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บทคัดยอ 

 
มีรายงานการศึกษาพบวาพริกไทยดํา (Piper nigrum L.) มีฤทธิ์ลดไขมันในสัตวทดลองและสามารถ

ยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลในเซลลเพาะเลี้ยงได  จึงมีการสันนิษฐานวาสารไพเพอรนี (piperine) ซ่ึง
เปนสารสําคัญท่ีพบในพริกไทยดํามีบทบาทสําคัญตอการออกฤทธิ์ดังกลาว  ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีจุดประสงค
เพ่ือคนหาฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดําและไพเพอรีน ตอการแสดงออกของโปรตีนบางชนิดท่ีมีหนาท่ีใน
การควบคุมการขนสงโคเลสเตอรอลในเซลลคาโก-ทู  การแสดงออกของโปรตีนเหลานี้ทําไดดวยวิธี immuno-
blotting (western blotting)  ผลการทดลองพบวา หลังจากการเลี้ยงเซลลคาโก-ทู ดวยพริกไทยดําและไพ
เพอรนี ของการแสดงออกของโปรตีน ABCG5, ABCG8 และ ACAT2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง  ในสวนของเยื่อ
หุมเซลลของเซลลคาโก-ทูเหลานี้ พบวามีการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการขนสง
โคเลสเตอรอลเขาเซลล ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม  ซ่ึงการลดลงของโปรตีน NPC1L1 นี้จะไม
พบในสวนของ cell lysates  การท่ีโปรตีน NPC1L1 บนเยื่อหุมเซลลลดลงนั้น แสดงใหเห็นวา พริกไทยดํา
และไพเพอรีน อาจมีฤทธิ์ควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 ระหวางเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึม
ภายในเซลล  ผลของการแสดงออกของโปรตีนท่ีทําการทดสอบท่ีเปนผลมาจากจากพริกไทยดําและไพเพอรนี
ในการศึกษานี้มีความคลายคลึงกัน  ดังนั้น อาจเปนไปไดท่ีไพเพอรนีจะเปนสารสําคัญในพริกไทยดําท่ีออกฤทธิ์
ยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลผานการควบคุมการเคลื่อนท่ีเขาเซลล (internalization) ของโปรตีน ซ่ึงมี
หนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอล (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 มีการศึกษาพบวาสารจากธรรมชาติ เชน พืชหรือสมุนไพร ก็สามารถลด

ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได  คณะผูวิจัยไดดําเนินการศึกษาฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรหลายชนิด โดยเนน
ศึกษาวิจัยพืชและสมุนไพรท่ีมีรายงานฤทธิ์ลดโคเลสเตอรอลในเลือดของสัตวทดลองมาแลว ซ่ึงกลไกการออก
ฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรเหลานี้ยังไมไดรับการศึกษาวิจัยท่ีชัดเจน  จากการศึกษาเบื้องตนในเซลลเพาะเลี้ยง 
Caco-2 พบวาสารสกัดจากพริกไทยมีฤทธิ์ในการยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลไดใกลเคียงกับยา 
ezetimibe  แตอยางไรก็ตาม การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพร ซ่ึงเปน crude extract 
นั้น เปนไปไดยากและอาจไมสามารถอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ไดอยางชัดเจน เนื่องจากสารสกัดประกอบ
ไปดวยสารจาํนวนมากมายหลากหลายชนิดท่ีมีคุณสมบัติตางๆกัน  คณะผูวิจัยจึงสนใจในการศึกษากลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารสําคัญท่ีพบมากในสารสกัดพริกไทย ซ่ึงไดแก piperine  จากการศึกษาเบื้องตนของ
คณะผูวิจัย แสดงใหเห็นวา piperine ก็มีแนวโนมท่ีจะยับยั้งการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอลท่ี
เซลลลําไสได  จึงมีความสนใจท่ีจะศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล โดยจะศึกษาผลของ piperine ใน
การแสดงออกของโปรตีนบางชนิด ท่ีเก่ียวของกับการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอล ไดแก NPC1L1, 
ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  ซ่ึงท้ังหมดมีบทบาทเก่ียวของกับการดูดซึมโคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไส ดังรูป
ท่ี 1  คณะผูวิจัยคาดวา piperine อาจมีผลตอโปรตีนชนิดใดชนิดหนึ่ง ซ่ึงอาจเปนคําอธิบายถึงกลไกการ
ออกฤทธิ์ในการลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลได 
 

 
 
รูปท่ี 1  การควบคุมการดูดซึม 
โคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไสโดย 
โปรตีนตางๆ 
 
 

 
 

โครงการวิจัยนี้เปนการวิจัยในเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 ซ่ึงเม่ือทําการเพาะเลี้ยงจะมีคุณสมบัติคลาย
เซลลลําไสเล็ก จึงนิยมนํามาใชในการศึกษาการดูดซึมผานของสารตางๆ ในงานวิจัยนี้ คณะผูวิจัยใชเซลล 
Caco-2 ในการทดสอบการดูดซึมโคเลสเตอรอล โดยจะทําการทดสอบผลของสารบริสุทธิ์ piperine 
เปรียบเทียบกับสารสกัดจากพริกไทย ตอการดูดซึมโคเลสเตอรอลซ่ึงสามารถติดตามการเขาเซลลโดยใช 
radio-labeled cholesterol  สวนการทดสอบผลของ piperine ตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ
โปรตีนท่ีเก่ียวของกับ cholesterol homeostasis สามารถทําไดดวยวิธี western blotting 

 

Enterocyte Intestinal lumen

Cholesterol

Cholesteryl ester

ABCG5/8

NPC1L1
ACAT2

Enterocyte Intestinal lumen

Cholesterol

Cholesteryl ester

ABCG5/8

NPC1L1
ACAT2



iv 
 

ผลการทดลองพบวา หลังจากการเลี้ยงเซลลคาโก-ทู ดวยพริกไทยดําและไพเพอรีน ของการ
แสดงออกของโปรตีน ABCG5, ABCG8 และ ACAT2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง  ในสวนของเยื่อหุมเซลลของเซลล
คาโก-ทูเหลานี้ พบวามีการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลล 
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม  ซ่ึงการลดลงของโปรตีน NPC1L1 นี้จะไมพบในสวนของ cell 
lysates  การท่ีโปรตีน NPC1L1 บนเยื่อหุมเซลลลดลงนั้น แสดงใหเห็นวา พริกไทยดําและไพเพอรีน อาจมี
ฤทธิ์ควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 ระหวางเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึมภายในเซลล  ผลของ
การแสดงออกของโปรตีนท่ีทําการทดสอบท่ีเปนผลมาจากจากพริกไทยดําและไพเพอรีนในการศึกษานี้มีความ
คลายคลึงกัน  ดังนั้น อาจเปนไปไดท่ีไพเพอรีนจะเปนสารสําคัญในพริกไทยดําท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการนํา
โคเลสเตอรอลเขาเซลลผานการควบคุมการเคลื่อนท่ีเขาเซลล (internalization) ของโปรตีน ซ่ึงมีหนาท่ีในการ
ขนสงโคเลสเตอรอล (cholesterol transporter) 
 



v 
 

สารบัญ 
 

2หนา 
0บทคัดยอ……………….……………………………………………………..................................................  i 
Abstract………………….………………………………………………………………………………………......... ii 
2บทสรุปรวบยอด (Executive Summary) ………………………….............................................. iii 
0สารบัญ……………………………………………………………………………………………………………………  v 
0สารบัญรูปภาพ………………………………………………………………………………………………………… vi 
 
0บทท่ี 1 บทนํา (Introduction)…………………………………………………………………………………..  1 
 วัตถุประสงค…………………………………………………………………………………………………  4 

0ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ…………………………………………………………………………….  4 
 
0บทท่ี 2 อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย (Material and Methods) 
 เครื่องมือและอุปกรณ…………………………………………………………………………………….  5 
 วิธีการดําเนินการวิจัย………………….………………………………………………………………..  5 
 
0บทท่ี 3 ผลการทดลอง (Results)………………………………………………………………......................  8 
 
0บทท่ี 4 อภิปรายและสรุปผลการทดลอง (Discussion and conclusion)………………………… 15 
 
0เอกสารอางอิง (References)……………………………………………………………………………….………. 18 
0ผลลัพธ (Output)……………………………………………………………………………………………………….. 21 
0ภาคผนวก (Index)………………………………………………………………………………………………………. 22 

 



vi 
 

สารบัญรูปภาพ 
 

2หนา 
 

2รูปท่ี 1  2การควบคุมการดูดซึมโคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไสโดยโปรตีนตางๆ2.……………………. iii 
2รูปท่ี 2  ผลของสารสกัดจากพริกไทยตอ cholesterol uptake ในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง 

(การทดลองเบื้องตน)2…………………………………………………………………………………..  3 
2รูปท่ี 3  ผลของสารสกัดพริกไทยและไพเพอรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขา 

เซลลลําไสเพาะเลี้ยง  2……………………………………………………………………….……….  9 
2รูปท่ี 4  การแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ใน whole cell lysate และ  

membrane fraction ในเซลล Caco-2   2…………………………………………….……. 12 
2รูปท่ี 5  แสดงออกของโปรตีน ACAT2  ABCG5 และ ABCG8 ในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง 2... 14 
 



1 
 

บทท่ี 1 
 

บทนํา (Introduction) 
 

 ภาวะโรคหลอดเลือดแข็ง (Atherosclerosis) เปนสาเหตุท่ีสําคัญของการเปนโรคหัวใจขาดเลือด 
(Ischemic Heart Disease) และโรคหลอดเลือดของสมอง (Cerebrovascular Disease) ภาวะโรคหลอด
เลือดแข็ง เกิดข้ึนเนื่องจากมีการค่ังของไขมันในผนังหลอดเลือด ไขมันท่ีค่ังนี้สวนใหญเปนโคเลสเตอรอล 
(Cholesterol)  การลดระดับของโคเลสเตอรอลในกระแสเลือดจึงเปนเปาหมายหนึ่งในการปองกันการเกิดโรค
หลอดเลือดแข็ง  ปจจุบัน มียาหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ลดระดับโคเลสเตอรอลในกระแสเลือด นอกเหนือจากการใช
ยาลดระดับโคเลสเตอรอล การควบคุมอาหารหรือการเปลี่ยนพฤติกรรมการรับประทานอาหาร ก็เปนวิธีการท่ี
มีความสําคัญ โดยเฉพาะในผูท่ีระดับโคเลสเตอรอลไมสูงมากนัก หรือในผูท่ีไมมีปจจัยเสี่ยงอ่ืนๆ ตอภาวะการ
เกิดโรคของระบบหลอดเลือดและหัวใจ โดยทานอาหารท่ีมีโคเลสเตอรอลต่ํารวมกับผักผลไมท่ีมีเสนใยสูง 
 
 ในปจจุบัน มียาหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ลดระดับโคเลสเตอรอลในกระแสเลือด แตยาท่ีนิยมใชกันมากใน
ปจจุบัน คือ ยาในกลุม statin ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะหโคเลสเตอรอล โดยยับยั้งการทํางานของ 3-
hydroxy-3-methyglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase  อยางไรก็ตาม พบวา มีผูปวยประมาณ
หนึ่งในสามไมตอบสนองตอการใชยา จึงมีการใชยาอ่ืนรวมกับ statin เชน ezetimibe หรือ niacin  การใช 
combination drug therapy พบวามีประสิทธิภาพในผูท่ี monotherapy ใชไมไดผลดี  นอกจากนี้ การใชยา
ท่ีออกฤทธิ์ตางกันรวมกัน ก็เพ่ือใหเสริมฤทธิ์ซ่ึงกันและกัน จึงสามารถลดขนาด (dose) และอาการขางเคียง
ของยาแตละชนิดได (Sampalis et al., 2007; Schmitz et al., 2007)  ยาลดโคเลสเตอรอลกลุมใหมๆ ท่ี
คนพบ เชน ezetimibe ซ่ึงออกฤทธิ์ลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลจากทางเดินอาหาร โดยยับยั้งการทํางานของ 
Niemann-Pick C1 Like1 (NPC1L1) ซ่ึงทําหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส (Davis and 
Veltri, 2007) มีรายงาน พบวาการใช ezetimibe รวมกับยากลุม statin จะสามารถลดการเกิดภาวะของโรค
หลอดเลือดและหัวใจได (Sampalis, et al., 2007)  นอกจากนี้ ยังมียา avasimibe ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม acyl-CoA: cholesterol acyltransferase enzyme (ACAT) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีบทบาท
สําคัญตอการเปลี่ยนโคเลสเตอรอลใหอยูในรูปของ cholesterol ester และสะสมภายในเซลลตางๆ 
(Llaverías et al., 2003)  การใช ACAT inhibitor พบวาสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได และยัง
สามารถลดการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งได ซ่ึงเปนผลมาจากฤทธิ์ลดการสะสมของ cholesterol ester 
ภายในเซลลนั่นเอง (Delsing et.al., 2001; Kitayama et al., 2006)  จะเห็นวา การพัฒนายาลด
โคเลสเตอรอลในปจจุบันมีเปาหมายของการออกฤทธิ์ท่ีหลากหลาย  แมวาเปาหมายหลัก จะเปนการลดระดับ
โคเลสเตอรอลในเลือด แตการท่ียามีฤทธิ์ลดการเกิดหลอดเลือดแดงแข็งดวย จะทําใหโอกาสเสี่ยงตอการเกิด
โรคหลอดเลือดและหัวใจลดลงมากยิ่งข้ึน 
 
 นอกเหนือจากสารสังเคราะห มีการศึกษาพบวาสารจากธรรมชาติ เชน พืชหรือสมุนไพร ก็สามารถลด
ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได  ซ่ึงสวนหนึ่งเปนผลมาจากฤทธิ์ลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลของสารกลุม 
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phytosterol ซ่ึงเปน sterol จากพืช (plant sterol)  โดยแยงท่ีกับโคเลสเตอรอลในการดูดซึมท่ี brush 
border membrane จากทางเดินอาหาร (Moghadasian MH, 2000; von Bergmann et al., 2005)  
คณะผูวิจัยไดดําเนินการศึกษาฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรหลายชนิด โดยเนนศึกษาวิจัยพืชและสมุนไพรท่ีมี
รายงานฤทธิ์ลดโคเลสเตอรอลในเลือดของสัตวทดลองมาแลว ซ่ึงกลไกการออกฤทธิ์ของพืชและสมุนไพรเหลานี้
ยังไมไดรับการศึกษาวิจัยท่ีชัดเจน 
 
 จากการศึกษาเบื้องตนในเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 พบวาสารสกัดจากพริกไทยมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
นําโคเลสเตอรอลเขาเซลลไดใกลเคียงกับยา ezetimibe (รูปท่ี 2)  คณะผูวิจัยจึงสนใจในการศึกษากลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารสําคัญท่ีพบมากในสารสกัดพริกไทย ซ่ึงไดแก piperine  มีการศึกษาเม่ือเร็วๆนี้ พบวา 
piperine มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม ACAT ท้ัง ACAT1 และ ACAT2 ซ่ึงสงผลยับยั้งการสราง cholesteryl ester 
ทําใหการสะสมของไขมันภายในเซลล macrophage ลดลง (Matsuda et al., 2008) ถาผลของการยับยั้ง 
ACAT นี้เกิดในเซลลลําไสหรือเซลลตับ อาจสงผลใหระดับของโคเลสเตอรอลในเลือดลดลงได  นอกจากนี้ มี
รายงานวา ในอวัยวะตางๆของหนูทดลองท่ีกินอาหารไขมันสูงมีระดับของ lipid peroxidation ลดลงหลังจาก
ไดรับ piperine และ piperine ยังสามารถรักษาระดับของเอนไซมท่ีมีหนาท่ีตานอนุมูลอิสระ เชน 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) ไดใกลเคียงกับกลุม
ควบคุม (Vijayakumar et al., 2004)  มีการศึกษาในหนูทดลองท่ีกินอาหารไขมันสูง พบวา piperine มีผล
ลดระดับไขมันและไลโปโปรตีน (lipoprotein) ในเลือดของหนูได และยังมีผลเพ่ิมระดับของ high density 
lipoprotein (HDL) อีกดวย (Vijayakumar and Nalini, 2006)  อยางไรก็ตาม กลไกการออกฤทธิ์ในการลด
ระดับโคเลสเตอรอลของ piperine ยังไมมีการศึกษาท่ีชัดเจน การศึกษาเบื้องตนของคณะผูวิจัย แสดงใหเห็น
วา piperine มีแนวโนมท่ีจะยับยั้งการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไส จึงมีความสนใจท่ี
จะศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล โดยจะศึกษาผลของ piperine ในการแสดงออกของโปรตีนบาง
ชนิด ท่ีเก่ียวของกับการดูดซึมหรือการนําเขาของโคเลสเตอรอล ไดแก NPC1L1 และ ACAT2 รวมท้ังโปรตีนท่ี
เก่ียวของกับการขับออกของโคเลสเตอรอล ไดแก ATP-binding cassette sub-family G member 5 และ 
8 (ABCG5 และ ABCG8) 
 

โครงการวิจัยนี้ เนนศึกษาผลของ piperine ตอการแสดงออกของโปรตีนท้ัง 5 ชนิด ซ่ึงมีบทบาทตอ 
cholesterol homeostasis ท่ีเกิดข้ึนท่ีเซลลลําไส  NPC1L1 เปนโปรตีนท่ีมีบทบาทในการขนสง
โคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส (Davis and Veltri, 2007)  สวนโปรตีน ACAT แบงไดเปน 2 ชนิด คือ ACAT1 
และ ACAT2 ซ่ึงมีความแตกตางกันท่ีหนาท่ีและการกระจายตัวท่ีเซลลและเนื้อเยื่อตางๆ โดย ACAT1 พบท่ี
เซลลท่ัวไป แตมีบทบาทในการสะสมของ cholesteryl ester โดยเฉพาะเซลล macrophage และผนังหลอด
เลือด สวน ACAT2 มีบทบาทสําคัญในการหลั่ง apolipoprotein B-containing lipoprotein ท่ีตับและลําไส
เล็กรวมท้ังการดูดซึมโคเลสเตอรอลจากอาหาร (Chang et al., 2001; Leon et al., 2005; Rudel et al., 
2001) ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนกลุม ATP-binding cassette (ABC) transporters ทําหนาท่ีรวมกัน
ในการขับออกของโคเลสเตอรอล (cholesterol efflux) จากเซลลลําไสกลับสู intestinal lumen (Wang, 
2007)  ถา piperine มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนตางๆเหลานี้ จะมีผลตอการดูดซึมของ
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โคเลสเตอรอลท่ีเซลลลําไสได ซ่ึงผลจากการศึกษาวิจัยนี้จะเปนคําอธิบายถึงกลไกการออกฤทธิ์ในการยับยั้งการ
ดูดซึมโคเลสเตอรอลของสารสกัดจากพริกไทยได  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2  ผลของสารสกัดจากพริกไทยตอ cholesterol uptake ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง (การ
ทดลองเบ้ืองตน) เลี้ยงเซลล Caco-2 ใน 24 well plate เม่ือมีอายุ 2 สัปดาห เลี้ยงดวยอาหารท่ี
ประกอบดวย [1,2-3H]cholesterol micelle และสารสกัดพริกไทย 100 ug/ml หรือ ezitimibe 
50 และ 100 uM เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง จากนั้นวัดคาของกัมมันตรังสีภายในเซลลเพาะเลี้ยง เพ่ือ
แสดงถึงปริมาณของโคเลสเตอรอลท่ีเขาสูเซลล 

 
 

 
ขอมูลทางวิทยาศาสตรตางๆ ท่ีกลาวมาขางตน แสดงใหเห็นวา piperine เปนสารท่ีมีฤทธิ์หลายอยาง 

ท้ังฤทธิ์ยับยั้งภาวะ oxidative stress และยับยั้งการสะสมของโคเลสเตอรอลใน macrophage เม่ือรวมกับผล
การศึกษาจากงานวิจัยนี้ จะเปนการสนับสนุนศักยภาพของ piperine ท่ีอาจนําไปใชประโยชนในการควบคุม
ภาวะโรคหลอดเลือดและหัวใจท่ีเกิดจากโคเลสเตอรอลในเลือดสูงได รวมท้ังเปนแนวทางตอการศึกษาตอยอด
ในอาสาสมัครหรือผูปวยตอไป 
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วัตถุประสงค 
เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดําและไพเพอรีน (piperine) ตอการเปลี่ยนแปลงของการ

แสดงออกของโปรตีน NPC1L1, ACAT2, ABCG5 และ ABCG8 ในเซลลเพาะเลี้ยง Caco-2 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.  ทราบกลไกการออกฤทธิ์ระดับโมเลกุลของ piperine ในการยับยั้งการดูดซึมโคเลสเตอรอล   
2.  ขอมูลท่ีไดจะมีสวนชวยแสดงศักยภาพของพริกไทยดํา ในการนําไปพัฒนาใหอยูในรูปของยา
หรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร เพ่ือลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลจากทางเดินอาหาร จึงเปนการเพ่ิม
มูลคาของสมุนไพรนี้ได  
3.  ผลการศึกษาท่ีไดจะนําไปเผยแพรโดยการนําเสนอผลงาน และ/หรือ ตีพิมพลงใน
วารสารวิชาการระดับนานาชาติหรือระดับชาติ 
4.  เปดโอกาสใหนักวิจัยรุนใหม ซ่ึงเปนนิสิตปริญญาเอก เขามามีสวนรวมในการวิจัย 
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บทที่ 2 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย (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 
 
สารสกัดพริกไทยดําท่ีใชในโครงการวิจัยนี้ไดรับมาจาก Bio-screening Research Unit คณะเภสัช

ศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร โดย รศ.ดร. กรกนก อิงคนินันท  ข้ันตอนในการเตรียมสารสกัดแบบยอๆ คือ 
ลางสมุนไพรแลวนําไปอบใหแหงในตูบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC  ตามดวยการบดดวยเครื่อง และอบใหแหงในตูบมท่ี
อุณหภูมิ 60 oC เปนเวลา 2-3 วัน ข้ันตอนตอไปนําไปหมักดวย 95% methanol เปนเวลา 3 วัน จากนั้น
นํามากรองและนําสวนของเหลวไประเหยแหงดวยเครื่อง rotavapor ท่ีอุณหภูมิ 55-60 oC  สารสกัดสมุนไพร
ถูกเก็บไวท่ีอุณหภูมิ-20 oC  
 

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

(FBS) และ 1% penicillin-streptomycin ในตูเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 °C และ 5% CO2 ใน 75 cm3 culture 
flask  สําหรับการ subculture ทําไดโดย detach เซลลดวย 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
คลอโรฟอรม (chloroform) สวนสารละลาย โซเดียมทอโรคลอเลต (sodium taurocholate) ถูกเตรียมในเม
ทานอล  นําสารลายของไขมันและเกลือน้ําดี (bile salt) รวมใหเขากัน และนําไประเหยแหงภายใต N2 
แผนฟลมท่ีได ถูกเก็บไวภายใต N2 ท่ี -20 oC จนกระท่ังใชสารละลายไมเซลล ถูกเตรียมใหมโดยการนํา
แผนฟลมมาละลายในอาหารสูตร DMEM/F12 จะไดความเขมขนสุดทายเปน 1 µM โคเลสเตอรอล 2 mM 

โซเดียม ทอโรคลอเลต 50 µM ฟอสฟาทิดิลโคลีน และ 1 µCi/ml [1α,2α(n)-3H] โคเลสเตอรอล จากนั้นนํา
สารละลายไมเซลลไป sonicate กรองผาน 0.2-µm และเก็บท่ี 37 oC กอนนําไปใชกับเซลล 
 

4. วิธีการทดลองการดูดซึมโคเลสเตอรอลในเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
 
เซลลลําไสเพาะเลี้ยง ถูกเลี้ยงใน 24-well plate ท่ีความหนาแนน 50,000 เซลล/well เพาะเลี้ยง

เซลล เปนเวลา 14-21 วัน เพ่ือใหเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ไปเปนเซลลท่ีมีคุณสมบัติ
เหมือนเซลลท่ีผนังลําไสปกติ  ในชวงนี้ ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2-3 วัน หลังจาก 14-21 วัน เซลล
ถูกบมดวย อาหารท่ีไมมี FBS 1 คืน จากนั้นเซลลถูกเลี้ยงดวยสารสกัดพริกไทยดํา ไพเพอรีน หรือ ezetimibe 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตามดวยใหสารละลายไมเซลลเปนเวลา 3 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลา เก็บเซลล โดยลางเซลล
ดวย PBS เย็น 2 ครั้ง และทําใหเซลลแตกดวย 0.2 N NaOH และ 0.1 % Triton-X 100 ไดเปน cell lysate  
ซ่ึงสวนหนึ่งนําไปเติม scintillation cocktail (MicroScint™-20; PerkinElmer) เพ่ือวัดระดับของ

โคเลสเตอรอลท่ีติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีดวยเครื่อง Packard β-counter และอีกสวนนําไปวัดหาความ
เขมขนของโปรตีน   

 
5. วิธีการทดลองการแสดงออกโปรตีน (Western blot analysis) 

 
เลี้ยงเซลลใน 24 well plates เปลี่ยนอาหารทุก 2-3 วัน เม่ือเซลลอายุ 14 วัน เลี้ยงเซลลดวย สาร

สกัดพริกไทยดําหรือไพเพอรีน เปนเวลา 3 หรือ 24 ชม. แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลออก ลางดวย PBS เก็บเซลล
ดวย lysis buffer (20 mM Tris pH 7.4, 1 mM sodium ortho-vanadate, 0.5% SDS, protease 

inhibitors)  ปนแยก cell debris แลววัดปริมาณโปรตีนดวย BCA assay kit (Pierce)  ทําการแยกโปรตีน
ดวย polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  จากนั้นถายโปรตีนลงบน PVDF membrane  
หลังจากปองกัน non-specific binging ดวย 5% non-fat milk  ท้ิง membrane ใหทําปฏิกิริยากับ 

primary antibody (anti-NPC1L1, anti-ACAT2, Anti-ABCG5 หรือ anti-ABCG8) ท่ี 4 °C  เปนเวลา 1 
คืน จากนั้น ลางดวย 0.5% tween-PBS ประมาณ 2 ชั่วโมง กอนท้ิง membrane ใหทําปฏิกิริยากับ 
secondary antibody (horseradish peroxidase conjugated) 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวย 
0.5% tween-PBS ประมาณ 2 ชั่วโมง จากนั้น ตรวจสอบแถบโปรตีนดวย ECL chemiluminescence kit 
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6. การวิเคราะหทางสถิติ 
 
การทดลองท้ังหมดจะทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง ขอมูลท่ีไดจาก western blot จะนําไปหาความเขม

ของแถบโปรตีนแลวนํามาวิเคราะห โดยใชคาทางสถิติ ANOVA ในการประเมินความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
(p < 0.05) ระหวางกลุม treatment และกลุมควบคุม 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง (Results) 

 
ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล Caco-2 
  

การดูดซึมของโคเลสเตอรอล สามารถวัดไดโดยการประเมินระดับของโคเลสเตอรอลท่ีติดฉลากดวย

สารรังสี ([1α2α(n)-3H]cholesterol) ท่ีผานเขาไปในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง ซ่ึงตองเตรียมใหอยูในรูปของ 
cholesterol micelle และทําการคํานวณปริมาณสารรังสีตอความเขมขนของโปรตีนจาก cell 
homogenate  ในการศึกษานี้ ใช ezetimibe เปน positive control ของการทดลอง ซ่ึงเปนท่ีทราบกันดีวา 
ezetimibe มีฤทธิ์ในการไปยับยั้งการดูดซึมของโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส  ซ่ึงผลการทดลองนี้ พบวาการ
นําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไสเพาะเลี้ยงมีคาลดลงประมาณ 60 % หลังจากท่ีให ezetimibe ท่ีความเขมขน 
100 µM (รูปท่ี 3) ผูวิจัยไดทดสอบ ezetimibe ท่ีความเขมขนท่ีสูงข้ึน แตพบวาความสามารถในการยับยั้ง
โคเลสเตอรอลเขาเซลลไมเพ่ิมข้ึนมากนัก 
 
 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดพริกไทยดําท่ีความเขมขน 1, 10, 100 µg/ml พบวา5สารสกัด
พริกไทยดําสามารถยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลได (รูปท่ี 3)  โดยยับยั้งไดมากข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขน
สูงข้ึน (dose-dependent activity)  การทดสอบนี้ไมสามารถทําไดท่ีความเขมขนสูงท่ีกวา 100 µg/ml 
เนื่องจากขอจํากัดของการละลายสารสกัดพริกไทยดําในอาหารเลี้ยงเซลล  สําหรับการทดสอบไพเพอรีน ซ่ึงใน
ท่ีนี้ใชไพเพอรีนมาตรฐานท่ีไดมาจากบริษัท Sigma® โดยทดสอบท่ีความเขมขน 1, 10, 100 µM ซ่ึงเปนความ
เขมขนท่ีสอดคลองกับปริมาณของไพเพอรีนพบอยูในสารสกัดพริกไทยดํา (28.19% ไพเพอรีน) เพ่ือใหสามารถ
เปรียบเทียบกันได  ผลการทดลองพบวา ไพเพอรีนสามารถยับยั้งการนําเขาโคเลสเตอรอลเขาเซลล Caco-2 
ไดเชนเดียวกับสารสกัดพริกไทยดํา (รูปท่ี 3)  และแสดงผลข้ึนกับความเขมขนท่ีใช โดยแสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง
ไดใกลเคียงกับสารสกัดพริกไทยดํา 
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รูปท่ี 3 ผลของสารสกัดพริกไทยและไพเพอรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไสเพาะเล้ียง  
เลี้ยงเซลล Caco-2 ดวยโคเลสเตอรอลไมเซลล รวมกับในสภาวะท่ีมีหรือไมมี สารสกัดพริกไทยท่ี
ความเขมขน 1, 10, 1005T µg/ml หรือ 5 Tไพเพอรีน ท่ีความเขมขน 1, 10, 1005T µM 5T  5 Tหรือ 
ezetimibe 5T1005T µM เปนเวลา 3 ชั่วโมง  
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ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีนในเซลล Caco-2 
  
 มีโปรตีนหลายชนิดท่ีมีหนาท่ีเก่ียวของในกระบวนการดูดซึมของโคเลสเตอรอลท่ีลําไสเล็ก ซ่ึงไดแก
โปรตีน NPC1L1, ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  จากการศึกษากอนหนานี้ของคณะผูวิจัยพบวา สารสกัด
พริกไทยดําและไพเพอรีนมีฤทธิ์ลดการดูดซึมของโคเลสเตอรอลในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง  คณะผูวิจัยจึงมี
สมมุติฐานวา สารดังกลาวโดยเฉพาะไพเพอรีนอาจมีผลตอการแสดงออกของโปรตีนชนิดใดชนิดหนึ่งท่ี
เก่ียวของกับการควบคุมการดูดซึมของโคเลสเตอรอล และนําไปสูการลดลงของการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล 
เพ่ือทดสอบสมมุติฐานดังกลาว ทางผูวิจัยจึงทดสอบการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1, ABCG5, ABCG8 
และ ACAT2 ในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง 
 
 NPC1L1 เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส (cholesterol 
transporter) ในการทดลองชวงแรก เซลล Caco-2 จะถูกเลี้ยงดวยสารสกัดพริกไทยดํา (100 µg/ml) และไพ
เพอรีน (100 µM) ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีแสดงผลดีท่ีสุดในการยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล  และไดทํา
การเลี้ยงเซลลกับสารดังกลาวเปนเวลา 24 ชม. ซ่ึงเปนเวลาท่ีคาดวาเหมาะสมเพียงพอสําหรับการศึกษา
กระบวนการการแสดงออกของโปรตีน (protein expression) ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีตองการระยะเวลา  ใน
การวัดการแสดงออกของโปรตีน ในท่ีนี้ใชวิธี western blotting   
 
 การวัดระดับของ NPC1L1 นั้น ในชวงแรกของโครงการวิจัยไดทําการทดสอบในสวนของ whole 
cell lysate ซ่ึงผลการทดลองพบวา การแสดงออกของ NPC1L1 ไมมีการเปลี่ยนแปลงภายใตอิทธิพลของสาร
สกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม (รูปท่ี 4) ซ่ึงผลดังกลาวนี้ ผูวิจัยไดทําซํ้า
หลายครั้งและพบผลเชนเดิม  ทําใหผูวิจัยสันนิษฐานวา การแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 เม่ือวัดท้ังเซลล 
(whole cell) อาจไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงวาสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนอาจไมมีผลตอการควบคุม
การแสดงออกผานกระบวนการรบกวนการ transcription หรือ translation ของโปรตีน NPC1L1  เนื่องจาก 
NPC1L1 เปนโปรตีนท่ีอยูบนเยื่อหุมเซลล (cell membrane)  และมีรายงานวา NPC1L1 จะเคลื่อนท่ีจาก 
cell membrane เขาสู cytoplasm พรอมกับการขนสงโคเลสเตอรอล  ผูวิจัยจึงคาดวาสารสกัดพริกไทยดํา
และไพเพอรีนอาจมีผลตอการแสดงออกของ NPC1L1 ท่ีเยื่อหุมเซลลได 
 
 จากขอสันนิษฐานดังกลาว ผูวิจัยจึงทําการแยก cell membrane fraction และวัดการแสดงออก
ของ NPC1L1  ผลการทดลอง พบวาระดับของโปรตีน NPC1L1 ในสวน membrane fraction มีการลดลง
อยางมีนัยสําคัญเม่ือเลี้ยงเซลลดวยสารสกัดพริกไทยดําหรือไพเพอรีนนาน 24 ชม. (รูปท่ี 4)  โดยไมมีการ
เปลี่ยนแปลงใน whole cell lysate  จากผลการทดลองนี้ ผูวิจัยคาดวาสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนจะ
มีผลตอการควบคุมการเคลื่อนท่ีของ NPC1L1 ระหวาง cell membrane และ cytoplasm โดยอาจเพ่ิมการ 
internalization ของ NPC1L1 หรือลดการในระยะเวลาท่ีสั้นลง คือ 3 ชม. ซ่ึงเปนระยะเวลาเดียวกับการ
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล และเปนชวงเวลาท่ีสั้นเกินกวากระบวนการการ 
transcription หรือ translation ของโปรตีน NPC1L1 จะสมบูรณได  ผลการทดลองพบวา การแสดงออก
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ของโปรตีน NPC1L1 ไมไดแตกตางจากการเลี้ยงเซลล Caco-2 เปนเวลา  24 ชั่วโมง  ยกเวนไพเพอรีนท่ีการ
ลดลงของระดับ NPC1L1 ในสวน membrane fraction ไมชัดเจน เหมือนท่ีพบในสารสกัดพริกไทยดํา (รูปท่ี 
4)  จากผลการทดลองนี้เปนไปไดวาสารสกัดพริกไทยดํา (และไพเพอรีน) อาจสงเสริมใหมีการเคลื่อนท่ีของ
โปรตีน NPC1L1 จาก cell membrane เขาไปยังภายในเซลล ทําใหจํานวน NPC1L1 บน cell membrane
ลดลง ซ่ึงสงผลใหมีการลดลงของการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลได 
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รูปท่ี 4  การแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ใน whole cell lysate และ membrane 
fraction ในเซลล Caco-2   เลี้ยงเซลล Caco-2 ดวยสารสกัดพริกไทยดํา (100 µg/ml) และไพเพอ
รีน (100 µM) เปนเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง ระดับของ NPC1L1 ใน whole cell lysates และ cell 
membrane fraction ถูกวิเคราะหโดย immunoblotting (A) ความเขมของแถบโปรตีนถูกคํานวณ
เปน percentage of control (B) ขอมูลแสดงในรูปของ mean+SEM อยางนอย 3 การทดลอง คา 
* p<0.05 และ ** p<0.001 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 

 
 

NPC1L1   140  kDa 

Actin 42  kDa 

Whole cell 

Membrane 

1           2           3 

24 h 

1 Control 
2 Black pepper extract 
3 Piperine 

1           2           3 

3 h 

(A) 

** 

* 
* 

(B) 
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 นอกจากนี้ทางผูวิจัยยังศึกษาผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนตอการแสดงออกของโปรตีน 
ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  ACAT2 เปนโปรตีนท่ีมีความสําคัญตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส 
สวน ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนท่ีมีความเก่ียวของในการนําโคเลสเตอรอลออกจากเซลลลําไส 
(cholesterol efflux) ในการทดลองนี้ศึกษาเฉพาะในสวนของ whole cell lysate  ผลการทดลอง ดังแสดง
ในรูปท่ี 5 พบวา สารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนท้ัง 3 
ชนิด  เนื่องจาก ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนท่ีอยูบน cell membrane เชนเดียวกับ NPC1L1 การ
เปลี่ยนแปลงอาจพบท่ี cell membrane เชนกัน ซ่ึงอาจตองทําการศึกษาตอไป  อยางไรก็ตาม การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวา สารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมไดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของโปรตีน 
(protein expression) ของ ACAT2, ABCG5 และ ABCG8  เชนเดียวกับผลของ NPC1L1 
 

จากการศึกษานี้นําไปสูความเปนไปไดท่ี สารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมไดมีผลเก่ียวของกับการ
แสดงออกของโปรตีน (protein expression) ของ NPC1L1, ACAT2, ABCG5 และ ABCG8 เนื่องจากระดับ
ของโปรตีนทุกชนิดใน whole cell lysate ไมมีการเปลี่ยนแปลง  แตสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนอาจมี
บทบาทในการควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีนระหวาง cell membrane และ cytoplasm  โดยมีผลลด
จํานวนโปรตีน NPC1L1 (cholesterol transporter) บน cell membrane จึงสงผลใหเกิดการลดลงของการ
นําโคเลสเตอรอลเขาเซลล (cholesterol uptake) ได ดังนั้นกระบวนการดังกลาวนี้ อาจเปนกลไกการออก
ฤทธิ์ของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนในการลดระดับโคเลสเตอรอล (cholesterol lowering effect) ได 
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รูปท่ี 5  แสดงออกของโปรตีน ACAT2  ABCG5 และ ABCG8 ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง  เลี้ยง
เซลล Caco-2 ดวยสารสกัดพริกไทยดํา (100 µg/ml) และไพเพอรีน (100 µM) เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ปริมาณโปรตีนตางๆใน whole cell lysates ถูกวิเคราะหโดย immunoblotting (A) ความเขมของ
แถบโปรตีนถูกคํานวณเปน percentage of control (B) ขอมูลแสดงในรูปของ mean+SEM อยาง
นอย 3 การทดลอง  

 

 

Actin 42  kDa 

ABCG8  76  kDa 

1 2        3 

1 Control 

2 Piperine 100  uM 

3 Black pepper extract 100  ug /ml 

24 h 

ABCG5  72  kDa 

ACAT2  46  kDa 

Actin 42  kDa 

ABCG8  76  kDa 

1 2        3 

1 Control 

2 Piperine  

3 Black pepper extract  

24 h 

ABCG5  72  kDa 

ACAT2  46  kDa 

(B) 

(A) 
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บทที่ 4 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง (Discussion and Conclusion) 

 
ภาวะโคเลสเตอรอลในเลือดสูงเปนผลอันเนื่องมาจากความผิดปกติของการรักษาสมดุลของระดับ

โคเลสเตอรอล ซ่ึงเปนปจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคการหลอดเลือดแข็งตัว และโรคหลอดเลือดหัวใจ การใชยาลด
ระดับโคเลสเตอรอลสวนใหญแนะนําใหใชในผูปวยท่ีมีความเสี่ยงสูง สําหรับผูท่ีมีความเสี่ยงไมมากหรือมีระดับ
โคเลสเตอรอลท่ีไมสูงมากนัก มักจะไดรับคําแนะนําใหมีการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมการรับประทานอาหาร
รวมท้ังการออกกําลังกายซ่ึงจะสามารถชวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมดังกลาวในผูปวยบางรายไมสามารถทําใหบรรลุเปาหมายได ดังนั้น การใชผลิตภัณฑธรรมชาติท่ีมี
ฤทธิ์ในการลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการท่ีจะบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว 

 
จากการศึกษากอนหนานี้มีรายงานท่ีพบวาสารสกัดพริกไทยดําสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลใน

เลือดของหนูท่ีไดรับอาหารท่ีมีไขมันสูง (high-fat diet) (Vijayakumar et al., 2002)  สารสกัดพริกไทยดํายัง
สามารถยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาไปในเซลลลําไสเพาะเลี้ยงได (Duangjai et al., 2011)  นอกจากนี้มี
การศึกษาพบวาไพเพอรีนซ่ึงเปนสารสําคัญในพริกไทยดํา มีบทบาทในการยับยั้งการนําเขาของโคเลสเตอรอล
ได โดยสามารถลดระดับ cholesterol, low density lipoprotein (LDL) และ very low density 
lipoprotien (VLDL) ในเลือดของหนูท่ีไดรับอาหารท่ีมีไขมันสูงได (Vijayakumar et al., 2006)  ประกอบกับ
การศึกษาเบื้องตนของผูวิจัยท่ีพบวาความเขมขนของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีน สามารถลดการนํา
โคเลสตอรอลเขาเซลลลําไสเพาะเลี้ยงไดใกลเคียงกัน ดังนั้น จึงเปนไปไดวา ไพเพอรีนอาจจะเปนสารท่ีออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลล  เพ่ือคนหากลไกการออกฤทธิ์ท่ีอาจเชื่อมโยงไปถึงกลไกของ
สารสกัดจากพริกไทยดําในการลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด  ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงศึกษาผลของไพเพอรีน 
ควบคูไปกับสารสกัดพริกไทยดํา ในการศึกษานี้ไดใหขอมูลเก่ียวกับกลไกการออกฤทธิ์ท่ีอาจเปนไปไดของ ไพ
เพอรรีน และสารสกัดพริกไทยดํา ตอการควบคุมการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวของในการดูดชึม
โคเลสเตอรอล 

 
NPC1L1 เปน membrane bound protein ซ่ึงพบมากในสวนของสําไสเล็ก โปรตีนชนิดนี้มีบทบาท

ในการดูดซึมโคเลสเตอรอล (Altmann et al., 2004; Davis et al., 2004)  โดยทําหนาท่ีเปน cholesterol 
transporter  มีการศึกษาพบวา การดูดซึมโคเลสเตอรอลจากทางเดินอาหารของหนูทดลองท่ีไมมีโปรตีน 
NPC1L1 (NPC1L1-deficient) จะมีคาลดลง ผลดังกลาวนี้คลายกับ หนูปกติท่ีไดรับยาท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการดูดซึม
โคเลสเตอรอล ซ่ึงไดแก ezetimibe (Altmann et al., 2004)   ในหนูท่ีไมมีโปรตีน NPC1L1 นั้นจะไม
ตอบสนองตอการออกฤทธิ์ของยา ezetimibe แสดงใหเห็นวา NPC1L1 เปนเปาหมายในการออกฤทธิ์ (site 
of action) ของยา ezetimibe (Davis et al., 2004) 
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ผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้ ไดแสดงใหเห็นวา NPC1L1 อาจจะเปนเปาหมายของการออกฤทธิ์
ของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีน ท่ีสงผลใหมีการลดการดูดซึมโคเลสเตอรอล  โดยแสดงใหเห็นวาสาร
สกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนทําใหระดับหรือจํานวนของโปรตีน NPC1L1 ท่ีอยูบน cell membrane ของ
เซลลลําไสเพาะเลี้ยงลดลง ซ่ึงการลดลงนี้ไมเก่ียวของกับการยับยั้งแสดงออกโดยรวมของโปรตีน NPC1L1 
เนื่องจากระดับของโปรตีน NPC1L1 ใน whole cell lysate ไมพบมีการเปลี่ยนแปลง  ดังนั้น สารสกัด
พริกไทยดําและไพเพอรีน อาจทําใหมีการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 จาก cell membrane ไปสู 
cytoplasmic compartment เพ่ิมมากข้ึน  มีรายงานวิจัยแสดงใหเห็นวา โปรตีน NPC1L1 สามารถพบได
ท้ังงในสวนของ brush border membrane ของ enterocytes และ intracellular compartment 
(Davies et al., 2005)  นอกจากนี้ โปรตีน NPC1L1 สามารถเคลื่อนท่ีไปยัง cytoplasm ได โดยข้ึนอยูกับ
ระดับหรือความเขมขนของโคเลสเตอรอลภายนอกเซลล  ซ่ึงโคเลสเตอรอลจะถูกนําเขาไปในเซลลพรอมกับ 
NPC1L1 และกระบวนการนี้สามารถยับยั้งไดดวยยา ezetimibe (Ge et al., 2008; Yu et al., 2006)  จาก
ขอมูลและผลการวิจัยของโครงการวิจัยนี้  จึงอาจเปนไปไดท่ีสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนนาจะมีฤทธิ์
สงเสริมใหมีการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 เขาไปภายในเซลล (internalization) จึงทําใหมีจํานวนโปรตีน 
NPC1L1 บน cell membrane ลดลง สงผลใหมีการจํากัดในการนําโคเลสเตอรอลเขาสูเซลล 

 
ACAT2 เปนเอนไซมท่ีทําหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยา esterification ของโคเลสเตอรอลและกรดไขมัน 

ใหอยูในรูปของโคเลสเตอรอลเอสเทอร (cholesteryl esters)  เอนไซมนี้มีบทบาทสําคัญในการดูดซึมของ
โคเลสเตอรอลดวยเชนกัน  ในหนูทดลองท่ีไมมีเอนไซม ACAT2 จะมีความสามารถในการดูดซึมของ
โคเลสเตอรอลจํากัด  และหนูเหลานี้จะด้ือตอการใชอาหารไขมันสูงในการเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะไขมันในเลือด
สูง (hypercholesterolemia) (Buhman et al., 2000; Willner et al., 2003)   มีรายงานวาไพเพอรีนจาก
พริกไทยดํามีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ACAT ท้ังท่ีทดสอบใน liver microsomes ของหนูทดลอง 
และในเซลลตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) (Rho et al., 2007)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา ไพเพอรีนสามารถ
ยับยั้งการสะสมของไขมันใน macrophage ของหนูได โดยผานทางการยับยั้งการทํางานของ ACAT อีกดวย 
(Matsuda etal., 2008)  ในการศึกษาครั้งนี้ ACAT-2 จึงเปนเปาหมายหนึ่งของการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัด
พริกไทยดําและไพเพอรีน  แมวาผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้ จะแสดงใหเห็นวา สารสกัดพริกไทยดําและ
ไพเพอรีนไมไดมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน ACAT2 ในเซลลลําไสเพาะเลี้ยง แตก็อาจเปนไปไดวา สาร
ดังกลาวอาจมีผลตอการทํางานของเอนไซม ACAT ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจในการศึกษาตอไป 

 
นอกจากโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลแลว โปรตีนท่ีมีผลตอการนํา

โคเลสเตอรอลออกนอกเซลล (cholesterol efflux) ก็เปนอีกตัวแปรท่ีมีอิทธิพลตอการดูดซึมโคเลสเตอรอล 
โปรตีน ABCG5 และ ABCG8 เปนโปรตีนทมีบทบาทสําคัญในการสงเสริมใหมีการขับออก (efflux) ของ
โคเลสเตอรอล และสเตอรอลจากพืช (plant sterol)  โดยเหนี่ยวนําใหมีการขับออกจากภายในเซลลลําไสไป
ยังสวนของทอทางเดินอาหาร (lumen)  ซ่ึงสงผลใหมีการจํากัดในการดูดซึมโคเลสเตอรอล (Graf et al., 
2002)  มีรายงานการศึกษาพบวา หนูทดลองท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท้ังสองชนิดนี้มาก 
(overexpression ของ ABCG5 และ ABCG8) จะนําไปสูการเพ่ิมการขับออกของโคเลสเตอรอลในรูปของ 
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bile มากนึ้น และสงผลลดการดูดซึมโคเลสเตอรอลใน Caco-2 cells (Tachibana et al., 2007; Yu et al., 
2002)  จากการผลการทดลองในโครงการวิจัยนี้ พบวาสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนไมมีผลตอการ
แสดงออกของโปรตีนดังกลาว ดังนั้น ฤทธิ์ของสกัดพริกไทยดําและไพเพอรีนในการยังยั้บการนําโคเลสเตอรอล
เขาเซลลลําไส จึงไมนาจะเก่ียวของกับกลไกของ cholesterol efflux  อยางไรก็ตาม การทดสอบผลตอการ
แสดงออกนี้ เปนผลใน whole cell lysate จึงอาจเปนไมไดในทํานองเดียวกับ NPC1L1 ท่ีสกัดพริกไทยดํา
และไพเพอรีนอาจมีผลตอจํานวนหรือระดับของโปรตีน ABCG5 และ ABCG8 บน cell membrane ซ่ึงตอง
ทําการศึกษาตอไปในอนาคต 
 

โดยสรุปผลการทดลองพบวา หลังจากการเลี้ยงเซลลคาโก-ทู ดวยพริกไทยดําและไพเพอรีน ของการ
แสดงออกของโปรตีน ABCG5, ABCG8 และ ACAT2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง  ในสวนของเยื่อหุมเซลลของเซลล
คาโก-ทูเหลานี้ พบวามีการแสดงออกของโปรตีน NPC1L1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการขนสงโคเลสเตอรอลเขาเซลล 
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุม  ซ่ึงการลดลงของโปรตีน NPC1L1 นี้จะไมพบในสวนของ cell 
lysates  การท่ีโปรตีน NPC1L1 บนเยื่อหุมเซลลลดลงนั้น แสดงใหเห็นวา พริกไทยดําและไพเพอรีน อาจมี
ฤทธิ์ควบคุมการเคลื่อนท่ีของโปรตีน NPC1L1 ระหวางเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึมภายในเซลล  ผลของ
การแสดงออกของโปรตีนท่ีทําการทดสอบท่ีเปนผลมาจากจากพริกไทยดําและไพเพอรีนในการศึกษานี้มีความ
คลายคลึงกัน  ดังนั้น อาจเปนไปไดท่ีไพเพอรีนจะเปนสารสําคัญในพริกไทยดําท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการนํา
โคเลสเตอรอลเขาเซลลผานการควบคุมการเคลื่อนท่ีเขาเซลล (internalization) ของโปรตีน ซ่ึงมีหนาท่ีในการ
ขนสงโคเลสเตอรอล (cholesterol transporter) 
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1. การนําเสนอผลงานวิจัยในงานประชุมระดับชาติ 
รูปแบบ  การนําเสนอโปสเตอร 
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(โปสเตอรแนบทายภาคผนวก) 

 

2. เผยแพรบทความวิจัยในวารสารระดับชาติ 
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ภาคผนวก (Index) 
 
ตารางท่ี 1 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการมีชีวิตของเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
 

 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 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการนําโคเลสเตอรอลเขาเซลลลําไส
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 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน 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 แสดงความเขมของแถบโปรตีน NPC1L1 ในสวน whole cell lysate และ membrane 
fraction ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 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 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน 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 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน 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 ขอมูล-ผลของสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีนตอการแสดงออกของโปรตีน 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 แสดงความเขมของแถบโปรตีน ACAT2 ในสวน whole cell lysate ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 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 แสดงความเขมของแถบโปรตีน ABCG5 ในสวน whole cell lysate ในเซลลลําไสเพาะเล้ียง 
ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 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 แสดงความเขมของแถบโปรตีน ABCG8 ในสวน whole cell lysate ในเซลลลําไส
เพาะเล้ียง ท่ีใหสารสกัดพริกไทยดําและไพเพอรรีน เปนเวลา 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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