการศึกษาที่ไดพบวาสารสกัดแกนสาเกที่มีสารอารโทคารปน (artocarpin) เปนองคประกอบหลัก (มี

สารนี้อยูในปริมาณ 40-45 เปอรเซน็ต) สามารถยับยั้งการสรางเมด็สีผิว (melanin) ในเซลลเมลาโนไซต 

(melanocyte) และในหนทูีถู่กกระตุนใหสีผิวเขมข้ึน (UVB-induced hyperpigmentation) นอกจากนี้ยังพบวา

สารสกัดหยาบดังกลาวสามารถฟนฟูการทํางานของเซลลไฟโบรบลาสต ที่แยกจากผิวหนงัมนษุยบริเวณที่เปนร้ิว

รอย โดยสารสกัดกระตุนการสรางโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ยับยัง้การสราง MMP ชนิดที ่ 1 (MMP-1) รวมทั้ง

สามารถฟนฟศัูกยภาพในการจัดระเบียบ (reorganization) คอลลาเจน  และการหดตัว (contraction) ของเซลล

ไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนังบริเวณที่มีร้ิวรอย และเพื่อทําการตอยอดการศึกษาดังกลาวขางตน 

ผูดําเนนิการวจิัยจึงออกแบบการศึกษาเพือ่ประเมินประโยชนของสารสกัด ในแงของความสามารถของการฟนฟู

การสรางคอลลาเจนของเซลลผิวหนังที่ถกูทําลายดวยแสงยูวีบ ีรวมทัง้กลไกที่เกี่ยวของ 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

1. ตราวจสอบผลของสารสกัดจากแกนตนสาเก ตอการสรางคอลลาเจนในเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิว 
หนงัมนุษยที่ถกูเหนี่ยวนาํใหเส่ือมสภาพดวยแสงยูวีบ ี
2. ศึกษากลไกในระดับชีวโมเลกุลทีเ่กี่ยวของกับการเหนี่ยวนาํใหเกิดการสังเคราะห และยับยัง้การทําลายคอลลา
เจนโดยสารสกัดอารโทคารปนที่แยกไดจากแกนตนสาเก ในเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนังมนุษยทีถู่ก
เหนีย่วนําใหเส่ือมสภาพดวยแสงยูวบี ี
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ผลการวิจัย 
สารสกัดหยาบ (มีปริมาณอารโทคารปนโดยเฉล่ียเทากับรอยละ 43.85 ± 0.03 โดยน้าํหนัก) และ isolated 
artocarpin (มีปริมาณอารโทคารปนโดยเฉล่ียเทากับรอยละ 88.18± 0.02 โดยน้ําหนัก) ถูกมาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระโดยวิธ ี DPPH เทียบกับวิตามินซีและวิตามินอี ผลที่ไดพบวา วิตามนิซี 
วิตามนิอี isolated artocarpin และสารสกัดหยาบ มคีาความเขมขนสมมูลที่ทาํใหเกิดประสิทธภิาพในการตาน
การเกิดออกซิเดชัน โดย free radical scavenging เทากับรอยละ 50 ของประสิทธิภาพสูงสุด  เทากับ 4.9 ± 0.1, 
11.0 ± 0.5, 132.7 ± 2.7 และ 207.5 ± 9.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ จากนั้นทําการทสอบความเปนพิษ
ของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนังมนุษย โดยใชวิธ ี XTT 
assay และ BrdU colorimetric detection ซึ่งผลที่ไดบงชี้วา isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร มีผลตอการเพิม่จาํนวนของเซลลไฟโบรบลาสตอยางมีนยัสําคัญทางสถิติเมื่อเทยีบกบักลุมควบคุมที่
ไมไดรับสารสกัด จากนัน้ทาํการศึกษาผลของ isolated artocarpin ตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ผลิต
โดยเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบคีวามเขม 128 จูลตอตารางเซนติเมตร ดวยวธิี Western blot และ ELISA 
พบวาสาร isolated artocarpin ที่ความเขมขนที่ใชในการทดสอบ (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ไมมีผลตอการ
เหนีย่วนําการสรางและปลดปลอยโปรคอลลาเจนชนิดที ่1 จากไฟโบรบลาสตอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบ
กับกลุมเซลลที่ไดรับแสงยูวบีีอยางเดียวดวยเหตุนี้จงึทาํการทดสอบผลของ isolated artocarpin ตอการ
ปลดปลอยเอนไซมทีท่ําลายคอลลาเจนจากเซลลไฟโบรบลาสตพบวาแสงยวูีบีมีผลเพิ่มการหล่ัง MMP-1 อยางมี
นัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งหมายถึงกลุมที่ไมไดรับแสงยูวีบ ี (16.82 ± 1.61 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
สําหรับกลุมควบคุม และ 107.22 ± 5.16 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว) และเปน
ที่นาสนใจที่พบวาการที่เซลลถูกบมกับ isolated artocarpin เปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนไดรับแสงยูวีบีสามารถลด
การปลดปลอยของ MMP-1 (89.62 ± 12.28 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จากเซลลที่ไดรับแสงยูวีบี ในขณะทีว่ิตามนิ
ซีไมมีผลในการลดการปลดปลอย MMP-1 (103.39 ± 16.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) ในกรณีของ MMP-13 
พบวา ปริมาณเอนไซมชนิดที่ปลดปลอยภายนอกเซลลมีแนวโนมสูงข้ึนในเซลลกลุมที่ไดรับแสงยวูีบีอยางเดียว 
(87.70 ± 16.69 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (78 ± 6.36 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) แตความ
แตกตางดังกลาวไมมนีัยสําคัญทางสถิติ การที่เซลลไดรับวิตามินซีกอนที่จะไดรับแสงยูวีบ ี มีผลทําใหปริมาณ 
MMP-13 ที่ปลดปลอยออกมาลดลงอยางมีนัยสําคัญ (38.65 ± 11.24 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทียบกับกลุม
ที่ไดรับแสงยวูบีีอยางเดียว ซึ่งการลดลงของ MMP-13 พบในกลุมเซลลที่ไดรับ isolated artocarpin กอนเชนกนั 
(54.40 ± 48.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) นอกจากนีย้ังพบวา isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตรสามารถลดการหล่ังสารส่ืออักเสบ TNF- (283.83 ± 70.06 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเซลลเครา
ติโนไซตที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว และ23.17 ± 23.30 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเซลลทีไ่ดรับ isolated 
artocarpin กอนไดรับยูวีบี) และ IL-6 (141.67 ± 20.28 พิโคกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับ
แสงยูวีบีอยางเดียวและ 88.33 ± 17.56 พิโคกรัมตอมลิลิลิตร สําหรับเซลลที่ไดรับ isolated artocarpin กอน
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ไดรับยูวีบี) สําหรับการศึกษาในสัตวทดลองโดยใชหนเูมาสสายพันธุ ICR เพศผูที่ไดรับแสงยูวบีีพบวาการไดรับ
แสงยูวีบทีี่บริเวณผิวหนงัดานหลังติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาหสงผลใหผิวหนงัชัน้ epidermis หนาข้ึนและมี
ปริมาณคอลลาเจนในช้ัน dermis ลดลงอยางมีนยัสําคัญเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม (ความหนา 23.49 ± 
0.69 ไมโครเมตร และมีปริมาณคอลลาเจน 6.74 ± 0.28 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) และกลุมที่ไดรับแสงยูวบีี 
(ความหนา 29.92 ± 0.74 ไมโครเมตร และมีปริมาณคอลลาเจน 0.99 ± 0.10 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) การ
ไดรับวิตามินซีความเขมขน 3 เปอรเซ็นตและ isolated artocarpin ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต โดยการทาทาํ
ใหผิวหนงัของหนูมีความหนาทีน่อยกวาหนูกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางมีนัยสําคัญ (23.38 ± 2.48 ไมโครเมตร
สําหรับวิตามนิซีและ 21.74 ± 1.02 ไมโครเมตรสําหรับสารสกัด) เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับแสง  ยูวีบีเพียงอยาง
เดียว นอกจากน้ียงัพบการเพิม่ข้ึนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติของระดับคอลลาเจนในหนกูลุมทีไ่ดรับวิตามินซี 
(5.60 ± 0.06 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่) และสารสกัด (5.42 ± 0.12 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) ผลที่ไดจาก
การศึกษาทัง้หมดช้ีใหเหน็ศักยภาพของสารสกัดจากแกนตนสาเกในการปองกนัการทําลายคอลลาเจนในผิวหนัง
อันเนื่องมาจากการไดรับแสงยูวีบ ี
 

การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน  
วิธีการแยกและเพาะเล้ียงเซลลผิวหนังของมนุษย ไดแก keratinocyte และ fibroblast ที่พัฒนาข้ึน จะสามารถ
นําไปใชในการทดสอบประสิทธิภาพ และกลไกการออกฤทธ์ิของสารสกัดอ่ืนๆ ที่คาดวาอาจมีผลในการกระตุน
หรือยับยัง้การสราง inflammatory mediators ที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหและการทําลายคอลลาเจน, 
procollagen และ MMPs  
หนวยงานทีน่ําผลงานวจิยัไปใชประโยชน และใชประโยชนดานไหน 
อุตสาหกรรมเคร่ืองสําอาง  เพื่อนาํไปใชปน model  สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพ anti-aging ของสารที่สนใจ
นําไปใชในผลติภัณฑเคร่ืองสําอาง 
 

การประชาสมัพันธ 
1. สิ่งพิมพทัว่ไป - 
2. สิ่งพิมพทางวิชาการ เอกสารงานวิจยัเร่ือง Preventive effect of Artocarpus incisus heartwood extract 
in UVB-induced skin damage โดยมีรายละเอียดในภาคผนวก  
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ไฟโบรบลาสต 
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2.6.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดหยาบและ   22 
isolated artocarpin 
2.6.2 การทดสอบผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin  32 
ตอจํานวนเซลลที่เพิม่ข้ึน (proliferation) 

2.7 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactivities) ของ isolated artocarpin  
ตอเซลลไฟโบร-บลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ี
2.7.1 ทดสอบผลของความเขมแสงของแสงยูวีบีตอเซลลไฟโบรบลาสต  42 
2.7.2 ผลของสารสกัดตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ผลิตโดย   
เซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ี
 2.7.2.1 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที ่  45 
 ไดรับสารสกัดภายหลังจากที่ไดรับแสงยูวบีี 
 2.7.2.2 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที ่  49 
 ไดรับสารสกัดกอนไดรับแสงยูวีบ ี

2.7.2.3 ผลของสารสกดัตอการปลดปลอยโปรคอลลาเจนชนิดที ่1   51 
ภายนอกเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีี   

2.7.3 ผลของสารสกัดตอการหล่ัง MMP-1 และ 13 ที่ผลิตโดยเซลลไฟ-  53 
โบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ี
2.7.4 ผลของสารสกัดตอการปลดปลอย tumor necrosis factor-alpha   56 
(TNF-α) และ interleukin-6 (IL-6) โดยเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับแสงยูวบีี 
2.7.5 ผลของสารสกัดตอการหล่ัง SMAD2, 3, 7 และระดับ TGF-β receptor  60
ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ี

2.8 การทดสอบ In vivo วัดความหนาและปริมาณคอลลาเจนในหนงัหน ู
ที่โดนแสงยูวีบ ี
2.8.1 สัตวทดลองที่ใช       61 
2.8.2 การวัดความหนาของ epidermis โดยตรวจสอบจุลกายวิภาค-  62 
ศาสตร (histological examination) ของผิวหนังหน ู
2.8.3 การวิเคราะหปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน (hydroxyproline) ใน  65 
ตัวอยางเนื้อเยื่อและการคํานวณปริมาณคอลลาเจน 
2.8.4 การวิเคราะหเชงิคุณภาพ (qualitative) โดยวิธ ี    68 
immunofluorescence 

บทที่ 3 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง      71 
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เอกสารอางอิง          78 
 
 

สารบัญตาราง 

ตาราง                   หนา 

ตารางที่ 1 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ  16 
ตารางที่ 2 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของ isolated artocarpin  17 
ตารางที่ 3 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของวิตามินซ ี   18 
ตารางที่ 4 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของวิตามินอี   19 
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สารบัญรูป 
รูป                   หนา 

รูปที่ 1  ตนสาเก (Artocarpus incisus)        10 
รูปที่ 2  แกนตนสาเกสับ          11 
รูปที่ 3  ลักษณะของสารสกัดที่ได         11 
รูปที่ 4  โครงสรางทางเคมีของ artocarpin       12 
รูปที่ 5  NMR spectrum ของ artocarpin reference ที่เตรียมไดในหองปฏิบติัการ   12 
รูปที่ 6  HPLC chromatogram ของ artocarpin reference ที่ความเขมขน 0.0156 มิลลิกรัม  13 
 ตอมิลลิลิตร 
รูปที่ 7  HPLC chromatogram ของ artocarpin reference ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอ  13 
 มิลลิลิตร 
รูปที่ 8  กราฟมาตรฐานของความสัมพันธระหวางความเขมขนของ artocarpin reference และ 14 
 พื้นที่ภายใน chromatogram (peak area) 
รูปที่ 9  HPLC chromatogram ของสารสกัดหยาบที่ความเขมขน 1.0 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร  14 
รูปที่ 10 HPLC chromatogram ของ isolated artocarpin ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอ  15 
 มิลลิลิตร  
รูปที่ 11 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระ  17 
 และความเขมขน (log) ของสารสกัดหยาบ 
รูปที่ 12 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระ  18 
 และความเขมขน (log) ของ isolated artocarpin 
รูปที่ 13 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระ  19 
 และความเขมขน (log) ของวิตามนิซ ี
รูปที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระ  20 
 และความเขมขน (log) ของวิตามนิอี 
รูปที่ 15 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา   21 
 24 ชั่วโมง เมือ่มองผานกลองจุลทรรศน ก) กาํลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลัง 
 ขยาย 400 เทา 
รูปที่ 16 ลักษณะทางกายภาพของเซลลเคราติโนไซตภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา   21 
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 24 ชั่วโมง เมือ่มองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลัง 
 ขยาย 400 เทา 
 
รูปที่ 17 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอ cell viability ของเซลลไฟโบร-  23 
 บลาสตหลังจากทีเ่ซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125 – 75 ไมโครกรัมตอมิลลิ- 

 ลิตรเปนเวลา 24ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยของcell viability  คาเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน (triplicate study) ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม 
 (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูด 
 กลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมคีาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
รูปที่ 18 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   24 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 19 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   24 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 20 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   25 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 21 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากท่ีถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   25 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 22 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอ cell viability ของเซลลไฟโบร-  26 
 บลาสตหลังจากทีเ่ซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125 –75 ไมโครกรัมตอมิลลิ- 

 ลิตรเปนเวลา 48ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยของ cell viability  คาเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน (triplicate study) ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม 
 (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต)โดยปรับใหคาดูด 
 กลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมคีาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
รูปที่ 23 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   27 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 24 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   27 
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 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
 
รูปที่ 25 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   28 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 26 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   28 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 27 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอ cell viability ของเซลลไฟโบร-  29 
 บลาสตหลังจากทีเ่ซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125 –75 ไมโครกรัมตอมิลลิ- 

 ลิตรเปนเวลา 72 ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยของcell viability  คาเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน (triplicate study) ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม  
 (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต)โดยปรับใหคาดูด 
 กลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมคีาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
รูปที่ 28 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   30 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 29 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   30 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 30 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   31 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 31 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   31 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 32 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการเพิม่จํานวนของเซลลไฟโบร-  33 
 บลาสตหลังจากทีเ่ซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125  – 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 เปนเวลา 24 ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของการเพิม่จํานวนเซลล  คาเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน (triplicate study)  ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม 
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 (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต)โดยปรับใหคาดูด 
 กลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมคีาเทากับ 100 เปอรเซ็นต (*, p< 0.05,  
 Student’s t-testเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม) 
รูปที่ 33 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   34 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา   
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 34 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   34 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 35 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   35 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 36 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   35 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 37 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการเพิม่จํานวนของเซลลไฟโบร-  36 
 บลาสตหลังจากทีเ่ซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125 –75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 เปนเวลา 48ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉลีย่ของการเพิ่มจํานวนเซลล  คาเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน (triplicate study)  ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม 
 (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูด 
 กลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมคีาเทากับ 100 เปอรเซ็นต (*, p< 0.05,  
 Student’s t-test เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม) 
รูปที่ 38 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   37 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 39 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   37 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา   
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 40 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   38 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
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รูปที่ 41 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   38 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 48 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 42 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการเพิม่จํานวนของเซลลไฟโบร-  39 
 บลาสตหลังจากทีเ่ซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125 –75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 เปนเวลา 72 ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของการเพิม่จํานวนเซลล  คาเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน (triplicate study)  ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม 
 (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืน 
 แสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากบั 100 เปอรเซ็นต (*, p< 0.05,  
 Student’s t-test เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม) 
รูปที่ 43 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   40 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 44 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   40 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 45 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   41 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 
รูปที่ 46 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ   41 
 และ ข) isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 72 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 47 ผลของความเขมแสงยูวีบทีี ่64, 128 และ 192 จูลตอตารางเซนติเมตรตอการเพิ่ม  43 
 จาํนวนของเซลลไฟโบรบลาสต กราฟแทงแสดงการเพิม่จํานวนของเซลลเมื่อไดรับ 
 แสงยูวีบทีี่ความเขมแสงตางๆ ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม  
 (control, อาหารเล้ียงเซลลทีม่ี DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นตที่ไมถูกฉายแสงยูวบีี)  
 โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากบั 100 เปอรเซ็นต 
รูปที่ 48 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตกลุมควบคุมภายหลังจากการเพาะเล้ียง  43 
 เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ  
 ข) กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 49 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 64 จูลตอตาราง-  44 
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 เซนติเมตร แลวเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลัง 
 ขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
 
รูปที่ 50 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง128 จูลตอตาราง- 44 

 เซนติเมตร แลวเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลัง 
 ขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 51 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 192 จูลตอตาราง-  45 
 เซนติเมตร แลวเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลัง 
 ขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 52 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 128 จูล  47 
 ตอตารางเซนติเมตรก) กลุมควบคุม (control) คือเซลลทีไ่มไดรับแสงยูวีบี, ข) กลุม  
 negative control คือเซลลทีไ่ดรับแสงยูวีบีอยางเดียว, ค) กลุม positive control คือ 
 เซลลไดรับแสงยูวีบีและวิตามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ ง) คือ 
 เซลลที่ไดรับแสงยูวีบ ีและสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กราฟแสดง 
 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยปรับใหคาความเขมของ band โปรตีนที่วัดไดจาก 
 เซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
รูปที่ 53 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไมไดรับแสงยูวีบี (control, กลุมควบคุม)  47 
 ภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลัง 
 ขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 54 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีีความเขม 128 จูลตอ  48 
 ตารางเซนติเมตร (กลุม negative control) และเพาะเล้ียงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมงเมื่อ 
 มองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 55 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีีความเขม 128 จูลตอ  48 
 ตารางเซนติเมตร และวิตามนิซีเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (กลุม positive  
 control) และเพาะเล้ียงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลัง 
 ขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 56 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีีความเขม 128 จูลตอ  49 
 ตารางเซนติเมตร และสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและเพาะเล้ียง 
 ตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข)  
 กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 57 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 128 จูล  50 
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 ตอตารางเซนติเมตร ก) กลุมของเซลลที่บมกับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ 
 มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ,ี ข) กลุมควบคุม (control) คือเซลล 
 ที่ไมไดรับแสงยูวีบี, ค) กลุม negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว  
 และ ง) กลุม positive control คือเซลลไดรับวิตามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ 
 มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ีกราฟแสดงปริมาณโปรคอลลาเจน 
 ชนิดที ่1โดยปรับใหคาความเขมของ band โปรตีนทีว่ัดไดจากเซลลในกลุมควบคุม 
 มีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต (กลุมที่ไมไดรับแสงยูวีบ)ี 
รูปที่ 58 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธระหวางโปรคอลลาเจนทีค่วามเขมขนตางๆ และ  52 
 คาการดูดกลืนแสง 
รูปที่ 59 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ภายนอกเซลลไฟโบรบลาสต โดยกลุมควบคุม   52 
 (control) คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบ,ี negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบ ี
 อยางเดียว,positive controlคือเซลลที่ไดรับวิตามนิซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ 
 มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบีและisolated artocarpin คือเซลล 
 ที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนได 
 รับแสงยูวีบี กราฟแทงแสดงปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ภายนอกเซลลไฟโบร- 
 บลาสต (*, p< 0.05, Student’s t-test เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม) 
รูปที่ 60 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธระหวาง MMP-1 ที่ความเขมขนตางๆ และคาการ  54 
 ดูดกลืนแสง 
รูปที่ 61 ปริมาณการหล่ัง MMP-1 ทีห่ล่ังโดยเซลลไฟโบรบลาสต โดยกลุมควบคุม (control)   54 
 คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบี, negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว,  
 positive control คือเซลลที่ไดรับวิตามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบีและ isolated artocarpin คือเซลลที่ไดรับ 
 สารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสง 
 ยูวีบี กราฟแทงแสดงปริมาณ MMP-1 ภายนอกเซลลไฟโบรบลาสต (*, p< 0.05,  
 Student’s t-test) 
รูปที่ 62 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธระหวาง MMP-13 ที่ความเขมขนตางๆ และคาการ 55 
 ดูดกลืนแสง 
รูปที่ 63 ปริมาณการหล่ัง MMP-13 ทีห่ล่ังโดยเซลลไฟโบรบลาสต โดยกลุมควบคุม (control)  55 
 คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบี, negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว,  
 positive control คือเซลลที่ไดรับวิตามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบีและ isolated artocarpin คือเซลลที่ไดรับ 
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 สารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสง 
 ยูวีบี กราฟแทงแสดงปริมาณ MMP-13 ภายนอกเซลลไฟโบรบลาสต (*, p< 0.05,  
 Student’s t-test) 
รูปที่ 64 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธระหวาง TNF-α ที่ความเขมขนตางๆ และคาการ  58 
 ดูดกลืนแสง 

รูปที่ 65 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการหล่ัง TNF-α โดยเซลลเครา-  58 
 ติโนไซตเมื่อ negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบอียางเดียว, crude extract 

 คือเซลลที่ไดรับสารสกัดหยาบ (มีปริมาณ artocarpin 43.85  0.03เปอรเซ็นตโดย 
 น้ําหนกั) ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสง 
 ยูวีบีและ isolated artocarpin (มีปริมาณ artocarpin 88.18± 0.02 เปอรเซ็นตโดย 
 น้ําหนกั)  คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  

 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวบีี กราฟแทงแสดงปริมาณ TNF-αที่หล่ังโดยเซลลเคราติ- 
 โนไซตที่ไดรับแสงยูวีบ ี(*, p< 0.05, Student’s t-test) 
รูปที่ 66 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธระหวาง TNF-α ที่ความเขมขนตางๆ และคาการ  59 
 ดูดกลืนแสง 
รูปที่ 67 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการหล่ัง IL-6 โดยเซลลเคราติ-  59 
 โนไซตเมื่อ negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว, crude extract  

 คือเซลลที่ไดรับสารสกัดหยาบ (มีปริมาณ artocarpin 43.85  0.03เปอรเซ็นตโดย 
 น้ําหนกั) ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสง 
 ยูวีบีและ isolated artocarpin (มีปริมาณ artocarpin 88.18± 0.02 เปอรเซ็นตโดย 
 น้ําหนกั)  คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา  
 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวบีี กราฟแทงแสดงปริมาณ IL-6 ที่หล่ังโดยเซลลเคราติโน- 
 ไซตที่ไดรับแสงยูวีบ ี(*, p< 0.05, Student’s t-test) 
รูปที่ 68 ผลของสารสกัดตอความหนาของผิวหนังหน ูเมือ่ control group คือไมไดรับแสงยูวีบ,ี 62 
 negative controlคือไดรับแสงยูวีบีและน้าํเปลา, positive controlคือไดรับแสงยูวีบี  
 และวิตามนิซีเขมขน 3เปอรเซ็นต, test group คือไดรับแสงยูวีบ ีและสารสกัด isolated  
 artocarpin ความเขมขน0.02 เปอรเซ็นต กราฟแทงแสดงความหนาของผิวหนังหนูที่ได 
 รับแสงยูวีบ ี(N=4) (*, p< 0.05, Student’s t-test) 
รูปที่ 69 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหนทูี่ไมได  63 
 รับแสงยูวีบี (control group) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลอง 
 จุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 70 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหนทูี่ไดรับ  63 
 แสงยูวีบ ีรวมกับการทาน้ําเปลา (negative control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห 
 เมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 71 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหนทูี่ไดรับ  64 
 แสงยูวีบ ีรวมกับการทาวิตามินซี 3 เปอรเซ็นต (positive control) ครบตามระยะเวลา  
 12 สัปดาหเมือ่มองผานกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 72 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหนทูี่ไดรับ  64 
 แสงยูวีบ ีรวมกับการทาสารสกัดisolated artocarpin0.02 เปอรเซ็นต (test group)  
 ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 73 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธระหวางไฮดรอกซีโปรลีนที่ความเขมขนตางๆ และ  66 
 คาการดูดกลืนแสง 
รูปที่ 74 กราฟแทงแสดงปริมาณของไฮดรอกซีโปรลีนในเนื้อเยื่อตัวอยาง เมื่อ control group   66 
 คือไมไดรับแสงยูวีบ,ี negative control คือไดรับแสงยูวีบีและนํ้าเปลา, positive control  
 คือไดรับแสงยูวีบี และวิตามนิซีเขมขน 3 เปอรเซ็นต และ isolated artocarpin คือ 
 ไดรับแสงยูวีบี และสารสกัดเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต (N=4) (*, p< 0.05, Student’s t-test) 
รูปที่ 75  กราฟแทงแสดงปริมาณคอลลาเจนในเนื้อเยื่อตัวอยาง เมื่อ control group คือไมได  67 
 รับแสงยูวีบ,ี negative control คือไดรับแสงยูวีบีและน้าํเปลา, positive control คือ 
 ไดรับแสงยูวีบี และวิตามินซเีขมขน 3 เปอรเซ็นต, isolated artocarpin คือไดรับแสงยูวีบ ี 

และสารสกัดเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต (N=4) (*, p< 0.05, Student’s t-test เมื่อเทยีบกับ 
 กลุมควบคุม) 
รูปที่ 76 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนงัหนู เมื่อไมไดรับแสง  69 
 ยูวีบี (control group) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห เมือ่มองผานกลองจุลทรรศน 
 กําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 77 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนงัหนู เมื่อไดรับแสงยูวีบ ี  69 
 รวมกับการทาน้ําเปลา (positive control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห เมื่อมอง 
 ผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 78 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนงัหนู เมื่อไดรับแสงยูวีบ ี  70 
 รวมกับการทาวิตามนิซี 3 เปอรเซ็นต (positive control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห 
 เมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
รูปที่ 79 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนงัหนู เมื่อไดรับแสงยูวีบ ี  70 
 รวมกับการทาสารสกัดisolated artocarpin0.02 เปอรเซ็นต (positive control) ครบ 
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 ตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
 

รูปที่ 80 แผนภาพแสดงฤทธ์ิของสารสกัด islolated artocarpin ในการยับยั้งการทําลาย  77 

  คอลลาเจน โดยสารกัดมีฤทธิ์ free radical scavenging และยับยัง้การปลดปลอย 

  สารสื่ออักเสบ เชน TNF-α และ IL-6 จากเซลลเคราติโนไซตที่อยูในชัน้ epidermis  
  รวมทัง้มีฤทธิ์ในการยับยัง้การปลดปลอยเอนไซม MMP-1 และ MMP-13 ฤทธิ์ตางๆ  
  เหลานี้ จะสงใหการทําลายคอลลาเจนในผิวหนังชัน้ dermis ลดลง 
 
 



1 
 

บทที่ 1 
บทนํา 

1. ความเปนมาและความสําคัญของเรือ่ง 
ผิวหนัง เปนอวัยวะหลักที่สะทอนใหเห็นถึงความเปล่ียนแปลงของรางกายที่เกดิข้ึนอันเนื่องจาก

ความแก (aging) การเปล่ียนแปลงของผิวหนงัทีเ่หน็ไดชัดคือความยืดหยุนของผิวทีล่ดลง ซึง่เกิดควบคูกับ

การเกิดร้ิวรอย (wrinkles) หรืออาจกลาวไดวาร้ิวรอยเปนส่ิงบงชี้ถงึความแก เปนทีท่ราบกนัดีวาความแก

เกิดจากการทีร่างกายมีการสะสมโมเลกุลที่เส่ือมสภาพที่รางกายผลิตข้ึนมา โมเลกุลที่เส่ือมสภาพ เชน 

โปรตีน และยีน ที่ถูกทาํใหเปล่ียนแปลงโดย reactive oxygen species (ROS)  หรือ อนุมูลอิสระ (free 

radicals) [1-3] ซึ่งสามารถเกิดข้ึนเองในรางกายอันเปนผลมาจากกระบวนการสันดาปภายในรางกาย หรือ

อนุมูลอิสระทีม่ีสาเหตุจากส่ิงกระตุนจากส่ิงแวดลอมภายนอก เชน แสง UV   จากการศึกษาพบวา

กระบวนการทางชวีวทิยา และชีวโมเลกลุที่เกีย่วของกบักระบวนการทําใหผิวหนงัแกนัน้ ไดแก 1) การ

สังเคราะหโปรตีนคอลลาเจน (collagen) โดยเซลลไฟโบรบลาสต (fibroblast) ลดลง โดยเฉพาะการ

แสดงออกของยีนโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 (type I procollagen) [4-7] และ 2) เสนทางการสงสัญญาณ 

(signal transduction pathway) ซึ่งสงผลทาํใหการแสดงออกของยีนตางๆ ในเซลลไฟโบรบลาสตที่

เกี่ยวของกับการทําลายเนื้อเยื่อเกี่ยวพนัในชั้นผิวหนงัเพิ่มข้ึน [8-10] ยีนเหลานี ้ ไดแก เมทริกซเมทาลอ

โปรตีนเนสชนดิที่ 1 (metalloproteinase-1, MMP-1) หรือที่รูจักกันในนาม collagenase I และ MMP-13 

หรือที่รูจักกนัในนาม collagenase III  [11] เปนตน เอนไซมเหลานี้สามารถยอยสายโปรตีนคอลลาเจน เชน 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 (type I collagen) ซึ่งพบในผิวหนงั [12-13] และนอกจากนี้ยงัพบวาเซลลไฟโบร- 

บลาสตยังสูญเสียศักยภาพในการเคล่ือนตัว (migration) ไปยังเสนใยคอลลาเจน และยึดเกาะ (adhesion) 

กับเสนใยดังกลาว สงผลใหการจัดระเบียบหรือจัดเรียงตัว (reorganization) ของเสนใยคอลลาเจนโดย

เซลลไฟโบรบลาสตเกิดข้ึนไมสมบูรณ รวมทั้งการสูญเสียศักยภาพในการเกาะติดกับเสนใยคอลลาเจนของ

ไฟโบรบลาสตยังทําใหคุณสมบัติเชิงกล เชน ศักยภาพในการหดตัว (contractile capacity) ของเซลลลดลง

ดวย [14-16] อาจกลาวไดวาปริมาณคอลลาเจนที่ลดลง การทาํลายคอลลาเจนทีม่ากข้ึน การจดัระเบียบ

เสนใยคอลลาเจนที่ผิวหนงัชัน้ dermis ทีไ่มสมบูรณ และการสูญเสียความสามารถในการหดตัวของเซลล

ไฟโบรบลาสตอันเนื่องมาจากอายุมากข้ึน ทําใหโครงสรางของเนื้อเยือ่เกี่ยวพันเกิดการเปล่ียนแปลง  และ

นําไปสูการเกดิร้ิวรอยที่ผิวหนังและสูญเสียความยืดหยุน  

 จากที่กลาวมาขางตน อาจสรุปไดวาคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีความสาํคัญตอการคงสภาพของผิวหนงั

ในไมใหเกิดร้ิวรอย เปนที่ทราบกันดีวาคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ประกอบไปดวยสายพอลีเปปไตด 

(polypeptide) จํานวน 3 สาย ไดแก สาย 1(I) จํานวน 2 สาย และ 2(I) จํานวน 1 สาย โดยมีไฮดรอก-



2 
 

ซีโปรลีน (hydroxyproline) เปนองคประกอบหลัก ข้ันตอนการสังเคราะหโดยไฟโบรบลาสตเร่ิมจากที่ยนีที่

เกี่ยวของกับการแสดงออกของสายพอลีเปปไตดทั้ง 2 ชนิด ไดแก COL1A1 และ COL1A2 ถกูกระตุน 

สงผลใหไดสายพอลีเปปไตดดังที่กลาวมาแลวขางตน ซึ่งเรียกวา pro-1(I) และ pro-2(I) ทีม่ีกรดอะมิโน

ไกลซีน (glycine) และโปรลีน (proline) ที่เปนองคประกอบหลัก สายพอลีเปปไตดเหลานี้เคล่ือนที่เขาสู 

endoplasmic reticulum ซึ่งเปนหนวยภายในเซลลที่เกดิการไฮดรอกซีเลชัน (hydroxylation) ของกรดอะมิ

โนโปรลีน ไดเปนไฮดรอกซีโปรลีน ซึง่การเกิด hydroxylation นี้จะสงผลใหสาย pro-1(I) และ pro-2(I) 

ประสานกันผาน hydrogen bond เกิดเปนโปรคอลลาเจนที่ประกอบไปดวยพอลีเปปไตด 3 สาย (triple 

helix procollagen) ซึง่โปรคอลลาเจนที่เกิดข้ึนนี้จะถูกปลดปลอยออกนอกเซลลผานทาง Golgi 

apparatus แลวตามดวยการตัดสายพอลีเปปไตดตรงบริเวณ N-terminal และ C-terminal โดยเอนไซมที่

จําเพาะไดเปนคอลลาเจน ซึ่งคอลลอเจน หลายๆ โมเลกุลจะเกาะกลุมรวมกนัไดเป ไฟบริล (fibril) ไฟบริลนี้

จะทาํงานรวมกับองคประกอบอ่ืนๆ [17] ในการทาํหนาที่เปนโครงรางใหเซลลไฟโบรบลาสตยึดเกาะ และ

ทํางานไดอยางสมบูรณ    

เมื่อพิจารณาในระดับชีวโมเลกุลที่เกีย่วของกับการแสดงออกของยีน COL1A1 และ COL1A2  นัน้ 

มีหลักฐานทางวิทยาศาสตรที่ชี้ใหเหน็วา transforming growth factor- (TGF-) เปนกลุมชีวโมเลกุลที่

สําคัญที่สงผลตอการผลิตคอลลาเจน รวมทั้งการจัดระเบียบ [18-21] โดย TGF- จะจับกบัรีเซ็ปเตอร 

(receptor; serine/threonine kinase transmembrane ไดแก TRI และ TRII) การกระตุนการทาํงาน

ของรีเซ็ปเตอรที่เกิดข้ึนจากการจับกับ TGF- สงผลใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ที่

โปรตีนที่อยูในกลุมที่มชีื่อเรียกวา mothers against decapentaplegic (Smads)  ไดแก Smad2 และ 

Smad3 ที่อยูใน cytoplasm และทําหนาทีเ่ปนส่ือกลาง (mediator) Smad2 และ 3 ที่ถูกเติมหมูฟอสเฟตนี ้

เปนสารส่ือกลางที่อยูในภาวะที่พรอมจะทาํงาน (active) และเกดิการฟอรมเปนโครงสรางทีซ่ับซอนกับ 

Smad4 (heteromeric complex) กอนที่จะเคล่ือนตัวเขาสูนิวเคลียส และทําหนาที่กระตุนการแสดงออก

ของยีนโดยการจับกับ DNA  การเติมหมูฟอสเฟต และการเคล่ือนที่เขาสูนวิเคลียสนี้ถกูยบัยั้งไดโดย 

Smad7 [22, 23] หรืออาจกลาวไดวา Smad7 นั้นขัดขวางผลของ TGF- ในการกระตุนการแสดงออกของ

ยีน เชน คอลลาเจน โดยการทํางานของ Smad7 นัน้มีการศึกษาทีช่ี้ใหเหน็วาเปนผลสืบเนื่องจาก (tumer 

necrosis factor  (TNF-) [24 – 26] ที่เปน cytokine ที่กระตุนใหเซลลผลิตเอนไซมเมทริกซเมทาโล

โปรตีนเอส (matrix metalloproteinases; MMPs) ที่มาทาํลายคอลลาเจน  แผนภาพแสดงการทํางานของ 

TGF- ตอการสรางคอลลาเจนชนิดที่ 1 แสดงในรูปที ่1 

ที่กลาวมาขางตนก็เพื่อตองการชี้ใหเห็นวาการศึกษาและเขาใจผลที่เกดิจาก TGF- ในระดับเซลล

และชีวโมเลกลุเปนส่ิงที่จาํเปนในทางวทิยาศาสตรเคร่ืองสําอาง เพื่อนํามาใชเปนแมแบบในการพัฒนาและ/
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หรือคนหาสารสําคัญที่สงผลในทางเดียวกบั TGF- ในการกระตุนการสรางคอลลาเจน จากการศึกษา

คนควาของผูวจิัยพบวาในปจจุบันมีสารทีม่ีตนกาํเนิดจากธรรมชาติ ที่มีวัตถุประสงคในการนาํไปใชเพื่อลบ

เลือนร้ิวรอยและ/หรือเพิ่มการสรางคอลลาเจนในเซลลไฟโบรบลาสตที่ถูกเหนี่ยวนาํดวยแสง UVB เชน 

asiaticoside ที่พบในใบบัวบก (Centella asiatica) [27] สารสกัดจากรากโสม (Panax ginseng) [28, 29] 

สารสกัดจากใบของ Magnolia obovata [30] สารสกัดจากเฟรน (Polypodium leucotomos) [31] สาร

สกัดจากชาเขียว (Camellia sinensis)[32] และสารสกัดจาก Eucommia ulmoides  [33] สามารถ

เหนีย่วนําใหเซลลไฟโบรบลาสตผลิตโปรคอลลาเจนมากข้ึน โดยกลไกในการเหน่ียวนาํเกี่ยวของกับการ

กระตุนการแสดงออกของยีน TGF- และ/หรือกระตุนการทํางานของโปรตีน Smad  
ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีทรัพยากรธรรมชาติที่อุดมสมบูรณ มีความหลากหลายทางชีวภาพ วัตถุดิบ

จากธรรมชาติหลายชนิด เชน วัตถุดิบที่ไดจาก พืช สัตว และแรธาตุ มีศักยภาพที่จะนํามาพฒันาเพื่อเปน
ผลิตภัณฑจากธรรมชาติ โดยมีวัตถุประสงคเพื่อใชในทางเคร่ืองสําอาง เมื่อไมนานมานี้ผูดําเนนิการวิจยัได
นําสารสกัดจากแกนสาเก (Artocarpus incisus) ที่อยูในวงศ Moraceae ซึ่งเปนพืชพืน้เมืองทีพ่บทัว่ไปใน
ประเทศไทย มาศึกษาถงึศักยภาพของสารสกัดในการนําไปใชในผลติภัณฑเคร่ือง สําอาง ผลการศึกษาที่ได
พบวาสารสกดัแกนสาเกทีม่ีสารอารโทคารปน (artocarpin) เปนองคประกอบหลัก (มีสารนี้อยูในปริมาณ 
40-45 เปอรเซ็นต) สามารถยับยัง้การสรางเม็ดสีผิว (melanin) ในเซลลเมลาโนไซต (melanocyte) และใน
หนทูี่ถกูกระตุนใหสีผิวเขมข้ึน (UVB-induced hyperpigmentation) [34-36] โดยที่สารสกัดในความ
เขมขนนอยกวาเทากับ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเปนพิษตอเซลลเมลาโนไซต ในขณะสารอารโทคารปน 
(purified) ที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมีผลทําใหการแบงตัวของเซลลลดลง และรูปรางเซลล
เปล่ียนแปลง [34] ผลที่ไดบงช้ีวาการนําสารสกัดหยาบมีประโยชนเหนือสารสกัดบริสุทธิ์ในแงความเปนพิษ
ตอเซลล  นอกจากนี้ยงัพบวาสารสกัดหยาบดังกลาวสามารถฟนฟูการทํางานของเซลลไฟโบรบลาสต ที่
แยกจากผิวหนังมนุษยบริเวณที่เปนร้ิวรอย โดยสารสกดักระตุนการสรางโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ยับยั้งการ
สราง MMP ชนิดที ่1 (MMP-1) รวมทัง้สามารถฟนฟูศักยภาพในการจัดระเบียบ (reorganization) คอลลา
เจน  และการหดตัว (contraction) ของเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนังบริเวณที่มีร้ิวรอย [37]  และ
เพื่อทาํการตอยอดการศึกษาดังกลาวขางตน ผูดําเนินการวิจยัจึงออกแบบการศึกษาเพื่อประเมินประโยชน
ของสารสกัด ในแงของความสามารถของการฟนฟกูารสรางคอลลาเจนของเซลลผิวหนังที่ถกูทําลายดวย
แสงยูวีบ ี รวมทั้งกลไกที่เกี่ยวของ โดยในโครงการวิจยันี้ผูดําเนินการวิจัยจะนําสารสกัดมาศึกษาผลตอการ
ปองกนั หรือฟนฟูการทํางานของเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนังมนุษยทีถู่กกระตุนดวยแสงยูวบีี 
ในแงของการสรางโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 โดยมีความคาดหวังวาผลที่ได จะเปนไปในแนวทางเดียวกับ
การศึกษาในเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกจากเซลลผิวหนงัมนุษยบริเวณที่เปนร้ิวรอย   นอกจากนี้ผูดําเนนิการ  
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แผนภาพแสดงการทํางานของ transforming growth factor  (TGF-) ตอการสรางคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดย TGF- 
จะจับกับรีเซ็ปเตอร (receptor; serine/threonine kinase transmembrane ไดแก TRI และ TRII) การกระตุนการ
ทํางานของรีเซ็ปเตอรที่เกิดขึ้นจากการจับกับ TGF- สงผลใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ที่โปรตีนที่อยูใน
กลุมที่มีชื่อเรียกวา mothers against decapentaplegic (Smads)  ไดแก Smad2 และ Smad3 ที่อยูใน cytoplasm 

และทําหนาที่เปนส่ือกลาง (mediator) Smad2 และ 3 ที่ถูกเติมหมูฟอสเฟตน้ี เปนสารส่ือกลางที่อยูในภาวะท่ีพรอมจะทํางาน 
(active) และเกิดการฟอรมเปนโครงสรางที่ซับซอนกับ Smad4 (heteromeric complex) กอนที่จะเคล่ือนตัวเขาสู
นิวเคลียส และทําหนาที่กระตุนการแสดง ออกของยีนโดยการจับกับ DNA  การเติมหมูฟอสเฟต และการเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียส
นี้ถูกยับย้ังไดโดย Smad7  

- 
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วิจัยยงัศึกษากลไกในการกระตุนการสรางคอลลาเจนของสารสกัด โดยมีสมมติฐานทีว่าสารสกัดอาจสงผล

ตอการแสดงออกของโปรตีน TGF- และ Smads เชนเดียวกับสารสกัดจากธรรมชาติอ่ืน ที่เปนทีย่อมรับวา
มีศักยภาพในการนาํมาใชในการตานร้ิวรอย เชน asiaticoside ผลที่ไดจากการศึกษานีจ้ะเปนหลักฐานทาง
วิทยาศาสตรในเชิงลึก ที่ชี้ใหเหน็ถึงศักยภาพของสารสกัดจากพชืที่พบในประเทศไทยตอการฟนฟูเซลล
ผิวหนังที่เส่ือมสภาพโดยแสงยูวีบ ี

2. วัตถุประสงคของการวจิัย 
 1. ตราวจสอบผลของสารสกัดจากแกนตนสาเก ตอการสรางคอลลาเจนในเซลลไฟโบรบลาสตที่
แยกไดจากผิวหนงัมนุษยที่ถกูเหนี่ยวนาํใหเส่ือมสภาพดวยแสงยูวีบ ี
 2. ศึกษากลไกในระดับชีวโมเลกุลทีเ่กี่ยวของกับการเหนี่ยวนาํใหเกิดการสังเคราะห และยับยัง้การ
ทําลายคอลลาเจนโดยสารสกัดอารโทคารปนที่แยกไดจากแกนตนสาเก ในเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจาก
ผิวหนังมนุษยที่ถูกเหนี่ยวนาํใหเส่ือมสภาพดวยแสงยูวีบ ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



6 
 

บทที่ 2  

วิธีการดําเนินการวิจัยและผลการวิจัย 

1. สารเคมี สตัวทดลอง อุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตร 
1.1 แหลงพืช 
1. แกนตนสาเก (Artocarpus incisus, จังหวัดพษิณุโลก) 
 
1.2สารเคมี  
1. Acetone (A.R. grade, Batch No. 09061216, LabScan Asia Co., Ltd., Thailand) 
2. Acrylamide, 99% (Control 210008680, BIO-RAD Laboratories, Chaina) 
3. DL-alpha tocopherol (Lot No. LB84486V, TTK science Co., Ltd., Bangkok, Thailand) 
4. Ammonium Persulfate; APS (Control 210001146, BIO-RAD Laboratories, Hercules, 

California, USA) 
5. Amphotericin B; Fungizone (Lot No. 933505A, GIBCO, Auckland, NZ) 
6. L(+)-Ascorbic acid (ACS, PH EUR) pure P.A.;vitamin C (Batch No. 1031/04/09, POCH 

SA, Poland) 
7. BLUeye Prestained Protein Ladder (Genedirex, Lot No. 11PM185402, USA) 
8. Bovine serum albumin; BSA (Lot No. 036K07341, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, 

USA) 
9. Cell proliferation kit II (XTT) (Lot No 11465015001, Roche Diagnostics Corporation, 

Indianpolis, USA) 
10. Cell proliferation ELISA; BrdU (Lot No. 12196100, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany) 
11. DC protein Assay Reagent A (Control. 21005950, BIO-RAD Laboratories, Hercules, 

California, USA) 
12. DC protein Assay Reagent B (Control. 21005954, BIO-RAD LLaboratories, Hercules, 

California, USA) 
13. Diethyl ether; Et2O (A.R. grade, Batch No. 10050039,  LabScan Asia Co., Ltd., Thailand) 
14. Dimethylsulfoxide; DMSO (A.R. grade, Batch. #76096AM, Sigma chemical   Co., 

Ltd.,USA) 
15. Dispase®   (Lot No. 17105-041, GIBCO, Auckland, NZ) 
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16. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – low glucose; DMEM - LG (Batch. # 029K8309, 
Sigma-Aldrich CO., St. Louis, Missouri, USA) 

17. ELISA kit for MMP-1 (Ray Biotech, Inc., Norcross, Germany) 
18. ELISA kit for MMP-13 (Ray Biotech, Inc., Norcross, Germany) 
19. Eosin (Lot No. NOV2009, C.V. Laboratories Co., Ltd., Thailand) 
20. Ethyl acetate; ET2O (A.R. grade, Batch No. 11020181, LabScan Asia Co., Ltd., Thailand) 
21. Fetal bovine serum;FBS (A.R. grade, Lot No.41F5498K, GIBCO, Auckland, NZ) 
22. Glycine (Control 219996447, BIO-RAD Laboratories, Hercules, California, USA) 
23. Goat Anti-Mouse IgG,12-349HRP Conjugate (Lot No. NG 1850774, Millipore Co., Ltd., 

California, USA) 
24. Hematoxylin (Lot No. NOV2009, C.V. Laboratories Co., Ltd., Thailand) 
25. Hexane (A.R. grade, Batch No. 11100001, LabScan Asia Co., Ltd., Thailand) 
26. LuminataTM Forte Western HRP Substrate (Lot No. 121673, Milipore Co., Ltd., Billerica, 

MA, USA) 
27. Methanol; MeOH (HPLC  grade, Batch No. 11030307, LabScan Asia Co.,Ltd., Thailand) 
28. N, N, N´, N´-Tetra-methylethylenediamine; TEMED (Lot No. 210001692, BIO-RAD 

Laboratories, Hercules, California, USA) 
29. Monoclonal Antibody to Human Procollagen Type I C-peptide (PIP) (Lot No. AA08519Z, 

TAKARA BIO INC., Shiga, Japan) 
30. N, N´-Methylene-bis-acrylamide (Control 210003895,BIO-RAD Laboratories, Hercules, 

California, USA ) 
31. Penicillin Streptomycin; Penstrep (10,000 Units/mL Pennicillin and 10,000 μg/mL 

Streptomycin, Lot No. 1116257, Gibco, New York, USA) 
32. Potassium dihydrogen orthophosphate; KH2PO4 (Batch No. AF501339, Ajax Finechem, 

NSW, Australia) 
33. Secondary antibodies, Cy5 conjugated goat polyclonal to rabbit IgG (Cat No. ab6564, 

Abcample, Cambridge, UK) 
34. Skim milk powder (Lot No. VL321563126, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
35. Sodium bicarbonate; Na2CO3 (Lot No. 050M0127V, Sigma-aldrich Co., Ltd., St.Louis, 

MO, USA) 
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36. Sodium chloride (Batch No. 0811292, Ajax Finechem Pty Ltd., New South Wales, 
Australia) 

37. Sodium dodecyl sulfate; SDS (Control 210001229, BIO-RAD Laboratories, Hercules, 
California, USA) 

38. di-Sodium hydrogen orthophosphate anhydrous; Na2HPO4 (Batch No. 9909123199, 
Fisher Scientific UK Limited, UK) 

39. Sodium sulphide x-hydrate (Lot.0000190568, Panreac, Castellar del Valles, Barcelona, 
Spain) 

40. Sterile water for injection (Lot No. 534392, A.N.B. Laboratories Co., Ltd., Thailand) 
41. T-PER® Tissue Protein Extraction Reagent (Lot No. LC144879, Thermo scientific, IL, 

USA) 
42. Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; Tris-base (Lot No. 8382A003734, Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) 
43. Triton X-100 (Batch No. 0265700, Fisher Scientific UK Ltd., Loughborough, Leics, UK) 
44. Trypan blue solution (R&D grade, Lot No. 55K2342, Sigma Chemical Co., Ltd., USA) 
45. Trypsin EDTA (A.R. grade, Lot No.917999, GIBCO, Canada) 
46. Tween 20 (Lot No. S4571815619, VWR International Ltd., Poole, UK) 
47. Procollagen type I c-peptide (PIP) EIA Kit (Lot No. AB07534C, TAKARA BIO INC., Shiga, 

Japan) 
 
1.3 สัตวทดลอง 
1. หนทูดลองเพศผู (หนูเมาสสายพนัธุ ICR, อาย ุ5 สัปดาห, สํานักทดลองแหงชาติ มหาวยิาลัยมหิดล, 
จังหวัดนครปฐม) 
 
1.4 อุปกรณ และเครื่องมือวิทยาศาสตร 
1. ChemiDocTM XRS+ with Image LabTM Software (BIO-RAD Laboratories, California, 

USA) 
2. Fluorescent sunlamps emitting rays between 275-305 nm (Toshiba FL8BLB, Japan) 
3. Gemini column C18 250 x 4.60 mm (Phenomenex, Fortune Scientific CO., LTD., 

Bangkok, Thailand) 
4. High performance  liquid chromatographer; HPLC (model LC-20A, Shimadzu, Japan) 
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5. Hot air oven (Memmert GmbH & Co. KG, Germany) 
6. Incubator (model 311,ThermoForma, USA) 
7. Inverted microscope (model AE2000, Motic, New York, USA) 
8. Mass spectrometer (API4000, Applied Biosystems, USA) 
9. Microplate spectrophotometer (Spectra Count, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) 
10. Mini PROTEAN® 3 systems Glass Plates (Work Order No. INN118814, BIO-RAD 

Laboratories, Hercules, California, USA) 
11. Mini PROTEAN® Tetra Cell (Serial No. 552BR007509, BIO-RAD,China) 
12. 1H Nuclear magnetic resonance; NMR (Bruker av400, Billerica, Massachusetts, USA)   
13. pH meter (Mettle Toledo Model S20-K, GmbH Schwerzenbach, Switzerland) 
14. Polyvinylidene fluoride transfer membrane 0.45 μm (BioTraceTMPVDF, Lot No. T02639, 

Pall Co., Ltd., Mexico)  
15. Rotavapor (model R-200, Buchi, Switzerland) 
16. Select BioProduct (model BioVolt 300V, Serial No. 7626021, Lio lab international Co., 

Ltd., Taiwan) 
17. Silica gel 60 (Lot No. TA1653934017, Merck KGaA, Thailand ) 
18. Semi-dry blotters (TE70XP, Serial No. 30022272, Hoefer Inc, California, USA) 
19. Ultracentrifuge (Beckman Model J2-MC, Beckman Instruments, Inc., USA) 
20. Ultracentrifuge (Hettich Model Mikro 120, Bangkok Equipment & Chemical Co. Ltd., 

Bangkok, Thailand) 
21. UV-VIS detector (model SPD-20A, Shimadzu, Japan) 
22. UV-VIS Spectrophotometer (Varian Model Gray 1E, Thaiunique Co. Ltd., Bankok 

Thailand) 
23. Vertical laminar flow cabinet (model BHG2004S, Faster s.r.l., Italy) 
24. Water bath (model LWB-211A, Daihom LabTech Co. Ltd., Korea) 
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2. วธิีดําเนินการวิจัยและผลการวิจัย 

2.1 รายละเอียดของพืชทีใ่ชในการทดลอง 
ตนสาเก มีชื่อทางวทิยาศาสตรวา Artocarpus incises ชื่อสามัญคือ ขนุนสําปะลอ เปนพืชวงศ 

Moraceae ลักษณะเปนไมตนขนาดกลาง สูง 15-20 เมตร ไมผลัดใบ เรือนยอดทรงกลม แตกกิง่กานแผน
กวางเปลือกตนสีน้าํตาล เจริญเติบโตไดดีในที่โลงแจง แสงแดดจัดลักษณะใบ เปนใบเด่ียวเรียงสลับ รูปไข 
ขนาด 30-60 เซนติเมตร ขอบใบเปนแฉกลึกเกือบถึงเสนกลางใบแผนใบหนา สีเขียวเขมเปนมนัออกดอก
เปนชอทีซ่อกใบบริเวณปลาบกิ่งดอกสีเหลือง ชอดอกเพศผูหอยลงรูปรางคลายกระบอง ยาวประมาณ 30 
เซนติเมตรชอดอกเพศเมียทรงกลม ออกดอกตลอดปผลเกือบกลม ขนาด 15-20 เซนติเมตรสีเขียวอมเหลือง 
ภายในมีเนื้อนุม ไมมีเมล็ดสามารถพบไดทั่วไปในประเทศไทย [38] โดยแกนสาเกทีน่ํามาใชในการทดลองนี้
ไดมาเมื่อวนัที ่1 มิถนุายน 2554 จากโรงเรียนอนุบาลโรจนวิทย จังหวัดพิษณุโลก ดังแสดงในรูปที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 ตนสาเก (Artocarpus incisus) 

2.2 การสกัดและการแยก artocarpin จากแกนของตนสาเก [34, 37] 
นําแกนของตนสาเกมาสับเปนชิ้นขนาด 3 x 3 x 0.3 ลูกบาศกเซนติเมตรดังแสดงในรูปที ่ 2 นาํไป

อบใหแหงดวย hot air oven ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3 วัน จากนัน้นาํไปสับใหมีขนาด 0.5 x 
0.5 x 0.3 นาํชิ้นแกนสาเกจาํนวน 2.7 กิโลกรัมมาหมักดวย ET2O โดยใชวิธ ี maceration ที่อุณหภูมิหอง
จํานวน 2 รอบ (1 รอบใชเวลา 2 วัน) นําสารละลายที่ไดทั้งหมดมารวมกัน จากนั้นกําจัด ET2O โดยใช 
rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสจะไดสารสกัดหยาบปริมาณ 33.13 กรัม โดยประมาณ 
(คิดเปนรอยละ 1.23 ของแกนสาเกที่นาํมาสกัดทัง้หมด) นาํสารสกัดหยาบที่แหงแลวในปริมาณ 2.7 กรัม 
แพ็คลงในคอลัมนทีบ่รรจุดวย Silica gel 60 เก็บ fraction แบบ gradient โดยใช mobile phase คือ 
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hexane และ ethyl acetate จะไดผงสีเหลืองของสาร artocarpin (ในการศึกษานี้ใชชื่อวา isolated 
artocarpin)ในปริมาณ 0.47 กรัม โดยประมาณ (คิดเปนรอยละ17.41 ของสารสกัดหยาบ) ลักษณะของ
สารสกัดที่ไดแสดงในรูปที ่3 
 

 
รูปท่ี 2 แกนตนสาเกสับ 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 3 ลักษณะของสารสกัดที่ได 

 
นําสารสกัดหยาบ และ isolated artocarpin มาวิเคราะหปริมาณ artocarpinโดยวิธhีigh 

performance liquid chromatography (HPLC) โดยใช artocarpin reference ที่แยกไดในการศึกษากอน
หนานีม้าใชเปน standard material โครงสรางทางเคม ีและnuclear magnetic resonance, (NMR) ของ 
artocarpin reference ไดแสดงในรูปที ่4 และ 5 

 
 
 

สารสกัดหยาบ isolated artocarpin 



12 
 

 
 

รูปท่ี 4 โครงสรางทางเคมีของ artocarpin 

รูปท่ี 5 NMR spectrum ของ artocarpin reference ที่เตรียมไดในหองปฏิบัติการ 

2.3 วิเคราะหหาปริมาณ artocarpinโดย HPLC 
โดยสภาวะที่ใชในการวิเคราะหมีดังตอไปนี้ [34, 37] 
Column:  Gemini column C18 ขนาด 250 มิลลิเมตร x 4.60 มิลลิเมตร 
Mobile phase:  Methanol : น้าํ (80 : 20) 
Flow rate:  1 มิลลิลิตรตอนาที  
Injection Volume: 20 ไมโครลิตร 
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UV absorption:  282 นาโนเมตร 
Standard material: artocarpin reference (มี artocarpin 90.6%)  

 
ตัวอยาง chromatogram ของ artocarpin reference ที่ความเขมขนตํ่าสุด (0.0156 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร) และสูงสุด (1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ใชในการสรางกราฟมาตรฐาน (standard curve) แสดงใน
รูปที่ 6 และ 7 และกราฟมาตรฐานของความสัมพนัธระหวาง artocarpin reference ที่ความเขมขนตางๆ 
(0.0156, 0.0313, 0.0625, 0.0125, 0.25, 0.5และ 1.0 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร) และพ้ืนที่ภายใน 
chromatogram (peak area) แสดงในรูปที่ 8 

 

 
 
รูปท่ี 6 HPLC chromatogram ของ artocarpin reference ที่ความเขมขน 0.0156 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 

 
 

รูปท่ี 7 HPLC chromatogram ของ artocarpin reference ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 8 กราฟมาตรฐานของความสัมพันธระหวางความเขมขนของ artocarpin reference และพ้ืนที่
ภายใน chromatogram (peak area) 

 
พบวาในสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin มีปริมาณ artocarpin โดยเฉล่ียเทากับ 43.85  

0.03 และ 88.18 ± 0.02 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั ตามลําดับ ตัวอยาง chromatogram ของสารสกัดหยาบ
และ isolated artocarpin ทีค่วามเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรแสดงในรูปที ่9 และ 10 

 
รูปท่ี 9 HPLC chromatogram ของสารสกัดหยาบที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
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รูปท่ี 10 HPLC chromatogram ของ isolated artocarpin ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 สารสกัดหยาบ และ isolated artocarpin ที่เตรียมไดจะถูกนําไปทดสอบความเปนพษิและฤทธิ์ใน
การตานอนุมลูอิสระตอไป เพื่อตองการทราบวาสารสกัดหยาบจะใหผลในการตานอนมุูลอิสระและการมี
ชีวิตของเซลลแตกตางกับสารสกัดที่มีปริมาณ artocarpin สูงมากกวา 2 เทา  เชน isolated artocarpin 
หรือไม เนื่องจากในสารสกัดหยาบนอกจาก artocarpin ที่พบเปนสารหลักแลว ยงัมสีารในกลุม flavonoids 
ตัวอ่ืนๆ [34, 37] ที่อาจสงผลในทางสงเสริม หรือตานผลของ artocarpin ตอการตานอนุมูลอิสระ และ/หรือ
อาจผลตอลักษณะทางกายภาพ และความมีพิษตอเซลล 
 
 2.4 การวัดความสามารถในการเปนสารตานอนุมลูอิสระ (antioxidant activity) ของสาร
สกัดหยาบ และ isolated artocarpin [34] 
 สารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ถูกนาํมาทดสอบประสิทธภิาพในการเปนสารตานอนมุูล
อิสระ (Free radical scavenging) โดยใชสาร 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ในการทดสอบ ซึ่ง
จะทาํการศึกษาเปรียบเทียบกับสารตัวอยางควบคุม (วิตามินซีและวิตามนิอี) โดยตัวช้ีวัดประสิทธิภาพใน
การทดสอบสารละลายตัวอยางคือการจางลงของสี DPPH  
 สารละลายตัวอยางในการทดสอบ (สารสกัดหยาบ, isolated artocarpin, วิตามินซี และวิตามินอี) 
จะใช methanol เปนตัวทําละลาย จากนั้นจะนําสารละลายท่ีไดในความเขมขนตางๆ (0.5–2,000
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) หยอดลง 96-well plate ปริมาณ 75 ไมโครลิตรใหเกิดปฏิกิริยากับ DPPH ความ
เขมขน 0.2 มิลลิโมลารปริมาณ 150 ไมโครลิตรเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหองในความมืดในการวัด
สารละลายมาตรฐาน (blank solution) จะใช methanol แทนสารตัวอยางในปริมาณที่เทากัน เมื่อครบเวลา
จึงทําการวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตรโดยการใชเคร่ือง Spectra 
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Count® microplate reader โดยจะทําการทดลองซํ้า 3 คร้ัง จากนั้นจึงนําคาที่ไดมาหาประสิทธิภาพในการ
ตอตานอนุมูลอิสระเปนจํานวนรอยละของการจางสีลงของ DPPH โดยสมการตอไปนี้ 

รอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระ = [1 – ( AS / AB )] × 100 
ซึ่ง  AS = คาการดูดกลืนแสงของ DPPH โดยมีสารละลายตัวอยางและ 

AB = คาการดูดกลืนแสงของ DPPH โดยไมมีสารละลายตัวอยาง 
 ประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระดังแสดงโดยคา EC50 (คาความเขมขนสมมูลทีท่ําใหเกิด
ประสิทธิภาพในการตานการเกิดออกซิเดชัน โดย free radical scavenging เทากับรอยละ 50ของ
ประสิทธิภาพสูงสุด) ของสารสกัดหยาบ, isolated artocarpin, วิตามนิซี และวิตามนิอี แสดงในตารางที่ 1-
4 ตามลําดับรูปที่ 11-14 ตามลําดับผลที่ไดชี้ใหเหน็วาความสามารถในการเปนสารตานอนุมลูอิสระของ
สารสกัดหยาบ (EC50 มีคา 207.47± 9.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) นอยกวาของ isolated artocapin (EC50  
มีคา 132.77 ± 2.7 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ประมาณ 2 เทา อยางไรก็ตามสารทั้ง 2 ชนิด มีความสามารถ
ในการตานอนมุูลอิสระโดย free radical scavenging นอยกวาวิตามนิซีและวิตามนิอี 

ตารางที่ 1 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ 
ความเขมขนของสารสกัดหยาบ (μg/ml) Free radical scavenging (%) EC50 (μg/ml) 

0.5 0.27±0.2 207.5 ±9.9 

1 0.63±0.6  

2.5 1.03±0.8  

5 2.67±0.5  

10 4.39±0.3  

25 5.18±0.1  

50 6.35±0.1  

100 10.97±1.2  

200 16.71±2.3  

500 26.05±0.3  

1000 37.25±2.8  

1500 38.93±1.8  

2000 48.26±3.2  
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รูปท่ี 11 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระและ 
             ความเขมขน (log) ของสารสกัดหยาบ 

 

ตารางที่ 2 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของ isolated artocarpin 
ความเขมขนของ isolated artocarpin (μg/ml) Free radical scavenging (%) EC50 (μg/ml) 

0.5 2.38±1.5 132.7±2.7 

1 1.27±1.3  

2.5 0.92±0.7  

5 1.52±0.6  

10 3.63±1.5  

25 8.38±3.7  

50 11.33±1.4  

100 16.24±0.5  

200 24.23±2.1  

500 36.18±1.2  

1000 51.48±2.1  
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รูปท่ี 12 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระและ 
             ความเขมขน (log) ของ isolated artocarpin 

 
 
ตารางที่ 3 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของวิตามนิซ ี

ความเขมขนของวิตามินซี (μg/ml) Free radical scavenging (%) EC50 (μg/ml) 

0.25 2.06±3.0 4.9±0.1 

0.5 2.75±1.4  
1 5.53±1.1  

2.5 8.21±1.0  
5 13.21±1.4  

10 27.01±4.2  
50 92.69±0.3  
100 92.82±0.4  
200 92.98±0.4  
500 93.01±0.3  

1000 92.78±0.4  
2500 92.88±0.2  
5000 92.61±1.0  
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รูปท่ี 13 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระและ 
             ความเขมขน (log) ของวิตามินซ ี

 
ตารางที่ 4 รอยละของความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของวิตามนิอี 

ความเขมขนของวิตามินอี (μg/ml) Free radical scavenging (%) EC50 (μg/ml) 

0.25 0.78±0.1 11.0±0.5 

0.5 6.05±1.3  
1 7.55±1.6  

2.5 9.48±1.3  
5 10.78±1.1  
10 17.46±2.6  
50 47.86±1.8  

100 90.76±0.8  
200 91.54±0.4  
500 92.20±0.1  
1000 91.83±0.8  
2500 92.29±0.1  
5000 92.41±0.5  
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รูปท่ี 14 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระและ 
             ความเขมขน (log) ของวิตามินอี 

 
 

2.5 การเตรยีมเซลลเพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต (fibloblasts) [16, 37] และ เคราติโนไซต 
(keratinocytes) [39] 
 ชิ้นเนื้อใชในการศึกษาคร้ังนีไ้ดจากหนังหนาทอง (human abdominal) ของผูหญิงไทยสุขภาพดีวยั 
47 ป นาํช้ินเนือ้ที่ไดจากหองผาตัดลางใน PBS (phosphate buffer saline) ที่ม ีpenstrep 1 เปอรเซ็นตแช
เปนเวลา 5, 10 และ 15 นาที ซึ่งเปล่ียนสารละลายทกุคร้ังทีค่รบกําหนดเวลา จากนั้นแชชิ้นเนื้อใน 
complete medium ซึ่งประกอบดวย DMEM – LG, FBS, penstrep และ fungizone แลวทําการตัดชั้น
ไขมันทิ้ง พรอมทั้งตัดใหมีขนาดประมาณ 5 x 5 ตารางมิลลิเมตรนาํไปแชใน dispase solution เปนเวลา 
16 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เมื่อครบกําหนดเวลาใหทาํการลอกช้ัน epidermis และ dermis 
ออกจากกัน 

- การแยกและเพาะเล้ียงเซลลไฟโบรบลาสต นําผิวหนงัช้ัน dermis มาตัดใหมีขนาด 2 x 2 ตาราง
มิลลิเมตรใน DMEM – LG วางลงใน Petri dish 5 นาที แลวเติม complete medium ลงไป โดยทําการ
เพาะเล้ียงที่สภาวะอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสและมีปริมาณCO25 เปอรเซ็นตลักษณะทางกายภาพของ
เซลลไฟโบร-บลาสตซึ่งมีรูปรางเปนแบบ spindle แสดงในรูป 15 

- การแยกและเพาะเล้ียงเซลลเคราติโนไซต นําผิวหนงัชั้น epidermis มาตัดละเอียดใน 0.25% 
trypsin solution แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 rpm เปนเวลา 5 นาท ีนําสวนที่ตกตะกอนกระจายใน K-
SFM แลวกรองดวย cell stainer ที่มีขนาดความละเอียด 100 ไมโครเมตร เซลลที่ไดจะถูกเล้ียงใน Petri 

-2 -1 0 1 2 3 4
0

50

100

150
Legend

%
Fr

ee
 ra

dic
al 

sc
av

en
gin

g 
 

Log concentration (μg/ml) 



21 
 

dish โดยทําการเพาะเล้ียงทีส่ภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและมีปริมาณ CO2 5 เปอรเซ็นตลักษณะ
ทางกายภาพของเซลลเคราติโนไซตที่มีรูปรางเปนแบบ cuboid แสดงในรูป 16 
 

 
 

 

 

 

 

รูปท่ี 15ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
มองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 16ลักษณะทางกายภาพของเซลลเคราติโนไซตภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
มองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 

 

ก ข

เซลล fibroblast 

เซลล keratinocyte 

ก ข
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2.6 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) ตอเซลลไฟโบรบลาสต 

2.6.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดหยาบ และ isolated artocarpin 
ผลของสารสกดัตอความเปนพิษตอเซลลจะศึกษาเพื่อคัดเลือกชวงความเขมขนของสารสกัด และ

ระยะเวลาที่ไมกอใหเกิดการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลไฟโบรบลาสตและ/หรือทาํใหเซลลตาย เพื่อที่จะ
นําไปใชในการศึกษาตอไป ความเขมขนของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ที่ใชในการศึกษานี้มี
คาเทากับ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรโดยใช DMSO เปนตัวทําละลายใน
ปริมาณไมเกนิ 0.1 เปอรเซ็นต (ณ ความเขมขนสุดทาย) เพื่อชวยใหสารสกัดสามารถละลายในอาหารเล้ียง
เซลลไดสารสกัดที่ความเขมขนมากกวา 75 ชวงระยะเวลาที่เซลลถกูบมกับสาร (incubation period) 
เทากับ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง [34, 40, 41] เนื่องจากการเจริญเติบโตของเซลลในชวง log phase (ชวงที่
เซลลมีอัตราการเจริญเติบโตที่คงที่) ณ สภาวะที่ใชในการเล้ียงเซลล จะพบในชวง 1 – 3 วนัของการ
เพาะเล้ียง 

การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดมข้ัีนตอนดังตอไปนี้   
 1. นําเซลลไฟโบรบลาสต passage 5 (#5) จํานวน 1x 104 เซลล ซึ่งเพาะเล้ียงใน 96well 
microplate นาน 24 ชั่วโมง มาบมกับสารสกัดหยาบ หรือ isolated artocarpin ที่ความเขมขนและ
ระยะเวลาทีก่าํหนด 

2. ทาํการวัดcell viability โดยวิธ ีXTT (sodium 3’-[(phenyl-amino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium-
bis (4-methoxy-6-nitro) benzene-sulfonic acid hydrate) assay ซึ่งอาศัยหลักการทีว่าเซลลที่มีชีวิตจะ
ปลดปลอยเอนไซมที่สามารถเปลี่ยนแปลง tetrazolium salt XTT (สีเหลือง) ไปเปน formazen dye (สีสม) 
ที่สามารถละลายไดในอาหารเล้ียงเซลล และสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรโดยใช 
microplate spectrophotometer ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง ปริมาณเซลลที่มีชวีติจะแสดง
คาเปนเปอรเซน็ต (% cell viability) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุม (control, 
อาหารเล้ียงเซลลมี DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) มคีาเทากับ 100  เปอรเซ็นต 

ผลของสารสกดัหยาบ และ isolated artocarpin ที่ความเขมขนที่ใชในการศึกษา cell viability 
ของเซลลไฟโบรบลาสตและลักษณะทางกายภาพของเซลลที่มีชวีิตหลังจากถูกบมกับสารเปนเวลา 24, 48 
และ72ชั่วโมง แสดงในรูปที ่ 17-31ตามลําดับผลที่ไดชี้ใหเหน็วาสารสกัดหยาบ หรือ isolated artocarpin
ในชวงความเขมขนที่ใชทดสอบไมมีผลตอ cell viability ของเซลลไฟโบรบลาสตอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ
นอกจากนีย้ังพบวาเปอรเซน็ตเซลลทีม่ีชีวติหลังจากที่ถกูบมกับสารนัน้ที่ระยะเวลาตางๆ ไมแตกตางกนั
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ รวมทัง้รูปรางของเซลลไมแตกตางไปจากเซลลปกติ คือยังคงลักษณะรูปกระสวย 
(spindle shape)  
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รูปท่ี 17 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอ cell viability ของเซลลไฟโบรบลาสต

หลังจากที่เซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125 - 75ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 24
ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของcell viability  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (triplicate study) ซึ่ง
แสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมือ่เทียบกบักลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ี DMSO ใน
ปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงที่วดัไดจากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 
100 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

control 

Isolated  
artocarpin 
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รูปท่ี 18 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากที่ถกูบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 19 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากทีถ่กูบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 

ก ข

เซลล fibroblast 

ก ข
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รูปท่ี 20 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากทีถ่กูบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 21 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต หลังจากทีถ่กูบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 

ก ข

เซลล fibroblast 

ขก 
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รูปท่ี 22 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอ cell viability ของเซลลไฟโบรบลาสต

หลังจากที่เซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125–75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 48
ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของ cell viability  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (triplicate study) 
ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ใน
ปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงที่วดัไดจากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 
100 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

control 

Isolated  
artocarpin 
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รูปท่ี 23 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 

ก ข

ก ข

เซลล fibroblast 
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รูปท่ี 25 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 26 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 

ก ข

เซลล fibroblast 

ก ข
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รูปท่ี 27 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอ cell viability ของเซลลไฟโบรบลาสต
หลังจากที่เซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125–75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 72

ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของcell viability  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (triplicate study) 
ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ีDMSO ใน
ปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงที่วดัไดจากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 
100 เปอรเซ็นต 

 

 

 

 

 

 

 

control 

Isolated  
artocarpin 
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รูปท่ี 28 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 29 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 

ขก 

ก ข

เซลล fibroblast 
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รูปท่ี 30 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 31 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 

ก ข

เซลล fibroblast 

ก ข
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2.6.2 การทดสอบผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอจํานวนเซลลที่เพิ่มขึน้ 
(proliferation) 
 การประเมนิผลของสารสกัดตอการเพิ่มจาํนวนเซลลไดใชthymidine analog 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU)- colorimetric detection เพื่อหาความเขมขนของสารที่เซลลเพิ่มจาํนวนไดดีและไม
ทําใหเซลลเปล่ียนแปลงรูปราง เพื่อจะนาํไปใชในการศึกษาตอไป ความเขมขนของสารสกดัหยาบและ 
isolated artocarpin ที่ใชในการศึกษานีม้ีคาเทากับ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 75 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรโดยใช DMSO เปนตัวทําละลายในปริมาณไมเกิน 0.1 เปอรเซ็นต (ณ ความเขมขนสุดทาย) เพื่อ
ชวยใหสารสกดัสามารถละลายในอาหารเล้ียงเซลลได ชวงระยะเวลาที่เซลลถูกบมกับสาร (incubation 
period) เทากบั 24, 48 และ 72ชั่วโมง [40, 41] เนื่องจากการเจริญเติบโตของเซลลในชวง log phase (ชวง
ที่เซลลมีอัตราการเจริญเติบโตที่คงที่) ณ สภาวะที่ใชในการเล้ียงเซลล จะพบในชวง 1 – 3 วนัของการ
เพาะเล้ียง 

การทดสอบการเพิ่มจาํนวนของเซลลมีข้ันตอนดังตอไปนี้   
 1. นาํเซลลไฟโบรบลาสต #6 จํานวน 1x 104 เซลล ซึ่งเพาะเล้ียงใน 96well microplate นาน 24 
ชั่วโมง มาบมกับสารสกัดหยาบ หรือ isolated artocarpin ที่ความเขมขนและระยะเวลาที่กาํหนด 
 2. ทาํการวดัการเพิ่มจาํนวนของเซลล โดยวิธ ี BrdU (thymidine analog 5-bromo-2-
deoxyuridine) assay ซึ่งอาศัยหลักการทีว่า BrdU จะเขาไปจับกับ DNA ของเซลลที่กําลังแบงตัว จากนัน้
จึงตรวจโดยการใช anti-BrdU antibody เขาจับ แลวสามารถวิเคราะหไดที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 
โดยเคร่ือง microplate spectrophotometer ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง ปริมาณการแบงตัว
เพิ่มข้ึนของเซลลจะแสดงคาเปนเปอรเซน็ต (% cell proliferation) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจาก
เซลลในกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ี DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) มีคาเทากบั 100 
เปอรเซ็นต ดังนั้นคาดูดกลืนแสงที่เพิ่มข้ึนจงึแปรผันตรงกบัจํานวนเซลลที่แบงตัวเพิ่มข้ึน 
 ผลของสารสกดัหยาบ และ isolated artocarpin ที่ความเขมขนที่ใชในการศึกษาตอการเพิ่ม
จํานวนเซลลไฟโบรบลาสต และลักษณะทางกายภาพของเซลลทีม่ีชีวิตหลังจากถกูบมกับสารเปนเวลา 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง แสดงในรูปที่ 32-46 ตามลําดับ ผลที่ไดข้ีใหเห็นวาการเพิ่มความเขมขนของสารสกัด
หยาบ หรือ isolated artocarpin มีผลตอการเพิม่จํานวนของเซลลไฟโบรบลาสตอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ 
(p< 0.05) โดยเฉพาะอยางยิ่ง isolated artocarpin ทีค่วามเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพบวา
เปอรเซ็นตการเพิ่มจาํนวนของเซลลหลังจากที่ถกูบมกับสารนั้น จะเพิม่ข้ึนหลังจากมกีารเพิม่เวลาในการบม
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ รวมทัง้ลักษณะของเซลลไมมีการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกับผลที่ไดจากการศึกษา 
cell viability ดังที่กลาวไปแลวขางตน 



33 
 

 จากผลการศึกษา cell viability และการเพิ่มจํานวนของเซลล ทําใหตัดสินใจเลือกใช isolated 
artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อใชในการศึกษาผลของสารสกัดตอการผลิต
โปรตีนและเอนไซมทีม่ีผลตอการสังเคราะหและทําลายคอลลาเจน 
 
 

 
 
รูปท่ี 32 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไฟโบรบลาสต

หลังจากที่เซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125–75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 24
ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของการเพิ่มจํานวนเซลล  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (triplicate 
study)  ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ี
DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจากเซลลในกลุม
ควบคุมมีคาเทากบั 100 เปอรเซ็นต (*, p< 0.05, Student’s t-testเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม) 

 
 
 
 
 
 
 
 

*

Isolated artocarpin  
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รูปท่ี 33 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 34 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 

ก 

ก 
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เซลล fibroblast 
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รูปท่ี 35 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 36 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 37 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไฟโบรบลาสต

หลังจากที่เซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125–75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 48
ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของการเพิ่มจํานวนเซลล  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (triplicate 
study)  ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ี
DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจากเซลลในกลุม
ควบคุมมีคาเทากบั 100 เปอรเซ็นต (*, p< 0.05, Student’s t-test เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*

Isolated artocarpin  
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รูปท่ี 38 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 39 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 
isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 40 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 
isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 41 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 42 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไฟโบรบลาสต

หลังจากที่เซลลถูกบมกับสารที่ความเขมขน 3.125–75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 72
ชั่วโมง กราฟแทงแสดงคาเฉล่ียของการเพิ่มจํานวนเซลล  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (triplicate 
study)  ซึ่งแสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลม ี
DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นต) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจากเซลลในกลุม
ควบคุมมีคาเทากบั 100 เปอรเซ็นต (*, p< 0.05, Student’s t-test เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Isolated artocarpin  
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รูปท่ี 43 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 
isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 44 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 3.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 45 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 46 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากที่ถูกบมกับ ก) สารสกัดหยาบ และ ข) 

isolated artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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2.7 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactivities) ของ isolated artocarpin ตอเซลลไฟโบร- 
บลาสตที่ไดรบัแสงยวูีบ ี

2.7.1 ทดสอบผลของความเขมแสงของแสงยูวีบีตอเซลลไฟโบรบลาสต 
ในการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพของisoalted artocarpin ตอเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบี ใน

ข้ันแรกจําเปนตองหาความเขมแสงอันเหมาะสม ในการฉายแสงยูวีบีโดยไมทําใหเซลลตายและ/หรือเปล่ียน
รูปรางไป จึงใชหลักการของ BrdU assay เพื่อวัดการเจริญเติบโตของเซลลหลังจากไดรับแสงยูวบีีที่ความ
เขมตางๆ แสงยูวีบทีี่ใชมีแหลงกําเนิดจาก UVB chamber ที่ประกอบดวยหลอด UVB Lamp (ชนิด8 วัตต 
ความยาวคล่ืนอยูในชวง 275-305 นาโนเมตร, Toshiba, Japan) ที่ความเขมแสง 64, 128 และ 192 จลูตอ
ตารางเซนติเมตร ชวงระยะเวลาหลังฉายยแูสงวีบีกอนทาํการประเมินดวย BrdU เทากบั 24 ชั่วโมง [40, 
41] เนื่องจากการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต (doubling time) จะใชเวลปะมาณ 20 ชั่วโมง 

การทดสอบหาความเขมแสงในการฉายยูวีบี มีดังนี ้
1. นําเซลลไฟโบรบลาสต #5 จํานวน 2 x 106 เซลลซึ่งเพาะเล้ียงใน flask ขนาด 25 ตาราง

เซนติเมตรเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ฉายแสงยูวีบีตามความเขมแสงที่กําหนด 
2. ทําการเพาะล้ียงเซลลตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
3. ทําการวัดการเพ่ิมจาํนวนของเซลล โดยวิธี BrdU assay       ซึ่งอาศัยหลักการที่วา BrdU จะเขา 

ไปจับกับ DNA ของเซลลทีก่ําลังแบงตัว จากนั้นจงึตรวจโดยการใช anti-BrdU antibody เขาจับ แลว
สามารถวิเคราะหไดที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร โดยเคร่ือง microplate spectrophotometer ทําการ
วัดคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง ปริมาณการแบงตัวเพิ่มข้ึนของเซลลจะแสดงคาเปนเปอรเซ็นต (% cell 
proliferation) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุม (control, เซลลที่ไมไดรับแสงยูวี
บี) มีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต ดังนัน้คาดูดกลืนแสงที่เพิ่มข้ึนจึงแปรผันตรงกับจํานวนเซลลที่แบงตัว
เพิ่มข้ึน 
 ผลของแสงยูวบีีตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไฟโบรบลาสต และลักษณะทางกายภาพของเซลลทีม่ี
ชวีิตหลังจากถกูบมเปนเวลา 24 ชัว่โมง แสดงในรูปภาพที ่47–51 พบวาจํานวนเซลลภายหลังที่ไดรับแสงยู
วีบีเปนเวลา 24 ชั่วโมง ไมเปล่ียนแปลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณาลักษณะทาง
กายภาพของเซลล พบวาทีค่วามเขมแสง 64 และ 128 จูลตอตารางเซนติเมตร ลักษณะทางกายภาพของ
เซลลไมเปล่ียนแปลง แตเมือ่พิจารณาที่ความเขมแสง 192 จูลตอตารางเซนติเมตร พบวารูปรางของเซลล
เกิดการเปล่ียนแปลงไปจึงเลือกความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตรเปนความเขมแสงที่จะใชใน
การศึกษาตอไป 
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รูปท่ี 47 ผลของความเขมแสงยูวีบทีี ่ 64, 128 และ 192 จูลตอตารางเซนติเมตรตอการเพิ่มจาํนวนของ
เซลลไฟโบรบลาสต กราฟแทงแสดงการเพ่ิมจาํนวนของเซลลเมื่อไดรับแสงยูวีบทีี่ความเขมแสง
ตางๆ ซึง่แสดงในรูปของเปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (control, อาหารเล้ียงเซลลที่มี 
DMSO ในปริมาณ 0.1 เปอรเซ็นตที่ไมถกูฉายแสงยูวบีี) โดยปรับใหคาดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจาก
เซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 

 

 

รูปท่ี 48 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตกลุมควบคุมภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 
24 ชั่วโมง เมือ่มองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 49 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 64 จูลตอตารางเซนติเมตร 
แลวเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจลุทรรศน ก) กาํลังขยาย 100 เทา และ 
ข) กําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 

 

รูปท่ี 50 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง128 จลูตอตารางเซนติเมตร 
แลวเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กาํลังขยาย 100 เทา และ 
ข) กําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 51 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 192 จูลตอตารางเซนติเมตร 
แลวเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจลุทรรศน ก) กาํลังขยาย 100 เทา และ 
ข) กําลังขยาย 400 เทา 

 
2.7.2 ผลของสารสกัดตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ผลติโดยเซลลไฟโบรบลาสตที่

ไดรับแสงยูวบีี [28, 30, 33] 
2.7.2.1 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับสารสกัดภายหลัง

จากทีไ่ดรับแสงยวูีบ ี
ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ผลิตข้ึนในเซลลที่ไดรับสารสกัดหลังจากโดนแสงยูวีบีสามารถวดั

ในเชิงเปรียบเทียบไดโดยใชเทคนิค Western blot ในการศึกษานี้ความเขมขนของสารสกัด isolated 
artocarpin ที่ใชคือ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใช DMSO เปนตัวทําละลายในปริมาณไมเกิน 0.1 
เปอรเซ็นต (ณ ความเขมขนสุดทาย) เพื่อชวยใหสารสกัดสามารถละลายในอาหารเล้ียงเซลลไดเปรียบ
เทียบกับ control (กลุมควบคุม ไมไดรับรังแสงยูวีบี และเพาะเล้ียงดวยอาหารเล้ียงเซลลที่ม ีDMSO ไมเกิน
0.1 เปอรเซน็ต), negative control (ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว) และ positive control (ไดรับแสงยูวีบ ีและ
วิตามนิซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ในการศึกษานี ้ แสงยูวีบีที่ใชมีแหลงกําเนิดจาก UVB 
chamber ที่ประกอบดวยหลอด UVB Lamp (ชนิด 8วตัต ความยาวคล่ืนอยูในชวง 275-305 นาโนเมตร, 
Toshiba, Japan) ที่ความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตร 
 การหาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยใช Western blot มีข้ันตอนดังนี ้

1. นําเซลลไฟโบรบลาสต #5 จํานวน 2 x 106 เซลลซึ่งเพาะเล้ียงใน flask ขนาด 25 ตาราง
เซ็นติเมตร เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง แลวฉายแสงยูวีบทีี่ความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตร
หลังจากนั้นเพาะเล้ียงเซลลตอดวยอาหารเล้ียงเซลลอีก 6 ชั่วโมง 

ขก
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2. นําอาหารเล้ียงเซลลเกาออก แลวบมกบัอาหารเล้ียงเซลลที่มีสารตัวอยางที่ตองการทดสอบอีก 
18 ชั่วโมง (รวมเวลาในการเพาะเล้ียงเซลลหลังจากไดรับแสงยูวีบีเทากับ 24 ชั่วโมง)  
 3. ทําการวัดปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่1 โดยใชเทคนิค Western blot โดยเร่ิมจากการทาํลาย
ผนังเซลลและแยกเก็บโปรตีนในเซลลจากนั้นใชหลักการของ gel electrophoresis ซึ่งใชแยกโปรตีนตาม
น้ําหนกัโมเลกลุโดยทีท่ําการควบคุมปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) ใหเทากันในแตละคร้ังของการ
แยก (90 ไมโครกรัม) ตอมาโปรตีนจะถูก transfer ไปยัง nitrocellulose membrane แลวตรวจสอบโปรตีน
ที่ตองการโดย primary antibody ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรคอลลาเจนชนิดที ่1 และใช secondary 
antibody ที่มคีวามจําเพาะตอ primary antibody เพื่อความจําเพาะและถูกตองแมนยาํมากยิง่ข้ึน จากนั้น
ทําการวิเคราะหความเขมของ band โปรตีนโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1ดวยวิธ ีchemiluminescent detection  
 ผลของสารทดสอบตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 และลักษณะทางกายภาพของเซลล
หลังจากไดรับแสงยูวีบีแสดงดังรูปที่ 52-56 ผลที่ไดชี้ใหเห็นวาแสงยวูบีีมีผลทําใหปริมาณโปรคอลลาเจนที่
คงอยูในเซลลเพิ่มมากข้ึนเมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (กลุมที่ไมไดรับแสงยูวีบ)ี ทัง้นี้อาจเปนไปไดวา
การไดรับแสงยูวีบีแบบคร้ังเดียว (acute dose) กระตุนใหเซลลเกิดการผลิตและสะสมโปรคอลลาเจนชนิดที่ 
1 มากข้ึนเพื่อทดแทนคอลลาเจนที่ถกูทาํลายโดยแสงยูวบีี และเม่ือสังเกตดูปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 
ในเซลลที่บมกบัสารสกัดและวิตามนิซีภายหลังที่ไดรับแสง พบวาสารทั้งสองสงผลใหเกิดการสะสมของ
ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1  ในเซลลคอนขางตํ่า ซึง่สาเหตุอาจเปนไดวาสารทัง้สองชนิดกระตุนใหโปร-
คอลลาเจนชนดิที่ 1 ที่ถกูผลิตข้ึนมามากข้ึนจากการไดรับแสงยูวีบีหล่ังออกนอกเซลล (extracellular 
procollagen) ซึ่งโปรคอลลาเจนที่อยูนอกเซลลนี้มีความสําคัญในแงจะเปล่ียนแปลงไปเปนคอลลาเจนที่มี
ผลตอโครงรางและความยืดหยุนของผิวหนังชัน้ dermis สมมติฐานนี้มาจากพืน้ฐานที่วานอกจากวิตามนิซี
จะมีผลตอการกระตุนการสรางโปรคอลลาเจนแลว ยงัมีผลตอ hydroxylation, glycosylation และ triple-
helix formation ของโปรคอลลาเจนที่สรางใหมภายในเซลลซึง่ข้ันตอนนี้มีผลทาํใหโปรคอลลาเจนท่ีสราง
ข้ึนมาใหมพรอมออกนอกเซลล นาํไปสูการตัดสายเปปไตดการเกิดเปนไฟบริลและครอสลิงคของคอลลา
เจน (mature collagen) นอกเซลล 
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รูปท่ี 52 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 128 จูลตอตาราง
เซนติเมตรก) กลุมควบคุม (control) คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบ,ี ข) กลุม negative controlคือ
เซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว, ค) กลุม positive control คือเซลลไดรับแสงยูวีบีและวิตามนิซี
ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ ง) คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบ ี และสารสกัดความ
เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กราฟแสดงปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยปรับใหคา
ความเขมของ band โปรตีนที่วัดไดจากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 53  ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไมไดรับแสงยูวีบ ี(control, กลุมควบคุม)

ภายหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กําลังขยาย 
100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 54 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีีความเขม 128 จูลตอตารางเซนติ-
เมตร (กลุม negative control) และเพาะเล้ียงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมงเมื่อมองผานกลอง
จุลทรรศน ก) กําลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 55 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีีความเขม 128 จูลตอตารางเซนติ-

เมตร และวิตามินซเีขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (กลุม positive control) และเพาะเล้ียง
ตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ก) กาํลังขยาย 100 เทา และ ข) 
กําลังขยาย 400 เทา 
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รูปท่ี 56 ลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบีความเขม 128 จูลตอตาราง
เซนติเมตร และสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและเพาะเล้ียงตอเปนเวลา 
24 ชั่วโมง เมือ่มองผานกลองจุลทรรศน ก) กาํลังขยาย 100 เทา และ ข) กําลังขยาย 400 
เทา 

 
2.7.2.2 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับสารสกัดกอนไดรบั

แสงยวูีบ ี
ในการศึกษานีอ้อกแบบข้ึนมาเพื่อทดสอบวา ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบร-

บลาสตที่ถกูบมกับสารสกัดกอนไดรับแสงยูวีบีจะแตกตางกับผลที่จากการศึกษา 2.7.2.1 หรือไม โดยมี
ข้ันตอนการศึกษาดังนี ้

1. นําเซลลไฟโบรบลาสต #5 จํานวน 2 x 106 เซลลซึ่งเพาะเล้ียงใน flask ขนาด 25 ตาราง
เซ็นติเมตร บมกับสารตัวอยางทดสอบเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 2. ใหความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตรแกเซลลแลวเพาะเล้ียงตออีก 24 ชัว่โมง 
 3. ทําการวัดปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยใชเทคนิค Western blot โดยวิธีการที่กลาวไป
แลวขางตน 

 ผลของสารทดสอบตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 แสดงดังรูปที ่ 57 เซลลเมือ่ไดรับแสงยูวีบี 
(กลุม negative control) จะมีการผลิตและสะสมคอลลาเจนภายในเซลลเพิ่มมากข้ึนเม่ือเทียบกลุมควบคุม 
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รูปท่ี 57 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับความเขมแสง 128 จูลตอตาราง
เซนติเมตร ก) กลุมของเซลลที่บมกับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 
24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวบีี, ข) กลุมควบคุม (control) คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบี, ค) กลุม 
negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวบีีอยางเดียว และ ง) กลุม positive control คือเซลล
ไดรับวิตามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบี 
กราฟแสดงปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยปรับใหคาความเขมของ band โปรตีนที่วัดได
จากเซลลในกลุมควบคุมมีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต (กลุมที่ไมไดรับแสงยูวีบ)ี 

 
ซึ่งผลที่ไดนีเ้ปนไปในทิศทางเดียวกับการศึกษาข้ันตอนกอนหนานี้ (2.7.2.1) อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึง
ปริมาณคอลลาเจนในเซลลซึ่งบมกับสารสกัดและวิตามินซี พบวาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ที่พบมี
คาไมแตกตางกับกลุม negative control คือผลิตและสะสมอยูในเซลลมาก ซึง่ผลทีไ่ดนี้แตกตางกบัผลที่ได
จากการศึกษาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับวิตามนิซีหรือสารสกัดภายหลัง
จากที่ไดรับแสงยูวีบ ีผลการศึกษาที่ไดนี้เปนส่ิงที่นาสนใจมากหากพบตอไปวาสารสกัดและวิตามนิซีมีผลไป
ในทิศทางเดียวกัน กลาวคือมีผลตอทั้งกระตุนการสรางโปรคอลลาเจนภายในเซลลและหล่ังโปรคอลลาเจน
ออกนอกเซลล นาํไปสูการเกิดเปน mature collagen ใน extracellular matrix ดวยเหตุนี้จงึทําการหา
ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ภายนอกเซลลในการทดลองตอไปโดยเนนไปที่การศึกษาปริมาณโปร

Crude extract 
Vitamin C 

UVB 
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คอลลาเจนชนดิที่ 1 นอกเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับสารสกัดภายหลังจากที่ไดรับแสงยูวีบีรวมทั้งศึกษา
ปริมาณเอนไซมที่เกีย่วของกบัการทาํลายคอลลาเจน เชน matrix metalloproteinases (MMPs) อีกดวย 

2.7.2.3 ผลของสารสกัดตอปลดปลอยสรางโปรคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ภายนอกเซลลไฟโบ
รบลาสตที่ไดรับแสงยวูีบ ี

การทดลองนี้ใช ELISA kit ที่มีความไวในระดับพิโคกรัม ในการหาปริมาณโปรคอลลาเจนภายนอก
เซลลที่ไดรับสารสกัดกอนการไดรับแสงยูวีบีความเขมขนของสารสกัดที่ใชคือ 50 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร 
โดยใช DMSO เปนตัวทําละลายในปริมาณไมเกิน 0.1 เปอรเซ็นต (ณ ความเขมขนสุดทาย) เพื่อชวยใหสาร
สกัดสามารถละลายในอาหารเล้ียงเซลลไดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวี
บี), negative control (คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว) และ positive control (คือเซลลที่ไดรับวิตามิน
ซี 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ี
 การหาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยใช ELISA kitมีข้ันตอนดังนี ้
 1. นาํเซลลไฟโบรบลาสต #5 จํานวน 1 x 104 เซลล ซึง่เพาะเล้ียงใน 96-well microplate มาบมกบั
สารตัวอยางทดสอบ 24 ชั่วโมง 
 2. ใหความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตร แกเซลลแลวเพาะเล้ียงตออีก 24 ชัว่โมง 
 3. ทาํการหาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยใช ELISA kit ซึ่งอาศัยหลักการที่วา antigen ใน
สารตัวอยางจะถูกตรวจวิเคราะหโดยใช antibody ที่เชื่อมโยงกับ enzyme ซึ่งเมื่อเติม enzyme’s 
substrate ลงไปจะสามารถวิเคราะหไดที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร โดยเคร่ือง microplate 
spectrophotometer ทําการวัดคาการดูดกลืนแสง 
 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ความเขมขนตางๆ (0, 10, 
20, 40, 80, 160, 640 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) และคาการดูดกลืนแสง แสดงดังรูปที่ 58 ปริมาณโปรคอลลา
เจนชนิดที่ 1 ในสารตัวอยางทดสอบแสดงดังรูปที่ 59 

เปนทีน่าสนใจที่พบวาการไดรับแสงยูวีบีในความเขมที่ใช มีผลตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 
ที่อยูในเซลลและนอกเซลลแตกตางกนั กลาวคือในการศึกษาขางตนพบวาโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่สะสม
อยูภายในเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีมีมากกวากลุมควบคุม (เซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบี) อยางชัดเจนขณะท่ีใน
การศึกษานีพ้บวาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่1 ที่อยูนอกเซลลของกลุมควบคุม (223.45 ± 84.64 นาโน
กรัมตอมิลลิลิตร)ไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทยีบกับ negative control (145.15 ± 
42.71 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับกลุมเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว) แตเมื่อเซลลถูกบมกับวิตามนิซี
เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนที่จะไดรับแสงยูวีบี นอกจากวิตามินซีจะชวยเพิ่มการสรางและสะสมโปรคอลลา
เจนชนิดที ่1 ในเซลลแลวยงัสงผลใหเซลลปลดปลอยโปรตีนชนิดนี้ออกมานอกเซลลดวย (683.30 ± 32.95 
นาโนกรัมตอมลิลิลิตร) เมื่อพิจารณาผลของสารสกัด ถึงแมวาสารสกัดจะสงผลใหเกิดการผลิตและสะสม
โปรคอลลาเจนภายในเซลลเชนเดียวกับวติามินซีแตโปรคอลลาเจนที่ผลิตข้ึนถูกปลดปลอยออกมานอย 
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รูปท่ี 58 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางโปรคอลลาเจนที่ความเขมขนตางๆ และคาการ
ดูดกลืนแสง 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 59 ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ภายนอกเซลลไฟโบรบลาสต โดยกลุมควบคุม(control) คือเซลล
ที่ไมไดรับแสงยูวีบี, negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว, positive controlคือ
เซลลที่ไดรับวติามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสง
ยูวีบีและ isolated artocarpin คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เปนเวลา 24 ชัว่โมง กอนไดรับแสงยูวีบ ีกราฟแทงแสดงปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ภายนอก
เซลลไฟโบรบลาสต (*, p< 0.05, Student’s t-test เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม) 
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กวา (173.2 ± 174.33 นาโนกรัมตอมลิลิลิตร) ดังนัน้อาจกลาวไดวาสารสกัดไมมีผลในการกระตุนการ
ปลดปลอยโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ซึ่งจะสงผลตอปริมาณ mature collagen ที่อยูภายนอกเซลลที่ทาํหนาที่
พยุงโครงรางและใหความยืดหยุนแกผิวหนงัชั้น dermis ดวยเหตุนีจ้ึงไดออกแบบการศึกษาเพิม่เติมโดย
ศึกษาผลของสารสกัดตอการสรางเอนไซมที่เกีย่วของกับการทาํลายคอลลาเจนที่อยูภายนอกเซลล  (matrix 
metalloproteinases, MMPs) ไดแก MMP-1และ 13 เนื่องจากเอนไซมเหลานีจ้ะมีผลตอการคงอยูของ 
mature collagen ในผิวหนงัชั้น dermis 

 2.7.3 ผลของสารสกัดตอการหลั่ง MMP-1 และ 13 ที่ผลิตโดยเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับ
แสงยวูีบ ี

การทดลองนี้ใช ELISA kit ในการหาปริมาณ MMP-1 และ 13ที่หล่ังโดยเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับ
สารกอนการไดรับแสงยูวีบคีวามเขมขนของ isolated artocarpin ที่ใชคือ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใช 
DMSO เปนตัวทําละลายในปริมาณไมเกิน 0.1 เปอรเซ็นต (ณ ความเขมขนสุดทาย) เพื่อชวยใหสาร
สามารถละลายในอาหารเล้ียงเซลลไดเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม (control คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบ)ี, 
negative control (ไดรัแสงยูวีบ)ี และpositive control (ไดรับวิตามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ี

 การหาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 โดยใช ELISA kit มีข้ันตอนดังนี ้
 1. นาํเซลลไฟโบรบลาสต #6 จํานวน 1 x 104 เซลล ซึง่เพาะเล้ียงใน 96-well microplate มาบมกบั
สารตัวอยางทดสอบ 24 ชั่วโมง 
 2. ใหความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตร แกเซลลแลวเพาะเล้ียงตออีก 24 ชัว่โมง 
 3. ทําการหาปริมาณ MMP-1, 13 โดยใช ELISA kit ซึ่งอาศัยหลักการsandwich enzyme 
immunoassay technique ที่วา antigen ในสารตัวอยางจะเขาจับกับantibody ที่มีความจําเพาะเคลือบ
อยูที่ microplate ซึ่ง antibody นี้จะมeีnzyme ซึ่งเมื่อเติม enzyme’s substrate ลงไปจะสามารถวิเคราะห
ไดที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร โดยเคร่ือง microplate spectrophotometer ทําการวัดคาการดูดกลืน
แสง 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง MMP-1ที่ความเขมขนตางๆ (0, 10, 20, 40, 80, 160, 
640 พิคโคกรัมตอมิลลิลิตร) และคาการดูดกลืนแสง กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง MMP-13 
ที่ความเขมขนตางๆ (0, 10, 20, 40, 80, 160, 640 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) และคาการดูดกลืนแสง รวมทัง้
ปริมาณ MMP-1 และ MMP-13 ที่หล่ังจากเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบีแสดงดังรูปที่ 60-63 ผลที่ได
ชี้ใหเหน็วา แสงยูวีบมีีผลเพิม่การหล่ัง MMP-1 อยางมนีัยสําคัญ (16.82 ± 1.61 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
สําหรับกลุมควบคุม และ 107.22 ± 5.16 นาโนกรัมตอมลิลิลิตร สําหรับกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว,  
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รูปท่ี 60 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง MMP-1 ที่ความเขมขนตางๆ และคาการดูดกลืนแสง 

 

 

รูปท่ี 61 ปริมาณการหล่ัง MMP-1 ทีห่ลั่งโดยเซลลไฟโบรบลาสต โดยกลุมควบคุม (control) คือเซลลที่
ไมไดรับแสงยูวีบี, negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว, positive control คือ
เซลลที่ไดรับวติามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับ
แสงยูวีบีและ isolated artocarpin คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ี กราฟแทงแสดงปริมาณ MMP-1 ภายนอก
เซลลไฟโบรบลาสต (*, p< 0.05, Student’s t-test) 
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รูปท่ี 62 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง MMP-13 ทีค่วามเขมขนตางๆ และคาการดูดกลืน
แสง 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 63 ปริมาณการหล่ัง MMP-13 ทีห่ล่ังโดยเซลลไฟโบรบลาสต โดยกลุมควบคุม (control) คือเซลลที่

ไมไดรับแสงยูวีบี, negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว, positive control คือ
เซลลที่ไดรับวติามินซีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับ
แสงยูวีบีและ isolated artocarpin คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ีกราฟแทงแสดงปริมาณ MMP-13 ภายนอก
เซลลไฟโบรบลาสต (*, p< 0.05, Student’s t-test) 
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Vitamin C 

UVB 

- 
- 
- 

- 
- 
+

- 
+
+

+ 
- 
+ 

Isolated artocarpin  
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negative control) และเปนทีน่าสนใจทีพ่บวา isolated artocarpin สามารถลดการหล่ังของ MMP-1 
(89.62 ± 12.28 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จากเซลลที่ไดรับแสงยูวีบ ีในขณะทีว่ิตามนิซีไมมีผลในการลดการ
หล่ัง MMP-1 (103.39 ± 16.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

ในกรณีของ MMP-13 พบวาปริมาณเอนไซมชนิดที่หลั่งภายนอกเซลลมีแนวโนมสูงข้ึนในเซลลกลุม
ที่ไดรับแสงยูวบีีอยางเดียว (negative control, 87.70 ± 16.69 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทยีบกับกลุม
ควบคุม (78 ± 6.36 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) แตความแตกตางดังกลาวไมมนีัยสําคัญทางสถิติ การที่เซลล
ไดรับวิตามินซีกอนที่จะไดรับแสงยูวีบ ีมีผลทําใหปริมาณ MMP-13 ลดลงอยางมนีัยสําคัญ (38.65 ± 11.24 
นาโนกรัมตอมลิลิลิตร) เมื่อเทียบกับกลุมทีไ่ดรับแสงยูวีบีอยางเดียว ซึ่งการลดลงของ MMP-13 พบในกลุม
เซลลที่ไดรับ isolated artocarpin เชนกนั (54.40 ± 48.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) แตการลดลงนัน้ไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ 

จากผลการศึกษาขางตนทั้งหมดช้ีใหเหน็วา สารสกัดมีประสิทธิภาพในเชิงยับยั้งการทําลายคอลลา
เจนมากกวาการกระตุนหรือฟนฟูการสรางคอลลาเจนดังสมมติฐานที่ต้ังไวในตอนแรก ซึ่งจะเหน็ไดจากการ
ที่สารสกัดมฤีทธิ์ในการปองการการปลดปลอย MMP-1 รวมกับมีแนวโนมในการลดการปลดปลอย MMP-
13 ซึ่งเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่ง MMP-1 มีฤทธิ์โดยตรงในการทําลายmature collagen ดวย
เหตุนี้แผนการศึกษาจึงแบนเข็มไปในทางทศิทางที่เกี่ยวของกับการสรางและปลดปลอย MMPs เชน ศึกษา
ผลของสารสกดัตอการหล่ังสารส่ืออักเสบ ไดแก tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) และ interleukin-
6 (IL-6) เนือ่งจากสารส่ืออักเสบทัง้ 2 ชนิด มีความสัมพันธกับ MMPs ในแงกระตุนการสรางและ
ปลดปลอยเอนไซมทีท่ําลายคอลลลาเจน 

2.7.4 ผลของสารสกัดตอการปลดปลอย tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)และ 
interleukin-6 (IL-6) โดยเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับแสงยวูีบ ี

การทดลองนี้จะใช ELISA kitในการหาปริมาณการ TNF-α และ IL-6 ที่ถูกปลดปลอยออกนอกโดย
เซลลเคราติโนไซตที่ไดรับสารทดลองกอนการไดรับแสงยูวีบี ความเขมขนของ isolated artocarpin ที่ใชคือ 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใช DMSO เปนตัวทําละลายในปริมาณไมเกิน 0.1 เปอรเซ็นต (ณ ความ
เขมขนสุดทาย) เพื่อชวยใหสารสามารถละลายในอาหารเล้ียงเซลลไดเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (control 
คือเซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบ)ี, negative control (ไดรับแสงยูวีบ)ี นอกจากนี้ยงัทดลองทดสอบฤทธ์ิดังกลาว
โดยใชสารสกดัหยาบดวย (crude extract) 

การหาปริมาณ TNF-αและ IL-6 โดยใช ELISA kit มีข้ันตอนดังนี ้
 1.นําเซลลเคราติโนไซต #2 จํานวน 5x 106 เซลล ซึ่งเพาะเล้ียงใน 6-well microplate มาบมกับสาร
ตัวอยางทดสอบ 24 ชั่วโมง 
 2. ใหความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตร แกเซลลแลวเพาะเล้ียงตออีก 4 ชั่วโมง 
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 3. ทําการหาปริมาณ TNF- และ IL-6 โดยใช ELISA kit ซึง่อาศัยหลักการ sandwich enzyme 
immunoassay technique ที่วา antigen ในสารตัวอยางจะเขาจับกบั antibody ที่มีความจําเพาะเคลือบ
อยูที่ microplate ซึ่ง antibody นี้จะมี enzyme ซึ่งเมื่อเติม enzyme’s substrate ลงไปจะสามารถวิเคราะห
ไดที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร โดยเคร่ือง microplate spectrophotometer ทําการวัดคาการดูดกลืน
แสง 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง TNF-α ที่ความเขมขนตางๆ (0, 10, 20, 40, 80, 160, 
640 พิคโคกรัมตอมิลลิลิตร) และคาการดูดกลืนแสง กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง IL-6 ที่
ความเขมขนตางๆ (0, 10, 20, 40, 80, 160, 640 พิคโคกรัมตอมิลลิลิตร) และคาการดูดกลืนแสง รวมทั้ง
ปริมาณ TNF-α และ IL-6 ที่หล่ังจากเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับแสงยูวบีีแสดงดังรูปที่ 64 - 67การศึกษาที่
ไดพบวาที่สภาวะปกติเซลลมีการหลัง่สารส่ืออักเสบทีน่อยมากจนไมสามารถวัดคาได ในขณะทีแ่สงยูวีบีมี
ผลตอการเพิ่มปริมาณการหลั่ง TNF-α (283.83 ± 70.06 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) และ IL-6 (141.67 ± 
20.28 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) โดยเซลลเคราติโนไซตเมื่อเซลลไดรับ isolated artocarpin พบวาเซลลมีการ
หล่ังสารส่ืออักเสบนอยกวาอยางมีนยัสําคัญ (23.17 ± 23.30 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ TNF-α และ 
88.33 ± 17.56 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ IL-6) เมื่อเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแสงยูวีบเีพยีงอยางเดียว 
เปนทีน่าสนใจที่พบวาสารสกัดหยาบไมสามารถยับยัง้การปลดปลอยสารสื่ออักเสบทั้ง 2 ชนิดอยางมี
นัยสําคัญ (257.17 ± 34.03 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ TNF-α และ 136.11 ± 17.67 พิโคกรัมตอ
มิลลิลิตร สําหรับ IL-6) ดังนัน้อาจกลาวไดวาฤทธ์ิในการตานการปลดปลอยสารสื่ออักเสบนัน้นาจะมีผลมา
จากปริมาณสาร artocarpin ซึ่งเปนสารหลักทีพ่บใน isolated artocarpin 
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รูปท่ี 64 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง TNF-α ที่ความเขมขนตางๆ และคาการดูดกลืนแสง 

 

รูปท่ี 65 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการหลั่ง TNF-α โดยเซลลเคราติโนไซตเมื่อ 
negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวบีีอยางเดียว, crude extract คือเซลลที่ไดรับสารสกัด
หยาบ (มีปริมาณ artocarpin 43.85  0.03เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) ความเขมขน 50 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวบีีและ isolated artocarpin (มีปริมาณ 
artocarpin 88.18± 0.02 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)  คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ีกราฟแทงแสดงปริมาณ TNF-α 
ที่หล่ังโดยเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับแสงยูวบีี (*, p< 0.05, Student’s t-test) 

 

Isolated artocarpin  Negative control  
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รูปท่ี 66 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง TNF-α ที่ความเขมขนตางๆ และคาการดูดกลืนแสง 

 

 

รูปท่ี 67 ผลของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ตอการหลั่ง IL-6 โดยเซลลเคราติโนไซตเมื่อ 
negative control คือเซลลที่ไดรับแสงยูวบีีอยางเดียว, crude extract คือเซลลที่ไดรับสารสกัด
หยาบ (มปีริมาณ artocarpin 43.85  0.03เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก) ความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบีและ isolated artocarpin (มี
ปริมาณ artocarpin 88.18± 0.02 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก)  คือเซลลที่ไดรับสารสกัดความ
เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนไดรับแสงยูวีบ ี กราฟแทงแสดง
ปริมาณ IL-6 ที่หล่ังโดยเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับแสงยูวบีี (*, p< 0.05, Student’s t-test) 

Negative control  Isolated artocarpin  
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2.7.5 ผลของสารสกัดตอการหลั่ง SMAD2, 3, 7 และ ระดับ TGF-β receptor ในเซลลไฟ
โบรบลาสตทีไ่ดรับแสงยูวบีี 

ถึงแมจากการศึกษาพบวาสารสกัด isolated artocarpin ไมมีผลตอการกระตุนการปลดปลอยโปร
คอลลาเจนชนดิที 1 ออกจากเซลลไฟโบรบลาสต แตก็พบวามีผลในการผลิตและสะสมโปรคอลลาเจนชนิด

ที 1 ภายในเซลล ดวยเหตุนีจ้ึงไดทดลองหาปริมาณ SMAD2, 3, 7 และ TGF-β receptor ในเซลลหลังจาก
โดนแสงยวูีบ ี ซึ่งโปรตีนเหลานี้เกีย่วของกับการสังเคราะหโปรคอลลาเจนในเซลลไฟโบรบลาสต โดยใช
เทคนิค Western blotในการวัดปริมาณโปรตีนดังกลาวความเขมขนของ isolated artocarpin ทีใ่ชคือ 50 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร การหาปริมาณ SMAD2, 3, 7 และ TGF-β receptor โดยใช Western blot มี
ข้ันตอนดังนี ้

1. นําเซลลไฟโบรบลาสต #5 จํานวน 2 x 106 เซลลซึ่งเพาะเล้ียงใน flask 25 ตารางเซ็นติเมตรบม
กับสารตัวอยางทดสอบเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 2. ใหความเขมแสง 128 จูลตอตารางเซนติเมตร แกเซลลแลวเพาะเล้ียงตออีก 24 ชัว่โมง 

 3. ทําการวัดปริมาณ SMAD2, 3, 7 และ TGF-βreceptor โดยใชเทคนิค Western blot โดยเร่ิม
จากการทาํลายผนงัเซลลและแยกเก็บโปรตีนที่ตองการ จากนั้นใชหลักการของ gel electrophoresis ซึ่งใช
แยกโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลตอมาโปรตีนจะถกู transfer ไปยัง nitrocellulose membrane แลว
ตรวจสอบโปรตีนที่ตองการโดย primary antibody ซึ่งมีความจาํเพาะเจาะจงตอโปรตีนแตละชนิด และใช 
secondary antibody ที่มีความจําเพาะตอ primary antibody เพื่อความจําเพาะและถูกตองแมนยาํมาก
ยิ่งข้ึน จากนัน้ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี chemiluminescent detection 

ทั้งนี้เนื่องจากโปรตีนเหลานีม้ีปริมาณนอยมากจึงไมสามารถวิเคราะหไดโดย chemiluminescent 
detection ได อยางไรก็ตามทางผูดําเนนิการวิจัยคาดหวงัวาการศึกษาปริมาณ TGF-β receptor และ 
SMAD2, 3 และ7 จะสามารถวิเคราะหไดจากวธิี immunofluorescence ตอไป 

จากขางตนทีก่ลาววา สารสกัด isolated artocarpin มีประสิทธิภาพในเชิงยับยั้งการทําลาย
คอลลาเจนมากกวาการกระตุนหรือฟนฟกูารสรางคอลลาเจนดังสมมติฐานที่ต้ังไวในตอนแรก ซึ่งจะเหน็ได
จากการที่สารสกัดมีฤทธิ์ในการปองการการปลดปลอย MMP-1 รวมกับมีแนวโนมในการลดการปลดปลอย 
MMP-13 ซึ่งเอนไซมทัง้ 2 ชนิดนี ้ โดยเฉพาะอยางยิง่ MMP-1 มีฤทธิ์โดยตรงในการทําลาย mature 
collagen ดวย ผลที่ไดชี้ใหเหน็ประโยชนของการนาํสารสกัดไปใชในการปองกนัการทําลายคอลลาเจน
เนื่องจากแสงยูวีบี อยางไรก็ตามการนําไปใชจะเปนไปไดมากข้ึนหากสามารถพสูิจนประสิทธภิาพใน in 
vivo ดวยเหตุนี้ผูวิจัยจงึไดออกแบบการศึกษาเพิม่เติมเพื่อจะยืนยนัผลการศึกษาในสัตวทดลอง โดยมี
สมมติฐานทีว่าการไดรับสารสกัดโดยการทาที่ผิวหนงัอาจสงผลปองกนัการทําลายคอลลาเจนเนื่องมากจาก
แสงยูวีบ ีเนื่องจากสารสกัดมฤีทธิย์ับยัง้การปลดปลอยเอนไซมทีท่ําลายคอลลาเจน 
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2.8 การทดสอบ In vivo วดัความหนาและปริมาณคอลลาเจนในหนังหนทูี่โดนแสงยวูีบี  
 2.8.1 สัตวทดลองท่ีใช 
 หนูเมาสสายพันธุ ICR เพศผู อายุ 5 สัปดาห ซึง่ถกูเล้ียงในสภาวะควบคุมอุณหภูมิที่ 25±5 องศา
เซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธรอยละ 55 ± 5 เปนเวลา 1 สัปดาห และหนูตองไดรับอาหารพื้นฐานที่ใชใน
หองทดลอง รวมถงึไดรับน้ําอยางพอเพียงกอนนํามาทดลอง โครงรางการศึกษาที่ใชในโครงการคร้ังนี ้ไดรับ
การรับรองจากคณะกกรมการจรรยาบรรณการใชสัตว มหาวทิยาลัยนเรศวร ตามเลขที่โครงการ NU-
AE550202 
 โดยสัตวทดลองจะแบงเปน 4 กลุม กลุมละ 4 ตัว 

- กลุมปกติ (normal group) คือ กลุมที่ไมฉายยวูีบ ี
- กลุมควบคุม (control group) คือ กลุมที่ไดรับแสงยูวีบีและไดรับน้ําเปลา 
- กลุมเปรียบเทยีบ (positive group) คือ กลุมที่ไดรับแสงยูวีบีและไดรับวิตามินซีความเขมขน 3 

เปอรเซ็นต [43] 
- กลุมทดลอง (test group) คือ กลุมที่ไดรับแสงยูวีบีและไดรับสารสกัดisolated artocarpin เขมขน 

0.02 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั (ความเขมขนเปน 4 เทา ของความเขมขนที่ใชศึกษา in vitro) ซึ่งมี DMSO 
เปนตัวทําละลายอยูนอยกวา 0.1 เปอรเซน็ต 
  ในการศึกษาผลของสารสกัดตอความหนาของผิวหนังและปริมาณคอลลาเจนในหนูเมาสที่ไดรับ
แสงยูวีบ ี บริเวณสวนหลังของหนูทดลอง (ต้ังแตบริเวณขาหนาถงึขาหลัง) จะถูกถอนออกโดยใช sodium 
sulphide ความเขมขน 8 เปอรเซ็นตทาไวเปนเวลา 1-2 นาที แลวใชสําลีเปยกเช็ดออก 2 รอบ จากนัน้แตละ
กลุมจะทาสารตามกําหนดทีบ่ริเวณสวนหลังของหนทูุกวนั แลวทิ้งไว 2 ชั่วโมงกอนรับแสงยูวีบี แสงยูวีบทีี่ใช
มีแหลงกําเนิดจาก UVB chamber ที่ประกอบดวยหลอด UVB Lamp (ชนิด 8 วัตต ความยาวคล่ืนอยู
ในชวง 275-305 นาโนเมตร, Toshiba, Japan) 
 หนูจะไดรับแสงยูวีบีสัปดาหละ 3 คร้ัง (จันทร พธุ และศุกร) ติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาห โดย
แบงเปนชวงดังนี ้

- ชวงสัปดาหที่ 1-4 ความเขมแสงที่ใชคือ 18 จูลตอตารางเซนติเมตร 
- ชวงสัปดาหที่ 4-7 ความเขมแสงที่ใชคือ 36 จูลตอตารางเซนติเมตร 
- ชวงสัปดาหที่ 7-10 ความเขมแสงที่ใชคือ 54 จูลตอตารางเซนติเมตร 
- ชวงสัปดาหที่ 10-12 ความเขมแสงที่ใชคือ 72 จูลตอตารางเซนติเมตร [43] 
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 2.8.2 การวัดความหนาของ epidermis โดยตรวจสอบจุลกายวิภาคศาสตร (histological 
examination) ของผิวหนังหนู 
 หลังจากการทดลองเปนเวลา 12 สัปดาห ทําการตัดผิวหนังบริเวณสวนหลัง พื้นที่ประมาณ 3 
ตารางเซนติเมตร มาเพื่อทําการ fix ใน pre-labeled base molds โดยใช Tissue-Texmatrix และใช 
microtome ตัดใหมีความหนา 8 ไมโครเมตร วางลงบนสไลดแลวยอมดวยสี hematoxylin-eosin (H&E) 
เพื่อดูลักษณะโครงสรางและความหนาของ epidermis เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมและกลุมทดลอง 
 ความหนา epidermis ของผิวหนังหน ูและจุลกายวิภาคศาสตรแสดงดังรูปที่ 68-72 จากกราฟที่ได 
บงบอกวายวูบีีมีผลทําใหผิวหนังของหนหูนาข้ึนเม่ือเทยีบระหวางกลุมควบคุม คือกลุมที่ไมรับแสงยูวบีี
(control, 23.49 ± 0.69 ไมโครเมตร)และกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว (negative control, 29.92 ± 0.74 
ไมโครเมตร)อยางมีนยัสําคัญ และการไดรับสารสกัด (21.74 ± 1.02 ไมโครเมตร) มผีลในการลดความหนา
ของผิวหนังหนูที่ดีกวาวิตามินซ ี (23.83 ± 2.48 ไมโครเมตร) อยางมนีัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมทีไ่ดรับแสง
ยูวีบีอยางเดียว 
 
 

 
 

รูปท่ี 68 ผลของสารสกัดตอความหนาของผิวหนงัหนู เมื่อ control group คือไมไดรับแสงยูวีบ,ี negative 
control คือไดรับแสงยูวีบีและน้ําเปลา, positive control คือไดรับแสงยูวีบ ีและวิตามินซีเขมขน 
3 เปอรเซ็นต, test group คือไดรับแสงยูวีบี และสารสกัด isolated artocarpin ความเขมขน 
0.02 เปอรเซ็นต กราฟแทงแสดงความหนาของผิวหนงัหนทูี่ไดรับแสงยูวีบ ี (N=4) (*, p< 0.05, 
Student’s t-test) 
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UVB 
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รูปท่ี 69 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหนทูี่ไมไดรับแสงยูวีบ ี

(control group) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 400 
เทา 

 
 
 

 

รูปท่ี 70 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนังหนทูี่ไดรับแสงยูวีบี 
รวมกับการทาน้ําเปลา (negative control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลอง
จุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
ในชั้นผิวหนังแท 

ความหนาของชั้นผิวหนัง 
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รูปท่ี 71 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนังหนทูี่ไดรับแสงยูวีบี 
รวมกับการทาวิตามนิซี 3 เปอรเซ็นต (positive control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อ
มองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 

 

รูปท่ี 72 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนังหนทูี่ไดรับแสงยูวีบี 
รวมกับการทาสารสกัดisolated artocarpin 0.02 เปอรเซ็นต (test group) ครบตามระยะเวลา 
12 สัปดาหเมือ่มองผานกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400 เทา 
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 2.8.3 การวิเคราะหปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน (hydroxyproline) ในตัวอยางเน้ือเยื่อ และ
การคํานวณปริมาณคอลลาเจน 
 ปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนซึง่เปนกรดอะมิโนหลักของคอลลาเจนจะถูกวัด โดยแชชิ้นเนื้อตัวอยาง
ปริมาณ 25 มลิลิกรัมในคลอโรฟอรมและเมธานอลเปนเวลา 60 นาทเีพื่อกาํจัดไขมันออกจากนัน้นําช้ินเนื้อ
มาแชในกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  นอรมอลที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชัว่โมง จากน้ันเม่ือ
ชิ้นเนื้อตัวอยางแหงแลวจึงเติม PBS (pH 7.4) แลวจึงนําสารละลายไปกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 
ไมครอน ทําการเจือจางสารละลายดวย PBS ในอัตราสวน 1 ตอ 50 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร ปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนคํานวณไดจากสมการ standard curve ของไฮดรอกซี
โปรลีนและคาการดูดกลืนแสงและวิธกีารคํานวณหาปริมาณคอลลาเจนในตัวอยางเน้ือเยื่อ หาไดจาก
สมการตอไปนี ้
 
ปริมาณคอลลาเจน = ปริมาณ hydroxyproline (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)    X  Conversion factor (7.46) 
    ปริมาณของเนื้อเยื่อใน 1 มิลลิลิตร (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง ไฮดรอกซีโปรลีนที่ความเขมขนตางๆ (0.1, 0.2, 0.4, 
0.8 และ 1.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และคาการดูดกลืนแสงปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน และปริมาณคอลลา
เจนแสดงดังรูปที่ 73-75 ผลที่ไดพบวา แสงยูวีบีมีผลในการลดปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนซึ่งเปนกรดอะมิโน
หลักในคอลลาเจนลงเม่ือเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม (control, 4.53 ± 0.19 มิลลิกรัมตอกรัมของ
เนื้อเยื่อ)และกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีเพียงอยางเดียว (negative control, 0.70 ± 0.07 มิลลิกรัมตอกรัมของ
เนื้อเยื่อ)อยางมีนัยสําคัญ เมื่อพิจารณากลุมที่ไดรับสารสกัดพบวามีปริมาณไฮดรอกซีโปรลีนใกลเคียงกับ
กลุมที่ไดรับวติามินซี (3.69 ± 0.08 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่สําหรับสารสกัด และ 3.76 ± 0.04 
มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่สําหรับวิตามินซี) โดยทั้งสองกลุมมปีริมาณไฮดรอกซีโปรลีนมากกวากลุมที่
ไดรับแสงยูวบีีเพียงอยางเดียวอยางมนีัยสําคัญ จากที่กลาวขางตนวาไฮดรอกซีโปรลีนเปนกรดอะมิโนหลัก
ในคอลลาเจน ดังนั้นปริมาณคอลลาเจนจึงมทีิศทางไปในทางเดียวกบัปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน โดยแสงยูวี
บีมีผลในการลดปริมาณคอลลาเจนในตัวอยางชิน้เนื้ออยางมีนยัสําคัญเม่ือเปรียบเทียบระหวางกลุม
ควบคุม (6.74 ± 0.28 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) และกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีเพียงอยางเดียว (0.99 ± 0.10 
มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่) เมื่อพิจารณาปริมาณคอลลาเจนจากกลุมที่ไดรับสารสกัด(5.42 ± 0.12 
มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่) พบวามีปริมาณคอลลาเจนไมแตกตางจากกลุมที่ไดรับวิตามินซี (5.60 ± 
0.06 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) โดยทัง้สองกลุมมีปริมาณคอลลาเจนที่มากกวากลุมที่ไดรับแสงยูวีบี
เพียงอยางเดียวอยางมนีัยสําคัญ 
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รูปท่ี 73 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางไฮรอกซีโปรลีนที่ความเขมขนตางๆ และคาการ
ดูดกลืนแสง 

 

 

รูปท่ี 74 กราฟแทงแสดงปริมาณของไฮดรอกซีโปรลีนในเนื้อเยื่อตัวอยาง เมื่อ control group คือไมไดรับ
แสงยูวีบ,ี negative control คือไดรับแสงยูวีบีและน้าํเปลา, positive control คือไดรับแสงยูวีบี 
และวิตามนิซีเขมขน 3 เปอรเซ็นต และ isolated artocarpin คือไดรับแสงยูวีบ ี และสารสกัด
เขมขน 0.02 เปอรเซ็นต (N=4) (*, p< 0.05, Student’s t-test) 

Standard Curve
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รูปท่ี 75  กราฟแทงแสดงปริมาณคอลลาเจนในเน้ือเยือ่ตัวอยาง เมือ่ control group คือไมไดรับแสงยูวีบ,ี 
negative control คือไดรับแสงยูวีบีและน้ําเปลา, positive control คือไดรับแสงยูวีบ ี และ
วิตามนิซีเขมขน 3 เปอรเซ็นต, isolated artocarpin คือไดรับแสงยูวีบี และสารสกัดเขมขน 0.02 
เปอรเซ็นต (N=4) (*, p< 0.05, Student’s t-test เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม) 
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 2.8.4 การวิเคราะหเชิงคุณภาพ (qualitative) โดยวธิี immunofluorescence 

 เพื่อเปนการยนืยนัผลปริมาณไฮดรอกซีโปรลีน การวเิคราะหโดยวธิี immunofluorescence จึงถกู
นํามาตรวจสอบหาตําแหนงคอลลาเจนในผิวหนังของหนูทดลอง โดยการวิเคราะหนี้ปฏิบัติที่อุณหภูมิหอง 
เร่ิมแรก นําช้ินเนื้อตัวอยางที่ถูกตัดเพื่อศึกษาจุลกายวภิาคศาสตรวางลงบนสไลด จากนั้น fix สไลดโดยแช
ในacetone (ที่ทาํใหเย็นใน -20 องศาเซลเซียสนาน30 นาที) นาน 5-10 นาท ี  จากนัน้ลางสไลดดวย PBS 
และ cover wash buffer (Tris buffer saline (TBS) with 0.025% Triton X-100) 2 คร้ังๆ ละ 10 นาที แลว
ปองกนัการยอมที่ไมจําเพาะเจาะจง (non-specific staning) โดยใช blocking buffer ( TBS with 10% 
bovine serum albunine (BSA)) บมเปนเวลา 30 นาที หลังจากนัน้ทําการกาํจัด blocking buffer โดยการ
ใช unconjugated primary type-1 collagen antibody ในอัตราสวน 1:200dilution buffer (TBS with 
1%BSA) และบมเปนเวลา 2 ชั่วโมงในที่มืด แลวลางดวย wash buffer 2 คร้ัง ทําการยอม secondary 
antibody ดวย Cyanine Dyes (Cy5) ในอัตราสวน 1:250 dilution buffer และบมเปนเวลา1 ชัว่โมงในที่
มืด แลวสังเกตสไลดที่เตรียมภายใตกลอง fluorescence microscope โดย Cy5 จะถูกกระตุนภายใตแสงสี
แดง (650 นาโนเมตร) ดังนั้นจึงเหน็เปนสีแดง (670 นาโนเมตร) 
 การกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนังหนูแสดงดังรูป 76-79 จากรูปทีไดพบวา
ในกลุมควบคุมมีการกระจายตัวของคอลลาเจนที่ชัดเจน สังเกตไดจากจุดที่เรืองแสงสีแดงท่ีกระจายอยุทั่ว
ตัวอยางช้ืนเนื้อ กลุมที่ไดรับสารสกัดและกลุมที่ไดรับวิตามินซีมีจุดเรืองแสงสีแดงซ่ึงแสดงถึงปริมาณ
คอลลาเจนที่ใกลเคียงกัน และกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีเพียงอยางเดียว มีจุดเรืองแสงสีแดงที่นอยมากเม่ือเทียบ
กับกลุมอ่ืนๆ ซึ่งผลการทดลองทีไดมีความสอดคลองกับผลการทดลองหาปริมาณคอลลาเจนกอนหนานี้ 
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รูปท่ี 76 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหน ู เมื่อไมไดรับแสงยูวบีี (control 
group) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห เมือ่มองผานกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 77 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหน ู เมื่อไดรับแสงยูวีบ ีรวมกับการ
ทาน้ําเปลา (positive control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห เมื่อมองผานกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 400 เทา 

คอลลาเจนชนิดที่ 1 
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รูปท่ี 78 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนงัหน ู เมื่อไดรับแสงยูวีบีรวมกับการ
ทาวิตามนิซี 3 เปอรเซ็นต (positive control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลอง
จุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 79 แสดงการกระจายตัวของคอลลาเจนในตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนังหน ูเมื่อไดรับแสงยูวีบ ีรวมกับการ
ทาสารสกัดisolated artocarpin0.02 เปอรเซ็นต (positive control) ครบตามระยะเวลา 12 
สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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บทที่ 3 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สารสกัดจากธรรมชาติมีมากมายหลายชนดิ ที่สามารถชวยลดการเกิดอุบัติการณของโรคที่เกี่ยว 

ของกับการเสือ่มถอยของอวัยวะภายในรางกาย รวมทัง้การแกกอนวยัอันควรเนื่องมาจากส่ิงกระตุน
ภายนอกรางกายโดยเฉพาะแสงแดด เมื่อไมนานมานี้มีการวิจัยพบวาสารสกัดจากแกนตนสาเก 
(Artocarpus incisus) เปนพืชทีน่าสนใจในแงที่วาสามารถฟนฟูการทาํงานของเซลลไฟโบรบลาสต ที่แยก
จากผิวหนังมนุษยบริเวณทีเ่ปนร้ิวรอย โดยสารสกัดกระตุนการสรางโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 และยับยั้งการ
สรางเอนไซมที่ทาํลายคอลลาเจน เชน MMP ชนิดที่ 1 (MMP-1) รวมทัง้สามารถฟนฟูศักยภาพในการจัด
ระเบียบ (reorganization) คอลลาเจน และการหดตัว (contraction) ของเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจาก
ผิวหนังบริเวณที่มีร้ิวรอย [37] ดวยเหตุนีค้ณะผูดําเนนิการวิจยัจึงมีความสนใจทีจ่ะนําแกนตนสาเกซึ่งเปน
พืชที่สามารถพบไดทั่วไปในประเทศ รวมทัง้ที่จงัหวดัพิษณุโลก มาสกัดเพื่อใหไดสารอารโทคารปน
(artocarpin) ซึ่งเปนองคประกอบหลักที่อยูในแกนตนสาเก มาศึกษาควบคูกับสารสกัดหยาบใน
การศึกษาเชิงลึกถึงประสทิธภิาพในการปองกันการเส่ือมสภาพกอนวยัของผิวหนงั อันเนื่องมาจากไดรับ
แสงยูวีบ ีทั้งจากในเซลลไฟโบรบลาสตและในสัตวทดลอง โดยออกแบบการศึกษาในเซลลไฟโบรบลาสตใน
แงของการทดสอบความเปนพิษการเพิ่มจํานวนของเซลล ปริมาณโปรคอลลาเจนท้ังภายในและภายนอก
เซลล รวมถงึปริมาณ MMP-1 และ 13 ของเซลลไฟโบรบลาสตเมื่อไดรับแสงยูวีบี และออกแบบการศึกษา
ในเซลลเคราติโนไซตในแงของการทดสอบการยับยัง้การหล่ังสารส่ืออักเสบ (IL-6 และ TNF-α) รวมทั้งมี
การออกแบบศึกษาในสัตวทดลองในแงของการปองกนัการเส่ือมสภาพกอนวัยของผิวหนัง ที่ไดรับแสงยูวีบี
ติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาห ซึ่งประเมินจากลักษณะทางกายภาพของผิวหนงัหนูในระดับจุลกายวิภาค
ศาสตร รวมทัง้ระดับของไฮดรอกซีโปรลีน (hydroxyproline) ซึ่งเปนองคประกอบหลักของคอลลาเจนที่มีใน
ผิวหนังหนกูลุมที่ไดรับแสงยวูีบีเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับแสงและสารสกัดจากแกนตนสาเก 
 การศึกษาเร่ิมจากการสกัดและแยกสารสําคัญซึ่งก็คืออารโทคารปน พบวาสารสกัดหยาบและ 
isolated artocarpin มีปริมาณอารโทคารปน 43.85 ± 0.03 และ 88.18 ± 0.02 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั 
จากนั้นทําการวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันของวิตามินซีและวิตามินอีที่ใชเปนสารอางอิง 
(positive control) สารสกดัหยาบและ isolated artocarpin จากแกนตนสาเกโดยใช DPPH assay ซึ่ง
แสดงในรูปของ EC50 (คาความเขมขนสมมูลทีท่ําใหเกดิประสิทธิภาพในการตานการเกิดออกซิเดชัน โดย 
free radical scavenging เทากับรอยละ 50 ของประสิทธิภาพสูงสุด) พบวาความสามารถในการเปนสาร
ตานอนมุูลอิสระของสารสกดัหยาบ (EC50 มีคา 207.5 ± 9.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ isolated 
artocapin (EC50 มีคา 132.7 ± 2.7 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) มีความสามารถนอยกวาวิตามนิซีและวิตามนิอี
ซึ่งจากคาที่ไดชี้ใหเหน็วาสารสกัดและ isolated artocarpin จากผลการทดลองนี้เปนเพียงการหาขอมูลเพื่อ
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ยืนยนัถงึความสามารถในการตานออกซิเดชัน และนําไปสูการหากลไกการออกฤทธ์ิอ่ืนที่คาดวาจะมีผลตอ
การฟนฟกูารทํางานของเซลลไฟโบรบลาสตซึ่งนาํไปสูการปองกนัการเส่ือมสภาพของผิวหนงักอนวัยอันควร
เนื่องมาจากแสงยูวีบ ี
 ตอมาไดมีการศึกษาความเขากันไดทางชีวภาพของสารสกัดหยาบและ isolated artocarpin ทั้งใน
ดานความเปนพิษและการเพิม่จํานวนตอเซลลไฟโบรบลาสตที่แยกไดจากผิวหนงัมนษุย ในการศึกษาความ
เปนพษิตอเซลลไดใชวิธี XTT assay ซึ่งอาศัยหลักการที่วาเซลลทีม่ีชีวิตจะปลดปลอยเอนไซมที่สามารถ
เปล่ียนแปลง tetrazolium salt XTT (สีเหลือง) ไปเปน formazen dye (สีสม) พบวา การเพิ่มความเขมขน
สารที่ใชทดสอบไมมีผลตอลักษณะกายภาพ และความเปนพิษตอเซลลอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ความ
เขมขนสูงสุด 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และระยะเวลาในการบมสารที่ใชในการทดสอบที่ความเขมขนใดๆ 
เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบมก็ไมสงผลตอเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ ในสวน
ของการศึกษาการเพ่ิมจํานวนเซลลไฟโบรบลาสตไดใชวิธี BrdU assay ซึ่งอาศัยหลักการที่วา BrdU จะเขา
ไปจับกับ DNA ของเซลลทีก่ําลังแบงตัว จากนั้นจงึตรวจโดยการใช anti-BrdU antibody เขาทาํปฏิกิริยา 
พบวาการเพิ่มความเขมขนของสารสกัดหยาบ หรือ isolated artocarpin มีผลตอการเพิ่มจํานวนของเซลล
ไฟโบรบลาสตอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) โดยเฉพาะอยางยิง่ isolated artocarpinที่ความเขมขน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาเปอรเซ็นตการเพิ่มจํานวนของเซลลหลังจากที่ถกูบมกับสารนั้น จะ
เพิ่มข้ึนหลังจากมีการเพิ่มเวลาในการบมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ รวมทั้งลักษณะของเซลลไมมีการ
เปล่ียนแปลงเชนเดียวกับผลที่ไดจากการศึกษา cell viability ดังที่กลาวไปแลวขางตน  อยางไรกต็ามถึงแม
จํานวนของเซลลนั้นจะเพิม่ข้ึนตามความเขมขนของสารสกัด และระยะเวลาในการบม แตก็ยงัตองมีการ
ทดสอบการทาํงานของเซลลในแงของการผลิตโปรตีนทีเ่กี่ยวของ เชน การผลิตโปรคอลลาเจน เพื่อยืนยันวา 
เซลลที่เพิ่มข้ึนนั้นมปีระสิทธภิาพเหมือนเซลลปกติทั่วไป 
 จากผลการศึกษา cell viability และการเพิ่มจํานวนของเซลล ทําใหตัดสินใจเลือกใช isolated 
artocarpin ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อใชในการศึกษาผลของสารสกัดตอการผลิต
โปรตีนและเอนไซมทีม่ีผลตอการสังเคราะหและทําลายคอลลาเจน ในสวนของการทดสอบผลของสารสกัด 
ตอฤทธ์ิทางชีวภาพของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวบีี กอนอ่ืนตองทาํการหาความเขมแสงอัน
เหมาะสมที่เซลลสามารถทนตอแสงยูวบีีไดนานที่สุดโดยไมทําใหเซลลตายหรือเปล่ียนแปลงรูปรางไป โดย
อาศัยหลักการ BrdU assay พิจารณารวมกับลักษณะทางกายภาพของเซลลไฟโบรบลาสต ซึง่จากผลการ
ทดลองพบวาจํานวนเซลลภายหลังที่ไดรับแสงยูวีบีเปนเวลา 24 ชั่วโมง ไมเปล่ียนแปลงเม่ือเทยีบกับกลุม
ควบคุม อยางไรก็ตามเมื่อพจิารณาลักษณะทางกายภาพของเซลล พบวาที่ความเขมแสง 64 และ 128 จูล
ตอตารางเซนติเมตร ลักษณะทางกายภาพของเซลลไมเปล่ียนแปลง แตเมื่อพิจารณาท่ีความเขมแสง 192 
จูลตอตารางเซนติเมตร พบวารูปรางของเซลลเกิดการเปล่ียนแปลงไปจึงเลือกความเขมแสง 128 จูลตอ
ตารางเซนติเมตรเปนความเขมแสงที่จะใชในการศึกษาตอไป 
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 การศึกษาในข้ันตอมาเปนการศึกษาผลของสารสกัดตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ผลิตโดย
เซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ี ซึง่การศึกษาดังกลาว เร่ิมแรกจะทําการทดสอบหาปริมาณโปรคอลลา
เจนชนิดที ่ 1 โดยการฉายแสงยูวีบกีอนแลวจึงบมเซลลไฟโบรบลาสตกับสารสกัดเพือ่ทดสอบประสิทธิภาพ
ของสารสกัดในแงของการฟนฟกูารสรางคอลลาเจนภายในเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ี ซึง่ทดสอบ
โดยเทคนิค western blot ผลการทดลองช้ีใหเห็นวาแสงยูวีบีมีผลทําใหปริมาณโปรคอลลาเจนท่ีคงอยูใน
เซลลเพิ่มมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (กลุมที่ไมไดรับแสงยูวีบ)ี ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาการไดรับ
แสงยูวีบีแบบคร้ังเดียว (acute dose) กระตุนใหเซลลเกิดการผลิตและสะสมโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 มาก
ข้ึนเพื่อทดแทนคอลลาเจนที่ถูกทําลายโดยแสงยูวบีี และเม่ือสังเกตดูปริมาณโปรคอลลาเจนชนดิที่ 1 ใน
เซลลที่บมกับสารสกัดและวติามินซีภายหลังที่ไดรับแสงพบวาสารทัง้สองสงผลใหเกดิการสะสมปริมาณโปร
คอลลาเจนชนดิที่ 1  ในเซลลคอนขางตํ่า ซึง่สาเหตุอาจเปนไดวาสารทั้งสองชนิดกระตุนใหโปรคอลลาเจน
ชนิดที่ 1 ที่ถูกผลิตข้ึนมามากข้ึนจากการไดรับแสงยูวีบหีล่ังออกนอกเซลล (extracellular procollagen) ซึ่ง
โปรคอลลาเจนท่ีอยูนอกเซลลนี้มีความสําคัญในแงจะเปล่ียนแปลงไปเปนคอลลาเจนทีม่ีผลตอโครงรางและ
ความยืดหยุนของผิวหนังชั้น dermis [44] สมมติฐานนีม้าจากพืน้ฐานทีว่านอกจากวิตามนิซีจะมีผลตอการ
กระตุนการสรางโปรคอลลาเจนแลว ยงัมีผลตอ hydroxylation, glycosylation และ triple-helix formation 
ของโปรคอลลาเจนที่สรางใหมภายในเซลล [45-47] ซึ่งข้ันตอนนีม้ีผลทําใหโปรคอลลาเจนที่สรางข้ึนมาใหม
พรอมออกนอกเซลล นาํไปสูการตัดสายเปปไตดการเกดิเปนไฟบริลและครอสลิงคของคอลลาเจน (mature 
collagen) นอกเซลล [48] 
 เพื่อทดสอบวา ปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบรบลาสตที่ถกูบมกบัสารสกัดกอน
ไดรับแสงยูวีบีจะแตกตางกบัผลการศึกษากอนหนานี้หรือไม จึงทาํการศึกษาโดยการใหสารสกัดแกเซลล
ไฟ-โบรบลาสตกอนใหแสงยูวีบีแกเซลล ซึ่งผลที่ไดมีความสอดคลองกับการศึกษากอนหนานีก้ลาวคือเซลล
เมื่อไดรับแสงยูวีบีจะมีการผลิตและสะสมคอลลาเจนภายในเซลลเพิ่มมากอยางไรกต็ามเมื่อพจิารณาถึง
ปริมาณคอลลาเจนในเซลลซึ่งบมกับสารสกัดและวิตามินซ ีพบวาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 สะสมอยู
ในเซลลมาก ซึ่งผลที่ไดนี้แตกตางกับผลที่ไดจากการศึกษาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในเซลลไฟโบร-
บลาสตที่ไดรับสารสกัดภายหลังจากที่ไดรับแสงยูวีบ ี ผลการศึกษาที่ไดนี้เปนส่ิงที่นาสนใจมากหากพบ
ตอไปวาสารสกัดและวิตามนิซีมีผลไปในทิศทางเดียวกนั กลาวคือมีผลตอทั้งกระตุนการสรางโปรคอลลา
เจนภายในเซลลและหล่ังโปรคอลลาเจนออกนอกเซลล นําไปสูการเกิดเปน mature collagen ใน 
extracellular matrix ดวยเหตุนี้จงึทาํการหาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ภายนอกเซลลในการทดลอง
ตอไปโดยเนนไปที่การศึกษาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 นอกเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับสารสกัด
ภายหลังจากที่ไดรับแสงยูวบีี 

เปนทีน่าสนใจที่พบวาการไดรับแสงยูวีบีในความเขมที่ใชมีผลตอปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่1 ที่
อยูในเซลลและนอกเซลลแตกตางกัน กลาวคือในการศึกษาขางตนพบวาโปรคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่สะสม
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อยูภายในเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีมีมากกวากลุมควบคุม (เซลลที่ไมไดรับแสงยูวีบี) อยางชัดเจนขณะท่ีใน
การศึกษานีพ้บวาปริมาณโปรคอลลาเจนชนิดที ่1 ที่อยูนอกเซลลของกลุมควบคุม (223.45 ± 84.64 นาโน
กรัมตอมิลลิลิตร) ไมแตกตางกับกับ negative control (145.15 ± 42.71 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ
กลุมเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว) แตเมื่อเซลลถูกบมกับวิตามินซเีปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนทีจ่ะไดรับ
แสงยูวีบ ีนอกจากวิตามนิซจีะชวยเพิ่มการสรางและสะสมโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 ในเซลลแลวยงัสงผลให
เซลลปลดปลอยโปรตีนชนดินี้ออกมานอกเซลลดวย (683.30 ± 32.95 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมือ่พิจารณา
ผลของสารสกดั ถึงแมวาสารสกัดจะสงผลใหเกิดการผลิตและสะสมโปรคอลลาเจนภายในเซลล
เชนเดียวกับวติามินซี แตโปรคอลลาเจนท่ีผลิตข้ึนถูกปลดปลอยออกมานอยกวามาก (137.2 ± 174.33 นา
โนกรัมตอมิลลิลิตร)     ดังนัน้อาจกลาวไดวาของสารสกัดไมมีผลในการกระตุนการปลดปลอยโปรคอลลา
เจนชนิดที ่ 1 ซึ่งจะสงผลตอปริมาณ mature collagen ที่อยูภายนอกเซลลทีท่ําหนาที่พยุงโครงรางและให
ความยืดหยุนแกผิวหนังชัน้ dermis ดวยเหตุนี้จึงไดออกแบบการศึกษาเพิ่มเติมโดยศึกษาผลของสารสกัด
ตอการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการทาํลายคอลลาเจนที่อยูภายนอกเซลล ไดแก MMP-1 และ 13 
เนื่องจากเอนไซมเหลานี้จะมผีลตอการคงอยูของ mature collagen ในผิวหนังชัน้ dermis [49] 
 การศึกษาผลของสารสกัดตอการหล่ัง MMP-1 และ 13 โดยเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับแสงยูวีบ ีมี
ข้ันตอนโดยเร่ิมจากนําเซลลไฟโบรบลาสตมาบมกับสารสกัดกอนที่จะไดรับแสงยูวีบี จากนั้นจึงตรวจสอบ
ดวย ELISA kit ซึ่งผลที่ไดชีใ้หเหน็วา แสงยูวีบีมีผลเพิ่มการหล่ัง MMP-1 อยางมีนยัสําคัญ (16.82 ± 1.61 
นาโนกรัมตอมลิลิลิตร สําหรับกลุมควบคุม และ 107.22 ± 5.16 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับกลุมที่ไดรับ
แสงยูวีบอียางเดียว, negative control) และเปนทีน่าสนใจทีพ่บวา isolated artocarpinที่ความเขมขน50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดการหล่ังของ MMP-1 (89.62 ± 12.28 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จากเซลล
ที่ไดรับแสงยูวบีี ในขณะที่วติามินซีไมมีผลในการลดการหล่ัง MMP-1 (103.39 ± 16.50 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) ในกรณีของ MMP-13 พบวาปริมาณเอนไซมชนิดที่หล่ังภายนอกเซลลมีแนวโนมสูงข้ึนในเซลล
กลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว (negative control, 87.70 ± 16.69 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทียบกับ
กลุมควบคุม (78 ± 6.36 นาโนกรัมตอมลิลิลิตร) แตความแตกตางดังกลาวไมมนีัยสําคัญทางสถติิ การที่
เซลลไดรับวิตามินซีกอนที่จะไดรับแสงยูวบีี มีผลทาํใหปริมาณ MMP-13 ลดลงอยางมีนยัสําคัญ(38.65 ± 
11.24 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เมื่อเทยีบกบักลุมที่ไดรับแสงยูวีบีอยางเดียว ซึง่การลดลงของ MMP-13 พบ
ในกลุมเซลลทีไ่ดรับ isolated artocarpinเชนกนั (54.40 ± 48.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) แตการลดลงนั้น
ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 

เปนทีท่ราบกนัดีวาการสัมผัสกับแสงแดดมีผลทําใหชัน้หนงักาํพราหนาข้ึน รวมกับการจัดเรียงตัว

และปริมาณเนื้อเยื่อเกี่ยวพนัคอลลาเจนและอีลาสตินในชั้นหนังแทมกีารเปล่ียนแปลง โดยเฉพาะอยางยิง่

ปริมาณของคอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 3 รวมทั้งอีลาสตินจะลดลง [50] นอกจากนี้ยงัพบวากระบวนการทาง

ชีววทิยาและชีวโมเลกุลที่เกีย่วของกับกระบวนการทําใหผิวหนังแกนัน้ ไดแก 1) การสังเคราะหโปรตีน
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คอลลาเจนโดยเซลลไฟโบรบลาสตลดลง โดยเฉพาะการแสดงออกของยีนโปรคอลลาเจนชนิดที ่ 1 [4-7] 

และ 2) เสนทางการสงสัญญาณ (signal transduction pathway) ซึง่สงผลทําใหการแสดงออกของยีน

ตางๆ ในเซลลไฟโบรบลาสตที่เกี่ยวของกบัการทาํลายเนื้อเยื่อเกี่ยวพนัในช้ันผิวหนงัเพิม่ข้ึน [8-10] ยีน

เหลานี้ ไดแก เมทริกซเมทาลอโปรตีนเนสชนิดที ่ 1(MMP-1) หรือที่รูจักกันในนาม collagenase I และ 

MMP-13 หรือที่รูจักกนัในนาม collagenase III  [11, 51] เปนตน เอนไซมเหลานี้สามารถยอยสายโปรตีน

คอลลาเจน เชน คอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 3 ซึ่งพบในผิวหนงั [12-13] และนอกจากนี้ยงัพบวาเซลลไฟโบร-

บลาสตยังสูญเสียศักยภาพในการเคล่ือนตัว (migration) ไปยังเสนใยคอลลาเจน และยึดเกาะ (adhesion) 

กับเสนใยดังกลาวสงผลใหการจัดระเบียบหรือจัดเรียงตัว (reorganization) ของเสนใยคอลลาเจนโดยเซลล

ไฟโบรบลาสตเกิดข้ึนไมสมบูรณ รวมทัง้การสูญเสียศักยภาพในการเกาะติดกับเสนใยคอลลาเจนของไฟโบ

รบลาสตยังทําใหคุณสมบัติเชิงกล เชน ศักยภาพในการหดตัว (contractile capacity) ของเซลลลดลงดวย

[14-16] อาจกลาวไดวาปริมาณคอลลาเจนท่ีลดลง การทําลายคอลลาเจนที่มากข้ึน การจัดระเบียบเสนใย

คอลลาเจนที่ผิวหนังชัน้ dermis ที่ไมสมบูรณ และการสูญเสียความสามารถในการหดตัวของเซลลไฟโบรบ

ลาสตอันเนื่องมาจากอายุมากข้ึน ทาํใหโครงสรางของเนือ้เยื่อเกี่ยวพนัเกิดการเปล่ียนแปลง  และนําไปสู

การเกิดร้ิวรอยที่ผิวหนงัและสูญเสียความยืดหยุน  
จากผลการศึกษาขางตนทั้งหมดช้ีใหเหน็วา สารสกัดมีประสิทธิภาพในเชิงยับยั้งการทําลายคอลลา

เจนมากกวาการกระตุนหรือฟนฟูการสรางคอลลาเจนดังสมมติฐานที่ต้ังไวในตอนแรก ซึ่งจะเหน็ไดจากการ
ที่สารสกัดมฤีทธิ์ในการปองการการปลดปลอย MMP-1 รวมกับมีแนวโนมในการลดการปลดปลอย MMP-
13 ซึ่งเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่ง MMP-1 มีฤทธิ์โดยตรงในการทําลายmature collagen ดวย
เหตุนี้แผนการศึกษาจึงแบนเข็มไปในทางทศิทางที่เกี่ยวของกับการสรางและปลดปลอย MMPs เชน ศึกษา
ผลของสารสกดัตอการหล่ังสารส่ืออักเสบ ไดแก tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) และ interleukin-
6 (IL-6) เนือ่งจากสารส่ืออักเสบทัง้ 2 ชนดิ มีความสัมพันธกับ MMPs ในแงกระตุนการสรางและ
ปลดปลอยเอนไซมทีท่ําลายคอลลลาเจน 

การทดลองตอไปจะใช ELISA kit ในการหาปริมาณการ TNF-αและ IL-6 ที่ถูกปลดปลอยออกมา
โดยเซลลเคราติโนไซตที่ไดรับสารทดลองกอนการไดรับแสงยูวีบี การศึกษาที่ไดพบวาที่สภาพปกติเซลลมี
การหล่ังสารส่ืออักเสบทีน่อยมากจนไมสามารถวัดคาได ในขณะที่แสงยูวีบีมีผลตอการเพิ่มปริมาณการหล่ัง 
TNF-α (283.83 ± 70.06 พิโคกรัมตอมลิลิลิตร) และ IL-6 (141.67 ± 20.28 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) โดย
เซลลเคราติโนไซตเมื่อเซลลไดรับ isolated artocarpinพบวาเซลลมีการหล่ังสารส่ืออักเสบนอยกวาอยางมี
นัยสําคัญ (23.17 ± 23.30 พิโคกรัมตอมลิลิลิตร สําหรับ TNF-α และ 88.33 ± 17.56 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 
สําหรับ IL-6) เทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแสงยูวีบีเพียงอยางเดียว เปนทีน่าสนใจทีพ่บวาสารสกดัหยาบสาร
สกัดหยาบไมสามารถยับยัง้การปลดปลอยสารส่ืออักเสบทั้ง 2 ชนิดอยางมีนยัสําคัญ (257.17 ± 34.03 พิ
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โคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ TNF-α และ 136.11 ± 17.67 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ IL-6) ดังนัน้อาจ
กลาวไดวาฤทธิ์ในการตานการปลดปลอยสารสื่ออักเสบนั้นนาจะมีผลมาจากปริมาณสาร artocarpin ซึ่ง
เปนสารหลักทีพ่บใน isolated artocarpin 

จากขางตนทีก่ลาววา สารสกัด isolated artocarpin มีประสิทธิภาพในเชิงยับยั้งการทําลาย
คอลลาเจนมากกวาการกระตุนหรือฟนฟกูารสรางคอลลาเจนดังสมมติฐานที่ต้ังไวในตอนแรก ซึ่งจะเหน็ได
จากการที่สารสกัดมีฤทธิ์ในการปองการการปลดปลอย MMP-1 รวมกับมีแนวโนมในการลดการปลดปลอย 
MMP-13 ผลที่ไดชี้ใหเหน็ประโยชนของการนําสารสกัดไปใชในการปองกันการทําลายคอลลาเจนเนื่องจาก
แสงยูวีบี อยางไรก็ตามการนําไปใชจะเปนไปไดมากข้ึนหากสามารถพิสูจนประสิทธิภาพใน in vivo ดวย
เหตุนี้ผูวิจัยจงึไดออกแบบการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อจะยนืยันผลการศึกษาในสัตวทดลอง โดยมีสมมติฐานที่วา
การไดรับสารสกัดโดยการทาท่ีผวิหนังอาจสงผลปองกนัการทาํลายคอลลาเจนเนื่องมากจากแสงยูวีบี 
เนื่องจากสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งการปลดปลอยเอนไซมทีท่ําลายคอลลาเจน 

สําหรับการศึกษาผลของสารสกัดตอการปองกันการเส่ือมสภาพของผิวหนังเนื่องจากแสงยูวบีีเปน
การศึกษาในสัตวทดลอง โดยใชหนูเมาสสายพนัธุ ICR เพศผู ภายหลังจากที่บริเวณสวนหลังของหนูไดรับ
แสงยูวีบีเปนเวลา 12 สัปดาห ตามลําดับความแรงที่กาํหนด พรอมกับทาน้าํเปลา วิตามนิซีความเขมขน 3 
เปอรเซ็นต หรือสารสกัด isolated artocarpin ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต (ความเขมขนที่ใชประมาณ 4 
เทาของความเขมขนที่ใชในการศึกษาในเซลล) พบวายวูีบีมีผลทําใหผิวหนงัของหนูหนาข้ึนเมื่อเทียบ
ระหวางกลุมควบคุม คือกลุมที่ไมรับแสงยวูีบี (23.49 ± 0.69 ไมโครเมตร) และกลุมที่ไดรับแสงยวูีบีอยาง
เดียว (negative control, 29.92 ± 0.74 ไมโครเมตร) อยางมีนยัสําคัญ และการไดรับสารสกัด (21.74 ± 
1.02 ไมโครเมตร) มีผลในการลดความหนาของผิวหนงัหนทูี่ใกลเคียงกับวิตามนิซ ี (23.83 ± 2.48 
ไมโครเมตร) และลดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกบักลุมที่ไดรับแสงยวูีบีอยางเดียวนอกจากนีย้ังพบวาแสงยู
วีบีมีผลในการลดปริมาณคอลลาเจนในตัวอยางชิน้เนื้ออยางมีนยัสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุม
ควบคุม (6.74 ± 0.28 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) และกลุมที่ไดรับแสงยูวีบีเพียงอยางเดียว (0.99 ± 0.10 
มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่) เมื่อพิจารณาปริมาณคอลลาเจนจากกลุมที่ไดรับสารสกัด (5.42 ± 0.12 
มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยือ่) พบวามีปริมาณคอลลาเจนไมแตกตางจากกลุมที่ไดรับวิตามินซี (5.60 ± 
0.06 มิลลิกรัมตอกรัมของเนื้อเยื่อ) โดยทัง้สองกลุมมีปริมาณคอลลาเจนที่มากกวากลุมที่ไดรับแสงยูวีบี
เพียงอยางเดียวอยางมนีัยสําคัญ อาจกลาวไดวาการไดรับวิตามินซีหรือสารสกัดขณะที่ไดรับแสงยูวีบ ี ชวย
ลดการเปล่ียนแปลงหรือทาํลายเนื้อเยื่อเกีย่วพนัในชั้นผิวหนังแทโดยเฉพาะอยางยิง่คอลลาเจนชนดิที่ 1 
โดยกลไกหลักคือสารสกัดสามารถยับยั้งการตานอนุมูลอิสระและลดการปลดปลอยสารสื่ออักเสบ ไดแก 
TNF-α และ IL-6 ที่มีผลตอการสราง รวมทั้งลดการปลดปลอยเอนไซมที่ทาํลายคอลลาเจน ไดแก  MMP-1
และ  MMP-13 โดยกลไกการยับยั้งการทาํลายคอลลาเจนของสารสกัดดังแสดงในรูปที ่80 
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รูปท่ี 80 แผนภาพแสดงฤทธ์ิของสารสกัด islolated artocarpin ในการยับยัง้การทําลายคอลลาเจน 
โดยสารกัดมีฤทธิ์ free radical scavenging และยับยั้งการปลดปลอยสารสื่ออักเสบ เชน 
TNF-α และ IL-6 จากเซลลเคราติโนไซตที่อยูในชัน้ epidermis รวมทั้งมฤีทธิ์ในการยับยั้งการ
ปลดปลอยเอนไซม MMP-1 และ MMP-13 ฤทธิ์ตางๆ เหลานี ้จะสงใหการทําลายคอลลาเจน
ในผิวหนงัชั้น dermis ลดลง 
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ผลสําเร็จของการวิจัยที่ไดรับ 

 
1. วิธกีารแยกและเพาะเล้ียงเซลลผิวหนงัของมนุษย ไดแก keratinocyte และ fibroblast ที่

พัฒนาข้ึน จะสามารถนําไปใชในการทดสอบประสิทธิภาพ และกลไกการออกฤทธ์ิของสารสกัดอ่ืนๆ ที่คาด
วาอาจมีผลในการกระตุนหรือยับยั้งการสราง inflammatory mediators ที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหและ
การทาํลายคอลลาเจน, procollagen และ MMPs  

2. นางสาวนริษรา ถิระรวีสิทธิ์ นิสิตปริญญาเอก หลักสูตรวิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต สาขาวชิาเภสชั
ศาสตร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร 

3. สงผลงานวจิัย เพื่อตีพมิพในวารสารวชิาการในระดับนานาชาติ Journal of Natural Medicines 
(impact factor ป 2011 เทากับ 1.389 
 


	1
	2
	3
	4

