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บทคัดยอ 

 
มีรายงานการศึกษาพบวาพริกไทยดํา (Piper nigrum L.) มีฤทธิ์ลดไขมันในสัตวทดลองและสามารถ

ยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลในเซลลเพาะเลี้ยงได  จึงมีการสันนิษฐานวาสารไพเพอรนี (piperine) ซ่ึง
เปนสารสําคัญท่ีพบในพริกไทยดํามีบทบาทสําคัญตอการออกฤทธิ์ดังกลาว  ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีจุดประสงค
เพ่ือคนหาฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดําและไพเพอรีน ตอการแสดงออกของโปรตีนบางชนิดท่ีมีหนาท่ีใน
การควบคุมการขนสงโคเลสเตอรอลในเซลลคาโก-ทู  การแสดงออกของโปรตีนเหลานี้ทําไดดวยวิธี immuno-
blotting (western blotting)  ผลการทดลองพบวา หลังจากการเลี้ยงเซลลคาโก-ทู ดวยพริกไทยดําและไพ
เพอรนี ของการแสดงออกของโปรตีน ABCG5, ABCG8 และ ACAT2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง  ในสวนของเยื่อ
หุมเซลลของเซลลคาโก-ทูเหลานี้ พบวามีการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการขนสง
โคเลสเตอรอลเขาเซลล ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม  ซ่ึงการลดลงของโปรตีน NPC1L1 นี้จะไม
พบในสวนของ cell lysates  การท่ีโปรตีน NPC1L1 บนเยื่อหุมเซลลลดลงนั้น แสดงใหเห็นวา พริกไทยดํา
และไพเพอรีน อาจมีฤทธิ์ควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 ระหวางเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึม
ภายในเซลล  ผลของการแสดงออกของโปรตีนท่ีทําการทดสอบท่ีเปนผลมาจากจากพริกไทยดําและไพเพอรนี
ในการศึกษานี้มีความคลายคลึงกัน  ดังนั้น อาจเปนไปไดท่ีไพเพอรนีจะเปนสารสําคัญในพริกไทยดําท่ีออกฤทธิ์
ยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลผานการควบคุมการเคลื่อนท่ีเขาเซลล (internalization) ของโปรตีน ซ่ึงมี
หนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอล (cholesterol transporter) 
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Abstract 
 

Black pepper (Piper nigrum L.) exhibited the lipid lowering effect in vivo and the 
cholesterol uptake inhibitory effect in vitro.  Piperine was hypothesized to play a major role 
for those effects, therefore the present study was aimed to investigate the effect of black 
pepper extract and piperine on the expression of certain proteins functioning in the 
regulation of cholesterol transport in Caco-2 cells.  The expression of proteins was 
evaluated by immunoblotting (western blotting).  The results showed that there was no 
change in the expression of ABCG5, ABCG8 and ACAT2 in differentiated Caco-2 cells treated 
with black pepper extract and piperine.  In the membrane fraction of these treated cells, 
the expression of cholesterol transporter, NPC1L1, was lower than that of control.  This 
reduction was not observed in whole cell lysates.  The disappearance of NPC1L1 in the 
membrane compartment may indicate that black pepper extract and piperine could 
regulate the translocation of NPC1L1 between cell membrane and cytoplasmic 
compartment.  Black pepper extract and piperine also provided similar results for the 
expression of all tested proteins.  These data suggest that piperine may be an active 
compound of black pepper as cholesterol uptake inhibitor acting through promoting the 
internalization of cholesterol transporter proteins. 
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2บทสรุปรวบยอด 
Executive Summary 

 
นอกเหนือจากสารสังเคราะห มีการศึกษาพบวาสารจากธรรมชาติ เชน พืชหรือสมุนไพร ก็สามารถลด

ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได  คณะผูวิจัยไดดําเนินการศึกษาฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรหลายชนิด โดยเนน
ศึกษาวิจัยพืชและสมุนไพรท่ีมีรายงานฤทธิ์ลดโคเลสเตอรอลในเลือดของสัตวทดลองมาแลว ซ่ึงกลไกการออก
ฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรเหลานี้ยังไมไดรับการศึกษาวิจัยท่ีชัดเจน  จากการศึกษาเบื้องตนในเซลลเพาะเลี้ยง 
Caco-2 พบวาสารสกัดจากพริกไทยมีฤทธิ์ในการยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลไดใกลเคียงกับยา 
ezetimibe  แตอยางไรก็ตาม การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพร ซ่ึงเปน crude extract 
นั้น เปนไปไดยากและอาจไมสามารถอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ไดอยางชัดเจน เนื่องจากสารสกัดประกอบ
ไปดวยสารจาํนวนมากมายหลากหลายชนิดท่ีมีคุณสมบัติตางๆกัน  คณะผูวิจัยจึงสนใจในการศึกษากลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารสําคัญท่ีพบมากในสารสกัดพริกไทย ซ่ึงไดแก piperine  จากการศึกษาเบื้องตนของ
คณะผูวิจัย แสดงใหเห็นวา piperine ก็มีแนวโนมท่ีจะยับยั้งการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอลท่ี
เซลลลําไสได  จึงมีความสนใจท่ีจะศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล โดยจะศึกษาผลของ piperine ใน
การแสดงออกของโปรตีนบางชนิด ท่ีเก่ียวของกับการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอล ไดแก NPC1L1, 
ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  ซ่ึงท้ังหมดมีบทบาทเก่ียวของกับการดูดซึมโคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไส ดังรูป
ท่ี 1  คณะผูวิจัยคาดวา piperine อาจมีผลตอโปรตีนชนิดใดชนิดหนึ่ง ซ่ึงอาจเปนคําอธิบายถึงกลไกการ
ออกฤทธิ์ในการลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลได 
 

 
 
รูปท่ี 1  การควบคุมการดูดซึม 
โคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไสโดย 
โปรตีนตางๆ 
 
 

 
 

โครงการวิจัยนี้เปนการวิจัยในเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 ซ่ึงเม่ือทําการเพาะเลี้ยงจะมีคุณสมบัติคลาย
เซลลลําไสเล็ก จึงนิยมนํามาใชในการศึกษาการดูดซึมผานของสารตางๆ ในงานวิจัยนี้ คณะผูวิจัยใชเซลล 
Caco-2 ในการทดสอบการดูดซึมโคเลสเตอรอล โดยจะทําการทดสอบผลของสารบริสุทธิ์ piperine 
เปรียบเทียบกับสารสกัดจากพริกไทย ตอการดูดซึมโคเลสเตอรอลซ่ึงสามารถติดตามการเขาเซลลโดยใช 
radio-labeled cholesterol  สวนการทดสอบผลของ piperine ตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ
โปรตีนท่ีเก่ียวของกับ cholesterol homeostasis สามารถทําไดดวยวิธี western blotting 
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ผลการทดลองพบวา หลังจากการเลี้ยงเซลลคาโก-ทู ดวยพริกไทยดําและไพเพอรีน ของการ
แสดงออกของโปรตีน ABCG5, ABCG8 และ ACAT2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง  ในสวนของเยื่อหุมเซลลของเซลล
คาโก-ทูเหลานี้ พบวามีการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลล 
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม  ซ่ึงการลดลงของโปรตีน NPC1L1 นี้จะไมพบในสวนของ cell 
lysates  การท่ีโปรตีน NPC1L1 บนเยื่อหุมเซลลลดลงนั้น แสดงใหเห็นวา พริกไทยดําและไพเพอรีน อาจมี
ฤทธิ์ควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 ระหวางเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึมภายในเซลล  ผลของ
การแสดงออกของโปรตีนท่ีทําการทดสอบท่ีเปนผลมาจากจากพริกไทยดําและไพเพอรีนในการศึกษานี้มีความ
คลายคลึงกัน  ดังนั้น อาจเปนไปไดท่ีไพเพอรีนจะเปนสารสําคัญในพริกไทยดําท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการนํา
โคเลสเตอรอลเขาเซลลผานการควบคุมการเคลื่อนท่ีเขาเซลล (internalization) ของโปรตีน ซ่ึงมีหนาท่ีในการ
ขนสงโคเลสเตอรอล (cholesterol transporter) 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา (Introduction) 
 

 ภาวะโรคหลอดเลือดแข็ง (Atherosclerosis) เปนสาเหตุท่ีสําคัญของการเปนโรคหัวใจขาดเลือด 
(Ischemic Heart Disease) และโรคหลอดเลือดของสมอง (Cerebrovascular Disease) ภาวะโรคหลอด
เลือดแข็ง เกิดข้ึนเนื่องจากมีการค่ังของไขมันในผนังหลอดเลือด ไขมันท่ีค่ังนี้สวนใหญเปนโคเลสเตอรอล 
(Cholesterol)  การลดระดับของโคเลสเตอรอลในกระแสเลือดจึงเปนเปาหมายหนึ่งในการปองกันการเกิดโรค
หลอดเลือดแข็ง  ปจจุบัน มียาหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ลดระดับโคเลสเตอรอลในกระแสเลือด นอกเหนือจากการใช
ยาลดระดับโคเลสเตอรอล การควบคุมอาหารหรือการเปลี่ยนพฤติกรรมการรับประทานอาหาร ก็เปนวิธีการท่ี
มีความสําคัญ โดยเฉพาะในผูท่ีระดับโคเลสเตอรอลไมสูงมากนัก หรือในผูท่ีไมมีปจจัยเสี่ยงอ่ืนๆ ตอภาวะการ
เกิดโรคของระบบหลอดเลือดและหัวใจ โดยทานอาหารท่ีมีโคเลสเตอรอลต่ํารวมกับผักผลไมท่ีมีเสนใยสูง 
 
 ในปจจุบัน มียาหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ลดระดับโคเลสเตอรอลในกระแสเลือด แตยาท่ีนิยมใชกันมากใน
ปจจุบัน คือ ยาในกลุม statin ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะหโคเลสเตอรอล โดยยับยั้งการทํางานของ 3-
hydroxy-3-methyglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase  อยางไรก็ตาม พบวา มีผูปวยประมาณ
หนึ่งในสามไมตอบสนองตอการใชยา จึงมีการใชยาอ่ืนรวมกับ statin เชน ezetimibe หรือ niacin  การใช 
combination drug therapy พบวามีประสิทธิภาพในผูท่ี monotherapy ใชไมไดผลดี  นอกจากนี้ การใชยา
ท่ีออกฤทธิ์ตางกันรวมกัน ก็เพ่ือใหเสริมฤทธิ์ซ่ึงกันและกัน จึงสามารถลดขนาด (dose) และอาการขางเคียง
ของยาแตละชนิดได (Sampalis et al., 2007; Schmitz et al., 2007)  ยาลดโคเลสเตอรอลกลุมใหมๆ ท่ี
คนพบ เชน ezetimibe ซ่ึงออกฤทธิ์ลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลจากทางเดินอาหาร โดยยับยั้งการทํางานของ 
Niemann-Pick C1 Like1 (NPC1L1) ซ่ึงทําหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส (Davis and 
Veltri, 2007) มีรายงาน พบวาการใช ezetimibe รวมกับยากลุม statin จะสามารถลดการเกิดภาวะของโรค
หลอดเลือดและหัวใจได (Sampalis, et al., 2007)  นอกจากนี้ ยังมียา avasimibe ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม acyl-CoA: cholesterol acyltransferase enzyme (ACAT) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีบทบาท
สําคัญตอการเปลี่ยนโคเลสเตอรอลใหอยูในรูปของ cholesterol ester และสะสมภายในเซลลตางๆ 
(Llaverías et al., 2003)  การใช ACAT inhibitor พบวาสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได และยัง
สามารถลดการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งได ซ่ึงเปนผลมาจากฤทธิ์ลดการสะสมของ cholesterol ester 
ภายในเซลลนั่นเอง (Delsing et.al., 2001; Kitayama et al., 2006)  จะเห็นวา การพัฒนายาลด
โคเลสเตอรอลในปจจุบันมีเปาหมายของการออกฤทธิ์ท่ีหลากหลาย  แมวาเปาหมายหลัก จะเปนการลดระดับ
โคเลสเตอรอลในเลือด แตการท่ียามีฤทธิ์ลดการเกิดหลอดเลือดแดงแข็งดวย จะทําใหโอกาสเสี่ยงตอการเกิด
โรคหลอดเลือดและหัวใจลดลงมากยิ่งข้ึน 
 
 นอกเหนือจากสารสังเคราะห มีการศึกษาพบวาสารจากธรรมชาติ เชน พืชหรือสมุนไพร ก็สามารถลด
ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได  ซ่ึงสวนหนึ่งเปนผลมาจากฤทธิ์ลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลของสารกลุม 



2 
 

phytosterol ซ่ึงเปน sterol จากพืช (plant sterol)  โดยแยงท่ีกับโคเลสเตอรอลในการดูดซึมท่ี brush 
border membrane จากทางเดินอาหาร (Moghadasian MH, 2000; von Bergmann et al., 2005)  
คณะผูวิจัยไดดําเนินการศึกษาฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรหลายชนิด โดยเนนศึกษาวิจัยพืชและสมุนไพรท่ีมี
รายงานฤทธิ์ลดโคเลสเตอรอลในเลือดของสัตวทดลองมาแลว ซ่ึงกลไกการออกฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรเหลานี้
ยังไมไดรับการศึกษาวิจัยท่ีชัดเจน 
 
 จากการศึกษาเบื้องตนในเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 พบวาสารสกัดจากพริกไทยมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
นําโคเลสเตอรอลเขาเซลลไดใกลเคียงกับยา ezetimibe (รูปท่ี 2)  คณะผูวิจัยจึงสนใจในการศึกษากลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารสําคัญท่ีพบมากในสารสกัดพริกไทย ซ่ึงไดแก piperine  มีการศึกษาเม่ือเร็วๆนี้ พบวา 
piperine มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม ACAT ท้ัง ACAT1 และ ACAT2 ซ่ึงสงผลยับยั้งการสราง cholesteryl ester 
ทําใหการสะสมของไขมันภายในเซลล macrophage ลดลง (Matsuda et al., 2008) ถาผลของการยับยั้ง 
ACAT นี้เกิดในเซลลลําไสหรือเซลลตับ อาจสงผลใหระดับของโคเลสเตอรอลในเลือดลดลงได  นอกจากนี้ มี
รายงานวา ในอวัยวะตางๆของหนูทดลองท่ีกินอาหารไขมันสูงมีระดับของ lipid peroxidation ลดลงหลังจาก
ไดรับ piperine และ piperine ยังสามารถรักษาระดับของเอนไซมท่ีมีหนาท่ีตานอนุมูลอิสระ เชน 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) ไดใกลเคียงกับกลุม
ควบคุม (Vijayakumar et al., 2004)  มีการศึกษาในหนูทดลองท่ีกินอาหารไขมันสูง พบวา piperine มีผล
ลดระดับไขมันและไลโปโปรตีน (lipoprotein) ในเลือดของหนูได และยังมีผลเพ่ิมระดับของ high density 
lipoprotein (HDL) อีกดวย (Vijayakumar and Nalini, 2006)  อยางไรก็ตาม กลไกการออกฤทธิ์ในการลด
ระดับโคเลสเตอรอลของ piperine ยังไมมีการศึกษาท่ีชัดเจน การศึกษาเบื้องตนของคณะผูวิจัย แสดงใหเห็น
วา piperine มีแนวโนมท่ีจะยับยั้งการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไส จึงมีความสนใจท่ี
จะศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล โดยจะศึกษาผลของ piperine ในการแสดงออกของโปรตีนบาง
ชนิด ท่ีเก่ียวของกับการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอล ไดแก NPC1L1 และ ACAT2 รวมท้ังโปรตีนท่ี
เก่ียวของกับการขับออกของโคเลสเตอรอล ไดแก ATP-binding cassette sub-family G member 5 และ 
8 (ABCG5 และ ABCG8) 
 

โครงการวิจัยนี้ เนนศึกษาผลของ piperine ตอการแสดงออกของโปรตีนท้ัง 5 ชนิด ซ่ึงมีบทบาทตอ 
cholesterol homeostasis ท่ีเกิดข้ึนท่ีเซลลลําไส  NPC1L1 เปนโปรตีนท่ีมีบทบาทในการขนสง
โคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส (Davis and Veltri, 2007)  สวนโปรตีน ACAT แบงไดเปน 2 ชนิด คือ ACAT1 
และ ACAT2 ซ่ึงมีความแตกตางกันท่ีหนาท่ีและการกระจายตัวท่ีเซลลและเนื้อเยื่อตางๆ โดย ACAT1 พบท่ี
เซลลท่ัวไป แตมีบทบาทในการสะสมของ cholesteryl ester โดยเฉพาะเซลล macrophage และผนังหลอด
เลือด สวน ACAT2 มีบทบาทสําคัญในการหลั่ง apolipoprotein B-containing lipoprotein ท่ีตับและลําไส
เล็กรวมท้ังการดูดซึมโคเลสเตอรอลจากอาหาร (Chang et al., 2001; Leon et al., 2005; Rudel et al., 
2001) ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนกลุม ATP-binding cassette (ABC) transporters ทําหนาท่ีรวมกัน
ในการขับออกของโคเลสเตอรอล (cholesterol efflux) จากเซลลลําไสกลับสู intestinal lumen (Wang, 
2007)  ถา piperine มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนตางๆเหลานี้ จะมีผลตอการดูดซึมของ
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โคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไสได ซ่ึงผลจากการศึกษาวิจัยนี้จะเปนคําอธิบายถึงกลไกการออกฤทธิ์ในการยับยั้งการ
ดูดซึมโคเลสเตอรอลของสารสกัดจากพริกไทยได  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2  ผลของสารสกัดจากพริกไทยตอ cholesterol uptake ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง (การ
ทดลองเบ้ืองตน) เลี้ยงเซลล Caco-2 ใน 24 well plate เม่ือมีอายุ 2 สัปดาห เลี้ยงดวยอาหารท่ี
ประกอบดวย [1,2-3H]cholesterol micelle และสารสกัดพริกไทย 100 ug/ml หรือ ezitimibe 
50 และ 100 uM เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง จากนั้นวัดคาของกัมมันตรังสีภายในเซลลเพาะเลี้ยง เพ่ือ
แสดงถึงปริมาณของโคเลสเตอรอลท่ีเขาสูเซลล 

 
 

 
ขอมูลทางวิทยาศาสตรตางๆ ท่ีกลาวมาขางตน แสดงใหเห็นวา piperine เปนสารท่ีมีฤทธิ์หลายอยาง 

ท้ังฤทธิ์ยับยั้งภาวะ oxidative stress และยับยั้งการสะสมของโคเลสเตอรอลใน macrophage เม่ือรวมกับผล
การศึกษาจากงานวิจัยนี้ จะเปนการสนับสนุนศักยภาพของ piperine ท่ีอาจนําไปใชประโยชนในการควบคุม
ภาวะโรคหลอดเลือดและหัวใจท่ีเกิดจากโคเลสเตอรอลในเลือดสูงได รวมท้ังเปนแนวทางตอการศึกษาตอยอด
ในอาสาสมัครหรือผูปวยตอไป 
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วัตถุประสงค 
เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดําและไพเพอรีน (piperine) ตอการเปลี่ยนแปลงของการ

แสดงออกของโปรตีน NPC1L1, ACAT2, ABCG5 และ ABCG8 ในเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.  ทราบกลไกการออกฤทธิ์ระดับโมเลกุลของ piperine ในการยับยั้งการดูดซึมโคเลสเตอรอล   
2.  ขอมูลท่ีไดจะมีสวนชวยแสดงศักยภาพของพริกไทยดํา ในการนําไปพัฒนาใหอยูในรูปของยา
หรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร เพ่ือลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลจากทางเดินอาหาร จึงเปนการเพ่ิม
มูลคาของสมุนไพรนี้ได  
3.  ผลการศึกษาท่ีไดจะนําไปเผยแพรโดยการนําเสนอผลงาน และ/หรือ ตีพิมพลงใน
วารสารวิชาการระดับนานาชาติหรือระดับชาติ 
4.  เปดโอกาสใหนักวิจัยรุนใหม ซ่ึงเปนนิสิตปริญญาเอก เขามามีสวนรวมในการวิจัย 
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บทที่ 2 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 

 
3เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Autoclave (HA-300P, Hirayama Manufacturing Corporation) 
2. CO2-incubator (Forma series II, Thermo Fisher Scientific) 

3. Larminar air flow (Heal Force) 
4. Liquid nitrogen tank (Taylor Wharton) 
5. Microplate Spectrophotometer (Multimode detector DTX 880, Beckman Coulter) 
6. pH meter (Mettler-Teledo) 
7. PVDF membrane (Pierce)  
8. Vertical gel electrophoresis (Model Mini-Protean Tetra Cell, Biorad laboratory) 
 

 
3วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

1. การเตรียมสารสกัดพริกไทยดํา 
 
สารสกัดพริกไทยดําท่ีใชในโครงการวิจัยนี้ไดรับมาจาก Bio-screening Research Unit คณะเภสัช

ศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร โดย รศ.ดร. กรกนก อิงคนินันท  ข้ันตอนในการเตรียมสารสกัดแบบยอๆ คือ 
ลางสมุนไพรแลวนําไปอบใหแหงในตูบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC  ตามดวยการบดดวยเครื่อง และอบใหแหงในตูบมท่ี
อุณหภูมิ 60 oC เปนเวลา 2-3 วัน ข้ันตอนตอไปนําไปหมักดวย 95% methanol เปนเวลา 3 วัน จากนั้น
นํามากรองและนําสวนของเหลวไประเหยแหงดวยเครื่อง rotavapor ท่ีอุณหภูมิ 55-60 oC  สารสกัดสมุนไพร
ถูกเก็บไวท่ีอุณหภูมิ-20 oC  
 

2. การเพาะเล้ียงเซลล 
 
ทําการเพาะเลี้ยง Caco-2 cells ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F12 ท่ีมี 10% fetal bovine serum 

(FBS) และ 1% penicillin-streptomycin ในตูเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 °C และ 5% CO2 ใน 75 cm3 culture 
flask  สําหรับการ subculture ทําไดโดย detach เซลลดวย 0.25% trypsin ใน Ca2+-, Mg2+-free 
phosphate buffer (PBS) ท่ีมี 0.2 g/L EDTA 
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3. การเตรียมโคเลสเตอรอลไมเซลล 
 
สารละลายไมเซลล (micelle) ถูกปรับจาก Yamanashi, Y และคณะ โดยเตรียมสารละลาย 

[1α,2α(n)-3H]โคเลสเตอรอล, โคเลสเตอรอล และฟอสฟาทิดิลโคลีน (phosphatidylcholine) ใน
คลอโรฟอรม (chloroform) สวนสารละลาย โซเดียมทอโรคลอเลต (sodium taurocholate) ถูกเตรียมในเม
ทานอล  นําสารลายของไขมันและเกลือน้ําดี (bile salt) รวมใหเขากัน และนําไประเหยแหงภายใต N2 
แผนฟลมท่ีได ถูกเก็บไวภายใต N2 ท่ี -20 oC จนกระท่ังใชสารละลายไมเซลล ถูกเตรียมใหมโดยการนํา
แผนฟลมมาละลายในอาหารสูตร DMEM/F12 จะไดความเขมขนสุดทายเปน 1 µM โคเลสเตอรอล 2 mM 

โซเดียม ทอโรคลอเลต 50 µM ฟอสฟาทิดิลโคลีน และ 1 µCi/ml [1α,2α(n)-3H] โคเลสเตอรอล จากนั้นนํา
สารละลายไมเซลลไป sonicate กรองผาน 0.2-µm และเก็บท่ี 37 oC กอนนําไปใชกับเซลล 
 

4. วิธีการทดลองการดูดซึมโคเลสเตอรอลในเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
 
เซลลลําไสเพาะเลี้ยง ถูกเลี้ยงใน 24-well plate ท่ีความหนาแนน 50,000 เซลล/well เพาะเลี้ยง

เซลล เปนเวลา 14-21 วัน เพ่ือใหเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ไปเปนเซลลท่ีมีคุณสมบัติ
เหมือนเซลลท่ีผนังลําไสปกติ  ในชวงนี้ ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2-3 วัน หลังจาก 14-21 วัน เซลล
ถูกบมดวย อาหารท่ีไมมี FBS 1 คืน จากนั้นเซลลถูกเลี้ยงดวยสารสกัดพริกไทยดํา ไพเพอรีน หรือ ezetimibe 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตามดวยใหสารละลายไมเซลลเปนเวลา 3 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลา เก็บเซลล โดยลางเซลล
ดวย PBS เย็น 2 ครั้ง และทําใหเซลลแตกดวย 0.2 N NaOH และ 0.1 % Triton-X 100 ไดเปน cell lysate  
ซ่ึงสวนหนึ่งนําไปเติม scintillation cocktail (MicroScint™-20; PerkinElmer) เพ่ือวัดระดับของ

โคเลสเตอรอลท่ีติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีดวยเครื่อง Packard β-counter และอีกสวนนําไปวัดหาความ
เขมขนของโปรตีน   

 
5. วิธีการทดลองการแสดงออกโปรตีน (Western blot analysis) 

 
เลี้ยงเซลลใน 24 well plates เปลี่ยนอาหารทุก 2-3 วัน เม่ือเซลลอายุ 14 วัน เลี้ยงเซลลดวย สาร

สกัดพริกไทยดําหรือไพเพอรีน เปนเวลา 3 หรือ 24 ชม. แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลออก ลางดวย PBS เก็บเซลล
ดวย lysis buffer (20 mM Tris pH 7.4, 1 mM sodium ortho-vanadate, 0.5% SDS, protease 

inhibitors)  ปนแยก cell debris แลววัดปริมาณโปรตีนดวย BCA assay kit (Pierce)  ทําการแยกโปรตีน
ดวย polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  จากนั้นถายโปรตีนลงบน PVDF membrane  
หลังจากปองกัน non-specific binging ดวย 5% non-fat milk  ท้ิง membrane ใหทําปฏิกิริยากับ 

primary antibody (anti-NPC1L1, anti-ACAT2, Anti-ABCG5 หรือ anti-ABCG8) ท่ี 4 °C  เปนเวลา 1 
คืน จากนั้น ลางดวย 0.5% tween-PBS ประมาณ 2 ชั่วโมง กอนท้ิง membrane ใหทําปฏิกิริยากับ 
secondary antibody (horseradish peroxidase conjugated) 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวย 
0.5% tween-PBS ประมาณ 2 ชั่วโมง จากนั้น ตรวจสอบแถบโปรตีนดวย ECL chemiluminescence kit 
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6. การวิเคราะหทางสถิติ 
 
การทดลองท้ังหมดจะทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง ขอมูลท่ีไดจาก western blot จะนําไปหาความเขม

ของแถบโปรตีนแลวนํามาวิเคราะห โดยใชคาทางสถิติ ANOVA ในการประเมินความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
(p < 0.05) ระหวางกลุม treatment และกลุมควบคุม 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง (Results) 

 
ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล Caco-2 
  

การดูดซึมของโคเลสเตอรอล สามารถวัดไดโดยการประเมินระดับของโคเลสเตอรอลท่ีติดฉลากดวย

สารรังสี ([1α2α(n)-3H]cholesterol) ท่ีผานเขาไปในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง ซ่ึงตองเตรียมใหอยูในรูปของ 
cholesterol micelle และทําการคํานวณปริมาณสารรังสีตอความเขมขนของโปรตีนจาก cell 
homogenate  ในการศึกษานี้ ใช ezetimibe เปน positive control ของการทดลอง ซ่ึงเปนท่ีทราบกันดีวา 
ezetimibe มีฤทธิ์ในการไปยับยั้งการดูดซึมของโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส  ซ่ึงผลการทดลองนี้ พบวาการ
นําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไสเพาะเลี้ยงมีคาลดลงประมาณ 60 % หลังจากท่ีให ezetimibe ท่ีความเขมขน 
100 µM (รูปท่ี 3) ผูวิจัยไดทดสอบ ezetimibe ท่ีความเขมขนท่ีสูงข้ึน แตพบวาความสามารถในการยับยั้ง
โคเลสเตอรอลเขาเซลลไมเพ่ิมข้ึนมากนัก 
 
 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดพริกไทยดําท่ีความเขมขน 1, 10, 100 µg/ml พบวา5สารสกัด
พริกไทยดําสามารถยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลได (รูปท่ี 3)  โดยยับยั้งไดมากข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขน
สูงข้ึน (dose-dependent activity)  การทดสอบนี้ไมสามารถทําไดท่ีความเขมขนสูงท่ีกวา 100 µg/ml 
เนื่องจากขอจํากัดของการละลายสารสกัดพริกไทยดําในอาหารเลี้ยงเซลล  สําหรับการทดสอบไพเพอรีน ซ่ึงใน
ท่ีนี้ใชไพเพอรีนมาตรฐานท่ีไดมาจากบริษัท Sigma® โดยทดสอบท่ีความเขมขน 1, 10, 100 µM ซ่ึงเปนความ
เขมขนท่ีสอดคลองกับปริมาณของไพเพอรีนพบอยูในสารสกัดพริกไทยดํา (28.19% ไพเพอรีน) เพ่ือใหสามารถ
เปรียบเทียบกันได  ผลการทดลองพบวา ไพเพอรีนสามารถยับยั้งการนําเขาโคเลสเตอรอลเขาเซลล Caco-2 
ไดเชนเดียวกับสารสกัดพริกไทยดํา (รูปท่ี 3)  และแสดงผลข้ึนกับความเขมขนท่ีใช โดยแสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง
ไดใกลเคียงกับสารสกัดพริกไทยดํา 
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รูปท่ี 3 ผลของสารสกัดพริกไทยและไพเพอรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไสเพาะเล้ียง  
เลี้ยงเซลล Caco-2 ดวยโคเลสเตอรอลไมเซลล รวมกับในสภาวะท่ีมีหรือไมมี สารสกัดพริกไทยท่ี
ความเขมขน 1, 10, 1005T µg/ml หรือ 5 Tไพเพอรีน ท่ีความเขมขน 1, 10, 1005T µM 5T  5 Tหรือ 
ezetimibe 5T1005T µM เปนเวลา 3 ชั่วโมง  
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ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีนในเซลล Caco-2 
  
 มีโปรตีนหลายชนิดท่ีมีหนาท่ีเก่ียวของในกระบวนการดูดซึมของโคเลสเตอรอลท่ีลําไสเล็ก ซ่ึงไดแก
โปรตีน NPC1L1, ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  จากการศึกษากอนหนานี้ของคณะผูวิจัยพบวา สารสกัด
พริกไทยดําและไพเพอรีนมีฤทธิ์ลดการดูดซึมของโคเลสเตอรอลในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง  คณะผูวิจัยจึงมี
สมมุติฐานวา สารดังกลาวโดยเฉพาะไพเพอรีนอาจมีผลตอการแสดงออกของโปรตีนชนิดใดชนิดหนึ่งท่ี
เก่ียวของกับการควบคุมการดูดซึมของโคเลสเตอรอล และนําไปสูการลดลงของการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล 
เพ่ือทดสอบสมมุติฐานดังกลาว ทางผูวิจัยจึงทดสอบการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1, ABCG5, ABCG8 
และ ACAT2 ในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง 
 
 NPC1L1 เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส (cholesterol 
transporter) ในการทดลองชวงแรก เซลล Caco-2 จะถูกเลี้ยงดวยสารสกัดพริกไทยดํา (100 µg/ml) และไพ
เพอรีน (100 µM) ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีแสดงผลดีท่ีสุดในการยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล  และไดทํา
การเลี้ยงเซลลกับสารดังกลาวเปนเวลา 24 ชม. ซ่ึงเปนเวลาท่ีคาดวาเหมาะสมเพียงพอสําหรับการศึกษา
กระบวนการการแสดงออกของโปรตีน (protein expression) ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีตองการระยะเวลา  ใน
การวัดการแสดงออกของโปรตีน ในท่ีนี้ใชวิธี western blotting   
 
 การวัดระดับของ NPC1L1 นั้น ในชวงแรกของโครงการวิจัยไดทําการทดสอบในสวนของ whole 
cell lysate ซ่ึงผลการทดลองพบวา การแสดงออกของ NPC1L1 ไมมีการเปลี่ยนแปลงภายใตอิทธิพลของสาร
สกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม (รูปท่ี 4) ซ่ึงผลดังกลาวนี้ ผูวิจัยไดทําซํ้า
หลายครั้งและพบผลเชนเดิม  ทําใหผูวิจัยสันนิษฐานวา การแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 เม่ือวัดท้ังเซลล 
(whole cell) อาจไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงวาสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนอาจไมมีผลตอการควบคุม
การแสดงออกผานกระบวนการรบกวนการ transcription หรือ translation ของโปรตีน NPC1L1  เนื่องจาก 
NPC1L1 เปนโปรตีนท่ีอยูบนเยื่อหุมเซลล (cell membrane)  และมีรายงานวา NPC1L1 จะเคลื่อนท่ีจาก 
cell membrane เขาสู cytoplasm พรอมกับการขนสงโคเลสเตอรอล  ผูวิจัยจึงคาดวาสารสกัดพริกไทยดํา
และไพเพอรีนอาจมีผลตอการแสดงออกของ NPC1L1 ท่ีเยื่อหุมเซลลได 
 
 จากขอสันนิษฐานดังกลาว ผูวิจัยจึงทําการแยก cell membrane fraction และวัดการแสดงออก
ของ NPC1L1  ผลการทดลอง พบวาระดับของโปรตีน NPC1L1 ในสวน membrane fraction มีการลดลง
อยางมีนัยสําคัญเม่ือเลี้ยงเซลลดวยสารสกัดพริกไทยดําหรือไพเพอรีนนาน 24 ชม. (รูปท่ี 4)  โดยไมมีการ
เปลี่ยนแปลงใน whole cell lysate  จากผลการทดลองนี้ ผูวิจัยคาดวาสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนจะ
มีผลตอการควบคุมการเคลื่อนท่ีของ NPC1L1 ระหวาง cell membrane และ cytoplasm โดยอาจเพ่ิมการ 
internalization ของ NPC1L1 หรือลดการในระยะเวลาท่ีสั้นลง คือ 3 ชม. ซ่ึงเปนระยะเวลาเดียวกับการ
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล และเปนชวงเวลาท่ีสั้นเกินกวากระบวนการการ 
transcription หรือ translation ของโปรตีน NPC1L1 จะสมบูรณได  ผลการทดลองพบวา การแสดงออก
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ของโปรตีน NPC1L1 ไมไดแตกตางจากการเลี้ยงเซลล Caco-2 เปนเวลา  24 ชั่วโมง  ยกเวนไพเพอรีนท่ีการ
ลดลงของระดับ NPC1L1 ในสวน membrane fraction ไมชัดเจน เหมือนท่ีพบในสารสกัดพริกไทยดํา (รูปท่ี 
4)  จากผลการทดลองนี้เปนไปไดวาสารสกัดพริกไทยดํา (และไพเพอรีน) อาจสงเสริมใหมีการเคลื่อนท่ีของ
โปรตีน NPC1L1 จาก cell membrane เขาไปยังภายในเซลล ทําใหจํานวน NPC1L1 บน cell membrane
ลดลง ซ่ึงสงผลใหมีการลดลงของการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลได 
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รูปท่ี 4  การแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ใน whole cell lysate และ membrane 
fraction ในเซลล Caco-2   เลี้ยงเซลล Caco-2 ดวยสารสกัดพริกไทยดํา (100 µg/ml) และไพเพอ
รีน (100 µM) เปนเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง ระดับของ NPC1L1 ใน whole cell lysates และ cell 
membrane fraction ถูกวิเคราะหโดย immunoblotting (A) ความเขมของแถบโปรตีนถูกคํานวณ
เปน percentage of control (B) ขอมูลแสดงในรูปของ mean+SEM อยางนอย 3 การทดลอง คา 
* p<0.05 และ ** p<0.001 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
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 นอกจากนี้ทางผูวิจัยยังศึกษาผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนตอการแสดงออกของโปรตีน 
ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  ACAT2 เปนโปรตีนท่ีมีความสําคัญตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส 
สวน ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนท่ีมีความเก่ียวของในการนําโคเลสเตอรอลออกจากเซลลลําไส 
(cholesterol efflux) ในการทดลองนี้ศึกษาเฉพาะในสวนของ whole cell lysate  ผลการทดลอง ดังแสดง
ในรูปท่ี 5 พบวา สารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนท้ัง 3 
ชนิด  เนื่องจาก ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนท่ีอยูบน cell membrane เชนเดียวกับ NPC1L1 การ
เปลี่ยนแปลงอาจพบท่ี cell membrane เชนกัน ซ่ึงอาจตองทําการศึกษาตอไป  อยางไรก็ตาม การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวา สารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมไดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของโปรตีน 
(protein expression) ของ ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  เชนเดียวกับผลของ NPC1L1 
 

จากการศึกษานี้นําไปสูความเปนไปไดท่ี สารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมไดมีผลเก่ียวของกับการ
แสดงออกของโปรตีน (protein expression) ของ NPC1L1, ACAT2, ABCG5 และ ABCG8 เนื่องจากระดับ
ของโปรตีนทุกชนิดใน whole cell lysate ไมมีการเปลี่ยนแปลง  แตสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนอาจมี
บทบาทในการควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีนระหวาง cell membrane และ cytoplasm  โดยมีผลลด
จํานวนโปรตีน NPC1L1 (cholesterol transporter) บน cell membrane จึงสงผลใหเกิดการลดลงของการ
นําโคเลสเตอรอลเขาเซลล (cholesterol uptake) ได ดังนั้นกระบวนการดังกลาวนี้ อาจเปนกลไกการออก
ฤทธิ์ของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนในการลดระดับโคเลสเตอรอล (cholesterol lowering effect) ได 
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รูปท่ี 5  แสดงออกของโปรตีน ACAT2  ABCG5 และ ABCG8 ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง  เลี้ยง
เซลล Caco-2 ดวยสารสกัดพริกไทยดํา (100 µg/ml) และไพเพอรีน (100 µM) เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ปริมาณโปรตีนตางๆใน whole cell lysates ถูกวิเคราะหโดย immunoblotting (A) ความเขมของ
แถบโปรตีนถูกคํานวณเปน percentage of control (B) ขอมูลแสดงในรูปของ mean+SEM อยาง
นอย 3 การทดลอง  
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บทที่ 4 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง (Discussion and Conclusion) 

 
ภาวะโคเลสเตอรอลในเลือดสูงเปนผลอันเนื่องมาจากความผิดปกติของการรักษาสมดุลของระดับ

โคเลสเตอรอล ซ่ึงเปนปจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคการหลอดเลือดแข็งตัว และโรคหลอดเลือดหัวใจ การใชยาลด
ระดับโคเลสเตอรอลสวนใหญแนะนําใหใชในผูปวยท่ีมีความเสี่ยงสูง สําหรับผูท่ีมีความเสี่ยงไมมากหรือมีระดับ
โคเลสเตอรอลท่ีไมสูงมากนัก มักจะไดรับคําแนะนําใหมีการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมการรับประทานอาหาร
รวมท้ังการออกกําลังกายซ่ึงจะสามารถชวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมดังกลาวในผูปวยบางรายไมสามารถทําใหบรรลุเปาหมายได ดังนั้น การใชผลิตภัณฑธรรมชาติท่ีมี
ฤทธิ์ในการลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการท่ีจะบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว 

 
จากการศึกษากอนหนานี้มีรายงานท่ีพบวาสารสกัดพริกไทยดําสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลใน

เลือดของหนูท่ีไดรับอาหารท่ีมีไขมันสูง (high-fat diet) (Vijayakumar et al., 2002)  สารสกัดพริกไทยดํายัง
สามารถยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาไปในเซลลลําไสเพาะเลี้ยงได (Duangjai et al., 2011)  นอกจากนี้มี
การศึกษาพบวาไพเพอรีนซ่ึงเปนสารสําคัญในพริกไทยดํา มีบทบาทในการยับยั้งการนําเขาของโคเลสเตอรอล
ได โดยสามารถลดระดับ cholesterol, low density lipoprotein (LDL) และ very low density 
lipoprotien (VLDL) ในเลือดของหนูท่ีไดรับอาหารท่ีมีไขมันสูงได (Vijayakumar et al., 2006)  ประกอบกับ
การศึกษาเบื้องตนของผูวิจัยท่ีพบวาความเขมขนของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีน สามารถลดการนํา
โคเลสตอรอลเขาเซลลลําไสเพาะเลี้ยงไดใกลเคียงกัน ดังนั้น จึงเปนไปไดวา ไพเพอรีนอาจจะเปนสารท่ีออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล  เพ่ือคนหากลไกการออกฤทธิ์ท่ีอาจเชื่อมโยงไปถึงกลไกของ
สารสกัดจากพริกไทยดําในการลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด  ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงศึกษาผลของไพเพอรีน 
ควบคูไปกับสารสกัดพริกไทยดํา ในการศึกษานี้ไดใหขอมูลเก่ียวกับกลไกการออกฤทธิ์ท่ีอาจเปนไปไดของ ไพ
เพอรรีน และสารสกัดพริกไทยดํา ตอการควบคุมการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวของในการดูดชึม
โคเลสเตอรอล 

 
NPC1L1 เปน membrane bound protein ซ่ึงพบมากในสวนของสําไสเล็ก โปรตีนชนิดนี้มีบทบาท

ในการดูดซึมโคเลสเตอรอล (Altmann et al., 2004; Davis et al., 2004)  โดยทําหนาท่ีเปน cholesterol 
transporter  มีการศึกษาพบวา การดูดซึมโคเลสเตอรอลจากทางเดินอาหารของหนูทดลองท่ีไมมีโปรตีน 
NPC1L1 (NPC1L1-deficient) จะมีคาลดลง ผลดังกลาวนี้คลายกับ หนูปกติท่ีไดรับยาท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการดูดซึม
โคเลสเตอรอล ซ่ึงไดแก ezetimibe (Altmann et al., 2004)   ในหนูท่ีไมมีโปรตีน NPC1L1 นั้นจะไม
ตอบสนองตอการออกฤทธิ์ของยา ezetimibe แสดงใหเห็นวา NPC1L1 เปนเปาหมายในการออกฤทธิ์ (site 
of action) ของยา ezetimibe (Davis et al., 2004) 
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ผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้ ไดแสดงใหเห็นวา NPC1L1 อาจจะเปนเปาหมายของการออกฤทธิ์
ของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีน ท่ีสงผลใหมีการลดการดูดซึมโคเลสเตอรอล  โดยแสดงใหเห็นวาสาร
สกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนทําใหระดับหรือจํานวนของโปรตีน NPC1L1 ท่ีอยูบน cell membrane ของ
เซลลลําไสเพาะเลี้ยงลดลง ซ่ึงการลดลงนี้ไมเก่ียวของกับการยับยั้งแสดงออกโดยรวมของโปรตีน NPC1L1 
เนื่องจากระดับของโปรตีน NPC1L1 ใน whole cell lysate ไมพบมีการเปลี่ยนแปลง  ดังนั้น สารสกัด
พริกไทยดําและไพเพอรีน อาจทําใหมีการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 จาก cell membrane ไปสู 
cytoplasmic compartment เพ่ิมมากข้ึน  มีรายงานวิจัยแสดงใหเห็นวา โปรตีน NPC1L1 สามารถพบได
ท้ังงในสวนของ brush border membrane ของ enterocytes และ intracellular compartment 
(Davies et al., 2005)  นอกจากนี้ โปรตีน NPC1L1 สามารถเคลื่อนท่ีไปยัง cytoplasm ได โดยข้ึนอยูกับ
ระดับหรือความเขมขนของโคเลสเตอรอลภายนอกเซลล  ซ่ึงโคเลสเตอรอลจะถูกนําเขาไปในเซลลพรอมกับ 
NPC1L1 และกระบวนการนี้สามารถยับยั้งไดดวยยา ezetimibe (Ge et al., 2008; Yu et al., 2006)  จาก
ขอมูลและผลการวิจัยของโครงการวิจัยนี้  จึงอาจเปนไปไดท่ีสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนนาจะมีฤทธิ์
สงเสริมใหมีการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 เขาไปภายในเซลล (internalization) จึงทําใหมีจํานวนโปรตีน 
NPC1L1 บน cell membrane ลดลง สงผลใหมีการจํากัดในการนําโคเลสเตอรอลเขาสูเซลล 

 
ACAT2 เปนเอนไซมท่ีทําหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยา esterification ของโคเลสเตอรอลและกรดไขมัน 

ใหอยูในรูปของโคเลสเตอรอลเอสเทอร (cholesteryl esters)  เอนไซมนี้มีบทบาทสําคัญในการดูดซึมของ
โคเลสเตอรอลดวยเชนกัน  ในหนูทดลองท่ีไมมีเอนไซม ACAT2 จะมีความสามารถในการดูดซึมของ
โคเลสเตอรอลจํากัด  และหนูเหลานี้จะด้ือตอการใชอาหารไขมันสูงในการเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะไขมันในเลือด
สูง (hypercholesterolemia) (Buhman et al., 2000; Willner et al., 2003)   มีรายงานวาไพเพอรีนจาก
พริกไทยดํามีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ACAT ท้ังท่ีทดสอบใน liver microsomes ของหนูทดลอง 
และในเซลลตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) (Rho et al., 2007)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา ไพเพอรีนสามารถ
ยับยั้งการสะสมของไขมันใน macrophage ของหนูได โดยผานทางการยับยั้งการทํางานของ ACAT อีกดวย 
(Matsuda etal., 2008)  ในการศึกษาครั้งนี้ ACAT-2 จึงเปนเปาหมายหนึ่งของการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัด
พริกไทยดําและไพเพอรีน  แมวาผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้ จะแสดงใหเห็นวา สารสกัดพริกไทยดําและ
ไพเพอรีนไมไดมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน ACAT2 ในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง แตก็อาจเปนไปไดวา สาร
ดังกลาวอาจมีผลตอการทํางานของเอนไซม ACAT ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจในการศึกษาตอไป 

 
นอกจากโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลแลว โปรตีนท่ีมีผลตอการนํา

โคเลสเตอรอลออกนอกเซลล (cholesterol efflux) ก็เปนอีกตัวแปรท่ีมีอิทธิพลตอการดูดซึมโคเลสเตอรอล 
โปรตีน ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนทมีบทบาทสําคัญในการสงเสริมใหมีการขับออก (efflux) ของ
โคเลสเตอรอล และสเตอรอลจากพืช (plant sterol)  โดยเหนี่ยวนําใหมีการขับออกจากภายในเซลลลําไสไป
ยังสวนของทอทางเดินอาหาร (lumen)  ซ่ึงสงผลใหมีการจํากัดในการดูดซึมโคเลสเตอรอล (Graf et al., 
2002)  มีรายงานการศึกษาพบวา หนูทดลองท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท้ังสองชนิดนี้มาก 
(overexpression ของ ABCG5 และ ABCG8) จะนําไปสูการเพ่ิมการขับออกของโคเลสเตอรอลในรูปของ 
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bile มากนึ้น และสงผลลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลใน Caco-2 cells (Tachibana et al., 2007; Yu et al., 
2002)  จากการผลการทดลองในโครงการวิจัยนี้ พบวาสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมมีผลตอการ
แสดงออกของโปรตีนดังกลาว ดังนั้น ฤทธิ์ของสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนในการยังยั้บการนําโคเลสเตอรอล
เขาเซลลลําไส จึงไมนาจะเก่ียวของกับกลไกของ cholesterol efflux  อยางไรก็ตาม การทดสอบผลตอการ
แสดงออกนี้ เปนผลใน whole cell lysate จึงอาจเปนไมไดในทํานองเดียวกับ NPC1L1 ท่ีสกัดพริกไทยดํา
และไพเพอรีนอาจมีผลตอจํานวนหรือระดับของโปรตีน ABCG5 และ ABCG8 บน cell membrane ซ่ึงตอง
ทําการศึกษาตอไปในอนาคต 
 

โดยสรุปผลการทดลองพบวา หลังจากการเลี้ยงเซลลคาโก-ทู ดวยพริกไทยดําและไพเพอรีน ของการ
แสดงออกของโปรตีน ABCG5, ABCG8 และ ACAT2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง  ในสวนของเยื่อหุมเซลลของเซลล
คาโก-ทูเหลานี้ พบวามีการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลล 
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม  ซ่ึงการลดลงของโปรตีน NPC1L1 นี้จะไมพบในสวนของ cell 
lysates  การท่ีโปรตีน NPC1L1 บนเยื่อหุมเซลลลดลงนั้น แสดงใหเห็นวา พริกไทยดําและไพเพอรีน อาจมี
ฤทธิ์ควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 ระหวางเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึมภายในเซลล  ผลของ
การแสดงออกของโปรตีนท่ีทําการทดสอบท่ีเปนผลมาจากจากพริกไทยดําและไพเพอรีนในการศึกษานี้มีความ
คลายคลึงกัน  ดังนั้น อาจเปนไปไดท่ีไพเพอรีนจะเปนสารสําคัญในพริกไทยดําท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการนํา
โคเลสเตอรอลเขาเซลลผานการควบคุมการเคลื่อนท่ีเขาเซลล (internalization) ของโปรตีน ซ่ึงมีหนาท่ีในการ
ขนสงโคเลสเตอรอล (cholesterol transporter) 
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ผลลัพธ (Output) 
 

1. การนําเสนอผลงานวิจัยในงานประชุมระดับชาติ 
รูปแบบ  การนําเสนอโปสเตอร 
งานประชุมวิชาการครั้งท่ี 33 สมาคมเภสัชวิทยาแหงประเทศไทย ณ ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วันท่ี 17-19 มีนาคม 2554 
(โปสเตอรแนบทายภาคผนวก) 

 

2. เผยแพรบทความวิจัยในวารสารระดับชาติ 
 
เรื่อง   Regulation of cholesterol transporter protein by black pepper and piperine 
วารสาร Thai Journal of Pharmacology  Volume 33, Number 1, 2011, page 44-47 
ผูวิจัย 2Acharaporn Duangjai, Kornkanok Ingkaninan, Sakonwun Praputbut, 

Nanteetip Limpeanchob 
 
(บทความวิจัยแนบทายภาคผนวก) 
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ภาคผนวก (Index) 
 
ตารางท่ี 1 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการมีชีวิตของเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
 

 Cell vialability (% of control) 
mean SD 

 ครั้งท่ี1 ครั้งท่ี2 ครั้งท่ี3 ครั้งท่ี4 
Control 98.95 108.90 103.79 97.40 102.26 5.20 
Black pepper extract 10 ug/ml 100.19 117.16 88.27 96.87 100.62 12.11 
Black pepper extract   
100 ug/ml 102.61 111.64     107.12 6.39 
Black pepper extract   
200 ug/ml 96.92 107.82     102.37 7.71 
Piperine 10 uM 96.56 114.37 100.90 109.78 105.40 8.12 
Piperine 100 uM 88.22 103.97 107.75 111.74 102.92 10.30 
Ezetimibe 10 uM 90.90 103.82     97.36 9.14 
Ezetimibe 100 uM 100.00 102.59 101.22   101.27 1.30 
Ezetimibe 200 uM 82.99 86.37 78.90   82.75 3.74 
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ตารางท่ี 2 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส
เพาะเล้ียง  

 Cholesterol uptake (% of control) 
mean SE  ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 ครั้งท่ี 4 

Black pepper extract 1 ug/ml 71.39 98.35 112.79   94.18 12.13 
Black pepper extract 10 

ug/ml 67.14 101.47 97.21   88.60 10.80 
Black pepper extract 100 

ug/ml 61.89 62.60 62.49 53.07 60.01 2.32 
Black pepper extract 200 

ug/ml 56.24 48.46 60.96 43.32 52.24 3.93 
Piperine 1 uM 86.01 103.85 96.80   95.56 5.19 
Piperine 10 uM 98.28 70.96 66.46   78.57 9.94 
Piperine 100 uM 69.80 60.20 76.50 55.15 65.41 4.78 
Ezetimibe 10 uM 104.723 98.98 96.32   100.00 2.48 
Ezetimibe 50 uM 52.25 61.37 71.61   61.74 5.59 
Ezetimibe 100 uM 43.31 38.301 47.93 43.08 43.16 1.97 

 
 
 
ตารางท่ี 3 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ใน 
whole cell lysate 
 
  NPC1L1 expression ( % of control) 
Incubation 
time (h)   ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 ครั้งท่ี 4 mean SE 

3 h  Pepper 100 ug/ml  117.44 144.81 103.51 121.92 12.13 
  Piperine 100 uM  122.43 154.06 100.33 125.61 15.59 
  Ezetimibe 100 uM  133.80 175.21 91.25 133.42 24.24 

24 h  Pepper 100 ug/ml 101.23 108.85 84.00 110.12 100.99 6.01 
  Piperine 100 uM 107.17 93.97 99.29 129.89 107.72 7.92 
  Ezetimibe 100 uM 112.77 139.56 95.52 139.27 124.78 10.77 
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ตารางท่ี 4 แสดงความเขมของแถบโปรตีน NPC1L1 ในสวน whole cell lysate และ membrane 
fraction ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 3 (A) และ 24 
ช่ัวโมง (B); Lane 1: control, Lane 2: black pepper extract, Lane 3: piperine 
 

A  3 h 

  Whole cells 

1     2     3 

Membrane fraction 

1     2     3 

1 NPC1L1 140 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 

 

 

 

 

 

 
2 NPC1L1 140 kDa 

 

β-Actin 42 kDa 

 

 

 

 

 

 

3 NPC1L1 140 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

B  24 h 

  Whole cells Membrane fraction 

1 NPC1L1 140 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 

 
 

 

 
 

 

2 NPC1L1 140 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 

 

 

 

 

3 NPC1L1 140 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 
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ตารางท่ี 5 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน ABCG5  
 
  ABCG5 expression ( % of control) 
Incubation 
time (h)   ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

ครั้งท่ี 
4 mean SE 

3 h  Pepper 100 ug/ml 103.12 101.55 100.31 102.78 102.33 0.64 
  Piperine 100 uM 100.66 97.48 108.44 107.24 99.07 2.63 
  Ezetimibe 100 uM 104.23 98.95 95.086 104.89 101.59 2.32 

24 h  Pepper 100 ug/ml 95.18 95.49 93.19  95.18 0.72 
  Piperine 100 uM 93.33 99.38 96.77  93.33 1.75 
  Ezetimibe 100 uM 100.30 102.21 98.71  100.30 1.01 

 
 
 
ตารางท่ี 6 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน ABCG8  
 
  ABCG8 expression ( % of control) 
Incubation 
time (h)   ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 ครั้งท่ี 4 mean SE 

 3 h Pepper 100 ug/ml 108.04 96.49 101.69 99.87 101.53 2.43 
  Piperine 100 uM 107.47 102.71 101.55 99.84 102.89 1.64 
  Ezetimibe 100 uM 109.01 111.95 96.48 91.77 102.30 4.86 

24 h  Pepper 100 ug/ml 91.167 104.43 93.41  96.34 4.10 
  Piperine 100 uM 94.468 98.04 95.33  95.94 1.07 
  Ezetimibe 100 uM 96.08 99.66 93.88  96.54 1.68 
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ตารางท่ี 7 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน ACAT2 
 
  ACAT2 expression ( % of control) 
Incubation 
time (h)   ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 ครั้งท่ี 4 mean SE 

 3 h Pepper 100 ug/ml 103.49 97.79 100.73 93.40 98.85 2.16 
  Piperine 100 uM 100.89 113.93 101.99 94.46 102.81 4.06 
  Ezetimibe 100 uM 107.01 82.23 91.57 99.97 95.19 5.35 

 24 h Pepper 100 ug/ml 97.43 96.78 92.16 101.33 96.92 1.88 
  Piperine 100 uM 84.53 99.77 96.74  93.68 4.03 
  Ezetimibe 100 uM 134.83 79.81  92.13  102.25 14.44 
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ตารางท่ี 8 แสดงความเขมของแถบโปรตีน ACAT2 ในสวน whole cell lysate ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง; Lane 1: control, Lane 2: black 
pepper extract, Lane 3: piperine 
 
 

  Whole cells 

1          2          3 

1 ACAT2  46 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 

 

 

2 ACAT2  46 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 

 

 

 
3 ACAT2  46 kDa 

 

β-Actin 42 kDa 
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ตารางท่ี 9 แสดงความเขมของแถบโปรตีน ABCG5 ในสวน whole cell lysate ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง; Lane 1: control, Lane 2: black 
pepper extract, Lane 3: piperine 
 

  Whole cells 

1          2          3 

1 ABCG5  72 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 
 

 
2 ABCG5  72 kDa 

 

β-Actin 42 kDa 
 

 
3 ABCG5  72 kDa  

 

β-Actin 42 kDa 
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ตารางท่ี 10 แสดงความเขมของแถบโปรตีน ABCG8 ในสวน whole cell lysate ในเซลลลําไส
เพาะเล้ียง ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง; Lane 1: control, Lane 2: 
black pepper extract, Lane 3: piperine 
 
 

  Whole cells 

1          2          3 

1 ABCG8  76 kDa 
 

β-Actin 42 kDa 
 

 
2 ABCG8  76 kDa 

 

β-Actin 42 kDa 
 

 
3 ABCG8  76 kDa  

 

β-Actin 42 kDa 
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