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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 โรคสะเก็ดเงนิเปนโรคผิวหนงัอักเสบเร้ือรังชนิดหนึ่ง ซึง่มักพบผืน่ของโรคมีลักษณะเปนตุม 

หรือปนสีแดงขุยสีขาวคลายเงิน โดยโรคนีพ้บรอยละ 1-3 ของประชากรโลก ซึ่งสามารถพบไดในทกุ

เพศทุกวัย แตจะพบในเพศชายมากกวาเพศหญิง โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงอายุ 25-45 ป (1) 

สาเหตุที่แทจริงทีท่ําใหเกิดโรคนี้ยังไมแนชดั แตมีหลายปจจัยที่สามารถเปนสาเหตุของโรคได อาทิ

เชน พนัธกุรรม, ระบบภูมิคุมกัน และส่ิงแวดลอม (2) และเปนโรคที่ไมสามารถทาํการรักษาโรคให

หายขาดได ทําใหสงผลตอสุขภาพ, การทํางาน และสุขภาพชีวิต ซึ่งสงผลใกลเคียงกับโรคเร้ือรัง

ตางๆ เชน โรคซึมเศรา, โรคความดันโลหิตสูง, โรคหัวใจ และโรคเบาหวานชนิดที่ 2 (3) โดยข้ึนกับ

ความรุนแรง และบริเวณที่เกิดโรคซึ่งจะแตกตางกนัในแตละบุคคล ในประเทศไทยสถิติของผูปวย

โรคสะเก็ดเงนิของสถาบันโรคผิวหนัง กรมการแพทย กระทรวงสาธารณสุข เฉพาะผูปวยนอก 

พบวาโรคสะเก็ดเงินเปนโรคผิวหนังที่พบไดบอยเปนลําดับที่ 6 ในป 2552 มีผูปวยโรคสะเก็ดเงิน

จํานวน 2,196 ราย และมแีนวโนมที่จะสูงข้ึนในอนาคต (4) ซึ่งพบวารอยละ 40 ของผูปวยโรค

สะเก็ดเงนิสามารถพฒันาไปเปนโรคไขขออักเสบจากโรคสะเก็ดเงิน (Psoriatic arthritis) และรอย

ละ 5 นั้นจะเปนโรคไขขออักเสบชนิดรุนแรง จนนําไปสูความพิการไดในที่สุด (5) ซึ่งจะสงผลตอ

คุณภาพชีวิตสังคม และเศรษฐกิจที่ตามมาได ในดานการรักษานัน้ตองวางแผนระยะยาว และ

รักษาอยางตอเนื่องเพื่อปองกันการกําเริบของโรค แตยาที่ใชมีผลขางเคียงคอนขางมาก (6) ดังนัน้

ผูวิจัยจงึเล็งเหน็ความสําคัญในเร่ืองนีจ้ึงประสงคที่จะนาํสารสกัดจากสมุนไพรมาใชในการศึกษา

ฤทธิก์ารตานโรคสะเก็ดเงินในระดับโปรตีน ดวยการใชเซลลเพาะเล้ียงชนิด Human keratinocyte 

cells (HaCaT) ซึ่งนับเปน In vitro model ของโรคสะเก็ดเงิน ซึง่สารสกัดสมุนไพรนั้นประกอบไป

ดวยสารสกัดขา (สวนของเหงา และแหงง), สารสกดัขมิ้นชัน (สวนของเหงา) และสารสกัด

นอยหนา (สวนของใบ) หากผูวิจัยประสบความสาํเร็จในโครงการวิจยันี้ สมนุไพรไทยอาจเปนอีก

ทางเลือกหนึง่ที่ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงินที่ปลอดภัย มีประสิทธิภาพ และราคาถูกอีกดวย  
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วัตถุประสงคของการวิจยั 

1. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากสมนุไพรไทยของขา, นอยหนา และขมิ้นชนัที่ความเขมขน

แตกตางกนั ในการตานโรคสะเก็ดเงนิในการแสดงออกระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR, Caspase 

9, G1P3, Id1 และ E2A ดวยวิธ ีWestern blot  

2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากสมนุไพรไทยของขา, นอยหนา และขมิ้นชนัที่ความเขมขน

แตกตางกนั ในการตานโรคสะเก็ดเงนิในการแสดงออกระดับโปรตีนทีม่ีการเพิ่มข้ึน หรือลดลงอยาง

มีนัยสําคัญ ดวยวธิี Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

ขอบเขตของการวิจัย 

คณะผูวิจัยจะทําการศึกษาเซลลผิวหนังมนุษย (Human keratinocyte cell line 

[HaCaT]) โดยเปนการศึกษาแบบ In vitro model ซึง่จะทําการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของขา, ขมิ้น 

และนอยหนา ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรม

ราชกุมารี จงัหวัดระยอง และสกัดดวยตัวทําละลายเอทานอลในการตานโรคสะเก็ดเงิน โดยได

รับมาจากการศึกษามากอนหนานี้ของคุณวสิาข ทองระกาศ โดยทาํการประเมินผลจากฤทธิก์าร

ตานทานในการแสดงออกทางโปรตีนของ E2A, Id-1, EGFR, G1P3 และ Caspase 9 ในเซลล

เพาะเล้ียงผิวหนงัมนุษย (Human keratinocyte cell line [HaCaT]) ซึ่งเปนการศึกษาในลักษณะ

ของ in vitro model 

ขอจํากัดของการวิจัย 

งานวิจยัคร้ังนีเ้ปนการศึกษาการทดสอบสมุนไพรตอการแสดงออกของโปรตีน 

โดยใชเปนสารสกัดอยางหยาบ (Crude extracts) อีกทั้งยงัเปนการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงของ

มนุษยเทานัน้ 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

1. เขาใจกลไกของการเกิดโรคสะเก็ดเงนิไดอยางแทจริง 

2. สามารถนําสารสกัดสมุนไพรไปสกัดเปนยา หรือใชเปนสมุนไพรในการรักษาโรคสะเก็ดเงินได 

เพื่อประหยัดคาใชจายในการรักษาโรค และไมเกิดผลขางเคียงหรือเกิดผลขางเคียงนอยที่สุดใน

การใชรักษาโรค 

3. ตีพิมพผลงานโครงการวิจัยคร้ังนี้ ในวารสารระดับนานาชาติที่เกี่ยวของไดอยางนอย 1 เร่ือง 

ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. นาํเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการระดับชาติ หรือระดับนานาชาติ 

2. ตีพิมพผลงานในวารสารระดับชาติ หรือ ระดับนานาชาติ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

โรคสะเก็ดเงนิหรือโรคเร้ือนกวาง เปนโรคผิวหนงัเร้ือรังที่เซลลผิวหนัง 

(keratinocyte) มีการแบงตัวเพิ่มจาํนวนอยางรวดเร็วโดยไมทราบสาเหตุ จนทําใหบริเวณนั้นมี

ผิวหนังหนาตัวข้ึน (7) ลักษณะรอยโรคที่พบโดยทัว่ไปนั้นจะมีผ่ืนสีแดงหนา และนูนข้ึนมีขอบเขต

ชัดเจน และมีขุยสีเทาเงนิเกิดข้ึน แตในบางรายก็ไมเกิดอาการที่ผิวหนงั โดยสะเก็ดที่เกิดข้ึนนัน้ 

เรียกวา psoriatic plaque บริเวณที่พบบอยคือ ผิวหนงัของขอศอก และหัวเขา แตก็สามารถพบได

ที่ศีรษะ, ฝามอื, ฝาเทา และอวัยวะสืบพันธุอีกดวย บางคร้ังอาจพบการอักเสบของขอที่เรียกวา 

psoriatic arthritis (8, 9) ซึ่งพบรอยละ 30 ของผูปวยโรคสะเก็ดเงนิ และรอยละ 5 สามารถพัฒนา

ไปเปนโรคไขขออักเสบชนิดรุนแรง จนนาํไปสูความพิการไดในที่สุด (10)  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 แสดงการเปรียบเทียบระหวางผิวหนงัปกติ และผิวหนังที่เปนโรคสะเก็ดเงิน  

ที่มา: http://www.nature-remedy.com/articles/natural-remedies/psoriasis. 
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การแบงชนิดของโรคสะเกด็เงิน (9) 

เปนการแบงโดยข้ึนอยูกับอาการของโรคที่เกิดข้ึน 

1. Plaque psoriasis (psoriasis vulgaris) เปนโรคสะเก็ดเงินที่พบมากที่สุด ซึ่งพบ 80-

90 % ของผูปวย โดยอาการนั้นจะมีอัตราการตกสะเก็ดของผิวหนังจากการอักเสบสูง และเกิดขุยสี

ขาวเงินในบริเวณรอยโรคของผิวหนัง ซึ่งจะเรียกบริเวณนั้นวา Plaque มักพบในบริเวณที่มีการ

เสียดสี เชน ศีรษะ ไรผม หลัง สะโพก ขอศอก หัวเขา หนาแขง ขอเทา ฝามือและฝาเทา 

 

   

   
 

ภาพท่ี 2.2 แสดงลักษณะของ Plaque psoriasis  

ที่มา: http://psoriasispictures.net. 

2. Guttate psoriasis พบไดบอยในวัยเด็กหรือวัยรุน ลักษณะที่พบนั้นจะเปนผ่ืนขนาดเล็ก

ประมาณ 1 เซนติเมตร สีชมพู หรือสีแดง ลักษณะคลายหยดน้ําจํานวนมากตามรางกาย โดย

ลักษณะผ่ืนไมหนาตัวเหมือนกับประเภท plaque กระจายอยูทั่วตัว พบบอยตามหลังการเกิดการ

ติดเชื้อสเตรปโตค็อกคัสบริเวณคอ (streptococcal throat infections) ตอมทอมซิลอักเสบ 

(tonsillitis) ความเครียด การไดรับบาดเจ็บที่บริเวณผิวหนังและการไดรับการรักษาดวยยาบาง

ชนิด เชนยาตานมาลาเรีย  
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ภาพท่ี 2.3 แสดงลักษณะของ Guttate psoriasis  

ที่มา: http://www.pam.org.mt/psoriasispictures.htm. 

3. Flexural psoriasis (inverse psoriasis) เปนประเภทที่พบไดบอยในผูปวยที่มีน้ําหนัก

ตัวมาก ลักษณะที่พบคือ ผ่ืนสีแดงออน ราบเรียบ และวาวแสง บริเวณที่พบมากคือ อวัยวะสืบพันธุ

รักแร, ขอพับตางๆ, หนาทอง และหนาอก ซึ่งจะทําใหเกิดการระคายเคืองจากการเสียดสี และเหง่ือ 

อาจนําไปสูการติดเช้ือราได 

 
 

ภาพท่ี 2.4 แสดงลักษณะของ Flexural psoriasis  

ที่มา: http://www.pam.org.mt/psoriasispictures.htm. 

4. Pustular psoriasis เปนประเภทที่พบไดในวัยผูใหญ โดยจะพบเปนตุมหนองเล็กๆที่

ไมไดเกิดจากการติดเชื้อ ซึ่งผิวหนังภายใตหนองนั้น มีสีแดง และออนนุม มักพบเฉพาะที่ เชน ฝา

มือ ฝาเทา ปลายนิ้วมือ ปลายนิ้วเทา หรือกระจายทั่วทั้งตัว โดยอาจมีสาเหตุมาจากยาบางชนิดที่

ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน สารกอความระคายเคือง การสัมผัสรังสียูวีเปนเวลานาน ภาวะ
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ต้ังครรภ การใชยาประเภทสเตียรอยด การติดเชื้อ ความเครียด หรือการหยุดใชยารักษาโรคสะเก็ด

เงินอยางกะทันหัน ผูปวยบางรายถึงแมวาตุมหนองพุพองจะแหงแลว แตก็สามารถกลับมาเปนตุม

หนองพุพองใหมไดอีก เรียกผูปวยประเภทนี้วา Zumbusch pustular psoriasis 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5 แสดงลักษณะของ Pustular psoriasis  

ที่มา: http://www.medindia.net/patients/patientinfo/Psoriasis-Symptoms-and-signs.htm. 

5. Erythrodermic psoriasis เปนประเภทที่พบไดนอยที่สุด ซึ่งเปนการเกิดการอักเสบเปน

รอยกวาง และผิวหนังเปนเกล็ดที่หลุดลอกออกมา ทําใหเกิดการคันอยางรุนแรง เกิดการบวม และ

ปวด อัตราการเตนของหัวใจสูงข้ึนและอุณหภูมิของรางกายข้ึน ๆ ลง ๆโดยชนิดนี้สามารถเปน

อันตรายถึงชีวิตได พบวามีส่ิงกระตุนหลายประเภทท่ีนําไปสูการเกิดโรคสะเก็ดเงินประเภทนี้ เชน

การหยุดใชยารักษาโรคสะเก็ดเงินอยางกะทันหัน การแพยา การแพแสงแดดอยางรุนแรง การติด

เช้ือ รวมทั้งการไดรับยาบางชนิด เชน ลิเทียม ยารักษาโรคมาลาเรียและยารักษาโรคสะเก็ดเงิน

ประเภทโคลทาร (coal tar) 
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 ภาพท่ี 2.6 แสดงลักษณะของ Erythrodermic psoriasis  

ที่มา: http://www.medindia.net/patients/patientinfo/Psoriasis-Symptoms-and-signs.htm. 

2.2 สาเหตุของการเกิดโรคสะเก็ดเงิน 

สาเหตุของการเกิดโรคสะเก็ดเงินนั้นยังเขาใจไดไมแนชัดนัก แตมี 2 สมมติฐานเกี่ยวกับ

การพัฒนาของโรค สมมติฐานแรกคือ สวนใหญเกิดจากการเติบโตของเซลลผิวหนังที่มาก โดยพบ

ที่ผิวหนังช้ันหนังกําพรา และ Keratinocytes สมมติฐานที่ 2 คือ เกิดจากความผิดปกติที่เกี่ยวของ

กับระบบภูมิคุมกัน T cellถูกกระตุนใหเคล่ือนที่ ไปยังช้ันหนังแท และเหนี่ยวนําใหเกิดการหล่ังของ 

cytokine (Tumor necrosis factor-alpha) ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิดการอักเสบ และการผลิตเซลล

ผิวหนังที่รวดเร็ว อยางไรก็ตามโรคสะเก็ดเงินอาจมีปจจัยตาง ๆ กระตุนการเกิดโรคดังนี้ 

1. ปจจัยทางพันธุกรรม (Genetic factor) 

 โรคสะเก็ดเงินเปนโรคที่มีสวนที่ถายทอดมาจากกรรมพันธุ โดยมีหลายยีนเขามาเกี่ยวของ 

แตยังไมทราบแนชัดถึงการทํางาน ซึ่งสวนใหญเกี่ยวของกับระบบทางภูมิคุมกัน โดยเฉพาะ major 

histocompatibility complex (MHC) และ T cell (11) จาก Classic genomewide linkage 

analysis มีการพิสูจน 9 บริเวณบนโครโมโซมที่แตกตางกัน ซึ่งเกี่ยวของกับโรคสะเก็ดเงิน โดยโรคนี้

ยอมรับต้ังแต 1 ถึง 9 (PSORS1-PSORS9) ซึ่งมียีนที่เกี่ยวของมากมาย โดยสวนใหญจะเกี่ยวของ

กับกับกระบวนการที่เหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบ เมื่อเกิดการกลายพันธุไปก็อาจทําใหเกิดโรค

สะเก็ดเงินข้ึนมาได (11) ซึ่งตําแหนงที่ 1(PSORS1) พบวา 35-50% นั้นสามารถถายทอดได โดย

ยีนจะเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน หรือเกี่ยวกับโปรตีนที่พบบนผิวหนังในโรคสะเก็ดเงิน ซึ่ง 

PSORS 1 เปนตําแหนงบนโครโมโซมที่ 9 บน MHC ซึ่งควบคุมกระบวนการสําคัญของการทํางาน

ในระบบภูมิคุมกัน (12,13) ซึ่ง 3 ยีนที่สําคัญใน PSORS 1 นั้นเกี่ยวของกับ psoriasis vulgaris 
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คือ HLA-C variant HLA-CW6 ซึ่งจะ encode โปรตีน MHC class 1 CCHCR 1 variant WWC 

จะ encode โปรตีนซ่ึงจะแสดงออกมากในpsoriatic epidermis และ CDSM variant allele 5 ซึ่ง

จะแสดงออกช้ันหนังกําพรา และควบคุมการเพิ่มข้ึนของโรคสะเก็ดเงิน (11) โดยมี 2 ยีนหลักที่อยู

ภายใตการสํารวจคือ IL12B บนโครโมโซม 5q ซึ่งจะแสดงออกของ IL12B และ IL23R บน

โครโมโซม1q ที่จะแสดงออก IL23 receptor และเกี่ยวของกับ Tcell differentiation ซึ่ง T cell 

เกี่ยวของกับการอักเสบ ซึ่งเปนกระบวนการที่นําไปสูการเกิดโรคสะเก็ดเงินอีกดวย (12)  

2. ปจจัยทางระบบภูมิคุมกัน (Immunological factors)  

 ในโรคสะเก็ดเงินนั้น เซลลทางภูมิคุมกันเคลื่อนยายจากชั้นหนังแทไปยังชั้นหนังกําพรา 

โดยไปกระตุนเซลลผิวหนัง Keratinocytes ใหเกิดการแบงตัว ซึ่งโรคนี้ไมเหมือนกับ autoimmune 

disease โดยตรงในโรค autoimmune นั้น ระบบภูมิคุมกันคิดวา แอนติเจนของรางกายเปนสิ่ง

แปลกปลอม จึงเกิดการจับแลวทําลาย แตในโรคสะเก็ดเงินนั้น การเกิดการอักเสบไมไดเกิดจาก

แอนติเจน โดยไมมีการกระตุนของระบบภูมิคุมกัน นักวิจัยพบวา เซลลภูมิคุมกันมากมาย และ

สัญญาณจากสารเคมี เปนสาเหตุที่เกิดการกระตุนใหเกิดการอักเสบของโรคสะเก็ดเงิน (14)  การ

เปล่ียนแปลงทางระบบภูมิคุมกันของโรคสะเก็ดเงิน ไดแก 

 2.1 Antigen presenting cell และ T cell interaction 

 ในปจจุบันเชื่อวา T cell เปนเซลลที่มีบทบาทสําคัญตอการเกิดโรคสะเก็ดเงิน โดยจะพบ T 

cell ในช้ันหนังแทกอนผูปวยจะเร่ิมเกิดผ่ืน จากการศึกษา T cell จากผิวหนังของผูปวยโรคสะเก็ด

เงิน พบวา สวนใหญจะมีการแสดงออกของ activated molecule HLA-DR, CD25 (IL-2R) และ 

CD27 แตกลไกในการเกิดโรค โดยเร่ิมตนจากแอนติเจนยังไมเปนที่แนชัด อาจเกิดจากส่ิง

แปลกปลอมจากภายนอกรางกาย หรือสารจากภายในรางกาย เม่ือเกิด antigen presenting cell 

ซึ่งเสนอแอนติเจนตอ T cell แลว จะเกิดการรับรูผานทางสัญญาณ 2 อยางคือ สัญญาณที่ 1 เกิด

จาก keratinocyte หรือ antigen presenting cell ที่แสดง MHC-I หรือ MHC-II นําเสนอแอนติเจน

ตอ T cell receptor ที่ผิว T cell และสัญญาณที่ 2 เกิดจากการใช co-stimulatory molecules เชน 

ICAM-1, VCAM-1 และ B7 บน antigen presenting cell หรือ keratinocyte โดยการนําเสนอ

แอนติเจนตองเกิดสัญญาณที่ 1 และสัญญาณที่ 2รวมกัน จึงจะเกิดสัญญาณกระตุน T cell อยาง

สมบูรณ เม่ือการนําเสนอแอนติเจนสมบูรณแลว T cell receptor จะสงสัญญาณตอผานเขาไปใน
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นิวเคลียสของ T cell เกิด DNA transcription และผลอื่นๆตามมา เชน หล่ังไซโตไคน และการ

แบงตัวเพิ่มจํานวนของ T cell (8, 15,16)  

2.2 ไซโตไคน 

 Th1 cell ที่ถูกกระตุน และเพิ่มจํานวน จะหล่ัง type 1 cytokine เชน IFN- γ, TNF-α, IL2, 

IL12, IL20 และหล่ัง pro-inflammatory cytokine และคีโมไคนอ่ืนๆดวย เชน IL1β, TGF-α, IL6, 

IL8 และ GM-CSF โดยที่ IL8 นั้น จะดึงเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลล TNF-α และ IFN-γ จะ

ทําใหเซลลหลอดเลือดหล่ัง adhesion moleculesตางๆ เพื่อชวยดึง T cell มาเพ่ิมข้ึน กอใหเกิด

การอักเสบ และการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดบริเวณผิวหนังที่เกิดโรค และในขณะเดียวกันไซโต

ไคนบางชนิด ก็ยังกระตุนเซลลผิวหนังใหแบงตัวเพิ่มข้ึน เกิดการหนาตัวของผิวหนังบริเวณเกิดโรค 

(17,18)  

2.3 Keratinocyte 

 จากการศึกษาเซลลผิวหนังของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน พบวา Epidermal cell cycle จะ

ลดลงจาก 311 ชั่วโมง เหลือเพียง 36 ชั่วโมง และมี involucrin และ transglutaminase activity 

เกิดเร็วกวาปกติ ซึ่งแสดงถึงความผิดปกติในกระบวนการควบคุมการเพ่ิมจํานวนของเซลลผิวหนัง

อีกดวย (17, 19)  

2.4 Endothelial cell 

 ในโรคสะเก็ดเงินพบวา เซลลบุผนังหลอดเลือด มีการหล่ัง Adhesion molecules ตางๆ 

เชน ICAM-1, VCAM-1 และ E-selectin ซึ่งจะชวยดึง T cell และนิวโตรฟลลออกนอกหลอดเลือด

เขามาในผิวหนังเพิ่มมากข้ึน ทําใหเกิดการอักเสบ และยังพบวา TNF-α และ IFN- γ เปนไซโตไคน

ที่เพิ่มข้ึนในผ่ืนของโรคสะเก็ดเงิน จะสามารถเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecules บน 

endothelial cell และ TGF-α กระตุน keratinocyte ใหหล่ัง VEGF ทําใหเกิด Vascular 

hyperpermeability และ angiogenesis ตามมาอีกดวย (20-22)  

2.5 เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลล (Neutrophils)(23-25) 

 ในผูปวยโรคสะเก็ดเงินจะพบนิวโตรฟลลรวมอยูเปนกลุมในชั้น Stratum corneum โดย

เช่ือวาเปนผลมาจากการหล่ังไซโตไคนจาก activated T cell โดย TNF-α และ IFN- γ ทําใหมีการ

หล่ัง adhesion molecules มากข้ึน มีผลใหนิวโตรฟลลเคล่ือนออกนอกหลอดเลือดไดงายข้ึน  
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3. ยา (Drug) 

 กลไกการออกฤทธิ์ของยาที่ใชยับยั้ง Beta-adrenergic อาจสงผลใหเกิดการกระตุนการ

เพิ่มจํานวนเซลลผิวหนังช้ันหนังกําพรา และลด cyclic AMP บริเวณชั้นหนังกําพรา (26) 

นอกจากนี้การใชลิเทียมอาจชักนําใหเกิดการหล่ังไซโตไคนที่ชักนําใหเกิดการอักเสบเพิ่มมากข้ึน 

สงผลใหเซลลเม็ดเลือดขาวถูกกระตุนและเคล่ือนตัวมาสะสมอยูบริเวณผิวหนัง (18)  

4. การติดเชื้อ (Infection) 

ในป 2000 Owen และคณะรายงานวาการติดเชื้อสเตรปโตค็อกคัสบริเวณทางเดินหายใจ

สวนบนเปนเวลานานอาจชักนําใหเกิดโรคสะเก็ดเงิน นอกจากน้ียังพบวาการติดเชื้อเอชไอวีอาจ

กระตุนใหเกิดโรคสะเก็ดเงินหรือสงผลใหผูปวยโรคสะเก็ดเงินมีอาการที่รุนแรงข้ึน (27)  

2.3 การรักษาโรคสะเก็ดเงิน 

 ในป 2008 FDA (Food and drug Administration) ไดแนะนํา 3 ข้ันตอนในการ

รักษาโรคสะเก็ดเงิน เนื่องจากผ่ืนสะเก็ดเงินมีหลายรูปแบบ ดังนั้นการรักษาจึงแตกตางกันไป

จําแนกตามชนิด และความรุนแรงของผ่ืน โดยการรักษาเร่ิมจากข้ันตอนที่ 1 เมื่อไมไดผลก็หันไป

รักษาดวยข้ันตอนที่ 2 ละข้ันตอนที่ 3 ตามมา (28-30)  

1. การใชยาทาเฉพาะที่ (28-30) เปนยาที่ใชรักษาผ่ืนโรคสะเก็ดเงินที่ใชบอยที่สุด 

1.1 ยาทาสเตียรอยด เหมาะสําหรับผูปวยโรคสะเก็ดเงินที่เปนนอยจนถึงปาน 

กลาง จะชวยลดการอักเสบของผิวหนัง (31, 32) 

1.2 Coal Tar มีกลไกการออกฤทธิ์ คือ ชวยกดการสรางดีเอ็นเอในช้ันหนังกําพรา  

ลดอาการอักเสบ และลดการคัน โดยนิยมใชรักษาขุยของโรคสะเก็ดเงิน แตไมนิยมใชในปจจุบัน

เนื่องจาก มีกลิ่นเหม็น และดูสกปรกเวลาใช อีกทั้งอาจทําใหเกิดการระคายเคืองได เม่ือนําไปใชทา

บริเวณใบหนา ขอพับ และอวัยวะเพศ ผลขางเคียงที่อาจเกิดข้ึนไดคือ รูขุมขนอักเสบ ผิวหนัง

ระคายเคือง และทําใหโรคสิวอักเสบรุนแรงมากข้ึน (33-36) 

1.3 Calcipotriene มีกลไกการออกฤทธิ์คือ ชวยยับยั้งการแบงตัวของเซลล

ผิวหนัง ลดการอักเสบของผิวหนัง และทําใหการแปรรูปของเซลลกลับสูภาวะปกติ โดยไมแนะนํา

ใหใชที่ใบหนา เนื่องจากอาจจะเกิดการระคายเคืองได แตยังเปนยาที่นิยมใชในปจจุบันเนื่องจาก
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ใหผลการรักษาดีพอกับยาสเตียรอยด แตไมมีผลเสียเหมือนกับสเตียรอยด แตมีราคาแพง และมี

ผลขางเคียงได เชน ผิวหนังระคายเคือง และทําใหเกิด hypercalcemia ได (37) 

1.4 Anthralin (Dithranol) กลไกการออกฤทธิ์ที่แทจริงยังไมทราบแนชัด แตเชื่อวา 

กดการสรางดีเอ็นเอ และการแบงตัวของเซลล โดยเปนยาที่นิยมใชมากที่สุดชนิดหนึ่งดวย 

เนื่องจากยาใชแลวไดผลดี และโรคกลับเปนซํ้าไดนอย เม่ือหยุดการรักษา แตมีผลขางเคียงของยา 

คือ มีการระคายเคืองผิวหนัง และเปรอะเปอนเส้ือผาได อีกทั้งทําใหเกิดรอยโรค และผิวหนังมีสี

คลํ้าข้ึน จึงไมควรใชทาบริเวณใบหนา ขอพับ และอวัยวะเพศ (38-40) 

2. The xtrac velocity excimer laser system เปนการใชแสงอัลตราไวโอเลตที่ปลอย

ออกมา โดยมีความเขมขนสูงมาใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงินในข้ันปานกลางถึงรุนแรงได 

  2.1 Ultraviolet light A (PUVA) เปนการรักษา โดยวิธีการฉายแสงอัลตราไวโอ

เลตเอ รวมกับการใชยา psoralen เพื่อชวยใหผิวหนังไวตอแสง โดยจะไดผลประมาณ 75 

เปอรเซนต แตมีผลขางเคียงคือ ทําใหผิวหนังแกเร็ว และมีความเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็ง อีกทัง้ยงั

มีอาการคล่ืนไส คัน แดง และอาการไหมของผิวหนัง เมื่อทําการรักษา โดยผูปวยจะตองไดรับการ

รักษาสัปดาหละ 2 คร้ัง ประมาณ 20-30 คร้ัง 

  2.2 Ultraviolet light B (UVB) เปนการรักษาโดยวิธีการฉายแสงอัลตราไวโอเลตบี 

จะไดผลประมาณ 80 เปอรเซนตข้ึนไป ผลขางเคียงคือ อาการคัน แดง หรือไหมของผิวหนัง แตก็มี

ขอจํากัดในการรักษา คือ ผูปวยโรคสะเก็ดเงินตองมารักษาที่โรงพยาบาลประมาณ 3-5 คร้ังตอ

สัปดาห เปนเวลา 2-3 เดือนติดตอกัน หลังจากนั้นรักษา 1-2 คร้ังตอสัปดาห เพื่อใหโรคสงบ (29, 

35) 

3. การใหยารับประทาน 

  3.1 Methotrexate มีกลไกการออกฤทธิ์คือ ชวยยับยั้งการแบงตัวของเซลลผิวหนงั 

โดยยับยั้งการสรางดีเอ็นเอ ลดการอักเสบ และปรับภูมิตานทานของรางกาย โดยยานี้เปนยาท่ีนิยม

ใชรักษาโรคสะเก็ดเงินที่เปนรุนแรง โดยเฉพาะชนิด Erythrodermic และ Pustular ซึ่งเปนยาท่ี

ไดผลดี ราคาไมแพง แตมีผลขางเคียงคือ ปวดศีรษะ เปนไขหนาวส่ัน คันตามผิวหนัง ลมพิษ ผม

รวง มีแผลในปาก คล่ืนไส อาเจียน ทองเสีย ทําใหเกิดตับอักเสบ และตับแข็งได เกิดความผิดปกติ

ทางไต ปสสาวะเปนเลือด กระเพาะปสสาวะอักเสบ การสรางไขจากรังไขผิดปกติ ประจําเดือน
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ผิดปกติ และไวตอแสงแดด จึงหามใชในหญิงต้ังครรภ และใหนมบุตร ผูปวยโรคตับแข็ง โรคไต โรค

กระเพาะ โรคเบาหวาน โรคเลือด โรควัณโรค โรคตับอักเสบ ผูปวยที่มีความบกพรองทางภูมิคุมกัน 

และผูที่มีประวัติด่ืมเหลาจัด (41, 42) 

   3.2 Retinoids มักใชไดดีเมื่อใชรมกับยาทาสเตียรอยด โดยใชรักษาโรคสะเก็ดเงนิ

ที่หนังศีรษะ และเล็บ โดยชวยยับยั้งการแบงตัวของเซลลผิวหนัง ลดการอักเสบ และทําใหการแปร

รูปของเซลลผิวหนังกลับสูภาวะปกติ แตมีผลขางเคียงคือ เยื่อบุจมูกแหง ตาแหง ผมรวง ผิวแหง 

เล็บเปราะ ตับอักเสบ ไขมันในเลือดสูง ปวดกลามเนื้อ และทําใหทารกพิการผิดรูปได จึงหามใชใน

หญิงต้ังครรภ และใหนมบุตร ผูที่มีไขมันในเลือดสูง ผูที่เปนโรคตับ และโรคไต (43, 44) 

3.3 Cyclosporine ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงินที่เปนรุนแรง และไมตอบสนอง 

ตอการรักษาอ่ืน โดยจะชวยยับยั้งภูมิตานทานของรางกาย ซึ่งยานี้ใชไดผลดีมาก แตเนื่องจากมี

การเกิดซํ้าไดสูง หลังจากหยุดยา และมีผลขางเคียงคือ มีผลตอไต เพิ่มการเกิดมะเร็งโดยเฉพาะที่

ผิวหนัง การใชยาเปนระยะเวลานาน ทําใหมีโอกาสติดเชื้อ Human papilloma virus มากข้ึน 

ระบบทางเดินอาหารผิดปกติ ขนยาวผิวปกติ เหงือกบวม ปวดศีรษะ และเวียนศีรษะ จึงหามใชใน

ผูปวยที่เปนมะเร็ง และผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง (45-48) 

 จากสมมติฐานที่ไดกลาวมานั้น ยังขาดกลไกที่ชัดเจนในการเกิดโรคสะเก็ดเงิน ทําใหไม

สามารถรักษาใหหายขาดจากโรคได อีกทั้งการรักษาในระยะยาวยังพบกับปญหาเร่ืองของการด้ือ

ยา และอาการขางเคียงตางๆที่ตามมาหลังไดรับการรักษา (49) จึงไดมีการพัฒนาการรักษา โดย

การใชสมุนไพรในการออกฤทธิ์เพื่อชวยรักษาโรคสะเก็ดเงิน เชน Radix Peucedani, Ramulus 

Visci, Folium Ginkgo, Radix Astragali, Radix Phytolaccae และ Folium Notoginseng และ

เมื่อไมนานมานี้มีการนําสารสกัดสมุนไพรไทยในกลุมที่ใชรักษาโรคผิวหนังในงานสาธารณสุข จาก

สวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง 11 ชนิดมาทดสอบ

ฤทธ์ิตอเซลลผิวหนังมนุษย (HaCaT) ซึ่งนิยมใชเปน In vitro model (40, 50) สําหรับการศึกษา

โรคสะเก็ดเงิน พบวาสารสกัดของขมิ้น, ขาและนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอลมีฤทธ์ิในการ

ตานการแบงเซลลผิวหนัง ซึ่งอาจนําไปใชในการรักษาโรคผิวหนังได (51) โดยมีการแสดงออกของ

ยีน Transforming growth factor-alpha (TGF-α) ที่ลดลง ซึ่ง TGF-α มีความสําคัญเกี่ยวกับการ

กระตุนการเจริญเติบโตของเซลลผิวหนัง และพบมากที่บริเวณรอยโรคสะเก็ดเงิน แตอยางไรก็ตาม
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ฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิดอาจมีกลไกอ่ืนในการตานโรคสะเก็ดเงิน เชน การยับยั้ง

การเกิด Proliferation, การกระตุน pro-apoptotic protein, pro-caspases ตางๆ และการเกิด 

differentiation ของเซลล ซึ่งจากสมมติฐานของสาเหตุการเกิดโรคนั้นทําใหเกิดความสนใจใน

การศึกษาในการใชสมุนไพรเพื่อการรักษาโรคสะเก็ดเงินประกอบไปดวยสารสกัดจากขา ขมิ้น และ

นอยหนา  

สมุนไพรที่ใชในการศึกษา 

ขา (Galangal) (52) 

ชื่อวิทยาศาสตร : Alpinia galanga Linn 

วงศ : ZINGIBERACEAE 

ชื่ออ่ืนๆ : ขาหยวก ขาหลวง (ภาคเหนือ), กฏกกโรหินี (ภาคกลาง) 

ถิ่นกําเนิด : อินเดีย พมา ไทย มาเลเซีย สิงคโปร บอรเนียว อินโดนีเซีย ฟลิปปนส 

 ขา เปนพืชที่มีลําตนอยูใตดินเรียกวา "เหงา" อยูในตระกูลขิง เปนไมลมลกุ เปนพชืสมนุไพร

ที่นํามาใชในการประกอบอาหารในประเทศไทยและอินโดนีเซีย และเปนไมลมลุกที่มีอายุยืนนาน

หลายป ลําตนลงหัวอยูใตดิน ลักษณะภายนอกของลําตนมีขอ และปลองเห็นไดชัดเจน อยูใตดิน 

สวนที่เหนือดิน จะเปนกานและใบ สูงประมาณ 1-2 เมตร พืชชนิดนี้จะเปนที่รูจักกัน เปนอยางดี 

เพราะไดมีการนํามาใชประโยชน ในการปรุงอาหารรับประทาน  
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ภาพท่ี 2.7 สารสําคัญในขา 
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1’S’-1’-acetoxychavicol acetate 1’S’-1’-acetoxyeugenol acetate 1’S’-1’-hydrotoxychavicol acetate 

Trans-p-hydroxycinnamaldehyde Trans-p-coumanyl alcohol Trans-p-hydroxycinnamyl acetate 

Trans-p-coumanyl acetate 1,8- Cineole ß-Selinene 

ß-Bisaboline Kaemperol Galangin 

α-Pinene ß-Pinene Camphor 
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 ในสารสกัดจากขาพบวามีสารสําคัญ ประกอบไปดวย1’S’-1’-acetoxychavicol acetate, 

1’s’-1’-acetoxyeugenol acetate, 1’s’-1’-hydrotoxychavicol acetate, Trans-p-

hydroxycinnamaldehyde, Trans-p-coumaryl alcohol, Trans-p-hydroxycinnamyl acetate, 

Trans-p-coumaryl diacetate, 1,8-Cineole, ß-Selinene, ß-Bisaboline, Kaemperol, 

Galangin, α-Pinene, ß-Pinene, Camphor ซึ่งสารที่ออกฤทธิ์สําคัญในสวนของเหงาคือ 1’S’-1’-

acetoxychavicol acetate (ACA) (53) ซึ่งมีรายงานการวิจัยพบวามีฤทธ์ิที่สําคัญดังนี้ 1) ฤทธ์ิลด

การอักเสบ โดยชวยลดไซโตไคนที่ถูกสรางมาจาก T helper cells (54, 55) อีกทั้งยังมีรายงานวามี

การนําไปรักษาผูปวยที่เปน Inflammatory immune disorder (53) และในตํารับที่มีขาเปน

สวนประกอบจะสามารถชวยลดการอักเสบได (56, 57) 2) ฤทธ์ิชวยยับยั้งแผลในกระเพาะอาหาร 

(58, 59) 3) ฤทธิ์ในการฆาเชื้อราโดยเฉพาะ Microsporum gypsum, (60-64) Trichophyton 

rubrum (62-64) และ Trichophyton mentagrophyte (60-64) ที่เปนสาเหตุของโรคกลากเกล้ือน 

4) ฤทธิ์ในการยับยั้งการทํางานของเช้ือไวรัส คือ Epstein-Barr virus (EBV), Human 

immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) และ Human cytomegalovirus type 2 (CMV-2) (65) 

5) ฤทธิ์การลดน้ําตาลในเลือด (53)  6) ฤทธิ์ลดความเสี่ยงในการเปนโรคหัวใจ และหลอดเลือด 

โดยชวยลดระดับคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรด และฟอสโฟลิพิด (53)  และชวยเพิ่มระดับของ 

High density lipoprotein (HDL) (66) 7) ฤทธ์ิในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง (67)  

และกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลมะเร็ง โดยเกี่ยวของกับกระบวนการเติม

ฟอสเฟตของ Rb protein (Retinoblastoma protein) ซึ่งเปนโปรตีนที่เกี่ยวของในกระบวนการเพิ่ม

จํานวนของเซลล การแปรรูปของเซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล (67) 

ขม้ินชัน (Curcuma) (52) 

ชื่อวิทยาศาสตร : Curcuma longa Linn 

วงศ : Zingiberaceae 

ชื่ออ่ืนๆ : ขมิ้น (ทั่วไป) หมิ้น (ภาคใต) 

 ขมิ้นเปนไมลมลุก อายุหลายป สูง 30-90 เซนติเมตร เหงาใตดินรูปไขมีแขนงรูป

ทรงกระบอกแตกออกดานขาง 2 ดาน ตรงกันขามเนื้อในเหงาสีเหลืองสม มีกล่ินเฉพาะ ใบเด่ียว 

แทงออกมาเหงาเรียงเปนวงซอนทับกันรูปใบหอก กวาง 12-15 เซนติเมตร ยาว 30-40 เซนติเมตร 
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ดอกชอแทงออกจากเหงา แทรกข้ึนมาระหวางกานใบ รูปทรงกระบอก กลีบดอกสีเหลืองออน ใบ

ประดับสีเขียวออนหรือสีนวล บานคร้ังละ 3-4 ดอก ผล รูปกลมมี 3 พู เหงาของขมิ้นมีรสฝาด กล่ิน

หอม สามารถเก็บมาใชเมื่อมีชวงอายุ 9-10 เดือน มีฤทธิ์ในการฆาเช้ือ แบคทีเรีย เชื้อรา ลดการ

อักเสบ และ มีฤทธิ์ในการขับน้ําดี น้ํามันหอมระเหย ในขมิ้นชันมีสรรพคุณบรรเทา อาการปวดทอง 

ทองอืด แนนจุดเสียด แกโรคผิวหนัง ขับลม แกผ่ืนคัน แกทองรวง อาจชวยรักษาโรค รูมาตอยดได 

แตยังไมยืนยันแนชัด  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.8 สารสําคัญในขมิ้น 

ในสารสกัดจากขมิ้นพบวามีสารสําคัญ ประกอบไปดวย Curcumin, Tumerone, 

Atlantone และ Zingiberone ซึ่งสารที่ออกฤทธิ์สําคัญในสวนของเหงาคือ Curcumin (68)  ซึ่งมี

รายงานการวิจัยพบวามีฤทธ์ิที่สําคัญดังนี้ 1) ฤทธ์ิบรรเทาโรค multiple myeloma, มะเร็งตับออน, 

myelodysplastic syndromes, มะเร็งลําไส และมาลาเรีย (69) 2) ฤทธิ์ตานการอักเสบ (70) 3) 

ฤทธิ์ปองกันมะเร็งปากมดลูก (71) 4) ฤทธิ์ยับยั้งการจําลองตัวเอง (Replication) ของ Herpes 

simplex virus-1 (HSV-1) (72) โดยการยับยั้งการ Transcription ของไวรัส 5) ฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระ โดยไปยับยั้ง lipid peroxidation ซึ่งเปนปฎิกริยาที่เกิดข้ึนเมื่ออนุมูลอิสระทําปฎิกิริยากับ

O O

OHOH

OCH3 H3CO

O

O

O
O

OH

Curcumin Tumerone 

Atlantone Zingiberone 
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ไขมันไมอ่ิมตัวในผนังเซลลเกิดเปน lipid peroxide ซึ่งจะเคลื่อนยายตัวเองออกมาจากช้ันในของ

เยื่อหุมเซลลมาอยูบริเวณของผิวเยื่อหุมเซลล และทําใหเกิดการทําลายเย่ือหุมเซลลเกิดข้ึน และ

ชวยยับยั้งการทําลายดีเอ็นเอจากสารอนุมูลอิสระ (73) 6) ฤทธิ์ชวยรักษาผูปวยโรคอัลไซเมอร (74) 

โดยไปทําลาย ß-amyloidในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร 7) ฤทธิ์เพิ่มความสามารถในการเรียน 

การจดจํา และชวยลดความเครียด โดยไปมีผลตอการสรางเซลลสมองใน hippocampus และ 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (75-77) 8) ฤทธิ์ลดการเพิ่มจํานวนของเซลลใน

โรคมะเร็ง  โดยไปมีผลตอกระบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล โดยเฉพาะ cyclin D1 เปนโปรตีนที่

สําคัญใน cell cycle โดยการทํางานจะมีปฎิกิริยาใน Rb pathway (78) 9) ฤทธ์ิการเพิ่มการตาย

แบบอะพอพโทสิสในเซลลมะเร็ง โดยมีผลตอ Bcl-2, Bcl-xL, cFlip, XIAP, c-IAPI, Caspase 

activation pathway (Caspase 3,8,9), tumor suppressor pathway (p53, p21) และ 

mitochondrial pathway (78) 

นอยหนา (Custard apple) (52) 

ชื่อวิทยาศาสตร : Annona squamosa Linn. 

วงศ : Anonaceae 

ชื่ออ่ืนๆ : หมักเขียบ (ตะวันออกเฉียงเหนือ), ลาหนัง (ปตตานี), มะนอแน, มะแน (เหนือ), หนอ

เกละแซ (เงี้ยว-แมฮองสอน), มะออจา, มะโอจา (เงี้ยว-เหนือ), เตียบ (เขมร) 

 นอยหนา เปนพืชยืนตน ผลมีเนื้อสีขาว เมล็ดดํา รสหวาน ถิ่นกําเนิดอยูในแถบอเมริกา

กลาง และใต แตจะพบอยูทั่วไปในเขตรอน ในประเทศไทยปลูกมากทางภาคกลาง และใต แตจะ

พบอยูทั่วไปในเขตรอน ในประเทศไทยปลูกมากทางภาคกลางและตะวันออกเฉียงเหนือ เปนไมยืน

ตน สูง 3-5 เมตร ใบเด่ียวเรียงสลับรูปใบหอกแกมขอบขนาน กวาง 3-6 เซนติเมตร ยาว 7-13 

เซนติเมตร ดอกเด่ียว ออกที่ซอกใบ หอยลง กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียว 6 กลีบ เรียง 2 ชั้น ๆ ละ 3 

กลีบ หนาอวบน้ํา มีเกสรตัวผูและรังไขจํานวนมาก ผลเปนผลกลุม คอนขางกลม พบอยูทั่วไปใน

เขตรอน ในประเทศไทยปลูกมากทางภาคกลางและตะวันออกเฉียงเหนือ เปนไมยืนตน สูง 3-5 

เมตร ใบเด่ียวเรียงสลับรูปใบหอกแกมขอบขนาน กวาง 3-6 เซนติเมตร ยาว 7-13 เซนติเมตร ดอก

เด่ียว ออกที่ซอกใบ หอยลง กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียว 6 กลีบ เรียง 2 ชั้น ๆ ละ 3 กลีบ หนาอวบ

น้ํา มีเกสรตัวผูและรังไขจํานวนมาก ผลเปนผลกลุม คอนขางกลม ใบสดและเมล็ดนอยหนา
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สามารถใชฆาเหา และ โรคกลากเกล้ือน รากสามารถใชเปนยาระบาย ทําใหอาเจียน และแกพิษงู 

ถอนพิษ เปลือกตน จะเปนยาแกพิษงู แกฝในลําคอ ฆาพยาธิ และผลแหงสามารถแกงูสวัด เริม 

และฝในหูได  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.9 สารสําคัญในนอยหนา 

 ในสารสกัดจากนอยหนาพบวามีสารสําคัญ ประกอบไปดวย Quercetin และ Anonaine 

ซึ่งสารที่ออกฤทธิ์สําคัญในสวนของใบคือ Quercetin เปนสารท่ีมีฤทธิ์ในการตานสารอนุมูลอิสระ

สูงมาก (79, 80) มีฤทธิ์ที่สําคัญคือ 1) ฤทธิ์ในการตานการเพิ่มจํานวนของเซลลในเซลลมะเร็ง (81, 

82) 2) ฤทธิ์ในการกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลมะเร็ง โดยลดปริมาณ p53 

ซึ่งมีความสําคัญในกระบวนการเจริญ และการตายของเซลลกระตุนการทํางานของ pro 

apoptosis (Bax และ Bad) ลดการทํางานของ anti apoptosis (Bcl-2 family, Bcl-xL และ Bcl-2) 

กระตุนการทํางานของ Caspase 3 โดยผานทาง intrinsic pathway (81, 82) 3) ฤทธ์ิปองกันการ

อักเสบ และการแพ (83, 84)  4) ฤทธิ์ปองกันเช้ือไวรัส (85) และแบคทีเรีย (86) 5) ฤทธ์ิปองกันการ

แข็งตัวของหลอดเลือด (87) 6) ฤทธ์ิปองกันการเกิดออกซิเดชั่นในหลอดเลือด (88) 7) ปองกัน

หลอดเลือดเลี้ยงสมองอุดตัน โดยชวยลด Low density lipoprotein (LDL) (81, 89) โดย

ทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน ในการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวน

เซลล การแปรรูปของเซลล  และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล เม่ือทําการรักษาดวย

สมุนไพรไทยทั้ง 3 ชนิด โดยโปรตีนที่สนใจทําการศึกษาประกอบไปดวย EGFR (Epidermal 

growth factor receptor) ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Proliferation, differentiation และ 

OH

OOH

HO O

OH

OH

Quercetin Anonaine 
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Apoptosis, Caspase-9 ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Apoptosis, Interferon inducible gene 6-

16 (G1P3) ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Apoptosis, Id1 (Inhibitor of differentiation or DNA 

binding-1) ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Proliferation, differentiation และ Apoptosis และ E2A 

protein ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ Proliferation และ Differentiation 

Epidermal growth factor receptor (EGFR; Erb-1; HER-1 ในมนุษย) 

 
ภาพท่ี 2.10 แสดงโครงสรางของ Epidermal growth factor receptor (EGFR)  

ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor_receptor. 

EGFR เปนตัวรับบนผิวเซลล สําหรับกลุมของ Epidermal growth factor (EGF-family) 

ซึ่งเปน ligand ของโปรตีนนอกเซลล โดย EGFR นั้นเปนสมาชิกของกลุม ErbB family ซึ่งประกอบ

ไปดวย EGFR (ErbB-1), HER-2/c-neu (ErbB-2), HER-3 (ErbB-3) และ HER-4 (ErB-4) (90) 

ซึ่งมีความเกี่ยวของกับ Receptor tyrosine kinase ซึ่งสวนใหญจะเปนตัวรับของ Growth factors 

และไซโตไคน (91, 92) มีโครงสรางเปน Single transmembrane glycoprotein ปลายดาน 

Amino terminal อยูภายนอกเซลลทําหนาที่จับกับ ligand สวนปลายดาน Carboxy terminal ซึ่ง

อยูภายในเซลลจะมี Tyrosine kinase domain และตําแหนงที่มี tyrosine residues หลายตัวเรียง

ตอกันเปนตําแหนงที่ถูกเติมฟอสเฟต และทําใหเกิดการสงสัญญาณตอไป (93) ซึ่งการทํางานของ 

EGFR นั้น จะทํางานก็ตอเมื่อไปจับกับligand ที่จําเพาะ ซึ่งประกอบไปดวย Epidermal growth 

factor (EGF) และ Transforming growth factor-alpha (TGF- α) (94) โดย EGFR dimer จะ

กระตุนการทํางานของ Protein tyrosine kinase ภายในเซลล ทําใหเกิดการเติมฟอสเฟตของ 

tyrosine ในตําแหนง C-terminal ของ EGFR และทําใหเกิดการสงสัญญาณเปนทอดๆ กันไป (95) 

ซึ่งจะผานทางกระบวนการ MAPK pathway, Akt pathway และ JNK pathway ซึ่งจะทําใหเกิด
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การสังเคราะหดีเอ็นเอ และการเกิด cell proliferation โดยโปรตีนที่เกิดข้ึนนั้นก็จะควบคุมการเกิด 

cell migration, adhesion และproliferation ซึ่งการกระตุนของตัวรับนั้นมีความสําคัญในเร่ืองของ

การตอบสนองทางภูมิคุมกันในเซลลผิวหนังอีกดวย (94, 96, 97)  

 
ภาพท่ี 2.11 แสดง EGFR signaling pathway (98) 

Ras/Raf/MAPK Pathway เปนกระบวนการหลักของ ErbB/HER family (91, 92) ผาน

ทางการกระตุนของ EGFR  และเกิด Tyrosine kinase phosphorylation เปนลําดับข้ันตามมา 

โดยเกิดการจับกันของ GRB2 และ Sos (99, 100) ทําใหเกิดการทํางานของ Ras โดยเกิดการเติม

ฟอสเฟต ทําให Ras-GDP กลายเปน Ras-GTP ซึ่งไปกระตุน Raf-1 และ MAPK-1 และ MAPK-2 

(101, 102) โดยการเติมฟอสเฟตของ MAPK จะควบคุม Transcription factor ภายในนิวเคลียส 

ทําใหเกิด cell migration และ proliferation (103)  

 PI3K/Akt Pathway จะควบคุมการเกิด cell growth, Apoptosis resistance เม่ือทําการ

รักษาดวย Chemotherapy, การเกิด Tumor invasion และ migration (104) โดยการกระตุน 

PI3K ผานทางการเกิด dimer ระหวาง EGFR และ ERBB-3 โดย PI3K เปนเอนไซมที่ประกอบไป

ดวย p85 และ p110 subunit โดยp85 จะจับกับ erbB และ p110 กระตุนการเติมฟอสเฟตของ 
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Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate ซึ่งไปกระตุนโปรตีน serine/threonine kinase (105) ซึ่ง 

Akt ไปเหนี่ยวนําใหเกิดการเติมฟอสเฟตที่ Pro-caspase 9 ซึ่งจะไปยับยั้งการทํางานของ 

protease (106) และ Akt สามารถเติมฟอสเฟตที่ Bad ซึ่งเปน Pro-apoptoticในกลุมของ Bcl-2 

และ Forkhead in rhabdomyosarcoma (FKHR) (107) ซึ่งเปน Pro-apoptotic ของ 

Transcription factor ซึ่งแสดงวา Akt Pathway เปนกระบวนการหลักในการควบคุมกระบวนการ

มีชีวิตอยูของเซลลโดยผานทาง EGFR (108) 

  STAT Pathway โดย EGFR สามารถควบคุม STAT Pathway โดยผานทาง Janus 

kinase (JAK) (109, 110) ซึ่งโปรตีน STAT เปนกลุมของโปรตีนของ Cytoplasmic transcription 

factor ตัวที่สําคัญก็คือ STAT3 และ STAT5 (111) ซึ่งเกี่ยวของในโรคมะเร็ง โดยการทํางานนั้น จะ

เกิดการจับกันระหวาง Receptor tyrosine kinase กับ EGFR, ERBB2 และ Platelet-derived 

growth factor receptor ทําใหกระตุนการทํางานของ STAT3 ซึ่งทําใหเกิดมะเร็งได (76)  

Src Kinase Pathway SRC kinase มีความเกี่ยวของกับการพัฒนา และการดําเนินของ

โรคมะเร็ง (112) แตก็ยังไมทราบกลไกที่แนชัด โดย SRC เปนสมาชิกในกลุม ten-gene family 

(FYN, YES, BLK, FRK, FGR, HCK, LCK, LYN และSRMS) โดยมีหนาที่ควบคุมกระบวนการเกดิ 

cell proliferation, migration, Adhesion และ Tumor angiogenesis (113, 114) โดยการสง

สัญญาณของ Src จะเกิดการ cross-connect กัน ระหวางกระบวนการหลักๆ เชน PI3K และ 

STAT Pathway (115) 

22 



93 

 

 
ภาพท่ี 2.12 แสดง EGFR signaling pathway โดยผานทาง Jun pathway (116) 

Jun Pathway Activator protein-1 (AP-1) เปน Transcription factor ซึ่งประกอบไปดวย 

Jun, Fos, Activating transcription factor (ATF) และ Musculoaponeurotic fibrosacroma 

(Maf) protein (117) ซึ่ง AP-1 จะถูกเหนี่ยวนําโดยสารจาก Growth factors, Neurotransmitters, 

polypeptide hormone และการติดเชื้อไวรัส โดยกระตุนผานทาง MAPK cascades (118, 119) 

ทําใหไปกระตุนการทํางานของ AP-1 ซึ่งการทํางานของ AP-1 นั้นเกิดในผิวหนังช้ันหนังกําพรา ซึ่ง

จะมีผลตอการตอบสนองตอแสงแดด, รังสียูวี, การเกิดมะเร็ง, Aging และ Wound repair (119, 

120) โดย Jun protein นั้นจะมีความสําคัญในการควบคุมการเกิด Keratinocyte proliferation 

และการหลั่งไซโตไคน ซึ่งมีผลตอการอักเสบ และในโรคสะเก็ดเงินดวย อีกทั้ง Jun-amino-

terminal kinases (JNKs) จะกระตุน Jun protein ทําใหเกิดการควบคุม cell cycle progression 

เชน ยับยั้ง p53 ทําใหไมเกิด Cell cycle arrest หรือ Apoptosisดวย (121) 
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Caspase-9 (Cystine-aspartic proteases 9 หรือ Cystine-dependent aspartate-directed 

proteases 9) 

 
ภาพท่ี 2.13 แสดงการเกิด Apoptosis โดยผานทาง Death-receptor pathway และ 

Mitochondrial pathway (122) 

Apoptosis เปนรูปแบบการตายของเซลล ซึ่งเกิดข้ึนระหวางการพัฒนาของ embryo และ

ในการควบคุมสมดุลของเนื้อเยื่อ (123) กระบวนการ Apoptosis ถูกควบคุมโดยการเกิดการสง

สัญญาณของเซลล ซึ่งมี 2 กระบวนการที่สําคัญ คือ Intrinsic pathway (Mitochondrial 

pathway) ซึ่งเกิดภายในเซลล และ Extrinsic pathway (Death-receptor pathway) ซึ่งเกิด

ภายนอกเซลล โดยมีตัวกระตุน คือ Death receptor จับกับ Ligandที่จําเพาะ แตถาเปนภายใน

เซลล จะเปนการตอบสนองของเซลลตอสภาวะที่กดดัน (Stress)ตางๆ เชน Toxin, ฮอรโมน, 

Growth factor, Nitric oxide หรือไซโตไคน (124) โดยมีตัวควบคุมการเกิด Apoptosis ภายใน

เซลล ซึ่งก็คือ ไมโทคอนเดรีย เปนออรแกเนลลที่จําเปนสําหรับส่ิงมีชีวิต โปรตีนที่เกี่ยวของกับ 

apoptosis จะมีผลตอไมโทคอนเดรีย โดยทําใหไมโทคอนเดรียบวม หรือเจาะรูบนผิวเนื้อเยื่อ หรือ

เพิ่ม permeability ของเยื่อหุมไมโทคอนเดรีย ทําใหสารที่ควบคุมกระบวนการเกิด Apoptosis ร่ัว
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ออกมา และโปรตีน SMACs (Second mitochondria-derived activator of caspase) จะถูก

ปลอยออกมายังสารน้ําในเซลล ซึ่ง SMACs จะจับ และลดการทํางานของโปรตีนตานการเกิด 

Apoptosis (IAPs-Inhibitor of apoptosis protein) (125) โดยปกติแลว IAPs จะทําหนาที่กดการ

ทํางานของกลุมเอนไซม Cysteine protease คือ Caspase ซึ่งเปนเอนไซมที่ทําใหเซลล

เส่ือมสภาพ Cytochrome C ก็เปนอีกตัวหนึ่งที่ถูกปลอยออกมาจากเย่ือหุมชั้นนอกของไมโทคอน

เดรีย และทําหนาที่เปนโปรตีนควบคุมการเกิด Apoptosis (126) โดยจับกับโปรตีน Apaf-1 และ 

ATP และจับกับ Procaspase-9 กลายเปนโครงสรางเชิงซอนที่เรียกวา Apoptosome ซึ่งจะยอย 

Procaspase-9 ใหเปน Caspase-9 ซึ่งจะกระตุนการทํางานของ Caspase-3 ทําใหเกิด 

Apoptosis (127)  

Interferon inducible gene 6-16 (G1P3) 

 Interferon inducible gene 6-16 หรือ G1P3 เปนหนึ่งในยีนหลายยีน ซึ่งสามารถถูก

เหนี่ยวนําไดโดย Interferon α และ β ซึ่งจะผลิต mRNA 3 ชนิดดวยกัน (128) โดย mRNA ที่พบ

มากที่สุด จะเปล่ียนไปเปนโปรตีนขนาด 14 kDa ซึ่งก็คือโปรตีน G1P3 (129) โดยกระบวนการ

ทํางานยังไมทราบกลไกที่แนชัด (130) แตเช่ือวาผานทาง p53 pathway ซึ่งเกี่ยวของกับ

กระบวนการเกิด Apoptosis (131) โดยมีกระบวนการไปยับยั้งการเกิด Apoptosis ได 4 วิธี  

 1. The Death receptor pathway เชน Fas, Tumor necrosis factor (TNF) และ TNF-

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) โดยมี RIP (Receptor-interacting protein), c-

FLIP (Cellular-Flice-like inhibitory protein) และ FAP-1 (Fas-associated phosephatase-1) 

ไปยับยั้ง Death signal จาก Death receptor ซึ่งอยูที่ plasma membrane (107, 132) 

 2. The mitochondrial pathway โดยมีโปรตีน Bcl-2 family ซึ่งเปน anti-apoptotic ไปมี

ผลตอผิวไมโทคอนเดรีย โดยปองกันไมใหเกิด Permeability ทําใหไมเกิดการเปล่ียนแปลงความ

ตางศักย และไมเกิดการหล่ังของ Cytochrome C (133) 

 3. Inhibition of apoptosis proteins (IAPs) ซึ่งประกอบไปดวย X-linked Inhibitor of 

Apoptosis Protein (XIAP), Cellular inhibitor of apoptosis protein1 (cIAP-1) และ Cellular 

inhibitor of apoptosis protein2 (cIAP-2) จะไปยับยั้งการทํางาน และประสิทธิภาพของ 
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Caspase ตางๆ และมี Heat shock protein ก็ไปมีผลยับยั้งการทํางานของ Caspase ดวย โดยไป

เปล่ียนแปลงโครงสรางของโปรตีนตางๆ (134, 135) 

4. Degradation of chromosomal DNA ระหวางการเกิด Apoptosis โดย Inhibitor of 

caspase-activated DNase (ICAD) ไปยับยั้งการทํางานของ Caspase-activated DNase 

(CAD) และพบวา G1P3 ไปยับยั้ง Mitochondria-mediated apoptosis โดยทํางานคลายกับ 

anti-apoptotic Bcl-2 family protein ซึ่ง G1P3 นั้นจะหล่ังมากข้ึน เม่ือเปนโรคสะเก็ดเงิน หรือ

โรคมะเร็ง ทําใหเกิดการตานการ Apoptosis เซลลจึงไมหยุดการเจริญเติบโต (136, 137) 

Id1 (Inhibitor of differentiation or DNA binding-1) 

 Id-1 เปนโปรตีนชนิด helix-loop-helix ซึ่งมีกระบวนการสําคัญในการควบคุม Cell 

proliferation และการมีชีวิตอยูรอดของเซลล อีกทั้งยังเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดมะเร็ง และการ

progresstionของเซลลมะเร็งอีกดวย (138) 

 

ภาพท่ี 2.14 แสดกลไกการทํางานของ Id-1 ใน Cell proliferation signaling pathways (139) 
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Id-1 จะทําปฎิกิริยากับ RB (Regulation of cell cycle by Retinoblastoma  

protein) pathway และ MAPK pathway โดยไปยับยั้งการแสดงออกของ p16INK4a ผานทางการ

เพิ่มการเติมฟอสเฟตของโปรตีนRB (140) และกระตุนใหเซลลเกิด Cell cycle progresstion และ

ใน MAPK pathway นั้นจะเกิดการกระตุนใหเซลลเกิดการตอบสนองผานการกระตุนของ mitogen 

โดยการเติมฟอสเฟตที่ Raf  และ MEK1/2 ของ Id-1 ทําใหเซลลเกิดการ Proliferation (141)     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.15 แสดงกลไกการทํางานของ Id-1 ในกระบวนการมชีีวิตอยูรอดของเซลล (139) 

การทํางานของ Id-1 นั้นจะไปกระตุน NF-κB pathway ทําให ICAM และ Bcl-xL ซึ่งเปน 

anti-apoptotic เพิ่มมากข้ึน ทําใหเซลลไมเกิดการตายแบบ Apoptosis จึงมีชีวิตอยูรอดได ดังนั้น

การควบคุมสมดุลระหวางการเกิด Apoptosis และการเกิด Proliferation ของเซลล เปนปจจัยที่

สําคัญในการทํางานของ Id-1 (142-144)  
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E2A protein 

 
ภาพท่ี 2.16 แสดงกลไกการทํางานของ E2A  

ที่มา: http://www.nature.com/reviews/immunol. 

                E2A เปนโปรตีนในกลุมของ helix-loop-helix (145) ซึ่งยีนที่เกี่ยวของกับการสราง

โปรตีนประกอบไปดวย E2A, HEB และ E2-2 ซึ่ง E2A จะสามารถสรางโปรตีนที่สําคัญได 2 ชนิด

คือ E12 และ E47 (146) แตการทํางานยังไมทราบชัดเจน โดยพบวา E2A เกี่ยวของกับ

กระบวนการเจริญของ เซลล และการแปรรูปของเซลลหรือพัฒนาการของเซลล (Differentiation) 

เนื่องจากพบวาบริเวณที่มีการเกิดการพัฒนาการหรือการแปรรูปของเซลลจะมีโปรตีน E2A สูง 

(147) โดยการทํางานของ E2A นั้นจะไมสามารถทํางานเพียงตัวเดียวได จะตองจับกันเองระหวาง 

E2A กับ E2A ซึ่งเปนแบบ homodimer จะสามารถกระตุนใหเซลลมีการพัฒนาเกิดข้ึนได และลด

การเพิ่มจํานวนของเซลล (148) โดยไปจับตรงตําแหนงโปรโมเตอรของยีน ณ ตําแหนงจําเพาะบน

โปรโมเตอร (149) แตถาหาก E2A ไปจับกับ Id1 ซึ่งเปนแบบ heterodimer นั้น (148) จะทําใหจับ

ตรงตําแหนงของโปรโมเตอรของยีนไมได ทําใหไปยับยั้งการพัฒนาของเซลล ดังนั้นเซลลจึงมีแต

การเพิ่มจํานวนเทานั้น (149) 

28 



93 

 

บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. กลุมตัวอยางที่เกี่ยวของในการวิจยัมีดังนี ้

1.1 ตัวอยางเซลลเพาะเลีย้ง 

 1.1.1 เซลลผิวหนงั HaCaT (Human keratinocyte cell line) ทําการซ้ือมาจาก CLS cell 

line ประเทศเยอรมน ี

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

ภาพท่ี 3.1 แสดงเซลลผิวหนัง HaCaT (Human keratinocyte cell line)  

ที่มา: http://www.medchem.upol.ct/en/services.htm. 

            ในการเพาะเล้ียงเซลลชนิดนีน้ั้น จะใชอาหารเล้ียงเซลล คือ Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium/High glucose (DMEM: with 4 mM Glutamine, 4500 mg/L Glucose without 

Sodium Pyruvate) ที่มี Fetal bovine serum อยู 10 เปอรเซ็นต (v/v) และมียาปฏิชีวนะ คือ 

Penicillin 100 U และ Streptomycin 100 μg/ml แลวนําเซลลเพาะเล้ียงไปบมในตูเล้ียงเซลล

เพาะเล้ียงที่มอุีณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 

1.2 ตัวอยางของสมุนไพรไทย 

 สมุนไพรที่ใชในการศึกษานัน้ ไดรับความอนุเคราะหจากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี จงัหวดัระยอง ซึ่งผานการสกัดดวยตัวทาํละลายเอทานอล จาก

งานวิจยัของคุณวิสาข ทองระกาศ รหัส 5177105037 นิสิตหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ใน

หัวขอเร่ือง “การทดสอบหาฤทธิ์ตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทย” ซึ่งผานการพิสูจน
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ชนิดของสมนุไพรไทยโดย ศ.ดร.ทวีศักด์ิ บญุเกิด ภาควิชาพฤกษศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

มีดวยกนัทัง้หมด 3 ชนิดดังนี ้

1.2.1 ขมิ้นชนั Herbarium number คือ 013396  สวนที่ใชในการวิจัยคือ เหงา 

1.2.2 ขา Herbarium number คือ 013397  สวนที่ใชในการวิจัยคือ เหงาและแหงง 

1.2.3 นอยหนา Herbarium number คือ 013399  สวนที่ใชในการวิจัยคือ ใบ 

2. เครื่องมือที่ใชในการวจิัย 

 2.1 อุปกรณ และเครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

  BioRad Mini Protean 3    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา  

  Western transblot system   BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Gel Electrophoresis Apparatus  BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Electrophoresis power supply   BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Gel documentation (gel doc) systems  Syngene, อังกฤษ 

  Inverted microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

  Light microscope    Olympus Optical, ญ่ีปุน 

  Larminar Flow Cabinet    E.S.I. Flufrance, ฝร่ังเศส 

  6 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก 

  Vortex Mixer      FINEPCR, เกาหลีใต 

  Cell Culture Flask (25,75 cm2)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

  Centrifuge tube (15, 50 ml)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

  Disposable Serological pipette (5, 10 ml) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

  Analytical Balances    Mettler Toledo, 

สวิสเซอรแลนด 

Autopipette     GILSON, ฝร่ังเศส 

  Microcentrifuge tube (0.6 ml)   Axgen scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Microcentrifuge tube (1.5 ml)   Biologix Research  
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company, สหรัฐอเมริกา 

  Pipette tips (10,200, 1000 μl)   SorensonTMBioScience,  

Inc.,สหรัฐอเมริกา 

  Block heater     Wealtec Corp.,  

สหรัฐอเมริกา 

  CO2
 incubator     Sheldn Manufacturing,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Glassware     Pyrax, สหรัฐอเมริกา 

  Haemocytometer    Hausser Scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Incubator     Memmert, เยอรมน ี

  Water Bath     Memmert, เยอรมน ี

  -20 ºC Freezer     Sanyo Electric, ญ่ีปุน 

  4 ºC Refrigerator    Sharp, ญ่ีปุน 

  Liquid Nitrogen Tank    Taylor-Wharton,  

สหรัฐอเมริกา 

  Glass Microscope Slides   Sail Brand, จีน 

  Coverslip     German cover glasses,  

เยอรมน ี

  LSM 700 Laser Scanning Microscope  Carl Zeiss, เยอรมน ี

  Microplate Reader    Biotek, สหรัฐอเมริกา 

  Multi–Rotator Multi Bio RS-24   Biosan, สหรัฐอเมริกา 

 2.2 สารเคมทีี่ใชในการวจิัย 

     2.2.1 สารเคมีที่ใชในการเลี้ยงเซลล และการเตรียมเซลลใหเปน Model  

ของโรค 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 
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  High glucose (DMEM: with 4 mM  

  Glutamine, 4500 mg/L Glucose  

without Sodium Pyruvate) 

Penicillin-Streptomycin Solution  Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

(10,000 units/ml Penicillin/ 

10,000 μg/ml Streptomycin) 

Fetal Bovine Serum (FBS)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

EDTA-Trypsin 0.25% (1X)   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate Buffered Saline   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

(PBS: without calcium without magnesium  

Recombinant Human TNF-α   PeproTech, สหรัฐอเมริกา 

Recombinant Human IFN-γ   PeproTech, สหรัฐอเมริกา 

Dimethyl Sulphoxide (DMSO)   Merck, เยอรมน ี

Trypan Blue Stain 0.4%   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

      2.2.2 สารเคมีที่ใชในการทดสอบสารสกัดสมนุไพรตอการแสดงออกของ

โปรตีน 

Tris, Ultra Pure     Research organc,  

สหรัฐอเมริกา 

  Sodium chloride    Merck, เยอรมน ี

  Serva Blue G Dye    Applichem 

  Nonidet P 40     Biobasic, แคนาดา 

  Bovine serum albumin    PAA, ออสเตรีย 

  85% Phosphoric acid    Merck, เยอรมน ี

  Methanol     Merck, เยอรมน ี

  Triton X-100     Sigma, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate Buffered Saline   Hyclone, สหรัฐอเมริกา 
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(PBS: without calcium without magnesium 

Hoechst 33258     Sigma, สหรัฐอเมริกา 

Dithiothreitol (DTT)    Biobasic, แคนาดา 

  Phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF)  USB, สวิตเซอรแลนด 

  30% Acrylamide and Bis-Acrylamide  BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  solutions 

  Ammonium persulfate    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Sodium Luaryl Sulfate    Ajax Finechem, ออสเตรเลีย 

  (Sodium Dodecyl Sulphate) SDS 

  N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine  Sigma Aldrich,  

  (TEMED) 

  Glycine, USP grade    Research organic,  

สหรัฐอเมริกา 

  Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate Biobasic, แคนาดา 

  (Tween 20) 

  2-mercaptoethanol    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

  Glycerol     Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 

  Spectra™ Multicolor Broad Range   Fermentas, แคนาดา 

Protein Ladder  

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody  Cell signaling, แคนาดา 

  Anti-goat IgG, HRP-linked Antibody  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (Id1)  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (E2A)  Santa Cruz Biotechnology,  
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        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (GAPDH)  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Rabbit polyclonal antibody (EGFR)  Cell signaling, แคนาดา 

  Rabbit polyclonal antibody (Caspase 9) Cell signaling, แคนาดา 

  Goat polyclonal antibody (G1P3)  Santa Cruz Biotechnology,  

        สหรัฐอเมริกา 

  Anti-rabbit IgG, Alexa Fluor® 555 Conjugate Cell signaling, แคนาดา 

SuperSignal West Femto   Thermo scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Maximum Sensitivity Substrate 

  SuperSignal West Pico    Thermo scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

  Chemiluminescent Substrate  

  Kodak BioMaK light film   Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 

  Kodak processing chemicals   Sigma Aldrich,  

สหรัฐอเมริกา 
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3. วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ EGFR, Id1, Caspase 9, E2A และ G1P3 ดวย

เทคนิค Western blot 

3.1.1 การเตรียม Cell culture เพื่อใชในการศึกษา 

 เพาะเล้ียงเซลล HaCaT ดวย Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) ที่ผสมกับ fetal bovine serum 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 

100 U และ Streptomycin 100 μg/ml โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต แลวทําการ Seed cell จํานวน 3x106 

เซลลตอจานเพาะเล้ียงขนาด 15x60 มิลลิเมตร โดยมปีริมาตรรวมเทากับ 4 มิลลิลิตร แลวนําเซลล

มาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นตเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนัน้นาํเซลลมากระตุนดวย TNF-α 10 ng/ml และIFN-γ 10 

ng/ml เพื่อทาํใหเซลลเปน In vitro model ของโรคสะเก็ดเงนิ แลวนาํเซลลมาบมในตูอบเซลล

เพาะเล้ียงที่มอุีณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

3.1.2 การนาํเซลล HaCaT มาทดสอบกับสารสกัดจากสมุนไพรไทย 

 นําเซลลที่ถกูกระตุนมาทดสอบกับสารสกดัสมุนไพรไทย ดังนี ้ชุดที ่1 อาหารเล้ียงเซลล 

(Negative control) ชุดที่ 2 สารสกัดสมุนไพรไทย 3 ชนิดจากตัวทําละลายเอทานอล ประกอบดวย 

1) ขาที่ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 2) 

ขมิ้นที่ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) 3) 

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) ชุด

ที่ 3 DMSO 0.0063 เปอรเซ็นตในอาหารเล้ียงเซลล สําหรับขา และนอยหนา 0.0067 เปอรเซ็นตใน

อาหารเล้ียงเซลล สําหรับขมิ้น ซึง่มีปริมาตรสุดทายเทากบั 4 มิลลิลิตร โดยนําเซลลมาบมในตูอบ

เซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปน

เวลา 48 ชั่วโมง 
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3.1.3 การสกดัโปรตีนจากเซลลเพาะเลีย้ง โดยการใช Nonidet-P40 (NP-40) lysis buffer 

 หลังจากครบเวลาที่กําหนดแลวทําการสกดัโปรตีนดวยการใช Nonidet-P40 (NP-40) 

lysis buffer โดยการนําจานเพาะเล้ียงออกมจากตูอบเซลลเพาะเล้ียง ทาํการดูดอาหารเล้ียงเซลล 

และสารสกัดสมุนไพรออกใหหมด แลวทําการลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรเยน็บนน้ําแข็งจาํนวน 

2 คร้ัง จากนัน้เติม Nonidet-P40 (NP-40) lysis bufferที่เย็น 200 ไมโครลิตร ขูด(Scrape)เซลลบน

น้ําแข็งออกจากจานเพาะเล้ียงเซลลใหหมดโดยใชที่ขูดเซลล(Scraper) จากนั้นดูดเซลลทั้งหมด

จากจานเพาะเล้ียงใสหลอดทดลองที่เยน็ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนาํไปผสมใหเขากันดวยเคร่ือง 

Orbital shaker ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปปนทีค่วามเร็ว 12000 

rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี แลวทาํการดูดสวนใสทัง้หมดที่ไดใสหลอด

ทดลองใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําโปรตีนที่ไดจากการสกัดจากเซลลเพาะเล้ียงไปวัดความเขมขน

ของโปรตีนดวยวิธ ีBradford Protein Assay หรือนาํไปเก็บที่อุณหภูม ิ-20 หรือ -80 องศาเซลเซยีส 

3.1.4 การวัดความเขมขนของโปรตีน ดวยวธิี Bradford Protein Assay 

 วิธี Bradford Protein Assay เปนวิธีที่ใชหาปริมาณโปรตีน โดยใชความสัมพันธระหวาง

ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) กับคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยการเตรียมสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของการวัดความเขมขน

ของโปรตีน โดยใชผง Bovine serum albumin (BSA) ผสมกับน้าํที่ความเขมขนเร่ิมตนคือ 1 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร แลวความเขมขนสุดทายคือ 1.95 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งทําเปน Serial 

dilution ทั้งหมด 10 ความเขมขนดวยกนั สําหรับการวัดความเขมขนของโปรตีนนัน้จะทําการดูด

โปรตีน 2 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํา Milli-Q 98 ไมโครลิตร เติมน้ํายา Bradford Working Buffer ลงไป 

1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวต้ังทิง้ไว เปนเวลา 10 นาททีี่อุณหภูมหิอง เมื่อครบเวลาแลวทําการ

ผสมใหเขากนั แลวดูดมา 150 ไมโครลิตร ใสจาน 96 หลุม นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 595 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate Reader (ภาพที่ 3.2) คํานวณหาคาความเขมขนของ

โปรตีนจาก Standard curve และคูณดวย Dilution factor กับความเขมขนของโปรตีนที่คํานวณ

ได 
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ภาพท่ี 3.2 Microplate Reader  

ที่มา: http://www.genengnews.com/more/keyword/assay-development/8/25/ 
3.1.5 การแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุล (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis SDS-PAGE) 

 เปนวธิีการแยกโปรตีน โดยอาศัยความแตกตางของขนาดโปรตีน (Molecular weight) 

โดยมีหลักการคือ โปรตีนจะถูกทาํใหเสียสภาพ จากการไปทําลายพนัธะไดซัลไฟดของโปรตีน จาก

สาร 2-mercaptoethanol เม่ือนําโปรตีนไปใหความรอนที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาทีนัน้ 

และโปรตีนทัง้หมดจะถกู Sodium dodecyl sulfate (SDS) ที่มีคุณสมบัติเปน detergent และมี

ประจุลบจับอยางหนาแนน ทําใหโปรตีนทัง้หมดมีประจุลบ โดยโปรตีนจะเสียสภาพจากรูปรางทรง

กลมไปอยูในสภาพเหยียดตรง จากนั้นโปรตีนที่มีประจุลบจะเคล่ือนที่ไปหาข้ัวไฟฟาที่มีประจุบวก 

โดยการเคลื่อนที่ของโปรตีนนั้นจะอาศัยความแตกตางของนํ้าหนักโมเลกุลเพียงอยางเดียว (ภาพที่ 

3.3) 

 โดยการเตรียม 5 เปอรเซน็ตเจล สําหรับ Stacking gel, 10 เปอรเซ็นตเจล สําหรับ 

Separating gel ของโปรตีน Caspase 9, E2A, EGFR และ GAPDH และ 18 เปอรเซ็นตเจล 

สําหรับ Separating gel ของโปรตีน Id1 และ G1P3 แลวทําการเตรียม Sample เพื่อใสลงใน

เคร่ืองสําหรับ Run SDS-PAGE โดยทาํการผสม Sample กับ Laemmli sample buffer ใน

อัตราสวน 1:1 แลวนําไป incubateที่ 95ºC เปนเวลา 5 นาที จากนัน้หยอดโปรตีนปริมาณ 20 μg  

บนเจลที่เตรียมไวเพื่อแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุล โดยใชกระแสไฟฟาดวยความตางศักย 90 

โวลต เปนเวลา 30 นาท ี และ ความตางศักย 120 โวลตเปนเวลา 120 นาที สําหรับโปรตีน 
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Caspase 9, E2A, EGFR และ GAPDH ที่ความตางศักย 70 โวลต เปนเวลา 30 นาท ีและ ความ

ตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 120 นาที สําหรับโปรตีน Id1 และ G1P3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

ภาพท่ี 3.3 การแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุล (SDS-PAGE)  

ที่มา: http://www.molecularstation.com/sds-page-gel-electrophoresis/. 

3.1.6 การถายโอนโปรตีนจากเจลสูแผนเมมเบรน (Immunoblotting) 

 เปนการถายโอนโปรตีนจากแผนเจลที่ผานการแยกดวยวธิี SDS-PAGE ลงสูแผนเมมเบรน

ที่มีประจุบวก คือ Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane หรือ Nitrocellulose membrane

โดยใชวิธ ีWet tank ซึ่งเปนการยายโปรตีนโดยอาศัยบัฟเฟอรเปนตัวชวย (ภาพที่ 3.4) 

 

38 



93 

 

 
 

ภาพท่ี 3.4 การถายโอนโปรตีนจากแผนเจลสูแผนเมมเบรน  

ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot. 
ทําการตัดแผน PVDF membrane ใหไดขนาดตามที่ตองการ จากนั้นทําการ Activate 

membrane โดยการแชใน Absolute methanol เปนเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลานําไปแชใน 

Transfer buffer ที่เย็นที่เตรียมไว จากนั้นทําการลอกแผนเจลออกมาจากกระจก แลวแชดวย 

Transfer buffer ที่เย็นเชนกัน ทําการประกบเจล และ membrane ดวยตลับประกบ โดยวางวัสดุ

จากข้ัวลบ(ดํา) ไปบวก(แดง) ตามลําดับ ดังนี้ ฟองน้ํา, กระดาษกรอง, แผนเจล, แผน PVDF 

membrane, กระดาษกรอง และฟองน้ํา จากนั้นเติม Transfer buffer ใหทวมตลับประกบ แลวทํา

การปดฝาแท็งก วางไวในภาชนะท่ีหลอดวยน้ําแข็งโดยรอบ แลวทําการถายโอน โดยใช

กระแสไฟฟาที่คงที่ที่ 150 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 2 ชั่วโมง สําหรับโปรตีน Caspase 9, E2A, 

G1P3 Id1และ GAPDH เปนเวลา 3 ชั่วโมง สําหรับโปรตีน EGFR เมื่อครบเวลาแลวนําแผนเมม

เบรนมาแชดวย TBS-T เปนเวลา 5 นาที สวนแผนเจลที่ถายโอนโปรตีนเสร็จแลวสามารถนํามา

ตรวจสอบวามีการถายโอนโปรตีนไปจนหมดแลว ดวยการนํามายอมสี Coomassie blue 

3.1.7 การปองกันการเกิดการจับของโปรตีนที่ไมจาํเพาะบนแผนเมมเบรน (Blocking) 

 การ Blocking เปนการปองกันการเกดิการจับของโปรตีนที่ไมจําเพาะบนแผนเมมเบรน 

ดวยการใช blocking buffer คือ 5 เปอรเซ็นต non-fat dry milk ละลายใน TBS-T โดยโปรตีนนีจ้ะ

ไปจับอยูบนพืน้ทีว่างของเมมเบรน ยกเวนบริเวณที่มีโปรตีนที่จําเพาะจับอยู โดยการนาํแผนเมม

เบรนไปแชอยูใน blocking buffer แลวนําไปเขยาเบาๆ บนเคร่ืองเขยา (Rotator) เปนเวลา 1 

39 



93 

 

ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวนาํแผนเมมเบรนมาลางดวย TBS-T ดวยการแชเมมเบรนใน TBS-T 

จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาท ี

3.1.8 การติดตามผล (Detection) 

 ในข้ันตอนการติดตามผลนั้น เราจะใชวธิี Two steps detection (ภาพที่ 3.5) โดยใช 

Primary antibody เขาไปจับกับโปรตีนที่จําเพาะ ซึง่เปนโปรตีนที่สนใจ โดยแตละโปรตีนอาจใช

อัตราสวนที่แตกตางกนั ดังนี้ สําหรับ anti-GAPDH, anti-Caspase 9, anti-EGFR ใชอัตราสวน 

1:10000 สําหรับ anti-E2A ใชอัตราสวน 1: 4000 และสําหรับ anti-Id1, anti-G1P3 ใชอัตราสวน 

1: 2000 ซึ่งจะละลายอยูใน Tris-Buffered Saline Tween-20 (TBS-T) โดยจะนาํแผนเมมเบรนมา

แชเปนเวลา 1 ชั่วโมง สําหรับ anti-GAPDH, anti-Id1, anti-G1P3 และ anti-E2A และแชเปนเวลา

ขามคืนสําหรับ anti-Caspase 9 และ anti-EGFR เมื่อครบเวลาแลวทาํการลางแผนเมมเบรนเพ่ือ

นําเอาแอนติบอดีสวนเกนิออกดวย TBS-T จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15-30 นาท ีจากนั้นข้ันตอไปจะ

ใช Secondary antibody เขามาจับ Primary antibody คือ anti-rabbit และ anti-goat ที่ติดฉลาก

ดวยเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) โดยใชอัตราสวน 1:10000 สําหรับจับกับ anti-

GAPDH, anti-Caspase 9 และ anti-EGFR อัตราสวน 1:8000 สําหรับจับกบั anti-E2A และ

อัตราสวน 1:3000 สําหรับจับกับ anti-Id1 และ anti-G1P3 ซึ่งจะละลายอยูใน TBS-T โดยจะนาํ

แผนเมมเบรนมาแชเปนเวลา 45 นาท ี เมื่อครบเวลาแลวทําการลางแอนติบอดีสวนเกินออกดวย 

TBS-T จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15-30 นาท ี

 
 

ภาพท่ี 3.5 การติดตามผลดวยวิธ ีTwo steps detection  

ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot. 
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3.1.9 การวิเคราะหผล (Analysis) 

การวิเคราะหผลนั้น เราจะใชวิธี Chemiluminescent detection ( ภาพที ่ 3.6) ซึ่งเปน

วิธีการติดตามการเรืองแสง โดยการใช Substrate ซึ่งจะถกูยอยดวยเอนไซมที่ติดฉลากอยูบน 

Secondary antibody ซึ่ง Substrate ที่ใช คือ SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate โดยใส substrate แลวทิ้งไวประมาณ 1-5 นาท ี จากนัน้ติดตามการเรืองแสงโดยการ

นําไปถายภาพดวยเคร่ืองถายภาพเจล (Gel documentation) หรือนําแผนเมมเบรนไปประกบฟลม 

จากนั้นทําการลางฟลมดวยการแชลงในน้าํยา Develop ที่เจอืจางแลวดวยน้ําประมาณ 2 นาท ี

จากนั้นลางฟลมในน้าํประมาณ 1 นาที แลวแชฟลมลงในน้ํายา Fixer ที่เจอืจางแลวดวยน้ํา

ประมาณ 3 นาที แลวลางฟลมในน้าํประมาณ 1 นาที เมื่อครบเวลาแลวทาํการตากฟลมใหแหง ซึง่

ทุกข้ันตอนนัน้ตองทําในทีม่ดื หามมีแสงเด็ดขาด เนื่องจากแสงอาจทาํปฏิกิริยากับฟลมได 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3.6 Chemiluminescent detection  

ที่มา:http://www.biorad.com 
3.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของดวยเทคนิค Immunocytochemistry และใชกลอง

จุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

3.2.1 การเตรียม Cell culture เพื่อใชในการศึกษา 

 เพาะเล้ียงเซลล HaCaT ดวย Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) ที่ผสมกับ fetal bovine serum 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 
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100 U และ Streptomycin 100 μg/ml โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซยีส และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต แลวทําการ Seed cell ใสใน 6 well 

cell culture plate ซึ่งใส Coverslip ไวเรียบรอยแลว จาํนวน 3x106 เซลลตอหลุม โดยมีปริมาตร

รวมเทากับ 2 มิลลิลิตร แลวนาํเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มอุีณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นตเปนเวลา 18-24 ชัว่โมง จากน้ันนาํเซลลมากระตุนดวย 

TNF-α 10 ng/ml และIFN-γ 10 ng/ml เพื่อทําใหเซลลเปน in vitro model ของโรคสะเก็ดเงนิ 

แลวนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงที่มีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซ

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3.2.2 การนาํเซลล HaCaT มาทดสอบกับสารสกัดจากสมุนไพรไทย 

 นําเซลลที่ถกูกระตุนมาทดสอบกับสารสกดัสมุนไพรไทย ดังนี้ ชุดที ่ 1 อาหารเล้ียงเซลล 

(Negative control) ชุดที ่ 2 สารสกัดจากนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลที่ความเขมขน 

0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) ซึ่งมีปริมาตรสุดทายเทากับ 

2 มิลลิลิตร โดยนําเซลลมาบมในตูอบเซลลเพาะเล้ียงทีม่ีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส และมีกาซ

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3.2.3 การวิเคราะหระดับโปรตีนดวยวิธี Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศน

แบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

 Immunocytochemistry (ภาพที่ 3.7) เปนวิธีการนําความจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี

กับโปรตีนที่ตองการกับกลองจุลทรรศนมารวมกัน เพื่อศึกษาตําแหนงของโปรตีน หรือเปรียบเทียบ

ปริมาณของโปรตีนที่ตองการ โดยทําการติดฉลากแอนติบอดีดวยสีฟลูออเรสเซนตที่ตองการ 
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ภาพท่ี 3.7 หลักการของเทคนิค Immunocytochemistry  

ที่มา: http://www.wellesley.edu/Biology/Concepts/Html/antibodystaining.html. 

ในการวิเคราะหผลนัน้ เราจะทําการวิเคราะหโดยนาํตัวอยางไปดูภายใตกลองจุลทรรศน

แบบสองกราดดวยเลเซอร (Confocal Laser scanning microscopy) ซึ่งจะใชลําแสงในการสอง

ไปที่วัตถทุี่ตองการจะศึกษา และอาศัยการสะทอนกลับของลําแสง โดยใชตัวรับสัญญาณรับภาพที่

เกิดจากการสะทอน โดยกอนที่แสงจะกระทบกับวัตถุที่ตองการศึกษา จะตองผานเลนสทีท่าํให

ลําแสงมีชวงโฟกัสที่แคบลง และมีความสามารถในการทะลุทะลวง จึงสามารถเหน็ภาพไดในแนว

ลึก โดยหลักการของกลองจลุทรรศนแบบสองกราดดวยเลเซอรนั้น (ภาพที่ 3.8) คือ การใช Point 

illumination และ Pinhole ในการรวมแสงที่ดานหนาของตัว Detector เพื่อกําจัดสัญญาณที่อยู

นอกโฟกัส ลําแสงเปนแสงฟลออเรสเซนตที่อยูใกลๆ กับ Focal plane ทําใหสามารถจับภาพได

อยางคมชัดโดยเฉพาะตัวอยางที่อยูในที่ลึกลงไป แสงฟลูออเรสเซนตที่ออกจากตัวอยางจะมี

ปริมาณมากซ่ึงจะถกูสกัดโดย Pinhole เพื่อเพิม่ความละเอียดเปนเหตุใหลด Signal intensity 

ดังนัน้ ในบางคร้ังอาจมปีญหาภาพไมชดัเนื่องจากการรบกวนโดยแสงที่สะทอนจากตัวอยาง จึง

ตองทิ้งเวลาสองบริเวณนัน้เปนเวลานานข้ึน 
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ภาพท่ี 3.8 หลักการของกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยเลเซอร  

ที่มา: http://www.ifr.ac.uk/materials/fractures/Confocal_microscopy.html. 

เม่ือบมเซลลจนครบเวลาแลว ทําการดูดสารสกัดจากนอยหนา และอาหารเล้ียงเซลลออก

จากจานเพาะเล้ียงเซลล จากนั้นลางเซลลดวย PBS เย็นจํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เมื่อครบ

เวลาแลวจึง Fix เซลลดวย Absolute methanol ที่แชใน -20 องศาเซลเซียสกอนการทดลอง โดยใส 

Absolute methanol ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาแลวลางเมทานอ

ลออกดวย PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้นใส 

5%BSA และ0.5% Triton X-100 ซึ่งละลายใน PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 1 

ชั่วโมง แลวลางดวย PBS เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ใส 

Primary antibody ในอัตราสวน 1:500 สําหรับ anti-Id1 และอัตราสวน 1: 2000 สําหรับ anti-

Caspase 9 และ anti-EGFR ที่ละลายใน 1% BSAใน PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 

2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวจึงลางแอนติบอดีสวนเกินออกดวย PBS เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

จํานวน 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ใส Secondary antibody ลงไป ซึ่งเปน Anti-rabbit ที่ติดฉลากดวยสี

ฟลูออเรสเซนต  Alexa Fluor® 555 ซึ่งจะทําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 555 นาโนเมตร และ

ปลดปลอยพลังงานออกมาที่ความยาวคล่ืน 565 นาโนเมตร โดยทําการใส Secondary antibody 
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ในอัตราสวน 1: 1000 สําหรับจับกับ anti-Id1 และอัตราสวน 1: 4000 สําหรับจับกับ anti-

Caspase 9 และ anti-EGFR ในปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลุม เปนเวลา 45 นาทีในที่มืด จากนั้นทํา

การลางแอนติบอดีสวนเกินออกดวย PBS เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร จํานวน 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที

ในที่มืด  

เมื่อครบเวลาแลวทําการยอมสีดวย Hoechst 33258 ซึ่งสีนี้จะเขาไปจับดีเอ็นเอ โดย

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร และทําการปลดปลอยพลังงานออกมาที่ความยาว

คล่ืน 461 นาโนเมตร จึงทําใหเห็นการเรืองแสงที่ดีเอ็นเอ โดยใส Hoechst 33258 ที่ความเขมขน 2 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรใน PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เปนเวลา 15 

นาทีในที่มืด จากนั้นลางสีที่เปนสวนเกินออกดวย PBS เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จํานวน 5 คร้ัง 

คร้ังละ 5 นาทีในที่มืด เม่ือครบเวลาแลวทําการคีบ Coverslip ออกมาวางไวบนแผนสไลด แลวทา

บริเวณรอบๆ Coverslip ดวยน้ํายาทาเล็บ จากนั้นนําไปดูดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวย

แสงเลเซอร 

4. วิเคราะหผล 

               การทดสอบทัง้หมด จะยอมรับวามีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิเมื่อคา P-

value นอยกวา 0.05 (ความม่ันใจ 95 เปอรเซ็นต) โดยใช student’s t-test และใชโปรแกรม 

Microsoft Office Excel เวอรชั่น 2007 ในการแสดงผลเปนรูปตาราง และกราฟ (Microsoft, 

สหรัฐอเมริกา) 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Epidermal growth factor receptor (EGFR) ดวย

วิธี Western blot 

               ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมนุไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ EGFR เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน EGFR ไดอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดัง

ภาพที ่4.1 และภาพที่ 4.2 
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ภาพท่ี 4.1 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 

EGFR 175 kDa
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ภาพท่ี 4.2 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated      =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO           =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50         =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50            =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50            =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.3 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 

EGFR 175 kDa
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ภาพท่ี 4.4 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.5 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขมิ้น จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.6 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 

μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ E2A ดวยวิธี Western blot 

               ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมนุไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ E2A เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

สมุนไพรไทยจากขมิ้น, ขา และนอยหนาทีค่วามเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 มีการ

แสดงออกที่ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดังภาพที ่4.7 ถึงภาพที่ 

4.12 

 
 

ภาพท่ี 4.7 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.8 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.9 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 

(3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.10 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) 

และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50  
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ภาพท่ี 4.11 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขมิ้น จากตัวทาํละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.12 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน E2A ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) 

และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Inhibitor of differentiation or DNA binding-1 

(Id1) ดวยวธิ ีWestern blot 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Id1 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Id1 ไดอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P < 0. 05) แสดงดังภาพ

ที่ 4.13 และภาพที่ 4.14 

 
ภาพท่ี 4.13 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.14 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

     สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50  
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ภาพท่ี 4.15 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 

(3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.16 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Id1ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขาจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) 

และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.17 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดขมิ้น จากตัวทาํละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.18 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับสาร

สกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) 

และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.4 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยท่ีมี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Interferon inducible gene 6-16 (G1P3) 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ีผล

ตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ G1P3 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

สมุนไพรไทยจากขมิ้น, ขา และนอยหนาทีค่วามเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 มีการ

แสดงออกที่ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดังภาพที ่4.19 ถึงภาพที ่

4.24 

 

 
ภาพท่ี 4.19 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.20 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.21 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.22 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.23 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดขมิ้น จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 

0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.24 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน G1P3 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบกับ

สารสกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 

μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0067%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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4.5 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Caspase 9 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยที่

มีผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Caspase 9 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย 

TNF-α และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทาํ

ละลายเอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

จากนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 

μg/ml) สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 แบบ Full lenght ไดอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P < 0.05) และสารสกัดจากนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 

(6.3 μg/ml) สามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 แบบ Active form ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ภาพที ่4.25 และภาพที ่4.26 
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ภาพท่ี 4.25 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 

(1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวธิี Western 

blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.26 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบ

กับสารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 

(3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธ ีWestern blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.25IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบันอยหนาที ่

ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.27 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดขา จากตัวทาํละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0063% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขาที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.28 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบ

กับสารสกัดขาจากตัวทาํละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 

μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50  =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.25 IC50 

0.5IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50   =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขาที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.29 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดขมิ้น จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.675 

μg/ml), 0.5IC50 (3.35 μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

1 = เซลลที่ไมถูกกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

2 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

3 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับ 0.0067% DMSO  

4 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.25 IC50 

5 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน 0.5 IC50 

6 = เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับขมิ้นที่ความเขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.30 กราฟผลการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล HaCaT เมื่อทดสอบ

กับสารสกัดขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอลความเขมขน 0.25IC50 (1.675 μg/ml), 0.5IC50 (3.35 

μg/ml) และ IC50 (6.7 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot 

Unstimulated  =  เซลลที่ไมถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

Stimulated      =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัด 

สมุนไพรไทย 

DMSO         =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบั 0.0063%  

DMSO  

0.25IC50       =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.25 IC50 

0.5IC50            =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน 0.5 IC50 

IC50           =  เซลลที่ถกูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกบัขมิ้นที่ความ 

เขมขน IC50 
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ภาพท่ี 4.31 (A) โปรตีนตัวอยางทีน่ํามาแยกบน SDS-PAGE และยอมดวยสี Coomassie 

brilliant blue G แสดงใหเหน็วา ปริมาณโปรตีนที่นาํมา load นั้นมีปริมาณไมแตกตางกนั 

  (B) Broad Range Protein Molecular Weight Markers 

A B 
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4.6 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Epidermal growth factor receptor (EGFR) ดวย

วิธี Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

               ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมนุไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ EGFR เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน EGFR ได แสดงดังภาพที ่4.32 
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ภาพท่ี 4.32 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน EGFR ในเซลล HaCaT 

เมื่อทดสอบกบัสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 

μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี 

Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

Untreat      = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

0.25IC50     = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.25 IC50 

0.5IC50       = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.5 IC50 

IC50        = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน  

         IC50 

 

81 



93 

 

4.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Inhibitor of differentiation or DNA binding-1 

(Id1) ดวยวธิIีmmunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Id1 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทําละลาย

เอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัดจาก

นอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Id1 ไดแสดงดังภาพที ่4.33 
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ภาพท่ี 4.33 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Id1 ในเซลล HaCaT เมื่อ

ทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 (1.575 μg/ml), 

0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวิธี Immunocytochemistry 

และใชกลองจลุทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

Untreat      = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

0.25IC50     = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.25 IC50 

0.5IC50       = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.5 IC50 

IC50        = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน  

         IC50 
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4.8 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มี

ผลตอการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Caspase 9 ดวยวธิ ีImmunocytochemistry และ

ใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยทีม่ี

ผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนของ Caspase 9 เมื่อทดสอบในเซลล HaCaT ที่ถกูกระตุนดวย 

TNF-α และ IFN-γ เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดสอบกับสารสกัดขมิ้น, ขา และนอยหนาจากตัวทาํ

ละลายเอทานอลที่ความเขมขน 0.25 IC50, 0.5 IC50 และ IC50 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา สารสกัด

จากนอยหนาที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 

μg/ml) สามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ไดแสดงดังภาพที่ 4.34 
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ภาพท่ี 4.34 แสดงผลการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน Caspase 9 ในเซลล 

HaCaT เมื่อทดสอบกับสารสกัดนอยหนา จากตัวทําละลายเอทานอล ความเขมขน 0.25IC50 

(1.575 μg/ml), 0.5IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยวธิี 

Immunocytochemistry และใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราดดวยแสงเลเซอร 

Untreat      = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และไมทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย 

0.25IC50     = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.25 IC50 

0.5IC50       = เซลลทีถู่กกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาทีค่วามเขมขน  

         0.5 IC50 

IC50        = เซลลทีถ่กูกระตุนดวย TNF-α และ IFN-γ และทดสอบกับนอยหนาที่ความเขมขน  

          IC50 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพร

ไทยทีม่ีผลตอการแสดงออกระดับโปรตีนทีเ่กี่ยวของกับการเพิ่มจาํนวนของเซลล การแปรรูปของ

เซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลพบวา สารสกัดจากใบนอยหนา สามารถลดการ

แสดงออกของโปรตีน EGFR ที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ 

IC50 (6.3 μg/ml) และ Id1 ที่ความเขมขน 0.25 IC50 (1.575 μg/ml), 0.5 IC50 (3.15 μg/ml) และ 

IC50 (6.3 μg/ml) ได อีกทั้งสามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 ที่ความเขมขน 0.5 

IC50 (3.15 μg/ml) และ IC50 (6.3 μg/ml) ได นั่นแสดงวาสารสกัดจากนอยหนามฤีทธิ์ในการตาน

โรคสะเก็ดเงนิที่เกี่ยวของกบักระบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล การแปรรูปของเซลล และการตาย

แบบอะพอพโทสิสของเซลลได 

อภิปรายผลการวิจัย 
การทดสอบฤทธิ์ตานโรคสะเก็ดเงนิของสารสกัดสมุนไพรไทยนัน้ ผูวิจยัไดทําการ

ทดสอบในเซลลเพาะเล้ียง คือเซลล HaCaT เปนเซลลเพาะเล้ียงผิวหนงัมนษุยที่มีอัตราการแบงตัว

ที่เร็วกวาปกติคลายกับผิวหนังของผูปวยโรคสะเกด็เงิน จึงเปนเซลลทีน่ิยมใชเปน In vitro model 

สําหรับการศึกษาในโรคนี้ โดยผูวิจัยใชเซลล HaCaT เพื่อใชในการศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพร

ไทยที่ออกฤทธิ์ตานโรคสะเก็ดเงินในการแสดงออกระดับโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนเซลล 

การแปรรูปของเซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล  อีกทั้งผูวิจัยทําการกระตุนเซลลดวย 

TNF-α และ IFN-γ (40, 50) ซึ่งเปนไซโตไคนที่ทาํใหเกิดการอักเสบข้ึน โดยไซโตไคนนี้จะไป

กระตุน adhesion molecules เชน ICAM-1, V-CAM-1 หรือ E-selectin ไปเรียกให T cell มาใน

บริเวณนี ้ กอใหเกิดการอักเสบ การเปล่ียนแปลงของหลอดเลือด และเกิดการแบงตัวเพิม่จํานวน

ของเซลล keratinocyte ผิดปกติ และพบวามีปริมาณสูงในผูปวยโรคสะเก็ดเงนิ โดยทําการทดสอบ

สารสกัดสมุนไพรไทย ซึง่ประกอบไปดวย ขา ขมิน้ และนอยหนา เปนเวลา 48 ชัว่โมง ปกติแลว

เซลล HaCaT จะใชเวลาในการแบงตัวประมาณ 16 ชั่วโมง ผูวิจยัจึงคาดวานาจะครอบคลุมเวลาที่
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ใชในกระบวนการแบงตัวของเซลล กอนหนานีม้ีรายงานของคุณวิสาข ทองระกาศ ซึ่งเกีย่วกบั 

TGF-α ซึ่งเปน growth factor ฃนิดหนึง่ ซึ่งอยูในกลุมของ EGF family วามหีนาที่หลักในการ

ควบคุมการพฒันา และการเพ่ิมจํานวนของเซลลผิวหนงั (150) ซึ่ง TGF-α นั้นเพิม่สูงข้ึนในผูปวย

โรคผิวหนงัที่มลัีกษณะการเพิ่มจํานวนเซลลผิวหนังที่สูงข้ึน รวมทั้งในโรคสะเก็ดเงินดวย (151, 152

) พบวาสารสกัดจากขาเทานั้นที่สามารถยับยั้งการแสดงออกของ TGF-α ทัง้ในระดับ mRNA และ

โปรตีนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ( P< 0.05)  ทําใหผูวิจัยสนใจที่จะใชสารสกัดสมนุไพรไทยมา

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกีย่วของกับกระบวนการเพิม่จํานวนของเซลล การแปรรูปของ

เซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล อันประกอบไปดวยโปรตีน EGFR, Id1, Caspase 

9, E2A และ G1P3 

จากผลการวิจยัพบวา สารสกัดจากนอยหนาในตัวทาํละลายเอทานอล มีฤทธิ์

ตานโรคสะเกด็เงินในระดับโปรตีน ซึ่งเกีย่วของกับกระบวนการเพ่ิมจาํนวนของเซลล การแปรรูป

เซลล และการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล พบวาสารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอทานอล

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน EGFR และ Id1 ได อีกทั้งยังสามารถเพ่ิมการแสดงออกของ

โปรตีน Caspase 9 ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P< 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 5.1 แสดงกลไกการทํางานของ EGFR เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดนอยหนา 

ดัดแปลงมาจาก: http://knol.google.com/ 

89 



93 

 

 สารสกัดจากนอยหนาในตัวทําละลายเอทานอลสามารถลดการแสดงออกของโปรตีน 

EGFR ได จึงมีผลทําให การจับกันของ GRB2 และ SOS ลดลง และทําใหเกิด Phosphorylation 

ลดลง เกิดการสงสัญญาณผานทาง MAPK pathway ลดนอยลง สงผลใหเกิดการแบงตัวเพิ่ม

จํานวนลดลง เซลลเกิดการแปรรูปมากข้ึน และเกิดการตานการตายแบบอะพอพโทสิสลดนอยลง

ในโรคสะเก็ดเงิน 

ภาพท่ี 5.2 แสดงกลไกการทํางานของ Id1 เมื่อทาํการ treat ดวยสารสกัดนอยหนา (139) 

และสารสกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอล สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Id1 ได 

โดยไปลดการสงสัญญาณผานทาง MAPK pathway ดวยเชนกัน ทาํใหเซลลเกิดการแบงตัวเพิม่

จํานวนลดนอยลง เกิดการแปรรูปมากข้ึน และเกิดการตานการตายแบบอะพอพโทสสิลดนอยลงใน

โรคสะเก็ดเงนิ 
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ภาพท่ี 5.3 แสดงกลไกการทํางานของ Caspase 9 เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดนอยหนา (122) 

ในดานการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลลพบวา สารสกัดนอยหนาจากตัวทาํละลายเอ

ทานอล สามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Caspase 9 แบบ active form ได นัน่แสดงวาสาร

สกัดนอยหนาจากตัวทําละลายเอทานอลสามารถไปกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของ

เซลล โดยผานทาง Intrinsic pathway มีผลทําใหเกิดการตายแบบอะพอโทสิสมากข้ึนในโรค

สะเก็ดเงนิ 
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ภาพท่ี 5.4 แสดงกลไกการทํางานของ EGFR เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดขาหรือขมิ้น 

ดัดแปลงมาจาก: http://knol.google.com/ 

ในการศึกษาคร้ังนี้ พบวาสารสกัดจากขา และขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอล ไมสารถลด

การสงสัญญาณผานทาง MAPK pathway ได ทําใหไมสามารถตานการแบงตัวเพิ่มจาํนวนของ

เซลล ไมสารถทําใหเกิดการแปรรูปของเซลลมากข้ึน และไมสารถไปกระตุนใหเซลลเกิดการตาย

แบบอะพอพโทสิสมากยิง่ข้ึนในโรคสะเกด็เงิน 
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ภาพท่ี 5.5 แสดงกลไกการทํางานของ Caspase 9 เมื่อทําการ treat ดวยสารสกัดขาหรือขมิ้น 

(122) 

ในดานการตายแบบอะพอพโทสิสนัน้ สารสกัดขา และขมิ้นจากตัวทําละลายเอทานอล ก็

ไมสารถเพิ่มการสงสัญญาณผานทาง Intrinsic pathway ของ Caspase 9 ได ทาํใหไมสารถเพิ่ม

การตายแบบอะพอพโทสิสไดในโรคสะเกด็เงิน ดังนัน้จึงสรุปไดวาสารสกัดจากนอยหนาจากตัวทํา

ละลายเอทานอล สามารถตานโรคสะเก็ดเงินตอการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเพิม่

จํานวนเซลล การแปรรูปของเซลล และการตายแบบอะพอโทสิสของเซลลได ในอนาคตคาดวา 

ควรทําการทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรไทย โดยทาํการแยกสารออกฤทธิ ์ แลวนาํมาดูการ

แสดงออกของโปรตีน เพื่อทาํใหไดผลที่มปีระสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน ดังนั้นสารสกัดสมุนไพรไทย อาจ

เปนอีกทางเลือกหนึง่ที่ใชในการรักษาโรคสะเก็ดเงนิทีม่ปีระสิทธิภาพ ราคาถูก และมีความ

ปลอดภัยสูงอีกดวย 
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ขอเสนอแนะ 

การศึกษาในคร้ังนี้ผูวจิัยไมไดทําการแยกสารออกฤทธ์ิตางๆของสารสกดัสมุนไพร

ไทย ทําใหไมทราบวาการออกฤทธ์ิตานโรคสะเก็ดเงินนั้น เกิดจากสารออกฤทธิ์ของ Quercetin 

เพียงตัวเดียวหรือไม ดังนัน้ควรทาํการแยกสารออกฤทธ์ิ ซึง่อาจจะใชเทคนิค HPLC (High-

performance liquid chromatography) จะไดทราบวาฤทธ์ิการตานโรคสะเก็ดเงินนั้นมีฤทธิ์มา

จากสารออกฤทธิ์ตัวใด เพื่อใหไดขอมูลที่เปนประโยชน และชัดเจนมากยิ่งข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
ขอมูลจากการทดลอง 

 

กราฟมาตรฐานท่ีใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนทัง้หมด 
 

 
 

ทําการทดสอบสารโปรตีนมาตรฐานทุกคร้ังควบคูไปกับทําการตรวจวดัปริมาณโปรตีน 
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ภาคผนวก ข 

น้ํายา และสารละลายท่ีใชในการทดสอบ 

1. การเตรียม Nonidet-P 40 (NP-40) lysis buffer 

NP-40 buffer Final concentration Volume (100 ml) 

4M NaCl 150 mM 3.75 ml 

1M Tris, pH 8.0 50 mM 5 ml 

100% NP-40 1% 1 ml 

Milli-Q water  90.25 ml 

**100mM DTT 1 mM 1 ml 

***100mM PMSF 1 mM 1 ml 

**  เตรียมกอนใช โดยละลายใน Milli-Q water  และเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

*** เตรียมกอนใช โดยละลายใน Isopropanol และเตรียมเมื่อจะใชเทานั้น เนื่องจากสารคงตัวเปน

เวลา 30 นาท ี

 

2. Bradford protein assay 

2.1 การเตรียม Bradford Stock Solution (5X) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

  95% ethanol    100 มิลลิลิตร 

  85% Phosphoric acid   200  มิลลิลิตร 

  Serva blue G   350  มิลลิกรัม 

เก็บใหพนแสงที่อุณหภูมหิอง 

 2.2 การเตรียม Bradford Working Buffer (1X) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

  Milli-Q water   425  มิลลิลิตร 

  95% ethanol   15  มิลลิลิตร 

  85% Phosphoric acid   30  มิลลิลิตร 

  Bradford Stock Solution 30  มิลลิลิตร 
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 กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บใหพนแสงที่อุณหภูมหิอง 

 

3. การเตรียม Laemmli sample buffer 

Laemmli sample buffer Final concentration Volume (10 ml) 

10 % SDS 4% 4 ml 

100% 2-Mercaptoethanol 10% 1 ml 

85% Glycerol 20% 2 ml 

Bromphenol blue 0.004% Trace 

1M Tris-HCl, pH 6.8 0.125 M 1.25 ml 

Milli-Q water  1.75 ml 

 

4. การเตรียม polyacrylamide gel 

1.1 การเตรียม Separating gel 

Components 10% gel (5 

ml) 

12% gel (5 

ml) 

15% gel (5 

ml) 

18% gel (5 

ml) 

Milli-Q water 1.9 ml 1.6 ml 1.1 ml 0.6 ml 

1.5M Tris (pH 8.8) 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml 

10% SDS 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 

10% ammonium 

persulfate* 

0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml 

TEMED* 0.002 ml 0.002 ml 0.002 ml 0.002 ml 

*เตรียม และใสหลังสุดเม่ือพรอม เนื่องจากเปนตัวที่ทาํใหเจลแข็ง 
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1.2 การเตรียม Stacking gel 

Components 5% gel (3 ml) 

Milli-Q water 2.1 ml 

30% acrylamide mix 0.5 ml 

1M Tris (pH 6.8) 0.38 ml 

10% SDS 0.03 ml 

10% ammonium persulfate* 0.03 ml 

TEMED* 0.003 ml 

*เตรียม และใสหลังสุดเม่ือพรอม เนื่องจากเปนตัวที่ทาํใหเจลแข็ง 

 

5. การเตรียม Running buffer (1X) ปริมาตร 1 ลิตร 

  25 mM Tris    3.03 กรัม 

  192 mM glycine   14.42  กรัม 

  0.1% SDS    1 กรัม 

  เติม Milli-Q water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 

 

6. การเตรียมสียอมเจล 100 มิลลิลิตรตอเจลDestain solution 

  สี Commassie brillian blue G  0.1  กรัม 

  100% Methanol (เปนตัวละลายสี) 50  มิลลิลิตร 

  Milli-Q water    40  มิลลิลิตร 

  Acetic acid (เติมหลังน้ําเสมอ)  10  มิลลิลิตร 

สามารถใชซ้าํไดอีก โดยเก็บที่อุณหภูมหิอง อยาใหถูกแสง 
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7. การเตรียม Destain solution 1000 มิลลิลิตร 

  100% Methanol   120  มิลลิลิตร 

  Milli-Q water    810  มิลลิลิตร 

  Acetic acid (เติมหลังน้ําเสมอ)  70  มิลลิลิตร 

 

8. การเตรียม Transfer buffer, pH 8.75 (1X) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  25 mM Tris    3.03  กรัม 

  192 mM Glycine   14.42  กรัม 

  20% Methanol    200  มิลลิลิตร 

  เติม Milli-Q water จนครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บที ่4 องศาเซลเซียส 

 

9. การเตรียม TBS-Tween 20 หรือ TBS-T (1X) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  20 mM Tris – HCl, pH 7.5  2.42  กรัม 

  150 mM NaCl    8.76  กรัม 

  1% Tween-20*    1  มิลลิลิตร 

  เติม Milli-Q จนครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมหิอง 

        * เติมกอนใช 

 

10. การเตรียม Blocking buffer (5% Non-fat dry milk) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  Non-fat dry milk   5  กรัม 

  เติม TBS-T จนครบ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอท่ีใชในการวิจัย 

สัญลักษณ คํายอ และคําอธิบาย 

คํายอ     คําอธิบาย 

%     เปอรเซนต 

/     per 

α     alpha 

γ     gamma 

μl     ไมโครลิตร 

Ab     Antibody 

Abs     Absorbance   

ACA     1’S’-1’-Acetoxychavicol acetate  

AMP     Adenosine monophosphate 

APC     Antigen presenting cell 

AP-1     Activator protein-1 

ATF     Activating transcription factor 

ATP     Adenosine triphosphate 

BDNF     Brain-derived neurotrophic factor 

CAD     Caspase-activated Dnase 

Caspase 9    Cystine-aspartic proteases 9 หรือ Cystine  
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dependent aspartate-directed proteases 9 

CD     Cluster of differentiation 

c-FLIP     Cellular-Flice-like inhibitory protein 

CIAP-1     Cellular inhibitory of apoptosis protein-1 

CLS     Cell lines service 

CMV-2     Human cytomegalovirus type 2 

DMEM     Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO     Dimethyl sulphoxide 

DNA     Deoxyribonucleic acid 

DTT     Dithiothreitol 

EBV     Epstein-Barr virus 

EGF     Epidermal growth factor 

EGFR     Epidermal growth factor receptor 

FAP-1     Fas-associated phosphatase-1 

FDA     Food and drug administration 

FKHR     Forkhead in rhabdomyosarcoma 

FBS     Fetal bovine serum 

GAPDH    Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
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GDP     Guanosine diphosphate 

GM-CSF    Granulocyte macrophage colony-stimulating  

factor 

GTP     Guanosine triphosphate 

G1P3     Interferon inducible gene 6-16 

HaCaT     Human keratinocyte cell 

HDL     High density lipoprotein 

HIV-1     Human immunodeficiency virus type 1 

HPLC     High-performance liquid chromatography 

HRP     Horseradise peroxidase 

HSV-1     Herpes simplex virus 1 

IAPs     Inhibitor of apoptosis protein 

ICAD     Inhibitor of caspase activated DNase 

ICAM     Intercellular adhesion molecule 

IC50     The half maximal inhibitory concentration 

Id1     Inhibitor of differentiation หรือ DNA binding-1 

IFN- γ     Interferon gamma 

Ig     Immunoglobulin 
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IL     Interleukin 

JNK     c-Jun N-terminal kinase 

LDL     Low density lipoprotein 

Maf     Musculoaponeurotic fibrosarcoma 

MAPK     Mitogen activated protein kinase 

MHC     Major histocompatibility complex 

mM     milliMolar 

mg     milligram 

ml     milliliter 

NP-40     Nonidet-P40 

P     P-value 

PBS     Phosphate buffered saline 

pH     Potential of hydrogen ion 

PI3K     Phosphatidylinositol 3-kinase 

PMSF     Phenylmethylsulphonyl fluoride 

PUVA     Psoralen and ultraviolet light A 

PVDF     Polyvinylidene fluoride 

RB     Regulation of cell cycle 
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RIP     Receptor interaction protein 

RTK     Receptor tyrosine kinase 

SDS     Sodium dodecyl sulphate 

S.E.M     Standard error of the mean 

SMACs     Second mitochondria-derived activator of  

caspase 

STAT     Signal transducer and activator of transcription 

TBST     Tris-buffered saline Tween 20 

TEMED     N, N, N’, N’ Tetramethylene diamine 

TGF-α     Transforming growth factor-alpha 

Th cell     T helper cell 

TNF-α     Tumor necrosis factor-alpha 

TRAIL     TNF-related apoptosis inducing ligand 

UVB     Ultraviolet light B 

VCAM     Vascular cell adhesion molecule 

XIAP     X-linked inhibitor of apoptosis protein 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาวฐิติพร จารึกเสรีสกุล สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิค

การแพทย) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป 2551 และไดเขาศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา 

หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป

การศึกษา 2552 
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