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บทคดัย่อ  
 
 ในชว่งไมก่ีปี่ทีผ่า่นมา สารออกฤทธิท์างชวีภาพทีไ่ดจ้ากพชืพืน้เมอืงไดร้บัความสนใจอยา่งมากในงานวจิยัที่
เกี่ยวขอ้งกบัมนุษย์ โดยเฉพาะการน ามาใช้รกัษาโรคความผดิปกติของการเสื่อมสภาพของเซลล์ประสาท เช่น 
โรคอลัไซเมอร ์ งานวจิยัชิน้นี้ไดศ้กึษาฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนี Aβ ของสารกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยทัง้
แบบเดีย่วและแบบผสม รวมทัง้สารสกดัจากพชืพืน้เมอืงไทยบางชนิด โดยวธิ ีfluorescence thioflavin T assay  
จากการศกึษาพบว่าสารในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว เช่น  (-)carveol  -terpinene  R-(-)--phellandrene   
และ menthol มฤีทธิด์ทีีน่่าสนใจในการยบัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนี Aβ   คา่ IC50 ของสารแต่ละตวัเทา่กบั 12  17  
24  และ 27 M ตามล าดบั  ในกรณีของน ้ามนัหอมระเหยแบบผสมและสารสกดัจากพชืพืน้เมอืงพบว่า น ้ามนัหอม
ระเหยจากขมิน้ และสารสกดัจากผกัขีข้วงมฤีทธิด์ทีีสุ่ดโดยมคี่า IC50 เท่ากบั 3 g/mL และ 5 g/mL   นอกจากนี้
ไดม้กีารศกึษาแบบจ าลองการจบักนัระหว่างโมเลกุลของน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วแต่ละตวักบัโปรตนี Aβ โดยใช้
เทคนิค molecular docking  ผลการทดลองทีไ่ดท้ าใหท้ราบว่าโมเลกุลของน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วชอบจบัที่
บรเิวณ hydrophobic domain ของโปรตนี Aβ  จากขอ้มลูทัง้หมดทีไ่ดจ้ากการศกึษาครัง้นี้ ได้บอกถงึความมี
ศกัยภาพของน ้ามนัหอมระเหยและสารสกดัจากพชืพืน้เมอืงไทยบางชนิด ซึง่อาจถูกพฒันาใหเ้ป็นส่วนประกอบทีม่ี
คณุคา่และมคีณุสมบตัทิีเ่ป็นประโยชน์ต่อรา่งกายในผลติภณัฑอ์าหารเสรมิสขุภาพที่สามารถใชป้้องกนัหรอืรกัษาโรค
ไดโ้ดยเฉพาะใชใ้นผูส้งูอาย ุ     
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Abstract  
The interest in bioactive compounds from indigenous plant researchs in humans has increased in recents 
years, especially for the treatment of neurogenerative disorders such as Alzheimer’s disease. In this study, 
the Aβ aggregation inhibitors of single, mixed essential oils and, extracts of some Thai indigenous plants 
were evaluated by means of fluorescence thioflavin T assay. Monocyclic structural features of single 
essential oils such as (-)Carveol, -terpinene, R-(-)--phellandrene, and menthol showed attractively high 
potent Aβ aggregated inhibitory activities. Their IC50 values are 12, 17, 24, and 27, respectively. In case of 
mixed essential oils, and , tumeric oils, and extract of Glinus oppositifolius exhibited the good activities 
(IC50 values 3 g/mL and and 5 g/mL). Furthermore, molecular modeling and docking techniques were 
used to study binding interaction between each molecule of pure essential oil and Aβ peptides. The 
results indicated that most molecules of essential oil binded favorably on hydrophobic domain of Aβ 
peptides. These obtaining data suggest that these potential essential oils and extract of some Thai 
indigenous plants might be able to develop as a valuable ingredient with functional properties for 
nutraceutical food supplements using particular for elderly people.       
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Executive Summary 
วตัถปุระสงค ์ 

1. ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนี beta-amyloid (A) ซึ่งเป็นสาเหตุส าคญัของโรค
ความจ าเสื่อมชนิดอลัไซเมอร์ของสารออกฤทธิท์างชวีภาพทัง้ทีเ่ป็นสารบรสิุทธิแ์ละสารสกดัที่ได้จากน ้ามนัหอม
ระเหยและพชืพืน้เมอืงบางชนิดในประเทศไทยจ านวนไมน้่อยกว่า 40 ชนิด เพื่อเป็นขอ้มลูในการส่งเสรมิการบรโิภค
พชืผกัพืน้บา้นของไทยและเพิม่มลูคา่พชืชนิดนัน้ๆเป็นผลติภณัฑอ์าหารเสรมิต่อไป 

2. ศกึษาแบบจ าลองการเกดิ interaction ระหว่างสารออกฤทธิท์างชวีภาพกบัโปรตนีแอมลีอยด์เบตา้ดว้ย
วธิ ีmolecular docking เพื่อเป็นประโยชน์ต่อการพฒันายาใหม่ต่อไปในอนาคตโดยใชส้ารออกฤทธิท์างชวีภาพนัน้
เป็นตน้แบบ 
ส่ิงท่ีได้ด าเนินการและผลท่ีได้  
 1. ทดสอบฤทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนี beta-amyloids (Aβ) ในหลอดทดลอง ดว้ยวธิ ีfluorescence  
thioflavin T assay ของสารทดสอบจ านวน 53 ชนิด แบ่งเป็น น ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วจ านวน 34 ชนิด น ้ามนั
หอมระเหยแบบผสมจ านวน 8 ชนิด และสารสกดัผกัพืน้บา้นจ านวน 11 ชนิด จากการทดสอบฤทธิเ์บื้องตน้ทีค่วาม
เขม้ขน้ 100 M ส าหรบัน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว และ 100 g/mL ส าหรบัน ้ามนัหอมระเหยแบบผสมและสาร
สกดัผกัพืน้บา้น ไดผ้ลแสดงในรปูที ่1 – 3  
 
 
 
 
 
 
 
 
     
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
รปูท่ี 1 ค่าการยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบน ้ามนัหอมระเหยชนิดเดีย่ว จ านวนทัง้หมด 34 ตวั 
ทีค่วามเขม้ขน้ 100 M (แสดงคา่ %inhibition แบบ mean±SD, n = 3) 
 

% Inhibition  

Single essential oils  
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รปูท่ี 2 คา่การยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบน ้ามนัหอมระเหยชนิดผสม จ านวนทัง้หมด 8 ชนิด ที่ความเขม้ขน้ 
100 g/mL (mean±SD, n = 3) 

 
รปูท่ี 3 ค่าการยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบที่เป็นสารสกดัของผกัพืน้บ้าน จ านวนทัง้หมด 11 ชนิด ที่ความ
เขม้ขน้ 1 g/mL (mean±SD, n = 3) 
 สารทดสอบบางตวัทีส่ามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ ไดม้ากกว่า 45% จะถูกเลอืกมาหาค่า IC50 ซึง่มี
จ านวนทัง้หมด 32 ชนิด แบ่งเป็น สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว จ านวน 17 ชนิด ไดแ้ก่ (-)-borneol, 
isoborneol, camphene, (+)-camphor, (-)carveol, (-)-trans-caryophyllene, citral, eugenol, cis-trans-
isoeugenol, methyl eugenol, geranyl propionate, D-limonene, menthol, R-(-)--phellandrene,                   
p-propylanisole, -terpinene, thymol  สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบผสม จ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ กระ

% Inhibition  

Mixed essential oils 

%Inhibition  

Extracts of some  
Thai indigeneous plants 
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เพรา  กระชาย  ข่า  ขมิน้  พลู  ใบมะกรูด และสารทดสอบทีเ่ป็นสารสกดัจากพชืพื้นบ้าน จ านวน 9 ชนิด ไดแ้ก ่   
แคนา  ชะอม  ผกักะเฉด  ผกัขีข้วง  ผกัหวานปา่  ผกัเบี้ยทะเล  สะแล  หลุมพ ี หวายลงิ  ตารางที ่1 แสดงค่า IC50 
ของสารทดสอบทัง้ 32 ชนิด 
ตารางท่ี 1 แสดงคา่ IC50 การยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบ จ านวน 32 ชนิด   

สารทดสอบ IC50 (M) สารทดสอบ IC50(g/ml) 
(-)-borneol 279 กระเพรา 39 
isoborneol 286 กระชาย 10 
camphene 47 ขา่ 28 
(+)-camphor 513 ขมิน้ 3 
(-)carveol 12 พล ู 80 
(-)-trans-caryophyllene 228 ใบมะกรดู 429 
citral 35 แคนา 40 
eugenol 770 ชะอม  242 
cis-trans-isoeugenol 329 ผกักะเฉด  163 
methyl eugenol 33 ผกัขีข้วง 5 
geranyl propionate 1386 ผกัหวานปา่ 63 
D-limonene 203 ผกัเบีย้ทะเล 97 
menthol 27 สะแล 15 
R-(-)--phellandrene 24 หลุมพ ี 45 
p-propylanisole 413 หวายลงิ 21 
-terpinene 17 Curcumin*  0.77 
thymol 100   
*Positive control  
 สารทีม่ฤีทธิด์ทีีส่ดุในแต่ละกลุ่มมดีงันี้ (-)carveol เป็นสารทีม่ฤีทธิด์ทีีสุ่ดในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว 
น ้ามนัจากขมิ้น เป็นสารทีม่ฤีทธิด์ทีีสุ่ดในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบผสม สารสกดัจากผกัขีข้วง เป็นสารทีม่ฤีทธิด์ี
ทีส่ดุในกลุ่มสารสกดัพชืพืน้บา้น โดยมคีา่ IC50 ตามล าดบั ดงันี้ 12 M, 3 g/mL และ 5 g/mL     
 2. การศกึษาแบบจ าลองการเกดิ interaction ระหว่างน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วทัง้ 34 ชนิด กบั Aβ42 โดย
ใช ้molecular docking พบว่าค่า binding energy ของสารทดสอบอยู่ในช่วง -3.15 - -5.13 kcal/mol ซึง่ยงัคงมคี่า
สงูกว่า cucumin ซึง่มคีา่ binding energy เทา่กบั -5.87 kcal/mol สารทดสอบสว่นใหญ่จะจบัทีบ่รเิวณ hydrophobic 
domain ของกรดอะมโินล าดบัที ่10 – 19   
 จากการศกึษาในงานวิจยัชิ้นนี้พบว่า มสีารในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยบางตวัทัง้ที่เป็นแบบเดี่ยวและผสม 
สามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ ได ้เชน่เดยีวกบัสารสกดัจากผกัพืน้บา้นบางชนิด จงึเป็นแนวโน้มทีด่ทีีจ่ะพฒันา
สารเหล่านี้เป็นผลิตภณัฑ์อาหารเสรมิเพื่อป้องกนัหรอืรกัษาโรคอลัไซเมอร์ต่อไปในอนาคต อย่างไรก็ตามควรมี
การศกึษาการปกป้อง neuronal cell จากความเป็นพษิทีถู่กกระตุน้โดย Aβ รวมทัง้การศกึษาใน in vivo เพื่อยนืยนั
ฤทธิต่์อไป นอกจากนี้ยงัสามารถขอ้มลูทีไ่ด้ไปพฒันาโมเลกุลของยาตวัใหม่เพื่อใช้รกัษาโรคอลัไซเมอรไ์ดต้่อไปใน
อนาคต                
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สญัญาเลขที ่RDG5420021 
โครงการ: ฤทธิย์บัยัง้การเกดิเบตา้แอมลีอยดพ์ลากสของสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากน ้ามนัหอมระเหยและพชื

พืน้เมอืงบางชนิดในประเทศไทยส าหรบัการรกัษาโรคอลัไซเมอร์ 
สรปุรายงานฉบบัสมบรูณ์  

 
ส่วนท่ี 1 ข้อมลูโครงการ 
ชือ่หวัหน้าโครงการวจิยัผูร้บัทนุ :  ผศ.ดร.กติตศิกัดิ ์ ศรภีา 
โครงการเริม่เมือ่วนัที ่ 1 เมษายน 2554  ถงึวนัที ่30 มถิุนายน 2555  รวมเวลาท าวจิยัทัง้สิน้  16  เดอืน 
 
ส่วนท่ี 2 รายงานเน้ือหา  

โครงการนี้เป็นโครงการขยายจากชุดเครอืข่ายวิจยัและพฒันาเพื่อเพิม่มูลค่าพชืพื้นเมอืงของไทย  เป็น
โครงการทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนีเบตา้แอมลีอยด์ของสารส าคญัทางชวีภาพทีไ่ดจ้ากน ้ามนั
หอมระเหย และพชืพืน้เมอืงของไทย ทัง้นี้การเกาะกลุ่มดงักล่าวเป็นสาเหตุส าคญัของโรคความจ าเสื่อมชนิดอลัไซ
เมอร์ (Alzheimer’s disease) สารออกฤทธิท์างชวีภาพทัง้ที่เป็นสารบรสิุทธิแ์ละสารสกดัทีค่้นพบ  ทัง้ทีม่กีาร
เผยแพรข่อ้มลูและทีย่งัไมไ่ดเ้ผยแพรข่อ้มลูจากพชืเครือ่งเทศ และพชือาหารภาคเหนือและในป่าชายเลนไม่น้อยกว่า 
40 ตวั จะถูกน ามาทดสอบสอบฤทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนีเบต้าแอมลีอยด์ด้วยวธิ ีThioflavin T assay   
นอกจากนี้เพื่อใหไ้ด้ขอ้มูลในระดบัโมเลกุล  สารออกฤทธิท์างชวีภาพทีน่ ามาทดสอบจะถูกน ามาสรา้งแบบจ าลอง
โมเลกุลของการเกดิ interaction ระหว่างสารนัน้กบัโปรตนีแอมลีอยด์เบตา้ งานวจิยัชิ้นนี้จะเป็นประโยชน์ต่อทัง้
บุคคลทัว่ไปทีจ่ะไดท้ราบขอ้มลูฤทธิใ์นการยบัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนีแอมลีอยด์เบตา้ทีม่อียู่ในน ้ามนัหอมระเหย
และพชืผกัพืน้เมอืงของไทย ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อการบรโิภคเพื่อใชร้กัษาหรอืป้องกนัโรคความจ าเสื่อมชนิดอลัไซ
เมอร ์ เป็นประโยชน์ต่อผูป้ระกอบการทีส่ามารถน าขอ้มลูจากงานวจิยันี้ไปพฒันาผลติภณัฑอ์าหารเสรมิเพื่อใชร้กัษา
หรอืป้องกนัโรคความจ าเสื่อมชนิดอลัไซเมอร์ โดยใชว้ตัถุดิบจากพชืพื้นเมอืง ซึ่งเป็นการเพิม่มูลค่าของวตัถุดิบ
ภายในประเทศ  และเป็นประโยชน์ต่อนักวจิยัทีส่ามารถน าขอ้มลูจากงานวจิยัชิน้นี้ไปพฒันาโครงสรา้งทางเคมโีดย
ใชโ้ครงสรา้งของสารออกฤทธิท์างชวีภาพเป็นต้นแบบเพื่อออกแบบยาทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตยีแอมี
ลอยดเ์บตา้ เพือ่พฒันาต่อไปเป็นยารกัษาโรคความจ าเสือ่มชนิดอลัไซเมอร ์  

1. หลกัการและเหตผุล 
ในปจัจุบันพบว่าอตัราการเสื่อมสภาพทางด้านความจ า ในช่วงอายุมากกว่า 50 ปี เพิ่มขึ้นโดยมี

ความสมัพนัธ์แบบ exponential ซึง่โรคอลัไซเมอรน์ัน้เป็นหนึ่งในโรคทีท่ าใหเ้กดิอาการความจ าเสื่อมทีส่ าคญั จาก
การวจิยัและคาดคะเนของ Canadian Study of Health and Aging พบว่าจะมจี านวนผูป้่วยโรคอลัไซเมอรใ์น
ประเทศก าลงัพฒันาเพิม่มากขึน้จาก 13.5 ลา้นคน ในปีค.ศ.2000 เป็น 21.2 ลา้นคนในปีค.ศ.2025 และเพิม่เป็น 
36.7 ลา้นคนในปีค.ศ.2050 และยงัพบว่าผูป้่วยโรคอลัไซเมอรม์อีตัราการเสยีชวีติระดบัเดยีวกบัโรคหลอดเลอืดใน
สมองแตก (stroke) อกีดว้ย [1]   จากเหตุผลดงักล่าวท าใหภ้าระค่ารกัษาพยาบาลโรคนี้ในผูสู้งอายุเพิม่มากขึน้ 
แนวทางในการลดคา่รกัษาพยาบาลคอืการดแูลสขุภาพใหแ้ขง็แรง และรบัประทานอาหารทีม่ปีระโยชน์ โครงการวจิยั
นี้จงึได้ศกึษาคุณประโยชน์ของพชืผกัพื้นเมอืงที่นอกเหนือจากคุณค่าทางอาหาร เพื่อเป็นขอ้มูลสนับสนุนในการ
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รบัประทานพืชผกัที่เป็นประโยชน์ และท าให้เกิดแนวทางในการเพิ่มมูลค่าผลิตภัณฑ์ทางเกษตรโดยท าเป็น
ผลติภณัฑ์ทัง้ในระดบัชุมชนและอุตสาหกรรม  นอกจากนี้ยงัเป็นประโยชน์แก่นักวจิยัในการพฒันายาใหม่โดยใช้
สารส าคญัทางชวีภาพเป็นตน้แบบอกีดว้ย  

เนื่องจากประเทศไทยอยูใ่นเขตรอ้นชืน้ มพีชืผกัทีร่บัประทานไดอ้ยู่หลากหลาย พชืแต่ละชนิดจะมสีารออก
ฤทธิท์างชวีภาพทีเ่ป็นสว่นประกอบแตกต่างกนัไป ปจัจุบนัพบรายงานน้อยมากเกีย่วกบัฤทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของ
โปรตนี แอมลีอยด์เบตา้ของสารส าคญัทางชวีภาพทีเ่ป็นส่วนประกอบในพชืผกัของไทย ดงันัน้จงึเป็นสิง่ทีน่่าสนใจ
และเป็นโอกาสอนัดทีีจ่ะศกึษาฤทธิน์ี้  ในการศกึษาครัง้นี้จะเน้นสารส าคญัจากพชืทีห่างา่ยในกลุ่ม เครื่องเทศ พชื
อาหารในภาคเหนือและป่าชายเลน ตวัอย่างเช่น พชืทีม่สี่วนประกอบเป็นน ้ามนัหอมระเหย เช่น กะเพรา  ตะไคร ้ 
โหระพา  กระชาย  มะกรดู  พชืผกัพืน้บา้นทางเหนือและปา่ชายเลน เชน่ ชะมวง ผกัเบีย้ทะเล  ชะคราม  หนามแดง  
หวายลงิ  ตานหมอ่น  ผกัหนาม  แพงพวย  ผกัปลาบ พชืบางชนิดมกีารศกึษาฤทธิข์องสารส าคญับา้งแลว้ เชน่ ฤทธิ ์
ในการยบัยัง้แบคทเีรยี สารส าคญั -citral (geranial) และ -citral (neral) และ mycrene ทีพ่บในน ้ามนัตะไครม้ี
ฤทธิย์บัยัง้เชือ้ Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcsis aureus [2,3] และยงัมฤีทธิต์า้น Helicobacter 
pyroli ซึ่งเป็นแบคทเีรยีทีท่ าใหเ้กดิแผลในกระเพาะอาหาร [4]  ตา้นเชือ้ entero pathogens ไดแ้ก่ Salmonella 
spp., E. coli, Compylobacter jejunii และ Clostridium perferingens [5]  สาร thymol, cavacrol, salicylaldehyde 
[6] ทีพ่บในน ้ามนัโหระพามฤีทธิฆ์่าเชื้อแบคทเีรยีหลายชนิดคอื Propionibacterium acnes [7] Enterococcus 
faecium, Salmonela cholerasuis [8] Staphytococus aureus [8,9] Salmonella typhi, Bacillus cereus [9] เชือ้ 
EIEC 240-1 (enterovasive E. coli) และ STEC 0157 [10] เป็นตน้  นอกจากนี้ยงัมฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ เช่น สาร
สกดั methanol ของใบชะมวง [11] สารสกดั acetone ของใบผกัเบี้ยทะเล [12] สารสกดั ethanol ของหนามแดง 
เป็นตน้   

โรคอลัไซเมอร ์(Alzheimer’s disease) เป็นโรคทีม่กีารด าเนินอย่างชา้ๆตลอดเวลาส่งผลใหค้วามสามารถ
ในการจดจ า และการเรยีนรูเ้รือ่งต่างๆ ลดลง ดงันัน้จงึมผีลกระทบอย่างมากต่อการใชช้วีติประจ าวนั เช่น นึกค าพดู
ไม่ออก บวกลบเลขง่ายๆไม่ได้ ลืมสิง่ที่ตวัเองท าเป็นประจ าในแต่ละวนั มพีฤติกรรมเปลี่ยนไปจากเดิม เป็นต้น  
พยาธสิภาพหลกัของโรคอลัไซเมอร์ทีพ่บม ี2 สาเหตุคอื เกดิจากการรวมตวักนัของ amyloid plaques และ 
neurofibrillary tangles (NTFs) ในสมอง [13] โดยที ่amyloid plaques เกดิจากการรวมตวักนัของ beta-amyloid 
peptide (A) ทีม่จี านวนกรดอะมโิน 40 และ/หรอื 42 (A40,A42) ตามล าดบั  ซึง่ A42 จะมคีวามเป็นพษิทีส่งูกว่า 
A40 สว่น NTFs เกดิจากการเตมิ phosphate ลงใน tau protein มากเกนิไป [14] จากเหตุการณ์ทัง้สองอย่างท าให้
เสน้ประสาทเกดิการอกัเสบ และเกดิการตายในทีส่ดุ ดงันัน้จงึปรากฏอาการผดิปกตทิางสมองทีเ่กีย่วขอ้งกบัความจ า
และการเรยีนรูต้่างๆ 

ตามปกต ิamyloid precursor protein (APP) ทีอ่ยู่ในสมองเป็นตวัสรา้ง A ผ่าน 2 กลไกคอื non-
amyloidogenic- และ amyloidogenic pathway  กลไกแบบ non-amyloidogenic pathway จะใชเ้อนไซม์ α-, และ  
secretase ท าใหไ้ด้ A ทีม่ขีนาดเลก็ (soluble A protein) ซึง่ไม่ท าใหเ้กดิการเกาะกลุ่มของ A ในขณะที ่
amyloidogenic pathway  จะใชเ้อนไซม ์- และ -secretase ท าใหไ้ด ้ A ทีม่ขีนาดใหญ่ (non-soluble A 
protein) ซึง่เป็นสาเหตุส าคญัทีท่ าใหเ้กดิการเกาะกลุ่มของ A และพฒันาต่อไปเป็นพลากสตามล าดบั  

ในปจัจุบนัมกีารพฒันาและคดิคน้สารเพื่อพฒันาป็นยารกัษาโรคความจ าเสื่อมซึง่มอียู่หลายกลุ่ม ขึน้อยู่กบั
สมมตฐิานของกลไกการเกดิโรค เชน่ 
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กลุ่มท่ี 1  Acetylcholine esterase inhibitor (AChEI) เป็นทีท่ราบกนัดวี่า acetylcholine (ACh) เมื่อจบักบั 
muscarinic type 1 receptor จะกระตุน้กระบวนการเรยีนรูแ้ละความจ าขึน้ จงึมกีารผลติยาขึน้มาเพื่อที่จะยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม ์acetylcholine esterase (AChE) ทีใ่ชใ้นการท าลาย Ach [15]  

กลุ่มท่ี 2 Anti-inflammatory agents เนื่องจากการอกัเสบของ neuron จะสง่ผลใหเ้กดิการบวม และรบกวน
การท างานของเซลลป์ระสาท เชน่การสง่ผา่นสญัญาณ และสดุทา้ยสง่ผลใหเ้ซลลต์ายได ้จึงมแีนวคดิทีจ่ะใชย้ากลุ่มนี้
เพือ่ทีจ่ะลดการอกัเสบของเซลลป์ระสาท [16]  

กลุ่มท่ี 3 Antioxidant เนื่องจากพบว่าภาวะ oxidative stress (ภาวะทีม่ปีรมิาณของ oxidants มากกว่า
ปกต)ิ เป็นสาเหตุท าใหเ้ซลล์ประสาทถูกท าลาย เพื่อทีจ่ะลดสาเหตุดงักล่าวจงึมแีนวคดิทีจ่ะน าสาร antioxidants 
ต่างๆมาใชใ้นการรกัษาโรคอลัไซเมอร ์[17] 

กลุ่มท่ี 4 -Secretase และกลุ่ม -secretase inhibitors เนื่องจาก A42 ซึง่จดัป็น non-soluble A เกดิ
จากการตดั APP ดว้ยเอนไซม ์- และ -secretase ตามล าดบั ดงันัน้การยบัยัง้เอนไซมท์ัง้สองตวันี้จะส่งผลให้
ปรมิาณการเกดิ A42 ลดลงได้ [18] แต่พบว่ายากลุ่ม -secretase inhibitors จะมผีลขา้งเคยีงที่เป็นอนัตราย 
เนื่องจากเอนไซม ์-secretase เป็นเอนไซมท์ีใ่ชใ้นการตดั substrate หลายชนิดในร่างกาย เช่น Notch, CD44 เป็น
ตน้ เมื่อท าการยบัยัง้ จะส่งผลให ้ substrate เหล่านี้ไม่สามารถออกฤทธิไ์ด้ ตวัอย่างเช่น Notch เมื่อถูกตดัโดย
เอนไซม ์-secretase จะได ้notch intracellular domain (NICD) ทีม่ฤีทธิต่์อการเกดิ cell differentiation ของเซลล์
ต่างๆ โดยเฉพาะเซลลเ์มด็เลอืด ดงันัน้เมือ่ท าการยบัยัง้เอนไซม ์ท าใหไ้มเ่กดิ NICD รา่งกายจงึเป็นอนัตรายได ้[19] 
จงึมกีารพฒันายาขึน้ใหมเ่ป็นกลุ่ม  -secretase modulators 

กลุ่มท่ี 5  -Secretase modulators ยากลุ่มนี้มแีนวคดิมาจากความตอ้งการกระตุน้การท างานของเอนไซม ์
-secretase ใหผ้ดิปกตแิต่ไม่ยบัยัง้ ส่งผลให้ APP สรา้งแต่ soluble A และไม่ยบัยัง้การตดั substrate อื่นๆ ทัง้นี้
เพือ่ตอ้งการลดอาการขา้งเคยีงขา้งตน้ได ้[20]  

กลุ่มท่ี 6 Anti-A aggregation จากทีท่ราบกนัมาแล้วว่าการเกาะกลุ่มของ A และพฒันาต่อไปจนเกดิ
เป็น amyloid plaque และมกีารสะสมทีเ่สน้ประสาทจะท าใหเ้ซลลป์ระสาทเกดิการอกัเสบ จงึมแีนวคดิทีจ่ะน าสารมา
จบักบั A เพื่อยบัยัง้ไม่ใหเ้กดิการรวมตวัของ A และพฒันาต่อไปจนเป็น plaque เพื่อใชใ้นการรกัษาโรคอลัไซ
เมอร ์[21] 

สารในกลุ่มที ่1 ถงึ 3 เป็นสารทีถู่กพฒันาในช่วงตน้เพื่อใชเ้ป็นยารกัษาโรคความจ าเสื่อมโดยเฉพาะสารใน
กลุ่มที ่1 ซึง่ปจัจุบนัใชเ้ป็นยารกัษาโรคอลัไซเมอร ์ เช่น donepezil และ rivastigmine เป็นตน้ แต่การรกัษาตาม
สมมตฐิานของการเกดิโรคของสารในกลุ่มที ่1 ถงึ 3 เป็นการรกัษาทีป่ลายเหตุ ท าใหผ้ลการรกัษายงัเป็นทีไ่ม่น่า
พอใจ ในปจัจุบนัจงึมุ่งเน้นการพฒันายาในกลุ่มที ่3 ถงึ 6 ซึง่เป็นการรกัษาทีส่าเหตุหลกั โดยเฉพาะกลุ่ม Anti-A 

aggregation เป็นกลุ่มทีน่่าสนใจในการพฒันาเป็นยารกัษาโรคอลัไซเมอร ์ทัง้นี้เพราะสารในกลุ่มนี้เป็นสารโมเลกุล
เลก็และยงัไมม่ผีลขา้งเคยีงเหมอืนกลุ่ม -secretase inhibitors อกีดว้ย ปจัจุบนัยา tramiprosate ซึง่ก าลงัศกึษาอยู่
ในขัน้ clinical trial phase III จดัเป็นยาทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของ A [22] 
 การทดสอบฤทธิ ์anti-A aggregation จะใชว้ธิ ีthioflavin T assay โดยใชส้าร thioflavin T ซึง่เป็นสารใน
กลุ่ม benzothiazole เป็นตวั marker  สารตวันี้ถกูพฒันาขึน้เพื่อใชต้รวจวนิิจฉัยการเกดิ amyloid plaques ทัง้ใน in 
vivo และ in vitro [23] โดยใชห้ลกัการเรอืงแสง fluoresence ของ complex ทีเ่กดิขึน้ระหว่าง amyloid plaques และ 
thioflavin T  ตามปกต ิ thioflavin T สามารถเกดิ complex กบั amyloid plaques และเกดิการเรอืงแสง 
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fluorescence โดยให้ค่า emission     e citation    ความยาวคลื่นเฉพาะเจาะจง  ถ้าสารที่เราน ามาทดสอบ
สามารถยบัยัง้การเกดิ amyloid plaques จะท าใหก้ารเกดิ complex ระหว่าง thioflavin T และ amyloid plaques 
ลดลง สง่ผลต่อคา่การเรอืงแสง fluorescence ซึง่สามารถน ามาใชค้ านวณหาคา่ % inhibition และ IC50 ไดต้่อไป           
2. วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

2.1 ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของโปรตนี beta-amyloid (A) ซึง่เป็นสาเหตุส าคญัของโรค
ความจ าเสื่อมชนิดอลัไซเมอร์ของสารออกฤทธิท์างชวีภาพทัง้ทีเ่ป็นสารบรสิุทธิแ์ละสารสกดัที่ได้จากน ้ามนัหอม
ระเหยและพชืพืน้เมอืงบางชนิดในประเทศไทยจ านวนไมน้่อยกว่า 40 ชนิด เพื่อเป็นขอ้มลูในการส่งเสรมิการบรโิภค
พชืผกัพืน้บา้นของไทยและเพิม่มลูคา่พชืชนิดนัน้ๆเป็นผลติภณัฑอ์าหารเสรมิต่อไป 

2.2 ศกึษาแบบจ าลองการเกดิ interaction ระหว่างสารออกฤทธิท์างชวีภาพกบัโปรตนีแอมลีอยด์เบตา้ดว้ย
วธิ ีmolecular docking เพื่อเป็นประโยชน์ต่อการพฒันายาใหม่ต่อไปในอนาคตโดยใชส้ารออกฤทธิท์างชวีภาพนัน้
เป็นตน้แบบ 
3. การด าเนินการวิจยั 
3.1 สารเคมแีละเครือ่งมอืทีใ่ชใ้นงานวจิยั แสดงในตารางที ่1  
  ตารางท่ี 1 สารเคมแีละเครื่องมอืทีใ่ชใ้นงานวจิยั  

สารเคมแีละเครือ่งมอื บรษิทัผลติ ประเทศ 
Thioflavin T Sigma-Aldrich USA 
Trizma base 99.9% Sigma-Aldrich USA 
Sodium hydroxide Carlo Erba France 
Dimethylsulfoxide Merck  Germany 
Beta-amyloid peptide American peptide company, Inc. USA 
96-well plates Thermo Fischer Scientific Denmark 
Micropipette Thermo Fischer Scientific Finland 
Microplate reader fluorescence Molecular devices USA 

3.2 สารทดสอบทีด่ าเนินการวจิยั  
 สารทดสอบทีใ่ชใ้นงานวจิยั แบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คอื น ้ามนัหอมระเหยแบบเดี่ยว (single volatile oils) 
จ านวน 34 ชนิด  น ้ามนัหอมระเหยแบบผสม (mixed volatile oils) จ านวน 8 ชนิด และ สารสกดัผกัพืน้บา้น จ านวน 
11 ชนิด ดงัแสดงในตารางที ่2  

3.3 การทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ดว้ยวธิ ีthioflavin T assay [23-26] 
 3.3.1 การเตรยีม reagents  สาร positive control และสารละลายตวัอยา่งทีต่อ้งการทดสอบ 
  3.3.1.1 การเตรยีม 50mM Tris-HCl buffer pH 7.4 

 ชัง่ Tris-HCl จ านวน 1.5142 g ละลายในน ้า 250 mL จากนัน้ปรบั pH ใหเ้ป็น 7.4 ดว้ย 0.1 N HCl 
 3.3.1.2 การเตรยีมสารละลาย thioflavin T (freshly prepare) 
  เตรยีมสารละลาย thioflavin T ความเขม้ขน้ 3.14 mM ในน ้า จากนัน้ปิเปตสารละลายทีเ่ตรยีมได้
ปรมิาตร 40 L ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL ปรบัปรมิาตรดว้ย Tris buffer ความเขม้ขน้ 50 mM pH 7.4  
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ตารางท่ี 2 แสดงจ านวนสารทดสอบทีใ่ชใ้นงานวจิยัน้ี  

สารทดสอบ รายชื่อ 

น ้ามนัหอมระเหย
แบบเดีย่ว 
(34 ชนิด) 

(-)-Borneol                (-)-Carveol                (-)-trans-Caryophyllene  
(+)-3-Carene             (+)-Camphor             (+)-Linalool 
(+)-β-Cedrene           1S-(-)-Camphor         1S-(-)--Pinene  
Camphene               Cineole                    cis-trans-Isoeugenol 
Citral                       Citronellal                  Citronellol  
D-Limonene              Eugenol                    Geraniol 
Geranyl propionate     Isoborneol                 Linalool oxide  
Menthol                    Methyl chavicol (Estragole)  
Methyl cinnamate       Methyl eugenol          Myrcene 
p-Propylanisole          R-(-)-Carvone (liq)      R-(-)--Phellandrene 
Terpinen-4-ol             Thymol                     -Humulene 
-Terpineol               -Terpinene 

น ้ามนัหอมระเหย
แบบผสม 
(8 ชนิด) 

กะเพรา    กระชาย   ขา่      ขมิน้          ตะไคร ้
พล ู  ใบมะกรดู   โหระพา 

สารสกดัผกัพืน้บา้น* 
(11 ชนิด) 

แคนา   ชะอม   ใบชะคราม   ผกักะเฉด   ผกัขีข้วง   
ผกัหวานปา่   ผกัเบีย้ทะเล   ผกัเบีย้หนิ   สะแล  หลุมพ ี  
หวายลงิ 

 *หมายเหตุ: พชืพืน้บา้นสกดัดว้ย 70%MeOH  โดยวธิ ีmaceration เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทัง้หมด 3 ครัง้ 
 
3.3.1.3 การเตรยีมสารละลาย A 

 เตรยีมสารละลาย A ในสารละลาย 10 mM NaOH ใหม้คีวามเขม้ขน้เท่ากบั 0.5 mg/mL จาก
นัน้ปิเปตสารละลาย A ทีเ่ตรยีมไดป้รมิาตร  216.4 L ลงหลอด eppendorf เตมิสารละลาย Tris บฟัเฟอรป์รมิาตร 
738.6 L จะไดส้ารละลาย stock ของ A ทีม่คีวามเขม้ขน้เทา่กบั 25 M  
  3.3.1.4 การเตรยีม stock solution ของ positive control (curcumin) และสารทดสอบน ้ามนัหอมระเหย
แบบเดีย่ว น ้ามนัหอมระเหยแบบผสม และสารสกดัผกัพืน้บา้น 

 1. ชัง่ curcumin และละลายใน DMSO ใหม้คีวามเขม้ขน้เท่ากบั 10 mM จากนัน้เจอืจางดว้ย 
DMSO ใหม้คีวามเขม้ขน้เทา่กบั 0.5 mg/mL  

 2. ชัง่น ้ามนัหอมระเหยชนิดเดีย่วและละลายใน DMSO เพือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 100 mM 
 3. ชัง่น ้ามนัหอมระเหยชนิดผสมและละลายใน DMSO เพือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 20 mg/mL 
 4. ชัง่สารสกดัพชืพืน้บ้านและละลายใน tween 20 จ านวน 0.1 mL จากนัน้เจอืจางและปรบั

ปรมิาตรใหเ้ป็น 10 mL เพือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 20 mg/mL จากนัน้ผสมและละลายใน ultrasonic bath จนกระทัง่สาร
สกดัละลายหมด จงึน าไปกรองดว้ย nylon filter ขนาด 0.45 m 

 3.3.1.5 การเตรยีมสารละลายส าหรบัการทดสอบเบือ้งตน้ (screening test) 
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 1.น ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว 
 เจอืจางสารละลาย stock solution (100 mM) ของน ้ามนัหอมระเหยชนิดเดีย่วดว้ย DMSO ใหม้ี
ความเขม้ขน้เทา่กบั 1 mM 

 2. น ้ามนัหอมระเหยแบบผสม 
  เจอืจางสารละลาย stock solution (20 mg/mL) ของน ้ามนัหอมระเหยชนิดผสมดว้ย DMSO ให้
มคีวามเขม้ขน้เทา่กบั 1 mg/mL 

 3. สารสกดัพชืพืน้บา้น 
 เจอืจางสารละลาย stock solution (20 mg/mL) ของสารสกดัผกัพืน้บา้นดว้ย DMSO ใหม้ี
ความเขม้ขน้เทา่กบั 1 mg/mL  
 3.3.1.6 การเตรยีมสารละลายส าหรบัการทดสอบหาคา่ IC50  
  สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว ทีต่อ้งการหาคา่ IC50 จะเตรยีมใหอ้ยูใ่นรปูสารละลาย
จ านวน 5 ความเขม้ขน้ ในช่วงความเขม้ขน้ 0.01 – 100 mM ส าหรบัสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบผสม
และทีเ่ป็นสารสกดัผกัพืน้บา้นจะเตรยีมใหอ้ยู่ในรปูสารละลายจ านวน 6 ความเขม้ขน้ ในช่วงความเขม้ขน้ 0.001 – 
10 mg/mL ดงัแสดงในตารางที ่3 
  ตารางท่ี 3 ความเขม้ขน้ของสารทดสอบก่อนปิเปตลง plate ส าหรบัหาคา่ IC50 

สารละลายของ
สารทดสอบ 

ความเขม้ขน้สาร
ทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนั
หอมระเหยแบบเดีย่ว 

 (mM) 

ความเขม้ขน้สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนั
หอมระเหยแบบผสมและทีเ่ป็นสารสกดั

ผกัพืน้บา้น 
 (mg/mL) 

1 100 10 
2 10 5 
3 1 1 
4 0.1 0.1 
5 0.01 0.01 
6 - 0.001 

  3.3.2 ขัน้ตอนการทดสอบ  
  3.3.2.1 ปิเปตสารละลาย A จ านวน 9 L และ 1 L ของ DMSO ลงใน 96 wells plate เขย่าใหเ้ขา้
กนัปิดดว้ยฝาคลอบ plate น าไป incubate ที ่37 oC ในทีม่ดืเป็นเวลา 48 ชัว่โมง การท าในขอ้นี้จดัเป็น free 
aggregation ของ A (FA)  
  3.3.2.2 ปิเปตสารละลายทีเ่ป็น positive control  สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วและแบบ 
ผสม รวมทัง้สารละลายสารสกดัผกัพืน้บา้น (FS) ปรมิาตรอย่างละ 1 L ลงในแต่ละหลุมของ 96 wells plate เตมิ
สารละลาย A จ านวน 9 L ส าหรบั sample blank (FSb) ประกอบดว้ย สารละลาย positive control หรอื
สารละลายของสารทดสอบปรมิาตร 1 L Tris บฟัเฟอรป์รมิาตร 9 L ส าหรบั reagent blank (FRb) ประกอบดว้ย 
DMSO ปรมิาตร 1 L Tris บฟัเฟอรป์รมิาตร 9 L การทดสอบสารทุกตวั รวมทัง้สาร control และ blank ทุกชนิด
ใหท้ าทัง้หมด 3 ซ ้า หลงัจากปิเปตสารลงใน plate ตามกลุ่มต่างๆเรยีบรอ้ยแลว้ เขย่าใหเ้ขา้กนัปิดดว้ยฝาคลอบ 
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plate น าไป incubate ที ่37 oC ในทีม่ดืเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ดงันัน้ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารทดสอบทีใ่ชห้าค่า 
IC50 มคีา่ดงัแสดงในตารางที ่4 
 
  ตารางท่ี 4 ความเขม้ขน้สดุทา้ยของสารทดสอบส าหรบัหาคา่ IC50 

 สารละลายของ
สารทดสอบ 

ความเขม้ขน้สาร
ทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนั
หอมระเหยแบบเดีย่ว 

 (mM) 

ความเขม้ขน้สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนั
หอมระเหยแบบผสมและทีเ่ป็นสารสกดั

ผกัพืน้บา้น 
 (mg/mL) 

1 10 1 
2 1 0.5 
3 0.1 0.1 
4 0.01 0.01 
5 0.001 0.001 
6 - 0.0001 

      เมื่อครบตามก าหนดเวลา 96 well plates ทีเ่ตรยีมในขอ้ 3.3.2.1 และ 3.3.2.2 ใหเ้ตมิ 200 L ของ
สารละลาย Thioflavin T ทีม่คีวามเขม้ขน้ 5 M และวดัคา่การดดูกลนืแสงฟลูออเรสเซน็ต์ความยาวคลื่น excitation 
ที ่446 nm และ emission ที ่500 nm การค านวณคา่เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A สามารถค านวณได้
ดงัสมการที ่1  

% Inhibition = 













)F(F

)F(F
1

RbAβ

SbS x 100 .................................... (1)   

โดยที ่ 
  FS = คา่การดดูกลนืแสงของสารทดสอบ 
  FSb = คา่การดดูกลนืแสงของ sample blank 
  FA = คา่การดดูกลนืแสงของ free aggregation control 
  FRb = คา่การดดูกลนืแสงของ reagent blank 
  ส าหรบัค่า IC50 สามารถหาได้จากการค านวณโดยใชโ้ปรแกรม prism version 4.0 ซึง่เป็นการ plot 
ระหว่างคา่เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A และ คา่ log ของความเขม้ขน้     
3.4 การศกึษา binding interaction ดว้ย molecular docking  
 3.4.1 การวาดโครงสรา้งของสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วทัง้ 34 ตวั และ curcumin ทีเ่ป็น 
positive control โดยใชโ้ปรแกรม Sybyl version 8.1 หลงัจากท าใหเ้ป็นโครงสรา้งทางเคมแีบบ 3 มติ ิท าการปรบั 
conformation ใหม้พีลงังานต ่าสดุ โดยใชค้ าสัง่ Gasteiger-Huckel และตัง้คา่ gradient ไวท้ี ่0.05 kcal/mol  
 3.4.2 การเตรยีม A target ท าไดโ้ดย download A1-42 (PDB code: 1Z0Q) จาก protein data bank ท า
การเตมิไฮโดรเจนและประจุแบบ Gasteiger charge และเปลี่ยนให้อยู่ในรูปแบบไฟล์ทีม่นีามสกุลเป็น pdbqt 
ตามล าดบั ทัง้หมดนี้ท าไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม Autodock version 4.0  
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 3.4.3 การท า validation ของ Autodock parameter  
 ก่อนทีจ่ะท า docking เพื่อศกึษาการเกดิ interaction ของสารแต่ละตวักบั A1-42 จ าเป็นจะตอ้งหาค่า 
parameter ทีเ่หมาะสม ซึง่ท าไดโ้ดยตัง้ค่า grid parameter ใหค้รอบคลุมทัง้สารทดสอบและ A1-42 ซึง่ในทีน่ี้จะใช ้
curcumin ซึง่เป็น positive control เป็นตวัแทน และหาคา่ docking parameter ทีเ่หมาะสม ดงันี้  
 Grid parameter: 
  -Number grid points in xyz = 120 x 70 x 70 
  -xyz-coordinates = -2.381, 1.819, -6.527 
  -Spacing (Å) = 0.5 Å 
 Docking parameter: 
  -Number GA run = 100 
  -Number of individuals in population = 150 
  -Maximun number of energy evaluations = 2.5, 5, 10, 15, 20 M  
 ผลจากการท า validation ของ Autodock parameter โดยใช ้curcumin เป็นตวัแทนพบว่า ลกัษณะการจบั  
จ านวน  และค่า binding energy ของ curcumin ไม่แตกต่างกนัมากนักในแต่ละพลงังานทีใ่ช ้ แต่ทีพ่ลงังาน 5 M  
cluster ที ่1 มคีวามแตกต่างของค่าพลงังานโดดเด่นกว่า cluster ที ่2 ชดัเจน ดงัแสดงในตารางที ่5 ดงันัน้ 
parameter ทีเ่หมาะสมทีใ่ชใ้นการทดลองครัง้นี้คอื  
 Macromolecule PDB code: 1Z0Q (residue 1-40) 
 Ligand (สารทดสอบ): k1-k38 
 Grid parameter: 
  -Number grid points in xyz = 120 x 70 x 70 
  -xyz-coordinates = -2.381, 1.819, -6.527 
  -Spacing (Å) = 0.5 Å 
 Docking parameter: 
  -Number GA run = 100 
  -Number of individuals in population = 150 
  -Maximun number of energy evaluations = 5 M  
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     ตารางท่ี 5 แสดงคา่ maximum number (M) ทีใ่ชใ้นการท า molecular docking        

energy (M) cluster % 
binding 
energy 

# H-bond amino acid 
 

2.5 1 31 -5.66 3 Glu11, His14, Lys16 
 

5 1 29 -5.87 3 Glu11, His14, Lys16 
 

10 1 31 -6.05 3 Glu11, His14, Lys16 
 

15 1 31 -6.09 3 Glu11, His14, Lys16 

 

20 1 32 -5.9 2 Glu11, Lys16 

 

4. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง  
4.1 การทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ดว้ยวธิ ีthioflavin T assay  
 จากทีไ่ดก้ล่าวในหวัขอ้หลกัการและเหตุผลของวธิ ีthioflavin T assay   การเกดิการเรอืงแสง fluorescence 
เกดิเมื่อโมเลกุลของ thioflavin T จบักบัโปรตนี Aβ ทีเ่กดิการเกาะกลุ่มกนัเรยีบรอ้ยแลว้ โปรตนีสายเดีย่วจะไม่จบั
โมเลกลุของ thioflavin T รปูที ่1 แสดงกลไกการเรอืงแสง fluorescence ของ thioflavin T  
 
 
     
 
 
 
รปูท่ี 1 A = โมเลกุลของ thioflavin T  B= แสดงกลไกการเรอืงแสงของ thioflavin T ในการทดสอบ O = thioflavin T โมเลกลุเดีย่ว  

 
 ดงันัน้สารทดสอบใดสามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ ได ้จะเกดิ fluorescence ไดน้้อย  จากการทดสอบ
สารทัง้หมดจ านวน 53 ชนิด แบ่งเป็น น ้ามนัหอมระเหยแบบเดี่ยวจ านวน 34 ชนิด น ้ามนัหอมระเหยแบบผสม
จ านวน 8 ชนิด และ สารสกดัผกัพืน้บา้นจ านวน 11 ชนิด ไดผ้ลดงัแสดงในรปูที ่2  3 และ 4 ตามล าดบั     

 

 

A B 
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รปูท่ี 3 คา่การยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบน ้ามนัหอมระเหยชนิดผสม จ านวนทัง้หมด 8 ชนิด ที่ความเขม้ขน้ 
100 g/mL (mean±SD, n = 3) คา่การยบัยัง้ของ curcumin = 90.42% ± 3.39 

รปูท่ี 2 คา่การยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบน ้ามนัหอมระเหยชนิดเดีย่ว จ านวนทัง้หมด 34 ชนิด ที่ความเขม้ขน้ 
100 M (mean±SD, n = 3) คา่การยบัยัง้ของ curcumin = 93.22% ± 2.64  

% Inhibition  

Single essential oils 

% Inhibition 

Mixed essential oils 
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รปูท่ี 4 ค่าการยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบที่เป็นสารสกดัของพชืพืน้บ้าน จ านวนทัง้หมด 11 ชนิด ที่ความ
เขม้ขน้ 100 g/mL (mean±SD, n = 3) คา่การยบัยัง้ของ curcumin = 91.55% ± 4.18 

จากการทดลอง สารทดสอบทีส่ามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ไดม้ากกว่า 45% ไดถู้กเลอืกเพื่อน ามา
หาค่า IC50 ซึง่มจี านวนทัง้หมด 32 ชนิด แบ่งเป็น สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว จ านวน 17 ชนิด 
ไดแ้ก่ (-)-borneol, isoborneol, camphene, (+)-camphor, (-)carveol, (-)-trans-caryophyllene, citral, eugenol, 
cis-trans-isoeugenol, methyl eugenol, geranyl propionate, D-limonene, menthol, R-(-)--phellandrene,        
p-propylanisole, -terpinene, thymol  สารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบผสม จ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ กระ
เพรา  กระชาย  ข่า  ขมิน้  พลู  ใบมะกรูด และสารทดสอบทีเ่ป็นสารสกดัจากพชืพื้นบ้าน จ านวน 9 ชนิด ไดแ้ก ่   
แคนา  ชะอม  ผกักะเฉด  ผกัขีข้วง  ผกัหวานปา่  ผกัเบีย้ทะเล  สะแล  หลุมพ ี หวายลงิ   

ตารางที ่6 แสดงค่า IC50 ของสารทดสอบทัง้ 32 ชนิด รปูที ่5 และ 6 แสดงค่าการยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ 
A ของสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว และสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบผสมและสารสกดั
พชืพืน้บา้น ตามล าดบั       
 
 
 
 
 
 
 
 
 

% Inhibition 

Extracts of some  
Thai indigeneous plants 
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ตารางท่ี 6 แสดงคา่ IC50 การยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบ จ านวน 32 ชนิด   

สารทดสอบ IC50 (M) สารทดสอบ IC50(g/ml) 
(-)-borneol 279 กระเพรา 39 
isoborneol 286 กระชาย 10 
camphene 47 ขา่ 28 
(+)-camphor 513 ขมิน้ 3 
(-)carveol 12 พล ู 80 
(-)-trans-caryophyllene 228 ใบมะกรดู 429 
citral 35 แคนา 40 
eugenol 770 ชะอม  242 
cis-trans-isoeugenol 329 ผกักะเฉด  163 
methyl eugenol 33 ผกัขีข้วง 5 
geranyl propionate 1386 ผกัหวานปา่ 63 
D-limonene 203 ผกัเบีย้ทะเล 97 
menthol 27 สะแล 15 
R-(-)--phellandrene 24 หลุมพ ี 45 
p-propylanisole 413 หวายลงิ 21 
-terpinene 17 Curcumin* 0.77 
thymol 100   

*Positive control 
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รปูท่ี 5 ค่า IC50 ของการยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบที่เป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว จ านวนทัง้หมด 17 
ชนิด  

 
รปูท่ี 6 คา่ IC50 ของการยบัยัง้การเกดิการเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบผสมและสารสกดัพชืพืน้บ้าน 
จ านวนทัง้หมด 15 ชนิด  

จากผลการทดลองส าหรบัสารในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วพบว่า (-)carveol เป็นสารทีม่คี่า IC50 น้อย
ทีสุ่ดคอืเท่ากบั 12 M  สารทดสอบในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบผสมทีม่คี่า IC50 ต ่าทีสุ่ดคอื น ้ามนัจากขมิน้ มคี่า

Single essential oils 

Mixed essential oils 
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เท่ากบั 3 M ส าหรบัสารทดสอบในกลุ่มสารสกดัพชืพืน้บา้นทีม่คี่า IC50 ต ่าทีสุ่ดคอื ผกัขีข้วง มคี่าเท่ากบั 5 M  
กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่าเปอรเ์ซน็ต์การยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ และความเขม้ขน้ ของสารทดสอบ
บางตวัทีม่ฤีทธิด์ ีแสดงในรปูที ่7   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 7 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ  Aβ และความเข้มข้น ของสารทดสอบ A =          

(-)carveol  B = -terpinene  C = ขมิน้  D = ผกัขีข้วง  

เมือ่พจิารณาจากสตูรโครงสรา้งของสารทดสอบในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วพบว่า สารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้
การเกาะกลุ่มของ Aβ ไดด้ ีจะเป็นสารทีม่โีครงสรา้งทางเคมเีป็น unsaturated monocyclic molecule  เช่น -
terpinene หรอื R(-)--phellandrene ทีม่โีครงสรา้งเป็น unsaturated monocyclic alcohol เช่น (-)carveol หรอื 
saturated monocyclic alcohol เช่น menthol เป็นตน้ สารทีม่ลีกัษณะเป็น monocyclic alkene แต่มฤีทธิน้์อยคอื 
limonene  สารทดสอบทีม่วีงเบนซนิเป็นส่วนประกอบส่วนใหญ่จะมฤีทธิต์ ่า เช่น menthol  p-propylanisole หรอื 
eugenol ยกเวน้ methyl eugenol  สารทดสอบทีม่ลีกัษณะเป็น unsaturated alicyclic เช่น citral จะมฤีทธิด์ใีนการ
ยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ นอกนัน้มฤีทธิต์ ่า รวมทัง้สารทีม่คีวามซบัซอ้นของโครงสรา้ง เช่นกลุ่ม saturated และ 
unsaturated bicyclic molecule 

  

  

A B 

C D 
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ส าหรบัสารทดสอบในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบผสมทีม่ฤีทธิด์ทีีสุ่ดคอื ขมิ้น มคี่า IC50 เท่ากบั 3 g/ml 
ทัง้นี้อาจเป็นเพราะน ้ามนัชนิดนี้มสี่วนประกอบของ curcuminoid ซึง่ประกอบดว้ย curcumin  demethoxycurcumin 
และ  bisdemethoxycurcumin โดยเฉพาะ curcumin ซึง่เป็นสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ  ไดด้มีาก ซึง่
ในการทดลองนี้ไดใ้ช ้curcumin เป็น positive control   ส าหรบัสารทดสอบทีเ่ป็นสารสกดัจากผกัพืน้บา้นพบว่า 
ผกัขีข้วงใหค้่าการยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ ไดด้ทีีสุ่ดคอืมคี่า IC50 เท่ากบั 5 g/ml เนื่องจากยงัไม่มขีอ้มลูของ
สารส าคญัทีเ่ป็นสว่นประกอบหลกัในผกัขีข้วง จงึยงัไม่สามารถอธบิายเหตุผลทีท่ าใหส้ารสกดัชนิดนี้มฤีทธิด์ทีีสุ่ดได ้
รปูที ่8 แสดงกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ และความเขม้ขน้ ของขมิ้น 
ผกัขีข้วง และ curcumin ตามล าดบั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รปูท่ี 8 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่าเปอรเ์ซ็นต์การยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ  Aβ และความเข้มข้น ของสารทดสอบ A =          
ขมิน้  B = ผกัขีข้วง  C = curcumin  

4.2 การศกึษา binding interaction ดว้ย molecular docking  
  เพือ่ใหเ้ขา้ใจการจบักนัระหว่างสารทดสอบและ A peptide ซึง่จะส่งผลใหเ้กดิการยบัยัง้ A aggregation 
ผูว้จิยัไดใ้ชเ้ทคนิคทาง molecular docking โดยใชโ้ปรแกรม Autodock version 4.0 ศกึษาแบบจ าลองการเกดิ 

  

A B 

 

C 

Concentration of compound (nM) 
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interaction ระหว่างสารทดสอบทีเ่ป็น oil เดีย่วๆ และ A peptide (โมเดลแบบ 3 มติ)ิ ทีม่จี านวนกรดอะมโิน 42 ตวั 
ซึง่ download ไดจ้าก Protein data bank (PDB)  โมเดลแบบ 3 มติขิอง A peptide ทีใ่ชศ้กึษาในครัง้นี้ม ีpdb 
code คอื 1Z0Q  ในการศกึษาเริม่ตน้จากการวาดภาพโครงสรา้งของสารทดสอบแบบสองมติิ จากนัน้ท าใหเ้ป็นสาม
มติ ิและหา conformation ทีม่คี่าพลงังานต ่าทีสุ่ด ทัง้หมดนี้จะใชโ้ปรแกรม Sybyl version 8.1  รูปที ่9 แสดง
โครงสรา้งทางเคมขีองสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วและ curcumin  
 ผลจากการท า docking พบว่าสารทดสอบทุกตวัมคี่า binding energy ไม่แตกต่างกนัมากนัก ค่าทีไ่ดอ้ยู่
ในช่วง -5.13 - -3.15 kcal/mol ทัง้นี้ curcumin ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็น positive control มคี่า binding energy ต ่าสุดอยู่ที ่ 
-5.87 kcal/mol  ผล docking ของสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วและ curcumin แสดงใน ตารางที ่1
ภาคผนวก                
 เนื่องจากสารทดสอบสว่นใหญ่เป็นสารโมเลกลุเลก็และมหีมู ่polar น้อย แรงทีท่ าใหเ้กดิ interaction ระหว่าง
สารและ A peptide ส่วนใหญ่จงึเป็นชนิด hydrophobic interaction  นอกนัน้อาจม ีdipole induce dipole, dipole-
dipole, และ hydrogen bond interaction รว่มดว้ย    
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 9 แสดงโครงสรา้งแบบสองมติขิองสารทดสอบที่เป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว และ curcumin  
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 จากรายงานพบว่าการเกดิการเกาะกลุ่มของ A มลีกัษณะเป็น  sheet  ซึง่เกดิไดท้ัง้ 2 แบบคอื parallel 
และ anti-parallel โดยเกดิทัง้ inter- และ intramolecular interactions  ต าแหน่งส าคญับน A peptide ทีท่ าใหเ้กดิ
การเกาะกลุ่มกนัเองของ A แบ่งไดเ้ป็น 2 บรเิวณ คอืบรเิวณ hydrophilic region ไดแ้ก่ amino acid sequence 
Asp23 – Lys28 (D23 – K28) ในช่วงนี้จะเกดิ hydrogen bond interaction และ dipole-dipole interaction  บรเิวณ 
hydrophobic regions ไดแ้ก่ amino acid sequence Leu17 – Ala21 (L17 – A21) และ Gly29 – Met35 (G29 – 
M35) (รปูที ่10) บรเิวณเหล่านี้จงึจดัเป็น binding site ทีส่ าคญัทีใ่ชใ้นการออกแบบสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่ม
ของ A โดยสารทีส่ามารถจบักบั A ทีบ่รเิวณดงักล่าวขา้งตน้มแีนวโน้มยบัยัง้การเกาะกลุ่ม A ได ้[21, 26-28]   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 10 (A) แสดงภาพ side view การเกดิ intermolecular interaction ของ salt bridge (จดุประ) ระหวา่ง amino acid residues 
D23 และ K28 (B) แสดงภาพ top view โดยลูกศรสฟ้ีาแสดง β-sheet และรปูคลื่นสเีทาแสดงถงึการเกาะกลุ่มกนัเป็น secondary 
structure โดย amino acid side chains การเกาะกลุ่มแสดงเป็นสตี่างๆกนั คอื hydrophobic, polar, negatively charged และ 
positively charged แสดงเป็นส ีเหลอืง, เขยีว, แดง และน ้าเงนิตามล าดบั 

 จากทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ ผลการทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบทีเ่ป็น oil 
เดีย่วสามารถแบ่งลกัษณะโครงสรา้งทางเคมไีด้เป็น 3 กลุ่มคอื กลุ่มทีม่ลีกัษณะเป็น unsaturated และ saturated 
monocyclic ring ไดแ้ก่ (-)carveol   -terpinene limonene หรอื menthol กลุ่มทีม่สี่วนประกอบของวงเบนซนิ เช่น 
thymol  methyl eugenol  หรอื p-propylanisole และกลุ่มทีเ่ป็น unsaturated alicyclic ไดแ้ก ่citral เป็นตน้   

บรเิวณ binding site ของ A peptide ทีจ่บักบัสารทดสอบส่วนใหญ่อยู่ในช่วง amino acid sequence 10-
19 ของ A peptide ซึ่งเป็นช่วง hydrophobic regions สารทีม่ฤีทธิด์ทีีสุ่ดคอื (-)-carveol ส าหรบั binding 
interaction เกดิจาก hydrogen bond ระหว่างหมู่ OH ของ (-)carviol กบั Glu11 (hydrogen bond acceptor) หรอื 
Lys16 (hydrogen bond donor) นอกจากนี้ยงัเกดิ dipole induce dipole และ dipole-dipole ระหว่าง –OH ของสาร
กบั GLU11 หรอื Lys16 อกีดว้ย (รปูที ่11 A และ B)  ส าหรบั -terpinene สามารถจบัไดท้ัง้บรเิวณ hydrophobic 
และ hydrophilic regions การจบัจะใชแ้รง hydrophobic รวมทัง้ dipole induce dipole เนื่องจากไม่มสี่วนของ
อะตอมทีม่ขี ัว้มาเกีย่วขอ้ง (รปูที ่11 C และ D)     

 
 

 

A B 
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รปูท่ี 11 การเกดิ binding interaction ระหว่าง A(1-42) กบั A) (-)-carveol แบบที่ 1, B) (-)-carveol แบบที่ 2, C) -terpinene ที่
บรเิวณ hydrophobic region, D) -terpinene ทีบ่รเิวณ hydrophilic region  

ในกรณีของ camphene จะพบว่าโครงสรา้งไม่มสี่วนของ polar group ท าให ้binding interaction ทีเ่กดิขึน้
เป็น hydrophobic และ dipole induce dipole interaction กบั amino acid ของ Glu11, His14, Gln15, และ Val18 
ตามล าดบั (รปูที ่12A) ส าหรบั citral ซึง่จดัเป็น unsaturated alicyclic compound จบัไดด้ทีีบ่รเิวณใกลเ้คยีงกบั 
curcumin ทัง้นี้อาจเป็นเพราะมลีกัษณะเป็นสายยาวทีเ่หมอืนกนั ทัง้นี้จะเกดิ H-bond ระหว่าง O ของ –C=O ของ 
citral กบั His14  นอกนัน้จะเกดิ hydrophobic interaction กบั Glu11, Val12, His14, Gln15, และ Val18 
ตามล าดบั เกดิ dipole induce dipole กบั Glu11 และ Val12 (รปูที ่12B)  

 
     

   
 
 
 
 
 
 
             
รปูท่ี 12 การเกดิ binding interaction ระหวา่ง A(1-42) กบั A) camphene, B) citral 

  

A B 

  

 

A B 

D 

 

C 
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 ในกรณีของ methyl eugenol และ eugenol ซึง่จดัเป็นสารในกลุ่มทีม่วีงเบนซนิเป็นส่วนประกอบ  การ 
binding ของ methyl eugenol จะเกดิ hydrophobic interaction ระหว่างสารกบั A peptide ทีต่ าแหน่ง Tyr10, 
Glu11, His14, Gln15, และ Val18 (รปูที ่13A) ในขณะที ่eugenol ซึง่มฤีทธิน้์อยกว่า การจบักบั A peptide จะ
แตกต่างไปเลก็น้อย ทัง้นี้เพราะหมู่ OH ของ eugenol จะเกดิ hydrogen bond โดยเกดิ hydrogen bond donor กบั 
Asp7 และ hydrogen bond acceptor กบั His14 (รปูที ่13B) การเกดิ hydrophobic interaction จะเกดิกบัต าแหน่ง 
Asp7, Glu11, His14, และ Gln15 ของ A peptide  ส าหรบั citral การเกดิ hydrogen bond เกดิขึน้ระหว่าง O ของ
หมู ่C=O ของสารกบั H ของหมู ่NH ใน His14 นอกนัน้จะใช ้hydrophobic และ ion induce dipole interaction  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 13 การเกดิ binding interaction ระหวา่ง A(1-42) กบั A) methyl eugenol, B) eugenol, C) citral  

 ส าหรบั curcumin ทีใ่ชเ้ป็น positive control ในการท าวจิยัชิน้นี้พบว่าสารตวันี้สามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่ม
ของ A ได ้90% ทีค่วามเขม้ขน้ 100 μM และจากการศกึษาแบบจ าลองการเกดิ binding interaction ระหว่าง 
curcumin และ A(1-42) ดว้ย molecular docking พบว่าสารตวันี้ใหค้่า binding energy ต ่าสุดคอื -5.87 kcal/mol 
และ เนื่องจากเป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่กว่าสารทดสอบและมีส่วนประกอบของโครงสร้างทางเคมีแบบ 
aromatic, alicyclic, และหมู่ทีส่ามารถเกดิ hydrogen bond ในลกัษณะทีเ่ป็น dimer ท าใหเ้กดิ binding interaction 
ไดด้กีบั A  บรเิวณทีใ่ชใ้นการจบัไดแ้ก่ Glu11, His14, Lys16 จะเกดิ hydrogen bond กบัหมู่ enol, methoxy, 
และ hydroxyl ตามล าดบัส่วนของ Glu11, Val12, His14, Gln15, Lys16, Val18, และ Phe19 จะเกดิ hydrophobic 
interaction กบัส่วนที ่non-polar ของ curcumin และที ่amino acid Glu11, Val12, Gln15, His14, และ Lys16 ยงั
สามารถเกดิ dipole induce dipole และ dipole-dipole interaction ร่วมดว้ย รูปที ่14 แสดงการเกดิ binding 
interaction ของ curcumin บน A(1-42)        

 
 
รูปท่ี 14 การเกิด binding interaction ระหว่าง A(1-42) กับ 
curcumin  
 
 
  
       

 

  

A B 



28 

5. สรปุผลการทดลอง 
 จากการท าวจิยั สามารถทดสอบฤทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ของสารทดสอบจ านวน 53 ชนิด แบ่งเป็น
น ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว จ านวน 34 ชนิด น ้ามนัหอมระเหยแบบผสม จ านวน 8 ชนิด และสารสกดัพชืพืน้บา้น
จ านวน 11 ชนิด จากการทดสอบพบว่าสารทดสอบในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่วทีม่คี่า IC50 ไม่เกนิ 50 M มี
ทัง้หมด 7 ชนิด คอื (-) carveol (12 M), -terpinene (17 M), R-(-)--phellandrene (24 M), menthol (27 
M), methyl eugenol (33 M), citral (35 M), camphene (47 M)  ส าหรบัสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหย
แบบผสมพบว่า น ้ามนัจากขมิน้ มฤีทธิด์ทีีสุ่ดโดยมคี่า IC50 เท่ากบั 3 g/mL ส าหรบัสารสกดัจากพชืพืน้บา้นพบว่า  
ผกัขีข้วง มฤีทธิด์ทีีส่ดุโดยมคีา่ IC50 เทา่กบั 5 g/mL  และจากการศกึษาแบบจ าลองการจบักนัระหว่าง น ้ามนัหอม
ระเหยแบบเดีย่วกบั A42 ดว้ยวธิ ีmolecular modeling พบว่า สารสว่นใหญ่จะจบัทีล่ าดบักรดอะมโิน 10 ถงึ 19 ซึง่
เป็นบรเิวณ hydrophobic domain   ค่าพลงังานทีไ่ดห้ลงัจากเกดิการจบัมคี่าอยู่ในช่วง -3.15 - -5.13 kj/mol  
ส าหรบั (-) carveol ซึง่เป็นสารทีม่คี่า IC50 ดทีีสุ่ดในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยชนิดเดีย่วพบว่า จะจบักบัโปรตนี A ได ้
2 แบบ แบบที ่1 คอืจบักบั Lys16 ดว้ยพนัธะไฮโดรเจน พนัธะ hydrophobic แรง dipole induce dipole และ แรง 
dipole-dipole  จบักบั Gln15 Phe19 ดว้ยพนัธะ hydrophobic จบักบั Val12 ดว้ยแรง dipole induce dipole   แบบ
ที ่2 คอื จบักบั Glu11 ดว้ยพนัธะไฮโดรเจน พนัธะ hydrophobic และ แรง dipole induce dipole นอกนัน้จะจบักบั 
His14 ดว้ยพนัธะ hydrophobic และ Gln15 ดว้ยพนัธะ hydrophobic และ แรง dipole induce dipole  

กล่าวโดยสรุป จากงานวจิยัชิน้นี้พบว่า มสีารในกลุ่มน ้ามนัหอมระเหยบางตวัทัง้ทีเ่ป็นแบบเดีย่วและแบบ
ผสม สามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ Aβ ได ้เชน่เดยีวกบัสารสกดัจากพชืพืน้บา้นบางชนิด จงึเป็นแนวโน้มทีด่ทีีจ่ะ
พฒันาสารเหล่านี้ เป็นอาหารเสริมเพื่อป้องกนัหรือรกัษาโรคอลัไซเมอร์ต่อไปในอนาคต อย่างไรก็ตามควรมี
การศกึษาการปกป้อง neuronal cell จากความเป็นพษิทีถู่กกระตุน้โดย Aβ รวมทัง้การศกึษาใน in vivo เพื่อยนืยนั
ฤทธิต่์อไป นอกจากนี้ยงัสามารถน าขอ้มลูทีไ่ดไ้ปพฒันาโมเลกลุของยาตวัใหมเ่พือ่ใชร้กัษาโรคอลัไซเมอรไ์ดต้่อไปใน
อนาคต         
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ภาคผนวก 
 



ตารางท่ี 1 แสดงผล docking ของสารทดสอบทีเ่ป็นน ้ามนัหอมระเหยแบบเดีย่ว และ curcumin               

Chemical cluster % binding energy # H-bond H-bond hydrophobic  
dipole induce 

dipole 
dipole-dipole 

(-)-Borneol 1 49 -4.05 1 GLU11 (O) 
GLU11, HIS14, 

GLN15 
- GLU11 

(-)-trans-
Caryophyllene 

1 68 -4.77 - - VAL18 
GLU11, HIS14, 

GLN15 
- 

Camphene 1 90 -3.89 - - 
GLU11, HIS14, 
GLN15, VAL18 

GLU11, GLN15 - 

(+)-Camphor 1 100 -4.07 1 LYS16 (H) GLN15, LYS16 
VAL12, GLN15, 

LYS16 
LYS16 

S-(-)-camphor 1 99 -4.07 1 LYS16 (H) GLN15, LYS16 
VAL12, GLN15, 

LYS16 
LYS16 

(-)-Carveol 

1 42 -3.74 1 GLU11 (O) 
GLU11, HIS14, 

GLN15 
GLU11, GLN15 - 

3 42 -3.53 1 LYS16 (H) 
GLN15, LYS16, 

PHE19 
VAL12, LYS16 LYS16 

Geraniol 2 23 -3.63 1 GLU11 (O) 
TYR10, GLU11, 
HIS14, GLN15, 

VAL18 
ASP7, HIS14 GLU11, GLN15 

S-(-)-α-pinene 1 95 -4.13 - - 
GLU11, HIS14, 
GLN15, VAL18 

GLU11, HIS14, 
GLN15 

- 

R-(-)-α-phellandren 1 90 -3.83 - - VAL18, GLU22 - - 

Methyl eugenol 1 43 -3.84 1 - 
TYR10, GLU11, 
HIS14, GLN15, 

VAL18 
GLU11 - 

Methyl chavicol 1 56 -3.46 1 HIS14 (H) 
GLU11, HIS14, 
GLN15, VAL18 

GLU11, GLN15 
HIS14 

 

Eugenol 

1 52 -4.15 2 
ASP7 (O),  
HIS14 (H) 

ASP7, GLU11, 
HIS14, GLN15 

GLU11, GLN15 - 

1 8 -3.95 2 
ASP7 (O),  
HIS14 (H) 

ASP7, TYR10, 
GLU11, HIS14, 
GLN15, VAL18 

ASP7, GLN15 HIS14 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 

Chemical cluster % binding energy # H-bond H-bond  hydrophobic 
dipole induce 

dipole 
dipole-dipole 

Isoeugenol 

2 24 -3.81 1 GLN15 (O) 
GLU11, HIS14, GLN15, 

VAL18 
GLU11, HIS14 - 

7 33 -3.66 1 - 
GLU11, VAL12, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11 HIS14 

1 14 -3.73 2 
GLU11 (O), 
GLN15 (H) 

ASP7, TYR10, GLU11, 
HIS14, GLN15 

ASP7, HIS14 GLN15 

Linalool 

2 23 -3.59 3 
HIS14 (O), 
LEU17 (H), 
VAL18 (H) 

HIS13, HIS14, LYS16, 
LEU17, VAL18 

- 
HIS14, LEU17, 

VAL18 

3 38 -3.54 1 ASP7 (O)  
TYR10, GLU11, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11 - 

D-Limonene 

1 51 -3.81 - - HIS13, HIS14, LYS16 HIS14 - 

2 37 -3.74 - - 
GLU11, VAL12, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11, HIS14 - 

Menthol 1 55 -3.96 1 VAL12 (O) 
VAL12, GLN15, LYS16, 

PHE19 
LYS16 - 

Methyl cinnamate 1 68 -4.05 2 HIS14 (H) 
TYR10, GLU11, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11 ASP7, HIS14 

Myrcene 1 83 -3.54 - - 
TYR10, GLU11, HIS14, 

GLN15, VAL18 
ASP7, GLU11, 

HIS14 
- 

γ-Terpinene 

1 22 -3.42 - - 
PHE19, PHE20, ASP23, 

VAL24, LYS28 
PHE19, PHE20 - 

2 45 -3.41 - - 
HIS13, HIS14, LYS16, 

LEU17 
HIS14 - 

Thymol 1 53 -3.84 1 VAL12 (O) 
VAL12, GLN15, LYS16, 

PHE19 
LYS16 - 

Citral 2 49 -3.70 1 HIS14 (H) 
GLU11, VAL12, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11, VAL12 - 

(-)-Carvone 1 45 -4.27 1 HIS14 (H) 
HIS14, LEU17, VAL18, 

ALA21 
HIS14, VAL18 HIS14 

Cineole 1 48 -3.80 - - 
GLU11, HIS14, GLN15, 

VAL18 
GLU11 GLN15 

Citronellal 2 43 -3.45 1 HIS14 (H) 
GLU11, VAL12, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11 HIS14 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 

Chemical cluster % binding energy # H-bond H-bond  hydrophobic  
dipole induce 

dipole 
dipole-dipole 

Citronellol 

1 14 -3.38 1 ASP7 (O) 
ASP7, TYR10, GLU11, 
HIS14, GLN15, VAL18 

GLU11, HIS14 - 

4 15 -3.21 1 GLU11(O) 
TYR10, GLU11, HIS14, 

GLN15, VAL18 
GLU11, HIS14 - 

6 15 -3.15 1 GLN15 (O) 
TYR10, GLU11, HIS14, 

GLN15 
ASP7, GLU11, 

HIS14 
- 

α-humulene 2 60 -4.65 - - GLN15, LYS16, PHE19 VAL12, LYS16 - 

(+)-β-cedrene 1 92 -5.13 - - GLN15, LYS16, PHE19 VAL12, LYS16 - 

α-terpineol 

1 37 -4.09 3 
HIS14 (O), LEU17 

(H), VAL18 (H) 
HIS14, LYS16, LEU17, 

VAL18, ALA21 
HIS14 - 

2 36 -3.60 1 GLU11(O) 
GLU11, HIS14, GLN15, 

VAL18 
GLU11, GLN15 - 

(+)-3-carene 1 62 -3.89 - - 
HIS14, LYS16, LEU17, 

VAL18, ALA21 
VAL18 - 

geranyl propionate 1 33 -4.50 1 HIS14 (H) 
TYR10, GLU11, VAL12, 

HIS14, GLN15 
ASP7, GLU11, 

GLN15 
- 

Isoborneol 
3 55 -3.77 1 LYS16 (H) GLN15, LYS16, PHE19 GLN15, LYS16 LYS16 

1 40 -4.07 1 GLU11(O) GLU11, HIS14, GLN15 GLU11 
 

linalool oxide 1 36 -4.00 3 
GLU11 (O), HIS14 

(H), GLN15 (H) 
TYR10, GLU11, HIS14, 

GLN15, VAL18 
ASP7, GLU11, 

GLN15 
HIS14, GLN15 

p-propylanisole 1 53 -3.49 1 HIS14 (H) 
GLU11, HIS14, GLN15, 

VAL18, GLU22 
GLU11, GLN15 HIS14 

Curcumine 1 29 -5.87 3 
GLU11 (O), HIS14 

(H), LYS16 (H) 

GLU11, VAL12, HIS14, 
GLN15, LYS16, VAL18, 

PHE19 

GLU!1, VAL12, 
GLN15 

HIS14, LYS16 



ตารางท่ี 2 แสดงสว่นประกอบทีส่ าคญัของน ้ามนัหอมระเหยชนิดผสม 

น า้มันหอมระเหย สารส าคัญ 

กะเพรา caryophylene (18.72%), eugenol (18.24%), methyleugenol (46.37%), elemene, sabinene, terpinen-4-ol 

กระชาย camphene (8.30%), d-camphor (16.23%), β-ocimene (27.29%), methyl cinnamate (3.83%), geraniol 

ข่า 1,8-cineole (18.76%), β-bisabolen (11.34%), α-pinene (4.52%), methyleugenol (1.18%), terpinen-4-ol, α-

zingibirene 

ขมิ้น 1,8-cineole (3.44%), phellandrene (4.98%), turmerone (36.37%), terpinoiene, α-zingiberene 

ตะไคร้ E+Z-citral (41.86%), β-myrcene (5.26%), geranyl acetate (2.45%) 

พลู eugenol (28.33%), eugenyl acetate (14.86%), isoeugenol, β-sitosterol, chavicol, cineol 

ใบมะกรูด β-citronellal (77.11%), citronellyl acetate (6.24%), β-citronellol (5.28%), 2,6-dimethyl-5-heptenal 

(3.10%), linalool (2.75%), sabinene, β-pinene, (-)-caryophyllene oxide, isopulegol, d-nerolidol 

โหระพา estragole (86.89%), 1,8-cineole (4.27%), camphor (0.75%), α-bergamotene 
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6. ผลการด าเนินงานเปรียบเทียบกบัตารางแผนงาน 
กิจกรรมต่างๆ เพื่อให้บรรลุวตัถปุระสงคข์องการวิจยัแต่ละข้อ 

วตัถปุระสงค ์ กิจกรรมหลกั กิจกรรมรอง ช่วง
ระยะเวลา
ด าเนินการ 

จ านวน
วนัท่ีใช้ 

ผู้รบัผิดชอบ ผลการด าเนินงาน 

1. ทดสอบฤทธิก์าร
ยบัยัง้การเกาะกลุ่ม
ของ A ซึง่เป็น
สาเหตุส าคญัของโรค
ความจ าเสื่อม 
(Alzheimer’s 
disease) ของสาร
ออกฤทธิท์างชวีภาพ
ของน ้ามนัหอมระเหย
และพชืพืน้เมอืงบาง
ชนิดในประเทศไทย  
 

ทดสอบฤทธิก์าร
ยบัยัง้การเกาะ
กลุ่มของ A ดว้ย
วธิ ีthioflavin T 
assay 

1. การคดัเลอืกสาร
ออกฤทธิท์างชวีภาพ
จากน ้ามนัหอมระเหย
และจากพชืพืน้เมอืง
บางชนิด เพื่อน ามา
ทดสอบฤทธิ ์
 

1 
 

10 
 
 
 
 
 
20 
 

กติตศิกัดิ ์ 
หน้าท่ีแนะแนวทางใน
การหาขอ้มลูและท าการ
ตดัสนิใจเพื่อเลอืกพชืที่
ตอ้งการน ามาทดสอบ 
น.ศ. เอก 
หน้าท่ี ท าการหาขอ้มลู
ทัง้หมดตามค าแนะน า 

คดัเลอืกสารในกลุ่ม น ้ามนัหอม
ระเหยแบบเดีย่วจ านวน 34 ชนิด 
และแบบผสมจ านวน 8 ชนิด และ
เป็นสารสกดัจากพชืพืน้เมอืง
จ านวน 11 ชนิด รวมทัง้หมด
เท่ากบั 53 ชนิด 

2. ทดลองหาความ
เขม้ขน้ทีเ่หมาะสมเพื่อ
หาคา่ % inhibition 
ของสารทีไ่ดจ้ากขอ้ 1 

2-7 
 

80 
 
 
120 
 

กติตศิกัดิ ์
หน้าท่ี เตรยีมตวัอยา่ง
และวเิคราะหผ์ล 
น.ศ. เอก 
หน้าท่ี ท าการทดสอบ
ฤทธิ ์

ทราบฤทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของ
โปรตนี A ทีค่วามเขม้ขน้ 100 
M ส าหรบัน ้ามนัหอมระเหยแบบ
เดีย่ว ทีค่วามเขม้ขน้ 100 g/mL 
ส าหรบัน ้ามนัหอมระเหยแบบผสม
และสารสกดัจากพชืพืน้เมอืง (รปู
ที ่2, 3 และ 4 หน้า 18 และ 19)        

3. ทดลองหาคา่ IC50 
 า  าร   ม ค า   
inhibition ทีน่่าสนใจ 

2-7 
 

60 
 
 
120 
 

กติตศิกัดิ ์
หน้าท่ี เตรยีมตวัอยา่ง
และวเิคราะหผ์ล 
น.ศ. เอก 
หน้าท่ี ท าการทดสอบ
ฤทธิ ์

สารทีม่คีา่ %inhibition มากกวา่ 
45% ในขอ้ 2 จะน ามาหาคา่ IC50 
ไดผ้ลตามตารางที ่6 หน้า 20)  
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วตัถปุระสงค ์

 
กิจกรรมหลกั กิจกรรมรอง ช่วง

ระยะเวลา
ด าเนินการ 

จ านวน
วนัท่ีใช้ 

ผู้รบัผิดชอบ ผลการด าเนินงาน 

2. ศกึษาแบบจ าลอง
การเกดิ interaction 
ระหวา่งสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพกบั
โปรตนีแอมลีอยด์
เบตา้ดว้ยวธิ ี
molecular docking 

ศกึษาแบบจ าลอง
การเกดิ 
interaction 
ระหวา่งสารออก
ฤทธิท์างชวีภาพ
กบัโปรตนีแอมี
ลอยดเ์บตา้ โดยใช้
โปรแกรม Sybyl 
    Autodock 
4.0 

1. วาดโครงสรา้งทาง
เคมขีองสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพดว้ย
โปรแกรม Sybyl และ
หา conformation ทีม่ี
คา่พลงังานต ่าสุดของ
สารแต่ละตวั 

8 10 
 
 
 
 
 
 
20 

กติตศิกัดิ ์
หน้าท่ี วาดโครงสรา้ง
ทางเคมขีองสารออก
ฤทธิท์างชวีภาพ และ
พจิารณาผลการหา 
conformation ทีม่ี
พลงังานต ่าสุด  
น.ศ. เอก 
หน้าท่ี ทดสอบหา 
conformation 
   ม ค า   งงา    า   ของ
 ครง ร าง   วา  

สารทดสอบในกลุ่ม volatile oils ที่
เป็น oil เดีย่ว จ านวน 34 ตวัถูก
วาดดว้ยโปรแกรม Sybyl version 
8.1 และท าใหอ้ยูใ่นรปูแบบ 
conformation ทีม่พีลงังานต ่าสุด
โดยใช้ค าสัง่ Gasteiger-Huckel  
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วตัถปุระสงค ์ กิจกรรมหลกั กิจกรรมรอง ช่วง

ระยะเวลา
ด าเนินการ 

จ านวน
วนัท่ีใช้ 

ผู้รบัผิดชอบ ผลการด าเนินงาน 

  2. ท า molecular 
docking  
2.1 โหลดโมเลกุล
เป้าหมายจาก protein 
data bank (PDB) ซึง่
ในทีน้ี่คอื A1-42 หา 
conformation ทีม่คีา่
พลงังานต ่าสุดของ
โมเลกุลเป้าหมาย 
2.2 ทดลองหา grid 
box ทีเ่หมาะสม
เพื่อใหเ้กดิ 
interaction 
           ร  ว าง าร 
    ม        า มาย 
2.3. ทดลองการเกดิ 
interaction ระหวา่ง
สารและโมเลกุล
เป้าหมาย (ท า 
molecular docking) 
โดยใชโ้ปรแกรม 
autodock 

8-12 50 
 
 
 
 
 
 
 
 
100 

กติตศิกัดิ ์
หน้าท่ี เตรยีมโมเลกุล
เป้าหมายเพือ่ท า 
docking และทดสอบการ
หา grid ทีเ่หมาะสม 
พรอ้มทัง้วเิคราะหผ์ลที่
ไดท้ัง้หมด 
น.ศ. เอก 
หน้าท่ี ท า molecular 
docking ร  ว าง าร 
   ออ        ม      
   า มาย 
 

โครงสรา้งของสารทดสอบ
จ านวน 34 ตวัทีถู่กปรบัใหอ้ยูใ่น
รปูแบบ conformation ทีม่ี
พลงังานต ่าสุด ถูกน ามาท า 
molecular docking กบั A1-42  
ซึง่เป็นโมเลกุลเป้าหมาย โดยมี
การหาคา่พารามเิตอรต์่างๆก่อน
ใหเ้หมาะสม  
ท าใหท้ราบคา่พลงังานทีเ่กดิขึน้
จากการจบักนัระหวา่งโมเลกุล
ของสารทดสอบและโปรตนี A 
รวมทัง้ชนิดของแรงและพนัธะ
ต่างๆทีใ่ช ้และบรเิวณทีเ่กดิการ
จบั ดงัแสดงในตารางที ่1 
ภาคผนวก และ รปูที ่11-14 
หน้า 26-27)  
     

หมายเหตุ จ านวนวนัทีใ่ชเ้ป็นการคาดการณ์จ านวนเวลาทีจ่ะตอ้งด าเนินการจรงิ โดยเทยีบ 1 วนัเท่ากบั 8 ชัว่โมง  
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เดือนท่ี กิจกรรม (activities) ผลงานท่ีคาดว่าจะได้รบั (outputs) ผลงานท่ีได้จริง 

6 เดอืนที ่1 1. การคดัเลือกสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่มใีน
พชืผกัพืน้เมอืงของไทยเพื่อมาทดสอบฤทธิ ์
2. ท าการทดสอบฤทธิด์ว้ยวธิ ีthioflavin T assay   

ทราบผลในการยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ โปรตีน 
A ของสารทางชีวภาพที่ได้จากพืชจ านวน 53 
ชนิด ซึง่จะเป็นขอ้มลูใหมใ่หก้บัพชืนัน้ๆต่อไป  

ทราบผลการยบัยัง้การเกาะกลุ่มของ A ของสาร
ทดสอบจ านวน 53 ชนิด แบ่งเป็นน ้ามนัหอม
ระเหยแบบเดี่ยวจ านวน 34 ชนิดและแบบผสม
จ านวน 8 ชนิด และสารสกดัพชืพืน้บ้านจ านวน 
11 ชนิด  

6 เดอืนที ่2 1. ศกึษาแบบจ าลองการเกดิ interaction ระหว่าง
สารออกฤทธิท์างชีวภาพกบัโปรตีนแอมีลอยด์
เบตา้ โดยใชโ้ปรแกรม Sybyl     Autodock 4.0  
2. เตรยีมบทความวชิาการ  

1. ทราบลกัษณะการเกดิ interaction ระหว่างสาร
กบัโปรตนี A แบบ 3 มติ ิ 
2. ไดข้อ้มลูในระดบัโมเลกุลของสารออกฤทธิท์าง
ชวีภาพทีม่ใีนพชืทีศ่กึษา 
3. ได้ข้อมูลเพื่อยืนยันผลการทดสอบฤทธิ ์
โดยสารที่มีค่า IC50 ต ่ าๆควรมีค่า binding 
energy จากการท า molecular docking ต ่าดว้ย  
4. การสรา้งแบบจ าลองน้ีสามารถน าไปออกแบบ
โมเลกุลยาใหมเ่พื่อใหม้ฤีทธิใ์นการยบัยัง้การเกาะ
กลุ่มของโปรตีน A ต่อไป โดยใช้โมเลกุลของ
สารออกฤทธิท์างชวีภาพเป็นตน้แบบ  
5. บทความวชิาการ 

ทราบข้ อ มู ล แบบจ า ล อ งกา ร เ กิ ด  binding 
interaction ของสารทดสอบที่เป็นน ้ ามนัหอม
ระเหยแบบเดี่ยว กับ A1-42 ซึ่งเป็นโปรตีน
เป้าหมาย 
สามารถอธิบายลักษณะการจับกันระหว่าง
โมเลกุลของน ้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยวกับ
โปรตนี A ได ้ 
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7. ข้อคิดเหน็และข้อเสนอแนะอ่ืนๆต่อ สกว. 
 -ประชมุกบันกัศกึษาและผูช้่วยวจิยัเพือ่หารอืการท าวจิยัไมต่ ่ากว่า 8 ครัง้ 
 -ตรวจแกผ้ลงานวจิยัทีท่ าโดยนกัศกึษาและผูช้ว่ยวจิยัจ านวน 7 ครัง้ 
 -เนื่องจากในชว่งเดอืนที ่7-9 เครือ่ง microplate reader ไม่สามารถใชง้านได ้จ าเป็นตอ้งมกีารเปลีย่น filter 
เพราะค่า precision ของการวดัไม่อยู่ในเกณฑท์ีย่อมรบัได ้แต่หลงัจากการเปลีย่น filter ผลการทดลองทีไ่ดม้คี่าไม่
เหมอืนเดมิ เชน่ คา่การท า sreening test ของน ้ามนัหอมระเหย ดงันัน้จงึจ าเป็นตอ้งท าการทดลองใหมท่ัง้หมด   
 
 
 
 

        ลงนาม.......................................................... 
         (หวัหน้าโครงการวจิยัผูร้บัทนุ) 
 
        วนัที.่............................................................ 
        
 
 

 


