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กิตติกรรมประกาศ 
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สาขาวิชาปรีคลีนิก มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีที่เกี่ยวข้องทุกท่าน ส าหรับสถานที่ท าการวิจัย   อุปกรณ์
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ข้อแนะน าที่มีคุณค่าในงานวิจัย ขอขอบคุณ prof. Dr. Norbert Kaminski  ส าหรับการอนุเคราะห์ให้น.ศ. 
ไปเรียนรู้เทคนิคและการใช้เครื่อง real time PCR  ที่ Centre of Integrative  Toxicology  ที่ Michigan 
State University  ตลอดจนการให้ค าแนะน าท่ีมีค่ายิ่ง และความร่วมมือในการต่อยอดงานบางส่วนเพ่ิมเติม
จากโครงการวิจัยนี้เพ่ือใช้ในการตีพิมพ์  และ ขอขอบคุณทุนวิจัยปริญญาเอกกาญจนาภิเษกส าหรับการ
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ท้ายสุดขอกราบบูชาพระคุณของคุณพ่อ-คุณแม่ ที่ให้ความรัก ความอบอุ่น อบรมสั่งสอนและดูแล
ลูกอย่างดีเยี่ยม ขอกราบขอบพระคุณครูอาจารย์ทุกท่านที่ให้ความรู้ ความรักและเมตตาอบรมสั่งสอนศิษย์
เสมอมา ท้ายสุดขอขอบคุณครอบครัว รศ. ดร. ทวิช จิตรสมบูรณ์ และ นายโพธิพล จิตรสมบูรณ์ที่เป็นขวัญ
และก าลังใจ เป็นน้ าหล่อเลี้ยงให้มีพลังในการท างาน ท าให้สามารถฟันฝ่าอุปสรรคทั้งปวงจนงานส าเร็จได้ใน
ท้ายที่สุด 
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บทคัดย่อ 
 

            ฮว่านง็อก (Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk.) เป็นพืชสมุนไพรที่ได้รับการ
กล่าวอ้างว่ามีสรรพคุณทางยามากมาย แต่การศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพต่าง ๆ ของฮว่านง็อก
ยังมีปริมาณจ ากัด  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจหาสารพฤกษเคมี ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการ
อักเสบ และต้านมะเร็งของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก รวมถึงประเมินฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ซึ่งอาจเป็นพิษระยะ
ยาวที่ผู้บริโภคมีความกังวลใจมากที่สุด ผลการวิจัยพบว่าสารสกัดจากใบสดด้วย 95% เอทานอล (95EE-
FLP) และสารสกัดส่วนที่ละลายน้ า (WE-FLP) (ได้จากการแยกเอาส่วนเฉพาะที่ละลายน้ าออกจาก 95EE-
FLP) มีปริมาณรวมของสารกลุ่มฟินอลิกและฟลาโวนอยด์สูงกว่าสารสกัดจากใบแห้ง ผลการทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระพบว่า 95EE-FLP และ WE-FLP เมื่อประเมินโดยวิธี DPPH และ FRAP มีค่าสูงกว่าสาร
สกัดจากใบแห้ง โดยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดสอดคล้องกับปริมาณของสารฟินอลิกและฟลาโวนอยด์
ที่พบ  ทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP สามารถลดการสร้างอนุมูลอิสระที่เกิดภายในเซลล์แมคโครฟาจ 
RAW264.7 เมื่อถูกชักน าโดย tBOOH เมื่อใช้ probe เรืองแสง DCFH-DA ทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP ที่
ระดับความเข้มข้นที่ไม่เกิดพิษต่อเซลล์ (50-250 µg/ml) แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยการยับยั้งการการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ (NO) และการแสดงออกของเอนไซม์ที่เกี่ยวกับการอักเสบ iNOS และ COX-2 ในเซลล์ 
RAW264.7 ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย 1 µg/ml LPS และ 25 U/ml IFN- รวมทั้งการยับยั้งการสังเคราะห์
โปรตีนและ m RNA ของ pro-inflammatory cytokines TNF- และ IL-6 ใน RAW264.7 ที่กระตุ้นด้วย 
100 ng/ml LPS  ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดพบว่าเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ของคนชนิดต่าง ๆ 
มีความไวต่อความเป็นพิษของ 95EE-FLP และ WE-FLP ต่างกัน โดยเซลล์มะเร็งที่มีความไวเรียงล าดับจาก
มากไปน้อยคือ Jurkat > HepG2 > MCF-7 > PC3 สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 
250-1,500 µg/ml มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสูงกว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวที่เป็นเซลล์
คนปกติ  สารสกัดทั้ง 2 ชักน าเซลล์ Jurkat ให้เกิดการตายด้วยกลไก apoptosis ดังหลักฐานบ่งชี้ทาง
สัณฐานวิทยาของ apoptotic เซลล์  เอกลักษณ์การแตกหักของดีเอ็นเอแบบขั้นบันไดใน gel 
electrophoresis การย้อมติด annexin V-PI และการหลั่งของ cytochrome c จาก mitochondria สู่ 
cytosol การตรวจสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดใน in vivo ด้วยโมเดล CAM พบว่าสารสกัด 95EE-FLP 
(100-300 µg/ml) และ WE-FLP (30-300 µg/ml) มีฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดจากการ
ชักน าโดยเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ B16F10 ที่ปลูกถ่ายใน CAM โดยไม่ส่งผลกระทบต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่
เกิดตามธรรมชาติใน CAM  การศึกษาฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ in vitro พบว่า ในช่วงความเข้มข้น 150-600 
ไมโครกรัมต่อจานเพาะเชื้อ  สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ไม่มีฤทธิ์ก่อการกลายพันธุ์ต่อแบคทีเรีย S 
typhimurium TA98 และ TA100 เมื่อทดสอบในสภาวะทั้งท่ีมีและไม่มี S9 mix ในวิธีทดสอบของ Ames 
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            โดยรวม สารสกัดจากใบฮว่านง็อกมีศักยภาพสูงในการพัฒนาให้เป็นผลิตภัณฑ์ยา หรือ ผลิตภัณฑ์
อาหารเสริมเพ่ือประยุกต์ใช้ในการบรรเทาอาการของโรคต่าง ๆ ที่เก่ียวข้องกับพัฒนาการของโรคมะเร็ง การ
อักเสบ และอนุมูลอิสระ  
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Abstract 
 

             Hoan-Ngoc (Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk; PP) has been claimed 
to possess many pharmaceutical properties, nevertheless, the studies of its 
pharmacological properties are still very limited. The present study aimed to further 
investigate the phytochemicals and explore the antioxidant, anti-inflammatory and anti-
cancer activities of Hoan Ngoc.  In addition, a long term mutagenic effect of Hoan Nogoc, 
the issue most concern among consumers, was also evaluated. The results suggested that 
95% ethanol extract prepared from fresh leaves of PP (95EE-FLP) and the water extract of 
PP (WE-FLP) (water fraction extracted from 95EE-FLP) significantly exhibited higher total 
phenolic and flavonoid contents than those of dried leaf extracts. Concordantly, the 
antioxidant activity, assessed by DPPH and FRAP assays, was also more prominent in fresh 
leaf extracts than that of dried leaf extracts.  Both 95EE-FLP and WE-FLP could also 
effectively attenuate intracellular reactive oxygen species generation in tBuOOH-induced 
oxidative stress in macrophage RAW264.7 cells as monitored by using DCFH-DA 
fluorescent probe. At non-toxic concentrations (50-250 µg/ml), both 95 EE-FLP and WE-
FLP effectively exhibited anti-inflammatory activities as evidenced by inhibition of nitric 
oxide production and the expressions of pro-inflammatory enzymes iNOS and COX2 in 1 
µg/ml LPS plus 25 U/ml IFN--stimulated RAW264.7 cells.  In addition, 95EE-FLP also 
suppressed LPS-induced TNF- and IL-6 protein synthesis and mRNA expression in 
RAW264.7 cells.  In vitro cytotoxicity of 95EE-FLP and WE-FLP towards various types of 
human cancer cell lines revealed different susceptibility of cancer cells, and the 
sensitivity was ranged in the descending order of Jurkat > HepG2 > MCF-7 > PC-3.  At the 
concentration range of 250-1,500 µg/ml, 95EE-FLP and WE-FLP preferentially targeted 
Jurkat cells with less toxicity to normal human peripheral blood mononuclear cells. 
Furthermore, the induction of Jurkat cell death by the extracts was mediated via 
apoptosis mechanism as evidenced by characteristic morphological feature of apoptotic 
cells, DNA ladder in gel electrophoresis, annexin V-PI staining and the release of 
cytochrome c from mitochondria to cytosol. The results of In vivo anticancer study 
conducted in the CAM model revealed that 95EE-FLP (100-300 µg/ml) and WE-FLP (100-
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300 µg/ml) selectively suppressed the melanoma B16F10-induced angiogenesis at 24 and 
48 hr. while sparing the normal neovascularization on the CAM.  The mutagenic study 
indicated that both extracts in the range of 150 to 600 µg/plate had no mutagenicity, 
either in the presence or absence of S9 mix, in the Ames assay.  

            Overall, the crude extracts from fresh leaf of Hoan Ngoc has high potential to be 
developed as natural chemopreventive products or nutraceuticals in combating 
development of cancer, chronic inflammation and oxidative stress-related diseases. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

1.1  ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

            จากการศึกษาและงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าผัก ผลไม้ และธัญพืชมีส่วนประกอบของสารต้านอนุมูล
อิสระ (antioxidant) เช่น สารกลุ่ม phenolics และกลุ่ม Flavonoids ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพมนุษย์  
ช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดโรคเรื้อรังต่าง ๆ  เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจ และโรคที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการอักเสบ (inflammation) (Kubola และ Siriamornpun, 2008; Atmani et al., 2009) 
สภาวะการอักเสบเรื้อรังเป็นสาเหตุหนึ่งของเกิดโรคมะเร็ง โดยก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ และเนื้อเยื่อ 
ท าให้เกิดการกระตุ้นกระบวนการแบ่งเซลล์ใหม่เพ่ือทดแทนเซลล์ที่ตาย หรือ เสียหาย เป็นการเพ่ิมโอกาส
ความผิดพลาดทางพันธุกรรม (genetic error) และชักน าให้เกิดกระบวนการกลายพันธุ์ (mutagenesis) 
อันเป็นสาเหตุหนึ่งที่ส าคัญซ่ึงชักน าให้เกิดโรคมะเร็งได้ต่อไป (Jakeson et al., 1997;  Preston-Martin et 

al., 1990)  pro-inflammatory cytokine  เช่น IL-1, IL-6, TNF-, และ growth factor ต่างๆ ที่สร้าง

ขึน้ในระหว่างกระบวนการอักเสบ สามารถกระตุ้นการท างานของ Vascular endothelial growth factor 
(VEGF) ซึ่งเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่สามารถชักน าการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis inducer) ทั้ง 
pro-inflammatory cytokine และ VEGF น าไปสู่การสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) และน ามาสู่
การเจริญเติบโตของเนื้องอก (tumor growth) (Sheeja, Guruvayoorappan, และ Kuttan, 2007) 
นอกจากนั้น VEGF ยังมีบทบาทกระตุ้นการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide; NO)  NO เป็นสาร
โมเลกุลทางชีวภาพทีส่ าคัญในร่างกาย เมื่ออยู่ในระดับปริมาณที่เหมาะสม  NO ช่วยรักษาสภาวะสมดุลของ
สารชีวโมเลกุลอื่นๆ และมีบทบาทส าคัญในร่างกาย อย่างไรก็ตามเมื่อระดับของ NO อยู่ในระดับที่ไม่สมดุล 
คือมีระดับที่สูงเกินไปก็จะแสดงบทบาทเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ การเกิดมะเร็ง และการท าลาย
ตนเองของเซลล์ด้วยกระบวนการ apoptosis รวมถึงการยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใหม่ด้วย (Sheeja et 
al., 2007; Coulter et al., 2008) ดังนั้น การเกิดอนุมูลอิสระ (free radical) กระบวนการอักเสบ 
(inflammation) และกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesia) จึงมีความสัมพันธ์กัน และ
กระบวนการเหล่านี้เป็นปัจจัยเสริม หรือ ร่วมกันน าไปสู่การพัฒนาการเกิดโรคมะเร็ง รวมทั้งโรคเรื้อรังอ่ืน ๆ 
ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ 
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            งานวิจัยในปัจจุบันชี้ชัดว่าสารสกัดจากพืชสมุนไพร โดยเฉพาะอย่างยิ่ง flavonoids มีคุณสมบัติ
ในการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ต้านการอักเสบ และต้านมะเร็ง ตัวอย่างเช่น มะระขี้นก 
(Momordica charantia L.) มีส่วนประกอบของ gallic acid, catechin, และ caffeic acid ซึ่งมี
คุณสมบัติในการก าจัดอนุมูลอิสระ (Kubola และ siriamopun, 2008) ในประเทศ Algeria พบพืช
สมุนไพรทีมีสารประกอบphenolic ซึ่งมีสารต้านอนุมูลอิสระสูง (Atmani et al., 2009) จากการศึกษา
พบว่าสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเซลล์ (proliferation) โดยการเหนี่ยวน าการ
ตายแบบ apoptosis ของเซลล์สายพันธุ์ SKBR3 ที่เป็นเซลล์มะเร็งเต้านม  และมีศักยภาพในการต้านอนุมูล
อิสระ โดยยับยั้งการเกิด reactive oxygen species (ROS) ภายในเซลล์ (Moongakarndi et al., 2004) 
สารสกัดจากเมล็ดชาลาบาดอร์ (Labrador tea) (Ledum groenlandicum Retzius) ซึ่งมีสารประกอบ 
phenolic ในปริมาณสูง มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ  และยับยั้งการหลั่งของ NO จากเซลล์สายพันธุ์แมค
โครฟาจ Raw 264.7 ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย lipopolysaccharide (LPS)  นอกจากนั้น สารสกัดยัง
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ DLD-1 และเซลล์มะเร็งปอด A-549 (Dufour et al., 2007)  
สารสกัดฟ้าทลายโจร (Andrographis panicalata) ที่มีสารประกอบหลัก (major compound) เป็น 
andrographolide และสารประกอบรอง (minor compound) เป็น andrograpanin มีคุณสมบัติเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ อีกทั้งมีฤทธิ์ต้านมะเร็งโดยการเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งของมนุษย์
เกิดการตายแบบ apoptosis ในหลอดทดลอง (in vitro) และยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใหม่ในสัตว์ทดลอง 
(in vivo) (Zhou et al., 2006; Sheeja et al., 2007; Liu et al., 2008)  นอกจากนั้น สารสกัดจากฟ้า
ทะลายโจรยังสามารยับยั้งการสร้างเส้นเลือดฝอย (capillary) ทีช่ักน าโดยเซลล์มะเร็งสร้างเม็ดสีของผิวหนัง 
B16F-10 melanoma ในหนูเม้าส์ C57BL/6 สารสกัดฟ้าทลายโจรนอกจากจะมีคุณสมบัติลด 
proangiogenic molecules (VEGF and NO) และ pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNF-α และ 

GM-CFS) แล้ว ยังก่อให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของ anti-angiogenic molecules (IL-2 และ TIMP-1) ) เมื่อ
ศึกษาแบบ in vitro โดยใช้ rat aortic ring model  (Sheeja et al., 2007)  Yoon et al. (1995) 
รายงานว่าสารสกัด mistletoe (Vism album coloratum) สามารถยับยั้งการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งผิวหนัง B16-BL6 เซลล์มะเร็งล าไส้ 26-M3.1และ เซลล์มะเร็งต่อมน้ าเหลือง L5178Y-ML25 ใน
หนเูม้าส์ โดยยับยั้งการเติบโตของเนื้องอกและจ านวนของหลอดเลือดที่มาหล่อเลี้ยงเนื้องอก 

สาร -sitosterol เป็นพฤกษเคมี (phytochemical) ชนิดหนึ่งที่ส่วนใหญ่พบในพืช เช่น ถั่ว 
pecans ปาล์มเลื้อย (Serenoa repens), avocados, เมล็ดฟักทอง (Curcurbita pepo), Pygeum 
africanum มะม่วงหิมพานต์ น้ ามันข้าวโพด ถั่วเหลือง seabuckthorn และเก๋ากี้ (http://en.wikipedia 
.org /wiki/Beta-sitosterol)  -sitosterol มีประโยชน์ต่อสุขภาพหลายด้าน อาทิเช่น ลด cholesterol 
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เพ่ิมการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ลดอาการอักเสบ ป้องกันอนุมูลอิสระไม่ท าลายเซลล์ และลดความเสี่ยง
ของมะเร็ง โดยสามารถลดการเจริญของเซลล์มะเร็งทรวงอก  มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งต่อมลูกหมาก และ
มะเร็งล าไส้อีกด้วย (Saeidnia et al., 2014; Bouic et al., 1996; Baskar et al., 2012; Bandolier, 
2001; Chai et al., 2008; Loizou et al., 2010; Park et al., 2007; Sugano et al., 1977; Holtz et 
al., 1998) ในยุโรป -sitosterol ถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคต่อมลูกหมากโต ผลการรักษาพบว่า -

sitosterol สามารถรักษาอาการต่อมลูกหมากโตได้โดยเพ่ิมการหลั่งและลดปริมาณปัสสาวะที่ตกค้างใน
กระเพาะปัสสาวะ อย่างไรก็ตามขนาดของต่อมลูกหมากของกลุ่มผู้ป่วยที่รักษาด้วย -sitosterol ไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากกลุ่มผู้ป่วยที่รักษาด้วยยาหลอก (placebo group) (Berges et al., 1995; 
Wilt et al., 1999) 

ในประเทศเวียดนาม ฮว่านง็อกเป็นพืชสมุนไพรที่ได้รับการขนานนามว่า “สมุนไพรมหัศจรรย์” 
เนื่องจากสามารถน ามาประยุกต์ใช้รักษาโรคต่าง ๆ ได้หลายชนิด เช่น บรรเทาอาการบาดเจ็บ โรคกระเพาะ 
ล าไส้อักเสบ ความดันโลหิต โรคไต ท้องร่วง เบาหวานและมะเร็ง เป็นต้น พยาธิสภาพของโรคดังกล่าวมี
สาเหตุหลักจากสภาวะความเครียดออกซิเดชัน  (oxidative stress) และกระบวนการอักเสบ  ใบฮว่านง็อก
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบโดยใช้ human blood peroxidase model (Dieu et al., 2006; วงศ์
สถิต ฉั่วสกุล และ อรัญญา ศรีบุศราคัม 2551) สารสกัดจากใบฮว่านง็อกประกอบด้วย -sitosterol และ 
apigenin-7-O--glucoside ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยามากมาย Backhouse et al. (2008) 
ได้รายงานว่า สวนผสมของสาร apigenin--glucoside, -sitosterol และ stigmasterol ในใบของ 
Buddleja globosa มีฤทธิ์ต่อต้านการอักเสบ สามารถลดการบวม (edema) ในหนูเมาส์ที่ได้รับสารส่งเสิร
มการเกิดเนื้องอก (tumor promoter) 12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)  ดังนั้น จึงมี
ความเป็นไปได้สูงว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ น่าจะมีศักยภาพในการต้านการ
อักเสบ และต้านการเกิดมะเร็ง ในปัจจุบัน แม้ว่าทั้งประชาชนในประเทศเวียดนามและประเทศไทยได้มีการ
ใช้ใบฮว่านง็อกกันอย่างแพร่หลายและยาวนานเพ่ือป้องกันและรักษาโรคต่างๆ แต่รายงานการศึกษาและ
วิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา โดยเฉพาะการต้านการอักเสบและฤทธิ์ต้านมะเร็งยังมีปริมาณจ ากัด  ทั้ง ๆ 
ที่เป็นสรรพคุณของฮว่านง็อกอันเลื่องชื่อ เป็นที่กล่าวขานและอวดอ้างมากที่สุดในกลุ่มผู้ขายและผู้บริโภค 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  ต้านการอักเสบ และตรวจสอบฤทธิ์ต้าน
มะเร็งของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกควบคู่กับการศึกษาผลของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกต่อการกลายพันธุ์ 
เพ่ือตรวจสอบพิษเบื้องต้นในการบริโภคใบฮว่านง็อกในระยะยาว  
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1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยนี้เสนอขอเพ่ือตรวจสอบหาความเป็นพิษระยะยาวเบื้องต้น และทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก โดยมีวัตถุประสงค์เฉพาะดังนี้คือ 

1. หาปริมาณ  polyphenols และ flavonoid ในสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 
2. หาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกโดยใช้  DPPH assay, FRAP assay 

และ DCFH-DA assay 
3. ทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกโดยทดสอบการยับยั้งการสร้าง NO, 

iNOS, COX-2 และ proinflammatory cytokines ต่าง ๆของเซลล์ RAW264.7 ที่ถูก

กระตุ้นด้วย LPS และ/หรือ IFN- 
4. ทดสอบความเป็นพิษและการชักน าของ ฮว่านง็อกให้เกิดการตายแบบ  apoptosis ต่อ

เซลล์มะเร็ง  in vitro  
5. ทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก in vivo โดยทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง

เส้นเลือดใหม่ (angiogenesis) ใน chick chorioallantoic membrane (CAM)  ที่ถูกชักน า
ให้เกิดมะเร็ง โดยเซลล์ B16-F10  melanoma 

6. ทดสอบพิษก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกโดยใช้ Ames assay 
 

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการนี้จ ากัดการศึกษาพิษและฤทธิ์ทางชีวภาพต่าง ๆ ของฮว่านง็อกโดยใช้เฉพาะสารสกัดจาก
ใบซึ่งเป็นส่วนที่ใช้ในการบริโภค  การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ก่อ
กลายพันธุ์จะใช้การทดสอบแบบ  in vitro  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจะจ ากัดการทดสอบโดยใช้ DPPH, 
FRAP และ DCFH-DA assay ฤทธิ์ต้านการอักเสบใน in vitro จะจ ากัดการศึกษาเฉพาะ RAW264.7 

เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และ/หรือ IFN-หรือ PMA  การทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง ใน in vitro  จะ
จ ากัดการศึกษาพิษโดยตรงของสารสกัดจากใบ ฮว่านง็อกต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่าง ๆ ที่ผ่านการคัด
กรองว่ามีความไวต่อสารสกัด ส่วนฤทธิ์ต้านมะเร็งใน in vivo จะใช้ CAM โมเดล ที่ถูกชักน าให้เกิด
มะเร็งโดยใช้เซลล์ B16-F10  melanoma ส าหรับฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์จะศึกษา in vitro โดยใช้ Ames 
assay 
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1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1. ข้อมูลเกี่ยวกับความเป็นพิษและฤทธิ์ทางชีวภาพของฮว่านง็อก จะเป็นประโยชน์โดยตรงต่อ
ผู้บริโภคที่ทวีจ านวนเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ในปัจจุบัน  หรือช่วยการตัดสินใจส าหรับผู้ที่จะบริโภคใน
อนาคต 

2. ข้อมูลด้านพิษวิทยาและฤทธิ์ทางชีวภาพจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ประกอบการที่สนใจพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ  เพ่ือเพ่ิมมูลค่าให้กับฮว่านง็อก เป็นการบริหารจัดการและใช้ทรัพยากรธรรมชาติ
ที่มีอยู่ในประเทศให้เกิดประโยชน์สูงสุด   

3. ได้ข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ  ที่สามารถวิจัยต่อยอดได้อีกมากมาย ฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของฮว่านง็อกที่ถูกอ้างอิงยังมีอีกหลายด้าน โดยเฉพาะฤทธิ์ต้านเบาหวาน  โรคหัวใจและ
หลอดเลือด และความดันโลหิต เป็นต้น งานวิจัยเกี่ยวกับความเป็นพิษและฤทธิ์ทางชีวภาพจะเป็น
ประโยชน์อย่างยิ่งต่อการวางแผนงานวิจัยทางคลินิกเพ่ือใช้ฮว่านง็อกป้องกัน และรักษาโรคต่าง ๆ 
ในมนุษย์  รวมทั้งให้ข้อมูลเบื้องต้นต่อการอนุมานผล (extrapolation)  และออกแบบการทดลอง
ใน in vivo ต่อไป หรือใช้วางแผนการทดลอง เพ่ือหาปริมาณที่เหมาะสมส าหรับการบริโภคในคน
ที่ก่อให้เกิดพิษต่ าสุด 

4. เป็นงานวิจัยที่ส่งเสริมองค์ความรู้เกี่ยวกับพืชสมุนไพรที่เป็นภูมิปัญญาของชาวไทยมาช้ านาน
ถึงแม้ฮว่านง็อกจะมีถิ่นก าเนิดจากประเทศเวียดนาม แต่ฮว่านง็อกเป็นพืชที่สามารถปลูกและ
ขยายพันธุ์ง่าย เติบโตได้ดีในสภาวะภูมิอากาศในประเทศไทย ถ้าฮง่านง็อกดีจริงตามสรรพคุณที่ถูก
กล่าวขาน น่าจะสามารถน าไปสู่ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพหรือยา   ชักน าให้เกิดการพัฒนา
เศรษฐกิจท้องถิ่น และช่วยลดปัญหาการเสียดุลการค้า สั่งยาหรืออาหารเสริมสุขภาพที่มีราคาแพง
จากต่างประเทศ  

5. ได้ความรู้ซึ่งสามารถถ่ายทอดแก่นักศึกษา ประชาชนท้องถิ่น และหน่วยงานการศึกษาทั้งภาครัฐ
และเอกชนที่สนใจ  

6. ได้หลักฐานทางวิทยาศาสตร์เกี่ยวกับสรรพคุณของฮว่านง็อก ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อต าราแพทย์
แผนไทย หรือแพทย์ทางเลือก เป็นการส่งเสริมองค์ความรู้ของภูมิปัญญาไทย 
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บทท่ี 2 

การวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  ฮว่านง็อก (Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk)     

 Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk. หรือ ฮว่านง็อก จัดอยู่ในวงศ์ 
Acanthaceae มีถิ่นก าเนิดอยู่ในประเทศเวียดนาม ฮว่านง็อกถูกค้นพบในช่วงครึ่งหลังของปี 1990 ที่ Cuc 
Phuong forest ทางตอนเหนือของประเทศเวียดนาม และได้ถูกน ามาปลูกอย่างแพร่หลายในประเทศ
เวียดนามในลักษณะของพืชสมุนไพรและไม้ประดับ (Dieu et al.,  2005; Dieu et al., 2006)  ในประเทศ
ไทย ฮว่านง็อกถูกน าเข้ามาโดยกลุ่มทหารผ่านศึกสมัยสงครามเวียดนามผ่านทาง    อิสานตอนใต้ เช่น 
จังหวัดสุรินทร์ จังหวัดบุรีรัมย์ และจังหวัดศรีษะเกษ ฮว่านง็อกมีชื่อเรียกในภาษาไทยว่า “ว่านลิง” หรือ 
“พญาวานร”  

 ฮว่านง็อกเป็นไม้พุ่มขนาดเล็ก สูง 1-3 เมตร ล าต้นเป็นรูปสี่เหลี่ยม เปลือกต้นผิวเรียบสีเขียว ใบ
เดี่ยวเรียงตรงข้าม รูปรีถึงรูปใบหอก กว้าง 3-5 ซม. ยาว 5-15 ซม. โคนใบสอบ ปลายใบแหลมเรียว ขอบใบ
เรียบ มีเส้นแขนงใบ 8-11 คู่ ผิวใบมีขนยาวห่าง (pilose) ดอกช่อแยกแขนงแบบช่อเชิงลด (spicitiform 
paniculate) ใบประดับรูปแถบหรือไม่มีใบประดับ มีก้านดอกย่อย ยาวประมาณ 0.5 มม. มีขนสั้นนุ่มที่ใบ
ประดับ ก้านดอกย่อยและกลีบเลี้ยง กลีบเลี้ยงมี 5 กลีบ รูปแถบ วงกลีบดอกสีชมพู น้ าเงิน ม่วง หรือ เกือบ
ด า (วงศ์สถิต ฉั่วสกุล และ อรัญญา ศรีบุศราคัม, 2551) (รูปที่ 2.1) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1  รูปใบ (A) และ ดอก (B) ของ ฮว่านง็อก (Pseudeanthemum palatiferum (Nees) Radlk.  
(http://kusherb.exteen.com/page/3;  http://www.bloggang.om/viewdiary.php.) 

 

http://kusherb.exteen.com/page/3
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ชาวเวียดนามเชื่อว่าฮว่านง็อกเป็นพืชสมุนไพรมหัศจรรย์ เพียงการเคี้ยวใบสด และการดื่มน้ าที่
คั้นจากใบสดหรือผ่านการต้มของฮว่านง็อก ก็สามารถรักษาอาการของโรคต่าง ๆ ได้หลายชนิด เช่นอาการ
บาดเจ็บ ปวดท้อง ล าไส้อักเสบ ความดันโลหิต โรคไต ท้องร่วง เบาหวานและมะเร็ง เป็นต้น นอกจากรักษา
โรคในคน  ฮว่านง็อกยังถูกน ามาประยุกต์ใช้เพ่ือรักษาและป้องกันโรคของสัตว์อีกด้วย (Dieu et al., 2005; 
Dieu et al., 2006)  ในประเทศไทย มีการปลูกฮว่านง็อกอย่างแพร่หลาย คนไทยนิยมใช้ใบของฮว่านง็อก
มาป้องกันและรักษาอาการของโรคหลายชนิด เช่น อาการเจ็บปวดเมื่อยของผู้สูงอายุ การบาดเจ็บ โรคที่
เกี่ยวกับระบบประสาท ไข้หวัด ความดันโลหิต โรคที่เกี่ยวกับกระเพาะอาหารและล าไส้ โรคไต โรคตับ 
เบาหวาน รวมทั้งโรคมะเร็ง (มูลนิธิเพ่ือสุขภาพไทย) ในประเทศไทยนิยมใช้ใบฮว่านง็อกส าหรับบรรเทา
อาการของโรคมะเร็ง ซึ่งเป็นสาเหตุการตายอันดับหนึ่งของคนไทย (ส านักงานพัฒนาระบบข้อมูลข่าวสาร
สุขภาพ)  แม้ใบฮว่านง็อกจะถูกใช้อย่างแพร่หลายในกลุ่มผู้บริโภคโดยเฉพาะกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็ง แต่ใน
ปัจจุบัน ยังขาดข้อมูลวิจัยและหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่ยืนยันสรรพคุณต่าง ๆ ของฮว่านง็อก และ
รายงานการศึกษาที่พอมีเกี่ยวกับฮว่านง็อก ส่วนใหญ่เป็นงานวิจัยที่กระท าในประเทศเวียดนาม  Dieu et 
al. (2006) และ Dieu (2008) รายงานว่า ส่วนประกอบทางเคมีของใบฮว่านง็อกเป็นสารผสมระหว่าง 
apigenin-7-O- -glucoside 1-triacontanol, salicyclic acid, และ pseuderantin ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่

ย่อยโปรตีนและมีความคงตัวสูงในความร้อน ส่วนสารอาหารต่างๆ ที่พบในใบฮว่านง็อกได้แก่ โปรตีน (พบ
ในปริมาณ 30.8 % ของน้ าหนักแห้ง)  เกลือแร่  ได้แก่ แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก และทองแดง ส่วน
กรดอะมิโนที่พบคือ lysine, methionine,  และ threonine (Dieu et al., 2005)  Dieu et al. (2006) 
ได้เปรียบเทียบฤทธิ์การบรรเทาอาการท้องร่วงในลูกสุกรระหว่างใบสดและใบแห้งของฮว่านง็อกกับยา
ปฏิชีวนะ Coli-Norgent และ Cotrimxazol  และพบว่าฤทธิ์ของใบฮว่านง็อกให้ผลดีเทียบเท่ายาปฏิชีวนะ
ที่ศึกษาทั้ง 2 ชนิด Ngyen และ Eun (2011) รายงานว่าสารสกัดของใบฮว่านง็อกที่สกัดด้วยตัวท าละลายที่
แตกต่างกัน คือ methanol, ethanol, acetone และน้ า ประกอบไปด้วยสารประกอบ phenolic และ 
flavonoid รวมทั้งมีฤทธิ์ต่อต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH, FRAP และ metal chelating 
assays Giang et al., (2005) ยังรายงานว่าสารสกัด ethyl acetate และ buthanol จากใบ ฮว่านง็ฮก 
ซึ่งมี flavonoids เป็นองค์ประกอบหลักมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เมื่อทดสอบโดยใช้ human blood 
peroxidase model นอกจากนั้น สารสกัดใบฮว่านง็อกยังมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (Salmonella typhi 15, 
Shigella flexneri,  และ Escherichia coli) และมีฤทธิ์ต้านเชื้อรา (Candida และ C. stellatoides)  
Nam (2003) รายงานว่า สารสกัด methanol จากใบฮว่านง็อกมีพิษอย่างอ่อนต่อเซลล์มะเร็ง B16 
melanoma และยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใน human umbilical venous cell นอกจากนั้น ยังมี
รายงานเกี่ยวกับการทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ (mutation) โดยการใช้ Salmonella typhimurium 
(TA98) พบว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อกไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ และยังพบว่าเมื่อทดสอบฤทธิ์ของสาร
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สกัดใบฮว่านง็อกต่อการเจริญ (cell proliferation) ของเซลล์สายพันธุ์ล าไส้ (colon cancer cell lines) 
คือ HTC15, SW48 และ SW480 พบว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อกมีผลต่อต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง
ล าไส้ดังกล่าวทั้ง 3 ชนิด (Pamok et al., 2012) 

2.2  อนุมูลอิสระและการเกิดโรค 

อนมูลอิสระ (free radical) เป็นอะตอม อิออน หรือโมเลกุลที่มีหนึ่งหรือมากกว่าหนึ่ง
อิเล็คตรอนวงนอกสุด (valence electron) ของ orbital ที่ไร้คู่ (unpaired electron) และสามารถด ารง
อยู่ได้อย่างเป็นอิสระ อนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียร มีอายุครึ่งชีวิต (half-life) สั้นมาก ประมาณ 10-3-
10-10 หรือ 1 วินาที  มีความว่องไวในการเกิดปฎิกริยาเคมี อนมูลอิสระมีหลายชนิด ส่วนใหญ่มักเป็น
สารประกอบออกซิเจนใน  reactive oxygen species (ROSs) หรืออาจเป็นอนุพันธ์ของสารประกอบอ่ืน 
ตัวอย่างอนุมูลอิสระที่มีออกซิเจน (oxygen radicals) เช่น superoxide anion (O2

–), hydroxyl radicals 

(•OH), peroxyl radical (LOO•)  เป็นต้น หรือ ROSs อาจประกอบด้วยอนุพันธ์ของสารที่ไม่ใช่อนุมูลอิสระ 

(non-radical derivatives) อาทิ hydrogen peroxide (H2O2) และ singlet oxygen (1O2)  เป็นต้น  
ส าหรับอนุมูลอิสระที่เป็นอนุพันธ์ของสารประกอบอื่นที่ไม่ใช่ออกซิเจน ได้แก่อนุพันธ์ของไนโตรเจน ractive 
nitrogen species (RNSs) ได้แก่ nitric oxide (NO) peroxynitrite เป็นต้น (Halliwell และ 
Gutteridge, 1999; Fang et al., 2009; สหพัฒน์ 2548)   

อนุมูลอิสระที่เกิดภายในร่างกายมีทั้งประโยชน์และโทษ ที่ความเข้มข้นต่ า หรือ ปานกลาง  
ROS/RNS มีหน้าที่ทางสรีรวิทยา อาทิ การท าหน้าที่ของ macrophage และ neutrophils  ในการท าลาย
เชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมของเซลล์  เช่นท าลายแบคทีเรีย ต้านไวรัส และต้านสารก่อเนื้องอก (anti-
tumor agents)  RNS  ควบคุมความดันโลหิตผ่าน cGMP  ทั้ง ROS/RNS ท าหน้าที่เป็นสารสื่อกลางในการ
สื่อสารภายในเซลล์  (intracellular messengers)  ในหลายวิถีทางของการส่งสัญญาณของเซลล์ 
(cellular signaling pathway) โดยเฉพาะในการตอบสนองของ mitogen และ การควบคุมรีดอกส์ 
(redox regulation)  (Phaniendra  et al., 2015; Lander, 1997)  แต่ที่ความเข้มข้นสูง ทั้ง ROS/RNS  
สามารถก่อให้เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) และ สภาวะเครียดไนโตรเซชัน 
(nitrosative stress)  ท าความเสียหายให้กับเซลล์ ส่งผลให้เกิดการท าลายโปรตีน DNA ไขมัน การเสีย
สภาพของเอ็นไซม์  ชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์ และน าไปสู่การเกิดมะเร็งได้ (Liu et al., 2002; Dufour et 
al., 2007) งานวิจัยในปัจจุบันชี้ชัดว่า ถ้าขาดความสมดุลของการสร้างอนุมูลอิสระ ROS/RNS และสารต้าน
ออกซิเดชัน จะก่อให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน และพยาธิสภาพของโรคต่าง ๆ ได้ เช่น โรคมะเร็ง 
โรคหัวใจ และโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น โรคเบาหวาน โรคเกี่ยวกับความเสื่อมของระบบประสาท 
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(neurodengenerative diseases) เช่น Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, multiple 
sclerosis  โรคไขข้ออักเสบ (rheumatoid arthritis) และ โรคภูมิต้านตนเอง (autoimmune disease) 
เป็นต้น (Minussi et al., 2003; Kubola and Siriamorpun, 2008; Phaniendra et al., 2015; 
Halliwell and Gutteridge, 1999) อย่างไรก็ตามร่างกายสามารถลดผลกระทบที่เกิดจากสภาวะ 
oxidative stress ได้โดยเอ็นไซม์ต้านออกซิเดชัน (anti-oxidant enzyme) ที่สร้างขึ้นภายในร่างกาย 
(endogenous system) ได้แก่ catalase, peroxidase, และ superoxide dismutase เป็นต้นหรืออาศัย
สารต้านออกซิเดชันจากแหล่งภายนอกร่างกาย (exogenous system)  ซึ่งอาจได้จากการสังเคราะห์หรือ
สกัดจากพืชสมุนไพรตามธรรมชาติ (natural medicinal plant) เช่น วิตามินซี resveratrol, curcumin, 
EGCG และ tocopherol เป็นต้น  (Atmani et al., 2009; Sánchez-Moreno et al., 1999; Surh, 
2003 ) 

2.3  Nitric oxide, nitric oxide synthase, cyclooxygenase และ cytokines กับกระบวนการ
อักเสบ 

เซลล์ macrophage มีบทบาทส าคัญเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ  สามารถปลดปล่อยสาร
จ าพวก pro-inflammatory cytokines และโมเลกุลของสารอักเสบอ่ืนๆ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น NO และ prostaglandin (PGs) เป็นต้น (Macmicking et al., 1997; Zideka 

and Mašek, 1998; Harris et al.,  2002)  

แก๊ส NO ถูกสังเคราะห์ในรูปของอนุมูลอิสระจาก L-arginine โดยเอนไซม์ตระกูล nitric oxide 
synthase (NOSs)  NO  มีทั้งคุณประโยชน์และโทษต่อร่างกาย ในสภาวะปกติ NO จะถูกควบคุมหรือผลิต
จากการท างานของเอนไซม์ endothelial NOS (eNOS ) และ neuronal NOS (nNOS) ซึ่งทั้งคู่จัดเป็น 
constitutive isoform ของ NOS (cNOS) ในสภาวะปกติ NO ท าหน้าที่เสมือนเป็นตัวกลางในการท างาน
ต่างๆ ภายในเซลล์ ขึ้นกับว่า NO ถูกสังเคราะห์ข้ึนที่ต าแหน่งใด เช่น NO ท าหน้าที่เป็น neurotransmitter 
และ signaling molecule  ใน signal transduction pathway ควบคุมพัฒนาการ และความเสื่อม 
(degenerative) ของเซลล์ประสาท มีบทบาทในการขยายตัวของหลอดเลือด (vasodilator) ยับยั้งการ
แข็งตัวของเลือดใน endothelial cell การคลายตัวของกล้ามเนื้อเรียบ การแข็งตัวขององคชาติ ช่วย
ควบคุมการท าหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน และมีฤทธิ์ท าลายจุลินทรีย์และเซลล์มะเร็ง เป็นต้น  บทบาทของ 
NO ที่เป็นโทษเกิดเมื่อความเข้มข้นของ NO ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นในร่างกายมีปริมาณผิดปกติ เช่น ถ้าระดับ
ของ NO ต่ ากว่าปกติ สามารถน าไปสู่โรคความดันสูง  โรคหลอดเลือดสมองตีบ (strokes) ภาวะกล้ามเนื้อ
หัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (heart attack) หรือ หัวใจวาย เป็นต้น แต่ถ้าปริมาณ NO มีระดับสูงเกินไป 
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โดยเฉพาะการถูกสังเคราะห์ผ่านเอนไซม์ inducible nitric oxide synthase (iNOS) จะสัมพันธ์กับภาวะ
ติดเชื้อในกระแสเลือด (sepsis) โรคความดันต่ า และโรคที่เกี่ยวข้องการอักเสบเรื้อรังและเฉียบพลันต่าง ๆ 
เช่นโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ (meningitis) ข้ออักเสบรูมาตอยด์ (rheumatoid arthritis) และ โรคเบาหวาน 
เป็นต้น  นอกจากนั้น นักวิทยาศาสตร์ได้ชี้ชัดว่า  NO สัมพันธ์กับการเกิดโรคภูมิต้านตนเอง โรคภูมิแพ้  การ
กลายพันธุ์ ตลอดจนการชักน าให้เกิดกระบวนการตายแบบ apoptosis ของเซลล์ ( Medical Research 
Council, 2014;  Sharma et al., 2007; Robbin and Sisson, 1996; Park et al., 2000; Morgan and 
Dabco, 2000; deRojas-Walker et al., 1995; Sandoval et al., 1997; Kolb and Kolb-Bachofen, 
1992; Alessandro et al., 1994; Macmicking et al., 1997; Bernstein et al.,2005; Korde 
(Choudhari), Sridharan, Gadbail, และ Poornima, 2012).   

ท่ามกลางความหลากหลายของตัวกลาง (mediator) ที่ก่อให้เกิดการอักเสบ PGs เป็นหนึ่งใน
ตัวกลางที่มีความส าคัญยิ่งในการควบคุมกระบวนการอักเสบ PGs ถูกสังเคราะห์จาก arachidonic acid 
โดยเอ็นไซม์ prostaglandin endoperoxide synthase หรือ cyclooxygenase (COX) ที่ประกอบไป
ด้วย 2 isoform ได้แก่ COX-1 และ COX-2  ซึ่งทั้งคู่มีบทบาทที่แตกต่างกันในร่างกาย COX-1 เป็น 
housekeeping enzyme และเป็น constitutive isoform ของ COX ซึ่งเกิดขึ้นในสภาวะปกติของ
ร่างกาย ในขณะเดียวกัน COX-2  ถูกชักน าให้สังเคราะห์ข้ึนเฉพาะภายใต้ภาวะการอักเสบ (Donnelly and 
Hawkey, 1997; Harris et al., 2002) เนื้องอกหลายชนิดมีการแสดงออกของระดับที่เพ่ิมขึ้น (high 
expression) ของ COX-2  และมักเกิดร่วมกับภาวะที่มี PGs ในระดับสูง (Subbaramaiah and 
Dannenberg, 2003) มีงานวิจัยชี้แนะว่าโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบทั้ง NO และ PGs รวมถึงสารตั้ง
ต้น (precursors) ของสารทั้งสองสามารถตรวจพบได้ในเซลล์ macrophage  เมื่อเกิดการตอบสนองต่อ
ตัวกระตุ้นทั้งแบบเดี่ยวๆ หรือแบบเสริมฤทธิ์กันระหว่าง lipopolysaccharide (LPS) และ interferon- 

(IFN-)  (Iyengar et al., 1987; Lorsbach et al., 1993; Song et al., 2002; Jang et al., 2005) มี
หลายงานวิจัยแสดงให้เห็นว่า ในเซลล์ที่เกิดการอักเสบ มีระดับของ NO เพ่ิมสูงขึ้น ร่วมกับปริมาณที่เพ่ิมขึ้น
ของเอนไซม์ทั้ง iNOS และ COX-2 (Lin et al., 2003; Park et al., 2005; Kim et al., 2006; Lee et al., 
2008; Shin et al., 2008).  ดังนั้น การลดระดับของ NO, iNOS และ COX-2 จึงน่าจะเป็นกลยุทธิ์หนึ่งที่
ส าคัญในการควบคุม หรือ ยับยั้งกระบวนการอักเสบ 

Cytokine เป็นโปรตีนขนาดเล็กท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลตั้งแต่ 8-40,000 dalton สร้างจากเซลล์แทบ
ทุกชนิดที่มี nucleus โดยเฉพาะจากเซลล์เม็ดเลือดขาวที่เป็น lymohocye และ macrophage  บทบาท
ของ cytokine มีมากมาย ขึ้นกับว่าเป็น cytokine ชนิดใด  โดยรวม cytokine ท าหน้าที่ควบคุมการ
ตอบสนองของร่างกายต่อเชื้อโรค  การท าหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน กระบวนการอักเสบและการบาดเจ็บ 
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เป็นต้น  ส าหรับ cytokine ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ มีทั้งกลุ่มที่ส่งเสริมการอักเสบ เรียกว่า 
proinflammatory cytokines และกลุ่มที่ช่วยลดการอักเสบและช่วยสมาน (healing) การบาดเจ็บ หรือ
ความเสียหายจากกระบวนการอักเสบ เรียกว่า anti-inflammatory cytokines  ตัวอย่าง 
proinflammatory cytokines ได้แก่ IL-1, IL-6, TNF และ IL-8 ที่สร้างจาก lymphocyte และ 
macrophage ที่ถูกกระตุ้น (activated lymphocyte และ activated macrophage) ที่ไม่ได้เกิดใน
สภาวะปกติสุขของร่างกาย เช่น อาจเกิดในสภาวะติดเชื้อ การบาดเจ็บ การขาดเลือดหล่อเลี้ยง (ischemia) 
การกระตุ้น T เซลล์  การได้รับ toxin ต่าง ๆ เป็นต้น cytokine มีคุณสมบัติที่เป็น pleiotropic  คือ 
cytokine ชนิดเดียวมักท าหน้าที่ได้หลากหลายชนิด (multifunctional) cytokineชนิดเดียวกัน อาจท า
หน้าที่ต่างกันได้ในเซลล์เนื้อเยื่อต่างชนิด หรือ ในสภาวะที่แตกต่างกัน  นอกจากนั้น cytokine ยังมี
คุณสมบัติของ redundancy คือ cytokine ต่างชนิดกันอาจท าหน้าที่ร่วมกันได้  ดังตัวอย่างของ cytokine 
ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเฉียบพลัน และการอักเสบเรื้อรังในรูปที่ 2.2  ตัวอย่าง cytokine ที่ท าหน้าที่เป็น 
anti-inflammatory cytokines ได้แก่ IL-4, IL-10, IL-13 และ transforming growth factor (TGF)- 
เป็นต้น (Dinarello, 2000; Feghali and Wright, 1997) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2   Cytokines ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบเฉียบพลันและเรื้อรัง (ดัดแปลงจาก 
Feghali and Wright, 1997) 

Proinflammatory cytokines ที่ส าคัญ IL-6 และ  TNF- ยังมีบทบาทการควบคุมความสมดุล
ของพลังงาน (energy balance) กระบวนการเผาผลาญ  (metabolic) ไขมัน  คาร์โบไฮเดรต และการ
ซ่อมแซม (regenerate) ของร่างกาย  รวมทั้งการส่งเสริมการเกิดมะเร็ง คือเป็น pro-tumorigenic 
cytokines (Popko et al., 2010; Grivennikov and Karin, 2017)  ดังนั้น ทั้ง IL-6 และ TNF จึงเป็น
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เป้าหมายส าคัญหนึ่งในแนวทางการรักษาโรคต่าง ๆ โดยเฉพาะโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเรื้อรัง การเกิด
โรคเบาหวาน โรคอ้วน รวมทั้งการเกิดมะเร็ง  

2.4  การเกิดพัฒนาการของโรคมะเร็ง  

Neoplasm หมายถึง “new growth” ใช้ในทางพยาธิวิทยา หมายถึงการเจริญเติบโตขึ้นมาใหม่
ของเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่มกีารเจริญมากผิดปกต ินอกเหนือจากการควบคุมตามปกติ  ในปัจจุบันนิยมใช้ค าว่า
เนื้องอก เพ่ือสื่อความหมายของ “tumor”  เนื้องอกแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ 1) เนื้องอกชนิดไม่ร้ายแรง 
(benign tumor or benign neoplasm) ซ่ึงยังไม่ใช่มะเร็ง  เป็นเซลล์ที่มีการแบ่งตัวที่ผิดปกติ ยังไม่ลุกลาม
ไปยังเนื้อเยื่อข้างเคียง (invasion)  หรือแพร่กระจายไปสู่ส่วนอ่ืน ๆ ของร่างกาย (metastasis)  อย่างไรก็
ตาม benign tumor cell ที่มีปริมาณมากขึ้น ก็สามารถเบียดเซลล์ปกติและรบกวนการท าหน้าที่ตามปกติ
ของเซลล์ หรือ ของอวัยวะในบริเวณนั้นได้  การรักษากระท าได้ง่ายกว่าเนื้องอกชนิดร้ายแรง มักจะกระท า
โดยการผ่าตัดทิ้ง  2) เนื้องอกชนิดร้ายแรง (malignant tumor or malignant neoplasm) หรือที่เรียกว่า 
มะเร็ง เป็นเซลล์ที่มีความผิดปกติที่สามารถลุกลามออกจากต าแหน่งที่เกิด และ metastasize ไปยัง
ต าแหน่งอ่ืน ๆ ของร่างกายผ่านทางกระแสเลือด หรือ ระบบน้ าเหลือง  การรักษากระท าได้ยากกว่าแบบ 
benign tumor  เพราะไม่สามารถใช้วิธีการผ่าตัดเพียงอย่างเดียว แต่จ าเป็นต้องใช้ยา หรือใช้รังสีร่วมด้วย  
สืบเนื่องจากคุณสมบัติของ  metastasis  ของเซลล์มะเร็ง จึงนิยมเรียกโรคมะเร็งว่า “cancer” ซึ่งเป็น
ภาษาลาตินหมายถึง ปู เนื่องจากการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเปรียบดังขาปูที่ยื่นออกมาได้หลายทิศทาง
นั่นเอง (https://www.cancer.org/cancer/cancer-basics/history-of-cancer/what-is-cancer.html) 

โรคมะเร็งเป็นโรคเรื้อรังที่มีกระบวนการเกิดหลายขั้นตอน (multistep process) แบ่งออกเป็น 
3 ระยะหลักคือ ระยะเริ่มแรก (initiation) มีการผลักดันให้เกิดการกลายพันธุ์ (initial driver mutation) 
เซลล์ต้องมีการเปลี่ยนแปลงในระดับ gene ท าให้ DNA  ของเซลล์เกิดความเสียหาย ไม่สามารถซ่อมแซมได้ 
เกิดการกลายพันธุ์ของยีน ส่งผลที่อาจเกิดการกระตุ้น oncogene  หรือ ลดการท างานของ tumor 
suppressor gene ที่ควบคุมวัฎจักรเซลล์ (cell cycle)  หรือ gene ที่เกี่ยวข้องกับสัญญาณโมเลกุลต่าง ๆ 
ภายในเซลล์ (signal transduction) ที่ควบคุมการแบ่งเซลล์ และ/หรือ การสื่อสารระหว่างเซลล์ เป็นต้น 
ตัวอย่างปัจจัยเสี่ยงต่าง ๆ ที่สามารถชักน าให้เซลล์เกิดความผิดปกติในพันธุกรรมในระยะแรก (initiated 
cell)  ได้แก่ การสูบบุหรี่  ติดเชื้อไวรัส  ได้รับสารก่อกลายพันธุ์ (mutagen) เป็นต้น   เซลล์ที่ DNA เกิด
ความเสียหายในระยะ initiation นี้ เป็นกระบวนการไม่ย้อนกลับ (irreversible process)  ระยะที่สอง 
เป็นการส่งเสริม (promotion)  ให้เกิดการเจริญของเซลล์ที่ผิดปกติ (initiated cell) จนเกิดเป็นก้อนเนื้อ
งอก หรือการส่งเสริม tumorigenesis นั่นเอง ขั้นตอนนี้ initiated cell ถูกส่งเสริมโดย promoting 
agent  ให้แบ่งตัวเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว กลไกอาจเกิดผ่าน genetic mechanism ที่ชักน าให้เกิดความ
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เสียหายโดยตรง ต่อ DNA เกิด mutation ของ gene เหมือนในระยะเริ่มแรก หรืออาจเกิดผ่าน 
epigenetic mechanism ที่ไม่เกี่ยวข้องกับความเสียหายต่อ DNA โดยเปลี่ยนแปลงระดับเบสหรือ
โครงสร้างของ DNA โดยตรง เช่น การได้รับ hormone ที่ส่งเสริมให้เซลล์ที่กลายพันธุ์ทวีจ านวนอย่าง
รวดเร็ว ในระยะนี้ เซลล์ที่ผิดปกติจะหลั่งสารดึงดูดเซลล์ภูมิคุ้มกันที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ  หลั่งปัจจัยที่
กระตุ้นการสร้างเส้นเลือดใหม่  เช่น เอนไซม์ หรือprotease ต่าง ๆ เป็นต้น ระยะ promotion stage เป็น
กระบวนที่สามารถย้อนกลับได้ (reversible process) โดยเฉพาะถ้าสามารถก าจัดสารส่งเสริม 
(promoting agent) ออกไป หรือผ่าตัดก้อนเนื้อออกทันท่วงที ก็จะไม่พัฒนาเป็นเซลล์มะเร็งได้ ระยะ 
promotion stage จึงเป็นระยะที่มีความส าคัญยิ่งในเชิงรักษา และป้องกันเนื้องอกที่เป็นแค่ benign ไม่ให้
พัฒนาเป็น malignant ส าหรับระยะสุดท้ายเป็นระยะก้าวหน้าของมะเร็ง (progression)  เป็นระยะที่เซลล์
เกิด mutation เพ่ิมขึ้น สะสมความผิดปกติของ gene เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ เกิดการคัดเลือกโคลน (clonal 
selection) ของเซลล์ผิดปกติที่มีความสามารถในการแบ่งเซลล์สูงสุด รอบแล้วรอบเล่า จนได้กลุ่ม
เซลล์มะเร็งที่เติบโตเป็นเนื้องอกที่พัฒนาจากเพียงเซลล์เดียว (clonity) ลุกลามออกจากเนื้อเยื่อเดิม และ
แพร่กระจายไปต าแหน่งอ่ืนในร่างกาย  สามารถเจริญในต าแหน่งใหม่ และท าความเสียหายให้กับอวัยวะ 
หรือ เนื้อเยื่อในบริเวณนั้น พัฒนาเป็นเซลล์มะเร็งเต็มรูปแบบ หรือเรียกว่าเป็นระยะแพร่กระจาย 
(metastasis) ของเซลล์ที่ผิดปกติ  progression stage ของมะเร็งเป็นกระบวนการที่ไม่สามารถย้อนกลับ
ได้  (Brudnak, 2000; Devi, 2005; ) ดังนั้น พัฒนาการของมะเร็ง โดยทั่วไป ใช้ระยะเวลานาน หลายสิบปี 
และเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของ gene หลายชนิดร่วมกัน โดยเฉพาะการกระตุ้น (activation) 
oncogenes และ การยั้บยั้ง (inactivation) tumor suppressor genes  ซึ่งเป็นกลุ่ม gene ที่มีบทบาท
ส าคัญเกีย่วข้องกับการเกิดมะเร็งมากท่ีสุด  

2.5  กระบวนการ apoptosis  

นอกเหนือจากการเจริญด้วยอัตราการแบ่งเซลล์อย่างรวดเร็วที่ ไม่สามารถถูกควบคุม  
(uncontrolled  growth) เอกลักษณ์อีกอย่างหนึ่งของเซลล์มะเร็งส่วนใหญ่คือสามารถหลบหลีกการตาย
ของเซลล์มะเร็งแบบ apoptosis ซ่ึงเป็นกระบวนการฆ่าตัวเองตายของเซลล์ (cellular suicide) เมื่อตกอยู่
ในสภาวะที่ความอยู่รอดของเซลล์นั้นจะเป็นอันตรายต่อร่างกาย  

Apoptosis เป็นกระบวนการฆ่าตัวเองของเซลล์ที่ได้ถูกโปรแกรมไว้ล่วงหน้า (programmed 
cell death ) ในระดับ gene   กระบวนการนี้จัดเป็นการตายของเซลล์ที่พบมากที่สุดในการเจริญและ
พัฒนาการทางสรีรวิทยา (physiologi cell death) ของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์ (Kam and Ferch, 2000) 
กระบวนการ apoptosis มีบทบาทส าคัญทั้งทางด้านสุขภาพ และ การเกิดโรค ตัวอย่างบทบาทของ 
apoptosis ทางด้านสุขภาพ ได้แก่ ก่อให้เกิดพัฒนาการที่ถูกต้องและเหมาะสมในระยะที่เป็นตัวอ่อน เช่น 
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ก าจัดส่วนหางของลูกอ๊อดออกไป เมื่อพัฒนาเป็นกบเต็มวัย เนื่องจากเซลล์ส่วนหางเกิดการตายด้วย
กระบวนการ apoptosis เป็นต้น ช่วยรักษาสภาวะความสมดุลภายในร่างกาย (homeostasis) ในผู้ใหญ่ 
เช่น ช่วยการผลัดเซลล์ให้เป็นไปตามปกติ (normal cell turnover) ช่วยในการพัฒนาและการท าหน้าที่
ของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน การฝ่อลีบเนื่องจากฮอร์โมน (hormone-dependent atrophy) และก าจัด
เซลล์ที่หมดอายุ หรือเซลล์ที่อาจเป็นอันตรายต่อร่างกาย เช่น เซลล์ที่มี  DNA เสียหายมากเกินซ่อมแซม 
เซลล์ที่ติดเชื้อไวรัส หรือเซลล์มะเร็ง เป็นต้น (Rastogi et al., 2009; Elmore, 2007)  บทบาทของ 
apoptosis ที่เกี่ยวกับการเกิดโรคเกิดเมื่อ gene ที่ควบคุมกระบวนการ apoptosis ถูกยับยั้ง 
(suppressed) กระตุ้นการแสดงออก (overexpressed) หรือ เปลี่ยนแปลงเพราะเกิดการกลายพันธุ์ 
ตัวอย่างโรคที่เกิดเมื่อเกิดกระบวนการ apoptosis มากเกินไป ได้แก่ โรคที่เกี่ยวกับความเสื่อมของประสาท 
เช่น โรค Alzheimer และ Parkinson หรือการขาดเลือดหล่อเลี้ยงในสมอง (cerebral ischaemia)  การ
ขาด lymphocyte ในภาวะติดเชื้อ (sepsis) และติดเชื้อ HIV (human immunodeficiency virus) 
ตัวอย่างโรคที่เกิดเมื่อมีการลด หรือยับยั้งกระบวนการ apoptosis ได้แก่ โรคมะเร็ง hyperplasia  การเกิด
โรคภูมิต้านตนเอง (autoimmunity) มะเร็งในเม็ดเลือดขาว (leukemia) และมะเร็งต่อมน้ าเหลือง 
(lymphoma) (Kam and Ferch, 2000) 

สัณฐานวิทยาของเซลล์ที่ก าลังเกิดการตายแบบ apoptosis คือเซลล์หดตัวเล็กลง (cell 
shrinkage) เยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มนิวเคลียสเกิดการปูดพอง ตะปุ่มตะป ่าเป็นกระเปาะเล็ก ๆ (plasma 
membrane and nuclear membrane blebbing) รอบ ๆ ขอบเซลล์ (รูปที่ 2.3) chromatin หดแน่น 
หนาตัวขึ้นติดกับผนังของ nucleus เกิดลักษณะของ pyknotic nuclei   ส่วนที่เสียหายมากที่สุดคือ 
nucleus ซึ่งผนัง nucleus แยกตัว แตกออกเป็นเสี่ยง ๆ (nuclear fragmentation) chromosome ถูก
ท าลาย และ DNA ถูกตัดเป็นท่อนที่มีขนาดใกล้เคียงกันประมาณ 180-200 bp ซึ่งเป็นขนาดของ 
nucleosome และท้ายสุดเซลล์แตกออกเป็นเสี่ยง ๆ (cell fragmentation) โดยกระเปาะที่ขอบเซลล์หลุด
ออกเป็นถุงเล็ก ๆ มากมาย ที่เกิดจาก membrane ห่อหุ้มชิ้นส่วนของ DNA ที่แตกหัก ไขมัน และ 
macromolecules อ่ืน ๆ เรียกว่า apoptotic bodies ซึ่งจะถูกก าจัดออกไปอย่างรวดเร็วโดยการเก็บกิน
และย่อยสลายโดยเซลล์ macrophage  การที่ DNA ถูกตัดที่ nucleosome ท าให้เกิดปรากฎการณ์ของ
ขั้นบันได DNA (DNA ladder) เมื่อ load DNA ที่สกัดจากเซลล์ที่เกิด apoptosis ลงใน gel 
electrophoresis ซึ่งปรากฎการณ์ของ DNA ladder เป็นคุณลักษณะจ าเพาะหนึ่งของเซลล์ที่ตายด้วย 
apoptosis (รูปที่ 2.4) การตายแบบ apoptosis ของเซลล์เป็นการตายแบบมีระเบียบแบบแผน เป็น 
active process ที่ต้องใช้พลังงาน  ไมก่่อให้เกิดปฎิกริยาการอักเสบ (inflammation reaction) และไม่ก่อ
ให้เซลล์ข้างเคียง หรือ เนื้อเยื่อข้างเคียงเกิดความเสียหายแต่อย่างใด ซ่ึงแตกต่างจากการตายของเซลล์ที่เกิด
การบาดเจ็บเนื่องจากอุบัติเหตุ หรือได้รับสารเคมีอันตราย เป็นการตายแบบ necrosis ที่ก่อให้เกิดปฎิกริย
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การตอบสนองต่อการอักเสบ อันส่งผลให้เซลล์ หรือ เนื้อเยื่อข้างเคียงเกิดความเสียหายเป็นบริเวณกว้าง 
(Singh and Anand, 1995; Kam and Ferch, 2000) ตัวอย่างปัจจัยที่ท าให้เซลล์ตายด้วยกระบวนการ 
necrosis คือ ROSs, toxin, รังสี ความร้อน อุบัติเหตุ และความร้อน เป็นต้น (Sarastea and Pulkkic, 
2000; Eguchi et al., 1997) ตารางที่ 2.   เปรียบเทียบความแตกต่างของการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis และ necrosis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.3 แสดงสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่ก าลังเกิด apoptosis (A) และ การก าจัดชิ้นส่วนของ apoptotic 

body โดยเซลล์เม็ดเลือดขาว (B) (http://sciencenectar.blogspot.com) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.4  แสดงลักษณะขั้นบันได (DNA ladder) ของ  DNA ที่ได้จากเซลล์ที่เกิดการตายแบบ apoptosis 
(http://www.uta.edu/biology/wilk/classnotes/tissues.culture/apoptosis.pdf) 

 

Pre-Apoptotic cell Early Apoptotic cell Late Apoptotic cell 

 

 

A 

B 

http://sciencenectar.blogspot.com/


16 
 

ตารางที่ 2.1  เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างการตายแบบ apoptosis และ necrosis (ดัดแปลงจาก  
Kam and Ferch, 2000; Sarastea and Pulkkic, 2000) 

 
Apoptosis Necrosis 

สาเหตุทางสรีรวิทยา หรือ พยาธิวิทยา สาเหตุทางพยาธิวิทยาเสมอ 
เกิดได้แม้เพียงเซลล์เดียว เกิดพร้อมกันหลายเซลล์ 
ถูกโปรแกรม หรือ ควบคุมด้วย gene เกิดจากอุบัติเหตุทางกายภาพ หรือได้รับสารพิษ 
เป็นกระบวนการที่ active ต้องอาศัย
พลังงาน 

เป็นกระบวนการ passive ไม่ต้องอาศัยพลังงาน 

Nucleus เกิดความเสียหายสูงสุด Cell membrane เสียหายสูงสุด เกิดการแตก
ของเซลล์ (cell lysis) 

สูญเสียความคงสภาพของ membrane 
(membrane integrity)  เมื่อตอนท้าย 

สูญเสีย membrane integrity เมื่อเริ่มต้น 

เซลล์มีการหดตัว เหี่ยวลง เซลล์ และ อวัยวะของเซลล์บวม  
Chromatin ถูกตัดเป็นท่อน ๆ ลักษณะ
คล้ายขั้นบันได (ladder formation) 

Nuclear chromatin สลายตัว (disintegration) 

ไมเ่กิดปฎิกริยาอักเสบ เกิดปฎิกริยาอักเสบ 
 

การควบคุม apoptosis มี 2 ระยะคือ เริ่มแรกเป็นระยะตัดสิน (decision phase) เป็นการ
ควบคุมระดับ gene  โดยกลุ่ม protein ที่เป็น regulator ท าหน้าที่ประมวลความผิดปกติของสิ่งแวดล้อม
ทั้งภายในและภายนอกเซลล์ว่ามากน้อยเพียงใด และตัดสินว่าเซลล์ควรมีชีวิตอยู่ต่อไป หรือควรจะตาย 
ความผิดปกติที่เกิดขึ้น อาจเป็นความเสียหายของ DNA  สัญญาณที่เกิดจากการกระตุ้น oncogene การ
ขาดออกซิเจน และขาด growth factor เป็นต้น ถัดจากระยะตัดสิน เป็นระยะของการด าเนินการ 
(execution phase) โดยกลุ่มเอนไซม์ cysteine aspartyl-specific proteases  เรียกย่อ ๆ ว่า caspase 
ท าหน้าทีเป็น effector  ด าเนินการให้มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาน าไปสู่การตายของเซลล์  
caspase เป็น protease ที่มี cysteine residue อยู่ที่ active site และตัดโปรตีนหลัง aspartic residue 
ในปัจจุบัน มีประมาณ 14 caspase gene ที่พบใน human genome (Kam and Ferch, 2000; สหพัฒน์ 
2548) 
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Apoptosis ถูกควบคุมโดย gene หลายชนิด ที่ส าคัญได้แก่  tumor suppressor gene เช่น p53 
และ oncogene เช่น Bcl-2  และ Akt ที่สร้างโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมกระบวนการ 
apoptosis   โปรตีนในวงศ์ Bcl-2 (Bcl-2 family) ท าหน้าที่ทั้งชักน าและยับยั้ง apoptosis  กลุ่มโปรตีนใน
วงศ์ Bcl-2 ที่ท าหน้าที่ยับยั้ง apoptosis (anti-apoptotic proteins) ได้แก่ Bcl-2. Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-
1, A1 ส่วนกลุ่มโปรตีนที่ชักน าให้เกิด apoptosis  (pro-apoptotic proteins) คือ พวก Bcl-2 
associated x protein (Bax)  เช่น Bax, Bok, Bak, Bcl-Xs, และ Bcl-GL และกลุ่มสุดท้ายในวงศ์ Bcl-2 
คือกลุ่มที่มีแต่โดเมน BH-3 ได้แก่ Bad, Bik, Bid, Bim, Bmf, Noxa, Puma เป็นต้น (Kam and Ferch, 
2000; Singh, 2007; สหพัฒน์ 2548)  p53 เป็นโปรตีนที่มีความส าคัญ ถูกจัดเป็นผู้พิทักษ์จีโนม (guardian 
of the genome)  ท าหน้าที่เป็น transcription factor ควบคุมการเจริญของเซลล์และการซ่อมแซม DNA  
เมื่อ DNA เกิดความเสียหาย หรือ chromosome ผิดปกติ p53 จะสร้าง p21 ที่สามารถหยุดวัฎจักรเซลล์ 
(cell cycle arrest) เพ่ือท าการซ่อมแซม DNA แต่ในกรณีที่ DNA มีความเสียหายมาก เกินเยียวยา p53 
จะชักน าให้เกิด apoptosis โดยสร้าง pro-apoptotic protein Bax, Puman, Noxa  ซึ่งท าให้ 
mitochondria หลั่ง cytochrome c และน าไปสู่การเกิด apoptosis ในที่สุด (รูปที่ 2.5)  (Amaral et 
al., 2010; Kam and Ferch, 2000)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.5 แสดงบทบาทของ p53 ในการรักษาเสถียรภาพของจีโนม (http://users.ipfw.edu/ 

blumenth/CancBiol/p53.html) 
 

 

 

http://users.ipfw.edu/
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กลไกการเกิด apoptosis มี 2 วิถทีางหลัก (pathway) คือ 

1.  วิถีภายนอกเซลล์ (extrinsic pathway)  สัญญาณเกิดจากการจับของ ligand ที่จ าเพาะ
กับ death receptor ที่ผิวเซลล์ เช่น การจับกันระหว่าง Fas ligand กับ Fas receptor (CD95 หรือ 
APO-1)  หรือ TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) เช่น TNF (tumor necrosis factor) 
จับกับ TNF receptor ท าให้สามารถจับกับ adaptor protein ใน cytoplasm  คือ Fas-associated 
death domain (FADD) (ในกรณีของ Fas R) หรือจับกับ TNF receptor-associated death domain 
(TRADD) (ในกรณีของ TNF receptor) ซึ่งต้องจับกับ FADD อีกทอดหนึ่ง ท าให้เกิดโครงสร้างซับซ้อนของ
โปรตีนเรียกว่า Death–inducing signaling complex (DISC) ทีส่ามารถกระตุ้น initiator caspase (ซ่ึง
อาจจะเป็น pro-caspase 2, 8, 9, 10 หรือ 11) ให้ active และไปกระตุ้น effector caspase (pro-
caspase 3, 6, หรือ 7) อีกทอดหนึ่ง effector caspase เป็น protease ย่อยโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบ
ภายในเซลล์ เช่น actin, lamin, ICAD/CAD, PARP, Rb, p27, p21 ก่อให้เกิดการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis ได้ในที่สุด (รูปที่ 2.6)  ในปัจจุบัน มีรายงานของ death receptor family หลายชนิดคือ TNF-
R1, Fas, DR-3, DR-4/TRAIL-R1, DR-5/TRAIL-R2. DR-6 และ NGF-R (Fernald and Kurokawa, 2013; 
Rampal et al., 2012; Singh,2007; French and Tschopp, 2003)  อนึ่ง การน าสัญญาณการเจริญออก
จากเซลล์ เช่น น า growth factor  (nerve growth factor), IL-3 ออกจากเซลล์ ก็สามารถเหนี่ยวน าให้
เซลล์เกิด apoptosis ไดเ้ชน่กนั (Kam and Ferch, 2007)  

2.   วิถีภายในเซลล์ (intrinsic pathway) เป็นกลไกของการเกิด apoptosis โดยไม่ผ่าน 
death receptor แตเ่กิดผ่าน mitochondria และ apoptosome สัญญาณที่เป็นสิ่งเร้าภายในเซลล์ชักน า
ให้เกิด apoptosis อาจอยู่ใน nucleus, mitochondria, ER lysosomes และ golgi bodies  (Singh, 
2007; Ferri and Kroemer, 2001) ตัวอย่างของสิ่งเร้าได้แก่  สภาวะเครียดออกซิเดชัน ความเสียหายของ 
DNA ที่รุนแรง  รังสี (ionizing radiation) หรือ สารเคมี เช่น alkylating agent ที่ใช้รักษาโรคมะเร็ง 
สภาวะออกซิเจนต่ า เป็นต้น  ความเสียหายของ DNA จะกระตุ้น p53 ซึ่งไปกระตุ้น pro-apoptotic 
protein Bax ที่อยู่ที่เยื่อของ mitochondria การเกิด oligomerization ระหว่าง Bax ด้วยกัน หรือ
ระหว่าง Bax กับ Bak ที่ mitochondrial membrane ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติการยอมให้
สารผ่าน (permeability) ของเยื่อชั้นนอกของ mitochondria (mitochondrial outer membrane 
permeabilization; MOMP) ท าให้เกิดการหลั่งของ cytochrome c ออกจาก mitochondrial 
membrane   cytochrome c จับกับ Apaf-1 ใน cytoplasm เกิด apoptosome ซึ่งสามารถกระตุ้น 
pro-caspase-9  ซึ่งเป็น initiator caspase ให้ active และไปกระตุ้น effector caspase  ซ่ึงน าไปสู่การ
เกิด apoptosis ต่อไปในที่สุด (รูปที่ 2.6) (Rampal et al., 2012; Singh,2007) การเกิด MOMP  



19 
 

นอกจากจะท าให้เกิดการหลั่งของ cytochrome c ยังสามารถหลั่งสารอ่ืนที่ส่งผลต่อการเกิด apoptosis 
ร่วมด้วย เช่น apoptosis inducing factor (AIF) ที่ยับยั้ง apoptosis, (SMAC/DIABLO)  (second 
mitochondrial activator of caspases /direct inhibitor of apoptosis binding protein with low 
PI) ซึ่งส่งเสริมให้เกิด apoptosis โดยยับยั้ง AIF   เซลล์ซึ่งมีการแสดงออกที่เพ่ิมข้ึนของ Bcl-2 สามารถ
ยับยั้ง SMAC/DIABLO ได้ (Adrian et al., 2001; Singh, 2007) 

วิถีของ extrinsic pathway สามารถเชื่อม (cross talk) กับ intrinsic pathway ได้  โดย 
initiator caspase 8 ใน extrinsic pathway ตัด bid ที่อยู่ใน cytoplasm ได้ truncated bid (tBid) ที่
สามารถไปแทนที่ Bak ที่จับกับ Bcl-2 ที่ mitochondrial membrane ปลอดปล่อย Bak ให้เป็นอิสระ 
การเกิด oligomerization ระหว่าง Bak และ/หรือ Bax  ที่ mitochondrial membrane ก่อให้เกิดการ
รั่วไหลของ cytochrome c ออกจาก mitochondria น าไปสู่การเกิด apoptosis โดยผ่าน 
mitochondria และ apoptosome ได้เช่นเดียวกับ intrinsic pathway (Rampal et al., 2012) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.6  แสดง intrinsic และ extrinsic pathway ของการเกิด apoptosis (Rampal et al., 
1012)  

2.6  การหลีกเลี่ยงกระบวนการ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง 

            เซลล์มะเร็งมีความต่างจากเซลล์ปกติที่ต้องอยู่ภายใต้ความกดดันอย่างต่อเนื่อง เช่น มี
ความเครียด (stress) จาก oncogene มีสารพันธุกรรมที่ผิดปกติ ไม่มีเสถียรภาพ และเซลล์มะเร็งโดย
เฉพาะที่อยู่กลางก้อนเนื้องอกมักอยู่ภายใต้ภาวะออกซิเจนต่ า ปัจจัยเหล่านี้ล้วนแต่เป็นสัญญาณให้กระตุ้น 
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intrinsic pathway ของกระบวนการ apoptosis อย่างไรก็ตาม เซลล์มะเร็งมีกลยุทธ์มากมายในการ
หลีกเลี่ยงการเกิด apoptosis จึงสามารถเจริญ เพ่ิมจ านวนได้อย่างรวดเร็ว มีชีวิตอยู่รอด คงความเป็น
อมตะ (immortal) อันเป็นคุณลักษณะจ าเพาะของเซลล์มะเร็ง  ดังนั้นการควบคุม intrinsic pathway 
ของ apoptosis จึงน่าจะมีความส าคัญมากกว่า extrinsic pathway ในการป้องกันการเกิดมะเร็ง  

 กลยุทธ์หลักของเซลล์มะเร็งในการหลีกเลี่ยงการเกิด apoptosis คือ การขยายสัญญาณของการ
ต้าน apoptosis และลดสัญญาณการกระตุ้นให้เกิด apoptosis  หรือใช้ทั้ง 2 กลยุทธ์ร่วมกัน โดย
เซลล์มะเร็งสามารถควบคุมและเปลี่ยนแปลง (modulate) วิถีทางของ apoptosis ทั้งในระดับ 
transcription, translation และ post-translation (Fernald and Kurokawa, 2013) 

กลไกการยับยั้งการเกิด apoptosis โดยเซลล์มะเร็งมักเกิดกับ tumor suppressor gene 
โดยเฉพาะ p53 (TP53)  เพราะเป็น gene ที่สร้างโปรตีน p53  ที่ท าหน้าที่เป็น transcription factor ท า
ให้เกิดการสร้าง pro-apoptotic protein  BAX และ PUMA ได้  มากกว่า 50% ของมะเร็งทุกชนิดในคน 
มีการกลายพันธุ์ของ p53  ส่งผลให้โปรตีน p53 ท าหน้าผิดปกติไป ลดปริมาณลง ถูกยับยั้งการสังเคราะห์ 
หรือไม่ก็เพ่ิมตัวยับยั้ง p53 รวมทั้งลดการท าหน้าที่ของตัวกระตุ้น p53 เช่น  human papilloma virus 
สร้างโปรตีน E6 ที่สามารถจับกับ p53 ท าให้ p53 ไม่ active  เซลล์มะเร็งหลายชนิดลดระดับ หรือ การ
แสดงออกของ pro-apoptotic protein เช่น Bax, PUMA NOXA, APAF-1 เซลล์มะเร็งทรวงอก (breast 
cancer cell) ยับยั้ง activity  ของ caspase 7 ที่เป็น effector caspase  ก่อให้เกิด apoptosis  
เซลล์มะเร็งปอด (lung cancer cell) และเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon cancer cell)  ท าลาย pro-
apoptotic protein  Bik ด้วยการติดฉลาก ubiquitin เพ่ือท าลาย (ubiquitination and degradation)  
นอกจากนั้นเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่บางชนิดสามารถยับยั้ง XIAP ซึ่งเป็นตัวยับยั้ง apoptosis หลั่งออกมาจาก 
mitochondria  โดยชักน าให้เกิด autoubiquitination (Fernald and Kurokawa, 2013) 

เนื่องจากความสมดุลระหว่าง pro- และ anti-apoptotic Bcl-2 family protein มีบทบาทส าคัญ
ต่อ MOMP ซึ่งชักน าให้เกิด apoptosis ใน intrinsic pathway เซลล์มะเร็งส่วนใหญ่จึงมักป้องกันการเกิด 
MOMP ด้วยการขยายสัญญาณ (amplification) ของ anti-apoptotic protein หรือลด pro-apoptotic 
protein ใน Bcl-2 family protein   ตัวอย่างกลไกการขยายสัญญาณการต้าน apoptosis ได้แก่ 
เซลล์มะเร็งต่อมน้ าเหลือง เกิด genetic translocation ของ BCL-2 gene  ส่งผลให้เกิดการแสดงออก
อย่างต่อเนื่องด้วยการสร้าง Bcl-2  ซึ่งเป็น anti-apoptotic protein ตลอดเวลา (constitutive 
expression) ช่วยให้หลบหลีกการเกิด apoptosis  เซลล์มะเร็งปอดและเซลล์เนื้องอกของกระดูก (lung 
and giant-cell tumor of bone) สามารถขยายสัญญาน (amplification) ของ BCL-XL gene ซึ่งสร้าง 
anti-apoptotic protein Bcl-XL ในท านองเดียวกัน การขยายสัญญาณของ MCL-1 gene ที่สร้าง anti-
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apoptotic protein  Mcl-1 มักถูกตรวจพบในเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งปอด และ เซลล์มะเร็งทรวงอก 
นอกจากนั้น Myc oncogene ยังท าให้เกิดการเพ่ิมการแสดงออกของ anti-apoptotic Bcl-2 family 
protein ที่มีความสัมพันธ์กับความก้าวร้าวของพัฒนาการในก้อนเนื้องอก  นอกจากนั้น เซลล์มะเร็งปาก
มดลูก (cervical cancer) และเซลล์มะเร็งปอด เพ่ิมระดับของโปรตีน  XIAP โดยการแสดงออกของ miR7 
และ miR-24 ที่ไปยับยั้ง XIAP mRNA   เป็นการหลบเลี่ยง apoptosis  เพราะ XIAP เป็น protein ที่หลั่ง
ออกมาจาก mitochondria พร้อม cytochrome c  โดย XIAP สามารถยับยั้ง apoptosis โดยไป 
inactivate effector caspase 3, 7, 9 (Fernald and Kurokawa, 2013; Hübner et al., 2008; Bean 
et al., 2013)  

2.7  กระบวนการเกิดเส้นเลือดใหม่ในก้อนเนื้องอก 

 การเกิดเส้นเลือดเลือดใหม่ (angiogenesis) คือกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่จากเส้นเลือดเดิม
ที่มีอยู่ (pre-existing capillaries และ post-capillary venules) (รูปที่ 2.7)  โดยมีรากศัพท์ “angio” 
แปลว่าเส้นเลือด “genesis” แปลว่า “การเกิด” 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.7  ปรากฎการณ์ของการสร้างเส้นเลือดใหม่ การสร้างโครงข่ายเส้นเลือดใหม่ออกจากเส้นเลือด
ที่มีอยู่เดิม (ดัดแปลงจาก https://www.heimat-ltd.com/th/research/anti-
angiogenesis/about-angiogenesis.html) 

 กระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่เป็นกระบวนการปกติที่เกิดในร่างกายที่มีการควบคุมอย่าง
เคร่งครัด จ าเป็นส าหรับการเจริญและพัฒนาของเนื้อเยื่อในร่างกายและมีบทบาทในกิจกรรมต่าง ๆ ที่
เกี่ยวกับระบบไหลเวียนโลหิต ในร่างกาย การสร้างเส้นเลือดใหม่พบได้ในช่วงระยะของการสมานบาดแผล 
(wound healing) ในเนื้อเยื่อที่มีการเจริญเติบโต เช่น ระยะการพัฒนาของตัวอ่อน (embryogenesis) 
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเนื้อเยื่อที่สร้างขึ้นใหม่ (tissue remodeling) การพัฒนาของ corpus 
luteum และการไหลเวียนส ารอง (collateral formation) เพ่ือเพ่ิมโลหิตในการหล่อเลี้ยงอวัยวะ (organ 

 
เส้นเลือดเดมิ 
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perfusion) การสร้างเส้นเลือดใหม่เป็นกระบวนการที่ซับซ้อน   ต้องอาศัยปฎิกริยาร่วมกันระหว่าง 
angiogenic factor ซึ่งเป็น ปัจจัยการกระตุ้นการสร้างเส้นเลือด ส่วนประกอบของ   เมตริกซ์นอกเซลล์ 
(extracellular matrix) และเซลล์อ่ืน ๆ อีกหลายชนิด การเร่งหรือกระตุ้นกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่ 
สภาวะพยาธิสภาพ ความไม่สมดุล หรือ การขาดการควบคุมกระบวนการนี้อย่างต่อเนื่องเป็นสาเหตุหรือ
เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคได้หลายชนิด อาทิ เช่น หลอดเลือดที่ผิดปกติ (angiogenic disorder) โรคหัวใจ
และหลอดเลือด (cardiovascular disease) โรคข้อเข่าอักเสบ (Osteoarthrosis) โรคจอตาเสื่อมใน
เบาหวาน และผู้สูงอายุ อาการตาบอดสืบเนื่องจาก ocular neovascularization   ความเสื่อมของผิวหนัง
จากแสงแดด (photoaging) โรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis ) โรคอ้วนหรือโรคที่เกี่ยวกับ metabolic 
syndrome รวมทั้งการลุกลาม (invasion) และการแพร่กระจาย (metastasis) ของเซลล์มะเร็ง เป็นต้น 
(Hong et al., 2014; Rajabi and Mousa, 2017; Szekanecz et al., 2010; Velasco et al., 2002; 
Chung and Eun, 2007; Cao, 2007; Detmar et al., 1994; Leong et al., 2005; Crawford et al., 
2009; Heier, 2013; Siervo et al., 2010; Wang et al., 2004) 
 กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ เป็นกระบวนการส าคัญในการควบคุมการพัฒนา 
(development) และระยะความก้าวหน้า (progression) ของโรคมะเร็งหลายชนิด ก้อนเนื้องอก (tumor) 
ทีมีขนาดเล็กกว่า 1 -2 ลูกบาศก์มิลลิเมตรจะไม่มีการสร้างเส้นเลือดใหม่ไปหล่อเลี้ยง แต่ถ้าก้อนเนื้องอกมี
ขนาดมากกว่า 2 ลูกบาศก์มิลลิเมตรขึ้นไป อาหารและออกซิเจนจะผ่านเข้าสู่เซลล์ที่อยู่ใจกลางของเนื้องอก
ได้ยาก ก่อให้เกิด hypoxia หรือสภาวะออกซิเจนต่ าภายในเซลล์ ซึ่งเป็นปัจจัยที่เหนี่ยวน าให้เกิดการสร้าง
เส้นเลือดใหม่ในเนื้องอก เพ่ือน าสารอาหารและออกซิเจนเข้ามาหล่อเลี้ยง รวมทั้งน าพาของเสียจากการ
สันดาปออกไปการก่อตัวของเส้นเลือดใหม่นี้เป็นกระบวนการของการลุกลามและขยายตัวของเนื้องอกซึ่ง
น าไปสู่การก่อตัวเป็นเนื้อร้ายได้ในที่สุด เนื่องจากกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่เป็นกระบวนการส าคัญ
ช่วยการลุกลามและแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งทั่วร่างกาย กระบวนการนี้จึงถูกใช้เป็นดัชนีบ่งชี้แนวโน้ม
ของการพัฒนาจากเนื้องอกเป็นเนื้อร้ายหรือเป็นโรคมะเร็งได้ (Folkman, 1971; Bielenberg and Zetter, 
2015) 

เมื่อ basement membrane ในเนื้อเยื่อที่ได้รับการบาดเจ็บ หรือถูกท าลาย หรือในก้อนเนื้อ
งอกที่เกิดภาวะ hypoxia และต้องการสารอาหารและออกซิเจนมาหล่อเลี้ยง กระบวนการเกิดเส้นเลือดที่
เกิดขึ้นใหม่ (neovascularization) รวมทั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ในก้อนเนื้องอก (tumor angiogenesis) 
มีขั้นตอนหลักดังนี้คือ (Rajabi and Mousa, 2017)   (รปูที่ 2.8) 

1.  เซลล์ที่ผิวของหลอดเลือด endothelial cell เมื่อถูกกระตุ้นโดยสัญญาณโมเลกุลที่เป็น 
angiogenic factors หรือ growth factor ที่หลั่งจากเนื้อเยื่อเป้าหมายที่ต้องการให้เส้นเลือดไปหล่อเลี้ยง



23 
 

จะสร้างเอนไซม์ protease ย่อยส่วนที่เป็น basement membrane ของหลอดเลือด เพ่ือเปิดเส้นทางให้มี
การเจริญของ endothelial cell ไปยังเป้าหมาย 

2.  Endothelial cell เกิดการเคลื่อนที ่(migration) 
3.  Endothelial cell เกิดการเจริญ (proliferation) แบ่งเซลล์ เพ่ิมจ านวน ไปยังทิศทาง

ของเนื้อเยื่อเป้าหมายตอบสนองตามความเข้มข้นของสัญญาณโมเลกุลที่เพ่ิมสูงขึ้น 
4.   Endothelial cell มีการเรียงตัวต่อกันไปเซลล์ต่อเซลล์จนมีรูปร่างเป็นหลอดเลือด 

(vascular tube formation) 
5.   การประสานเชื่อมกันเป็นหลอดเลือดใหม่ที่สมบูรณ์ (anastomosis of newly formed 

tubes) มีการสังเคราะห์ basement membrane, มี matrix protein เข้ามาสะสม และมี pericytes ซึ่ง
เป็นเซลล์ที่ช่วยรักษาความเสถียร (stabilize) ของหลอดเลือด รวมทั้งมี smooth muscle cell เกิดข้ึน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.8  แสดงการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่แตกแขนงออกจากเส้นเลือดที่มีอยู่เดิม (A) และขั้นตอนของ
การสร้างเส้นเลือดใหม่ (B) (Rajabi และ Mousa, 2017) 

 
ในการชักน าการสร้างหลอดเลือดใหม่โดยเซลล์มะเร็ง เซลล์ที่ผิวของหลอดเลือด (endothelial 

cell) เดิม ถูกกระตุ้นด้วยสัญญาณโมเลกุล (signaling molecules) หรือ growth factor ต่าง ๆ ที่หลั่ง
ออกจากเซลล์เนื้องอกที่ต้องการหลอดเลือดใหม่ไปหล่อเลี้ยง ตัวอย่าง growth factor ที่เกี่ยวข้องกับการ
สร้างหลอดเลือดใหม่ ได้แก่ vascular endothelial growth factor (VEGF) , basic fibroblast growth 
factor (bFGF, FGF2), epidermal growth factor (EGF), angiogenin, transforming growth factor 
(TGF-, TGF-, tumor necrosis factor (TNF-), platelet-derived endothelial growth factor, 
granulocyte colony-stimulating factor, placental growth factor, interleukin-8 และ 
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hepatocyte growth factor (Rajabi and Mousa, 2017) Angiogenic factors เหล่านี้ สามารถจับกับ
ตัวรับรู้ (receptor)  จ าเพาะของมันบนผิวของ endothelial cell ท าให้หลอดเลือดยอมให้สารต่าง ๆ ซึม
ผ่าน (vascular permeability) ได้ง่ายขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่ง VEGF จัดเป็น growth factor ที่มี
ความส าคัญในการสร้างหลอดเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็ง VEGF แบ่งออกเป็น 4 ชนิด คือ VEGF B, C , D 
และ E  VEGF ท างานโดยการจับกับกลุ่ม tyrosine kinase receptors VEGFR-1, VEGFR-2 และ VEGFR-
3 เมื่อ VEGFR-2 เมื่อจับกับVEGF จะส่งผลเกี่ยวกับการสร้างเส้นเลือดใหม่และการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็ง hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) เป็น transcription factor ส าคัญที่ควบคุม 
expression ของ VEGF ในการตอบสนองต่อสภาวะ hypoxia  HIF-1  จัดเป็นกุญแจดอกส าคัญของ
กระบวนการเกิดมะเร็ง (carcinogenesis) การสร้างหลอดเลือดใหม่ของก้อนเนื้องอก การเจริญเติบโต การ
ลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Liu et al., 2011)  นอกจาก angiogenic activator ที่เป็น
ตัวกระตุ้น การสร้างเส้นเลือดใหม่ยังถูกควบคุมโดย angiogenesis inhibitor ที่มีอยู่ในร่างกาย อาทิเช่น  
soluble VEGF-1, thrombospondin-1 และ thrombospondin-2, angiostatin, angiopoietin-2, 
CCN3, vasostatin, osteopontin เป็นต้น (Rajabi and Mousa, 2017) 

การรักษาความสมดุลระหว่างตัวกระตุ้น angiogenic activator และตัวยับยั้ง angiogenesis 
inhibitor ช่วยให้เกิดความสมดุลภายในของระบบหลอดเลือด (vascular homeostasis) อย่างไรก็ตาม 
ในเนื้องอก  การกระตุ้นโดย angiogenic factors เพียงล าพัง ไม่มีอิทธิพลเพียงพอในการชักน าให้เกิดการ
สร้างหลอดเลือดใหม่ได้  เพราะมีมีบทบาทของตัวยับยั้งที่ควบคุมเชิงลบร่วมอยู่ด้วย ดังนั้น ในการชักน า
การสร้างหลอดเลือดใหม่ของก้อนเนื้องอก นอกจากการกระตุ้นด้วย angiogenic factor แล้ว ยัง
จ าเป็นต้องลดการควบคุม (down regulate) จากตัวยับยั้งด้วย (รูปที่ 2.9.) (Naoyo, 2006) 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9  การสร้างหลอดเลือดใหม่ถูกควบคุมโดยความสมดุลระหว่างตัวกระตุ้นและตัวยับยั้ง  (a)  
เมื่อเนื้องอกต้องการพลังงาน สารอาหาร ออกซิเจน ก็จะกระตุ้นให้เกิดการสร้างหลอด
เลือดใหม่ (a) อย่างไรก็ตามตัวควบคุมเชิงลบหรือตัวยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใหม่  
สามารถยับยั้งการท างานของตัวกระตุ้นการสร้างหลอดเลือดใหม่ได้ (b) (Naoyo, 2006) 

 

activators inhibitors 

inhibitors 

activators 
a) “Switch OFF” b) “Switch ON” 
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2.7  โมเดลของ Chick chlorioallantoic membrane (CAM) 

 ในการพัฒนาตัวอ่อน หรือ embryo ของไก่ มีโครงสร้างของเนื้อเยื่ออยู่ด้านนอกของ embryo 
(extraembryonic membrane) ทีจ่ าเป็นส าหรับสิ่งมีชีวิตที่ออกลูกเป็นไข่ (รูปที่ 2.10)  คือ ถุงไข่แดง 
(yolk sac) เพ่ือบรรจุอาหารเลี้ยงตัวอ่อน ถุงน้ าคร่ า (amnion) และ ถุง chorion ที่เกิดจากการพับซ้อน
ของเนื้อเยื่อชั้นนอกและชั้นกลางเรียกว่า amniotic fold ท าหน้าที่ช่วยป้องกัน embryo จากการ
กระทบกระเทือนภายนอก โดยถุงน้ าคร่ าอยู่ใกล้ embryo ถุง chorion หุ้มอยู่รอบนอกล้อมรอบ embryo 
และโครงสร้างที่อยู่นอก embryo ไว้ทั้งหมด ระหว่างถุงน้ าคร่ าและ ถุง chorion เป็นช่องเรียกว่า 
chorionic cavity ที่ติดต่อถึง embryo ได้ ส่วน ถุง allantois ท าหน้าทีแ่ลกเปลี่ยนแก๊สภายนอกและเก็บ
ของเสีย uric acid ที่ embryo ขับออกมา ถุง allantois ขยายตามขนาดของ embryo ที่เพ่ิมขึ้น 
(http://www.vetech.in.th/ index.php?topic=2.0) 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.10  แสดงโครงสร้างของเนื้อเยื่อด้านนอกของตัวอ่อนในไก่ (http://www.bio.miami.edu/ 
dana/pix/amnioticegg.gif) 

 
Chorioallantoic membrane (CAM) เป็นเยื่อพิเศษอยู่นอกร่างกายตัวอ่อนในใข่ไก่ เกิดจาก

การหลอมรวมกันของเยื่อบุผิว (epithelial sheet) 2 ชั้น ระหว่างถุง chorion และ ถุง allantois (รุปที่ 
2.11 A)  CAM ก่อตัวขึ้นในวันที่ 3 ของระยะการพัฒนาของตัวอ่อน และเริ่มจับ (attachment) กับเยื่อ
ชั้นในของเปลือกไข่ในวันที่ 4-5 CAM เป็นเยื่อชั้นนอกตัวอ่อนที่มีระบบเลือดมาหล่อเลี้ยงจ านวนมาก ทั้ง
หลอดเลือดแดง (arteries) หลอดเลือดด า (veins) และหลอดเลือดฝอย (capillaries) (รูปที่ 2.11 B)  ใน
วันที่ 16 CAM จะมีขนาดใหญ่จนเกือบคลุมถุงไข่แดงมิดและถูกดันติดกับเยื่อของเปลือกไข่ ท าให้ CAM 
สามารถท าหน้าที่แลกเปลี่ยนแก๊ส oxygen และ carbon dioxide ผ่านรูของเปลือกไข่ได้  CAM จึงท า
หน้าที่แลกเปลี่ยนสารอาหาร และก๊าซระหว่างตัวอ่อนกับบรรยากาศที่ห้อมล้อมไข่  และ CAM ท าหน้าที่ของปอด

 

http://www.vetech.in.th/
http://www.bio.miami.edu/
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ในช่วงชีวิตของไกท่ี่เป็นระยะตัวอ่อน โดย พ้ืนที่ผิวของ CAM จะเพ่ิมจาก 6 ตารางเซนติเมตร ในวันที่ 6 จนถึง 
65 ตารางเซนติเมตรในวันที่ 14 (Ribatti, 2014; Deryugina และ Quigley, 2008; Miller et al., 2004)     

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.11  แสดงโครงสร้างของ CAM ที่ประกอบจากการหลอมของเยื่อจากถุง chorion และ ถุง 

allantois (A) และระบบเลือดที่มาหล่อเลี้ยง (B) (https://stemcell2016blog. 
wordpress.com /2017/03/14/การประยุกต์-chorioallantoic-membrane; Baggott, 
2001) 

ในปัจจุบัน CAM เป็น in vivo โมเดลที่ได้รับความนิยมอย่างสูงในการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ของก้อนเนื้องอก (tumor angiogenesis) การลุกลาม  และ การแพร่กระจายของ
โรคมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งที่ล าไส้ใหญ่ (colorectal cancer) และ/หรือมะเร็งที่ทวารหนัก (bowel 

 

 

A 

B 
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cancer) เนื้องอกของเซลล์สมองหรือไขสันหลังที่มีต้นก าเนิดจา glia cell  (glioma)  มะเร็งต่อมลูกหมาก 
(prostate cancer)  มะเร็งในเม็ดเลือดขาว (leukemia)  และ  มะเร็งกระดูก (osteosarcoma) เป็นต้น 
รวมทั้งนิยมใช้โมเดล CAM ในการคัดกรอง (screen) สารที่กระตุ้น หรือ ยับยั้งการเจริญของเส้นเลือดใหม่ 
(Lokman et al., 2012; Deryugina and Quigley, 2008) ข้อได้เปรียบที่ท าให้โมเดล CAM เป็นที่นิยมใน
การศึกษาเกี่ยวกับเนื้องอก หรือ มะเร็ง; มีดังนี ้คือ 

1 ธรรมชาติของ CAM ที่มีหลอดเลือดหล่อเลี้ยงจ านวนมาก  ช่วยส่งเสริมการปลูกถ่ายของ
เซลล์เนื้องอก (tumor cell grafting)  CAM จะเกิดการเจริญของหลอดเลือดจนกระทั่งถึงวันที่ 11  ของ
การพัฒนาในตัวอ่อน และในช่วงระหว่างวันที่ 8-10  กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่จะมีความไวสูงสุดใน
การตอบสนองต่อสารทั้งท่ีสามารถส่งเสริม หรือ ต้านการเจริญของหลอดเลือดใหม่ 

2  ให้ผลการทดลองที่สม่ าเสมอ (reproducibility) 

3 เป็นโมเดลที่ง่าย ค่าใช้จ่ายต่ า  

4 ใช้เวลาน้อยในการทดสอบเมื่อเทียบกับสัตว์ทดลองอ่ืน  

5 การทดสอบ CAM เป็นระบบปิด ดังนั้น โมเลกุลของสารทดสอบที่มีขนาดเล็ก เช่น 
petptide สั้น ๆ จะมีอายุครึ่งชีวิต (half life) ยาวกว่าใน CAM เมื่อเปรียบเทียบกับอยู่ในร่างกายของ
สัตว์ทดลองอ่ืน  โมเดล CAM จึงสามารถใช้ทดสอบศักยภาพของสารที่จะใช้เป็นตัวต่อต้านการแพร่กระจาย
ของมะเร็งทีมปีริมาณจ ากัด 

6 CAM ประกอบด้วย extracellular matrix protein  เช่น fibronectin, laminin, 

collagen type I และ integrin v/3  ซึ่ ง เลียนแบบ หรือใกล้ เคียงกับสภาวะแวดล้อมจริงของ
เซลล์มะเร็งเมื่ออยู่ภายในร่างกาย 

เนื่องจากยังไม่มีการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันใน CAM จนกระทั่งตัวอ่อนมีอายุครบ 17  
วัน จึงท าให้ CAM เป็นโมเดลที่เหมาะสมส าหรับงานด้านการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ เนื่องจากสามารถปลูกถ่าย
เซลล์ได้ทุกชนิด แม้เซลล์ที่ปลูกถ่ายจะเป็น species  ต่างกัน  ดังนั้น นอกจากจะได้รับความนิยมอย่างสูงใน
งานวิจัยเกี่ยวกับมะเร็ง  CAM ยังถูกใช้เป็นโมเดลในการศึกษาด้านปลูกถ่ายเซลล์ หรือเนื้อเยื่อด้วย 
(Lokman et al., 2012; Chen et al., 2010; Deryugina และ Quigley, 2008; Miller et al., 2004; 
Peifer และ Dannhardt, 2004)   
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2.8  การกลายพันธุ์ (Mutation) 

 การกลายพันธุ์ (Mutation) คือการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม โดยการเปลี่ยนแปลง
ล าดับนิวคลิโอไทด์ (nucleotide sequence) ใน coding region ของ DNA ซึ่งส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงล าดับของ amino acid ในโปรตีน หรือ การกลายพันธุ์อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงใน 
noncoding regions ของ DNA ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ gene  เช่น เร่งการท างาน
ของ promoter เป็นต้น สาเหตุการกลายพันธุ์อาจเกิด 1) ตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ใน
ระหว่างการแบ่งเซลล์  กลไกที่เกิดการกลายพันธุ์อาจเป็นการเปลี่ยนแปลงเพียง 1 nucleotide จนกระทั่ง
การสูญเสีย ทวีจ านวน หรือ การจัดเรียงตัวใหม่ของ chromosome  (Mahdieh and Rabbani, 2013) 
เชื่อกันว่าในวิวัฒนาการของมนุษย์ มีอัตราการเกิดการกลายพันธุ์อยู่ที่  0.5 x 10-9 ต่อ base-pair ต่อ ปี 
(Scally et al., 2016)  2) เกิดจากการชักน า (induced mutation) โดยสารก่อกลายพันธุ์ (mutagen) 
เช่น รังสีแกมมา แสง UV,  หรือ สารเคมี เช่น benzo(a)pyrene, ethylene dibromide, nitrite, 
hydroxylamine, methylene chloride หรือยาบางชนิด เช่น mitomycin C, adriamycin เป็นต้น 
(Klassen and Doull, 2013) สารก่อกลายพันธุ์จะสามารถจับกับ DNA ได้โดยตรง และก่อให้เกิดรอยโรค 
(lesion) ในโครงสร้าง หรือ ความผิดปกติในเบสของ DNA  แต่สารบางชนิดจ าเป็นต้องผ่านกระบวนการ 
metabolism ถูกเปลี่ยนแปลงโครงสร้างในร่างกายก่อน  จึงเกิด metabolite product  ที่เป็นสารก่อ
กลายพันธุ์ สารก่อกลายพันธุ์ประเภทที่ต้องถูกกระตุ้นโดยกระบวนการ metabolism เรียก pro-mutagen  
เอนไซม์ส าคัญในร่างกายที่สามารถเปลี่ยน pro-mutagen ให้เป็น mutagen ได้แก่ cytochrome P450, 
microsomal epoxide hydrolase และ glutathione-S-transferase (Marinkovićl et al., 2013)  

  การกลายพันธุ์อาจเป็นการกลายพันธุ์ระดับ gene  (gene-based mutation) หรือ การกลาย
พันธุ์ระดับ chromosome (chromosomal mutation) ถ้าการกลายพันธุ์ระดับ gene เป็นการกลายพันธุ์
ที่มีการเปลี่ยนแปลงที่เบสเพียงตัวเดียว โดยเฉพาะตรงต าแหน่งของ gene ที่เป็นรหัส (code) ส าหรับการ
สร้างโปรตีนเรียกว่า Point mutation ซึ่งจัดเป็น micro lesion ตัวอย่างของ gene locus mutation 
(Mahdieh and Rabbani, 2013; Klassen and Doull, 2013; Williams, 2003)  ได้แก่  

1. Base-pair substitution  เป็นการแทนที่เบสชนิดหนึ่งด้วยเบสอีกชนิดหนึ่งท าให้การจับคู่
กับเบสคู่สมของสาย DNA เปลี่ยนแปลง การเปลี่ยนเบสอาจจะเป็นการเปลี่ยนแบบ transition คือเปลี่ยน
เบสจาก purine (A, G) เป็น purine (G, A) หรือ เปลี่ยนจาก pyrimidine (C, T) เป็น pyrimidine (T, C)  
หรือการเปลี่ยนแปลงเบสอาจจะเป็นแบบ transversion  คือเบสเปลี่ยนจาก purine (A, G) เป็น 
pyrimidine (T,C) หรือ เปลี่ยนจาก pyrimidine (T, C) เป็น purine (A, G) 



29 
 

2.  Deletion เกิดการสูญหายของ base pair อาจจะหายไป 1 nucleotide หรือ base pair 
จ านวนเพียงเล็กน้อย ที่กระทบต่อการท าหน้าที่ของเพียง gene เดียว 

3.  Insertion หรือ Addition มีการเพิ่ม 1 nucleotide หรือ เพ่ิม base pair จ านวนเล็กน้อย  

การแทนที่คู่เบส หรือ base-pair substitution อาจส่งผลลัพท์ท่ีแตกต่างกันดังนี้คือ 

1. Missense mutation  คือการกลายพันธุ์ที่การเปลี่ยนแปลงของเบสท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรม (codon) ส่งผลให้ amino acid ชนิดเดิมใน protein ถูกแทนที่ด้วย 
amino acid  ชนิดใหม ่และท าให้คุณสมบัติของโปรตีนเปลี่ยนแปลงจากเดิม 

2. Nonsense mutation คือการกลายพันธุ์ที่การเปลี่ยนแปลงของเบสท าให้ codon เดิมซึ่ง
เป็นรหัสส ารับการสร้าง amino acid เปลี่ยนไปเป็นรหัสหยุด (stop codon) ส่งผลให้สาย polypeptide 

ของโปรตีนไมส่ามารถสังเคราะห์ให้ยาวต่อไป  เพราะพบ stop codon (UAA, UAG และ UGA) เสียก่อน 

3. Silent mutation คือการกลายพันธุ์ที่ไม่ส่งผลกระทบใด ๆ เพราะการเปลี่ยนแปลงของ
เบสไมก่่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ amino acid ในสายโปรตีนแต่อย่างใด เช่น  GCT, GCC, GCA, GCG 
ทุก codon เป็นรหัส ส าหรับการสร้าง Ala ดังนั้น แม้เกิดการแทนทีเบสในต าแหน่งที่ 3 ยังคงได้ amino 
acid ตัวเดิมคือ Ala   

4. Neutral mutation คือการกลายพันธุ์ที่แม้การเปลี่ยนแปลงเบสเดิมจะก่อให้เกิด amino 
acid ตัวใหม่ แต่ไม่ส่งผลกระทบใด ๆ  ไม่มีความเสียหาย หรือ ผลประโยชน์ใดทั้งสิ้นจากการกลายพันธุ์   
ทั้งนีม้ักเป็นการกลายพันธุ์ที่พบในบริเวณท่ีไม่ได้สร้างรหัสพันธุกรรม (non-coding region) ของ DNA  

5. Frame shift mutation การกลายพันธุ์ที่เกิดในกรณีที่มีการเพิ่มขึ้น หรือ การสูญหายของ
เบส แล้วท าให้ล าดับการอ่านรหัสพันธุกรรมของสาย DNA คลาดเคลื่อนไปจากเดิม จะส่งผลให้เกิดการสร้าง 
amino acid ที่ผิดจากเดิมต่อเนื่องกันไปตามล าดับของการถอดรหัสตาม triplet code ใหม่ที่เกิดจากการ
แทรก หรือการสูญหายไปของเบส ส่งผลให้โปรตีนยาวขึ้น สั้นลง หรือไม่ท างาน   

ตัวอย่างผลลัพท์ที่ได้จากการกลายพันธุ์ระดับ gene แสดงในรูปที่ 2.12 
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รูปที่ 2.12  แสดงตัวอย่างผลลัพท์จากการกลายพันธุ์แบบ point mutation และ การแทรกเพียงเบส
เดียว หรือ การสูญหายของเพียงเล็กน้อย ไม่ก่ีเบส (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
books/ NBK21578) 

โดยภาพรวมการกลายพันธุ์อาจท าให้เกิดการสูญเสียการท าหน้าที่  (loss-of-function) ของ 
gene  ส่งผลให้เกิดการลดการสร้าง  หรือ ลด activity ของโปรตีนที่ code จาก gene นั้น หรือการกลาย
พันธุ์อาจท าให้เกิดการเพ่ิมการท าหน้าที่ (gain-of-function) ของ gene ส่งผลให้เพ่ิมการสร้าง หรือเพ่ิม 
activity ของโปรตีนที่ code จาก gene  และบางครั้งอาจท าให้เกิดคุณสมบัติขึ้นใหม่ที่อาจเป็นพิษ ชัก
น าไปสู่พยาธิสภาพต่าง ๆ ได้ 

การกลายพันธุ์ระดับ chromosome จัดเป็น macro lesion เพราะเป็นการกลายพันธุ์ที่เกิดกับ 
gene จ านวนมากของ chromosome ส่งผลให้สิ่งมีชีวิตที่เกิด chromosomal mutation แสดงลักษณะ
อาการทาง phenotype ซึ่งมักมีมากกว่า 1 อาการ เรียกว่า กลุ่มอาการ หรือ syndrome  นอกจากการ
แสดงอาการให้เห็นทาง phenotype การกลายพันธุ์ระดับ chromosome ยังถูกตรวจวิเคราะห์ได้ทาง 
genotype ด้วยการใช้เทคนิคต่าง ๆในห้องปฎิบัติการซึ่งมีทั้งเทคนิคในระดับเซลล์และในระดับอณู
ชีววิทยา เช่น การท า karyototype, FISH ใน cytogenetics และการใช้เทคนิค RFLP, RT-PCR, real-
time PCR, และ SSCP เป็นต้น ในการตรวจวัดวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยา (Mahdieh and Rabbani, 
2013) การเกิดการกลายพันธุ์ระดับ chromosome อาจเกิดจากสาเหตุดังนี้คือ  

1. การเปลี่ยนแปลงด้านโครงสร้างของ chromosome (stuctural aberrations) 
chromosome มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา ซึ่งอาจสืบเนื่องจากการได้รับสารกัมมันตภาพรังสี 

 

http://www.ncbi/
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เช่น x-ray ได้รับสารเคมี มลภาวะ หรือยาบางชนิด เช่น mustard gas การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ 
chromosome (รูปที่ 2.13) อาจเกิดจากความผิดปกติที่แตกต่างกันดังนี้  

1.1 การขาดหาย (deletion)  คือความผิดปกติของ chromosome ที่มีบางชิ้นส่วน
แตกหัก หรือขาดหายไป  ถ้าส่วนที่ขาดออกไป ไม่มี centromere เรียกว่า acentric fragment 

1.2 การเพ่ิมเติม (duplication)  คือความผิดปกติที่มีบางส่วนของ chromosome 
เพ่ิมเติมขึ้นจากสภาวะปกต ิส่วนที่เพ่ิมเติมขึ้นเรียกว่า duplicated segment 

1.3 การสลับหัวหางของชิ้นส่วน (inversion) คือความผิดปกติที่บางส่วนของ 
chromosome มีการสลับหัวหาง  อันเนื่องจากเกิดการแตกหักของ chromosome และชิ้นส่วนที่แตกหัก
นั้น เกิดการเชื่อมกลับที่เดิม  แต่การเชื่อมเกิดการสลับหัวสลับหางกันขึ้น ถ้าชิ้นส่วน chromosome ที่
เชื่อมสลับหัวหางนั้นมี centromere ร่วมด้วย เรียกว่า pericentric inversion  แต่ถ้าไม่ได้รวม 
centromere เรียกว่า paracentric inversion 

1.4 การแลกเปลี่ยนชิ้นส่วน (translocation) คือความผิดปกติของ chromosome 
ที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนซึ่งกันและกันระหว่าง non-homologous chromosome  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.13  แสดงความผิดปกติด้านโครงสร้างชนิดต่าง ๆ ของ chromosome (Aliomrani, 2016) 
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2. การเปลี่ยนแปลงทางด้านจ านวน (Numerical aberrations) คือความผิดปกติของ 
chromosome ที่มีจ านวนของ chromosome เพ่ิมขึ้น หรือ ลดลงจากเดิม ซึ่งอาจจะเป็นแบบ 
aneuploidy หรือ euploidy  สิ่งมีชีวิตที่มีจ านวนของ chromosome ผิดไปจากเดิมเรียกว่า polyploidy 

2.1 Aneuploidy คือความผิดปกติของจ านวน chromosome ที่เพ่ิมขึ้น หรือ ลดลง
จากจ านวนเดิมเพียง 1, 2, 3 หรือ 4  แท่ง  มิได้ขาดหรือเพ่ิมเป็นจ านวนชุดของ  chromosome  พ้ืนฐาน 
เช่น คนมีจ านวน chromosome 2n = 46 คนที่เป็น aneuploidy ที่จ านวน chromosome 2n-1 (ขาด
ไป 1 แท่ง) เรียกว่า monosomy  ถ้าขาดหายไป 2 แท่ง (2n-1-1) เรียกว่า double monosomic   แต่ถ้า
มีจ านวน chromosome เพ่ิมขึ้น 1 แท่ง เป็น 2n+1 เรียก trisomy เช่นในคนที่เป็น Down’s syndrome 
ใน chromosome แท่งที่ 21  มี homologous chromosome เพ่ิมขึ้นมาอีก 1 แท่ง (47,XX, +21)   ถ้า 
aneuploidy ที่มีจ านวน homologous chromosome เพ่ิมขึ้นจากจ านวนเดิม 2 แท่ง (2n+2) เรียกว่า 
tetrasomy  แต่ถ้า chromosome ที่เพ่ิมข้ึนมานั้น ไม่ใช่ homologous chromosome เรียกว่า double 
trisomic (2n+1+1) เรียกว่า doube trisomic เป็นต้น 

2.2 Euploidy  คือความผิดปกติที่จ านวน chromosome ขาด หรือ เพ่ิมจากเดิมเป็น
จ านวนชุด หรือจ านวนเท่าของจ านวน chromosome ขั้นพ้ืนฐาน โดย เช่น คนมี chromosome 2n = 
46 (chromosome พ้ืนฐานคือ n = 23) การเรียกชื่อความผิดปกติเรียกตามจ านวนเท่าของจ านวน 
chromosome ขั้นพ้ืนฐานที่เพ่ิมขึ้นหรือลดลง เช่น พวก euploidy ที่มีจ านวน chromosome  ลดลง 1 
ชุด เหลือ n = 23 เรียกว่า monoploidy   ถ้ามีจ านวน chromosome เท่ากับ 3 เท่าของชุด 
chromosome  (3n = 69) เรียกว่า triploidy เป็นต้น ดังนั้น ถ้าเป็น tetraploidy, pentaploidy ก็จะ
หมายถึงความผิดปกติที่มี chromosome เพ่ิมขึ้นเป็น 4 และ 5 เท่าของ chromosome พ้ืนฐาน
ตามล าดับ (Mahdieh and Rabbani, 2013; Klassen and Doull, 2013)  

 ในปัจจุบัน มีวิธีคัดกรองสารก่อกลายพันธุ์ใน in vitro ซึ่งถือว่าเป็นการคัดกรองสารก่อมะเร็งด้วย 
เนื่องจากสารก่อมะเร็งส่วนใหญ่มักมีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ และการกลายพันธุ์เป็นกลไกหนึ่งที่ส าคัญยิ่งในการ
ชักน าให้เกิดโรคมะเร็ง (Klassen and Doull, 2013; Griffiths et al., 2000; Tennant, 2014)  ตัวอย่าง
วิธีการคัดกรองที่ใช้ได้แก่  Ames assay, chromosomal aberrations, unscheduled DNA synthesis, 
cell transformation assay และ microarray expression analysis เป็นต้น (Goldman and Shields, 
2003) 
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2.9  สารพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และต้านมะเร็ง  

สารต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบในผัก ผลไม้ และธัญพืชส่วนใหญ่มีฤทธิ์ต้านมะเร็งด้วย 
โดยเฉพาะ polyphenol ในสารประกอบ phenolics และ -sitosterol ใน phytosterol กลไกการต้าน
มะเร็งของสารเหล่านี้อาจจะเป็นพิษต่อเซลล์โดยตรง เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis และยับยั้ง
การสร้างหลอดเลือดใหม่ของมะเร็ง (Cao et al., 2002) ตัวอย่างพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้าน
การอักเสบ และต้านมะเร็ง ได้แก่ ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) ชาลาบาดอร์ (Ledum 
groenlandicum Retzius) พริไทย (Piper longum) resveratrol ในองุ่นและ epigallocatechin-3-
gallate จากใบชาเขียว (Cao et al., 2002; Sunila และ Kuttan, 2006; Dufour et al., 2007) สาร 
พฤกษเคมีในพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง อาทิ เช่น acacetin มี flavonoids เป็นสารประกอบพบในพืช
หลายชนิดทั้งเมล็ดและใบ สามารถยับยั้งการเจริญ การเพ่ิมจ านวนเซลล์ การลุกลามและการสร้างหลอด
เลือดใหม่ของเซลล์มะเร็ง scopoletin พบในพืชหลายชนิดในประเทศจีนเช่น Erycibeobtusifolia  Benth 
ใช้ในการรักษาโรครูมาตอยด์ ต้านการอับเสบ ต้านอนุมูลอิสระและต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่โดยการ
ยับยั้ง endothelial cell growth  ใบฮง่านง็อกประกอบไปด้วย flavonoids, -sitosterol และ 
apigenin-7-O--glucoside ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่า สารเหล่านี้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ การอักเสบ และ
มะเร็ง ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อกน่าจะมีฤทธิ์ในการต้านมะเร็ง ซึ่งมีความเกี่ยวโยงกับ
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และต้านการอักเสบ ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจหา 
phenolics และ flavonoids และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดใบฮว่านง็อก ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ
โดยมุ่งเน้นฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ และ การยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ iNOS 
และ COX-2 รวมถึงการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งด้วยกลไกการเหนี่ยวน าการตายแบบ apoptosis และการ
สร้างหลอดเลือดใหม่ของมะเร็งในการทดลองแบบ in vitro และ in vivo เนื่องจากได้มีการใช้สมุนไพรฮ
ว่านง็อกมาช้านานในประเทศเวียดนาม และ ในไทย และยังไม่พบรายงานเกี่ยวกับพิษเฉียบพลัน หรือพิษกึ่ง
เฉียบพลันจากการใช้ฮว่านง็อก  แต่สิ่งที่ผู้บริโภคมักมีความกังวลเกี่ยวกับการใช้พืชสมุนไพรต่อเนื่องในระยะ
ยาว คือพิษเรื้อรัง โดยเฉพาะการก่อกลายพันธุ์และการชักน าให้เกิดมะเร็ง ดังนั้นโครงการวิจัยนี้ยังได้ศึกษา
ฤทธิ์การก่อกลายพันธ์ของสารสกัดใบฮว่านง็อกเพ่ือประเมินความเป็นพิษในการบริโภคในระยะยาว  ว่า
สามารถก่อให้เกิดการกลายพันธุ์หรือไม่ โดยเลือกวิธี Ames assay ที่เป็นวิธีคัดกรองเบื้องต้นส าหรับสารก่อ
กลายพันธุ์ และ สารก่อมะเร็ง 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมี และ ชุดวิเคราะห์ 

1 kb DNA Ladder (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) 

100 bp DNA Ladder (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) 

1, 4-Piperazinediethanesulfonic acid (PIPES) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

2-Aminoanthracene (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

2-Nitrofluorene (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

4-Nitrophenyl N-acetyl--D-glucosaminide (p-NAG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Absolute ethanol (Carlo Erba, Milan, Italy) 

Albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Aluminum chloride hexahydrate (AlCl36H2O) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Ampicillin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

AnnexinV-FITC Apoptosis Detection kit (EXBIO, Czech Republic) 

Anti-DNP (mouse monoclonal IgE) (SPE-7) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  

Apoptosis Assay Kit - FITC (Exbio, Prague, Czech Republic) 

Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Bacto agar (Becton Dickinson, Sparks, MD) 

Basic fibroblast growth factor (bFGF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  

Biotin (ACROS, NJ, USA) 

Catechin hydrate (Fluka Chemine GmbH, Buchs, Switzerland) 

Crystal violet (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
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DCFH-DA: 2’,7’-dichlorofluorescin-diacetate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Dinitrophenyl (DNP-albumin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

DMSO: Dimethyl sulfoxide (AMRESCO, Fountain Parkway Solon, OH) 

DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA) 

ECL Western blotting substrate (PierceTM /Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) 

Ethidium bromide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Etoposide (20 mg/ml) (Cayman, Ann Arbor, MI) 

FBS: Fetal bovine serum (Hyclone, Logan, Utah) 

Ferric chloride hexahydrate (FeCl36H2O) (Carlo Erba , Milan, Italy) 

Ferric-2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (FeIII-TPTZ) (ACROS, NJ, USA) 

Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO47H2O) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Ficoll- Biocoll separating solution density 1.077 g/ml, isotonic (Biochrome, Berlin, 
Germany) 

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

G-6-P (D-Glucose 6-phosphate disodium salt hydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO) 

Gallic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  

Genomic DNA detection kit (Qiagen, Valencia, CA) 

Glucose (Fluka, Germany) 

Hank’s balanced salt solution (HBSS) (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR) 
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HEPES: (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2 ethanesulfonic acid) (USB, Cleveland, 
OH)  

Hexane (Carlo Erba, Milan, Italy) 

Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

L-histidine (ACROS, NJ, USA) 

LPS: lipopolysaccharide (Escherichia coli O111:B4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Magnesium chloride (Analar Normapur®, VWR Inc., Radnor, PA) 

Magnesium sulfate (Carlo Erba, Milan, Italy) 

Methyl alcohol (Fisher Scientific, Pittsburgh PA.) 

mIFN-: Mouse interferon gamma (Piearce Protein Research Products, Rockford, 
IL) 

Millipore’s FlowCellectTM Cytochrome c kit (Millipore Corp. Billerica, MA) 

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Invitrogen, 
Carlsbad, CA)  

N-(1-Naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NED; Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO) 

Na2HPO4 (Carlo Erba, Milan, Italy) 

NaCl (AMRESCO, Fountain Parkway Solon, OH) 

Nutrient broth no. 2 (Oxiod, Hampshire, UK)  

PBS: Phosphate buffered saline  (GibcoTM/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) 

Penicillin G (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

PI: Propidium iodide (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR). 

Potassium chloride (Carlo Erba, Milan, Italy) 
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QIAamp DNA Mini and Blood Mini kits (Qiagen, Valencia, CA) 

Quercetin dihydrate (INDOFINE Chemical Company, Inc., Hillsborough, NJ). 

RNase A (Genemark, Teipei, Taiwan) 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (Gibco Invitrogen, Grand  
Island, NY). 

S9 fraction (ภาควิชาชีวเคมี, มหาวิทยาลัยเชียงใหม่, เชียงใหม่) 

Sodium azide (NaN3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Sodium hydroxide (Carlo Erba, Milan, Italy) 

Sodium nitrite (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Streptavidin-HRP conjugate (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) 

Streptomycin sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Sulfanilamide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  

tBuOOH: tert-butyl hydroperoxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

Trolox: 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Sigma-Aldrich 
Chemine Gmbh, Steinheim, Germany). 

Trypan blue solution (0.4%) (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR) 

Trypsin (Gibco Invitrogen, Grand  Island, NY). 

-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt hydrate (NADP-Na2;  
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

3.2  Antibodies 

-Tubulin (mouse monoclonal IgG) (B-7, Sc5286)  (Santa Cruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA) 

Anti-COX-2 (murine polyclonal) (160106)  (Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) 

Anti-DNP (mouse monoclonal IgE) (SPE-7)  (Sigma  (St. Louis, MO)    
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Anti-iNOS (mouse monoclonal IgG1) (C-11) (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa 
Cruz, CA) 

Anti-mouse IL-6 (MP5-20F3) (eBioscienceTM, San Diego, CA) 

Anti-mouse/rat TNF- (TN3-19.12) (eBioscienceTM, San Diego, CA) 

Biotinylated anti-mosure IL-6(MP5-32C11) (eBioscienceTM, San Diego, CA) 

Biotinylated anti-mosure/rat TNF-(polyclonal Ab) (eBioscienceTM, San Diego, 
CA) 

Goat-anti-mouse-IgG-HRP conjugate (Sc-2005)  Santa Cruz (Santa Cruz, CA) 

Goat-anti-rabbit-IgG-HRP conjugate (10004301)  Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) 
 
3.3  เซลลส์ายพันธุ์ (Cell lines) 

เซลล์มะเร็งแมคโครฟาจสายพันธุ์ RAW264.7 (Mouse macrophage RAW264.7 cell line)  
และ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพันธุ์ Jurkat (Human T cell leukemia Jurkat cell line)  สั่งซื้อจาก 
Cell Lines Service (Eppelheim, Germany)  เซลล์มะเร็งตับสายพันธุ์ HepG2 (Human hepatocyte-
carcinoma cell line) เซลล์มะเร็งเต้านมสายพันธุ์ MCF-7 (Human breast adenocarcinoma cell 
line)  เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากสายพันธุ์  PC-3 (Human prostate adenocarcinoma cell line) และ
เซลล์มะเร็งเม็ดสีของผิวหนัง (melanoma) สายพันธุ์ B16-F10 สั่งซื้อจาก American Type Culture 
Collection (ATCC;  Manassas, VA, USA) และ (Cell Lines Service, Germany)  

3.4  น้ า 

น้ าที่ใช้ในการทดลองทั้งหมดเป็น deionized water ที่ได้จากเครื่องกรองน้ าของ Cascada Bio 
water (Life sciences, Ann Arbor, MI)  

3.5 วัสดุ 

วัสดุปลอดเชื้อส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

15 ml และ 50 ml conical tubes (Corning Inc., Corning, NY) 

96 well flat bottom plate (Corning Inc., Corning, NY) 



39 
 

96 well plate costar black/clear bottom (Corning Inc., Corning, NY) 

Culture flasks ขนาด 25 และ 75 cm2 (Nunc, Rochester, NY) 

Petri dish ขนาด 60x15 mm และ 100x15 mm (Corning Inc., Corning, NY) 

Cell scraper (SPL Life Sciences Inc., Gyeonggi-do, Korea) 

Acrodisc filter 0.2 µm (Corning Inc., Corning, NY) 

วัสดุอื่นๆ 

Glass test tube ขนาด 10x75 mm, 13x100 mm และ 16x125 mm  

Immunolon strip plates (Thermo, York, PA) 

ถุงมือ 

3.6  เครื่องมือและอุปกรณ์การวิจัย 

Applied Biosystems 7900 PRISM Thermocycler (ABI, Foster city, CA) 

Autoclave (model HVE-50) Hirayama) 

Biohazard safety carbinet class II (model SG600E, Holton) 

Blender (Phillips) 

Carbon dioxide incubator (SHEL LAB) 

Centrifuge (model ICT15RT, Techcomp) 

Compound microscope (model CX21, Olympus) 

Dessicator (Schott) 

EL-808 microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT) 

Electrohoresis power supply (EPS601, Amersham) 

Electrophoresis system (model HE33, Hoefer) 

FACScaliburTM cell analyzer (model FACSCalibur flow cytometer)  



40 
 

(Becton Dickinson, Biosciences) 

Gemini EM fluorescence microplate reader (Molecular Device) 

Glasswares (Pyrex) 

Haemocytometer and cover slip (Fisher Scientific) 

Hot-air oven (Memmert GmblH & Co. KG,) 

Immunolon strip plates (Thermo, York, PA) 

Inverted microscope (model CKX41, Olympus) 

Inverted fluorescence microscope (model Olympus IX51)  (Olympus) 

Low-e microscope slides (MirrIR) (Kevley Technologies) 

Lyophilizer (Freeze-zone 12 plus, Labconco Corporation) 

Micropipette 0.5-10 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl และ 500-5000 µl  
(Pipetman®, Gilson) 

Microplate spectrophotometer (Cecil 1000 Series,Cecil instrument) 

8-Multichannel pipette 5-50 µl และ 50-300 µl (Gibco) 

Nanodrop (model ND-1000 spectrophotometer) (Bioactive) 

Pasteur pipettes (Fisher Scientific) 

pH meter (Metrohm) 

Pump (Millipore) 

Rotary evaporator with vacuum (model R205)  (Buchi) 

Water bath (Memmert) 

WEALTEC Dolphin-DOC ultraviolet analyzer (WEALTEC Corp., Sparks, Nevada) 

เครื่องชั่งทศนิยม 2  ต าแหน่ง  (model PG5 002-S), Mettler Toledo) 

เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง (model PW254, ADAM®) 
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ตู้เย็น (4˚C) (model Superior frost free T H 8903, Sharp) 

ตู้แช่แข็ง(-20˚C) (Whirlpool)  

ตู้แช่แข็ง(-80˚C) (Forma 900 series, Thermo scientific) 

3.7  สถานที่ท าการวิจัย 

ทุกการทดลองที่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) และ เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
กระท าในตู้ปลอดเชื้อ (biosafety cabinet class II)  ทั้งนี้ ในงานทดลองด้าน cell culture และ 
แบคทีเรีย ใช้ตู้ปลอดเชื้อ  ตู้บ่มเซลล์ และตู้บ่มเชื้อแยกออกจากกัน คนละชุด ไม่ใช้ร่วมกันเด็ดขาด  ในการ
ท างานด้านเซลล์ และ ด้านที่เกี่ยวกับแบคทีเรีย ใช้วัสดุและอุปกรณ์ต่างๆปลอดเชื้อ รวมทั้งใช้เทคนิคปลอด
เชื้อ ความเข้มข้นของสารต่าง ๆ ที่ระบุในการทดลองเกี่ยวกับเซลล์เป็นความเข้มข้นสุดท้ายของสารใน 
culture การบ่มเซลล์กระท าในตู้บ่มที่มีอุณหภูมิ 37oC และ 5% CO2   และการทดลองเกี่ยวกับเซลล์
กระท าในห้องปฎิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ชั้น 4  ส่วนการทดลองเกี่ยวกับแบคทีเรียกระท าในห้องปฎิบัติการ
จุลชีววิทยาชั้น 2  การทดลองอ่ืนๆ ที่ไม่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยงเซลล์กระท าในห้องปฏิบัติการพิษวิทยา
ชั้น 4 ทุกห้องปฎิบัติการอยู่ที่อาคารเฉลิมพระเกียรติ 80 พรรษา มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ส่วนการ
ทดลองเกี่ยวกับการแสดงออกของ IL-6 และ TNF- gene ที่กระท าโดยใช้เครื่อง real time PCR กระท า
ที่ห้องปฎิบัติการ Centre for Integrative Toxicology, Michigan State University, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ผลการทดลองที่แสดงทุกการทดลองเป็นตัวแทนของการทดลองแบบเดียวกันอย่างน้อยที่สุด 
2 ซ้ า  

3.8 การเตรียมสารสกัดจากพืช 

ตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดคือ ethanol การสกัดแบ่งออกเป็นการสกัดใบสดด้วยวิธีการปั น และ
การสกัดใบแห้งด้วยวิธีการหมัก (maceration) ตามด้วยการแยกเฉพาะส่วน (fraction) ที่ละลายน้ า ที่ได้
จากผงแห้งของสารทีส่กัดด้วย 95% ethanol และสกัดต่อด้วยน้ าและ hexane 

3.8.1 พืชที่ใช้ทดสอบ 

ใบสดของฮว่านง็อก (Pseuderanthemum palatiferum nees Radlk.) ถูกซื้อมาจาก
ชาวบ้านที่ปลูกพืชชนิดนี้ไว้เพื่อรักษาโรคต่างๆ จากจังหวัดยโสธร ตัวอย่างพืชถูกตรวจสอบโดย ดร. ก่อง
กานดา ชยามฤต นักอนุกรมวิธานพืช กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธุ์พืช ตัวอย่างพืช (BKF 
174009) ถูกเก็บไว้ที่หอพรรณไม้ กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่าและพันธุ์พืช 
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3.8.2 การเตรียมสารสกัดจากใบสดใน ethanol  

สารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดใบสดของฮว่านง็อกใน ethanol โดยใช้วิธีการปั น มี
ขั้นตอนดังนี้คือ 

1 ตัดก้านใบทิ้ง ล้างด้วยน้ าให้สะอาด เช็ดและผึ่งจนกระทั่งใบไม่เปียกชื้น ชั่งใบสด 
100 กรัม ตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ด้วยกรรไกร 

2 ปั นใบสด ใน ethanol 80% และ 95% (ใช้ใบสด 100 g : ตัวท าละลาย 400 ml) 
ด้วยเครื่อง blender ปั น โดยเว้นจังหวะหยุดเป็นช่วง ๆ (ไม่เกิน 1-2 นาที) เพ่ือ
หลีกเลี่ยงการเกิดความร้อนขณะปั น และเริ่มปั นใหมต่่อไปเรื่อยๆ จนกระทั่งใบ
ละเอียด  (รูปที่ 3.1 ) 

3 กรองกากของใบฮง่านง็อกออกโดยใช้ผ้า gauze ที่พับซ้อนกันประมาณ 4-5 ชั้น เท
น้ าปั นใบฮว่านง็อกลงใน 50 ml conical tube และน าไปปั นเหวี่ยงที่ 3500 x g, 
4˚C เป็นเวลา 10 นาที 

4 เก็บรวบรวม supernatant และน าไปกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 
อีกครั้ง เพื่อก าจัดเศษตะกอนที่ยังคงอยู่ในสารสกัดหยาบจากใบฮว่านง็อก 

5 รวบรวม supernatant ที่ผ่านการกรองทั้งหมดไปท าให้เข้มข้นด้วยการใช้เครื่อง
vacuum rotary evaporator น าสารสกัดที่มีความเข้มข้นสูงที่ได้จากการระเหย
ภายใต้สูญญากาศ มาท าให้เป็นผงแห้งโดยการ lyophilization ด้วยเครื่อง freeze 
dryer (รูปที่ 3..2 ) 

6 น าผงแห้งทั้งหมดที่ได้จากการสกัดในแต่ละครั้งมาผสมรวมกัน ชั่งน้ าหนัก และแยก
เก็บเป็นส่วน (aliquot) เก็บไว้ที่ -20˚C จากขั้นตอนนี้ได้ผลผลิตเป็นสารสกัดหยาบ
ใบสดจาก 80% ethanol (crude extract of 80% ethanol fresh leaf 
extract: 80EE-FLP) และสารสกัดหยาบใบสดจาก 95% ethanol (95% ethanol 
fresh leaf extraction: 95EE-FLP)  
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รูปที่ 3.1   แสดงใบสดของฮว่านง็อก (A) ก่อนน ามาตัดและปั นจนละเอียดใน blender (B) 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 3.2  แสดงเครื่อง vacuum rotary evaporator (A) และเครื่อง freeze dryer (B) 

3.8.3  การเตรียมสารสกัดที่ละลายน้ าจาก 95EE-FLP 
เพ่ือให้ได้สารสกัดที่ละลายน้ าไดจ้ากใบสดทีส่กัดด้วย ethanol ด้วยวิธีการปั น จึงท าการ

แยก fraction ของสารที่ละลายน้ าจากสารสกัด 95EE-FLP โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1 ชั่งสารสกัดแห้งจาก 95EE-FLP 5 กรัม น ามาสกัดต่อด้วย hexane และ น้ า 
(อัตราส่วน 1:1) ใน separatory funnel เพ่ือสกัด chlorophyll ไขมัน และ wax 
ให้อยู่ในชั้น hexane ดังนั้นของเหลวจะแบ่งออกเป็น 2 ชั้น คือชั้นบนของ hexane 
ซึ่งเป็นสีเขียว และชั้นล่างทีเ่ป็นน้ าซ่ึงเป็นสีน้ าตาล  

2 เก็บชั้นที่ละลายด้วยน้ า ซึ่งแยกอยู่ชั้นล่างไว้ แล้วเติม hexane ในอัตราส่วน 1: 1 
เพ่ือท าการสกัดซ้ าชั้นของน้ าอีกประมาณ 2 ครั้ง หรือท าการสกัดจนกระทั่งได้ชั้น

 
A B 

A B 
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ของ hexane ใส ซึ่งแสดงว่าได้ก าจัด chlorophyll และ wax ออกจากสารสกัด
ส่วนทีละลายในน้ าออกได้หมดแล้ว 

3  เก็บชั้นที่ละลายในน้ ามารวมกัน แล้วน าไปปั นเหวี่ยงที่ 14,000 x g ที ่4 ˚C เป็น
เวลา 10 นาท ี

4 กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 ท าให้เข้มข้นด้วยการ evaporation 
ด้วย vacuum rotary evaporator และตามด้วยท าให้แห้งเป็นผงโดยวิธี 
lyophilization ด้วย เครื่อง freeze dryer 

5 น าสารสกัดที่เป็นผงแห้งจากชั้นของน้ าที่แยกส่วน (fractionate) จาก 95EE-FLP 
(WE-FLP) มารวมกัน ชั่งน้ าหนัก และแยกเก็บเป็น aliquot ไว้ที่ -20˚C 

3.8.4  การเตรียมสารสกัดจากใบแห้งใน ethanol  

สารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดใบแห้งของฮว่านง็อกใน ethanol ใช้วิธีการหมัก 
(maceration) มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. ตัดก้านใบทิ้ง และล้างด้วยน้ าให้สะอาด เช็ดและผึ่งในที่ร่มจนกระท่ังใบแห้ง 

2. น าใบแห้งไปบดด้วยเครื่อง blender จนกระท่ังได้ผงแห้งที่ละเอียด 

3. เติมผงบดแห้งของใบฮว่านง็อก 60 g ลงไปใน ขวดรูปชมพู่ขนาด 2000 ml และ
เติมตัวท าละลาย 95% หรือ 80% ethanol ลงไปในขวดรูปชมพู่ (ผงลดแห้ง 60 g 
: ตัวท าละลาย 600 ml) 

4. ผสมสารละลายด้วยการใช้ magnetic stir bar บน hot plate magnetic stirrer 
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชม เทสารสกัดเก็บไว้ที่ 4˚C และเติม 600 ml ของตัว
ท าละลายใหม่ (80% ethanol หรือ 95% ethanol) ลงไปใน flask อีก ท า
แบบเดิมจนกระทั่งครบ 3 รอบ 

5. น าสารสกัดทั้งหมดที่ได้ของแต่ละตัวท าละลายมาปั นเหวี่ยงที่ 3500 x g ที่ 4˚C 
เป็นเวลา 10 นาท ีและกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No. 1,  

6. ท าให้สารสกัดเข้มข้นด้วยการ evaporation โดยใช้ rotary evaporator และท า
ให้เป็นผงแห้งด้วยวิธี  lyophilization โดยใช้เครื่อง freeze dryer 
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7 น าผงแห้งของสารสกัดทั้งหมดของแต่ละตัวท าละลาย มาชั่งน้ าหนัก และเก็บแยก
เป็น aliquot ไว้ที่ -20˚C  ถึงขั้นตอนนี้ได้สารสกัดหยาบจากใบแห้งด้วยวิธีการหมัก
ใน 80% ethanol (crude extract of 80% ethanol maceration extract: 
80EE-DLPและใน 95% ethanol (crude extract of 95% ethanol 
maceration extract: 95EE-FLP)  

3.8.5  การเตรียมสารสกัดที่ละลายน้ าจาก 95EE-DLP 

เพ่ือให้ได้สารสกัดที่ละลายน้ าจากใบแห้งที่สกัดด้วย ethanol ด้วยวิธีการหมัก จึงท าการ
แยก fraction ของสารที่ละลายน้ าออกจากสารสกัด 95EE-DLP โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1. ชั่งสารสกัดแห้งจาก 95EE-DLP 5 กรัม น ามาสกัดต่อด้วย hexane และ น้ า 
(อัตราส่วน 1:1) ใน separatory funnel เพ่ือก าจัด chlorophyll และ wax 
ออกมาให้อยู่ในชั้นของ hexane ดังนั้นของเหลวจะแยกออกเป็น 2 ชั้น คือชั้นบน
ของ hexane ซึ่งเป็นสีเขียว และชั้นล่างของส่วนที่ละลายในน้ า ซึ่งมสีีน้ าตาล  

2. เก็บชั้นที่ละลายด้วยน้ า ซึ่งอยู่ชั้นล่างไว้ แล้วเติม hexane ใหม่ลงไปอีกใน
อัตราส่วน 1:1 ท าการสกัด chlorophyll และ wax ออกจากชั้นที่ละลายในน้ า อีก
ประมาณ 2 ครั้ง หรือจนกระท่ังไดช้ั้นของ hexane ใส 

3. เก็บชั้นที่ละลายในน้ ามารวมกัน แล้วน าไปปั นเหวี่ยงที่ 14,000 x g ที่ 4 ˚C เป็น
เวลา 10 นาท ี

4. กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 จากนั้นก็ระเหยแห้ง ด้วยการใช้ rotary 
evaporator ตามด้วย lyohpillize จนได้ผงแห้งด้วยการใช้ freeze dryer 

5. น าสารสกัดที่เป็นผงแห้งจากชั้นของน้ าที่แยกส่วน (fractionate) จาก 95EE-DLP 
(WE-DLP) มารวมกัน ชั่งน้ าหนัก และแยกเก็บเป็น aliquot ไว้ที่ -20˚C 

เก็บสารสกัดที่เป็นผงแห้ง คือสารสกัด 95EE-FLP, 80EE-FLP, 95EE-DLP, 80EE-DLP, WE-
FLP และ WE-DLP แยกเป็นแต่ละ aliquot และเก็บไว้ที่ -20˚C ส าหรับใช้ในการทดลองต่อไป ในการ
ทดลอง สารสกัดที่ได้จาก ethanol น ามาละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ส่วนสารสกัดที่ได้จาก
ชั้นของน้ าน ามาละลายในน้ า ยกเว้นกรณีการทดลองที่เกี่ยวกับเซลล์  ใช้ phosphate buffered saline 
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(PBS) หรือ complete media เป็นตัวท าละลายแทนน้ า และสารสกัดที่ได้จากการสกัดด้วย ethanol 
ละลายใน 0.25% DMSO เมื่อใช้ในงานทดลองในเซลล์ หรือใน in vivo CAM model 

3.9  ปริมาณของสารพฤกษเคมี (phytochemicals) ของสารสกัดหยาบจากใบฮว่านง็อก 

3.9.1 ปริมาณรวมของสารฟีนอลิก (Total phenolic content) 

            การตรวจหาปริมาณรวมของ phenolics ใช้วิธี Folin-Ciocalteu ซึ่งอาศัยปฏิกิริยา redox 
ในการท าให้เกิดปฏิกิริยาอันสืบเนื่องจาก molybdotungstate ion สารละลาย Folin–Ciocalteu 
reagent ประกอบด้วยสาร sodium tungstate, sodium molybdate, phosphoric acid และ 
sodium carbonate หลักการของวิธีทดสอบคือ เมื่อได้รับอิเล็กตรอนจากสารต้านออกซิเดชัน ไอออน 
Mo(VI) ซึ่งมีสีเหลืองใน Folin-Ciocalteu reagent จะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ Mo(V) ซึ่งมีสีน้ าเงิน ที่
สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงสีจากปฏิกิริยา และวิเคราะห์หาปริมาณได้โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
750 นาโนเมตร แล้วน าไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานซึ่งอาจใช้ tannic acid, gallic acid, หรือ 
catechin เป็นตัวแทนของสารประกอบ phenolics (Singleton  et al., 1999)  ดังนั้นจึงสามารถหา
ค่าของปริมาณของ phenolic ในแต่ละสารสกัดด้วยวิธีการของ Folin Ciocalteu (Mariod et al., 
2006)  งานวิจัยนี้เลือกใช้ gallic acid ในการเตรียมกราฟมาตรฐาน ส าหรับขั้นตอนของการทดสอบมี
รายละเอียดดังนี้ 

1. เติมสารสกัด 100 µl ลงไปในหลอดทดลอง (glass test tube) ตามด้วย 2 ml ของ 
2% NaCO3 และ ผสมด้วย vortex บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาท ี 

2 เติม 100 µl ของ 50% Folin-Cioculteu reagent (เตรียมสด 1:1 ของสารละลาย 
Folin : DI water) และผสมด้วย vortex บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องอีกเป็นเวลา 30 นาท ี

3 วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดที่ 750 nm โดยการใช้ Cecil 1000 Series 
spectrophotometer 

4 น าไปค านวณเปรียบเทียบกับ calibration curve ของสารมาตรฐาน gallic acid ที่มี
ค่าอยู่ระหว่าง 0.05-0.3 mg/ml 

5 รายงานผลความเข้มข้นของสารประกอบ phenolic ในสารสกัดเป็น mg ของ gallic 
acid equivalent (GAE) ต่อกรัมของสารสกัด 
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3.9.2  ปริมาณรวมของ flavonoid (Total flavonoid content) 

ปริมาณรวมของ flavonoids สามารถหาได้โดยใช้  aluminium chloride (AlCl3) 
colorimetric method (Liu et al., 2002) หลักการทดสอบคือ AlCl3 ท าปฎิกริยากับ C-4 keto group, 
C3 หรือ C-5 hydroxyl group ของ flavones และ flavonols เกิดการสร้างสารประกอบเชิงซ้อนที่เสถียร
ต่อกรด (acid stable complex)   นอกจากนั้น AlCl3 สามารถท าปฎิกริยากับ ortho-dihydroxyl group 
ของ flavonoids ได้สารประกอบเชิงซ้อนที่ไม่เสถียรในกรด  (acid labile complex)  flavonoid ที่ท า
ปฎิกริยากับ AlCl3 ใน acetate buffer ได้สาร kelate ที่มีสีเหลืองซึ่งวัดได้ด้วย spectrophotometre 
(Constanta และ Rodica, 2010)  ขั้นตอนของการทดสอบมีดังนี้คือ 

1. เติมน้ ากลั่น (DI Water) 1.25 ml ลงไปในหลอดทดลอง ตามด้วยตัวอย่างของสาร
สกัด 0.25 ml จากนั้นเติม 75 µl ของสารละลาย 5% NaNO2 ลงไปในหลอดทดลอง 
ผสมด้วย vortex และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 นาที  

2. เติม 150 µl ของ 10% ของสารละลาย AlCl3∙6H2O ลงไปในหลอดทดลอง  ผสมให้
เข้ากันด้วย vortex และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  

3. เมื่อครบก าหนดเวลา เติม 0.5 ml ของ 1 M NaOH ลงไปในหลอดทดลอง ตามด้วย 
DI water จนกระทั่งมีปริมาตรรวมเป็น 2.5 ml ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน
ด้วย vortex  

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ 510 nm โดยการใช้ Cecil 1000 Series 
spectrophotometer ค านวณเปรียบเทียบกับ calibration curve ของสาร
มาตรฐาน catechin มีค่าอยู่ระหว่าง 0.05-0.4 mg/ml 

5. รายงานความเข้มข้นของสารประกอบ flavonoid ในสารสกัดเป็น mg ของ 
catechin equivalent (CE) ต่อกรัมของสารสกัด 

3.10  ฤทธิ์ต่อต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 

เนื่องจากอนุมูลอิสระมีหลายชนิด และกลไกการต้านอนุมูลอิสระมีหลายประเภท การตรวจสอบ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก จึงใช้วิธีการทดสอบทั้งหมด 3 วิธีคือ ตรวจสอบ

ความสามารถในการ scavenging free radical ด้วยการใช้อนุมูลอิสระที่เสถียร DPPH•  ตรวจสอบ

ความสามารถในการรีดิวซ์ ด้วยวิธี FRAP ซึ่งทั้ง 2 วิธีนี้เป็นการทดสอบในหลอดทดลอง ส่วนวิธีที่ 3 เป็นการ
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ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดที่เกิดภายในเซลล์ ด้วยการใช้สาร DCFH-DA ที่สามารถให้สาร
เรืองแสงภายในเซลล์  

3.10.1  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay 

DPPH assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชั่น reagent ที่ใช้คือ 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) ซึ่งเป็น organic nitrogen radical ที่เสถียรและมีสีม่วง อยู่ใน

ตัวท าละลาย methanol ถ้าสารตัวอย่างมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ คือก าจัด (scavenge) 

free radical ได้ ความเข้มของสารละลายสีม่วงของ DPPH• จะจางลง และให้สารที่ดูดกลืนแสงได้ดีท่ีความ

ยาวคลื่น 517 nm  (Katsube et al., 2004)  ขั้นตอนการทดสอบมีดังนี้คือ 
1. เติม 0.1 ml ของแต่ละความเข้มข้นของสารสกัดลงไปในหลอดทดลอง ตามด้วย 3.9 

ml ของสารละลาย DPPH (2.5x10-2g/L methanol)  ผสมด้วย vortex บ่มในที่มืด 
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 45 นาท ี

2 วัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ 517 nm โดยการใช้ Cecil 1000 Series 
spectrophotometer 

3 การรายงานผลของฤทธิ์ในการท าลายอนุมูลอิสระกระท าในรูปแบบ  median 
inhibitory concentration  (IC50)  ซึ่งหมายความถึงความเข้มข้นของสารตัวอย่าง

ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH• ได้ 50%  ค่า IC50  ของสารสกัดหาได้โดยการสร้าง

กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง % การยับยั้ง  DPPH• กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง  

ค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่สามารถยับยั้ง DPPH•  ได้ 50% คือค่า IC50 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง  DPPH• สามารถค านวณไดต้ามสูตร 

Percent DPPH• scavenging activity = 
Acontrol  Asample

 Acontrol
 x 100 

Asample และ Acontrol คือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ของสารตัวอย่าง 

(หลอดทดลองมีสารสกัด และ DPPH•) และ กลุ่ม control (หลอดทดลองมีเฉพาะ DPPH•)   ตามล าดับ 

การลดลงของค่าการดูดกลืนสารละลาย DPPH• บ่งบอกถึงการเพิ่มขึ้นของฤทธิ์ในการท าลาย DPPH• 
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3.10.2  FRAP (ferric reducing/antioxidant power) assay 

FRAP assay เป็นวิธีตรวจสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชัน โดยอาศัยปฏิกิริยารี
ดอกซ์ และติดตามการเปลี่ยนแปลงสีของสารประกอบเชิงซ้อน คือ เมื่อสารประกอบเชิงซ้อน ferric 
tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) ได้รับอิเล็กตรอนจากสารต้านออกซิเดชัน จะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูป
สารประกอบเชิงซ้อน ferrous tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) ที่มีสีม่วงน้ าเงิน ที่สามารถดูดกลืนแสง
สูงสุดที่ 593 nm ความสามารถในการต้านออกซิเดชันของสารตัวอย่าง กระท าโดยการเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน แล้วรายงานเป็นค่า FRAP value การวัดความสามารถในการรีดิวซ์ของสารสกัดกระท าตามวิธี
ของ Benzie และ Strain (1996) ดังมีรายละเอียดของขั้นตอนดังนี้ 

1. เตรียมส่วนประกอบของ FRAP reagent คือ 0.1 M acetate buffer (pH 3.6), 10 
mM 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) solution ใน 40 mM HCl และ 
สารละลาย 20 mM FeCl3·6H2O  

2. น าส่วนประกอบของสารทั้ง 3 ชนิด ผสมรวมกันด้วยอัตราส่วน 10:1:1 (v/v/v) 

3. เติม 3 ml FRAP reagent ลงในหลอดทดลองที่มี 0.1 ml ของ สารสกัด และผสม
ด้วย vortex 

4. บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาท ีวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดที่ 593 nm 
โดยการใช้ Cecil 1000 Series spectrophotometer 

5. น าไปค านวณเปรียบเทียบกับ calibration curve ของสารมาตรฐาน vitamin C ที่มี
ค่าอยู่ระหว่าง 10-90 µg/ml 

6. รายงานความสามารถในการรีดิวซ์ของสารสกัด เป็น mg ของ vitamin C 
equivalent antioxidant capacity (VCEAC) ต่อกรัมของสารสกัด 

3.10.3  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Cellular antioxidant activity; CAA) 

งานวิจัยนี้เลือกใช้ DCFH-DA assay เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ หรือต้าน oxidative 
stress ภายในเซลล์ สาร DCFH-DA (2’,7’-dichlorofluorescin-diacetate) เป็นสารประกอบ non-
fluorescent ที่สามารถซึมผ่านเข้าสู่เซลล์  เมื่อเข้าสู่เซลล์ เอ็นไซม์ esterase ภายในเซลล์จะตัดหมู่ 
diacetate ออกจากโมเลกุลของ DCFH-DA ได้สาร DCFH ที่ข้ัวสูงขึ้น ท าให้อนุมูลอิสระท่ีอยู่ภายในเซลล์
สามารถ oxidize DCFH และให้ผลผลิตสุดท้ายเป็น DCF ซึ่งเป็นสาร fluorescent ที่เรืองแสง (Wolfe 
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และ Liu, 2007)  สัญญาณ fluorescent ที่เกิดจาก DCF จึงเป็นค่าแปรผันตาม intracellular oxidative 
stress ภายในเซลล์  การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ของ  DCFH-DA assay ด าเนินตามวิธีการ
ของ Kim  et al.,  2011 โดยมีการดัดแปลงเล็กน้อย ดังมีรายละเอียดของขั้นตอนดังนี้  

1. เก็บเก่ียวเซลล์ RAW264.7 ที่เลี้ยงใน petri dish ขนาด 100x15 mm โดยการใช้ 
cell scraper  

2. เติมเซลล์ RAW264.7 (4x104 เซลล์/หลุม) ที่อยู่ใน complete media ลงไปในหลุม
ของ 96 well plate Costar black/clear bottom จากนั้นบ่มเซลล์เป็นเวลา 16-
18 ชม ที่ 37°C และ 5% CO2 

3. ล้าง media ออกจากเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง  ในการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใน
เซลล์ด้วยสารสกัด บ่มเซลล์ล่วงหน้ากับสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (50, 150 และ 
250 µg/ml) ของ 95EE-FLP และ WE-FLP หรือบ่มร่วมกับ antioxidant positive 
control ได้แก่ catechin (250 µM), resveratrol (20 µM) และ quercetin (10 
µM)  เป็นเวลา 24 ชม. ส าหรับความเข้มข้นของสารสกัดที่เลือกใช้ ได้จากการทดลอง
เบื้องต้น (preliminary study) ที่หาความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดท่ีไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ RAW264.7 (ดังรายละเอียดในหัวข้อที่ 3.9 การหาความเข้มข้นของสารสกัดที่
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์) 

4. เมื่อครบ 24 ชม. ล้างสารสกัดออกจากเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง ตามด้วยการเติม 20 
µM DCFH-DA ที่อยู่ใน HBSS ลงไปในแต่ละหลุม และบ่มในที่มืดต่ออีกเป็น
ระยะเวลา 30 นาท ี (ภายหลงัการเติม DCFH-DA ห่อ plate ด้วย aluminum foil 
เพ่ือป้องกันแสง และขั้นตอนต่อไปในการทดลองให้กระท าในห้องที่มีแสงไฟสลัว) 

5. เมื่อครบ 30 นาที ล้าง DCFH-DA ออก ด้วย PBS 2 ครั้ง และขั้นสุดท้ายเติม
ตัวกระตุ้น 500 µM tBuOOH ลงไปในแต่ละ หลุม 

6. ติดตามผลโดยวัด intensity ของ fluorescence signal แบบ time-dependent 
ด้วย excitation wavelength ที 485 nm และ emission wavelength ที่ 535 
nm โดยการใช้ Gemini EM fluorescence microplate reader  
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3.11.  การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดเพื่อใช้กับเซลล์ RAW264.7  

เนื่องจากโครงการวิจัยนี้  ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ และฤทธิ์ต้านการอักเสบของฮ
ว่านง็อกในการโดย DCFH-DA assay  และศึกษาด้วยการยับยั้งการสร้าง NO  iNOS และ COX-2  ในการ
ทดลองเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพเหล่านี้ของสารสกัดต่อ  RAW264.7 เซลล์ จึงจ าเป็นต้องหาความเข้มข้นที่
เหมาะสมของสารสกัดท่ีไมก่่อให้เกิดพิษต่อเซลล์เพ่ือใช้ในงานทดลอง 

3.11.1  การเพาะเลี้ยงเซลล์ RAW264.7 

อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์ RAW264.7 คือ RPMI-1640  ที่เติม (supplement) 
10% heat-inactivate fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin และ 100 µg/ml 
streptomycin และ 25 mM HEPES เพ่ือให้เป็น complete media  เลี้ยงเซลล์ในตู้ carbon dioxide 
incubator ภายใต้สภาวะ 37°C, 5% CO2  และความชื้นประมาณ 95% จนกระทั่งเซลล์เจริญเติบโต คล
อบคลุมพ้ืนทีผ่ิว flask (confluence) ที่ใช้เลี้ยงเซลล์ทุกครั้งประมาณ 80%  ก่อนน าไปใช้ในการทดลอง 

3.11.2  การ trypsinize เซลล ์ 

ในกรณีที่การเจริญของเซลล์สายพันธุ์เป็นประเภทต้องการสิ่งเกาะยึด (adherent cell)  
การเก็บเกี่ยว (harvest) หรือน าเซลล์ออกจาก culture flask  สามารถกระท าไดโ้ดยใช้ trypsin ซึ่งเป็น 
protease ท าลายโปรตีนที่เซลล์ใช้ในการเกาะยึดพื้นที่ผิวใน flask ที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ (culture flask) 
เรียกวิธีการนี้ว่า การ trypsinize เซลล์  โดยทั่วไป การ trypsinize เซลล์กระท าเมื่อปริมาณเซลล์เจริญคลุม
พ้ืนที่ผิวใน culture flask ประมาณ 80-90 %  รายละเอียดของขั้นตอนในการ trypsinize เซลล์ มีดังนี้คือ 

1. Pipette complete RPMI หรือ DMEM media ออกจากเซลล์ที่อยู่ใน culture 
flask 

2. ล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วย PBS 

3. Trypsinize เซลล์ออกด้วยการใช้สารละลาย trypsin (0.25% trypsin 1 mM EDTA 
ใน PBS) โดยใช้ปริมาตรของสารละลาย trypsin ให้น้อยที่สุด  แต่สามารถคลุมพ้ืนที่
ผิวทั้งหมดของเซลล์ ซึ่งกระท าโดยขยับ flask ไปมาอย่างนิ่มนวลให้ trypsin ไหลคลุม
ผิวเซลล์ให้ทั่ว เช่น ถ้าใช้ culture flask ขนาดกลาง ที่มีพ้ืนที่ผิว 75 m2 ใช้ trypsin 
ประมาณ 50- 100 µl 
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4. บ่มเซลล์ร่วมกับ trypsin ที่ตู้บ่ม 37 oC 5% CO2 เป็นระยะเวลาประมาณ 5-10 นาที  
ในระหว่างการบ่ม น าเซลล์ออกมาตรวจดูเป็นระยะด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ 
(invert microscope) เพ่ือดูว่าเซลล์ได้หลุดจากพ้ืนที่ผิวเกาะยึดหมดหรือยัง ทั้งนี้
สามารถเคาะ flask เบา ๆ และหมั่นกลิ้ง trypsin ให้คลุมพ้ืนที่ผิวให้ทั่ว flask เพ่ือ
ช่วยให้เซลล์หลุดง่ายขึ้น  ระยะเวลาของการบ่มเซลล์กับ trypsin ควรใช้ระยะเวลาให้
สั้นที่สุดเท่าที่จะกระท าได้ และไม่ควรใช้เวลามากกว่า 15 นาที เพราะ trypsin เป็น 
protease  ถ้าสัมผัสกับเซลล์นานเกินไปเกิดเป็นพิษต่อเซลล์ได ้

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

6. ท าการปั นเหวี่ยงเซลล์ที่ 1,500 rpm เป็นระยะเวลา 10 นาท ี

7. ล้างเซลล์ 1 ครั้งด้วย PBS และ resuspend เซลล์ใน media ที่ต้องการใช้ในการ
ทดลอง  

3.11.3  การหาความเข้มข้นของสารสกัดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ RAw264.7  

การหาความเข้มข้นของสารสกัดท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เริ่มต้นด้วยการบ่มสารสกัดท่ีความ
เข้มข้นแตกต่างกันร่วมกับเซลล์ การหาปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ภายหลังการบ่ม กระท าโดย 3  วิธีที่แตกต่าง
กัน คือ MTT assay, trypan blue exclusion  และ propidium iodide  (PI) staining รายละเอียดของ
ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้คือ 

3.11.3.1  การบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัด  

1. ในกรณีที่ใช้วิธี MTT  และ trypan blue ใส่เซลล์ RAW264.7 (5x104 

เซลล์/หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate  ส าหรบัวิธีที่ใช้การ
ย้อมเซลล์ด้วย  PI  ใส่เซลล์  (2x106 เซลล์/หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 
6-well plate  

2. น าเซลล์ที่อยู่ใน plate เข้าบ่มค้างคืน (24 ช.ม.) ในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ
ไว้ที่ 37°C, 5% CO2   

3. หลังจากนั้น เติมสารสกัดลงไปในแต่ละหลุมของ culture plate โดยให้
ความเข้มข้นสุดท้ายของสารสกัดเป็น 0.05, 0.25, 0.5, 1.00 และ 1.5 
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mg/ml (ส าหรับ 95EE-FLP)  และ ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.10, 0.50, 
1.50, 4.50 และ 13.50 mg/ml (ส าหรับ WE-FLP)  บ่มเซลล์ต่ออีกเป็น
ระยะเวลา 24 ชม. ตัวท าละลายควบคุม (vehicle control) ของ 95EE-
FLP และ WE-FLP คือ 0.25% DMSO และ complete media 
ตามล าดับ 

4. เมื่อครบก าหนดเวลา ท าการประเมินความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์
ด้วยการใช้ 3วิธีเปรียบเทียบกัน คือ MTT assay, trypan blue exclusion 
และ PI staining 

3.11.3.2 MTT assay 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromide) เป็นสีสังเคราะห์ ประเภท tetrazolium salt   การใช้ MTT assay ประเมินปริมาณเซลล์ที่มี
ชีวิตนั้น อาศัยหลักการว่า เฉพาะเซลล์ที่มีชีวิต หรือมี metabolically active เท่านั้น ที่สามารถใช้เอนไซม์ 
succinate dehydrogenase ใน mitochondria เปลี่ยน MTT   ให้เป็น  formazan product โดย
ปฎิกริยา reduction   formazan product ที่เกิดขึ้นมีสีม่วงน้ าเงินที่ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 550-600 nm 
(Mosman 1983; Denizot และ Lang, 1986) ดังนั้น ค่าการดูดกลืนแสงที่เป็นสัดส่วนโดยตรงกับ 
formazan product  จึงแปรผันโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase  ซึ่งขึ้นกับจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตนั่นเอง  การประเมินความเป็นพิษของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่ได้จาก 95EE-FLP และ WE-
FLP ต่อเซลล์ RAW264.7 ด้วย MTT assay ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Chun et al. (2007)  โดยมี
รายละเอียดตามขั้นตอนดังนี้ 

1. ภายหลังการบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดใน 96 well plate เติม 100 µl 0.5 

mg/ml ของ MTT dye solution ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate 
และ บ่มที ่37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 4 ชม. 

2. เมื่อครบ 4 ชม. น า 96 well plate ไปปั นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm, 4˚C เป็น
เวลา 10 นาที เท supernatant  ออกจาก plate  

3. เติม 100 µl DMSO ลงไปในแต่ละหลุมเพ่ือละลาย formazan crystal ให้

อยู่ในรูปของสารละลายสีม่วง 
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4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ด้วย Benchmark Plus Microplate 
Spectrophotometer System  

5. ค านวณเปอร์เซนต์ของเซลล์ที่มีชีวิตด้วยสมการดังต่อไปนี้ 

  เซลล์มีชีวิต  
ค่าเฉลี่ย  D กลุ่มทดสอบ

ค่าเฉลี่ย  D กลุ่มทดลอง
 100 

3.11.3.3  Trypan blue exclusion 
การประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยการใช้สี trypan blue  อาศัยหลักการ

ว่า สี trypan blue ไม่สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีชีวิตได้ ดังนั้น เมื่อส่องดูเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
สามารถนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต และเซลล์ตายได้ เพราะเซลล์ที่มีชีวิตจะใส ย้อมไม่ติดสีของ trypan blue  
เฉพาะเซลล์ที่ไม่มีชีวิตเท่านั้นที่ย้อมติดสีน้ าเงินของ trypan blue  การประเมินความเป็นพิษของสารสกัด
หยาบจากใบฮว่านง็อกต่อเซลล์ RAW264.7 ด้วยวิธีการย้อมสีด้วย trypan blue มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. หลังจากบ่มเซลล์ด้วยสารสกัด ล้างสารสกัดออกจากเซลล์ 3 ครั้งด้วย PBS 
และ เก็บเกี่ยวเซลล์โดยการใช้ 0.25% trypsin-EDTA (รายละเอียดใน
หัวขอ้ 3.11.2 การ trypsinize เซลล์ ) 

2. ย้อมเซลล์ด้วย 0.4% (w/v) trypan blue (เตรียมใน PBS) โดยใช้
อัตราส่วนเซลล์ 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) และเซลล์ที่ไม่มี
ชีวิต (เซลล์ติดสีน้ าเงิน) ใน haemocytometer ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์
แบบพ้ืนสว่าง (light microscope)  

5. ค านวณเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่มีชีวิตโดยใช้สมการ: 

เปอร์เซ็นต์เซลล์ที่มีชีวิต   
จ านวนเซลล์ทั้งหมด จ านวนเซลล์ที่ตาย

จ านวนเซลล์ทั้งหมด
  100  
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3.11.3.4 Propidium iodide staining 

หลักการของการทดสอบคือ propidium iodide (PI) เป็นโมเลกุลเรืองแสง 
(fluorescent molecule)  ที่ไม่สามารถซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ที่มีชีวิตได้ เฉพาะเซลล์ซึ่งมีเยื่อหุ้ม
เซลล์ที่เสียหาย ซ่ึงอาจเป็นเซลล์ซี่งก าลังตาย หรือเซลล์ที่ตายแล้วเท่านั้น ที่ยอมให้ PI ผ่านเข้าสู่เซลล์  เมื่อ
เข้าสู่เซลล์ PI  ซ่ึงเป็น 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) การประเมิน
ความเป็นพิษของสารสกัดใบฮว่านง็อกท่ีได้จาก 95EE-FLP และ WE-FLP ต่อเซลล์ RAW264.7 ด้วยวิธีการ
ย้อมสี PI  ใช้วิธีการของ Düchler และ Stepnik (2008) โดยมีการดัดแปลงเล็กน้อย และมีขั้นตอน
ดังต่อไปนี้ 

1. หลังจากท่ีบ่มเซลล์ด้วยสารสกัด ล้างสารสกัดออกจากเซลล์ด้วย PBS 3 ครั้ง 

2. เก็บเก่ียวเซลล์ด้วยการใช้ 0.25% trypsin-EDTA (รายละเอียดในหัวข้อ 
3.11.2 ) และย้ายเซลล์ที่อยู่ใน PBS ลงไปใน 5 ml ของ flow-tube  

3. ปั นเหวี่ยงเซลล์ที่อยู่ใน flow-tube เท PBS ออก และย้อมเซลล์โดยใส่ 100 
µl ของ PI solution (1 mg/ml stock solution ที่เจือจาง 1:200) บ่ม
เซลล์กับ PI ในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที 

4. หลังจากนั้นล้างเซลล์ด้วย PBS และน ามาวิเคราะห์ผลโดยการใช้ BD 
FACSCalibur flow cytometer 

3.12 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

การหาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดฮว่านง็อก งานวิจัยนี้ศึกษาการยับยั้งการสร้าง NO ควบคู่
ไปกับการยับยั้งการแสดงออกของเอนไซม์ iNOS  และ COX-2  รวมทั้งผลต่อ proinflammatory 
cytokines ในระดับ protein และ gene  

3.12.1 การหาปริมาณ nitric oxide  

หลักของการทดสอบคือ เมื่อเซลล์ macrophage RAW264.7 ถูกกระตุ้นด้วย LPS และ 

IFN- เกิดการสร้าง NO ซึ่งไม่เสถียร ใน culture media  NO จะถูกออกซิไดซ์อย่างรวดเร็วได้ nitrite ซ่ึง
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เป็น product ทีม่ีความเสถียรของ NO  ปริมาณ nitrite สามารถตรวจวัดได้ง่ายโดยใช้ Griess reagent 
(Green et al., 1982) ดังนั้น จึงนิยมใช้ปริมาณ nitrite ใน culture เพ่ือบ่งบอกปริมาณของ NO ที่
สังเคราะห์ข้ึน แทนที่จะวัดปริมาณของ NO โดยตรงซึ่งกระท าได้ยาก  วิธีการหาปริมาณ NO โดยหาเป็น
ปริมาณ nitrite ใน culture ด้วยการใช้ Griess reagent กระท าตามวิธีของ Oliveira et al. (2012)  ดังมี
รายละเอียดของขั้นตอนดังนี้คือ  

1. ใส่เซลล์ RAW264.7 cells (2x105 เซลล/์หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well 
plate และบ่มเซลล์ไว้เป็นเวลา 3 ชม. เพ่ือให้เซลล์ติดพ้ืนที่ผิวของหลุม 

2. เติม antioxidant control ได้แก่ vitamin C (500 µM) และ สารสกัดฮว่านง็อก 
95EE-FLP และ WE-FLP (50, 100, 150, 200 and 250 µg/ml) ลงไปในแต่ละหลุม 

3. หลังจากการบ่มเป็นเวลา 1 ชม. กระตุ้นการสร้าง NO ด้วยการเติม LPS 1 µg/mL+ 
IFN- 25 U/ml และบ่มต่ออีกเป็นระยะเวลา 24 ชม. 

4. เมื่อครบ 24 ชม. น า 96 well plate ไปปั นเหวี่ยง แล้วย้าย 100 µl ของ 
supernatant ไป 96 well plate ใหม ่

5. เติม 100 µl ของ Griess reagent [1% sulfanilamide, 0.1% 
naphthylethylenediamine dihydrochloride และ 3% phosphoric acid]. ลง
ไปใน plate ใหมท่ี่มี  supernatant  ผสมให้เข้ากัน และบ่มในที่มืดเป็นเวลา 10 
นาท ี 

6. วัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ 540 nm โดยการใช้ Benchmark Plus Microplate 
Spectrophotometer System  

7. ปริมาณของ nitrite ในตัวอย่าง ค านวณได้โดยเทียบกับ calibration curve ของสาร
มาตรฐาน sodium nitrite 

3.12.2  การวิเคราะห์การแสดงออกของเอนไซม์ iNOS และ COX-2 

3.12.2.1 การเตรียม protein lysate 

1.  Plate เซลล์ RAW264.7 (2x106 เซลล์/หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 6 
well plate และบ่มเซลล์เป็นระยะเวลา 3 ชม เพ่ือให้เซลล์ติดที่พ้ืนที่ผิว
ของแต่ละหลุม 
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2. เติมสาร antioxidant control ได้แก่ trolox (50 µg/ml) และ vitamin C 
(500 µM) รวมทั้งสารสกัดด้วย 95EE-FLP และ WE-FLP (50, 100, 150, 
200 และ 250 µg/ml) ลงไปในแต่ละหลุม 

3. หลังจากบ่มป็นเวลา 1 ชม. กระตุ้นเซลล์ด้วย LPS (1 µg/ml)+ IFN- (25 
U/ml) เป็นเวลาอีก 18 ชม 

4. ล้างสารสกัดออกจากเซลล์ 3 ครั้งด้วย PBS และเติม 150 µl ของ ice-
cold lysis buffer (1 ml RIPA buffer, 2 mM PMSF, 2 µM 
leupeptin, และ 1 µl E-64) เป็นเวลา 20 นาท.ี 

5. เมื่อครบ 20 นาที ย้าย cell lysate ที่อยู่ในแต่ละหลุมของ 6 well plate 
ไปที่  microcentrifuge tubes และ ปั นเหวี่ยงที่ 14,000 x g ที่ 4°C เป็น
เวลา 30 นาท.ี 

6. เก็บ supernatant ไว้ใน -80˚C เพ่ือน าไปท า Western blot ต่อใน
ขั้นตอนต่อไป และอีกส่วนหนึ่งน าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน 

3.12.2.2 การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน 
วิเคราะห์หาปริมาณของโปรตีนใน lysate โดยใช้วิธีของ Lowry et al., 

(1951) โดยมีขั้นตอนการทดสอบดังต่อไปนี้ 
1. เจือจาง protein lysate ใน lysis buffer (1:10) 

2. เติม 20 µg ของโปรตีนที่ถูกเจือจางแล้ว ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well 
plate ตามด้วย 200 µl ของ reagent D และบ่มเป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง 

3. เติม 20 µl ของ reagent C ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plat และบ่ม
ที่อุณหภูมิห้องอีกเป็นเวลา 30 นาที  

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ 750 nm โดยการใช้ Benchmark 
Plus Microplate Spectrophotometer System หาปริมาณโปรตีนของ
สารสกัดโดยใช้ calibration curve ของสารมาตรฐาน bovine serum 
albumin (BSA)  
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3.12.2.3  SDS-PAGE gel electrophoresis และ Western blot 

การค้นหาฤทธิ์ของสารสกัดใบฮว่านง็อก 95EE-FLP และ WE-FLP ต่อการ
แสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 กระท าโดยใช้เทคนิค Western blot ซึ่งเริ่มจาการแยกโปรตีน
โดย polyacrylamide gel electrophoresis ตามวิธีการของ Laemmli (1970) และหาชนิดโปรตีน iNOS 
และ COX-2 โดยใช้ monoclonal antibody ที่จ าเพาะต่อโปรตีนทั้งสอง  ขั้นตอนการทดสอบมี
รายละเอียดดังนี้คือ 

1. น า cell lysate ไปต้มเป็นเวลา 5 นาที ใน 6X sample buffer (50 mM 
Tris-base, pH 7.4, 4% SDS, 10% glycerol, 4% 2-
mercaptoethanol, 0.05 mg/ml ของ bromophenol blue) (ใช้
อัตราส่วน sample : buffer = 5: 1 v/v) 

2. โหลด (load) โปรตีนโดยใช้ 30 µg ของ cellular protein lysate ลงใน
แต่ละ lane ของ sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) กระท าการแยกโปรตีนที่ 125 โวลต์ เป็น
เวลา 120 นาที (ใช้ 7.5% polyacrylamide ส าหรับ iNOS และ 10% 
ส าหรับ COX-2)  

3. ย้ายโปรตีนที่อยู่ในแผ่นเจลไปที่ nitrocellulose membrane โดยการ 
blot ที่ 80 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง 

4. Block nitrocellulose membrane ด้วยการใช้ 5% nonfat milk ใน 
0.1% Tween-20 PBS-buffer (TPBS) โดยท าการบ่มข้ามคืนที่ 4˚C 

5. บ่ม nitrocellulose membrane ด้วย 1:1000 dilution ของ primary 
antibody anti-iNOS mouse monoclonal หรือ 1:2000 dilution ของ 
primary antibody anti-COX-2 mouse polyclonal ทีอุ่ณหภูมิห้องเป็น
เวลา 2 ชม 

6. ตรวจสอบและ normalize โปรตีนที่ load ในแต่ละเลนว่ามีปริมาณเท่ากัน
จริง โดยบ่ม nitrocellulose membrane ด้วย primary antibody anti-
tubulin mouse monoclonal antibody ที่ได้เจือจาง 1 : 2000 ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชม 
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7. ภายหลังการบ่มด้วย primary antibody ล้าง nitrocellulose 
membrane ด้วย TPBS 3 ครั้ง ๆ ละ 10 นาที และบ่ม nitrocellulose 
membrane ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชม. ด้วย 1:10,000 dilution ของ 
secondary antibody goat-anti-mouse-HRP conjugate ส าหรับ 
iNOS และ tubulin และ goat- anti-rabbit IgG-HRP conjugate ส าหรับ 
COX-2 

8. ภายหลังการบ่มด้วย secondary antibody ล้างแผ่น membrane ด้วย 
TPBS 3 ครั้ง ๆ ละ 10 นาท ี 

9. ในห้องมืด เติม ECL Western Blotting Substrate (Piearce Protein 
Research Products) ลงไปบน nitrocellulose membrane เคลือบให้
ทั่วพื้นที่ผิว โดยบ่มเป็นเวลา 3 นาที ตามด้วยการประกบกับฟีลม์ 

10. รายงานผลปริมาณการแสดงออกของโปรตีนโดยการใช้ software imageJ 
และ normalize โดยใช้แบนของ tubulin เป็นเกณฑ์ 

3.12.3  การยับยั้ง proinflammatory cytokines ของสารสกัด 

LPS เป็น endotoxin ที่สามารถกระตุ้นเซลล์ macrophage ให้สร้าง 
proinflammatory cytokines รวมทั้ง IL-6 และ TNF-  (Guha and Mackman, 2001) ซึ่งเป็นสาร
สื่อกลาง (mediators) ที่มีความส าคัญยิ่งต่อกระบวนการอักเสบเพราะ proinflammatory cytokine IL-6 
และ TNF- มีบทบาทส าคัญในการชักน าให้เกิดการสร้าง acute phase protein เช่น CRP และ 
protease inhibitors และมีความเกี่ยวข้องกับปฎิกริยาต่างๆ ในภาวะที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น การ
เป็นไข้ (fever)  การหลั่ง corticosteroid การตอบสนองต่อภาวะติดเชื้อ และ cytokine ทั้งสองมีระดับ
เพ่ิมสูงขึ้นในแทบทุกระยะระหว่างภาวะที่เกิดการอักเสบ จึงเป็นเป้าหมายหนึ่งที่ส าคัญในการรักษาเชิง
คลินิก (Xing et al., 1998; Scheller et al., 2011; Popko et al., 2010)  ดังนั้น นอกเหนือจาก
การศึกษาผลต่อการสร้าง NO, iNOS และ COX-2 งานวิจัยนี้ยังศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของฮว่านง็อก
เพ่ิมเติม ด้วยการตรวจสอบความสามารถของสารสกัด 95EE-FLP ในการยับยั้งการสร้าง IL-6 และ TNF-  
ในระดับโปรตีน และระดับการแสดงออกของ gene ใน RAW 264.7 เซลล์ ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS ดัง
มีรายละเอียดของการทดลองดังนี ้
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3.12.3.1  การบ่ม  RAW264.7 เซลลก์ับสารสกัด  

1. Plate เซลล์ RAW264.7 (2x106 เซลล์/หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 6 
well plate และบ่มเซลล์ค้างคืน (ประมาณ 16 ชม.) ที่ 37oC 5% CO2 
เพ่ือให้เซลล์ติดที่พ้ืนที่ผิวของแต่ละหลุม 

2. วันรุ่งขึ้น บ่มเซลล์ล่วงหน้ากับตัวท าละลาย (0.125% DMSO) หรือ สาร
สกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  (50, 150, และ 250 µg/ml) เป็น
ระยะเวลา 1 ชม  

3. หลังจากการบ่ม 1 ชม. กระตุ้นเซลล์ RAW264.7 ด้วย 100 ng/ml LPS  
และบ่มเซลล์ต่ออีกเป็นระยะเวลา 8 ชม 

4. เมื่อครบก าหนดเวลา  น า culture plate ไปปั นเหวี่ยงที่ 300xg เป็นเวลา 
5 นาที เก็บส่วนที่เป็น supernatant ไว้ที่ตู้แข่แข็ง -80 oC เพ่ือน ามา
วิเคราะห์หาปริมาณของ proinflammatory cytokines  IL-6 และ TNF-

ต่อไป (รายะละเอียดในหัวข้อ3.12.3.2) 

5. หลังจากเก็บ supernatant เก็บเก่ียว RNA  ของเซลล์ที่เหลือติดอยู่ที่ก้น
หลุมใน 6 well plate ด้วยการท าให้เซลล์แตกโดยใช้ 175 µl lysis buffer 

จาก SV Total RNA Isolation kit (Promega, Madison, WI)  เก็บ
ตัวอย่างไว้ที่ตู้แช่แข็ง -80 oC เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของ IL-6 และ 
TNF- ในระดบั gene ต่อไป 

3.12.3.2  การวิเคราะห์หาปริมาณ TNF- และ IL-6  

ปริมาณของ TNF-  และ IL-6 ที่สร้างโดยเซลล์ RAW264.7 เมื่อได้รับการ
กระตุ้นด้วย LPS วิเคราะห์โดยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซึ่งเริ่มจากการ
เคลือบ plate ด้วย monoclonal antibody (mAb) ที่จ าเพาะต่อ cytokine ที่ต้องการหาปริมาณ ตาม
ด้วยใส่ตัวอย่างทดสอบที่มี cytokine  หลังจากนั้น ใช้ mAb ชนิดที่ 2 ที่มีความจ าเพาะต่อ cytokine 
เดียวกัน แต่จับกับ epitope ของ cytokine ที่ต่างกันกับ mAb ชนิดแรก (epitope คือต าแหน่งบน 
antigen ที่สามารถกระตุ้นการตอบสนองของ Ab บางครั้งเรียกว่า antigenic determinant) เมื่อติดฉลาก 
mAb ชนิดที่ 2 ด้วย enzyme หรือ biotin ก็จะสามารถหาปริมาณของ cytokine  ได้ด้วยการใส่ 
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substrate (ในกรณีที่ติดฉลากด้วย enzyme) หรือใส่ streptavidin ที่เชื่อมติดกับ enzyme 
(streptavidin-conjugated enzyme) (ในกรณีที่ติดฉลากด้วย biotin) ซึ่งในกรณีหลังต้องตามด้วย 
substrate ในขั้นตอนสุดท้าย ก่อให้เกิด product ที่มีสี ซึ่งสามารถวัดปริมาณได้ด้วย colorimetric 
method โดยสีของ product ที่เกิดขึ้น เป็นปฎิภาคโดยตรงกับปริมาณของ cytokine ที่ถูกจับโดย mAb ที่
จ าเพาะทั้งสอง 

ส าหรับโครงการนี้ หาปริมาณ TNF- และ IL-6 โดยเทคนิค ELISA ตามวิธี
ของ Condie et al. (1966) ดังมีรายละเอียดของการทดสอบดังนี้ 

1. เคลือบ mAb ที่จ าเพาะต่อ TNF-  หรือ IL-6 ลงในแต่ละหลุมของ  
immunolon strip plates  ด้วย 50 µl ของ 1 µg/ml anti-mouse/rat 

TNF-หรือ anti-mouse IL-6  ตามล าดับ บ่มข้ามคืนที ่4oC 

2. วันรุ่งขึ้น ล้าง mAb ส่วนเกิน ที่ไม่ได้จับกับหลุมออก 3 ครั้ง  ด้วยการใช้ 
250 µl PBST (0.02% Tween 20 ใน phosphate buffered saline, 

pH 7.4) ในแต่ละครั้ง 

3. เพ่ือไม่ให้เกิดต าแหน่งที่มีการจับอย่างไม่จ าเพาะเจาะจง  (non-specific 
binding site) block ช่องว่างในแต่ละหลุมที่อาจไม่มี Ab เคลือบด้วย 
300 µl 3% bovine serum albumin (BSA) ใน PBST เป็นเวลา 1 ชม. 

ที่อุณหภูมิห้อง  

4. ล้าง BSA ส่วนเกินที่ไม่ได้จับกับหลุมออกด้วย 250 µl PBST  จ านวน 3 

ครั้ง 

5. ใส่ตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ 50 µl ลงในแต่ละหลุม  (supernatant จาก

เซลล์ RAW264.7 ที่บ่มร่วมกับสารสกัดและกระตุ้นด้วย LPS (ในหัวข้อ 
3.12.3.1) หรือ สารอ้างอิง (mouse TNF-recombinant protein  
หรือ mouse IL-6 recombinant protein) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เพ่ือ
เตรียม standard curve  สารอ้างอิง IL-6 ใช้ความเข้มข้น 62.5, 125, 
250, 500, 1000 U/ml  ส าหรับ TNF- ใช้ความเข้มข้น 0.5, 1, 2, 4, 8, 
16 ng/ml  บ่ม plate เป็นเวลา 1 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง 
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6. ล้างด้วย 250 µl PBST  จ านวน 3 ครั้ง 

7. ใส่ 50 µl 1 µg/ml biotinylated anti-mouse/rat TNF- หรือ 

biotinylated anti-mouse IL-6 เจือจางใน 3% BSA-PBST บ่มเป็นเวลา 
1 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง 

8. ภายหลังการล้าง 3 ครั้ง  ใส่ 50 µl streptavidin-peroxidase 

conjugate ที่ได้เจือจาง 33.3 เท่า บ่มต่ออีก 1 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง 

9. ภายหลังการล้าง 3 ครั้ง ใส่ TMB substrate  และหยุดปฎิกริยาด้วย 100 
µl 6N H2SO4 

10. วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายด้วยความยาวคลื่น 450 nm ใช้ EL-
808 microplate reader  

3.12.3.3  การหา gene expression ของ TNF- และ IL-6 

การหาการแสดงออกของ proinflammatory gene TNF- และ IL-6 กระท า
โดยใช้เทคนิค real-time qRT-PCR (real time quantitative reverse transcription polymerase 
chain reaction) ซึ่งเป็นเทคนิคที่พัฒนาจาก PCR (polymerase chain reaction) แบบดั้งเดิม แต่ใช้การ
ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงประเภท fluorochrome  ท าให้สามารถติดตามดูปฎิกริยาของ PCR ได้ทุกระยะ 
และติดตามปริมาณของ DNA เป้าหมายที่เพ่ิมขึ้นตามความเป็นจริงในแต่ละรอบ (cycle) ของปฎิกริยา 
PCR  ที่ก าลังเกิดขึ้นในขณะนั้น (real time)  เทคนิคนี้ ช่วยให้สามารถหาค่าของ PCR product หรือ DNA 
เป้าหมายทีก่ าลังเกิดข้ึนในเชิงปริมาณได้อย่างแม่นย าในแต่ละรอบ (cycle) ของ PCR  โดยไม่ต้องตรวจสอบ
ด้วยการ run gel electrophoresis  เหมือน PCR  ดั้งเดิม  ในปัจจุบัน การตรวจสอบทางเคมีของ real 
time PCR อาจใช้สีที่แทรกจับกับ DNA เช่น SYBR Green I dye หรือใช้เป็นประเภท probe (probe 
based) ทีเ่ป็นสาย DNA เส้นเดี่ยวที่ติดฉลากด้วย fluorophore  ซ่ึงมีใหเ้ลือกใช้งานหลากหลายรูปแบ เช่น 
Taqman, Molecular Beacons, Scorpions, MGB hybridization probes, AmpliFluor proes, LUX 
(light upon extenstion) probe เป็นต้น (Arya et al., 2005, Mirmajlessi and Loit, 2016; Wong 
and Medrano, 2005)   ส าหรับโครงการวิจัยนี้ เลือกใช้ TaqMan probes (NCBI, www, 2012) และหา
ปริมาณการแสดงออกของ TNF- และ IL-6 gene ในเชิงปริมาณแบบเทียบสัดส่วน (relative 
quantification)  ความเปลี่ยนแปลงระหว่างกลุ่มทดลอง (เมื่อมีสารสกัด) กับกลุ่มควบคุม (ไม่มีสารสกัด)  
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โดยใช้ The comparative CT Method (ΔΔCT Method) ตามวิธีที่ระบุของบริษัท (AB Applied 
Biosystems, Foster City, CA)  การทดลองในส่วนนี้ กระท าการทดลองในห้องปฎิบัติการที่ Centre of 
Integrative Toxicology, Michigan State University  โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. 
Norbert Kaminiski  ให้ไปใช้เครื่อง real time PCR ในห้องปฎิบัติการ ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้ 

1. น า cell lysate ที่ได้จากการสลายเซลล์ RAW264.7 ที่บ่มร่วมกับสารสกัด
และกระตุ้นด้วย LPS ในหัวข้อ..) มาสกัด total RNA ด้วยการใช้ SV total 
RNA isolation kit ตามวิธีที่ระบุของบริษัท 

2. หาปริมาณของ RNA ที่สกัดโดยใช้ Nanodrop ND-1000 
spectrophotometer  

3. qRT-PCR กระท าใน Applied Biosystems 7900 PRISM Thermo-
cycler  โดยใช้ Taqman assay system ดังมีขั้นตอนดังนี้ 

3.1 Total RNA 250 ng ในปฎิกริยาที่มีปริมาตรรวม 25 µl  ถูก 

reverse transcribed ได้ cDNA (complementary DNA) โดย
ใช้ High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (AB 
Applied Biosystems, Foster City, CA) ด้วยวิธีที่ระบุในบริษัท 

3.2 เตรียมปฎิกริยาของ PCR  (ปริมาตร 20 µl)  ที่มีส่วนประกอบ

ดังนี้  
 cDNA ที่เป็นtemplate       2 µl 
 primer ของ gene เป้าหมาย     1 µl 
 18S ribosomal RNA       1 µl 
 TaqMan Universal PCR Master Mix   10 µl 
 น้ า (nuclease free)       6  µl 

รวม      20 µl 
 

3.3 ภายหลังการท าปฎิกริยา PCR ปรับค่าปริมาณ mRNA ของ 
gene เป้าหมาย (TNF- หรือ IL-6) ให้ถูกต้องด้วยการ 
normalize กับ endogenous reference 18S rRNA และ
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เทียบกับ calibrator (กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้บ่มร่วมกับสารสกัด) 
ซึ่งได้จากการค านวณจากสูตร 2-ΔΔCT  และรายงานผลการ
แสดงออกของ gene เป็นจ านวนเท่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่
เซลล์ไม่ได้บ่มร่วมกับสารสกัด ตามหลักการที่ระบุในบริษัท 
(Bulletin 2, PN 4303859, AB Applied Biosystems; Bustin 
and Nolan, 2008; Overbergh et al., 2003) 

 
3.13 การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดฮว่านง็อก 

การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัด ใช้  2 แนวทางที่แตกต่างกัน  แนวทางแรกเป็นการศึกษา 
in vitro  เพ่ือดูความเป็นพิษของสารสกัดโดยตรงต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์  4 ขนิด  และคัดกรองเซลล์สาย
พันธุ์ที่มีความไวต่อความเป็นพิษ เพ่ือศึกษากลไกการชักน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งโดยสารสกัดว่า
เกิดผ่านกระบวนการ apoptosis หรือไม่  ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งในแนวทางที่ 2 ใช้ in vivo 
model  เพ่ือดูความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ ที่เป็นกระบวนการส าคัญใน
การส่งเสริมการเจริญและพัฒนาการของก้อนเนื้องอก ความก้าวร้าว และระยะความก้าวหน้าของโรคมะเร็ง
เกือบทุกชนิด 

3.13.1 ความเป็นพิษของสารสกัดโดยตรงต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 

การทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งเบื้องต้นของสารสกัดฮว่านง็อก กระท าโดยตรวจสอบความ
เป็นพิษโดยตรงของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 4 ชนิด คือ เซลล์มะเร็งตับสายพันธุ์ HepG2 (Human 
hepatocyte-carcinoma cell line) เซลล์มะเร็งเต้านมสายพันธุ์ MCF-7 (Human breast 
adenocarcinoma cell line)  เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากสายพันธุ์ PC-3 (Human prostate 
adenocarcinoma cell line)  และ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพันธุ์ Jurkat (Human T cell 
leukemia Jurkat cell line)  และใช้เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear ในกระแสโลหิต 
(peripheral blood mononuclear cell; PBMCs) เป็นตัวแทนของเซลล์ปกติ   

 3.13.1.1  การสกัดเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติชนิด mononuclear ในกระแสโลหิต
(PBMCs) 

 เซลล์ PBMCs ได้จากการสกัดเซลล์เม็ดเลือดขาวที่เป็น mononuclear ออก
จากเลือด (whole blood) บริจาคจากคนปกติ ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากธนาคารเลือดของโรงพยาบาล
มหาราชนครราชสีมา (แผนงานทดลองในส่วนที่เกี่ยวข้องกับเซลล์มะเร็งของคนและตัวอย่างเลือดมนุษย์
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ได้รับการรับรองและอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการการวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุร -
นารี ในประเภทงานวิจัยที่มีความเสี่ยงต่ า รหัสโครงการเลขท่ี EC-57-04  ทั้งนี้การได้กลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว
ที่เป็น mononuclear หรือ PBMCs อาศัยความแตกต่างของความหนาแน่นของกลุ่มเซลล์ชนิดต่าง ๆ ใน
เลือด เมื่อน าเลือดมาปั นร่วมกับพวก Ficoll-hypaque ซึ่งในการทดลองนี้ใช้ Biocoll separating 
solution ที่มีความหนาแน่น 1.077 g/ml isoton โดยมีรายละเอียดของขั้นตอนดังนี้ 

1. ผสมเลือดกับ PBS ในอัตราส่วน 1:1  

2. ใช้ pipet ดูดเลือดขึ้นมา แล้วค่อยๆปล่อยเลือดลงบน Biocoll 
separating solution ที่เตรียมไว้ใน centrifuge tube ขนาด 15 mL ใช้
อัตราส่วน buffy coat : Biocoll separating solution เป็น 1:1 (v/v)  
จากนั้นน าหลอดไปปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 30 นาท ีที่
อุณหภูมิ 25 oC 

3. ภายหลังการปั นเหวี่ยง สารละลายถูกแยกเป็น 4 ชั้น คือ ส่วนก้นหลอด
ล่างสุดเป็นชั้นของเม็ดเลือดแดงร่วมกับ polymorphonuclear cell  ชั้น
ถัดมาเป็นส่วนที่เป็น Biocoll separating solution ทีมสี่วนบนถัดข้ึนไป
เป็นชั้นบางๆสีขาวของ buffy coat ซึ่งประกอบด้วย PBMCs และ ชั้น
สุดท้ายบนสุดเป็นส่วนน้ าใสของ plasma  

4. ใช้ pipette ดูดส่วนของ plasma ทิ้ง แล้วจึงดูดส่วนของ PBMCs อย่าง
ระมัดระวัง เก็บแยกไว้ โดยพยายามหลีกเลี่ยงไม่ดูดส่วนที่เป็น Biocoll 
separating solution  ให้ติดขึ้นมาด้วย หรือให้ติดขึ้นมาน้อยที่สุด 

5. น าส่วนที่เป็น buffy coat ที่ม ีPBMCs ไปปั นล้างด้วย PBS ที่ความเร็ว 
1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาท ี2 ครั้ง และน าไปใช้ในการทดลองเพ่ือใช้เป็น
เซลล์ปกติของกลุ่มควบคุมต่อไป 

3.13.1.2  ความเป็นพิษโดยตรงของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 
การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบฮว่านง็อกที่ได้จาก 95 EE-FLP และ 

WE-FLP ต่อเซลล์ HepG2, MCF-7, PC-3, Jurkat เทียบกับ PBMCs มีข้ันตอนดังนี้คือ 
1. ใส่เซลล์ คือ HepG2, MCF-7 และ Jurkat (2.5x104  เซลล์/หลุม), PC-3 

(2 x104  เซลล์/หลุม) PBMCs (3 x105 เซลล์/หลุม)  ที่อยู่ใน complete 
media ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate  ในกรณีของเซลล์มะเร็ง
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สายพันธุ์ที่เป็น adherent cell จ าเป็นต้องบ่มเซลล์ข้ามคืนล่วงหน้าที ่
37oC  และ 5% CO2  เพ่ือให้เซลล์ยึดติดกับ plate ก่อนได้รับสารสกัด 

2.  บ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัด โดยเติมสารสกัดที่ได้จาก 95EE-FLP และ WE-
FLP ลงไปในหลุมที่มีเซลล์  ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 50, 250, 500, 
750, 1,000, และ 1,500 µg/ml  

3. น า plate เข้าบ่มที่ 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชม จึงทดสอบการมีชีวิต
อยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTT  ดังรายละเอียดที่ระบุไว้ในหัวข้อ 3.11.3.2  

3.13.1.3  กลไกการเกิดพิษต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์โดยฮว่านง็อก 
การทดสอบว่าสารสกัดฮว่านง็อกสามารถชักน าเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ให้เ กิด

การตายผ่านกลไกการฆ่าตัวเองของเซลล์แบบ  apoptosis  หรือไม่ กระท าการทดลองในเซลล์ Jurkat  ซึ่ง
เป็นเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ที่มีความไวต่อสารสกัดฮว่านง็อก ข้อบ่งชี้ที่ยืนยันการตายของเซลล์ว่าเกิดผ่าน
กระบวนการ apoptosis มีหลากหลายวิธี แต่งานวิจัยนี้ เลือกใช้ 4 วิธี ที่จัดเป็น hallmark ของ
กระบวนการ apoptosis คือ 1) วิเคราะห์การแตกหักเป็นท่อนของ DNA (DNA fragmentation) แบบ
ขั้นบันได ใน agarose gel electrophoresis  2) ตรวจดูสัณฐานวิทยาของ nucleus ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์โดยการย้อมด้วยสี Hoechst 33258  3) การย้อมเซลล์ด้วย annexin V-PI  และ 4) วิเคราะห์
การหลั่งของ cytochrome c 

A  การบ่มเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ Jurkat  ร่วมกับสารสกัด  

ทุกการทดสอบ เริ่มต้นด้วยการบ่มเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ Jurkat กับสาร
สกัดฮว่านง็อกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  เพ่ือชักน าให้เกิดการตายของเซลล์ Jurkat  ขั้นตอนของการทดสอบมี
รายละเอียดดังนี้คือ  

1. Plate เซลล์ Jurkat ที่อยู่ใน complete media  จ านวน 
1.875×106 เซลล์ลงในจานเพาะเชื้อขนาด 100 mm2 ส าหรับการ
ทดลองเพ่ือวิเคราะห์การแตกหักของ DNA โดยวิธี agarose gel 
electrophoresis ส าหรับการทดสอบด้วยการย้อม nucleus ด้วย 
Hoechst 33258 และการทดสอบที่ย้อมเซลล์ที่เริ่มตายด้วยสี 
anexin V ให้ plate Jurkat เซลล์ จ านวน 5×106 เซลล์/หลุม ใน 6 
well plate บ่มเซลล์ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 37oC และ 5% CO2  
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2. วันรุ่งขึ้น บ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัด โดยเติมสารสกัดท่ีได้จาก 95EE-
FLP และ WE-FLP ลงไปในหลุม ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100, 
300, และ 600 µg/mL  บ่มต่อที่ 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชม.  
ส าหรับที่ความเข้มข้นสุดท้าย 300 µg/mL ให้บ่มที่ 37°C, 5% CO2 

ด้วยระยะเวลาที่แตกต่างกันคือ 6, 12, และ 24 ชม. ในทุกๆ การ
ทดลองบ่มเซลล์ร่วมกับสารละลาย 0.1% DMSO และ บ่มร่วมกับยา
ต้านมะเร็ง etoposide 40 µg/mL เพ่ือใช้เป็น vehicle และ 
positive control ตามล าดับ  

B วิเคราะห์การแตกหักของดีเอ็นเอ (DNA fragmentation) 

ลักษณะหนึ่งซึ่งจัดเป็นเอกลักษณ์ของเซลล์ที่เกิดการตายแบบ apoptosis 
คือ  การกระตุ้น caspase activated DNAase (CAD) ท าให้เกิดการแตกหักของ DNA (DNA 
fragmentation) ขนาดของท่อน DNA ที่แตกหัก หรือ DNA fragment สามารถตรวจสอบได้จากการ
เคลื่อนที่ของ DNA fragment ในสนามไฟฟ้าเมื่อถูกแยกออกจากกันตามขนาดของโมเลกุลภายใต้ agarose 
gel electrophoresis โดย DNA fragment ที่มีขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไปได้เร็วกว่า DNA fragment ที่มี
ขนาดใหญ่กว่า เนื่องจาก activated CAD ตัด genomic DNA ตรงต าแหน่งของ nucleosome เกิดเป็น 
oligonucleosome fragment ที่มีขนาดแตกต่างกันขึ้นกับจ านวนของ nucleosome ในแต่ละ fragment 
ที่ถูกตัดออกจาก genomic DNA  เนื่องจากหนึ่ง nucleosome มีขนาดประมาณ 180-200 base pair  
ขนาดของ DNA fragment จึงเป็นจ านวนเท่าของ 180-200 base pair โดยแปรผันตามจ านวน 
nucleosome ในแต่ละ fragment  จึงท าให้ DNA fragment ของเซลล์ที่เกิด apoptosis มีลักษณะ
จ าเพาะเป็นแบบขั้นบันได (DNA ladder)  เมื่อ load ลงใน agarose gel electrophoresis (Koopman 
et al., 1994; Cohen et al., 1992; Wyllie et al., 1984) ทั้งนี้ขนาดของ DNA fragment หรือจ านวน 
base pair สามารถหาได้โดยเทียบกับ DNA marker ที่รู้ขนาดของโมเลกุลแน่นอน ในการทดลองนี้ 
วิเคราะห์การแตกหักของ DNA ในเซลล์ที่เกิด apoptosis โดยใช้ genomic DNA detection kit (Kang, 
2003)  การทดสอบกระท าตามวิธีที่ระบุของบริษัท ดังมีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. เก็บเก่ียวเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัดเป็นระยะเวลา 24 ชม 
(รายละเอียดในหัวข้อ 3.13.1.2) ด้วยการ trypsinize เซลล ์
(รายละเอียดในหัวข้อ 3.11.2) และล้างเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง  
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2. เติม  PBS 200  µl ในเซลล์ จากนั้นน าเซลล์มาสกัดดีเอ็นเอ (DNA) 
ด้วย QIAamp® DNA Mini Kit  ตามวิธีที่ระบุในคู่มือของชุด kit 

3. หาปริมาณดีเอ็นเอของแต่ละตัวอย่างด้วยเครื่อง Nanodrop ND-
1000 spectrophotometer  

4. น าดีเอ็นเอ 5 µg มาละลายด้วย AE buffer และก าจัด RNA ใน
ตัวอย่าง โดยเติม RNase A  100 µg/mL (ความเข้มข้นสุดท้าย) 
จากนั้นน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 
37oC นาน 30 นาท ี

5. Load DNA ใน 1.5% agarose gel และ electrophoresis ที่ 70 
โวลต,์ 110 นาท ีใช้ 100 bp DNA markers  

6. น าแผ่น gel มาย้อมด้วย ethidium bromide 0.5 µg/mL เป็นเวลา 
10 นาที หลังจากนั้นแช่ในน้ ากลั่นเป็นเวลา 10 นาที 

7. อ่านผลโดยน าแผ่น gel ไปส่องและถ่ายภาพภายใต้ WEALTEC 
Dolphin-DOC ultraviolet analyzer 

C การศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของนิวเคลียสด้วย Hoechst 33258  

การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ nucleus เป็นหนึ่งในเทคนิคที่ใช้ในการ
ตรวจสอบการตายแบบ apoptosis  โดยการย้อมเซลล์ด้วย Hoechst 33258 ซึ่งเป็นสีเรืองแสงประเภท 
bisbenzimides ที่จับกับส่วนที่เป็น minor-grooves ของ DNA   จึงมีคุณสมบัติในการย้อมติดบริเวณ 
nucleus โดยถ้าเป็นเซลล์มีชีวิตที่มี DNA ปกติ การกระจายของสี Hoechst 33258 จะสม่ าเสมอตลอดทั้ง
นิวเคลียส  แต่ในกรณีที่เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ลักษณะของ chromatin เกิดการหดตัวแน่น 
(highly condensed chromatin) Hoechst 33258 ซ่ึงสามารถผ่าน membrane ของเซลล์ที่ตายได้ดีขึ้น
และย้อมติด chromatin ที่หดตัวแน่นได้เข้มขึ้น ใน apoptotic cell จึงพบการติดสีของ Hoechst 33258 
หนาแน่น กระจุกรวมกันกว่าปกติ โดยเฉพาะถ้าเกิดการแตกหักของ DNA การติดสีของ Hoechst 33258 
จะไม่สม่ าเสมอมีลักษณะเป็นหย่อมๆ (Kasibhatla et al., 2006) ขั้นตอนการย้อมเซลล์ด้วย Hoechst 
33258 มีรายละเอียดดังนึ้คือ  
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1. ภายหลังการบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดฮว่านง็อก เป็นเวลา 24 ชม 
(รายละเอียดในหัวข้อ 3.13.1.2.) เก็บเก่ียวเซลล์ Jurkat ด้วยการ 
trypsinize เซลล์ (รายละเอียดในหัวข้อ 3.11.2) และล้างเซลล์ด้วย 
PBS 2 ครั้ง  

2. ตรึงเซลล์ (fix) ด้วยการใส่  200 µl p-formaldehyde (4%, v/v) 
บ่มนาน 20 นาท ี

3. ล้างเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง และย้อมเซลล์ด้วย Hoechst 33258 ความ
เข้มข้น 10 µg/mL นาน 30 นาที ในที่มืด 

4. ล้างเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง จากนั้นน าเซลล์ไปส่องและถ่ายรูปด้วย
กล้อง inverted fluorescence microscope (Olympus IX51, 
Olympus corporation, Japan) 

D การย้อม apoptotic cell ด้วย Annexin V-PI  

เซลล์ที่เกิด apoptosis ในระยะเริ่มแรก (early apoptosis) มีลักษณะ
จ าเพาะที่ส าคัญคือ phosphatidyl serine (PS) ที่เดิมเคยอยู่ด้านในของเยื่อหุ้มเซลล์ จะเคลื่อนออก 
(translocate) สู่ผิวนอกของเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้ย้อมติดสี annexin V  ซึ่งเป็นสีที่มีความจ าเพาะ สามารถ
จับกับ PS ได้มากกว่า phospholipid ชนิดอ่ืน เนื่องจาก annexin V จับกับประจุลบของ PS ได้สูง  
ส าหรับสี PI ย้อมติดเฉพาะเซลล์ตายที่คุณสมบัติเยื่อหุ้มเซลล์เสียหาย ท าให้สี PI สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์
เข้าไปแทรกตัวระหว่าง (intercalate) base ของ nucleotide (ทั้ง DNA และ RNA) เมื่อจับกับ DNA สี PI 
ให้สารเรืองแสง (fluorescent) เพ่ิมขึ้นอีก 20-30 เท่า ช่วยให้ตรวจสอบ DNA ได้ง่าย  ดังนั้น สามารถ
ตรวจสอบการเกิด apoptosis ของเซลล์โดยใช้  annexin V ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง  (annexin V-
fluorescein) ร่วมกับสี PI และวิเคราะห์ด้วย flow cytometer จะสามารถจ าแนกเซลล์ได้ 4 สภาวะออก
จากกันได้ คือ 1) เซลล์ที่มีชีวิต (ย้อมไม่ติด annexin V และไม่ติด PI)  2) เซลล์ที่เริ่มเกิด early apoptosis 
(ย้อมติด annexin V และไม่ติด PI) 3) เซลล์ที่เกิด late apoptosis/necrosis (ย้อมติด annexin V และ 
PI) และ 4) เซลล์ที่เกิด necrosis (ย้อมไม่ติด annexin V แต่ติด PI) (Fahrmann and Hardman, 2013; 
Zhang et al., 1997; Vermes et al., 1995; Vermes, et al., 2000; Darzynkiewicz, et al., 1992)   
ขั้นตอนของวิธีตรวจสอบการเกิด apoptosis โดยใช้การย้อมด้วย annexin V- PI ตามวิธีของบริษัทที่ระบุ
ใน Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit ดังขั้นตอนดังนี้คือ 
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1. หลังจากบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดฮว่านง็อก เป็นเวลา 24 ชม 
(รายละเอียดในหัวข้อ 3.13.1.2) เก็บเก่ียวเซลล์ Jurkat ด้วยการ 
trysinize (รายละเอียดในหัวข้อ 3.11.2) และล้างเซลล์ด้วย PBS 2 
ครั้ง  

2. เตรียมเซลล์จ านวน 5×105 เซลล์ ใน 1X Binding buffer 100 µl  

3. เติม Annexin V-FITC และ  propidium iodide (PI) อย่างละ 5 µl 
เพ่ือย้อมเซลล์ จากนั้นบ่มไว้ในที่มืด เป็นเวลา 15 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง 

4. หลังจากการบ่ม เติม 1X Binding buffer 400 µl และน าไป
วิเคราะห์ทันทีด้วยเครื่อง flow cytometer  

E การหลั่งของ Cytochrome C ใน apoptotic cell 

เนื่องจากการหลั่ง cytochrome c จาก mitochondrial membrane สู ่
cytoplasm เป็นขั้นตอนส าคัญของกระบวนการตายแบบ apoptosis โดยเฉพาะกลไกของ intrinsic 
pathway โดย cytochrome C สามารถจับกับ Apaf-1 ใน cytoplasm เกิด apoptosome ซึ่งสามารถ
กระตุ้น caspase-9 ทีไ่ปกระตุ้น caspase 3 อีกต่อหนึ่ง จนน าไปสู่การเกิด apoptosis ในที่สุด (ดัง
รายละเอียดในหน้าที่ 18)  ดังนั้น การตรวจสอบการเกิด apoptosis จึงสามารถกระท าได้โดยวัดระดับการ
ลดลงของ cytochrome C ภายใน mitochondria ที่สามารถวัดได้โดยตรงจากการจับของ anti-
cytochrome c-FITC และวิเคราะห์โดยใช้ flow cytometer การทดสอบกระท าตามวิธีของบริษัทที่ระบุ
ใน Millipore’s FlowCellectTM Cytochrome c kit ดังมีข้ันตอนดังนี้คือ 

1. หลังจากบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดฮว่านง็อก เป็นเวลา 24 ชม 
(รายละเอียดในหัวข้อ 3.13.1.2) เก็บเก่ียวเซลล์ Jurkat ด้วยการ 
trypsinize (รายละเอียดในหัวข้อ 3.11.2) และล้างเซลล์ด้วย PBS 2 
ครั้ง 

2. เตรียมเซลล์จ านวน 1×106 เซลล์ ใน PBS 200 µl  

3. ย้อมด้วย Millipore’s FlowCellectTM Cytochrome C kit  โดยใช้
วิธีที่ระบุของบริษัท (รายละเอียดในภาคผนวก E; E4) 
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4. หลังจากบ่มในขั้นตอนสุดท้าย น าไปวิเคราะห์ทันทีด้วย flow 
cytometer  

3.13.2  การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดฮว่านง็อกในโมเดล CAM  

ฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดฮว่านง็อกใน in vivo เลือกศึกษาโดยใช้ CAM model ที่
ปลูกถ่าย หรือ inoculate ด้วยเซลล์มะเร็งผิวหนัง B16F10 melanoma ที่ชักน าให้สร้างเส้นเลือดใหม่มา
หล่อเลี้ยง และตรวจสอบผลของสารสกัดฮว่านง็อกในการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน าโดย
เซลล์มะเร็งควบคู่กับผลของสารสกัดต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM ตามธรรมชาติในสภาวะที่ไม่ได้รับ
เซลล์มะเร็ง 

3.13.2.1 การศึกษาพิษโดยตรงของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็ง B16F10 

เนื่องจากในการทดลองฤทธิ์การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน าโดย
เซลล์มะเร็ง B16F10 มีขั้นตอนที่มีการบ่มเซลล์ B16F10 ร่วมกับสารสกัดฮว่านง็อกในโมเดล CAM จึง
จ าเป็นต้องหาความเข้มข้นของสารสกัดท่ีไม่เป็นพิษโดยตรงต่อเซลล์ B16F10  เพ่ือให้แน่ใจว่าการลดลงของ
เส้นเลือดใหม่ที่ถูกสร้างขึ้น เป็นผลจากการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่โดยสารสกัด ไม่ใช่ผลสืบเนื่องจาก
เซลล์มะเร็งตาย หรือ มีจ านวนลดลง เพราะสารสกัดมีพิษโดยตรงของต่อเซลล์ อันส่งผลทางอ้อมให้การ
สร้างเส้นเลือดใหม่โดยเซลล์มะเร็งลดลงเช่นกัน  ขั้นตอนในการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์ 
B16F10 มีรายละเอียดดังนี้ 

1. Plate เซลล์ B16F10 1x104 เซลล์/หลุมใน 96-well plate  บ่มเซลล์ที่ 
37oC 5% CO2 เป็นเวลาข้ามคืน (ประมาณ 16 ชม.)  

2. เติมสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (50-1500 
µg/ml) บ่มร่วมกับเซลล์เป็นระยะเวลา 24 ชม. 

3. เมื่อครบเวลา ปั นเหวี่ยง culture ที ่ 1500 rpm 10 นาที  ใช ้
multichannel pipette ดูด media ออก 

4. หาปริมาณเซลล์ตาย ด้วยการใช้วิธี MTT ตามวิธีที่ระบุในหัวข้อที่ 3.11.3.2   
หน้า 51-52 
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3.13.2.2 การสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM ที่ชักน าโดยเซลล์มะเร็ง 

เพ่ือตรวจสอบว่าเซลล์มะเร็ง B16F10 melanoma สามารถกระตุ้นให้เกิดการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM model ไดจ้ริง จึงท าการทดลองเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณการสร้างเส้นเลือด
ใหม่ใน CAM เมื่อไม่มี และมีเซลล์มะเร็ง B16F10 โดยใช ้100 ng/ml basic fibroblast growth factor 
(bFGF) เป็น positive control รายละเอียดของการทดสอบมีดังนี้คือ 

1. บ่มไข่ไก่พันธุ์โคราช (ลูกผสมระหว่างแม่พันธุ์มทส. และ พ่อพันธุ์เหลืองหาง
ขาว; จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี; มทส.) ทีไ่ด้รับการผสม 
(fertilized eggs) ที่ตู้บ่มไข่ท่ีมีอุณหภูมิ 37oC ความชื้นสัมพัทธ์ 70% เป็น
ระยะเวลา 5 วัน  

2. เมื่อตัวอ่อน (embryo) ในไข่มีอายุครบ 5 วัน ใช้ forcep ปลายแหลมท า
การเจาะเปลือกไขโ่ดยเปิดเป็นหน้าต่างขนาดประมาณ 2 ตารางซม. เพ่ือให้
เห็นชั้นของ CAM 

3. ใช้ forcep คีบ แผ่น disk ปลอดเชื้อที่ท าจากกระดาษกรอง (Whatman 
filter paper No. 1) เจาะเป็นรูปทรงกลม ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มม. 
วางบน CAM 

4. ในกลุ่มทดสอบ inoculate pellet ของเซลล์มะเร็ง B16F10 ปริมาณ 
1x106, 3x106 และ 6x106 เซลล์ลงบน CAM  ปิดต าแหน่งที่มี pellet ของ
เซลล์มะเร็งอยู่ด้วยแผ่น disk  ส าหรับกลุ่มท่ีเป็น positive control ใช้แผ่น 
disk จุ่มลงใน bFGH (100 ng/ml) ให้ชุ่ม ก่อนวางแผ่น disk ลงที่ CAM 
ส่วนกลุ่มที่เป็น VH control ใช้ 10 µl ของ ตัวท าละลาย (DMSO)  ใส่ลง
ไปในแผ่น disk ที่วางบน CAM ทุกตัวอย่างในแต่ละกลุ่มใส่ยาปฎิชีวนะด้วย
การ pipette 30 µl 100 U/ml penicillin ลงบนแผ่น disk  

5. นับจ านวนและการแตกแขนงของเส้นเลือดที่สัมผัสกับแผ่น disk ภายใต้
กล้อง stereomicroscope  และสามารถถ่ายรูปบริเวณที่มีแผ่น disk ของ
ทุกตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม ภายใต้กล้อง stereomicroscope เพ่ือใช้นับเส้น
เลือดภายหลังได้  
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6. การนับเส้นเลือดกระท าโดยแบ่งแผ่น disk ออกเป็น 4 ส่วน แบ่งนับทีละ
ส่วนเพื่อป้องกันความสับสน โดยนับเส้นเลือดหลัก (major blood 
vessels) และเส้นเลือดรอง (minor blood vessels) ที่สัมผัสโดยตรงกับ
แผ่น disk  อนึ่ง ใช้แผ่น disk เพ่ือเป็นตัวบ่งชี้ (marker) เพ่ือให้นับใน
ต าแหน่งเดิมทุกครั้ง  (รูปที่ 3.3)    แสดงตัวอย่างการนับเส้นเลือดรอบแผ่น 
disk 

7. ปิดหน้าต่างเปลือกไข่ที่ถูกเจาะด้วยเทปใส  น าไข่กลับเข้าสู่ตู้บ่ม  บ่มเพ่ิมอีก 
24 และ 48 ช.ม.   

8. เมื่อครบก าหนดเวลา  เปิดเทปใส ถ่ายรูปบริเวณท่ีมี paper disk อยู่ (ใน
กลุ่มทดสอบต าแหน่งที่มี paper disk อยู่คือต าแหน่งที่มีการปลูกถ่าย
เซลล์มะเร็ง) นับจ านวน และการแตกแขนงของเส้นเลือดใหม่ที่สัมผัสกับ
แผ่น disk ภายใต้กล้อง steromicroscope ปรับก าลังขยายให้เหมาะสม
ต่อการนับ  บันทึกรูปภาพ และนับจ านวนหลอดเลือดจากรูปที่บันทึกไว้ได ้  

9. การเปลี่ยนแปลงของเส้นเลือดใหม่ที่มาหล่อเลี้ยง (neovascularization) 
รอบแผ่น disk ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชม. ค านวณได้ตามสูตรดังนี้คือ 

   % Neovascularization ในระยะเวลา 24 ชม. = 
[( 24- 0)]x100

A24
 

       % Neovascularization ในระยะเวลา 48 ชม. = 
[( 48- 0)]x100

A48
 

 เมื่อ Vo = จ านวนเส้นเลือด (vessel number) รอบ disk ที ่ 0 ชม. เมื่อเริ่มต้น 
inoculate B16F10 หรือใส่ 

V24 = จ านวนเส้นเลือดรอบ disk ที่ 24 ชม. ภายหลัง B16F10 inoculation  
V48 = จ านวนเส้นเลือดรอบ disk ที่ 48 ชม. 
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รูปที่ 3.3 แสดงการนับเส้นเลือดที่บริเวณหนึ่งของแผ่น disk ที่วางบน CAM  ต าแหน่งที่ลูกศรชี้  
 คือเส้นเลือดที่ถูกนับบน CAM (ก าลังขยาย 6.7X) 
 

3.13.2.3 การตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อ CAM 

การตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อ CAM กระท าโดยทดสอบว่าความ
เข้มข้นของสารสกัดท่ีใช้ในงานทดลองส่งผลอย่างไรต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดตามธรรมชาติใน CAM  
(ในสภาวะเมื่อไม่มเีซลล์มะเร็ง B16F10)  รายละเอียดของการทดสอบมีดังนี้คือ 

1. บ่มไข่ไก่ที่ได้รับการผสมแล้วในตู้บ่มไข่เป็นระยะเวลา 5 วัน 

2. เจาะเปลือกไข่โดยเปิดเป็นหน้าต่างขนาดประมาณ  2 ตารางซม. เพ่ือให้
เห็นชั้นของ CAM   

3. จุ่มแผ่น disk ในสารละลายที่มี และ ไม่มีสารสกัด 95EE-FLP และ WE-
FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ วางแผ่น disk ลงบน CAM ตามด้วยการ 
pipette 30 µl 100 U/ml penicillin 

4. ปิดหน้าต่างที่เจาะด้วยเทปใส น าไข่เข้าตู้บ่มต่ออีก 24 และ 48 ชม. 

5. เมื่อครบก าหนดเวลา ท าการประเมินจ านวนเส้นเลือดใหม่รอบแผ่น disk 
ตามเทคนิคท่ีระบุในข้อที่ 8  หัวข้อ 3.13.2.2 
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3.13.2.4  การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็งโดยสารสกัด 

เนื่องจากการเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็งเป็นกล
ยุทธ์ที่ส าคัญของการเจริญของก้อนเนื้องอกและพัฒนาการของโรคมะเร็งส่วนใหญ่ งานวิจัยนี้เลือกการ
ตรวจสอบฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็ง  
B16F10 โดยใช้ in vivo CAM model ดังมีรายละเอียดการทดลองดังนี้ 

1. บ่มไข่ไก่ที่ได้รับการผสมในตู้บ่มไข่เป็นระยะเวลา 5 วัน 

2. เมื่อครบ 5 วัน ท าการเจาะเปลือกไข่ เปิดเป็นรูหน้าต่างขนาด 2 ตารางซม. 

3. pipette pellet ของ B16F10 3x106 เซลล์ ลงบน CAM วางแผ่น disk ที่
ชุบด้วยสารละลายที่มี และ ไม่มีสารสกัดฮว่านง็อก 95EE-FLP และ WE-
FLP วางบน  CAM ตรงต าแหน่งที่มี pellet ของเซลล์มะเร็ง  

4. Pipette ยาปฎิชีวนะ 30 µl 100 U/ml penicillin ใส่ใน CAM  ทันที 
ก่อนปิดหน้าต่างที่เจาะด้วยเทปใส 

5. น าไข่เข้าบ่มที่ตู้บ่มเป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชม 

6. เมื่อครบก าหนดเวลาบ่ม น าไข่ออกมาถ่ายรูปภายใต้กล้อง stereomicro- 
scope และนับจ านวนเส้นเลือดรอบแผ่น disk 

3.14 การทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์โดย Ames test 

เพ่ือศึกษาโอกาสการเกิดพิษจากการบริโภคฮว่านง็อกอย่างต่อเนื่อง โครงการวิจัยนี้จึงประเมิน
พิษเรื้อรังเบื้องต้นด้วยการทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดโดยใช้ Ames test ซึ่งเป็นวิธีหนึ่งที่
สามารถใช้คัดกรองไดท้ั้งสารก่อกลายพันธุ์และสารก่อมะเร็งใน in vitro หลักการของ Ames test คือ
เลือกใช้แบคทีเรีย Salmonella typhimurium ทีถู่กท าให้กลายพันธุ์  ไม่สามารถสังเคราะห์กรดอะมิโน 
histidine ได้เอง จึงไม่สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารที่ไม่มี histidine ถ้าสารทดสอบเป็นสารก่อกลาย
พันธุ์ จะท าให้แบคทีเรียเกิดการกลายพันธุ์แบบย้อนกลับ (reverse mutation) ส่งผลใหแ้บคทีเรียสามารถ
เจริญเติบโตได้ในอาหารที่ไม่มี histidine (Ames et al., 1975; Maron and Ames, 1983; Mortelmans 
and Zeiger, 2000) เนื่องจากสารก่อกลายพันธุ์บางชนิดไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์โดยตรง  จ าเป็นต้องอาศัย
เอนไซม์ในตับเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสาร (metabolize) ให้กลายเป็นสารก่อกลายพันธุ์  ดังนั้น  ใน 
Ames test จึงมีการทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ด้วยวิธีที่ใช้ สารทดสอบบ่มร่วมกับ S9 mix ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่
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เตรียมจากตับหนู rat และมีเอนไซม์ต่าง ๆ ที่ใช้ในการ metabolize สาร  ทั้งนี้ เพ่ือจ าลอง metabolism 
ในร่างกายท่ีเปลี่ยนสารที่ไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ให้มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์    

3.14.1 แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ 

งานวิจัยนี้เลือกใช้แบคทีเรีย  S. typhimurium สายพันธุ์ TA98 ซึ่งช่วยในการตรวจวัด 
(detect) สารที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift mutation และ TA100 ซึ่งตรวจวัดสารที่ท าให้
เกิดการกลายพันธุ์แบบ base-pair substitution mutation (Mortlemans and Zeiger, 2000; Maron 
and Ames, 1983)   

3.14.2 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 

 เลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ์ Salmonella typhimurium ในอาหารเลี้ยง Oxiod nutrient 
broth No. 2 เขย่าที่ 37 oC ความเร็วรอบ 90 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 16 ชม. วัดความขุ่นของอาหารเพ่ือ
หาปริมาณของแบคทีเรีย โดยเจือจาง ด้วย 0.9% NaCl ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 0.3-0.4 ที่ความ
ยาวคลื่น 620 nm    

3.14.3 การทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ 

โครงการวิจัยนี้จึงเลือกใช้วิธีการบ่มสารสกัดล่วงหน้ากับแบคทีเรีย (pre-incubation 
method) เพ่ือเพ่ิมความไว (sensitivity) ของการทดสอบ และทดสอบทั้งในสภาวะที่มีและไม่มี S9 mix  
เพ่ือให้สามารถตรวจสอบได้ทั้งกลุ่มสารที่ออกฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ได้โดยตรง และกลุ่มสารที่จ าเป็นต้องผ่าน
กระบวนการ metabolism  ของตับก่อนจึงเกิดเป็นสารก่อกลายพันธุ์ที่อาจมีอยู่ในสารสกัดใบฮว่านง็อกที่
ได้จาก 95EE-FLP และ WE-FLP ดังมีรายละเอียดของการทดสอบดังนี้ 

1. ผสมสารสกัดใบฮว่านง็อกที่ได้จาก 95EE-FLP และ WE-FLP ปริมาตร 100 µl กับ 
S9 mix (สภาวะที่มี S9 mix) หรือ phosphate buffer (สภาวะที่ไม่มี S9 mix) 
ปริมาตร 500 µl 

2. เติม 100 µl แบคทีเรีย (TA98 หรือ TA100) ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
620 nm อยู่ระหว่าง 0.3-0.4  (ภายหลังจากการ inoculate overnight) ผสม
แบคทีเรียและสารสกัดให้เข้ากันด้วยการ vortex 

3.  น าแบคทีเรียไปบ่มที่อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (shacking water bath) ที่
อุณหภูมิ 37 oC นาน 20 นาท ี
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4. เติม top agar ปริมาตร 2 mL ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเทลงใน minimal glucose 
agar plate ด้วยเทคนิค poured plate  

5. รอจนกระทั่ง top agar แข็งตัว  จึงน าไปบ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 oC นาน 48 
ชั่วโมง 

6. เมื่อครบระยะเวลาบ่ม นับจ านวนโคโลนีกลายพันธุ์ย้อนกลับ (revertant colonies) 
ที่ปรากฏในแต่ละ plate 

7. การแปลผลการทดลอง สามารถท าได้โดยการหาอัตราส่วนของค่าเฉลี่ยโคโลนีกลาย
พันธุ์ย้อนกลับของตัวอย่างที่เป็นสารสกัดต่อค่าเฉลี่ยโคโลนีกลายพันธุ์ย้อนกลับโดย
ธรรมชาติ (spontaneous revertant colonies) หากอัตราส่วนดังกล่าวมีค่าเท่ากับ
หรือมากกว่า 2 แสดงว่า  สารมีฤทธิ์การก่อกลายพันธุ์  (Hakura et al., 2005) 

8. การทดสอบกลุ่มทดลองบวก (positive control) ในสภาวะแบบไม่มี S9 mix ใช้สาร
ก่อกลายพันธุ์ 2-nitrofluorene (2-NF) และ sodium azide ส าหรับสายพันธุ์ TA98 
และ TA100  ตามล าดับ  ส่วนในสภาวะแบบมี S9 mix ใช้สารก่อกลายพันธุ์ 2-
amino anthracene (2-AA)  ส าหรับทั้งสายพันธุ์ TA98 และ TA100   

3.15  การวิเคราะห์ข้อมูล 

 การวิเคราะห์ทางสถิติกระท าในโปรแกรม SPSS software (Statistics Package for the 
Social Sciences, version 11) ชนิดของข้อมูลที่มีการกระจายตัวแบบเดียวกัน (homogenous data) 
ประเมินด้วย One-way analysis of variance (ANOVA)  เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลอง 
ด้วย post-hoc Turkey’s analysis ข้อมูลที่มีการกระจายต่างกัน (non-parametric analysis of 
variance)  เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยการใช้ Wilcoxon rank test  ความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือมีค่า p < 0.05  ส าหรับการทดสอบการก่อกลายพันธุ์ใช้กฎเกณฑ์
ของอัตราส่วนของค่าเฉลี่ย revertant colonies ต่อ spontaneous revertant colonies ที่มากกว่าหรือ
เท่ากับ 2 ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (Hakura et al., 2005)  
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

 
4.1 การเตรียมสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 

ปริมาณสุทธิ (yield) และ ร้อยละปริมาณสุทธิ (percent yield) ของสารสกัดหยาบจากใบสด
และใบแห้งของฮว่านง็อกที่สกัดด้วย 95% ethanol และ 80% ethanol รวมทั้งสารสกัดที่ละลายน้้าที่
เตรียมจากผงแห้งของสารที่ได้จากการสกัดด้วย  95% ethanol ตามด้วยท้าการแยกส่วนเฉพาะที่ละลาย
น้้า  แสดงในตารางที่ 4.1   ผลการสกัดพบว่า เปอร์เซ็นต์ปริมาณสุทธิ หรือ percent yield ของสารสกัดมี
ค่าแตกต่างในช่วงกว้างมาก ตั้งแต่ประมาณ 3%  ถึง 85%  โดย percent yield ที่สกัดจากใบสดด้วย
วิธีการปั่นมีค่าต่้าสุด ไม่ถึง 5% ส่วนที่สกัดจากใบแห้งโดยใช้การหมักมีค่าสูงสุดที่ประมาณ 16% และ 
percent yield ที่มีค่าสูงคือมากกว่า 80 % พบในสารสกัดที่ละลายน้้าซ่ึงเตรียมจากผงแห้งของสารที่สกัด
ด้วย 95% ethanol แล้วน้ามาสกัดต่ออีกทอดหนึ่งโดยแยกเอาเฉพาะส่วนที่ละลายน้้าได้  

ตารางท่ี 4.1  ปริมาณสุทธิและเปอร์เซ็นต์ปริมาณสุทธิของสารสกัดที่เตรียมจากใบฮว่านง็อกด้วยวิธีต่างกัน  
 

สารสกัด ปริมาณเริ่มต้น Yield (g) % Yield 
95EE-FLP 

80EE-FLP 

95EE-DLP 

80EE-DLP 

WE-FLP 

WE-DLP 

1500 กรัมของใบสด 

2100 กรัมของใบสด 

420 กรัมของใบแห้ง 

300 กรัมของใบแห้ง 

40 กรัมของ 95EE-FLP 

20 กรัมของ 95EE-DLP 

60.41 

66.65 

21.75 

46.99 

32.71 

16.96 

4.03 

3.17 

5.18 

15.66 

81.77 

84.80 

95EE-FLP= 95% ethanol extract of fresh leaves of PP 
80EE-FLP= 80% ethanol extract of fresh leaves of PP 
95EE-DLP= 95% ethanol extract of dried leaves of PP 
80EE-DLP= 80% ethanol extract of dried leaves of PP 
WE-FLP= Water extract of fresh leaves of PP 
WE-DLP= Water extract of dried leaves of PP 
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4.2  สารพฤกษเคมีของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 

4.2.1 ปริมาณรวมของ phenolic (total phenolic content) 

             งานวิจัยนี้หาค่า total phenolic content (TPC) ของสารสกัดฮว่านง็อกโดยเทียบค่ากับกราฟ
มาตรฐานที่สร้างจากสารมาตรฐาน gallic acid และรายงานค่า TPC เป็น mg gallic acid equivalent 
(GAE) ต่อหนึ่งกรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด  ผลการวิเคราะห์หา total phenolic content ของสารสกัด 
ฮว่านง็อกแสดงในรูปที่ 4.1 ชี้ชัดว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบสดมีค่า TPC สูงกว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง 
และ ไม่ว่าจะใช้ 95% ethanol หรือใช้ 80% ethanol เป็นตัวท้าละลายในการสกัดสาร  ไม่ส่งผลต่อ
ปริมาณของ phenolic content ในสารสกัดที่ได้แต่อย่างใด ดังค่า TPC ของสารสกัดที่เตรียมจากใบสด 
95EE-FLP มีค่าเท่ากับ 200.14 ± 0.77 mg GAE/g น้้าหนักแห้งของสารสกัด และ 80EE-FLP มีค่าเท่ากับ 

201.32 ± 0.72 mg GAE/g น้้าหนักแห้งของสารสกัดตามล้าดับ ซึ่งไม่มีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p 

< 0.001) และสารสกัดทั้ง 2 ซึ่งเตรียมจากใบสดมีค่าสูงกว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง คือ 80EE-DLP  ซึ่ง
มีค่า TPC เท่ากับ 98.63 ± 0.26 mg GAE/g น้้าหนักแห้งของสารสกัด และสูงกว่าสารสกัดส่วนที่ละลายน้้า

ที่เตรียมจากใบแห้ง คือ WE-DLP ซึ่งมีค่าเท่ากับ 177.56 ± 0.43 mg GAE/g น้้าหนักแห้งของสารสกัด (p 

< 0.001)   ในบรรดาสารสกัดท้ังหมดที่เตรียม สารสกัดที่มีค่า TPC สูงสุดคือสารสกัดส่วนที่ละลายน้้าได้ ซึ่ง
เตรียมจากใบสดที่สกัดด้วย 95% ethanol คือสารสกัด  WE-FLP ซึ่งมีค่า TPC เท่ากับ 212.47 ± 0.52 

mg GAE/g น้้าหนักแห้ง ซึ่งมีค่า  TPC สูงกว่า 95EE-FLP และ 80EE-FLP เพียงเล็กน้อยคือ 5.8 % และ 
5.2 % ตามล้าดับ ส่วนสารสกัดท่ีมีค่า TPC ต่้าสุดคือสารสกัดจากใบแห้งที่หมักด้วย 80% ethanol  

4.2.2 ปริมาณรวมของ flavonoids 

ค่า total flavonoid content (TFC) หาได้โดยเทียบกับค่ากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน  
catechin และรายงานเป็นค่าของ mg equivalent ของ catechin ต่อหนึ่งกรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด 
ค่า TFC ของสารสกัดที่สกัดด้วยเงื่อนไขต่างกันของใบฮว่านง็อกแสดงในรูปที่ 4.2  ค่า TFC ที่หาได้มีความ
สอดคล้องกับค่าของ TPC คือสารสกัดที่ได้จากใบสดมีค่า TFC มากกว่าสารสกัดที่ได้จากใบแห้ง และการ
สกัดใบสดด้วย 95% ethanol และ 80% ethanol ให้ค่า TFC ที่ไม่ต่างกัน สารสกัดส่วนที่ละลายน้้าได้ที่

แยกส่วนจากใบสดที่สกัดด้วย 95% ethanol  คือ  WE-FLP ยังคงมีค่า TFC สูงสุด (133.43 ± 11.27 mg 

CE/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด) รองลงมาคือสารสกัดจากใบสดที่สกัดด้วย 95% ethanol  (100.19 ± 

0.68  mg CE/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด)  ซึ่งมีค่า TFC ไม่ต่างจากใบสดที่สกัดด้วย 80% ethanol 
(99.80 ±1.02 mg CE/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด)  (p < 0.05)  สารสกัดที่ได้จากใบสดทุกสารสกัดมีค่า 
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TFC สูงกว่าสารสกัดทีได้จากใบแห้งอย่างมีนัยส้าคัญที่ p < 0.05  โดยค่า TFC  ของสารสกัดส่วนที่ละลาย
น้้าได้ท่ีเตรียมจากใบแห้ง WE-DLP (68.95 0.42 mg CE/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด)  และสารสกัดจาก
ใบแห้งที่หมักด้วย 80% ethanol 80EE-DLP (30.73 0.30 mg CE/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด) มีค่า
น้อยกว่าค่า TFC สูงสุดของ WE-FLP ถึง  48.32 % และ 76.97 %  ตามล้าดับ   ดังนั้น การเตรียมสารจาก
ใบแห้งและหมักด้วย 80% ethanol มีปริมาณของ flavonoid ต่้าสุด ซึ่งสอดคล้องกับค่าของ total 
phenolic ในสารสกัด 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  4.1  แสดงค่า total phenolic content ของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่มีเงื่อนไขการสกัดที่
แตกต่างกัน ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SEM (n = 3)  และเป็นตัวแทนจากผลการทดลอง
อย่างน้อย 3 การทดลองที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีค่าแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญที่ p < 0.001 
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รูปที่ 4.2  แสดงค่า total flavonoid content ของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่มีเงื่อนไขการสกัดที่

แตกต่างกัน ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SEM (n = 3) และเป็นตัวแทนจากผลการทดลอง
อย่างน้อย 3 การทดลองที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีค่าแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญที่ p < 0.05 

4.3  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 

4.3.1 การทดสอบ scavenge activity ต่อ DPPH radical 

DPPH  assay ใช้เพ่ือทดสอบคุณสมบัติของสารในการก้าจัด (scavenge) อนุมูลอิสระ DPPH 

ที่เสถียร (DPPH•)  และรายงานผลการทดลองเป็นค่าความเข้มข้นของสารที่ใช้ในการยับยั้ง DPPH•  ได้ 

50% (median inhibitory concentration; IC50) สารที่มีค่า IC50 ต่้า หมายถึงสารมีความสามารถต้าน
อนุมูลอิสระได้สูง เนื่องจากใช้ความเข้มข้นของสารในปริมาณน้อยก็สามารถก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 
50%  รูปที่ 4.3 แสดงผลการทดลองหาคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกด้วย

วิธีการก้าจัด DPPH•   ผลการทดสอบชี้แนะว่าทุกสารสกัดมีความสามารถในการก้าจัด ด้วยความสามารถที่

แตกต่างกัน ซึ่งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH•  ของสารสกัดมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารพฤกษเคมีของ 

TPC และ TFC ของแต่ละสารสกัด  คือสารสกัดที่มีปริมาณ TPC และ TFC สูงมีความสามารถในการก้าจัด 
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DPPH•  ได้สูง สารสกัดที่มีค่า IC50 น้อยที่สุด (21.55 ± 0.06 µg/ml)  หรือ มีฤทธิ์สูงที่สุดในการก้าจัด 

DPPH•  (p < 0.01) คือ WE-FLP ซึ่งเป็นสารสกัดที่ละลายน้้าได้ซึ่งเตรียมจากใบสดและมีปริมาณของ TPC 

และ TFC สูงกว่าสารสกัดอ่ืน ๆ (รูปที่ 4.1-4.2)  ส่วนสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้งและมีปริมาณ TPC และ 

TFC ต่้าสุดคือ 80EE-DLP ที่มีค่า IC50 สูงสุด (64.38 ± 0.52 µg/ml)  ซึ่งหมายถึงมีความสามารถต่้าสุดใน

การก้าจัด DPPH•  (p < 0.01)   อันดับรองลงไป คือสารสกัดส่วนที่ละลายน้้าได้ที่เตรียมจากใบแห้ง หรือ 

WE-DLP ที่มีค่า IC50 สูงเป็นอันดับสอง (31.08 ± 0.52 µg/ml) ส่วนสารสกัดจากใบสดที่สกัดด้วย 95% 

ethanol และ 80% ethanol ที่มีปริมาณ TPC และ TFC  ไม่ต่างกันมีค่า IC50 ที่ค่อนข้างใกล้เคียงกัน คือ  
23.45 ± 0.12 µg/ml และ 25.35 ± 0.03 µg/ml ตามล้าดับ ซึ่งแตกต่างกันเพียง 7.5%  ดังนั้น  สารสกัด

ที่เตรียมจากใบสดมีความสามารถในการก้าจัด DPPH• ได้ดีกว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง  ซึ่งสอดคล้อง

กับปริมาณของสารพฤกษเคม ี TPC และ TFC ที่พบในสารสกัด แต่อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพในการก้าจัด 

DPPH• ของทุกสารสกัดที่เตรียมจากใบฮว่านง็อกมีค่าต่้ากว่าสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน vitamin C, 

trolox และ catechin  ซึ่งใช้เป็น positive control (รูปที่ 4.3)    ข้อสังเกตที่น่าสนใจคือสารมาตรฐานที่

พบตามธรรมชาติ vitamin C และ catechin  มีความสามารถทัดเทียมกันในการก้าจัด DPPH• (IC50 = 

3.94 ± 0.01 µg/ml และ 3.55±  0.01 µg/ml ตามล้าดับ) และ ม ีactivity ดีกว่าสารมาตรฐาน trolox ซึ่ง

เป็น vitamin E สังเคราะห์ (IC50 = 5.90 ± 0.27 µg/ml) ประมาณ 1.6 เท่า 
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รูปที่ 4.3  ความสามารถในการก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดต่าง ๆ จากใบฮว่านง็อก เมื่อเทียบ
กับสารมาตรฐานที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน vitamin C, trolox และ catechin  ค่าท่ีแสดงเป็น
ค่า mean ± SEM  (n = 3) และเป็นตัวแทนจากผลการทดลองอย่างน้อย 3 การทดลองที่
ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ
ที ่p < 0.05 

4.3.2  Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay 

นอกจากการก้าจัด หรือ scavenge อนุมูลอิสระ คุณสมบัติของสารในการเป็น reducing 
agent เป็นอีกหนึ่งกลไกที่มีความส้าคัญต่อการต้านอนุมูลอิสระ เพราะสารที่มีคุณสมบัติเป็น  reducing 
agent สามารถ reduce สาร oxidant ต่าง ๆ และล้างฤทธิ์  (inactivate) การเกิดปฎิกริยา oxidation 
โดยสาร oxidant ซึ่งเป็นกลไกท่ีก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อในร่างกาย  งานวิจัยนี้ประเมิน
ความสามารถในการเป็น reducing agent ของสารสกัดต่าง ๆ จากใบฮว่านง็อกด้วย  FRAP assay และ
รายงานผลเป็นก้าลังความสามารถในการรีดิวส์ (Ferric reducing ability power values) หรือ FRAP 
values  โดยใช้สาร vitamin C เป็นสารเปรียบเทียบมาตรฐาน ค่า FRAP values ของสารสกัดรายงานเป็น
ค่า mg ของ vitamin C equivalent antioxidant capacity (VEAC) ต่อ กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด 
ผลการทดสอบแสดงในรูปที่ 4.4  ซึ่งชี้ชัดว่า สารสกัดจากใบสดมีคุณสมบัติในการเป็น reducing agent ได้
ดีกว่าสารสกัดจากใบแห้ง ดังค่าของ  FRAP ที่พบสูงสุดในสารสกัดจากใบสด  95EE- FLP (212.23 ± 1.09 

mg VCEAC/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด) และ  80EE-FLP (216.73 ± 0.44 mg VCEAC/กรัมน้้าหนัก
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แห้งของสารสกัด)  ที่มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ  และผลการทดลองนี้ ช่วยยืนยันว่า ความเข้มข้นของ 
ethanol ที่ใช้ไม่ว่าจะเป็น 95% หรือ 80% ethanol  สามารถใช้ในการสกัดสารได้ทัดเทียมกัน เพราะได้
สารสกัดที่ไม่มี reducing power ที่แตกต่างกันใน FRAP assay  สารสกัดส่วนที่ละลายน้้าที่สกัดจากใบสด 
WE-FLP มี FRAP value เท่ากับ 193.40 ± 2.65 mg VCEAC/กรัมน้้าหนักแห้งของสารสกัด ซึ่งมีค่าสูงกว่า

สารสกัดส่วนที่ละลายน้้าที่สกัดจากใบแห้ง WE-DLP (168.40 ± 2.63 mg VCEAC/กรัมน้้าหนักแห้งของสาร

สกัด) 12.92 % (p < 0.001)  ส่วนสารสกัดที่มีความสามารถในการให้ electron ต่้าสุด หรือมี FRAP 
value ต่้าสุดยังคงเป็นสารสกัดจากใบแห้ง 80EE-DLP (91.53 ± 0.44 mg VCEAC/กรัมน้้าหนักแห้งของ

สารสกัด) ที่มี reducing power ต่้ากว่า 95EE-FLP, 80EE-FLP, WE-FLP และ WE-DLP อยู่ 57.1%, 
57.76%, 52.7% และ 45.6% ตามล้าดับ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4  การต้านออกซิเดชันของสารสกัดต่าง ๆ จากใบฮว่านง็อกเมื่อทดสอบโดย FRAP assay ค่าที่
แสดงเป็นค่า mean ± SEM  (n = 3) และเป็นตัวแทนจากผลการทดลองอย่างน้อย 3 การ
ทดลองที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญท่ี p < 0.05 
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4.3.3  การต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์  (Cellular antioxidant activity) 

การประเมินความสามารถในการก้าจัดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ของสารสกัดฮว่านง็อกกระท้า
ใน RAW264.7 เซลล์  โดยใช้ DCFH-DA assay  ซึ่งใช้ DCFH-DA เป็น probe เพราะสามารถให้สารเรือง
แสง DCF ได้ภายในเซลล์  การติดตามการเพ่ิมสัญญาณ  fluorescene ของ  DCF (ที่เกิดจากการ  oxidize 
DCFH โดย ROSs  ที่เกิดภายในเซลล์) กระท้าอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 240 นาที  งานวิจัยนี้เลือกสาร
สกัดที่เตรียมจากใบสด 95EE-FLP และ WE-FLP  มาประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์เท่านั้น  
เนื่องจากผลการศึกษาที่ผ่านมา (รูปที่ 4.1-4.4-) ชี้แนะว่า สารสกัดทั้งสองของฮว่านง็อกมีปริมาณสารพฤกษ
เคมี TPC และ TFC สูง  ควบคู่กับการมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงใน DPPH และ FRAP assay  นอกจากนั้น 
สารสกัดทั้งคู่ได้จากการสกัดสารจากใบสดที่สกัดเริ่มต้นด้วย 95% ethanol  เหมือนกัน เพียงแต่ WE-FLP 
ได้จากการแยกเอาส่วนเฉพาะที่ละลายน้้าได้ออกมาเตรียมสารสกัดอีกทอดหนึ่ง  (ดังรายละเอียดในหัวข้อที่ 
3.8.3)  รูปที่ 4.5 แสดง  DCF fluorescence intensity  ใน RAW264 เซลล์ที่บ่มล่วงหน้ากับสารต้าน
อนุมูลอิสระมาตรฐานต่าง ๆ ที่ใช้เป็น positive control  (A) หรือบ่มร่วมกับสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ของ 95EE-FLP (B) หรือสารสกัด WE-FLP (C)  เป็นเวลา 24 ชม. ก่อนได้รับ DCFH-DA และตามด้วย t-
BuOOH จากรูปที่ 4.5 (A-C) เมื่อ RAW264.7 เซลล์ได้รับ tBuOOH  ค่า DCF fluorescence intensity 
เพ่ิมสูงขึ้นจากค่า baseline ของสัญญาณ fluorescence  จากกลุ่มที่เป็น naïve control (กลุ่มที่ไม่ได้รับ
สารใด) ในทุกช่วงเวลาที่ท้าการวัด  (time point)  ซึ่งตรงตามทฤษฎีเพราะ tBuOOH  ท้าให้เกิด ROSs 
ภายในเซลล์ ที่สามารถ oxidize  สาร DCFH เกิด DCF ซึ่งเป็นสารเรืองแสงให้เกิดขึ้นภายในเซลล์  การ
ทดลองในรูปที่ 4.5 A ชี้ชัดว่า เมื่อเทียบกับกลุ่มที่เป็น vehicle control  สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานทุก
ชนิดที่ใช้ในการทดลอง ไม่ว่าจะเป็น catechin (250 µM), resveratrol (20 µM) หรือ quercetin (10 

µM)  มีประสิทธิภาพสูงในการก้าจัด ROSs ที่เกิดภายในเซลล์ ดังทราบได้จากค่า DCF fluorescence 

intensity  ของทุกกลุ่มที่เป็น anti-oxidant positive control มีระดับต่้าลงทุก time point อย่างมี

นัยส้าคัญ (p < 0.05)  นับตั้งแต่จุดเริ่มต้นที่ท้าการวัดที่ 30 นาที จนครบ 240 นาที  ทั้งนี้ 20 µM 

resveratrol และ 10 µM quercetin มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง ROSs ภายในเซลล์ได้ดีกว่า 250 µM 

catechin  เพราะสามารถลดระดับของ DCF fluorescence intensity ลงมาได้เทียบเท่ากับ baseline 
ของ naïve control โดยเฉพาะที่ระยะช่วงเวลาตั้งแต่ 180-240 นาที ทั้ง  resveratrol และ quercetin  
สามารถลดระดับของ DCF ลงจนต่้ากว่าค่าของ baseline ใน naïve control ในขณะที่  catechin ที่

ความเข้มข้น 250 µM ไม่สามารถลดระดับให้ต่้าลงเท่ากับค่าของ  baseline ใน naïve control ได้แม้แต่ 

time point เดียว (รูปที่ 4.5 A)    เมื่อเทียบกับตัวท้าละลายควบคุม  สารสกัดจากใบสดของฮว่านง็อก  
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95EE-FLP และ WE-FLP ที่ความเข้มข้นที่ใช้ (50, 150 และ 250 µg/ml)  มีความสามารถในการก้าจัด 

ROSs ภายในเซลล์ได้ (รูปที่ 4.5 B-C )  นับตั้งแต่ 30 นาทีแรกที่เริ่มวัดสัญญาณ fluorescence ของ DCF 
จนกระทั่งถึง 240 นาที ซึ่งเป็นช่วงระยะเวลานานที่สุดของการเก็บข้อมูล ผลการทดลองชี้ชัดว่าการลดลง
ของสารเรืองแสง  DCF เป็นปฎิภาคโดยตรงกับความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นของสารสกัด และขึ้นกับช่วงเวลา
หลังจากกระตุ้นเซลล์ด้วย tBuOOH  แม้สารสกัด 95EE-FLP ที่ 50 µg/ml สามารถลดระดับ DCF ได้ทุก 

time point เมื่อเทียบกับกลุ่มตัวท้าละลายควบคุม แต่ระดับของ DCF ที่ลดลง ยังคงสูงกว่าค่าใน baseline 
ของ naïve control (p < 0.05) แต่ในความเข้มข้นที่สูงขึ้นที่ 150 µg/ml  สารสกัด 95 EE-FLP สามารถ

ลดระดับ DCF จนมีค่าเทียบเท่าค่าใน naïve control ได้ตั้งแต่ 30 นาที ถึง 150 นาที หลังจากนั้น  95EE-
FLP ที่ความเข้มข้นนี้ก็สามารถลดระดับของ DCF จนกระทั่งมีค่าต่้ากว่าใน navie control ที่ช่วงเวลา 
180-240 นาที ส่วนที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ 250 µg/ml  สารสกัด 95 EE-FLP สามารถลดระดับของ DCF 

ให้ต่้ากว่าค่าของ DCF ใน naïve control ได้ทุก time point ตั้งแต่ 30 นาทีแรกจนถึง 240 นาทีซึ่งเป็น
ระยะสิ้นสุดของการทดลองในการทดสอบ (รูปที่ 4.5 B)  ในท้านองเดียวกัน สารสกัดฮว่านง็อกที่ละลายน้้า

ได้ WE-FLP ที่ 150 และ 250 µg/ml สามารถลดระดับ DCF อย่างมีนัยส้าคัญได้ทุก time point เมื่อ

เทียบกับกลุ่ม tBuOOH (p< 0.05)  อนึ่งในกรณีนี้ กลุ่ม tBuOOH จัดเป็นกลุ่มเดียวกับสารละลายควบคุม
ได้ เพราะใช้ media เป็นตัวท้าละลายสารสกัด WE-FLP  ข้อควรสังเกตคือที่ความเข้มข้นต่้า 50 µg/ml 

WE-FLP  สามารถลด DCF fluorescent emmison ได้อย่างมีนัยส้าคัญตั้งแต่ 30 นาที ถึง 210 นาที 
เท่านั้น หลังจากนั้น ที่ 240 นาที ค่าของ DCF ไม่แตกต่างจากกลุ่ม tBuOOH ที่เป็นกลุ่มควบคุม 
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4.4  การศึกษาความเข้มข้นของสารสกัดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

            ในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดฮว่านง็อกที่ท้าการทดลองกับ RAW264.7 เซลล์ 
จ้าเป็นต้องหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัด เพ่ือให้แน่ใจว่าความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดที่ใช้ใน
งานทดลองไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์โดยตรง  งานวิจัยนี้ประเมินความเป็นพิษของสารสกัด 95 EE-FLP และ 
WE-FLP ต่อ RAW264.7 เซลล์ โดยใช้ 3 วิธีคือ MTT assay, trypan blue exclusion method และ 
การย้อมสีด้วย propidium iodide  ผลการทดลองพบว่า ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP มีความ
เป็นพิษต่้าต่อเซลล์ RAW264.7 ไม่ว่าจะประเมินด้วยวิธี MTT ใน colorimetric method  (รูปที่ 4.6 A-B) 
หรือ ใช้การนับเซลล์ที่มีชีวิตเมื่อย้อมด้วย trypan blue ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (รูปที่ 4.6 , C-D ) ให้ผลที่
สอดคล้องกัน คือสารสกัดทั้งสองไม่แสดงความเป็นพิษต่อ RAW264.7 เซลล์เมื่อมีความเข้มข้นน้อยกว่า 
หรือ เท่ากับ 1 mg/ml ต่อเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเป็น 1.5 mg/ml สารสกัดทั้งสองจึงแสดงความเป็นพิษต่อ
เซลล์  เมื่อประเมินด้วย MTT assay  สารสกัด 95 EE-FLP  และ WE-FLP ที่ 1.5 mg/ml ลดปริมาณเซลล์
ที่มีชีวิต (cell viability)  หรือท้าให้เกิดการตายของเซลล์ 34.14 ± 9.69% และ 21.58 ± 1.66% 

ตามล้าดับ (p < 0.05) (รูปที่ 4.6 A-B) และ WE-FLP ที่ความเข้มข้นสูง 4.5 mg/ml ท้าให้เกิดการตายของ

เซลล์  54.21 ± 1.74%  เมื่อประเมินโดย trypan blue ความเข้มข้นที่ 1.5 mg/ml ของ 95 EE-FLP  ท้า

ให้เกิดการตายของเซลล์ 37.56 ± 14.37 % (รูปที่ 4.6 C ) ในขณะที่ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 1.5  mg/ml 

และ 4.5 mg/ml ท้าให้เซลล์เกิดการตาย 8.16 ± 1.79% และ 65.32 ± 0.38% ตามล้าดับ (p < 0.05) (รูป

ที่ 4.6 D) 
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รูปที่ 4.6  ผลของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ RAW 264.7 เมื่อประเมิน

โดย MTT assay (A และ B) หรือ trypan blue exclusion method (C และ D) ค่าท่ีแสดงเป็น
ค่า mean ± SEM  (n =4) ของตัวแทนการทดลองอิสระที่ให้ผลในทิศทางเดียวกันอย่างน้อย 3 
ครั้ง  จุดข้อมูลในกราฟของ time point เดียวกัน  แท่งกราฟที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างอย่าง
มีนัยส้าคัญ ที่ p < 0.05  

 
  ส่วนผลของการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยการย้อมสีด้วย PI และติดตามโดยใช้ 
flow cytometry ในรูปที่ 4.7   ชี้แนะว่า สารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 0.05-0.25 mg/ml ไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่ที่ความเข้มข้นที่สูงขึ้นที่ 0.5, 1 และ 1.5 mg/ml สามารถท้าให้เกิดการตายของ
เซลล์ 8.57%, 20.57% และ 32.89% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.7 A) ส่วนสารสกัด WE-FLP ที่ 0.1-0.5 mg/ml 
ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่ที่ความเข้มข้นที่สูงขึ้น 1.5 mg/ml และ 4.5 mg/ml สามารถท้าให้เกิด
การตายของเซลล์ 21.64% และ 60.6% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.7 B)  ดังนั้น เพ่ือไม่ให้สารสกัดก่อให้เกิดความ
เป็นพิษต่อเซลล์ จึงเลือกความเข้มข้นที่ 0.25 mg/ml เป็นความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดทั้ง 95EE-FLP 
และ WE-FLP เพ่ือใช้ในการทดลองที่ต้องบ่มร่วมกับ RAW เซลล์  
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รูปที่ 4.7 ผลของสารสกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ต่อความเป็นพิษของเซลล์ RAW 264.7 เมื่อ
ประเมินโดยการย้อมด้วย PI   ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่มีชีวิตอยู่   และเป็น
ตัวแทนของการทดลองอิสระอย่างน้อย 2 ครั้ง   
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4.5 ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดฮว่านง็อก 

4.5.1  การยับยั้งการสร้าง nitric oxide ในเซลล์ RAW264.7 

การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยดูการยับยั้งการสร้าง nitric oxide (NO) ของสารสกัด
จากใบสดของฮว่านง็อก  95EE-FLP และ WE-FLP กระท้าในเซลล์ RAW264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 

และ IFN- เซลล์ RAW264.7 ถูกบ่มล่วงหน้า (pretreat) เป็นระยะเวลา 1 ชม. กับสารสกัด 95EE-
FLP หรือ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 50-250 µg/mL ซึ่งเป็นช่วงของความเข้มข้นที่ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อ
เซลล์ RAW264.7 (รูปที่ 4.6-4.7) หรือบ่มร่วมกับ 500 µM vitamin C  ซ่ึงใช้เป็น antioxidant  
positive control ก่อนการกระตุ้นให้ RAW264.7 เซลล์สังเคราะห์ NO โดยการเติม LPS (1 µg/ml) 

ร่วมกับ IFN- (25 U/ml) ภายหลังการบ่มเซลล์ต่อเนื่องอีก 24 ชม. ระดับของ NO  ถูกประเมิน
ทางอ้อมโดยการวัด nitrite ซึ่งเป็น metabolite product ที่เสถียรของ NO โดยใช้ Griess reagent  
ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.8     RAW264.7 เซลล์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น มีการสร้าง NO ใน
ระดับพ้ืนฐาน (basal level) ซึ่งมปีริมาณต่้า เทียบเป็นค่า nitrite เพียงประมาณ 1.5 µM  เมื่อกระตุ้น

ด้วย 1 µg/ml LPS และ 25 U/ml IFN- ปริมาณ nitrite เพ่ิมขึ้นเป็น 43 µM  ส่วน 500 µM 
vitamin C ที่เป็น antioxidant positive control สามารถยับยั้งการสร้าง NO ได้เพียง 35% (p < 
0.05) สารสกัดใบสดจากฮว่านง็อก ทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP ทุกความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ 
สามารถยับยั้งการสังเคราะห์ NO ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้น ดังค่าของปริมาณ nitrite  ของ RAW265.7 
เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัดมีค่าต่้ากว่ากลุ่มควบคุมที่มี และไม่มีตัวท้าละลายอย่างมีนัยส้าคัญ ( p < 
0.05)  (รูปที่ 4.8 A-B)  โดยปริมาณการยับยั้งแปรผันตามระดับของความเข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้น 
ผลการทดสอบในรูปที่  4.8 A-B ยังชี้ชัดว่า  สารสกัด 95EE-FLP ทุกความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบมี
ประสิทธิภาพสูงกว่าสารสกัด WE-FLP ในการยับยั้งการสร้าง NO  ใน RAW264.7 เซลล์ เช่น สารสกัด 
95EE-FLP ที่ 50 µg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นต่้าสุดที่ใช้ในการทดลองก็มีฤทธิ์ใกล้เคียงกับ 500 µM 
vitamin C ในการยับยั้งการสร้าง NO ในขณะที่สารสกัด WE-FLP จ้าเป็นต้องใช้ความเข้มข้นสูงถึง 
150-200 µg/ml จึงสามารถออกฤทธิ์ที่ใกล้เคียงกัน  และที่ความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัด 95EE-FLP 
250 µg/ml  สามารถยับยั้งการสร้าง NO ได้ถึง 74.4 % ในขณะที่ความเข้มข้นเดียวกันของสารสกัด 
WE-FLP สามารถยับยั้งการสร้าง NO ได้ เพียง 31.8 % เป็นต้น  
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รูปที่ 4.8  ผลของสารสกัด 95EE-FLP (A) และ สารสกัด WE-FLP (B) ต่อการสร้าง NO ใน RAW264.7 

เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS (1 µg/ml) ร่วมกับ IFN- (25 U/ml) เป็นระยะเวลา 24 ชม 
หลังจากที่ได้รับการบ่มเซลล์ล่วงหน้ากับ antioxidant positive control 500 M vitamin C  
สารสกัด 95EE-FLP หรือ สารสกัด WE-FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นระยะเวลา  1 ชม.  วัด
ปริมาณ NO ทางอ้อมโดยวัดปริมาณของ nitrite ด้วย Griess reagent   ค่าที่แสดงเป็น
ค่าเฉลี่ย ± SD (n =3) และเป็นตัวแทนของ การทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่ให้ผลที่คล้ายคลึงกัน 
กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p <0.05) เมื่อวิเคราะห์
ด้วย one-way ANOVA 

 

4.5.2 การยับยั้งการแสดงออกของ  iNOS และ COX-2 

เพ่ือยืนยันฤทธิ์ต้านการอักเสบเพ่ิมเติม พร้อมทั้งค้นหากลไกการยับยั้งการสร้าง NO ของสาร
สกัด ฮว่านง็อกว่าเกิดผ่านการยับยั้ง iNOS และ COX-2 หรือไม่ งานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของสารสกัดต่อระดับ
การแสดงออกของโปรตีนทั้ง iNOS และ COX-2  ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ  
โดยเฉพาะ iNOS เป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการสังเคราะห์ induced NO โดยตรง  ซึ่งเกิดขึ้นในเซลล์ RAW264.7 
ภายใต้สภาวะที่ถูกชักน้าโดย LPS และ IFN-   ปริมาณของ NO ในสภาวะที่ถูกชักน้า (induced NO)  มี
ระดับสูงและเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ  ดังนั้น สารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่สามารถยับยั้งการ
สังเคราะห์ induced NO  น่าจะออกฤทธิ์ผ่านกลไกของการยับยั้ง iNOS ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ใช้สังเคราะห์ 
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induced NO โดยตรง  และเพ่ือเป็นการยืนยันฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัด เพ่ิมเติมจากการยับยั้งการ
สร้าง NO งานวิจัยนี้จึงศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดต่อการยับยั้ง COX-2 ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เปลี่ยน arachidonic 
acid ให้เป็น prostaglandin และ thromboxane รวมทั้งสารกลุ่ม eicosanoid ของ fatty acid ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ และการกดการท้างานของระบบภูมิคุ้มกัน (Timothy et al., 2015) การ
แสดงออก (expression) ของทั้ง iNOS และ COX-2 protein ถูกตรวจสอบด้วยวิธี Western blot 
analysis  ในการทดลอง เซลล์ RAW264.7 ได้รับการบ่มล่วงหน้า 1 ชม. กับสารสกัด 95EE-FLP หรือ WE-
FLP  ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (50-250 µg/ml) หรือ antioxidant positive control (50 µg/ml trolox 

หรือ 500 µM vitamin C) ก่อนได้รับการกระตุ้นด้วย LPS ร่วมกับ IFN-เป็นระยะเวลา 24 ชม. และ
ประเมินด้วยวิธี Western blot analysis การทดลองให้ผลที่เป็นไปตามความคาดหมายคือ  LPS และ IFN-

  สามารถกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน iNOS ให้เพ่ิมขึ้นใน RAW264.7 เซลล์  ซึ่งไม่มีการแสดงออก
ในสภาวะปกติท่ีไม่ได้รับการกระตุ้น (lane VH เทียบกับ lane NA)  (รูปที่ 4.9 A, B )    ผลการทดลองชี้ชัด
ว่าทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP สามารถยับยั้งการแสดงออกของ iNOS protein ได้เมื่อเทียบกับ
กลุ่มตัวท้าละลายควบคุม  โดยปริมาณการยับยั้งของสารสกัดเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้น 
จากการตรวจสอบการยับยั้งในเชิงปริมาณด้วย densitometry และ ปรับเทียบค่า (normalize) กับ 
tubulin ซึ่งเป็นโปรตีนของ house keeping gene พบว่า สารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 50, 100, 
150, 200 และ 250 µg/ml  สามารถยับยั้งการแสดงออกของ iNOS protein ได้ประมาณ 29% , 56%, 
62%, 72% และ 83% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.9 A) ส่วนสารสกัด WE-FLP ที่ความเข้มข้น 50, 100, 150, 200 
และ 250 µg/ml  สามารถยับยั้งการแสดงออกของ iNOS protein ได้ประมาณ 34%, 43%, 57%, 68% 
และ 93% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.9 B) ดังนั้น สารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 50-200 µg/ml มี
ประสิทธิภาพสูงกว่า WE-FLP ในการยับยั้งการแสดงออกของ iNOS ซึ่งสอดคล้องกับผลของการยับยั้งการ
สร้าง NO (รูปที่ 4.8)   ส้าหรับ antioxidant control 500 µM vitamin C มีความสามารถในการยับยั้ง
การแสดงออกของ iNOS ได้ดีกว่า 50 µg/ml trolox โดย vitamin C สามารถยับยั้ง iNOS ได้ประมาณ 
65% ในขณะที ่trolox สามารถยับยั้งได้เพียง 33%  (รูปที่ 4.9 A)  
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รูปที่ 4.9 ผลของสาสกัด 95EE-FLP ต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS (A) และ COX-2 (C) และ ผลของ
สารสกัด  WE-FLP ต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS (B) และ COX-2 (D) ใน RAW264.7 เซลล์
ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-  การแสดงออกของโปรตีนในเชิงปริมาณวัดด้วยวิธี 
densitometry โดยใช้ Image J software และปรับค่า (normalize) โดยเทียบกับความเข้มของ
แถบ  tubulin  ในแต่ละ lane    ข้อมูลที่แสดงเป็นตัวแทนของการทดลองซ้้ากันอย่างน้อย 2 ครั้ง  
NA = naïve; เซลล์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น, VH = vehicle; ตัวท้าละลายควบคุม, 95EE-FLP และ 
WE-FLP เป็นสารสกัดจากใบสดของฺฮว่านง็อก  
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นอกจากความสามารถในการยับยั้ง NO และ iNOS  สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ยัง
แสดงฤทธ์ต้านการอักเสบผ่านการยับยั้งการแสดงออกของ COX-2  (รูปที่ 4.9 C, D)  ผลการวิเคราะห์ 
western blot ของ COX-2 ในเชิงปริมาณโดย densitometry และ normalize เทียบกับ tubulin  ชี้ชัด
ว่า การยับยั้งการแสดงออกของ COX-2 โดยสารสกัดทั้ง 2 แปรผันตามความเข้มข้น และประสิทธิภาพใน
การยับยั้ง COX-2 ของสารสกัดท้ัง 2 จะด้อยกว่าความสามารถในการยับยั้ง iNOS  โดยสารสกัด 95EE-FLP 
ที่ความเข้มข้น 50, 100, 150, 200 และ 250 µg/ml  สามารถยับยั้งการแสดงออกของ COX-2  protein 
ได้ประมาณ 6% , 15%, 30%, 53% และ 68 % ตามล้าดับ (รูปที่ 4.9 C) ในขณะที่ WE-FLP ที่ความ
เข้มข้น 50, 100, 150, 200 และ 250 µg/ml  สามารถยับยั้งการแสดงออกของ COX-2  protein ได้
ประมาณ 20%, 31%, 41 %, 43% และ 56 % ตามล้าดับ (รูปที่ 4.9 D)  ส้าหรับ antioxidant positive 
control 50 µg/ml trolox และ 500 µM vitamin C มีประสิทธิภาพทัดเทียมกันในการยับยั้ง COX-2 คือ 
18% และ 20% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.9 C)  

4.5.3  การยับยั้ง proinflammatory cytokine ของสารสกัด 

เนื่องจากสารสกัด 95EE-FLP  มีประสิทธิภาพต้านการอักเสบที่ดีกว่าสารสกัด WE-FLP ในการ
ยับยั้งการสร้าง NO และ iNOS รวมทั้งที่ความเข้มข้นสูง 95EE-FLP (250 µg/ml)  ยังสามารถลดระดับของ 
COX-2 ได้ดีกว่า สารสกัด WE-FLP  งานวิจัยนี้จึงเลือกสารสกัด 95EE-FLP เพ่ือใช้ในการตรวจสอบฤทธิ์
ต้านการอักเสบเพ่ิมเติมโดยผ่านกลไกการยับยั้ง proinflammatory cytokine IL-6 และ TNF-  โดย
ท้าการศึกษาท้ังในระดับโปรตีนและ gene ในเซลล์RAW264.7 เมือ่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS 

 4.5.3.1  การยับยั้งการหลั่ง TNF- และ  IL-6 ของ RAW264.7 เซลล์ 

ผลการทดสอบความสามารถของ 95EE-FLP ในการยับยั้งการหลั่ง proinflammtory 
cytokine TNF- และ IL-6 จาก RAW264.7 เซลล์โดยวิธี ELISA  แสดงในรูปที 4.10 A และ B ตามล้าดับ 
ผลการทดลองเป็นไปตามความคาดหมายคือ  ในสภาวะปกติ เซลล์ RAW264.7 มีการสร้าง pro-
inflammatory cytokine TNF- และ  IL-6  ในระดับ baseline ที่มีปริมาณต่้ามากจนตรวจแทบไม่พบ 
แต่เมื่อได้รับการกระตุ้นด้วย 100 ng/ml LPS เป็นระยะเวลา 8 ชม RAW264.7 เซลล์ถูกชักน้าให้เพ่ิมการ
สังเคราะห์ TNF- และ  IL-6 ให้อยู่ในระดับสูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05)  คืออยู่ที่ประมาณ 19 
ng/ml และ 4000 U/ml ตามล้าดับ แต่การบ่ม RAW264.7 เซลล์ล่วงหน้ากับสารสกัด 95EE-FLP ที่ความ
เข้มข้น 50-250 µg/ml  เป็นระยะเวลา 1 ชม ก่อนการกระตุ้นด้วย LPS สามารถลดปริมาณของทั้ง TNF- 

และ  IL-6 ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้นใน RAW264.7 เซลล์ เมื่อเทียบกับกลุ่มที่เป็น vehicle control (p < 
0.05) (รูปที่ 4.10 A และ 4.10 B ตามล้าดับ)  อย่างไรก็ดี ผลการทดลองชี้แนะว่าสารสกัด 95EE-FLP มี
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ความสามารถในการยับยั้ง IL-6 ได้ดีกว่าการยับยั้ง TNF-  โดยการยับยั้ง IL-6 ของสารสกัด 95EE-FLP 
เพ่ิมขึ้นกับตามความเข้มข้นของสารสกัด  เมื่อเทียบกับ vehicle control  สารสกัด 95EE-FLP ที่ความ
เข้มข้น 150 และ 250 µg/ml สามารถยับยั้ง IL-6 ได้ประมาณ 29.4 % และ 52.9% ตามล้าดับ (p< 0.05)  
ส่วนการยับยั้ง TNF- ของ 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 50-250 µg/ml มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ คืออยู่ที่
ประมาณ 32-50 %  เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีเป็น vehicle control   

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.10  การยับยั้งการหลั่งของ  TNF- (A) และ IL-6  (B) จาก RAW264.7 เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 

LPS โดยสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 95EE-FLP  เซลล์ RAW264.7 (2x106 เซลล์/หลุม) บ่ม
ล่วงหน้ากับ ตัวท้าลาย หรือ สารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (50-250 µg/ml) เป็นเวลา 1 ชม. 
ก่อนกระตุ้นด้วย LPS (100 ng/ml) เป็นเวลา 8 ชม.  ส่วนที่เป็น supernantant ใน culture 
ถูกจัดเก็บ และวิเคราะห์ปริมาณของ  TNF-และ IL-6 ด้วยวิธี ELISA ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
± SEM  (n =3) และเป็นตัวแทนของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่ให้ผลที่คล้ายคลึงกัน กราฟ
แท่งที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p <0.05)  
 
4.5.3.2  การยับยั้งการแสดงออกในระดับ gene ของ TNF- และ IL-6 

เพ่ือศึกษาว่าการยับยั้ง proinflammatory cytokine TNF- และ IL-6 โดยสารสกัด 95EE-
FLP เกิดผ่านการเปลี่ยนแปลงในระดับ mRNA หรือไม่  การตรวจสอบการแสดงออกของ TNF- และ IL-6 
ในระดับ gene จึงกระท้าโดยใช้เทคนิค qRT-PCR  ผลการทดสอบ (รูปที่ 4.11)  พบว่าสารสกัด 95EE-FLP 
สามารถลดระดับของ mRNA ของทั้ง TNF- และ IL-6 ได้อย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่
เป็น vehicle control โดยผลการทดสอบมีความสอดคล้องกับผลของสารสกัดที่พบในระดับโปรตีน (รูปที่ 
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4.10 A-B)  คือสารสกัด 95EE-FLP มีความสามารถยับยั้งการแสดงออกของ mRNA ของ IL-6 ได้ดีกว่า 
TNF-โดยสารสกัด 95EE-FLP  ที่ 150-250  µg/ml  สามารถยับยั้งระดับของ mRNA ของ IL-6 ในระดับ
เดียวกัน คืออยู่ที่ประมาณ 50 %  เมื่อเทียบกับ vehicle control (รูปที่ 4.11 B) และ 95EE-FLP ที่ความ
เข้มข้น 50-250 µg/ml  ไม่มีความแตกต่างกันในการลดระดับของ mRNA ของ TNF-คือสามารถลด
ระดับของ mRNA ของ TNF-ได้ประมาณ 27  %  เมื่อเทียบกับ vehicle control   (รูปที่ 4.11 A) 

 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11  การยับยั้งการแสดงออกระดับ gene ของ TNF-  (A) และ IL-6 (B)  ใน RAW264.7 เซลล์ที่

กระตุ้นด้วย LPS  โดยสารสกัด 95EE-FLP เซลล์ RAW264.7 (2x106 เซลล์/หลุม) บ่มล่วงหน้า
กับตัวท้าลาย หรือ สารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (50-250 µg/ml) เป็นเวลา 1 ชม. ก่อน
กระตุ้นด้วย LPS (100 ng/ml) เป็นเวลา 8 ชม. total RNA ของเซลล์ถูกสกัดและหาปริมาณ 
mRNA ของ TNF-และ IL-6 ด้วยเทคนิค qRT-PCR ใช้ Taqman primers และ probe  
normalize ค่า โดยใช้ endogenous 18S rRNA เป็นเกณฑ์และรายงานผลการแสดงออกของ 
gene เป็นจ้านวนเท่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมของเซลล์ที่ไม่ได้บ่มร่วมกับสารสกัดใช้วิธี 2-Δ∆Ct  
ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM  (n =3) และเป็นตัวแทนของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที
ให้ผลที่คล้ายคลึงกัน กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p< 0.05) 

 
4.6  ฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก 

การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดฮว่านง็อกกระท้าทั้งใน in vitro และ in vivo โมเดล 
การศึกษา in vitro ตรวจสอบความเป็นพิษโดยตรงของสารสกัด 95EE-FLP ต่อเซลล์มะเร็ง 4 สายพันธุ์ 
ส่วน in vivo ศึกษาโดยใช้ CAM  โมเดลที่ปลูกถ่าย (inoculate) เซลล์มะเร็ง B16F10 เข้าไปที ่CAM 
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4.6.1 การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 

เมื่อบ่มเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 4 ชนิดคือ เซลล์ HepG2, MCF-7, PC-3 และ Jurkat ร่วมกับ
สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 50, 250, 500, 750, 1,000, และ 1,500 µg/ml เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง และประเมินปริมาณเซลล์ที่ยังคงมีชีวิตอยู่ด้วย MTT assay พบว่าทั้งสารสกัด 95EE-
FLP และ WE-FLP ชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งสายพันธุ์  Jurkat และ HepG2 ได้ดีกว่า 
เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ PC-3 และ MCF-7  สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ทุกความเข้มข้น (50-1,500 
µg/ml) ท้าให้เกิดการตายของ Jurkat เซลล์ได้สูงกว่า vehicle control ที่ไม่มีสารสกัด (p< 0.05)  สาร
สกัด 95EE-FLP ที ่250 µg/ml ขึ้นไป สามารถชักน้าให้เกิดการตายของ MCF-7 ได้ในขณะที่ WE-FLP ต้อง
ใช้ความเข้มข้นตั้งแต่ 750 µg/ml ขึ้นไป (รูปที่ 4.12 A-B)  ส้าหรับเซลล์มะเร็ง MCF-7 และ PC-3 ไม่ค่อยมี
ความไว (unsusceptibility) ต่อสารสกัด   ฮว่านง็อก การชักน้าให้เกิดการตายของ MCF-7 เซลล์ได้อย่างมี
นัยส้าคัญ ต้องใช้ความเข้มข้นของ WE-FLP ที่สูงตั้งแต่  750 µg/ml ขึ้นไป ในขณะที่สารสกัด 95EE-FLP 
ต้องใช้ความเข้มข้นสูงถึง 1000 µg/ml ขึ้นไป ในกรณีเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก PC-3 มีความทนทาน 
(resistance) ต่อความเป็นพิษของสารสกัดเป็นพิเศษ เพราะแม้บ่มร่วมกับ 95EE-FLP ความเข้มข้นสูงถึง 
1,500 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชม ก็ยังไม่สามารถชักน้าให้เกิดการตายของ PC3 ในขณะที่ WE-FLP  
ต้องใช้ความเข้มข้นสูงถึง 1,500 µg/ml จึงสามารถชักน้าให้เกิดการตายได้ 9.7%  (รูปที่ 4.12 B) ตารางที่ 
4.2 แสดงค่า LC50 ของสารสกัดฮว่านง็อกต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ทั้ง 4 ชนิด สารสกัด WE-FLP มี
ประสิทธิภาพในการชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง Jurkat และ HepG2 ได้ดีกว่า 95EE-FLP 
เล็กน้อยคือ ประมาณ 18% และ 8% ตามล้าดับ (p< 0.05) (ตารางที่ 4.2)  ส่วนค่า LC50 ของ สารสกัดทั้ง
สองต่อเซลล์มะเร็ง PC-3 สามารถรายงานผลแค่มากกว่า 1,500 µg/ml ขึ้นไปเท่านั้นเนื่องจากความเข้มข้น
สูงสุดที่ใช้ในงานทดลอง ไม่สามารถชักน้าให้เกิดการตายของ PC-3 ให้ถึง 50%  :ซึ่งเป็นกรณีเดียวกันกับค่า 
LC50 ของ 95EE-FLP ต่อ MCF-7  ที่ความเข้มข้นสูงสุดสามารถชักน้าให้เกิดการตายได้เพียง 26.1%  ดังนั้น 
เมื่อเปรียบเทียบความไวของเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ทั้ง 4 ต่อการถูกท้าลายโดยสารสกัด 95EE-FLP ที่ความ
เข้มข้นสูง (750 µg/ml, 1,500 µg/ml ) เรียงล้าดับจากมากสุดสู่น้อยสุดคือ Jurkat < HepG2 < MCF-7 
< PC-3  และต่อการถูกท้าลายโดยสารสกัด WE-FLP ที่ความเข้มข้น 1,000 µg/ml ขึ้นไป คือ Jurkat < 
HepG2 < MCF-7<PC-3 (รูปที่ 4.12 A-B)   จากผลการทดลองโดยรวม ข้อมูลชี้ชัดว่าทั้ง 95EE-FLP และ 
WE-FLP มีความสามารถท้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งต่างชนิดแตกต่างกัน และมีประสิทธิภาพสูงสุดใน
การท้าลาย Jurkat เซลล์ ดังนั้น เซลล์ Jurkat จึงถูกคัดเลือกเพ่ือใช้ในการศึกษากลไกการเหนี่ยวน้าให้เกิด
การตายของเซลล์ต่อไป 



99 
 

 

 
 
รูปที่ 4.12  การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบฮว่านง็อก 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ต่อเซลล์มะเร็ง

สายพันธุ์ HepG2, MCF-7, PC-3, และ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัดนาน 24 ชม ค่าที่แสดงเป็นค่า 
mean ± SD (n=4) และเป็นตัวแทนของการทดลองอิสระอย่างน้อย 3 ครั้ง ค่าเฉลี่ยที่มี * ของเซลล์
สายพันธุ์เดียวกันมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญจากกลุ่ม vehicle control ที่ไม่ได้รับสารสกัด (p < 
0.05)  ส่วนค่าเฉลี่ยในความเข้มข้นเดียวกันของแต่ละเซลล์สายพันธุ์ที่มีอักษรต่างกันหมายถึงมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ p <0.05 
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ตารางท่ี 4.2  เปรียบเทียบค่า LC50 ของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 4 
ชนิด 

 

ชนิดเซลล์มะเร็ง 
LC50(µg/ml) 

95EE-FLP WE-FLP 
Jurkat 476.35 ± 31.51a 389.94 ± 13.26b 
HepG2 927.01 ± 90.84a 853.16 ± 49.71a 
MCF-7 >1,500 1,434.45 ± 85.62 
PC-3 >1,500 >1,500 

ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM (n = 4) และเป็นตัวแทนของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่ให้ผล
ในทิศทางเดียวกัน ค่าเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรต่างกันมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p< 0.05) 
 
 

อย่างไรก็ดี เพ่ือให้มั่นใจว่าความเข้มข้นเดียวกันของสารสกัดที่ก่อให้เกิดการตายต่อเซลล์ Jurkat จะไม่
ส่งผลกระทบต่อเซลล์ปกติ จึงจ้าเป็นต้องมีการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP 
ที่ความเข้มข้น 50, 250, 500, 750, 1,000, และ 1,500 µg/ml ต่อเซลล์ปกติ  เพ่ือให้มั่นใจว่าสารสกัดมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์ปกติ   งานวิจัยนี้ ได้ เลือกเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ ชนิด 
mononuclear ในกระแสโลหิต (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs) มาใช้เพ่ือเป็น
ตัวแทนของเซลล์ปกติศึกษาควบคู่กับเซลล์ Jurkat  เนื่องจากทั้งเซลล์ Jurkat และ PBMCs เป็นเซลล์เม็ด
เลือดขาวทั้งคู่ จากผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 250 µg/ml -1,500 µg/ml ของ 95EE-FLP 
และ WE-FLP มีฤทธิ์ชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง Jurkat ได้ดีกว่าเซลล์ปกติ PBMCs อย่างมี
นัยส้าคัญที่ p< 0.05 (รูปที่ 4.13)  ค่า LC50 ของสารสกัด 95EE-FLP ที่มี ต่อ Jurkat เซลล์เท่ากับ 467.35 
± 31.51 และต่อ PBMC เซลล์มีค่ามากกว่า 1,500 µg/ml ในขณะที่ค่า LC50 ของสารสกัด WE-FLP  ต่อ 

Jurkat เซลล์เท่ากับ 389.94 ± 13.26 และต่อ PBMC เซลล์มคี่ามากกว่า 1,500 µg/ml ซ่ึงข้อมูลที่ชี้แนะว่า

สารสกัดฮว่านง็อกมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์ปกติในกระแสโลหิต ช่วยสนับสนุนการใช้ฮ
ว่านง็อกเป็นสมุนไพรต้านมะเร็งได้ในระดับหนึ่ง 
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รูปที่ 4.13 การเปรียบเทียบความเป็นพิษของสารสกัดใบฮว่านง็อก 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) 

ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพันธุ์ Jurkat และ PBMCs เมื่อบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัด
เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมงก่อนประเมินปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตด้วย MTT assay ค่าที่แสดง
เป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n = 4) และเป็นตัวแทนของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่ให้ผลใน
ทิศทางเดียวกัน เครื่องหมาย * แสดงค่าเฉลี่ยของแต่ละคู่ที่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญ (p< 0.05) เมื่อวิเคราะห์ด้วย Student’s t test 
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4.6.2 การเหนี่ยวน าการตายของเซลล์มะเร็งผ่านกลไก apoptosis 

4.6.2.1 วิเคราะห์การแตกหักของดีเอ็นเอ (DNA fragmentation)  

เทคนิค agarose gel electrophoresis ถูกน้ามาวิเคราะห์การแตกหักของดี
เอ็นเอท่ีมีลักษณะเป็นขั้นบันได (DNA ladder) ที่มีขนาดตามจ้านวนเท่าของ 180-200 base pair  อันเป็น
เอกลักษณ์หนึ่งของเซลล์เมื่อเกิดการตายแบบ apoptosis ผลการทดลองใน รูปที่ 4.14 A-D แสดงว่า สาร
สกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง Jurkat  ผ่านกลไกของ apoptosis  
การชักน้าให้เกิด apoptosis ของสารสกัดมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดที่ใช้ และขึ้นกับช่วง
ระยะเวลาที่ใช้ในการบ่ม  ผลการทดลองพบว่าเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับ 95EE-FLP หรือ WE-FLP ที่ความ
เข้มข้น 300 และ 600 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง แสดงการแตกหักของ DNA เป็นแบบขั้นบันได
อย่างชัดเจน อันบ่งบอกถึงการตายของเซลล์แบบ apoptosis (รูปที่ 4.14 A และ C ตามล้าดับ)    งานวิจัย
นี้ เลือกเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัดที่ความเข้มข้น 300 µg/ml ที่ระยะเวลาแตกต่างกัน (6, 12, 24 
ชม.)  มาหาช่วงระยะเวลาที่เซลล์เริ่มเกิด apoptosis  ผลการทดลองพบว่า ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ 
WE-FLP ที่ความเข้มข้น 300 µg/ml สามารถชักน้าให้เซลล์มะเร็ง jurkat เกิดการตายแบบ apoptosis  ที่
ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมงภายหลังการบ่ม (รูปที่ 4.14 B และ D ตามล้าดับ)   ทั้งนี้ กลุ่ม vehicle 
control (กลุ่มของเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับตัวท้าละลาย ไม่ได้รับสารสกัด)  ไม่เกิดการแตกหักของดีเอ็น
เอ  ในขณะที่เซลล์ Jurkat ที่บ่มกับกับยาที่เป็น  positive control     (40 µg/ml  etoposide)  เป็น
ระยะเวลา 24 ชม. แสดงการแตกหักของ DNA แบบขั้นบันไดอย่างชัดเจน 
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4.6.2.2  การศึกษารูปร่างของนิวเคลียสใน apoptotic cell ด้วยสี Hoechst  
33258  

ผลการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของนิวเคลียสของเซลล์ Jurkat หลังจาก
บ่มด้วย 95EE-FLP (รูปที่ 4.15) หรือ WE-FLP (รูปที่ 4.16) ด้วยการย้อมเซลล์ด้วยสี Hoechst 33258 
พบว่าเซลล์ Jurkat ที่บ่มด้วยยา etoposide ซึ่งเป็น positive control เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงลักษณะ
รูปร่างของเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis ดังมีลักษณะที่เป็นเอกลักษณ์ดังนี้ เกิดการ blebling ของเยื่อหุ้ม
เซลล์  เกิดการหดตัวของเซลล์  เกิดการหดตัวและการแตกหักของนิวเคลียส (ลูกศรสีขาว)  ซึ่งลักษณะ
ดังกล่าวสามารถพบได้เช่นกัน ในเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัดฮว่านง็อกทั้ง 95EE-FLP (รูปที่ 4.15)   
หรือ WE-FLP (รูปที่ 4.16) ที่ความเข้มข้น 300 และ 600 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง  ผลจาก time 
course study  พบว่า Jurkat เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัดทั้งสองที่ความเข้มข้น 300 µg/ml เป็นระยะเวลา
ตั้งแต่ 12 ชม. ขึ้นไปถึง 24 ชม สามารถถูกชักน้าให้เกิดการตายแบบ apoptosis (การศึกษานี้ไม่ได้ติดตาม
วัดผลภายหลัง 24 ชม.)  ดังนั้น ผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เมื่อดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์
สอดคล้องกับผลของ DNA ladder ที่ตรวจด้วย gel electrophoresis (รูปที่ 4.14) และช่วยยืนยันว่า 
apoptosis เป็นกลไกหนึ่งที่สารสกัดฮว่านง็อกท้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง ทั้งนี้ การเหนี่ยวน้าให้เกิด 
apoptosis ของเซลล์มะเร็ง Jurkat  โดยสารสกัดขึ้นกับความเข้มข้นของสารสกัด และ ระยะเวลาของการ
บ่ม ดังเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 95EE-FLP หรือ  WE-FLP ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml  เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หรือ บ่มที่ความเข้มข้น  300 µg/ml เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ไม่พบหลักฐานของลักษณะ
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์และนิวเคลียสที่เป็นเอกลักษณ์ของเซลล์ที่เกิด apoptosis  แต่อย่างใด 
และไมม่ีความแตกต่างจากกลุ่ม vehicle control (รูปที่ 4.15-4.16)  
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รูปที่ 4.15  การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของนิวเคลียสด้วยการย้อมเซลล์ Jurkat ด้วยสี Hoechst 

33258 ภายหลังจากการบ่มเซลล์ร่วมกับตัวท้าละลายควบคุม หรือ 40 µg/ml 
etoposide  หรือสารสกัดใบฮว่านง็อก 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 100, 300 และ 
600 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชม. หรือ ที่ความเข้มข้น 300 µg/ml  เป็นระยะเวลา 
6, 12 และ 24 ชั่วโมงในการศึกษาหาระยะเวลาที่ชักน้าให้เกิด apoptosis 

0.1%DMSO Etoposide (40 µg/ml) กลุ่มควบคุม 

95EE-FLP (100 µg/ml) 

24 ชั่วโมง 

95EE-FLP (300 µg/ml) 95EE-FLP (600 µg/ml) 

6 ชั่วโมง 

95EE-FLP (300 µg/ml) 

12 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.16 การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของนิวเคลียสด้วยการย้อมเซลล์ Jurkat ด้วยสี Hoechst 
33258 ภายหลังจากการบ่มเซลล์ร่วมกับตัวท้าละลายควบคุม หรือ 40 µg/ml 
etoposide  หรือสารสกัดใบฮว่านง็อก WE-FLP ที่ความเข้มข้น 100, 300 และ 600 
µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชม. หรือ บ่มที่ความเข้มข้น 300 µg/ml  เป็นระยะเวลา 6, 
12 และ 24 ชั่วโมงในการศึกษาหาระยะเวลาที่ชักน้าให้เกิด apoptosis  

 

Etoposide (40 µg/ml) กลุ่มควบคุม และ VH control 

WE-FLP (100 µg/ml) WE-FLP (300 µg/ml) WE-FLP (600 µg/ml) 

24 ชั่วโมง 

6 ชั่วโมง 

WE-FLP (300 µg/ml) 

12 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 
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4.6.2.3  การย้อม early apoptotic cell ด้วย Annexin V-PI 
เทคนิคการย้อม Annexin V-PI น้ามาใช้เพ่ือยืนยันลักษณะการตายแบบ apoptosis ใน

ระยะเริ่มต้น ผลจากการทดลองพบว่าเปอร์เซ็นต์การตายแบบ apoptosis ของ Jurkat เซลล์ในระยะเริ่มต้น
เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัด 95EE-FLP และระยะเวลาของการบ่ม (รูปที่ 4.17)   ผลจากการ
วิเคราะห์เซลล์ที่ย้อมด้วย annexin V ร่วมกับ PI ด้วยการใช้ flow cytometry พบว่า ในจตุภาคที่ 3 (กลุ่ม
เซลล์ที่ติดสี annexin V แต่ไม่ติดสี PI)  ของรูปที่ 4.17 มี % early apoptotic  cell เพ่ิมขึ้นจาก 6.90% 
ในกลุ่มควบคุม เป็น 7.93% และ 14.24% ในกลุ่มเซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 95EE-FLP ที่ความ
เข้มข้น 300 และ 600 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ตามล้าดับ และเซลล์ที่ได้รับความเข้มข้นต่้าของ
สารสกัด (100 µg/ml) ไม่มี % early apoptotic cell (6.9%) แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่เป็น vehicle 
control แต่อย่างใด  จากการท้า time course study เพ่ือหาระยะเวลาที่สารสกัดชักน้าให้เกิด 
apoptosis  พบว่า  การบ่ม Jurkat เซลล์ร่วมกับ 95EE-FLP ที ่300 µg/ml เป็นระยะเวลา 6 ชม. ไม่มีการ
ชักน้าให้เกิด apoptosis เพ่ิมข้ึน ดังค่าของ % early apoptotic cell ที ่6 ชม. ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุม  แต่เซลล์ที่ได้รับการบ่มเป็นระยะเวลา 12 ชม. และ 24 ชม. มี % early apoptotic cell เพ่ิมขึ้น
จาก 6.96% ในกลุ่มควบคุม หรือจาก 6.93% ใน 6 ชม. เป็น 8.44% และ 11.42% ใน 12 ชม. และ 24 
ชม. ตามล้าดับ  (รูปที่ 4.17)  สารสกัด WE-FLP  ให้ผลการทดลองที่คล้ายคลึงกับ 95EE-FLP  คือ % 
early apoptotic cell เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัด WE-FLP ต้องมีความเข้มข้น 300 µg/ml 
และ 600 µg/ml จึงสามารถเพ่ิม % early apoptotic cell จาก 8.62% ในกลุ่มควบคุม เป็น 9.29% และ 
30.29% ตามล้าดับ ในการบ่มร่วมกับเซลล์เป็นระยะเวลา 24 ชม. ส้าหรับ time course study แสดงว่า 
สารสกัด WE-FLP สามารถชักน้าให้เกิด apoptosis ได้เมื่อได้รับสารสกัดเป็นเวลา 6 ชม. ดังการเพ่ิม % 
early apoptotic cell จาก 4.34% ในกลุ่มควบคุม เป็น 12.26% ที่ 6 ชม. แต่อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมขึ้น
ของระยะเวลาการบ่มเซลล์จาก 6 ชม เป็น 12 หรือ 24 ชม ไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมของ % early apoptotic 
cell แต่อย่างใด ดัง early apoptotic cell ที่ระยะเวลา 6, 12 และ 24 ชม. มีค่าเกือบเท่ากันหมดคือ
ใกล้เคียง 12 % (รูปที่ 4.18)   ดังนั้น การทดลองในรูปที่ 4.17-4.18 ชี้แนะว่าที่ความเข้มข้น 300 µg/ml  
WE-FLP  สามารถเพ่ิม % early apoptotic cell ได้รวดเร็วกว่าสารสกัด 95EE-FLP  คือ มีผลให้เกิด 
early apoptosis  ได้ตั้งแต่ระยะเวลา 6 ชม ในขณะที่สารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้นเดียวกัน พบการ
เพ่ิมที่ระยะเวลา 12 ชม   อันส่งผลให้ปริมาณ % early apoptotic cell ของ Jurkat ที่ได้รับ 300 µg/ml 
WE-FLP มีค่าเป็น 2.9 เท่าของกลุ่มควบคุมในขณะที่ 95EE-FLP มีค่าเป็น 1.64 เท่าของกลุ่มควบคุมที่
ระยะเวลา 24 ชม.  ส้าหรับการบ่มเซลล์ร่วมกับ 40 µg/ml etoposide เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเป็น 
positive control เพ่ิม % early apoptotic cell จาก 3.46% ในกลุ่มควบคุมเป็น 16.66% และสามารถ
ชักน้าให้เกิด apoptosis เพ่ิมข้ึน 564.86% หรือ ประมาณ 6.6 เท่าจากกลุ่มควบคุม  (รูปที่ 14.17) 
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4.6.2.4 การชักน าให้เกิดการหลั่งของ cytochrome C 

Cytochrome C คือโปรตีนที่อยู่ระหว่างเยื่อหุ้ม mitochondria ชั้นนอกและ
ชั้นใน  ซึ่งกลไกการเกิด apoptosis ผ่าน intrinsic pathway เกิดการเปลี่ยน mitochondrial 
membrane potential ส่งผลให้ cytochrome C  ใน mitochondria ถูกหลั่งออกสู่ cytoplasm  ดังนั้น 
เซลล์ที่ตายด้วยกระบวนการ apoptosis  จึงมีปริมาณของ cytochrome C ใน mitochondria ลดลง ซึ่ง
ปริมาณของ cytochrome C  สามารถตรวจวัดได้โดยการจับของ  anti-cytochrome C-FITC และ
วิเคราะห์โดยใช้เทคนิค flow cytometer  ผลการทดลองในรูปที่ 4.19-4.20 พบว่า ประสิทธิภาพของ 
95EE-FLP และ WE-FLP ในการชักน้าให้เกิดการหลั่งของ cytochrome C ในเซลล์ Jurkat  ขึ้นอยู่กับ
ความเข้มข้นและระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น  ภายหลังการบ่ม Jurkat เซลล์ร่วมกับสารสกัดเป็นระยะเวลา 24 ชม. 
สารสกัด  95EE-FLP หรือ WE-FLP ที่ ความเข้มข้น 300 µg/ml และ 600 µg/ml สามารถชักน้าให้เกิด
การหลั่งของ cytochrome C  จาก mitochondria ในเซลล์ Jurkat สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p< 0.05) (รูปที่ 4.19 A, 4.20 A)  ทั้งนี้ ปริมาณการหลั่งของ cytochrome c เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้น
ของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้น  ดังเซลล์ Jurkat ที่ได้รับ 300 µg/ml และ 600 µg/ml 95EE-FLP มีการหลั่งของ 
cytochrome c  เพ่ิมขึ้นจากกลุ่มควบคุมประมาณ 65 และ 75 % ตามล้าดับ (รูปที่ 4.19 A) ในขณะที่
ความเข้มข้นเดียวกันของ WE-FLP สามารถชักน้าให้มีการหลั่ง cytochrome c ที่ใกล้เคียงกัน คือเพ่ิมขึ้น
จากกลุ่มควบคุมประมาณ 49% และ 76% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.20 A)  ผลการทดลองในรูปที่ 4.19 B และ 
4.20 B ชี้ชัดว่า ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ ความเข้มข้น 300 µg/ml สามารถชักน้าให้เกิด
การหลั่งของ cytochrome c ที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม (p< 0.05) ที่เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง และไม่มีผลต่อ
การหลั่งของ cytochrome c  เพ่ิมขึ้นจากกลุ่มควบคุมเมื่อบ่มในช่วงระยะเวลาสั้นที่ 6 ชม.   สิ่งที่น่าสนใจ
คือ สารสกัดทั้งสอง 95EE-FLP  หรือ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 600 µg/ml มีประสิทธิภาพสูงกว่า 40 
µg/ml etoposide ซึ่งเป็น positive control ในการเหนี่ยวน้าการหลั่ง cytochrome C ในเซลล์ Jurkat  
อย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05)  โดยรวม ผลทดลองชี้ชัดว่า การชักน้าให้เกิดการรั่วไหลของ cytochrome c  
จาก mitochondrial membrane เป็นกลไกหนึ่งที่สารสกัดจากใบฮว่านง็อกสามารถชักน้าให้เซลล์มะเร็ง 
Jurkat เกิดการตายด้วยกระบวนการ apoptosis 
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รูปที่ 4.19  เปอร์เซ็นต์การหลั่งของ Cytochrome c จาก mitochondrial membrane ใน
เซลล์ Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัดใบฮว่านง็อก 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 100, 300 
และ 600 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชม.  (A) หรือ บ่มร่วมกับสารสกัดที่ความเข้มข้น 
300 µg/ml  เป็นระยะเวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (B) ค่าท่ีแสดงเป็นค่า mean ± SD 

(n=3) ข้อมูลที่แสดงเป็นตัวแทนของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่ให้ผลในทิศทาง
เดียวกัน กราฟแท่งที่มีตัวอักษรต่างกันมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05) 

A 

B 

95EE-FLP (µg/ml) at 24  hr. 

95EE-FLP (300 µg/ml). 
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รูปที่ 4.20  เปอร์เซ็นต์การหลั่งของ Cytochrome c จาก mitochondrial membrane ในเซลล์ 

Jurkat ที่บ่มร่วมกับสารสกัดใบฮว่านง็อก WE-FLP ที่ความเข้มข้น 100, 300 และ 
600 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชม.  (A) หรือ บ่มร่วมกับสารสกัดที่ความเข้มข้น 300 

µg/ml  เป็นระยะเวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (B) ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD 

(n=3) ข้อมูลที่แสดงเป็นตัวแทนของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่ให้ผลในทิศทาง
เดียวกัน กราฟแท่งที่มีตัวอักษรต่างกันมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05) 

 
  

A 

B 

WE-FLP (µg/ml) at 24 hr. 

WE-FLP 300 µg/ml  
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4.6.3  ฤทธิต์้านมะเร็งของสารสกัดฮว่านง็อกใน in vivo CAM model 

เนื่องจากทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP สามารถแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสาย
พันธุ์โดยเหนี่ยวน้าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ได้ทั้งคู่ ด้วยประสิทธิภาพที่ไม่แตกต่างกันนัก  งานวิจัยนี้ 
จึงศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งเพ่ิมเติมใน in vivo โดยตรวจสอบความสามารถของสารสกัดทั้งสองในการยับยั้ง
การสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ผิวหนัง B16F10 โดยใช้ CAM model  

4.6.3.1 การศึกษาความพิษโดยตรงของสารสกัดฮว่านง็อกต่อเซลล์มะเร็ง B16F10 

ในการศึกษาเกี่ยวกับความสามารถของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ในการ
ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้นโดยเซลล์มะเร็งผิวหนัง B16F10 จ้าเป็นต้องใช้ความ
เข้มข้นของสารสกัดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ในงานวิจัยนี้ จึงได้ท้าการศึกษาเพ่ือหาความเข้มข้นที่
เหมาะสมของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง B16F10  ผลการ
ทดสอบในรูปที่ 4.21 A และ B พบว่า  สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 300  
µg/ml ขึ้นไป เมื่อบ่มร่วมกับเซลล์ B16F10  เป็นระยะเวลา 24 ชม สามารถชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์ 
B16F10 อย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p <0.05)  และความเป็นพิษของสารสกัดทั้งสองต่อ
เซลล์ B16F10  เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัด     สารสกัดที่ความเข้มข้นต่้า 50--100 µg/ml  ไม่
แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่สารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น  300, 600, 900, 1,200 และ 1,500 
µg/ml  สามารถชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์ B16F10  ประมาณ 26%,  36%, 57%, 78%,  และ 82% 
ตามล้าดับ (รูปที่ 4.21 A) และสารสกัด WE-FLP ที่ความเข้มข้น  300, 600, 900, 1,200 และ 1,500 
µg/ml  สามารถชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์ B16F10  ประมาณ 9%,  30%, 45%, 70%,  และ 70% 
ตามล้าดับ (รูปที่ 4.21 B) สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP มีค่า LC50 ต่อเซลล์ B16F10 เท่ากับ 836.56 

± 48.03 และ  995.59 ± 35.95 ตามล้าดับ  ดังนั้น งานวิจัยนี้ จึงเลือกใช้สารสกัดท้ัง 2 ที่ความเข้มข้นสูงสุด

ไม่เกิน 300 µg/ml เพ่ือใช้ในการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดในการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดย
เซลล์ B16F10 ใน CAM model ต่อไป 
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รูปที่ 4.21  การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด 95EE-FLP  และ WE-FLP ต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ B16F10 

เมื่อบ่มร่วมกับสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆนาน 24 ชม ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=4) และ
เป็นตัวแทนของการทดลองอิสระอย่างน้อย 3 คร้ัง กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันหมายถึงมีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส้าคัญที่ p< 0.05 

 

 

B 

 95EE-FLP (g/ml) 

A 

WE-FLP (g/ml) 
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4.6.3.2  การชักน าการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM โดยเซลล์มะเร็ง B16F10  

เพ่ือพัฒนา CAM model ที่ใช้ในการทดลองผลของสารสกัดต่อการสร้างเส้นเลือด
ใหม่ที่ถูกหนี่ยวน้าโดยเซลล์มะเร็ง B16F10 งานวิจัยนี้จึงท้าการทดสอบความสามารถของเซลล์  B16F10 
ในการกระตุ้นให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM  การทดลองกระท้าโดยปลูกถ่าย หรือ inoculate 
เซลล์ B16F10 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงใน CAM   ก่อนท้าการบ่มเป็นระยะเวลา 24 หรือ 48 ชม พร้อมนับ
จ้านวนเส้นเลือดที่สร้างขึ้นใหม่ใน CAM  ภายหลังการบ่มของแต่ละช่วงเวลา เทียบกับ negative control 
ที่ไม่ได้ inoculate ด้วยเซลล์ B16F10  นอกจากนั้น งานวิจัยนี้ยังใช้ 100 ng/ml bFGF เป็น positive 
control เหนี่ยวน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่เพ่ือเปรียบเทียบกับความสามารถของเซลล์มะเร็ง B16F10 
ในการกระตุ้นให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ ผลการทดลอง (รูปที่ 4.22-4.23) แสดงว่า ภายหลังการ 
inoculate เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชม  เซลล์มะเร็ง B16F10  สามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้างเส้น
เลือดใหม่อย่างมากมาย เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง  การสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ถูกชักน้าโดย
เซลล์มะเร็งขึ้นกับความเข้มข้นของเซลล์ และระยะเวลาของการบ่ม  จากรูปที่  4.22  เมื่อเทียบกับกลุ่ม 
vehicle control  CAM ที่ได้รับการ inoculate ด้วย B16F10 จ้านวน 1x106, 3x106  และ 6x106  เซลล์ 
บ่มเป็นระยะเวลา 24 ชม  มีการกระตุ้นให้เพ่ิมการสร้างเส้นเลือดใหม่มากถึง 16, 26  และ 30 เท่า
ตามล้าดับ (p< 0.05) ในขณะที่การบ่มในระยะเวลา 48 ชม  มีการกระตุ้นให้เพ่ิมการสร้าง 5, 6, และ 8 
เท่าตามล้าดับ (p< 0.05) (รูปที่ 4.23)  ส้าหรับ 100 ng/ml bFGF  มีการเพ่ิมของการสร้างเส้นเลือดใหม่  
12 และ 4 เท่าท่ีระยะเวลา 24 ชม. และ 48 ชม. ตามล้าดับ (รูปที่ 4.22-4.23)  ดังนั้น เซลล์มะเร็ง B16F10 
มีความสามารถสูงกว่า 100 ng/ml bFGF  ในการกระตุ้นให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ทั้งที่ 24 และ 48 
ชม.ใน CAM model   อย่างไรก็ตาม  แม้ปริมาณเส้นเลือดที่สร้างขึ้นใหม่ที่ระยะเวลา 48 ชม มีปริมาณ
มากกว่าที ่24 ชม. อย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05)  ไม่ว่าเกิดจากการชักน้าโดยเซลล์ B16F10 หรือ โดย bFGF 
(รูปที่ 4.24)  แตก่ารใช้เซลล์มะเร็งจ้านวนมาก คือเพ่ิมปริมาณเซลล์ B16F10 เป็น 2 เท่าจาก  3x106  เป็น 
6x106 เซลล์  ไม่มีผลต่อการเพ่ิมการสร้างเส้นเลือดใหม่จาก 24  ชม. ถึง 48 ชม แต่อย่างใด  ดังปริมาณ 
B16F10  3x106 และ 6x106 เซลล์มีการเพ่ิมขึ้นของเส้นเลือดใหม่จาก 24 ไป 48 ชม. ที่ทัดเทียมกันคือ 
15.77 % และ 16.23% ตามล้าดับ ในขณะที่เซลล์ปริมาณต่้ากว่า คือ 1x10 6 เซลล์ มีการเพ่ิมขึ้นของเส้น
เลือดใหม่จาก 24 ชม. ไป 48 ชม. 63.96 % ดังนั้น จึงเลือก 3x10 6 เซลล์ของ B16F10 เป็นปริมาณสูงสุด
พ่ือใช้ในงานทดลองครั้งต่อไป 
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รูปที่ 4.22  การชักน้าให้สร้างเส้นเลือดใหม่โดยเซลล์มะเร็ง B16F10 และ  bFGF ใน CAM  

model เมื่อ ระยะเวลา 24 ชม. ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=4) และเป็น
ตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 คร้ังที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษร
ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ p< 0.05  เมื่อวิเคราะห์ด้วย one-
way ANOVA  

   

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.23  การชักน้าให้สร้างเส้นเลือดใหม่โดยเซลล์มะเร็ง B16F10 และ bFGF ใน CAM  

model เมื่อ ระยะเวลา 48 ชม. ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=4) และเป็น
ตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน  2 ครั้งที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มี
อักษรต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ p <0.05  เมื่อวิเคราะห์ด้วย 
one-way ANOVA 
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รูปที่ 4.24  เปรียบเทียบการสร้างเส้นเลือดใหม่โดยเซลล์มะเร็ง B16F10 และ bFGF ใน 

CAM  model ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชม. ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD 
(n=4) และเป็นตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 ครั้งที่ให้ผลในทิศทาง
เดียวกัน  เครื่องหมาย * หมายถึงค่าที่ 24 และ 48 ชม. มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส้าคัญที่ p <0.05 เมือ่วิเคราะห์ด้วย Student’s t-test 

 

4.6.3.3 การตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อ CAM 

เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ใช้ใน 
CAM model ผลของสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ตามธรรมชาติที่เกิดใน CAM 
(เมื่อไม่มีเซลล์มะเร็ง หรือ ไม่มี bFGF) ได้รับการประเมินที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชม.  ผลการทดลอง  
พบว่า ในระยะเวลา 24 ชม. ความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ไม่แสดงความเป็น
พิษต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดตามธรรมชาติใน CAM  อยู่ที่ 300 µg/ml และ 600 µg/ml ตามล้าดับ 
ในขณะที่ WE-FLPที่ความเข้มข้น 100-300 µg/ml สามารถเพ่ิมการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM ได้อย่างมี
นัยส้าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p< 0.05) (รูปที่ 4.25 A-B)  ส่วนความเข้มข้นของสารสกัด 95EE-FLP 
ที ่600 µg/ml และ WE-FLP ที ่900 และ 1,500 µg/ml มีความเป็นพิษต่อ CAM  เพราะนอกจากไม่มีการ
ชักน้าให้สร้างเส้นเลือดใหม่อย่างที่ควรเกิดขึ้นตามธรรมชาติ แต่จ้านวนของเส้นเลือดใน CAM กลับมีค่า
ลดลง (p< 0.05) จากจ้านวนเส้นเลือดเมื่อระยะเวลาเริ่มต้นของการทดลอง (ก่อนใส่สารสกัดลงใน CAM)  
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(ดังที่แสดงเป็นค่าติดลบในรูปที่ 4.25 A-B)  แม้ที่ระยะเวลา 24 ชม. ความเข้มข้นที่ 100-300 µg/ml ของ
สารสกัด WE-FLP สามารถเพ่ิมจ้านวนเส้นเลือดที่เกิดขึ้นใหม่จากกลุ่มควบคุม แต่เมื่อเวลาผ่านไปครบ 48 
ชม. สารสกัดที่ความเข้มข้นดังกล่าวไม่ส่งผลกระทบใด ๆ ต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM  เพราะจ้านวน
เส้นเลือดที่เกิดใหม่ในระยะเวลา 48 ชม. ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (p< 0.05) ในขณะที่ความ
เข้มข้น 600 µg/ml ของ WE-FLP มีจ้านวนเส้นเลือดที่เกิดใหม่น้อยกว่าในกลุ่มควบคุม 79.49% ส่วนสาร
สกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml ที่ระยะเวลา 48 ชม. สามารถเพ่ิมปริมาณเส้นเลือดใหม่สูงกว่า
กลุ่มควบคุมประมาณ 21% (p< 0.05)  โดยความเข้มข้นที่สูงของสารสกัดทั้งสอง (600 µg/ml 95EE-FLP 
และ 900 และ 1,500 µg/ml WE-FLP) ยังคงแสดงความเป็นพิษต่อ CAM  (รูปที่ 4.26 A-B )  สิ่งที่น่า
สังเกตคือ จ้านวนเส้นเลือดใหม่ในกลุ่มที่ได้รับสารสกัดทั้งสองที่ความเข้มข้น 100-300 µg/ml ที่ 48 ชม. มี
ปริมาณสูงกว่าที่ 24 ชม. อย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05)  โดยที่ 48 ชม. มีการเพ่ิมการสร้างเส้นเลือดใหม่
ประมาณ 1.9-2.3 เท่า ส้าหรับ 95EE-FLP และประมาณ 2.5-3.0 เท่าส้าหรับ WE-FLP จากที่ 24 ชม.ซึ่ง
ใกล้เคียงกับการเพ่ิมการสร้างเส้นเลือดใหม่ตามธรรมชาติที่พบในกลุ่มควบคุมซึ่งมีการสร้างเส้นเลือดใหม่
เพ่ิมขึ้นจากที่ 24 ชม. ประมาณ 2.6-4 เท่า (รูปที่ 4.27 A-B)  ถึงแม้การได้รับสารสกัดที่ความเข้มข้นสูง 
(600 µg/ml 95EE-FLP, 900 และ 1,500 µg/ml WE-FLP) จะมีความเป็นพิษต่อ CAM โดยเส้นเลือดที่
สร้างขึ้นใหม่มีปริมาณลดลงจากระยะเวลาเริ่มต้น  ทั้งที่ 24 และ 48 ชม.  แต่ก็ไม่ส่งผลให้เกิดการตายของ
ตัวอ่อนในไข่ไก่แต่อย่างใด ดังนั้น จากผลการทดลองทั้งหมดในส่วนนี้  งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้สารสกัดที่ความ
เข้มข้นไม่เกิน 300 µg/ml เพ่ือใช้ในงานทดลองต่อไป เพราะเป็นความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM model ส้าหรับสารสกัดท้ังสองท้ังที่ 24 และ 48 ชม. 
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รูปที่ 4.25  ผลของสารสกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ตาม

ธรรมชาติใน CAM ที่ 24 ชม. ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=4) และเป็น
ตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 ครั้งที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มี
อักษรต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ p< 0.05   

 
 

 WE-FLP (µg/ml) 

 

A 

B 

95EE-FLP (µg/ml) 
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รูปที่ 4.26  ผลของสารสกัด 95EE-F:P (A)  และ WE-FLP (B) ต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ตาม       

ธรรมชาติใน CAM ที่ 48 ชม. ค่าที่แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=4) และเป็น
ตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 ครั้งที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มี
อักษรต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ p< 0.05   

 

 WE-FLP (µg/ml) 

 

 

A 

B 

95EE-FLP ( µg/ml) 
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รูปที่ 4.27  เปรียบเทียบผลของสารสกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ต่อการสร้าง

เส้นเลือดใหม่ตามธรรมชาติใน CAM ระหว่าง 24 และ 48 ชม. ค่าท่ีแสดงเป็น
ค่า mean ± SD (n=4) และเปน็ตัวแทนของการทดลองอิสระจา้นวน 2 คร้ังที่ให้ผล
ในทิศทางเดียวกนั  เครื่องหมาย * หมายถึงค่าที ่24 และ 48 ชม. มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส้าคัญที ่p <0.05 เมื่อวิเคราะห์ด้วย Student’s t-test 

 

 

 WE-FLP (µg/ml) 

 

A 

B 

95EE-FLP (µg/ml) 
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4.6.3.4  ฤทธิ์ยับย้ังการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็งโดยสารสกัดฮว่านง็อก 

การตรวจสอบความสามารถของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ในการยับยั้งการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็ง กระท้าโดยบ่มเซลล์มะเร็ง B16F10 ใน  CAM เมื่อมี หรือ ไม่มีสารสกัดที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ และประเมินการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM  ภายหลังการบ่มที่ระยะเวลา 24 หรือ 48 
ชม.  ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดฮว่านง็อก ทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP มีฤทธ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือด
ใหม่ที่เกิดจากการชักน้าของเซลล์มะเร็ง B16F10 ได้อย่างมีนัยส้าคัญใน CAM ทั้งที่ 24 และ 48 ชม. เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุมที่มเีซลล์ B16F10  แตไ่ม่ได้บ่มร่วมกับสารสกัด (p < 0.05) และการยับยั้งแปรผันตาม
ความเข้มข้นของสารสกัด  (รูปที่ 4.28 -4.29) จากรูปที่ 4.28 เมื่อบ่มร่วมกับเซลล์มะเร็ง B16F10 เป็น
ระยะเวลา 24 และ 48 ชม  สารสกัด 95EE-FLP ที่ 100 µg/ml  ลดการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดจากการ
ชักน้าโดยเซลล์ B16F10 ได้ 40.55% และ  42.85% ตามล้าดับ ส่วนสารสกัด WE-FLP เมื่อบ่มเป็น
ระยะเวลา 24 ชม. สามารถลด ได้ 20.5%, 50.9% และ 87.9% ที่ความเข้มข้น 30, 100 และ 300 µg/ml  
ตามล้าดับ และเมื่อบ่มเป็นระยะเวลา 48 ชม.  สารสกัด WE-FLP สามารถลดการสร้างเส้นเลือดใหม่ของ
เซลล์มะเร็งได้ 14.7%, 49.8% และ 90.8% ที่ความเข้มข้น 30, 100 และ 300 µg/ml ตามล้าดับ (รูปที่ 
4.29) ทั้งนี้ ที่ระยะเวลา 48 ชม. เซลล์ B16F10 ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 100 
µg/ml  และ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 30 และ 100 µg/ml  ยังคงความสามารถในการสร้างเส้นเลือดใหม่
ให้เพ่ิมข้ึนจาก 24 ชม. อย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05) ซึ่งไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่เซลล์ B16F10 ไม่ได้รับ
สารสกัด  และสิ่งที่น่าสนใจคือ สารสกัดที่ความเข้มข้น 300 µg/ml ของสารสกัดทั้งสอง สามารถยับยั้ง
อิทธิพลการชักน้าให้สร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็งได้มากกว่าหรือเท่ากับ 100% ดังการสร้างเส้นเลือด
ใหม่ของเซลล์ B16F10 ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 300 µg/ml มีค่าเทียบเท่า (WE-FLP ใน 24 ชม. รูปที่ 4.28 
B) หรือ แม้แต่มีค่าต่้ากว่า (WE-FLP ใน 48 ชม. รูปที่ 4.29 B และ 95EE-FLP ที่ 24 และ 48 ชม. รูปที่ 
4.28 A, 4.29 A) การสร้างเส้นเลือดใหม่ตามธรรมชาติที่เกิดใน CAM ที่ไม่ได้ถูกชักน้าโดยเซลล์มะเร็ง 
(uninduced control ที่ไม่ได้ inoculate ด้วยเซลล์มะเร็ง B16F10) (รูปที่ 4.28-4.29)  อีกประเด็นที่
น่าสนใจคือ เปอร์เซ็นต์การเพ่ิมการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ 48 ชม. จาก 24 ชม.มีปริมาณผกผันตามความ
เข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้น  ดังสารสกัด WE-FLPที่ความเข้มข้น 100 และ 300 µg/ml สามารถยับยั้ง
เปอร์เซ็นตก์ารเพ่ิมขึ้นของเส้นเลือดใหม่จาก 24 ไป 48 ชม 50%, และ 97.5% ตามล้าดับ (p< 0.05) (รูปที่ 
4.31 B)  ส่วนสารสกัด 95EE-FLP ที่ 300 µg/ml นอกจากไม่มีการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ 48 ชมเพ่ิมขึ้นจาก
เดิมที่ 24 ชม. แล้วยังลดปริมาณเส้นเลือดให้ต่้ากว่าระยะเวลาที่จุดเริ่มต้นในการทดลอง (รูปที่ 4.31 A)  
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รูปที่ 4.28  การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดจากการชักน้าของเซลล์มะเร็ง B16F10 โดยสาร
สกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ใน CAM model ที่ระยะเวลา 24 ชม. . ค่าที่
แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=6) และเป็นตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 ครั้งที่

ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p< 
0.05)    

 B16F10 + WE-FLP (µg/ml) 

B 

A 
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รูปที่ 4.29  การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดจากการชักน้าของเซลล์มะเร็ง B16F10 โดยสาร
สกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ใน CAM model ที่ระยะเวลา 48 ชม. ค่าที่
แสดงเป็นค่า mean ± SD (n=6) และเป็นตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 ครั้งที่

ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p< 0.05)   

 

 
B16F10 + WE-FLP (µg/ml) 
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รูปที่ 4.30  เปรียบเทียบผลของสารสกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ต่อการสร้างเส้นเลือด

ใหม่ที่เกิดจากการชักน้าของเซลล์มะเร็ง B16F10 ใน CAM ระหว่าง 24 และ 48 ชม. 
ค่าท่ีแสดงเป็นค่า mean ± SD (n=6) และเป็นตัวแทนของการทดลองอิสระจ้านวน 2 
ครั้งที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  เครื่องหมาย * หมายถึงค่าที่ 24 และ 48 ชม. มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ p <0.05 เมื่อวิเคราะห์ด้วย Student’s t-test 

 B16F10 + WE-FLP (µg/ml) 

B 

 

A 



126 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.31   ผลของสารสกัด 95EE-FLP (A) และ WE-FLP (B) ต่อการเพ่ิมของจ้านวนเส้นเลือด
ใหม่ที่เกิดจากการชักน้าของเซลล์มะเร็ง B16F10 จากระยะเวลา 24 ถึง 48 ชม ใน 
CAM model ค่าท่ีแสดงเป็นค่า mean ± SD (n=6) และเป็นตัวแทนของการทดลอง
อิสระจ้านวน 2 ครั้งที่ให้ผลในทิศทางเดียวกัน  กราฟแท่งที่มีอักษรต่างกันมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05)    

 B16F10 + WE-FLP (µg/ml) 

A 

B 
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4.6.3.5  การทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดฮว่านง็อก 

ปัญหาหนึ่งส้าหรับผู้ใช้สมุนไพร คือความกังวลเกี่ยวกับความปลอดภัยของการใช้พืช
สมุนไพรต่อเนื่องเป็นระยะยาว โดยเฉพาะความกังวลเกี่ยวกับการชักน้าให้เกิดมะเร็ง  เนื่องจากสารก่อ
มะเร็งส่วนใหญ่มักเป็นสารก่อกลายพันธุ์ด้วย  งานวิจัยนี้จึงเลือกวิธีทดสอบพิษระยะยาวเบื้องต้น โดย
ทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดฮว่านง็อกด้วยวิธีของ Ames โดยเลือกใช้แบคทีเรีย S. 
typhimurium สายพันธุ์ TA98 และ TA100 ในสภาวะที่มี และ ไม่มี S9 mix  ในการแปลผลฤทธิ์การก่อ
กลายพันธุ์ใช้ค่าตัวชี้วัดการก่อกลายพันธุ์ (mutagenic index; MI)   ซึ่งหากตัวชี้วัดการก่อกลายพันธุ์ หรือ 
MI มีค่าเท่ากับหรือมากกว่า 2 แสดงว่าสารนั้นมีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ (Hakura et al., 2005)  ผลการทดสอบ
ฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดฮว่านว็อกในตารางที่ 4.3 ชี้ชัดว่า ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่
ความเข้มข้น 150, 300 และ 600 µg/plate ไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ต่อแบคทีเรีย S. typhimurium สาย
พันธุ์ TA98 และ TA100  ในการทดสอบ ทั้งในสภาวะที่ไม่มี หรือ มี S9 mix  เนื่องจากทุกความเข้มข้นของ
สารสกัด 95EE-FLP  และ WE-FLP และ metabolite product ของสารสกัดทั้งสองไม่มีค่า MI เท่ากับ
หรือมากกว่า 2   จากตารางที่ 4.3 สารสกัด 95EE-FLP มีค่า MI อยู่ที่ 0.73-1.2  ในขณะที่ WE-FLP มีค่า 
MI อยู่ที่ 0.74-1.15   ซึ่งต่างจากกลุ่มสารที่ใช้เป็น positive control แสดงฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์อย่างชัดเจน
ด้วยค่า MI ที่สูงอย่างที่ควรจะเป็น คือ ในสภาวะที่ไม่มี S-9 mix, 2-NF (10 µg/plate) มีค่า MI ต่อ TA98 
สูงถึง 50.6, sodium azide (10 µg/plate) มีค่า MI 13.56 ใน TA100  ส่วนในสภาวะที่มี S9 mix  2-AA 
(2.5 µg/plate) ให้ค่า MI สูงถึง 37.74  และ 41.88  ใน TA98 และ TA 100 ตามล้าดับ
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บทท่ี 5 

การวิจารณ์ 

             Pseuderanthemum palatiferum  (Nees) Radlk หรือ ฮว่านง็อก เป็นพืชในประเทศ
สาธารณรัฐสังคมนิยมเวียดนามที่ถูกน้าเข้าสู่ประเทศไทยกว่า 30 ปี  และถูกจัดเป็นพืชสมุนไพรรุ่นใหม่ที่มี
การใช้อย่างแพร่หลายทั้งในประชาชนชาวไทยและชาวเวียดนาม โดยเฉพาะชาวเวียดนามจัดฮว่านง็อกเป็น
พืชมหัศจรรย์ที่ปลูกตามบ้านเรือน นอกเหนือจากการปลูกฮว่านง็อกเพ่ือใช้เป็นพืชประดับ ใบสดของฮว่านง็
อกถูกน้ามาใช้ประกอบอาหาร หรือเคี้ยวกินเพ่ือใช้รักษาโรคต่าง ๆ ทั้งในคนและในสัตว์  เนื่องจากสรรพคุณ
ของฮว่านง็อกมีมากมายที่เป็นที่โจษจันในหมู่ผู้บริโภค จึงมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับส่วนประกอบของ
สารพฤกษเคมี และคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาในด้านต่าง ๆ ของใบฮว่านง็อก เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้าน
เบาหวาน ต้านการอักเสบ ต้านเชื้อจุลินทรีย์ ช่วยลดความดัน รวมทั้งการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง
สายพันธุ์ (Dieu et al., 2005;  Dieu et al., 2008; Giang et al., 2005; Chayarop et al., 2011; 
Khonsung et al., 2011, Pamok et al., 2012) แต่อย่างไรก็ดี งานวิจัยที่สนับสนุนฤทธิ์ทางชีวภาพของฮ
ว่านง็อกยังมีปริมาณน้อยมากในแต่ละด้าน โดยเฉพาะฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้านมะเร็ง ซึ่งเป็น
สรรพคุณที่ถูกกล่าวอ้างถึงมากที่สุดโดยผู้ขาย และผู้บริโภคในประเทศไทย  ในปัจจุบัน ฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของฮว่านง็อกมีการศึกษาในปริมาณจ้ากัด ไม่เกิน 1-2 รายงานในแต่ละด้าน นอกจากนั้น ยังไม่มีงานวิจัย
เชิงลึกเกี่ยวข้องกับกลไกของการออกฤทธิ์แต่อย่างใด โครงการวิจัยนี้จึงศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ 
ของฮว่านง็อกเพ่ิมเติมเพ่ือต่อยอด โดยการเปรียบเทียบส่วนประกอบสารพฤกษเคมีของใบฮว่านง็อกที่สกัด
จากใบสด และใบแห้ง  สารสกัดที่ละลายใน ethanol เทียบกับสารสกัดที่ละลายได้ในน้้า ทั้งนี้ งานวิจัยนี้
หลีกเลี่ยงการใช้สารละลายที่มีปัญหาเกี่ยวกับความปลอดภัยเช่น  methanol, chloroform, ethyl 
acetate ในการเตรียมสารสกัดเหมือนงานวิจัยอ่ืน (Ngyen and Eun, 2011; Giang et al., 2005; Nam, 
2003)  เพ่ือพยายามให้ใกล้เคียงกับสภาวะความเป็นจริงของการใช้พืชสมุนไพรไทยทั่วไปที่นิยมบริโภคสด 
หรือ ต้มกับน้้าเคี่ยวให้เข้ม หรือในบางกรณีเป็นยาดองกับเหล้า (ethanol)  สารสกัดที่เตรียมได้ถูกท้าการ
ตรวจสอบเพ่ือยืนยันฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระตามที่เคยมีการรายงานมา  พร้อมทั้งขยายการทดสอบเพ่ิมเติมถึง
ความสามารถของสารสกัดในการต้านอนุมูลอิสระที่เกิดภายในเซลล์ที่ยังไม่เคยมีการศึกษามาก่อน ส้าหรับ
ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัด ศึกษาเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ์ in vitro ผ่านการยับยั้ง NO, iNOS, 
COX-2 และ pro-inflammatory cytokine TNF-  และ IL-6  โดยใช้โมเดล ของ RAW264.7 เซลล์ที่

กระตุ้นด้วย LPS และ IFN- ส่วนฤทธิ์ต้านมะเร็งศึกษาความสามารถของฮว่านง็อกในการท้าลายมะเร็งสาย
พันธุ์ชนิดต่าง ๆ in vitro พร้อมทั้งตรวจสอบกลไกการท้าลายเซลล์มะเร็งของสารสกัดฮว่านง็อกว่าเกิดผ่าน
กระบวนการ apoptosis หรือไม่ในเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ที่มีความไวต่อการถูกท้าลายมากที่สุด นอกจากนั้น 

CCS
Text Box
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ยังใช้ in vivo CAM model เพ่ือตรวจสอบกลไกการท้าลายเซลล์มะเร็งของฮว่านง็อกว่าสามารถเกิดผ่าน
การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ ซึ่งล้วนแต่ยังไม่เคยมกีารศึกษามาก่อน 

การเตรียมสารสกัดหยาบจากใบฮว่านง็อกใช้ทั้งการเตรียมจากใบสด น้ามาปั่นให้ละเอียดใน 
blender เพ่ือเป็นการเลียนแบบการบริโภคฮว่านง็อกตามธรรมชาติ ที่น้ามาเคี้ยวรับประทานสด 
เปรียบเทียบกับการเตรียมสารสกัดจากใบที่ตากแห้งทีน่้ามาป่นให้ละเอียดก่อนหมักกับตัวท้าละลาย  ซึ่งเป็น
การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพรไทยตามขั้นตอนมาตรฐานที่นิยมท้ากันทั่วไป เพราะพืชสมุนไพรที่ตาก
แห้งสามารถเก็บได้นาน น้ามาแปรรูปเพ่ือบรรจุแคปซูล หรือน้ามาสกัดให้เข้มข้น ได้ต่อไป ส้าหรับ
โครงการวิจัยนี้ ไม่ว่าจะเตรียมสารสกัดจากใบสด หรือ ใบแห้งของฮว่านง็อก ในขั้นตอนสุดท้าย ท้าสารสกัด
ให้เข้มข้นขึ้นด้วยการระเหยภายใต้สุญญากาศ ด้วยเครื่อง  rotary evaporator.  และท้าให้เป็นผงด้วย
วิธีการแช่แข็งและท้าให้แห้งด้วยการใช้ lyophilizer   ส้าหรับสารละลายที่ใช้ในการสกัด เลือกใช้ 
95%ethanol เป็นตัวท้าละลาย เพราะ 95% ethanol เป็นตัวท้าละลายที่สามารถสกัดสารจากพืช
สมุนไพรได้หลากหลายชนิด ในเชิงปฎิบัติ ethanol จัดเป็น “ตัวท้าละลายสากล (universal solvent)”  
เพราะสามารถสกัดสารออกได้แทบทุกชนิด ทั้งสารที่มีขั้ว (polar) และ ไม่มีขั้ว (non-polar) โดยเฉพาะ
สกัดกลุ่มสารที่มีคุณสมบัติละลายน้้าได้ดี  คือมี polar สูง (very polar)  polar ปานกลาง (neutral) สารที่
มีฤทธิ์เป็นกรด เป็นด่าง กรดอมิโน nucleotides น้้าตาล และ polysaccharides ต่าง ๆ สืบเนื่องจาก
โครงสร้างของ ethanol มีทั้งหมู่ polar และ non-polar  หมู่ polar ที่เป็น hydroxyl ในโมเลกุลของ 
ethanol สามารถสร้างพันธะ hydrogen (hydrogen bond)  ในขณะที่มีหมู่ alkyl ซึ่งเป็นส่วนที่เป็น 
non-polar ใน ethanol ช่วยดึงสารที่มีลักษณะเป็นหยดน้้ามัน (grease) และกลุ่มสารอ่ืนที่เป็น non-
polar ออกจากพืชสมุนไพรได้ ดี   (http://www.researchgate.net/profile/ying_li58;  
http://www.easychem.com. au/production. of materials/renewable.ethanol/ethanol.as a 
solvent; http://community. baredofstudies. org/870/ chemistry/228126/why do some 
chemicals-dissolve-ethanol.html)  เพ่ือการพัฒนาวิธีการสกัดสารที่เหมาะสม นอกจากการสกัดด้วย 
95% ethanol งานวิจัยนี้ยังทดลองสกัดด้วย 80% ethanol  ทั้งนี้เนื่องจากคุณสมบัติของ 95% ethanol 
ทีส่ามารถดึงกลุ่มสารต่าง ๆ ออกมาได้สูง รวมทั้งดึงพวก wax และไขมันในพืช จึงส่งผลให้สารสกัดที่มีความ
เข้มข้นสูงขึ้นเมื่อผ่านขั้นตอนของ  rotary evaporation สารสกัดมีลักษณะเหนียวหนืด และติดกับขวด
ภาชนะท่ีใช้ในเครื่อง  มีความล้าบากในการขูดสารออกมาได้หมด  งานวิจัยนี้ จึงได้ทดลองการสกัดโดยเพ่ิม
ปริมาณน้้าอีก 15% ใน ethanol คือสกดัด้วย 80% ethanol ควบคู่กับการสกัดด้วย 95% ethanol  ทั้งนี้ 
เพ่ือช่วยลดความหนืดเหนียวของสารสกัดเมื่อท้าให้เข้มข้น ช่วยลดปัญหาการติดกับขวดที่ใช้กับเครื่อง 
rotary evaporator   ด้วยเหตุผลเดียวกัน การสกัดจากใบแห้ง ใช้วิธีการหมัก (maceration) ล่วงหน้าใน
สารละลาย 95% ethanol หรือ 80% ethanol เป็นเวลา 24  ชม ก่อนเทสารสกัดออก และเติม

http://www.easychem.com.au/production.of.materials/renewable.ethanol/ethanol.as
http://community/
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สารละลายใหม่เพ่ือท้าการสกัดต่อรวมกันทั้งหมด 3 รอบ ซึ่งสามารถทราบว่าการสกัดด้วยวิธี maceration 
พอเพียง โดยสังเกตได้จากสีของสารละลายที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเพ่ิมขึ้น อันเป็นแนวปฎิบัติตามปกติทั่วไป
ของ maceration   ส้าหรับการเตรียมสารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่ละลายน้้าได้ ในการทดลองเบื้องต้น 
(preliminary study)  พบว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบสด หรือ ใบแห้งของฮว่านง็อกที่ใช้น้้าในการสกัด เมื่อ
ท้าให้เข้มข้นขึ้นและท้าให้เป็นผงหลังผ่านขั้นตอนของ vacuum rotary evaporation และ 
lyophilization ตามล้าดับ สารสกัดที่ได้ มีปัญหาในการละลายน้้า ดังนั้น เพ่ือแก้ปัญหาเรื่องการละลาย 
งานวิจัยนี้จึงได้เพ่ิมขั้นตอนของการสกัดด้วยการก้าจัดกลุ่มสารที่ไม่ละลายน้้าออกด้วยการแยกส่วน 
(fraction) โดยเริ่มต้นจากสารสกัดที่ได้จาก 95% ethanol  (ทั้งที่สกัดจากใบสด หรือ ใบแห้ง) น้ามาก้าจัด
กลุม่สารประเภท wax ไขมัน และ chlorophyll ซึ่งไม่ละลายน้้าออกก่อน โดยสกัดกลุ่มสารเหล่านี้แยกออก
จากชั้นน้้าให้อยู่ในชั้นของ hexane  ด้วยการใช้ separatory funnel ซึ่งมี hexane : น้้าในอัตราส่วน 1:1 

และแยกเอาเฉพาะชั้นที่เป็นน้้าออกมา (ที่ขจัดกลุ่มสารที่ไม่ละลายน้้าออกแล้ว) เพ่ือเตรียมสารสกัดที่
สามารถละลายน้้าได้ต่อไป ซึ่งผลของการสกัดใบฮว่านง็อกด้วยวิธีการต่าง ๆ แสดงค่าเป็นเปอร์เซ็นต์ปริมาณ
สุทธิ หรือ % yield ในตารางที่ 3.1 แสดงว่าสารสกัดจากใบสดไม่ว่าจะใช้ 95% หรือ 80% ethanol มี % 
yield ที่ค่อนข้างต่้า ไม่ถึง 5% ถึงแม้การใช้ 80% ethanol ช่วยบรรเทาความหนืดเหนียวและการติดของ
สารกับขวดได้บ้างเมื่อเทียบกับ 95% ethanol แต่ไม่ได้ปรับปรุงในการเพ่ิม % yield แต่อย่างใด  ซึ่ง
แตกต่างจากการสกัดจากใบแห้งด้วยวิธีการ maceration  ที่การหมักด้วยการใช้ 80% ethanol ช่วยเพ่ิม 
% yield เมื่อเทียบกับการหมักด้วย 95% ethanol  สาเหตุของความแตกต่างที่ไม่มีการเพ่ิมขึ้นของ % 
yield ในกรณีของการใช้ใบสด เมื่อใช้ 80% ethanol ยังไม่ทราบแน่ชัด เพราะสารสกัดที่ได้จาก 
evaporation เมื่อใช้สารละลาย 80% ethanol ไม่มีความเหนียวหนืดมากเหมือนกรณีของการสกัดด้วย 
95% ethanol และยังคงมีปริมาณน้้าเหลืออยู่ซึ่งสามารถเทออกจากขวดได้ง่ายกว่า เมื่อท้าให้เป็นผงแห้ง
ด้วยกระบวนการ lyophylization ลักษณะของสารสกัดก็มีความร่วนมากกว่าผงที่ได้จากการสกัดด้วย 95% 
ethanol  ดังนั้น  ในกรณีที่สกัดด้วยใบสด % yield ที่ได้โดยใช้ 80% ethanol จึงควรสูงกว่าการสกัดด้วย 
95% ethanol เหมือนดังในกรณีของใบแห้ง อย่างไรก็ดี ผู้วิจัยคิดว่า % yield ที่ได้ อาจเกิดจากความ
ผิดพลาดของการชั่งน้้าหนักของสารสกัด ที่ไม่สามารถหาน้้าหนักที่ถูกต้องได้ เพราะลักษณะเหนียวหนืดของ
สารสกัด และมีคุณสมบัติคล้ายสามารถดูดความชื้นจากอากาศได้อย่างรวดเร็วในขณะที่ชั่งน้้าหนัก  จึงท้าให้ 
% yield ทีค่้านวณได้คลาดเคลื่อนจากความเป็นจริง ส้าหรับการเตรียมสารสกัดท่ีสามารถละลายน้้าไม่ว่าจะ
เตรียมจากใบสด หรือ ใบแห้ง  มี % yield สูงกว่ามาก คือมีค่ามากกว่า 80% ทั้งนี้น่าจะเป็นเพราะการ
เตรียมสารสกัดที่ละลายน้้าได้นี้ เริ่มต้นจากการน้าผงแห้งของสารที่สกัดเรียบร้อยแล้วจาก 95% ethanol 
มาท้าการแยกส่วนอีกทอดหนึ่งเท่านั้นด้วยการใช้ separatory funnel  มิได้ตั้งต้นจากการใช้ใบตั้งแต่แรก 
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จึงไม่เกิดการสูญเสียในขั้นตอนต่าง ๆ มากนัก  โดยเฉพาะลักษณะสารสกัดที่ละลายน้้าได้ไม่ได้มีลักษณะ
เหนียวหนืด ท้าให้ไม่ติดในภาชนะต่าง ๆ มากนัก 

             การตรวจสอบสารพฤกษเคมีในสารสกัดที่เตรียมด้วยวิธีการแตกต่างกันพบว่า 1) ทุกสารสกัดมี
กลุ่มสาร phenolics  และ flavonoids  2) สารสกัดที่เตรียมจากใบสดมีปริมาณ TPC  และ TFC สูงกว่า
สารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง ไม่ว่าจะเป็นสารสกัดที่ละลายได้ใน ethanol หรือ สารสกัดที่ละลายได้ในน้้า  
3) การใช้  95% ethanol หรือ 80% ethanol เป็นตัวท้าละลายในการสกัดสาร ไม่มีผลต่อความแตกต่าง
ของปริมาณ phenolics และ flavonoids .ในสารที่สกัดได้  4) สารสกัดส่วนที่ละลายน้้าที่เตรียมจากใบสด 
(WE-FLP)  มีปริมาณ phenolics และ flavonoids สูงสุด ส่วนสารสกัดที่มีปริมาณ phenolics และ 
flavonoids ต่้าสุดได้จากสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง และใช้ 80% ethanol เป็นตัวท้าละลาย (80EE-
DLP)  (รูปที่ 4.1-4.2)   อนึ่ง ในงานวิจัยนี้ ไม่ได้มีข้อมูลของสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้งและใช้ 95% 
ethanol เป็นตัวท้าละลาย เนื่องจากใช้สารในส่วนนี้ทั้งหมดในการเตรียมสารสกัด WE-DLP ซึ่งเป็นสาร
สกัดที่ละลายน้้าได้ที่เตรียมจากใบแห้งและมี 95% ethanol เป็นตัวท้าละลาย   ผลวิจัยส่วนนี้ สอดคล้อง
กับงานวิจัยอ่ืน ๆ (Ngyen และ Eun , 2011;Giang et al., 2005)   ซึ่งรายงานว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อก
ที่สกัดด้วยตัวท้าละลายต่างชนิดคือ methanol, ethanol, acetone, น้้า, ethyl acetate และ butanol  
ล้วนแต่อุดมไปด้วยสารกลุ่ม phenolics และ flavonoids  ดังนั้น งานวิจัยนี้นอกจากช่วยยืนยันว่าใบฮ
ว่านง็อกอุดมด้วยสารกลุ่ม phenolics และ flavonoids แล้ว ยังแสดงว่า สารสกัดที่เตรียมจากใบสดมี
ปริมาณของสารกลุ่ม phenolics และ flavonoids สูงกว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง ซึ่งสนับสนุนรูปแบบ
การบริโภคของพืชสมุนไพรนี้ ที่แนะน้าให้เคี้ยวใบฮว่านง็อกสด ๆ ทีเ่ด็ดจากต้น 

             เป็นที่ทราบกันดีว่า สารกลุ่ม phenolics โดยเฉพาะ flavonoids เป็นกลุ่มสารพฤกษเคมีส้าคัญ
ที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระในพืชสมุนไพร  โครงการวิจัยนี้เลือกศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด 3 
วิธี คือ ใช้ DPPH assay, FRAP assay และ DCFH-DA assay ซึ่งมีกลไกการก้าจัดอนุมูลอิสระแตกต่างกัน 
เนื่องจากในร่างกายมีอนุมูลอิสระหลากหลายชนิด และร่างกายมีกลไกแตกต่างกันในการก้าจัดสาร oxidant 
และอนุมูลอิสระต่าง ๆ ภายใต้สภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยทั่วไปการศึกษาเพ่ือตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระในพืชสมุนไพร จึงไม่ควรใช้การตรวจสอบเพียงวิธีเดียว  และนอกจากแสดงให้เห็นถึงความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระในหลอดทดลองแล้ว ควรตรวจสอบด้วยว่า พืชสมุนไพรสามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระภายในร่างกายสิ่งมีชีวิต หรืออย่างน้อยแสดงความสามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ภายในเซลล์ 
งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้  DCFH-DA  assay ซึ่งเป็นวิธีทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันภายในเซลล์ควบคู่กับ 
DPPH และ FRAP assay ซึ่งเป็นวิธีทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่นเคมีในหลอดทดลอง ในการทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ นิยมใช้สารทุตยภูมิ (secondary metabolite) ในพืช เช่น ไวตามินซี catechin, 
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quercetin หรือแม้แต่ trolox สารสังเคราะห์ของไวตามินอีที่ละลายน้้าได้ เป็นต้น เพ่ือเป็น antioxidant 
positive control   เพราะโดยปกติ  สารเหล่านี้ได้ถูกใช้เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถต้านอนุมูลอิสระของ
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ทางด้านอาหาร โครงการวิจัยนี้ จึงใช้ catechin, quercetin และ trolox เป็น 
antioxidant positive control ผลการทดสอบด้วย DPPH assay ในรูปที่ 4.3 ชี้ชัดว่าความสามารถของ

สารสกัดจากใบฮว่านง็อกในการก้าจัด DPPH• แปรผันตามปริมาณของสาร phenolics และ flavonoids 

ในแต่ละสารสกัด  ดังทีส่ารสกัดที่เตรียมจากใบสดมีค่า IC50 ต่้ากว่าสารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง ซึ่งหมายถึง

สารสกัดจากใบสดมีความสามารถในการก้าจัด DPPH• ได้ดีกว่าสารที่สกัดจากใบแห้ง เพราะใช้ความ

เข้มข้นของสารในปริมาณน้อยกว่าในการก้าจัด DPPH• ได้ 50% เท่ากัน  สารสกัดจากใบสดที่มีตัวท้า

ละลายเป็น 95% ethanol หรือ 80% ethanol  ซึ่งมีปริมาณ phenolics และ flavonoids ใกล้เคียงกันมี

ความสามารถทัดเทียมกันในการก้าจัด DPPH• (ต่างกันเพียง 7.5%) สารสกัดที่ละลายน้้าได้ที่เตรียมจากใบ

สด WE-FLP ซึ่งมีค่า phenolics และ flavonoids มากสุดมีประสิทธิภาพสูงสุดในการท้าลาย DPPH•  ใน

ท้านองเดียวกัน สารสกัดจากใบแห้งที่ใช้ตัวท้าละลาย 80% ethanol (80EE-DLP) ที่มีปริมาณ phenolics 

และ flavonoids น้อยสุดมีประสิทธิภาพต่้าสุดในการก้าจัด DPPH• ดังที่สารสกัด 80EE-DLP มีค่า IC50 

สูงสุด  ส่วนผลการทดสอบใน FRAP assay (รูปที่ 4.4)  ให้ผลที่สอดคล้องกัน คือสารสกัดที่เตรียมจากใบสด
ทีมีปริมาณ phenolics และ flavonoids สูงกว่าใบแห้งมีความสามารถในการเป็น reducing agent ที่
ดีกว่า และไม่มีความแตกต่างของ ferric reducing power ใน FRAP assay ระหว่างสารสกัดที่เตรียมจาก 
95% ethanol หรือ 80% ethanol ที่มีสาร phenolics และ flavonoids ทัดเทียมกัน  ส่วนสารสกัดที่มี
ค่าของ FRAP ต่้าสุดยังคงเป็น 80EE-DLP ที่มีปริมาณ phenolics และ flavonoids ต่้าสุดนั่นเอง ข้อที่ควร

สังเกตคือ สารสกัด WE-FLP ที่มีค่า phenolics และ flavonoids สูงสุด และสามารถก้าจัด DPPH• ได้

สูงสุด กลับมีค่า FRAP ต่้ากว่าสารสกัด 95EE-FLP และ 80EE-FLP เล็กน้อย (p< 0.05) ซึ่งอาจะเป็น
เพราะว่า กลุ่มสารใน phenolics และ flavonoids ที่ออกฤทธิ์ใน DPPH  และ FRAP assay มีความ
แตกต่างกันได ้เพราะแม้การทดสอบทั้ง DPPH และ FRAP  จะเกี่ยวข้องกับการส่งผ่าน electron  เพียงตัว
เดียว (Bunea et al., 2011)  แต่คุณลักษณะ ความไว และ กลไกของปฎิกริยา และ ผลลัพท์ (endpoints) 
มีความแตกต่างกัน  วิธี DPPH  ขึ้นกับความสามารถของสารในการก้าจัด (scavenging) activity อนุมูล
อิสระ DPPH (DPPH•) ในขณะที่ FRAP วัดก้าลังความสามารถของสารในการรีดิวซ์ Fe+3  เป็น Fe+2 
(Benzie และ Strain, 1996) นอกจากนั้น FRAP assay ยังสามารถทดสอบศักยภาพของการท้าลาย
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ปฎิกริยาลูกโซ่ของปฎิกริยาการเกิดออกซิเดชัน (chain-breaking antioxidant potential) (Ghiselli et 
al., 1995) อย่างไรก็ดี  ข้อมูลจากการทดลองชี้ชัดว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อกสามารถต้านอนุมูลอิสระได้
ทั้งใน DPPH และ FRAP assay  ซ่ึงมีกลไกต้านอนุมูลอิสระที่แตกต่างกัน  และงานวิจัยนี้แสดงว่าปริมาณ
สารกลุ่ม phenolics และ กลุ่ม flavonoids มีความสัมพันธ์กับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่
ตรวจสอบด้วย DPPH และ FRAP assay ซึ่งสอดคล้องกับ Nguyen และ Eun (2011) ที่พบว่าสารสกัดจาก
ใบฮว่านง็อกที่ประกอบด้วยกลุ่มสาร phenolics และ flavonoids มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเมื่อประเมินด้วย
วิธี DPPH และ FRAP assay  Giang et al., (2003) และ Giang et al., (2005) ระบุว่าสารกลุ่ม 
flavonoids  เป็นสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากใบฮว่านง็อก ใน DPPH assay นอกจากนั้น มี
งานวิจัยอ่ืนที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณรวมของสารกลุ่ม phenolics และ flavonoids กับ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ เช่น Saeed et al. (2012) พบสารกลุ่ม phenolics และ 
flavonoids ใน Torilis leptophylla สามารถก้าจัดอนุมูลอิสระ  Fernandes de Oliveira et al. (2012) 
แสดงความสัมพันธ์ที่เด่นชัดระหว่างปริมาณรวมสาร phenolics และ flavonoids กับฤทธิ์ต้าน oxidation 
ของสารสกัดหยาบ Sidastrum micranthum และ Wissadula periplocifolia  Bunea et al. (2011) 
แสดงความสัมพันธ์ที่แน่ชัดระหว่างปริมาณ phenolics และ flavonoids กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ 
blueberry สายพันธุ์ต่าง ๆ ดังนั้น กลุ่มสาร phenolics และ flavonoids ที่มีอยู่ปริมาณสูงในสารสกัด
หยาบจากใบฮว่านง็อกมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ตรวจสอบด้วย DPPH และ FRAP assay  
อนึ่ง เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดฮว่านง็อกกับสารมาตรฐานที่เป็น positive control 

ค่า IC50 ในการก้าจัด DPPH• ของทุกสารสกัดของฮว่านง็อก มีค่าสูงกว่าสารมาตรฐาน vitamin C, trolox, 

และ catechin  สารสกัดของฮว่านง็อกที่มีประสิทธิภาพสูงสุดคือ WE-FLP มีค่า IC50 เท่ากับ 21.55±0.06 

µg/ml ซ่ึงมีความสามารถก้าจัด DPPH• น้อยกว่า vitamin C (IC50 = 3.94 ± 0.01 µg/ml), catechin 

(IC50 = 3.55 ± 0.01 µg/ml) และ trolox (IC50 = 5.90 ± 0.27 µg/ml) ประมาณ 5.5, 6.1 และ 3.7 เท่า

ตามล้าดับ ส่วนค่าของ FRAP ของสารสกัด 95EE-FLP ที่มีค่าสูงสุดอยู่ที่ 213.23 ± 1.09 mg VCEAC/กรัม 

น้้าหนักแห้ง ซึ่งหมายความว่าสารสกัดน้้าหนักแห้ง 1 กรัมมีความสามารถในการรีดิวซ์ TPTZ-Fe (III)  ไป
เป็น TPTZ-Fe(II) เทียบเท่า vitamin C บริสุทธิ์หนัก 0.213 กรัม หรือมีความสามารถน้อยกว่าไวตามินซีใน
การ reduce สาร ประมาณ 4.7 เท่า   อย่างไรก็ตาม ผลทดสอบได้มาจากการวัดความสามารถต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดหยาบเทียบเคียงกับความสามารถของสารมาตรฐานซึ่งเป็นสารบริสุทธิ์  จึงไม่ได้
หมายความว่าใบของฮว่านง็อกสามารถต้านอนุมูลอิสระได้น้อยกว่าสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานที่ใช้เป็น 
positive control เนื่องจากเป็นการเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดหยาบของฮว่านง็อก และสารบริสุทธิ์ของ
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สารมาตรฐาน จึงไม่สามารถเปรียบเทียบประสิทธิภาพโดยตรงได้  โดยรวม ข้อมูลจากการทดลองชี้ชัดว่า
สารสกัดจากใบฮว่านง็อกสามารถต้านอนุมูลอิสระได้อย่างน้อย 2 กลไก และความสามารถในการออกฤทธิ์มี
ความสัมพันธ์กับปริมาณของกลุ่มสาร phenolics และ flavonoids  

            แม้ทั้ง DPPH และ FRAP assay เป็นวิธียอดนิยมท่ีใช้วัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ
สารต่าง ๆ  เพราะเป็นวิธีตรวจสอบที่ง่าย ราคาถูก แต่ก็มีข้อจ้ากัดในการแปลผล เพราะว่าอนุมูลอิสระ 

DPPH•   ไม่ได้เกิดขึ้นจริงในร่างกายของสิ่งมีชีวิต  ส่วน FRAP assay  แม้สารที่มีศักยภาพต่้าในการรีดิวซ์ 

(low redox potential) ก็สามารถรีดิวซ์ Fe+3 เป็น Fe+2 ได้  และวิธีการทดสอบ FRAP  ไม่ได้กระท้าใน 
pH ที่ใกล้เคียงกับสภาวะของร่างกาย (physiological pH)   นอกจากนั้น ทั้ง 2 วิธีทดสอบอาจจะมีการ
รบกวนจากสารอ่ืนที่สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเดียวกันที่ใช้ในการทดสอบ  ท้าให้ผลการทดลอง
คลาดเคลื่อน และข้อจ้ากัดที่ส้าคัญสุดอีกข้อหนึ่งคือ พืชสมุนไพรหลายชนิดแม้สามารถต้านอนุมูลอิสระในวิธี
ทดสอบ DPPH และ FRAP แต่กลับไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระภายในร่างกาย (Pérez-Jiménez et al., 
2008)  ดังนั้น โครงการวิจัยนี้ จึงเพ่ิมวิธีการทดสอบฤทธ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดฮว่านง็อกภายในเซลล์ 
(cell-based assay) ที่ยังไม่เคยมีการศึกษาในฮว่านง็อกมาก่อน โดยใช้สาร DCFH-DA ที่สามารถตรวจวัด
การเรืองแสงของสารภายในเซลล์ (intracellular fluorescent probe) เมื่อสารถูก oxidize ภายในเซลล์  
โดยทั่วไป การศึกษาเกี่ยวกับอนุมูลอิสระ หรือ ROSs  ต่าง ๆ ภายในเซลล์ มักนิยมใช้เซลล์ macrophage 
เป็นโมเดล  เนื่องจากการกระตุ้นเซลล์ macrophage ก่อให้เกิดการสร้าง ROSs ขึ้นมากมาย  เพราะโดย
ธรรมชาติ เซลล์ macrophage เมื่อกลืนกิน (phagocytize) จุลินทรีย์ หรือสิ่งแปลกปลอมเข้าสู่เซลล์ จะ
เกิดปฎิกริยาออกซิเดชัน สร้างสารอนุมูลอิสระ หรือ ROSs ต่าง ๆ เพ่ือท้าลายจุลินทรีย์ที่กลืนกินเข้าไป  
ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ model ของ RAW264.7 ซึ่งเป็นเซลล์ macrophage ในการศึกษาฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระภายในเซลล์ เพราะสามารถถูกกระตุ้นให้สร้าง ROSs ภายในเซลล์ได้ง่ายในปริมาณสูง  สารที่ใช้
เป็น antioxidant poisitive control ใน cell-based assay นี้คือ catechin, resveratrol และ 
quercetin  โดยงานวิจัยนี้ เลือกใช้ความเข้มข้นของสารที่เป็น positive control ตามรายงานวิจัยอ่ืนที่
แสดงว่าเป็นความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพสูงในการต้านอนุมูลอิสระ (Kim et al., 2011; Okawara et al., 
2007 และ Nishikawa et al., 2007)  ผลของการทดสอบในรูปที่ 4.5 A ช่วยยืนยันว่า ความเข้มข้นที่
เลือกใช้ใน antioxidant positive control ทุกชนิดคือ 250 µM catechin, 2-µM resveratrol และ 10 
µM quercetin สามารถยับยั้งการออกซิไดซ์ DCFH  หรือลดการเกิด ROSs ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้นภายใน
เซลล์ RAW264.7 โดย tBOOH ได้ตั้งแต่ 30 นาทีแรกที่เก็บข้อมูล จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลองที่ 240 นาที 
โดยเฉพาะ resveratrol และ quercetin ในความเข้มข้นที่ใช้มีประสิทธิภาพสูงกว่า catechin ในการยับยั้ง
การเกิด DCF เพราะสามารถลดการเกิด ROSs ภายในเซลล์จนกระทั่งมีค่าเทียบเท่ากับค่าของ baseline 
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ใน naïve control ทีไ่ม่ไดร้ับการกระตุ้นด้วย tBOOH ในขณะที่ catechin ที่ความเข้มข้น 250 µM  แม้จะ
สามารถยับยั้งการเกิด DCF อย่างมีนัยส้าคัญ (P <0.05) แต่ก็ไม่สามารถลดปริมาณอง DCF  จนมีค่า
ใกล้เคียงกับค่าของ baseline ใน naïve control ได้  สิ่งที่น่าสังเกตคือตั้งแต่ 180 นาทีขึ้นไป ทั้ง 
resveratrol และ quercetin สามารถลดปริมาณ ROSs ให้ต่้ากว่าค่าของ naïve control อย่างมีนัยส้าคัญ 
(p < 0.05)   สารสกัดฮว่านง็อก 95EE-FLP และ WE-FLP นอกจากมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใน DPPH และ 
FRAP assay ซึ่งทดสอบภายนอกเซลล์ ยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ทดสอบภายในเซลล์ได้เช่นกัน  จากรูปที่ 
4.5 B-C  การลดลงของ DCF หรือ ROSs ที่เกิดภายในเซลล์แปรผันตามความเข้มข้นของสารสกัดฮว่านง็อก
ที่เพ่ิมขึ้น  โดยความเข้มข้นของสารสกัดทั้งสองที่ 50-250 µg/ml  สามารถยับยั้งการเกิด DCF เมื่อเทียบ
กับ vehicle control ได้อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05)  และถึงแม้อยู่ในรูปสารสกัดหยาบ แต่ประสิทธิภาพ
ของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ในการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ใน DCFH-DA assay ไม่ได้ด้อย
กว่าสารมาตรฐาน positive control ที่อยู่ในรูปของสารบริสุทธิ์แต่อย่างใด ดังค่าความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ใน
การทดลองของ 95EE-FLP คือ 250 µg/ml สามารถลดค่า DCF ลงให้ต่้ากว่าค่า navie control ตลอดช่วง
ระยะเวลาการทดลอง ส่วนความเข้มข้นของสารสกัดเดียวกันที่ 150 µg/ml ก็สามารถลดค่า DCF ลง
เทียบเท่ากับค่า baseline ใน naïve control ตั้งแต่ 30 นาทีแรกถึง 150 นาที และหลังจากนั้น ยัง
สามารถลด fluorescent signal จาก DCF ลงได้อย่างต่อเนื่องจนมีค่าต่้ากว่า naïve control จนกระทั่ง
สิ้นสุดการทดลอง (รูปที่ 4.5 B) ซึ่งความสามารถในการลดค่าความเข้มของ DCF ให้ต่้ากว่าค่าที่พบใน 
naïve control สามารถพบได้ในกรณีของ resveratrol และquercetin ที่เป็น antioxidant positive 
control  เช่นเดียวกัน (รูปที่ 4.5 A) แม้สารสกัดที่ละลายน้้าได้ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 150-250 µg/ml 
สามารถลดระดับของ DCF อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) ตั้งแต่ 30 นาทีแรกถึงสิ้นสุดการทดลองที่ 240 
นาที เมื่อเทียบกับกลุ่ม tBuOOH (ซึ่งเทียบเท่ากลุ่มที่เป็น vehicle control ส้าหรับสารสกัด WE-FLP  
เนื่องจาก WE-FLP ละลายได้ใน media ในขณะที่กลุ่มที่เป็น vehicle control ของสารสกัด 95EE-FLP 
คือ 0.25% DMSO) แต่ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์โดยยับยั้งการเกิด DCF ยังด้อย
กว่า 95EE-FLP   เพราะแม้ความเข้มข้นสูงสุดที่ 250 µg/ml WE-FLP ก็ยังไม่สามารถลดระดับของ DCF 
ให้ต่้าเที่ยบเท่ากับค่าใน naïve control เหมือนสารสกัด 95EE-FLP (รูปที่ 4.5 B -C)   อนึ่ง การลดต่้าของ
ปริมาณ DCF ไม่ได้เป็นผลทางอ้อม ที่เกิดจากความเป็นพิษของสารสกัด 95EE-FLP หรือ WE-FLP ต่อ 
RAW264.7 เซลล์ ที่มีผลท้าให้เกิดการตายของเซลล์ และพลอยท้าให้ค่าของ DCF ลดลงตามไปด้วย  ทั้งนี้ 
เพราะความเข้มข้นของสารสกัดที่ใช้ในการทดลอง ได้จากการศึกษาเบื้องต้นที่แสดงว่าช่วงของความเข้มข้น
ที่ใช้ในการทดลองไม่มีผลกระทบต่อ % การอยู่รอดของ RAW264.7 เซลล์แต่อย่างใด (รูปที่ 4.6-4.7)   
ดังนั้น สารสกัดฮว่านง็อกนอกจากสามารถต้านอนุมูลอิสระที่ทดสอบด้วยวิธีทางเคมีได้แล้ว ยังสามารถผ่าน
เข้าสู่ RAW264.7 เซลล์ และออกฤทธิ์ต้านการเกิดอนุมูลอิสระที่เกิดภายในเซลล์  ผลการทดลองนี้
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สอดคล้องกับงานวิจัยอื่น ๆ ที่รายงานว่าสารสกัดน้้า หรือ สารสกัด ethanol  ของพืชและผลไม้หลากหลาย
ชนิดที่มีสารประกอบ phenolic  สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่เกิดภายในเซลล์โดยใช้ DCFH-DA 
assay (Aiyegoro และ Okoh, 2009, 2010; Shi, et al., 2011; Shukla et al., 2012; Serra et al., 
2011) ดังนั้น ความสามารถต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ของฮว่านง็อก น่าจะเกี่ยวข้องกับสารประกอบ 
phenolics และกลุ่ม flavonoids ที่พบเป็นปริมาณสูงในสารสกัด เป็นที่น่าสังเกตว่า สารสกัดที่ละลายน้้า
ได้ WE-FLP มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใน DPPH assay สูงสุด แต่สารสกัด 95EE-FLP มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สูงกว่า WE-FLP ทั้งใน FRAP assay และ DCFH-DA assay ซึ่งสนับสนุนแนวคิดว่าสารกลุ่ม phenolics 
และ flavonoids ที่ออกฤทธิ์ในแต่ละการทดสอบน่าจะมีความแตกต่างกันได้ เพราะว่ากลไกของการต้าน
อนุมูลอิสระในวิธีทดสอบทั้ง 3 วิธีนั้นแตกต่างกันคือ ในวิธีทดสอบ DPPH   การออกฤทธิ์ของสารขึ้นกับ
ความสามารถในการท้าลายอนุมูลไนโตรเจนของ DPPH ที่เสถียร (stable DPPH nitrogen radical),  
FRAP assay วัดค่า reducing power ในการ reduce Fe+3 เป็น Fe+2 ส่วนกรณี DCFH-DA assay นั้น  
DCFH-DA  ต้องผ่านเข้าสู่เซลล์ก่อนหมู่ diacetate ถูกตัดออกโดย esterase ภายใน RAW264.7 เซลล์ ได้
สาร DCFH ซึ่งถูกออกซิไดซ์ต่อภายในเซลล์ด้วย oxidant ต่าง ๆ เกิดสารเรืองแสง DCF  งานวิจัยนี้ใช้ 
tBuOOH  เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์ ช่วย oxidize DCFH เพ่ิมปริมาณ
สารเรืองแสง DCF  ให้มีค่าสูงขึ้นแตกต่างจากค่า baseline ใน naïve control (เซลล์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น
ด้วย tBuOOH) อย่างชัดเจน   ใน DCFH-DA assay ความเข้มของสารเรืองแสงที่วัดได้เป็นปฎิภาคโดยตรง
กับปริมาณของ ROS (DCF) ที่ถูกสร้างขึ้นภายในเซลล์ (Yen et al., 2003)  และสารที่สามารถลดความเข้ม
ของสารเรืองแสง DCF คือสารที่ลดการเกิด DCF หรือสารที่สามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ได้
นั่นเอง  คุณสมบัติของสารที่ออกฤทธิ์ใน DCFH-DA assay ได้นั้น ต้องสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์และสามารถ
ยับยั้งการท้างานของสารกลุ่ม peroxide ในการ oxidize DCFH  ได้  จึงเป็นไปได้ว่า สารสกัด WE-FLP ที่
ละลายน้้าได้ดีอาจจะสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ได้น้อยกว่า 95EE-FLP  เพราะคุณสมบัติทั่วไปของ cell 
membrane จะยอมให้สารที่ละลายได้ดีในไขมันผ่านเข้าสู่ เซลล์ได้มากกว่าสารที่ละลายได้ดีในน้้า 
นอกจากนั้น กลไกของการลดปริมาณ DCF ที่ถูกสร้างขึ้นภายในเซลล์น่าจะแตกต่างจากกลไกของการยับยั้ง 

DPPH• และการ reduce F+3 ใน DPPHและ FRAP assay ตามล้าดับ จึงมีความเป็นไปได้สูงว่า  สารที่ออก

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดฮว่านง็อกในวิธีทดสอบ DPPH, FRAP และ DCFH-DA นั้นน่าจะมีความ
แตกต่างกัน   อันที่จริง สารต้านอนุมูลอิสระในพฤกษเคมีรวมทั้ง flavonoid และ phenolics มีอยู่หลาย
กลุ่ม ซึ่งมีคุณสมบัติและกลไกในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ต่างกันได้ เช่น  Kumar และ Pandey 
(2013) ได้รายงานว่า flavonoid ประกอบด้วยสารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติมากมายหลายกลุ่ม ที่มี
โครงสร้างทางเคมี และมีกลไกในการออกฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่แตกต่างกัน อาทิ เช่น  หมู่ hydroxyl 
หลายหมู่ใน flavan nucleus ของ flavonoid ช่วยต้านออกซิเดชัน และช่วยในการ chelate สารออกซิ
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แดนซ์  หมู่ methoxy รบกวนการออกฤทธิ์และเพ่ิมการอยู่ร่วมกับไขมัน  (lipophilicity)  พันธะคู่ 
(double bond) และ หมู่ carbonyl ในวงแหวนหลาย ๆ วง ของโครงสร้างหลัก (heterocycle of the 
nuclear ring) ใน flavonoid เกี่ยวข้องกับความเสถียรของอนุมูลอิสระ และเพ่ิมความสามารถในการออก
ฤทธิ์  ส่วนสารประกอบ phenolics มีทั้งหมู่ hydroxyl หรือ methoxyl   ในขณะที่ flavones มีหมู่ 
hydroxyl, keto, และ carboxylic อิสระ และ flavonoids มี flavan nucleus ซึ่งมีหลาย อนุพันธุ์ 
(different types of substitution) ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้  (Heim et al., 2002)  ดังนั้น โครงสร้างที่
แตกต่างกันตามธรรมชาติของสารพฤกษเคมีเหล่านี้ในสารสกัดหยาบต่าง ๆ ของฮว่านง็อกจึงอาจมี
คุณสมบัติที่แตกต่าง และ กลไกที่ต่างกันได้บ้างในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ตรวจสอบใน 3 วิธีที่
แตกต่างกัน  

             แม้ว่า NO เป็นสารสื่อกลาง  (mediator) ส้าคัญซึ่งเซลล์ macrophage ใช้ในการก้าจัดเซลล์
เนื้องอก (Manthey et al., 1994)  แต่การสร้างปริมาณ NO ที่สูงเกินไปก่อให้เกิดการตายของเซลล์ หรือ
ความเสียหายของเนื้อเยื่อ   โดยเฉพาะในสภาวะความผิดปกติที่เกิดในระหว่างกระบวนการอักเสบ มีการ
สร้างอนุมูลอิสระเกิดขึ้นมากมาย ทั้ง reactive oxygen/nitrogen species, pro-inflammatory 
enzymes, pro-inflammatory cytokines รวมทั้ง signaling proteins ต่าง ๆ ในเซลล์หรือในเนื้อเยื่อที่
เกิดการอักเสบ  (Mineo et al., 1997., Reuter et al., 2010; Pan et al., 2011)  NO ที่ถูกชักน้าให้สร้าง
ขึ้นในปริมาณสูงสามารถรวมตัวกับ superoxide เกิด peroxynitrite ion (OONO-)  ซึ่งเป็นโมเลกุลหนึ่งที่
ท้าความเสียหายให้กับเซลล์และเนื้อเยื่อในระหว่างที่เกิดการอักเสบ (Fang et al., 2009)  งานวิจัยนี้จึง
ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดฮว่านง็อกโดยเลือกเฉพาะสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ซึ่งมี
ปริมาณ phenolics และ flavonoids สูง และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่เกิดทั้งภายในและภายนอกเซลล์สูง 
มาตรวจสอบศักยภาพในการยับยั้งการสร้าง NO  โดยเลือก RAW264.7 เซลล์เป็นโมเดลในการศึกษา  
เพราะ RAW264.7 เป็นเซลล์สายพันธุ์ของหนูเม้าส์ ซึ่งสามารถสังเคราะห์ NO ในปริมาณสูงเมื่อได้รับการ
กระตุ้นโดย LPS และ IFN-  จึงเหมาะสมส้าหรับใช้เป็นโมเดลลอกเลียนแบบเมื่อเซลล์ macrophage ใน
ร่างกายเมื่อถูกกระตุ้นในสภาวะที่เกิดการอักเสบ เช่น กระตุ้นโดย endotoxin จากแบคทีเรีย (งานวิจัยนี้ใช้ 
LPS ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ cell wall ในแบคทีเรียแกรมลบ) หรือ จาก proinflammatory cytokine  
(งานวิจัยนี้ใช้ IFN-) ซึ่งไปชักน้าให้เกิดการเพ่ิมของเอนไซม์ iNOS isoform ท้าให้เกิดการสร้าง NO ใน
ปริมาณสูง (Alessandro et al., 1994)  การสังเคราะห์ NO อาศัย 2 สัญญาณ (signal) คือ สัญญาณแรก
โดย IFN- เป็น priming signal ช่วยเตรียมเซลล์เบื้องต้น (prime) เพ่ือให้ตอบสนองต่อสัญญาณที่ 2 จาก 
LPS ทีเ่ป็น triggering signal ได้ดีขึ้น  การใช้ทั้ง IFN-และ LPS จึงกระตุ้น RAW264.7 เซลล์ได้ดีกว่าการ
ใช้สารใดสารหนึ่งเพียงสารเดียว งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ทั้ง LPS และ IFN- ในการกระตุ้น RAW264.7 เซลล์ 
เป็นเวลา 24 ชม. เพ่ือชักน้าให้สร้าง NO และเนื่องจากการวัดปริมาณ NO โดยตรงกระท้าได้ยาก เพราะ
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ความไม่เสถียรของ NO โดยเฉพาะถ้าปริมาณของ NO ที่เกิดขึ้นไม่สูงมาก ในปัจจุบัน การวัดปริมาณ NO 
จึงมักนิยมวัดทางอ้อมโดยใช้วิธีทาง spectroscopic เช่น ultraviolet visible spectroscopic method 
โดยใช้  Griess reagent ที่เป็นส่วนผสมของ sulfanilamide, HCl, และ N-(1-napthyl)-
ethylenediamine (NED)  เพ่ือวัด nitrite ที่เป็น metabolite product ที่เสถียรของ NO ที่มีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 548 nm  โดยถือว่า ปริมาณของ nitrite เป็นปฎิภาคโดยตรงกับปริมาณของ NO ที่
สร้างขึ้น (Kelm and Schauer, 1997)  ส้าหรับอีกวิธีหนึ่งของการวัด NO โดยทาง UV visible 
spectroscopic ใช้ปฎิกริยาระหว่าง oxyhemoglobin กับ NO ได้ methemoglobin และ nitrate  
ดังนั้น จึงสามารถวัดอัตราการสังเคราะห์ NO ในสารละลายได้  เพราะเป็นปฎิภาคโดยตรงกับการ
เปลี่ยนแปลงของ absorption spectrum ของ HbO2 (Gow et al., 1999)  ส้าหรับงานวิจัยนี้เลือกใช้ 
Griess reagent ในการวัดปริมาณของ NO ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นใน RAW264.7 เซลล์เมื่อได้รับ LPS และ 
IFN- ผลการวิจัยพบว่า สารสกัดทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ช่วงความเข้มข้น 50-250  µg/ml เมื่อบ่ม
ล่วงหน้าร่วมกับเซลล์ RAW264.7 เป็นเวลา 24 ชม. สามารถยับยั้งการสร้าง NO ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้น
อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) โดยปริมาณของการยับยั้งสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมขึ้น  และ 
สารสกัด 95EE-FLP มีประสิทธิภาพสูงกว่าสารสกัด WE-FLP ในการยับยั้งการสร้าง NO (รูปที่ 4.8 A-B) ซึ่ง
สอดคล้องกับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ 95EE-FLP ที่เหนือกว่า WE-FLP (รูปที่ 4.4-4.5) 
เนื่องจากการสร้าง NO ของ RAW254.7 เซลล์ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้นจาก LPS และ IFN-เกิดผ่านเอนไซม์ 
iNOS เป็นหลัก งานวิจัยนี้จึงตรวจสอบกลไกการยับยั้งการสร้าง NO ของสารสกัดฮว่านง็อกว่าเกิดผ่านการ
ยับยั้งเอนไซม์  iNOS  หรือไม่ จากการศึกษาพบว่า ในสภาวะเดียวกันที่สารสกัดสามารถยับยั้งการ
สังเคราะห์ NO  ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP สามารถยับยั้งการแสดงออกของ iNOS โปรตีนได้
อย่างมีนัยส้าคัญเช่นกัน เมื่อเทียบกับกลุ่ม vehicle control (p< 0.05) (รูปที่ 4.9 A-B)  โดยปริมาณการ
ยับยั้งมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นของสารสกัด และสารสกัด 95EE-FLP มีประสิทธิภาพสูงกว่า 
WE-FLP ในการยับยั้ง iNOS ซึ่งสอดคล้องกับผลของการยับยั้งการสร้าง NO ดังนั้น กลไกหนึ่งของสาร
สกัดฮว่านง็อกที่ยับยั้งการสังเคราะห์ NO ใน RAW264.6 เซลล์เมื่อถูกกระตุ้นโดย LPS และ IFN-  เกิด
ผ่านการลดลงของโปรตีน  iNOS  ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่รับผิดชอบในการสังเคราะห์ NO ที่ถูกชักน้าให้สร้างขึ้น 
(induced NO) โดยการกระตุ้นของ proinflammatory cytokine หรือสารอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ 
ดังเช่น LPS เป็นต้น อย่างไรก็ตาม เนื่องจากสารสกัดฮว่านง็อกมีหลายกลไกในการต้านอนุมูลอสิระ จึงอาจ
เป็นไปได้ว่า  การลดลงของ NO อาจเป็นผลจากคุณสมบัติของสารสกัดที่สามารถท้าลาย (scavenge) NO 
ไดโ้ดยตรง ซึ่งอาจจะเป็นอีกหนึ่งกลไกที่ควรได้รับการศึกษาต่อไป 

             นอกจากสามารถชักน้าเซลล์ RAW264.7 ให้สร้าง NO และ iNOS เพ่ิมขึ้น ทั้ง LPS และ IFN- 
ยังสามารถชักน้าการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ใน RAW264.7 เซลล์ที่ถูกกระตุ้น (Jang et al., 
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2005;  Karpuzoglu and Ahmed, 2006)  การเพ่ิมการแสดงออกของ COX-2 พบได้ในเซลล์มะเร็ง
หลากหลายชนิด และพบได้ในเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่เกิดการอักเสบ การเพ่ิมขึ้นของ COX-2 ท้าให้ปริมาณ 
PGE2 เพ่ิมขึ้นอย่างมากมาย ซึ่งเกิดกับเซลล์และเนื้อเยื่อทุกชนิดเมื่อเกิดการอักเสบ (Subbaramaiah and 
Dannenberg, 2003) งานวิจัยนี้ จึงศึกษาผลของสารสกัดต่ออีกหนึ่งตัวกลางของการอักเสบ 
(inflammatory mediator) โดยศึกษาความสามารถในการยับยั้งการแสดงออกของ COX-2 ผลการ
ทดสอบพบว่า ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 50-250 µg/ml สามารถยับยั้งการ
แสดงออกของ COX-2 และเฉกเช่นเดียวกับการยับยั้งการสร้าง NO, และ iNOS  ฤทธิ์ในการยับยั้ง COX-2 
เพ่ิมตามความเข้มข้นของสารสกัดที่สูงขึ้น (รูปที่ 4.9 C-D)    แม้ที่ความเข้มข้นในระดับต่้า (50-150 
µg/ml)  สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP มีความสามารถไม่ต่างกันมากในการยับยั้ง COX-2 แต่ที่ความ
เข้มข้นตั้งแต่ 200 µg/ml ขึ้นไป สารสกัด 95EE-FLP สามารถยับยั้งการแสดงออกของ COX-2 ได้มากกว่า
สารสกัด WE-FLP โดยที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการทดลอง (250 µg/ml) 95EE-FLP สามารถลดการ
แสดงออกของ COX-2 ได้เกือบ 70% ในขณะที่ความเข้มข้นเดียวกันของ WE-FLP สามารถยับยั้งได้
ประมาณ 55% (รูปที่ 4.9 C-D)  อนึ่ง สารสกัดว่านฮว่านง็อก ทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP สามารถลดการ
แสดงออกของ iNOS ได้ดีกว่าการลดการแสดงออกของ COX-2 (รูปที่ 4.9 A-D)   

             IL-6 และ TNF- เป็น cytokine ที่มีบทบาทส้าคัญในกระบวนการอักเสบ และเป็น pro-
inflammatory cytokines ที่มีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้นในทุกระยะของสภาวะที่เกิดการอักเสบ  การยับยั้ง 
proinflammatory cytokine ทั้งสองจัดเป็นเป้าหมายหนึ่งที่ส้าคัญในการรักษาทางคลินิกเพ่ือลดอาการ
อักเสบ (Xing et al., 1998; Scheller et al., 2011; Popko et al., 2010)  งานวิจัยนี้จึงได้เลือกสารสกัด 
95EE-FLP ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการสร้าง NO, iNOS, และ COX-2 เพ่ือศึกษากลไกการออก
ฤทธิ์ต้านการอักเสบเพ่ิมเติมโดยตรวจสอบผลของสารสกัดต่อ pro-inflammatory cytokines IL-6 และ 
TNF- ในระดับ protein และ ระดับ gene  โดยเลือกศึกษาใน RAW264.7 เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS   
เนื่องจาก LPS เป็น endotoxin ที่สามารถกระตุ้นให้เซลล์หลากหลายชนิดรวมทั้ง macrophage ให้สร้าง 
pro-inflammatory cytokines ต่าง ๆ รวมทั้ง IL-6 และ TNF-(Guha and Mackman, 2001) ผลการ
ทดสอบพบว่าสารสกัด 95EE-FLP ที่ความเข้มข้น 150 และ 250 µg/ml สามารถยับยั้งการหลั่งทั้ง TNF- 
และ IL-6  อย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับ vehicle control (รูปที่ 4.10 A-B)  (p < 0.05) และการยับยั้ง 
cytokines ทั้งสองเป็นผลสืบเนื่องจากการยับยั้งที่ระดับของ mRNA  (รูปที่ 4.11 A-B) ทั้งนี้ การศึกษาทั้ง
ในระดับโปรตีนและระดับ gene ให้ผลที่สอดคล้องและสนับสนุนซึ่งกันและกันว่า สารสกัด 95EE-FLP มี
ความสามารถในการยับยั้ง IL-6 ได้ดีกว่า TNF- 
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             Proinflammatory cytokines ต่าง ๆ โดยเฉพาะ TNF- และ IL-6 ทีส่ร้างโดยเซลล์ต่าง ๆ เช่น
เซลล์ในตระกูลของ myeloid (myeloid lineage), macrophage และ endothelial cell เมื่อถูกกระตุ้น
ด้วยสารซึ่งกระตุ้นการท้างานของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น เชื้อโรค endotoxin หรือ LPS สามารถชักน้าให้เพ่ิม
การสร้าง iNOS ที่เหนี่ยวน้าให้เกิดการสร้าง NO ในปริมาณสูง และคงตัวอยู่ได้นานขึ้น (Wink et al., 
1998) ซ่ึงปริมาณท่ีสูงเกินไปของ NO (สร้างในระดับ nanomoles แทนทีจ่ะเป็น picromoles) โดยการชัก
น้าของ iNOS (Cuzzocrea et al., 2001) เป็นต้นเหตุส้าคัญหนึ่งที่ก่อให้เกิดการบาดเจ็บต่อเซลล์และ
เนื้อเยื่อ เช่น เกิดการสร้างสารก่อมะเร็ง N-nitroso compound, เกิด deamination และ หรือ 
oxidation ของเบสใน DNA  ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ (mutagenesis) รวมทั้งความเสียหายต่อเนื้อเยื่อ 
และพยาธิสภาพที่เกิดในโรคต่าง ๆ เช่น โรคความดันต่้า  septic shock, nitrosation, neural damage 
(Liu and Hotchkiss, 1995; Moncada et al., 1991 และ Wink et al., 1998 ) ในสภาวะปกติของ
ร่างกาย เซลล์ในเนื้อเยื่อเกือบทุกชนิดแทบจะไม่สร้างเอนไซม์ COX-2  แต่สร้างเฉพาะ COX-1 เท่านั้น  
การสร้าง หรือ การแสดงออกของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์ เช่น macrophage, endothelial cell และ 
synoviocytes เกิดจากการชักน้าให้สร้างขึ้นภายใต้สภาวะของการอักเสบเท่านั้น เช่น ถูกกระตุ้นโดย 
proinflammatory cytokines ต่าง ๆ (IL-1/, IL-2, IFN-, และ TNF-, endotoxin, mitogens, 
phorbol ester, growth factors ต่าง ๆ (fibroblast growth factor, platelet derived growth 
factor และ epidermal growth factor),และ luteinizing hormone เป็นต้น  (Dannhardt and 
Kiefer, 2001; Wang and Dubois, 2010)  ดังนั้น ในสภาวะที่เกิดการอักเสบจึงมีความเกี่ยวข้องกับ 
inflammatory mediators ต่าง ๆ มากมายโดยเฉพาะการสร้าง NO ในปริมาณสูง (Liu and Hotchkiss, 
1995), pro-inflammatory cytokines TNF- และ IL-6 (Faghali and Wright, 1997) และ inducible 
enzymes iNOS และ COX-2 (Dannhardt and Kiefer, 2011; Calixto et al., 2003) ซึ่งงานวิจัยนี้ 
แสดงว่าสารสกัดฮว่านง็อกนอกจากมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ ยังมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยยับยั้งการ
ท้างานของสารสื่อกลางและโปรตีนหลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ คือยับยั้งการสร้าง NO,  
การสร้างเอนไซม์ iNOS  และ COX-2 และการสร้าง proinflammatory cytokines TNF- และ IL-6 ใน 
in vitro ซึ่งสาร หรือ โปรตีนเหล่านี้ล้วนมีบทบาทส้าคัญ มีความสัมพันธ์ และเกื้อหนุนกันในการชักน้าให้
เกิดการอักเสบ ส่วนความสามารถของสารสกัดในการต้านการอักเสบใน   in vivo  จ้าเป็นต้องมีการศึกษา
ต่อไปในอนาคต ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบของฮว่านง็อกในงานวิจัยนี้สนับสนุนโดยรายงาน
ของ Khumpook et al. (2013) ซึ่งได้ตรวจสอบความสามารถต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบของฮ
ว่านง็อกในสัตว์ทดลอง โดยใช้สารสกัด ethanol ที่เตรียมจากใบของฮว่านง็อก และพบว่าสารสกัดมีฤทธิ์
ต้านการอักเสบทั้งแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง ในหนู albino rat  โดยใช้ ethyl phenylpropiolate-
induced edema ear test และ  cotton pellet-induced granuloma formation เป็นโมเดลใน
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การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบแบบเฉียบพลัน และ แบบเรื้อรังตามล้าดับ แม้ว่างานวิจัยของ Khumpook 
(2013) ยังไม่ได้ศึกษากลไกต้านการอักเสบในเชิงลึกว่าเกี่ยวข้องกับสารหรือโปรตีนที่เกี่ยวกับการอักเสบ
ใดบ้าง แต่คณะวิจัยชี้แนะว่า ฤทธิ์ต้านการอักเสบของฮว่านง็อกน่าจะเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติของการต้าน
อนุมลูอิสระ เพราะพบว่าในหนู rat ที่ถูกชักน้าให้เกิดการอักเสบแบบเรื้อรัง สารสกัดสามารถลดปริมาณของ 
malondialdehyde  ซึ่งเป็น degradation product ของ lipid peroxidation และเป็นดัชนีบ่งชี้สภาวะ 
oxidative stress ควบคู่กับการลดปริมาณของ NO และความสามารถในการเพ่ิม superoxide 
dismutase ซึ่งเป็น anti-oxidant enzyme แม้ในปัจจุบัน  ยังมีงานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านอักเสบของฮ
ว่านง็อกปริมาณจ้ากัดมาก แต่มีงานวิจัยอื่นอีกมากมายที่แสดงว่าสารสกัดจากพืขสมุนไพรหลากหลายชนิดที่
มีคุณสมบัติเป็น antioxidant สามารถมีฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านการยับยั้ง NO, iNOS, COX-2 และ หรือ 
pro-inflammatory cytokines ต่าง ๆ รวมทั้ง TNF- และ IL-6 ในเซลล์ RAW264.7 ที่ถูกกระตุ้น ซึ่ง
สอดคล้องกับผลของโครงการวิจัยนี้ ตัวอย่างเช่น curcumin จากขมิ้น (Curcuma longa L.), resveratrol 
จากเปลือกองุ่น, ไวน์แดง และสารสกัดจากพืชอ่ืนๆ อีกมากมาย เป็นต้น (Surh et al., 2001; Calixto et 
al., 2003) นอกจากนี้ phenolic compounds โดยเฉพาะกลุ่ม flavonoids อาทิเช่น apigenin, 
genistein และ kaempferol เมื่อบ่มล่วงหน้ากับเซลล์ RAW264.7 สามารถยับยั้งการแสดงออกของ NO, 
iNOS และ COX-2 protein ที่กระตุ้นด้วย LPS (Kobuchi et al., 1997; Liang et al., 1999; Raso et 
al., 2001; Sakata et al., 2003)  สารสกัด ethyl acetate ของ Sonchus asper  ซึ่งใช้เป็นสมุนไพรใช้
รักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น หลอดลมอักเสบ หอบหืด ถูกไฟลวก เป็นต้น สามารถเพ่ิม 
expression ของ antioxidant superoxide dismutase ควบคู่กับการยับยั้ง inflammatory mediators 
ต่าง ๆ คือ NO, iNOS,COX-2, PGE2 TNF-, IL-1, IL-6 และ heme oxygenase-1 ในเซลล์ 
RAW264.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS  และชี้แนะว่าสารที่ออกฤทธิ์น่าจะเป็น rutin, caffeic acid และ queretin 
(Wang et al., 2015)  Neobavaisoflavone  ซึ่งเป็น flavonoid ชนิดหนึ่งที่เตรียมจาก Psoralea 
corylifolia สามารถยับยั้งการสร้าง ROSs และ RNS รวมทั้ง cytokines IL-1, IL-6, IL-12p40, IL-
12p70 และ TNF-ใน RAW264.7 เซลล์ ที่กระตุ้นด้วย LPS ร่วมกับ IFN- หรือกระตุ้นด้วย PMA เพียง
อย่างเดียว  (Szliszka et al., 2011)   

            อนึ่ง ความสามารถในการยับยั้งสารและโปรตีนที่ เกี่ยวกับการอักเสบในโครงการวิจัยนี้ ไม่ได้เกิด
จากความเป็นพิษของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ก่อให้เกิดการตายของเซลล์ RAW264.7 อัน
ส่งผลทางอ้อมให้เซลล์พลอยมีปริมาณของ NO, TNF-, IL-6,  iNOS และ COX-2 ลดลงด้วย  เพราะความ
เข้มข้นของสารสกัดที่เลือกใช้ในทุกการทดลองของงานวิจัยนี้ไม่มีผลกระทบต่อ % ปริมาณของ RAW264.7
เซลล์ที่มีชีวิต  (รูปที่ 4.6-4.7) ซึ่งงานวิจัยนี้ได้ให้ความส้าคัญในเรื่องนี้ด้วยการประเมินความเป็นพิษของสาร
สกัดฮว่านง็อกต่อ RAW264.7 เซลล์โดยใช้วิธีตรวจสอบ % เซลล์ที่มีชีวิตหลังจากบ่มร่วมกับสารสกัดถึง 3 
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วิธีที่มีหลักการแตกต่างกันคือ 1)  MTT assay ซึ่งตรวจวัด metabolic activity ของเซลล์มีชีวิต 2)  
trypan blue exclusion method ที่ใช้การนับเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ตายโดยตรงภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ของ trypan blue ซึ่งเป็น anionic ที่ physiological pH และย้อมติดสีน้้าเงินของ trypan blue เฉพาะ
เซลล์ตาย เพราะ trypan blueไม่สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งโดยธรรมชาติมีประจุลบ  
(Kwolek-Mirek and Zadrag-Tecza, 2014) และ 3) propidium iodide staining method ที่ใช้ flow 
cytometer ในการติดตามเซลล์ตายซึ่งย้อมติดสีเรืองแสงของ propidium iodide (PI)   ทั้งนี้ เพ่ือให้แน่ใจ
ว่าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีเลือกใช้ในการทดสอบมีความเหมาะสม ไม่มีพิษต่อเซลล์ หรือส่งผลกระทบต่อ 
% เซลล์ที่มีชีวิต ซึ่งผลการทดสอบพบว่าทั้ง 3 วิธีเป็นไปในทิศทางเดียวกัน และให้ผลที่ยืนยันซึ่งกันและกัน 
อย่างไรก็ตาม ในแต่ละวิธีทดสอบที่ใช้ในการประเมินการมีชีวิตอยู่ของเซลล์มี มีข้อได้เปรียบ หรือ
ข้อบกพร่องซึ่งแตกต่างกัน  เช่นวิธี MTT เป็นการวัดผลด้วยการใช้ spectrophotometer  กระท้าได้ง่าย
และสะดวกกว่าวิธี trypan blue exclusion มีความคลาดเคลื่อนระหว่างบุคคลน้อยกว่า แต่อย่างไรก็ดี ข้อ
เสียเปรียบบางประการของวิธี MTT คือวิธีนี้ไม่ได้วัดปริมาณเซลล์ที่ตายโดยตรง แต่วัด metabolic activity 
ของเซลล์ (เอนไซม์ activity ของ mitochondrial succinate dehydrogenase) จึงอาจเกิด false 
positive ที่เซลล์ยังมีชีวิต แต่ metabolically inactive และอาจมีปัญหาเรื่องสีรบกวนจาก phenol red  
ส่วนประกอบอ่ืนใน media หรือแม้แต่สีของสารสกัดที่ใช้ทดสอบ นอกจากนั้น metabolic activity ของ
เซลล์อาจเปลี่ยนแปลงเนื่องจากผลกระทบจากสารที่ใช้ทดสอบ หรือสภาวะของการทดสอบ เช่น สาร 
polyphenol ใน green tea  หรือ pH ของสภาวะทดสอบ  เป็นต้น (Wang et al., 2010; Plumb et al., 
1989; Hansen et al., 1989; Hsu et al., 2003)  ซึ่งเป็นปัญหาทั่วไปทาง colorimetric method  
Maioli et al. (2009) รายงานว่ายา และ สารประกอบบางชนิดสามารถเปลี่ยนแปลง mitochondrial 
activity ใน MTT assay ได้  ดังนั้น การประเมินการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยการใช้วิธี  MTT จึงต้อง
ระมัดระวังเป็นพิเศษ ควรตระหนักถึงปัญหาที่อาจเกิดขึ้นได้ และที่ส้าคัญต้องเพ่ิมกลุ่มควบคุม เพ่ือ
ตรวจสอบการรบกวนของสีจากสารสกัดร่วมด้วยทุกครั้งเมื่อใช้วิธี MTT ประเมินปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต ซึ่ง
สามารถกระท้าได้ด้วยการม ีculture ที่มีแต่สารสกัดบ่มร่วมกับ MTT โดยไม่มีเซลล์เป็น “blank sample” 
เพ่ือน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปลบออกจากค่าดูดกลืนแสงของสารทดสอบ  (culture ที่มีเซลล์บ่มร่วมกับ
สารสกัดและ MTT)   วิธี trypan blue เป็นวิธีที่ใช้เป็นมาตรฐาน (classic method) ในการหาปริมาณ
เซลล์ที่มีชีวิต แต่เป็นวิธีที่น่าเบื่อ เพราะต้องใช้เวลามากในการนับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จึงไม่
เหมาะสมกรณีที่มีตัวอย่างจ้านวนมาก เพราะเกิดความผิดพลาดง่ายจากความเหนื่อยล้า ต้องใช้สายตานับ
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นระยะเวลานาน  และปัญหาส้าคัญคือมีความคลาดเคลื่อนจากปัจจัยระหว่าง
บุคคล เช่น ตัวอย่างเดียวกัน ที่นับโดย 2 บุคคล  อาจได้จ้านวนเซลล์ต่างกัน หรือแม้แต่ในบุคคลเดียวกัน 
นับจ้านวนเซลล์ของตัวอย่างเดียวกัน 2 ครั้ง อาจได้ค่าที่ไม่ค่อยเท่ากัน เป็นต้น  นอกจากนั้น การเตรียม
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ความเข้มข้นของตัวอย่างที่ใช้ในการนับ ถ้าจ้านวนเซลล์น้อยหรือมากเกินไป สามารถส่งผลให้เกิดความ
ผิดพลาดในค่าท่ีนับ  ส่วนวิธีที่ใช้ PI อาศัยคุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์ที่เกิดความเสียหายในขณะที่เซลล์ตาย 
จึงยอมให้ PI ผ่านเข้าไปจับกับ DNA ปัญหาคืออาจได้ background สูง หรือ false positive เมื่อวิเคราะห์
ด้วย flow cytometry  เพราะเมื่อเซลล์ตาย DNA ถูกปล่อยออกนอกเซลล์ซึ่งจับกับ PI และ PI นอกจาก
จับกับ DNA ยังสามารถจับกบั RNA จึงต้องใส่ RNAase ในหลอดทดลอง นอกจากนั้น การย้อมเซลล์ด้วย PI 
ไม่ควรใช้เวลานานเกิน และห้ามใช้กับเซลล์ที่ถูกตรึง (fixed cell) ซึ่งเยื่อหุ้มเซลล์ถูกท้าให้ permeabilized  
คือยอมให้สารทุกชนิดผ่านเข้าได้ในการทดลอง ท้าให้ต้องรีบวิเคราะห์ตัวอย่างทันทีด้วย flow cytometry 
ไม่สามารถเก็บตัวอย่างเซลล์ที่ถูกตรึงแล้ว เพ่ือวิเคราะห์ภายหลัง อันเป็นข้อปฎิบัติส่วนใหญ่ที่ท้าให้การ
วิเคราะห์ตัวอย่างโดยใช้ flow cytometry มีความสะดวกสบาย นอกจากนั้น สาร PI ยังเป็น genotoxic  
หรือ mutagenic ต่อเซลล์ (Rieger et al., 2010; Rieger and Barreda, 2016., Johnson and Spence, 
2010; Deitch and deVere White, 1982; Kwolek-Mirek and Zadrag-Tecza, 2014)   ส้าหรับ
งานวิจัยนี้ เลือกความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดที่ใช้ในการทดลองจากความเข้มข้นที่ต้องไม่แสดงความเป็น
พิษต่อเซลล์จากผลที่เป็นเอกฉันท์ของทั้ง 3 วิธีทดสอบเท่านั้น  

             การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดใน in vitro กระท้าโดยทดสอบความเป็นพิษโดยตรงต่อ
เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ 4 ชนิด  คือ เซลล์มะเร็ง HepG2, MCF-7, PC-3, และ Jurkat  เพ่ือเป็นตัวแทนของ
โรคมะเร็งที่พบบ่อยคือ มะเร็งตับ มะเร็งทรวงอก มะเร็งต่อมลูกหมาก และมะเร็งในเม็ดเลือดขาวตามล้าดับ 
ผลการตรวจสอบพบว่าทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งต่างสาย
พันธุ์ HepG2, MCF-7, PC-3, และ Jurkat มากน้อยแตกต่างกัน  โดยเซลล์ Jurkat มีความไว (sensitive) 
ที่สุดต่อการถูกท้าลายโดยสารสกัดท้ังสอง ในขณะทีเ่ซลล์มะเร็งทรวงอก MCF-7 และโดยเฉพาะเซลล์มะเร็ง
ต่อมลูกหมาก PC-3 มีความทนทานต่อการถูกท้าลายโดยสารสกัดเป็นพิเศษ (รูปที่ 4.12) แม้ที่ความเข้มข้น
ของสารสกัดทั้งสองสูงถึง 1,500 µg/ml ก็ยังไม่สามารถชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์  PC-3  ผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับการรายงานความเป็นพิษของสารสกัดหยาบ P. palatiferum ที่มีฤทธิ์แตกต่างกันต่อ
เซลล์มะเร็งสายพันธุ์  เซลล์มะเร็งล้าไส้ (HCT15, SW48, SW480) (Pamok et al., 2012), Caco2, และ  
มะเร็งเต้านม (MCF-7) (ศศมล และ ประเสริฐ 2557). นอกจากนี้พืชสมุนไพรหลายชนิดที่มี polyphenol 
เป็นส่วนประกอบและมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันก็สามารถแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์หลายชนิด  
เช่น เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพันธุ์ Jurkat cell (Musika and Indrapichate, 2014), เซลล์มะเร็ง
กระเพาะอาหาร (AGS, SNU-668 and SNU-638) (Kim et al., 2009)และเซลล์มะเร็งเต้านม (MDA-MB-
231, MCF-7 and SK-BR-3) (Award et al., 2003)  จากค่า LC50 ของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ใน
ตารางที่ 4.2 พบว่า WE-FLP แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ Jurkat  และ MCF-7 มากกว่า 
95EE-FLP ดังนั้น  ความเป็นพิษของ 95EE-FLP และ WE-FLP ต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์น่าจะมี
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ความสัมพันธ์กับองค์ประกอบ  polyphenol  ที่ละลายได้ในน้้า  เช่น flavanoids, apigenin, catechin, 
gallic acid, และ tannic acid (Dieu et al., 2008; Das et al., 2009; Chayarop et al., 2011). 
นอกจากนี้ ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP มีความเป็นพิษเฉพาะเจาะจงสูงสุดต่อเซลล์ Jurkat 
มากกว่าเซลล์มะเร็งที่เหลืออีก 3 สายพันธุ์ ทั้งนี้ อาจเนื่องมาจากความแตกต่างของคุณสมบัติและภูมิหลัง
ทางพันธุกรรมที่ต่างกันของเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่างชนิดกัน (Thi Mai et al., 2011; Sak, 2014).  ข้อดี
ของฮว่านง็อกที่เหมาะสมในการใช้ต้านมะเร็งคือ ในช่วงความเข้มข้น 250-1500 µg/ml ของทั้งสารสกัด 
95EE-FLP และ WE-FLP มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ PBMCs น้อยกว่า เซลล์ Jurkat  (รูปที่ 4.13 A, B 
ตามล้าดับ) คุณสมบัติความเป็นพิษที่เฉพาะเจาะจงของยาเคมีบ้าบัดต่อเซลล์มะเร็ง หรือความสามารถของ
ยาทีแ่สดงความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติน้อยกว่าเซลล์มะเร็งเป็นคุณสมบัติอันพึงประสงค์ของยาเคมีบ้าบัดที่ใช้
รักษาโรคมะเร็ง ซึ่งเป็นที่ต้องการเป็นอย่างสูงในปัจจุบัน (American Cancer Society, 2013)   

             โดยทั่วไป เซลล์อาจเกิดการตายได้ใน 2 รูปแบบหลักๆ คือ การตายแบบ apoptosis และการ
ตายแบบ necrosis (Majno and Joris, 1995) เนื่องจากยาท้าลายเซลล์มะเร็งที่เกิดผ่านกลไกของ 

apoptosis จะเป็นที่พึงปรารถนามากกว่าการชักน้าให้เกิดการตายแบบ necrosis เพราะเซลล์มะเร็งที่ถูก
ชักน้าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ไม่ก่อให้เกิดปฎิกริยาการอักเสบ (inflammation reaction) ไม่ท้า
ความเสียหายต่อเซลล์หรือเนื้อเยื่อข้างเคียง ซึ่งแตกต่างจากการตายของเซลล์มะเร็งแบบ necrosis ที่จะ
ก่อให้เกิดปฎิกริยาการตอบสนองต่อการอักเสบ พลอยท้าลายเซลล์ หรือ เนื้อเยื่อข้างเคียง เกิดความ
เสียหายเป็นบริเวณกว้าง (Singh and Anand, 1995; Kam and Ferch, 2000) ซึ่งไม่เป็นผลดีต่อร่างกาย  
ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงตรวจสอบความสามารถของสารสกัดในการชักน้าให้เกิดการตายของ Jurkat เซลล์ว่า
เกิดผ่านกลไกของ apoptosis ได้หรือไม่ โดยใช้วิธีวิเคราะห์ทั้งการเปลี่ยนแปลงด้านสัณฐานวิทยาภายนอก
ของเซลล์ และการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล์ รวมทั้งหมด 4 เทคนิค คือ 1) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
ความเสียหายของนิวเคลียสด้วยการย้อมสี Hoechst 33258  2) วิเคราะห์การแตกหักของ DNA  ใน 
agarose gel electrophoresis  3) ตรวจสอบการ translocate ของ phosphatidyl serine จากเดิมที่
เคยอยู่ผิวด้านในออกสู่ผิวด้านนอกของเยื่อหุ้มเซลล์ อันเป็นเอกลักษณ์ของเซลล์ในระยะ early apoptosis 
ด้วยการใช้ Annexin V-PI และ 4)  ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง mitochondrial membrane potential 
ที่ส่งผลให้เกิดการหลั่งของ cytochrome C ด้วยเทคนิค flow cytometry  ผลการตรวจสอบทั้ง 4 วิธี
ให้ผลสนับสนุนซึ่งกันและกัน และชี้ชัดเป็นเอกฉันท์ว่า กลไกการชักน้าให้เกิดการตายใน Jurkat เซลล์
โดยสารสกัดทั้ง 95EE-FLP และ WE-FLP เกิดผ่านกระบวนการ apoptosis ภายหลัง Jurkat เซลล์ที่บ่ม
ร่วมกับสารสกัดทั้ง 2 เป็นเวลา 24 ชม  ผลจากการติดสีของ Hoechst  เห็นการหดตัวและการแตกหักของ
นิวเคลียสที่ถูกท้าลายอย่างชัดเจน (รูปที่ 4.15-4.16) ซึ่งลักษณะของ nucleus ที่พบคล้ายคลึงกับเซลล์ที่บ่ม
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ร่วมกับ 40 µg/ml etoposide :ที่ใช้เป็น positive control ทีส่ามารถชักน้าให้เซลล์มะเร็งเกิด apoptosis 
(Kozmar et al., 2010)   

            ผลการทดลอง สัณฐานวิทยาของ Jurkat เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่
เห็นจากกล้องจุลทรรศน์ตรงกับลักษณะเฉพาะของการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เมื่อเกิด apoptosis คือ เซลล์
มีขนาดเล็กลง (shrinkage) เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการ blebling ส่วนที่เป็น chromatin เกิดการหดตัว 
(chromatin condensation) ตามด้วยการหดตัวของ nucleus (nuclear condensation) และ DNA 
เกิดการแตกหัก (DNA fragmentation) (Pelfrey et al., 1995)  การแตกหักของ DNA ยืนยันได้จากผล
ของ agarose gel electrophoresis ในรูปที่ 4.14 A-D ผลจากการทดลองพบว่าทั้งสารสกัด 95EE-FLP 
และ WE-FLP ที่ความเข้มข้น 300 และ 600 µg/ml สามารถชักน้าให้เซลล์มะเร็ง Jurkat เกิด apoptosis 
ได้ที่ช่วงระยะเวลาที่ 12 และ 24 ชม. ของการบ่ม ดังสังเกตจากลักษณะการแตกหักของ DNA เป็นแบบ
ขั้นบันได อันเป็นเอกลักษณ์ของ DNA ของเซลล์ที่เกิด apoptosis ซึ่งการเกิด  DNA ladder พบได้เฉพาะ 
lane ที่เซลล์บ่มร่วมกับสารสกัดที่มีความเข้มข้นและระยะเวลาที่เหมาะสม และ lane ที่เซลล์บ่มร่วมกับ 
positive control etoposide (lane ที่มีอักษร P ในรูปที่ 4.14 A-D)  ทั้งนี้ DNA ladder ไม่พบในเซลล์ที่
เป็น vehicle control ซึ่งไม่ได้รับสารสกัด หรือ etoposide (lane ที่มีอักษร C ในรูปที่ 4.14 A-D)  
เนื่องจากไม่ถูกชักน้าให้เกิด apoptosis นั่นเอง ในกรณีที่เซลล์ไม่ได้ตายด้วยกระบวนการ apoptosis เมื่อ 
load DNA ใน agarose gel electrophoresis จะมีลักษณะเป็น smear ซึ่งหมายถึง DNA ที่เกิดการ
แตกหักมีทุกขนาด bp เพราะถูกตัดอย่างไม่เจาะจง (random) ส่วนผลการตรวจสอบ early apoptotic 
cell ด้วยการใช้ annexin V-PI และ การหลั่ง cytochrome c จาก mitochondrial membrane และ
วิเคราะห์ด้วย flow cytometry ให้ผลการทดลองที่สอดคล้องและยืนยันเช่นเดียวกันว่าสารกสกัดสามารถ
ชักน้าให้ Jurkat เซลล์เกิด apoptosis  โดยผลการทดลองพบว่า % early apoptotic cell เพ่ิมขึ้นตาม
ความเข้มข้นของสารสกัดทั้งสอง (รูปที่ 4.17-4.18) เซลล์ที่จัดเป็น early apoptotic เป็นเซลล์ในจตุภาคที่ 
3 เท่านั้น เพราะเป็นเซลล์ที่ย้อมติดสี annexin V ซึ่งแสดงว่าเซลล์เกิด apoptosis เพราะ annexin V 
สามารถจับกับ phosphatidyl serine ซึ่ง translocate จากด้านในของ cell membrane ออกสู่ผิวด้าน
นอกของ cell membrane ที่เกิดในระยะเริ่มต้นของการเกิด apoptosis แต่ในระยะเริ่มแรกนี้ cell 
membrane ยังไม่สูญเสียคุณสมบัติการยอมให้สารผ่านได้ สี PI จึงยังไม่สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์เพ่ือไปจับ 
DNA ภายในเซลล์ ดังนั้น เซลล์ที่จัดเป็น early apoptotic  จึงย้อมติดเฉพาะ annexin V แต่ไม่ติดสี PI  
การศึกษากลไกของสารสกัดในการชักน้าให้เกิดการตายของ Jurkat เซลล์ด้วยกระบวนการ apoptosis 
พบว่าเกิดผ่านการชักน้าให้เกิดการหลั่งของ cytochrome c จาก mitochondrial membrane โดย
ปริมาณของการหลั่ง cytochrome c แปรผันตามความเข้มข้นของสารสกัดและระยะเวลาของการบ่ม
ร่วมกับ Jurkat cell (รูปที่ 4.19 -4.20) สารสกัดทั้งสองต้องสามารถท้าความเสียหายต่อเยื่อหุ้ม 
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mitochondria ใน Jurkat ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ mitochondrial membrane  ส่งผลให้เกิดการ
รั่วไหลของ cytochrome c จาก mitochondria สู่ cytoplasm อันเป็นขั้นตอนส้าคัญของการเกิด 
apoptosis  เพราะ cytochrome c สามารถจับกับ Apaf-1 ใน cytoplasm เกิด apoptosome ที่
สามารถกระตุ้น initiator caspase 9 ที่ไปกระตุ้น executive caspase 3 เกิด apoptosis ได้ในที่สุด  
(Von Asen et al., 2000; Donovan and Cotter, 2004; Garrido et al., 2006)    

             แม้งานวิจัยนี้พบว่า สารสกัดสามารถชักน้าเซลล์มะเร็ง Jurkat ให้เกิดการตายแบบ apoptosis 
และส่วนหนึ่งของการชักน้าเกิดผ่านกลไกของ intrinsic pathway เกิดการหลั่ง cytochrome c จาก 
mitochondria  แต่งานวิจัยนี้ยังไม่สามารถสรุปได้ว่า สารสกัดกระตุ้นให้เกิด apoptosis โดยผ่านกลไกของ 
intrinsic pathway เพียงอย่างเดียว เพราะแม้การหลั่ง cytochrome c จาก mitochondria จะเป็น 
pathway หลักของ intrinsic apototic pathway แต่การเกิด apoptosis ผ่าน extrinsic pathway ก็
สามารถกระตุ้นให้เกิดการหลั่งของ cytochrome c  ได้เช่นกัน โดยการชักน้าให้เกิด truncated bid  
(Kantari and Walczak, 2011) ดังนั้น จ้าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับผลของสารสกัดต่อโปรตีน
อ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้องกับ apoptotic pathway เช่น ศึกษาความสามารถของสารสกัดในการกระตุ้น caspase 
9, caspase 8, AIF และ Fas ligand pathway รวมทั้งผลของสารสกัดต่อ pro- และ anti-apoptotic 
protein ที่ส้าคัญอ่ืนๆ เช่น p53, Bad, Bid,BCl-2 และ BCl-XL เป็นต้น  เพราะสารสกัดอาจสามารถชักน้า
ให้เกิด apoptosis ใน Jurkat เซลล์ได้หลายหนทาง ดังตัวอย่างของ etoposide ที่ใช้เป็น positive 
control ในงานวิจัยนี้  etoposide เป็นยาชนิดหนึ่งที่นิยมใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง  เพราะมีกลไกการออก
ฤทธิ์ชักน้าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งผ่านกระบวนการ apoptosis  ได้หลายรูปแบบ  etoposide มี
ฤทธิ์ยับยั้ง topoisomerase II :ซึ่งเป็น nuclear enzyme ท้าหน้าที่คลายเกลียวที่เป็นเกลียวซ้อนเกลียว
ของ DNA และมีบทบาทส้าคัญเกี่ยวข้องกับกระบวนการจ้าลองตนเองของ DNA, transcription, การ
ซ่อมแซม DNA และการปรับกายภาพของสาย chromatin (chromatin remodeling)  เป็นต้น   การ
ยับยั้ง activity ของ topoisomerase II ของ etoposide  ส่งผลให้เกิด protein-linked DNA double-
strand breaks ที่เสถียรและไม่สามารถซ่อมแซมได้ (Montecucco et al., 2015; Grandela et al., 
2008) จึงเกิดการกระตุ้นการสร้าง p53 ซึ่งชักน้าให้เกิด apoptosis ได้หลายกลไก เช่น p53 โดยท้าหน้าที่
เป็น transcription factor ชักน้าให้เกิดการสร้างกลุ่มโปรตีนที่กระตุ้นให้เกิด apoptosis เช่น BAX, 
PUMA, NOXA และ BID พร้อมกับยับยั้งการสร้างโปรตีนที่ยับยั้งกระบวนการ apoptosis เช่น BCL-2, 
BCL-XL  นอกจากนั้น p53 ยังสามารถชักน้าให้เกิด apoptosis ได้โดยใช้กลไกที่ไม่เกี่ยวข้องกับการท้า
หน้าที่เป็น transcription factor โดย p53 สามารถท้าปฎิกริยาโดยตรงกับ BCL-2 และ BCL-XL ที่ผิวของ 
mitochondria  ท้าให้เกิดการรั่วไหลของ cytochrome c  ออกจาก mitochondria และชักน้าให้เกิด 
apoptosis ซึ่งเชื่อกันว่าเป็นกลไกหลักของการชักน้าให้เกิด apoptosis ของ etoposide (Jamil et al., 
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2015) ทั้งนี้ ผลงานวิจัยอ่ืนที่สนับสนุนคือ ที่ความเข้มข้นสูงของ etoposide สามารถกระตุ้นให้เกิด 
apoptosis ผ่าน cytochrome c/caspase 9 pathway รวมทั้ง Fas ligand pathway (Wang et al., 
2006; Kaufmann and Earnshaw, 2000; Montecucco et al., 2015) ส่วนกลไกการชักน้าให้เกิด 
apoptosis ในเซลล์มะเร็ง ของสารสกัดฮว่านง็อกจะมีหลายเป้าหมายคล้ายคลึง etoposide หรือไม่ จ้าเป็น
ที่จะต้องท้าการศึกษาเพ่ิมเติม ซึ่งควรค่าต่อการศึกษาต่อยอดอย่างยิ่ง เนื่องจากผลทดสอบการชักน้าให้เกิด
การหลั่งของ cytochrome c ในรูปที่ 4.19-4.20 ชี้ชัดว่า แม้สารสกัดทั้งสองเป็นเพียงสารสกัดหยาบ แต่ใน
ความเข้มข้นสูง คือ 600 µg/ml มีประสิทธิภาพสูงกว่าสารบริสุทธิ์ 40 µg/ml etoposide  ซึ่งเป็นยารักษา
โรคมะเร็งที่นิยมใช้กันอยู่ในปัจจุบัน  

             เนื่องจากการสร้างเส้นเลือดใหม่ หรือ angiogenesis เป็นกระบวนการจ้าเป็นส้าหรับการ
เจริญเติบโต และการแพร่กระจาย (metastasis) ของก้อนเนื้องอก (Fidler and Ellis, 1994., Folkman, 
1990., Hart and Saini, 1992., Chen et al., 2009) โครงการวิจัยนี้จึงศึกษาความสามารถของสารสกัด 
95EE-FLP และ WE-FLP ในการยับยั้ง angiogenesis in vivo ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็งโดยเลือกศึกษาใน 
CAM model   เนื่องจากเป็นโมเดลที่เรียบง่าย ราคาไม่แพง และ CAM หรือ chicken chorioallantoic 
membrane เป็น membrane ที่อยู่นอกตัวอ่อนซึ่งมีเส้นเลือดมาหล่อเลี้ยงเป็นจ้านวนมาก จึงเป็น
เครื่องมืออย่างดีในการศึกษาเกี่ยวกับหลอดเลือด (blood vessel)  และ CAM model เป็นที่นิยมใช้ใน
การศึกษาวิจัยในงานด้านต่าง ๆ มากมาย เช่น งานทางด้านวิศวกรรมชีวเวช (bioengineering)  ด้านพัฒน
การ (development) สัณฐานวิทยา (morphology)  ชีวเคมี (biochemistry) ชีวการปลูกถ่าย 
(transplant biology) งานวิจัยเกี่ยวกับมะเร็งและยา  (Nowak-Sliwinska et al., 2014)  เซลล์มะเร็งที่
ชักน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ B16F10 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งผิวหนัง สามารถผลิต
เม็ดสี melanin เมื่อรวมกันเป็นกลุ่ม หรือ ถ้าพัฒนาเป็นก้อนเนื้อจะเห็นได้ชัดใน CAM model เนื่องจาก
เซลล์มีสีด้า จึงสะดวกในการศึกษาและติดตาม  นอกจากนั้น B16F10 melanoma มีความสามารถสูงใน
การ metastasize เมื่อปลูกถ่าย B16F10 ที่ CAM มากกว่า 80% ของเซลล์สามารถมีชีวิตอยู่  สามารถ
แทรกตัวออก (extravasate)  และแพร่กระจาย หรือ metastasis ออกจาก CAM และพัฒนาจนเป็นก้อน
เนื้อใหญ่ (macroscopic tumor mass) ภายในระยะเวลาเพียง 4 วัน (Ribatti et al., 2013) ดังนั้น การ
ใช้เซลล์ B16F10 จึงเหมาะสมส้าหรับการศึกษาเพ่ือต่อยอดงานวิจัยทั้งใน CAM model และ/หรือในหนู
เม้าส์ ซ่ึง B16F10 สามารถแพร่กระจายสู่ปอด เป็นก้อนเนื้อเล็ก ๆ ในปอด (lung nodule) ซึ่งมีสีด้า  ท้าให้
สะดวกต่อการนับ nodule หรือสะดวกในการรายงานผลเชิงปริมาณ (Ribatti et al., 2013., Chen et al., 
2009) และคุณสมบัติที่ส้าคัญคือ การปลูกถ่าย B16F10 ใน CAM ก่อให้เกิดการตอบสนองด้วยการสร้าง
เส้นเลือดใหม่อย่างมากมาย (strong angiogenic response)  เทียบเท่ากับการกระตุ้นด้วย angiogenic 
cytokine fibroblast growth factor-2 หรือ bFGF (Ribatti et al., 2013)  ซึ่งสอดคล้องกับผลการ



149 
 

ทดลองในรูปที่ 4.22-4.23 ของงานวิจัยนี้ที่แสดงให้เห็นว่า B16F10 มีคุณสมบัติเป็น strong angiogenic 
ใน CAM เพราะเมื่อ inoculate ใน CAM เป็นระยะเวลา 24 หรือ 48 ชม. ปริมาณเซลล์ B16F10 ตั้งแต่ 
1x106-6 x106 เซลล์สามารถชักน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่สูงกว่าการกระตุ้นด้วย 100 ng bFGF 
อย่างมีนัยส้าคัญ (p< 0.05) และปริมาณการชักน้าเพ่ิมขึ้นตามปริมาณเซลล์ที่สูงขึ้น งานวิจัยนี้เลือกใช้ 3 
x106 เซลล์ของ B16F10  เป็นปริมาณสูงสุดเพ่ือใช้ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของสาร
สกัด ฮว่านง็อก  เพราะแม้เพ่ิมปริมาณเซลล์เป็น 2 เท่าคือ 6x106 เซลล์ สามารถชักน้าให้เพ่ิมการสร้างเส้น
เลือดใหม่จาก 3x106 เซลล์ประมาณ 14% และ 16% ที่ 24 และ 48 ชม. ตามล้าดับ ส้าหรับ bFGF ที่ใช้
เป็น positive angiogenic control ในงานวิจัยนี้ เป็นหนึ่งใน angiogenic cytokine ที่เซลล์มะเร็งหลาย
ชนิดสร้างขึ้น เพื่อช่วยในการเจริญเติบโต การแพร่กระจาย และมีความสัมพันธ์กับปัญหาในการวินิจฉัยโรค 
(Claffey et al., 2001)  bFGF  มีความสัมพันธ์กับ vascular density  ศักยภาพในการแพร่กระจาย และ 
อัตราการเสียชีวิตในผู้ป่วยโรคมะเร็งล้าไส้ใหญ่ มะเร็งทรวงอก มะเร็งต่อมลูกหมาก และมะเร็งผิวหนัง 
melanoma (Ribatti et al., 2012)   งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ bFGF เป็น positive control เพ่ือเลียนแบบ 
(mimic) angiogenic activity ของ cytokine ที่สร้างโดยเซลล์มะเร็ง ซึ่งผลทดลองเป็นไปตามที่คาดหมาย 
คือ bFGF ที่ 100 ng/ml สามารถชักน้าให้เกิดเส้นเลือดใหม่ (neovascularization) เพ่ิมขึ้นอยู่ในช่วง 4-
12 เท่า (แล้วแต่การทดลองในแต่ละครั้ง) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้กระตุ้นด้วย bFGF  ผลในงานวิจัย
นี้แสดงชัดเจนว่าเซลล์มะเร็ง B16F10 มีความสามารถชักน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่เหนือกว่า 100 
ng/ml bFGF  

             เนื่องจากความเข้มข้นของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง
เส้นเลือดใหม่ท่ีชักน้าโดย B16F10 ไม่ควรแสดงความเป็นพิษโดยท้าลายเซลล์มะเร็งโดยตรง  เพราะจ้านวน
เซลล์มะเร็งที่ลดลง จะส่งผลทางอ้อมให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ลดลง  การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่
ของสารสกัดจึงอาจไม่ใช่กลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัด แต่เป็นผลทางอ้อมที่เกิดจากความเป็น
พิษของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งโดยตรงมากกว่า ผลจากการทดลองหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัด
ในการทดลอง (รูปที่ 4.21) พบว่า สารสกัดที่ความเข้มข้นต่้า (50-100 µg/ml) ไม่มีผลกระทบต่อ % การมี
ชีวิตอยู่ของเซลล์ แต่สารสกัดที่ความเข้มข้นสูงขึ้น ตั้งแต่ 600-1,500 µg/ml ท้าให้เกิดการตายของเซลล์ 
30%-70% ตามล้าดับส้าหรับ WE-FLP และ ประมาณ 36%-82% ส้าหรับ 95EE-FLP  งานวิจัยนี้จึงเลือก
ความเข้มข้นที ่300 µg/ml เป็นความเข้มข้นสูงสุดเพ่ือศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของสารสกัด
ต่อไป เนื่องจากที่ความเข้มข้นนี้ 95EE-FLP และ WE-FLP ชักน้าให้เกิดการตายประมาณ 26% และ 9% 
ตามล้าดับ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่สามารถใช้เป็น maximum tolerated concentration (MTC) ได้ ส้าหรับ 
WE-FLP และมีความเป็นพิษที่สูงกว่า MTC อีกเล็กน้อยในกรณีของ 95EE-FLP เนื่องจากทั้งสารสกัด 95EE-
FLP ได้จากการสกัดด้วย 95% ethanol ซึ่งถือเป็น universal solvent ที่สามารถสกัดสารทั้งที่ละลายน้้า
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ได้ และที่ละลายน้้าไม่ได้  และสารสกัด WE-FLP ที่แยกเอาส่วนเฉพาะที่ละลายน้้าได้สามารถท้าลาย
เซลล์มะเร็งเฉพาะชนิดได้  ความเป็นพิษของสารสกัดฮว่านง็อกในการท้าลายเซลล์มะเร็ง B16F10 จึงอาจ
เกี่ยวเนื่องกับส่วนประกอบของสารพฤกษเคมีในส่วนที่ละลายน้้าได้ เช่น  flavonoids, apigenin, 
catechin, gallic acid และ tannic acid (Dieu et al., 2008., Das et al., 2009., Chayarop et al., 
2011) เพราะเป็นที่ทราบกันดีว่ากลุ่มสาร polyphenol.ในพฤกษเคมีสามารถแสดงความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งสายพันธุ์หลายชนิด เช่น T cell leukemia Jurkat cell (Musika and Indrapichate, 2014) 
มะเร็งกระเพาะอาหาร (AGS, SNU-668, SNU-638) (Kim et al., 2009)  และมะเร็งทรวงอก (MDA-MB-
231, MCF-7 และ SK-BR-3) Awad et al., 2003; Park et al., 2008; ศศมล ผาสุข และ ประเสริฐ มีรัตน์, 
2015).อย่างไรก็ตาม  การท้าลายเซลล์ B16F10 ก็อาจจะเกี่ยวข้องกับส่วนประกอบของสารพฤกษเคมีใน
ส่วนที่ไม่ละลายน้้าในสารสกัด 95EE-FLP ได้เช่นกัน 

             นอกจากการทดลองหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดฮว่านง็อกที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
โดยตรง งานวิจัยนี้ยังตรวจสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดที่ไม่มีผลกระทบต่อการสร้างเส้น
เลือดใหม่ใน CAM ที่เกิดตามธรรมชาติ (natural angiogenesis)  การบ่มสารสกัด 95EE-FLP และ WE-
FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับ CAM เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชม พบว่าผลของสารสกัดฮว่านง็อกต่อการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดตามธรรมชาติใน CAM ขึ้นกับความเข้มข้นและระยะเวลาการบ่มของสารสกัด WE-
FLP ที่ระยะเวลา 24 ชม ความเข้มข้นสารสกัดสูงสุดที่ไม่ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดตามธรรมชาติอยู่
ที่ 600 µg/ml แต่ที่ 48 ชม. ความเข้มข้นสูงสุดอยู่ที่ 300 µg/ml (รูปที่ 4.25B-4.26B)  ส่วนสารสกัด 
95EE-FLP ความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่มีผลกระทบต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ตามธรรมชาติใน CAM อยู่ที่ 300  
ทั้งที่ระยะเวลา 24 และ  48 ชม. (รูปที่ 4.25A-4.26A)  ข้อมูลที่น่าสนใจคือ เมื่อระยะเวลา 24 ชม. สาร
สกัด WE-FLP ที่ความเข้มข้นต่้า (100-300 µg/ml)  สามารถกระตุ้นการสร้างเส้นเลือดใหม่ให้สูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ แต่ที ่48 ชม. สารสกัดที่ความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีผลท้าให้เส้นเลือดใหม่ที่สร้างขึ้นมี
ปริมาณแตกต่างจากกลุ่มควบคุมแต่อย่างใด ชี้แนะว่าที่ความเข้มข้นต่้า สารสกัดสามารถชักน้าการสร้างเส้น
เลือดใหม่ให้เกิดเร็วขึ้น แต่เมื่อเวลาผ่านไป มิได้ส่งผลกระทบต่อจ้านวนของเส้นเลือดใหม่ที่สร้างขึ้นตาม
ธรรมชาติใน CAM แต่อย่างใด  คุณสมบัติของสารสกัดในการชักน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ตาม
ธรรมชาติใน CAM ให้เกิดเร็วขึ้น หรือมีฤทธิ์ส่งเสริมการสร้างเส้นเลือดใหม่ (angiogenesis promoter) 
ด้วยหรือไม่ จ้าเป็นจะต้องมีการศึกษาและตรวจสอบต่อไป  อย่างไรก็ดี ผลทดลองในรูปที่ 4.25-4.26 ชี้ชัด
ว่าที่ความเข้มข้นสูงของสารสกัด โดยเฉพาะที่ 900 และ 1,500 µg/ml ของ WE-FLP และ 600  µg/ml  
95EE-FLP มีความเป็นพิษต่อ CAM เนื่องจากไปลดจ้านวนเส้นเลือดเดิมที่มีอยู่ใน CAM  ดังปริมาณเส้น
เลือดใน CAM มีค่าลดลงจากช่วงระยะของการเริ่มต้นการทดลอง (ระยะเวลาเป็นศูนย์) (ปริมาณเส้นเลือด
ใหม่ที่แสดงเป็นค่าติดลบในรูปที่ 4.25 และ 4.26)  ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้สารสกัดทั้งสองที่ความ
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เข้มข้นสูงสุดเพ่ือใช้ใน CAM model ที่ 300  µg/ml ที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อการสร้างเส้นเลือดตาม
ธรรมชาติใน CAM ทั้งที่ 24 และ 48 ชม. เพ่ือใช้ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของสาร
สกัดต่อไป 

             การสร้างเส้นลือดใหม่ หรือ angiogenesis เป็นกระบวนการในร่างกายมนุษย์ที่มีการควบคุม
อย่างเข้มงวดโดย angiogenic และ angiostatic factors ต่าง ๆ (Folkman and Klagsbrun, 1987)  
การสร้างเส้นเลือดใหม่ทางพยาธิสภาพเกิดขึ้นในโรคมะเร็ง โรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเรื้อรัง หรือโรค
หลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) (Gacche et al., 2015) สารซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่
สามารถรบกวนขั้นตอนต่าง ๆ ในการสร้างเส้นเลือดใหม่ เช่นเดียวกับ สารที่ส่งเสริมการสร้างเส้นเลือดใหม่
ที่สามารถใช้กระตุ้นให้สร้างเส้นเลือดในบริเวณที่เส้นเลือดถูกท้าลาย  โดยการกระตุ้นการเจริญของ 
endothelial cell  หรือ การเคลื่อนตัวออกของ endothelial cell ในการแตกแขนงแยกออกเป็นเส้น
เลือดใหม่  (Koutrafouri et al., 2001)  เนื่องจากการเจริญของก้อนเนื้องอกเกือบทุกชนิด ต้องอาศัย
กระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่มาหล่อเลี้ยงเพ่ือการเจริญและการแพร่กระจาย สารซึ่งมีคุณสมบัติยับยั้งการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดจากการเหนี่ยวน้าโดยเซลล์มะเร็งในก้อนเนื้องอก จึงมีศักยภาพสูงในการ
ประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนาเป็นกลยุทธ์หนึ่งในการรักษาโรคมะเร็ง  ผลการตรวจสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัด
ผ่านกลไกของการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่พบว่า WE-FLP ที่ความเข้มข้น 30-300 µg/ml สามารถ
ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็ง B16F10 ประมาณ  20-87% ที ่24 ชม. และ ประมาณ 
15-91% ที่ 48 ชม. โดยการยับยั้งเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัด ส่วนสารสกัด 95EE-FLP ที่ 100 
µg/ml ยับยั้งได้ใกล้เคียงกันคือ ประมาณ 41% ที่ 24 และ 48 ชม. (รูปที่ 4.28-4.29)  ทั้งนี้ การยับยั้งการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็งไม่เกี่ยวข้องกับความเป็นพิษของสารสกัด เพราะความเข้มข้นที่ใช้
คือ 30-100 µg/ml WE-FLP และ 100 µg/ml 95EE-FLP ไม่มีความเป็นพิษทั้งต่อ B16F10 และลดการ
สร้างเส้นลือดใหม่ที่เกิดตามธรรมชาติใน CAM   สิ่งที่น่าสนใจคือที่ความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัด 300 
µg/ml ซึ่งเป็นค่า MTC หรือสูงกว่าเล็กน้อยต่อ B16F10 ที่ท้าให้เกิดการตายของ B16F10 เพียง 9% ใน 
WE-FLP และ 26% ใน 95EE-FLP.สามารถยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็งได้มากถึง 
90% ในกรณีของ WE-FLP และ 100% ในกรณีของ 95EE-FLP ดังปริมาณเส้นเลือดใหม่ใน CAM ที่บ่มกับ
สารสกัดที่ความเข้มข้น 300 µg/ml มีค่าเทียบเท่า  (ผลของ WE-FLPที่ 24 ชม ) หรือต่้ากว่า (ผล WE-FLP 
ที่ 48 ชม. และ 95EE-FLP ทั้งที่ 24 และ 48 ชม.) (รูปที่ 4.28-4.29) การสร้างเส้นเลือดใหม่ในสภาวะ
ธรรมชาติที่ไม่ได้อยู่ภายใต้อิทธิพลของการชักน้าโดยเซลล์มะเร็ง B16F10 ดังนั้น ปริมาณการยับยั้งการสร้าง
เส้นเลือดใหม่ที่มีค่าสูงถึง 90% หรือมากกว่านั้น จึงไม่ได้ขึ้นกับความเป็นพิษโดยตรงของสารสกัดต่อ 
B16F10 เพียงปัจจัยเดียว  โดยรวม- ผลงานวิจัยนี้ชี้ชัดว่า สารสกัดที่ความเข้มข้นที่แสดงความเป็นพิษต่อ
เซลล์เล็กน้อย (300 µg/ml)  มีศักยภาพสูงของการเป็นสารยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็งที่ดี 
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(strong angiogenesis inhibitor) เมื่อเทียบกับการใช้ความเข้มข้นต่้า (30-100 µg/ml)  ข้อควรสังเกตคือ 
เซลล์มะเร็งที่บ่มร่วมกับสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่้าเป็นระยะเวลา 48 ชม. ก็ยังสามารถสร้างเส้นเลือดใหม่ให้
เพ่ิมขึ้นจาก 24 ชม. อย่างมีนัยส้าคัญได้ (รูปที่ 4.30) ได้ แต่ถ้าบ่มร่วมกับสารสกัดที่ความเข้มข้นสูง 300 
µg/ml  เซลล์มะเร็งไม่สามารถสร้างเส้นเลือดใหม่ให้เพิ่มขึ้นแต่อย่างใดไม่ว่าจะเป็นที่ระยะเวลา 24 หรือ 48 
ชม. แสดงว่าสารสกัดที่ความเข้มข้นสูงสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งในการชักน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ 
ไม่ใช่เพียงแค่ชะลอระยะเวลาของการสร้างเส้นเลือดใหม่ให้ช้าลงเท่านั้น  อีกประเด็นหนึ่งที่น่าสนใจคือ 
ปริมาณการเพ่ิมขึ้นของการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์ B16F10 จาก 24 ชม. ไป 48 ชม. มีปริมาณลดลง
เมื่อความเข้มข้นของสารสกัดเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 4.31)  ดังการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM ที่เหนี่ยวน้าโดย 
B16F10 จาก 24 ชม. ถึง 48 ชม. มีค่าเพ่ิมขึ้นประมาณ 95%, 50%, และ 4% ที่ความเข้มข้น 30, 100 
และ 300 µg/ml ของ WE-FLP ตามล้าดับ  (รูปที่ 4.31)  สิ่งที่ส้าคัญคือ ความเข้มข้นของสารสกัดตั้งแต่ 
100-300 µg/ml สามารถมีผลเฉพาะการยับยั้งสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็ง B16F10 โดยไม่
ส่งผลใดๆ ต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เกิดตามธรรมชาติใน CAM (รูปที่ 4.25-4.26) ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่
จ้าเป็นและส้าคัญยิ่งส้าหรับสารที่ควรค่าต่อการพัฒนาต่อยอดเพ่ือประยุกต์ใช้ต้านโรคมะเร็งในอนาคต   

             การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์ B16F10 ของสารสกัดจากใบฮว่านง็อกอาจมี
ความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด งานวิจัยในปัจจุบันที่ท้าการศึกษาใน in vivo model 
ต่าง ๆ รวมทั้งใน CAM assay  พบว่า สารพฤกษเคมีหลายชนิดในพืชที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ หรือต้าน
ออกซิเดชันมักมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ร่วมด้วย ตัวอย่างของ สารสกัด ethanol ของ 
Pithecellobium Jiringae สารสกัดจากใบของ Nuelumbo nucifera  สารสกัด methanol ของ 
Sphenocentrum jollyanum Pierre,  สารสกัดชาเขียว รวมทั้งสารพฤษเคมี anthocyanidin 
delphinidin, flavones และ catechin (Muslim et al., 2012, Lee et al., 2015., Nia et al., 2004., 
Lamy et al., 2006., Lamy et al., 2002., Cao and Cao, 1999., Gacche et al., 2015)  เป็นที่ทราบ
กันดีว่า ROSs  มีบทบาทในการกระตุ้นกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่ เอนไซม์ที่ เป็นแหล่งก้าเนิด ROSs 
ใน endothelial cell และชักน้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่คือ NADPH oxidase และ endothelial  
nitric oxide synthase  เซลล์มะเร็งหลายชนิดสามารถสร้าง H2O2 ในระดับสูง ชักน้าสัญญาณให้สร้างเส้น
เลือดใหม่ (angiogenesis signaling) ผ่าน VEGF receptors โดยเฉพาะ VEGFR2 และ angiopoietin-
I/Tie-2 receptor หรือ เพ่ิมการสร้าง NADPH oxidase  1 ผ่าน hypoxia inducible factor 1 หรือ ผ่าน
การเพ่ิมการแสดงออกของ VEGF นอกจากนั้น oxidized phospholipid และ metabolized products 
จาก arachidonic acid  สามารถกระตุ้นกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่เช่นกัน (Prauchner 2014., 
Bochkov et al., 2006)   ดังนั้น สารซึ่งมีความสามารถในการท้าลายอนุมูลอิสระ อาจจะมีบทบาทในการ
ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ได้เช่นกัน 
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             โปรตีนที่ท้าหน้าที่ส้าคัญในการเป็น “angiogenic switch” กระตุ้น endothelial cell ให้เข้าสู่
กระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่ ได้แก่ VEGF, angiopoietin-1, angiopoietin-2, IL-8, bFGF, platelet-
derived growth factor, angiotensin II, matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) และ 
metalloproteinase-9 (MMP-9) (Prauchner 2014., Pepper,2001)  สารต้านอนุมูลอิสระจาก
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติหลายชนิดมีกลไกยับยั้งการชักน้าการสร้างเส้นเลือดใหม่  in vitro และ /หรือ in vivo 
ผ่านการควบคุมการส่งสัญญาณภายในเซลล์ของ pro-angiogenic pathway  เช่น flavonoid precursor 
4-hydroxychalocone (Q797) สามารถควบคุมทั้ง VEGF- และ bFGF  ที่ชักน้าให้เกิด 
phosphorylation ของ extracellular signal regulated kinase (ERK)-1/2 และ Akt kinase ใน CAM 
assay (Varinska et al., 2012)  EGCG  สามารถยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ทั้งในโมเดล in vitro และ in 
vivo รวมทั้งใน CAM assay  โดยผ่านหลายกลไก คือ ยับยั้งการสร้าง IL-8, ยับยั้ง activity ของ 
urokinase และของ MMP  การก้าจัด ROSs  ยับยั้งการชักน้า VEGF และป้องกัน neutrophil ในการชัก
น้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ (Tang and Meydani, 2001., Zhang et al., 2000., Prauchner, 
2014)  นอกจากนั้น EGCG และ theaflavins จากชา ยังสามารถยับยั้งการจับของ AP-1 กับ DNA  ท้าให้
เกิดการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ เนื่องจาก AP-1 เป็น transcription factor ที่ควบคุมการสังเคราะห์ 
MMP-1 และ urokinases (Prauchner, 2014)   resveratrol ซึ่งเป็นสาร polyphenolic พบในองุ่น มี
กลไกยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ใน CAM โดยรบกวนการสร้าง ROSs ผ่าน VEGF ในขั้นตอนของการ
กระตุ้น Src kinase ที่ท้าให้เกิด tyrosine phosphorylation ของ cadherin ใน endothelial  (Lin et 
al., 2003)  ส่วน apigenin ยับยั้งการเจริญของก้อนเนื้องอกใน nude mice  โดยยับยั้งการแสดงออกของ 
HIF-1 และ VEGF   นอกจากนั้น lycopene เป็นอีกหนึ่งตัวอย่างของสารต้านอนุมูลอิสระในพฤกษเคมีที่
ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ในโมเดลของ rat aortic ring และ CAM  โดยลด activity ของ MMP-2, 
urokinase-type plasminogen activator,  ลดการส่งสัญญาณ (attenuating signaling) ของ VEG-2 
และเพ่ิมการแสดงออกของ ตัวยับยั้ง MMP-2 (inhibitors of MMP-2) และตัวยับยั้ง plasminogen 
activator (plasminogen activator inhibitor-1) (Chen et al., 2012., Prauchner, 2014) ส้าหรับ
กลไกใดที่สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ใช้ในการออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์ 
B16F10 โดยมีผลกระทบ angiogenic factor, anti-angiogenic factor หรือ วิถีทางของสารสื่อสัญญาณ
ภายในเซลล์ชนิดใด (signal transduction) บ้าง จึงมีความจ้าเพาะต่อการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เหนี่ยวน้า
โดยเซลล์มะเร็งเท่านั้น จ้าเป็นที่จะต้องศึกษาต่อยอดงานวิจัยในเชิงลึกต่อไป  

             การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่นอกจากเกิดผ่านกลไกของการต้านอนุมูลอิสระ ยังอาจเกี่ยวข้อง
กับฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดได้เช่นกัน  เนื่องจากกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่มีความเกี่ยวข้องกับ 
mediators ต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ เช่น VEGF ซึ่งเป็น pro-angiogenic stimuli ที่
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ส้าคัญ สามารถชักน้าการแสดงออกของ eNOS mRNA และ โปรตีน และเพ่ิมการสังเคราะห์ NO•  ในเซลล์ 

endothelial (Hood et al., 1998)  และ  NO•  มีบทบาทเกี่ยวกับการชักน้าการสร้างเส้นเลือดใหม่ 

(Murohara and Asahara, 2002)  นอกจากนั้น COX-2  ซึ่งมีบทบาทส้าคัญในกระบวนการอักเสบ  ยัง
จัดเป็น mediator ที่ส้าคัญในการสร้างเส้นเลือดใหม่ และการพัฒนาของการเกิดเนื้องอก  ดังที่เซลล์มะเร็ง
หลายชนิดมีปริมาณของCOX-2  เพ่ิมข้ึนซึ่งสัมพันธ์กับการสร้าง VEGF และการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่เพ่ิมขึ้น  
(Gately and Li, 2004; Toomey et al., 2009)  ทั้งนี้ Gately และ Li (2004) รายงานว่า 
proangiogenic activity ของ COX-2 เกิดผ่าน thromboxane A (2), prostaglandin E (2) และ 
prostaglandin I (2)  โดย eicosanoid products  ทั้งสามนี้กระตุ้นการสร้างเส้นเลือดใหม่ผ่านกลไกการ
เพ่ิมปริมาณ VEGF  ยังสามารถชักน้าให้เกิดการสร้าง matrix metalloproteinases  กระตุ้นการสร้างเส้น
เลือดใหม่ท่ีเกิดผ่าน EPGF receptor  ส่งเสริมการอยู่รอด (survival) ของ endothelial เซลล์โดยเพ่ิมการ
แสดงออกของ BCl-2 และ การส่งสัญญาณของ Akt (Akt signaling) รวมทั้งเร่งการแตกแขนงของหลอด
เลือดใหม ่(vascular sprouting) การเคลื่อนตัว (migration) และการสร้างหลอดเลือด (tube formation) 
(Gately and Li, 2004)   ดังนั้น ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ของสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP 

อาจจะเก่ียวข้องกับกลไกการต้านการอักเสบด้วยการลดการสังเคราะห์ NO•  ลดปริมาณการสร้าง COX-2  

แม้สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการแสดงออกของ iNOS ทั้งระดับ
โปรตีนและระดับยีน แต่จะออกฤทธิ์ยับยั้ง eNOS ด้วยหรือไม่ ควรมีการศึกษาต่อไป เนื่องจากกระบวนการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ส่งเสริม metastasis ของเซลล์มะเร็ง สารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง
เส้นเลือดใหม่ของ B16F10 จะสามารถยับยั้งการเกิด metastasis ของ B16F10 ร่วมด้วยหรือไม่ เป็นสิ่งที่
น่าสนใจที่จ้าเป็นต้องท้าการวิจัยต่อยอดต่อไป  

             สิ่งที่ผู้บริโภคกังวลเกี่ยวกับฮว่านง็อก ไม่ใช่พิษเฉียบพลัน หรือ พิษกึ่งเฉียบพลัน เพราะใน
ประเทศไทยและโดยเฉพาะสาธารณรัฐสังคมนิยมเวียดนามได้มีการใช้ใบสดฮว่านง็อกมาช้านานในการรักษา
ทั้งคนและสัตว์ และไม่เคยมีรายงานเกี่ยวกับพิษเฉียบพลัน หรือ กึ่งเฉียบพลันของฮว่านง็อกแต่ประการใด 
แต่ผู้บริโภคมักกังวลว่าการบริโภคพืชสมุนไพรต่อเนื่องเป็นระยะนานจะเป็นสาเหตุให้เกิดโรคมะเร็ง ดังนั้น 
งานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาพิษระยะยาวเบื้องต้นของสารสกัดจากใบฮว่านง็อก โดยเลือกการทดสอบฤทธิ์ก่อ
กลายพันธุ์ของสารสกัดจากใบสด 95EE-FLP และ WE-FLP ด้วยวิธี  Ames test  ซึ่งเป็นการทดสอบที่นิยม
ใช้เพ่ือเป็นการคัดกรองเบื้องต้นของสารก่อกลายพันธุ์และสารก่อมะเร็ง ทั้งนี้ เพราะสารก่อมะเร็งส่วนใหญ่
มักเป็นสารก่อกลายพันธุ์ร่วมด้วย และการกลายพันธุ์เป็นกลไกหนึ่งที่ส้าคัญยิ่งในการชักน้าให้เกิดโรคมะเร็ง
ในร่างกาย  (Klaassen, 2008; Griffiths et al., 2000; Tennant, 2014) และสืบเนื่องจากสารมีพิษหลาย
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ชนิดที่ออกฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ได้ จะต้องถูกเปลี่ยนแปลงโครงสร้างในร่างกาย  (metabolize)  โดยเอนไซม์
ในตับให้เปลี่ยนเป็นสารก่อกลายพันธุ์ โครงการนี้จึงตรวจสอบคุณสมบัติการเป็นสารก่อกลายพันธุ์ของสาร
สกัดฮว่านง็อก เมื่อมี และไม่มี S9 mix ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เตรียมจากตับหนู rat ที่สามารถ metabolize 
สารพิษต่างๆ ได้  ผลการวิจัยในตารางที่ 4.3    ชี้ชัดว่าทั้ง 95% EE-FLP  และ WE-FLP ที่ปริมาณ 150-
600 µg/plate ไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ของทั้ง TA 98 และ TA100 ในการทดสอบไม่ว่าจะมี หรือ ไม่มี 
S9 mix ร่วมด้วย แสดงว่าสารสกัด และ metabolize product ของฮว่านง็อกที่ปริมาณ 160-600 
µg/plate ไม่เป็นสารก่อกลายพันธุ์ และจากการสังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ สารสกัดที่
ช่วงความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีความเป็นพิษโดยตรงต่อทั้ง S. typhimurium strain TA100  ซึ่งมีการกลาย
พันธุ์แบบ base-pair substitution และ S. typhimurium strain TA 98 ที่มีการกลายพันธุ์แบบ 
frameshift mutation และมีค่า MI ต่้ากว่า 2 ทั้งในสายพันธุ์ TA98 และ TA 100 ในขณะที่สารก่อกลาย
พันธุ์ทั้งหมดที่ใช้เป็น positive control ให้ค่า MI สูงมากอย่างที่ควรจะเป็น คือ MI มีค่าตั้งแต่  13.56-
50.6 ซึ่งบ่งบอกคุณสมบัติที่เป็นสารก่อกลายพันธุ์ของสารอย่างชัดเจน  และสารที่เป็น positive control 
2-NF และ sodium azide เป็นสารก่อกลายพันธุ์ได้โดยไม่มี S9 mix ส่วนสาร 2 AA เป็น indirect-
mutagen ต้องผ่าน N-oxidation โดย CYP1A2 ใน S9 mix จึงกลายเป็นสารก่อกลายพันธุ์  (Carriere et 
al., 1992) ซึ่งถูกต้องตรงกับที่เคยมีการรายงานมา (Hemanth kumar and Ramesh,  2014; 
Mortelmans and Zeiger, 2000)   ดังนั้น ผลการทดลองชี้ชัดว่าความเข้มข้นของสารสกัดฮว่านง็อกที่ใช้
ไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์เมื่อทดสอบด้วย Ames test และชี้แนะว่าไม่มีความผิดปกติแต่อย่างใดในขั้นตอนของ
วิธีการทดสอบ รวมทั้ง S. typhimurium strain TA 98  และ S. typhimurium strain TA100 ที่ใช้ใน
การทดลองก็ไม่มีความผิดปกติ ไม่เกิดการกลายพันธุ์แบบธรรมชาติ (spontaneous mutation) ที่ผิด
สังเกต  และมีการกลายพันธุ์อย่างที่ควรจะเป็นกับสารที่ใช้เป็น positive control ที่ยืนยันว่าการทดสอบมี
ความถูกต้อง  ผลการวิจัยนี้สอดคล้องกับรายงานของ Pamok et al (2012)  ที่รายงานเช่นเดียวกันว่า 
aqueous และ ethanol extract จากใบฮว่านง็อกที่ 25-100  µg/plate ไม่ส่งผลก่อกลายพันธุ์ต่อ S. 
typhimurium ทั้ง TA98 และ TA100  และงานวิจัยนี้แสดงว่าปริมาณสารสกัดสูงถึง 600 µg/plate ก็ยัง
ไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ 
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บทท่ี 6 

สรุป 

สรุปผลการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดหยาบจากใบฮว่านง็อก พบว่าร้อยละปริมาณสุทธิของการสกัดจากใบสด
มีค่าสูงสุดไม่เกิน 5% ซ่ึงต่้ากว่าการสกัดจากใบตากแห้งที่มีค่าสูงสุดประมาณ 16% ส่วนร้อยละปริมาณสุทธิ
ที่พบสูงสุดประมาณ 85% พบในสารสกัดหยาบที่ละลายน้้าได้ท่ีเตรียมจากสารที่สกัดจากใบสดด้วย 95% 
ethanol แล้วน้ามาแยก fraction อีกทอดหนึ่งด้วย hexane และ น้้า และเลือกเอาเฉพาะ fraction ทีเ่ป็น
น้้า   

2. ทุกสารสกัดที่เตรียมจากใบสดมีค่าปริมาณรวมของ phenolics และ flavonoids สูงกว่า
สารสกัดที่เตรียมจากใบแห้ง  และสารสกัดที่มีค่าปริมาณรวมของ phenolics และ flavonoids สูงสุดคือ 
WE-FLP ที่เป็นสารสกัดส่วนที่ละลายน้้าได้ที่เตรียมจากใบสดที่สกัดด้วย 95% ethanol โดยมีค่าปริมาณ
รวม phenolics และ flavonoids เท่ากับ 212.47 ± 0.52 mg GAE/ กรัมน้้าหนักแห้ง และ 133.43 ± 

11.27 mg CE/กรัมน้้าหนักแห้งตามล้าดับ 
3. สารสกัดหยาบจากใบฮว่านง็อกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ทั้งภายในและภายนอกเซลล์ และ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมึความสัมพันธ์กับปริมาณรวมของ phenolics และ flavonoids โดยสารสกัดจากใบ

สดมีฤทธิ์ก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH•  และ มีค่า reducing power ใน FRAP assay สูงกว่าสารสกัดจากใบ

แห้ง  สารสกัดที่มีประสิทธิภาพสูงสุดคือ WE-FLP ที่มีค่า IC50 ในการท้าลาย DPPH• เท่ากับ 21.55±0.06 

µg/ml ซึ่งมีความสามารถน้อยกว่าสารมาตรฐาน vitamin C, catechin และ trolox  ประมาณ 5.5, 6.1 
และ 3.7 เท่าตามล้าดับ ส่วนสารสกัดที่เตรียมจากใบสดที่สกัดด้วย 95% ethanol (95EE-FLP) มีค่า 

reducing power สูงสุดใน FRAP assay อยู่ที่ 213.23 ± 1.09 mg VCEAC/กรัม น้้าหนักแห้ง หรือมี

ความสามารถน้อยกว่าไวตามินซีประมาณ 4.7 เท่า   ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP สามารถลดการ
สร้างอนุมูลอิสระภายในเซลล์ RAW264.7 ที่ถูกชักน้าให้เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย tBuOOH  ใน 
DCFH-DA assay โดย 95EE-FLP ที่ 250 µg/ml มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับ 20 µM resveratrol และ 
10 µM quercetin  

4. ที่ระดับความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์  (50-250 µg/ml) ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ 
WE-FLP มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ in vitro โดยสารสกัดทั้งสองสามารถยับยั้งการผลิต NO เอนไซม์ iNOS 
และ COX-2 ในเซลล์ RAW264.7 ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS (1 µg/ml) ร่วมกับ IFN- (25 U/mL) และ

CCS
Text Box



157 
 

สารสกัด 95EE-FLP สามารถยับยั้งทั้งการแสดงออกของ pro-inflammatory cytokines TNF- และ IL-
6 ทั้งในระดับโปรตีนและระดับ mRNA ในเซลล์ RAW264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย 100 ng/ml LPS 

5. ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ต่างชนิด
แตกต่างกัน โดยเรียงล้าดับความเป็นพิษจากมากไปหาน้อยดังนี้ เซลล์ Jurkat > HepG2 > MCF-7 > PC-
3   โดยสารสกัดท้ังสองแสดงความเป็นพิษต่อ peripheral nuclear cell ในคนต่้ากว่าเซลล์มะเร็ง Jurkat  
ในช่วงระดับความเข้มข้นเดียวกัน 

6. สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP  สามารถเหนี่ยวน้าให้เซลล์มะเร็ง Jurkat เกิดการตาย
ด้วยกระบวนการ apoptosis ผ่านวิถีทางของ mitochondria ที่ยืนยันจากผลการตรวจสอบทางสัณฐาน
วิทยาของเซลล์ เอกลักษณ์ของ DNA ladder ใน gel electrophoresis  การย้อมติดสี annexin V-PI  
และการหลั่งของ cytochrome c จาก mitochondrial membrane สู่ cytoplasm  

7. สารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ 100 และ  300 µg/ml ในระยะเวลา 24 และ 48 
ชม. มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่เฉพาะชนิดที่เกิดจากการชักน้าโดยเซลล์มะเร็ง B16F10 โดยไม่มี
ผลกระทบต่อการสร้างหลอดเลือดใหม่ตามธรรมชาติเมื่อทดสอบใน in vivo CAM model 

8. เมื่อทดสอบด้วย Ames assay ทั้งสารสกัด 95EE-FLP และ WE-FLP ที่ปริมาณ 150-600 
µg/plate ที่บ่มร่วมกับแบคทีเรีย S. typhimurium สายพันธุ์ TA 98 และ สายพันธุ์ TA100 ในสภาวะทั้งท่ี
มีและไม่มี S9 mixไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ 

  

ข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากใบฮว่านง็อกที่สกัดจากใบสดด้วยวิธีการปั่นมีปริมาณ
รวมของสารกลุ่ม phenolics และ flavonoids สูงกว่าสารสกัดที่ได้จากการหมัก หรือ maceration ของใบ
ตากแห้ง สารสกัดจากใบฮว่านง็อกโดยเฉพาะที่สกัดจากใบสด และสารสกัดส่วนที่ละลายน้้าได้ที่เตรียมจาก
ใบสดที่สกัดด้วย 95% ethanol อีกต่อหนึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย คือมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระทั้ง
ภายในและภายนอกเซลล์ ต้านการอักเสบ และมีฤทธิ์ต้านมะเร็ง  การศึกษาในงานวิจัยนี้สนับสนุนฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยาของใบฮว่านง็อกที่มีการใช้มาช้านาน และเป็นหนึ่งในหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ของสรรพคุณฮ
ว่านง็อกที่ถูกกล่าวอ้าง ฮว่านง็อกเป็นพืชสมุนไพรที่ทรงควรค่าที่ควรได้รับการพัฒนาและศึกษาต่อยอด
งานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้านมะเร็งเพ่ิมเติม รวมทั้งการศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆเพ่ิมเติมดังข้อเสนอแนะต่อไปนี้ 

1. ปรับปรุงเทคนิคในการเตรียมสารสกัดจากใบสดฮว่านง็อกเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของ
ปริมาณสุทธิของการสกัด (recovery yield) ให้สูงขึ้น จากผลการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบทีสกัดด้วย 



158 
 

95% ethanol และสารสกัดส่วนที่ละลายน้้าได้ที่เตรียมจากสารสกัดด้วย 95% ethanol อีกทอดหนึ่งก็มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพสูงทั้งคู่  ดังนั้น จึงควรท้าการแยกส่วน (fractionate) สารสกัดให้บริสุทธิ์ขึ้นด้วยวิธีทางเคมี  
และวิเคราะห์ส่วนประกอบของสารพฤกษเคมีเฉพาะชนิดในแต่ละ fraction ที่ละลายในน้้า หรือ ละลายใน
ตัวท้าละลายอินทรีย์  พร้อมทั้ง หาปริมาณสารที่น่าจะเป็น active ingredients  เช่น  rutin, caffeic 
acid, quercetin, -sitosterol, stigmasterol, -sitosterol 3-O- glucoside, stigmasterol 3-0 
methyl ether 7-O- glucoside, apigennin 7-O--glucoside  เป็นต้น ทั้งนี้ สามารถศึกษาโดยใช้
งานวิจัยที่เคยรายงานเกี่ยวกับส่วนประกอบส้าคัญในฮว่านง็อเป็นแนวทางในการตรวจหาสารเฉพาะชนิดได้ 
(Phan et al., 2003; Dieu et al., 2005, 2006) การวิเคราะห์สารพฤกษเคมีเฉพาะชนิด หรือ เฉพาะกลุ่ม
ควบคู่กับการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ  โดยศึกษาว่ากลุ่มสารใดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และ/
หรือ ต้านมะเร็ง  ช่วยให้สามารถสกัดสารที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาให้มีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นเพ่ือใช้ในการ
ทดลองต่อยอดในสัตว์ทดลอง และ/หรือในมุษย์ต่อไป รวมทั้งการ พัฒนาสารสกัดของฮว่านง็อกให้เป็น
ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณค่าในเชิงเภสัชวิทยา หรือ อาหารเสริม  ที่มีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์รองรับด้านสรรพคุณ 
ไม่ใช่เป็นแค่การกล่าวอ้าง โฆษณาลอย ๆ เหมือนผลิตภัณฑ์สมุนไพรในท้องตลาดทั่วไป 

2. ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดฮว่านง็อกเพ่ิมเติมว่าสามารถลด oxidative 
stress โดยเพิ่มการท้างานของสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติที่เกิดภายในเซลล์ได้หรือไม่ เช่น ผลต่อ 
endogenous antioxidant enzymes ต่าง ๆ เช่น superoxide dismutase, glutathione peroxidase, 
heme oxygenase-1, ระดับของ glutathione, ผลต่อ lipid peroxidation เป็นต้น โดยอาจเริ่มต้นใช้ in 
vitro model และต่อยอดงานวิจัยโดยตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใน in vivo โดยใช้โมเดลของ
สัตว์ทดลอง  

3. ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดฮว่านง็อกเพ่ิมเติม เนื่องจาก gene ที่เก่ียวข้อง
กับการอักเสบ เช่น type II phospholipase A2, COX-2,และ iNOS genes  สร้างเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับ
การสังเคราะห์ platelet-activating factor, leukotrienes, prostagnoids, และ NO (Dinarello, 2000) 
ดังนั้น นอกจากศึกษาผลของสารสกัดในการยับยั้งการสร้าง NO, iNOS, COX-2 แล้วควรยืนยันการลด
ระดับของ lipid mediators ที่ส้าคัญ เช่น prostaglandins, leukotrienes และ platelet activating 
factorts ร่วมด้วย 

4.  นอกจากความสามารถของสารสกัดในการยับยั้ง COX-2 ควรศึกษาผลของสารสกัดต่อ 
COX-1 ร่วมด้วย เนื่องจาก COX-1 เป็น mediator ที่มีบทบาทส้าคัญเกี่ยวข้องกับการควบคุมการท้างาน
ของสรีรวิทยา ดังนั้นหากสารสกัดฮว่านง็อก ไปลดระดับ COX-1 ย่อมมีผลข้างเคียง เพราะจะกระทบต่อ
กระบวนการท้างานปกติของร่างกาย ซึ่งคล้ายกับยาแผนปัจจุบันหลายชนิดที่สามารถลดอาการอักเสบโดย
ลดระดับ COX-2 แต่ในขณะเดียวกันส่งผลลดการท้างานของ COX-1 ด้วย ดังนั้นถ้าสารสกัดฮว่านง็อกมี
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ฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะ COX-2 แต่ไม่มีผลต่อ COX-1 สารสกัดฮว่านง็อกก็ควรค่าอย่างยิ่งต่อการต่อยอดงานวิจัย
และพัฒนาเพ่ือเป็นยาต้านอักเสบได้ในอนาคต   

5. ในกรณีที่สารสกัดสามารถยับยั้ง COX-2 และไม่มีผลต่อ COX-1 ใน in vitro ควรศึกษา
ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดฮว่านง็อกในสัตว์ทดลองว่าสามารถต้านการอักเสบได้มากน้อยเพียงใด 
โมเดลสัตว์ทดลองที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบมีอยู่มากมาย เช่น carrageenan-induced paw edema, 
acetic acid-induced vascular permeability หรือ arachidonic-acid-induced ear edema เป็นต้น  

6. เนื่องจากสารสื่อกลาง หรือ mediators ที่เกี่ยวกับการอักเสบต่าง ๆ เช่น NO, IFN-, 
COX-2, PGE-2 เป็นตัวกระตุ้นที่ส้าคัญ (potent activator) ของวิถีทางการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ (pro-inflammatory signal transduction cascade) ต่าง ๆ เช่น NF-
kB-inducing kinase, mitogen-activated protein kinase, และ protein kinase C (Pan et al., 
2009; Pan et al., 2011)  จึงสามารถศึกษากลไกการต้านการอักเสบของสารสกัดฮว่านง็อกเพ่ิมเติมในเชิง
ลึกว่าเกิดผ่านการยับยั้ง transcription factors ส้าคัญต่าง ๆทีเ่กี่ยวข้อง เช่น NF-kB , NFAT, C/EBP, และ 
AP-1  เป็นต้น เพ่ือดูความสามารถของสารสกัดในการควบคุมการเปลี่ยนแปลงที่ระดับยีน รวมทั้ง 
signaling molecules ต่าง ๆ ที่ส้าคัญในแต่ละ signaling pathways  

7. นอกจากศึกษาผลของสารสกัดในการลด proinflammatory cytokines ของสารสกัด 
ยังอาจศึกษาผลของสารสกัดต่อ acute phase proteins ต่าง ๆ หรือศึกษาผลต่อการเพิ่มการท้างานหรื
อปริมาณของ anti-inflammatory cytokines เช่น IL-4, IL-10 และ IL-13 รวมทั้งสารกลุ่ม 
glucocorticoids เพราะสารเหล่านี้มีความสามารถในการลดการชักน้าของ COX-2 (Dannhardt and 
Kiefer, 2001; Wang and Dubois, 2010)  

8. ศึกษาต่อยอดเพ่ิมเติมใน CAM model ของฤทธิ์ต้านการสร้างเส้นเลือดใหม่ เช่น ขยาย
เวลาการทดลองและติดตามเพ่ิมเติมว่า การยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ที่ชักน้าโดยเซลล์มะเร็ง B16F10 
ของสารสกัดสามารถส่งผลยับยั้งการพัฒนาของขนาดก้อนเนื้องอก (tumor mass) และการเกิด 
metastasis ของเซลล์มะเร็งได้มากน้อยเพียงใด  

9. ศึกษากลไกของสารสกัดฮว่านง็อกในการยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ท่ีชักน้าโดย
เซลล์มะเร็งว่าเกี่ยวข้องกับ pro-angiogenic mediators หรือ anti-angiogenic mediators ที่ส้าคัญ
ใดบ้าง รวมทัง้ผลของสารสกัดต่อ inflammatory mediators และ tumorigenic cytokines เช่น TNF 
และ IL-6 และ pro-inflammatory cytokines ต่าง ๆ ที่สามารถมีอิทธิพลต่อการพัฒนาการของมะเร็งทั้ง 
3 ระยะ คือระยะ initiation, promotion, และ progression รวมทั้งผลต่อ metastasis (Grivennikov 
and Karin, 2017) เพ่ืองานวิจัยต่อยอดใน CAM model 
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10. ศึกษากลไกของสารสกัดฮว่านง็อกในการชักน้าให้เซลล์มะเร็งเกิด apoptosis ว่าเกิด
ผ่าน intrinsic หรือ extrinsic pathway  โดยศึกษาผลของสารสกัดต่อ initiator caspase และ protein 
ต่าง ๆ ที่เก่ียวข้องในแต่ละ pathway และการชักน้าให้เกิด apoptosis เช่น ผลต่อ caspase 8, caspase 
9, apoptosis-inducing factors, surivvin, Apaf-1, Fas receptor. กลุ่ม BCl-2 family ที่เป็น 
proapoptotic (BCl-2, BCL-XL) และกลุ่มที่เป็น pro-apoptotic (Bad, Bax, Bid, PUMA, NOXA) 
รวมทั้ง transcription factor ที่เก่ียวข้อง p53, Akt เป็นต้น 

11. ศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดในสัตว์ทดลองเพ่ิมเติม โดยเลือก model ทั้งท่ีเป็น 
solid tumor model และ metastasis model  

12. เนื่องจากการแสดงออกท่ีมากเกินไป (overexpression) ของ COX-2  เกี่ยวข้องกับ
พัฒนาการของมะเร็ง และการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ colon cancer และ Alzheimer’s disease รวมทั้ง
การกลายพันธุ์ที่เก่ียวข้องกับการแพร่กระจายของมะเร็ง (metastatic mutations)  (Timothy et al., 
2015; Vane et al., 1998)  สารซึ่งสามารถยับยั้ง COX-2 ได้ จึงมีแนวโน้มที่อาจจะป้องกันการเกิดมะเร็ง 
และ Alzheimer’sได้ จึงควรศึกษาฤทธิ์การป้องกันการเกิดมะเร็งของสารสกัด โดยเลือกโมเดลการทดลองที่
การชักน้าให้เกิดมะเร็งในสัตว์ทดลองที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกท่ีมากเกินไปของ COX-2  

13. ลองศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ เพ่ิมเติมที่มีพยาธิสภาพเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
อักเสบ เช่นศึกษาฤทธิ์ต้านโรคเบาหวาน ต้านภูมิแพ้ ต้านการอักเสบที่เกี่ยวกับโรคอ้วน (obesity), โรค
อักเสบของล้าไส้ (inflammatory bowel disease), หรือโรคไขข้ออักเสบต่าง ๆ เช่น rheumatoid 
arthritis เป็นต้น 

14. ยืนยันว่าสารสกัดไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ โดยใช้ in vivo model 
15. ควรศึกษาส่วนอื่น ๆ ของต้น เช่น ล้าต้น ราก เพ่ือคัดกรองว่าจะมีฤทธิ์ทางชีวภาพ

เหมือนส่วนที่เป็นใบหรือไม่  
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ภาคผนวก A 

การเตรียมสารเคมี 

1. Folin-Ciocalteau micro method 

 Gallic acid stock solution 
Gallic acid        0.500        g 
Ethanol        10          mL 
เจือจางความเข้มตามต้องการด้วยน้้า (เก็บท่ี 4° C) 

 Sodium carbonate solution 
Anhydrous sodium carbonate     200           g 
DI  water        800        mL 
น้าไปต้ม ทิ้งไว้จนหายร้อน เติมผลึกของ sodium carbonate  
ลงไปเล็กน้อย ทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชม. น้าไปกรองและเติม DI water  
จนมีปริมาตร 1 L (เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง) 

2. Aluminium chloride colorimetric method 
 5% sodium nitrite 

Sodium nitrite 5  g 
Distilled water 100 ml 

 10% aluminium chloride 
Aluminium chloride 10 g 
Distilled water 100 ml  

3. Vanillin assay 
 4% vanillin-methanol 

Vanillic acid 4 g 
Methanol 100  ml 

 4% HCl-methanol 
HCl 4 ml 
Methanol 96 ml 

4. DPPH assay 
 Stock DPPH solution (1 mM) 

DPPH         0.0985      g 
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Methanol        250        mL 
(กรอง และเก็บไว้ใน freezer) 

 Working DPPH (0.2 mM) 
Stock DPPH solution (1 mM)      10          mL 
Methanol        40          mL 

5. FRAP assay 

 Acetate buffer (300 mM, pH 3.6) 
Sodium acetate.3H2O       3.1            g 
Glacial acetic acid       16          mL 
เติม DI water ไปจนกระทั่งมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 L 
(เก็บไว้ที่ 4° C) 

 Dilute HCl: 40 mM 
Conc. HCl (1 M)       1.46       mL 
เติม DI water ไปจนกระทั่งมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 L 
(เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง) 

 TPTZ (10 mM) 
TPTZ         0.062        g 
HCl (40 mM)        20          mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนท้าการทดลอง) 

  Ferric chloride 20 mM 
FeCl3.6H2O        0.108        g 
DI water        20          mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนท้าการทดลอง) 

 Working FRAP reagent 
Acetate buffer (300 mM, pH 3.6)     200        mL 
TPTZ (10 mM)        20          mL 
Ferric chloride (20 mM)      20          mL 
DI water       24  mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนท้าการทดลอง) 
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6. Nitrite assay 

 Griess reagent 
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) 

7.  Western blot 
 RIPA buffer 

PBS 1X        100  mL 
NP-40         1  mL 
SDS         0.1   g 
(เก็บไว้ที่ 4° C) 

 Lysis buffer 
RIPA buffer        1   mL 
PMSF (200 mM)       10   µL 
Leupeptin (2 mM)       1   µL 
E-64 (1 mM)         1   µL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนท้าการทดลอง) 

 6X Sample Buffer 
Tris-base        0.59   g 
DI water        8.5         mL 
SDS         1.5   g 
2ME         0.6         mL 
Glycerol        7.5         mL 
Bromophenol blue       7.5         mg 
(เก็บไว้ที่ 4° C) 

 10% SDS-polyacrylamide gel 
SDS         10   g 
DI water       100        mL 
(เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง) 
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 10% AP solution 
Ammonium persulfate       0.1         g 
DI water         1           mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนท้าการทดลอง) 

 30% acrylamide 
Acrylamide         30         g 
bis- acrylamide       0.8          g 
DI water        100        mL 
(กรอง และเก็บไว้ที่ 4° C) 

 1.5 M Tris Cl, pH 8.8 
Tris-base        18.165     g 
DI water        80            mL 
ปรับด้วยกรด HCL ไปที่ pH 8.8  จากนั้นปรับปริมาตรสุดท้าย 
ด้วย DI water ไปที่ 100 mL (กรอง และเก็บไว้ที่ 4° C) 

 5 M TrisCl, pH 6.8 
Tris-base        6    g 
DI water        80           mL 
ปรับด้วยกรด HCL ไปที่ pH 6.8  จากนั้นปรับปริมาตรสุดท้าย 
ด้วย DI water ไปที่ 100 mL (กรอง และเก็บไว้ที่ 4° C) 

 Running buffer (10 X) 
Tris-base        30             g 
Glycine        14.4          g 
SDS         10             g 
ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย DI water ไปที่ 1 L 
 (กรอง และเก็บไว้ที่ 4° C) 

 Running buffer (1X) 
Running buffer (10 X)       100        mL 
DI water        900        mL 
กรอง (เก็บไว้ที่ 4° C) 

 Blotting buffer (1X) 
Tris-base        3.03        g 
Glycine        14.4        g 
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Methanol        200        mL 
ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย DI water ไปที่ 1 L (กรอง และเก็บไว้ที่ 4° C) 

 TPBS 0.1% Tween 20 
PBS 1X        1,000     mL 
Tween 20        1           mL 
กรอง (เก็บไว้ที่ 4° C) 

 5% skim milk 
Skim milk        0.75        g 
TPBS 0.1% Tween 20       15          mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 

 Coomassie stain solution 
Coomassie blue       0.05          g 
Methanol        80           mL 
Glacial acetic acid       14           mL 
ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย DI water ไปที่ 100 mL  
(เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง) 

 Destaining solution 
Methanol  5            mL 
Glacial acetic acid       7            mL 
ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย DI water ไปที่ 100 mL  
(เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง) 

 10% Resolving gel (12.05 mL ส้าหรับ 2 gel) 
30% acrylamide       3.984    mL 
1.5 M Tris/SDS pH 8.8                 2.988    mL 
DI water         4.98      mL 
10% AP          84        µL 
TEMED          15        µL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 
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 Stacking gel (4.99 mL ส้าหรับ 2 gel) 
30% acrylamide        0.65      mL 
0.5 M Tris/SDS pH 6.8        1.25    mL 
DI water         3.05    mL 
10% AP         34    µL 
TEMED          5    µL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 

 Lowry reagent  
          Reagent A (2% Na2CO3 in 0.1 N NaOH) 

Na2CO3        5             g 
 NaOH (0.1 N)      250        mL 
 (เก็บไว้ที่ 4° C)  

Reagent B (0.5% CuSO45H2O in 1% sodium citrate) 
CuSO45H2O       0.05        g 
 Sodium citrate      0.1          g 
 DI water      10           mL 

Reagent C (1 N Folin phenol reagent) 
2 N Folin phenol reagent เจือจางด้วย DI water (1:1, v/v) 
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 

                      Reagent D 
Reagent A : Reagent B (50 : 1)  
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 

 Primary antibodies iNOS หรือ COX-2 (1:500) 
Primary antibodies (iNOS or COX-2) (200µg/ mL)   20         µL 
Skim milk        0.1        g 
TPBS         10         mL 

          (เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 
 Secondary antibody HRP-conjugated rabbit-anti-mouse-IgG  (1:10,000) 

Secondary antibody HRP (200 µg/ 0.5 mL)    1          µL 
Skim milk        0.1        g 
TPBS         10         mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 
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 Tubulin antibody (1:1,000) 
Tubulin antibody (200 µg/ mL)     10          µL 
Skim milk        0.1          g 
TPBS         10          mL 
(เตรียมทุกครั้งก่อนการทดลอง) 

8. ELISA 
 Citric-phosphate buffer ( pH 5.0) 

 Diabasic sodium phosphate (0.2 M) 25.7      mL 
 Ctric acid (0.1 M) 24.3      mL 

 DI water        50       mL 
 (ปรับ pH เป็น 5.0) 

 3, 3’, 5, 5’-tetramethyl-benzidine stock solution (6 mg/mL) 
 3, 3’, 5, 5’-tetramethyl-benzidine (TMB) 30       mg 
 DMSO 5         mL 
(Stock solution สามารถเกบ็ได้ 1 เดือนที่อุณหภูมิห้อง) 

 H2O2 (1%) 
 H2O2 (30%)         0.1      mL 

DI water         2.9      mL 
 TMB substrate 

Citric-phosphate buffer pH 5.0      12.5     mL 
TMB stock solution (6 mg/mL)      200       µL 
H2O2  (1%) 50       µL 

(เตรียมสด) 
 H2SO4 (6 N) 

H2SO4 (18 M)          166.67     mL 
ปรับปริมาตรเป็น 1 L ด้วยน้้า DI  

9. Hoechst 33258 staining 
 Fixing solution (4% p-formaldehyde) 

 37% formaldehyde                  2.2      ml  
    PBS, 1X         17.8     ml  

 Hoechst staining solution 
Hoechst 33258 (1 mg/ml)                  40       µl 

  1% TritonX-100            400     µl 
DI water                         3,560   µl 
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   (เก็บท่ี -20 °C)            
10. DNA fragmentation 

 TBE buffer 10X solution 
Boric acid              55       g  
Tris base                                                                            108    g  
0.5 M EDTA, pH 8.0              40     ml  
DI water                      800    ml  
 ปรับปริมาตรเป็น 1000 ml (เก็บท่ี 4 °C)  

 TBE buffer 1X solution 
TBE buffer 10 X solution            100     ml 
DI water                             900    ml 

 1.5% agarose gel 
Agarose gel                                          0.75     g 
TBE buffer 1X solution            50       ml      
(เตรียมสด) 

 RNase A 100 mg/ml 
RNaseA                0.05    g 
DI water             500     µl 

 Ethidium bromide staining (0.5 µg/ml) 
Ethidium bromide                 0.05    g 
DI water                          100      ml 

11. Ames test 
 Vogel-Bonner medium E stock salt solution (VB salt) 

MgSO4.7H2O         10  g  
C6H10O8         100  g  
K2HPO4          500 g 
NaNH4HPO4.4H2O          175  g 

ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1000 ml ด้วย DI water และ autoclave 20 นาทีที่อุณหภูมิ 121 °C. 
   40% glucose 

C6H12O6        40  g 
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 ml ด้วย DI water และ autoclave 20 นาท ีที่อุณหภูมิ 121 °C. 

 Minimal glucose agar plate 
Bacto agar          5.25   g 

 VB salt          7       ml 

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C6H10O8
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40% glucose         17.5    ml 
น้า Bacto agar 5.25 g  เติม 350 ml ด้วย DI water และ autoclave 20 นาทีที่

อุณหภูมิ 121 °C  หลัง autoclave เติม 7 ml  sterile VB salts และ 17.5 ml sterile 40% สารละลาย 
glucose ผสมให้เข้ากัน  เท agar medium ที่เตรียมไว้ใส่  100 mm petri dishes 

 Oxiod nutrient broth no.2 
Nutrient broth no.2  2.5  ml 

 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 ml ด้วย DI water  แบ่งสารละลายใส่หลอดละ 12 ml  
ก่อน autovlave 20 นาที ที่อุณหภูมิ 121 °C. 

  0.1 M L-histidine HCl stock 
L-histidine HCl  2.096  g 

ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วย DI water และ autovclave 20 min ที่อุณหภูมิ 121 °C 
   1 mM L-histidine HCl  

0.1 M L-histidine HCl 1  ml 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วย DI water และ autovclave 20 min ที่อุณหภูมิ 121 °C 

  1 mM biotin stock 
0.1 M L-histidine HCl 0.024   g 
 ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วย DI water และ autovclave 20 min 121 °C 

   0.5 mM L-histidine HCl-0.5 mM biotin 
1 mM L-histidine HCl 100   ml 
1 mM biotin stock 100   ml 

   Top agar 
Agar 0.6   g 
NaCl 0.5  g 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วย DI water และ autovclave 20 นาทีที่อุณหภูมิ 121 °C  

หลังจากนั้นเติม 0.5 mM L-histidine HCl-0.5 mM biotin และเขย่าจนเข้ากัน  
 0.2 M NaH2PO4 

NaH2PO4.2H2O    14.2  g 
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ด้วย DI water 

 0.2 M Na2HPO4    
Na2HPO4.2H2O    13.8  g 
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ด้วย DI water  

 0.2 M NaPO4, pH 7.4 (Use: for S9 mutagenic assay) 
0.2 M NaH2PO4 60  ml 
0.2 M Na2HPO4    440  ml 
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ผสมสารละลายทั้งสองให้เข้ากัน ปรับ pH เป็น 7.4 ด้วย 0.1 M NaH2PO4  หลังจากนั้น  
autoclave  สารละลายเป็นเวลา 20 นาทีที่อุณหภูมิ  121 °C 

 1 M KCl 
KCl             7.5  g 
 ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วย DI water และ autovclave 20 นาท ี121 °C    

 NaPO4-KCl buffer 
0.5 M NaPO4, pH 7.4  100  ml 
1 M KCl  16.5  ml 
ปรับปริมาตรเป็น 330 ml ด้วย DI water และ autoclave 20 นาทีทีอุ่ณหภูมิ 121 °C 

   MgCl2-KCl salts (ส้าหรับ S9 mutagenic assay) 
MgCl2.6H2O 61.5  g 
KCl    40.7  g 
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ด้วย DI water และ autoclave 20 นาทีที่อุณหภูมิ 121 °C 

 1 M glucose-6-phosphate ส้าหรับ S9 mutagenic assay) 
Glucose-6-phosphate         2.82  g 
Distilled water 10  ml 

 0.1 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) (ส้าหรับ S9 
mutagenic assay) 
NADP    0.383  g 
Distilled water 5  ml 

 Co-factors for standard S-9 mix, total volume 50 ml (เพ่ือใช้ใน NADH 
regenerating system) 
S9 (4%)  2  ml  
MgCl2-KCl salts 1  ml 
1 M glucose-6-phosphate  0.25  ml 
0.1 NADP 2  ml 
0.2 M NaPO4, pH 7.4  25  ml 
Distilled water 19.75  ml 

(เตรียมสารละลายสดทุกครั้งก่อนการทดลองและเก็บท่ี 4oC). 
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ภาคผนวก B 

การเตรียมสารเคมสี าหรับการเลี้ยงเซลล ์

 
1. สารเคมีส าหรับการเลี้ยงเซลล์ 

 FBS/FCS (inactivated, Hyclone) 
ละลาย FBS ที่แช่แข็งใน -20°C ด้วยการน้าไปแช่ใน breaker ที่เปิดน้้าไหลผ่าน 
วางขวด serum ไว้ใน water bath ที่ตั้งอุณหภูมิไว้ 37°C  
สังเกตให้ละลายเป็นของเหลวจนเป็นเนื้อเดียวกัน 
Heat inactivate ที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 20 นาที   
เขย่าเบา ๆโดยการหมุนเป็นวงกลมในน้้าทุก 5-10 นาที 
 Aliquot ใน 50 mL conical tube (เก็บไว้ที่ -20°C) 

 RPMI 1640 1X 
RPMI-1640 1X ด้วย L-glutamine และ phenol red   1          ซอง 
NaHCO3        2           g 
ปรับปริมาตรด้วย MQ water ไปที่ 1000 mL 
ปรับ pH ไปที่ 7.4 ตามด้วยการกรอง และเก็บไว้ที่ 4°C 

 RPMI 1640 1X (complete media) 
FBS (inactivated, Hyclone)      20         mL 
HEPES buffer 1 M       3.75      mL 
Penicillin+Streptomycin  (100 X)    2           mL 
RPMI-1640 1X  ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น    200       mL 
 (เก็บไว้ที่ 4° C) 

 PBS 10X 
KH2PO4        0.288      g 
NaCl         18          g 
Na2HPO4.7H2O        1.5         g 
MQ.water        200       mL 
(Autoclave ที่ 121°C, 15 นาที, และเก็บไว้ที่ 4°C) 
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 PBS 1X 
PBS 10X        20         mL 
MQ.water        180       mL 
(เก็บไว้ที่ 4°C) 

 Hepes buffer (1M) 
Hepes         23.83     g 
MQ.water        100       mL 
(เก็บไว้ที่ 4°C) 

 Penicillin/Streptomycin (100X) 
Penicillin        0.6          g 
Streptomycin        1.34        g 
PBS 1X        100        mL 
(Aliquot และเก็บไว้ที่ -20°C) 

 Trysin/EDTA 
Trysin         0.25        g 
EDTA         0.04        g 
PBS 1X        100        mL 
(Aliquot และเก็บไว้ที่ -20°C) 
 
 

  



203 
 

 

ภาคผนวก C 
 

กราฟมาตรฐานของการหาสารพฤกษเคมี ปริมาณ nitrite และโปรตีน 
 

1. กราฟมาตรฐานของ gallic acid ในการวิเคราะห์หา total phenolic content 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

2. กราฟมาตรฐานของ catechin ในการวิเคราะห์ปริมาณ total flavonoids 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. กราฟมาตรฐานของ NaNO2 ใน Nitrite assay 
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กราฟมาตรฐานการหาปริมาณโปรตีน 

 

 

4. กราฟมาตรฐานการหาปริมาณโปรตีน 
 

 
4. กราฟมาตรฐานในการหาโปรตีน 
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R² = 0.9926 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

0 200 400 600 800 1000 1200

OD
75

0(n
m)

 

BSA (µg/ml) 

 

CCS
Text Box

CCS
Text Box

CCS
Text Box



205 
 

 

ภาคผนวก D 
 

Cytometry histogram ของ immunolabeled cytochrome c 
 

1. ผลของ 95EE-FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการหลั่งของ cytochrome C .ใน Jurkat เซลล์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control, 24 h Etoposide 40 µg/ml, 24 h 

95EE-FLP 100 µg/ml, 24h 

95EE-FLP 300 µg/ml, 24 h 95EE-FLP 600 µg/ml, 24 h 
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2. การศึกษาผลของระยะเวลาต่อการหลั่ง cytochrome C  ใน Jurkat เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 
95EE-FLP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Etoposide 40 µg/ml, 24 h 

95EE-FLP 300 µg/ml, 6 h 

95EE-FLP 300 µg/ml, 12 h 95EE-FLP 300 µg/ml, 24 h 

Control, 24 h 
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3. ผลของ WE-FLP ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการหลั่งของ cytochrome C .ใน Jurkat 
เซลล์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control, 24 h Etoposide 40 µg/ml, 24 h 

WE-FLP 300 µg/ml, 24 h WE-FLP 600 µg/ml, 24 h 

WE-FLP 100 µg/ml, 24 h 
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4. การศึกษาผลของระยะเวลาต่อการหลั่ง cytochrome C  ใน Jurkat เซลล์ที่บ่มร่วมกับสารสกัด 
WE-FLP 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

Control, 24 h Etoposide 40 µg/ml, 24 h 

WE-FLP 300 µg/ml, 6 h 

WE-FLP 300 µg/ml, 12 h WE-FLP 300 µg/ml, 24 h 
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ภาคผนวก E 
 

ชุดตรวจวัด 
 
E1 การสกัด RNA โดยใช้ SV Total RNA isolation kits (Promega, Madison, WI)  

1. ภายหลังการทดลอง  (เก็บ supernatant และแช่แข็งท่ี -80oC เพ่ือน้ามาวิเคราะห์ด้วย ELISA)  
ล้างส่วนที่เป็นเซลล์  1 ครั้งด้วย sterile 1XPBS (แช่เย็น) 

2. ใส่ 175 µl RNA lysis buffer (RLA) ไปยังเซลล์ที่ล้างซึ่งอยู่ใน  6-well plate  ผสมด้วยการ 
vortex หรือ resuspend เซลล์ด้วย pipette 

3. ย้าย cell lysate ไปยังหลอด 1.5 ml microcentrifuge (เก็บแช่แข็งได้ที่ -80oC จนกระทั่งใช้
งาน) 

4. ใส่ 350 µl RNA dilution buffer (สีฟ้า) ไปยัง 175 µl cell lysate ที่อยู่ใน microfuge ปิดฝา
หลอดให้สนิท ก่อนผสมโดยคว่้าและหงายหลอดอย่างนุ่นนวลประมาณ 3-4 ครั้ง- น้าหลอดใส่ใน 
water bath หรือ heating block ที่ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 70 oC บ่มเป็นเวลา 3 นาท ี(ถ้าบ่มนานกว่า 
3 นาที อาจส่งผลต่อความเสถียร (integrity) ของ RNA 

5. เมื่อครบ 3 นาที น้าหลอดไป centrifuge ที่ 12,000-14,000 xg เป็นเวลา 10 นาที ที่ 20-25oC 

6. ย้าย cleared lysate solution ไป microfuge ใหม่อีกหลอด  (พยายามหลีกเลี่ยงการรบกวน 
pellet debris ที่ก้นหลอด) 

7. ใส่ 200 µl 95% ethanol ไปยัง cleared lysate  ผสมด้วยการ pipette ขึ้นลง 3-4 ครั้ง เสร็จ
แล้ว pipette ไปยัง spin column ซึ่งประกอบเรียบร้อย น้าไป centrifuge 12,000-14,000 x g 
เป็นเวลา 1 นาท ี

8. แยกส่วนที่เป็น spin basket ออกจาก spin column assembly และเทส่วนที่เป็นของเหลวใน 
collection tube ออก ใส่ spin basket กลับเข้าไปใน collection bube  

9. ใส่ 600 µl RNA wash solution ไปยัง spin column assembly  น้าไป centrifuge ที่ 
12,000-14,000 x g  1 นาท ี

10. เทของเหลวใน collection tube ทิ้ง  และวางหลอดใน rack เพ่ือตั้งรอ 

11.  เตรียม DNase incubation mix โดยผสม  40 µl Yellow Core Buffer, 5 µl 0.09 M MnCl2 

และ 5 µl DNase I enzyme เข้าด้วยกันในหลอดปลอดเชื้อ (ใส่สารเรียงตามล้าดับ) เตรียม
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ปริมาณ DNase incubation  mix เฉพาะที่ต้องการใช้ และผสมด้วยการ pipette ขึ้นลงอย่าง
ระมัดระวังด้วยความนุ่มนวล (ห้ามใช้ vortex)  ต้องเก็บ DNase I ในน้้าแข็งระหว่างใช้ หรือ 
ระหว่างรอให้ละลาย (thaw) เมื่อน้าออกจากตู้แช่แข็ง 

12. น้า DNase incubation mix ที่เตรียมสด 50 µl ใส่ใน membrane ด้านในของ spin basket  
ต้องแน่ใจว่าสารละลายที่ใส่ต้องคลุมพ้ืนที่ผิวใน membrane จนทั่ว ซึ่งสังเกตได้ง่าย เพราะ
สารละลาย DNase incubation mix มีสีเหลือง 

13.  หลังจากนั้น บ่มเป็นเวลา 15 นาทีที่ 20-25 oC   เมื่อครบเวลา ใส ่200 µl DNase Stop 
Solution ไปยัง spin basket และ centrifuge ที่ 12,000-14,000 x g เป็นเวลา 1 นาที (ในขั้น
ตอนท้ายนี้ ไม่จ้าเป็นต้องเทของเหลวใน collection tube ออก) 

14. .เติม 600 µl RNA Wash Solution (ที่เติม ethanol แล้ว) และ centrifuge ที่ 12,000-14,000 
x g เป็นเวลา 1 นาที 

15. เทของเหลวใน collection tube ออก  ล้างอีกรอบด้วยการเติม 250 µl RNA Wash Solution 
(ที่เติม ethanol แล้ว) และ centrifuge ที่ 20,000 x g เป็นเวลา 2 นาท ี

16.  เปิดฝาออกจาก spin basket ด้วยการบิดออก  

17. แต่ละตัวอย่าง  ตัดฝาออกจากหลอด 1.5 ml elution tube  ย้าย spin basket จาก collection 
tube ไปยัง elution tube แล้วเติม 100 µl nuclease-free water ลงใน membrane (ให้แน่ใจ
ว่าส่วนที่เป็น membrane ถูกคลุมหมดด้วยน้้า) 

18. น้า spin basket assemblies ไป centrifuge โดยส่วนที่เป็นฝาของ elution tube หงายขึ้น  
centrifuge ที่ 12,000-14,000 x g เป็นเวลา 1 นาที  

19. เอาส่วนที่เป็น spin basket ทิ้ง ปิดฝา elution bube ซึ่งม ีRNA บริสุทธิ์ เก็บท่ี -70 oC เพ่ือน้าไป
เตรียมเป็น cDNA ต่อไป ในกรณีที่ต้องการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ RNA ทีไ่ด้  ให้วางหลอดที่มี 
RNA ในน้้าแข็ง และวัดปริมาณด้วย NanoDrop ND-1000 spectrophotometer  
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E2  การท า reverse transcription (RT) จาก RNA เป็น cDNA โดยใช้ High Capacity cDNA 
Reverse Transcription kit (AB Applied Biosystems, Foster City, CA) 

             เตรียม 2X Reverse Transcription Master Mix  ในหลอดที่แช่ในน้้าแข็งดังนี้: 

ส่วนประกอบ ปริมาตร/ปฎิกริยา (µl) 
10 X RT Buffer 2.5 
25 X dNTP Mix 1 
10 X RT Random primers 2.5 
MultiScribe Reverse 
Transcriptase (50 U/ µl) 

1.25 

RNase-free H2O 5.25 
ปริมาตรสุดท้าย 12.5 

 

1. Pipette  12.5 µl ของ  2X RT master mix ลงไปในแต่ละหลุม 

2. Pipette 12.5 µl ของ  ตัวอย่าง RNA ลงในแต่ละหลุม  ผสมให้เข้ากันด้วยการ pipette ขึ้นลง  2-
3 ครั้ง 

3. ปิด plate ให้แน่นและบ่มท่ี 25 oC เป็นเวลา 10 นาที ที ่37 oC เป็นเวลา 2 ชม. และท่ี 85oC เป็น
เวลา 5 นาที 

4. เก็บท่ี 4 oC เป็นเวลา 24 ชม. ก่อนน้ามาใช้ 

E3 ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอที่แนะน าจากบริษัทผู้ผลิต (QIA prep spin miniprep kit ของ Qiagen)  

1. ปิเปตเซลล์ตัวอย่างปริมาตร 200 µl ลงในหลอด microcentrifuge  

2. เติม Proteinase K ปริมาตร 20 µl ต่อเซลล์ตัวอย่างปริมาตร 200 µl 

3. เติมบัฟเฟอร์ AL 200 µl ต่อเซลล์ตัวอย่างปริมาตร 200 µl 

4. จากนั้นผสมทุกอย่างให้เข้ากันโดย vortex เป็นเวลา 15 วินาที  

5. บ่มที่อุณหภูมิ 56 oCเป็นเวลา 10 นาที 

6. เติมเอทานอล 200 µl (96-100%) ต่อเซลล์ตัวอย่างปริมาตร 200 µl และผสมอีกครั้งโดย vortex
เป็นเวลา 15 วินาที จากนั้นดูดส่วนใสใส่ในคอลัมน์ QIAamp spin และวางคอลัมน์ QIAamp ใน
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หลอดเก็บรวบรวมขนาด 2 ml และน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000 × g เป็นเวลา 1 นาที และทิ้ง
หลอดที่มีตัวกรอง 

7. เติมบฟัเฟอร์ AW 500 µl ปิดฝาและปั่นเหวี่ยงที่ 6000 × g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นวางคอลัมน์ 
QIAamp spin ในหลอดเก็บรวบรวมขนาด 2 ml และท้ิงหลอดเก็บรวบรวมเดิมที่มีสารหลังจาก
กรองแล้วกรอง 

8. เติมบัฟเฟอร์ AW2 500 µl โดยไม่ต้องเปียกรอบขอบ ปิดฝาและปั่นเหวี่ยงที่ 20,000 × g เป็นเวลา 
3 นาที 

9. วางคอลัมน์ QIAamp spin ลงใน microcentrifuge ขนาด 1.5 ml และและทิ้งหลอดเก็บรวบรวม
เดิมที่มีสารหลังจากกรองแล้วกรอง 

10. เติมบัฟเฟอร์ AE 50 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาทีแล้วปั่นเหวี่ยง 6000 × g เป็นเวลา 1 
นาท ีจะได้ตัวอย่างดีเอ็นเอ 

11. ท้าซ้้าข้ันตอนที่ 10 อีกครั้ง  

12. น้าตัวอย่าง DNA ในบัฟเฟอร์ AE 5 µg ผสมกับ 100 µg ต่อ ml ของ RNase A (ความเข้มข้น
สุดท้าย) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 30 นาท ี

13.  ตรวจสอบตัวอย่าง DNA  ที่ได้ไป load ใน1.5% ของ  agarose gel   และrun ที่ 70 volt เป็น
เวลา 1.50 ชั่วโมง 

E4 ค าแนะน าการใช้ FlowCellectTM CytoChrome c Kit จากบริษัทผู้ผลิต (Millipore) 

1. เติมเซลล์แขวนลอยปริมาตร 200 µl (1x106 เซลล์) ลงในหลอด 

2. น้าเซลล์ไปปั่นเหวี่ยงที่ 400xg เป็นเวลา 5 นาที 

3. ดูดส่วนใสทิ้ง จากนั้นเติม 1X PBS ปริมาตร 200 µl ลงในแต่ละหลุมหรือหลอดตัวอย่าง จากนั้น
ผสมตัวอย่างให้เข้ากัน 

4. น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 400xg เป็นเวลา 5 ถึง 7 นาที และดูดส่วนใสทิ้ง 

5. เติม Permeabilzation Buffer Working Solution ปริมาตร 100 µl ลงในแต่ละหลุมหรือหลอด
ตัวอย่าง และผสมให้เข้ากัน 

6. ปิด plate ตัวอย่างหรือฝาครอบแต่ละหลอดและบ่มบนน้้าแข็ง 10 นาที 
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7. หลังจากบ่ม เติม buffer ส้าหรับ fix เซลล์ (Fixation buffer Working Solution) ปริมาตร 100 
µl  

8. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที 

9. หลังจากบ่มแล้วน้าเซลล์ไปปั่นเหวี่ยงที่ 300xg เป็นเวลา 5 ถึง 7 นาที 

10. ดูดส่วนใสทิ้งและเติมสารละลาย 1X Blocking Buffer ปรมิาตร 150 µlส้าหรับแต่ละตัวอย่าง 

11. น้าเซลล์ปั่นเหวี่ยงที่ 400xg อย่างน้อย 5 ถึง 7 นาที 

12. ดูดส่วนใสทิ้งและเติมสารละลาย 1X Blocking Buffer ปริมาตร 100 µl ต่อตัวอย่าง จากนั้นผสม
ให้เข้ากัน 

13. บ่ม plate หรือหลอดตัวอย่างเป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

14. หลังจากบ่มแล้วให้เติม Anti-IgG1-FITC Isotype Control หรือ Anti-CytoChrome c-FITC 
Antibody ปริมาตร 10 µl จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

15. บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาทีในที่มืด 

16. หลังจากบ่มแล้วให้เติม1X Blocking Buffer ปริมาตร 100 µl ส้าหรับแต่ละตัวอย่าง 

17. น้าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ 300 xg เป็นเวลา 5 ถึง 7 นาที 

18. ดูดส่วนใสทิ้งและเติม 1X Blocking Buffer ปริมาตร 200 µlส้าหรับแต่ละตัวอย่าง 

19. น้าตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometer  

20. วิเคราะห์ตัวอย่างและอ่านผลภายใน  4 ชั่วโมง 
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ABSTRACT 
 

Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk. (P. palatiferum) known as Hoan-Ngoc or Payawanon is one of the 
most frequently used medical plants in Thailand for treating a variety of inflammatory diseases including cancer. 
Angiogenesis is a key process in human cancer growth, progression, and metastasis. There are several families of growth 
factors with angiogenic activities that have been identified such as fibroblast growth factor (FGF) and vascular endothelial 
growth factor (VEGF).This study aimed to investigate the effect of the water extract of P. palatiferum (WEP), fractionated 
from 95% ethanol extract of fresh leaves, on angiogenesis occurring naturally or induced by tumor melanoma B16F10 
using the in ovo chick chorioallantoic membrane (CAM) model. The results showed that B16F10 induced a stronger 
angiogenic response than that of 100 ng/ml of angiogenic cytokine basic fibroblast growth factor (bFGF) (p < 0.05). No 
lethality of chick embryos was observed post exposure to WEP at 100-1,500 �g/ml for 24 and 48 hours. WEP at 100-300 
µg/ml selectively and significantly suppressed the B16F10-induced angiogenesis by about 21 to 91% at 24 and 48 hr. (p 
<0.05) and did not inhibit the normal neovascularization on the CAM. Overall, the data suggested that WEP might exhibit 
anti-cancer B16F10 cells, at least in part, through its anti-angiogenesis activity. 

 
Keywords: anti-angiogenesis, Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk., B16F10 cell, CAM model 

 
1. INTRODUCTION 

 
Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk (P. palatiferum) is a new medicinal plant belonging to the 

Acanthaceae family.  Its vernacular names are “Hoan-Ngoc”, “Wan ling” or “Payawanorn”.  Hoan-Ngoc leaves have been 
reported to possess many pharmacological properties including high efficiency against cancer through apoptosis 
induction [1]. The leaf extract of Hoan-Ngoc showed high antioxidant activity against hydrogen peroxide radicals in the 
human blood. The ethyl acetate extract of the leaves showed strong antibacterial and antifungal activities [2]. P. 
palatiferum is used widely as a medicinal plant in Thailand to treat various diseases such as hypertension, diabetes, and 
tumor [3]. Previous work from this laboratory has revealed anti-inflammatory activity of the crude water leave extract of 
Hoan-Ngoc as evidenced by decreased nitric oxide production and suppression of inducible nitric oxide synthase and 
cyclooxygenase-2 in lipopolysaccharide and interferon gamma-activated RAW 264.7 cells [4]. As angiogenesis is essential 
in almost all tumor growth, progression, and metastasis, and it is related and is promoted by inflammation, Hoan-Ngoc 
which possesses anti-inflammatory property may exert its activity against various cancers through targeting the 
angiogenesis pathway. Therefore, this study aimed to investigate anti-angiogenic activity of the crude water leave extract 
of Hoan-Ngoc.  
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2. MATERIALS AND METHODS 
 
Preparation of the water leaves extract of Pseuderanthemum palatiferum  

 Fresh leaves of Hoan-ngoc were blended in 95% ethanol and filtered through gauze. The extract was 
centrifuged at 3,500 x g for 10 minutes and then the supernatant was filtered through a Whatman No.1 filter paper.  
After that, the ethanolic filtrate was concentrated using a vacuum rotary evaporator and lyophilized into powder of 
ethanol crude extract (EEP).  The EEP was partitioned between hexane and water (1:1, v/v). The water fraction was 
collected, centrifuged at 14,000 x g for 10 min at 4 

o
C, and then the supernatant was filtered through a Whatman No.1 

filter paper. After that, the water fraction was evaporated and lyophilized into powder of water fraction of 95% ethanol 
crude extract (WEP).  

 
Cell culture 
  B16-F10 (mouse melanoma cell line) was purchased from American Type Culture Collection (ATCC, USA). B16-
F10 cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) with high glucose supplemented with 10% FBS 
and 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin without HEPES. The cells were maintained at 37 ºC in 5% CO2 and 
95% humidity. 
 
B16F10 and bFGF- induced angiogenesis in chick CAM model 

Five-day-old chick embryos were purchased from Suranaree University of Technology Farm. An approximately 2 
cm

2
 window was cut in the shell over the false air sac, allowing access to the CAM. Angiogenesis in the chick CAM was 

induced by adding 10 µl of 100 ng/ml basic-fibroblast growth factor (bFGF) or 10 µl DMEM (uninduced control) onto a 
sterile filter paper disc placed onto the CAM. For tumor induction, pellets of 1×10

6
, 3×10

6 
or 6×10

6
 B16F10 cells were 

inoculated directly onto the CAM. Then, 30 µl 100 U/ml penicillin was immediately added to the placed disc or to the 
tumor pellet in the CAM prior covering tumor pellet with a paper disc (1 disc/CAM). The exposed hole in the shell of each 
egg was closed with tape and further incubated at 37 ºC in 5% CO2 and 95% humidity for 24 hours and 48 hours. Before 
and after incubation, the images of each treated CAM were captured and the number of blood vessels in contact with the 
paper disc within the focal plane of the CAM were quantified when viewed under a stereomicroscope.   

 
Cytotoxic effect of WEP against B16F10  

To rule out the direct cytotoxicity of WEP on B16F10, the effect of WEP on cell viability of B16F10 was 
determined by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay as previously described [5].  
   
The effect of WEP on chick chorioallantoic membrane (CAM)  

  To find out the concentration of WEP that was not toxic in the CAM model, the effects of WEP on 
natural angiogenesis in the CAM was evaluated at 24 and 48 hours post exposure. A filter disc in the presence or 

absence of different concentrations (100-1,500 µg/ml) of WEP was placed upon the CAM and 30 µl 100 U/ml penicillin 
was immediately added. The exposed hole in each egg was closed and incubated for 24 hours and 48 hours.  
Angiogenesis at each time point was quantified as described above. 
 
The effect of WEP on B16F10-induced agiogenesis in CAM 

A Pellet of 3×10
6
 B16F10 cells were placed directly onto the CAM, then a filter disc in the presence or absence of 

different concentrations (100-300 µg/ml) WEP was placed upon the CAM prior adding 30 µl 100 U/ml penicillin. The 
exposed hole in each egg was closed with tape and further incubated for 24 hours and 48 hours. Angiogenesis at each 
time point was quantified as described above.  

All experiments were performed at least twice with four replicates per treatment, unless stated otherwise. Data 
shown are representative of at least two independent experiments with similar results. 

  
3.   RESULTS 

 
When compared to the uninduced control, the neovascular vessels were increased 12 and 4 folds upon exposure 

to the angiogenic control 100 ng/ml of bFGF for 24 and 48 hours, respectively (Figure 1). B16F10 also increased the 
number of neovascular vessels in both dose- and time-dependent manners (p < 0.05). Notably, the increased number of 
neovascularization induced by B16F10 was significantly greater (p < 0.05) than that of 100 ng/ml of bFGF in both time 
points. Furthermore, the angiogenesis induction by both B16F10 and bFGF were significantly higher at 48 hours than 24 
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hours (Figure 1). As doubling the cell number of B16F10 from 3×10
6
 to 6×10

6
 cells only increased the number of 

neovascular vessels by about 16%, 3×10
6
 cells of B16F10 was selected for further study of anti-angiogenesis activity of 

WEP on the CAM. 
The result of  cytotoxicity of WEP towards B16F10 in Figure 2A showed that WEP at the concentration of 50 and 

100 µg/ml had no toxicity towards B16F10 cells (p < 0.05), whereas 300 µg/ml of WEP decreased the viability of B16F10 
by 8.97%. WEP at 600-1500 µg/ml showed the cytotoxicity towards B16F10 by 30-70%. Therefore, the concentration 
from nontoxic till maximum tolerated concentration of WEP (50-300 µg/ml) was selected for further study in the B16F10-
induced angiogenesis CAM model.  The results in Figure 2B showed that exposure to WEP up to 300 µg/ml for 24 and 48 
hour did not decrease the natural neovascular formation in the CAM. In contrast, exposure to higher concentration of 
WEP (900 and 1,500 µg/ml for 24 hr., and 600-1,500 µg/ml for 48 hr.) could suppress the natural neovascularization. In 
spite of some toxicity on neovascular formation of WEP at high concentrations, there was still no lethality of the chick 
embryo was observed in any treatment groups. Consequently, the concentration up to 300 µg/ml of WEP which had no 
suppression on natural angiogenesis generation was chosen for subsequent anti-angiogenesis study.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Comparison of angiogenesis induction by bFGF and B16F10 in the CAM model at 24 and 48 hours. Values are 
mean ± SD. Bars marked with different letters (24 h) or italic letters (48 h) are significantly different within the same time 
point at p< 0.05, as performed by one-way ANOVA.  The asterisk indicates the different of mean values between 24 and 
48 hr. (p < 0.05) using the Student’s t-test. 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2. (A) Cytotoxic effect of WEP against B16F10 cells. The cells were exposed to various concentrations of WEP for 
24 hour. Values are mean ± SD. Means with different letters are significantly different at p <0.05 as determined by one-
way ANOVA. (B) The effect of WEP on normal angiogenesis at 24 and 48 hours. Values are means ± SD. Values marked 
with different letters (24 h) or italic letters (48 h) are significantly different at p< 0.05 within the same time point, as 
performed by one-way ANOVA. The asterisk indicates the different of mean values between 24 and 48 hr. (p < 0.05) using 
the Student’s t-test. 
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Anti-angiogenesis activities of WEP on B16F10-induced angiogenesis in the CAM are clearly demonstrated in 
Figure 3A and 3B. WEP produced a dose-dependent suppression of B16F10-induced angiogenesis in the CAM (p < 0.05) at 
both 24 and 48 hr. Concomitantly exposure of B16F10 with WEP on the soaked paper disc for 24 hours caused the 
reduction of tumor-induced neovascularization by 20.48%, 50.90% and 87.65% at 30, 100 and 300 µg/ml of WEP, 
respectively. Likewise, After 48 hours, the number of neovascularization induced by of B16F10 was also reduced by 
14.7%, 49.8% and 90.8% upon exposure to WEP at 30, 100 and 300 µg/ml, respectively. Notably, the inhibition of 
B16F10-induced neovascularization by WEP was more pronounced at 300 µg/ml which was barely non-toxic towards 
tumor cells. Therefore, the strong suppression of neovascularization by WEP was not solely due to direct cytotoxicity 
towards B16F10 tumor cells (Figure 2A and 3A).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. (A) Anti-angiogenic activity of WEP on B16F10-induced angiogenesis in CAM at 24 and 48 hours. Values are 
expressed as means ± SD (n = 6). Bars marked with different letters (24 h) or italic letters (48 h) are significantly different 
at p< 0.05 as performed by one-way ANOVA. (B) Photograph of neovascular vessels formation in CAM concomitantly 
exposure to B16F10 and WEP at 24 hr. and 48 hr. time points (6.7x magnification). 

 
4.   CONCLUSIONS 

 
The water fresh leaf crude extract of P. palatiferum at 100-300 µg/ml produced a dose-dependent suppression 

of B16F10-induced angiogenesis in chick CAM model. The activity of WEP was highly specific as the extract only 
selectively inhibited the tumor-induced angiogenesis without targeting the normal or natural neovascularization on the 
CAM.   
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ABSTRACT 

 
 Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk. is one of the most commonly used medicinal plants in Thailand. 
It has been reported to have antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic, and antimicrobial activities. This study 
aimed to investigate the in vitro antiproliferation of 95% ethanol extract of P. palatiferum  (EEP) against different 
human cancer cell lines (Jurkat, HepG2, MCF-7, and  PC-3) using the MTT assay.  The mutagenic effect of EEP as 
a possible health risk from its long term use was also evaluated by the Ames test. The results showed that various 
types of cancer cells exhibited different susceptibilities to EEP in a dose dependent manner. Jurkat cells was the 
most sensitive to the lethal effect of EEP. The LC50 of EEP in Jurkat and HepG2 were 476.35 ± 31.51 and 927.01 ± 
90.84 µg/ml, respectively, and the LC50 in MCF-7 was higher than 1,500 µg/ml. No growth inhibition of EEP on 
PC-3 cells was observed. The cytotoxicity of EEP was mediated through apoptotic mechanism as evidenced by the 
nuclear condensation and DNA laddering fragmentation profile of Jurkat cells exposed to 300 µg/ml EEP for 12 and 
24 h and 600 µg/ml for 24 h. Apoptosis induction in Jurkat cells was further confirmed by Hoechst 33258 and 
Annexine-V/PI staining using flow cytometry. There was no mutagenic effect of EEP on the Salmonella 
typhimurium strains TA98 and TA100, regardless of the absence or presence of S9 mix. Overall, this study 
suggested that EEP exhibits antiproliferative effect on Jurkat cells by apoptosis induction, and the extract possesses 
no mutagenic activity 

 
Keywords: Antiproliferation activity, Mutagenic activity, Apoptosis induction, Pseuderanthemum palatiferum 
(Nees) Radlk. 
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1. INTRODUCTION 

Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk. or Hoan-ngoc has long been used as medicinal plant by 
Vietnamese people. A few years ago, it has become popular among Thai people for alleviating or curing various 
diseases, including cancer. Hoan-ngoc leaves have been reported to have antioxidant and antidiabetic [1], anti-
inflammatory [2], and antimicrobial activities [3]. Moreover, the major bioactive compounds in Hoan-ngoc leaves 
are revealed to be flavonoid, stigmasterol, β-sitosterol, and apigenin-7-0-β-glucoside [4]. Flavonoid and β-sitosterol 
were reported to induce apoptosis in cancer cells [5, 6]. However, up to present, the pharmacologic studies of Hoan-
ngoc’s claimed properties are still very limited, and the long-term effects of its use are still largely unknown. 
Therefore, the aim of this study was to investigate the in vitro antiproliferative activity against different human 
cancer cell lines (Jurkat, HepG2, MCF-7, and PC-3) and evaluated apoptosis induction on Jurkat cells of 95% 
ethanol extract of P. palatiferum (EEP). Besides, the mutagenic effect activity of the extract was assessed.  

 
2. MATERIALS AND METHODS 

Preparation of Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk leave extracts 
Fresh leaves of Hoan-ngoc were blended in 95% ethanol and filtered through gauze. The extract was 

centrifuged and then the supernatant was filtered through a Whatman No.1 filter paper.  After that, the ethanolic 
filtrate was concentrated using a vacuum rotary evaporator and lyophilized into powder of ethanol crude extract. 
Cell culture 

HepG2 human hepatocyte carcinoma cell line, MCF-7 human breast adenocarcinoma cell line, and PC-3 
human prostate adenocarcinoma cell line were obtained from American Type Culture Collection (ATCC). Jurkat 
leukemic cell line was obtained from Cell Line Services (CLS), Germany. HepG2 and MCF-7 cells were cultured in 
DMEM with high glucose supplemented with 10% FBS and 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin. Jurkat 
cells and PC-3 cells were cultured in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS, 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml 
streptomycin. All cell lines were maintained at 37ºC in 5% CO2 and 95% humidity. 
Cytotoxic assay  

The cytotoxic effect of EEP on cell viability was determined by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay as previously described [7].  
DNA fragmentation  

Jurkat cells were treated with 100, 300, and 600 µg/ml of EEP for 24 h and 300 µg/ml for 6, 12, and 24 h. 
After treatment, cells were collected, and then DNA was extracted using QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, 
Germany). Five micrograms of DNA sample were loaded on a 1.5% agarose gel. The gel was run at 70 volts for 
1.50 h and then stained with 0.5 µg/ml ethidium bromide. The DNA fragment was visualized under ultraviolet light.  
Hoechst 33258 staining 

After Jurkat cells were treated with EEP, the cells were fixed with ρ-formaldehyde (4%, v/v) for 20 min and 
further stained with 10 μg/ml of Hoechst 33258 for 30 min at room temperature in the dark. The stained cells were 
washed with PBS and visualized under the inverted fluorescence microscope. 
Annexin V-PI staining  

After EEP treatment, the Jurkat cells were collected and stained for 15 min with Annexin V-FITC and PI 
using the Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (EXBIO, Czech Republic). The stained cells were analyzed by 
flow cytometry. 
Ames test 

The mutagenicity of EEP was evaluated by the Ames test using Salmonella typhimurium strains TA98 and 
TA100. The assay was performed by pre-incubation method [8] and conducted under both absence and presence of 
S9 mix. The extract was considered as mutagenic if the number of revertant per plate was at least double over the 
spontaneous revertant frequency. 
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3. RESULTS 

The in vitro cytotoxic effect of EEP against various human cancer cell lines, namely Jurkat, HepG2, MCF-7 
and PC-3 after 24 h of exposure are shown in Figure 1A. The results showed that various types of cancer cells 
exhibited different susceptibilities to EEP in a dose dependent manner. The LC50 was calculated from a dose 
response curve using linear regression analysis. EEP exerted antiproliferation only in Jurkat and HepG2 cell lines 
with the LC50 values of 476.35±31.51 and 927.01 ± 90.84 µg/ml, respectively. EEP at the concentration up to 1,500 
µg/ml had no cytotoxicity towards PC-3. The breast cancer MCF-7 cells showed less susceptible to EEP treatment 
(LC50 > 1,500 µg/ml). Being the most sensitive target of EEP, the Jurkat cells were selected for further investigation 
whether the cytotoxic effect of EEP was mediated through the apoptotic mechanism.  

Figure 1. (A) Cytotoxic effect of EEP against different human cancer cell lines, PC-3, MCF-7, HepG2 and Jurkat 
cells. The cells were exposed to various concentrations of EEP for 24 h and were assessed for cell viability by MTT 
assay. Reported means ± SD values (n=4) are from a representative of three independent experiments. (B) DNA 
fragmentation in Jurkat cells exposed to EEP for 24h. Lane M, 1 kb DNA marker; lane P, 40 µg/ml of etoposide 
(positive control); lane C,  media alone (negative control); lane VH, 0.1% DMSO (vehicle control). 

The DNA fragmentation analysis (Figure 1B) showed that EEP induced the apoptotic cell death in both 
concentration- and time-dependent manners. The fragmented DNA was clearly observed in Jurkat cells after 
exposure to EEP at 300 and 600 µg/ml for 24 h and at 300 µg/ml for 12 and 24 h, respectively. No DNA 
fragmentation was observed in both negative and vehicle control cells, whereas the DNA ladder formation was 
clearly observed in the positive control group (40 µg/ml etoposide) at 24 h of exposure. 

The nuclear morphological changes of Jurkat cells after EEP treatment were observed by Hoechst 33258 
staining. The extent of apoptotic cell death induced by EEP was dose- and time- dependent (Figure 2A).  At 300 and 
600 µg/ml, EEP induced apoptotic cell death in Jurkat cells, but had no effect at 100 µg/ml. The time course study 
revealed that Jukat cells exposed to 300 µg/ml of EEP showed nuclear condensation and DNA fragmentation at 12 
and 24 h post exposure, but no alteration of nuclear morphological changes was observed at the earlier time point (6 
h). As expected, non-treated cells showed normal nuclear morphology. 

The Annexin V-PI assay was further performed to confirm the apoptotic cell death induced by EEP. 
AnnexinV-PI staining was used to evaluate early and late apoptotic cell death. The percentage of EEP-induced 
apoptosis in Jurkat cells were increased in both dose- and time-dependent manners (Figure 2B). The percentages of 
early apoptotic in EEP-treated Jurkat cells were 5.21%, 7.93%, and 14.24% upon treatment with 100, 300, and 600 
µg/ml of EEP for 24 h, respectively.  Likewise, the percentages of early apoptotic in Jurkat cells after treatment with 
300µg/ml of EEP for 6, 12, and 24h were 6.93%, 8.44%, and 11.42%, respectively. 

The mutagenicity of EEP was evaluated by the Ames test using S. typhimurium strains TA98 and TA100. The 
assays were performed in both absence and presence of S9 mix. A compound tested with a mutagenic index of 2.0 
or more is regarded as a potent mutagen. EEP ranging from 150 µg/plates up to 600 µg/plates had the mutagenic 
index of less than 2.0 on both tested strains, regardless the presence or absence of S9 mix (Table 1). Therefore, EEP 
in the range of 150 - 600 µg/plates had no mutagenic activity, whereas all positive controls always induced a clear 
mutagenic response with high values of mutagenic indexes (13.6-50.6). 
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Figure 2. (A) Effect of EEP on nuclear morphological changes in Jurkat cells. The nuclear morphological changes 
were evaluated by staining with Hoechst 33258 and visualized under fluorescence microscopy at 400 
×magnification. The fragmented or condensed nuclei are indicated as white arrows. (B) Flow cytometric analysis of 
apoptosis in Jurkat cells exposed to various concentrations of EEP for 24 h and kinetics of apoptosis induction in 
Jurkat cells exposed to 300 µg/ml of EEP. The apoptosis of Jurkat cells was detected by flow cytometry using 
AnnexinV-PI staining method. Data are a representative of two independent experiments. 
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Table 1. Mutagenic effect of EEP on the Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100 in the absence and 
presence of S9 mix 
 

Number of revertants/plate (Mean±SD), (Mutagenic Index) 
TA98  TA100 Sample 

(-) S9 mix (+) S9 mix   (-) S9 mix (+) S9 mix 
Control  22±2 24±5  117±6 111±5 
Vehicle control(1.4%DMSO) 20±5 26±8   121±10 112±9 
2-NF(10µg/plate)PC 1,012±225,(50.6) -   - - 
Sodium azide(10µg/plate)PC - -   1,587±7,(13.56) - 
2-AA(2.5µg/plate)PC - 903±28,(34.74)   - 4,691±473,(41.88) 
EEP (150µg/plate) 24±2, (1.20) 25±5, (0.96)   131±29, (1.08) 115±11, (1.03) 
EEP (300µg/plate) 20±4, (1.00) 26±4, (1.00)   105±10, (0.87) 92±7, (0.82) 
EEP (600µg/plate) 20±3, (1.00) 22±1, (0.85)   108±23, (0.89) 82±20, (0.73) 
PC, positive control. Data were expressed as means ± SD of two independent experiments (n=3). Mutagenic Index 
(MI) = Number of revertant colonies of the extract/Number of revertant colonies of the vehicle control (spontaneous 
revertant). Values in brackets (MI) ≥2 indicate mutagenicity. 
 

4. CONCLUSIONS 

The current study demonstrated that the ethanolic extract of Pseuderanthemum palatiferum exerts the most 
potent antiproliferative effect on human T cell leukemia Jurkat cells, and its cytotoxicity is mediated through 
apoptosis pathway. The extract in the range of 150 to 600 µg/plate has no mutagenicity in the Ames assay. 
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a b s t r a c t

The anti-inflammatory potential and underlying mechanisms of an ethanol extract of Pseuderanthemum
palatiferum (EEP) leaves was investigated using LPS-activated macrophages. Our results show EEP pro-
duced a concentration-dependent suppression of TNF-a and IL-6 secretion by LPS-activated mouse
peritoneal macrophages. EEP also suppressed LPS-induced TNF-a and IL-6 protein and mRNA levels in
mouse-derived myeloid cell line RAW264.7. To further elucidate the molecular mechanisms responsible
for impaired TNF-a and IL-6 regulation by EEP, the activation of transcription factors, NF-kB, C/EBP, and
AP-1, was monitored using electrophoretic mobility shift assays. EEP suppressed LPS-induced NF-kB DNA
binding activity within both the TNF-a and IL-6 promoters in RAW264.7 cells with impairment being
more pronounced in the IL-6 promoter. In addition, EEP exhibited a concentration-dependent sup-
pression of C/EBP and AP-1 DNA binding activity within the IL-6 promoter. Concordantly, IL-6 luciferase
promoter reporter activity was also suppressed by EEP in transiently transfected RAW264.7 cells, upon
LPS activation. EEP analysis by GC-MS and HPLC DAD-MSD revealed the presence of b-sitosterol and
various polyphenols, respectively, which are known to possess anti-inflammatory activity. Collectively,
these results suggest that the anti-inflammatory effects of EEP are mediated, at least in part, by
modulating TNF-a and IL-6 expression through impairment of NF-kB, C/EBP, and AP-1 activity.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk. (PP), known as
Hoan-Ngoc, is a native plant of Vietnam. PP leaves have long been
traditionally used by Thais and Vietnamese for the prevention or
treatment of hypertension, diabetes, cancer, as well as inflamma-
tion associated with wound healing, general trauma, colitis and
nephritis (Dieu et al., 2006; Padee et al., 2010). Khumpook et al.
(2013) also demonstrated the acute and chronic anti-
inflammatory property of ethanol extract from PP leaves in albino
rats by using the ethyl phenylpropiolate-induced ear edema test
and the cotton pellet-induced granuloma model, respectively.
Giang et al. (2003) found that fractional extracts of PP leaves

contain several compounds, such as phytosterols, lipids, saponins
and flavonoids. PP leaf extracts display both in vitro (Giang et al.,
2005) and in vivo (Khumpook et al., 2013) antioxidant activity.
Likewise, we have also found that an ethanol extract of PP leaves
containing phenols and flavonoids exhibited potent antioxidant
activity as assessed by various in vitro models. In addition, the
extract also displayed in vitro anti-inflammatory properties as
suggested by suppression of NO production concomitant with iNOS
and COX-2 expression in LPS plus IFN-g-stimulated RAW264.7 cells
(Sittisart and Chitsomboon, 2014). Many investigators have also
demonstrated that numerous antioxidant medicinal plants possess
anti-inflammatory property (de las Heras et al., 1998; Dufour et al.,
2007; Sheeja et al., 2006).

LPS is an endotoxin that activates a variety of mammalian cell-
types including macrophages to produce proinflammatory cyto-
kines (Guha and Mackman, 2001). TNF-a and IL-6 are among the
most important cytokines released by activated macrophages. TNF* Corresponding author.
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is a pleiotropic and multifunctional proinflammatory cytokine. It
can mediate both growth promotion and inhibitory activities in
many cell-types (Liu and Han, 2001) and exerts a wide spectrum of
biological effects, including inflammation, lipid metabolism, coag-
ulation, insulin resistance and endothelial functions (Founds et al.,
2008). TNF-a is a regulatory factor involved in many inflammatory
mediated diseases, such as septic shock, cancer, multiple sclerosis,
diabetes and rheumatoid arthritis (Vassalli, 1992). Conversely,
blocking elevation of TNF-a or interfering with binding to its
cognate receptor can alleviate the severity of the inflammatory
response (Colon et al., 2001; Mohler et al., 1993; Scallon et al.,
2002). Similarly, IL-6 is a cytokine that is also induced by a vari-
ety of stimuli, including LPS and is also a major initiating stimulus
of the acute phase response. In addition, IL-6 plays important roles
in the immune response during chronic inflammation. Elevated IL-
6 levels have also been identified in many inflammatory diseases,
including rheumatoid arthritis (RA), systemic juvenile idiopathic
arthritis, systemic lupus erythematosus, ankylosing spondylitis,
psoriasis and Crohn's disease (Gabay, 2006; Kishimoto, 2010).

LPS induces the expression of numerous genes involved in the
inflammatory process by activating several types of transcription
factors (Van Miert, 2002). NF-kB is an important transcription fac-
tor playing crucial roles in the inflammatory response by regulating
the gene expression of proinflammatory cytokines (e.g., IL-1, IL-2,
IL-6, TNF-a, etc), chemokines, adhesion molecules, inducible en-
zymes (COX-2 and iNOS), growth factors, some acute phase pro-
teins and immune receptors (Calixto et al., 2003). The mouse TNF
promoter contains several LPS-inducible NF-kB binding sites
(Kuprash et al., 1999). Recently, numerous plant-derived substances
have been investigated for their potential to impair NF-kB binding
with the intent to identify their therapeutic benefits in treating
various inflammatory diseases (Calixto et al., 2003). Also involved
in the regulation of inflammatory responses are CCAAT/enhancer
binding proteins (C/EBPs) which are a family of six proteins con-
taining basic leucine Zipper (bzip) motifs. The C/EBPs are critical
regulators of cellular differentiation and function in multiple tis-
sues. Among these proteins, C/EBP b and C/EBP d are involved in the
regulation of gene expression during inflammation (Poli, 1998). A
third transcription factor also critically involved in regulating the

inflammatory response is activator protein-1 (AP-1). AP-1 consists
of either Jun homodimers or Fos/Jun heterodimeric complexes. This
transcription factor binds to the TPA DNA response element (TRE)
appearing in various mammalian promoters, including those of
acute phase proteins and cytokines involved in mediating inflam-
mation (Koj, 1996). Furthermore, NF-kB, C/EBP, and AP-1 are critical
for transcriptional regulation of the mouse IL-6 promoter (Baccam
et al., 2003). Themouse IL-6 promoter also contained the same DNA
binding sequences for NF-kB and AP-1 as the human IL-6 promoter
(Allen et al., 2010).

Currently, natural substances derived from plants are of po-
tential interest for therapeutic intervention in the treatment of a
variety of inflammatory diseases. Though the anti-inflammatory
activities of the ethanol extract of PP leaves were demonstrated
both in vitro and in vivo (Khumpook et al., 2013; Sittisart and
Chitsomboon, 2014) to date, the molecular mechanisms respon-
sible for the anti-inflammatory properties of the extract remain
unknown. The objective of the present study was to investigate the
anti-inflammatory effects of PP by examining its modulation of
macrophage-derived TNF-a and IL-6. Herewe demonstrated for the
first time that EEP decreases the levels of TNF-a and IL-6 at the
protein and mRNA level in LPS-activated macrophages as well as
provide a partial mechanism for the immunomodulatory activity.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Autoradiography film was purchased from Denville Scientific
Inc. (Metuchen, NJ). DNA binding sequences of NF-kB, C/EBP, and
AP-1 were purchased from Integrated DNATechnologies (Coralville,
IA). pGL2-basic luciferase reporter gene vector and the pmIL-
6.Luc(-231) promoter/luciferase reporter gene were gifts from Dr.
Gail Bishop from the University of Iowa. All cell culture media and
supplements were purchased from Gibco-BRL (Grand Island, NY).
All other reagents were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO) unless otherwise indicated.

2.2. Plant material

Fresh leaves of PP were purchased from Yasothon province,
Thailand. The plant was identified and authenticated by Dr. Kong-
kanda Chayamarit, Forest Herbarium, Royal Forest Department,
Bangkok, Thailand. A voucher specimen (BKF 174009) was depos-
ited at the Forest Herbarium, Royal Forest Department, Bangkok,
Thailand.

2.3. Plant extract preparation

One and a half kilograms of fresh PP leaves were cut into small
pieces and blended in 6 L of 95% ethanol. The extract was centri-
fuged for 10 min at 3500g at 4 �C and the supernatant was filtered
through Whatman No. 1 filter paper. The ethanolic filtrate was
concentrated using a vacuum rotary evaporator and dried by
lyophilization to obtain ethanol extract of Pseuderanthemum pala-
tiferum leaves (EEP; 60.41 g). The EEP was stored at �80 �C and
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) for use in
experiments.

2.4. Determination of proximate compositions

Protein (991.20) was analyzed by in-house method based on
Association of Analytic Chemists AOAC (2010). Total fat (922.06),
ash (942.05), and moisture (934.01), were determined according to
the method of AOAC International (2005). Carbohydrate content

Abbreviation

AP-1 activator protein-1
AP Andrographis paniculata
BSA bovine serum albumin
C/EBPs CCAAT/enhancer binding proteins
DMSO dimethyl sulfoxide
EEP ethanol extract of Pseuderanthemum palatiferum
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMSA electrophoretic mobility shift assay
FBS fetal bovine serum
HBSS Hank's balanced salt solution
IL-6 interleukin-6
LPS lipopolysaccharide
NA naïve
NF-kB nuclear factor-kappaB
PP Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk.
qRT-PCR Quantitative reverse transcription PCR
RLU relative light units
TNF-a tumor necrosis factor alpha
VH vehicle
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was estimated by difference of the other components using the
following formula: Carbohydrate content ¼ 100%�(%moisture þ %
protein þ %fat þ %ash). Energy was expressed as kilocalories, using
the factors mentioned in the Portuguese Legislation (Decreto-Lei
no. 167/2004): Energy (Kcal) ¼ 4 � (g protein þ g
carbohydrate) þ 9 � (g lipid).

2.5. HPLC DAD-MS analysis

Polyphenols from EEP containing the active immunomodulatory
activity were characterized by high performance liquid chroma-
tography (HPLC) diode array detection (DAD) mass spectrometry
(MS) analysis. HPLC was performed using an Agilent 1100 series
instrument (Agilent Technologies, Waldbroon, Germany), diode
array detection, and Purospher STAR RT-18 endcapped (5 mm)
LiChroCART (4.6 � 150 mm) column (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). EEP (20 ml) was injected onto analytical reverse C-18
column. The mobile phases were: A, acetonitrite; and B, 10 mM
ammonium formate buffer, pH 4 with formic acid. The elution
gradient was linear; at 0 min 100% solvent B held for 5 min, from 5
to 10 min 20% A was reached and held constant until 20 min, from
20 min to 60 min 40% A was reached. Other HPLC conditions were
as follows: flow rate 1 ml/min; column temperature, 40 �C; de-
tections, 270, 330, 350, 370 nm; and sample size 20 mL. The mass
spectrometer used was an Agilent mass spectrometer detector
(MSD) equipped with an electrospray ionization source and ion
trap mass parameters were as follows: capillary potential, 4000 v;
drying gas temperature, 320 �C; gas flow (N2), 13 l/min; nebulizer
pressure, 60 psi. The instrument was operated in the positive ion
mode scanning from m/z 100 to 700. The mass spectral charac-
teristics of polyphenols were compared to chemical standards.
Quantification was performed by comparison of retention times,
and diode array spectra were matched against chemical standards.

2.6. GC-MS analysis

The n-hexane and chloroform soluble fractions from EEP was
used for determining b-sitosterol. GC-MS analyses were performed
on an Agilent gas chromatograph 6890 equipped with an elec-
tronically controlled splitless injection port and interfaced to a
MSD-5973N mass selective detector. The chromatograph was
equipped with DB-5MS (30 m � 0.25 mm, 0.25 mm film thickness)
coupled directly to the mass detector. The injection was performed
at 270 �C in the splitless mode (ratio 15:1). Helium was used as
carrier gas, with a constant flow rate of 1 ml/min. The column
temperature was 270 �C during the entire run and the transfer line
temperature was 280 �C. Quantificationwas carried out in selective
ion monitoring (SIM) mode. The identification of b-sitosterol was
based mostly on mass spectra compared to a library standard and
by direct comparison of a reference standard of b-sitosterol.

2.7. Animals

Pathogen-free female C57BL/6 mice, 5e8 weeks of age
(17e20 g), were purchased from Charles River Breeding Labora-
tories (Portage, MI). On arrival, mice were randomized, transferred
to plastic cages containing sawdust bedding (5 animals/cage) and
acclimatized for at least 1-week prior to experimentation. Mice
were provided food (Purina Certified Laboratory Chow) and water
ad libitum. Animal holding roomswere maintained at 21e24 �C and
40e60% relative humidity with a 12-h light/dark cycle. All pro-
cedures involving mice were in accordance with the Michigan State
University Institutional Animal Care and Use Committee.

2.8. Cell culture

The murine macrophage cell line, RAW264.7, was purchased
from Cell Lines Service (Eppelheim, Germany). RAW264.7 cells
were cultured at 37 �C in a 5% CO2 incubator in RPMI-1640 medium
supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/
ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin.

2.9. Sample preparations for mRNA and ELISA studies

RAW264.7 cells were seeded in a 6-well culture plate at
2 � 106 cells/well and incubated overnight at 37 �C, 5% CO2. After
incubation, cells were pretreated with various concentrations of
EEP (50,150, or 250 mg/ml) or DMSO vehicle control (0.125%) for 1 h.
Cells were activated with 100 ng/ml of LPS (E. coli O111: B4, Sigma-
Aldrich) for 8 h. The supernatants were then collected after
centrifugation at 300g for 5 min and stored at �80 �C for further
analysis of TNF-a and IL-6 by ELISA. For RNA isolation, the adherent
cells were lysed with 175 ml lysis buffer from SV Total RNA Isolation
kit (Promega, Madison, WI) in a 6-well plate and stored at �80 �C
until further use.

2.10. Isolation and culture of mouse peritoneal macrophages

Murine peritoneal macrophages were obtained by injection of
10 ml of Hank's balanced salt solution (HBSS) into the peritoneal
cavity of C57BL/6 mice. The abdominal area was gently massaged
for 1 min to ensure uniform distribution of free cells in the HBSS
and peritoneal cells were harvested by using a 16-gauge (B-D,
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ), 1-inch needle as described
previously (Kaminski et al., 1982). A 4 ml aliquot of collected
peritoneal cell suspension was immediately transferred to a 50 ml
tube on ice. The isolated cells were then washed and resuspended
in complete culture medium. Cells were seeded in a 96-well culture
plate at 2.5 � 105 cells/well in a final volume of 200 ml and cultured
at 37 �C for 2 h to allow macrophages to adhere to the plate. Non-
adherent cells were removed by washing once with warm HBSS
and the adherent cells were cultured in complete RPMI 1640 me-
dium. After an overnight culture period at 37 �C, 5% CO2 in a hu-
midified incubator, culture medium was removed, replaced with
fresh medium, and then the adhered peritoneal macrophages were
exposed to various concentrations of EEP or vehicle control for 1 h
before stimulation with 100 ng/ml LPS. After an 8 h incubation, the
supernatants were collected and stored at�80 �C for quantification
the levels of TNF-a and IL-6 cytokines.

2.11. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Cytokine levels were quantified by ELISA as previously
described (Condie et al., 1996).

Briefly, Immuno strip plates (Thermo, York, PA) were coated
with 50 ml/well of 1 mg/ml purified anti-mouse/rat TNF-a (clo-
ne#TN3-19.12, eBioscience, San Diego, CA) or purified anti-mouse
IL-6 (clone#MP5-20F3, eBioscience) and incubated overnight at
4 �C. Wells were then washed three times with 250 ml PBST (0.02%
Tween 20 in phosphate buffered saline pH 7.4) to remove excess
unbound antibody. The non-specific sites were blocked for 1 h at
room temperature with 300 ml/well of 3% bovine serum albumin
(BSA, Calbiochem, La Jolla, CA) in PBST followed by three additional
washes. Fifty ml/well of sample or standard, mouse TNF-a recom-
binant protein (eBioscience) or mouse IL-6 recombinant protein
(eBioscience) were added to respective wells. After washing, 1 mg/
ml biotinylated anti-mouse/rat TNF-a (Polyclonal Ab, eBioscience)
or biotinylated anti-mouse IL-6 (clone#MP5-32C11, eBioscience),
diluted in 3% BSA-PBST, was added to the corresponding wells and
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allowed to incubate at room temperature for 1 h. After washing,
50 ml of streptavidin peroxidase (Sigma-Aldrich) diluted 333.3-fold
was added followed by incubation at room temperature for 1 h.
After washing, TMB substrate [12.5 ml citric-phosphate buffer pH
5.0 þ 200 ml of 3, 30, 5, 50-tetramethyl-benzidine stock solution
(6 mg/ml in DMSO) þ 50 ml 1% H2O2] was added. The reaction was
terminated by the addition of 100 ml 6 N H2SO4. Optical density was
determined at 450 nm using an EL-808 microplate reader (Bio-Tek
Instruments, Winooski, VT).

2.12. Quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR)

Total RNAwas isolated from RAW264.7 cells using SV Total RNA
Isolation kits (Promega) according to the manufacturer's in-
structions. The isolated RNA was quantified using a Nanodrop ND-
1000 spectrophotometer. qRT-PCR was performed on an Applied
Biosystems 7900 PRISM Thermocycler (ABI, Foster City, CA) using a
Taqman assay system. Briefly, total RNA (250 ng) in a total reaction
volume of 25 ml was reverse transcribed using High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (AB Applied Biosystems) as described by
the manufacturer's instructions. Two ml of the generated cDNA
were used as a template in a 20 ml PCR reactions containing 1 ml of
the target gene primers (TNF-a, and IL-6, AB Applied Biosystems),
1 ml endogenous reference primers (18S ribosomal RNA, Applied
Biosystem), 10 ml Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Bio-
systems) and 6 ml of water to bring final volume to 20 ml. The
amount of target genemRNAwas normalized to 18S ribosomal RNA
and relative to the calibrator was calculated by using the formula
2�DDCT and are expressed as fold change compared to naïve control.

2.13. Electrophoretic mobility shift assay

Nuclear extracts from RAW264.7 cells were prepared as
described previously (Condie et al., 1996). Briefly, cells were seeded
at 1 � 107 cells/ml in a 150 mm2 petri dish and cultured for 48 h.
Culture mediumwas removed at the end of 48 h and replaced with
fresh media. Cells were pretreated with EEP (50, 150, or 250 mg/ml)
or vehicle for 1 h and then stimulated with 100 ng/ml of LPS for
30 min (for NF-kB in mTNF-a and NF-kB and AP-1 in mIL-6 pro-
moters) or 2 h (for C/EBP in mIL-6 promoter). Cells were then iso-
lated by scraping, resuspended in fresh media, transferred to 50 ml
tubes, and centrifuged at 300g for 5 min. Cell pellets were resus-
pended in cold 1X PBS, centrifuged at 300g for 5 min, and resus-
pended in 500 ml of hypotonic buffer (10 mM HEPES and 1.5 mM
MgCl2) supplemented with 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM phenyl-
methylsulfonyl, 0.2 mg/ml aprotinin, and 0.2 mg/ml leupeptin and
transferred to a 1.5 ml eppendorf tube. After 15 min on ice, cell
pellets were centrifuged at 1000 g for 5 min at 4 �C. The cell pellets
were vortex mixed in 100 ml of ice cold buffer C (30 mM HEPES,
1.5 mM MgCl2, 450 mM NaCl, 0.3 mM EDTA, 10% glycerol, and 0.1%
Igepal) added with 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, and 0.2 mg/ml of
leupeptin and aprotinin and incubated on ice for 30 min. Cellular
debris was removed by centrifugation at 14,500 rpm,15min at 4 �C.
Then,100 ml supernatant was transferred and combinedwith 100 ml
buffer D (30 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 0.3 mM EDTA, and 10%
glycerol). The protein concentration of the supernatant was quan-
tified using the bicinchoninic acid (BCA) assay (Sigma-Aldrich). The
binding reaction was performed by incubating nuclear protein ex-
tracts (1 mg for NF-kB, C/EBP, and AP-1 in mIL-6 promoters and
0.5 mg for NF-kB in mTNF-a promoter) with poly dI-dC (1 mg for NF-
kB inmTNF-a andmIL-6 promoters and 0.2 mg for AP-1 and C/EBP in
mIL-6 promoters) (Roche, Indianapolis, IN) on ice for 10 min. The
final concentrations were 50 mM (for NF-kB in mTNF-a and NF-kB
and C/EBP in mIL-6 promoters) and 100 mM (for AP-1 in mIL-6
promoter). After incubation, 45,000 cpm of the double-stranded

32P-labeled probes was added to the reaction and incubated at
room temperature for another 20 min. Pairs of complementary
oligonucleotides with 2 nucleotide overhangs were used to
generate double-stranded DNA probes (Table 1). To assess the
specificity of DNA binding activity, the nuclear extracts were
incubated with a 25-fold excess of unlabeled probe (NF-kB in
mTNF-a and AP-1 in mIL-6 promoters), or a 10-, 25-, 50-, 100- and
250-fold excess of unlabeled probe (NF-kB and C/EBP in mIL-6
promoters) prior to addition of the radiolabeled probe. The
resulting protein-DNA complexes were resolved on a 5% poly-
acrylamide gel in 0.5X TBE buffer (1X ¼ 89 mM Tris, 89 mM borate,
and 2 mM EDTA). The gel was then dried on 3 mm filter paper
(Whatman, Hillsboro, OR) and autoradiographed.

2.14. Transient transfection assays

RAW264.7 cells were transfected using Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer's in-
structions. Briefly, RAW264.7 cells were preseeded in a 6-well plate
at 5 � 105 cells/well in high glucose DMEM medium with 10% FBS
followed by overnight incubation. Culture medium was then
removed and replaced with fresh medium with 5% FBS. After 24 h
incubation, culture medium was removed, replaced with fresh
medium without serum and antibiotics, and incubated overnight.
Before transfection, culture medium was removed and replaced
with fresh medium without serum and antibiotics at 2 ml/well.
Cells were then incubated for 4 h with transfection mixture (8 mg of
pGL2-basic in 16 mL of lipofectamine 2000 or 8 mg of pmIL-6.Luc
(�231) [generously provided by Dr. Gail Bishop] in 16 mL of lip-
ofectamine 2000 per well). The medium containing the trans-
fection mixture was removed by centrifugation for 3 min at
700 rpm and replaced with fresh medium containing 2% FBS and
the cells were allowed to recover for 4 h. Then, transfected cells
were scraped and distributed to a 48-well plate at 4 � 105 cells/
1 ml/well. After overnight incubation, culture medium was
removed by centrifugation and replaced with fresh media con-
taining 2% FBS. The transfected RAW264.7 cells were then pre-
treated with increasing concentrations of EEP (50, 150, or 250 mg/
ml) or vehicle for 1 h before stimulation with 700 ng/ml LPS. It is
correct that 700 ng/ml of LPS only modestly enhanced IL-6 reporter
activity compared to 100 ng/ml of LPS. The rationale for using
700 ng/ml is two-fold. The first pertains to the fact that leukocytes
are very difficult to transfect and the amount of plasmid that would
be taken up by the cells. By using 700 ng/ml of LPS we hoped to
induce as strong as possible reporter activity in order to also
maximize the sensitivity of detecting effects by EEP. Second, we
wanted to ensure that the effects of EEP on IL-6 reporter activity
were real and hence we chose to drive the reporter as strongly as
possible, without deleterious effects on the transfected cells.
Treatments were performed in 4 replicates. Eighteen hours after
stimulation, luciferase activity was determined using the luciferase
assay system and reporter lysis buffer from Promega (Madison,WI).
Protein determinations were performed using a Bradford protein
assay. The luciferase activity was normalized to the determined
amount of total protein. Results of luciferase expression were
expressed as a relative light units (RLU)/mg protein.

2.15. Statistical analysis

All statistical significance (GraphPad Prism 5, USA) was deter-
mined by performing a one-way analysis of variance (ANOVA) with
a post hoc Tukey's analysis to determine differences between
treatment and control groups. Values were considered statistically
significant when p < 0.05. Data were presented as the mean ± SEM
(n ¼ 3 for ELISA and qRT-PCR analysis, n ¼ 4 for transient
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transfection analysis) and were representative of at least three in-
dependent experiments. EMSA analysis experiments were repeated
at least 2 times with similar results.

3. Results

3.1. Content of proximate compositions

Proximate compositions of PP leaves are shown in Table 2. The
chemical composition, moisture, ash, protein, fat, carbohydrate,
and crude fiber, of PP leaves, were 10.12%, 17%, 21.86%, 2.79%,
48.23%, and 10.31%, respectively. The results also show that the
energetic value of PP leaves was 305.47 Kcal. It was found that
protein and carbohydrate were the major component in PP leaves.

3.2. Identification and quantification of polyphenols in EEP

The analytical plot of polyphenols in EEP containing the immune
modulatory activity is shown in Fig. 1. The peaks were corre-
sponding to reference standards with retention time as 6.58 and
7.28 min for gallic acid isomeric from, 12.43 min for tannic acid,
12.83 min for catechin, 14.88 min for rutin, 15.90 min for iso-
quercetin, 29.85 min for quercetin, and 42.07 for kaempferol. By
calculating from a standard curve, the content of gallic acid, tannic
acid, catechin, rutin, isoquercetin, quercetin and kaempferol was
364.31 mg/ml, 791.69 mg/ml, 1098 mg/ml, 385.7 mg/ml, 4790 mg/ml,
572.13 mg/ml, and 86.46 mg/ml, respectively. The results indicate
that the major constituents of EEP is isoquercetin and catechin. The
other constituents shown in this chromatogram could not be
analyzed and identified in the current experimental system. The
HPLC profile indicated that EEP contained other unknown
compounds.

3.3. Identification and quantification of b-sitosterol in EEP

The analytical plot of b-sitosterol in n-hexane and chloroform
fractions from EEP are shown in Fig. 2. The peak of n-hexane frac-
tion (A) and chloroform fraction (B) was corresponding to b-sitos-
terol standard with retention time as 58.05 and 58.24 min. By
calculating from a standard curve, the content of b-sitosterol was

257.04 mg/kg for n-hexane and 525.90 mg/kg for chloroform frac-
tions. The results indicated that the chloroform fraction had a
higher content of b-sitosterol than the n-hexane fraction. The GC-
MS profile also suggested that both fractions contained other un-
known compounds.

3.4. The suppression of EEP on TNF-a and IL-6 release in LPS-
stimulated macrophages

To investigate the anti-inflammatory activity of EEP, freshly
isolated peritoneal macrophages were activated with LPS in the
presence of EEP. ELISA was performed to quantify secreted proin-
flammatory cytokines TNF-a and IL-6. EEP at 150 and 250 mg/ml
significantly decreased TNF-a production induced by LPS, when
compared to the vehicle control (Fig. 3A). Likewise, and at the same
concentrations, EEP also significantly suppressed LPS-induced IL-6
production (Fig. 3B). The suppressive effect of EEP on TNF-a and IL-
6 was not due to direct cytotoxicity as cell viability of peritoneal
murinemacrophages was� 80%, and therewas no difference in cell
viability among naïve (NA), vehicle (VH), and all EEP treatment
groups, as assessed by trypan blue exclusion staining (data not
shown). Thus, EEP suppressed both LPS-induced TNF-a and IL-6
secretion by mouse peritoneal macrophages with IL-6 exhibiting
more sensitivity to suppression. Reduced TNF-a and IL-6 produc-
tion by EEP treatment was also observed in the LPS-activated
mouse macrophage cell line, RAW264.7 (Fig. 4A and B). Cellular
viability of RAW264.7 cells was � 85% for all treatment groups and
no differences in cell viability were observed among NA, VH, and
EEP (data not shown). Thus, EEP was capable of impairing proin-
flammatory cytokine levels of TNF-a and IL-6 produced by both
peritoneal macrophages and RAW264.7 macrophage cell line.

3.5. EEP suppressed TNF-a and IL-6 proinflammatory cytokines
mRNA levels in LPS-stimulated RAW264.7 cells

To determine if suppression of TNF-a and IL-6 production by EEP
was related to changes in mRNA levels for both inflammatory cy-
tokines, qRT-PCR was performed. Increasing concentrations of EEP
produced a concomitant decrease in mRNA levels for both TNF-a
and IL-6 in LPS-activated RAW264.7 cells (Fig. 5A and B). The profile
of TNF-a and IL-6 suppression by EEP at both the protein andmRNA
level was remarkably similar with EEP exerting a more pronounced
effect on IL-6 than TNF-a.

3.6. EEP suppressed LPS-induced NF-kB DNA binding activity in the
TNF-a and the IL-6 promoters

In order to gain further insight into the molecular mechanisms
of EEP-mediated suppression of TNF-a and IL-6 production, EMSAs
were conducted to examine EEP modulation of transcription factor
DNA binding activity. As previously reported (Kuprash et al., 1999),
the mouse TNF-a promoter contains several key NF-kB elements

Table 1
Sequences of oligonucleotide probes used in the EMSA assay. The putative transcription factor binding sequence is in bold for each probe.

Transcription factors Mouse promoter Oligonucleotide probes Position relative to transcription start

NF-kB TNF-a 50-GT AAA CAGGGGGCT TTCCCT CCT CAA-30

50-GT TTG AGG AGGGAAAGCCCC CTG TTT-30
�510

NF-kB IL-6 50-TC AAA TGTGGG ATT TTCCCA TGA G-30

50-GA CTC ATGGGA AAA TCCCAC ATT T-30
�64

C/EBP IL-6 50-AG CACATT GTG CAA TCT TAA-30

50-TA TTA AGA TTG CAC AATGTG-30
�147

AP-1 IL-6 50-TT CCC ATG AGT CTC AAA ATT-30

50-CT AAT TTT GAGACTCAT GGG-30
�55

Table 2
Proximate composition (grams per 100 g of dry weigh) of EEP
leaves.

Percent compositions Contents

Moisture 10.12
Ash 17
Protein 21.86
Fat 2.79
Carbohydrate 48.23
Crude fiber 10.31
Energy (Kcal) 305.47
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that are critically involved in regulating transcription
(�860, �660, �630, and �510). Of these four kB sites, the kB
element located at �510 was reported to exhibit the strongest DNA
binding activity. Based on these prior findings, the effect of EEP on
LPS-induced NF-kB DNA-binding activity was investigated by EMSA
using nuclear extracts fromRAW264.7 cells. Initially, kinetic studies
were conducted to identify the peak time of kB binding after LPS

activation using RAW264.7 cells. As shown in Figs. 6A and 7A, NF-
kB DNA binding activity in the mouse TNF-a and mouse IL-6 pro-
moter was similarly induced with 100 ng/ml of LPS within 30 min
and remained elevated throughout the 4 h time period. Exposure to
various concentrations of EEP (50,150, or 250 mg/ml) for 1 h prior to
LPS (100 ng/ml) activation suppressed the induced NF-kB binding
activity observed at 30 min post activation, in a concentration-

Fig. 1. Typical HPLC profile of EEP at 270 nm. Peaks: 1, gallic acid; 2, tannic acid; 3, catechin; 4, rutin; 5, isoquercetin; 6, quercetin; 7, kaempferol.

Fig. 2. Typical GC-MS profile of n-hexane fraction (A) and chloroform fraction (B) from EEP.
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Fig. 3. EEP suppressed TNF-a (A) and IL-6 (B) release in LPS-activated mouse peritoneal macrophages. Mouse peritoneal macrophages (2.5 � 105 cells/well) were pretreated with
various concentrations of EEP (50, 150, or 250 mg/ml) or vehicle control for 1 h. Cells were then activated with 100 ng/ml LPS for 8 h. The supernatants were harvested and measured
for TNF-a and IL-6 productions by ELISA. Values shown are the mean ± SEM (n ¼ 3) and are representative of three independent experiments. Bars marked with different letters are
significantly different at p < 0.05.

Fig. 4. EEP suppressed TNF-a (A) and IL-6 (B) release in LPS-activated RAW264.7 cells. RAW264.7 cells (2 � 106 cells/well) were pretreated with various concentrations of EEP (50,
150, or 250 mg/ml) or vehicle control for 1 h prior to activation with 100 ng/ml LPS for 8 h. The supernatants were harvested. TNF-a and IL-6 production was quantified by ELISA.
Data are presented as mean ± SEM (n ¼ 3) and are representative of three independent experiments. Bars marked with different letters are significantly different at p < 0.05.

Fig. 5. EEP suppressed TNF-a (A) and IL-6 (B) proinflammatory cytokine gene expressions in LPS-activated RAW264.7 cells. RAW264.7 cells (2 � 106 cells/well) were pretreated with
various concentrations of EEP (50, 150, or 250 mg/ml) or vehicle control for 1 h followed by activation with 100 ng/ml LPS. Cells were then incubated for 8 h after-activation, at which
time total RNA was isolated. TNF-a and IL-6 mRNA levels were determined by qRT-PCR using Taqman primers and probes. Endogenous 18S rRNA was used as a control and fold
changes were obtained using 2�DDCt method. Data are presented as mean ± SEM (n ¼ 3) and are representative of three independent experiments. Bars marked with different letters
are significantly different at p < 0.05.
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dependent manner (Figs. 6B and 7B).

3.7. EEP suppressed LPS-induced C/EBP DNA binding activity in IL-6
promoter

To further investigate transcription factor responses modulated
by EEP, gel shift assays of C/EBP binding to the IL-6 promoter were
performed on RAW264.7 cell extracts. We first examined the peak
time of C/EBP DNA binding activity in 100 ng/ml of LPS-stimulated
RAW264.7 cells. As presented in Fig. 8A, C/EBP DNA binding activity
in the mIL-6 promoter was induced by LPS within 30 min, reaching

a peak at 2 h, decreasing thereafter and almost returned to basal
level by 4 h. Exposure to increasing EEP concentrations (50, 150, or
250 mg/ml) produced a concentration-dependent suppression of C/
EBP DNA binding activity in mIL-6 promoter, as observed at 2 h post
activation (Fig. 8B).

3.8. EEP suppressed LPS-induced AP-1 DNA binding activity in IL-6
promoter

Gel shift analysis was also conducted to determine whether EEP
alters AP-1 DNA binding activity in LPS-activated RAW264.7 cells.

Fig. 6. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) of NF-kB DNA binding activity in the mouse TNF-a promoter. (A) Time course for LPS-induced NF-kB DNA binding activity in
RAW264.7 cells. (B) The effect of EEP on NF-kB binding activity in LPS-activated RAW264.7 cells. Cells were pretreated with increasing concentrations of EEP (50, 150, or 250 mg/ml)
for 1 h and then activated with 100 ng/ml LPS for 30 min. The nuclear protein (0.5 mg) was resolved by EMSA as described in the materials and methods. 25-fold excess of unlabeled
probe was used to compete with the labeled oligonucleotide and it their NF-kB binding activity was compared at 30 min time point. The data shown are representative of 3 in-
dependent experiments.

Fig. 7. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) of NF-kB DNA binding activity in the mouse IL-6 promoter. (A) Time course for LPS-induced NF-kB DNA binding activity in
RAW264.7 cells. (B) The effect of EEP on NF-kB binding activity in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were pretreated with increasing concentrations of EEP (50, 150, or 250 mg/ml) for
1 h and then activated with 100 ng/ml LPS for 30 min. The nuclear protein (1 mg) was resolved by EMSA as described in the materials and methods. The binding specificity was
determined using an unlabeled probe (10e250 fold in excess) to compete with the labeled oligonucleotide and their NF-kB binding activity was compared at 30 min time point. The
data shown are representative of 3 independent experiments.
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Kinetic analysis revealed the peak time of AP-1 DNA binding ac-
tivity was at 30 min (Fig. 9A). The potency of EEP on AP-1 DNA
binding activity in activated RAW264.7 cell was evidenced by a
concentration-dependent decrease of both upper and lower bands
of AP-1 DNA binding activity at the 30 min post activation (Fig. 9B).

3.9. EEP-mediated suppression of pmIL-6.Luc(-231) reporter
activity in LPS-activated RAW264.7 cells

To further investigate whether the impairment of NF-kB, C/EBP,

and AP-1 DNA binding activity in LPS activated RAW264.7 cells by
EEP resulted in suppression of IL-6 transcription, transient trans-
fection experiments were performed using an IL-6 promoter re-
porter. Previously, Baccam and coworkers showed the activation of
50truncation mutants of the mIL-6 [pmIL-6.Luc(-231), pmIL-6.Luc(-
161), pmIL-6.Luc(-84)] promoter/luciferase reporter with CD40 in
CD154.CH12.LX B cells resulted in strongest luciferase activity with
pmIL-6.Luc(-231). In fact, pmIL-6.Luc(-231) exhibited comparable
activity to the original full length mIL-6 promoter (pmIL-6.Luc(-
1277)) (Baccam et al., 2003). Based on these prior findings, we

Fig. 8. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) of C/EBP DNA binding activity in the mouse IL-6 promoter. (A) Time course for LPS-induced C/EBP DNA binding activity in
RAW264.7 cells. (B) The effect of EEP on C/EBP binding activity in LPS-activated RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were pretreated with increasing concentrations of EEP (50, 150, or
250 mg/ml) for 1 h and then activated with 100 ng/ml LPS for 2 h. The nuclear protein (1 mg) was resolved by EMSA as described in the materials and methods. The binding specificity
was determined using an unlabeled probe (10e250 fold in excess) to compete with the labeled oligonucleotide and their C/EBP binding activity was compared at 30 min time point.
The data shown are representative of 3 independent experiments.

Fig. 9. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) of AP-1 DNA binding activity in the mouse IL-6 promoter. (A) Time course for LPS-activated AP-1 DNA binding activity in
RAW264.7 cells. (B) The effect of EEP on AP-1 binding activity in LPS-activated RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were pretreated with increasing concentrations of EEP (50, 150, or
250 mg/ml) for 1 h and then activated with 100 ng/ml LPS for 30 min. The nuclear protein (1 mg) was resolved by EMSA as described in the materials and methods. The binding
specificity was determined using an unlabeled probe (10e100 fold in excess) to compete with the labeled oligonucleotide and their AP-1 binding activity was compared to VH
control. The data shown are representative of 3 independent experiments.
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investigated whether EEP suppression on IL-6 induction in LPS-
activated RAW264.7 cells occurred at the level of transcription by
using the IL-6 promoter-reporter possessing the 50 truncation,
pmIL-6.Luc(-231) (Baccam et al., 2003) (Fig. 10A). As presented in
Fig. 10B, pmIL-6.Luc(-231)etransfected RAW264.7 cells expressed
higher luciferase activity upon LPS induction for 18 h, suggesting
that the LPS regulatory elements present within the 231 base pairs
upstream of transcription start site were functionally active.
However, preliminary LPS concentration-response range finding
studies using 100 to 1000 ng/ml did not produce significant dif-
ferences in luciferase activity in RAW264.7 cells. Fig. 10C shows that
EEP treatment of transiently transfected RAW264.7 cells with
pmIL-6 followed by activation with increasing concentrations of
LPS demonstrated a dependent decrease in luciferase activity. It is
noteworthy that IL-6 reporter activity was greatly reducedwith EEP
treatment (150 and 250 mg/ml).

4. Discussion

Natural products derived from plants have long been used for
medicinal purposes and are also potentially important sources of
anti-inflammatory therapeutic agents (Gautam and Jachak, 2009).
The present study reports on the immune modulatory activity of
EEP as evidenced by suppression of the proinflammatory cytokines,
TNF-a and IL-6, by LPS-activated murine peritoneal macrophages
and RAW264.7 cells. Because high levels of TNF-a and IL-6 play a
critical role in acute and chronic inflammatory diseases, both cy-
tokines are prime targets for intervention by anti-inflammatory
therapeutic agents. Thus, suppression of elevated TNF-a and IL-6,
induced by LPS, has served as a biological model for evaluating
anti-inflammatory drug candidates (Hüll et al., 1996; Wang et al.,
2007; Wu and Gu, 2009).

Certain phytochemicals, especially polyphenols, have been
known to possess immune suppressive activity. Characterization of
EEP constituents in the present study revealed that the extract
contained phytosterol (b-sitosterol) and polyphenols. The detected
polyphenols were identified as gallic acid, isoquercetin, kaemp-
ferol, quercetin, rutin, catechin and tannic acid. Many studies have
demonstrated that these polyphenols possess anti-inflammatory
property by suppressing pro-inflammatory mediators including
TNF-a and IL-6. For example, treatment of RAW264.7 cells with
quercetin suppressed LPS-induced TNF-a (K. R. M. and Ghosh,1999;
Xagorari et al., 2001) and IL-6 production (Xagorari et al., 2001).
Rutin and quercetin isolated from Phyllanthus urinaria Linnea also
suppressed IL-6 and TNF-a production from peritoneal macro-
phages activated using LPS and IFN-g in combination (Fang et al.,
2008). Likewise, treatment of primary macrophages with
(þ)-catechin suppressed LPS-induced TNF-a production
(Guruvayoorappan and Kuttan, 2008). Moreover, kaempferol gly-
cosides isolated from the leaves of Cinnamomum osmophloeum
Kaneh suppressed LPS plus IFN-g-induced TNF-a (Fang et al., 2005).

It is possible that polyphenols in EEP such as quercetin, catechin,
rutin or kaempferol represent the major active constituents
responsible for anti-inflammatory activity by down regulating TNF-
a and IL-6 released from RAW264.7 cells. Interestingly, PP belongs
to the Acanthaceae plant family like Andrographis paniculata (AP)
and whose extracts displayed a wide spectrum of bioactivities,
including impairment of inflammatory responses (Akbar, 2011).
Indeed, TNF-a and IL-6 mRNA expression were down regulated by
andrograpanin isolated from AP (Liu et al., 2008), mirroring the
profile of suppression by EEP in LPS-activated macrophages, as
observed in the present study.

To further gain insight into the molecular mechanisms by which
EEP impairs TNF-a and IL-6, the effects of EEP on the activation of

Fig. 10. IL-6 promoter reporter luciferase activity in transient transfected RAW264.7 cells. (A) a schematic diagram of �231 IL-6 promoter reporter construct. Transcriptional
response elements of AP-1, NF-kB, and C/EBP. (B) IL-6 promoter reporter activity in RAW264.7 cells transiently transfected with pmIL-6.Luc(-231) construct and treated with or
without LPS at indicated concentrations for 18 h (C) pmIL-6.Luc(-231) reporter activity in RAW264.7 cells treated with EEP. RAW264.7 cells (5 � 105 cells/well) were preseeded in a
6-well plate and then transiently transfected with pGL2-basic and pmIL-6.Luc(-231). Transfected cells were scraped and distributed to a 48-well plate (4 � 105 cells/well) and
incubated overnight. Cells were then pretreated with indicated concentrations of EEP or vehicle for 1 h, followed by addition of 700 ng/ml LPS. Eighteen hours after LPS treatment,
luciferase activity was quantified in relative light units (RLU) by chemiluminescence assay. The luciferase activity was then normalized to the determined amount of total protein.
Results of luciferase expression are expressed as a RLU/mg protein. The results are presented as mean ± SEM (n ¼ 4) and are representative of three independent experiments. Bars
marked with different letters are significantly different at p < 0.05.
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key transcription factors involved in TNF-a and mIL-6 regulation,
principally NF-kB, C/EBP, and AP-1, were examined. The present
study demonstrated that EEP decreased activation of NF-kB DNA
binding activity in both mTNF-a and mIL-6 promoters in a
concentration-dependent manner. In fact, decreased NF-kB DNA
binding activity to its cognate DNA response element in both the
mTNF-a and mIL-6 promoters, respectively, was consistent with
decreased TNF-a and IL-6 protein synthesis and mRNA expression
in LPS-activated RAW264.7 cells. In addition, cis-acting elements
for C/EBP and AP-1 are present within the murine IL-6 promoter
region (Baccam et al., 2003). Both C/EBP and AP-1 are required for
IL-6 induction by LPS in RAW264.7 macrophages. Our results show
that EEP also suppressed C/EBP and AP-1 DNA binding activity to
their respective sites within the mIL-6 promoter. It is important to
emphasize that although many studies have shown various natural
products can impair LPS-induced DNA binding activity of both AP-1
and C/EBP to probes barring consensus sequences (Cho et al., 2003,
2004; Lee et al., 2003), the results here demonstrate decreased DNA
binding activity to a bona fide NF-kB cis-element within the mTNF-
a promoter and NF-kB, C/EBP, and AP-1 binding sites present in the
mIL-6 promoter. In the absence of LPS, EEP-exposed RAW264.7 cells
also displayed lower background mRNA levels of both mTNF-a and
mIL-6, when compared to naïve resting cells (Figs. 6B, 8B and 9B).
These results suggested that EEP could have therapeutic utility by
decreasing transcription of proinflammatory cytokines. Further-
more, the present study also showed that EEP suppressed LPS-
induced IL-6 reporter activity in a concentration-dependent
manner suggesting the suppression of IL-6 occurred at the tran-
scription level. As the activation of NF-kB, C/EBP and AP-1 results in
the expression of the gene encoding IL-6 (Baccam et al., 2003), the
suppression of IL-6 mRNA expression by EEP is mediated, at least in
part, through decreased transcriptional activity regulated by NF-kB,
C/EBP, and AP-1.

The suppression of NF-kB, C/EBP and AP-1 transcriptional ac-
tivity leading to a reduction of proinflammatory cytokines by
constituents isolated from the Acanthaceae plant family has been
demonstrated previously. For example, the ethyl acetate extract
from AP significantly suppressed NF-kB luciferase activity resulting
in a reduction of TNF-a and IL-6 production in LPS/IFN-g stimulated
RAW264.7 macrophages (Chao et al., 2011). In addition, a mixture
of b-sitosterol and stigmasterol isolated from AP significantly
suppressed NF-kB luciferase activity and TNF-a and IL-6 pro-
ductions in LPS/IFN-g stimulated RAW264.7 macrophages (Chao
et al., 2010). Likewise, gallic acid can also suppress LPS-induced
NF-kB luciferase reporter expression in RAW264.7 cells (Huang
et al., 2005). In addition, catechin in tea can suppress LPS-
induced proinflammatory TNF-a mRNA expression, its protein
synthesis, and NF-kB DNA binding in RAW264.7 cells (Yang et al.,
1998). In this study, PP contains b-sitosterol, gallic acid, catechin,
as well as other polyphenols. All of the aforementioned compounds
either possess known or have been implicated in anti-
inflammatory activity.

In conclusion, this study demonstrates that EEP-mediated sup-
pression of LPS-induced TNF-a and IL-6 protein synthesis and
mRNA expression in murine macrophages occurs, at least in part,
through suppression of NF-kB (�510) in the mTNF-a and NF-kB, C/
EBP and AP-1 activation and DNA binding in the mIL-6 promoters.
Furthermore, LPS activation of IL-6 reporter activity in transfected
RAW264.7 cells was also suppressed by EEP. Although the thera-
peutic benefits of various herbal medicines have, for the most part,
been anecdotal in nature rather than scientifically validated, PP
leaves have long been traditionally used by Thai and Vietnamese
people for prevention and treatment of various inflammatory dis-
eases. Considering its long historical use in folk medicine, its po-
tential bioactive constituents, and the anti-inflammatory evidence

provided by this study, components of the PP leaf possess strong
potential to be further developed as a therapeutic for the preven-
tion and/or treatment of inflammatory diseases.
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Beneficial antioxidant phytochemicals are found in many medicinal plants. Pseuderanthemum palatiferum (PP), a well-known
Vietnamese traditional medicinal plant in Thailand, has long been used in folk medicine for curing inflammatory diseases, often
with limited support of scientific research. Therefore, this study aimed to determine antioxidant and modulation of inflammatory
mediators of ethanol and water extracts of PP (EEP and WEP, resp.). WEP had significantly higher phenolic and flavonoid levels
and DPPH radical scavenging activity than EEP. However, EEP exhibited greater reducing power than WEP. A greater decrease
of tert-butyl hydroperoxide-induced oxidative stress in RAW264.7 macrophage cells was also observed with EEP. Modulation
of inflammatory mediators of EEP and WEP was evaluated on LPS plus IFN-𝛾𝛾-stimulated RAW264.7 cells. EEP more potently
suppressed LPS plus IFN-𝛾𝛾-induced nitric oxide (NO) production than WEP. Both EEP and WEP also suppressed the expression
of iNOS and COX-2 protein levels. Collectively, these results suggest that PP possesses strong antioxidant and anti-inflammatory
properties.

1. Introduction

Oxidative stress is known to cause cellular damage linked to
various degenerative processes and diseases, such as aging,
ischemic injury, atherosclerosis, cancer, diabetes, and various
inflammatory diseases [1]. Macrophages are key players in
inflammation and their activation is crucial in inflamma-
tory processes [2]. Many inflammatory stimuli including
bacterial lipopolysaccharide (LPS) and IFN-𝛾𝛾 can stimulate
macrophages to produce proinflammatory cytokines and
small mediators, such as nitric oxide (NO) and prostaglandin
E2 (PGE2) [3]. Excess levels of NO produced by acti-
vated macrophages reflect the inflammation process and
are regulated by inducible nitric oxide synthase (iNOS) [4].
Overproduction of NO has been known to be associated
with various diseases, such as cancer, rheumatoid arthritis,
septic shock, autoimmune disease, and chronic inflammation
[5]. PGE2, the key player in inflammatory response, is

produced from arachidonic acid by prostaglandin synthase or
cyclooxygenase (COX) enzymes. COX exists as two isoforms:
COX-1 and COX-2. COX-1 is constitutively expressed and
is a housekeeping enzyme required for normal physiological
functions. COX-2 is considered as the inducible isoform and
is primarily involved in inflammation [6]. Linkage and cross
talk among NO, iNOS, and COX-2 during the inflammation
process are well established. NO directly enhances COX-
2 activity which results in a remarkable synthesis of PGE2.
iNOS and COX-2 can work together in a variety of similar
pathophysiological actions and inflammatory diseases [5, 7].
In addition,many inflammatory effects have been reported to
be associated with high productions of NO, iNOS, and COX-
2 [8]. Therefore, an agent with inhibitory effects on excess
levels of NO, iNOS, and COX-2 expression would be highly
beneficial and part of an effective strategy in the treatment of
inflammatory diseases.
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Over the last decade medicinal plants as potential
sources of naturally occurring antioxidants have been the
focus of intense research. Moreover, phytochemicals such
as flavonoids and other polyphenolics with high reactive
oxygen species (ROS) scavenging activities have been shown
to exhibit multiple biological effects, including antiallergic,
antibacterial, antidiabetic, anticancer, and anti-inflammatory
activities [9]. As oxidative stress and inflammation are closely
linked and are implicated in many diseases [10], plants that
possess both antioxidant and anti-inflammatory properties
have always attracted considerable research interest. Pseuder-
anthemum palatiferum (Nees) Radlk. (PP), a member of the
Acanthaceae plant family and commonly called Hoan-Ngoc,
is one of the most popular medicinal plants in bothThailand
and Vietnam. Phytochemical analysis of PP leaf extracts sug-
gests many high potential antioxidant and anti-inflammatory
constituents [11]. In fact, PP has been referred to as a miracle
plant in folkmedicine to cure or prevent variousmaladies and
inflammatory related diseases such as diarrhea, sore throat,
hypertension, gastric ulcer, diabetes, and cancer [12, 13].
Nevertheless, the scientific evidence to support its multiple
biological effects is still limited, particularly related to anti-
inflammation. Although the antioxidant property of PP leaf
extracts has been previously shown [14, 15], its intracellular
ROS scavenging activity has never been assessed. To date,
there is only one study reporting the anti-inflammatory activ-
ity of PP leaf extract [13], and the mechanism responsible for
the anti-inflammation remains largely unknown. This study
further compares antioxidant activity between ethanol and
water extracts of PP leaves using various in vitro antioxidant
evaluation methods including the assessment in the cell-
based DCFH-DA assay. The modulation of PP leaf extracts
in NO production, iNOS, and COX-2 expression during the
inflammatory response was also investigated in the murine
macrophage-like cell line RAW264.7 stimulated with LPS
plus IFN-𝛾𝛾.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Materials. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), (+)-catechin
hydrate, and vitamin C were purchased from Fluka Chemie
GmbH (Buchs, Switzerland). 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH), penicillin G, streptomycin sulfate, resveratrol,
N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NED),
sodium nitrite, LPS (Escherichia coli O111:B4), 2󸀠󸀠,7󸀠󸀠-
dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA), and tert-butyl
hydroperoxide (tBuOOH) were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dimethyl sulfoxide (DMSO)
was purchased from Amresco Inc. (Solon, OH, USA).
Quercetin dihydrate was obtained from INDOFINE
Chemical Company, Inc. (Hillsborough, NJ, USA).
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
(Trolox) was purchased from Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany). Mouse interferon gamma (mIFN-𝛾𝛾)
and ECL Western blotting substrate were purchased from
Pierce Protein Research Products (Rockford, IL, USA).
RPMI medium 1640, Hank’s balanced salt solution (HBSS),

and penicillin-streptomycin were obtained from Gibco
Invitrogen (Grand Island, NY, USA). Fetal bovine serum
(FBS) was obtained from Hyclone (Logan, UT, USA).
Anti-iNOS and anti-tubulin mouse monoclonal antibodies
and secondary antibody goat-anti-mouse-HRP conjugate
for iNOS and tubulin were purchased from Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Anti-COX-2
mouse polyclonal antibody and secondary antibody goat-
anti-rabbit IgG-HRP conjugate for COX-2 were purchased
from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). The mouse
macrophage cell line (RAW264.7 cells) was purchased from
Cell Lines Service (Eppelheim, Germany). All other reagents
were purchased from Sigma-Aldrich unless otherwise
indicated.

2.2. Plant Material. Fresh leaves of PP were purchased from
producers in Yasothon province, Thailand. The plant was
identified and authenticated by Dr. Kongkanda Chayamarit,
Forest Herbarium, Royal Forest Department, Bangkok,Thai-
land. A voucher specimen (BKF 174009) was deposited at
the Forest Herbarium, Royal Forest Department, Bangkok,
Thailand.

2.3. Plant Extract Preparation. Fresh leaves (1.5 kg) were cut
into small pieces and blended in 6 L of 95% ethanol. The
extract was centrifuged at 3,500 g for 10min at 4∘C and the
supernatant was filtered through Whatman number 1 filter
paper. The ethanolic filtrate was then concentrated using
a vacuum rotary evaporator and lyophilized to obtain the
ethanol extract of PP (EEP; 60.41 g). Forty grams of EEP
were further partitioned between hexane and water (1 : 1)
using a separatory funnel. The water fraction was collected,
centrifuged at 14,000 g for 10min at 4∘C, evaporated, and
lyophilized to obtain a water extract of PP (WEP; 32.71 g).
The EEP and WEP were stored at −20∘C until they were
needed in subsequent experiments. The EEP and WEP were
dissolved in DMSO and water, respectively, when used in
experiments. For cell cultures, the WEP was dissolved in
phosphate buffered saline (PBS).

2.4. Total Phenolic Content. The total phenolic content of the
individual extract was determined by the method of Folin-
Ciocalteu [16]. Briefly, 100 𝜇𝜇L of test solution was added to
2mL of 2% Na2CO3 and mixed thoroughly. After 2min,
100 𝜇𝜇L of 50% Folin-Ciocalteu reagent was added, mixed,
and allowed to stand at room temperature (RT) for 30min.
The absorbance of extracts was measured at 750 nm by
a Cecil 1000 series spectrophotometer (Cecil Instruments,
Cambridge, UK) against a blank consisting of only reagents
and solvents without the extract. Gallic acid solutions ranging
from 0.05 to 0.3mg/mL were used to prepare a standard
curve. The concentration of phenolic compounds in the
extracts is expressed as mg of gallic acid equivalent (GAE)
per g of dry extract.

2.5. Total Flavonoid Content. The total flavonoid content
was determined using a colorimetric method [17]. Briefly,
250 𝜇𝜇L of sample was diluted with 1.25mL of distilled water
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(DI). Then 75 𝜇𝜇L of 5% NaNO2 solution was added to the
mixture. After 6min, 150 𝜇𝜇L of a 10% AlCl3⋅6H2O solution
was added, and the mixture was allowed to stand for another
5min. One half mL of 1M NaOH was added, and the total
volume was brought up to 2.5mL with DI water.The solution
was thoroughly mixed, and the absorbance was measured
immediately against the prepared blank at 510 nm. Catechin
standard solutions (0.05–0.4mg/mL) were used to prepare
a standard curve. The concentration of flavonoids in the
extracts is expressed as mg of catechin equivalent (CAE) per
g of dry extract.

2.6. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) Assay. The
ferric reducing ability of the extracts was measured colori-
metrically according to the method developed by Benzie
and Strain [18]. The FRAP reagent consisted of 0.1M acetate
buffer (pH 3.6), 10mM 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine
(TPTZ) solution in 40mM HCl, and 20mM FeCl3⋅6H2O
solution.The fresh working solution was prepared by mixing
the acetate buffer, the TPTZ solution, and the FeCl3⋅6H2O
solution in a 10 : 1 : 1, v/v/v, ratio. The FRAP reagent (3mL)
was added to 0.1mL of the extract and mixed. Readings
were recorded on the spectrophotometer at 593 nm, and
the reaction was monitored for 10min. A standard curve
of 100–1,000 𝜇𝜇mol FeSO4⋅7H2O was prepared. Vitamin C
(10–90 𝜇𝜇g/mL), Trolox (10–160 𝜇𝜇g/mL), and catechin (10–
90 𝜇𝜇g/mL) were used as standard antioxidants. The antioxi-
dant power of the extracts is expressed as mmol ferrous ion
(Fe2+) per g of dry extract and alsomgof vitaminC equivalent
(VCE), Trolox equivalent (TRE), and catechin equivalent
(CAE) per g of dry extract.

2.7. DPPH Assay. The scavenging activity of DPPH radicals
was determined as described by Sánchez-Moreno et al. [19].
Briefly, 100 𝜇𝜇L of extract at different concentrations was
added to 3.9mL of methanolic DPPH solution (63mM).
The mixture was shaken vigorously and left to stand at RT
for 45min in the dark. Samples that are able to scavenge
DPPH free radicals reduce the purple DPPH radicals into
the light yellow colored product of corresponding hydrazine
DPPH2. Decreasing DPPH solution absorption (measured
spectrophotometrically at 515 nm) indicates an increase of
DPPH radical scavenging activity [20]. DPPH solution plus
methanol were used as negative control, and vitamin C,
Trolox, and catechin were used as positive controls. The per-
cent inhibition of DPPH radicals by test samples was deter-
mined by comparison with the methanol-treated control.
The free radical scavenging activity which is the percentage
inhibition of free radical is calculated as follows:

DPPH radical scavenging activity (%)

= [𝐴𝐴control − 𝐴𝐴 sample

𝐴𝐴control
] × 100,

(1)

where 𝐴𝐴 sample and 𝐴𝐴control are absorbances of the sample
and the control, respectively. The IC50 of DPPH radicals was
determined from a dose response of inhibitory curve using
linear regression analysis.

2.8. Cell Culture. The RAW264.7 macrophage cells were
cultured at 37∘C, 5% CO2 in an RPMI-1640 medium supple-
mented with 10% heat-inactivated FBS, 100U/mL penicillin,
and 100 𝜇𝜇g/mL streptomycin. Exponentially growing cells
were used for experiments when they reached about 80%
confluence.

2.9. Cell Viability (MTT Assay). A tetrazolium dye (MTT)
colorimetric assay was used to determine the viability of
RAW264.7 cells as described by Chun et al. [21]. Briefly, RAW
264.7 cells were plated at a density of 5 × 104 cells/well in a 96-
well plate and incubated overnight at 37∘C under 5% CO2.
After incubation, the cells were exposed to various concen-
trations of EEP or WEP for 24 h. Then, MTT (0.5mg/mL)
dye solution was added in each well and further incubated
at 37∘C, 5% CO2 for 4 h. The media was removed and DMSO
was added to each well to dissolve formazan crystals giving
a uniform dark purple color before reading at 540 nm by the
Benchmark PlusMicroplate Spectrophotometer System (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). The percentage
of cell viability was calculated by the following equation:

Percent cell viability = ODtest group

ODcontrol group
× 100. (2)

2.10. Assessment of Intracellular ROS Scavenging Activity.
Intracellular oxidative stresswas detected usingDCFH-DAas
described by Kim et al. [22] with slight modification. Briefly,
RAW264.7 cells (4 × 104 cells/well) were plated in a Costa
96-well black clear bottom plate (Corning Inc., Corning, NY,
USA) and incubated for 16–18 h at 37∘C and 5% CO2. After
incubation, the cells were washed with PBS twice. To assess
antioxidant activity, the cells were preexposed to different
concentrations of EEP, WEP (50, 150, or 250𝜇𝜇g/mL) or the
antioxidant positive controls, catechin (250𝜇𝜇M), resveratrol
(20𝜇𝜇M), or quercetin (10𝜇𝜇M), for 24 h. After washing twice
with PBS, the cells were exposed to 20 𝜇𝜇M DCFH-DA in
HBSS and further incubated in the dark for another 30min.
The DCFH-DA was removed by washing the cells with PBS
two times. Then, 500 𝜇𝜇M tBuOOH was added. The unstimu-
lated DCFH-DA (no tBuOOH) in the unexposed RAW264.7
cells served as the naive control (NA). The intensity of the
fluorescence signal was detected time dependently with an
excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength
of 535 nm using a Gemini EM fluorescence microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

2.11. Nitrite Assay. The level of NO in the culture media
was detected as nitrite, a major stable product of NO,
using Griess reagent [23]. RAW264.7 cells were seeded at
a density of 2 × 105 cells/well in a 96-well plate. The cells
were grown for 3 h to allow plate attachment prior treating
with the antioxidant positive control vitamin C (500 𝜇𝜇M)
or various concentrations (50, 100, 150, 200, or 250 𝜇𝜇g/mL)
of EEP or WEP. After 1 h incubation, the RAW264.7 cells
were stimulated with 1 𝜇𝜇g/mL LPS plus 25U/mL IFN-𝛾𝛾. The
activated cells were further incubated for 24 h. Then, 100𝜇𝜇L
of supernatant was mixed with an equal volume of Griess
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Table 1: The percentage of recovery of crude extracts from fresh leaves of PP.

Extracts Amount and source of preparation Yield (g) Percentage of recovery
EEP 1,500 g of fresh leaves 60.41 4.03 (from fresh leaves)
WEP 40 g of EEP 32.71 81.77 (from EEP)

(993.21 g of fresh leaves) 3.29 (from fresh leaves)

Table 2: Total phenolic and flavonoid contents and total antioxidant (FRAP) activity of EEP and WEP.

Extracts TPC TFC FRAP values
(mg GAE/g) (mg CAE/g) (mmol Fe2+/g) (mg VCE/g) (mg TRE/g) (mg CAE/g)

EEP 200.14 ± 0.77a 109.67 ± 0.35a 2.87 ± 0.01a 213.23 ± 1.09a 292.54 ± 1.53a 133.25 ± 0.67a
WEP 212.47 ± 0.52b 118.06 ± 0.36b 2.61 ± 0.04b 193.40 ± 2.65b 264.70 ± 3.71b 121.05 ± 1.63b
Values are mean ± SEM (𝑛𝑛 𝑛 𝑛) and are representative of three independent experiments with similar results. Different letters within the same column are
significantly different at P < 0.05 as determined by a Student’s t-test.

reagent (1% sulfanilamide, 0.1% NED, and 3% phosphoric
acid). After 10min of incubation in the dark, the absorbance
of samples was measured at 540 nm using a Microplate Spec-
trophotometer System (Bio-Rad Laboratories, Inc.). A fresh
culturemediumwas used as the blank in all experiments.The
amount of nitrite in the samples was derived from a standard
curve of sodium nitrite.

2.12. Western Blot Analysis. RAW264.7 cells were plated at
a density of 2 × 106 cells/well in a 6-well plate. After an
attachment period of approximately 3 h, the cells were treated
with various concentrations (50, 100, 150, 200, or 250 𝜇𝜇g/mL)
of EEP orWEP for 1 h. 50 𝜇𝜇g/mL Trolox or 500𝜇𝜇Mvitamin C
was used as antioxidant positive controls. The cells were then
stimulated with 1𝜇𝜇g/mL LPS plus 25U/mL IFN-𝛾𝛾 for 18 h.
After incubation, the cells were washed three times with PBS
and placed in 150 𝜇𝜇L of ice-cold lysis buffer (1mL RIPA buffer
supplemented with 2mM PMSF, 2 𝜇𝜇M leupeptin, and 1 𝜇𝜇M
E-64) for 20min.Then the disrupted cells were transferred to
microcentrifuge tubes and centrifuged at 14,000 g at 4∘C for
30min. The supernatant was collected and the protein con-
centration of cell lysate was estimated by the Lowry method
[24]. Cell lysate was then boiled for 5min in a 6X sample
buffer (50mM Tris-base, pH 7.4, 4% SDS, 10% glycerol, 4%
2-mercaptoethanol, and 0.05mg/mL of bromophenol blue).
Thirty micrograms of cellular proteins were separated by
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) using 7.5% and 10% polyacrylamide gels for
iNOS and COX-2, respectively (125 volts, 120min). The
proteins in the gel were transferred onto a nitrocellulose
membrane (Amersham, Pittsburgh, PA, USA) at 80 volts for
1 h. The membrane was blocked overnight at 4∘C with 5%
nonfat milk in 0.1% Tween 20 in a PBS buffer (TPBS). The
membranes were then incubated with a 1 : 1,000 dilution of
the primary antibody anti-iNOS mouse monoclonal or a
1 : 2,000 dilution of the primary antibody anti-COX-2 mouse
polyclonal at RT for 2 h. After extensive washing with TPBS,
the membranes were incubated with a 1 : 10,000 dilution of
the secondary antibody goat-anti-mouse-HRP conjugate for
iNOS and goat-anti-rabbit IgG-HRP conjugate for COX-
2 at RT for 1 h. To control equal loading of total protein

in all lanes, blots were also stained with primary antibody
anti-tubulin mouse monoclonal at a dilution of 1 : 2,000 at
RT for 2 h. After washing, the membranes were incubated
with a 1 : 10,000 dilution of the secondary antibody goat-
anti-mouse-HRP conjugate. The membranes were washed
three times, for 10min each time, with TPBS. The blots
were incubated for 3min in ECL Western blotting substrate
and exposed to film. The relative expression of proteins was
quantified densitometrically using the software imageJ and
calculated according to the reference band of tubulin.

2.13. Statistical Analysis. All statistical analyses were con-
ducted using GraphPad software (GraphPad Prism 5, USA).
The data from the total phenolic and flavonoid contents as
well as FRAP value results were analyzed by a Student’s 𝑡𝑡-
test to determine the statistical significance between two
groups. DPPH, MTT, and nitrite assays were analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA) with a post hoc
Tukey’s analysis to determine differences between treatment
and control groups [25]. The data from intracellular ROS
scavenging were analyzed by two-way ANOVA followed by
Bonfferonni’s post hoc test [26].

3. Results

3.1. The Percentage of Recovery of Crude Extracts from Fresh
Leaves of PP. The percentages of recovery of crude extracts
from fresh leaves of PP are shown in Table 1. EEP exhibited a
percentage of recovery of 4.03%, while WEP had percentage
of recovery of 3.29% based on the original weight of fresh
leaves. WEP was prepared from the water fraction of EEP
that was partitioned with hexane and water (1 : 1, v/v) with a
percentage of recovery of 81.77% based on EEP.

3.2. Phenolic and Flavonoid Contents. WEP had a signifi-
cantly higher level (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 of total phenolic and flavonoid
content than that of EEP (Table 2), and more than half of the
phenolics in WEP and EEP are flavonoids.

3.3. Ferric Reducing Antioxidant Power. EEP and WEP were
analyzed for their reducing ability along with three standard
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Figure 1: DPPH radical scavenging activity of PP leaf extracts (EEP
and WEP) and positive controls (vitamin C, Trolox, and catechin).
Values are means ± SEM (𝑛𝑛 𝑛 𝑛𝑛 and are representative of three
independent experiments with similar results.

antioxidants, vitamin C, Trolox, and catechin. The results of
FRAP values in terms of ferrous ion (Fe2+) and vitamin C,
Trolox, and catechin equivalents are shown in Table 2. EEP
exhibited a higher degree of electron donating capacity than
WEP as suggested by the significantly higher FRAP values
(𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 of EEP when compared with WEP.

3.4. DPPH Free Radical Scavenging Activity. The free radical
scavenging capacities of EEP andWEP are shown in Figure 1.
The results show that both EEP and WEP exhibit the ability
to scavenge DPPH free radicals. The scavenging activity
against DPPH radicals of WEP (IC50 = 21.55 ± 0.06 𝜇𝜇g/mL)
is significantly greater (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 than EEP (IC50 =
23.45 ± 0.12 𝜇𝜇g/mL) by 1.9 ± 0.15%, but the scavenging
capacity of these is not as effective as the other positive
antioxidant controls. 12.5 𝜇𝜇g/mL EEP and 2.5 𝜇𝜇g/mL WEP
scavenged the DPPH radicals by 29.27 ± 0.20% and 6.12 ±
0.15%, respectively, and the scavenging capacities of both
are more pronounced at higher concentrations. The highest
concentration (32.5 𝜇𝜇g/mL) of EEP andWEP could scavenge
the DPPH radicals by 65.96 ± 0.21% and 73.19 ± 0.09%,
respectively. In the present study, the scavenging abilities of
vitamin C (IC50 = 3.94 ± 0.01 𝜇𝜇g/mL) and catechin (IC50 =
3.55 ± 0.01 𝜇𝜇g/mL) were similar, and both are significantly
higher (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 than Trolox (IC50 = 5.90 ± 0.27𝜇𝜇g/mL).

3.5. Effect of EEP and WEP on RAW264.7 Cell Viability. The
cell viability of RAW264.7 cells exposed to EEP or WEP was
determined by MTT assay. The cells were incubated for 24 h
with various concentrations of EEP (0.05, 0.25, 0.5, 1.0, or
1.50mg/mL) or WEP (0.10, 0.50, 1.50, or 4.50mg/mL). As
shown in Figure 2, both EEP andWEP displayed low toxicity
towards RAW264.7 cells as evidenced by an apparent lack of
effect on cell viability until the concentration of each extract

reached 1.5mg/mL. At 1.5mg/mL, EEP and WEP decreased
the viability of RAW264.7 cells by 34.14 ± 9.69% and 21.58 ±
1.66% (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃, respectively. However, the cytotoxic
effect is more pronounced at higher concentrations. WEP at
4.5mg/mL decreased the cell viability by as much as 54.21 ±
1.74% (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃. The effect of EEP and WEP on RAW264.7
cell viability was also confirmed by trypan blue exclusion and
propidium iodide staining methods, which exhibited similar
results (data not shown).Therefore, a nontoxic concentration
range of 0–0.25mg/mL of both EEP and WEP was selected
for RAW264.7 cell treatment in the subsequent studies.

3.6. EEP and WEP as Intracellular ROS Scavengers. The
direct scavenging effect of EEP and WEP on intracellular
free radical stress was investigated in RAW264.7 cells using
the DCFH-DA assay. The increment of DCF fluorescence
emission following ROS-mediated oxidation of DCFH was
followed for 240min. As shown in Figure 3(a), standard
antioxidant positive controls, catechin (250𝜇𝜇M), resveratrol
(20𝜇𝜇M), and quercetin (10 𝜇𝜇M), could scavenge ROS signif-
icantly (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 throughout the incubation time when
compared to the vehicle control (VH).With as little as 30min
of incubation, catechin, resveratrol, and quercetin showed
considerable radical scavenging activity. EEP (Figure 3(b))
and WEP (Figure 3(c)) decreased the DCF fluorescent emis-
sion in a dose- and time-dependent manner. Again, with as
little as 30min of incubation, both EEP and WEP at low
concentration (50 𝜇𝜇g/mL) showed similar radical scavenging
activity as the antioxidant controls. Various concentrations of
EEP significantly decreased (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 the DCF fluorescent
emission throughout the incubation time when compared
to the VH control. At high concentration (150 𝜇𝜇g/mL), EEP
exhibited a strong scavenging activity as suggested by the
capability to lower fluorescent intensity to below basal level
of the unstimulated DCFH-DA control at 180–240min. In
addition, the highest concentration of EEP (250𝜇𝜇g/mL)
significantly lowered (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 DCF fluorescent intensity
to below the basal level at all time points. Similarly, 150 and
250 𝜇𝜇g/mL of WEP also significantly decreased (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃
the DCF fluorescent emission throughout the incubation
time compared to the tBuOOH control. However, the lowest
concentration ofWEP (50𝜇𝜇g/mL) significantly reduced (𝑃𝑃 𝑃
0.05) the DCF fluorescent emission until 210min only.

3.7. NO Suppression by EEP and WEP in LPS Plus IFN-𝛾𝛾-
Activated RAW264.7 Cells. RAW264.7 cells were pretreated
with antioxidants, vitamin C, EEP, or WEP for 1 h, then
stimulated with LPS plus IFN-𝛾𝛾, and measured for NO
production using the Griess assay. As shown in Figure 4,
unstimulated RAW264.7 cells (NA) secreted basal levels of
NO, while the production of NO was increased to about
43 𝜇𝜇M in LPS plus IFN-𝛾𝛾-activated RAW264.7 cells. The
antioxidant control, 500 𝜇𝜇M vitamin C, decreased the NO
production by almost 35%. Pretreatment of RAW264.7 cells
with EEP or WEP significantly suppressed (𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 the
induction of NO in a dose-related manner (Figures 4(a) and
4(b)), and the suppression was observed in all EEP- and
WEP-treated groups. These results also clearly indicate that
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Figure 2: Effect of EEP andWEP on cell viability of RAW264.7 cells.The effect of EEP (a) andWEP (b) on cell viability was assessed byMTT.
Values are expressed as means ± SEM (𝑛𝑛 𝑛 𝑛𝑛 and are representative of three independent experiments with similar results. Bars marked with
different letters are significantly different at 𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃 as determined by one-way ANOVA.

EEP is a stronger suppressant of NO induction than WEP.
Concentrations of 50𝜇𝜇g/mL of EEP and 150 and 200𝜇𝜇g/mL
ofWEPwere required to exhibit the NO suppression with the
same efficiency as 500 𝜇𝜇M (88.06 𝜇𝜇g/mL) vitamin C.

3.8. Suppression of iNOS and COX-2 Protein Expression by
EEP and WEP in LPS Plus IFN-𝛾𝛾-Activated RAW264.7 Cells.
To determine if suppression of NO production by EEP or
WEPwas related to changes in iNOS aswell as COX-2 protein
levels, Western blotting analysis was performed. RAW264.7
cells were pretreated with antioxidants, Trolox (50𝜇𝜇g/mL),
vitamin C (500 𝜇𝜇M), or PP extracts (EEP or WEP) at 50–
250 𝜇𝜇g/mL for 1 h prior activation with LPS (1 𝜇𝜇g/mL) plus
IFN-𝛾𝛾 (25U/mL) for 18 h. Total proteins were extracted and
analyzed for the expression of iNOS and COX-2 by Western
blotting. LPS plus IFN-𝛾𝛾 induced increases in iNOS (Figures
5(a) and 5(b)) and COX-2 (Figures 5(c) and 5(d)) expression
compared to the unstimulated cultures. Antioxidant controls
(Trolox and vitamin C) decreased LPS plus IFN-𝛾𝛾-induced
iNOS and COX-2 protein levels. The data also suggested
that the suppression by 500 𝜇𝜇M (88.06𝜇𝜇g/mL) vitamin C
is more pronounced than 50𝜇𝜇g/mL Trolox. Compared to
the corresponding controls, both EEP and WEP produced a
dose-dependent suppression of iNOS level in LPS plus IFN-𝛾𝛾-
activated RAW264.7 cells (Figures 5(a) and 5(b)), suggesting
that the suppression of NO production by EEP and WEP is
mediated by decreasing the expression of iNOS. In agreement
with the result of NO suppression, 50–200 𝜇𝜇g/mL EEP was
probably more efficient than WEP in iNOS suppression.
The iNOS expression was almost completely eliminated at
200 𝜇𝜇g/mL EEP and was barely observed at 250 𝜇𝜇g/mLWEP.
The inflammatory modulation of EEP and WEP was also
further supported by the dose-dependent suppression of the
COX-2 level by both EEP and WEP (Figures 5(c) and 5(d))
in the activated RAW264.7 cells. Notably, EEP and WEP
exhibited higher suppression of iNOS than COX-2.

4. Discussion

It is well known that major phytochemicals of plant leaf
extracts possessing antioxidant activity are flavonoids and
other phenolic compounds. Researchers have found that
flavonoids from PP leaves display antioxidant activity and
all ethyl acetate, chloroform, and 𝑛𝑛-butanol-soluble fractions
of PP contain flavonoids [11, 15]. In addition, Nguyen and
Eun [14] found phenolics and flavonoids in extracts of PP
leaves when assessed with Folin-Ciocalteu and aluminum
trichloride. PP leaf extracts also have antioxidant activities
when evaluated with DPPH and FRAP assays. Similarly,
the present study also showed that both EEP and WEP
contain high levels of flavonoids and phenolics and exhibit
antioxidant activity. The most frequently used antioxidant
standards for food samples (vitamin C, Trolox, catechin,
resveratrol, and quercetin) were used as positive antioxidant
controls in the present study.

This study revealed that DPPH radical scavenging capac-
ity of WEP is greater than that of EEP (Figure 1). In contrast,
EEP has higher ferric reducing power than WEP (Table 2).
Such contradictory results between DPPH and FRAP assays
are not unusual. Though both assays are based on a single
electron transfer reaction [27], their characteristics, sensitiv-
ities, mechanisms of the reaction, and endpoints are totally
different. For instance, the DPPH method is based on the
free radical scavenging activity, while FRAP measures the
capability of reducing Fe3+ to Fe2+. Depending on what
specific phytochemical constituents present in the extract
are providing the antioxidant activity, their discrete chemical
structures, positions, numbers, and types of substitutions can
influence their redox properties and hence their antioxidant
potentials [28].

Though both DPPH and FRAP assays are frequently used
for assessing antioxidant capacity, they have some drawbacks.
In the DPPH assay, interfering compounds may have sig-
nificant absorption at the same measured wavelength. In
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Figure 3: Cellular radical scavenging activity in tBuOOH-activated RAW264.7 cells. Intracellular ROS level generated in cells was measured
by the DCFH-DA. RAW264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of antioxidants (a), EEP (b) or WEP (c), for 24 h prior
to take-up of 20𝜇𝜇M DCFH-DA for 30min. Results are mean ± SEM (𝑛𝑛 𝑛 𝑛𝑛 and are representative of three independent experiments with
similar results. Pointsmarked with different letters are significantly different at𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃when compared at the same time point as determined
by two-way ANOVA.

addition, theDPPH radical is not present in living organisms.
For the FRAPmethod, compounds with low redox potential,
which probably do not serve as antioxidants in vivo, still can
reduce the Fe3+. Interfering compounds may also absorb at
the same wavelength, and the assay is also performed at a
nonphysiological pH [29]. Therefore, antioxidant activities
of EEP and WEP were also evaluated by the cell-based
assay using an intracellular fluorescent probe, DCFH-DA.
When the nonfluorescent DCFH-DA is taken up into cells,
its diacetate moiety will be hydrolyzed by cellular esterases
to generate the more polar DCFH which is trapped inside
the cells. In the presence of ROS, intracellular DCFH is
further oxidized to form the fluorescent DCF product [30].

The macrophage cell line RAW264.7 is usually the cell of
choice in studying ROS-mediated cellular events since it
can generate high amounts of ROS following an oxidant
challenge. Catechin, resveratrol, and quercetin, at the level
of concentration used in this study, have been shown and
optimized to exhibit a strong suppression of intracellular ROS
generation [22, 31, 32]. Therefore, the present study selected
these compounds as antioxidant positive controls for the
DCFH-DA assay. The present study demonstrated that all
antioxidant standards, 250 𝜇𝜇M catechin, 20 𝜇𝜇M resveratrol,
and 10 𝜇𝜇M quercetin, exerted a strong inhibition of ROS
generation induced by tBuOOH over a period of 30 to
240min. In addition to extracellular antioxidant capacity,
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Figure 4: EEP (a) and WEP (b) suppressed LPS plus IFN-𝛾𝛾-induced nitrite production in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were incubated
for 24 hwith LPS (1 𝜇𝜇g/mL) plus IFN-𝛾𝛾 (25U/mL) in the presence or absence of indicated concentrations of vitaminC (500𝜇𝜇M), EEP, orWEP.
Accumulated nitrite in the culturemediumwas determined by the Griess reaction.The values aremeans ± SEM (𝑛𝑛 𝑛 𝑛𝑛 and are representative
of three independent experiments with similar results. Bars marked with different letters are significantly different at 𝑃𝑃 𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃 as determined
by one-way ANOVA.

EEP and WEP also served as intracellular ROS scavengers
and subsequently decreased the oxidation of DCFH (Figures
3(b) and 3(c)). Both EEP and WEP were as efficient as the
antioxidant standards in scavenging ROS. Notably, EEP was a
better reducer of DCF fluorescence thanWEP.The reduction
of DCF fluorescence by EEP and WEP is not due to direct
cytotoxicity as the range of concentration used in the studies
had no effect on RAW264.7 cell viability (Figure 2).

Although the current study shows that an ethanol extract
from PP leaves has in vivo anti-inflammatory activities
[13], its mechanism of anti-inflammation is still unrevealed.
Inflammatory disorders are characterized, among other
events, by the production of significant amounts of free
radicals, nitrogen reactive species, and pro-inflammatory
cytokines [10]. High NO concentration combines with super-
oxides to form peroxynitrite ions (OONO−) which are
responsible for cell and tissue damage from inflammation
[33]. Therefore, we investigated inflammatory effects of EEP
and WEP on the suppression of NO production in LPS plus
IFN-𝛾𝛾-activated RAW264.7 cells. At the concentration range
of 50–250 𝜇𝜇g/mL, both EEP and WEP dose-dependently
suppressed NO production, and the suppression was more
pronounced in EEP than WEP (Figure 4). These results
agreed with the observation that EEP was also a better
scavenger of intracellular ROS than WEP (Figures 3(b) and
3(c)).

As enhanced NO production by LPS and IFN-𝛾𝛾-
stimulated RAW264.7 cells mainly occurs via increased
intracellular content of iNOS [3, 4], the effect of EEP and
WEP on iNOS expression was investigated.The present study
clearly indicates that the suppressive effect of EEP and WEP
on NO production was mediated through the inhibition of

iNOS expression (Figures 5(a) and 5(b)). In agreement with
the study of NO suppression, the suppressive effect of EEP
(50–200𝜇𝜇g/mL) on iNOS was more remarkable than that of
WEP.

In addition to iNOS induction, LPS and IFN-𝛾𝛾 also
efficiently enhance COX-2 expression in RAW264.7 cells [3,
5]. An increased level of COX-2 expression is also known
to account for the excessive production of PGE2 in most,
if not all, inflammatory cells and tissues [34]. This study
shows that both EEP andWEP can exhibit anti-inflammatory
activity by reducing high COX-2 protein levels in a dose-
related manner (Figures 5(c) and 5(d)). Thus EEP and WEP
might play important roles in attenuating inflammation
and cellular damage through their extra- and intracellular
ROS scavenging activity and downregulation of NO, iNOS,
and COX-2. Concordantly, Khumpook et al. [13] recently
reported the in vivo anti-inflammatory activity of PP leaves
as evidenced by decreased lipid peroxidation and NO level
in concomitance with increased superoxide dismutase in the
cotton-induced chronic inflammation in Albino rats, upon
exposure to an ethanol extract of PP leaves for 17 days.

In fact, several medicinal plant extracts with natural
antioxidant properties together with suppressive effects on
NO, iNOS, and/orCOX-2 expression inRAW264.7 have been
reported to display a wide spectrum of bioactivities. These
activities include anti-inflammation, such as curcumin from
Curcuma longa, resveratrol from grape skins, red wines, and
other plants, and a mixture of 𝛽𝛽-sitosterol and stigmasterol
from Andrographis paniculata [8, 35, 36]. Previous investi-
gators demonstrated that pretreatment of RAW264.7 with
flavonoids such as apigenin, genistein, and kaempferol sup-
pressed LPS-stimulated expression of NO, iNOS, and COX-2
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Figure 5: Effect of EEP on LPS plus IFN-𝛾𝛾-induced iNOS (a) and COX-2 (c) andWEP on LPS plus IFN-𝛾𝛾-induced iNOS (b) and COX-2 (d)
protein levels in RAW264.7 cells. The relative expression of proteins was quantified densitometrically using ImageJ software and normalized
to tubulin reference bands. Data are representative of at least two independent experiments.

protein production [37]. Major chemical constituents of PP
leaves consist of 𝛽𝛽-sitosterol, stigmasterol, kaempferol 3-
methyl ether 7-O-𝛽𝛽-glucoside, and apigenin 7-O-𝛽𝛽-glucoside
[11]. All aforementioned compounds have been shown to
possess anti-inflammatory properties. Both kaempferol 3-
methyl ether 7-O-𝛽𝛽-glucoside and apigenin 7-O-𝛽𝛽-glucoside
may be metabolized into kaempferol and apigenin which
also have antioxidant and anti-inflammatory activities. Thus,
it is possible that phenolic and flavonoid compounds in
both EEP andWEP provide substantial antioxidant and anti-
inflammatory activities.

In summary, the cytoprotective effects of EEP and WEP
is due to their abilities to decrease ROS generation and NO
radical production in cells. In addition, both EEP and WEP
exert anti-inflammatory effects through the suppression of
NO release and decrease the protein expression of iNOS
and COX-2. Thus, PP leaves possess high potential for
further exploration in the research development of anti-
inflammatory medicine.
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