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บทคัดย่อ 

 

 สารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม (TAM) มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากมีงานวิจัยที่แสดง
ว่าพืชสมุนไพรมากมายที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ สามารถออกฤทธิ์ต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันร่วม
ด้วย งานวิจัยนี้ จึงศึกษาผลของ TAM ต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันทั้งแบบไม่จ าเพาะ (innate 
immunity) และแบบจ าเพาะ (acquired immunity) ในโมเดลของหนูเม้าส์  เซลล์ม้ามจากหนูเม้าส์ 
B6C3F1 ที่ได้รับสารสกัด TAM 0.1-10 µg/ml ใน in vitro ไม่มีการเปลี่ยนการเจริญและการแบ่งเซลล์ของ 
lymphocyte ในการตอบสนองต่อ T เซลล์ mitogen concanavalin A สารสกัดTAM 10 µg/ml สามารถ
ลดการตอบสนองต่อ allogeneic เซลล์ซึ่งเป็นเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ DBA/2 ในวิธีการทดสอบแบบ one-
way mixed lymphocyte reaction การศึกษาการใช้เซลล์เม็ดเลือดแดงแกะกระตุ้นเซลล์ม้าม เพ่ือให้สร้าง 
antibody ใน in vitro ด้วยวิธีทดสอบ Mishell Dutton พบว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม TAM ที่ 1 และ 5 
µg/ml สามารถเพ่ิมปริมาณเซลล์ที่สร้าง antibody (AFC) ต่อ culture ได้ร้อยละ 32 และ ร้อยละ 43 
ตามล าดับ (p< 0.05) หรือเมื่อแสดงค่าเป็น AFC ต่อ 1 ล้านเซลล์เท่ากัน   TAM ที่ 1 และ 5 µg/ml มีค่า 
AFC/106 เซลล์ เพิ่มข้ึนจากกลุ่มควบคุมร้อยละ 33.5 และ ร้อยละ 58 ตามล าดับ การศึกษาความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ใน in vitro พบว่า เซลล์มะเร็งสายพันธุ์มีความไวต่อสารสกัด TAM แตกต่างกัน 
นอกจากนั้น เซลล์สายพันธุ์ RAW264.7 ที่ได้รับ TAM 0.2-200 µg/ml ใน in vitro มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง 
nitric oxide (NO) ที่ถูกชักน าให้สร้างขึ้นโดย 10 µg/ml lipopolysaccharide (LPS) และ 10 ng/ml 
interferon-gamma (IFN-) โดยการยับยั้งเกิดได้สูงสุดถึงร้อยละ 68 (p< 0.01)  และการยับยั้งแปรผันตาม
ความเข้มข้นของสารสกัดที่ เ พ่ิมขึ้น  นอกจากนั้น  การกระตุ้นการสร้ าง  NO ด้วย 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate, LPS และ/หรือ IFN- ในเซลล์ macrophage ที่เตรียมได้จากช่อง
ท้องของหนูเม้าส์ B6C3F1 ที่ได้รับการปูอนทางปากด้วยสารสกัด TAM 100-500 mg/kg เป็นเวลา 14 วัน ก็
ถูกยับยั้งได้เช่นกัน โดยการยับยั้งขึ้นกับปริมาณสารสกัดที่ได้รับเข้าสู่ร่างกาย  ผลการศึกษาเบื้องต้นเกี่ยวกับ
ความเป็นพิษในหนูเม้าส์ B6C3F1 พบการลดน้ าหนักตัวชั่วคราวของกลุ่มที่ได้รับสารสกัด TAM สูงสุดที่ 
1,000 mg/kg โดยไม่แสดงความเป็นพิษอ่ืนใด รวมทั้งไม่มีการเปลี่ยนแปลงการท าหน้าที่ของ natural killer 
เซลล์   

โดยภาพรวม งานวิจัยนี้ชี้แนะว่าสารสกัด TAM มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันโดยกระทบต่อการสร้าง 
NO ของเซลล์ macrophage สูงสุด ดังนั้น งานวิจัยเกี่ยวกับกลไกการยับยั้งการสร้าง NO ของเซลล์ 
macrophage และ ประโยชน์ของ TAM ต่อการบรรเทาโรคต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง NO ในปริมาณที่
สูงเกินควร จึงควรค่าต่อการท าวิจัยต่อยอดในอนาคต  
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Abstract 

 

 The seed coat extract of Tamaridus indica Linn. (TAM) has been shown to have 
antioxidant properties.  As several medicinal plants possess antioxidant property also 
display immunomodulating activity, the present study explored the effects of TAM on both 
innate and acquired immunity in a murine model.  In vitro exposure of splenocytes from 
B6C3F1 mice to TAM at 0.1-10 µg/ml did not alter the lymphoproliferative response to T 
cell mitogen, concanavalin A.  At 10 µg/ml, TAM could significantly reduce the allogeneic 
reponse to DBA/2 splenocytes in a one-way mixed lymphocyte reaction.  The study of in 
vitro sensitization with sheep red blood cells for antibody production in the Mishell Dutton 
assay revealed that when compared to the corresponding vehicle controls, 1 and 5 µg/ml 
TAM significantly increased antibody forming cell (AFC)/culture by 32 % and 43%, 
respectively (p< 0.05), .  Exposure of TAM at 1 and 5 µg/ml also enhanced the AFC/106 
splenocytes by 33.5% and 58.0%, respectively.  In vitro cytotoxicity of TAM to six cancer 
cell lines showed selectivity towards some cancer cells.  Furthermore, In vitro exposure of 
RAW264.7 cells to 0.2-200 µg/ml significantly attenuated nitric oxide (NO) production, 

induced by 10 µg/ml lipopolysaccharide (LPS) and 10 ng/ml interferon-gamma (IFN-), as 
much as 68% in a concentration-dependent manner (p< 0.01)  TAM at the concentration 
range of 100-500 mg/kg also showed a dose dependent suppression of 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate, LPS and/or IFN--induced NO production in isolated 
peritoneal macrophages from B6C3F1 mice exposed to TAM via oral gavage for 14 days. 
The preliminary safety studies in B6C3F1 mice showed a transient decrease in body weight 
at only the highest dose (1000 mg/kg) without alteration of any general toxicities and 
natural killer cell activity.   

  Overall, the present studies suggest that the immunodmodulating effects of TAM is 
most pronounced in the suppression of NO production by macrophages.  Further studies 
to gain insight for inhibitory mechanisms and the beneficial roles of TAM on alleviation of 
diseases associated with overproduction of NO are worthwhile for investigation in the 
future. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

1.1  ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

ปัจจุบัน ประชาชนทั่วโลกไดต้ระหนักถึงคุณค่าของพืชสมุนไพร และน ามาประยุกต์ใช้ในด้าน
ส่งเสริมสุขภาพ ความงาม การปูองกัน หรือ การรักษาโรคภัยไข้เจ็บต่าง ๆ โดยอาจใช้ร่วม หรือ เสริมกับยา
แผนปัจจุบัน เช่นเดียวกับประเทศไทยที่รัฐบาลก็ได้เล็งเห็นถึงความส าคัญของพืชสมุนไพรไทย และได้
ส่งเสริมให้มีโครงการต่าง ๆ เพ่ือประยุกต์ใช้พืชสมุนไพรไทยให้เกิดประโยชน์สูงขึ้น  เช่นการส่งเสริมใช้พืช
สมุนไพรในโครงการสาธารณสุขมูลฐานของกระทรวงสาธารณสุข โครงการตามพระราชด าริสวนปุาสมุนไพร
ของพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวในรัชกาลที ่9 โครงการวิจัยด้านพืชสมุนไพรตามมหาวิทยาลัยและสถาบัน
ต่าง ๆที่เกิดขึ้นมากมาย เป็นต้น  

 มะขาม (Tamarindus indica Linn) เป็นพืชที่พบในประเทศไทย และคนไทยคุ้นเคยกับ
การน าเนื้อมะขามและใบอ่อนมาใช้เป็นเครื่องเทศส าหรับปรุงอาหาร และต าราแพทย์แผนไทยระบุสรรพคุณ
ในส่วนต่างๆ ของมะขามและใช้เป็นยารักษาโรคแตกต่างกัน เช่น ผลมีสรรพคุณช่วยในการย่อย บ ารุงเลือด 
ระบายและขับลม เมล็ดมีฤทธิ์ต้านอาการท้องร่วง ช่วยขับพยาธิและท าให้อาเจียน  ส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดช่วย
สมานแผลที่โดนไฟไหม้ได้ แม้ภูมิปัญญาของบรรพบุรุษไทยได้ใช้ประโยชน์จากมะขามในด้านต่าง ๆ มาช้า
นาน แต่ปัจจุบัน องค์ความรู้ ความเข้าใจและข้อมูลสนับสนุนทางวิทยาศาสตร์เกี่ยวกับสรรพคุณและกลไก
การออกฤทธิ์ของมะขามตามที่อ้างอิงในต าราแพทย์แผนไทยโบราณยังมีปริมาณจ ากัด (ศูนย์พันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ และ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ , 2541; 
คณะกรรมการสภาวิจัยแห่งชาติ, มหาวิทยาลัยขอนแก่น, สาขาวิทยาศาสตร์เคมีและเภสัช, สมาคมสมุนไพร
แห่งประเทศไทย และส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ, 2540) โดยเฉพาะส่วนเปลือกนอกหุ้มเมล็ด
มะขาม ซึ่งมกัเป็นส่วนเหลือทิ้งจากการรับประทานและจากอุตสาหกรรม หรืออาจถูกน ามาใช้ประโยชน์บ้าง
เป็นส่วนน้อย เช่น ในบางท้องถิ่นของประเทศไทยผสมผงบดจากเมล็ดมะขามในกาแฟโบราณ (Suttajit, 
1985; Sittikijyothin and Cherdwongchroensuk, 2011) งานวิจัยเกี่ยวกับมะขาม ที่มีอยู่ส่วนใหญ่มักจะ
เป็นการวิเคราะห์หาส่วนประกอบของสารเคมีในใบ เนื้อ เปลือกและเมล็ดมะขาม ส่วนการศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่มีพอสรุปได้ว่า มะขามสามารถต้านเชื้อแบคทีเรีย รา และไวรัสบางชนิด ยับยั้งเอนไซม์ 
polygalacturonase แต่ไม่มีผลต่อ protopectinase (Farnsworth and Bunyapraphatsara, 1992) มี
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รายงานการพบสาร proanthocyanidin (C4538016) ในเปลือกและแก่นต้นมะขาม ในบางประเทศ ใช้
เปลือกต้นมะขามในการรักษาโรคหอบหืด บ ารุงก าลัง และรักษาไข้  นอกจากนั้น สารสกัด ethanol และ
น้ าจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามมีฤทธิ์ปกปูองโรคไขข้ออักเสบ (arthritic) (Babaria et al., 2011) 
(http://www.modern natural.com /tamarindus_indicus.htm) Pumthong et al. (1999) ได้
วิเคราะห์สารสกัด ethanol จากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามด้วยวิธี thin layer chromatography และพบว่า
สาร flavonoids ในสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามเป็นสารกลุ่ม oligomeric proanthocyanidin 
complexes (OPCs) และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Tsuda et al. (1994) ที่
พบส่วนประกอบต่างๆ ในสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่นสูงเช่นกัน  

สาร OPCs เป็น metabolite ส าคัญที่พบในเปลือกต้นสน เมล็ดองุ่น และในเมล็ดพืชอ่ืน เช่นถั่ว 
pistachio OPCs ยังพบได้ท่ัวไปในผัก ผลไม้ และในดอก  สารกลุ่มนี้ถูกค้นพบโดย professor Jacques 
Masquelier ที่สกัดสารนี้จากเปลือกต้นสน (French Mmaritime pine bark) และจดสิทธิบัตรภายใต้ชื่อ
ทางการค้าว่า pycnogenols ในกล่มประเทศยุโรป และชื่อ MASQUELIER’S® ในประเทศสหรัฐอเมริกา 
และในวงการนิยมเรียกสารกลุ่มนี้ว่า OPC หรือ procyaniodolic oligomers (PCOs)  (Fine, 2000) มี
รายงานการวิจัยมากมายเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆของสารกลุ่ม OPCs หรือ proanthocyanidin ว่า
สามารถประยุกต์ใช้ในการบ าบัดหรือปูองกันการเกิดโรคต่าง ๆ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าไวตามิน C 
และไวตามิน E หลายสิบเท่า เพ่ิมความแข็งแกร่งและยืดหยุ่นให้ collagen ช่วยให้หลอดเลือดขยายตัว ไม่
เกิดการเกาะติดของเกร็ดเลือด (platelets) ช่วยปูองกันโรคหัวใจ และโรคไขข้ออักเสบ สามารถต้านเชื้อ
แบคทีเรีย ไวรัส ต้านมะเร็งและขบวนการส่งเสริมมะเร็ง บ าบัดอาการอักเสบ อาการโรคภูมิแพ้ กระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกัน  นอกจากนั้น การศึกษาทางคลินิกยังพบว่า OPCs ช่วยลดอาการของโรค attention 
deficit disorder และโรคสภาวะภูมิไวเกิน (hypersensitivity) (Fine, 2000; Bagchi et al., 2000; Ray, 
Kumar, and Bagchi, 1999; Dhanalakshmi et al.,  2003; Cos et al., 2003; Gentile et al., 2012)  
ณัฐฐาพร ดาลัย (2550) ได้สกัดสารจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามด้วย methanol และพบว่ามีปริมาณ 
condense tannins (proanthocyanidins) และฟีนอลิกสูงซึ่งสอดคล้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงของ
สารสกัด ข้อดีของ OPCs คือมีพิษต่อคนต่ า (Naturesmiracles.com, 2000)  Dr.  Bagchi และ คณะ
พบว่า GSPE สามารถปูองกันความเสียหายของเนื้อเยื่อในตับและไตโดยอนุมูลอิสระที่เกิดจากสารเคมี ลด
การสร้าง lipid peroxidation และลดการแตกหักของ DNA (DNA fragmentation) ในกระบวนการ 
apoptosis (Bagchi et al. 2000; Ray et al., 1999)  นอกจากนั้น การทดลองใน in vitro สารสกัดจาก
เมล็ดองุ่น GSPE มีฤทธิ์ท าลายเซลล์มะเร็งหลายชนิด ในขณะที่ส่งเสริมการเจริญของเซลล์ปกติ (Bagchi et 
al., 2002;  Ye et al., 1999)  

http://www.modern/
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องค์ความรู้ปัจจุบันชี้ชัดว่าอนุมูลอิสระมีผลกระทบต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น 
oxygen radicals ก่อให้เกิดการสูญเสียสภาวะความเป็นของไหล (fluidity) ของเยื่อหุ้มผิวเซลล์ในเม็ดเลือด
ขาว ท าให้เม็ดเลือดขาวท าหน้าที่ได้ไม่เหมือนปกติ ท าความเสียหายต่อ DNA อาจชักน าให้เกิดการกลาย
พันธุ์ หรือมีผลกระทบต่อการผลิตโปรตีนต่าง ๆ ซึ่งควบคุมการเจริญ (proliferation) ของเซลล์ในระบบ
ภูมิคุ้มกัน เป็นต้น (Bendich, 1999)  ในทางกลับกัน งานวิจัยพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระ หรือ ต้าน
ออกซิเดชัน (anti-oxidants) สามารถกระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น ß-carotene เพ่ิม
ความสามารถในการฆ่า natural killer cell (NK) และการเพ่ิมการหลั่ง tumor necrosis factor (เป็น 
cytokine ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ และกระตุ้น endothelial cell) ของ onocytes มีรายงานว่า
การขาด antioxidant ที่ส าคัญบางชนิด ลดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ delayed type 
hypersensitivity หรือท าให้ไวต่อการเกิดโรคติดเชื้อต่าง ๆ รวมทั้งก่อให้เกิดโรคที่เกี่ยวข้องกับการท างานที่
ผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น โรคภูมิต้านตนเอง (autoimmunity) โรคไขข้ออักเสบ (rheumatoid 
arthritis) และโรคพุ่มพวง หรือ โรคลูปัส (systemic lupus erythematosus) (Bendich, 1999) การ
รับประทาน vitamin E 200 mg ทุกวันเป็นระยะเวลา 3 เดือน ช่วยลดปัญหาการเกาะยึด (adherence) 
ของเซลล์ lymphocyte และกระตุ้นการเจริญและการแบ่งเซลล์ของ lymphocyte เพ่ือตอบสนองต่อ 
mitogen ซึ่งเป็นปัญหาในผู้สูงอายุ นอกจากนั้น การฉีด N-acetycystein ช่วยลดปัญหา adherence ของ 
lymphocyte และเพ่ิมการเคลื่อนไหวเพ่ือตอบสนองต่อสิ่งเร้า (chemotaxis) ในโมเดลของหนูเม้าส์ที่ถูก
ชักน าให้เกิด endotoxic shock ด้วย 100 mg/kg LPS (De la Fuene, 2000)  การได้รับ multivitamins 
ร่วมกับ selenium ช่วยชะลอระยะก้าวหน้า (progression) และการพัฒนาของโรค HIV/AIDS  และเพ่ิม
จ านวน CD4+T เซลล์ให้สูงขึ้นในผู้ปุวย สืบเนื่องจาก บทบาทของ antioxidative vitamins  B6, B12, C, 
E,  ß  carotene และโดยเฉพาะ vitamin A ที่มีความส าคัญต่อการท างานของเซลล์ภูมิคุ้มกันและจ าเป็น

ต่อการเจริญและการพัฒนาการ (differentiation) ของเซลล์เม็ดเลือดขาว (Singh and Pai, 2015) ดังนั้น 
จึงไม่เหนือความคาดหมายว่า สาร OPCs ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง จึงสามารถส่งเสริมการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกันได้ เช่น pcynogenol สามารถกระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน โดยการเพ่ิมการ
ท างานของ NK เพ่ิมการท างานของเม็ดเลือดขาว รักษาความสมดุลของ cytokines โดยควบคุมระดับ IL-1, 
IL-6 และ IL-10 และลดระดับของ histamine ที่ท าให้เกิดอาการภูมิแพ้ (Natural Heatlh Essential, 
2000; Chishier et al., 1996)  ปัจจุบัน สาร resveratrol ซึ่งเป็นสารกลุ่ม polyphenolic ในองุ่นถูก
น ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับยาแผนปัจจุบัน ในการรักษาโรค HIV/AIDS ผลการศึกษาทางคลินิกพบว่า 
resveratrol สามารถส่งเสริมประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของยา didanosine ได้ถงึ 200 เท่า โดยมีฤทธิ์ช่วย
ท าลาย Tat ซึ่งเป็นโปรตีนที่ HIV สร้างข้ึนเพื่อกระตุ้นโปรตีนอื่นที่ใช้ในการจ าลองตนเอง (replication) ของ
ไวรัส  ทั้งนี้ resveratrol โดยออกฤทธิ์ผ่านการกระตุ้น SIRT1 ที่มีฤทธิ์ท าลาย Tat (Lin et al., 2014; 
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Singhand Pai, 2015).สาร flavonoids เฉพาะชนิดในพืชสมุนไพรสามารถยับยั้ง enzymes หลายชนิดที่
เกี่ยวกับกระบวนการกระตุ้น (activation) เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน เช่น protein kinase C, protein 
tyrosine kinase, phospholipase A2 เป็นต้น และ flavonoids หลายชนิดมีฤทธิ์กระตุ้นการท างานของ
เซลล์ต่าง ๆ ในระบบภูมิคุ้มกัน เช่น B เซลล์, T เซลล,์ macrophages, neutrophils, basophils และ 
eosinophils เป็นต้น (Middleton, 1998; Janeway and Travers, 1996)   

จากการทบทวนวรรณกรรมเบื้องต้น สารกลุ่ม flavonoids เช่น OPCs หรือกลุ่มสารที่มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระได้ มีความส าคัญต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ดังนั้น เปลือกหุ้มเมล็ดมะขามที่มีสารกลุ่ม 
OPCs เป็นส่วนหนึ่งขององค์ประกอบ และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงจึงน่าจะมีฤทธิ์ทางระบบภูมิคุ้มกัน
เช่นกัน และควรค่าต่อการวิจัยยิ่งว่าสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามสามารถมีฤทธิ์ต่อการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกันทัดเทียมกับสารสกัดจากเมล็ดองุ่น GSPE หรือสารสกัดจากเปลือกต้นสน pycnogenol ที่มี
มูลค่าสูงทางการค้าหรือไม่ เนื่องจากสารกลุ่ม OPCs ในเปลือกเมล็ดมะขามอาจจะมีฤทธิ์เหมือน หรือ 

แตกต่างจากลุ่ม OPCs ที่สกัดได้จากเปลือกต้นสน หรือ เมล็ดองุ่น เพราะองค์ประกอบอ่ืนในเปลือกหุ้มเมล็ด
มะขามอาจจะมีปฎิกริยาระหว่างกัน (interaction) กับสาร OPCs ก่อให้เกิดการเสริม หรือ ต้านฤทธิ์ทางชี
ภาพของ OPCs เกิดขึ้น  ดังรายงานของ Suttajit et al. (1987) ที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสูตร
โครงสร้างและฤทธิ์ทางชีวภาพ (structure acitivty relationship) และรายงานว่า degree of 
polymerization, ชนิดของ linkage และ หมู่ side chain ในสูตรโครงสร้างของสารสามารถให้ฤทธิ์ที่
แตกต่างกันในการต้านเชื้อ HSV, HIV, เชื้อแบคทีเรีย ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ และการท างาน
ของระบบ complement ของภูมิคุ้มกันได้ นอกจากนั้น ปัจจุบัน แทบจะไม่มีงานวิจัยที่เกี่ยวกับเปลือกหุ้ม
เมล็ดมะขาม โดยเฉพาะฤทธิ์ต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน  ดังนั้น งานวิจัยนี้ จึงเสนอเพ่ือศึกษา
เบื้องต้นเกี่ยวกับผลของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามที่มีต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ือเป็นโครงการน า
ร่องให้ได้ข้อมูลประกอบการพิจารณาศักยภาพของการพัฒนาชุดโครงการวิจัยศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ
เปลือกหุ้มเมล็ดมะขามในด้านต่าง ๆ เพ่ือการพัฒนาให้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพจากพืชสมุนไพรไทยให้มี
มูลค่าเพ่ิมทางเศรษาฐกิจอันสอดคล้องกับนโยบายส่งเสริมพืชสมุนไพรไทยของรัฐบาลไทย 

1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย เพ่ือศึกษาเบื้องต้นผลของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อ: 

1. การตอบสนองด้านเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกัน 
2. การตอบสนองด้านสารน้ าของระบบภูมิคุ้มกัน 
3. ฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อเซลล์สายพันธุ์ชนิดต่าง ๆ  
4. การยับยั้งการสร้าง nitric oxide ของเซลล์ macrophge 
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1.3  ขอบเขตของการวิจัย 

 งานวิจัยนี้จ ากัดการทดลองการศึกษาผลของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามใน in vitro ต่อ
การตอบสนองแบบจ าเพาะด้านเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกัน (cellular specific immunity) โดยวัดการ
ตอบสนองของเซลล์ม้าม (splenocytes) ของหนูเม้าส์ ต่อ allogeneic cell ใน mixed lymphocyte 
response  ส าหรับการตอบสนองแบบจ าเพาะด้านสารน้ า (humoral immunity) เลือก Mishell Dutton 
assay เพ่ือวัดผลของสารสกัดต่อการสร้าง antibody ที่มีความจ าเพาะต่อเซลล์เม็ดเลือดแดงแกะ (sheep 
red blood cell antigen)  ส าหรับการวัดผลของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อการตอบสนอง
แบบไม่จ าเพาะที่มีมาแต่ก าเนิด (innate immunity) เลือกการทดสอบ mitogenesis assay ใน in vitro 
และความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ ใน in vitro ใน direct cytotoxicity test รวมทั้ง
ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดใน in vivo ต่อ natural killer cell activity นอกจากนั้น ยังศึกษาฤทธิ์เบื้องต้นใน
การต้านการอักเสบโดยยับยั้งการสร้าง nitric oxide ทั้งในโมเดล in vitro และ in vivo โดยโมเดล in 

vitro เลือกใช้เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ RAW264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และ mouse IFN-  เป็นสารกระตุ้น
ให้เกิดการสังเคราะห์ NO  ส าหรับ in vivo โมเดล เลือกสาร tumor promoter TPA เป็นตัวกระตุ้นเซลล์ 
macrophage จากช่องท้องของหนูเม้าส์ B6C3F1 ที่ได้รับการปูอนทางปากด้วยสารสกัดจากเปลือกหุ้ม
เมล็ดมะขามเป็นเวลา 14 วัน 

1.4  ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 

1. ไดข้้อมูลฤทธิ์เบื้องต้นต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจงด้านเซลล์และด้าน
สารน้ าของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม 

2. ได้ข้อมูลฤทธิ์เบื้องต้นของฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดท่ีเกี่ยวข้องกับความเป็นพิษโดยตรง และ
การท างานชอง natural killer cell ซึ่งเป็นภูมิคุ้มกันที่มีแต่ก าเนิด 

3. ได้ข้อมูลเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยการยับยั้งการสร้างสารสื่อกลางอักเสบ nitric oxide 
ที่สร้างโดยเซลล์ macrophage ซึ่งเป็นเซลล์ส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการอักเสบที่เป็นสาเหตุ หรือ เกี่ยวข้องกับพยาธิสภาพของโรคเรื้อรังหลายชนิด  

4. ข้อมูลเกี่ยวกับการทดสอบต่าง ๆ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในเชิงเภสัชวิทยา หรือเพ่ือพัฒนา
เปลือกหุ้มเมล็ดมะขามให้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพต่อไปในอนาคตในงานวิจัยต่อยอดต่าง ๆ 

5. ไดข้้อมูลเชิงวิทยาศาสตร์ในการสนับสนุนและส่งเสริมการใช้มะขามของประชากรไทยที่ใช้
มะขามเป็นเครื่องเทศหรือยารักษาโรคต่างๆ เป็นการสนับสนุนและส่งเสริมองค์ความรู้ หรือ 
ภูมิปัญญาของบรรพบุรุษไทย 
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บทท่ี 2 

การวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  มะขามและสรรพคุณทางแพทย์แผนไทย 

 มะขาม (Tamarindus indica Linn) เป็นพืชในวงศ์ Leguminosae (Fabaceae) ไม้ยืนต้น
ขนาดใหญ่ สูง 15-25 เมตรและมีขนาดรอบต้นไม้ 7 เมตร (รูปที่ 2.1) มีชื่อท้องถิ่น มะขามไทย (ภาคกลาง) 
ขาม (ภาคใต้) ตะลูบ (นครราชสีมา) ม่วงโคล้ง (กาญจนบุรี) และอ าเปียล (เขมร-สุรินทร์) จัดเป็นพืชตระกูล
ถั่ว (Legumminosae หรือ Fabaceae) อยู่ในวงศ์ Leguminosae มะขามมีดอกช่อออกที่ซอกใบและ
ปลายกิ่ง กลีบดอกสีเหลือง ลายสีม่วงแดง ผลเป็นฝัก มีเนื้อหุ้มเมล็ด สีน้ าตาล หวานฉ่ า (ยุวดี จอมพิทักษ์, 
2539; พร้อมจิต ศรลัมพ์และคณะ, 2539) พบในประเทศแถบร้อนชื้น โดยเฉพาะประเทศอินเดียและ
ประเทศไทย เกือบทุกส่วนของมะขามสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ มะขามมีคุณค่าทั้งทางด้านสารอาหาร
และใช้เป็นยารักษาโรค (De Caluwé et al., 2010) ส าหรับคนไทยซึ่งใช้ประโยชน์จากส่วนต่างๆ ของ
มะขามมาช้านานและถือว่ามะขามมีสรรพคุณมากมาย ต าราแพทย์แผนไทยโบราณใช้ส่วนต่าง ๆ ของ
มะขามเป็นยารักษาโรคแตกต่างกันดังนี้ ส่วนเนื้อ หรือที่เรียกว่ามะขามเปียก ใช้เป็นยาระบาย ยาแก้ไอ ยา
ละลายขับระดู บ ารุงโลหิต แก้อาการท้องผูก โลหิตไหลในช่องคลอด บวมเป็นหนอง แมลงกัดต่อย แก้ไข้ 
และขับลม ส่วนรากและเปลือกใช้สมานแผล รักษาโรคติดเชื้อจาก herpes simplex virus ส่วนเปลือกยัง
ใช้เป็นยาสมานคุมธาตุ และรักษาโรคแผลเปื่อยในปาก สมานแผลพุพอง ลดการเกิดพิษและรักษาโรคบิด 
แก่นใช้ขับเสมหะ เพ่ิมการไหลเวียนของระบบโลหิต รักษาความผิดปกติของระดู หนองในมดลูก และ
กามโรคต่าง ๆ เมล็ดใช้เป็นยาฆ่าพยาธิไส้เดือน แก้ท้องเดิน อาเจียน และเป็นยาบ ารุงก าลัง ใบและยอดอ่อน 
ใช้ในการอาบอบสมุนไพร เพ่ิมการไหลเวียนของระดู ช่วยขับเสมหะ รักษาอาการไอและหวัด แก้โรคท้องร่วง 
นอกจากนั้น ส่วนเปลือกและรากยังใช้เป็นยาขับเหงื่อ ขับลม และรักษาโรคบิด (ยุวดี จอมพิทักษ์, 2539; 
พร้อมจิต ศรลัมพ์และคณะ, 2539; จินดาพร  ภูริพัฒนาวงษ ์ 2556; ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการ
สื่อสาร, 2556; หน่วยบริการฐานข้อมูลสมุนไพร, 2556; Farnsworth and Bunyapraphatsara, 1992; 
Kuru, 2014) ในบางประเทศใช้มะขามบรรเทาอาการเจ็บคอ รักษาโรคมาลาเรีย รักษาบาดแผลและการ
บวมเนื่องจากการอักเสบ และรักษาโรคเบาหวาน  (De Caluwé et al., 2010)    
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acetylsalicylic acid และยังมีความสามารถระงับปวดเมื่อทดลองในโมเดลที่ใช้วิธีทางกายภาพ สารเคมี 
และความร้อนในการชักน าให้เกิดความเจ็บปวด (Landi Librandi et al., 2007; Kuru, 2014) โดยฤทธิ์
ต้านการอักเสบคล้ายคลึงกับ diclofenac ที่เกิดผ่านกลไกการยับยั้งการสร้าง NO และ prostaglandins 
(Bhadoriya et al., 2012) ทั้งนี้ ความสามารถต้านอาการอักเสบและบรรเทาอาการเจ็บปวด 
(antinociceptive effect) น่าจะเกี่ยวข้องกับ polyphenols และ flavonoid ในสารสกัด และ
ความสามารถของมะขามที่ช่วยรักษาเสถียรภาพของเยื่อหุ้มผิวของ lysosome ซึ่งถ้าเกิดการเสียหาย 
เอนไซม์ phospholipase A2 ที่เยื่อหุ้มผิว จะก่อให้เกิดสารที่เกี่ยวกับการอักเสบเกิดขึ้นผ่านการ 
hydrolysis ของ phospholipids (Kuru, 2014)  สารสกัดจากเมล็ดมะขามมีฤทธิ์ต้านเบาหวานโดยมีผล
ต่อ insulin โดยช่วยปูองกัน pancreatic ß cell ช่วยควบคุมระดับน้ าตาลในเลือด และฟ้ืนฟูความเสียหา
ยาของเนื้อเยื่อตับอ่อน (Maiti et al., 2004) นอกจากนั้น มีรายงานว่ามะขามสามารถต้านจุลินทรีย์ทั้ ง
แบคทีเรีย รา และปรสิตต่าง ๆ โดยสารสกัดจากใบมะขามสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดยยับยั้ง
เชื้อ Burkholderia pseudomallei, Klebsiella pneumoniae, Salmonella paratyphi, Bacillus 
subtilis, Salmonella typhi, Escherichia coli และ Staphylococcus aureus (Choudhury and 
Sengupta, 1970; Havinga et al., 2010; Bhadoriya et al., 2011; De Caluw et al., 2010; 
Escalona-Arranz, 2010; Djeussi et al., 2013; Kuru, 2014) ทั้งนี้ มีรายงานว่าความสามารถต้าน
แบคทีเรียของมะขามมีความเก่ียวข้องกับปริมาณของ lupeol ในสารสกัด (Al-Fatimi et al., 2007) 

ส่วนงานวิจัยนี้ สนใจเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามเพราะเป็นส่วนเหลือทิ้งจากการรับประทานและยังมี
การศึกษาวิจัยเพื่อน ามาใช้ประโยชน์ไม่มากนัก อย่างไรก็ดี ในบางท้องถิ่นของประเทศไทยได้มีการน าผงบด
จากเมล็ดมะขามมาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยผสมกับกาแฟโบราณ  ส าหรับประเทศอินโดนีเซียใช้เป็นยา
สมานแผลหรือเป็นยาห้ามเลือด (De Caluwé et al., 2010)  Pumthong (1999) ได้ศึกษาองค์ประกอบ
ของสารสกัด ethanol จากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม พบว่าประกอบด้วยสารกลุ่ม phenolics ในปริมาณสูง 
โดยเฉพาะกลุ่มสาร oligomeric proanthocyanidin complexes (OPCs) และแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
อย่างดียิ่งด้วยการท าลายอนุมูลอิสระชนิด peroxyl, hydroxyl และ superoxide anions เมื่อท าการ
ทดลองใน in vitro นอกจากนี้ยังแสดงผลปกปูอง lipid peroxidation และความเสียหายอันสืบเนื่องจาก
สภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ในเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดง  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Tsuda et al. (1994) ที่พบว่าสารสกัด ethanol และ ethyl acetate ที่เตรียมจากเปลือกหุ้มเมล็ด
มะขามมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คนไทยนิยมใช้ทั้งมะขามดิบและแห้งหรือเรียกอีกอย่างว่ามะขามสุกเป็น
เครื่องเทศประกอบอาหาร โดยเฉพาะมะขามหวานซึ่งเป็นมะขามสุกที่ชาวไทยนิยมบริโภค ดังนั้นจึงมี
งานวิจัยค้นหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากมะขามทั้ง 2 ชนิดนี้  Siddhuraju (2007) พบว่าเปลือกหุ้มเมล็ด
มะขามดิบและแห้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใน linoleic acid emulsion system โดยมีฤทธิ์ต่ ากว่า 
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butylated-hydroxy-anisole (BHA) แต่สูงกว่า ascorbic acid งานวิจัยของ Sittikijyothin และ 
Cherdwongchroensuk (2011) เปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัด ethanol จากเปลือกหุ้ม
เมล็ดมะขามแห้งระหว่างมะขามเปรี้ยวและมะขามหวาน พบว่ามะขามเปรี้ยวมีปริมาณ phenolic และ
ยับยั้ง DPPH radical (DPPH•) สูงกว่าสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามหวาน นอกจากนั้น การศึกษา
ความเป็นพิษของสารสกัด methanol จากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามบ่งชี้ว่าสารประกอบ polyphenol หลัก 
ได้แก่ procyanidin dimer และ procyanidin trimer มีความปลอดภัยต่อหนู ไม่เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชั่น และเพ่ิมระดับเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระต่าง ๆ ในตับ คือเอนไซม์ glutathione 
peroxidase, heme oxygenase และ glutathione S-transferase  สารสกัดยังมีฤทธิ์ปูองกันการเกิด
มะเร็งตับในระยะเริ่มต้น โดยยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ตับที่ผิดปกติและส่งเสริมเอนไซม์ก าจัดสารพิษ
ในตับ (รวิวรรณ วงศ์ภูมิชัย 2554) งานวิจัยนี้สอดคล้องกับการทดลองของ ณัฐฐาพร ดาลัย  (2550) ซึ่งสกัด
สารจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามคั่วด้วย methanol และพบว่ามีปริมาณ condense tannins 
(proanthocyanidins) และ phenolics สูง  รวมทั้งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย นอกจากนั้น สารสกัดจาก
เปลือกหุ้มเมล็ดมะขามยังมีฤทธิ์ต้านการปวดตามข้อ (antiarthritic)  โดย Babaria et al. (2011) ท าการ
ทดลองให้สารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามที่สกัดด้วย ethanol และ น้ ากับหนู rat พบว่าว่าสารสกัดทั้ง 
2 ชนิดสามารถยับยั้งการบวมของอุ้งเท้าหนู (paw edema) ที่ชักน าโดย Freud’s complete adjuvant  

2.3  ระบบภูมิคุ้มกันและการทดสอบสารที่มีฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกัน 

ระบบภูมิคุ้มกันเป็นระบบการท างานที่ซับซ้อน แต่มีความเป็นระเบียบสูง เซลล์ชนิดต่าง ๆของ
ระบบภูมิคุ้มกันท างานร่วมกันอย่างมีระบบ เซลล์แต่ละชนิดท าหน้าที่แตกต่างกัน ท างานร่วมกันและควบคุม
ซึ่งกันและกันในการตอบสนองต่อจุลินทรีย์หรือสิ่งแปลกปลอมต่าง ๆ และรักษาความสมดุลภายในร่างกาย 
(homeostasis) โดยการสื่อสารระหว่างเซลล์ผ่านตัวรับรู้ที่ผิวเซลล์ (surface cell receptor)  และ/หรือ
ผ่านสารน้ าที่เซลล์สร้างข้ึน เช่น cytokines และ lymphokines ชนิดต่าง ๆ (Roitt et al., 1996; Murphy 
et al., 2008)  ตัวอย่างเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน ได้แก่ T lymphocytes, B lymphocytes, 
macrophages, dendritic cells, natural killer cells และ polymorphonuclear granulocytes ชนิด
ต่าง ๆ คือ basophils, neutrophils และ eosinophils  ตัวอย่างสารน้ าในระบบภูมิคุ้มกันได้แก่ 
antibody ที่สร้างโดย plasma cells ซึ่งพัฒนาจาก B lymphocytes, ระบบ complement proteins 
ซึ่งประกอบด้วยโปรตีน 30 กว่าชนิดท างานร่วมกันอย่างเป็นลูกโซ่ (cascade), interferon, chemokines 
และ cytokines  ชนิดต่าง ๆ เป็นต้น  (Roit et al., 1998; Murphy et al., 2008)    

การศึกษาสารที่มีฤทธิ์ต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันอาจตรวจสอบผลของสารต่อการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันทั้งแบบไม่จ าเพาะ (nonspecific immunity) ซึ่งเป็นภูมิคุ้มกันที่มีแต่ก าเนิด 
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(innate immunity) และแบบจ าเพาะ (specific immunity) ซึ่งเป็นภูมิคุ้มกันที่ต้องผ่านการเรียนรู้และ
จดจ า ซึ่งจัดเป็น acquired immunity โดยทั่วไป การประเมินผลของสารต่อการท างานของระบบ
ภูมิคุ้มกันสามารถทดสอบด้วยการได้รับสารในหลอดทดลอง (in vitro) หรือ ในร่างกายของสัตว์ทดลอง (in 
vivo) และการวัดผลการทดลองอาจวัดผลการท างาน หรือ การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในหลอด
ทดลอง หรือ ในร่างกายสัตว์ทดลอง หรือน าเซลล์ออกจากสัตว์ทดลองที่ได้รับสารตามระยะเวลาที่ก าหนด 
เพ่ือวัดการตอบสนองในหลอดทดลองก็ได้ แล้วแต่วิธีการทดสอบที่เลือกใช้ ตัวอย่างวิธีการทดสอบมาตรฐาน
ที่ส าคัญในด้านพิษวิทยาระบบภูมิคุ้มกันได้แก่ การวัดการสร้าง antibody ด้วยวิธี plaque forming cell 
assay หรือวิธี ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) เพ่ือศึกษาผลกระทบของสารต่อการ
ท างานของ B lymphocytes ในการตอบสนองแบบสารน้ า (humoral immunity) หรือใช้วิธี ELISPOT 
(Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay) ที่สามารถประยุกต์ใช้วัดปริมาณของ antibody และ 
cytokines ต่าง ๆ  ตลอดจนวัดปริมาณของ cytotoxic T lymphocyte ที่ถูกกระตุ้นด้วย antigen 
จ าเพาะ  ส าหรับการวัดผลกระทบของสารต่อการตอบสนองด้านเซลล์ (cellular immunity) ได้แก่ 
cytotoxic T cell assay, mitogenesis assay, mixed lymphocyte response  และ delayed type 
hypersensitivity  การวัดการตอบสนองแบบไม่จ าเพาะด้าน innate immunity ได้แก่การทดสอบ 
phagocytosis, antigen processing และ presentation และการสร้าง nitric oxide ในเซลล์ 
macrophage รวมทั้งการทดสอบ natural killer cell activtiy การวัดภูมิต้านทานโดยรวมในร่างกายต่อ
เชื้อโรค หรือต่อการเกิดมะเร็งอันสืบเนื่องจากสารพิษหรือสารเคมีใช้วิธี host resistance studies  หรือ
วัดผลกระทบต่อการควบคุมการท างานขององค์ประกอบในระบบภูมิคุ้มกันโดยวัดปริมาณ lymphokines  
หรือการแสดงออกของ genesต่าง ๆ  ที่เกี่ยวข้องกับ lymphokines (Burns et al., 2001; Burleson et 
al., 1955a และ 1955b ) 

เนื่องจากระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายเป็นระบบที่สลับซับซ้อนดังกล่าว พืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต่อ
ระบบภูมิคุ้มกันอาจมีอิทธิพลต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ หรือแบบจ าเพาะ โดย
อาจท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่อจ านวน หรือระดับการท างานของเซลล์ต่าง ๆ ของระบบภูมิคุ้มกัน เช่นมี
ผลต่อ T เซลล์, B เซลล์, macrophage, natural killer cell หรืออาจมีผลต่อระบบ complement 
proteins หรือมีผลต่อการหลั่งของสารที่ติดต่อและควบคุมการท างานร่วมกันระหว่างเซลล์ในระบบ
ภูมิคุ้มกัน เช่น lymphokines ชนิดต่าง ๆ นอกจากนั้น พิชสมุนไพรอาจเปลี่ยนแปลงความสามารถในการ
ต้านทานเชื้อโรคต่าง ๆ เช่น กระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยต้านการเกิดมะเร็ง ต้านเชื้อไวรัส 
แบคทีเรีย หรือโรคติดเชื้ออ่ืน ๆ สารสกัดจากพืชสมุนไพร ก็คล้ายกับสารเคมีหลากชนิดที่อาจมีผลกระทบ
ต่อการท าหน้าที่ของเซลล์ หรือสารน้ าชนิดต่าง ๆ ในระบบภูมิคุ้มกันเพียงชนิดเดียว หรือหลายชนิดพร้อม
กัน ดังนั้น การตรวจสอบว่าสารสกัดพิชสมุนไพร สามารถส่งผลต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันหรือไม่ จึง
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ยากที่จะใช้วิธีการทดสอบเพียงชนิดเดียว  แต่ควรใช้วิธีการทดสอบหลายชนิดร่วมกันเป็นล าดับชั้น (tier 
approach) ตามหลักการทดสอบมาตรฐานสากลที่พัฒนาโดย US National Toxicology Program 
(Luster et al., 1988, 1992, 1993) โดยใช้การทดสอบในเบื้องต้น เรียกว่า tier I เป็นการทดสอบว่าสารมี
ผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้มกันหรือไม่ และถ้ามีผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้มกัน จึงท าการทดสอบในขั้นต่อไป 
คือ tier II เพ่ือศึกษาว่า เซลล์ หรือ สารน้ าชนิดใดในระบบภูมิคุ้มกันเป็นเปูาหมายของกลไกการออกฤทธิ์
ของสารชนิดนั้น ตารางที่ 1 และ 2 แสดงตัวอย่างการทดสอบที่ใช้ในการประเมินผลกระทบของสารต่อ
ระบบภูมิคุ้มกันในระยะ tier I และ tier II ตามล าดับ    

 

ตารางท่ี 2.1  แสดงการคัดกรอง (screen) สารที่มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันโดยใช้ การทดสอบ Tier I*  
 
Parameter วิธีทดสอบ 

 
 

Immunopathology 

- การตรวจสอบทาง hematology: complete blood และ 
differential count 
-  ข้อมูลทั่วไปทางพิษวิทยา: น้ าหนักตัว น้ าหนักม้าม thymus 

ตับ ไต  รวมทั้งการตรวจ histophathology ของอวัยวะต่าง ๆ ที่
เกี่ยวข้องกับอวัยวะของภูมิคุ้มกันเหล่านี้ 

 
Humoral-mediated immunity 

การตอบสนองต่อ mitogen ของ B เซลล์ เช่น LPS  หรือ F(ab)2  
การวัดการตอบสนองของ primary antibody เช่น การนับ
จ านวน plaque ของ IgM  antibody forming cells ต่อ T-
dependent antigen (เม็ดเลือดแดงแกะ) ปริมาณ IgM ในซีรั่ม 

 
Cell-mediated immunity 

การตอบสนองต่อ mitogen ของ T เซลล์ เช่น concanavalin A 
และ mixed lymphocyte response ต่อ allogeneic 
lymphocytes, local lymph node assay 

Nonspecific immunity Natural killer cell activity 
*ดัดแปลงจาก Luster et al., 1988, 1992 
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ตารางท่ี 2.2  แสดงการคัดกรอง (screen) สารที่มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันโดยใช้ การทดสอบ Tier II* 
 
Parameter วิธีทดสอบ 

 
Immunopathology 

การนับจ านวน และ subsets ของ T และ B เซลล์  การท า 
immunocytochemistry ของ lymphoid tissue การนับชนิด
และปริมาณของเซลล์ในไขกระดูก 

Humoral-mediated immunity การวัดการตอบสนองของ secondary antibody (IgG) ต่อเม็ด
เลือดแดงแกะ  

 
Cell-mediated immunity 

การวัดความสามารถในการฆ่าของ cytotoxic T เซลล์ การวัด 
delayed type hypersensitivity, mouse ear swelling test 
(MEST), guinea pig maximization test 

 
 
Nonspecific immunity 

การวัดการท างานของ macrophage ต่าง ๆ เช่น in vitro 
phagocytosis ของ covasphere ที่ติดฉลากด้วย fluorescent, 
การฆ่า Listeria monocytogenes หรือการท าลายเซลล์มะเร็ง 
ของ macrophage ในสภาวะปกติ หรือเมื่อถูกกระตุ้นโดย 
macrophage activating factor (MAF)  

 
 
 
 
Host resistance studies 

- โมเดลของแบคทีเรีย: Listeria monocytogenes  (ดูการตาย
ของสัตว์ทดลองหรือความสามารถของสัตว์ทดลองในการก าจัด
แบคทีเรีย) และ Streptococuus  sp. (ดูการตายของ
สัตว์ทดลองเท่านั้น) 
- โมเดลของไวรัส: influenza (ดูการตายของสัตว์ทดลอง) 
- โมเดลของปรสิต เช่น Plasmodium yoelii หรือ Trichinella 

spiralis (นับปริมาณตัวอ่อนของปรสิตในกล้ามเนื้อ และการถูก
ขับออก (expulsion) ของปรสิต 
โมเดลของ syngeneic tumor: PYB6 sarcoma (ดูการเกิด
มะเร็งในต าแหน่งที่ปลูกถ่าย), B16F10 melanoma (ดูการเกิด
มะเร็งที่ลุกลาม หรือเกิด metastasizeไปที่ปอด) 

*ดัดแปลงจาก Luster et al., 1988, 1992 
 

2.4  การศึกษาฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกันของมะขาม 

ปัจจุบัน รายงานวิจัยที่สนับสนุนว่ามะขามสามารถออกฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกันยังมีปริมาณจ ากัด  
สารสกัดจากเปลือกมะขาม (bark extract) มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของ Salmonella typhi ได้
บางส่วน และช่วยกระตุ้นการเจริญของ  lymphocyte ในสภาวะที่มี และ ไม่มี mitogen 
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phytohemagglutinin รายงานนี้จึงสนับสนุนความนิยมในการใช้เปลือกมะขามเพ่ือรักษาโรคมาลาเรีย 
เนื่องจากมีฤทธิ์กระตุ้นการเจริญของเซลล์ภูมิคุ้มกันจ าเพาะ lymphocyte และยังช่วยท าลายปรสิตใน
กระแสเลือด (parasitemia) โดยงานวิจัยชี้แนะว่า tannin ในมะขามสามารถฆ่าปรสิตได้โดยจับกับโปรตีน
อิสระในช่องของกระเพาะและล าไส้ (gastrointestinal canal) ของปรสิต หรือ glycoproteins ที่ผิวนอก
ของเซลล์ (Nguta and Mbaria, 2013) polysaccharide ที่สกัดจากมะขามสามารถกระตุ้นการกลืนกิน
ของ phagocytes ยับยั้งการเคลื่อนที่ของ leukocyte ใน leukocyte migration inhibition test และ
ยับยั้งขบวนการ proliferation ของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน (Sreelekha et al., 1993)   สารสกัดจาก
เมล็ดมะขามช่วยบรรเทาพิษเฉียบพลันต่อไต (nephrotoxicity) และการเกิดเซลล์มะเร็งที่เยื่อบุผิวไต 
(renal cell carcinoma) ในโมเดลที่ชักน าโดย N-diethylnitrosamine และ ferric nitrilotriacetate ซึ่ง
กลไกการออกฤทธิ์น่าจะเกี่ยวข้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด ที่ช่วยลด oxidative damage ที่มี
ผลต่อการเกิดมะเร็งได้ ทั้งนี้กลุ่มสารประกอบ polyphenols ในสารสกัดจากเมล็ดมะขามประกอบด้วย 2-
hydroxybenzoate, 3,4-dihydroxyphenylacetate, (-) epicatechin, tannin, anthocyanidine และ 
oligomeric proanthocyanidins ที่สามารถชักน า antioxidant enzymes และยับยั้งวิถีทางของ
สัญญาณภายในเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของโรคมะเร็ง (cancer related signaling pathways) 
(Vargas-Olvera et al., 2012) Paula et al., 2009 รายงานว่า สารกลุ่ม polyphenol ในสารสกัดจากผล
และเมล็ดของมะขามมีผลควบคุมเซลล์เม็ดเลือดขาว neutrophil นอกจากนั้น มะขามยังช่วยบรรเทา
อาการของโรคภูมิแพ้ โดยช่วยบรรเทาอาการหอบหืด (asthma) และอาการไอโดยมีฤทธิ์ต้าน histamine 
ซึ่งเป็นหนึ่งในสารสื่อกลางส าคัญที่ก่อให้เกิดอาการภูมิแพ้  มีฤทธิ์ปรับสมดุลภายในร่างกาย (adaptogenic) 
และช่วยรักษาความเสถียรของ mast cell (mast cell stabilizing effect) ไม่ให้เกิดการหลั่งสารก่อภูมิแพ้
ออกจากเซลล์ (Bhadoriya et al., 2011)  ส่วนการศึกษาผลของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อระบบภูมิคุ้มกัน
เท่าที่สืบค้นมามีเพียงรายงานวิจัยที่ระบุว่า polyphenol ที่สกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามสามารถลด
สภาวะความเครียดจากความร้อนในไก่เนื้อ (Gallus domesicus) โดยกลุ่มที่เลี้ยงภายใต้ความร้อน 
อุณหภูมิ 38oC และได้รับสารสกัด 400 mg/kg ในอาหาร มีปริมาณของ lymphocyte และ basophil 
เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ปริมาณของ heterophil และ monocyte มีค่าลดลง นอกจากนั้น สารสกัดจากเปลือก
หุ้มเมล็ดมะขามมีคุณสมบัติคล้าย antibiotics สามารถเพ่ิมค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัวของไก่เนื้อต่อวัน และยัง
สามารถลดสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ (Aengwanich et al., 2009a, b; Aengwanich and Suttajit, 
2010)  

การแสวงหาสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่สามารถควบคุมการท างานของระบบภูมิคุ้ มกันมี
ความส าคัญยิ่ง เนื่องจากปัจจุบัน วงการแพทย์ได้ตระหนักถึงศักยภาพและความส าคัญของการรักษาโรค
ด้วยการกระตุ้น หรือ ควบคุมการท างานของระบบภูมิคุ้มกันของผู้ปุวยการแพทย์สมัยใหม่เลือกใช้พืช
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สมุนไพรเพื่อรักษา หรือ ใช้เป็นอาหารเสริมร่วมกับยาแผนปัจจุบัน (Yoshida et al., 1988; วีณา จิรัจฉริยา
กูล, 2541) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษา โดยเฉพาะโรคที่มักมีปัญหาการดื้อยา ผลข้างเคียงจากการใช้
ยาเป็นระยะเวลานาน (Goldstein et al., 1974; Brunton et al., 2006) การรักษาโรคมะเร็ง และโรคที่มี
สาเหตุจากไวรัส รวมทั้งโรค AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) ที่ปัจจุบัน ยังไม่มียา 
หรือ วิธีการรักษาใดท่ีดีเพียงพอ เมื่อเทียบกับความสามารถในการกระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกันใน
ผู้ปุวยเอง (Janeway and Travers, 1996; Roitt et al., 1996; Stites and Terr, 1991) งานวิจัยนี้สนใจ
ศึกษาผลของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ือต้องการเพ่ิมมูลค่าเพ่ิมให้กับส่วน
ของมะขามซี่งปกติเหลือทิ้ง หรือใช้ประโยชน์ได้เพียงเล็กน้อย เมื่อเทียบกับส่ วนผลซึ่งเป็นที่นิยมในหมู่
ผู้บริโภคอยู่แล้ว และจากการทบทวนวรรณกรรมเบื้องต้น พบว่าเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูงทั้งใน in vitro และ in vivo และมีรายงานต้านการอักเสบในสัตว์ทดลอง นอกจากนั้น เปลือกหุ้ม
เมล็ดมะขามมีกลุ่มสาร polyphenolics สูง และประกอบด้วยสารกลุ่ม OPCs ซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย 
รวมทั้งความสามารถในการส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกัน (Fine, 2000; Bagchi et al., 2000; Masquelier, 
2000) แม้เคยมีรายงานเกี่ยวกับผลของมะขามต่อระบบภูมิคุ้มกันมาก่อน แต่ก็เป็นการศึกษาสารสกัดจาก
เมล็ด หรือ จากผล ไม่ใช่จากเปลือกหุ้มเมล็ด งานวิจัยเกี่ยวกับผลของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันมีเพียงรายงานเกี่ยวกับผลต่อปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดต่าง ๆ ในไก่เนื้อ (Aengwanich et 
al., 2009a) และยังไม่มีการศึกษาผลของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อระบบภูมิคุ้มกันด้วยวิธีทดสอบที่ประเมิน
ทั้งภูมิคุ้มกันที่มีแต่ก าเนิดใน innate immunity และ ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะที่ต้องผ่านการกระตุ้นล่วงหน้า
ใน acquired immunity ตามวิธีทดสอบมาตรฐานสากลที่พัฒนาโดย US National Toxicology 
Program (Luster et al., 1988, 1992, 1993)  ดังนั้น โครงการวิจัยนี้จึงศึกษาเบื้องต้นเกี่ยวกับฤทธิ์ของ
สารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามที่มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันทั้ง innate และ acquired immunity รวมทั้ง
ตรวจสอบผลของสารสกัดต่อความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์หลากหลายชนิด และตรวจสอบผลของ
สารสกัดต่อการสังเคราะห์ NO ซึ่งเป็นสารสื่อกลางเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบที่สังเคราะห์โดยเซลล์ 
macrophage ในสภาวะที่ถูกกระตุ้น (activated macrophage) 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

3.1  สารเคมี น้ า และ วัสดุที่ใช้ในการวิจัย 

3.1.1 สารเคมี 

Acetone (Sigma) 

Anti-Asialo GM1 (Wako Chemicals) 

Bacto-Agar (Becton Dickinson) 

Con A: Concanavalin A (Pharmacia) 

Corn oil (Sigma) 

DEAE dextran (Sigma) 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco BRL) 

DMSO (dimethyl sulfoxide) (Sigma) 

EBSS (Earle’s balanced salt solution) (Gibco BRL) 

Ethanol (Sigma) 

FCS: Fetal calf serum (Gibco BRL) 

Glutamine (Sigma) 

Guinea pig complement (Life Technologies)   

[3H]-thymidine (1 mCi/ml) (ICN) 

Hepes buffer (Gibco BRL) 

IFN- (interferon gamma) (Research Diagnostics) 

Mercaptoethanol (Sigmal) 
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LPS: Lipopolysaccharide: Escherichia coli serotype 0111: B4 (Sigma) 

Mitomycin C (Sigma) 

MTT: [3(4,5-dimethylthiazol 2 –yl) 2, 5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma) 

Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL) 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute (Gibco BRL) 

TPA (12-o-tetradecanolyphorbol-13-acetate) (Sigma) 

Vitamin C (ascorbic acid) (Sigma) 

ZAPOGLOBIN lytic reagent (Coulter Corporation) 

3.1.2  น้ า  

น้ าที่ใช้ในงานเพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งหมดเป็น ultra pure water ที่ได้จากการผ่าน ionizied-
double distilled water ในเครื่องกรองน้ า nanopure  (Barnsted)  

3.1.3 วัสดุปลอดเชื้อส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

15 ml  และ 50 ml conical tubes (Sarstedt) 

24 well and 48 well plate (flat bottom) (Costar)  

5 ml snap cap culture tubes (Falcon) 

60 x15 mm petri plates (Falcon)  

96 well flat and U bottom plate (Nunc) 

Acrodisc 2.5 ml (0.2 µm; Gelman) 

Cell scraper (SPL Life Science Inc.) 

Culture flasks ขนาด 25 และ 75 cm2 (Nunc) 

Glass pipettes (1, 5, 10, 25 ml) (Pyrex) 

Haemocytometer และ cover slip (Fisher Scientific) 
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Pasteur piptettes (Fisher Scientific) 

Sterile filter unit ขนาด 1000 ml (0.2 µm, Gelman) 

วัสดุอื่น ๆ 

12 x75 mm glass test tubes (Pyrex) 

Cover slip ขนาด 40x50 mm, ขนาด  22x22 mm, หนา 0.1-0.7 mm (Fisher) 

Petri dish ขนาด 30x100 mm (ไม่ต้องปลอดเชื้อ)  

Single frosted end slide (25.4x72 mm) (Fisher) 

Slide (25.4x72 mm) (Fisher) 

ถุงมือ ผ้าปิดจมูก  เสื้อและหมวกเพ่ือใช้ในอาคารสัตว์ทดลอง 

อาหารหนูเม้าส์ (เบอร์ 082, ซีพี) 

3.2  เครื่องมือและอุปกรณ์การวิจัย 

8, 12 Multichannel pipettes (Gibco) 

Autoclave (Hirayama) 

Biohazard safety carbinet class II (Holton) 

CO2 incubator (SHEL LAB) 

Compound microscope (Ziess) 

Coulter counter (Beckman) 

ELISA plate reader (Biorad) 

FACScan Flow cytometry (Becton Dickinson) 

Hot air oven (Gallenkamp) 

Inverted microscope (Nikon) 

Liquid nitrogen tank (Thermo Scientific) 
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Micropipettes ขนาด 10, 20, 200, 1000 และ 5000 µl (Pipetman, Gilson) 

pH meter (Metrohm) 

Stirrer และ hot plate (IKA®) 

UV-Vis spectrophotometer (Perkin Elmer) 

Water bath (SHEL LAB) 

เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง และ 2 ต าแหน่ง (Mettler) 

เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะ (SORVALL) 

กรงเลี้ยงหนูแบบมีฝาซึ่งบุ Hepa filter  เพ่ือให้ปลอดเชื้อ 

ตู้เย็น (Sharp) 

ตู้แช่แข็ง (-20oC), (-80o C) (Whirpool) 

อุปกรณ์ผ่าตัดขนาดเล็ก 

3.3  สถานที่ท าการวิจัย 

ทุกการทดลองที่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) กระท าในตู้ปลอดเชื้อ 
(Biohazard laminar flow hood class II) ใช้วัสดุและอุปกรณ์ต่าง ๆ ที่ปลอดเชื้อ และใช้เทคนิคปลอด
เชื้อ  ส่วนความเข้มข้นของสารต่าง ๆ ที่ระบุในการทดลองเกี่ยวกับเซลล์เป็นความเข้มข้นสุดท้ายของสารใน 
culture การบ่มเซลล์กระท าในตู้บ่มที่มีอุณหภูมิ 37oC และ 5% CO2  การทดลองอ่ืนๆที่ไม่เกี่ยวข้องกับการ
เพาะเลี้ยงเซลล์กระท าในห้องปฏิบัติการพิษวิทยา ผลการทดลองที่แสดงทุกการทดลองเป็นตัวแทนของการ
ทดลองแบบเดียวกันอย่างน้อย 2-3 ซ้ า  ทั้งห้องเพาะเลี้ยงเซลล์และห้องปฎิบัติการพิษวิทยาอยู่ที่อาคาร
เฉลิมพระเกียรติ 80 พรรษา มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ส่วนการทดลองเกี่ยวก้บ NK cell assay และ
การทดลองที่ต้องใช้สารกัมมันตภาพรังสีกระท าในห้องปฎิบัติการพิษวิทยาระบบภูมิคุ้มกันที่  National 
Institute for Occupational Safety and Health, Morgantown, West Virginia และที่ 
Immunotoxicology Laboratory, Medical College of Virginia, Virginia Commonwealth 
University, Richmond ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.4  วิธีด าเนินการวิจัย 

ในโครงการวิจัยนี้ ตรวจสอบผลของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบ
เซลล์ ในภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะโดยใช้  mitogenesis assay และ natural killer cell (NK) assay และ
วัดผลต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบเซลล์ในภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะโดยใช้วิธีทดสอบ mixed lymphocyte 
response  ส าหรับการตรวจสอบผลต่อการตอบสนองแบบจ าเพาะด้านสารน้ า (humoral immunity) 
เลือก Mishell Dutton assay  ตรวจสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งเบื้องต้นด้วยการใช้ in vitro direct 
cytotoxicity test ต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้ MTT assay และ ศึกษาฤทธิ์เบื้องต้นในการต้าน
การอักเสบผ่านการยับยั้งการสร้าง nitric oxide โดยใช้ทั้ง in vitro และ in vivo โมเดล  

3.4.1 สารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม 

สารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม (TAM) ที่ใช้ในโครงการวิจัยนี้ ได้รับความอนุเคราะห์จาก
ศาสตราจารย์ ดร. ไมตรี สุทธจิตต์ ที่เตรียมโดยการสกัดผงบดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามแห้งใน  50% 
acetone ด้วยเครื่อง soxlet ตามด้วยการระเหยแห้ง เพ่ือให้เข้มข้นด้วยการใช้ rotary evaporator  น า
สารสกัดเข้มข้นแช่แข็งที่ -80o C เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 16 ชม. ก่อนท าให้แห้งเป็นผงในขณะเย็นจนแข็ง
ด้วยเครื่อง lyophilizer เก็บสารสกัดที่ได้เป็นผงแห้งไว้ที่ -20o C เพ่ือน าไปทดลองต่อไป  สารสกัด TAM ที่
ได้ถูกตรวจสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระชนิด 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

radical (DPPH•) ใน DPPH assay (Saha et al., 2004) และ FRAP (ferric reducing/antioxidant 

power) assay (Benzie and Strain, 1996) ก่อนจัดส่งมาให้ใช้ในโครงการวิจัยนี้  

การทดลองใน cell mitogeneiss assay, MLR และ Mishell Dutton assay เตรียม
สารละลาย TAM 10 mg/ml โดยชั่ง TAM 0.02 กรัม ละลายใน 2 ml dimethyl sulfoxide (DMSO) 
และเจือจางด้วย RPMI complete media ให้ได้ความเข้มข้นของสารตามที่ต้องการ ส าหรับการทดสอบ
ฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อเซลล์สายพันธุ์ต่าง ๆ และในการทดลอง in vivo ละลาย TAM ใน 10% DMSO ใน 
sterile complete media  

3.4.2.  สัตว์ทดลอง 

เนื่องจากหนูเม้าส์เพศผู้ เมื่อเลี้ยงร่วมกรงเดียวกัน มักเกิดปัญหาการต่อสู้  ท าให้เกิด
ความเครียดซึ่งสามารถส่งผลกระทบต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันได้  โครงการวิจัยนี้จึงเลือกศึกษา
เฉพาะในหนูเม้าส์เพศเมีย  หนูเม้าส์ (B6C3F1 และ DBA/2) เพศเมีย อายุ 6-8 สัปดาห์ ถูกเลี้ยงที่อาคาร
สัตว์ทดลอง เป็นระยะเวลา 1-2 สัปดาห์เป็นอย่างต่ า  เพ่ือปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมใหม่ 
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(acclimatization)  ก่อนน ามาใช้ในงานทดลอง  หนู ถูกเลี้ยงในกรงพลาสติคขนาด  7.5 X 11.5 X 5 นิ้ว  
ที่ปูด้วยขี้กบ (ห้างหุ้นส่วนจ ากัดอ๊ีดไม้พาเหรด) ปลอดเชื้อ (อุณหภูมิ 121oC   20 นาที)  และใช้ที่ปิดด้วยฝา
ซึ่งมีกระดาษกรองชนิด hepa filter  โดยมีหนู 4 ตัวต่อ 1 กรง  หนูได้รับน้ าและอาหารตามความต้องการ  
(ad libitum) ในห้องสัตว์ทดลองที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 1oC และไฟปิดเปิดอัตโนมัติทุก 12 ชม ตามเวลา

กลางวันและกลางคืน   กรงหนู และอาหารจะได้รับการเปลี่ยนใหม่ทุก  2 วัน 

3.4.3  เซลล์สายพันธุ์ (Cell Lines) 

เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ในคนต่าง ๆ ที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่  เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร 
(human gastric adenocarcinoma) AGS, เซลล์มะเร็งผิวหนัง (human epidermal keratinocyte) 
HaCat, เซลล์มะเร็งทรวงอก (human mammary adenocarcinoma) MCF-7, เซลล์มะเร็งปอด 
(human lung carcinoma) A427 และเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ของหนูเม้าส์ คือ เซลล์มะเร็งผิวหนังที่สร้าง
เม็ดสี (murine melanoma) B16F10, เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (murine lymphocytic leukemia 
cell) L1210, เซลล์มะเร็งแมคโครฟาจสายพันธุ์ RAW264.7 gamma NO (-) สั่งซื้อจาก American Type 
Culture Collection (Bethesda, MD)   

3.4.4  การเพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์ 

อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ (complete media) คือ RPMI-1640 ที่ประกอบด้วย 2 mM 
glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 1.5 g/L ของ sodium carbonate, 10% heat-inactivated 
fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin และ 100 µg/mL streptomycin หรือในบาง
การศึกษา ใช้ 50 µg/ml gentamicin แทน penicillin และ streptomycin การบ่มเซลล์กระท าในตู้บ่ม 
(incubator) ภายใต้สภาวะ 37°C, 5% CO2  และเลี้ยงเซลล์จนกระทั่งเซลล์เจริญเติบโตคลุมพ้ืนที่ผิวใน 
culture flask (confluence) ประมาณ 80-90% ทุกครั้งก่อนถ่ายเซลล์ไปเลี้ยงต่อ (passage cell) ใน 
culture flask ใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ หรือเพ่ือน าเซลล์ไปใช้ในการทดลองต่าง ๆ 

3.4.5  การtrypsinize เซลล์ที่เกาะยึดพื้นที่ผิว  

ในกรณีที่เซลล์สายพันธุ์เป็นชนิดเกาะยึดพื้นที่ผิว (adherent cell) เมื่อปริมาณเซลล์เจริญคลุม
พ้ืนที่ผิวเพาะเลี้ยงใน culture flask ตามต้องการ ประมาณ 80-90%  สามารถเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการ 
trypsinize เซลล์เพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากพ้ืนที่ผิวเกาะยึดใน flak ที่ใช้เพาะเลี้ยง ดังมีรายละเอียดของ
ขั้นตอนต่าง ๆ ดังนี้คือ 

1. Pipette RPMI media ออกจากเซลล์ที่อยู่ใน culture flask 
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2. ล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วย PBS 

3. Trypsinize เซลล์ออกด้วยการใช้สารละลาย trypsin (0.25% trypsin 1 mM EDTA 
ใน 0.85% NaCl) โดยใช้ปริมาตรของสารละลาย trypsin ให้น้อยที่สุด แต่สามารถคลุมพ้ืนที่ผิวทั้งหมดของ
เซลล์ ซึ่งกระท าโดยขยับ flask ไปมาอย่างนิ่มนวลให้ trypsin ไหลคลุมผิวเซลล์ให้ทั่ว 

4. บ่มเซลล์ร่วมกับ trypsin ที่ตู้บ่ม 37 oC 5% CO2 เป็นระยะเวลาประมาณ 5-10 นาที  
ในระหว่างการบ่ม น าเซลล์ออกมาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (invert microscope) เป็น
ระยะเพ่ือดูว่าเซลล์ได้หลุดออกจากพ้ืนที่ผิวเกาะยึดหมดแล้วหรือไม่ ทั้งนี้สามารถเคาะ flask เบา ๆ และ
หมั่นกลิ้ง trypsin ให้คลุมพ้ืนที่ผิวให้ทั่ว flask เพ่ือช่วยให้เซลล์หลุดง่ายขึ้น  ระยะเวลาของการบ่มเซลล์กับ 
trypsin ควรใช้ระยะเวลาให้สั้นที่สุดเท่าที่จะกระท าได้ ในกรณีของเซลล์ RAW264.7 จะค่อนข้าง trysinize 
ออกยาก ในบางครั้งอาจใช้เวลานานกว่า 10 นาที แต่ไม่ควรใช้เวลามากกว่า 15 นาที เพราะ trypsin เป็น 
protease  ถ้าสัมผัสกับเซลล์นานเกิน จะเป็นพิษต่อเซลล์ 

5. เมื่อเซลล์หลุดออกจากพ้ืนที่ผิวเรียบร้อย รีบท าการต้านฤทธิ์ (neutralize) ของ 
trypsin ด้วยการใส่ complete RPMI media ซึ่งม ี10% FCS 

6. ท าการปั่นเหวี่ยงเซลล์ที่ 1,500 rpm เป็นระยะเวลา 10 นาท ี

7. ล้างเซลล์ 1 ครั้งด้วย PBS 

8. Resuspend เซลล์ใน media ที่ต้องการใช้ในการทดลอง   

3.4.6  การเตรียมเซลล์ภูมิคุ้มกันจากม้าม 

การเตรียมเซลล์เดี่ยว ๆ (single cell suspension) ของ lymphocytes จากม้ามของหนู
เม้าส์มีข้ันตอนดังนี้คือ 

1. กระท าการุณยฆาต (sacrifice) หนู 1 กลุ่ม (ประมาณ 3-4 ตัว)  ด้วยวิธีการหักกระดูก
ต้นคอ (cervical dislocation) 

2. น าม้าม (spleen) ของหนูแต่ละตัวออกด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ ซึ่งกระท าโดยสเปรย์ 
alchohol ที่ต าแหน่งของม้าม ก่อนผ่าเอาม้ามออกด้วยกรรไกร และปากคีบปลอดเชื้อ น าม้ามทั้งหมดใส่ใน  
centrifuge tube ขนาด 15 ml ซึ่งบรรจุ Earle’s balanced salt solution (EBSS) (ภาคผนวก) ที่แช่
เย็นไว้ที่ 4oC (ใช้ EBSS 3 ml ต่อ 1 ม้าม) 
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3.4.7  การประเมินปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (Cell Viability) 

วิธีการประเมินปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตในโครงการวิจัยนี้ใช้ 3 วิธีคือการใช้สีย้อม trypan blue 
exclusion ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน ใช้กันมาแต่ดั้งเดิม  หรือใช้สีย้อม propdium iodide ซึ่งทั้ง 2 วิธี อาศัย
หลักการว่า คุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ที่ไม่มีชีวิต จะไม่สามารถปูองกันการผ่านของสีเข้าสู่เซลล์ 
ท าให้สีย้อมติดเฉพาะเซลล์ที่ตาย  ส่วนอีกวิธีหนึ่งที่ใช้ในการประเมินคือ MTT assay ที่ไม่ได้วัดการตายของ
เซลล์โดยตรง แต่เป็นการวัด metabolic activity ของเซลล์  โดยอาศัยหลักการว่า เซลล์ที่ไม่มีชีวิต จะ
สูญเสีย metabolic activity รายละเอียดของหลักการและวิธีการทดสอบของแต่ละวิธีมีดังนี้คือ  

A.  Trypan blue exclusion 

การประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยการใช้สี trypan blue  อาศัยหลักการว่า สี 
trypan blue ไม่สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีชีวิตได้ ดังนั้น เมื่อส่องดูเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สามารถ
นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต และเซลล์ตายได้ เพราะเซลล์ที่มีชีวิตจะใส ย้อมไม่ติดสีของ trypan blue  เฉพาะ
เซลล์ที่ไม่มีชีวิตเท่านั้นที่ย้อมติดสีน้ าเงินของ trypan blue  การประเมินความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์
ม้าม หรือ เซลล์สายพันธุ์ต่าง ๆ ด้วยวิธีการย้อมสีด้วย trypan blue มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. หลังจากบ่มเซลล์ด้วยสารสกัด ล้างสารสกัดออกจากเซลล์ 3 ครั้งด้วย PBS  

2. ย้อมเซลล์ด้วย 0.4% (w/v) trypan blue (เตรียมใน PBS) โดยใช้อัตราส่วนเซลล ์
ต่อ trypan blue 1:1 (v/v)   เช่นน า single cell suspension 100 µl ใส่ในหลอดทดลอง และใส่ 100 
µl  0.4% trypan blue เป็นต้น 

3. Pipet เซลล์ที่ผสมอยู่กับสี trypan blue ลงไปในช่องของ haemocytometer 
ส าหรับนับเซลล์และปิดด้วย cover glass 

4. นับเซลล์ที่มีชีวิต (เซลล์มีลักษณะใสเพราะไม่ติดสีน้ าเงิน) และเซลล์ที่ไม่มีชีวิต (เซลล์
ติดสีน้ าเงิน) ใน haemocytometer ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์แบบพื้นสว่าง (light microscope)  

5. ค านวณเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่มีชีวิตโดยใช้สมการ: 

เปอร์เซ็นต์เซลล์ที่มีชีวิต   
จ านวนเซลล์ทั้งหมด จ านวนเซลล์ที่ตาย

จ านวนเซลล์ทั้งหมด
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B. Propidium iodide staining 

หลักการของการทดสอบคือ propidium iodide (PI) เป็นโมเลกุลเรืองแสง 
(fluorescent molecule) ที่ไม่สามารถซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ที่มีชีวิตได้ เฉพาะเซลล์ซึ่งมีเยื่อหุ้ม
เซลล์ที่เสียหาย ซึ่งอาจเป็นเซลล์ซี่งก าลังตาย หรือเซลล์ที่ตายแล้วเท่านั้น ที่ยอมให้ PI ผ่านเข้าสู่เซลล์ เมื่อ
เข้าสู่เซลล์ PI ซึ่งเป็น intercalating agent จะแทรกตัว (intercalate) เข้าไปในระหว่าง base pair ของ 
double stranded DNA สี PI มี excited wavelengths 400-600 nm และ emission wavelength 
ระหว่าง 600-700 nm จึงท าให้สามารถตรวจวัดปริมาณเซลล์ที่ตายซึ่ง DNA ย้อมติดสีเรืองแสงของ PI  
ด้วยการใช้ flow cytometry หรือกล้องจุลทรรศน์ fluorescence (Crowley et al., 2016) วิธีการย้อมสี 
PI ด าเนินตามวิธีการของ Düchler และ Stepnik (2008) ที่ดัดแปลงเล็กน้อย ดังมีรายละเอียดของขั้นตอน
ดังนี้  

1. หลังจากท่ีบ่มเซลล์ด้วยสารสกัด ล้างสารสกัดออกจากเซลล์ด้วย PBS 3 ครั้ง 

2. ย้ายเซลล์ที่อยู่ใน PBS ลงไปใน 5 ml ของ flow-tube  

3. ปั่นเหวี่ยงเซลล์ที่อยู่ใน flow-tube เท PBS ออก ล้างเซลล์ด้วย stining buffer (PBS 
ที่มี 1% BSA และ 0.1% sodium azide) และย้อมเซลล์โดยใส่ 100 µl ของ PI solution (1 mg/ml 
stock solution ที่เจือจาง 1:200 ด้วย staining buffer ) บ่มเซลล์ร่วมกับ PI ในที่มืด (ห่อ culture plate 
ด้วย Aluminium foil) เป็นเวลา 10 นาท ี

4. หลังจากนั้นล้างเซลล์ด้วย staining buffer 1 ครั้ง และ resuspend เซลล์ใน 100 µl 
staining buffer และย้ายเซลล์สู่หลอดทดลองที่มี 500 µl staining buffer 

5.  วิเคราะห์ % การติดสีย้อม PI โดยการใช้ BD FACSCalibur flow cytometer 

C. MTT Assay 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) เป็นสี
สังเคราะห์ ประเภท tetrazolium salt การใช้ MTT assay ประเมินปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตนั้น อาศัย
หลักการว่า เฉพาะเซลล์ที่มีชีวิต หรือมี metabolically active เท่านั้น ที่สามารถใช้เอนไซม์ succinate 
dehydrogenase ใน mitochondria เปลี่ยน MTT ให้เป็น  formazan product โดยปฎิกริยา 
reduction ผลลัพท์จากปฎิกริยาคือ formazan product ที่เกิดขึ้นมีสีม่วงน้ าเงินที่ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 
550-600 nm (Mosman 1983; Denizot และ Lang, 1986) ดังนั้น ค่าการดูดกลืนแสงที่เป็นสัดส่วน
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โดยตรงกับ formazan product จึงแปรผันโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase ซึ่ง
ขึ้นกับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตนั่นเอง การประเมินความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์ด้วย MTT assay ที ่
ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Chun et al. (2007) มีรายละเอียดของขั้นตอนดังนี้ 

1. ภายหลังการบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดใน 96 well plate เติม 100 µl 0.5 mg/ml 
ของ MTT dye solution (เตรียมใน PBS) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate และ บ่มที่ 37°C, 5% 
CO2 เป็นเวลา 4 ชม. 

2. เมื่อครบ 4 ชม. น า 96 well plate ไปปั่นเหวี่ยงที่  ,5   rpm, 4˚C เป็นเวลา 10 
นาที เท supernatant ออกจาก plate  

3. เติม 100 µl DMSO ลงไปในแต่ละหลุมเพ่ือละลาย formazan crystal ให้อยู่ในรูป
ของสารละลายสีม่วง 

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ด้วย Benchmark Plus Microplate 
Spectrophotometer System  

5. ค านวณเปอร์เซนต์ของเซลล์ที่มีชีวิตด้วยสมการดังต่อไปนี้ 

  เซลล์มีชีวิต  
ค่าเฉลี่ย OD กลุ่มทดสอบ

ค่าเฉลี่ย OD กลุ่มทดลอง
     

 

3.4.8  การหาความเข้มข้นของ TAM ทีไ่ม่เป็นพิษต่อเซลล์ม้าม (splenocytes)  

เพ่ือให้แน่ใจว่าผลการทดลองที่เกิดขึ้นเป็นฤทธิ์ของสารสกัดที่มีต่อการท างานของเซลล์ใน
ระบบภูมิคุมกันจริง ไม่ใช่ผลทางอ้อมเนื่องจากความเป็นพิษของสารสกัด ก่อนน าสารไปทดสอบใน in vitro 
จ าเป็นต้องหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัด TAM ที่สามารถบ่มร่วมกับเซลล์ม้าม โดยไม่ก่อให้เกิด
พิษหรือเพ่ิมการตายของเซลล์ การหาความเข้มข้นของสารสกัดท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เริ่มด้วยการบ่มสารสกัด
ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันร่วมกับเซลล์ เป็นระยะเวลา 24 ชม. หลังจากนั้น หาปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่
ภายหลังการบ่ม ด้วยการใช้ trypan blue exclusion, PI staining หรือ MTT assay (แล้วแต่การทดลอง) 
ดังมีรายละเอียดของขั้นตอนดังนี้ 
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1. ใส่ 100 µl ของ singl cell suspension ของเซลล์ม้าม (ความเข้มข้น 5x106  

cell/ml)  ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate เพ่ือให้ได้ปริมาณเซลล์ 5x105  cell/หลุม  

2. หลังจากนั้นใส่ 20 µl ของสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงไปในแต่ละหลุม ให้
ความเข้มข้นสุดท้ายของ TAM เป็น 10-5-103 µg/ml (ในกรณีที่เตรียมโดยละลายสารสกัดใน 10% DMSO) 
ส่วนการทดลองที่ละลายผง TAM ใน DMSO ก่อน แล้วค่อยเจือจางด้วย media ทดสอบโดยใช้ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.002-50 µg/ml น าเซลล์เข้าตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 37°C, 5% CO2 บ่มเป็น
ระยะเวลา 24 ชม. 

3. เมื่อครบก าหนดเวลาของการบ่ม ท าการประเมินความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์
ด้วยการใช้ วิธี trypan blue exclusion, PI staining หรือ MTT ดังรายละเอียดในหัวข้อที่ 3.4.7 A -C 
ตามล าดับ 

3.4.9  การศึกษาผลของ TAM ต่อการตอบสนองใน mitogenesis assay 

Mitogenesis assay  เป็นการวัดการตอบสนองของ lymphocytes ต่อ mitogen ซึ่งเป็น
สารที่สามารถกระตุ้นการตอบสนองของ lymphocyte ได้หลายกลุ่มเป็นจ านวนมาก มีฤทธิ์ไม่จ าเพาะกับ
ตัวรับรู้ (receptor) ใด ๆ B หรือ T เซลล์มีการตอบสนองต่อ mitogen ต่างชนิดกัน mitogen ที่นิยมใช้
กระตุ้น T lymphocyte ได้แก่ lectin 2 ชนิดคือ phytohaemaglutinin (PHA) และ concanavalin A 
(Con A)  โครงการนี้เลือกใช้ Con A เป็น mitogen ใน mitogenesis assay เพ่ือตรวจสอบว่าสารสกัด 
TAM ส่งผลต่อการตอบสนองของ T lymphocyte ต่อ Con A mitogen หรือไม่ รายละเอียดการทดสอบที่
ดัดแปลงจาก Burleson et al. (1995) มีดังนี ้ 

1. เตรียม stock solution  ของ mitogen Con A (1.5 mg/ml) ใน EBSS  

2. ท าการุณยฆาตหนู B6C3F1 จ านวน 4 ตัว ในการทดลองแต่ละครั้ง น าม้ามมาเตรียม 
single cell suspension ของ lymphocyte ตามวิธีที่ระบุใน 3.4.6  

3. ภายหลัง resuspend single cell suspension ของเซลล์ม้ามใน RPMI complete 
media  (ใช้ 3 ml ต่อ 1 ม้าม) นับจ านวนเซลล์ด้วยการใช้เครื่องนับเซลล์อัติโนมัติ ZBII Coulter couter 
โดยใช้ ZAPOGLUBULIN II lytic agent เพ่ือก าจัดเซลล์เม็ดเลือดแดง และปรับความเข้มข้นของเซลล์ให้มี
ปริมาณตามต้องการ 
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4. ในแต่ละหลุมของ 96 well microtiter flat bottom plate (Costar, Cambride, MA) 
ใส่ 50 µl complete media ในหลุมที่เป็น control หรือ 50 µl ของ mitogen Con A ที่ความเข้มข้น
แตกต่างกัน (1.25, 2.5, 5 และ 10 µg/ml) และใส่ 50 µl ของสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ หรือตัว
ท าละลายของสารสกัด สุดท้ายใส่ 50 µl เซลล์ ปริมาตรสุดท้ายในแต่ละหลุมมีค่าเท่ากับ 150 µl 

5. บ่ม culture plate ที่ตู้บ่มที่มี อุณหภูมิ 37oC 5% CO2 incubator เป็นระยะเวลา 24 
และ 48 ชม. 

6. ภายหลังการบ่ม culture ตามระยะเวลาที่ก าหนด น าแต่ละ plate มาวัดการเจริญและ
การแบ่งเซลล์ของT เซลล์เพ่ือตอบสนองต่อ Con A โดยวัดการสังเคราะห์ DNA ที่เพ่ิมข้ึน ซึ่งกระท าดังนี้ 

6.1  ใส่ 20 µl ของ [3H]-thymidine (1 mCi/ml) (ICN) ในแต่ละ culture เพ่ือติด
ฉลาก DNA ทีถู่กสังเคราะห์ข้ึนใหม่ 

6.2  หลังจากนั้น 16 ชม เก็บเกี่ยว (harvest) เซลล์ไว้บนเยื่อกรอง (membrane 
filter)  ด้วยการใช้เครื่องเก็บเกี่ยวเซลล์ (cell harvester) ในระหว่างการเก็บเกี่ยวเซลล์ สาร
กัมมันตภาพรังสีใน culture ที่ไม่ได้ถูกน าเข้า (uptake) สู่เซลล์จะถูกชะล้างออกจากเซลล์  

6.3  สลายเซลล์ที่อยู่บนเยื่อกรองด้วยการใช้น้ า ตามด้วยแอลกอฮลอล์ เพ่ือให้เยื่อกรอง
แห้งเร็วขึ้น สิ่งที่ติดบนเยื่อกรองคงเหลือแต่ DNA (เนื่องจากเซลล์ได้แตกแล้วเมื่อล้างด้วยน้ า) ของเซลล์ 

6.4  ภายหลังผึ่งเยื่อกรองให้แห้งข้ามคืน (อย่างน้อย 16 ชม.) เจาะรูในเยื่อกรองซึ่งตรง
กับแต่ละหลุมของ culture ใน 96-well plate (ตามการออกแบบของ cell harvester) น าแต่ละเยื่อกรอง
ซี่งเป็นตัวแทนของแต่ละหลุมของ culture ใส่ใน scintillation vial  

6.5 เติม 1 ml scintillation cocktail (Beckman Ready Solv EP) และ อ่านค่า
สารกัมมัตภาพรังสีของ tritium l3H }ด้วยเครื่อง LKB liquid scintillation counter ทั้งนี้ ปริมาณสาร
กัมมันตภาพรังสีของ DNA บนเยื่อกรองในแต่ละหลุม เป็นปฏิภาคโดยตรงกับการสังเคราะห์ DNA ขึ้นใหม่
ของแต่ละ culture หรือปริมาณการแบ่งเซลล์ของ T lymphocyte ทีต่อบสนองต่อ Con A mitogen  

3.4.10   การศึกษาผลของ TAM ต่อ Mixed Lymphocyte Response 

ส าหรับการทดสอบ mixed lymphocyte response (MLR) เป็นการวัดการตอบสนอง
ของ T เซลล์ต่อ allogeneic antigen ที่มีความแตกต่างกันที่ major histocompatibility complex 
(MHC) allogeneic antigen หมายถึง antigen บนผิวเซลล์ของสัตว์ species เดียวกันที่มีความแตกต่าง
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กันทางพันธุกรรม ส่วน MHC เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญในเรื่องการไม่ยอมรับการปลูกถ่าย
เนื้อเยื่อ ในโครงการวิจัยนี้ ใช้เซลล์เดี่ยวจากม้ามของหนูเม้าส์ B6C3F1 เป็นเซลล์ตอบสนอง (responder) 
และ เซลล์เดี่ยวจากม้ามของหนูเม้าส์ DBA2 เป็นเซลล์กระตุ้น (stimulator) โดยการทดสอบ วัดการ
ตอบสนองแบบ one-way mixed lymphocyte reaction  ซึ่งหมายถึงให้เฉพาะเซลล์ของ responder 
สามารถแบ่งเซลล์เพ่ือตอบสนองต่อ stimulator เท่านั้น แต่ไม่ให้เซลล์ของ stimulator สามารถแบ่งเซลล์
เพ่ือตอบสนองต่อ responder ขั้นตอนของการทดสอบดังดัดแปลงจาก Burleson et al. (1995) มี
รายละเอียดดังนี้ 

1. เตรียม stimulator cell โดยใช้ม้ามจากหนู DBA/2 จ านวน 4-5 ม้าม เพ่ือเตรียม 
single cell suspension ตามวิธีที่ระบุในหัวข้อ 3.4.6  แต่ ภายหลังการปั่นในขั้นสุดท้าย resuspend 
เซลล์ใน 10 ml EBSS 

2. นับ stimulator cell โดยใช้ trypan blue exclusion method (หัวข้อ B ใน 3.4.7) 
ปรับความเข้มข้นของเซลล์ที่มีชีวิต (viable cell) ให้เป็น 2x107 cell/ml   

3. ปิเปต 20-30 ml ของ stimulator 2x107 cell/ml ใส่ใน 50 ml conical tube 

4.  เตรียม mitomycin C (5000 µg/ml) (ภาคผนวก ก) ด้วยความระมัดระวัง เนื่องจาก 
mitomycin C เป็นสารก่อมะเร็งและสารก่อกลายพันธุ์ (ใส่ถุงมือ และเตรียมใน biohazard safety 
cabinet) 

5. ใช้ 0.1 ml mitomycin C (5000 µg/ml) ต่อ 10 ml 2x107 cell/ml stimulator 
cell เพ่ือให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ mitomycin C เป็น 50 µg/ml ห่อหลอดทดลองของ stimulator 
cell ที่ได้รับ mitomycin C ด้วย aluminium foil เพราะ mitomycin C มีความไวต่อแสง 

6. น าเซลล์ stimulator ที่ได้รับ mitomycin C เข้าตู้บ่ม 37oC 5% CO2 โดยคลาย
เกลียวของ conical tube เล็กน้อย (แต่ไม่ใช่เปิดฝา เพ่ือมิให้เกิดปัญาการปนเปื้อน) บ่มเซลล์เป็นเวลา 45 
นาที  เขย่าหลอดอย่างนิ่มนวล  ทุก ๆ 10 นาท ีระหว่างช่วงเวลาของการบ่ม 

7. ในขณะที่บ่ม stimulator cell  เตรียม responder cell  โดยใช้ม้ามจากหนู B6C3F1 
จ านวน 3-4 ตัว เตรียม single cell suspension จากม้ามตามวิธีที่ระบุในหัวข้อ 3.4.6   ภายหลังการปั่น
เหวี่ยงขั้นสุดท้าย resuspend เซลล์ใน  RPMI complete media ที่มี 50 µM 2 ME (2 –
mercaptoethanol) เพ่ิมเติม (ภาคผนวก)  
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8. นับจ านวน responder cell โดย trypan blue exclusion method และปรับความ
เข้มข้นของ viable cells ให้มีความเข้มข้น 1x106 cell/ml  เก็บเซลล์ไว้ที่ 4oC  ระหว่างรอความพร้อม
จาก stimulator cell 

9. เมื่อครบก าหนดเวลา 45 นาที   เขย่าหลอดทดลอง stimulator cell ที่ได้รับ 
mitomycin C  อีกครั้งหนึ่งอย่างนิ่มนวล  ท าการล้างเซลล์โดยใส่ 20 ml EBSS แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงทันทีที ่
1,200 rpm 4oC เป็นเวลา 10 นาท ี

10. เมื่อสิ้นสุดการปั่นเหวี่ยง เท supernatant ออก และ resuspend เซลล์ใน 20 ml 
EBSS และท าการล้างเซลล์ซ้ าอีก 3 ครั้ง เพ่ือให้แน่ใจว่าล้าง mitomycin C ที่ไม่ได้ถูก uptake เข้าสู่เซลล์  
ออกไปจนหมด  

11. หลังการล้างเซลล์ stimulator ที่ได้รับ mitomycin C ครั้งสุดท้าย  resuspend  
stimulator cell ใน complete media  นับและปรับเซลล์ให้มีความเข้มข้น 8x106 cell/ml  

12. ในแต่ละหลุมของ 96 well microtiter U bottom plate ใส่ 100 µl 1x106 
cell/ml ของ responder  ร่วมกับ 50 µl 8x106 cell/ml ของ stimulator และ 50 µl ของ media หรือ
ของสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน หรือใช้ตัวท าละลาย DMSO ที่มี เปอร์เซนต์ต่างกันตามสาร
สกัดในแต่ละความเข้มข้น  

13. ปั่นเหวี่ยง  plate อย่างนิ่มนวล ด้วยการใช้ความเร็วต่ าประมาณ 600 rpm เป็นเวลา 
5 นาที ที่ 4oC ก่อนน า culture plate เข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC, 5% CO2  เป็นเวลา 5 วัน 

14.  ในเย็นวันที่ 4 ของการบ่ม ติดฉลาก (labeled) เซลล์ด้วยการใส่ 20 µl [3H]-
thymidine 1 mCi/ml ก่อนที่จะวัดการตอบสนองของ responder ในวันที่ 5 โดยการวัดการสังเคราะห์ 
DNA ที่เกิดขึ้นใหม่ตามรายละเอียดที่ระบุในขั้นที่ 6 ของการทดสอบ mitogenesis ในหัวข้อที ่3.4. 

3.4.11  การศึกษาผลของ TAM ต่อการสร้าง antibody ใน in vitro  

โครงการวิจัยนี้ ตรวจสอบผลของ TAM ต่อการท างานของ B lymphocyte โดยใช้ Mishell 
Dutton assay (Tucker et al., 1988; Ban et al., 1995) ซ่ึงเป็นการวัดความสามารถของ B เซลล์ในการ
สร้าง antibody (Ab) ที่จ าเพาะต่อ antigen ใน in vitro ส าหรับ antigen ที่เลือกใช้ในงานวิจัยนี้ คือเซลล์
เม็ดเลือดแดงแกะ (sheep red blood cell, SRBC) การทดสอบใน Mishell Dutton assay แบ่งเป็น 2 
ระยะ คือ ระยะแรกเป็นการ sensitize ด้วย SRBC antigen โดยบ่มเซลล์จากม้ามร่วมกับ SRBC antigen 
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เมื่อมี หรือ ไม่มีสารสกัดร่วมอยู่ด้วยเป็นระยะเวลา 4 วัน ระยะที่ 2 เป็น plaque forming cell assay ซึ่ง
เป็นการหาปริมาณ B lymphocyte ที่สามารถสร้าง antibody ที่จ าเพาะต่อ SRBC antigen โดยอาศัย
หลักการว่า B lymphocyte ที่ถูก sensitize เมื่อ ได้พบกับ SRBC antigen อีกครั้ง plasma เซลล์ (คือ B 
lymphocyte ที่สามารถสร้าง antibody) จะสร้าง Ab ที่จ าเพาะจับกับผิวนอกของ SRBC antigen เกิด
เป็น antign-antibody complex ที่สามารถตรึง complement ท าให้ SRBC แตก เห็นเป็น วงใส ที่
เรียกว่า “plaque” ท่ามกลางฉากพ้ืนสีแดงของ SRBC หนึ่งวงใสที่เกิดขึ้น คือ 1 plaque หรือ 1 antibody 
forming cell นั่นเอง 

A. Sensitization phase  

โครการวิจัยนี้ เลือกการท า sensitization phase เป็น 2 ขั้น คือขั้นแรก sensitize 
ล่วงหน้า (prime) ในหนูเม้าส์เป็นเวลา 4 วัน ก่อนน าม้ามออกมา sensitize อีกรอบด้วย antigen ชนิด
เดียวกันใน in vitro เมื่อมี หรือ ไม่มีสารสกัดอยู่ร่วม  รายละเอียดของวิธีการทดสอบมีดังนี้ 

1. น า SRBC ที่เก็บที่ 4oC ภายใต้ Alsever’s solution มาปั่นเหวี่ยงที่ 2,500 rpm 
40C เป็นระยะเวลา 10 นาที  

2.  ดูด Alsever’s solution ออกด้วยการใช้ pasteur piptte ล้างด้วย EBSS อีก 3 
ครั้ง  โดยการล้างครั้งแรก ให้ใช้ pasteur pipette ดูดชั้นที่เป็นฝูาขาว (buffy coat) เหนือเซลล์เม็ดเลือด
แดงออก  ภายหลังการล้างครั้งสุดท้าย resuspend เซลล์ใน PBS  

3. นับเซลล์โดยใช้เครื่องเซลล์อัติโนมัติ ZBII Coulter couter  และปรบัเซลล์ให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับ 3.75x108 cell/ml  

4. ฉีด SRBC ที่เตรียมไว้เข้าหลอดเลือดด าที่หาง (intravenous injection) ในหนู 
B6C3F1  โดยใช้ 0.2 ml/หนู 1 ตัว หรือ  7.5x107 cell/หน ู

5. เตรียมเซลล์เดี่ยวจากม้ามของหนู B6C3F1 ที่ถูก sensitized ด้วย SRBC เป็นเวลา
อย่างน้อย 4 วัน (ไม่ควรใช้หนูที่ sensitized แล้วเกิน 3 เดือนในการทดสอบ) ปรับความเข้มข้นเซลล์ม้าม
เป็น 2x107 cell/ml ใน complete RPMI media ที่ม ี50 µM 2-ME 

6. ล้าง SRBC ด้วย EBSS ตามวิธีที่ระบุในข้อ 1-2 ปรับความเข้มข้น SRBC เป็น 
4x107 cell/ml 
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1. ล้าง SRBC ตามวิธีที่ระบุใน A 1-2 แต่ภายหลังการล้างด้วย EBSS ครั้งสุดท้ายให้ 
resuspend เซลล์ใน EBSS ด้วยปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของ cell pellet ของ SRBC เก็บเซลล์พักไว้ที่ 
40C 

2.  น า plate ออกจาก MD box โดยค่อย ๆ เปิด valve ของ MD box อย่างช้า ๆ 
เพ่ือให้ความดันภายใน MD box ค่อย ๆ ลดลง (การลดความดันอย่างรวดเร็วมีผลให้เซลล์ใน plate เกิด
ความเสียหาย)  

3. ใช้ micropipette ขนาด 1 ml ปิเปตเซลล์ขึ้นลงในแต่ละหลุมเพ่ือผสมเซลล์ให้ทั่วกัน
วาง plate (ทีผ่สมเซลล์เรียบร้อยแล้ว) ไว้ที่ 40C ระหว่างรอการเตรียมความพร้อมของการจัดหลอดทดลอง
ใน water bath ของขั้นตอนถัดไป   

4. ต้ังอุณหภูมิ water bath ที่ 450C วางหลอดทดลองแก้วขนาด 12x75 mm เรียงไว้ใน 
ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (test tube rack) ที่แช่อยู่ใน water bath  

5. ในแต่ละหลอดทดลอง ให้ใส่สารดังนี้ 0.5 ml agar-dextran (0.5% Bacto-Agar และ 
0.05% DEAE dextran ใน EBSS ), 25 µl SRBC (ที่เตรียมไว้ใน B1), 100 µl เซลล์จาก MD box, และ 
25 µl guinea pig complement  

6. น าแต่ละหลอดทดลองขึ้นจาก water bath ผสมสารในหลอดด้วยการ vortex และรีบ
เทสารลงในจานเพาะเชื้อขนาด  13x100 mm (ที่จัดเรียงล่วงหน้า พร้อม labeled เรียบร้อยว่าเป็น
ตัวอย่างใด) แล้วปิดด้วย cover slip-ขนาด 40x50 mm. อย่างรวดเร็ว  ปล่อยให้วุ้นแข็งตัว ก่อนน าจาน
เพาะเชื้อไปบ่มที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 370C (ใช้ตู้บ่มที่ไม่มี CO2) เป็นเวลา 3 ชม.  

7.  นับปริมาณเซลล์ที่สร้าง antibody ด้วยการนับจ านวน plaque ที่เกิดขึ้นโดยใช้เครื่อง  
Bellco plaque viewer  รูปที่ 3.4 แสดงตัวอย่าง plaque (ต าแหน่งของเซลล์ที่สร้าง antibody จ าเพาะ)
ซึ่งเป็นวงใส ตัดกับฉากพ้ืนสีแดงของ SRBC 
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1.  หนูเม้าส์ B6C3F1 ได้รับการชั่งน้ าหนัก 1 วันก่อนการทดลอง และแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม 
โดยจัดแบ่งกลุ่มให้แต่ละกลุ่มมีน้ าหนักตัวเฉลี่ยที่ใกล้เคียงกัน (homogenous weight group) 

2.  หนูได้รับการปูอนทางปาก (oral gavage) ด้วยตัวท าละลาย 10% DMSO ในกลุ่ม
ควบคุม หรือสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้น 50, 100, 500 และ 1,000 mg/kg ทุกวัน วันละครั้งเป็น
ระยะเวลา 14 วัน (ใช้เข็ม 18 gauge feeding tube และ 1 cc syringe) 

3. ในวันที่ 15 ชั่งน้ าหนักสัตว์ทดลอง ก่อนท าการุณยฆาตด้วยการดม CO2  เก็บตัวอย่าง
เลือดเพ่ือน ามาวิเคราะห์ทางโลหิตวิทยา (haematology) และทางซีรัมเคมี (serum chemistry analysis) 
รวมทั้งตรวจดูความผิดปกติ และชั่งน้ าหนักของอวัยวะส าคัญต่าง ๆ  

3.4.14  การศึกษาผลของ TAM ต่อ Natural killer (NK) Cell Activity 

การท างานของ NK เซลล์เป็น innate immunity ที่มีความสามารถฆ่าเซลล์มะเร็ง
เปูาหมาย โดยไม่จ าเป็นต้องผ่านการกระตุ้นมาก่อน ในงานวิจัยนี้ ตรวจสอบผลของสารสกัด TAM ต่อ
ความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็งเปูาหมาย (Yac-1) ใน in vitro ของ NK เซลล์ที่ได้จากหนูเม้าส์ B6C3F1 
ที่ได้รับการปูอนด้วยสารสกัด TAM ต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 14 วัน  หลักการทดสอบคือเมื่อบ่ม NK เซลล์
ร่วมกับเซลล์มะเร็งเปูาหมายที่ได้ติดฉลากด้วยสารกัมมันตภาพรังสี 51Cr เมื่อเซลล์เปูาหมายแตกเพราะถูก
ฆ่าโดย NK เซลล์  สารกัมมันตภาพรังสี 51Cr จะถูกหลั่งออกนอกเซลล์ ปริมาณ 51Cr ใน supernatant จึง
เป็นปฏิภาคโดยตรงกับความสามารถในการฆ่าของ NK cell ขั้นตอนการทดสอบที่ดัดแปลงจาก 
Holsapple et al. (1988) มีดังนี้คือ 

1. ปูอนหนูเม้าส์ B6C3F1 (5 ตัว/กลุ่ม) ด้วยสารสกัด TAM ที่ dosage ต่าง ๆ (50, 250 
และ 500 mg/kg) หรือด้วยตัวท าละลาย 10% DMSO (กลุ่มควบคุม) ด้วย oral gavage ครั้งต่อวัน 
ต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 14 วัน ส าหรับกลุ่มที่เป็น positive control ในวันสุดท้ายฉีด 0.2 ml anti-asialo 
GM1 (เจือจาง 1: 10 เท่า) ที่ช่องท้อง (intraperitoneal injection) 

2. ในวันที่ 15 หลังจากได้รับการปูอนครั้งสุดท้ายเป็นระยะเวลา 24 ชม. หนูทุกตัวถูกท า 
การุณยฆาตด้วยการใช้ก๊าซ CO2 และน าม้ามใส่ใน culture tube บรรจุสารละลาย EBSS 3 ml 

3. เตรียมเซลล์เดี่ยว (single cell suspension) จากม้ามตามวิธีที่ระบุในหัวข้อ 3.4.6 
ปรับความเข้มข้นของเซลล์ม้ามให้มีความเข้มข้น 2x107 cell/ml เก็บเซลล์ที่เตรียมเสร็จใน culture tube 
ที ่4oC ระหว่างรอความพร้อมจากเซลล์เปูาหมาย 
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4. ในขณะที่เตรียม single cell suspension ของ splenocytes น าเซลล์สายพันธุ์ Yac-1 
cell มาติดฉลากด้วยสารกัมมันตภาพรังสี 51Cr (ใช้ 500 µCi ของ sodium chromate ต่อ 1.5-2x107 
cells) ด้วยการบ่มกับ sodium chromate เป็นเวลา 1 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง ภายหลังการบ่ม ล้างสาร
กัมมันตภาพรังสีที่ไม่ถูก uptake เข้าสู่ Yac-1 เซลล์ออกด้วยการใช้ PBS หรือ EBSS เป็นจ านวน 3 ครั้ง  

5. หลังจากการล้างครั้งสุดท้าย นับเซลล์ด้วยการใช้ haemocytometer (ที่ใช้เฉพาะงาน
ด้านสารกัมมันตภาพรังสี) และปรับความเข้มข้นของ Yac-1 เซลล์ที่ปิดฉลากด้วย 51Cr  (51Cr-Yac-1) ให้มี
ความเข้มข้น 1x105 cell/ml 

6. ใน 96-well plate (U bottom)  plate 100 µl เซลล์จากม้ามที่เตรียมไว้แล้ว (ในข้อ 
3) ซึ่งเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่ตอบสนอง (Responder cell; R) ร่วมกับ 100 µl ของ 51Cr-Yac-1 ที่ท าหน้าที่
เป็นเซลล์เปูาหมาย (Target cell; T) ที่ถูกฆ่าโดย NK เซลล์ใน responder ในอัตราส่วนของ R: T เป็น
200:1, 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1. 6.25:1 โดยใช้อัตราส่วนละ 3 ซ้ า ในหลุมที่เป็น spontaneous 
release (การรั่วของ 51Cr จาก Yac-1 เซลล์ที่เกิดเองโดยไม่ได้ถูกฆ่า) plate target cell ร่วมกับ 100 µl 
culture media แทน responder cell และ ส าหรับการชักน าให้เซลล์เปูาหมายหลั่ง 51Cr ออกจากเซลล์
ทั้งหมด (maximum release) กระท าโดยการ plate เซลล์เปูาหมายร่วมกับ 100 µl 0.1% Triton X 100  

7. บ่ม culture plate ที่ตู้บ่ม 37oC, 5% CO2 เป็นระยะเวลา 4 ชม. 

8. ภายหลัง 4 ชม. น า plate มาปั่นเหวี่ยงที่ 1500 rpm 10 นาที และเก็บ 100 µl 
supernatant ใส่ scintillation vial เพ่ือน าไปวัดค่าสารกัมมันตาภาพรังสีโดยใช้ gamma counter แสดง
ความสามารถในการฆ่าของ NK เซลล์เป็น % specific lysis โดยใช้สูตรดังนี้ 

% Specific lysis = 
Experimental release-Spontaneous release

Maximum release-Spontaneous release
 x100 

3.4.15 การศึกษาผลของ TAM ต่อการสังเคราะห์ NO 

ผลของ TAM ต่อการสร้าง NO ของเซลล์ macrophage ถูกตรวจสอบโดยการได้รับสาร
สกัดทั้งใน in vitro และ in vivo  เซลล์ macrophage ที่ใช้ใน in vitro และ in vivo โมเดลคือ เซลล์สาย
พันธุ์ RAW264.7 และ เซลล์ในช่องท้องหนู (peritoeneal cells) ตามล าดับ  ส าหรับการวัดปริมาณของ 
NO ที่สังเคราะห์ขึ้นโดยเซลล์ macrophage กระท าใน in vitro โดยวัดปริมาณของ nitrite ที่เป็นผลผลิต
อันเสถียรของ NO โดยใช้ Griess reagent (de Oliveira et al., 2012) เนื่องจาก NO ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้น 
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เมื่ออยู่ใน culture media จะถูก oxidize เป็น nitrite อย่างรวดเร็ว ดังนั้น ปริมาณของ nitrite ที่เกิดขึ้น
จึงเป็นปฏิภาคโดยตรงกับปริมาณของ NO ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้น  

A  ผลของการได้รับ TAM in vitro ต่อการสร้าง NO ใน RAW264.7  

ในโมเดล in vitro ใช้เซลล์สายพันธุ์ RAW264.7 ทีไ่ด้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-

 .เพ่ือให้เกิดการสังเคราะห์ NO  รายละเอียดของการทดลองมีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. Plate เซลล์ RAW264.7 cells (2 x 105 เซลล์/หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well 
plate และบ่มไว้เป็นเวลา 2 ชม.เพ่ือให้เซลล์ยึดเกาะติดพ้ืนที่ผิวของหลุม 

2. เติม สารสกัด TAM (0.2 200 µg/mL) หรือ antioxidant positive controls ได้แก่ 
vitamin C (500 µM) หรือ vitamin E (141.3 µM) และ ß-carotene (2.5 mM) ลงไปในแต่ละหลุมที่มี
RAW264.7 เซลล์ บ่มไว้ล่วงหน้าแล้ว  

3. หลังจากการบ่มเป็นเวลา 30 นาที กระตุ้นการสร้าง NO ด้วยการใช้ LPS 1 µg/mL 

ร่วมกับ IFN- 10 ng/mL และบ่มเซลล์ต่ออีกเป็นระยะเวลา 24 ชม. 

4. เมื่อครบก าหนดเวลาการบ่ม น า 96-well plate ไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm 10 นาที 
แล้ว pipet 100 µL ของ supernatant ไปยัง 96-well plate ใหม่ (ใช้ non-sterile plate ได้ในขั้นตอน
นับจากนี)้  

5. เติม 100 µL ของ Griess reagent [1% sulfanilamide, 0.1% naphthyl- 
ethylenediamine dihydrochloride (NED) และ 3% phosphoric acid] ลงไปใน plate ที่มี 
supernatant อยู่ ผสมให้เข้ากันด้วยการปิเปตขึ้นลงอย่างนิ่มนวล พยายามหลีกเลี่ยงการเกิดฟอง  บ่มเซลล์
ในที่มืดเป็นระยะเวลา 10 นาที  

6. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 545 nm โดยการใช้ spectrophotometric microplate 
reader  

7. ปริมาณของ nitrite ในตัวอย่าง ค านวณได้โดยการเปรียบเทียบกับ calibration curve 
ของสารมาตรฐาน sodium nitrite ที่มีความเข้มข้น 1.56 µM – 200 µM 
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B. ผลของTAM ใน in vivo ต่อการสร้าง NO ของ peritoneal macrophage 

ใน in vivo model ใช้เซลล์ macrophage จากช่องท้องของหนูเม้าส์ B6C3F1 ที่
ได้รับการปูอนด้วยสารสกัด TAM เป็นระยะเวลา 14 วัน ดังมีข้ันตอนการทดสอบด้งนี้  

1. หนูเม้าส์เพศเมียได้รับการปูอน (oral gavage) 1 ครัง้ต่อวันด้วยสารสกัด TAM (50, 
250 หรือ 500 mg/kg), vitamin C (100 mg/kg) หรือ vitamin E (100 mg/kg) หรือ ß–carotene (50 
mg/kg) เป็นระยะเวลา 14 วัน 

2. หลังจากได้รับการปูอนครั้งสุดท้าย 24 ชม.  หนูทุกกลุ่มทดลองถูกการุณยฆาตด้วยการ
ใช้ CO2 และเก็บเซลล์ในช่องท้อง (peritoneal lavage) ด้วยการใช้ 7 ml ของสารละลายแช่เย็น (4oC) 
ของ PBS ที่มี 10% FCS  

3. เก็บ peritoneal cells ที่ใส่ในหลอดทดลดลองที่ 4oC ปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm 4 oC 
เป็นเวลา 10 นาที และ suspend เซลล์ใน complete RPMI media 

4. นับเซลล์ด้วยการใช้เครื่องนับเซลล์อัติโนมัติ โดยใช้ Coulter counter  
5. Plate เซลล์ 2x105 เซลล์/หลุม ลงในแต่ละหลุมของ 96-well plate และบ่มเซลล์ที่ 

37oC เป็นระยะเวลา 2 ชม. ก าจัดเซลล์ที่ไม่ได้ยึดเกาะกับ plate (non-adherent cells) โดยการล้าง 
plate ด้วย culture media ที่อุ่นล่วงหน้าไว้ที่ 37 oC 

6. บ่ม adherent เซลล์ (เป็น macrophage ใน peritoneal cells) กับสารซึ่งกระตุ้นให้ 

macrophage สร้าง NO โดยการใช้ 5 µg/ml LPS ร่วมกับ 10 ng/ml IFN- เป็นตัวกระตุ้น หรือใช้0.1 
µg/ml TPA เป็นตัวกระตุ้น และบ่มเซลล์ต่อเป็นระยะเวลา 24 ชม.

7. เมื่อครบก าหนดเวลาการบ่ม หาปริมาณ NO โดยวัดปริมาณ nitrite ด้วยการใช้ Griess 
reagent ตามวิธีที่ระบุใน A 4-7 ของหัวข้อ 3.4.15

3.4.16 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ข้อมูลทั้งหมดมาวิเคราะห์ความแปรปรวน  (analysis of variances)  ด้วยการใช้โปรแกรม 
Statistical Pakage for the Social Sciences (SPSS) ชนิดข้อมูลที่มีการกระจายตัวแบบเดียวกัน 
(homogenous data) ประเมินด้วย One-way analysis of variance (ANOVA) โดยเปรียบเทียบความ
แตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองกับกลุ่มควบคุมด้วยการใช้ Dunnett’s two tail Test ส าหรับข้อมูลทีมีการ
กระจายต่างกัน (non-homogeous data) ประเมินโดยการใช้ความแปรปรวนแบบสถิติการแจกแจงอิสระ 
(non-parametric analysis of variance) โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองกับกลุ่ม
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ควบคุมด้วยการใช้ Wilcoxon rank test ส าหรับการเปรียบเทียบข้อมูลที่มีเฉพาะ 2 กลุ่มใช้ 
independent T test  ข้อมูลมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญอย่างน้อยที่ p ≤  . 5 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

 
4.1 ความเข้มข้นของ TAM ที่ไมเ่ป็นพิษต่อเซลล์ม้าม 

ผลการศึกษาหาความเข้มข้นสูงสุดของ TAM (ซึ่งเตรียมโดยละลายใน 10% DMSO) ที่ไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ B6C3F1 แสดงในรูปที่ 4.1 ผลการทดลองทั้ง 2 ครั้งให้ผลในทิศทางเดียวกัน ที่
แสดงว่า ปริมาณของสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้น 10-5-102 µg/หลุม ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงต่อปริมาณเซลล์
ใน culture (รูปที่ 4.1 A) และ จากการวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (cell viability) ด้วยวิธีการย้อมด้วย PI 
และวิเคราะห์ด้วย flow cytometry (รูปที่ 4.2 A) หรือจากการนับเซลล์ที่มีชีวิตโดยตรงภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ หลังจากย้อมด้วย trypan blue (รูปที่ 4.2 B) พบว่า TAM ที่ความเข้มข้นทีม่ากกว่า 10 µg/
หลุม เริ่มแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ ดัง % cell viability เริ่มมีค่าลดลง  ดังนั้น ในการทดลองครั้งต่อไป 
ความเข้มข้นสูงสุดของ TAM ที่ใช้กับเซลล์ใน culture จะใช้ไม่เกิน 20 µg/หลุม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที่ 4.1  ปริมาณเซลล์ม้ามทีบ่มร่วมกับ TAM ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 48 ชม. ที่ได้จาก 2 การ
ทดลอง  การนับเซลล์กระท าโดยใช้เครื่องนับเซลล์อัติโนมัติ Coulter counter 
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รูปที่ 4.2  ร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตของเซลล์ม้ามที่บ่มร่วมกับ TAM ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เมื่อประเมิน
โดยการย้อมด้วย PI (A) และ trypan blue exclusion (B) 

 

 

 

A 

B 
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เนื่องจากในการละลาย TAM ใน 10% DMSO เมื่อตั้งทิ้งไว้จะมีการตกตะกอนบางส่วนออกมา 
ดังนั้น ก่อนท าการทดลองใส่ใน culture หรือปูอนกับสัตว์ทดลอง ได้มีการน าสารละลาย TAM ไปปั่นเหวี่ยง 
(quick spin) ด้วยการใช้ microfuge  ดังนั้น ในงานทดลองชุดหลังที่ท าการศึกษาเกี่ยวกับผลของ TAM ใน 
mitogenesis assay, mixed lymphocyte reaction และ Mishell Dutton assay จึงได้ทดลองวิธีการ
ละลายสารสกัด TAM ใหม่โดยพยายามท าให้ละลายได้ดีขึ้น เพ่ือปูองกันปัญหาการตกตะกอน โดยน า TAM 
ไปละลายใน DMSO 100% ก่อน เพ่ือเป็น stock solution ก่อนท าการเจือจางด้วยการใช้ complete 
media  การทดลองพบว่าได้สารละลายที่มีสีเข้มแดงของมะขามเพ่ิมขึ้น และไม่สังเกตเห็นตะกอน 

สืบเนื่องจากการใช้ DMSO เป็นตัวท าละลาย TAM ความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดที่สามารถ
ใช้ไดใ้น culture ในการทดลอง in vitro จึงถูกจ ากัดโดย % DMSO สูงสุดที่ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ม้าม  
จากการทดลองเบื้องต้น (preliminary experiment) พบว่า 0.1-0.25% DMSO เป็นความเข้มข้นสูงสุดที่
สามารถใช้ใด้ใน culture โดยไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ม้ามใน culture ดังนั้น ความเข้มข้นสูงสุดของสาร
สกัดที่ใช้ใน culture ไม่ควรมี % DMSO สูงกว่า 0.1-0.25% อนึ่ง ในการเตรียมความเข้มข้นของสารสกัด 
TAM ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ โดยการเจือจาง TAM ซึ่งละลายอยู่ใน DMSO โดยใช้ complete media ค่า 
% DMSO ของสารสกัดในแต่ละความเข้มข้นได้ถูกเจือจางลงตามความเข้มข้นของสารสกัดที่ลดลง ดังนั้น 
งานวิจัยนี้ จึงท าการทดลอง TAM ที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันควบคู่ไปกับ VH control ซึ่งมี % DMSO 
เท่ากับ % DMSO ของTAM ในแต่ละความเข้มข้น ทั้งนี้ เพื่อให้มั่นใจในการแปลผลว่าผลท่ีเกิดข้ึนจากการ
ทดลองเป็นผลของ TAM เท่านั้น ไม่ใช่เป็นผลสืบเนื่องจาก % DMSO ที่มีความแตกต่างกันในแต่ละความ
เข้มข้นของ TAM  

ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ B6C3F1 ด้วยวิธีการละลาย TAM 
ล่วงหน้าด้วย 100% DMSO  แสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งชี้แนะว่า ถึงแม้ที่  0.1 และ 0.04% DMSO ไม่แสดง
ความเป็นพิษต่อเซลล์ (เมื่อเทียบกับ media control)  ความเข้มข้นของ TAM ในระดับ vehicle ดังกล่าว 
คือ 50 µg/ml TAM ยังคงแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อเทียบกับ vehicle control ของแต่ละความ
เข้มข้น   ดังนั้น ความเข้มข้น TAM สูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์อยู่ที่ 20 µg/ml 
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ตารางท่ี 4.1  แสดงร้อยละปริมาณเซลล์ตายของเซลล์ม้ามที่บ่มร่วมกับ VH หรือ TAM ที่ความเข้มข้น
แตกต่างกันเป็นเวลา 24 ชม. ก่อนประเมินการตายของเซลล์ด้วยส ีPI  (* ค่าเฉลี่ยของร้อย
ละปริมาณเซลล์ตายของแต่ละคู่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p< 0.05) เมื่อทดสอบ
ด้วย Student’s t test 

 

 

 

4.2  ผลของ TAM ต่อการตอบสนองของเซลล์ม้ามต่อ Mitogen  

ในการศึกษาผลของสารสกัด TAM ต่อการตอบสนองของเซลล์ม้ามใน mitogenesis assay 
งานวิจัยนี้ใช้ Con A ซึ่งเป็น mitogen ที่กระตุ้น T เซลล์ เนื่องจาก Con A แต่ละ lot มีความสามารถใน
การกระตุ้น T lymphocyte แตกต่างกัน ดังนั้นในการทดลองเบื้องต้น จึงจ าเป็นต้องหาความเข้มข้นที่
เหมาะสมเพ่ือใช้ในการกระตุ้น ก่อนท าการทดลองจริงกับสารสกัด การทดลองในรูปที่ 4.3 แสดง dose 
response curve ของการตอบสนองของ B6C3F1 splenocyte ต่อ Con A ที่ระยะเวลา 72 ชม. ผลการ
ทดลองพบว่า ความเข้มข้น Con A ที่ชักน าให้เกิดการตอบสนองสูงสุดของเซลล์ม้ามอยู่ที่ประมาณ 5 หรือ 
10 µg/ml  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ Con A 10 µg/ml เพ่ือทดลองผลของ TAM ต่อการตอบสนองของ

Treatment % Dead Cells 
(Ave± SD) 

Cells + media 25.50 ±2.16 
Cells+ DMSO 0.1% 
Cells + TAM 50 µg/ml 

26.24 ±1.88 
*54.56 ± 0.51 

Cells+ DMSO  0.04% 
Cells + TAM 20  µg/ml 

30.32 ±1.01 
46.49 ± 3.13 

Cells+ DMSO 0.01 % 
Cells + TAM 5.0 µg/ml 

30.78± 0.35 
31.09 ±3.02 

Cells+ DMSO  0.001% 
Cells + TAM 0.50 µg/ml 

25.90± 0.00 
32.02±2.33 

Cells+ DMSO 0.0002% 
Cells + TAM  0.1µg/ml 

29.89 ±3.56 
31.02± 2.33 

Cells+ DMSO 0.00004% 
Cells + TAM 0.02 µg/ml 

23.67± 0.00 
26.75± 2.33 

Cells+ DMSO 0.000004% 
Cells + TAM 0.002 µg/ml 

24.94± 1.65 
26.70± 2.55 
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ตารางท่ี 4.2  ผลของสารสกัด TAM ต่อการตอบสนองของเซลล์ม้ามจากหนู B6C3F1 ต่อ 10 
µg/ml Con A ใน in vitro ที่ระยะเวลา 72 ชม.  

       Treatment [3H] TdR incorporation (cpm) 

Cell  (without Con A) 2,748 ±248 

Cell+media  104,195±9,585* 

Cells+ DMSO 0.04% 

Cells + TAM 20 µg/ml  

109,617± 12,883 

89,097± 10,202 

Cells+ DMSO 0.01% 

Cells + TAM 5 µg/ml 

92,880± 8,431 

98,361± 19,199 

Cells+ DMSO 0.002% 

Cells + TAM 1µg/ml 

99,288± 14,443 

93,961± 15,891 

Cells+ DMSO 0.0002% 

Cells + TAM 0.1 µg/ml 

90,953± 7,323 

86,498± 5,887 

*  ค่า [3H] TdR incorporation ของแต่ละคู่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ี  (p< 0.05) 

4.3  ผลของ TAM ต่อการตอบสนองใน Mixed Lymphocyte Reaction 

รูปที่ 4.4 แสดงผลของ TAM ต่อการตอบสนองของเซลล์ม้ามจากหนูเม้าส์ B6C3F1 ที่มีต่อเซลล์
allogeneic (เซลล์ม้ามจากหนู DBA.2) ผลการทดลองชี้แนะว่า  ในกลุ่ม control ซึ่งไม่ได้รับสารสกัด TAM 
หรือ DMSO (ซึ่งเป็น VH control ของ TAM) เซลล์ม้ามจากหนู B6C3F1 ซึ่งเป็น H-2b สามารถตอบสนอง
ต่อเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ DBA/2 ที่เป็น H-2d ซึ่งมีความแตกต่างกันทาง major histocompatibility 
complex class II ได้สูง คือมีการตอบสนองเพ่ิมขึ้นถึง 19.5 เท่า  และการตอบสนองเป็นแบบ one-way 
mixed lymphocyte reaction  เฉพาะเซลล์ม้ามของ B6C3F1 ซึ่งเป็น responder เท่านั้นที่สามารถ
ตอบสนอง  ส่วนเซลล์ม้าม DBA/2 ท าหน้าที่เป็นเพียง stimulator ไม่สามารถตอบสนองต่อเซลล์ B6C3F1 
ได้ ดัง culture ที่มีแต่เซลล์ม้าม DBA/2 (ที่ถูกบ่มร่วมกับ mitomycin C  ล่วงหน้า) เมื่อได้รับ Con A  
หรือไม่ได้รับ Con A มีค่า [3H] TdR incorporation เท่ากับ 491.67 ± 61.4 cpm และ 399.67 ± 

157.91 cpm ตามล าดับ ซึ่งแสดงว่าเซลล์ที่เป็น stimulator ไมส่ามารถตอบสนองต่อ mitogen ได้ การวัด
การตอบสนองที่เกิดขึ้นจึงเป็นการตอบสนองของ responder หรือของเซลล์ม้าม B6C3F1 ที่ได้รับสาร
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รูปที่ 4.6  ความเป็นพิษของสารสกัด TAM ต่อเซลล์มะเร็ง in vitro 

 

 

L 1210         HaCat       B16F10 

T. indica (µg/well)  T. indica (µg/well)       T. indica (µg/well) 

 

 

T. indica (µg/well)  T. indica (µg/well)       T. indica (µg/well) 

 

AGS        A427    MCF-7 
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4.6  การทดสอบความเป็นพิษของ TAM ในหนูเม้าส์ B6C3F1 

ผลการทดสอบความเป็นพิษของ TAM ในหนูเม้าส B6C3F1 เพ่ือหา dosage ของ TAM ที่ไม่
ก่อให้เกิดพิษในสัตว์ทดลองในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดใน in vivo  พบว่า หนูเม้าส์ B6C3F1 ที่ได้รับ
การปูอนด้วย TAM (50-1,000 mg/kg) ทาง oral gavage วันละครั้ง ต่อเนื่องเป็นเวลา 14 วัน ไม่แสดง
อาการเกิดพิษทางคลินิกจากสารสกัด TAM  ยกเว้นในกรณีของ TAM ที่ 500 mg/kg และ 1,000 mg/kg 
ที่เกิดการตายเกิดขึ้น รูปที่ 4.7 A แสดงค่าน้ าหนักตัวของสัตว์ทดลอง ของทุกกลุ่มที่ไม่มีความแตกต่างอย่าง
มีนัยส าคัญ  จากกลุ่มควบคุม ที่ไม่ได้รับสารสกัด แต่ได้รับ 10% DMSO ที่เป็น vehicle control (ซี่งผล
การทดลองก่อนหน้า พบว่า กลุ่มควบคุมที่ได้รับ DMSO 10% ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มทดลองที่ได้รับ 
PBS แต่อย่างใด)  รูปที่ 4.7 B แสดงการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักตัวของสัตว์ทดลองจากวันแรกของการทดลอง 
(day 0) จนกระทั่งถึงวัดสุดท้าย (day 14) ซึ่งผลการทดลองชี้ชัดว่า ทุกกลุ่ม ไม่มีการลดลงของน้ าหนักตัว
จากวันแรกของการทดลองอย่างมีนัยส าคัญ ยกเว้น ในกลุ่มที่ได้รับ dose สูงสุด 1,000 mg/kg มีการลดลง
ของน้ าหนักตัวชั่วคราวอย่างมีนัยส าคัญ จากวันแรกของการทดลอง โดยเฉพาะวันที่ 11 มีการลดของ
น้ าหนักตัวสูงสุด 14% (p< 0.01) หรือน้ าหนักลดลงประมาณ 3 กรัม แต่หลังจากนั้น น้ าหนักตัวเริ่มสูงขึ้น
เล็กน้อย จนกระท่ังถึงวันที่ 14 ซึ่งเป็นวัดสุดท้ายของการปูอนสารสกัด น้ าหนักตัวในกลุ่มนี้ก็ยังคงลดลงเมื่อ
เทียบกับวันแรกที่เริ่มทดลอง (p< 0.05)  อย่างไรก็ตาม การได้รับ TAM (50-1,000 mg/kg) ทาง oral 
gavage วันละครั้ง ต่อเนื่องเป็นเวลา 14 วัน ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงน้ าหนักของอวัยวะส าคัญภายในร่างกาย 
คือ สมอง ม้าม ไต ปอด หรือ ไทมัส (thymus) อย่างมีนัยส าคัญ (p <0.05) แม้ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ
แต่มีข้อสังเกตว่า น้ าหนักของตับเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยที่กลุ่มที่ได้รับ TAM 100 mg/kg และน้ าหนักหัวใจมี
แนวโน้มที่มีค่าลดลงเล็กน้อยในกลุ่มที่ได้รับ TAM 50, 500 และ 1,000 mg/kg (ตารางที่ 4.3)  นอกจากนั้น 
ผลวิเคราะห์ทาง serum chemistry ซึ่งวิเคราะห์เอนไซม์ ALP (alkaline phosphatase), ALT (alanine 
transaminase หรือ serum glutamic pyruvate transaminase; SGPT), AST (aspartate 
transaminase หรือ serum glutamic oxaloacetic transaminase; SGPT), BUN (blood urea 
nitrogen), uric acid, bilirubin และ creatine ซึ่งสะท้อนการท างานของตับและไต (ตารางที่ 4.4)  และ
ผลวิเคราะห์ทางโลหิตวิทยา ที่วิเคราะห์ปริมาณเม็ดเลือดแดง (red blood cell count; RBC), HCT 
(haematocrit), HGB (haemoglobin), MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration) 
และ MCH (mean corpuscular hemoglobin) (ตารางที่ 4.5 – 4.6) พบว่า ไม่มีความผิดปกติ และไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากกลุ่มควบคุม หรือมีการเปลี่ยนแปลงที่สัมพันธ์กับ dosage ของ TAM ที่
เพ่ิมขึ้น เข่นเดียวกับไม่มีการเปลี่ยนแปลงของจ านวนเม็ดเลือดขาว (white blood cell count; WBC) 
และจ านวนเกร็ดเลือด (platelet)   ยกเว้นกลุ่มที่ได้รับ TAM 50 และ 100 mg/kg มีค่า MCV ซึ่งเป็นค่า
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเลือดแดงมีค่าสูงขึ้นเล็กน้อยอย่างมีนัยส าคัญ ประมาณ 3.7 และ 2.6 % ตามล าดับ 
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(ตารางที ่4.6)  อย่างไรก็ตาม ในกลุ่มที่ได้รับ TAM สูงสุดที่ 1,000 mg/kg มีแนวโน้มของ % neutrophil ที่
เพ่ิมขึ้น และมี % lymphocyte ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่ผลจากการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว 
(differential white blood cell count) (ตารางที ่4.7) พบว่าไม่มีความแตกต่างของ % monocytes, % 
eosinophils และ % basophils ของทุกกลุ่มการทดลอง  โดยรวม ผลจากการทดสอบความเป็นพิษของ
สารสกัด TAM ในหนูเม้าส์ B6C3F1 (รูปที่ 4.7  ตารางที่ 4.3 ถึง 4.7) ชี้แนะว่า สารสกัดจากเปลือกหุ้ม
เมล็ดมะขามมีความเป็นพิษค่อนข้างต่ าในสัตว์ทดลอง แต่ที่ dose 1,000 mg/kg สารสกัดสามารถก่อให้เกิด
การตาย 40% ในสัตว์ทดลอง ผลการชันสูตรหนูที่ตายพบตะกอนของ TAM ในระบบทางเดินอาหาร ดังนั้น 
สาเหตุการตายน่าจะเกี่ยวข้องกับปัญหาทางกายภาพที่เกิดจากตะกอนของ  TAM เมื่อได้รับในปริมาณสูง 
ดังนั้น ปริมาณ dose 50, 250 และ 500 mg/kg จึงถูกเลือกใช้ในงานทดลองของการรับสารสกัดใน in 
vivo ครั้งหน้าต่อไป 
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รูปที่ 4.7  น้ าหนักตัว (A) และการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักตัว (B) ของหนูเม้าส์ B6C3F1 ในช่วงระหว่าง 
14 วันของการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัด TAM 
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4.7  ผลของ TAM ต่อการท างานของ Natural killer (NK) เซลล์ 

โครงการนี้ทดสอบผลของ TAM ต่อการท างานของ NK เซลล์โดยการน าเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ 
B6C3F1 ที่ได้รับการปูอนด้วยสารสกัด TAM (50, 250 และ 500 mg/kg) เป็นระยะเวลา 14 วัน มาหา NK 
activity ด้วยการตรวจสอบความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็งเปูาหมายใน in vitro กลุ่ม VH control ใช้ 
10% DMSO และ vitamin C (100 mg/kg) เป็น antioxidant control  นอกจากนั้น ยังมีกลุ่มที่ได้รับ 
anti-asialo GM1 antibody ที่ฉีดเข้าช่องท้องหนู 24 ชม. ก่อนท าการุณฆาต เพ่ือน าม้ามมาทดสอบหา NK 
activity ใน in vitro ผลการทดสอบแสดงในรูปที่ 4.8 ผลการทดสอบ NK activity  พบว่าที่อัตราส่วนของ 
responder เซลล์ ต่อ เซลล์มะเร็งเปูาหมาย (effector to target ratio) ที ่200: 1 ของกลุ่มควบคุมที่ได้รับ
สารละลาย (VH control)  มีความสามารถในการฆ่าเซลล์เปูาหมาย ได้ 20%  ซึ่งถือว่ามี NK activity ที่สูง
ในหนูเม้าส์ กลุ่มที่ได้รับ anti-asialo GM1 ซึ่งเป็น antibody ที่สามารถก าจัด NK เซลล์ใน in vivo ได้ 
(Grosso et al., 2004 และ  LÓpez-Soto, et al., 2017) สามารถลด NK activity ได้ถึง 72%  แต่การ
ได้รับสารสกัด TAM ที่ 50-500 mg/kg หรือ ได้รับ antioxidant vitamin C 100 mg/kg ไม่มีผล
เปลี่ยนแปลงการท างานของ NK เซลล์แต่อย่างใด (รูปที่ 4.8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8  NK activity ของหนูเม้าส์ B6C3F1 (n = 5) ที่ได้รับการปูอนด้วย TAM หรือ vehicle control  
หรือ vitamin C เป็นเวลา 14 วัน  ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SE.   Anti-asialo GM1 ใช้เป็น

กลุ่มควบคุมเพ่ือให้แน่ใจว่าการถูกท าลายของเซลล์มะเร็งเปูาหมายเกิดผ่าน NK เซลล์ 
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4.8  ผลของ TAM ต่อการสร้าง NO ของเซลล์ macrophage 

4.8.1  การศึกษาโดยใช้โมเดลของ RAW 264.6 เซลล์ที่ได้รับ TAM in vitro 

4.8.1.1 การหาปริมาณที่เหมาะสมของ LPS และ IFN-g 

ก่อนท าการทดสอบผลของการได้รับ TAM in vitro ต่อการสร้าง NO ของ 

RAW264.7 เซลล์ จ าเป็นต้องหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ LPS และ IFN- ในการเหนี่ยวน าให้ 
RAW164.7 เซลล์สร้าง NO ซี่งในโครงการวิจัยนี้ ประเมินปริมาณของ NO ทางอ้อมโดยวัดปริมาณ nitrite 
ซึ่งเป็น metabolite product ที่เสถียรของ NO แทนด้วยการใช้ Griess reagent  ผลการทดสอบที่ใช้

ปริมาณ LPS 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 20 µg/ml และ IFN- 1, 2,5, 5, 10, 20, 30 และ 40 ng/ml ในการ
กระตุ้น RAW264.7 เซลล์ให้สร้าง NO แสดงในรูปที่ 4.9 A-B ที่ชี้แนะว่า ปริมาณ LPS ที่สูงกว่า 5 µg/ml 

ขึ้นไป หรือ IFN-ที่สูงกว่า 20 ng/ml ไม่ได้เพ่ิมปริมาณของ NO ให้มากขึ้นสักเท่าใด ดังนั้น งานวิจัยนี้ จึง

เลือกใช้ความเข้มข้นของ LPS 5 µg/ml และ IFN- 10 ng/ml ร่วมกันในการกระตุ้น RAW264.7 เซลล์     
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รูปที่ 4.9 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ LPS และ IFN- ส าหรับใช้กระตุ้น RAW26.47 เซลล์ 

ซึ่งกระท าโดยการ plate RAW254.7 เซลล์ที่ความเข้มข้น 2x105 เซลล์ ต่อ หลุมและบ่ม

ร่วมกับความเข้มข้นที่แตกต่างกันของ LPS (0.5, 1, 2, 5, 10 และ 20 µg/ml) หรือ IFN- 
(1, 2.5, 5, 10, 20, 30 และ 40 ng/ml) เป็นเวลา 24 ชม.  

 

4.8.1.2  ผลของการได้รับ TAM in vitro ต่อการสร้าง NO ของ RAW264.7  

ผลของ TAM ต่อการสร้าง NO ของ RAW264.7เซลล์ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย 5 

µg/ml LPS ร่วมกับ IFN- 10 ng/ml แสดงในรูปที่ 4.10 A ซึ่งชี้ชัดว่า การได้รับสารสกัด TAM 0.2-200 

µg/ml เป็นเวลา 24 ชม. พร้อม LPS (5 µg/ml) และ IFN- (10 ng/ml) สามารถยับยั้งการสร้าง NO ที่
สังเคราะห์โดย RAW 264.7 โดยการยับยั้งเพ่ิมขึ้น ตามความเข้มข้นของสารสกัดที่สูงขึ้น (dose 
dependent)  การยับยั้งการสร้าง NO โดยสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้นสูงสุด (200 µg/ml) อยู่ที่ 68% 
ในขณะที่ antioxidant control อ่ืนคือ vitamin C (500 µM), vitamin E (141.3 µM) หรือ ß-carotene 
(2.5 µM) สามารถยับยั้งได้ใกล้เคียงกัน คืออยู่ที่ประมาณ 54%  และผลจากการยับยั้งการสร้าง NO ไม่ได้
ขึ้นกับความเป็นพิษของสาร  เพราะความเข้มข้นของสารสกัด TAM, vitamin C, vitamin E และ ß-
carotene ที่ใช้ในการศึกษาไม่ได้แสดงความเป็นพิษต่อ RAW264.7 เซลล์ เมื่อประเมิน % cell viability 
ด้วยการใช้ MTT assay ยกเว้นในกรณีของ vitmin C ที่ลด cell viability ไปเล็กน้อยประมาณ 10%  (p< 
0.05) (รูปที่ 4.10 B) 
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รูปที่ 4.10  การสังเคราะห์ NO (A) และ ร้อยละของเซลล์ที่ยังคงมีชีวิต (B) ของ RAW264.7 เซลล์ที่บ่ม
ร่วมกับสารสกัด TAM ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ หรือ vitamin C (500 µM), vitamin E (141.3 

µM), หรือ ß-carotene (2.5 mM) พร้อมกับการกระตุ้นด้วย LPS (5 µg/ml) และ IFN- (10 

ng/ml) เป็นเวลา 24 ชม. ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยน ± SE (n = 5) ปริมาณ nitrite ของ 

RAW254.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS และ IFN- เทียบกับ naïve RAW264.7 (ไม่ได้รับการกระตุ้น) 
วิเคราะห์ด้วย student’s t test (*** แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p< 0.001) กลุ่มที่ได้รับสาร
สกัด TAM เทียบกับ VH control วิเคราะห์ด้วย one way ANOVA ตามด้วย Dunnett’s test  
(** แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p< 0.01 )ส าหรับแต่ละ  antioxidant control vitamin C, 
vitamin E และ ß-carotene เทียบกับ media control วิเคราะห์ด้วย student’s t test (** 
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที ่p< 0.001, *** แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที ่p< 0.0001) 
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4.8.2  การสร้าง NO ของ peritoneal macrophage เซลล์ที่ได้รับ TAM in vivo  

เพ่ือให้แน่ใจว่าความสามารถของ TAM ในการยับยั้งการสร้าง NO ไม่ได้เกิดเฉพาะ
เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ macrophage RAW264.7 งานวิจัยนี้จึงตรวจสอบความสามารถของ TAM ใน
การยับยั้งการสร้าง NO ของเซลล์ macrophage ที่อยู่ในช่องท้อง (peritoneal cells) ของหนูเม้าส์  
โดยท าการปูอนสารสกัด TAM (50, 250 และ 500 mg/kg) หรือ VH control (10% DMSO ใน PBS) 
ในหนูเม้าส์ต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 14 วัน ก่อนน าเซลล์ออกจากช่องท้องของหนูเม้าส์  เลือกเอาเฉพาะ
เซลล์ที่สามารถเกาะยึด (adherent) กับ culture plate ซึ่งเป็นคุณสมบัติเฉพาะของเซลล์ 
macrophage ดังนั้น จึงสามารถแยก adherent เซลล์ออกจาก non-adherent ซึ่งเป็นเซลล์แบบไม่
เกาะยึด ก่อนท าการกระตุ้น adherent เซลล์ (ซึ่งเป็นเซลล์ macrophage) ด้วย LPS (5 µg/ml), IFN-

(10 ng/ml) หรือใช้ LPS (5 µg/ml) ร่วมกับ IFN- (10 ng/ml) เพ่ือให้เกิดการสร้าง NO ใน in 

vitro ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.11 A-C   ซึ่งแสดงว่า การกระตุ้นด้วย LPS และ/หรือ IFN- 

สามารถกระตุ้นperitoneal macrophage ให้สร้าง NO ให้เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับ 

culture ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น และการใช้ LPS ร่วมกับ IFN- สามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้าง NO ได้

ดีกว่าการใช้เพียง LPS หรือใช้ IFN- เพียงชนิดเดียวในการกระตุ้น (p< 0.05) (รูปที่ 4.11 A-C)  การ
ทดลองพบว่า การยับยั้งการสร้าง NO ของ peritoneal macrophage โดย TAM แปรผันตามความ
เข้มข้น โดย TAM สามารถยับยั้งการสร้าง NO ใน in vitro ได้เมื่อ TAM มี dosage สูงสุดใน in vivo 

ที่ 500 mg/kg และเมื่อได้รับการกระตุ้นการสร้าง NO in vitro ด้วย IFN- หรือLPS ร่วมกับ IFN- 
เท่านั้น (รูปที่ 4.11 B-C) และการยับยั้ง NO ไม่ได้เกี่ยวข้องกับความเป็นพิษของ TAM เพราะ % cell 
viability ของ peritoneal macrophagecell ของทุกกลุ่มที่ได้รับสารสกัด TAM ไม่มีความแตกต่าง
จากกลุ่ม VH control และ % cell viability ของทุกกลุ่มมีค่าใกล้เคียงกันคือสูงถึง 90% (รูปที่ 4.12)  
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รูปที่ 4.11  การสร้าง nitrite โดยเซลล์ macrophage ในช่องท้องของหนูเม้าส์ที่ได้รับการปูอนด้วย TAM ที ่

50, 250 และ 500 mg/kg เป็นเวลา 14 วัน และกระตุ้น in vitro ด้วย LPS (A), IFN- (B) หรอื 

LPS ร่วมกับ IFN- เป็นเวลา 24 ชม. ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SE (หนู 5 ตัว/กลุ่ม) ความแตกต่าง

ของระดับ nitrite ใน culture ของหนูกลุ่มควบคุมที่กระตุ้นด้วย LPS หรือ IFN- หรือ LPS 

ร่วมกับ IFN- เทียบกับculture ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น ทดสอบด้วย student’s t test (*** 
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p< 0.0001) ความแตกต่างของหนูทดลองในกลุ่มท่ีได้รับ TAM เทียบ

กับกลุ่ม VH control ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS และ/หรือ IFN- ทดสอบด้วย one way 
ANOVA ตามด้วย Dunnett’s test (* แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p< 0.05, *** แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญท่ี p< 0.0001)    
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รูปที่ 4.12 ร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตของเซลล์ macrophage จากช่องท้องของหนู B6C3F1 ที่ได้รับการ
ปูอนด้วย VH (10% DMSO ใน PBS) หรือ TAM ที ่dosage ต่าง ๆ และถูกกระตุ้น in vitro 

ด้วย LPS (A), IFN- (B) และ LPS ร่วมกับ IFN- (C) เป็นเวลา 24 ชม. ค่าท่ีแสดงเป็น

ค่าเฉลี่ย ± SE ของหนู 5 ตัว/กลุ่ม  

 

 

 

 

T indica (mg/kg) 

T indica (mg/kg) 

T indica (mg/kg) 



65 
 

 

ส าหรับการทดลองที่น าเซลล์ macrophage จากช่องท้องหนูเม้าส์ที่ได้รับการปูอนด้วยสาร
สกัด TAM เป็นเวลา 14 วัน และชักน าให้เกิดการสร้าง NO in vitro ด้วยการใช้ TPA พบว่า การได้รับ 
TAM in vivo สามารถยับยั้งการสร้าง NO ที่ชักน าโดย TPA ได้เช่นเดียวกันกับการสร้าง NO ที่ชักน าโดย

LPS และ/หรือ IFN-โดยการยับยั้งการสร้าง NO เป็นปฏิภาคโดยตรงกับความเข้มข้นของ TAM ที่
เพ่ิมข้ึน (รูปที่ 4.13 A) โดยที่ dosage  ของ TAM ที ่50, 250 และ 500 mg/kg ของ TAM สามารถยับยั้ง

การสร้าง NO ที่ชักน าโดย TPA ได้ประมาณ 39%, 48% และ 55% ตามล าดับ (p< 0.05)ซ่ึง
ความสามารถในการยับยั้งของ TAM ที ่ dosage สูงสุดคือ 500 mg/kg มีค่าใกล้เคียงกับ antioxidant 
control vitamin C  คืออยู่ที่ประมาณ 55 % เช่นกัน  และผลจากการยับยั้งการสร้าง NO ไม่เก่ียวข้องกับ
ความเป็นพิษของ TAM ต่อเซลล์ช่องท้อง เพราะ % cell viability ของทุกกลุ่มที่ได้รับ TAM ไม่มีความ
แตกต่างจากกลุ่ม VH control แต่ประการใด (รูปที่ 4.13  B) 
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รูปที่ 4.13 การสร้าง nitrite (A) และ ร้อยละของปริมาณเซลล์ทีมีชีวิตอยู่ (B) ของเซลล์ในช่องท้อง 
macrophages จากหนูเม้าส์ B6C3F1 ที่ได้รับการปูอนด้วย VH1 (10% DMSO ใน PBS) 
หรือ สารสกัด TAM ที ่dosage ต่าง ๆ หรือ vitamin C (100 mg/kg) เป็นเวลา 14 วัน ก่อน

การกระตุ้นการสร้าง NO ด้วย TPA (0.1µg/mL) in vitro  ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SE (หน ู

5 ตัว/กลุ่ม) ระดับ nitrite ในกลุ่มควบคุมที่กระตุ้นด้วย TPA เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ
การกระตุ้น ทดสอบด้วย student’s t test (*** p<  .    )  ส าหรับ culture ที่ได้รับการ
กระตุ้นด้วย TPA,ระดับ nitrite ในกลุ่มท่ีได้รับ TAM เทียบกับกลุ่ม VH control ทดสอบด้วย 
one way ANOVA ตามด้วย Dunnett’s test (** p< 0.01), กลุ่มท่ีได้รับ vitamin C เทียบ
กับ VH2 (media) ที่ได้รับการกระตุ้น ทดสอบด้วย student’s t test (*** p< 0.0001)    
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บทท่ี 5 

การวิจารณ์ 

 

เปลือกหุ้มเมล็ดมะขามอุดมไปด้วยปริมาณ polyphenolic flavonoids ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูง สามารถก าจัด peroxyl radicals ที่สร้างโดย ABTS/H2O2/FeCl3 (Fenton reaction) และ 
superoxide anions ที่สร้างโดย hypoxanthine-xanthine oxidase (neotetrazolium) (Pumthong, 
1999) มีงานวิจัยรองรับมากมายว่าสารสกัดสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสามารถออกฤทธิ์ต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันร่วมด้วย เช่น ส่วนประกอบส าคัญของสารต้านออกซิเดชันส่งเสริมความสามารถในการฆ่าของ NK 
cell, เพ่ิมการหลั่ง tumor necrosis factor, IL-1, !L-6, IL-10 และ cytokines อ่ืน ๆ ลดการตอบสนอง
ของ delayed hypersensitivity reaction และรบกวนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ signal transduction 
pathway ที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการท างานของเซลล์ภูมิคุ้มกันต่าง ๆ  (Bendich, 1999; Chishier et 
al., 1996; Middleton, 1998; Janeway and Travers, 1996) โดยเฉพาะ มีรายงานถึงผลประโยชน์ของ
การประยุกต์ใช้สารต้านออซิเดชันต่าง ๆ เพ่ือส่งเสริมการท างานและการเจริญของเซลล์ lymphocytes ใน
โมเดลสัตว์ทดลอง และ ในคนชรา รวมทั้ง ในผู้ปุวย HIV/AIDS ที่มีสภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง (De la 
Fuente and Victor, 2000; Singh and Pai, 2015)  ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ของมะขามต่อระบบภูมิคุ้มกัน 
ยังมีปริมาณจ ากัด มีรายงานว่าสารกลุ่ม polysaccharide ที่ถูกสกัดแยกตามด้วยการท าให้บริสุทธิ์จากเมล็ด
มะขามมีฤทธิ์ควบคุมการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันใน in vitro  โดยส่งเสริมการกลืนกิน 
(phagocytic enhancement) ของเซลล์ macrophage และการยับยั้ง leukocyte migration และ cell 
proliferation ของเซลล์เม็ดเลือดขาว (Sreelekha et al., 1993)  ดังนั้น งานวิจัยนี้ จึงสนใจศึกษาการ
ออกฤทธิ์ของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อระบบภูมิคุ้มกัน 

โครงการวิจัยนี้ศึกษาฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม หรือ TAM ต่อการ
ท างานของระบบภูมิคุ้มกันโดยใช้หนูเม้าส์สายพันธุ์ B6C3F1 เพศเมียเป็นโมเดล เนื่องจาก B6C3F1 เป็นหนู
เม้าส์ที่เป็น inbred strain (หนูที่มีพ่อแม่เป็นพ่ีน้องท้องเดียวกัน) หนูเม้าส์แต่ละตัวจึงมี genotype ที่เกือบ
เหมือนกัน ทั้งนี้ เพ่ือลดปัญหาการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันที่แตกต่างกันสืบเนื่องจาก genotype 
ต่างกัน ความแตกต่างของการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันจะได้ขึ้นกับปัจจัยของสารที่ใช้ทดสอบเท่านั้น 
นอกจากนั้น หนูเม้าส์ B6C3F1 ยังเป็นหนึ่งในสายพันธุ์นอกเหนือจากสายพันธุ์ C57Bl/6 ที่ US National 
Toxicology Program ใช้ในการทดสอบผลกระทบของสารต่าง ๆ ในสิ่งแวดล้อมต่อการท างานของระบบ
ภูมิคุ้มกัน และมีฐานข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ที่เพียงพอเกี่ยวกับหนูสายพันธุ์ทั้งสอง (Luster et al., 1988; 
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Luster et al., 1992) ส าหรับเหตุผลที่เลือกเฉพาะหนูเม้าส์เพศเมียเพื่อใช้ในการศึกษา เพราะโดยธรรมชาติ 
เมื่อเลี้ยงหนูตัวผู้ร่วมกันในกรงเดียวกัน หนูเพศผู้มักจะกัดกันเอง ท าให้เกิดแผลตามร่างกาย และการต่อสู้
กันก่อให้เกิดความเครียด การเปลี่ยนแปลงระดับฮอร์โมน ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่า สมอง ความเครียด และ
ระบบฮอร์โมน มีผลกระทบและควบคุมการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน (neuro-endocrine regulation)  
(Pruett, 2003; Sabioncello et al., 2004) ดังนั้น ในการทดสอบสารที่มีพิษต่อระบบภูมิคุ้มกัน 
(immunotoxicology) จึงนิยมใช้แต่หนูเม้าส์เพศเมียในการทดสอบ ยกเว้นสารที่คาดว่าความแตกต่างทาง
เพศสามารถเปลี่ยนแปลงการตอบสนองของระบบภูมิค้มกัน ในกรณีนั้น มักท าการทดลองโดยใช้สัตว์ทดลอง
ทั้ง 2 เพศ โครงการนี้ ประยุกต์ใช้วิธีทดสอบต่าง ๆ ทางพิษวิทยาระบบภูมิคุ้มกันมาประยุกต์ใช้ทดสอบสาร
สกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามว่ามีฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกันหรือไม่ และเลือกใช้เฉพาะหนูเม้าส์เพศเมีย 
B6C3F1 ในการทดสอบทั้งใน in vitro และ in vivo 

งานวิจัยนี้ใช้เซลล์ที่เตรียมจากม้าม (splenocytes) ของหนูเม้าส์ B6C3F1 เป็นแหล่งของเซลล์
ภูมิคุ้มกัน เพราะในม้ามมีทั้ง T เซลล์, B เซลล์, dendritic cell, macrophage รวมทั้ง NK เซลล์ โดยทั่วไป 
ในม้ามหนูเม้าส์ มี T เซลล์ประมาณ 30-35% (ในจ านวนนี้ 70% เป็น CD4+-T เซลล์ และ 30% เป็น 
CD8+T เซลล์)  ส่วน B เซลล์มีประมาณ 40-50%  NK เซลล์มีประมาณ 10% ส่วน monocytes, 
eosinophils และ basophils มีรวมกันประมาณ 10% (https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/brochures /I-076357%20cell%20count%20table%20topp_WEB.pdf)  นอกจากนั้น 
จากประสบการณ์ของผู้วัจัย ม้ามของหนูเม้าส์ 1 ม้าม สามารถเตรียมเซลล์ได้มากถึง 9x107 เซลล์ หรือ 90 
ล้านเซลล์ได้เป็นอย่างต่ า เทคนิคการเตรียมเซลล์จากม้าม ก็สามารถกระท าได้ง่าย ดังนั้นในการศึกษาฤทธิ์
เบื้องต้นของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม หรือTAM ต่อระบบภูมิคุ้มกันในโครงการนี้ จึงใช้เซลล์จาก
ม้ามเป็นแหล่งของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน  เช่นเดียวกับการทดสอบทางพิษวิทยาระบบภูมิคุ้มกันทั่วไป ที่
นิยมใช้เซลล์จากม้ามของหนูเม้าส์เป็นแหล่งของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันเช่นกัน (Klassen, 2008; Luster 
et al 1992; 1993; Burleson et al., 1995a, 1995b) 

ก่อนท าการศึกษาผลของ TAM ต่อการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน in vitro  จ าเป็นต้อง
หาความเข้มข้นสูงสุดของ TAM ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ B6C3F1 แต่สารสกัด TAM มีปัญหา
เรื่องการละลายค่อนข้างยาก  โครงการนี้ใช้ 2 วิธีการในเตรียมสารสกัด TAM เพ่ือใช้ในการทดลอง  โดย
การศึกษาในช่วงแรก ละลาย TAM ใน 10% DMSO ที่ใช้ในงานทดลองเกี่ยวกับความเป็นพิษต่อมะเร็งสาย
พันธุ์ต่าง ๆ  การศึกษาความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง การศึกษาใน NK assay และผลกระทบต่อการสร้าง NO  
ซึ่งท าการศึกษาในระยะแรกของโครงการวิจัย  ต่อมาได้สังเกตว่า TAM ไม่สามารถละลายใน 10% DMSO 
ได้หมด เพราะถ้าท้ิงไว้สักพัก จะสังเกตว่ามีตะกอนแยกออกมาเล็กน้อย  ดังนั้น ก่อนท าการทดลองหลังจาก
ละลาย TAM ใน 10% DMSO  เมื่อมีตะกอน จึงน าไปปั่นเหวี่ยง เลือกแต่เฉพาะส่วนน้ าใส เพ่ือใส่ไปใน cell 

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/brochures
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/brochures
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culture ในการทดลองทาง in vitro หรือใช้ปูอนสัตว์ทดลอง ใน in vivo แม้กระนั้น ผลการชันสูตรศพหนู
เม้าส์ที่ตายจากการทดลอง ในกลุ่ม TAM dosage สูงสุด (1,000 mg/kg) ที่ได้รับต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 14 
วัน ยังสามารถพบตะกอนของ TAM ในร่างกาย ชี้แนะการตกตะกอนของ TAM  ดังนั้น การทดลองในครึ่ง
หลังของโครงการที่ท าการศึกษาผลของสารสกัด TAM ใน mitogenesis assay, mixed lymphocyte 
reaction และ Mishell Dutton assay ได้ปรับเปลี่ยนวิธีเตรียมสารสกัดTAM ให้ละลายได้มากขึ้น โดย
ละลาย TAM ใน DMSO ที่ไม่ได้เจือจางเพ่ือเป็น stock solution ปล่อยให้ละลายช้า ๆ โดยตั้งทิ้งไว้
ประมาณ 2 ชม. และท าการ vortex เป็นระยะ เพ่ือให้ TAM ละลายได้หมดก่อน จึงท าการเจือจางจาก 
stock ด้วยการใช้ complete media ซึ่งผลการทดสอบความเป็นพิษของ TAM ต่อเซลล์ม้ามที่กระท าโดย 
2 วิธีมีความแตกต่างกัน โดยการเตรียมแบบวิธีหลัง ที่ละลายใน DMSO ที่ไม่เจือจาง สารสกัด TAM 
สามารถละลายได้ดีขึ้น ไม่ตกตะกอน แต่สารสกัดมีความเป็นพิษสูงกว่าการเตรียมแบบวิธีแรกที่ละลาย 
TAM ใน 10% DMSO โดยวิธีแรก พบว่าความเข้มข้นสูงสุดของ TAM ที่ใช้ในเซลล์ culture ไม่ควรเกิน 20 
µg/หลุม (ประมาณ 166 µg/ml) เพราะถ้าปริมาณ TAM สูงกว่านี้ก่อให้เกิดการตายของเซลล์ม้ามเพ่ิมขึ้น 
(รูปที่ 4.2 A-B)  ส่วนการละลาย TAM ใน DMSO ที่ไม่เจือจาง พบว่าความเข้มข้นสูงสุดของ TAM อยู่ที่ 20 
µg/ml (ตารางที่ 4.1) ซึ่งมีความเป็นพิษมากกว่าแบบแรกประมาณ 8 เท่า ซึ่งอาจเป็นเพราะสารใน TAM 
ละลายได้ดีขึ้น และไม่มีการก าจัดตะกอนออกไปเหมือนกับแบบแรก ส่วนประกอบบางอย่างในสารสกัด
หยาบจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามที่ไม่ได้ตกตะกอนและถูกก าจัดออกไปก่อนเหมือนวิธีแรก อาจมีพิษต่อ
เซลล์ม้าม จึงท าให้ความเป็นพิษเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ดี เนื่องจากมีข้อจ ากัดต่าง ๆ โครงการวิจัยนี้ ไม่ได้
ย้อนกลับไปท าการทดลองซ้ าส าหรับการศึกษาต่าง ๆ ที่ได้ทดลองเสร็จสิ้นแล้ว โดยใช้วิธีการละลาย TAM 
ตามท่ีไดป้รับปรุงใหม่ 

การทดสอบใน mitogenesis assay ในโครงการวิจัยนี้ ใช้ concanavalin A (Con A) เป็น 
mitogen เพ่ือประเมินผลกระทบของ TAM ต่อการแบ่งตัวของ T เซลล์ในการตอบสนองต่อ mitogen โดย
ปกติทั้ง phytohaemaglutinin (PHA)  และ Con A  สามารถกระตุ้นการตอบสนองของ T เซลล์ ซึ่ง T 
เซลล์ตอบสนองด้วยการแบ่งเซลล์  ทั้งนี้ mitogen สามารถกระตุ้น T เซลล์หลายกลุ่ม (population) ให้
ตอบสนองได้ โดยการตอบสนองเป็นแบบไม่จ าเพาะ PHA เป็นสารที่สกัดจาก red kidney bean 
(Phaseolus vulgaris)  ส่วน Con A  เป็นสารที่สกัดจาก jack bean (Canavalia ensiformis) 
(Smialowicz, 1995) โดยทั่วไป ทั้งคู่สามารถกระตุ้นให้ T เซลล์ตอบสนองได้ แต่จากการศึกษาเบื้องต้น 
(preliminary study) ในห้องปฎิบัติการนี้ พบว่า Con A มีความสามารถสูงกว่า PHA ในการกระตุ้น T 
เซลล์ การทดสอบในโครงการวิจัยนี้ จึงเลือกใช้เฉพาะ Con A mitogen ผลการทดลองพบว่า TAM ที่ความ
เข้มข้น 0.1 µg/ml-20µg/ml ไม่ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของการตอบสนองของ T เซลล์ต่อ Con A 
mitogen โดยไม่มีทั้งฤทธิ์ยับยั้ง หรือ ฤทธิ์ส่งเสริมการตอบสนองของ T เซลล์ต่อ Con A mitogen แต่
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อย่างใด (ตารางที ่4.2) นอกจากนั้น ผลของการเปรียบเทียบ culture ที่ไม่ได้ใส่ mitogen แต่มีเซลล์ม้ามที่
ไม่ได้บ่ม หรือ บ่มร่วมกับสารสกัด TAM ก็ไม่ได้มีความแตกต่างของการเจริญของเซลล์ (cell 
proliferation) เช่นกัน (ไม่ได้แสดงข้อมูล) ซึ่งชี้แนะว่า สารสกัด TAM นอกจากไม่มีฤทธิ์ส่งเสริมการ
ตอบสนองของ T เซลล์ต่อ mitogen ตัวสารสกัดเองก็ไม่มี mitogenic activity เช่นกัน (ไม่สามารถส่งเสริม
การแบ่งเซลล์) งานวิจัยนี้ ไม่ได้ตรวจสอบผลของสารสกัด TAM ต่อการตอบสนองของ B เซลล์ mitogen  
ซึ่งสามารถกระท าได้โดยท าการทดลองอย่างเดียวกัน แต่ใช้ B เซลล์ mitogen แทน Con A  โดยทั่วไป 
mitogen ที่ใช้กระตุ้น B lymphocyte ได้แก่ lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งสกัดจากผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียแกรมลบ ส่วน mitogen ที่สามารถกระตุ้นได้ทั้ง T และ B lymphocytes คือ pokeweed 
mitogen ที่สกัดจากรากของ Phytolaca americana ซึ่งประกอบด้วย 5 mitogen ย่อยคือ Pa1-5 ที่
ทั้งหมดกระตุ้น T lymphocyte ส่วน PWM Pa-1 สามารถกระตุ้น B lymphocyte ให้แบ่งเซลล์และสร้าง 
immunoglobulin เมื่อม ีmacrophage และ T lymphocyte (Smialowicz, 1995)  

การทดสอบ mixed lymphocyte response หรือ mixed lymphocyte (reaction) หรือ 
MLR เป็นการวัดการตอบสนองของ T เซลล์ ต่อ allogeneic antigen ที่มีความแตกต่างกันที่ major 
histocompatibility complex (MHC) allogeneic antigen หมายถึง antigen บนผิวเซลล์ของสัตว์ 
species เดียวกันที่มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรม ส่วน MHC เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญ
ในเรื่องการไม่ยอมรับการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ MLR เป็นการทดสอบที่ประยุกต์ใช้ในด้านการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ
เพ่ือตรวจสอบปฎิกริยาตอบสนองการเข้ากันได้ (compatibility) หรือการไม่ยอมรับ (rejection) ของผู้รับ 
(receipient) ต่อเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่ปลูกถ่าย (graft)  การทดสอบอาศัยหลักการว่า เมื่อน า lymphocyte 
2 กลุ่มที่มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมมาเพาะเลี้ยง (culture) ร่วมกัน   เซลล์ lymphocyte จะเกิด
การตอบสนองซึ่งกันและกันต่อ MHC antigen ที่แตกต่างกัน โดยเซลล์มีขนาดขยายใหญ่ขึ้น (blast 
formation) เกิดการสังเคราะห์  DNA และแบ่งเซลล์อย่างรวดเร็ว ในการทดสอบทางพิษวิทยาระบบ
ภูมิคุ้มกัน นิยมวัดการตอบสนองเฉพาะกลุ่ม lymphocyte ที่ได้จากสัตว์ทดลองที่ได้รับสารเคมีเพียงฝุาย
เดียว เพ่ือตรวจสอบว่าสารเคมีที่ทดสอบมีผลเปลี่ยนแปลงความสามารถของ lymphocyte ในการ
ตอบสนองต่อ MHC antigen ที่ต่างกันหรือไม่  lymphocyte ที่ถูกตรวจสอบความสามารถในการ
ตอบสนองเรียกว่า responder ส่วน  lymphocyte อีกกลุ่มหนึ่งที่เลี้ยงร่วมกันใน culture จะถูกยับยั้ง
ความสามารถในการตอบสนองโดยการฉายรังสี หรือใช้สารเคมี mitomycin C เพ่ือยับยั้งการแบ่งเซลล์  
เซลล์กลุ่มนี้ท าหน้าที่เป็นเพียงตัวกระตุ้นให้ responder ตอบสนองเท่านั้น เรียกเซลล์ที่ท าหน้าที่กระตุ้นว่า 
stimulator การวัดความสามารถในการตอบสนองของ lymphocyte  ต่อ allogeneic MHC ฝุายเดียวใน 
MLR เรียกว่า one-way mixed lymphocyte reaction  หลักการของวิธีวัดการตอบสนองใน MLR ใช้ 
[3H]-TdR  เพ่ือติดฉลาก DNA ที่สังเคราะห์ขึ้นใหม่เช่นเดียวกับ mitogenesis assay ที่อธิบายเบื้องต้น 
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(Smialowicz, 1995) โครงการนี้ ใช้เซลล์ม้ามของ B6C3F1 เป็น responder ซึ่งมี MHC เป็น H-2b  ส่วน
เซลล์ม้ามของหนู DBA/2 เป็น stimulator ซึ่งมี MHC เป็น H-2d และมีความแตกต่างกันที่ MHC class II 
ส่วนที่เป็น major histocompatibility complex ในหนูเม้าส์เรียกว่า H-2 complex และตั้งอยู่บน 
chromosome ที่ 17 ซึ่งมี gene ที่จ าเป็นและส าคัญต่อการท าหน้าที่และการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกัน โปรตีนที่ code โดย gene ในบริเวณนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) 
สูงสุด และลักษณะโดดเด่นที่สุดของ MHC คือความสามารถในการจับกับ peptide ขนาดเล็ก ซึ่งการจับกับ 
peptide ขนาดเล็กที่บริเวณจ าเพาะของ MHC เป็นโครงสร้างที่ท าปฎิกริยาร่วมกับ (interact) กับตัวรับรู้
ของ T เซลล์ (T cell receptor) เพราะ T cell receptor ไม่ได้จดจ า antigen ในรูปของ naive form 
เหมือนการจดจ า antigen ของ B เซลล์ แต่จดจ า antigen ในรูปของ peptide ขนาดเล็กที่ถูกน าเสนอ 
(presentation) ร่วมกับ MHC class I หรือ MHC class II โดย antigen presenting cell ขึ้นกับว่าเป็น 
CD4+- หรือ CD8+ -T เซลล์ (Janeway and Travers, 1996; Stuart, 2015) ดังนั้นโมเลกุลของ MHC จึง
มีความจ าเพาะกับความสามารถในการกระตุ้น T เซลล์ที่จ าเพาะให้เกิดการตอบสนอง การทดสอบ MLR จึง
เป็นการวัดความสามารถของ T เซลล์ในการเจริญ หรือ แบ่งเซลล์เพ่ือตอบสนองต่อเซลล์ของบุคคลอ่ืนใน 
species เดียวกัน เช่นในกรณีของการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ เป็นต้น ผลการทดสอบเซลล์ม้ามที่บ่มร่วมกับสาร
สกัด TAM พบว่าสารสกัด TAM เฉพาะที่ 1 µg/ml สามารถลดการตอบสนองของ T เซลล์ต่อ allogeneic 
antigen ได้อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับ VH control (p< 0.05) (รูปที่ 4.4) แต่ความเข้มข้นที่สูงขึ้นของ 
TAM  กลับไม่มีผลต่อการตอบสนองของ MLR  โดยรูปที่ 4.4 ชี้แนะว่า การตอบสนองของ T เซลล์ต่อ 
allogeneic cell มีแนวโน้มลดลง เมื่อลดความเข้มข้นของ TAM ใน culture อย่างไรก็ดี การลดการ
ตอบสนองของ T เซลล์ต่อ allogeneic cell ใน MLR reaction จะมีความส าคัญทางชีวิทยา (biological 
relevant) หรือไม่ จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

Mishell Dutton assay เป็นการทดสอบความสามารถของสารว่ามีผลกระทบใน in vitro ต่อ
การพัฒนาของ B เซลล์ที่สร้าง antibody ที่จ าเพาะหรือไม่  Mishell Dutton assay จัดเป็นวิธีการทดสอบ
ที่ค่อนข้างยากวิธีหนึ่ง เมื่อเทียบกับการทดลองใน in vivo ทีก่ระท าโดยปูอนสัตว์ทดลองให้ได้รับสารที่สนใจ 
ตามช่วงระยะเวลาที่ก าหนดก่อนที่จะกระตุ้นด้วย antigen ที่จ าเพาะด้วยการฉีด antigen เข้าทางหลอด
เลือดด า (intravenous injection)  และท้ิงระยะห่างประมาณ 3-4 วัน ปล่อยให้มีการพัฒนาของ B เซลล์ที่
สามารถสร้าง antibody ที่จ าเพาะต่อ antigen ได้ หลังจากนั้น น าเซลล์ม้ามออกจากหนูมาท าการหา AFC 
ด้วยการท า plaque forming cell assay ซึ่งมีหลักการว่าเซลล์ม้ามจากสัตว์ทดลองที่ได้รับการ prime 
ด้วย antigen จ าเพาะ เช่น SRBC เมื่อได้รับ antigen อีกครั้งหนึ่งใน in vitro ที่มี complement  B เซลล์
ที่สามารถสร้าง antibody ที่จ าเพาะจะสร้าง antibody ที่มาจับ antigen ที่ผิวของ SRBC เมือ antibody 
จับกับ antigen เกิดการตรึง complement โดย classic pathway ส่งผลให้เกิดการแตกของเซลล์ที่มีการ
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ตรึง complement (cellular lysis) เห็นเป็นวงใสท่ามกลางฉากพ้ืนแดงของ SRBC หนึ่งวงใสคือ 1 
plaque หรือ 1 เซลล์ที่สร้าง antiboey (Janeway and Travers, 1996) Mishell Dutton assay เป็นวิธี
ทดสอบที่ชักน าให้ B เซลล์ (ในเซลล์ม้าม) ที่บ่มร่วม หรือ ไม่ได้บ่มร่วมกับสารสกัดให้สามารถสร้าง 
antibody ได้โดยการ prime antigen ใน in vitro ภายหลังการบ่มร่วมกับ antigen 4-5 วัน น าเซลล์ใน 
culture มาประเมินเซลล์ที่สร้าง antibody (antibody forming cell) ด้วยวิธี plaque forming cell 
assay เหมือนกับขั้นตอนที่กระท าใน in vivo  โดยหลักการแล้ว ใน Mishell Dutton assay สามารถ
กระท าได้โดยเริ่มจาก naïve splenocyte หรือเซลล์ม้ามจากหนูเม้าส์ปกติธรรมดาที่ไม่เคยได้รับสารใดมา
ก่อนได้ แต่เนื่องจาก Mishell Dutton assay เป็นวิธีทดสอบที่ยาก เพราะต้องใช้ Mishell Dutton box ที่
ออกแบบเฉพาะกับวิธีการทดสอบนี้ จุดวิกฤต (critical point) ที่ส าคัญในวิธีการทดสอบคือต้องมีการใช้
ความดันที่เหมาะสมอัดเข้าไปใน Mishell Dutton box โดยเฉพาะในช่วงระยะของการ prime antigen 
ใน in vitro ถ้า Mishell Dutton box เกิดการรั่ว ท าให้ความดันลดต่ าลง หรือ สูญเสียความดันไปในช่วง 3 
วันแรกของการบ่ม การทดสอบจะไม่ได้ผล ซึ่งหมายความว่าในวันที่ทดสอบ plaque forming cell assay 
ไม่สามารถวัดปริมาณเซลล์ที่สร้าง antibody ได้ หรือไม่มี plaque เกิดขึ้นนั่นเอง เพ่ือปูองกันปัญหา
ดังกล่าว งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เซลล์ม้ามที่ได้รับการ prime ด้วย SRBC ใน in vivo ล่วงหน้าก่อนน ามาท า
การทดลองบ่มร่วมกับสารสกัดใน in vitro และ prime ด้วย SRBC antigen อีกครั้งใน in vitro ทั้งนี้ จาก
ประสบการณ์ของผู้วิจัย การเลือกใช้เซลล์ม้ามที่ได้รับการ prime ด้วย antigen ล่วงหน้าแทนการเริ่มจาก
เซลล์ม้ามที่เป็น naïve เซลล์ ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของการทดลองให้สูงขึ้น โดยมีจ านวน plaque หรือ
เซลล์ที่สร้าง antibody ได้สูงขึ้น  

ผลการศึกษาในโครงการนี้ชี้ชัดว่า สารสกัด TAM มีผลต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ
สารน้ า (humoral immunity) ดังผลทดสอบใน Mishell Dutton assay (รูปที่ 4.5 A-B) ที่ชี้ชัดว่า TAM 
ที่ 5 และ 1 µg/ml สามารถส่งเสิรม B เซลล์ให้สร้าง antibody ที่จ าเพาะต่อ SRBC ได้อย่างมีนัยส าคัญ (p 
< 0.05) เมื่อเทียบกับ VH control ที่มี % DMSO เท่ากัน ไม่ว่าจะแสดงข้อมูลเป็นเซลล์ที่สร้าง antibody  
(antibody forming cell; AFC) ต่อ culture (รูปที่ 4.5 A) หรือ AFC ต่อ 1 ล้านเซลล์ (รูปที่ 4.5 B) ที่
ชี้แนะว่า การกระตุ้นการตอบสนองของ B เซลล์ในการสร้าง antibody ของสารสกัด TAM ไม่ได้ขึ้นกับการ
เพ่ิมปริมาณของ plasma cell (เซลล์ที่เป็นพัฒนาการของ B เซลล์เมื่อพร้อมสร้าง antibody) ในแต่ละ 
culture เท่านั้น แต่เมื่อปรับปริมาณเซลล์เป็น 1x106 เซลล์เท่ากัน สารสกัด TAM ที่ความเข้มข้นดังกล่าวก็
ยังสามารถเพ่ิมปริมาณเซลล์ที่สามารถสร้าง antibody ได้  เนื่องจาก SRBC ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ จัดเป็น T-
cell dependent antigen ซึ่งหมายความว่าการกระตุ้น B เซลล์ให้สร้าง antibody ได้นั้น จ าเป็นต้อง
อาศัยสัญญาณช่วยจาก T-helper เซลล์ โดยเเริ่มแรก T-helper เซลล์จะต้องถูกกระตุ้นโดยการจดจ า 
antigen ในรูป peptide สั้น ๆ ที่ถูกน าเสนอร่วมกับ MHC class II โดย antigen presenting cell เช่น 
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การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัด TAM กระท าการทดสอบเบื้องต้นใน in vitro โดยทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ โดยตรง (direct cytotoxicity) ผลการตรวจสอบพบว่าสาร
สกัด TAM สามารถชักน าให้เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ เกิดการตายเกิดข้ึน โดยเซลล์มะเร็งต่างกันจะมี
ความไวต่อสารสกัด TAM ต่างกัน เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ที่ทนต่อสารสกัด TAM มากที่สุดคือเซลล์มะเร็งใน
เม็ดเลือดขาวของหนูเม้าส์ L1210 ที่ความเข้มข้น TAM ตั้งแต่ 1-20 µg/หลุม นอกจากไม่สามารถชักน าให้
เกิดการตายของเซลล์ L1210 ได้แล้ว ยังดูเหมือนว่าความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นของ TAM มีแนวโน้มให้
เซลล์มะเร็งเจริญได้ดีขึ้น แม้จะไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างนัยส าคัญ  ส่วนเซลล์มะเร็งสายพันธุ์เม็ดสีใน
หนูเม้าส B16F10 ต้องใช้ความเข้มข้นสูงสุดของ TAM ถึง 20 µg/หลุม ในการชักน าให้เกิดการตายของ
เซลล์เพ่ิมข้ึน เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารสกัด TAM ส่วนผลของสารสกัด TAM ต่อเซลล์มะเร็ง
สายพันธุ์ของคนพบว่า เซลล์มะเร็งทรวงอกในคน MCF-7 มีความทนทานต่อสารสกัด TAM สูงสุด โดยสาร
สกัด TAM ตั้งแต่ 1-20 µg/หลุม ไม่ก่อให้เกิดการตายของเซลล์แต่อย่างใด ส่วนเซลล์ผิวหนังในคน (human 
epidermal keratinocyte) HaCat และเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารในคน (human gastric 
adenocarcinoma) A427 ที่ความเข้มข้นของ TAM ตั้งแต่ 5-20 µg/หลุม สามารถชักน าให้เกิดการตาย
ของเซลล์ การที่เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่างชนิดในหนู และ ในคนมีความไวต่อความเป็นพิษโดยตรงของสาร
สกัด TAM ต่างกัน และกลไกของ TAM ที่ชักน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ แตกต่างกัน 
หรือไม่ อย่างไร จ าเป็นที่จะต้องมีการศึกษาต่อไป  อนึ่ง การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัด TAM ใน
งานวิจัยนี้ ยังเป็นเพียงระยะเริ่มแรก ควรมีการศึกษาต่อเนื่องโดยเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัด TAM ให้
สูงขึ้น และสิ่งที่ส าคัญสุดในการศึกษาครั้งหน้า คือ ตรวจสอบว่าความเข้มข้นเดียวกันของสารสกัด TAM ที่
ท าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งสายพันธุ์จะแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์สายพันธุ์ปกติหรือไม่ โดยอาจใช้
เซลล์สายพันธุ์ที่เตรียมจากเซลล์ปกติ ที่ไม่ใช่เซลล์มะเร็ง หรือใช้เซลล์ปกติท่ีเป็น primary เซลล์ เช่น เซลล์
ที่มีนิวเคลียสเดียวจากเลือด (peripheral blood mononuclear cells; PBMC) เป็นต้น เพราะการ
ประยุกต์ใช้ฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัด TAM เพ่ือพัฒนาให้เกิดประโยชน์ได้นั้น จ าเป็นต้องแสดงว่าสารสกัด 
TAM มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์ปกติ 

ส าหรับการประเมินความเป็นพิษของสารสกัด TAM ในหนูเม้าส์ B6C3F1 เพ่ือหาปริมาณของ
สารสกัดที่ใช้ในการทดลองใน in vivo พบว่ากลุ่มที่ได้รับ dose สูงสุด (1,000 mg/kg) มีน้ าหนักตัวลดลง
เฉลี่ยประมาณ 3 กรัมในวันที่ 11 แต่น้ าหนักตัวได้ปรับเพ่ิมกลับขึ้นมาเมื่อสิ้นสุดการทดลองในวันที่ 14  
น้ าหนักตัวที่ลดลงนี้ อาจไม่ใช่ผลจากความเป็นพิษของสารสกัด เพราะมีการปรับเพ่ิมกลับขึ้นทั้ง ๆ ที่ยัง
ได้รับสารสกัดอย่างต่อเนื่อง ดังนั้น น้ าหนักบางส่วนที่ลดไปอาจเป็นสาเหตุจากความเครียดของการปูอนสาร
สกัดด้วยการ gavage ทุก ๆ วัน ผลการตรวจสอบน้ าหนักของอวัยวะส าคัญต่าง ๆ ในร่างกายสัตว์ทดลอง 
พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากกลุ่มควบคุมที่ได้รับสารละลายของสารสกัด  (10% DMSO) 
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(p< 0.05) อย่างไรก็ดี มีแนวโน้มของการเพ่ิมน้ าหนักตับ และการลดของน้ าหนักหัวใจในกลุ่มทดลอง แต่
การเปลี่ยนแปลงไม่เป็นปฏิภาคกับปริมาณสารสกัดที่สัตว์ทดลองได้รับ (ไม่มี dose dependent) ดังนั้น 
แนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงที่สังเกตเห็นจึงไม่น่าจะเป็นการเปลี่ยนแปลงที่แท้จริงและมีความส าคัญในเชิง
ชีววิทยา (biologically relevant) น้ าหนักของหัวใจที่มีแนวโน้มลดลง อาจเป็นผลสืบเนื่องจากการเก็บ
เลือดจากหัวใจ เพื่อน ามาวิเคราะห์ทางโลหิตวิทยาและทางซีรัมชีวเคมี ด้วยการใช้เทคนิคการใช้เข็มแทงและ
ดึงเลือดออกจากหัวใจที่เรียกเทคนิคนี้ว่า cardiac puncture จึงอาจท าให้ปริมาตรของเลือดที่ยังคง
เหลืออยู่ในหัวใจภายหลังการเก็บเลือดจากหัวใจมีปริมาณที่แตกต่างกัน แปรผันตามปริมาตรของเลือดที่ถูก
ดูดออกซ่ึงแตกต่างกันได้ในการเก็บเลือดแต่ละครั้ง อันสามารถส่งผลต่อน้ าหนักของหัวใจให้แตกต่างกัน การ
รายงานผลเป็นอัตราส่วนของปริมาณน้ าหนักของอวัยวะต่อน้ าหนักตัวในสัตว์ทดลองจะช่วยขจัดปัญหา
เกี่ยวกับน้ าหนักอวัยวะเพ่ิมขึ้นในสัตว์ทดลองที่มีน้ าหนักตัวเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ดี แม้รายงานผลเป็นอัตราส่วน
ของน้ าหนักอวัยวะต่อน้ าหนักสัตว์ทดลอง  ก็ยังคงไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญแต่ประการใด  ในกลุ่ม
ที่ได้รับ TAM ในปริมาณสูงคือที่ 500 และ 1,000 mg/kg พบการตายของหนูเม้าส์ 1 ตัวและ 2 ตัว
ตามล าดับ ซึ่งการตายที่เกิดขึ้น อาจเกี่ยวข้องกับการได้รับ TAM ใน dosage ที่สูงมาก และการเตรียมสาร
สกัด TAM ในการทดลองนี้ ละลายผงของสารสกัด TAM ใน 10% DMSO ซึ่งถ้าตั้งทิ้งไว้จะกิดตะกอนขึ้น 
ดังนั้น จึงมีแนวโน้มว่าในสัตว์ทดลองที่ได้รับการปูอนด้วยสารสกัดใน dose ที่สูง เป็นเวลาต่อเนื่องกัน 14 
วัน สัตว์ทดลองบางตัวอาจเกิดความป็นพิษสืบเนื่องจากคุณสมบัติทางกายภาพของสารสกัด คือเกิดจากการ
ตกตะกอนของ TAM ในร่างกาย เกิดการอุดตันในอวัยวะส าคัญต่าง ๆ อันอาจเป็นสาเหตุการตายเกิดขึ้น 
ดังนั้น การศึกษาต่อเนื่องจากงานวิจัยนี้ ควรต้องปรับปรุงวิธีการเตรียมสารสกัดให้สามารถละลายได้ดีกว่า
เทคนิคที่ใช้อยู่ปัจจุบัน เช่น อาจเพ่ิมขั้นตอนการก าจัดสารที่ไม่ละลายน้ าออก ด้วยสกัดด้วยตัวท าละลาย
ตามด้วยเทคนิคการแยกส่วน (fraction) ในการเตรียมสารสกัด และแยกเอาเฉพาะส่วนที่ละลายน้ าได้ดี
ออกมา แต่ทั้งนี้ ทั้งนั้น จ าเป็นต้องตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวภาพของสารกัดร่วมกับการแยก fraction ซึ่ง
อาจใช้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งกระท าได้ง่ายกว่าการทดสอบทางระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการ
เลือก fraction ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ  

ส่วนผลการศึกษาทางโลหิตวิทยา พบว่าใน dosage ที่เพ่ิมขึ้น สารสกัด TAM มีแนวโน้มเพ่ิม 
ร้อยละของ neutrophil (ไม่มีนัยส าคัญท่ี p< 0.05) และลดร้อยละของ lymphocyte อย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
ได้รับ TAM 1000 mg/kg (p< 0.05) ในขณะที่ร้อยละของเซลล์เม็ดเลือดขาวอ่ืนคือ monocyte, 
esosinophil และ basophil ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงจากการได้รับสารสกัด (ตารางที่ 4.7) อย่างไรก็ดี มี
ข้อสังเกตว่า แนวโน้มการเพ่ิมของ neutrophil และการเพ่ิมของ lymphocyte ของสัตว์ทดลองมี
ความสัมพันธ์กับกลุ่มสัตว์ทดลองที่มีน้ าหนักตัวลดลง  ดังนั้น ค่าแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงนี้ อาจเกี่ยวข้อง
กับสภาวะเครียดในสัตว์ทดลอง ส าหรับผลทางโลหิตวิทยาของเซลล์เม็ดเลือดแดง ในตารางที่ 4.5 ไม่ได้
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แสดงว่าสารสกัด TAM ก่อให้เกิดปัญหาโลหิตจาง หรือการเปลี่ยนแปลงปริมาณ hematocrit, 
hemoglobin หรือปริมาณเกร็ดเลือดอย่างมีนัยส าคัญแต่ประการใด  เช่นเดียวกับค่าดัชนีบ่งชี้คุณลักษณะ
ของเม็ดเลือดแดงในตารางที่ 4.6 ที่ไม่มีความแตกต่างของกลุ่มทดลองจากกลุ่มควบคุมแต่ประการใด แม้
กลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัด TAM ที่ dose ต่ าคือ 50 และ 100 mg/kg มีค่า MCV ที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม
อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.05) แต่ผลที่เกิดไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณของสารสกัดที่สัตว์ทดลองได้รับเพ่ิมขึ้น 
คือไม่มี dose response relationship การเปลี่ยนแปลงจึงไม่น่ามีนัยส าคัญในเชิงชีววิทยา (non-
biological relevant)  ในท านองเดียวกัน ผลทางซีรัมชีวเคมีของหนูเม้าส์ที่ได้รับสารสกัด TAM เป็น
ระยะเวลา 14 วันไม่มีการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ส าคัญในตับ การท างานของไต และปริมาณของ uric 
acid แต่ประการใด  ดังนั้น การทดลองชี้แนะว่า สารสกัด TAM มีความเป็นพิษต่ าในหนูเม้าส์ B6C3F1 ซึ่ง 
Sano et al. (1996) ได้รายงานว่า สาร polysaccharide ที่เตรียมจากเมล็ดของมะเขามมีความเป็นพิษต่ า
และไม่มีคุณสมบัติเป็นสารก่อมะเร็งในหนูเม้าส์ B6C3F1 ทั้งเพศผู้และเพศเมีย จากการได้รับสารสกัด TAM 
ที่ผสมในอาหารเป็นระยะเวลายาว  

การทดสอบผลของสารสกัด TAM ต่อความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็งของ natural killer cell 
กระท าโดย expose สารสกัด in vivo โดยปูอนสารสกัด TAM หรือ VH control ด้วยวธิี oral gavage ใน
หนูเม้าส์ B6C3F1 เป็นระยะเวลา 14 วัน และในวันที่ 15 เตรียมเซลล์จากม้ามของหนูออกมาทดสอบ NK 
activity ใน in vitro  Nk เซลล์จัดเป็น innate immunity ที่มีความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็งโดยไม่มี
ความเจาะจง และไม่มีการจดจ า เซลล์มะเร็งเปูาหมายที่ใช้คือ Yac-1 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งของ T เซลล์ (T 
cell lymphoma) เกิดจากการชักน าด้วยการ inoculate moloneyleukemia virus เข้าสู่หนูเม้าส์ A/Sn 
ที่เกิดใหม่  Yac-1 เป็นเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ที่มีความไวต่อการถูกท าลายโดย NK เซลล์ในหนู (Kiessling et 
al., 1975) ผลการทดลองชี้ชัดว่า การได้รับสารสกัด TAM ที ่ 50-500 mg/kg เป็นเวลา 14 วัน ไม่มี
ผลกระทบต่อการท างานของ NK เซลล์ (รูปที่ 4.8 ) ทุกอัตราส่วนของ effector (เซลล์ม้ามที่มี NK อยู่ร่วม) 
ต่อ target (Yac-1 ที่ติดฉลากด้วย 51Cr) เซลล์ ตั้งแต่ 200:1, 100:1, 50;1. 25:1 และ 12.5:1 มีร้อยละของ
การท าลายเซลล์เปูาหมายในเซลล์ม้ามของหนูที่ได้รับ TAM หรือ ตัวท าละลายควบคุมมีค่าไม่แตกต่างอย่าง
มีนัยส าคัญ แม้ว่า TAM ที่ 250 mg/kg มีแนวโน้มกดการท างานของ NK เซลล์ แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญจากกลุ่มท่ีเป็นสารละลายควบคุม และ ไม่ได้เป็นปฏิภาคโดยตรงกับปริมาณสารที่ได้รับ (ไม่มี 
dose dependent) ข้อที่น่าสังเกตคือ การได้รับการปูอนด้วยสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ vitamin C 100 
mg/kg ก็ไม่สามารถส่งเสริมการท างานของ NK เซลล์ได้  ซึ่งขัดกับผลการวิจัยที่รายงานความสามารถของ 
vitamin C ในการส่งเสริมการท างานของระบบภูมิค้มกันในคน  Heuser และ Vojdani (1997) พบว่า
ภายหลังการได้รับ vitamin C (ในรูปของ granulated buffered vitamin C ในน้ า) 60 mg/kg เป็น
ระยะเวลา 24 ชม .ของผู้ปุวยทีได้รับสารพิษ  vitamin C สามารถเพ่ิมการท างานของ NK เซลล์ และช่วยให้
การตอบสนองของ T และ B เซลล์ต่อ mitogen ที่ลดระดับลงสืบเนื่องจากสารพิษกลับคืนเข้าสู่ระดับปกติ
ได้ในผู้ปุวย และผู้วิจัยเสนอว่ากลไกการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของ v i t m a i n  C  น่าจะเกิดผ่านการกระตุ้น 
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pro te in  k ina se  C  ที่เป็นสารสื่อกลางส าคัญในหลายวิถีทางของการส่งสัญญาณสื่อสารระหว่างเซลล์  
(mediator of signal transduction pathways)  ในท านองเดียวกัน Toliopoulos et al. (2012) ได้
รายงานความสามารถของ vitamin C  ในการส่งเสริมการท าหน้าที่ของ NK เซลล ์ได้ทั้งใน in vitro และ in 
vivo ในกลุ่มคนที่มีสุขภาพดี ทีได้รับประทานไวตามิน C ปริมาณ 1 กรัมต่อวัน เป็นระยะเวลาต่อเนื่องกัน
รวมเป็น 45 วัน  อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาการส่งเสริมการท างานของ vitamin C ในสัตว์ทดลองมีความ
แตกต่างจากท่ีพบในคน  โดย Siegel และ Morton (1983) ท าการศึกษาผลของการดื่มน้ าที่มี 250 mg% 
ของ viamin C ในหนู inbred -3 strains เป็นระยะเวลา 4-5 สัปดาห์ พบว่า vitamin C ไม่มผีลต่อการท า
หน้าที่ ของ NK เซลล์ในหนูเม้าส์ NZB strain ที่มีแนวโน้มในการเป็นโรคภูมิต้านตนเองและการเกิดมะเร็ง
ของเซลล์เม็ดเลือดขาว รวมทั้งในหนูปกติที่มีโอกาสของการเกิดมะเร็งต่ าในหนูเม้าส์ Balb/c และ DBA/2 
ในขณะที่ Ghoneum et al. (1990) รายงานว่าคางคก (Bufo marinus) ที่ได้รับ vitamin C in vitro และ 
in vivo ส่งผลยับยั้งการท างานของ NK เซลล์  ดังนั้น ผลของ vitamin C ต่อการท างานของ NK เซลล์ยังมี
รายงานที่ขัดแย้งกันระหว่างการศึกษาในคนและในสัตว์ทดลอง  ส าหรับโครงการวิจัยนี้ พบว่า vitamin C ที่  
100 mg/kgไม่ได้กดการท างานของ NK เซลล์ และไม่ได้ส่งเสริมการท างานของ NK เซลล์ในหนูเม้าส์ 
เช่นเดียวกับผลที่พบในสารสกัด T A M ที่ไม่ส่งผลใด ๆ ต่อการท างานของ N K เซลล์  ส าหรับกลุ่ม
สัตว์ทดลองที่ได้รับ anti-asialo GM1 ซึ่งเป็น antibody ที่ใช้ในการก าจัด NKเซลล์ (Yoshino et al., 
2000; Grosso et al., 2018) ให้ผลตามท่ีคาดหมายไว้คือ สามารถลด NK activity ได้ทุกอัตราส่วนของ 
effector ต่อ target แสดงว่าร้อยละของการท าลาย Yac-1 เซลล์เกิดผ่านการท าหน้าที่ของ NK เซลล์  

ในบรรดาสารสื่อกลางที่เป็นอนุมูลอิสระ (free radical mediators) ที่หลั่งออกจากเซลล์ 
macrophage ที่ถูกกระตุ้น (activated macrophage) radical gas nitric oxide (NO) เป็นโมเลกุลทาง
ชีวภาพที่มีบทบาทส าคัญยิ่ ง ในกระบวนการทางสรีรวิทยา (physiological) และทางพยาธิสภาพ 
(pathological) สามารถก่อให้เกิดทั้งประโยชน์และโทษต่อร่างกาย ทั้งนี้ ขึ้นกับปริมาณของ NO ที่ผลิตใน
ร่างกาย ในปริมาณต่ า NO ช่วยควบคุมขบวนการต่าง ๆ ทางสรีรวิทยาต่าง ๆ เช่น การขยายตัวของหลอด
เลือด (vasodilation) การสื่อสารระหว่างเซลล์ประสาท (neural signal transmission) การปูองกันการ
เกาะตัวของเกร็ดเลือด (platelet aggregation) การแข็งตัวขององคชาติ (penile erection) การควบคุม
การท าหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน ควบคุมการท างานของ NK เซลล์และการแสดงออก (expression) ของ 

cytokines เช่น IFN- หรือ transforming growth factor- มีฤทธิ์ท าลายจุลินทรีย์ (antimicrobial) 
และต้านมะเร็ง (antitumor) เป็นต้น อย่างไรก็ตามในระหว่างการติดเชื้อและการอักเสบ NO ถูกชักน าให้มี
การสังเคราะห์เพ่ิมขึ้นผ่านเอนไซม์ induced nitric oxide synthase (iNOS) ระดับของ NO ที่สูงผิดปกติ
สามารถก่อให้เกิดโทษต่อร่างกายด้วยการสร้างสารก่อมะเร็ง N-nitroso compounds การเกิด 
deamination ของ DNA base การเกิดออกซิเดชันของ DNA base  การกลายพันธุ์ (mutation) ที่น าไปสู่
การเกิดมะเร็ง และการก่อให้เกิดความเสียหายต่อเนื้อเยื่อด้วยการเกิดออกซิเดชัน (Liu and Hotchkiss, 
1995; Ohshima and Bartsch, 1994; Tamir and Tannenbaum, 1996; Bogdan et al., 2000; 
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Bernstein et al., 2005; Korde et al., 2012) ที่ส าคัญคือ NO ที่สร้างโดย rate-limiting enzyme 
iNOS นี้เป็นสารสื่อกลาง (mediator) ส าคัญที่เก่ียวข้องในกลไกของการเกิดโรคต่างๆ เช่นโรคมะเร็ง โรคไข
ข้ออักเสบ (rheumatoid arthritis) กระแสโลหิตเป็นพิษ (septic shock) โรคภูมิต้านตนเอง 
(autoimmunity) รวมถึงโรคต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบเฉียบพลัน และเรื้อรัง (Karpuzoglu 
and Ahmed, 2006; Robbins and Sisson, 1996; Moncada and Rosa, 1991; Kolb and Kolb-
Bachofen, 1992; Ialenti et al., 1992) นอกจากนั้น NO ยังสามารถท าปฎิกริยากับ superoxide เกิด 
peroxynitrite (ONOO-) ซึ่งเป็น oxidant ที่รุนแรงขึ้น (more potent oxidant) และมีพิษต่อเซลล์ 
(Ischiropoulos et al., 1992)  

การสร้าง NO โดย activated macrophage ถูกควบคุมโดยสิ่งเร้า (stimuli) ต่าง ๆ เช่นถูก

กระตุ้นให้สร้างเพ่ิมขึ้นโดย LPS, IFN-, tumor necrosis factor alpha (TNF-), IL-12, สารซึ่งเพ่ิม
ปริมาณ cAMP (c AMP-elevating agents), แสง UV และ โอโซน (Lorsbach et al., 1993; Xie et al., 
1994; Nathan and Xie, 1994) หรือถูกยับยั้งให้สร้าง NO น้อยลงโดย transforming growth factor 
(TGF-), IL-4 และ IL-10 (Hinz et al., 2000) เป็นต้น flavonoids ซึ่งมีโครงสร้างเป็น phenolic หลาย
กลุ่มสามารถดับสัญญาณ (quench) ของอนุมูลอิสระได้โดยท าให้เกิดเป็น oxidized product ที่เสถียรขึ้น 
มีงานวิจัยมากมายที่รายงานว่า  polyphenolic flavonoids ที่เกิดตามธรรมชาติ เช่น rutin, quercetin, 
apigenin, wogonin, luteolin, tectorigenin, galangin, morin, naringenin (van Acker et al., 
1995; Kim et al., 1999; Raso et al., 2001), epigallocatechin gallate จากใบชา (Lin and Lin, 
1997; Chan et al., 1997), Ginkgo biloba extract (Egb 761) (Kobuchi et al., 1997), silymarin 
(Kang et al., 2002) สามารถยับยั้งการสร้าง NO ดังนั้น งานวิจัยนี้ จึงตรวจสอบศักยภาพของสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดมะขาม TAM ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่อการสร้าง NO ในเซลล์ macrophage ที่ได้รับสาร 
TAM ทั้งใน in vitro และ in vivo   

ผลการวิจัยในโครงการนี้ ชี้ชัดว่า สารสกัด TAM สามารถยับยั้งการสร้าง NO ของเซลล์ 
macrophage เมื่อได้รับสารสกัด TAM ทั้งใน in vitro และ in vivo (รูปที่ 4. และ 4.  ตามล าดับ) ใน in 
vitro โมเดล เซลล์ macrophage ที่ใช้คือเซลล์สายพันธุ์ RAW264.7 gamma NO (-) ที่เป็นเซลล์ สายพันธุ์ 
macrophage จากหนูเมา้ส์ (murine macrophage cell line) ที่สามารถสร้าง NO เพ่ือตอบสนองต่อ 

LPS หรือ LPS ร่วมกับ IFN- การกระตุ้นเซลล์ macrophages ให้สร้าง NO จ าเป็นต้องใช้การส่งสัญญาณ

ถึงสองครั้ง IFN-  เป็นตัวกระตุ้นที่ส าคัญต่อการตอบสนองจากสัญญาณท่ีกระตุ้นโดย LPS แม้สัญญาณที่

เกิดจากการกระตุ้นโดย IFN- จะไม่ใช่สัญญาณหลัก แต่การกระตุ้นเซลล์ RAW264.7 ด้วย IFN-  เพียง
ชนิดเดียวก็สามารถชักน าให้เกิดการสังเคราะห์ NO ไดเ้ช่นกัน (Scuro et al., 2004) งานวิจัยนี้ เลือกใช้ 
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LPS 5 µg/ml และ IFN- 10 ng/ml ร่วมกันในการกระตุ้น RAW264.7 เซลล์ ความเข้มข้นของ LPS และ 

IFN-ที่ใช้ในการศึกษาได้จากการ titrate หาปริมาณ LPS และ IFN- ที่เหมาะสมในการศึกษาเบื้องต้น

ล่วงหน้า และการที่เลือกใช้ทั้ง LPS และ IFN- ร่วมกันในการกระตุ้น เนื่องจากมีรายงานว่าสารทั้งสอง
เสริมฤทธิ์ซึ่งกันและกัน (synergistic effect) ในการกระตุ้น RAW264.7 เซลล์ให้สังเคราะห์ NO ได้ดีกว่าใช้
แค่สารใดสารหนึ่งเพียงชนิดเดียว (Lorsbach et al., 1993) ซึ่งผลการศึกษาในรูปที่ 4.11 A-C ยืนยันว่าทั้ง 

LPS และ IFN- เสริมฤทธิ์กันในการกระตุ้นการสังเคราะห์ NO ของเซลล์ macrophage ในช่องท้อง
เดียวกับเซลล์ macrophage สายพันธุ์ RAW264.7 

การวัดปริมาณของ NO โดยตรงกระท าได้ยาก เนื่องจาก NO มีปริมาณน้อย และเมื่อเกิดใน in 
vitro สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว งานวิจัยส่วนใหญ่จึงไม่นิยมวัดปริมาณ NO โดยตรง 
ปัจจุบัน การวัด NO กระท าได้หลากหลายวิธี อาทิเช่น chemiluminescence (Gladwin et al., 2000), 
ultraviolet (UV) visible spectroscopic (Kelm et al., 1997) และ electron paramagnetic 
resonance (ERP) (Kuppusamy et al., 1996) รวมถึง colorimetric assay ซึ่งเป็นการวัดปริมาณของ 
NO ทางอ้อม เนื่องจาก NO ที่เกิดใน cell culture ไม่เสถียร ในสภาวะที่มีก๊าซ oxygen  ก๊าซ NO เกิดการ
เปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว โดย autoxidize ได้ nitrogen oxides ในรูปต่าง ๆ ดังนี้คือ (Tarpey et al., 
2004) 

    2NO + O2  →  2NO2 (nitrogen dioxide) 

   2 NO + 2NO2  →  2N2O3 (dinitrogen trioxide) 

   2N2O3 +2H2O  →  4NO2
─ (nitrite) + 4H+ 

  ในบรรดาผลผลิตของ nitrogen oxide ต่าง ๆ ที่เกิดจาก autoxidation ของ NO ในสารละลายที่
มี oxgen ผลผลิตเดียวที่เสถียรคือ nitrite ซึ่งสามารถตรวจหาโดย Griess reagent ที่มีส่วนผสมของ 
sulfanilamide, phosphoric acid และ N-(1-napthyl) ethylenediamine ใน Griess reaction สภาวะ
ที่เป็นกรดท าให้ nitrite เปลี่ยนเป็น nitrous acid ซึ่งไม่เสถียร และอยู่ในรูปของ anhydride คือ N2O3  
จากปฎิกริยาที่แสดงข้างต้น N2O3 ยังอาจเกิดจากการท าปฎิกริยาระหว่าง NO และ NO2 ใน Griess 
reaction ปฎิกริยา 2 ขั้นตอนหลักของการเกิด diazotization  (รูปที่ 5.2) คือ N2O3 ซึ่งเป็น nitrosating 
agent ที่ได้จาก สามารถท าปฎิกริยากับ sulfanilic acid  ได ้diazonium ion ซึ่งจับคู่ (couple) กับ N-(1-
napthyl) ethyl-enediamine  ใน Griess reagentได้สารประกอบ azo ที่มีสี (chromophoric azo 
product) ที่ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 540 nm  (Tarpey et al., 2004) ค่าการดูดกลืนแสงเป็นปฏิภาคโดยตรง
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กับความเข้มข้นของ nitrite ซึ่งเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณของ NO ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นนั่นเอง  ดังนั้น 
เมื่อเติม Griess reagent ลงไปในตัวอย่างที่มี nitrite ตัวอย่างจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูออกแดง และปริมาณ
ของ nitrite สามารถหาได้โดยเทียบกับกราฟที่ใช้สารมาตรฐาน nitrite ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  (Sun et al., 
2003) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่5.2 ปฎิกริยา Griess  สาร nitrosating agent N2O3 ท าปฎิกริยากับ sulfanilamide ได้อนุพันธ์ของ 

diazonium ซึ่งท าปฎิกริยาต่อกับ N-1 naphthylethylenediamine ได้ diazo product ที่
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 540 nm (Tarpey et al., 2004)  

ผลการทดลองในรูปที่ 4.10 A ชี้ชัดว่า เมื่อไม่ได้รับสารกระตุ้นใด ๆ เซลล์ RAW264.7 มีการ

สร้าง NO ในปริมาณต่ ามาก และ LPS  5 µg/ml ร่วมกับ IFN- 10 ng/ml สามารถชักน าให้ RAW264.7 
เซลล์สร้าง NO ให้เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญกว่าค่าใน baseline เกือบ 100 เท่า สารสกัด TAM ทุกความ
เข้มข้น ตั้งแต่ 0.2-200 µg/หลุม สามารถยับยั้งการสร้าง NO ของ RAW264.7 เซลล์อย่างมีนัยส าคัญ (p< 
0.05) โดยการยับยั้งมีปริมาณสูงขึ้น เมื่อความเข้มข้น TAM เพ่ิมข้ึน TAM ที่ 200 µg/ml สามารถยับยั้งการ
สังเคราะห์ NO ที่ถูกชักน าโดย LPS และ IFN-g ได้เกือบ 70% ซึ่งสูงกว่าการยับยั้งโดย antioxidant 
control vitamin C, vitamin E และ -carotene ที่สามารถยับยั้งการสังเคราะห์ NO ได้ใกล้เคียงกัน คือ
อยู่ที่ประมาณ 55% (รูปที่ 4.10A) ซ่ึงแสดงว่าสาร TAM มีศักยภาพสูงมากในการยับยั้งการสร้าง NO ของ
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เซลล์ RAW264.7 เมื่อถูกกระตุ้น เพราะสารสกัด TAM ที่ใช้เป็นเพียงสารสกัดหยาบ ส่วนสารต้านอนุมูล
อิสระที่ใช้เป็นกลุ่มควบคุมล้วนเป็นสารบริสุทธิ์  ชี้แนะว่าสารสกัด TAM มีแนวโน้มของการมีศักยภาพในการ
ยับยั้งการสร้าง NO ที่สูงมาก และอาจสูงกว่า antioxidant control ทั้งสาม เมื่อเทียบกับงานวิจัยอ่ืนที่
ศึกษาใน model ของ RAW264.7เดียวกัน ที่ 100 µg/ml ของ TAM สามารถยับยั้งการสร้าง NO ได้
ประมาณ 50% .ในขณะที่ Pycnogenol จากสารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่เป็นผลิตภัณฑ์อันเลื่องชื่อ หรือ สาร
สกัดจากแปฺะก๊วย (Ginkgo biloba) สามารถยับยั้ง NO ใน โมเดลของ RAW264.7 เดียวกันนี้ได้ประมาณ 
70% และ 55% ตามล าดับ (Virgili et al., 1998; Kobuchi et al., 1997) 

การยับยั้งการสร้าง NO ไม่ได้เป็นผลสืบเนื่องจากความเป็นพิษของ TAM เพราะช่วงความเข้มข้น
ที่ใช้ไม่มีผลกระทบต่อร้อยละเซลล์ที่มีชีวิตของ RAW264.7 (รูปที่ 4.10 B) มีข้อน่าสังเกตว่า vitamin C ที่
ความเข้มข้น 500 µM ท าให้เกิดการตายของเซลล์ 10% (p< 0.001) ความเป็นพิษของ vitamin C อาจ
เกี่ยวข้องกับบทบาทของ vitamin C ทีเ่ปลี่ยนไปชักน าให้เกิดอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน  (pro-oxidant 
effect) ที่สามารถเกิดขึ้นได้ในบางสภาวะเมื่อ vitamin C มีความเข้มข้นสูง ซึ่งขัดแย้งกับบทบาทของการ
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ความเข้มข้นต่ าของ vitamin C  ผลของ vitamin C ที่เป็น pro-oxidant 
สามารถชักน าให้ RAW264.7 เซลล์เกิดความเสียหายและตายได้ (Galloway and Painter, 1979; Speit 
et al., 1980)  

เพ่ือให้แน่ใจว่าการยับยั้งการสร้าง NO ไม่ได้เกิดเฉพาะ macrophage ที่เป็นเซลล์สายพันธุ์ของ 
RAW264.7และไม่ได้เกิดเฉพาะการได้รับ TAM ทาง in vitro เท่านั้น งานวิจัยนี้จึงตรวจสอบการยับยั้งของ 
TAM ใน in vivo model เพ่ือดูความสามารถของ TAM ในการยับยั้งการสังเคราะห์ NO ในเซลล ์
macrophage ที่เตรียมได้จากช่องท้องของหนูเม้าส์ B6C3F1 ที่ได้รับการปูอนทางปากด้วยสารสกัด TAM 
เป็นระยะเวลา 14 วัน ซึ่งผลทดลองชี้ชัดว่า TAM สามารถยับยั้งการสร้าง NO โดยเซลล์ macrophage 

จากช่องท้องของหนูเม้าส์ที่ได้รับ TAM in vivo และได้รับการกระตุ้น in vitro ด้วย LPS หรือ IFN-  หรือ 

LPS ร่วมกับ IFN- พร้อมกัน (รูปที่ 4.11 A, B และ C ตามล าดับ) (p<0.05) และการยับยั้ง NO ไม่ได้
ขึ้นกับความเป็นพิษโดยตรงของสารสกัด เพราะทุก dose ของ TAM ที่ใช้ไม่เปลี่ยนแปลงร้อยละปริมาณ
เซลล์ที่มีชีวิตของเซลล์ macrophage ในช่องท้อง (รูปที่ 4.12 ) 

TAM นอกจากสามารถยับยั้งการสังเคราะห์ NO ของเซลล์ macrophage ในช่องท้องของหนู

เม้าส์ที่ถูกกระตุ้นด้วย IFN- หรือ LPS ร่วมกับ IFN- ได้แล้ว ยังสามารถยับยั้งการสร้าง NO ที่ถูกกระตุ้น
โดย tumor promoting agent 12-O-tetradecanoylphorbol- 13-acetate (TPA) ใน in vitro ได้ ซึ่ง
ผลการทดลองในรูปที่ 4.13 A ชี้ชัดว่าทุก dosage ของ TAM ตั้งแต่ 50-500 mg/kg สามารถยับยั้งการ



82 
 

 

สร้าง NO ได้อย่างมีนัยส าคัญ (p< 0.01) โดย TAM ที่ 500 mg/kg มีฤทธิ์ใกล้เคียงกับ 100 mg/kg 
vitamin C ที่ใช้เป็น antioxidant positive control (รูปที่ 4.13 A ) และการยับยั้งไม่ได้เป็นผลทางอ้อม 
อันเกิดจากพิษของสารสกัด TAM เพราะ dosage ที่ใช้ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงร้อยละของปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต
ของเซลล์ macrophage จากช่องท้องของหนู (รูปที่ 4.13 B) เป็นที่ทราบกันดีว่า TPA มีโครงสร้างคล้าย 
diacylglycerol (DAG) และสามารถเลียนแบบ DAG ในการกระตุ้น protein kinase C (PKC) โปรตีน 
PKC อยู่ใน  family ของ serine/threonine protein kinase ที่ควบคุมโดยไขมัน (liped-regulated) 
PKC แบ่งออกเป็น 3 class คือ แบบ conventional หรือ classic, แบบ novel, และแบบที่แตกต่าง 
(atypical PKC)  isoform ของ conventional PKC ถูกกระตุ้นโดย Ca+2 หรือ DAG  ส่วน novel 
isoform ถูกกระตุ้นโดย DAG เท่านั้น และ atypical PKC isoform ไม่ถูกกระตุ้นโดยทั้ง Ca+2 และ DAG 
ส าหรับ ส าหรับ phorbol ester TPA สามารถจับและกระตุ้นทั้ง classic และ novel PKC isoflorm 
รวมทั้งจับกับ nonkinase DAG/phorbol ester receptors โดยทั่วไป PKC ที่ถูกกระตุ้นมักส่ง 
(transduce) สัญญาณภายในเซลล์ผ่าน mitogen-activated protein kinases pathways, c-Jun NH2-
terminal kinase (JNK) หรือ phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase)  รวมทั้ง transcription 
factors ส าคัญต่าง ๆ ที่เกี่ยวกับ PKC เช่น AP-1 complex, cyclic AMP binding protein (CREB), 
nuclear factors (NF)-KB หรือ Sp1 (Miakotina and Snyder, 2004; Deak et al., 1998; Kazanietz, 
2000; Krappmann et al., 2001; Ron and Kazanietz, 1999; Vuong et al., 2002; Zheng et al., 
2000)  ท าให้เปูาหมายของ TPA มักเกี่ยวข้องกับการควบคุม gene ส าคัญเกี่ยวข้องกับการเจริญ และ การ
พัฒนาการ (differentiaton) ของเซลล์ และเป็นส่วนหนึ่งของหลายวิถีทางของการส่งสัญญาณของเซลล์ 
(signal transduction pathways) โดยเฉพาะ growth factors และ cytokines ต่าง ๆ ผลการทดลองใน
โครงการนี้ ที่แสดงว่า TAM สามารถยับยั้งการสร้าง NO ของเซลล์ macrophage ในช่องท้องของหนูเม้าส์ 
เมื่อถูกกระตุ้นโดย TPA ชี้แนะว่า การยับยั้งการสร้าง NO ของ TAM อาจเกิดผ่านวิถีทางของ protein 
kinase C (PKC) เนื่องจากการกระตุ้น PKC โดย TPA ก่อใหเกิด signal transduction ที่เพียงพอในการ
เหนี่ยวน าการแสดงออกของ iNOS โปรตีนในเซลล์ macrophage ของช่องท้อง รวมทั้ง RAW264.7 ซึ่งเป็น
เซลล์ macrophage สายพันธุ์ (Hortelano et al., 1993; Paul et al., 1995) กลไกการยับยั้งการสร้าง 
NO ของเซลล์ macrophage โดยสารสกัด TAM อาจเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการแสดงออกของ iNOS 
(iNOS expression)หรือ การท างานของ iNOS (iNOS activity) รวมทั้งการออกฤทธิ์ผ่าน transcription 
factors ต่าง ๆ ที่ควบคุมการแสดงออกของ cytokines และ lymphokines ต่าง ๆ ที่ควบคุมโปรตีน iNOS 
อีกทอดหนึ่ง ซึ่งควรมีการศึกษาต่อยอดต่อไปในอนาคต เนื่องจากปริมาณ NO ในรูปที่ถูกชักน าให้สังเคราะห์

ขึ้น (induced NO) โดยตัวกระตุ้น เช่น LPS และ/หรือ IFN- หรือ TPA มีปริมาณสูง  สามารถก่อให้เกิด
ความเสียหายกับเซลล์หรือเนื้อเยื่อและเป็นสารสื่อกลาง (mediator) ส าคัญในกระบวนการอักเสบ 
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(Korhonen et al., 2005) ดังนั้น สารสกัด TAM ที่มีศักยภาพสูงในการยับยั้งการสร้าง NO ที่ถูก induced 
จึงน่าจะสามารถออกฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ รวมทั้งอาจมีศักยภาพในเชิงเภสัชวิทยาที่ช่วยบรรเทาอาการ
ของโรคท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบเรื้อรังต่าง ๆ ที่ควรค่าต่อการตรวจสอบต่อไปในอนาคต   
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บทท่ี 6 

บทสรุป 

 

6.1 สรุปผลการวิจัย 

1. สารสกัด TAM ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงการตอบสนองด้าน innate immunity ซึ่งชี้แนะโดย
ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงการตอบสนองของ T เซลล์ในเซลล์ม้ามของหนูเม้าส์ B6C3F1 ต่อ Con A mitogen  
และไม่สามารถกระตุ้นการท างานของ NK เซลล์  

2. สารสกัด TAM มีผลต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะของทั้ง T และ B เซลล์ 
โดย TAM ที่ความเข้มข้น 1 µg/ml ช่วยลดการเจริญของ T เซลล์ในการตอบสนองต่อ allogeneic เซลล์ใน 
mixed lymphocyte response และ TAM ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 µg/ml สามารถส่งเสริมการสร้าง 
antibody ของ B เซลล์ในการตอบสนองต่อ SRBC ซึ่งเป็น T-cell dependent antigen 

3. เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ มีความไวต่อความเป็นพิษของสารสกัด TAM ต่างกัน 
4. สารสกัด TAM มีความเป็นพิษต่ าในหนูเม้าส์ B6C3F1 โดย dosage ของ TAM ที่ 50, 

250 และ 500 mg/kg ไม่แสดงความเป็นพิษต่อหนูเม้าส์ที่ได้รับการปูอนทางปากวันละครั้งเป็นเวลา
ต่อเนื่อง 14 วัน 

5. ฤทธิ์โดดเด่นที่สุดของสารสกัด TAM คือการยับยั้งการสร้าง NO ของเซลล์ macrophage 
ที่เกิดทั้งการได้รับสารสกัด TAM ใน in vitro และ in vivo และการยับยั้งสามารถเกิดขึ้นกับเซลล์ 
macrophage ทั้งเซลล์สายพันธุ์ RAW264.7 และเซลล์ macrophage ที่เก็บจากช่องท้องของหนูเม้าส์ 

6.2 ข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่าเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามซ่ึงเป็นแหล่งที่อุดมสมบูรณ์ไปด้วยสารที่มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มีฤทธิ์ต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกันได้ โดยส่งผลที่แตกต่างกันต่อการท างานของ
เซลล์ต่างชนิดกันในระบบภูมิคุ้มกัน  จากการศึกษาฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม
พบว่าสารสกัดมีผลต่อการท างานของเซลล์ macrophage โดดเด่นที่สุด เมื่อเทียบกับการท างานของ T 
และ B lymphocyte  อย่างไรก็ดี ยังมีงานวิจัยที่ควรศึกษาต่อยอดเพ่ิมเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกัน
เพ่ิมเติมดังนี้คือ  

1. ควรปรับปรุงวิธีการเตรียมสารสกัดให้สามารถละลายได้ดีขึ้น  เพราะความเข้มข้นของ
สารสกัดที่ใช้ในงานวิจัยทั้ง in vitro และ ปริมาณ dosage ของสารสกัดที่ใช้ในสัตว์ทดลอง ถูกจ ากัดโดย
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ความสามารถในการละลายตัวของสาร ที่ต้องใช้ตัวท าละลาย DMSO ที่มีข้อจ ากัดของความเข้มข้นสูง มีพิษ
ต่อเซลล์และต่อสัตว์ทดลอง จึงควรปรับปรุงวิธีการสกัดทางเคมี ให้ได้สารสกัดที่สามารถละลายได้ดีขึ้น และ
ไมก่่อให้เกิดปัญหาของการตกตะกอน 

2. เนื่องจากสารสกัด TAM ที่บางความเข้มข้น สามารถส่งเสริมการสร้าง antibody ของ 
B lymphocyte ใน in vitro จึงควรท าการทดลองซ้ าเพ่ือยืนยันผลใน in vivo ว่าสารสกัด TAM สามารถ
ส่งเสริมการสร้าง antibody ของ B lymphocyte ได้ พร้อมทั้งยืนยันลักษณะ biphasic dose-response 
relationship ที่พบใน in vitro study  

3. ศึกษากลไกการส่งเสริมการท างานของ B เซลล์ในการสร้าง antibody ว่าเกี่ยวข้อง
กับการท างานของ T helper เซลล์  การน าเสนอของ antigen presenting cell หรอืกระตุ้นการท างาน
ของ B เซลล์ได้โดยตรง โดยอาจใช้ model ของ Mishell Dutton assay ในการศึกษาเก่ียวกับกลไกท่ี
เกิดข้ึน  

4. เนื่องจากสารสกัด TAM ช่วยส่งเสริมการท างานของ B เซลล์ได้ จึงควรศึกษาเพ่ิมเติม
เกี่ยวกับผลของ TAM ต่อ mitogenesis assay แต่ศึกษาโดยใช้ mitogen ที่กระตุ้นการตอบสนองของ B 
เซลล์เพ่ิมเติม เช่น ใช้ LPS เป็นต้น 

5. เนื่องจากฤทธิ์โดดเด่นที่สุดของสารสกัด TAM อยู่ที่ความสามารถในการยับยั้งการ
สร้าง NO ของเซลล์ macrophage และ NO ที่ถูกชักน าให้สร้างขึ้นนี้ มีบทบาทเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
อักเสบ จึงควรศึกษาต่อยอดเก่ียวกับกลไกการยับยั้งการสร้าง NO ใน RAW264.7 เซลล์ซึ่งกระท าได้สะดวก
กว่าการเก็บเซลล์ macrophage จากช่องท้องของหนู เช่น ศึกษาว่ากลไกการยับยั้งเกิดจากการลดการ
แสดงออกของเอนไซม์ iNOS หรือไม่ หรือเกิดจากการลดการแสดงออกของ cytokines ที่เกี่ยวข้อง รวมทั้ง
ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัด TAM เพ่ิมเติม เช่น นอกจากการศึกษาการยับยั้ง iNOS ควรศึกษา
เพ่ิมเติมเกี่ยวกับการลดระดับของเอนไซม์ cyclooxygenase-2 (COX-2) การลดระดับของ 
prostaglandins รวมทั้งศึกษาผลกระทบของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามต่อ proinflammatory cytokines 
ต่าง ๆ เช่น IL-1, IL-6 และ TNF เป็นต้น รวมทั้งความสามารถในการยับยั้ง transcription factors ที่อาจ
เกี่ยวข้อง เช่น ผลต่อ NF-kB, AP-1 เป็นต้น   

6. ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของ สารสกัด TAM ใน in vivo model หรือส ารวจ
ความสามารถของ TAM ต่อการต้านภูมิแพ้ ผลต่อการท างานของ cellular immunity เพ่ิมเติม เช่น 
delayed hypersensitivity response, T-cell mediated sensitization ใน Local lymph node 
assay รวมถึงโมเดลในสัตว์ทดลองท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบซึ่งเก่ียวข้องกับการชักน าการสังเคราะห์ NO ให้
สูงผิดปกติ เช่น carrageenan-induced paw edema, acetic acid-induced vascular permeability 
หรือ arachidonic-acid-induced ear edema เป็นต้น  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมสี าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล ์

 
EBSS 10X (Earle’s balanced salt solution) 
 

ส่วนประกอบ กรัม 

CaCl2 0.20 

KCl 0.40 

MgSO4.7H2O 0.20 

NaCl 6.80 

NaH2PO4.H2O 0.14 

D-Glucose 1.00 

Phenol red 0.01 

เติมน้ าปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 ml  ท าให้ปลอดเชื้อโดย autoclave ที่ 121oC 20 นาท ี

EBSS 1X 
 

ส่วนประกอบ จ านวน ml 

EBSS 10X 10.0 

1M Hepes buffer 1.5 

Penicillin/Streptomycin  

(10,000 U/ml/10,000 U/ml) 

1.0 

น้ าปลอดเชื้อ ปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 
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PBS (phosphate-buffered saline) 

ส่วนประกอบ กรัม 

NaH2PO4 (anhydrous) 0.23 

Na2HPO4 (anhydrous) 1.15 

NaCl 9.00 

เติมน้ า 900 ml ปรับ pH ให้อยู่ระหว่าง 7.2-7.4  ด้วย  1 M NaOH หรือ 1 M HCl ปรับ
ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1000 ml   ท าให้ปลอดเชื้อโดย autoclave ที ่121oC 20 นาท ี

Heat-inactivated fetal calf serum (FCS) 

น าขวด FCS  (500 ml ) ที่เก็บแช่แข็งที่อุณหภูมิ  -20oC มาหลอมละลาย (thaw) อย่างช้า ๆ  
โดยใส่ขวด FCS  ใน beaker ที่เติมน้ า ทิ้งท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชม.  หลังจากนั้น น าไปหลอมละลายต่อที่ 
water bath  อุณหภูมิ 37oC จนละลายเป็นของเหลวหมด (เขย่าขวดอย่างนิ่มนวลทุก 15 –20 นาท ี
หลีกเลี่ยงการเกิดฟอง)   inactivate  complement protein ใน FCS โดยน าไปบ่มที่ water bath 
อุณหภูมิ 56oC เป็นเวลา 20 นาที   aliquot ใส่ sterile culture tube (ใช้เทคนิคปลอดเชื้อ) เละเก็บที่ –
20oC 

1X RPMI media  

ละลาย 10X RPMI (Gibco BRL; Cat. No. 31800-022) 1 ซองในน้ า nanopure ประมาณ 
900-950 ml ใส่ 2 g  NaHCO3 คนบนเครื่องกวนแม่เหล็ก  ปรับ pH ด้วย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl จน
ได้ pH ประมาณ 6.8-7.2   ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1000 ml กรองด้วย sterile filter unit 0.2 µm (pH  
ของ media จะเพ่ิมข้ึนประมาณ 0.2-0.3 เมื่อผ่านการกรอง) pH  ของ 1X RPMI ควรอยู่ที่ 7-7.4 
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Complete RPMI media ส าหรับ mitogenesis assay 
 

ส่วนประกอบ จ านวน ml 

FCS  10.0 

1M Hepes buffer 1.5 

Penicillin/Streptomycin  

(10,000 U/ml/10,000 U/ml) 

1.0 

1X RPMI ปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 

Complete RPMI media ส าหรับ mixed lymphocyte reaction 
 

ส่วนประกอบ จ านวน ml 

FCS  10.0 

1M Hepes buffer 1.5 

Penicillin/Streptomycin  

(10,000 U/ml/10,000 U/ml) 

1.0 

5000 µM 2 ME  1 

1X RPMI ปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 

Griess reagent 
ส่วนประกอบ จ านวน ml หรือ gm 

Phosphoric acid           3.5        mL 
             Sulfanilamide    1              g 
             N-(1-napthyl)-ethylenediamine (NED) 0.1              g 

เติม DI water ไปจนกระทั่งมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 mL 
             (กรอง และเก็บไว้ที่ 4° C) 
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Concanavalin A (Pharmacia Biotech. 17-0450-01)   

เตรียม stock solution 1500 µg/ml โดย ชั่ง 0.015 กรัมใส่ใน 10 ml EBSS เขย่าเบา ๆ ให้
ละลาย ท าให้ปลอดเชื้อโดยกรองผ่าน  sterile filter disc 0.2 µm  แบ่งใส่หลอดปลอดเชื้อ eppendorf 
tube  เก็บแช่แข็งที่ -20 oC 

ในวันที่ทดลอง mitogenesis assay  เมื่อเตรียมความเข้มข้นสูงสุดของ Con A เรียบร้อยแล้ว  
ท าให้ปลอดเชื้อโดยกรองผ่าน sterile filter disc 0.2 µm  ก่อนเจือจางเพ่ือเตรียมความเข้มข้นอ่ืนที่
ต้องการ 

2-Mercaptoethanol (2ME) 

เตรียม stock solution 5000 µM  (โดยประมาณ) 2-mercaptoethanol หรือ 2-
hydroxyethylmercaptan (Sigma M 7522 ความเข้มข้น 14.3 M)  โดยใช้ 18 µl ใส่ใน 50 ml EBSS  
เขย่าสารอย่างนุ่มนวลให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกัน  เจือจาง stock solution ที่เตรียม 100 เท่าใน media 
เพ่ือให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ 2 ME  เป็น 50 µM  เช่นใส ่1 ml 5000 µM 2 ME ใน media 100 ml 

Mitomycin C 

ใช้เข็มฉีดยาปลอดเชื้อ ใส่  0.4 ml EBSS ใน vial ที่บรรจุ  mitomycin C 2 mg  (Sigma 
M4287)  ใช้เข็มฉีดยาเดิมดูดสารละลายขึ้นลงอย่างนิ่มนวลประมาณ 2-3 ครั้ง  เพ่ือละลาย mitomycin C  
ได้สารละลายสีม่วงซึ่งไวต่อแสง  (ห่อ vial ด้วย aluminium foil  และเก็บในที่มืดที่ 4oC  เพ่ือรอระหว่าง
ใช้งาน)  เนื่องจากสาระลายไม่เสถียร เก็บที่ 4oC ในที่มืดได้ไม่เกิน 2-3 วัน ดังนั้น ควรเตรียมใหม่ทุกครั้ง 
ต้องระมัดระวังการใช้งาน mitomycin C เป็นพิเศษ เนื่องจากเป็นสารก่อกลายพันธุ์ (mutagen) และก่อ
ลูกวิรูป (teratogen) 
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Abstract

The seed coat extract of Tamarindus indica, a polyphenolic flavonoid, has been shown to have antioxidant properties. The present
studies investigated the inhibitory effect of the seed coat extract of T. indica on nitric oxide production in vitro using a murine
macrophage-like cell line, RAW 264.7, and in vitro and in vivo using freshly isolated B6C3F1 mouse peritoneal macrophages. In

vitro exposure of RAW 264.7 cells or peritoneal macrophages to 0.2–200 mg/mL of T. indica extract significantly attenuated (as
much as 68%) nitric oxide production induced by lipopolysaccharide (LPS) and interferon gamma (IFN-g) in a concentration-
dependent manner. In vivo administration of T. indica extract (100–500 mg/kg) to B6C3F1 mice dose-dependently suppressed TPA,

LPS and/or IFN-g induced production of nitric oxide in isolated mouse peritoneal macrophages in the absence of any effect on
body weight. Exposure to T. indica extract had no effect on cell viability as assessed by the MTT assay. In B6C3F1 mice, pre-
liminary safety studies demonstrated a decrease in body weight at only the highest dose tested (1000 mg/kg) without alterations in
hematology, serum chemistry or selected organ weights or effects on NK cell activity. A significant decrease in body weight was

observed in BALB/c mice exposed to concentrations of extract of 250 mg/kg or higher. Oral exposure of BALB/c mice to T. indica
extract did not modulate the development of T cell-mediated sensitization to DNFB or HCA as measured by the local lymph node
assay, or dermal irritation to nonanoic acid or DNFB. These studies suggest that in mice, T. indica extract at concentrations up to

500 mg/kg may modulate nitric oxide production in the absence of overt acute toxicity.
# 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Tamarindus indicia; Nitric oxide; Macrophage

1. Introduction

Plant materials have long been used as traditional
medicines for the treatment of a wide variety of ailments
and diseases. Components of Tamarindus indica, a tree
indigenous to India and South East Asia, have been
used as a spice, food component, and snack. According
to Thai traditional medicine, the fruit of T. indica is
regarded as a digestive, carminative, laxative, expector-
ant and blood tonic. In addition, the seeds of T. indica
are used as an anthelmintic, antidiarrheal, and an eme-
tic, and the seed coat is used to treat burns and aid in

wound healing as well as an antidysenteric (Farnsworth
and Bunyapraphatsara, 1992).
Recently, Pumthong (1999) demonstrated the anti-

oxidant activity of the seed coat extract of T. indica. The
extract is composed of flavonoids including tannins,
polyphenols, anthocyanidin, and oligomeric proantho-
cyanidins. Many of these flavonoids are also compo-
nents of Pycnogenol1, a nutritional supplement which
has been shown to have vasorelaxant activity, increase
capillary permeability and participate in the cellular
antioxidant network as indicated by its ability to regen-
erate the ascorbyl radical and to protect endogenous
vitamin E and glutathione from oxidative stress (Packer
et al., 1999; Rohdewald, 2002). Flavonoids found in
various medicinal plants are natural antioxidants with
free radical scavenging activity and they have also been

0278-6915/$ - see front matter # 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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shown to prevent free radical formation via inhibition
of oxido-reductases (Middleton et al., 1986; Chen et al.,
1993; Krol et al., 1995; Carlo et al., 1999).
Based on the reported antioxidant activity of the seed

coat extract of T. indica which contains flavonoids
among its major constituents, and the limited tox-
icological data available, the purpose of the present
studies was to assess the anti-inflammatory potential of
this extract and begin to access its safety. In vitro stud-
ies using T. indica seed coat extract were conducted to
evaluate the modulation of nitric oxide (NO) produc-
tion by RAW 264.7 macrophages using LPS and IFN-g
as stimulants. Confirmation of the effect in vivo was
tested by orally exposing B6C3F1 mice to T. indica
extract for 14 days and evaluating NO production by
freshly isolated peritoneal macrophages following sti-
mulation in vitro with lipopolysaccharide (LPS) and/or
interferon gamma (IFN-g), and in vivo or in vitro with
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). A 14-day
toxicity study and studies to evaluate the effect of T.
indica seed coat extract on components of innate and
cellular immunity were performed to begin to assess
safety.

2. Material and methods

2.1. Chemicals

The seed coat extract of T. indica was kindly provided
by Dr. Maitree Suttajit (Chiang Mai University).
Tamarind seeds were obtained from ripened tamarind
fruits after removing the edible parts. The seeds were
heated in a hot air oven at 140 �C, for 45 min, cooled
and cracked to separate their outside brown layer. Only
brown-red seed coats were collected and these were then
ground into fine powder. In a separating funnel, 10 ml
of 70% ethanol was added to 0.5 g of the ground
tamarind seed coat. After vigorous shaking for 10 min
the solution was passed through filter paper. This pro-
cedure was repeated until the filtrate became colorless.
Five millilitres of the filtrate was further fractionated
by mixing with 5 ml of chloroform. The mixture was
shaken well and allowed to stand until the 2 layers
were separated. Two millilitres of the upper aqueous
layer was added to 5 ml of ethyl acetate. The mixture
was shaken and left to separate into 2 layers. The lower
layer containing a large amount of ethyl acetate was
removed and the remaining layer was dissolved in 5 ml
of methanol. Thin layer chromatography of the extract
following acid hydrolysis demonstrated 6 distinct com-
ponents each with different Rf values. The UV absorp-
tion spectra and IR spectra of the T. indica extract was
found to be comparable with that of OPC extracted
from grape seed and pine bark (Pumthong, 1999).
Proximate anaylsis (conducted by Midwest Labora-

tories, Omaha, NE) revealed that the dried extract con-
sisted of 89.87% carbohydrates, 0.32% protein and
0.38% fat. Using the Folin-Cicalteau method (Taga et
al., 1984) the extract was shown to contain 247.25 mg/g
of phenolic compounds.
The extract was suspended in 10% dimethylsulfoxide

(DMSO) in sterile complete DMEM (Gibco, Grand
Island, NY) for in vitro exposure or in phosphate buf-
fered saline (PBS) for in vivo studies. IFN-g was
obtained from Research Diagnostics (Flanders, NJ).
Dye solution 3(4,5-dimethyl thiazol-2-yl) 2,5-diphe-
nyltetrazolium Bromide (MTT) and the Solubilization/
Stop Solution in CellTiter 96 were obtained from Pro-
mega Corporation (Madison, WI). LPS (Escherichia coli
serotype 0111:B4), vitamin C (ascorbic acid), vitamin E
(a-tocopherol), b-carotene, TPA, 2,4-dinitrofluoro-
benzene (DNFB; purity 599%), acetone, a-hexyl-
cinnamaldehyde (HCA; 85% purity), nonanoic acid
(pelargonic acid; purity 597%), anti-asialo GM1, and
all other reagents were obtained from Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO).

2.2. Animals and maintenance

Female B6C3F1 mice were used for in vivo toxicity
and NK studies and as a source of splenocytes for in
vitro studies. Female BALB/c mice were used for local
lymph node and irritancy studies. Mice were obtained
from Taconic Farms (Germantown, NY) or Charles
Rivers Laboratories in Wilmington, MA. Mice were
maintained in the NIOSH animal facility (Morgantown,
WV) under conditions specified within NIH guidelines
(NIH, 1996) and experiments were conducted under an
approved NIOSH Animal Care and Use Committee
protocol. Mice were housed in polycarbonate ‘‘shoe-
box’’ cages with hardwood bedding and were provided
tap water, and Agway Prolab Animal Diet (5% fat) ad
libitum. Animals were weighed, individually identified
by tail mark and assigned into homogeneous weight
groups. Animal rooms were maintained between 18–
26 �C and 40–70% relative humidity with light/dark
cycles of 12 h intervals.

2.3. Cell culture

The murine macrophage cell line RAW 264.7 gamma
NO (�) (ATCC CRL-2278) used in these studies was
kindly provided by Dr. Gabriel K. Harris (National
Institute for Occupational Safety and Health, Morgan-
town, WV). Cells were cultured and maintained in
DMEM containing 10% heat-inactivated fetal calf
serum (Hyclone, Utah), 100 U/ml penicillin and 100 mg/
ml streptomycin (Gibco, Grand Island, NY) and grown
at 37 �C with 5% CO2 in humidified air. Exponentially
growing cells were used for experiments when they
reached 80% confluency.
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2.4. In vivo exposure

B6C3F1 mice (5 animals/group) were administered
increasing concentrations of T. indica seed coat extract
(50, 250, 500 or 1000 mg/kg) or vitamin C (100 mg/kg)
by oral gavage once a day for 14 days. The dose of
vitamin C was chosen based on the previous studies by
Bagchi et al. (1998). Twenty-four hours following the
final exposure, animals were sacrificed by CO2 inhala-
tion and peritoneal macrophages were collected. In
studies where peritoneal macrophages were stimulated
in vivo with TPA, animals were injected intraper-
itoneally with 0.1 mg TPA diluted in 1 ml of PBS 2 h
prior to sacrifice.

2.5. Collection of peritoneal macrophages

Murine peritoneal cells were removed by peritoneal
lavage with 7 ml of ice cold PBS with 10% fetal calf
serum. Differentials of the peritoneal cells indicated an
average of 70% macrophages. Cells were kept cold on
ice until transfer to a complete medium consisting of
RPMI-1640 with 10% FCS, and penicillin (0.05 U/ml)-
streptomycin (0.05 mg/ml). Cells were counted and
2�105 cells were plated in Costar 96-well flat-bottom
plates (Corning, Corning, NY) and incubated for 2 h at
37 �C. Non-adherent cells were removed by washing
with pre-warmed (37 �C) culture medium.

2.6. In vitro exposure

For in vitro studies, peritoneal macrophages or RAW
cells, were plated at a concentration of 2�105 cells per
well and incubated with test article or comparative
controls at 37 �C for 24 h in the presence or absence of
NO stimulants. The following stimulants and con-
centrations were selected based on the references cited;
TPA (0.1 mg/ml, Bagchi et al., 1998), LPS (5 mg/ml, Lin
and Lin, 1997), and IFN-g (10 ng/ml, Virgili et al.,
1997). The following comparative controls and con-
centrations were selected based on the references cited:
500 mm, vitamin C (Sandoval, 1977), 141.3 mm vitamin E
(Bagchi, 1997) and 2.5 mm b-carotene, (Murakami et al.,
2000). The concentrations of T. indica extract tested
ranged from 0.2 to 200 mg/ml.

2.7. Measurement of nitrite and cell viability

Nitrite concentration was determined using the Griess
reagent as described by Padgett and Pruett (1992). Fol-
lowing 24 h incubation with the stimulant and test arti-
cle, 100 ml of cell-free supernatant from each well was
transferred to another 96-well flat-bottom plate. Greiss
reagent (100 ml, 1% sulfanilamide in 30% glacial acetic
acid and 0.1% napthylethylenediamine dihydrochloride
in 60% glacial acetic acid) was added. The absorbance

of samples was measured at 545 nm with a spectro-
photometric microplate reader (Spectra MAX 340).
Nitrite in the samples was quantitated by comparison
with a standard curve. A nitrite multi-point linear stan-
dard curve was generated using known concentrations
of NaNO2 ranging from 1.56 mm/ml to 200 mm/ml
added to the complete culture media and analyzed with
Softmax 3.3.3 ELISA software (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA).
Once 100 ml cell-free supernatant was removed from

each well to determine nitrite concentration, cell viabi-
lity was evaluated in the original plates by the addition
of 15 ml of Dye Solution-MTT for 4 h. After washing 2
times with DMEM, the supernatant was removed and
the formed insoluble formazan product was dissolved
with 100 ml of Solubilization/Stop Solution. The optical
densities of the culture wells were measured using a
spectrophotometric microplate reader (Spectra MAX
340) at reference wavelengths of 570 and 730 nm. The
optical density of formazan formed in control
(untreated) cells was taken as 100%. Percent viability of
test samples were determined as: % Viability=(average
OD for test group/average OD for control group)�100.

2.8. Fourteen day toxicity study

Animals were weighed and assigned into homogenous
weight groups. Animals were dosed with 50, 100, 500, or
1000 mg/kg of T. indica seed coat extract in 0.2 ml PBS
per 20 g of body weight via oral gavage daily for 14
consecutive days. Animals were weighed daily and
observed for signs of morbidity and mortality. On the
final day of study, 24 h after the last dose, animals were
weighed and sacrificed by CO2 inhalation. Blood was
collected for hematology (white blood cell count and
differential, red blood cell count, hematocrit, hemoglo-
bin, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular
volume, platelet count and mean platelet volume) and
serum chemistry analysis (alkaline phosphatase, alanine
transferase, aspartic transferase, blood urea nitrogen,
uric acid, bilirubin, and creatine), and selected organ
weights were taken including liver, brain, heart, spleen,
kidneys, lungs, and thymus.

2.9. Irritancy assay

An irritancy study was performed to investigate the
effects of oral exposure to the seed coat extract of T.
indica on the development of dermal irritation to the
moderate irritant nonanoic acid (NA) and the potent
irritant DNFB. BALB/c mice were administered increas-
ing concentrations of the seed coat extract of T. indica
(50, 100 or 200 mg/kg) by oral gavage once a day for 14
days. On days 12, 13, and 14 separate groups of animals
were dosed dermally with 50 ml of 60% nonanoic acid or
0.15% DNFB in acetone on the dorsal surface of each
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ear (25 ml/ear). Ear thickness was measured prior to the
first dermal exposure (day 11), and 24 h after the final
exposure (day 15) to evaluate the irritant response as
previously described by Woolhiser et al. (1998).

2.10. Local lymph node assay (LLNA)

The LLNA was conducted in female BALB/c mice
following oral exposure to T. indica extract to evaluate
the modulatory effect of T. indica seed coat extract on
the development of a T cell-mediated contact hypersen-
sitivity response. The assay was conducted as previously
described by Woolhiser et al. (1998). Five mice per
treatment group received vehicle or increasing con-
centrations of T. indica extract by oral gavage for 14
consecutive days. On days 10, 11 and 12, separate
groups of mice were dosed with 50 ml of either 30%
HCA or 0.15% DNFB on the dorsal surface of both
ears (25 ml on each ear). On day 15, the mice were
injected intraveneously via the lateral tail vein with 0.2
ml (20 mCi) of 3H-thymidine (specific activity of 0.2 mCi/
ml). Five h later the mice were sacrificed by CO2 inha-
lation. The left and right draining cervical lymph nodes
of each animal, located at the bifurcation of the jugular
vein, were excised and placed into 4 ml cold phosphate-
buffered saline (PBS). A single cell suspension was gen-
erated by dissociating the lymph nodes between the
frosted ends of two microscope slides. Cells were
washed twice with 10 ml PBS and precipitated in 3 ml
5% trichloroacetic acid (TCA) overnight at 4 �C. Fol-
lowing resuspension in 1 ml TCA, the cells were trans-
ferred to 5 ml of scintillation cocktail. 3H-thymidine
incorporation was determined with a Packard, Tri-carb
2500TR Beta Counter. Samples were counted for 5 min
each and mean DPM-background was calculated for
each dose group. The stimulation index for each test
group was calculated by dividing the group mean by the
mean for the vehicle control group.
When evaluating the potential immunomodulatory

effect of T. indica extract following DNFB exposure, the
LLNA and irritancy assays were combined to reduce
animal usage (Woolhiser, 1998). Prior to the first topical
DNFB exposure in the LLNA, animals’ ears were pre-
measured and then post-exposure measurements were
taken 24 h following the final exposure and prior to
injection with 3H-thymidine.

2.11. Natural killer cell (NK) activity

Following 14 days of oral exposure to T. indica
extract or VH (n=5), an in vitro cytotoxicity assay as
described previously (Holsapple et al., 1988; Duke et al.,
1985) was used to evaluate NK cell function. Positive
control animals were administered 0.2 ml of a 1:10
dilution of anti-asialo GM1 by i.p. injection 24 h prior
to assay. All animals were sacrificed and spleens were

collected 24 h following the final exposure. Single cell
suspensions were made and splenocytes were adjusted to
2�107 cells per ml in complete media (RPMI, 10% fetal
calf serum, 50 IU penicillin and 50 mg streptomycin).
Splenocyte and 51Cr-labeled Yac-1 cells (ATCC, TIB
160, Manassas, VA) were prepared in ratios of 200:1,
100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1, 6.25:1 and replicate wells plated
for each concentration. After a 4-h incubation at 37 �C
and 5% CO2, 100 ml of supernatant was transferred to
tubes and counted on a gamma counter (Packard Cobra
II Auto-Gamma). Maximum release was determined by
lysing 51Cr-labeled Yac-1 cells with 0.1% Triton X in
complete media. Spontaneous release was determined
by incubating Yac-1 tumor cells in complete media. The
results were expressed in percent lysis for each of the
effector to target ratios.

2.12. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Graph Pad
Prism version 3.0 (Graph Pad Software Inc., San Diego,
CA). For multiple comparisons, data were analyzed by
one-way ANOVA followed by Dunnett’s test when sig-
nificant differences were detected (P40.05). Compar-
ison between two groups was made using a student
t-test. Linear regression was used to determine dose-
responsiveness. Data were considered statistically sig-
nificant at P40.05.

3. Results

3.1. Modulation of NO production by LPS & IFN-�
stimulated RAW 264.7 cells following in vitro exposure
to seed coat extract of T. indica

To investigate the effect of the seed coat extract of T.
indica on NO production, the accumulation of nitrite,
the stable metabolite of NO, was measured in the cul-
ture media of RAW 264.7 cells using Greiss reagent.
Resting RAW 264.7 cells were stimulated with LPS (5
mg/ml) and/or IFN-g (10 ng/ml) to stimulate NO pro-
duction. Cells were simultaneously treated with increas-
ing concentrations of the seed coat extract of T. indica
or with vitamin C (500 mm), vitamin E (141.3 mm), or
beta-carotene (2.5 mm) for 24 h. As shown in Fig. 1a, in
vitro exposure to seed coat extract of T.indica at con-
centrations ranging from 0.2 to 200 mg/ml inhibited
nitrite production in a concentration-dependent manner
reaching a 68% suppression at the high dose. An
approximate 54% suppression in NO production was
observed in cells treated with the comparative controls,
vitamin C (500 mm), vitamin E (141.3 mm), or beta-car-
otene (2.5 mm). Based on the MTT assay, the observed
decrease in NO production by mice exposed to T. indica
extract, vitamin E or b-carotene occurred in the absence
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of any effect on cell viability (Fig. 1b). An approximate
10% reduction in cell viability was seen following
exposure to vitamin C.

3.2. Fourteen day oral toxicity study

Prior to accessing the modulatory effects of in vivo T.
indica extract exposure on NO production, a 14-day
toxicity study was conducted to select the doses to be
administered. No deaths or abnormal clinical signs were
observed in any of the mice treated with the seed coat

extract of T. indica throughout the 14 days of the study.
Exposure of B6C3F1 mice to 1000 mg/kg of the extract
resulted in a decrease in body weight, reaching a
maximum of 14% weight loss on day 11 (Fig. 2a).
Treatment with the seed coat extract of T. indica
at concentrations up to 1000 mg/kg had no significant
effects on hematological parameters or serum chemis-
tries (data not shown). Furthermore, organ weights
including, spleen, lungs, thymus, brain, kidney and
liver, were not altered by treatment with the seed coat
extract of T. indica (data not shown). Based on this
data, 500 mg/kg was chosen as the highest dose to be
used in the subsequent in vivo studies using B6C3F1
mice. Given that weight loss was observed in BALB/c
mice exposed to 500 mg/kg for 14 days (Fig. 2b), 200

Fig. 1. Nitrite production (a) and percent cell viability (b) of RAW

264.7 cells treated with increasing concentrations of T. indica extract,

Vit C (500 mm), Vit E (141.3 mm) or b-carotene (2.5 mm) and simulta-

neously stimulated with LPS (5 mg/ml) and IFN-g (10 ng/ml) for 24 h.

Results are expressed as mean�SE for groups of 5 mice. Nitrite pro-

duction by LPS and IFN-g stimulated RAW cells was compared to

non-stimulated cells by student’s t-test ($$$ represents p<0.0001). For

LPS and IFN-g stimulated cells, data from T. indica extract exposed

groups were analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s test

when significant differences were detected (P40.05), ** represents

P<0.01. Vit.C, Vit.E, and b-carotene exposed groups were individu-

ally compared to the media exposed RAW cells using t-test (## repre-

sents P<0.001, ### represents P<0.0001).

Fig. 2. Change in body weight (g) during the 14-day time course of

oral exposure to VH (PBS/10% DMSO) or increasing concentrations

of T. indica extract in B6C3F1 mice (a) or BALB/c mice (b). Results

are expressed as mean�SE for groups of 5 mice. For each time point,

data were analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s test

when significant differences were detected (P40.05). *represents

P<0.05, and **represents P<0.01 as compared to VH control. $$

represents P<0.01 in both the 50 and 1000 mg/kg groups as compared

to VH control.
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mg/kg was chosen as the highest dose in studies using
BALB/c mice.

3.3. Modulation of NO production by peritoneal
macrophages following in vivo exposure to seed coat
extract of T. indica

To assess the potential for T. indica extract to mod-
ulate NO production in vivo, female B6C3F1 mice were
treated with vehicle, 10% DMSO in PBS, or increasing
concentrations of the extract (50, 250, 500 mg/kg) by
oral gavage for 14 days. On day 15 animals were sacri-
ficed and peritoneal macrophages were collected and
treated with LPS (5 mg/ml), IFN-g (10 ng/ml), or LPS
and IFN-g for 24 h. As shown in Fig. 3a, b, and c,
treatment with LPS and/or IFN-g induced a significant
increase in nitrite production when compared with
unstimulated peritoneal macrophages. Combined expo-
sure to LPS & IFN-g increased nitrite production
greater than exposure to either LPS or IFN-g alone
(P<0.05). Exposure to T. indica extract dose-depen-
dently inhibited NO production by IFN-g and LPS and
IFN-g stimulated cells reaching statistical significance in
the highest T. indica extract exposure group (500 mg/
kg). No effect on the viability of peritoneal macro-
phages due to test article exposure was observed in this
study (data not shown). Cell viability was greater than
90% for all groups.
Following oral exposure to T. indica extract, when

TPA was used as the in vitro stimulant, NO production
by peritoneal macrophages was significantly inhibited in
a dose-dependent manner reaching 55% inhibition at
the 500 mg/kg dose, a level comparable to that seen
following exposure to 100 mg/kg Vit. C (Fig. 4A). As
shown in Fig. 4B, nitrite production induced by intra-
peritioneal exposure to TPA was also inhibited dose-
dependently by oral exposure to the seed coat extract of
T. indica, reaching statistical significance at 250 mg/kg
dose and showing 70% inhibition at the 500 mg/kg dose.
Cell viability was not affected by exposure to either T.
indica extract or TPA in either of these studies (data not
shown).

3.4. Modulation of the dermal irritant response to
nonanoic acid and DNFB following in vivo exposure to
the seed coat extract of T. indica

Topical exposure to the moderate irritant nonanoic
acid (60%) induced an approximate 28% increase in ear
swelling in BALB/c mice. Fourteen days of oral expo-
sure to the seed coat extract of T. indica (up to 200 mg/
kg) did not have any modulatory effect on this response
(Fig. 5). Likewise, no effect was seen following 14-day
oral exposure to T. indica seed coat extract in a similar
study using 0.15% DNFB as the irritant (data not
shown).

Fig. 3. Nitrite production by peritoneal macrophages from mice trea-

ted with PBS (PBS/10% DMSO) or increasing concentrations of T.

indica extract and stimulated in vitro with LPS (a), IFN-g (b), or LPS

and IFN-g (c). Results are expressed as mean�SE for groups of 5

mice. Levels of nitrite from IFN-g and/or LPS stimulated macro-

phages from PBS control animals were compared with levels from

non-stimulated macrophages using student’s t-test ($$$ represents

P<0.0001). Levels of nitrite from T. indica extract treatment groups

and IFN-g and/or LPS stimulated macrophages from PBS control

data were compared by one-way ANOVA followed by Dunnett’s test

when significant differences were detected (P40.05). (*represents

P<0.05, ***represents P<0.0001).
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3.5. Modulation of the induction of T-cell mediated
sensitization and NK cell activity following in vivo
exposure to seed coat extract of T. indica

Topical exposure to 0.15% DNFB, a potent sensiti-
zer, induced lymphocyte proliferation in the draining
lymph nodes of BALB/c mice with a stimulation index
of 31. Fourteen days of oral exposure to the seed coat
extract of T. indica, at concentrations up to 200 mg/kg,
or Vit C (100 mg/kg) did not have any modulatory
effect on this response (Fig. 6). A similar study was
conducted using the more moderate sensitizer HCA at a
concentration of 30% with no modulatory effect on

lymph node cell proliferation observed following oral
exposure to T. indica extract (data not shown).
NK activity in vehicle exposed B6C3F1 mice demon-

strated a 20% lysis at the 200:1 effector to target ratio.
A 72% suppression in NK activity was observed in
animals exposed to the positive control, anti-asialo
GM1. Fourteen day oral exposure to the seed coat
extract of T. indica at doses up to 500 mg/kg or to the
comparative control, Vit.C (100 mg/kg), had no effect
on NK activity (Fig. 7).

Fig. 4. Nitrite production by peritoneal macrophages from mice

orally gavaged with PBS (PBS/10% DMSO), increasing concentra-

tions of T. indica extract or Vit.C (100mg/kg) and stimulated in vitro

(a) or in vivo (b) with 0.1 mg/ml of TPA. Results are expressed as

mean�SE for groups of 5 mice. The PBS exposed (TPA stimulated

and unstimulated) mice were compared using a student’s t-test ($$$

represents P<0.0001). For TPA stimulated groups, T. indica extract

exposed groups and the PBS exposed group were compared using

ANOVA followed by Dunnett’s post test when significant differences

(P<0.05) occurred. **represents P<0.01. The Vit.C exposed group

was compared with the PBS exposed group using a student’s t-test

(### represents P<0.0001).

Fig. 5. BALB/c mice (n=5) were orally exposed to either VH (PBS/

10% DMSO) or the concentration of the seed coat extract of T. indica

shown for 14 days. Starting on the 12th day following initial oral

exposure, animals were exposed topically with 60% nonanoic acid for

3 consecutive days. Ear thickness was measured pre-exposure and 24

hrs post-final exposure. Bars represent mean�SE of the calculated

percent ear swelling.

Fig. 6. BALB/c mice (n=5) were dosed orally with either vehicle

(PBS/10% DMSO) or increasing concentrations of the seed coat

extract of T. indica as shown. Open bar indicates topical exposure to

vehicle (acetone), and closed bars represent topical exposure to 0.15%

DNFB. Bars represent mean�SE. **represent P<0.01 as compared

to the open bar by student’s t-test.
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4. Discussion

Although individual components have not been iden-
tified, the seed coat extract of T. indica contains high
amounts of polyphenolic flavonoids which are known to
exhibit strong antioxidant scavenging activity against
peroxyl radicals generated by ABTS/H2O2/peroxidase
and ABTS/H2O2/myoglobin systems, hydroxyl radicals
produced by ABTS/H2O2/FeCl3 (Feton reaction) and
superoxide anions generated by hypoxanthine-xanthine
oxidase (neotetrazolium) system (Pumthong, 1999). Due
to the multiple phenolic groups in their structure,
flavonoids are potentially able to quench free radicals
by forming more stable oxidized products. Various
other naturally occurring polyphenolic flavonoids such
as rutin, quercetin, apigenin, wogonin, luteolin, tector-
igenin, galangin, morin, naringenin (van Acker et al.,
1995; Kim et al., 1999 and Raso et al., 2001), epigallo-
catechin gallate from tea (Lin, 1997; Chan et al., 1997),
Ginkgo biloba extract (EGb 761) (Kobuchi, et al.,
1997), silymarin (Kang et al., 2002) and Pycnogenol
(Virgili et al., 1998) have been reported to inhibit NO
production. Therefore, the present studies were
designed to investigate the potential for the seed coat
extract of T. indica in modulation of NO production.
Although first recognized for its role as a vasodilator

and in the regulation of blood flow and pressure, nitric
oxide has been identified as an important intra- and
intercellular regulatory molecule with functions as
diverse as neural communication, the generation of
memory and host defense (for review see, Garthwaite,
1991; Moncada and Higgs, 1993; Rand, 1992; Moncada
et al., 1991; Ignarro, 2002). NO produced by the endo-
thelium and/or platelets inhibits platelet aggregation
and adhesion, inhibits leukocyte activation and mod-

ulates smooth muscle cell proliferation (Mocada and
Higgs, 1993). In the peripheral nervous system, NO is
released by a widespread network of nerves, previously
recognized as nonadrenergic and noncholinergic. These
nerves mediate some forms of neurogenic vasodilation
and regulate certain gastrointestinal, respiratory and
genitourinary functions (Rand, 1992). NO is also syn-
thesized in neurons of the central nervous system, where
it acts as a neuromediator with many physiological
functions, including the formation of memory, coordi-
nation between neuronal activity and blood flow
(Garthwaite, 1991; Snyder and Bredt, 1992; Prast and
Philippu, 2001). In contrast to its role as an antioxidant
and neuroprotectant, altered NO formation and func-
tion have been shown to play a role in the pathphysiol-
ogy of neurological diseases including Alzheimer’s
Disease, Parkinson’s Disease, cerebral ischemia and
hepatic encephalopathy (Rao, 2002).
Low concentrations of NO from activated macro-

phages are beneficial as, along with other reactive
nitrogen intermediates, they are responsible for cyto-
static and cytotoxic activity against infectious organisms
and tumor cells. In addition, NO plays a regulatory role
in the function of natural killer cells and the expression
of cytokines such as IFN-g and transforming growth
factor-b (Bogdan et al., 2000). However, over-
production of NO has been found to be associated with
various diseases such as septic shock, autoimmune dis-
eases, and chronic inflammation by increasing vascular
permeability and the extravasations of fluid and pro-
teins at the inflammatory site (Moncada, et al., 1991;
Kolb and Kolb-Bachofen, 1992; Ialenti et al., 1992).
Excess NO can react with DNA, causing mutations and
eventually carcinogenicity (Ohshima and Bartsch, 1994;
Tamir and Tannenbaum, 1996). Furthermore, NO can
react with superoxide to form peroxynitrite (ONOO�),
a more potent oxidant and cytotoxic agent (Ischir-
opoulos et al., 1992). Therefore, inhibition of high-out-
put NO production could be a useful strategy for
treatment of various inflammatory diseases.
Several studies have investigated the therapeutic

potential and safety of components of T. indica. A
polysaccharide isolated and purified from the seeds of
T. indica has been shown in vitro to have immunomo-
dulatory activity such as phagocytic enhancement and
inhibition of leukocyte migration and cell proliferation
(Sreelekha et al., 1993). Tamarind seed polysaccharide
has been tested in B6C3F1 mice with results demon-
strating the absence of carcinogenicity in mice of either
sex following long-term dietary exposure (Sano et al.,
1996).
The in vivo and in vitro studies presented here

demonstrated the suppressive effect of the seed coat
extract of T. indica on NO production using both a
murine macrophage cell line and freshly isolated perito-
neal macrophages. This effect was dose-dependent and

Fig. 7. Natural killer cell activity in female B6C3F1 mice (n=5)

following a 14-day exposure to the seed coat extract of T. indica or

vitamin C. Data are presented as mean�SE. Anti-asialo GM1 was

used as a positive control (PC).
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occurred at concentrations below which cytotoxicity
occurred in vitro and in the absence of systemic toxicity
in vivo. Additionally, at the concentrations required to
suppress NO production, no effect was seen on NK cell
activity or the development of a T cell-mediated sensiti-
zation response. Results from these studies were com-
parable to those reported for more well known natural
dietary supplements. Using a similar model, LPS and
IFN-g stimulated RAW 264.7 cells, NO production was
demonstrated to be inhibited approximately 70% or
55% by Pycnogenol or Ginkgo biloba extract respec-
tively (Virgili et al., 1998; Kobuchi et al., 1997).
Excess NO production has been associated with many

diseases such as autoimmunity, rheumatoid arthritis,
inflammatory bowel disease and septic shock (Moncada
et al., 1991; Nathan, 1992). The results of these acute
and in vitro studies which demonstrated suppression of
NO production at concentrations of the crude seed coat
extract of T. indica while producing no measured
adverse effects suggests that further chemical analysis,
identification and testing of the active components of
the extract is warranted.
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