
 

0 

 

 

 

 

 

รายงานการวิจัย 

 
ชื่อเรื่อง (ภาษาไทย) สารกดการกระตุ้นอินฟลามาโซมเพ่ือบ าบัดโรคอักเสบด้วยตนเอง 

(ภาษาอังกฤษ) Inhibitors of Inflammasome Activation for Treatment of Auto-
inflammatory Diseases 

 
 

ผู้วิจัย รองศาสตราจารย์ ดร. ธนาภัทร ปาลกะ 
 หน่วยงาน ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 



 

1 

 

กิตติกรรมประกาศ 
ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร. อภิชาต สุขส าราญ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยรามค าแหง ในการอนุคราะห์สารสกัดที่แยกจากพืชทั้งหมดที่ใช้ทดสอบและศึกษาในงานวิจัยนี้ 
ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร. อัญชลี ทัศนาขจร ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ซึ่งอนุเคราะห์เครื่องวัดลูมิโนมิเตอร์ งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากเงินอุดหนุนทั่วไปจาก
รัฐบาล ประจ าปีงบประมาณ 2558  

 
คณะผู้วิจัย 



 

2 

 

บทคัดย่อ 
กลุ่มโรคท่ีเกิดจากการอักเสบด้วยตนเอง (autoinflammatory diseases) เป็นโรคท่ีเกิดจาการอักเสบที่ไม่เกิด
ร่วมกับการติดเชื้อมีหลากหลายรูปแบบ โดยเป็นกลุ่มโรคที่มีสาเหตุมาจากปัจจัยทางพันธุกรรมและ/หรือจาก
ความผิดปกติของระบบเมแทบอลิสม โรคเก๊าท์ (gout) จัดเป็นโรคหนึ่งในกลุ่มโรคนี้ ซึ่งมีการตกตะกอนเป็น
ผลึกของเกลือยูเรต (monosodium urate) ที่เป็นผลมาจากการมีปริมาณกรดยูริกในเลือดสูงเกินปกติ  สาเหตุ
หลักของอาการอักเสบเกิดจากการหลั่งไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ โดยเฉพาะอินเตอร์ลิวคิน 1 บีต้า 
(interleukin 1 ; IL-1) และอินเตอร์ลิวคิน 18 (IL-18) ผ่านการกระตุ้นอินฟลามาโซม (Inflammasome) 
อินฟลามาโซมเป็นสารประกอบโปรตีนขนาดใหญ่ซึ่งประกอบด้วยโปรตีน 3 ชนิดรวมถึงเอนไซม์โปรตีเอสโปร
คาสเปส (pro-caspase) ในภาวะปกติที่มีสิ่งเร้า เช่น ผลึกของกรดยูริก เป็นต้น อินฟลามาโซมจะประกอบตัว
ขึ้น ส่งผลให้มีการย่อยตนเองของ pro-caspase-1 และกลายเป็น caspase-1 ซึ่งเป็นเอนไซม์ซิสติอีนโปรตีเอส
ที่สามารถย่อยซับเสตรท pro-IL-1 เมื่อมีการย่อยท าให้มีการหลั่ง IL-1 ออกภายนอกเซลล์และท าให้เกิดการ
อักเสบ ดังนั้น สารออกฤทธิ์ยับยั้งการกระตุ้นการประกอบเป็นอินฟลามาโซมจึงมีศักยภาพในการลดการอักเสบ
จากภาวะดังกล่าวแบบจ าเพาะได้ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการกระตุ้นอินฟ
ลามาโซมในเซลล์ไลน์แมโครฝาจของมนุษย์ THP-1 จากกลุ่มสารสกัดจากพืช ในงานวิจัยนี้ใช้สารสกัดหยาบ
และสารที่ท าให้บริสุทธิ์บางส่วนจากดอก ใบ กิ่ง และผลของต้นสาละหรือลูกปืนใหญ่ (Couroupita guianensis) 

กับส่วนของรากย่านาง Tiliacora triandra (Colebr.) Diels รวมทั้งสิ้น 73 ตัวอย่าง โดยติดตามแอกทิวิตีการกด
การหลั่ง IL-1 ขนานไปกับการท าให้สารบริสุทธิ์ คัดกรองเบื้องต้นโดยน าสารที่ได้มาทดสอบหาความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ไลน์ THP-1 โดยวิธี MTT และน าความเข้มข้นที่ให้ค่าการมีชีวิตรอดของเซลล์ 80% ขึ้นไปมาทดสอบ
ฤทธิ์ในการกดการหลั่ง IL-1 โดยวิธี ELISA ผลแสดงว่าสารสกัดหยาบและสารท าให้บริสุทธิ์บางส่วนจากกิ่ง 
ดอกและใบของต้นสาละ 19 ตัวอย่าง สามารถยับยั้งการหลั่งได้สูง โดยเฉพาะสารทดสอบรหัส AS-TP 1007 
และ AS-TP 2027 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดที่มีฤทธิ์ต่อการหลั่ง IL-1 จึงผลของสารที่มีฤทธิ์ต่อการ
ถอดรหัสของยีน IL-1 โดยวิธี quantitative RT-PCR พบว่า 4 ตัวอย่างจาก 9 ตัวอย่างที่ทดสอบรวมถึงสาร
ทดสอบ AS-TP 1007 มีฤทธิ์การการถอดรหัสของ IL-1 mRNA และเมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์ต้านแอกทิวิตีของ 
caspase-1 ซึ่งเป็นดัชนีบ่งชี้การกดการกระตุ้นอินฟลามาโซมพบว่าสารทดสอบจากดอกรหัส AS-TP 2027 มี
ฤทธิ์กดการแอกทิวิตีของ caspase-1 ได้ ในขณะที่สารทดสอบอ่ืนๆ ไม่มีฤทธิ์หรือให้ผลกระตุ้นแอกทิวิตีของ 
caspase-1 ดังนั้น สารทดสอบ AS-TP 2027 ซึ่งยังคงเป็นสารท าให้บริสุทธิ์บางส่วนจึงมีความน่าสนใจที่มีสาร
ที่มีฤทธิ์กดการกระตุ้นอินฟลามาโซมได้ โดยสารที่แยกย่อยต่อจาก AS-TP 2027 คือ AS-TP 2038, AS-TP 
2039 ก็มีฤทธิ์กดการหลั่ง IL-1 ที่สูงด้วย โดยต้องท าการศึกษาโดยแยกเป็นสารบริสุทธิ์และทดสอบกลไกการ
ออกฤทธิ์ต่อไป        
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Abstract 
Autoinflammatory diseases exhibit chronic and severe inflammation without infection. 

Both genetics and abnormalities in metabolism are the main cause. Gout is a representative 
condition which cause by precipitation of monosodium urate in tissues as the concentration 
of blood uric acid is higher than normal. The common main causes of these diseases are 
hyperproduction of inflammatory cytokines, mainly interleukin 1 ) IL-1) and IL-18 via 
inflmmasom activation. Inflammasome is a multisubunit protein complex of at least 3 
proteins including zymogen of caspase-1 (pro-caspas-1). Upon exposure to stimuli such as 
uric acid crystals, inflammsome is formed, leading to autocatalytic cleavage of pro-caspase-
1. Caspase-1 is a cysteine protease responsible for cleavage of pro-IL-1. This cleavage 
results in secretion of IL-1. Therefore, compounds with the ability to suppress activity of 
inflammasome have potentials to be therapeutic drugs for autoinflammatory diseases. This 
study aimed to screen for compounds with such activity of inflammasome suppression in 
human monocytic cell line. The samples used in this study are crude or partially purified 
extracts from flowers, leaves, branch and fruits of the cannonball tree (Couroupita 
guianensis)  and roots of Tiliacora triandra (Colebr.) Diels. The total numbers of samples 
screened were 73 and the purification and activity screening were done in parallel by 
following the secretion of IL-1. Cellular toxicity was screened through MTT assay. The 
inhibitory concentration 80 or higher were used for the assay of IL-1 secretion by ELISA. The 
results showed that 19 samples of crude extracts and partially purified compounds from 
branch, flower and leaves of cannon ball trees suppressed IL-1 secretion. In particular, 
sample No. AS-TP 1007 and AS-TP 2027 from branches and flowers showed strong inhibitory 
activity. To study the mechanism of action, quantitative realtime RT-PCR were conducted 
and 4 out of 9 samples decreased the transcription level of IL-1, suggesting that they may 
act upstream of inflammasome, including ASTP-1007. To monitor inflammasome activation, 
the activity of caspase 1 was monitored using reporter assay. The results showed that most 
samples did not decrease the activity of caspase 1, but only AS-TP2027 from flowers 
suppressed caspase 1 acitivity. Therefore, partially purified ASTP-2017 is promising to contain 
pure compound(s) that can suppress inflammasome activation. Two samples purified from 
AS-TP 2027, i.e. AS-TP 2038 and AS-TP 2039 also showed strong inhibitory activity. The 
purification and mode of action of these compounds needs further investigation.  
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บทน า 
 

ระบบภูมิคุ้มกันที่มาแต่ก าเนิด (innate immunity) ท าหน้าที่เป็นภูมิคุ้มกันด่านแรกในการรับรู้และ
จ าแนกระหว่างโมเลกุลที่เป็น “ตนเอง” และ “ไม่ใช่ตนเอง” เช่น โมเลกุลที่เป็นลักษณะจ าเพาะของเชื้อก่อโรค 
เป็นต้น ในขณะเดียวกันเซลล์ของภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด (innate immune cell) ก็สามารถรับรู้สัญญาณที่
บ่งชี้ถึงอันตรายหรือภาวะเครียด (stress) ของร่างกาย เช่น โมเลกุลที่เป็นสัญญาณของความผิดปกติของระบบ
เมแทบอลิสม โมเลกุลที่เป็นสัญญาณบ่งชี้ถึงการเกิดความเสียหายต่อเซลล์ เป็นต้น  (1) รวมเรียกรูปแบบ
โมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับอันตรายต่อร่างกายเหล่านี้ว่า Danger-associated Molecular Pattern (DAMP) 
เซลล์ของระบบภูมิคุ้มกันที่มาแต่ก าเนิด โดยเฉพาะแมโคฝาจรับรู้ DAMP ผ่านโปรตีนตัวรับหลากหลายชนิดซึ่ง
รวมเรียกโมเลกุลตัวรับเหล่านี้ว่า Pattern Recognition Receptor (PRR) เมื่อมีการกระตุ้น PRR โดย DAMP 
แล้ว แมโครฝาจจะผลิตและหลั่งกลุ่มโปรตีนไซโตไคน์ (cytokine) ที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการอักเสบ เช่น 
Tumor Necrosis Factor  (TNF) Interleukin (IL)-6 IL-1 เป็นต้น ซึ่งน าไปสู่ภาวะของการอักเสบของ
บริเวณท่ีมคีวามผิดปกติ (2) 

เมื่ อแมโครฝาจรับรู้การมี  DAMP ที่ บ่ งชี้ ถึ งความผิดปกติของเซลล์หรืออวัยวะ เช่น  adenine 
triphosphate (ATP) บีต้าอะไมลอยด์ (beta-amyloid) หรือผลึกกรดยูริก เป็นต้น จะน าไปสู่การกระตุ้นให้
แมโครฝาจหลั่ง IL-1 และ IL-18 ซึ่งเป็นไซโตไคน์หลักที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ โดยเฉพาะ IL-1 ซึ่งเป็นไซ
โตไคน์ที่ท าหน้าที่ส าคัญในการเหนี่ยวน าภาวะอักเสบ โดยจะน าไปสู่การเหนี่ยวน าการเข้าสู่บริเวณที่มีการ
อักเสบของเซลล์เม็ดเลือดขาว เช่น นิวโตรฟิลล์ และยังควบคุมความอยากอาหาร อุณหภูมิของร่างกายอีกด้วย 
ซึ่งหากไม่มีการควบคุมการผลิตและหลั่งของไซโตไคน์กลุ่มนี้ที่เข้มงวด อาจน าไปสู่ภาวะอักเสบมากเกินและท า
ให้เกิดความเสียหายต่อเนื้อเยื่อของเจ้าบ้านได้ ดังนั้น การผลิต IL-1 จึงอยู่ภายใต้การควบคุมอย่างน้อยสอง
ระดับ ได้แก่ 1) การควบคุมในระดับการถอดรหัสของยีน Il-1b ซึ่งจะมีการถอดรหัสเมื่อแมโครฝาจถูกกระตุ้น
ด้วยสัญญาณผ่าน PRR โดยมีการแปลรหัสเป็นโปรตีน pro-IL-1 ซึ่งเป็นโปรตีนที่ไม่มีแอกทิวิตีชีวภาพและยัง
ไม่มีการหลั่งออกภายนอกเซลล์ และ 2) การควบคุมการย่อย pro-IL-1 โดยเอนไซม์โปรตีเอส caspase-1 
เพ่ือผลิต mature IL-1 ซ่ึงเป็นรูปแบบที่พร้อมที่จะมีการหลั่งออกภายนอกเซลล์และท าหน้าที่กระตุ้นการ
อักเสบ โรคที่มีสาเหตุของพยาธิสภาพที่มาจากการอักเสบหลายชนิดมีความเกี่ยวข้องกับการผลิต IL-1 มาก
เกินประกอบด้วยกลุ่มโรคที่เกิดจากการอักเสบด้วยตนเอง (auto-inflammatory disease) ที่ไม่เกี่ยวข้องกับ
การติดเชื้อมีหลากหลายรูปแบบ โดยโรคเหล่านี้มีลักษณะเด่นร่วมกันในการเกิดการอักเสบเป็นระยะๆ และมี
อาการเป็นไข้โดยปราศจากการติดเชื้อหรือสาเหตุของภาวะภูมิต้านเนื้อเยื่อตนเอง (autoimmune condition) 
ซึ่งมีสาเหตุมาจากปัจจัยทางพันธุกรรมและ/หรือจากความผิดปกติของระบบเมแทบอลิสม เช่น โรคเก๊าท์ 
(Gout) เป็นต้น (3) 
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วิถีสัญญาณที่น าไปสู่การย่อย pro-IL-1 เพ่ือท าให้อยู่ในรูป IL-1 นั้น มีการรายงานว่าผ่านการกระตุ้น
สารประกอบโปรตีนขนาดใหญ่ภายในไซโตพลาสม เรียกว่า อินฟลามาโซม (Inflammasome) (4) อินฟลามา
โซมประกอบด้วยโปรตีนหลัก 3 ชนิด ได้แก่ 1) โปรตีนในกลุ่ม NLR (NOD-like receptors) ซึ่งมีโมทีฟ 
(motif) ร่วมกันของสมาชิกในกลุ่ม คือ NATCH domain, LRR domain และ CARD/PYD domain ซึ่งโมทีฟ
เหล่านี้มีบทบาทส าคัญในการเกิดอันตรกิริยาระหว่างกันเพ่ือประกอบเป็นโอลิโกเมอร์ของโปรตีนในกลุ่มสมาชิก
เดียวกันและโปรตีนนอกกลุ่มที่มีโมทีฟเดียวกัน (homotypic protein-protein interaction) 2) โปรตีนตัวต่อ 
(adaptor protein) ASC ซึ่งมีโมทีฟ PYD domain และ CARD domain 3) pro-caspase-1 ซึ่งเป็นไซโมเจน 
(zymogen) ของซีสติอีนโปรตีเอส caspase-1 ซึ่งมี CARD domain โปรตีนทั้งสามชนิดนี้จะประกอบเป็น
สารประกอบโปรตีนขนาดใหญ่และน าไปสู่การย่อยตัวเอง (autocatalytic) ของ pro-caspase-1 ท าให้
กลายเป็นโปรตีเอสที่สมบูรณ์ในรูปเฮเทอโรไดเมอร์ สามารถย่อยซับสเตรทได้ หนึ่งในซับสเตรทของ caspase-
1 คือ pro-IL-1 น าไปสู่การสร้าง IL-1 ที่พร้อมจะมีการหลั่งออกภายนอกเซลล์ได้ (1)  

อินฟลามาโซมที่ประกอบขึ้น สามารถจ าแนกได้ตามชนิดของสมาชิกของ NLR ที่เป็นองค์ประกอบของ
อินฟลามาโซม ซึ่งในปัจจุบันในจีโนมของมนุษย์พบว่ามีมากกว่า 22 ชนิด ส าหรับโปรตีน NLR ที่เกี่ยวข้องกับ
การหลั่ง IL-1 เมื่อแมโครฝาจรับรู้ผลึกของกรดยูริกและ extracellular ATP คือ NLRP3 (NALP3) (3) ซึ่ง
เรียกว่า NRLP3 อินฟลามาโซมในการกระตุ้นการประกอบเป็นอินฟลามาโซมนั้น มีรายงานว่าสัญญาณในการ
รับรู้ DAMP ชนิดต่างๆ จะกระตุ้นการผลิต reactive oxygen species (ROS) จากไมโตคอนเดรีย ท าให้มีการ
รวมตัวของโปรตีนองค์ประกอบอินฟลามาโซมในไซโตพลาสม ผ่านโมทีฟที่เหมือนกันของโปรตีนต่างๆ ได้แก่ 
NACHT domain, PYD domain และ CARD domain (5) 

NRLP3 อินฟลามาโซมเป็นอินฟลามาโซมที่มีการศึกษาลักษณะสมบัติในรายละเอียดค่อนข้างมาก โดย
อินฟลามาโซมนี้ประกอบเป็นสารประกอบ NLRP3/ASC/pro-caspase-1 ซึ่งจะมีการกระตุ้นเมื่อรับรู้เชื้อก่อ
โรคหลายชนิ ด  รวมถึ ง DAMP และสิ่ งระคายเคืองในสภาพแวดล้ อม  เช่น  muramyl dipeptide, 
monosodium urate crystals (MSU), silica, Bacillus anthracis lethal toxin เป็นต้น (1)  

โรคเก๊าท์เป็นโรคที่มีการอักเสบด้วยตนเองซึ่งมีอาการเด่นที่มีการอักเสบรุนแรงบริเวณข้อต่อซึ่งท าให้มี
ความเจ็บปวดมาก โรคเก๊าท์มีความสัมพันธ์กับความผิดปกติของเมแทบอลิสมของร่างกาย ท าให้มีปริมาณกรด
ยูริกในเลือดสูง (hyperuricemia) และมีการสะสมของผลึก MSU ที่บริเวณข้อต่อ (6) โดยในปัจจุบันมีรายงาน
ว่า MSU เป็น DAMP ที่สามารถกระตุ้นการประกอบเป็น NRLP3 อินฟลามาโซมได้ โดยการใช้ยา colchicine 
ซึ่งเป็นยาส าคัญตัวหนึ่งในการบ าบัดอาการเก๊าท์ในปัจจุบัน ในการทดลองพบว่าสามารถยับยั้งการประกอบเป็น 
NRLP3 อินฟลามาโซมได้ (7) อีกท้ัง การทดลองใช้แอนตากอนิสต์ต่อ IL-1 (IL-1 antagonist) ในการบ าบัด
ผู้ป่วยโรคเก๊าท์และโรคลักษณะเดียวกันที่มีสาเหตุมาจากการการอักเสบด้วยตนเองนั้น ได้ผลสอดคล้องกับ
บทบาทของ MSU และอินฟลามาโซมในการเหนี่ยวน าให้เกิดการหลั่ง IL-1 (8, 9) 



 

10 

 

ถึงแม้ว่าการบ าบัดอาการของโรคเก๊าท์จะค่อนข้างท าได้ดีโดยใช้ยาที่มีอยู่ในปัจจุบัน เช่น ยาลดการอักเสบ
ในกลุ่ม NSAIDs ก็ยังไม่เป็นการรักษาเพ่ือลดสาเหตุของการเกิดอาการอักเสบอย่างแท้จริง อีกทั้ง กลไกการ
น าไปสู่การประกอบเป็นอินฟลามาโซมเมื่อมีการรับรู้ DAMP เช่น MSU ก็ยังส่วนที่ไม่ชัดเจนมาก ดังนั้น 
งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์ในการคัดกรองสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืช เพ่ือค้นหาสารที่มีฤทธิ์ต้านการ
กระตุ้นอินฟลามาโซมที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนซึ่งการท างานของสารออกฤทธิ์ที่คัดกรองได้จะท าให้เข้าใจถึง
กลไกการกระตุ้นอิน ฟลามาโซมได้ดียิ่งขึ้น อีกทั้ง ยังอาจประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคที่มีสาเหตุมาจากการการ
ท างานของอินฟลามาโซมต่อไปได้ โดยในงานวิจัยได้ท าการศึกษาสารสกัดจากส่วนต่างๆ ของต้นสาละลังกา 
หรือต้นสาละ (cannonball tree; Couroupita guianensis) ซึ่งเป็นพืชที่มีการรายงานฤทธิ์ชีวภาพต่างๆ เช่น 
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ฤทธิ์ต้านความดันโลหิตสูง เป็นต้น โดยเฉพาะมีการรายงานถึงฤทธิ์ต้าน
การอักเสบของสารสกัดหยาบจากใบ (10) แต่ยังไม่มีการศึกษาเชิงลึกเกี่ยวกับกลไกจ าเพาะต่ออิมฟลามาโซม
และการท าใหส้ารสกัดที่มีฤทธิ์บริสุทธิ์แต่อย่างใด  

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
 1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ THP-1 

  เพาะเลี้ยง THP-1 (ATCC no.TIB-202) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่
ประกอบด้วย fetal bovine serum (FBS) 10 % (V/V) และยาปฏิชีวนะ (Penicillin 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
และ streptomycin 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส,  
5 % คาร์บอนไดออกไซด์ และความชื้นสัมพัทธ์ 95 % 

1.2 การเก็บรักษาเซลล์ 
น าอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% DMSO ใส่ลงในเซลล์ที่เก็บ

มาแล้ว โดยเก็บเซลล์ลงในหลอดส าหรับเก็บรักษาเซลล์และน าเซลล์ไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
ส าหรับการเก็บในระยะสั้น ส่วนการเก็บในระยะยาวให้เก็บเซลล์ไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
อย่างน้อย 1 คืนแล้วจึงย้ายไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 
 1.3 การน าเซลล์ออกมาเพาะเลี้ยง 
  น าเซลล์ที่เก็บรักษาไว้มาท าละลายอย่างรวดเร็วในอ่างน้ าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และน า
เซลล์ไปใส่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่ไม่มีซีรัม ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นเหวี่ยงให้เซลล์
ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 1000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเทส่วนที่เหนือตะกอนเซลล์ออก
และเติมอาหารอาหารเลี้ยงเซลล์ลงไปปริมาตร 7 มิลลิลิตร น าเซลล์ไปท าการเพาะเลี้ยงต่อไป 
2. สารออกฤทธิ์ชีวภาพจากพืชสมุนไพรไทย  
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 สารออกฤทธิ์ชีวภาพจากพืชสมุนไพรไทยได้รับมาจาก ศ.ดร.อภิชาต สุขส าราญ ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง โดยสารทดสอบที่ใช้มีทั้งหมด 73 ตัวอย่าง มาจากพืชสมุนไพรไทย 2 
ชนิด คือ สาละและย่านาง โดยแสดงรายละเอียดความสัมพันธ์ของสารทดสอบทั้งหมดรวมทั้งรหัสสารดังนี้
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ภาพที่ 1 แผนภูมิที่มาและความสัมพันธ์ของสารสกัดจากพืชที่ใช้ในการคัดกรอง (ท่ีมา: ศิราดา อารมณ์ชื่น, วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม) 
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3. การทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบโดยวิธี MTT 
 น าเซลล์ THP-1 (2x104 เซลล์ต่อหลุม) มาเลี้ยงในถาดหลุมชนิด 96 หลุมและกระตุ้นเซลล์ด้วยสาร
สกัดจากพืชที่มีความเข้มข้นต่างๆ ตามที่ระบุเป็นเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลุม
ละ 10 ไมโครลิตรและบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เติมสารละลาย Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์
(microplate reader) และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ได้จากสมการด้านล่างนี้ 

% cell viability = (Abs test – Abs blank) x 100 / Abs control – Abs blank 
Abs test: ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เติมสารสกัดตัวอย่าง   
Abs blank: ค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลล์เปล่า 
4. การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการกระตุ้นอินฟลามมาโซมส์ในเซลล์ THP-1 
 น าเซลล์ THP-1 (5x105เซลล์ต่อหลุม) มาเลี้ยงในถาดหลุมชนิด 12 หลุม กระตุ้นเซลล์ด้วย phorbol-
12-myristate-13-acetate (PMA) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 
phosphate buffer saline (PBS) 1 ครั้งและล้างด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 1 ครั้ง และย้ายเซลล์ไปเลี้ยงในหลุม
ใหม่ ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 1 ครั้งและล้างด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 1 ครั้ง เติม
อาหารเลี้ยงเซลล์ Opti-MEM และกระตุ้นเซลล์ด้วย monosodium urate (MSU) ที่มีความเข้มข้น 0, 1, 10 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามวิธีของ Martinon และคณะ (3) กระตุ้นเป็นระยะเวลาต่างๆ ได้แก่ 30, 
60, 180 และ 360 นาที  จากนั้น เก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ไปวัดปริมาณ IL-1 ด้วยวิธี  enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) ตาม 4.1 และเก็บโปรตีนจากเซลล์ไปตรวจวัดระดับ caspase-1 และ IL-
1 ด้วยวิธี Western blot ตาม 4.2 
 4.1 การวัดปริมาณ IL-1 ด้วยวิธี ELISA  
  ใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูป Human IL-1 ELISA kit (R&D Systems) โดยท าตามคู่มือของชุด
ทดสอบ ดังนี้ เจือจางแอนติบอดี (Capture Antibody) ให้ได้ความเข้มข้น 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย PBS 
จากนั้นดูดใส่ลงในถาดหลุมชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
คืน วันต่อมา ล้างด้วย washing buffer (1xPBS + 0.05% Tween 20) 6 ครั้ง ดูดสารละลาย 1% BSA ใน 
PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย washing buffer 6 ครั้ง 
และเติมสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง พอครบเวลาล้างด้วย washing buffer 6 ครั้ง และเติม Detection Antibody  ความเข้มข้น 200 นา
โนกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ  100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย washing 
buffer 6 ครั้ง เติมสารละลาย Streptavidin-HRP หลุมละ  100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 
นาที หลีกเลี่ยงไม่ให้โดนแสง หลังจากนั้นล้างด้วย washing buffer 6 ครั้ง และเติมสารละลายตั้งต้น TMB 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องและในที่มืด ประมาณ 5 นาที จากนั้นเติม 2N H2SO4 หลุมละ 100 
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ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ 
(microplate reader) 

4.2 การตรวจวัดระดับของ caspase-1 และ IL-1 ด้วยวิธี Western blot 

  4.2.1 การสกัดและการวัดโปรตีน 
   หลังจากที่เซลล์ถูกกระตุ้นตามที่ระบุครบเวลาแล้ว ดูดส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง
และล้างด้วย PBS ที่เย็น จากนั้นเติม RIPA buffer ปริมาตร 40 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุม ดูดเซลล์ทั้งหมดใส่
ลงในหลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตรและผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงให้เซลล์ตกตะกอนที่
ความเร็วรอบ 10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บส่วนใส(โปรตีน)
ไปท าการทดลองต่อไป เมื่อได้โปรตีนมาแล้ว ท าการวัดความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้ BCA protein assay kit 
(PIERCE, USA) ซึ่งใช้ Bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน มีความเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 
0.125, 0.063 และ 0.031 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และท าการเจือจางโปรตีนด้วยน้ าที่ปราศจากไอออนและผ่าน
การฆ่าเชื้อแล้วในอัตราส่วน 1:10 ลงในถาดหลุมชนิด 96 หลุม จากนั้นน าสารละลายที่ประกอบด้วย
สารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราส่วน 50:1 ผสมให้เข้ากัน เติมลงในแต่ละหลุม น าไปบ่มที่ตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 540 นา
โนเมตร ด้วยเครื่องอ่านไมโครเพลท (microplate reader)          
  4.2.2 การวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Western blot 
   เตรียมเจล SDS-PAGE 12% และ 15% (ภาคผนวก) และเตรียมตัวอย่างที่จะโหลด
เจล ซึ่งประกอบด้วย โปรตีน 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สีย้อม (2x loading dye) และน้ ากลั่น (Double – 
distilled water) ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 99 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และโหลด
ตัวอย่างทั้งหมดลงในเจล โดยใช้ Prestained Protein Ladder เป็น protein marker ตัวอย่างจะถูกแยกโดย
ผ่านกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที หลังจากที่แยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE แล้วให้แช่เจลใน 
transfer buffer ประมาณ 5 นาที ตัด Polyvinylidene fluoride (PVDF) และแช่ในเมทานอล 1 นาที 
จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น 2 ครั้ง ก่อนที่จะน าไปแช่ใน transfer buffer และตัดกระดาษกรอง 6 แผ่น น าไปแช่
ใน transfer buffer ส าหรับการย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรนนั้น น ากระดาษกรอง 3 แผ่นวางก่อน ตาม
ด้วย PVDF เมมเบรน ตามด้วยเจล และกระดาษกรองอีก 3 แผ่น จากนั้นไล่ฟองอากาศออกและเติม transfer 
buffer ลงบนกระดาษกรองเล็กน้อย โดยใช้กระแสไฟฟ้า 90 mA ส าหรับ 1 เจลและใช้กระแสไฟฟ้า 150 mA 
ส าหรับ 2 เจล เป็นเวลา 90 นาที หลังจากที่ย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรนแล้วให้ปิดที่ว่างบนเมมเบรนด้วย 
blocking solution (ภาคผนวก) 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง โดยวางบนเครื่องเขย่าขึ้น -ลง พอครบเวลาเท 
blocking solution ทิ้งและเติมแอนติบอดีปฐมภูมิ (แอนติบอดีที่ใช้แสดงดังตารางที่  1) เก็บไว้ในตู้เย็น 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน วันต่อมาน าเมมเบรนมาเขย่าบนเครื่องเขย่าขึ้น-ลงที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นเทแอนติบอดีทิ้งและล้างเมมเบรนด้วยสารละลาย PBST (ภาคผนวก) เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 
2 ครั้งและ 15 นาที  จ านวน 2 ครั้ง ก่อนที่จะเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ  ซึ่ งติดฉลากด้วย horseradish 
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peroxidase (HRP) และน าเมมเบรนมาเขย่าบนเครื่องเขย่าขึ้น-ลงที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
ล้างเมมเบรน ด้วยสารละลาย PBST เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้งและ 15 นาที จ านวน 3 ครั้ง ก่อนที่จะ
น าไปตรวจสัญญาณโดยวิธี chemiluminescence  

ตารางที่ 1 แอนติบอดีต่างๆ ที่ใช้ในการทดลองนี้ 
แอนติบอดี อัตราส่วนเจือจาง บริษัทผู้ผลิต 

Mouse anti-IL-1 1:1000 Cell signaling Technology, USA 
Rabbit anti-caspase-1 1:1000 Cell signaling Technology, USA 
Mouse anti--actin 1:10000 Chemicon International, USA 

Sheep Anti-Mouse IgG (HRP) 1:4000 GE Healthcare, USA 
Donkey Anti-Rabbit IgG (HRP) 1:4000 GE Healthcare, USA 

 

5. การคัดกรองสารออกฤทธิ์ชีวภาพของสารทดสอบที่สามารถยับยั้งการหลั่ง IL-1 
วิธีการคัดกรองสารออกฤทธิ์ชีวภาพกดการกระตุ้นอินฟลามมาโซมส์ ท าตามวิธีของ Uratsuji และ

คณะ (11) โดยน าเซลล์ THP-1 (5x105 เซลล์ต่อหลุม) เลี้ยงในถาดหลุมชนิด 12 หลุม และกระตุ้นด้วย PMA 
ความ ดังที่อธิบายข้างต้น เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จ านวน 1 ครั้ง ย้ายเซลล์
ไปเลี้ยงในหลุมใหม่ ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง วันต่อมาล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 1 ครั้ง จากนั้นน าสารออกฤทธิ์
ชีวภาพที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ให้ค่าการอยู่รอดของเซลล์มากกว่า 80% ขึ้นไป มาบ่มกับเซลล์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS (จาก Escherichia coli) ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง และกระตุ้นเซลล์ด้วย MSU เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพ่ือกระตุ้นให้เกิดอินฟลามมาโซมส์ และเก็บอาหาร
เลี้ยงเซลล์ไปวัดปริมาณ IL-1 ด้วยวิธี ELISA ตามข้อที่ 4.1 
6. ศึกษากลไกต่อการกระตุ้นอินฟลามมาโซมส์ของสารสกัดจากพืช 
 สารออกฤทธิ์ชีวภาพที่มีฤทธิ์กด IL-1 จากการทดลองในข้อ 5. น ามาตรวจสอบผลกระทบวิถีการ
กระตุ้นของอินฟลามมาโซมส์ด้วย 3 วิธีต่อไปนี้ 

6.1 การตรวจวัดผลต่อการเกิดอนุมูลอิสระ (ROS assay) 
  น าเซลล์ THP-1 (5x105เซลล์ต่อหลุม) มาเลี้ยงในถาดหลุมชนิด 12 หลุมและกระตุ้น

ด้วย PMA ดังข้างต้นเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 1 ครั้งและย้ายเซลล์ไปเลี้ยงในหลุมใหม่ 
ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 1 ครั้ง จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วยสารออกฤทธิ์ชีวภาพ 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พอครบ
เวลาล้างด้วยสารละลาย PBS 1 ครั้งและเติมสารละลาย MitoSOX Red (Thermo Fisher Scientific) ความ
เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อสารละลาย HBSS 1 มิลลิลิตร บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นล้างด้วยสารละลาย PBS 3 ครั้งและลอกเซลล์เพ่ือน าไป
วัดผลด้วย flow cytometer วิเคราะห์ผลด้วยซ้อฟแวร์ CXP 
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 6.2 การตรวจวัดแอกทิวิตีของ caspase-1 โดยใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป Caspase-Glo® 1 
Inflammasome Assay 

  ท าการทดลองตามวิธีของผู้ ผลิ ต  Caspase-Glo 1® Inflammasome Assay 
(Promega) โดยน าเซลล์แมโคฟาจปฐมภูมิของหนูไมซ์ (1x104เซลล์ต่อหลุม) มาเลี้ยงในถาดหลุมสีขาวทึบแสง 
ชนิด 96 หลุม เป็นเวลา 1 คืน วันต่อมากระตุ้นด้วยสารออกฤทธิ์ชีวภาพ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้น
ด้วย LPS ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและกระตุ้นด้วย ATP ความเข้มข้น 5 
มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเอาออกจากตู้บ่ม วางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้นดูด
อาหารเลี้ยงเซลล์ออก 50 ไมโครลิตรและเติมสารละลาย Caspase-Glo ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในแต่ละ
หลุม และน าไปวัดค่าการเรืองแสง (luminescence) ที่ 10, 20 และ 30 นาที ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง 

 6.3 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน IL-1โดยวิธี quantitative RT-PCR 
  6.3.1 การสกัด total RNA 
   น าตัวอย่างเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดจากพืชสมุนไพรไทยมาท าการ

สกัด RNA โดยใช้ TRIzol ซึ่งวิธีการสกัด คือ ใส่ TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในแต่ละหลุม ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที 
ดูดขึ้นลง จากนั้นดูดใส่ในหลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 5 นาที เติม Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อ TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าขึ้นและลง
แรงๆ เป็นเวลา 15 วินาที และบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
12000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าการเก็บส่วนใสก็คือ โปรตีน ใส่ลงใน
หลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงหลอดใหม่ จากนั้นเติม iso-propanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อ TRIzol ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา 10 ครั้ง บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 12000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้งและล้าง
ตะกอนด้วย 75% ethanol ใน DEPC water ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อ TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท าการ
ผสมให้เข้ากันและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 7500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที เทส่วนใสทิ้ง และตากตะกอนจนแห้ง หลังจากนั้นเติม DEPC water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ดูดขึ้นและ
ลงหลายๆ ครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าตัวอย่างไปวัดปริมาณ RNA ที่สกัดได้
ด้วยเครื่อง Spectrophotometer Nanodrop แล้วน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

6.3.2 การท า Reverse transcription  
 เตรียมตัวอย่างโดยใช้  RNA ความเข้มข้น 200 นาโนกรัม เพ่ือใช้เป็น

ต้นแบบในการสังเคราะห์ cDNA และปรับปริมาตรด้วย DEPC water ให้เท่ากับ 12 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 
Random hexamers ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และน าตัวอย่างไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 5xRT buffer, Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs), RNase inhibitor 
และ Reverse transcriptase ลงในแต่ละปฏิกิริยา ผสมสารละลายในแต่ละหลอดให้เข้ากันและน าไปใส่ใน
เครื่อง PCR Bioer Life Express โดยตั้งโปรแกรมดังนี้  อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที , 
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อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาท ีและอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บ 
cDNA ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

6.3.3 การตรวจหาการแสดงออกของยีน IL-1 ด้วยวิธี Real-time PCR 
 น าตัวอย่าง cDNA ที่สังเคราะห์ได้ 200 นาโนกรัม มาใช้เป็นต้นแบบ และ

เติม iQ™ SYBR® Green, Forward primer, Reverse primer และ Hypure water ลงในแต่ละปฏิกิริยา 
ผสมสารละลายในแต่ละหลอดให้เข้ากันและน าไปใส่ในเครื่อง MJ mini personal thermal cycler (BioRad 
Laboratories) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที, อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 วินาที, อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาทีและอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 นาท ีโดย primer ที่ใช้แสดงดังตารางที่ 2  

 
ตารางที่ 2 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ Primer ที่ใช้ในการทดลองนี้ 

ยีน Primer sequence Annealing Temperature (ºC) 

IL-1 
Forward 5’-AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG-3’ 

55 
Reverse 5’-TGGAGAACACCACTTGTTGCTCCA-3’ 

-actin 
Forward 5’-ACCAACTGGGACGACATGGAG-3’ 

55 
Reverse 5’-GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC-3’ 

 

7. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ข้อมูลในงานวิจัยนี้วิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญโดย
ใช้ one-way ANOVA และเปรียบเทียบข้อมูลเป็นคู่ (t-test) ซึ่งค่า p-value น้อยกว่า 0.05 ถือว่าข้อมูล
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
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ผลการวิจัย 
1. การทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์ไลน์ THP-1 

เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของสารทดสอบที่สกัดได้จากส่วนต่างๆ ของต้นสาละและย่านาง (ตามภาพที่ 
1) ที่น ามาคัดกรอง จึงบ่มเซลล์ THP-1 ร่วมกับสารสกัดจากพืชหยาบและสารสกัดที่ท าให้บริสุทธิ์บางส่วนที่
ความเข้มข้นต่างๆ และตรวจสอบการอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT จากผลการทดลองพบว่า สารทดสอบส่วน
ใหญ่ (62 ตัวอย่าง) ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยให้ค่า IC50 (ความเข้มข้นในการยับยั้งการเจริญของเซลล์ 
50%) มากกว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ยกเว้นสารทดสอบรหัส AS-TP 1013, 2004, 2005, 2006, 

2009, 2010, 2014, 2016, 2017 และ  2025 ดั งนั้ น  ส าหรับสารทดสอบที่ มีค่ า IC50 มากกว่า 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะใช้ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพใน
ขั้นตอนต่อไป ส าหรับสารทดสอบรหัส AS-TP 1013, 2004, 2005, 2006, 2009, 2010, 2014, 2016, 2017 

และ 2025 จะใช้ความเข้มข้น 10.87, 0.41, 0.38, 2.3, 0.36, 0.32, 0.38, 5.53, 0.44 และ 0.32 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรตามล าดับ ในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในขั้นตอนต่อไป รวบรวมผลการทดสอบความเป็นพิษ
ของสารแสดงดังตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์ THP-1 โดยวิธี MTT 

รหัสตัวอย่าง ตัวท าละลายที่ใช้สกัด 
ช่ือวิทยาศาสตร์  

(ช่ือสามัญ) 

ค่า IC20 
(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

ค่า IC50 
(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

หมายเหต ุ
(ส่วนท่ีใช้

สกัด) 
AS-TP 1004 MeOH Extract 

Couroupita 
guianensis  

(สาละหรือลูกปืน
ใหญ่) 

>100 >100 
ดอก AS-TP 1005 EtOAc Extract >100 >100 

AS-TP 1006 Hexane Extract >100 >100 
AS-TP 1007 MeOH Extract >100 >100 

กิ่ง 
AS-TP 1008 EtOAc Extract >100 >100 
AS-TP 1010 Hexane Extract 

Tiliacora 
triandra (Colebr.) 

Diels 
(ย่านาง) 

>100 >100 

ราก 
AS-TP 1011 EtOAc Extract >100 >100 
AS-TP 1012 MeOH Extract >100 >100 

AS-TP 1013 
CHCl3:MeOH:NH4OH 

Extract 
10.87 18.36 

AS-TP 1014 Hexane Extract Couroupita 
guianensis  

(สาละหรือลูกปืน
ใหญ่) 

 
 
 

>100 >100 
เปลือกผล AS-TP 1015 EtOAc Extract >100 >100 

AS-TP 1016 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 1017 Hexane Extract >100 >100 

เนื้อผล AS-TP 1018 EtOAc Extract >100 >100 
AS-TP 1019 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2001 MeOH Extract >100 >100 กิ่ง 
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AS-TP 2002 MeOH Extract  
 
 
 
 

Couroupita 
guianensis 

 (สาละหรือลูกปืน
ใหญ่) 

>100 >100 
AS-TP 2003 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2004 MeOH Extract 0.41 1.62 
AS-TP 2005 MeOH Extract 0.38 1.51 
AS-TP 2006 MeOH Extract 2.30 9.20 
AS-TP 2007 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2008 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2009 MeOH Extract 0.36 1.42 
AS-TP 2010 MeOH Extract 0.32 1.28 
AS-TP 2011 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2012 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2013 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2014 MeOH Extract 0.38 1.52 

ใบ 

AS-TP 2015 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2016 MeOH Extract 5.53 22.10 
AS-TP 2017 MeOH Extract 0.44 1.76 
AS-TP 2018 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2019 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2020 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2021 MeOH Extract >100 >100 

ดอก 
 
 

AS-TP 2022 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2023 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2024 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2025 MeOH Extract 0.32 1.27 
AS-TP 2026 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2027 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2028 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2029 MeOH Extract >100 >100 

กิ่ง 
AS-TP 2030 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2031 MeOH Extract >100 >100 

ใบ 
AS-TP 2032 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2033 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2034 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2035 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2036 MeOH Extract >100 >100 

ดอก AS-TP 2037 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2038 MeOH Extract >100 >100 
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AS-TP 2039 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2040 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2041 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2042 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2043 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2044 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2045 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2046 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2047 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2048 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2049 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2050 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2051 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2052 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 2053 MeOH Extract >100 >100 
AS-TP 087 MeOH Extract >100 >100 ใบ 
AS-TP 088 N/A N/A >100 >100 Unknown 

AS-TP 089 N/A -Sitosterol >100 >100  

AS-TP 090 N/A Quercetin >100 >100  
AS-TP 091 N/A Kaempferol >100 >100  

 
2. การกระตุ้นการหลั่ง IL-1 ในแมโครฝาจโดยไนเจอริซิน ATP หรือ MSU 

ใช้เซลล์ไลน์มอโนไซต์ของมนุษย์ THP-1 เป็นเซลล์ต้นแบบในการสร้างระบบการคัดกรองสารออกฤทธิ์
ต้านการกระตุ้นอินฟลามาโซม น าเซลล์ดังกล่าวมากระตุ้นด้วย phorbol myristate acetate (PMA) เพ่ือ
เหนี่ยวน าให้เป็นแมโครฝาจ วันถัดไปเปลี่ยนอาหารเป็นอาหารที่ปราศจาก fetal bovine serum (Optimem) 
จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS จาก Escherichia coli (50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เพ่ือเหนี่ยวน าให้มีการ
สังเคราะห์ mRNA ของ IL-1 นาน 3 ชั่วโมงและกระตุ้นตามด้วยไนเจอริซิน (nigericin) หรือ ATP ซึ่งเป็น
สารที่มีรายงานว่าสามารถกระตุ้นอินฟลามาโซมได้ หรือผลึกกรดยูริก (MSU) นาน 6 ชั่วโมง ตรวจวัดเชิง
ปริมาณของการหลั่ง IL-1 จากเซลล์ข้างต้นในอาหารเลี้ยงเซลล์โดยวิธี ELISA แสดงผลในภาพที่ 2 พบว่า 
MSU ไนเจอริซินและ ATP สามารถเหนี่ยวน าการหลั่ง IL-1 ได้สูงกว่าเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS แต่เพียง
อย่างเดียว ผลที่ได้บ่งชี้ว่าสารทั้งสาม สามารถกระตุ้นแอกทิวิตีของอิมฟลามาโซมและน าไปสู่การหลั่ง IL-1 ที่
อยู่ในรูปที่ถูกย่อยโดย caspase 1 แล้วในน้ าเลี้ยงเชลล์ 
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ภาพที่ 2 ผลของ MSU ไนเจอริซิน และ ATP ต่อการหลั่ง IL-1
กระตุ้นเซลล์ THP-1 ด้วย LPS ร่วมกับสิ่งเร้าต่างๆ ตามความเข้มข้นที่ระบุและเก็บน้ าเลี้ยงเซลล์มาตรวจวัด
ปริมาณของ IL-1 ที่มีอยู่ในน้ าเลี้ยงเซลล์โดยวิธี ELISA ผลที่แสดงเป็นผลของค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า  
 
 เพ่ือตรวจวัดการกระตุ้นอิมฟลามาโซมโดยตรง จึงตรวจหาระดับของ caspase 1 และ IL-1 ซึ่งเป็น
รูปแบบที่โปรตีนทั้งสองมีการย่อยจากโปรตีนตั้งต้น ได้แก่ Pro-caspase 1 และ Pro-IL-1 โดยวิธี Western 
blot แสดงผลที่ได้ในภาพที่ 3 พบว่าไนเจอริซินร่วมกับ LPS สามารถเหนี่ยวน าการเพิ่มขึ้นของระดับของ Pro-
IL-1ได้ โดยปรากฏแถบที่ประมาณ 35 kDa (ลูกศร) แต่ไม่สามารถตรวจพบรูปแบบของ IL-1 ที่ถูกตัดด้วย
อินฟลามาโซมซึ่งมีขนาดประมาณ 17 kDa ได้ อีกทั้ง ระดับของ Pro-caspase-1 มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
กระตุ้นเซลล์ด้วย LPS ร่วมกับไนเจอริซิน โดยไม่สามารถตรวจพบแถบที่มีขนาดตรงกับ caspase-1 ที่ถูกตัด
แล้วได้ แต่พบว่าระดับของ Pro-caspase-1 ลดลงตามความเข้มข้นของไนเจอริซินที่เพ่ิมข้ึน ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า
แอนติบอดีที่ใช้ในการตรวจติดตามโปรตีนทั้งสองไม่สามารถรับรู้รูปแบบที่มีการย่อยด้วยโปรตีเอสแล้วได้ อีกท้ัง 
จากการที่ระดับของ Pro-caspase-1 ลดต่ าลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของไนเจอริซิน อาจเป็นไปได้ว่า Pro-
caspase-1 ถูกตัดและกลายเป็น caspase-1  
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ภาพที่ 3 ผลของไนเจอริซินต่อระดับของ pro-IL-1 และ pro-caspase-1 
วิเคราะห์ระดับโปรตีนของ Pro-IL-1 และ Caspase-1 ใน THP-1 ที่เหนี่ยวน าเป็นแมโครฝาจและได้รับการ
กระตุ้นด้วย LPS ร่วมกับไนเจอริซินที่ความเข้มข้นต่างๆ นาน 3 ชั่วโมง น าโปรตีนที่สกัดได้จากเซลล์มา
วิเคราะห์ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อ IL-1 และ caspase 1 ใช้ -actin เป็นชุดควบคุม 
 

เมื่อท าการทดลองเช่นเดียวกันโดยใช้ MSU ที่ความเข้มข้น 10, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเพ่ือ
กระตุ้นอินฟลามาโซม ก็ได้ผลคล้ายกับเมื่อในกรณีของไนเจอริซิน คือ มีการเพ่ิมขึ้นของระดับของ Pro-IL-1  
แต่ไม่สามารถตรวจหาสัญญาณของ IL-1  ได้ ส าหรับ caspase-1 ก็เช่นเดียวกัน (ภาพที่ 4) แต่ในกรณีของ 
MSU ไม่มีการลดต่ าลงของ pro-caspase 1 เหมือนกับที่พบในกรณีของ Nigericin การที่ไม่สามารถตรวจพบ 
IL-1  และ cleaved Caspase-1 นั้น อาจเป็นเพราะแอนติบอดีที่ใช้ไม่สามารถรับรู้รูปแบบของโปรตีนที่ถูก
ย่อยแล้วได้ แต่จากข้อมูลของบริษัทผู้ผลิตสามารถตรวจพบรีคอมบิแนนท์ IL-1 ได้ แต่ไม่มีข้อมูลของ IL-1 
ที่เซลล์ผลิต (endogeneous) หรืออาจเป็นไปได้ว่าโปรตีน IL-1  มีการหลั่งออกภายนอกเซลล์เป็นส่วนใหญ่ 
จึงไม่สามารถตรวจพบได้ 

เนื่องจากงานวิจัยนี้สนใจค้นหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-1 เพ่ือบ าบัดโรคเก๊าท์ ซึ่งมีสาเหตุหลัก
มาจากผลึกของกรดยูริกที่สะสมตามเนื้อเยื่อ ในการทดลองต่อจากนี้ไปจึงใช้ภาวะการกระตุ้นอินฟลามาโซม
ด้วย MSU ที่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจะใช้การวัดปริมาณ IL-1 ที่หลั่งออกมาในน้ าเลี้ยงเซลล์โดยวิธี 
ELISA เพ่ือคัดกรองสารออกฤทธิ์ยับยั้งการกระตุ้นอินฟลามาโซมต่อไป 



 

23 

 

 
 

 
ภาพที่ 4 ผลของ MSU ต่อระดับของ pro-IL-1 และ pro-caspase-1 
วิเคราะห์ระดับโปรตีนของ Pro-IL-1 และ Caspase-1 ใน THP-1 ที่เหนี่ยวน าเป็นแมโครฝาจและได้รับการ
กระตุ้นด้วย LPS ร่วมกับ MSU ที่ความเข้มข้นต่างๆ นาน 3 ชั่วโมง น าโปรตีนที่สกัดได้จากเซลล์มาวิเคราะห์
ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อ IL-1 และ caspase 1 ใช้ -actin เป็นชุดควบคุม 
 
3. การคัดกรองฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-1 ในเซลล์ THP-1 ของสารทดสอบ 

น าสารทดสอบที่ทดสอบความเป็นพิษแล้วมาบ่มกับเซลล์ THP-1 ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์
ดังระบุข้างต้น และกระตุ้นการหลั่ง IL-1 โดยใช้ LPS รว่มกับ MSU โดยภาวะตามผลการทดสอบในภาพที่ 2-
4 ที่ระบุข้างต้น จากนั้นเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ไปวัดปริมาณ IL-1 ด้วยวิธี ELISA แสดงผลในภาพที่ 5 A-F จาก
ผลการทดลองพบว่าสารทดสอบรหัส AS-TP 1006 (ดอก), 1007 (กิ่ง), 1010, 1013 (รากย่านาง), 1016 
(เปลือกผล), 1017 (เนื้อผล), 2003, 2005-2009, 2012, 2013 (กิ่งท าให้บริสุทธิ์จาก 1007), 2015, 2016, 
2019, 2020 (ใบท าให้บริสุทธิ์จาก 1001), 2027 (ดอกท าให้บริสุทธิ์จากรหัส 1004), 2038 และ 2039 (ดอก
ท าให้บริสุทธิ์จากรหัส 2027) สารทั้งหมดสามารถลดการหลั่ง IL-1 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวก ซึ่งสาร
ทดสอบรหัส AS-TP 1007 และ 2027 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการหลั่ง IL-1 สูงที่สุดและสารทดสอบรหัส AS-TP 
090 (-Sitosterol) และ 091 (Quecetin) ซึ่งเป็นสารบริสุทธิ์ที่มีการรายงานถึงฤทธิ์ในการยับยั้งการหลั่ง IL-
1 มาก่อนหน้านี้ ก็ให้ผลในการยับยั้งการหลั่ง IL-1 เช่นเดียวกัน จากนั้นเก็บโปรตีนไปตรวจวัดระดับ IL-1 
ภายในเซลล์ด้วยวิธี Western blot จากผลการทดลองพบว่า สารทดสอบรหัส AS-TP 1007 AS-TP 2015, 
2016 และ 2020 แสดงผลดังภาพที่ 6 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการแสดงออกของ Pro-IL-1



 

24 

 

 

 
 

 
ภาพที่ 5 การคัดกรองสารออกฤทธิ์ชีวภาพยับยั้งการหลั่ง IL-1 ในเซลล์ THP-1 ด้วยวิธี ELISA 
บ่มเซลล์ THP-1 ร่วมกับสารทดสอบต่างๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS ความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและ MSU ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 6 
ชั่วโมง หลังจากนั้นเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์เพ่ือวัดปริมาณ IL-1 โดยชุดควบคุมลบ (UN) คือ เซลล์ที่ไม่ได้ถูก
กระตุ้นและชุดควบคุมบวก (POS) คือ เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS/MSU (A) สารทดสอบรหัส AS-TP 1004-
1008 และ 1010-1013 (B) สารทดสอบรหัส AS-TP 1014-1019 และ 2001-2006 (C) สารทดสอบรหัส AS-
TP 2007-2020 (D) สารทดสอบรหัส AS-TP 2021-2035 (E) สารทดสอบรหัส AS-TP 2036-2053 (F) สาร
ทดสอบรหัส AS-TP 088-091 *หมายเหตุ AS-TP 1014 และ 1015 ค่าท่ีได้เกินเส้นกราฟมาตรฐาน 
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ภาพที่ 6 ผลของสารต่อการแสดงออกของ Pro-IL-1 ด้วยวิธี Western blot 
น าสารทดสอบมาบ่มกับเซลล์ THP-1 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS ความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและ MSU ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 6 
ชั่วโมง หลังจากนั้นเก็บโปรตีนไปตรวจวัดการแสดงออกของ Pro-IL-1 โดยชุดควบคุมลบ (Un) คือ เซลล์ที่
ไม่ได้ถูกกระตุ้น และชุดควบคุมบวก (POS) คือ เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และ MSU 
 
4. ศึกษากลไกต่อการกระตุ้นอินฟลามมาโซมส์ของสารทดสอบ 

น าสารทดสอบที่มีฤทธิ์กดการหลั่ง IL-1 ที่ได้จากการทดลองในข้อ 3. มาศึกษากลไกในการกดการหลั่ง 

IL-1 

4.1ผลของสารทดสอบต่อการถอดรหัสของยีน IL-1  
น าตัวอย่าง RNA ของเซลล์ THP-1 ที่ได้สกัดจากเซลล์ที่ได้รับสารทดสอบรหัส AS-TP 1006, 1007, 

1010, 2008, 2013, 2015, 2016 และ 2020 ซ่ึงมีฤทธิ์ในการยับยั้งการหลั่ง IL-1 สูงที่สุดมาวัดระดับ mRNA 
ของยีน IL-1 เชิงปริมาณ จากผลการทดลองพบว่า สารทดสอบรหัส AS-TP 1006, 1010, 2008, 2013 และ 
2016 ท าให้มีการแสดงออกของยีน IL-1 เพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุมบวก ในขณะที่สารทดสอบรหัส AS-
TP 1007, 2015 และ 2020 มีผลในการลดการแสดงออกของยีน IL-1 เมื่อเทียบกับชุดควบคุมบวก และ
สอดคล้องกับผลที่ ได้ใน Western blot (ภาพที่ 6) แสดงว่าสารทดสอบสามตัวนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
ถอดรหัสของ mRNA ซึ่งกลไกการยับยั้งการหลั่ง IL-1 อาจไม่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นอินฟลามมาโซมซึ่งเป็น
เป้าหมายของการคัดกรองสารในงานวิจัยนี้ ดังนั้น สารทดสอบรหัส AS-TP 1006, 1010, 2008, 2013 และ 
2016 จึงมีศักยภาพในการศึกษาถึงกลไกเชิงลึกเกี่ยวกับการกดการกระตุ้นอินฟลามาโซมต่อไป  
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ภาพที่ 7 ผลของสารทดสอบต่อการถอดรหัสของยีน IL-1 ด้วยวิธี Real-time PCR  
บ่มเซลล์ THP-1 กับสารทดสอบเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมบวก คือ เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ส่วนชุด
ควบคุมลบ (UN) คือ เซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น  
 

4.2 การตรวจวัดแอกทิวิตีของ caspase-1 โดยใช้ Caspase-Glo®1 Inflammasome Assay 
 น าเซลล์แมโครฟาจปฐมภูมิจากไขกระดูกของหนูเม้าส์มากระตุ้นด้วยสารทดสอบรหัส AS-TP 

1007, 2013 และ 2027 ซึ่งเป็นกลุ่มสารทดสอบที่มีฤทธิ์กดการหลั่ง IL-1 สูงที่สุด เพ่ือตรวจวัดฤทธิ์ที่มีต่อ
แอกทิวิตีของ caspase-1 จากผลการทดลองพบว่า สารทดสอบรหัส AS-TP 2027 (สารสกัดจากดอกที่ท าให้
บริสุทธิ์จากรหัส 1004) มีฤทธิ์กดแอกทิวิตีของ caspase-1 เมื่อเทียบกับชุดควบคุมบวกที่ใช้ YVAD-CHO เป็น
สารยับยั้งการท างานของ caspase-1 แสดงว่าสารนี้มีประสิทธิภาพในการกดการกระตุ้นอินฟลามมาโซมท าให้ 
caspase-1 ลดแอกทิวิตีลงหรืออาจมีฤทธิ์กดการท างานของ caspase-1 โดยตรง แสดงผลการทดลองดังภาพ
ที่ 8 

 
ภาพที่ 8 ผลการตรวจวัดแอคทิวิตีของ caspase-1 โดยใช้ Caspase-Glo®1 Inflammasome Assay 
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บ่มเซลล์แมโครฟาจกับสารทดสอบเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS ความเข้มข้น 100 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและกระตุ้นด้วย ATP ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย caspase-glo และน าไปวัดค่าการเรืองแสง (luminescence) ที่ 30 นาที โดยชุด
ควบคุมลบ (Neg) คือ เซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น ชุดควบคุมบวก (POS) คือ เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และ ATP 

และ YVAD-CHO คือสารละลายที่ยับยั้งแอคทิวิตีของ caspase-1 
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อภิปรายและวิจารณ์ 
 ในงานวิจัยได้คัดกรองสารทดสอบที่สกัดจากพืช ได้แก่ สาละหรือต้นสาละและย่านาง เพื่อค้นหาสารที่
ออกฤทธ์ต้านการท างานของอินฟลามาโซมซึ่งเป็นสารประกอบโปรตีนขนาดใหญ่ที่มีแอกทิวิตีเมื่อเซลล์แมโคร
ฝาจถูกกระตุ้นด้วยสิ่งเร้า เช่น MSU เป็นต้น โดยพืชทั้งสองชนิดนี้ยังไม่มีการรายงานถึงสารออกฤทธิ์ที่จ าเพาะ
ต่ออินฟลามาโซมแต่มีการใช้เป็นยาสมุนไพรในการบ าบัดอาการอักเสบ ซึ่งพบว่าสารสกัดหยาบจากกิ่ง ดอก
และใบของต้นสาละรมีฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-1 จากเซลล์ไลน์ THP-1 เมื่อน าส่วนแยกย่อยไปท าให้บริสุทธิ์
และติดตามฤทธิ์ต้านการหลั่ง พบว่าสารสกัดจากดอกและกิ่งมีฤทธิ์สูง จึงน าสารสกัดหยาบที่ท าให้บริสุทธิ์
บางส่วนมาทดสอบฤทธิ์ต่อการถอดรหัสของยีน IL-1 พบว่าสารส่วนใหญ่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถอดรหัสของยีน 
IL-1  ซึ่งบ่งชี้ว่าสารเหล่านี้มีกลไกในการออกฤทธิ์ระยะต้นของการกระตุ้นแมโครฝาจให้มีการแสดงออกของ
ยีน โดยไม่มีฤทธิ์ต่อการกระตุ้นแอกทิวิตีต่ออินฟลามาโซมแต่อย่างใด  
 ส าหรับสารกลุ่มที่ให้ผลสูงในการยับยั้งการหลั่ง IL-1 และมีผลยับยั้งแอกทิวิตีของ caspase-1 คือ 
สารที่สกัดได้จากดอก (ในกลุ่มรหัส 2027) ซึ่งจากการน าสารทดสอบรหัสนี้ไปท าให้บริสุทธิ์เพ่ิมเติมได้ส่วนแยก
ย่อยจ านวน 10 ตัวอย่าง ได้แก่ 2036-2046 โดยสารทดสอบรหัส 2038, 2039 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งที่แรง
มาก ซึ่งสารสกัดดังกล่าวยังไม่ใช่สารบริสุทธิ์จึงจ าเป็นต้องน าไปท าให้บริสุทธิ์ต่อไปและน ามาติดตามทดสอบ
ฤทธิ์ 
 เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์เบื้องต้นของสารทดสอบ จึงท าการตรวจวัดฤทธิ์ของสารทดสอบต่อการ
ถอดรหัสของยีน IL-1 แต่ไม่สามารถตรวจหาการย่อยของโปรตีน Pro-caspase-1 และ Pro-IL-1 ได ้ซึ่งอาจ
มีสาเหตุมาจากแอนติบอดีไม่สามารถตรวจวิเคราะห์รูปแบบที่โปรตีนถูกตัดแล้วได้ เพ่ือทดแทนการวิเคราะห์
โดย Western blot ที่ไม่สามารถประเมินได้นี้ จึงเลือกใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูปเพ่ือตรวจหาแอกทิวิตีของ 
caspase-1 ซึ่งในการทดสอบเบื้องต้นไม่สามารถใช้เซลล์ไลน์ THP-1 ได้เนื่องจากให้ผล background ที่สูง
มาก ซึ่งอาจเป็นจากการใช้ PMA ในการกระตุ้นเพ่ือเหนี่ยวน าการเป็นแมโครฝาจ จึงหันไปใช้เซลล์แมโครฝาจ
ปฐมภูมิซึ่งให้ผลตามที่คาดไว้ ซึ่ง ATP ท าให้ caspase-1 มีแอกทิวิตีเพ่ิมขึ้นและเมื่อใช้ YVAD-CHO เป็นสาร
ยับยั้ง ท าให้แอกทิวิตีของ caspase-1 ลดลง ส าหรับกลไกสุดท้ายที่วางแผนจะทดสอบ คือ การทดสอบหาผล
ต่อการผลิต ROS ซ่ึงในงานวิจัยนี้ยังไม่สามารถหาภาวะที่ เหมาะสมในการตรวจวัด ROS โดยวิธี Flow 
cytometry ได้  
 ที่ผ่านมามีการรายงานเกี่ยวกับสารที่มีฤทธิ์กดการท างานของอิมฟลามาโซม เช่น สาร MCC950 ซึ่งมี
ฤทธิ์จ าเพาะในการยับยั้งอินฟลามาโซมของ NLRP3 ซึ่งจะเป็นสารที่มีประโยชน์ในการพัฒนาเป็นยาบ าบัดโรค
อักเสบด้วยตนเอง หรือ โรคภูมิคุ้มกันท าลายเนื้อเยื่อตนเอง และยังมีความส าคัญในการใช้เป็นเครื่องมือศึกษา
บทบาทของอินฟลามาโซมในโรคต่างๆ ได้อีกด้วย (12) ส าหรับสารสกัดที่แยกได้จากต้นสาละนั้น ปัจจุบันมี
เพียงรายงานฉบับเดียวที่ระบุถึงฤทธิ์กดการอักเสบโดยเป็นสารที่แยกอย่างหยาบได้จากใบและมีฤทธิ์กดการ
หลั่ง IL-1 แต่ไม่มีกลไกระบุถึงอินฟลามาโซมแต่อย่างใด (10) ดังนั้น สารทดสอบที่ศึกษาในงานวิจัยนี้อาจเป็น
สารใหม่ที่ยังไม่มีการรายงานมาก่อนซึ่งมีฤทธิ์จ าเพาะในการกดการท างานของอินฟลามาโซมและอาจใช้เป็นยา
บ าบัดอาการของโรคเก๊าท์ได้ 
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สรุปและข้อเสนอแนะเกี่ยวกับงานวิจัยในขั้นต่อไป          
 งานวิจัยนี้คัดกรองสารสกัดจากพืชสองชนิด พบว่ามีสารสกัดจากต้นสาละจากกิ่งและดอกที่มีฤทธิ์กด
การหลั่ง IL-1 และมีสารท าให้บริสุทธิ์บางส่วนจากดอกที่มีฤทธิ์กดแอกทิวิตีของ caspase-1/อินฟลามาโซม 
ในงานวิจัยนี้ได้ท าการทดสอบฤทธิ์ขนานไปกับการท าให้สารบริสุทธิ์ซึ่งยังไม่สามารถได้สารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ได้ 
ดังนั้น ในขั้นต่อไปต้องท าให้สารบริสุทธิ์และศึกษากลไกการออกฤทธิ์เพ่ือใช้ เป็นพ้ืนฐานในการประเมิน
ศักยภาพของสารเพ่ือใช้ในการพัฒนาเป็นยาหรือสารที่ใช้ในการศึกษากลไกต่างๆ ของการมีแอกทิวิตีของอินฟ
ลามาโซมต่อไป 
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