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Psoriasis is a chronic inflammatory skin disorder characterized by rapid proliferation 

of keratinocytes and incomplete keratinization. Discovery of safer and more effective anti-

psoriatic drugs remains an area of active research in the present time. Using a HaCaT 

keratinocyte cell line as an in vitro model, we previously found that ethanolic extracts from 

three Thai medicinal herbs, Alpinia galanga, Curcuma longa and Annona squamosa, 

contained anti-psoriatic activity. In the current study, we aimed at investigating if these Thai 

medicinal herbal extracts played a molecular role in suppressing psoriasis via regulation of 

NF-κB signaling biomarkers. Using semi-quantitative RT-PCR and report gene assay, we 

analyzed the effects of these potential herbal extracts on 10 different genes of the NF-κB 

signaling network in HaCaT cells. In accordance with our hypothesis, we found that the 

extract derived from Alpinia galanga significantly increased the expression of TNFAIP3 and 

significantly reduced the expression CSF-1 and NF-κB2. Curcuma longa extract 

significantly decreased the expression of CSF-1, IL-8, NF-κB2, NF-κB1 and RelA. For 

Annona squamosa extract, it significantly lowered the expression of CD40 and NF-κB1. 

Therefore, this in vitro study suggested that these herbal extracts capable of functioning 

against psoriasis might exert their activity via controlling the expression of NF-κB signaling 

biomarkers. 
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บทที่  1 
บทนํา 

 
ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
 

โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) หรือโรคเรือ้นกวาง เป็นโรคผิวหนงัท่ีมีการอกัเสบเรือ้รังและท่ี

บริเวณรอยโรคพบว่ามีความผิดปกติของการพฒันาของเซลล์ผิวหนงั  มีการเพิ่มจํานวนของเซลล์

ผิวหนงัมากกวา่ปกต ิและพบเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบในบริเวณรอยโรค  [1, 2] ซึง่ปัจจบุนัยงั

ไม่ทราบสาเหตขุองการเกิดโรคท่ีแน่ชดั อาจเป็นผลของพนัธุกรรม ระบบภมูิคุ้มกนัและสิ่งแวดล้อม

ท่ีทําให้เกิดโรค แตอ่ย่างไรก็ตามยงัขาดกลไกท่ีแน่ชดั ทําให้ไม่สามารถรักษาให้หายขาดจากโรคได้ 

อีกทัง้การรักษาในระยะยาวยงัพบกบัปัญหาเร่ืองของการดือ้ยา  [3] อาการข้างเคียงตา่งๆท่ีตามมา 

ซึง่ส่งผลต่อคณุภาพชีวิตและเศรษฐกิจ  [4, 5] ของผู้ ป่วยเป็นอย่างมาก ในประเทศไทยสถิติของ

ผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงินของสถาบนัโรคผิวหนงั เฉพาะท่ีเป็นผู้ ป่วยนอก ในปี 2551 มีผู้ ป่วยโรคสะเก็ด

เงิน 2,332 ราย เพิ่มมากขึน้จากปี 2550 มา 41 ราย จดัเป็นลําดบั 6 ของโรคทางผิวหนงัท่ีพบมาก 

10 ชนิด  [6] แนวโน้มในอนาคตจะมีผู้ ป่วยเพิ่มมากขึน้ในประเทศไทยและพบได้ในทกุเพศทกุวยั 

นอกจากนีย้งัพบว่าร้อยละ 40 ของผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงินจะสามารถพฒันาไปเป็นโรคไขข้ออกัเสบ

จากโรคสะเก็ดเงิน (psoriatic arthritis) โดยท่ีร้อยละ 5 จะเป็นโรคไขข้ออกัเสบชนิดรุนแรงจน

นําไปสูค่วามพิการในท่ีสดุ  [7] ซึง่จะสง่ผลตอ่คณุภาพชีวิตของประชากรไทยและก่อให้เกิดปัญหา

ทางด้านเศรษฐกิจท่ีตามมา ในด้านการรักษา นอกจากการรักษาทางการแพทย์แผนปัจจบุนัแล้วยงั

มีการใช้สมนุไพรไทยเข้ามาช่วยในการบรรเทาอาการร่วมด้วย เน่ืองจากประเทศไทยมีสมนุไพรท่ีมี

สรรพคุณในการรักษาโรคท่ีหลากหลาย แต่พบว่ายงัมีการศึกษาถึงฤทธ์ิของสมุนไพรไทยในการ

รักษาโรคสะเก็ดเงินค่อนข้างน้อย จากท่ีกล่าวมา ทางคณะผู้วิจยัจึงให้ความสําคญัของโรคสะเก็ด

เงินทัง้ด้านกลไกของการเกิดโรคและการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้กว่าในปัจจุบนัโดยใช้

สมนุไพรไทยเข้ามาช่วยในด้านการรักษา จึงประสงค์ในการศกึษาฤทธ์ิของสมนุไพรไทยในการต้าน

โรคสะเก็ดเงินโดยใช้เซลล์เพาะเลีย้งชนิด Human keratinocyte cell line (HaCaT) ซึง่นบัเป็น In 

vitro model ของโรคสะเก็ดเงินในการศกึษากลไกในการต้านโรคสะเก็ดเงินของสารสกดัสมนุไพร

ไทยในเซลล์เคอราติโนไซต์ของมนษุย์ผ่านทางเครือข่ายสญัญาณของ NF-B โดยตรวจวดัระดบั

การแสดงออกของยีนในเครือข่ายสญัญาณ NF-B ทัง้ระดบั mRNA และ promoter activity ใช้
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เทคนิค semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) และ 

reporter gene หากคณะผู้วิจยัประสบความสําเร็จในโครงการวิจยัครัง้นี ้ การใช้สมนุไพรไทยอาจ

เป็นการรักษาอีกทางเลือกหนึง่สําหรับผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 

สมมตฐิานของการวิจัย 

1. การทํางานท่ีผิดปกตขิองกลไก NF- B มีผลตอ่การเกิดโรคสะเก็ดเงิน  

2. ฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรไทยในการต้านโรคสะเก็ดเงินใน เซลล์เคอราติโนไซต์ของมนษุย์

ผา่นกลไกทางเครือขา่ยสญัญาณของ NF- B  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 

1.  เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากสมุนไพรไทยท่ีออกฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงิน ต่อระดบัการ

แสดงออกของ mRNA transcripts ของยีนตา่งๆ ในเครือขา่ยสญัญาณของ NF-B   

2.  เพ่ือศึกษาผลของสารสกดัจากสมนุไพรไทยท่ีออกฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงินต่อการทํางานของ 

Promoter ของยีนตา่งๆ ในเครือขา่ยสญัญาณของ NF-B  

ขอบเขตของการวิจัย 

 

คณะผู้วิจยัจะศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านโรคสะเก็ดเงินของสารสกัดจากสมนุไพร

ไทย 3 ชนิด คือ ขมิน้, ข่า และน้อยหน่า ซึง่ได้รับความอนเุคราะห์จากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพ

รัตนราชสดุาฯ สยามบรมราชกมุารี จงัหวดัระยอง และสกดัโดยใช้ตวัทําละลายเอทานอล  [8] ซึง่ใช้

ความเข้มข้นของสารสกดัตามการทดลองของ วิสาข์ ทองระกาศ  [9] โดยจะประเมินการแสดงออก

ของ Promoter ของสารชีวโมเลกลุในเครือข่ายสญัญาณของ NF-B ซึง่ได้แก่ RelB, Vascular 

cell adhesion molecule - 1 (VCAM1), Tumor Necrosis Factor-Induced Protein - 3 

(TNFAIP3), Interferon Regulatory Factor - 1 (IRF-1), Colony Stimulating Factor - 1 (CSF-

1), Interleukin 8 (IL-8), CD40, RelA, Nuclear factor-B 1 (NF-B1) และ Nuclear factor-

B 2 (NF-B2) แล้วทําวดัการแสดงออกระดบั mRNA ของสารชีวโมเลกลุในเครือข่ายสญัญาณ
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ของ NF-B โดยศกึษาในเซลล์ผิวหนงัมนษุย์ (HaCaT) ซึง่เป็นการศกึษาในลกัษณะ In ivtro 

model 

 
ข้อจาํกัดการวิจัย 
 

การทดสอบการแสดงออกของ Promoter หลงัจากการกระตุ้นเซลล์ด้วยไซโตไคน์ท่ี
เก่ียวข้องกบัการอกัเสบเป็นเวลา 24 ชัว่โมงและทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
พบวา่เซลล์ท่ีใช้ทดสอบเกิดการตายทําให้ต้องปรับเปล่ียนระยะเวลาในการทดสอบแตย่งัคงทดสอบ
การแสดงออกทัง้ในระดบั mRNA และ Promoter activity  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
1.  เข้าใจถึงกลไกในการเกิดโรคสะเก็ดเงินอยา่งแท้จริง 

2.  เข้าใจกลไกของการต้านโรคสะเก็ดเงินจากสารสกดัสมนุไพรไทยในระดบัของโมเลกลุของสาร         

ชีวโมเลกลุในเครือขา่ยสญัญาณของ NF-B  

3.  เกิดองค์ความรู้ใหม่ในการใช้สมนุไพรไทยเป็นยาในการรักษาโรคสะเก็ดเงินท่ีให้ผลข้างเคียง

น้อยกวา่การใช้ยารักษาในปัจจบุนั เพ่ือเพิ่มประสทิธิภาพและลดคา่ใช้จ่ายในการรักษา 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

โรคสะเก็ดเงิน เป็นโรคผิวหนังอกัเสบเรือ้รังชนิดหนึ่ง พยาธิสภาพของโรคเกิดจากเซลล์

ผิวหนงัมีอตัราการแบ่งตวัเร็วเพิ่มมากขึน้กว่าปกติ (hyperproliferation) ซึ่งการผลดัเซลล์ผิวหนงั

ปกติจะใช้เวลาประมาณ 13 วนัตอ่รอบ แต่ในผู้ ป่วยสะเก็ดเงินจะมีการผลดัเซลล์ใหม่อย่างรวดเร็ว

ด้วยเวลาเพียง 3-4 วนัต่อรอบ  [10] ในขณะท่ีอตัราการผลดัเซลล์ผิวชัน้บนไม่เปล่ียนแปลง เป็น

สาเหตใุห้เกิดเป็นผ่ืนหรือปืน้ขึน้ ซึ่งมีลกัษณะเป็นผ่ืนแดง บวมหนามีขอบเขตท่ีชดัเจน มีขยุสีขาว

หรือสะเก็ดสีเงินปกคลุมเซลล์ผิวหนังท่ีตาย และบริเวณรอยโรคพบเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกับการ

อกัเสบ  [1, 2]  ซึง่ลกัษณะของรอยโรค ขึน้อยูก่บัชนิดของโรคสะเก็ดเงิน  

ชนิดของโรคสะเก็ดเงนิ  [11]  

จากข้อมลูของมลูนิธิโรคสะเก็ดเงินแห่งชาติ (National Psoriasis Foundation, อเมริกา) 

สามารถแบง่ประเภทของโรคสะเก็ดเงินเป็น 5 ประเภท ดงัตอ่ไปนี ้ 

1.  Plaque (plaque psoriasis หรือ psoriasis vulgalis) เป็นประเภทท่ีพบได้บอ่ย

ท่ีสดุ โดยคิดเป็นร้อยละ 80-90 ของผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงินทัง้หมด ลกัษณะรอยโรคคือ มีผ่ืนสีแดง

หนาเป็นบริเวณกว้างผลจากการอกัเสบ ขอบเขตชดัเจน สว่นบนของผ่ืนถกูปกคลมุด้วยสะเก็ดหนา 

พบบอ่ยบริเวณหนงัศรีษะ ลําตวั ข้อศอก หวัเข่า และแผ่นหลงัสว่นลา่ง ผู้ ป่วยประมาณร้อยละ 80 

ท่ีมีความรุนแรงน้อยถึงปานกลาง และร้อยละ 20 มีอาการรุนแรงปานกลางถึงมาก 

2.  Guttate (guttate psoriasis) เป็นประเภทท่ีพบบอ่ยในวยัเด็กหรือวยัรุ่น ลกัษณะ

รอยโรคคือ ตุม่ผ่ืนสีแดง รูปร่างคล้ายหยดนํา้เล็ก ๆ (drop) ลกัษณะผ่ืนไม่หนาตวัเหมือนกบั

ประเภท plaque มกัพบท่ีบริเวณลําตวั ต้นแขนและต้นขา พบได้น้อยกว่าร้อยละ 10-20 ของผู้ ป่วย

โรคสะเก็ดเงินทัง้หมด สิ่งกระตุ้นท่ีนําไปสู่การเกิดโรคสะเก็ดเงินประเภทนี ้ เช่นการติดเชือ้ในระบบ

ทางเดินหายใจส่วนบน (upper respiratory infections) พวก Group A beta-hemolytic 

streptococci การตดิเชือ้สเตรปโตคอ็กคสับริเวณคอ (streptococcal throat infections) ตอ่มทอม
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ซิลอกัเสบ (tonsillitis) ความเครียด การได้รับบาดเจ็บท่ีบริเวณผิวหนงัและการได้รับการรักษาด้วย

ยาบางชนิด เช่น ยาต้านมาลาเรีย  

3.  Inverse (inverse psoriasis) เป็นประเภทท่ีพบบอ่ยในผู้ ป่วยท่ีมีนํา้หนกัตวัมาก 

ลกัษณะรอยโรคคือ ผ่ืนสีแดงอ่อน ราบเรียบและวาวแสง ไม่เป็นขยุและไม่หนาตวัเหมือนประเภท 

plaque บริเวณข้อพบัตา่ง ๆ เช่นรักแร้ ขาหนีบ ใต้ราวนม รวมทัง้อวยัวะสืบพนัธุ์ภายนอกและก้น 

และเน่ืองจากบริเวณดงักลา่วมีความชุ่มชืน้ทําให้มีขยุไมม่าก  

4.  Pustular (pustular psoriasis) เป็นประเภทท่ีพบได้ในวยัผู้ ใหญ่ ลกัษณะรอยโรค

คือ ผ่ืนสีแดงและบริเวณรอบ ๆ ผ่ืนจะพบตุม่หนองพพุอง ภายในหนองประกอบด้วยเซลล์เม็ดเลือด

ขาวซึง่ไม่ได้มีสาเหตมุาจากการติดเชือ้ สาเหตขุองโรคสะเก็ดเงินประเภทนี ้มาจากยาบางชนิดท่ีใช้

รักษาโรคสะเก็ดเงิน การใช้ยาประเภทสเตียรอยด์ การหยดุใช้ยารักษาโรคสะเก็ดเงินอยา่งกะทนัหนั

การได้รับสารก่อความระคายเคือง การสมัผสัรังสียวีูเป็นเวลานาน ภาวะตัง้ครรภ์ ภาวะติดเชือ้ และ

ความเครียด ลกัษณะของตุม่หนองแบง่ได้เป็น 

4.1 Generalized pustular หรือ acute generalized variant (von Zumbusch 

variant) เป็นประเภทท่ีมีตุม่หนองกระจายทัว่ร่างกายท่ีมีการอกัเสบ  

 4.2 Localized pustular variant เป็นประเภทท่ีมกัพบบริเวณ ฝ่ามือ ฝ่าเท้า 
5.  Erythrodermic (erythrodermic psoriasis) พบได้น้อยท่ีสดุ ลกัษณะรอยโรคคือ 

มีผ่ืนสะเก็ดเงินท่ีอกัเสบ แดง ทัว่ร่างกาย ลกัษณะท่ีสําคญัคือ ผิวหนงัอกัเสบ ร้อนแดงและสะเก็ด

หลดุออกเป็นขยุได้ง่าย จะเจ็บและคนัอย่างรุนแรง อาจพบว่ามีไข้สงู อ่อนเพลีย หนาวสัน่ สิ่ง

กระตุ้ นท่ีนําไปสู่การเกิดโรคสะเก็ดเงินประเภทนีคื้อ การหยุดใช้ยารักษาโรคสะเก็ดเงินอย่าง

กะทนัหนั ภาวะแพ้ยา ภาวะแพ้แสงแดดอยา่งรุนแรงและภาวะตดิเชือ้  

ประชาชนทัว่โลกพบวา่เป็นโรคสะเก็ดเงินร้อยละ 3 โดยในสหรัฐอเมริกาพบประมาณ 7.5 

ล้านคนเป็นโรคสะเก็ดเงิน และในแต่ละปีจะพบผู้ ป่วยรายใหม่จํานวน 150,000 คน และมี

งานวิจยัท่ีแสดงวา่เชือ้ชาต ิCaucasians จะเป็นโรคสะเก็ดเงินมากกวา่เชือ้ชาตอ่ืินๆ  [12] 

ในประเทศไทยสถิตขิองผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงินของสถาบนัโรคผิวหนงั เฉพาะท่ีเป็นผู้ ป่วยนอก 

ในปี 2551 มีผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 2,332 ราย เพิ่มมากขึน้จากปี 2550 มา 41 ราย จดัเป็นลําดบั 6 

ของโรคทางผิวหนงัท่ีพบมาก 10 ชนิด  [6] แนวโน้มในอนาคตจะมีผู้ ป่วยเพิ่มมากขึน้ในประเทศไทย

และพบได้ในทุกเพศทกุวยั นอกจากนีย้งัพบว่าร้อยละ 40 ของผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงินจะสามารถ
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พฒันาไปเป็นโรคไขข้ออกัเสบจากโรคสะเก็ดเงิน (psoriatic arthritis) โดยท่ีร้อยละ 5 จะเป็นโรคไข

ข้ออกัเสบชนิดรุนแรงจนนําไปสูค่วามพิการในท่ีสดุ  [7] ซึง่จะสง่ผลตอ่คณุภาพชีวิตของประชากร

ไทยและก่อให้เกิดปัญหาทางด้านเศรษฐกิจท่ีตามมา         
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กราฟแสดงข้อมูลผู้ป่วยนอก 10 อันดับของสถาบันโรคผิวหนัง2551

 
ภาพที่ 2.1 แสดงกราฟข้อมลูผู้ ป่วยนอก 10 อนัดบัของสถาบนัโรคผิวหนงัประจําปี 2551  [6] 

 

ปัจจุบันยังไม่ทราบสาเหตุท่ีแน่ชัดของการเกิดโรค อาจเป็นผลของพันธุกรรม ระบบ

ภมูิคุ้มกนัและสิ่งแวดล้อมท่ีทําให้เกิดโรคแตอ่ย่างไรก็ตามยงัขาดกลไกท่ีแน่ชดั และสามารถเรียก 

โรคสะเก็ดเงินได้วา่เป็นโรคพหปัุจจยั (Multifactorial disease)  

ด้านระบบภมูิคุ้มกนัพบว่าบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงินท่ีผิวหนงัชัน้ Stratum corneum มี

เซลล์ Neutrophils อยู่เป็นจํานวนมาก และท่ีชัน้ Dermis มีการเคลื่อนท่ีเข้ามาของเซลล์ 

Mononuclear (T cells และ dendritic cells (DC)) โดยเซลล์พวก Dermal DC และ 

plasmacytoid DC จะหลัง่ไซโตไคน์ Interleukin - 12 (IL-12) และ Interleukin – 23 (IL-23) ทําให้

เกิดการกระตุ้น T cells ให้เปล่ียนเป็น TH1 หรือ TH17 cells ซึง่เซลล์เหลา่นีจ้ะหลัง่ไซโตไคน์ IL-17, 

Interleukin - 22 (IL-22),  Interferon gamma (IFNγ) และ Tumor Necrosis Factor 

alpha(TNFα) มีผลตอ่การกระตุ้น Transcription factor Signal Transducers and Activator of 

Transcription (STAT) และ Nuclear factor-B (NF-B) ภายในเซลล์เคอราติโนไซน์ สง่ผลให้
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เกิดการกระตุ้นยีนท่ีเก่ียวข้องกับการอกัเสบและทําให้เกิดการสร้างยีน Transforming growth 

factor-alpha (TGF-α) เพิ่มมากขึน้ มีผลให้เกิดการสร้างเซลล์เพิ่มมากขึน้  [13] 

 

โรคสะเกด็เงิน (Psoriasis)

พันธุกรรม
ส่ิงแวดล้อมระบบภูมิคุ้มกัน

โรคพหุปัจจยั (Multifactorial disease)
 

 

ภาพที่ 2.2 แสดงปัจจยัตา่งๆท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคสะเก็ดเงิน 

 

แต่มีบางการศึกษาท่ีแสดงความสัมพันธ์ของโรคสะเก็ดเงินกับยีนบริเวณ Major 

histocompatibility complex (MHC) บนโครโมโซมคูท่ี่ 6  [14, 15] เรียกยีน ณ ตําแหน่งนีว้่า 

Psoriasis susceptibility 1 (PSORS1)  [16] สว่นยีน ณ ตําแหน่งอ่ืน ๆ ท่ีพบความสมัพนัธ์กบัโรค

สะเก็ดเงิน เช่นโครโมโซมคูท่ี่ 17q25 (PSORS2)  [17] โครโมโซมคู่ท่ี 4q34 (PSORS3)  [18] 

โครโมโซมคูท่ี่ 1q (PSORS4)  [19] โครโมโซมคูท่ี่ 3q21 (PSORS5)  [20] โครโมโซมคูท่ี่ 19p13 

(PSORS6)  [21] โครโมโซมคู่ท่ี 1p (PSORS7)  [22]  โครโมโซมคู่ท่ี 16q (PSORS8)  [23] 

โครโมโซมคู่ท่ี 4q31 (PSORS9)   [24] และโครโมโซมคู่ท่ี 18p11 (PSORS10)  [25] อีกทัง้ยีนท่ี

ไมไ่ด้อยูท่ี่ MHC แตมี่ความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคสะเก็ดเงินเช่น IL-23R, IL-12B, Interleukin - 13 

(IL-13), IL-23A, TNFAIP3 และ TNFAIP3 Interacting Protein 1 (TNIP1)  [26] นอกจากนัน้ยงัมี

การศกึษาการแสดงออกของยีน ณ บริเวณรอยโรคพบว่ามีมากกว่า 1,300 ยีนท่ีพบบริเวณรอยโรค

สะเก็ดเงิน  [27, 28, 29, 30] 

ด้านภาวะทางอารมณ์และจิตใจ โดยเฉพาะภาวะเครียดพบถึง 90 เปอร์เซน็ต์ของผู้ ป่วยโรค

สะเก็ดเงิน  [31], ภาวะการติดเชือ้ในร่างกายหรือผิวหนงั เช่น แบคทีเรียพวก Streptococcus 

pyogenes, Staphylococcus aureus ไวรัสพวก papillomaviruses, retroviruses, endogenous 
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retroviruses และราพวก Malassezia, Candida albicans,  การเจ็บป่วย, โรคประจําตวั หรือการ

บาดเจ็บบริเวณผิวหนงัและการได้รับสารอาหารหรือยาบางชนิด เช่น lithium β-blockers, ยาต้าน

มาลาเรีย, ยาลดการอกัเสบในกลุม่ non-steriod, ยารักษาโรคซมึเศร้า (angiotensin-coverting 

enzymes inhibitor)  [32, 33, 34] ก็เป็นปัจจยัท่ีส่งผลให้เกิดโรคสะเก็ดเงินได้ สว่นทางระบบ

ภมูิคุ้มกนัพบว่าท่ีบริเวณรอยโรคมีจํานวนของเซลล์ T-lymphocyte, myeloid และ plasmacytoid 

dendritic cells สงู ซึง่ทําให้มีการหลัง่ไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดพยาธิสภาพของโรคสะเก็ด

เงิน เช่น IL-23, TNFα, IFNγ และ inducible nitric oxide synthase (iNOS) เป็นต้น  [35]  

 จากสาเหตดุงัท่ีกล่าวมาข้างต้นก็ยงัขาดกลไกท่ีชดัเจนในการเกิดโรคสะเก็ดเงิน ทําให้การ

รักษาไม่ประสบผลสําเร็จจะเป็นเพียงการรักษาเพ่ือบรรเทาอาการ อีกทัง้การรักษาในระยะยาวยงั

พบกบัปัญหาเร่ืองของการดือ้ยา  [3] อาการข้างเคียงตา่งๆท่ีตามมา ซึง่สง่ผลตอ่คณุภาพชีวิตและ

เศรษฐกิจ  [4, 5] ของผู้ ป่วยเป็นอย่างมาก ประเภทยาท่ีใช้รักษาเฉพาะท่ีเช่น Emollients, Coal tar 

และ Dithranol ไม่เป็นท่ียอมรับในปัจจบุนัในการรักษาโรคสะเก็ดเงินอีกทัง้ยงัมีประสิทธิภาพท่ีต่ํา

ในการรักษา ส่วนยาท่ีรักษาทัง้ระบบส่งผลข้างเคียงต่อการรักษาเป็นอย่างมาก ปัจจุบันจึงมี

การศกึษาค้นคว้าหาตวัยาใหม่ในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน เช่น ยาในกลุม่ Vitamin A analogues, 

Vitamin D analogues, Immunosuppressive compounds, IMPDH inhibitors, DAB389IL-2, 

CTLA4Ig, LFA3TIP และ Antibody therapies  [36] นอกจากนีย้งัมีการใช้ Anti-TNFα  [37] 

เน่ืองจาก TNFα จะไปกระตุ้นไซโตไคน์ท่ีชกันําให้เกิดการอกัเสบ (proinflammatory cytokines) 

ประกอบด้วย Interleukin-1 beta (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6), IL-8 และยงัสามารถกระตุ้นการ

ทํางานของ NF-B ได้อีกด้วย ส่วนการรักษาโดยการฉายแสง (phototherapy) โดยการใช้รังสี

อัลตราไวโอเลต-เอ (ultraviolet A phototherapy)  [38] พบว่า รูปร่างของเซลล์ผิวหนัง

เปลี่ยนแปลง, มีชีวิตและเจริญเติบโตลดน้อยลง แต่มีการตายแบบ apoptosis เพิ่มมากขึน้ แต่

อย่างไรก็ตามการรักษาโรคสะเก็ดเงินในปัจจบุนัจะให้ผลการรักษาในระยะเวลาสัน้ๆเท่านัน้ และมี

ผลข้างเคียงตามมาหลงัได้รับการรักษา จึงมีการเร่ิมพฒันาหาสารสกดัจากสมนุไพรและพืชมาช่วย

ในการรักษาโรคสะเก็ดเงินเพิ่มมากขึน้ มีการศกึษาในสมนุไพรของประเทศจีนโดยพบว่ามีฤทธ์ิต้าน

การเจริญเติบโตของเซลล์ด้วยการวิเคราะห์จากผล MTT assay  [39] และยงัมีการศกึษาฤทธ์ิของ

สมนุไพรท่ีสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ท่ีนําไปสูก่ารเกิดโรคสะเก็ดเงินได้  [40] แตก็่ยงัไม่ทราบ

กลไกท่ีแท้จริงของฤทธ์ิสารสกดัสมนุไพร และเม่ือไม่นานมานีมี้การนําสารสกดัสมนุไพรไทยในกลุม่
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ท่ีใช้รักษาโรคผิวหนงัในงานสาธารณสขุ จากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯสยามบรม

ราชกมุารี จงัหวดัระยอง 11 ชนิดมาทดสอบฤทธ์ิตอ่เซลล์ผิวหนงัมนษุย์ (HaCaT) พบว่าสารสกดั

ของขมิน้, ข่าและน้อยหน่า จากตวัทําละลายเอทานอลมีฤทธ์ิในการต้านการแบง่เซลล์ผิวหนงั โดย

มีการแสดงออกของยีน Transforming growth factor-alpha (TGF-α) ท่ีลดลง  [8] เน่ืองจาก 

TGF-α มีความสําคญัเก่ียวกบัการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนงั  [41] ซึง่การแสดงออก

ของ TGF-α พบมากท่ีบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงิน  [42] แตอ่ย่างไรก็ตามฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพร

ไทยทัง้ 3 ชนิดอาจมีกลไกอ่ืนในการต้านโรคสะเก็ดเงิน เช่น การยบัยัง้การกระตุ้น Transcription 

factors (activator protein 1(AP-1), NF-B และ STAT, การกระตุ้น pro-apoptotic protein และ

pro-caspases ตา่งๆ  

NF-B เป็น Transcription factors ท่ีค้นพบโดย Sen และ Baltimore  [43] ทําหน้าท่ี

ควบคมุการแสดงออกของ  light chain ของ Immunoglobulins ใน B-lymphocyte และยงัเป็น

ตวักระตุ้นของยีนตา่งๆมากมายและการตอบสนองทางชีววิทยาของเซลล์ ดงันัน้การท่ี NF-B ทํา

หน้าท่ีมากหรือน้อยผิดปกตินําไปสู่การเกิดโรคได้ โดยกลไกของสญัญาณ NF-B (NF-B 

signaling pathway) ทําให้เกิดโรคอกัเสบเรือ้รัง, โรคสะเก็ดเงินได้ ดงันัน้การมุ่งท่ีจะศกึษากลไก

ของสารชีวโมเลกุลในเครือข่ายสญัญาณของ NF-B จึงเป็นอีกทางหนึ่งในการท่ีจะเข้าถึงกลไก

ของการเกิดโรคสะเก็ดเงินได้มากยิ่งขึน้ 

ในกลุ่มของ NF-B สําหรับสตัว์เลีย้งลูกด้วยนมประกอบไปด้วย 5 กลุ่มย่อย คือ 

p50/p105 (NF-B1), p52/p100 (NF-B2), p65 (RelA), RelB, C-Rel ซึง่ลกัษณะของทัง้ 5 

กลุ่มจะพบ Rel homology domain (RHD) เป็นส่วนท่ีประกอบไปด้วย nuclear localization 

sequence, สว่นท่ีจบักบั DNA, สว่นท่ีทําให้เกิด Dimerization และ สว่นท่ีจบักบั B-inhibitory 

proteins  
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ภาพที่ 2.3 แสดงสว่นประกอบของ NF-B/Rel proteins  [44] 

ทัง้ 5 กลุ่มย่อยพบว่าจะจบักนัเป็นรูปแบบ Homodimer หรือ Heterodimer ในการ

แสดงออก แต่หลายการศึกษาพบว่า p50 และ p65 จะพบรูปแบบ Heterodimer มากกว่า 

Homodimer  [45] โดยจะเป็นรูปแบบไหนจะขึน้อยูส่ิง่กระตุ้นท่ีจําเพาะ สง่ผลให้มีการแสดงออกตอ่

ยีนท่ีแตกต่างกัน ซึ่งพบว่ารูปแบบ Heterodimer จะทํางานได้เร็วและสามารถไปจบักับยีนอ่ืน

นอกจากยีนเป้าหมาย แต่ก็ยงัพบว่า p52/RelB ทํางานได้ช้าและ RelB/p65 มีการทํางานแบบ

ยบัยัง้  [46] ส่วนรูปแบบ Homodimer เช่น p50/p50, p52/p52 จะทํางานในการกระตุ้นการ 

Transcription ได้ไม่ดี แต่อย่างไรก็ตามก็พบว่า p50/p50 สามารถกระตุ้นการ Transcription 

ได้  [47] 

การแสดงออกของ p50 จะเกิดจาก p105 (IB-like molecules) ถูกย่อยโดย 

proteasome ทําให้ p50 เคล่ือนเข้าสูนิ่วเคลียสตอ่ไปได้  [44] สว่นการแสดงออกของ p52 เกิดจาก

การท่ี p100 ถกูควบคมุจากการกระตุ้นของ NF-B-inducing kinase (NIK) และ MAP kinase 

kinase kinase (MAP3-kinase) ซึง่แสดงออกผ่านทาง (Inhibitor of nuclear factor kappa-B 

kinase-1) IK-1  [48, 49] โดย IK-1 จะเติมหมู่ฟอตเฟสไปท่ีตําแหน่งของ serines 2 ตวัในด้าน 

C-terminal มีผลทําให้ p100 เกิดการเติมหมู่ ubiquitin (ubiquitination) โดย SCFβTrCP   ubiquitin 

E3 ligase  [50] และเกิดการย่อยอย่างไม่สมบรูณ์โดย Proteasome ทําให้เหลือเป็น p52 ซึง่จะจบั

กบั RelB แล้วเคลื่อนเข้าสูนิ่วเคลียสตอ่ไป  
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ภาพที่ 2.4 แสดงการเคล่ือนท่ีของ NF-B เข้าสูนิ่วเคลียส  [44] 

กลไกการทาํงานของ NF-B 

 ในภาวะไม่มีสิ่งกระตุ้น NF-B dimer จะอยู่ในสภาวะไม่ตอบสนอง (inactive) เน่ืองจาก

จบัอยู่กบั B inhibitors ตวัอย่างเช่น IB-α, IB-β, IB- เป็นต้น โดย IB proteins มีสว่น

ของ Ankyrin repeat region ซึง่มีปฏิกิริยากบั Nuclear localizing signal ของ RHD ช่วยป้องกนั

ในการเคลื่อนท่ีเข้าสูนิ่วเคลียส อีกทัง้ p105 และ p100 ซึง่มี Ankyrin repeat region ในสว่น C-

terminal ท่ีสามารถแสดงหน้าท่ีได้เหมือนกับ IBs มากกว่าไปนัน้ Promoter ท่ีใช้ NF-B1 

สามารถสร้าง mRNA ในสว่นของ C-terminal ของ p105 เรียกโปรตีนสว่นนัน้วา่ IB  [51] 

 สิ่งกระตุ้นท่ีจําเพาะ เช่น Lipopolysaccharide (LPS), TNFα, IL-1 และสิ่งกระตุ้นท่ีไม่

จําเพาะ เช่น รังสี γ, UV และ oxidative stress สามารถกระตุ้นกลไกของ NF-B ทําให้เกิดการ
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แยกตวัของ NF-B ออกจาก IB proteins โดยการทํางานของ IK ซึง่ IK มีสว่นประกอบอยู่ 2 

สว่นคือ  

1. สว่น cytalytic  คือ  IK-1 และ IK-2 

2. สว่น regulatory คือ  NF-B essential modulator (NEMO) หรือ IK-γ  

โดย IK-2 เป็นตวัสําคญัในการเติมหมู่ฟอตเฟสให้กบั IB-α ท่ีตําแหน่งของ serine 32 

และ 36 ใน N-terminal ผ่านการกระตุ้นของ TNFα และ   IL-1  [52] ทําให้เกิดตําแหน่งสําหรับ 

ubiquitin นําไปสู่การเกิด polyubiquitination ตามมาด้วยการถกูทําลายของ IB-α ใน 26s 

proteasome ซึง่การสลายของ IB-β และ IB- พบว่าผ่านกระบวนการท่ีคล้ายกบั IB-

α  [53] การแยกกนัระหว่าง IB proteins และ NF-B proteins ทําให้เกิดการเคล่ือนท่ีของ NF-

B proteins เข้าสูนิ่วเคลียสไปจบักบั promoter ของยีนเป้าหมาย  

สามารถแบง่กลไกท่ี NF-B proteins เคล่ือนเข้าสูนิ่วเคลียสได้ 3 กลไก ดงันี ้

1.  Classical pathway หรือ Canonical pathway  

สิ่งกระตุ้นคือ TNF-α, IL-1, CD40L, LPS ทําให้เกิดการสลายของ IB-α และเกิดการ

แยกตวัของ p50/p65 และ p50/C-Rel เคล่ือนเข้าสูนิ่วเคลียส พบว่ากลไกนีมี้ความสําคญัตอ่ระบบ

ภมูิคุ้มกนั, การตอบสนองตอ่การอกัเสบ และการอยูร่อดของเซลล์ 

2. Alternative pathway หรือ non-canonical pathway 

สิ่งกระตุ้นคือ LTα, LTβ, CD40L, B-cell activating factor (BAFF) และ Receptor 

Activator of NF-B ligand (RANKL) อาศยัการทํางานของ NIK และ IK-1  [48, 49] ในการ

กระตุ้นเปลี่ยน p100 ไปเป็น p52 และเกิดการรวมตวัของ p52 กบั RelB เพ่ือเคลื่อนเข้าสูนิ่วเคลียส 

พบว่ากลไกนีมี้ความเก่ียวข้องกบั adaptive immunity, การสร้าง secondary lymphoid organs 

และการพฒันาของ B cells 

3.  p105 pathway 

สิง่กระตุ้นคือ TNFα, IL-1 และ LPS ซึง่กลไกนีมี้การยอ่ย p105 อยา่งสมบรูณ์ เกิดจากการ

เติมหมู่ฟอตเฟต ท่ีลําดบัของ proline-P, glutamate-E, serine-S, threonine-T (PEST) โดย IKK 

นําไปสู่กระบวนการ polyubiquitination และย่อยสลายอย่างสมบูรณ์เป็นผลทําให้มีการปล่อย 
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p50 homodimer  [54] เคล่ือนเข้าสู่นิวเคลียสต่อไป พบว่ากลไกนีมี้ความจําเพาะกับระบบ

ภมูิคุ้มกนั และการตอบสนองตอ่การอกัเสบ 

 

ภาพที่ 2.5 แสดงกลไกทัง้ 3 กลไกในการเคล่ือนท่ีของ NF-B  

เข้าสูนิ่วเคลียสผา่นตวักระตุ้นตา่งๆ  [44] 

สารชีวโมเลกุลในเครือข่ายสัญญาณของ NF-B  

 สารชีวโมเลกุลในเครือข่ายสญัญาณของ NF-B พบว่ามีอยู่หลายชนิด แต่ท่ีใช้ใน

การศกึษานีมี้อยู ่10 ชนิด คือ 
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1. IRF-1 

สมาชิกในกลุม่ของ IRF มีบทบาทในการควบคมุยีนท่ีถกูกระตุ้นด้วย Interferon, การติด

เชือ้ของไวรัส, ระบบภมูิคุ้มกนัและการเจริญเติบโตท่ีเก่ียวข้องกบัหน้าท่ีของเซลล์  [55, 56] มีการ

วิจยัท่ีพบวา่ IRF1 มีความสมัพนัธ์กบั NF-B โดยมีตําแหน่งในการจบักบั Promoter ท่ีคล้ายกนัใน

หลายยีน เช่น ยีนท่ีเก่ียวกบั Nitric oxide synthase, IL-15, Major histocompatibility complex 

class-1 (MHC class-1) และ VCAM1  [57, 58, 59, 60] 

2. TNFAIP3 

TNFAIP3 หรือ A20 เป็น โปรตีนในไซโตพลาสซึมมีโครงสร้างเป็นแบบ Zinc-finger 

protein ซึง่จะออกฤทธ์ิในการยบัยัง้การทํางานของ NF-B ผ่านทาง Ubiquitin  [61, 62, 63, 64] 

ผลของการยบัยัง้ช่วยป้องกนัผลของการตอบสนองตอ่การอกัเสบ โดยควบคมุการแสดงออกของยีน            

E-selectin, VCAM, IL-6 และ IL-8 แตมี่ผลทําให้เซลล์เกิดการตายแบบ Apoptosis เพิ่มมากขึน้

เน่ืองจาก NF-B ถกูยบัยัง้ แตบ่างการศกึษาพบวา่สามารถช่วยป้องกนัเซลล์ตายแบบ Apoptosis 

เน่ืองจากไปยบัยัง้การทํางานของ caspase 8  [65] 

3. CD40 

เม่ือมีการจบักนัระหว่าง CD40 และ CD40L มีผลตอ่การกระตุ้นของ NF-B ทัง้ในกลไก 

Classical pathway และ Alternative pathway ดงัท่ีกลา่วมาข้างต้น 

 CD40 นอกจากพบว่าแสดงออกบน Lymphoid cells ยงัพบบน Epidermal cells, 

Vascular endothelial cells, Epidermal langerhans cells และ Fibroblasts  [66, 67, 68, 69] 

4. CSF-1 

CSF-1 เป็นยีนเป้าหมายท่ี NF-B จะเข้าไปจบับริเวณ Promoter ซึง่หน้าท่ีของ CSF-1 

คือการควบคมุการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของ Monocyte และ Macrophage  [70, 71, 

72, 73] 

5. IL-8 

IL-8 เป็นยีนเป้าหมายท่ี NF-B จะเข้าไปจบับริเวณ Promoter โดยผ่านกลไก Classical 

pathway หน้าท่ีของ IL-8 คือเป็นไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ, ควบคมุการเกาะตดิของเซลล์, 

การกระตุ้น Neutrophil และการหลัง่ Histamine 

6. VCAM1 
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VCAM1 เป็นยีนเป้าหมายท่ี NF-B จะเข้าไปจับบริเวณ Promoter โดยผ่านกลไก 

Classical pathway หน้าท่ี VCAM1 คือ จะเป็นส่วนท่ีให้เซลล์ท่ีมีตวัรับของ VCAM1 เข้าจบัแล้ว

เซลล์นัน้จะเคลื่อนท่ีออกจากเซลล์ endothelial cells 

7. NF-B1  

เป็นสมาชิกในกลุม่ของ NF-B 

8. NF-b2 

เป็นสมาชิกในกลุม่ของ NF-B 

9. RelA 

เป็นสมาชิกในกลุม่ของ NF-B 

10. RelB 

เป็นสมาชิกในกลุม่ของ NF-B 

ความสาํคัญของ NF-B ต่อโรคสะเก็ดเงนิ 

 NF-B มีบทบาทสําคญัในการเพิ่มจํานวนและการทําหน้าท่ีของเซลล์ผิวหนงั ซึง่พบว่ามี

การแสดงออกของระดบัโปรตีน และ mRNA ของ p50, p65, RelB และ c-Rel ในไซโตพลาสซมึ

ของ Primary cultured keratinocytes เช่นเดียวกบั Keratinocyte cell lines  [74] ในด้าน

การศกึษา Immune histochemical แสดงถึงการหายไปอย่างมีนยัสําคญัของ p65 ในเซลล์ผิวหนงั

ปกติ แต่มีการแสดงออกท่ีสงูในบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงิน  [75] มากไปกว่านัน้ การเปลี่ยนแปลง

บางอยา่งของ NF-B ในบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงินเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีปกติ โดยการนําสาร

สกดัจากนิวเคลียสของเซลล์ของทัง้ 2 ประเภทมาศกึษาพบว่า ท่ีบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงินมีการ

แสดงออกของ IL-8 promoter (ซึง่เช่ือว่าเป็นสาเหตหุนึ่งในการดําเนินโรค) ท่ีสงูกว่าปกติซึง่ผลของ

การแสดงออกนีส้อดคล้องกบัระดบัของ IL-8 mRNA และโปรตีน  [76] ซึง่เป็นตวับง่บอกถึงภาวะท่ี

มีการอกัเสบอย่างเรือ้รังในโรคสะเก็ดเงิน และความไม่สมดลุกนัระหว่างบทบาทในการตอ่ต้านการ

ตายแบบ apoptosis และบทบาทในการยบัยัง้วงจรชีวิตของเซลล์ จึงมีผลทําให้บริเวณรอยโรค

สะเก็ดเงินมีการพฒันาของเซลล์ผิวหนงั, การเพิ่มจํานวนของเซลล์ผิวหนงัมากกว่าปกติ  [76] และ

ในสตัว์ทดลองท่ีถูกรบกวนการส่งสญัญาณของ NF-B พบว่ามีผิวหนงัท่ีไม่สมบูรณ์ เช่น เม่ือ 

Knockout IB-α มีผลทําให้เกิด Hyperplasia ของเซลล์ผิวหนงัชัน้ Epidermis และมีการแทรกตวั
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ของเซลล์เม็ดเลือดขาวจํานวนมากท่ีผิวหนงัชัน้ Dermis สว่นการแสดงออกท่ีมากของ p65 นําไปสู่

การเกิด Hyperplasia ของเซลล์ผิวหนงัชัน้ Epidermis  [77]  

 เม่ือไม่นานมานีจ้ากการศึกษา Genomewide scan จากผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงินจํานวน 

1,409 คนเทียบกบักลุม่ปกต ิพบวา่บริเวณ HLA-C มี 3 ยีนท่ีเก่ียวข้องกบักลไกของสญัญาณ IL-23 

และ 2 ยีนท่ีเก่ียวข้องกบักลไกของสญัญาณ NF-B  [78] ซึง่ในประชากรไทยท่ีเป็นโรคสะเก็ดเงิน

จํานวน 206 ราย พบวา่มีความสมัพนัธ์กบั IL-12B และ IL-23R  [79] 

 นอกจากนีย้งัพบว่า CD40 มีการแสดงออกท่ีสงูขึน้ท่ีบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงินทําให้มีการ

แทรกตวัของเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีผิวหนงั  [66, 67, 68, 69] ซึง่ยงัไม่ทราบกลไกท่ีแน่ชดัแตอ่าจเป็น

ผลจากการกระตุ้นการทํางานของ NF-B ผ่านกลไก Classical pathway และ Alternative 

pathway  

 จากท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่ากลไกของ NF-B เป็นอีกกลไกหนึ่งท่ีน่าสนใจในการ

ศกึษาวิจยัถึงระดบัโมเลกลุในเครือข่ายสญัญาณของ NF-B ท่ีเก่ียวข้องกบัโรคสะเก็ดเงิน ดงันัน้

ทางคณะผู้วิจยัจึงเล็งเห็นถึงความสําคญัในการศึกษาโรคสะเก็ดเงินทัง้ด้านกลไกของการเกิดโรค

และการรักษาท่ีมีประสทิธิภาพมากยิ่งขึน้กวา่ในปัจจบุนัโดยใช้สมนุไพรไทยเข้ามาช่วยในการรักษา

และเน่ืองจากประเทศไทยมีสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณในการรักษาโรคท่ีหลากหลาย แต่พบว่ายังมี

การศึกษาถึงฤทธ์ิของสมุนไพรไทยในการรักษาโรคสะเก็ดเงินยังค่อนข้างน้อยดังนัน้ผลของ

การศกึษาในโครงการวิจยันี ้จะนําไปสูก่ารสร้างองค์ความรู้ใหม่เพ่ือให้เข้าใจกลไกในระดบัโมเลกลุ

ท่ีเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีนและนําไปสู่การพฒันาการรักษาโรคสะเก็ดเงินด้วยสารสกัด

จากสมนุไพรไทยเพ่ือเป็นความหวงัใหมใ่ห้กบัผู้ ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 
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บทที่ 3 
วิธีดาํเนินการวิจัย 

 
1. กลุ่มตวัอย่างที่เก่ียวข้องในการวิจัยมีดงันี ้
 
1.1 ตวัอย่างเซลล์เพาะเลีย้ง 
 

เซลล์ผิวหนงัมนษุย์ HaCaT ซือ้มาจากบริษัท Cell line service  
 

1.2 แบคทเีรีย 

 ใช้เชือ้ Escherichia coli (E. coli) สายพนัธุ์ DH5α ซึง่ไม่มียีนดือ้ยา Ampicillin โดย

เพาะเลีย้งใน Terrific broth (TB) หรือ Lysogeny broth (LB) หรือ LB agar ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส 

1.3 ตวัอย่างของสมุนไพรไทยที่มีฤทธ์ิในการต้านโรคสะเก็ดเงนิ 
 

สมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิในการต้านโรคสะเก็ดเงินท่ีใช้ในการศึกษาวิจัยครัง้นี ้ได้รับความ
อนเุคราะห์จากสวนสมนุไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯ สยามบรมราชกมุารี จงัหวดัระยอง มี
ทัง้หมด 3 ชนิด ซึง่ใช้เอทานอล ในการสกดั โดยมีสมนุไพรไทยดงันี ้
1.3.1 ขมิน้ชนั  สว่นท่ีใช้ในการศกึษาวิจยัคือ  เหง้า 

ช่ือสามญั  Turmeric, Curcuma 
ช่ือวิทยาศาสตร์ Curcuma Longa Linn., Curcuma domestica Valeton. 
ช่ือวงศ์  Zingiberaceae 
ช่ือท้องถ่ิน  ขมิน้แกง ขมิน้ชนั ขมิน้หยอก ขมิน้หวั ขีม้ิน้ ตายอ สะยอ หมิน้ 

1.3.2 ขา่  สว่นท่ีใช้ในการศกึษาวิจยัคือ  เหง้า 
ช่ือสามญั  Glalangal, Greater Galangal, Chinese Ginger 
ช่ือวิทยาศาสตร์ Alpinia galanga (Linn.) Swartz., Languas galanga (Linn.) Stuntz.  
ช่ือวงศ์  Zingiberaceae 
ช่ือท้องถ่ิน  ขา่ ขา่ใหญ่ ขา่หลวง ขา่หยวก เสะเออเคย สะเชย  

1.3.3 น้อยหน่า  สว่นท่ีใช้ในการศกึษาวิจยัคือ  ใบ 

ช่ือสามญั  Custard apple, Sugar apple, Sweet sop 
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ช่ือวิทยาศาสตร์ Annona squamosa L. 
ช่ือวงศ์  Annonaceae 

 ช่ือท้องถ่ิน  หมกัเขียบ ลาหนงั มะนอแน่ มะแน่ มะออจ้า มะโอจ่า เตียบ 
ซึง่สารสกดัสมนุไพรทัง้หมดได้มาจาก วิสาข์ ทองระกาศ เป็นผู้สกดั  [8] 

 
2. เคร่ืองมือที่ใช้และวัสดุสารเคมีในการวิจัย 
 
สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยัสามารถแบง่ได้เป็น 3 หมวดคือ 

 
2.1 สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบสารสกดัสมนุไพรไทย  

Dulbecco's Modified Eagle Medium/  HyClone, สหรัฐอเมริกา 

High glucose (DMEM: with 4 mM/L  

Glutamine, 4500 mg/L Glucose  

without Sodium Pyruvate) 

Penicillin-Streptomycin Solution   HyClone, สหรัฐอเมริกา 

(10,000 units/ml Peniciliin/ 

10,000 μg/ml Streptomycin) 

Fetal Bovine Serum (FBS)   HyClone, สหรัฐอเมริกา 

EDTA-Trypsin 0.25เปอร์เซน็ต์ (1X)  HyClone, สหรัฐอเมริกา 

Phosphate Buffered Saline   HyClone, สหรัฐอเมริกา 

(PBS: without calcium without magnesium) 

Recombinant Human TNF-α   PeproTech, สหรัฐอเมริกา 

Recombinant Human IFN-   PeproTech, สหรัฐอเมริกา 

Dimethyl Sulphoxide (DMSO)   Merck, เยอรมนี 

Trypan Blue Stain 0.4เปอร์เซน็ต์  Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 

2.2 สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบตอ่การแสดงออกของ ระดบัโมเลกลุของสารชีวโมเลกลุในเครือข่าย

สญัญาณของ NF-B ในระดบั mRNA  



19 
 

TRIzol Reagent®    Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Chloroform     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Isopropanol     Merck, เยอรมนี 

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Deoxyribonuclease I (DNase I)   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

ImProm-II™ Reverse Transcription System Promega, สหรัฐอเมริกา 

Oligo-dT 17-mer    Biobasic, แคนาดา 

Primer      Biobasic, แคนาดา 

Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) Fermentas, แคนาดา 

RiboLock™     Fermentas, แคนาดา 

Taq DNA polymerase    New England Biolabs,  

สหรัฐอเมริกา และ  

Fermentas, แคนาดา 

DNA Ladder 100 bp    Fermentas, แคนาดา 

GenePure LE Agarose    ISE BioExpress, สเปน 

2.3 สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบตอ่การแสดงออกของ Promoter activity ของสารชีวโมเลกลุใน

เครือขา่ยสญัญาณของ NF-B  

 FlexiGene DNA Kit                      Qiagen, เยอรมนี 

Ethidium Bromide                          Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

2-Propanol                                  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Absolute Ethanol                                        Merck, เยอรมนี 

n-butanol     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

GenePure LE Agarose             ISC BioExpress, สหรัฐอเมริกา 
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Pfu DNA polymerase                             Fermentas, แคนาดา 

 Quantum Prep Freeze ’N Squeeze DNA Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 

      Gel Extraction Spin Column 

pGEM®-T Easy Vector System                      Promega, สหรัฐอเมริกา  

pSGG_prom vector    Swicthgear genomics,  

NF-B biomarker set    สหรัฐอเมริกา 

 Restrition enzyme    NEB, สหรัฐอเมริกา 

T4 DNA Ligase                                             Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Tryptone Peptone                       Becton Dickinson, สหรัฐอเมริกา 

BactoTM Yeast Extract                 Becton Dickinson, สหรัฐอเมริกา 

Bacto-Agar                                Becton Dickinson, สหรัฐอเมริกา 

AMPILIN (Amplicilin,Ampicilin Sodium)     Atlantic Laboratories, ประเทศไทย 

Sodium chloride                                              Merck, เยอรมนี 

Calcium chloride dehydrate                             Merck, เยอรมนี 

Magnesium chloride                                  APSFinechem, ออสเตรเลีย 

Sodium acetate                                      Merck, เยอรมนี 

Potassium acetate                                           SigmaAldrich, สหรัฐอเมริกา 

Tris Base                                                  Promega, สหรัฐอเมริกา 

PureLinkTM HiPure Plasmid                              Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

DNA Purification Kits   
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NucleSpin®   Plasmid    Macherey-nasel, เยอรมนี 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega, สหรัฐอเมริกา 
 

เคร่ืองมือ และอปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิจยั  

Thermal Cycler รุ่น PTC-200                     MJ Research Inc., สหรัฐอเมริกา  

Thermal Cycler รุ่น EP Gradient S  Eppendorf, เยอรมนี 

Thermal Cycler รุ่น PX2                          ThermoScientific,Inc, สหรัฐอเมริกา 

Gel Electrophoresis Apparatus   BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

Gel documentation (gel doc) systems   Syngene, องักฤษ  

Inverted microscope     Olympus Optical, ญ่ีปุ่ น  

Light microscope     Olympus Optical, ญ่ีปุ่ น 

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

Vacuum Concentrator (DNA SpeedVacs)  Thermo Electron Corporation, 

สหรัฐอเมริกา  

Vortex Mixer (FINE VORTEX)   FINEPCR, เกาหลีใต้ 

6 well cell culture plate flat bottom  Nunc, เดนมาร์ก 

with lid  

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  

Auto pipette      GILSON, ฝร่ังเศส  

Microcentrifuge tube (0.2 และ 0.6 ml.)  Axgen scientific, สหรัฐอเมริกา 

Microcentrifuge tube (1.5 ml.)   Biologix Research company,  

สหรัฐอเมริกา 

Pipette tips (10, 200, 1000 μl.)   SorensonTM BioScience, Inc.,  

สหรัฐอเมริกา  

Sterile aerosol pipette tip   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 
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(10, 200, 1000 μl.) 

Block heater      Wealtec Corp., สหรัฐอเมริกา   

CO2 incubator      Sheldon Manufacturing,  

สหรัฐอเมริกา  

Glassware      Pyrax, สหรัฐอเมริกา  

Hemocytometer     Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา  

Incubator      Memmert, เยอรมนี  

Water Bath      Memmert, เยอรมนี 

-20 oC Freezer      Sanyo Electric, ญ่ีปุ่ น  

-80 oC ULT Deep Freezer    IlShin Lab, เกาหลีใต้  

4 oC Refrigerator     Sharp, ญ่ีปุ่ น  

Liquid Nitrogen Tank     Taylor-Wharton, สหรัฐอเมริกา  

Vortex Mixer      FINEPCR, เกาหลีใต้  

Micro High Speed Refrigerated centrifuge Vision Scientific Co.,Ltd , เกาหลีใต้

รุ่น VS-15000 CFNII  

Luminescence (Luminometer)         PerkinElmer, สหรัฐอเมริกา 

รุ่น VICTOR3   

UV-Visible Spectrophotometer   ThermoScientific,Inc, สหรัฐอเมริกา 

(NanoDrop รุ่น 1000)      
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3. วิธีดาํเนินการวิจัย 
 
3.1 เตรียม Luciferase reporter gene constructs 

 เพ่ือเพิ่มจํานวนของ Luciferase reporter gene constructs (SwitchGear NF-B 

Biomarker Set) ให้มีปริมาณเพียงพอและทําการโคลนชิน้สว่นของ Promoter ของ NF-B1 และ 

RelA แล้วจึงทําการสกดัแยกออกมาให้บริสทุธ์ิ เพ่ือท่ีใช้ในการถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ HaCaT ใน

ขัน้ตอนตอ่ไปได้ 

นํา Luciferase reporter gene constructs (ได้รับการสนบัสนุนจาก SwitchGear 

Pathways Grant Program) ซึง่มีการแทรกสว่น Promoter ความยาวประมาณ 1,000 คูเ่บส ของ 

RelB, VCAM1, TNFAIP3, IRF-1, CSF-1, IL-8, CD40, NF-B2 และ  pSGG_prom ท่ีไม่มี 

insert   มาเพิ่มจํานวนโดยการถ่ายโอน Plasmid constructs นีเ้ข้าสู ่แบคทีเรีย E.coli DH5α ด้วย

การ Electroporation เพ่ือเปิดรูบนผนงัเซลล์ (Cell wall) ของ E.coli DH5α ในขัน้แรกนํา E.coli 

DH5α ท่ีเตรียมไว้เป็น Competent cell (เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส) ออกมาละลายท่ีอณุหภมูิห้อง

และผสมกบั Plasmid constructs (30 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) ใน Cuvette ท่ีมีขัว้ไฟฟ้าท่ีมี

ช่องว่างระหว่างขัว้ทัง้สอง 1 มิลลิเมตร ใช้กระแสไฟฟ้า 1,800 โวลต์ นาน 3 วินาที ในการถ่ายโอน 

ผลของการถ่ายโอนทําให้ Plasmid constructs เข้าสูเ่ซลล์ได้ หลงัจากนัน้รีบเติม TB broth เข้าไป 

1 มิลลิลิตรแล้วรีบนําแบคทีเรียไปเลีย้ง ท่ี 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลานํา

แบคทีเรียออกมา Spread ให้ทัว่ LB agar + Ampicillin นําแบคทีเรียไปเลีย้ง ท่ี 37 องศาเซลเซียส

นาน 16-24 ชัว่โมง หลงั 24 ชัว่โมง นํามาตรวจสอบ Plasmid constructs ท่ีถกูถ่ายโอนเข้า

แบคทีเรียโดยการทําโคโลนี PCR โดยเตรียมสว่นผสมของสารในการทํา PCR ดงัตารางท่ี 3.1 
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ตารางที่ 3.1 แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิกิริยา PCR 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

10x  Thermo บฟัเฟอร์  2 
10 ไมโครโมล dNTP Mix 0.2 
10 ไมโครโมล Forward primer (RV3) 0.125 
10 ไมโครโมล Reward primer (pSGG_prom) 0.125 
เอนไซม์ Taq-DNA polymerase 0.125 
Dimethyl sulphoxide (DMSO) 1 
นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 16.425 

รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 20 ไมโครลติร  
Forward primer (RV3) : 5’ CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 3’ 
Reward primer (pSGG_prom) : 5’ CTTAATGTTTTTGGCATCTTCCA 3’ 

หลงัจากนัน้ทํา PCR โดยปฏิกิริยาจะเร่ิมด้วย Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 

นาที ตามด้วย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, Annealing 51.9 องศาเซลเซียส 30 

วินาที และปฏิกริยา Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที เป็นจํานวน 35 รอบ สิน้สดุปฏิกิริยาด้วย 

Final extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 นาที นําผลผลิตจากการทํา PCR มาแยกบนวุ้นอะกาโรส 

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ ท่ี 90 โวลต์ นาน 45 นาที  

3.2 การสร้างชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Promoter ยีน NF-B1 และ RelA เพื่อการโคลน 

3.2.1   ทาํ PCR เพื่อเพิ่มจาํนวนดเีอน็ของ Promoter NF-B1 และ RelA 

ออกแบบ Primer ให้มีความจําเพาะตอ่ Promoter ของยีน NF-B1 และ RelA โดยการใช้

โปรแกรม Lasergene ซึง่มีลําดบัเบสดงัตอ่ไปนี ้  

NF-B1 (-979 to +15): เส้น Forward ซึง่มีตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ MluI: 5-

cttgACGCGTGCTAAGCTTTCAGTTGT-3 และเส้น Reverse primer ซึง่มีตําแหน่งของเอนไซม์

ตดัจําเพาะ BglII: 5-ccAGATCTCGCTCACTCTCTCACTTCCT-3 
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RelA (-1061 to +165): เส้น Forward primer ซึง่มีตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NheI: 

5-acGCTAGCCGTTAGGAGCCTTCTCAC-3และเส้น Reverse primer ซึ่งมีตําแหน่งของ

เอนไซม์ตดัจําเพาะ HindIII: 5-cacAAGCTTTCCCTCTTCTCAAGTGCC-3 

หลงัจากนัน้ทําการเพิ่มจํานวนของดีเอ็นเอด้วยการทํา PCR ปฏิกิริยาจะเร่ิมด้วย Initial 

denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามด้วย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 

Annealing 58.1องศาเซลเซียส 30 วินาที สําหรับ NF-B1 promoter และ 60.4 องศาเซลเซียส 

30 วินาที สําหรับ RelA promoter และปฏิกริยา Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที เป็นจํานวน 

35 รอบ สิน้สดุปฏิกิริยาด้วย Final extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที โดยในการทําปฏิกิริยา 

PCR นีจ้ะใช้เอนไซม์ Taq DNA polymerase (NEB) 2 สว่นตอ่ Pfu DNA polymerase 1 สว่นซึง่ 

Pfu polymerase (Fermentas) จะมีฤทธ์ิในการตรวจสอบเบสท่ีสร้างขึน้มาโดยจะทํางานจาก

ทางด้าน 3’ ไปยงัด้าน 5’ เรียกคณุสมบตัินีว้่า Proofreading เพ่ือเพิ่มความถกูต้องของลําดบัเบสท่ี

สร้างขึน้มา 

นําผลผลิตจากการทํา PCR มาแยกบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ท่ี 90 โวลต์ 

นาน 30 นาที หลงัจากนัน้ทําการตดัแถบ PCR ท่ีมีขนาด 1,012 คูเ่บสสําหรับ NF-B1 promoter 

และ 1,243 คูเ่บสสําหรับ RelA promoter เพ่ือแยกแถบ PCR ท่ีเราต้องการออกจากวุ้นอะกาโรส

โดยใช้ชดุ Quantum PerpTM Freeze‘N Squeeze DNA Gel Extraction Spin Columns 

(Promega) และทําการตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย 3M CH3COONa (pH 5.5) ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ 

ของดีเอ็นเอและ Absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เท่าของดีเอ็นเอ แล้วนําไปแช่ท่ี -20 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลานํามาป่ันท่ีความเร็ว 13,500 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 10 

นาที 4 องศาเซลเซียสตามด้วยการล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% Ethanol 1 มิลลิลิตร ทําให้

ตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งด้วยการป่ันแห้ง (Speed vac) นาน 10 นาที แล้วละลายตะกอนด้วยนํา้กลัน่

บริสทุธ์ิปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําไปวดัความเข้มข้นของดีเอ็นเอหลงัการตกตะกอนด้วยเคร่ือง 

Nanodrop  
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3.2.2  โคลนชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Promoter NF-B1 และ RelA เข้าสู่พาลาสมิด pGEM®-

T Easy vector (Promega) และการตรวจสอบชิน้ส่วนของดเีอน็เอที่เราต้องการใน pGEM®-

T Easy vector ด้วยการทาํโคโลนี PCR 

นําดีเอ็นเอท่ีบริสทุธ์ิมาเช่ือมกบัพลาสมิด pGEM®-T Easy vector ด้วยนํา้ยา LigaFast™ 

Rapid DNA Ligation System (Promega) โดยเตรียมสว่นผสมของสาร ดงัตารางท่ี 3.2 

ตารางที่ 3.2  แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิริยา Ligation 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

2x บฟัเฟอร์  5 
เอนไซม์ T4 ligase 0.33 
พลาสมิด pGEM®-T Easy vector 
 (50 นาโนกรัมตอ่ 1 ไมโครลติร) 

1 

ดีเอ็นเอท่ีบริสทุธ์ิ ปริมาตรตามการคํานวณ 
Molar ratio 

นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ เตมิให้ปริมาตรของปฏิกิริยา 
ครบ 10 ไมโครลติร 

รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 10 ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

สูตรการคาํนวณ Molar ratio 

ความเข้มข้นของ Vector (ng) x ความยาวของ Insert (Kbp) x 3

ความยาวของ Vector (Kbp)
= ความเข้มข้นของ Insert (ng)

                 

เม่ือครบเวลา 24 ชัว่โมงนํามาล้างไอออนตา่งๆโดยการใช้ n-butanol 200 ไมโครลิตร (ใช้อตัราสว่น 

1:20) นํามาป่ันท่ีความเร็ว 13,500 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 15 นาที 4 องศาเซลเซียสแล้ว ตาก

ตะกอนให้แห้งด้วยการป่ันแห้ง (Speed vac) นาน 10 นาที ตามด้วยการละลายตะกอนโดยใช้นํา้

กลัน่บริสทุธ์ิปริมาตร 10 ไมโครลติร แล้วนํามาถ่ายโอนเข้าสู ่ แบคทีเรีย E.coli DH5α ด้วยการ 

Electroporation (ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีถกู Spread ด้วย X-gal, IPTG อยา่งละ 40 ไมโครลติร) ทํา
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การคดัเลือกโคโลนีสีขาวท่ีขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้มาทําโคโลนี PCR เพ่ือตรวจสอบวา่ในพลาสมดิมี

การแทรกชิน้สว่นของดีเอ็นท่ีเราต้องการในบริเวณ Multiple cloning หรือไม ่ โดยเตรียมสว่นผสม

ของสารในการทํา PCR ดงัตารางท่ี 3.3 

ตารางที่ 3.3  แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิริยา PCR 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
10x บฟัเฟอร์ Pfu ท่ีไมมี่ Mg2+ 2 
Mg2+ 0.925 
10 ไมโครโมล dNTP Mix 0.2 
10 ไมโครโมล Forward primer (T7) 0.125 
10 ไมโครโมล Reward primer (SP6) 0.125 
เอนไซม์ Taq-DNA polymerase 0.125 
DMSO 1 
นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 16.75 

รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 20 ไมโครลติร  
Forward primer (T7) : 5’ TAATACGACTCACTATAGG 3’ 
Reward primer (SP6) : 5’ ATTTAGGTGACACTATAG 3’ 

หลงัจากนัน้ทํา PCR โดยปฏิกิริยาจะเร่ิมด้วย Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 

นาที ตามด้วย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, Annealing 50 องศาเซลเซียส 30 

วินาที และปฏิกริยา Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที เป็นจํานวน 35 รอบ สิน้สดุปฏิกิริยาด้วย 

Final extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 นาที นําผลผลิตจากการทํา PCR มาแยกบนวุ้นอะกาโรส 

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ ท่ี 90 โวลต์ นาน 45 นาที  
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ภาพที่ 3.1 แสดง pGEM-T easy vector 

ท่ีมา: http://www.promega.com/paguide/images/1473VA05_6A.jpg 

3.2.3 การสกัดพลาดสมิดจากเชือ้แบคทีเรียและการตัดเอนไซม์ตัดจําเพาะเพื่ อ

ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดออกจากเชือ้แบคทเีรีย 

 คดัเลือกโคโลนีท่ีมีการแทรกของชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีเราต้องการในพลาสมิด pGEM®-T Easy 

vector มาเลีย้งใน TB broth + Ampicillin ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือ

ทําการสกดัเอาพลาสมิดออกมาโดยใช้ชดุ Nucleospin® plasmid (miniprep) (Macherey-Nagel) 

โดยนําเชือ้แบคทีเรียท่ีเลีย้งไว้ครบ 24 ชัว่โมง ไปป่ันให้ตกตะกอนด้วยความเร็ว 4,000 g นาน 5 

นาที แล้วเทสว่นใสทิง้ ดดูตะกอนทัง้หมดใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบพัเฟอร์ A1 

250 ไมโครลิตร แล้วผสมสารให้เข้ากนัด้วยการใช้เคร่ือง Vortex เม่ือสารเข้ากนัแล้วเติม A2 250 

ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดไปมาเพ่ือป้องกันการปนของสารพนัธุกรรมของ

แบคทีเรียเอง ตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 5 นาที เม่ือครบเวลานํามาเตมิบพัเฟอร์ A3 300 ไมโครลิตร 

ผสมสารให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดไปมา แล้วนําไปป่ันท่ี 11,0000 g นาน 5 นาที ตอ่จากนัน้นํา
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หลอด 1.5 ไมโครลิตร (เป็นหลอด Collection) มารองหลอด column แล้วเติมบพัเฟอร์ A4 600 

ไมโครลิตรเพ่ือล้างสิ่งปนเปือ้นตา่งๆบน Silica membrane แล้วนําไปป่ันท่ี 11,000 g นาน 1 นาที 

แล้วเทส่วนใสท่ีอยู่ในหลอด Collection ออกแล้วทําให้ส่วนนํา้ออกไปให้มากท่ีสดุโดยการป่ันท่ี 

11,000 g นาน 2 นาที เม่ือครบเวลานําหลอด 1.5 ไมโครลิตร (เป็นหลอด เก็บพลาสมิด) มารอง

หลอด column เพ่ือทําการชะพลาสมิดออกมาโดยการเติมบพัเฟอร์ AE 50 ไมโครลิตร แล้วตัง้ท่ี

อณุหภมูิห้องนาน 1 นาที นําไปป่ันท่ี 11,000 g นาน 1 นาที พลาสมิดจะตกลงมาอยู่ในหลอด 1.5 

ไมโครลติร แล้วนําพลาสมิดมาวดัความเข้มข้นด้วยเคร่ือง Nanodrop และนํามาตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ MluI/BglII สําหรับ NF-B1 promoter และ NheI/HindIII สําหรับ RelA promoter โดย

เตรียมสว่นผสมของสารดงัตารางท่ี 3.4 

ตารางที่ 3.4  แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิริยา 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

 สาํหรับ NF-B1 promoter 

ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

 สาํหรับ RelA promoter 

10x บฟัเฟอร์  2 2 
MluI 1  
BglII 1  
NheI  1 
HindIII  1 
พลาสมิด 2 (ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม) 2 (ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม) 
นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 14 14 
รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 20 ไมโครลติร นําไปวางท่ี 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

หลงัจากครบ 24 ชัว่โมงนําแยกชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีถกูตดัออกจากพลาสมิดบนวุ้นอะกาโรส 

ความเข้มข้น 0.75 เปอร์เซน็ต์ ท่ี 90 โวลต์ นาน 45 นาที  
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3.2.4 ตรวจสอบลําดับเบสของชิน้ส่วน ของ Promoter ยีน NF-B1 และ RelA ด้วยการ 

Sequence  

 นําพลาสมิดท่ีตรวจสอบแล้วว่ามีการแทรกด้วยชิน้สว่นของ Promoter ยีน NF-B1 และ 

RelA มาตรวจสอบลําดบัเบสด้วยการ Sequence (1st base, มาเลเซีย) แล้วนําลําดบันิวคลีโอไทด์

ท่ีได้มาเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน NCBI  

3.2.5   โคลนชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Promoter NF-B1 และ RelA เข้าสู่พลาสมิด 

pSGG_prom vector (Switchgear genomics) และการตรวจสอบชิน้ส่วนของดีเอ็นเอที่เรา

ต้องการใน pSGG_prom vector ด้วยการทาํโคโลนี PCR 

 นําพลาสมิดท่ีผ่านการตรวจสอบลําดบัเบสและพลาสมิด pSGG_prom vector ท่ีไม่มีการ

แทรกของดีเอ็นเอ มาทําการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะตามตารางท่ี 3.4   หลงัจากนัน้แยกชิน้สว่น

ดีเอ็นเอท่ีถกูตดัออกจากพลาสมิด pGEM®-T Easy vector บนวุ้นอะกาโรส ความเข้มข้น 0.75

เปอร์เซ็นต์ ท่ี 90 โวลต์ นาน 45 นาที เพ่ือแยกแถบ PCR ท่ีเราต้องการออกจากวุ้นอะกาโรสโดยใช้

ชดุ Quantum PerpTM Freeze ‘N Squeeze DNA Gel Extraction Spin Columnsc และ

ตกตะกอนด้วย 3M CH3COONa (pH 5.5) ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ของพลาสมิดและ Absolute 

ethanol ปริมาตร 2.5 เท่าของพลาสมิด สว่นพลาสมิด pSGG_prom vector ท่ีไม่มีการแทรกของดี

เอ็นเอหลงัการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะนําไปตกตะกอนเช่นเดียวกนั แล้วนําไปวดัความเข้มข้น

ของพลาสมิดหลงัการตกตะกอนด้วยเคร่ือง Nanodrop  

หลงัจากนัน้นําพลาสมิดและชิน้ส่วนของ Promoter NF-B1 และ RelA ท่ีบริสทุธ์ิมา

เช่ือมตอ่กนั ด้วยนํา้ยา LigaFast™ Rapid DNA Ligation System โดยเตรียมสว่นผสมของสาร 

ดงัตารางท่ี 3.5 
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ตารางที่ 3.5 แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิกิริยา Ligation 
สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 

(ไมโครลิตร) 
10x บฟัเฟอร์  2 
เอนไซม์ T4 ligase 0.33 
พลาสมิด pSGG_prom ท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จําเพาะ  

ปริมาตรตามการคํานวณ 
Molar ratio  

ชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีบริสทุธ์ิ ปริมาตรตามการคํานวณ 
Molar ratio 

นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ เตมิให้ปริมาตรของปฏิกิริยา 
ครบ 10 ไมโครลติร 

รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 10 ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เม่ือครบเวลา 24 ชัว่โมงนํามาล้างไอออนตา่งๆโดยการใช้ n-butanol 200 ไมโครลิตร (ใช้

อตัราสว่น 1:20) นํามาป่ันท่ีความเร็ว 13,500 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 15 นาที 4 องศาเซลเซียสแล้ว 

ตากตะกอนให้แห้งด้วยการป่ันแห้ง (Speed vac) นาน 10 นาที ตามด้วยการละลายตะกอนโดยใช้

นํา้กลัน่บริสทุธ์ิปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้วนํามาถ่ายโอนเข้าสู ่แบคทีเรีย E.coli DH5α ด้วยการ 

Electroporation (ใช้อาหารเลีย้ง LB agar + Ampicillin) และทําโคโลนี PCR เพ่ือตรวจสอบว่า

ในพลาสมิดมีการแทรกชิน้สว่นของดีเอ็นท่ีเราต้องการในบริเวณ Multiple cloning หรือไม่ โดยทํา

ตามตารางท่ี 3.1   หลงัจากนัน้ทํา PCR โดยปฏิกิริยาจะเร่ิมด้วย Initial denaturation 94 องศา

เซลเซียส 5 นาที ตามด้วย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, Annealing 51.9 องศา

เซลเซียส 30 วินาที และปฏิกริยา Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที เป็นจํานวน 35 รอบ สิน้สดุ

ปฏิกิริยาด้วย Final extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 นาที นําผลผลิตจากการทํา PCR มาแยกบน

วุ้นอะกาโรส ความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ ท่ี 90 โวลต์ นาน 45 นาที  
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  ภาพที่ 3.2 แสดง pSGG_prom vector 

ท่ีมา: http://switchgeargenomics.com/products/control-constructs 

3.2.6  การตรวจสอบโคโลนีที่มีพลาสมิดที่มีการแทรกชิน้ส่วนของ promoter จากขัน้ตอน

ที่ 3.1 และ 3.2.5 โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะและหาลาํดบัเบส 

 หลงัการตรวจสอบพลาสมิด pSGG_prom ท่ีมีการแทรกของชิน้ส่วนของดีเอ็นเอท่ีเรา

ต้องการด้วยการทําโคโลนี PCR แล้วนํามาสกัดเอาพลาสมิดออกมาโดยใช้ชุด Nucleospin® 

plasmid (miniprep) แล้วนําพลาสมิดมาวดัความเข้มข้นด้วยเคร่ือง Nanodrop และนํามาตดัด้วย

เอนไซม์ตดัจําเพาะดงัตอ่ไปนี ้

CD40   ขนาด 1,081 คูเ่บส       ตดัด้วย MluI/BglII 
CSF-1   ขนาด    914 คูเ่บส       ตดัด้วย MluI/BglII 
IL-8    ขนาด 1,085 คูเ่บส       ตดัด้วย MluI/BglII 
IRF-1   ขนาด    958 คูเ่บส      ตดัด้วย MluI/BglII 

NF-B2   ขนาด 1,496 คูเ่บส       ตดัด้วย NheI/XhoI 
RelB   ขนาด 1,062  คูเ่บส       ตดัด้วย SacI/HindIII 
TNFAIP3   ขนาด 1,039 คูเ่บส       ตดัด้วย MluI/BglII 
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VCAM1   ขนาด 1,061 คูเ่บส       ตดัด้วย MluI/BglII 

NF-B1  ขนาด 844 คูเ่บส       ตดัด้วย MluI/BglII 
RelA   ขนาด 1,226  คูเ่บส       ตดัด้วย NheI/HindIII 

หลงัจากนัน้นําพลาสมิดทัง้หมดไปหาลําดบัเบสโดยการ Sequence แล้วนําลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ี

ได้มาเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน NCBI  

3.2.7  การสกัดพลาดสมิดจากเชือ้แบคทเีรียในปริมาณมาก และตรวจสอบพลาสมิดด้วย

การตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะก่อนการนําไปใช้ในขัน้ตอน Reporter gene 

เม่ือเราได้พลาสมิดท่ีต้องการแล้ว นํามาทําการสกัดออกจากแบคทีเรียโดยชุดนํา้ยา 

Purelink hipure plasmid maxiprep kit (Invitrogen) ซึง่จะได้เฉพาะพลาสมิดท่ีเราต้องการ 

ออกมาเป็นจํานวนมากจากเชือ้แบคทีเรีย โดยท่ีไม่มีดีเอ็นเอของแบคทีเรียปนเปื้อนมาด้วย ซึ่งมี

ขัน้ตอนการทําดงัตอ่ไปนี ้

เร่ิมจากเลีย้งเชือ้แบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดท่ีเราต้องการในขวดรูปชมพู่ท่ีมีอาหาร LB broth 

500 มิลลิตร + Ampicillin (100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 500 ไมโครลิตร ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาเทเชือ้แบคทีเรียลงในกระบอกป่ัน 200 มิลลิลิตร แล้ว

นําไปป่ัน โดยใช้เคร่ือง Zonal Rotor Ultracentrifuge ป่ันนาน 10 นาที ท่ี 4,000 g จนครบตาม

ปริมาตรท่ีเราเลีย้งแบคทีเรียไว้ ต่อมาเติมบฟัเฟอร์ Resuspend (R3) 10 มิลลิลิตร ในแต่ละ

กระบอก ผสมให้เป็นเนือ้เดียวกนัโดยการใช้เคร่ือง Vortex แล้วดดูทัง้หมดใสใ่นหลอดป่ันขนาด 50 

มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์ Lysis (L7) 10 มิลลิลิตร ในขัน้ตอนนีห้้าม ผสมสารให้เป็นเนือ้เดียวกนัด้วย

การใช้เคร่ือง Vortex ให้ผสมแบบกลบัหลอดป่ันไปมา 6-8 ครัง้ แล้วตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 

นาที เม่ือครบเวลาเติมบพัเฟอร์ Precipitation (N3) 10 มิลลิลิตร ในแตล่ะหลอด ผสมสารโดยการ 

ให้ผสมแบบ Invert 6-8 ครัง้หลอดป่ันไปมา 6-8 ครัง้ แล้วนําไปป่ันโดยใช้คร่ือง Hight-Speed 

Refrigerated Centrifuge CF15R ด้วยความเร็ว 15,000 g นาน 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้องขณะรอ

ป่ันเตรียม Equilibrate Column โดยนํา Column ออกมาตัง้บน หลอด 50 มิลลิลิตร แล้วเอาเทปใส

พนัให้แน่น เติมบพัเฟอร์ Equilibration (EQ1)  30 มิลลิลิตร แล้วรอให้บพัเฟอร์ไหลผ่าน column 

โดยใช้แรงโน้มถ่วงของโลก จนไหลถึงหยดสุดท้าย เม่ือป่ันครบเวลาป่ัน นําส่วนใสมาใส่ใน 

Equilibrate Column แล้วรอให้ สารไหลลงมาตามแรงโน้มถ่วงของโลก เม่ือสารไหลจนถึงหยด



34 
 

สดุท้าย ให้ใสบ่พัเฟอร์สําหรับล้าง (WB) 60 มิลลิลิตร และรอให้บพัเฟอร์ไหลลงมาตามแรงโน้มถ่วง

ของโลกจนถึงหยดสดุท้าย ต่อไปเป็นการชะตะกอนของพลาสมิดท่ีติดอยู่บนตวักรองใน Column 

โดยนําหลอดป่ันมารองด้านล่าง Column แล้วใช้เทปใสติดให้ column ตัง้ขึน้ และใส่บพัเฟอร์ 

Elution (E4) 15 มิลลิลิตร ใน Column รอให้บพัเฟอร์ไหลลงมาตามแรงโน้มถ่วงของจนถึงหยด

สดุท้าย หลงัจากนัน้ตกตะกอนพลาสมิดด้วย Isopropanol (ท่ีเย็น) 10.5 มิลลิลิตร  แล้วผสมให้เข้า

กนัโดยการใช้เคร่ือง Vortex แล้วนําไปป่ันท่ี 15,000 g นาน 30 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เม่ือครบ

เวลาป่ัน เทสว่นใสทิง้แล้วล้างตะกอนด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ Ethanol (ท่ีเย็น) 5 มิลลิลิตร  แล้วนําไป

ป่ันท่ี 15,000 g นาน 5 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียสแล้วเทสว่นใสทิง้ ตากตะกอนให้แห้งท่ี 65 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที หลงัจากนัน้ละลายพลาสมิด โดยใช้บพัเฟอร์ TE  ท่ีอุ่นท่ี 65 องศาเซลเซียส 

แล้ววดัความเข้มข้นของพลาสมิดโดยใช้เคร่ือง Nanodrop แล้วนําพลาสมิดท่ีบริสทุธ์ิไปทําการ

ตรวจสอบอีกครัง้โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะตามขัน้ตอนท่ี 3.2.6 

3.3   การเตรียม Cell culture model เพื่อใช้ในการศึกษา 

เพาะเลีย้งเซลล์ HaCaT ด้วย Dulbecco's Modified Eagle Medium/High glucose 

(DMEM/High glucose) (Hyclone) ท่ีผสมกบั Fetal bovine serum (Hyclone) 10 เปอร์เซ็นต์ 

(v/v) และยาปฏิชีวนะคือ Penicillin 100 ยนิูต และ Streptomycin 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

(Hyclone) โดยนําเซลล์มาบ่มในตู้อบเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.4 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรไทยที่ มีฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงิน ต่อการ

แสดงออกของระดบั mRNA transcripts ของยีนต่างๆ ในเครือข่ายสัญญาณของ NF-B  

3.4.1   การสกัด Total RNA จากเซลล์ HaCaT  

จากขัน้ท่ี 3.3 นําเซลล์ HaCaT มาเลีย้งในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 6 หลมุโดยจํานวน

เซลล์ต่อหลมุเท่ากบั 1x106 เซลล์ แล้วโดยนําเซลล์มาบ่มในตู้อบเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภมูิ 37 

องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้นําเซลล์

ออกมากระตุ้นด้วย TNFα 10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตรและ IFNγ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แล้ว

นําไปเลีย้งในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ 
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เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบ 24 ชัว่โมง ทําการล้างแตล่ะหลมุด้วยฟอตเฟตบฟัเฟอร์ ก่อนนํามา

ทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรขมิน้, ขา่ และน้อยหน่า โดยเตรียมความเข้มข้นของสารสกดัดงันี ้ 

สารสกดัจากขมิน้ 6.700, 3.350 และ 1.675 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (ค่า IC50= 6.700 

มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) ใน 10 เปอร์เซน็ต์ซีรัม DMEM/High glucose   

สารสกดัจากข่าและน้อยหน่า 6.300, 3.150 และ 1.575 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (คา่ IC50= 

6.300 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) ใน 10 เปอร์เซน็ต์ซีรัม DMEM/High glucose   

สว่นสารละลาย DMSO เตรียมความเข้มข้น 0.0067 เปอร์เซ็นต์ ใน10 เปอร์เซ็นต์ซีรัม 

DMEM/High glucose สําหรับขมิน้ และ DMSO 0.0063 เปอร์เซ็นต์ ใน10 เปอร์เซ็นต์ซีรัม 

DMEM/High glucose สําหรับขา่และน้อยหน่า 

โดยปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 2 มิลลิลิตร ในแต่ละหลมุ แล้วนําไปเลีย้งในตู้ เพาะเลีย้ง 

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

และในการศกึษาในครัง้นีไ้ด้กระตุ้นเซลล์ด้วย TNFα 10 ยนิูต และ IFNγ 10 นาโนกรัมตอ่

มิลลิลิตร เป็นเวลา 12 ชัว่โมงและนํามาทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรตามความเข้มข้นต่างๆเป็น

เวลา 24 ชัว่โมง และยงัทําในสภาวะท่ีไม่กระตุ้นเซลล์ แตทํ่าการทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรตาม

ความเข้มข้นตา่งๆเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง (สําหรับดกูารแสดงออกของ mRNA และ

หน้าท่ี promoter ของ RelA, NF-B1, CD40, VCAM1) 

เม่ือครบเวลาการทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรในแต่ละสภาวะนําจานเพาะเลีย้งเซลล์ 

ออกมาดดูสว่นนํา้ออกจากหลมุ และล้างด้วยฟอตเฟตบฟัเฟอร์เย็น 2 ครัง้ นําจานเพาะเลีย้งเซลล์

วางบนแท่นนํา้แข็ง แล้วเติมนํา้ยา Trizol Reagent®
 (Invitrogen) 1 มิลลิลิตร ในแตล่ะหลมุ ตัง้ทิง้

ไว้นาน 15 นาที เม่ือครบเวลาดดูสารละลายทัง้หมดใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ

เติมสารละลายคลอโรฟอร์มไอโซเอทิลแอลกอฮอล์ท่ีเย็น 200 ไมโครลิตร หลงัจากนัน้ผสมสารให้

เข้ากนัโดยใช้เคร่ือง Vortex แล้วนําไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 g อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที เม่ือป่ันเสร็จให้ดดูสว่นใสชัน้บนสดุ ซึง่มีอาร์เอ็นเออยู่ในชัน้นี ้500 ไมโครลิตร ใสใ่นหลอด

ทดลองใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม 100 เปอร์เซ็นต์ ไอโซโพพานอลท่ีเย็นลงไป 500 มิลลิลิตร 

เพ่ือตกตะกอนอาร์เอ็นเอ ซึ่งผสมให้เข้ากันโดยการกลบัหลอดไปมา 10 ครัง้แล้วนําไปแช่เย็นท่ี
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อณุหภมูิ   -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลานําไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 g 

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จะเห็นตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีก้นหลอดให้เทสว่นใสทิง้ 

แล้วล้างตะกอนอาร์เอ็นเอให้บริสทุธ์ิอีกครัง้หนึ่งโดยใช้ 75 เปอร์เซ็นต์ เอทานอลในนํา้ (DEPC-

treated water) ท่ีปราศจากเอมไซน์ย่อยอาร์เอ็นเอ (RNase) แล้วนําไปป่ันท่ีความเร็ว 7,500 g 

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เม่ือป่ันเสร็จเทสว่นใสทิง้ ตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง 

แล้วละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยนํา้ DEPC ท่ีปราศจาก RNase ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาที สามารถเก็บรักษาอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้ไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส ได้นาน

หลายเดือน นําอาร์เอ็นเอท่ีสกดัออกมาวดัความเข้มข้นใช้เคร่ือง NanoDrop  

3.4.2  การทดสอบการแสดงออกของยีนในเครือข่ายสัญญาณของ NF-B ด้วยวิธี RT-

PCR 

 ก่อนการทํา RT-PCR นําอาร์เอ็นเอท่ีสกดัมากําจดัดีเอ็นเอท่ีจะปนเปือ้นออกจากตวัอย่าง

อาร์เอ็นเอด้วยเอนไซม์ Deoxyribonuclease I (DNase I) (Invitrogen) โดยใช้ความเข้มข้นของ          

อาร์เอ็นเอ 1 ไมโครกรัม โดยเตรียมสว่นผสมดงัตารางท่ี 3.6 

ตารางที่ 3.6 แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาการกําจดัดีเอ็นเอ 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
10x บพัเฟอร์ DNase I Reaction  1 
DNase I 1 
RNA ขึน้กบัความเข้มข้นของ RNA ตวัอยา่ง 
DEPC-treated water เตมิให้ปริมาตรของปฏิกิริยาครบ 10 ไมโครลติร 
รวมปริมาตรทัง้หมดเป็น 10 ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

เม่ือครบเวลานํามาเติมสารหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม์ 25 มิลลิโมล EDTA, pH 8.0 ซึง่เป็น 
Metal chelator แล้วนําไปไว้ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 หลงักําจดัดีเอ็นเอนําอาร์เอ็นเอ 10 ไมโครลิตรมาเปล่ียนเป็น Complementary DNA 

(cDNA) หรือดีเอ็นเอคูส่ม ด้วยเอนไซม์ Reverse transcriptase โดยใช้ชดุ ImProm-II™ Reverse 

Transcription System (Promega) แล้วทําการเพิ่มจํานวนด้วยปฏิกิริยา PCR  
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3.4.2.1 ขัน้เปล่ียนอาร์เอน็เอเป็น cDNA 
 ผสมสารดงัตารางท่ี 3.7 

ตารางที่ 3.7  แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิริยา RT-PCR 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
5X บพัเฟอร์ ImProm-II™  4 
1.5 มิลลโิมล MgCl2 1.2 
10 นาโนโมล dNTP Mix 1 
10 ไมโครโมล Oligo-dT 20 mer 1 
40 ยนิูต RiboLock 0.5 
ImProm-II™ Reverse Transcriptase 1 
อาร์เอ็นเอ 10 
DEPC-treted water 1.3 

รวมปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 20 ไมโครลติร 
แล้วนําไป Pre-extention ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ, Extension ท่ี

อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 1 รอบ และ Inactivation ท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที 1 รอบ ในขัน้นีจ้ะทําให้ Oligo-dT เข้าจบักบัปลาย poly-A ท่ีด้าน 3’ ของ mRNA ซึง่
จะเป็นการคดัเลือก mRNA ออกจากอาร์เอ็นเอชนิดอ่ืน 

 
3.4.2.2 ขัน้ตรวจสอบระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีนในเครือข่ายสัญญาณของ 

NF-B ด้วยวิธี PCR 

 นํา cDNA ท่ีได้จากขัน้ท่ี 3.4.2.1 มาเป็นแม่แบบในการทํา PCR โดยผสมสารดงัตารางท่ี 

3.8 
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ตารางที่ 3.8  แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิกิริยา PCR 

สารเคมี 

สาํหรับยีน TNFAIP3,  IRF-1, 

RelB, IL-8, NF-B1, NF-B2 

และ β-actin 
สาํหรับยีน CD40 

ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

10x  Standard บฟัเฟอร์  3.25 2.5 
10 ไมโครโมล dNTP Mix 0.5 0.5 
100 ไมโครโมล Forward primer 0.125 0.125 
100 ไมโครโมล Reward primer 0.125 0.125 
เอนไซม์ Taq-DNA polymerase 0.19 0.19 
Dimethyl sulphoxide (DMSO) 1.25 1.25 
นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 16.56 17.31 
cDNA แมแ่บบ 3 3 

รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 25 ไมโครลติร  
 

สารเคมี 
สาํหรับยีน CSF-1 สาํหรับยีน RelA 

ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

10x  Standard บฟัเฟอร์  2.5 2.5 
MgCl2 1 1 
10 ไมโครโมล dNTP Mix 0.5 0.5 
100 ไมโครโมล Forward primer 0.125 0.125 
100 ไมโครโมล Reward primer 0.125 0.125 
เอนไซม์ Taq-DNA polymerase 0.19 0.19 
Dimethyl sulphoxide (DMSO) 1.25 1.25 
นํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 16.31 17.31 
cDNA แมแ่บบ 3 2 

รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 25 ไมโครลติร  
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ซึง่ใช้ Primer ดงัตารางท่ี 3.9 

ตารางที่ 3.9 แสดงลําดบัเบสของ Primer ในการทําปฏิกิริยา PCR 

ชนิดของ 
Primer 

ลาํดบัเบส ความยาว
ของท่อน 

PCR  
β-actin  [80] 

 
forward  5’ ACGGGTCACCCACACTGTGC 3’ 656 คูเ่บส 

reverse  5’ CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGAT 3’ 

IRF-1  [81] forward  5’ AACAAGGGCAGCTCAGCTGT 3’ 450 คูเ่บส 

reverse  5’ TGTTGGCTGCCACTCCGACT 3’ 

VCAM1  [82] forward  5’ AGTCAGGAATTTCTGGAGGATGC 3’ 229 คูเ่บส 

reverse  5’ GCAGCTTTGTGGATGGATTCA 3’ 

RelB  [83] 
 

forward  5’ TCCCAACCAGGATGTCTAGC 3’ 160 คูเ่บส 

reverse  5’ AGCCATGTCCCTTTTCCTCT 3’ 

TNFAIP3  [84] forward  5’ TTCAAGCAGATGTATGGCTAACC 3’ 267 คูเ่บส 

reverse  5’ CCTTGGGCTGAATCTGACAT 3’ 

CSF-1  [85] forward  5’ ATGACAGACAGGTGGAACTGCCAG 3’ 438 คูเ่บส 

reverse  5’ TCACACAACTTCAGTAGGTTC AGG 3’ 

CD40  [86] forward  5’ AGAGTTCACTGAAACGGAATGCC 3’ 461 คูเ่บส 

reverse  5’ ACAGGATCCCGAAGATGATGG 3’ 

IL-8  [87] forward  5’ CTGCGCCAACACAGAAATTA 3’ 238 คูเ่บส 

reverse  5’ ATTGCATCTGGCAACCCTAC 3’ 
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ชนิดของ 
Primer 

ลาํดบัเบส ความยาว
ของท่อน 

PCR 

NF-B2 forward  5’ CAGTGAGAAGGGCCGAAAGAC 3’ 277 คูเ่บส 

reverse  5’ CAGGGGCAGGGAGAAGGAG 3’ 

NF-B1 [74] forward  5’ AGCCCCCAATGCATCCAACTT 3’  402 คูเ่บส 

reverse  5’ CAACCGCCGAAACTATCCGAAAAA 3’  

RelA  [74] forward  5’ AGCGCATCCAGACCAACAACAACC 3’  419 คูเ่บส 

reverse  5’ CCGCCGCAGCTGCATGGAGACAC 3’  

หลงัจากเตรียมสารแล้วนํามาทําการเพิ่มจํานวนของดีเอ็นเอด้วยการทํา PCR ปฏิกิริยาจะ

เร่ิมด้วย Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามด้วย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 

30 วินาที, Annealing 55 องศาเซลเซียส สําหรับ TNFAIP3, IRF-1, RelB, IL-8, NF-B1, 60 

องศาเซลเซียส สําหรับ β-actin, 58.4 องศาเซลเซียส สําหรับ NF-B2, 55.9 องศาเซลเซียส 

สําหรับ CD40, 58 องศาเซลเซียส สําหรับ CSF1 และ 67.7 องศาเซลเซียส สําหรับ RelA และ

ปฏิกริยา Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที เป็นจํานวน 40 รอบ สิน้สดุปฏิกิริยาด้วย Final 

extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 

นําผลผลติจากการทํา PCR มาแยกบนวุ้นอะกาโรส ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ท่ี 90 โวลต์ 
นาน 45 นาที โดยแยกยีนคูไ่ปกบั β-actin เพ่ือวิเคราะห์สดัสว่นของการแสดงของยีนท่ีเราสนใจตอ่
ยีน β-actin ด้วยโปรแกรม GeneTools ของเคร่ืองถ่ายภาพเจล (Gel documentation (gel doc) 
systems) 

สําหรับการทดสอบการแสดงออกของยีนในเครือข่ายสญัญาณของ NF-B ด้วยวิธีRT-

PCR ทําการทดสอบซํา้ 3 ครัง้เพ่ือความแมน่ยําในการวิเคราะห์ผล 
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3.5 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มีฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงิน ต่อการทาํงาน

ของ Promoter ของยีนต่างๆ ในเครือข่ายสัญญาณของ NF-B ด้วยวิธี Reporter gene 

3.5.1 ถ่ายโอนพลาสมิด pSGG_prom ที่มีชิน้ส่วนของ Promoter ของยีนในเครือข่ายของ

สัญญาณของ NF-B เข้าสู่เซลล์ HaCaT  

 นําเซลล์ HaCaT จากขัน้ตอนท่ี 3.3  มาเลีย้งในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 6 หลมุโดย

จํานวนเซลล์ตอ่หลมุเท่ากบั 6x105 เซลล์ แล้วโดยนําเซลล์มาบม่ในตู้อบเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ จนกระทัง่เซลล์เจริญหนาแน่น 60 – 70 

เปอร์เซ็นต์ของพืน้ท่ีในหลมุเลีย้ง แล้วนําเซลล์ HaCaT มาถ่ายโอนพลาสมิด pSGG_prom ท่ีมี

ชิน้สว่นของ Promoter ของยีนในเครือข่ายของสญัญาณของ NF-B โดยใช้ชดุนํา้ยา FuGeneHD 

(Roche) โดยก่อนการถ่ายโอนเซลล์จะถกูล้างด้วยฟอตเฟตบฟัเฟอร์  2 ครัง้ เตรียมสารในการถ่าย

โอนดงัตารางท่ี 3.10 

ตารางที่ 3.10 แสดงสดัสว่นของสารเคมีในการทําปฏิกิริยา Tranfection 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร) 

FuGeneHD  6 
pSGG_prom ท่ีมีชิน้สว่นของ Promoter แทรกอยู ่
(ความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมตอ่ไมโครลติร) 

2 

pRL-CMV vector (ความเข้มข้น 600 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลติร) 

1 

DMEM/High glucose ท่ีปราศจากซีรัม 91 
รวมปริมาตรทัง้หมดเท่ากบั 100 ไมโครลติร  

 ผสมสารทัง้หมดลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากนัโดยการใช้

เคร่ือง Vortex 2 วินาที แล้วตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 30 นาทีเพ่ือให้เกิดการรวมตวักนัระหว่าง 

พลาสมิดและสารท่ีนําเข้าสูเ่ซลล์เป็น Complex เม่ือครบเวลา นําเซลล์ท่ีล้างด้วยฟอตเฟตบฟัเฟอร์ 

มาเติม DMEM/High glucose ท่ีปราศจากซีรัม 500 ไมโครลิตรและเติม Complex ลงไป 100 

ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันโดยการหมนุจานเลีย้งเซลล์ไปมา แล้วนําเซลล์มาบ่มในตู้อบเซลล์

เพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 8 ชัว่โมง



42 
 

หลงัจากดดูสารทัง้หมดออกจากหลมุ แล้วล้างเซลล์ด้วยฟอตเฟตบฟัเฟอร์  1 ครัง้ แล้วทําการ

กระตุ้นเซลล์และทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรตามขัน้ท่ี 3.4.1 โดยทําตามทกุสภาวะ  

 

ภาพที่ 3.3 พลาสมิด pRL-CMV ซึง่เป็นพลาสมิดท่ีใช้ในการ co-transfection โดยตวั pRL-CMV 

ซึง่จะให้สญัญาณ Renilla luciferase 

ท่ีมา: http://www.promega.com.cn/files/cpxl/yingguangmei/ygsm2.htm 

3.5.2 ตรวจวัดการทาํงานของ Promoter ของยีนในเครือข่ายของสัญญาณของ NF-B 

โดยการวัดสัญญาณ Luciferase  

 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน Firefly luciferase หลงัการทดสอบสารสกดัสมนุไพรท่ี

ความเข้มข้นตา่งๆ ด้วยใช้ชดุนํา้ยา Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promaga) ซึง่

จะวดัทัง้ปริมาณของสญัญาณ Firefly luciferase จากพลาสมิด pSGG_prom vector ท่ีมีการ

แทรกของชิน้ส่วนของ Promoter ต่างๆท่ีเราศึกษา และสญัญาณ Renilla luciferase จาก         

pRL-CMV vector ท่ีจะถกู Co-transfected เข้าไปด้วยพร้อมกนัเพ่ือลดปัญหาจากจํานวนของ

เซลล์ท่ีใช้ และประสิทธิภาพในการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ รวมถึงผลท่ีไม่จําเพาะต่างๆ เป็น

ต้น  นัน่ก็คือ เป็นตวัควบคมุการถ่ายโอนในแต่ละครัง้ให้เหมือนกนัทกุครัง้ และนําค่ามาคํานวณ
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อตัราสว่นของสญัญาณ  Firefly ตอ่ Renilla luciferase ซึง่ก่อนการวดัสญัญาณต้องนําเซลล์มา

สกดัเอาเอนไซม์ Luciferase ด้วยนํา้ยาสกดั Cell culture lysis buffer (CCLR) (Promaga) โดย

นําจานเพาะเลีย้งเซลล์มาวางบนแท่นนํา้แข็งและเติม CCLR 250 ไมโครลิตร ต่อหลมุ ตัง้ไว้ 15 

นาที เม่ือครบเวลาดดูสารทัง้หมดลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร แล้วนําไปป่ันด้วย

ความเร็วรอบ 13,500 g นาน 2 นาที นํามาดดูสว่นใสใสใ่นหลอดทดลองอนัใหม่เพ่ือเก็บเอนไซม์ท่ี

สกดัออกมา หลงัจากนัน้นํามาวดัสญัญาณ Luciferase ในจานวดั 96 หลมุ โดยเติมนํา้ยา Dual-

Luciferase®  reagent (บพัเฟอร์และสบัสเตรตของ Firefly luciferase) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ่

หลมุแล้วตัง้ไว้นาน 10 นาที โดยเล่ียงการโดนแสง จากนัน้วดัสญัญาณ Firefly luciferase โดย

เคร่ือง VICTOR3 Luminometer (PerkinElmer) เม่ือวดัเสร็จเตมิ นํา้ยา Stop&Glo reagent  (ซึง่จะ

หยดุปฏิริยาของ Firefly luciferase และเป็นซบัสเตรตให้กบั Renilla luciferase) 100 ไมโครลิตร

แล้วตัง้ทิง้ไว้อีก 10 นาทีหลงัจากนัน้นําไปวดัสญัญาณ Renilla luciferase 

 นําข้อมลูท่ีได้จากการวดัสญัญาณ Luciferase มาคํานวณอตัราส่วนของ Firefly ต่อ 

Renilla luciferase การทดสอบนีจ้ะทําซํา้ในแตล่ะครัง้ 3 ครัง้การทดลองและทําซํา้อีก 3 ครัง้ซึง่จะ

ได้ข้อมลูมาใช้ในการวิเคราะห์ยีนละ 9 คา่ ซึง่จะทําให้การวิเคราะห์มีความแมน่ยํามากยิ่งขึน้ 

4. วิเคราะห์ผล 

ข้อมลูทัง้หมดจะโชว์เป็นคา่ mean ± standard error of the mean (SEM) ของคา่จากการ

ทดสอบจากวิธี RT-PCR ซํา้ 3 ครัง้ มีทัง้หมด 3 คา่และคา่จากการทดสอบจากวิธี Reporter gene 

ซํา้ 3 ครัง้ แตค่รัง้ซํา้ อีก 3 ครัง้ มีทัง้หมด 9 คา่ ซึง่คา่ทัง้หมดจะแตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ (สําหรับ

สภาวะท่ีกระตุ้นและทดสอบสารสกดัสมนุไพร จะใช้ สภาวะท่ีถกูกระตุ้นเป็นสภาวะควบคมุ ส่วน

สภาวะท่ีไม่มีการกระตุ้นเซลล์จะใช้สภาวะเซลล์ปกติเป็นสภาวะควบคมุ) อย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิติเม่ือค่า P-value น้อยกว่า หรือเท่ากบั 0.05 (ความมัน่ใจ 95 เปอร์เซ็นต์) โดยหลกัการ

วิเคราะห์ oneway analysis of variance (One-way ANOVA) โดยใช้ post hoc LSD ซึง่เป็น

วิธีการวิเคราะห์ของโปรแกรมคํานวณทางสถิต ิSPSS เวอร์ชนั 17.0  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลการเตรียม Luciferase reporter gene constructs 
 

4.1.1 ผลการเพิ่มจาํนวนดเีอน็เอบริเวณ Promoter ของ NF-B1 และ RelA 

 จากการทํา PCR เพ่ือเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ Promoter ของยีน NF-B1 และ 

RelA นํามาแยกบนวุ้นอะกาโรส ความเข้มข้น 2 เปอร์เซน็ต์ ท่ี 90 โวลต์ นาน 45 นาที  

 

ภาพที่ 4.1 แสดงผลการทํา PCR ของ Promoter ของยีน NF-B1 และ RelA โดย
ใช้ดีเอ็นเอของเซลล์ HaCaT เป็นแม่แบบในการทํา PCR ขนาด PCR product มีความยาว 1,012 
คูเ่บสและ 1,243 คูเ่บส ตามลําดบั 
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4.1.2 ผลการโคลนชิน้ส่วนดเีอน็เอของ Promoter NF-B1 และ RelA เข้าสู่ 
พลาสมิด pGEM®-T Easy vector และการตรวจสอบชิน้ส่วนของดเีอน็เอที่เราต้องการใน 
pGEM®-T Easy vector ด้วยการทาํโคโลนี PCR และการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.2 แสดงผลการทําโคโลนี PCR ของพลาสมิด pGEM®-T Easy vector ด้วย 
primer Sp6 และ T7  

 
จากผลของการทําโคโลนี PCR แสดงวา่ใน พลาสมิด pGEM®-T Easy vector มีการแทรก

ด้วยดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 1,012 คูเ่บสและ 1,243 คูเ่บส ดงันัน้นําโคโลนีมาสกดัเอาพลาสมิดออกมา
โดยการทํา Miniprep และนําพลาสมิดมาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ  
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NF-B1

1,012คูเ่บส

L

L = ladder 1,000 คูเ่บส

  
L

L = ladder 1,000 คูเ่บส

1,243 คูเ่บส

RelA

 
 

ภาพที่ 4.3 แสดงผลการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ โดยใช้ MluI/BglII สําหรับ        

NF-B1 promoter และ NheI/HindIII สําหรับ RelA promoter  
 
เลือกพลาสมิดท่ีให้ผลการตรวจสอบท่ีถกูต้องไปตรวจสอบลําดบัเบสด้วยการ Sequence 

ซึง่ผลการตรวจสอบพบว่าพลาสมิดมีลําดบัเบสของ Promoter ของยีน NF-B1 และ RelA 
ถกูต้องตามท่ีเราออกแบบไว้ 
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4.1.3 ผลการโคลนชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Promoter NF-B1 และ RelA เข้าสู่ 
พลาสมิด pSGG_prom vector และการตรวจสอบชิน้ส่วนของดีเอ็นเอที่เราต้องการใน 
pSGG_prom vector ด้วยการทาํโคโลนี PCR และการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ 
 
 

 
ภาพที่ 4.4 แสดงผลการทําโคโลนี PCR ของพลาสมิด pSGG_prom ด้วย primer 

RV3 และ pSGG_prom  
 
จากผลของการทําโคโลนี PCR แสดงว่าใน พลาสมิด pSGG_prom มีการแทรกด้วย        

ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 1,012 คูเ่บสและ 1,243 คูเ่บส ดงันัน้นําโคโลนีมาสกดัเอาพลาสมิดออกมาโดย
การทํา Miniprep และนําพลาสมิดมาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
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ภาพที่ 4.5 แสดงผลการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ โดยใช้ MluI/BglII สําหรับ        

NF-B1 promoter และ NheI/HindIII สําหรับ RelA promoter  
 
และนําพลาสมิด pSGG_prom ทัง้ 8 contructs ท่ีสกดัออกจากแบคทีเรียมาทําการตดั

ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะเช่นเดียวกนั  
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RELB CSF1 IRF1 CD40 NF-B2 IL8
Uncut Uncut Uncut Uncut Uncut Uncut

L1 L2

L1 = ladder 100 คูเ่บส
L2 = ladder 1,000 คูเ่บส

  

TNFAIP3 VCAM1L1 L2

L1 = ladder 100 คูเ่บส
L2 = ladder 1,000 คูเ่บส

Uncut Uncut Uncut Uncut
Uncut Uncut Uncut Uncut

 
ภาพที่ 4.6 แสดงผลการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะสําหรับ RelB, CSF-1, IRF-1, 

CD40, NF-B2, IL-8, TNFAIP3 และ VCAM1  
 
เลือกพลาสมิดท่ีให้ผลการตรวจสอบท่ีถกูต้องไปตรวจสอบลําดบัเบสด้วยการ Sequence 

ซึง่ผลการตรวจสอบพบว่าพลาสมิดมีลําดบัเบสของ Promoter ของยีน NF-B1 และ RelA 
ถกูต้องตามท่ีเราออกแบบไว้ และลําดบัเบสของ Promoter ของยีน RelB, CSF-1, IRF-1, CD40, 

NF-B2, IL-8, TNFAIP3 และ VCAM1 ถกูต้องจากการเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI 
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4.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มีฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงิน ต่อการ

แสดงออกของระดับ mRNA transcripts ของยีนต่างๆ ในเครือข่ายสัญญาณของ NF-B 

biomarkers 

 4.2.1 เม่ือกระตุ้นเซลล์ HaCaT ด้วย TNFα (10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และ 

IFNγ (10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตามด้วยการทดสอบกับสารสกัด

สมุนไพรแต่ละชนิด ในแต่ละความเข้มข้นเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

 ใช้เทคนิค RT-PCR ในการศกึษาผลของสารสกดัสมนุไพร น้อยหน่า, ข่า และขมิน้ ท่ีมีฤทธ์ิ

ในการต้านโรคสะเก็ดเงินต่อการแสดงออกของ mRNA transcripts ของยีนต่างๆ ในเครือข่าย

สญัญาณของ NF-B biomarkers เม่ือกระตุ้นเซลล์ HaCaT ด้วย TNFα (10 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตามด้วยการทดสอบกบัสาร

สกดัสมนุไพรแตล่ะชนิด ในแตล่ะความเข้มข้นเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ผลการทดสอบแสดงในรูปภาพ

ที่ 4.7 และ 4.8 โดยพบว่า ผลของสารสกดัน้อยหน่าท่ีความเข้มข้น 3.150 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

(0.5IC50) ลดระดบัของ NF-B1 mRNA transcripts ได้อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 สว่นสาร

สกดัขา่ท่ีความเข้มข้น 6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  (IC50) ลดระดบัของ  RelB  mRNA transcripts 

ได้อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 และท่ีความเข้มข้น 3.150 และ 1.575 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

(0.5IC50 และ 0.25IC50) ลดระดบัของ CD40 mRNA transcripts ได้อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 

และผลของสารสกดัขมิน้ให้ผลการลดระดบัของ RelB และ CSF-1 mRNA transcripts อย่างมี

นยัสําคญัท่ี P < 0.05  เม่ือใช้ทดสอบกบัเซลล์ท่ีความเข้มข้น 6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  (IC50) 

และ 1.675 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร (0.25IC50) 
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ภาพที่ 4.7 แสดงผลของสารสกดัน้อยหน่า, ขา่ และขมิน้ ที่ความเข้มข้นตา่งๆที่มีผลตอ่การแสดงออกของระดบั mRNA transcripts ของยีนตา่งๆ ใน

เครือขา่ยสญัญาณของ NF-B biomarkers เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่มิลลลิติร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่มิลลลิติร) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ตามด้วยการทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิด ในแตล่ะความเข้มข้นเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

IC50
กระตุ้นเซลล์
ด้วย TNFα

และ IFNγ

DMSO 0.25IC50 0.5IC50 IC50DMSO 0.25IC50 0.5IC50 IC50DMSO 0.25IC50 0.5IC50กระตุ้นเซลล์
ด้วย TNFα

และ IFNγ

กระตุ้นเซลล์
ด้วย TNFα

และ IFNγ
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 ภาพที่ 4.8  กราฟแสดงผลการวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA transcripts ของยีน

IRF-1, RelB, TNFAIP3, CSF-1, CD40, IL-8, NF-B2, NF-B1 และ RelA ในเซลล์ HaCaT ท่ี

กระตุ้นด้วย TNFα (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา  

24 ชัว่โมง และทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรน้อยหน่าและข่าท่ีความเข้มข้น 6.300, 3.150, 1.575 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50= 6.300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และสารสกดัขมิน้ท่ีความเข้มข้น  

6.700, 3.350, 1.675 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50= 6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง เปรียบเทียบ fold over กบัสภาวะท่ีเซลล์ HaCaT ถกูกระตุ้นด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่

มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) โดยสญัลกัษณ์ * แทนคา่สถิติท่ีแตกตา่งอย่างมี

นยัสําคญัท่ีคา่ P < 0.05  และข้อมลูท่ีแสดงเป็นคา่ mean ± SEM จากการทดลองท่ีแตกตา่งกนั

จํานวน 3 การทดลอง 

4.2.2 เม่ือกระตุ้นเซลล์ HaCaT ด้วย TNFα (10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และ 

IFNγ (10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง ตามด้วยการทดสอบกับสารสกัด

สมุนไพรแต่ละชนิด ในแต่ละความเข้มข้นเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

จากการไมป่ระสบความสําเร็จในการทดสอบในขัน้ตอ่ไปเม่ือใช้สภาวะท่ีต้องกระตุ้นเซลล์ 

HaCaT ด้วย TNFα (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร) และ IFNγ (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร) เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง และทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิดเป็นเวลา 48 ชัว่โมง จงึเปลีย่นสภาวะในการ

ทดลองเป็นกระตุ้นเซลล์ HaCaT ด้วย TNFγ (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร) และ IFNγ (10 

ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิดเป็นเวลา 

24 ชัว่โมง ผลการทดสอบแสดงในรูปภาพที่ 4.9 และ 4.10 โดยสารสกดัน้อยหนา่ ท่ีความเข้มข้น 

1.575, 3.150 และ 6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร (0.25IC50, 0.5IC50 และ IC50) ลดระดบัของ 

CD40 mRNA transcripts ได้อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 และท่ี 3.150 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 

(0.5IC50) ลดระดบัของ NF-B2 mRNA transcripts ได้อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 สว่นสาร

สกดัขา่ท่ีความเข้มข้น 1.575, 3.150 และ 6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร (0.25IC50, 0.5IC50 และ 

IC50) ลดระดบัของ CD40 mRNA transcripts ได้อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 และท่ี 1.575 

ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร (0.25IC50) ลดระดบัของ CSF-1 mRNA transcripts ได้อยา่งมีนยัสําคญัท่ี 
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P < 0.05 และสารสกดัขมิน้ท่ีความเข้มข้น 3.350 และ 6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร (0.5IC50 และ 

IC50) ลดระดบัของ NF-B2 mRNA transcripts ได้อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 
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  ภาพที่ 4.9 แสดงผลของสารสกดัน้อยหน่า, ข่า และขมิน้ ที่ความเข้มข้นตา่งๆที่มีผลตอ่การแสดงออกของระดบั mRNA transcripts ของยีน

ตา่งๆ ในเครือข่ายสญัญาณของ NF-B biomarkers เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 12 

ชัว่โมง ตามด้วยการทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิด ในแตล่ะความเข้มข้นเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

IC50
กระตุ้นเซลล์
ด้วย TNFα

และ IFNγ

DMSO 0.25IC50 0.5IC50 IC50DMSO 0.25IC50 0.5IC50 IC50DMSO 0.25IC50 0.5IC50กระตุ้นเซลล์
ด้วย TNFα

และ IFNγ

กระตุ้นเซลล์
ด้วย TNFα

และ IFNγ
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ภาพที่ 4.10  กราฟแสดงผลการวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA transcripts ของยีน 

IRF-1, RelB, TNFAIP3, CSF-1, CD40, IL-8, NF-B2, NF-B1 และ RelA ในเซลล์ HaCaT ท่ี

กระตุ้นด้วย TNFα (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา  

12 ชัว่โมง และทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรน้อยหน่าและข่าท่ีความเข้มข้น 6.300, 3.150, 1.575 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50= 6.300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และสารสกดัขมิน้ท่ีความเข้มข้น  

6.700, 3.350, 1.675 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50= 6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง เปรียบเทียบ fold over กบัสภาวะท่ีเซลล์ HaCaT ถกูกระตุ้นด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่

มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) โดยสญัลกัษณ์ * แทนคา่สถิติท่ีแตกตา่งอย่างมี

นยัสําคญัท่ีคา่ P < 0.05  และข้อมลูท่ีแสดงเป็นคา่ mean ± SEM จากการทดลองท่ีแตกตา่งกนั

จํานวน 3 การทดลอง 

 
4.2.2 เซลล์ HaCaT ทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรแต่ละชนิด ในแต่ละความ

เข้มข้นเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง 
  

อย่างไรก็ตาม การแสดงออกของ VCAM1, RelA, NF-B1 และ CD40 promoter 

constructs เม่ือวดัสญัญาณของ Luciferase พบว่าสญัญาณของ Firefly และ Renilla luciferase 

มีคา่ท่ีต่ํา เม่ือมีการกระตุ้นเซลล์ด้วย TNFα (ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 ไมโครกรัมตอ่



62 
 

 

มิลลิลิตร) ดงันัน้สําหรับ 4 constructs นีทํ้าการทดสอบโดยการทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะ

ชนิดเป็นเวลา 24 ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง โดยไม่มีการกระตุ้นเซลล์ ผลของการทดสอบแสดงในภาพ

ที่ 4.11 และ 4.12 พบว่าสารสกดัน้อยหน่าความเข้มข้น 1.575, 3.150 และ 6.300 ไมโครกรัมตอ่

มิลลิลิตร  (0.25IC50, 0.5IC50 และ IC50) ลดระดบัของ  NF-B1 mRNA transcripts ได้อย่างมี

นยัสําคญัท่ี P < 0.05 ในขณะท่ี RelA และ CD40 mRNA transcripts ลดลงอย่างมีนยัสําคญัท่ี P 

< 0.05 ท่ีทกุความเข้มข้นของสารสกดัน้อยหน่าเม่ือทดสอบเป็นเวลา 48 ชัว่โมง สําหรับสารสกดั

ขมิน้ลดระดบั RelA mRNA transcripts อย่างมีนยัสําคญั ท่ีความเข้มข้น 3.350 ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิติร  (0.5IC50)  

สําหรับการแสดงออกของระดบั mRNA ของยีน VCAM1 พบว่าไม่มีการแสดงออกในเซลล์ 

HaCaT ทกุสภาวะท่ีใช้ในการศกึษานี ้
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ภาพที่ 4.11 แสดงผลของสารสกดัน้อยหน่า, ข่า และขมิน้ ท่ีความเข้มข้นต่างๆท่ีมีผล

ตอ่การแสดงออกของระดบั mRNA transcripts ของยีน RelA, NF-B1 และ CD40 เม่ือทดสอบ

กบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิด ในแตล่ะความเข้มข้นเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 4.12  กราฟแสดงผลการวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA transcripts ของยีน 

RelA, NF-B1 และ CD40  ในเซลล์ HaCaT เม่ือทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรน้อยหน่าและข่าท่ี

ความเข้มข้น 6.300, 3.150, 1.575 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50= 6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

และสารสกดัขมิน้ท่ีความเข้มข้น  6.700, 3.350, 1.675 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50= 6.700 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบ fold over กบัสภาวะท่ี

เซลล์ HaCaT ไม่ถกูกระตุ้นด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่

มิลลิลิตร) โดยสญัลกัษณ์ * แทนคา่สถิติท่ีแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัท่ีคา่ P < 0.05  และข้อมลูท่ี

แสดงเป็นคา่ mean ± SEM จากการทดลองท่ีแตกตา่งกนัจํานวน 3 การทดลอง 
 

4.3 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรไทยที่มีฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงนิ ต่อการ

ทาํงานของ Promoter ของยีนต่างๆ ในเครือข่ายสัญญาณของ NF-B biomarkers 

 ใช้เทคนิด Reporter gene ในการวิเคราะห์การทํางานของ promoter ของยีนต่างๆ ใน

เครือข่ายสญัญาณของ NF-B biomarkers โดยวิเคราะห์ในเซลล์ HaCaT ท่ีถูกกระตุ้นด้วย 

TNFα (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

หลงัจากนัน้ทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรในแต่ละชนิดเป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยผลการวิเคราะห์

แสดงในรูปภาพที่ 4.13 ซึง่พบว่าสารสกดัน้อยหน่าเพิ่ม IL-8 promoter activity ท่ีความเข้มข้น 

1.575 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (0.25IC50) อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05, ท่ีความเข้มข้น 3.150 
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ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (0.5IC50) เพิ่ม CSF-1 และ IL-8 promoter activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 

0.05 และท่ีความเข้มข้น 6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50) เพิ่ม IL-8 และ NF-B2 promoter 

activity อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 สว่นสารสกดัขา่ท่ีความเข้มข้น 1.575 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

(0.25IC50) และ 3.150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (0.5 IC50) ลด CSF1 และ NF-B2 promoter 

activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 แตเ่พิ่ม TNFAIP3 promoter activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี    

P < 0.05 และท่ีความเข้มข้น 6.300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50) เพิ่ม RelB และ TNFAIP3 

promoter activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 และผลของสารสกดัขมิน้ ท่ีความเข้มข้น 3.350 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (0.5 IC50) ลด TNFAIP3 promoter activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 

ในขณะท่ีความเข้มข้น 6.700 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50) ลด TNFAIP3, CSF-1 และ IL-8 

promoter activity อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 

 สว่นการแสดงออกของ VCAM1, CD40, NF-B1 และ RelA reporter promoters ให้

สญัญาณ Luciferase ท่ีต่ําภายใต้สภาวะเดียวกบั Constract อ่ืนๆ ทําให้ต้องเปลี่ยนสภาวะการ

ทดสอบเป็นไม่กระตุ้นเซลล์ด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 นาโนกรัมตอ่

มิลลิลิตร) และทําการทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิดเป็นเวลา 24 ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง 

ผลของการทดสอบแสดงในรูปภาพที่ 4.14 พบว่าหลงัการทดสอบด้วยสารสกดัน้อยหน่าท่ีความ

เข้มข้น 1.575 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (0.25IC50) และ 6.300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50) เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง พบว่า CD40 และ VCAM1 promoter activity ลดลงอย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 

สว่นการทดสอบท่ีเวลา 48 ชัว่โมง สญัญาณของ firefly และ Renilla luciferase ไม่สามารถ

ตรวจวดัได้ทัง้ 4 reporter promoters ซึง่อาจเกิดความเสียหายภายในเซลล์ HaCaT และผลของ

สารสกดัข่า เพิ่ม VCAM1 promoter activity ทกุความเข้มข้นเม่ือทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 สว่นสารสกดัขมิน้ทกุความเข้มข้นลด VCAM1 promoter activity 

อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 เม่ือทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในขณะท่ีความเข้มข้น 3.350 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (0.5IC50) และ  6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50) ลด RelA promoter 

activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 และท่ีความเข้มข้น 6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50) ลด 

CD40 และ NF-B1 promoter activity อย่างมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 เม่ือทดสอบกบัสารสกดั

ขมิน้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สว่นการทดสอบสารสกดัขมิน้ 48 ชัว่โมงท่ีความเข้มข้น 3.350 ไมโครกรัม
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ตอ่มิลลิลิตร (0.5IC50) และ  6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50) เพิ่ม RelA promoter activity 

อยา่งมีนยัสําคญัท่ี P < 0.05 
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 ภาพที่ 4.13 แสดงกราฟ Luciferase activity ของ Promoter ของ IRF-1, RelB, 

TNFAIP3, CSF-1, IL-8 and NF-B2 ในเซลล์ HaCaT ท่ีกระตุ้นด้วย TNFα (10 ไมโครกรัมตอ่

มิลลิลิตร) และ IFNγ (10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา  12 ชัว่โมง และทดสอบกบัสารสกดั

สมนุไพรน้อยหน่าและข่าท่ีความเข้มข้น 6.300, 3.150, 1.575 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50= 

6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และสารสกดัขมิน้ท่ีความเข้มข้น  6.700, 3.350, 1.675 ไมโครกรัม

ตอ่มิลลลิติร (IC50= 6.700 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เปรียบเทียบ fold over กบั
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สภาวะท่ีเซลล์ HaCaT ถกูกระตุ้นด้วย TNFα (10 นาโนกรัมตอ่มิลลลิติร) และ IFNγ (10 นาโนกรัม

ตอ่มิลลลิติร) โดยสญัลกัษณ์ * แทนคา่สถิตท่ีิแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัท่ีคา่ P < 0.05  และข้อมลูท่ี

แสดงเป็นคา่ mean ± SEM จากการทดลองท่ีแตกตา่งกนัจํานวน 3 การทดลอง และในแตล่ะครัง้

ทําซํา้ 3 การทดลอง  
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 ภาพที่ 4.14  แสดงกราฟ Luciferase activity ของ Promoter ของ VCAM1, CD40, NF-

B1 และ RelA ในเซลล์ HaCaT หลงัการทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรน้อยหน่าและข่าท่ีความ

เข้มข้น 6.300, 3.150, 1.575 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (IC50= 6.300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และ

สารสกดัขมิน้ท่ีความเข้มข้น  6.700, 3.350, 1.675 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50= 6.700 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบ fold over กบัการ

แสดงออกของ Empty vector โดยสญัลกัษณ์ * แทนค่าสถิติท่ีแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัท่ีค่า               

P < 0.05  และข้อมลูท่ีแสดงเป็นคา่ mean ± SEM จากการทดลองท่ีแตกตา่งกนัจํานวน 3 การ

ทดลอง และในแตล่ะครัง้ทําซํา้ 3 การทดลอง  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัยและอภปิรายผล  

สรุปผลการวจิัยและอภปิรายผลการวจิัย 
 

การศึกษาครัง้นี ้คณะผู้วิจยั ได้ใช้สมนุไพรท่ีมีในห้องปฏิบตัิการท่ีมีฤทธ์ิในการต้านโรค

สะเก็คเงิน โดยสารสกดัสมนุไพรน้อยหน่า, ข่า และขมิน้ ได้ใช้วิธีมาเซอเรชนั (Maceration) และ

ใช้เอทานอลเป็นตวัทําละลายในการสกดั  [8]  

โมเลกลุในเครือข่ายของสญัญาณ NF-B มีบทบาทสําคญัในการเพิ่มจํานวนและการทํา

หน้าท่ีของเซลล์ผิวหนงั ในควบคมุกระบวนการ apoptosis และกระบวนการอกัเสบ รวมถึงการ

หลัง่ cytokines ตา่งๆ [88, 89, 90] ดงันัน้การสญูเสียความสมดลุของการทํางานของ NF-B จะ

นําไปสูก่ารเกิดโรคท่ีเก่ียวข้องกบั Proliferative และ Inflammatory เช่น โรคสะเก็ดเงิน เป็นต้น เม่ือ

ไม่นานมานี ้จากการศกึษา ของ Nair และคณะ  [78] แสดงให้เห็นถึงความสมัพนัธ์ระหว่างกลไก

ของ NF-B กบั โรคสะเก็ดเงินท่ีชดัเจนมากยิ่งขึน้ ทําให้ทางคณะผู้วิจยัจึงสนใจในกระบวนการ

การเปลี่ยนแปลงของ NF-B หลงัถกูรักษาด้วยสมนุไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิต้านโรคสะเก็ดเงิน โดยทาง

คณะผู้วิจยัเลือกใช้เซลล์ HaCaT ในการศึกษาเน่ืองจากเป็นเซลล์ท่ีมีคณุสมบตัิ immortalized  

และมีหลายการศกึษาท่ีเก่ียวกบัโรคสะเก็ดเงินได้ใช้เซลล์ HaCaT ในการศกึษา  [39, 91, 92] 

จากผลการศกึษาการแสดงออกของระดบั mRNA และ promoter activity ของยีนใน

เครือข่ายของสญัญาณ NF-B ซึง่ประกอบไปด้วย CD40, CSF-1, IL-8, IRF-1, NF-B2,                 

NF-B1, RelA, RelB, TNFAIP3 และ VCAM1 พบว่าการกระตุ้นเซลล์ด้วย TNFαและ IFNγ เป็น

เวลา 24 ชัว่โมงและทําการทดสอบด้วยสารสกดัสมนุไพรไทยเป็นเวลา 48 ชัว่โมง สามารถตรวจวดั

การแสดงออกของระดบั mRNA ได้แตไ่ม่สามารถตรวจวดัการแสดงออกของ promoter activity 

ได้เน่ืองจากเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ ทางคณะผู้วิจยัจึงปรับเปล่ียนระยะเวลาการกระตุ้นเซลล์

ด้วยไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ จาก 24 ชัว่โมง เป็น 12 ชัว่โมง และลดระยะเวลาในการใช้

สารสกดัสมนุไพรในทดสอบจาก 48 ชัว่โมง เป็น 24 ชัว่โมง แตอ่ย่างไรก็ตามการแสดงออกของ 

promoter activity ของยีน CD40, NF-B1 และ RelA ไม่สามารถตรวจวดัระดบัของสญัญาณ 
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luciferase ได้ คณะผู้วิจยัจึงไม่ใช้ ไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ ในการกระตุ้นให้เซลล์เกิด

การอกัเสบและนํามาทดสอบกบัสารสกดัสมนุไพรไทยเป็นเวลา 24 ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง  

จากผลของการทดสอบสารสกดัสมนุไพรไทยพบว่า สารสกดัข่า ลดระดบัการแสดงออก

ของโมเลกลุในเครือข่ายของสญัญาณ NF-B ผ่านทางการเพิ่มการแสดงออกในระดบั mRNA

และ Promoter activity ของ TNFAIP3 ซึง่เป็นโมเลกลุท่ียบัยัง้การทํางานของ NF-B  [93] โดย

จะยบัยัง้ท่ี Receptor interacting protein มีผลทําให้เกิดกระบวนการ apoptosis เน่ืองจาก

โมเลกลุของ Fas associated death domain  และ Caspase 8 ถกูกระตุ้นให้ทํางาน [92] และ 

ผลของการยบัยัง้นี ้ทําให้การแสดงออกในระดบั mRNAและ Promoter activity ของ CSF-1 และ 

NF-B2 ลดต่ําลง และมีการแสดงออกของระดบั mRNA ของยีน CD40, IL8, RelB ท่ีลดต่ําลง

ด้วย สว่นสารสกดัขมิน้ลดการแสดงออกในระดบั mRNAและ Promoter activity ของ NF-B1, 

NF-B2 และ RelA ซึง่โมเลกลุทัง้ 3 เป็น transcription factor ท่ีสง่ผลให้การแสดงออกในระดบั 

mRNA และ Promoter activity ของ CSF-1 และ IL-8 ลดต่ําลง ผลของสารสกดัน้อยหน่าลดการ

แสดงออกในระดบั mRNA และ Promoter activity ของ CD40 ซึง่ CD40 เป็นตวัรับ CD40ligand 

ท่ีจะกระตุ้นกระบวนการทํางาน (classical pathway) ของ NF-B1  [94] ทําให้การแสดงออกใน

ระดบั mRNA และ Promoter activity ของ NF-B1 ลดต่ําลง และลดระดบัการแสดงออกของ 

mRNA ของยีน IL-8, NF-B2, RelA และ RelB ซึง่ในโรคสะเก็ดเงินการแสดงออกของยีน NF-

B ในบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงินจากการ biopsies บริเวณรอยโรค และนํามาตรวจทางด้าน 

immunohistochemical พบว่ามีการแสดงออกของ NF-B ท่ีสงูกว่าเซลล์ปกติ  [95] อีกทัง้

บริเวณรอยโรคยงัตรวจพบว่า มีการแสดงออกของโปรตีน IL-8  [96], CD40  [97] และ 

VCAM1  [98] ท่ีสงูกว่าเซลล์ปกติ ส่วนการแสดงออกของ CSF-1 ยงัไม่มีการศึกษาในเซลล์ 

HaCaT แตก่ารสร้าง CSF-1 ออกมาจากเซลล์มะเร็ง แล้ว CSF-1 เคล่ือนท่ีเข้าสูห่ลอดเลือดทําให้

เกิดการจบักนัระหว่าง CSF-1 และ CSF-1 receptor ท่ีอยูบ่นผิวของเซลล์ Monocyte ทําให้เกิด

การเคล่ือนท่ีของเซลล์ Monocyte ออกจากหลอดเลือดเคล่ือนเข้าสูบ่ริเวณเซลล์มะเร็งทําให้เกิด

การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ Monocyte เป็นเซลล์ Macrophages และเหน่ียวนําการสร้างเซลล์

เพิ่มมากขึน้  [99] ดงันัน้จงึเป็นไปได้วา่การเพิ่มจํานวนของเซลล์ Keratinocyte มาจากการท่ีเซลล์ 



78 
 

 

Macrophages สร้างโมเลกุลท่ีทําให้เกิดการสร้างเซลล์เพิ่มมากขึน้ในบริเวณรอยโรคสะเก็ดเงิน 

อย่างไรก็ตาม การใช้สารสกดัสมนุไพรข่าและขมิน้ สามารถไปลดระดบัการแสดงออกของยีนนีไ้ด้ 

และผลของการศกึษานีไ้ม่สามารถตรวจวดัการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน VCAM1 ได้

เน่ืองจากในเซลล์ HaCaT น่าจะไม่มีการแสดงออกของยีน VCAM1 และไม่พบการศึกษายีน

ดงักลา่วในเซลล์ HaCaT แตมี่บางการศกึษาท่ีพยายามศกึษายีน VCAM1 โดยศกึษาผลของการ

ทดสอบ Indigo Naturalis เพ่ือนํามารักษาโรคสะเก็ดเงิน โดยเลือกใช้เซลล์ Human Umbilical 

Vein Endothelial Cells ในการศกึษา  [100] สว่นยีน IRF-1 ซึง่พบลดน้อยลงในบริเวณรอยโรค

สะเก็ดเงิน โดยหน้าท่ีของ IRF-1 เป็น Transcription factor ท่ีควบคมุการยบัยัง้การเพิ่มจํานวน

ของเซลล์ ทําให้เกิดความสมดลุของชัน้ผิวหนงัในภาวะปกติ  [101] แต่ในการศึกษานี ้ระดบั 

mRNA ของ IRF-1 ลดลงเม่ือทดสอบกบัสารสกดัข่า แตไ่ม่มีนยัสําคญัทางสถิติ สว่นผลของการ

แสดงออกท่ีตรงข้ามกนัระหวา่งการแสดงออกของ mRNA และ promoter activity อาจเป็นเพราะ

ของความยาว promoter ท่ีใช้ในการศึกษามีความยาวประมาณ 1,000 เบส ซึ่งอาจยงัไม่

ครอบคลมุถึงตําแหน่งท่ีจะสง่ผลการแสดงออกให้ promoter มี activity ท่ีสงูขึน้หรือต่ําลง อีกทัง้

ยงัเก่ียวข้องกบัโมเลกลุอ่ืนๆท่ีเก่ียวข้องกบัการกระตุ้นหรือยบัยัง้การแสดงออกของ Promoter เช่น 

Activator, coactivator, repressor, corepressor และ insulators  รวมทัง้การใช้เพียง 1 

housekeeping gene ในการวิเคราะห์ผลของระดบัท่ีเปล่ียนไปของ mRNA ทําให้ได้ผลท่ียงัไม่แน่

ชดั ควรทําหลาย housekeeping gene เพ่ือยืนยนัการแสดงออกของยีนท่ีศึกษาเทียบกบัการ

แสดงออกของ housekeeping gene แต่ละ gene เพ่ือความถูกต้องท่ีชดัเจนมากยิ่งขึน้ แต่

อย่างไรก็ตามจากผลทัง้หมดแสดงให้เห็นว่าสารสกดัสมนุไพรทัง้ 3 ชนิด ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านโรค

สะเก็ดเงินโดยผ่านกลไกการทํางานของ NF-B ดงันัน้ การควบคมุการทํางานของโมเลกลุใน

เครือขา่ยของสญัญาณ NF-B จงึเป็นเป้าหมายสําคญัในการพฒันาหาสารท่ีมีผลในการควบคมุ

การแสดงออกของโมเลกลุเหลา่นัน้ โดยมีการศกึษาถึงฤทธ์ิของสาร curcumin ในสารสกดัขมิน้, 

สาร quercetin ในสารสกดัน้อยหน่าพบว่ามีฤทธ์ิในการต้านการอกัเสบ  [102, 103] และสาร 1’-

acetoxychavicol acetate (ACA) ในสารสกดัข่า มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การทํางานของ NF-

B  [104] ซึง่ในอนาคตน่าจะมีการศกึษาแยกสารประกอบดงักลา่วออกมาจากสารสกดัสมนุไพร

ทัง้ 3 ชนิดเพ่ือนํามาศกึษาถึงการออกฤทธ์ิว่าเป็นสารหลกัในการแสดงผลตอ่ระดบั mRNA และ 
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activity ของสารชีวโมเลกุลในเครือข่ายของสญัญาณ NF-B หรือไม่ และรวมสารออกฤทธ์ิ

เพ่ือให้ส่งผลได้ครอบคลมุในการควบคมุการทํางานของสารชีวโมเลกลุในเครือข่ายของสญัญาณ 

NF-B เพ่ือนําไปสู่การศกึษาในขัน้สู่ในการพฒันายารักษาโรคสะเก็ดเงินจากสารสกดัสมนุไพร

เพ่ือให้เกิดประสทิธิภาพและความปลอดภยัตอ่ผู้ ป่วยตอ่ไปในอนาคต 

 

สรุป และข้อเสนอแนะ 
 
 ผลของการศึกษานีส้รุปรวมอยู่ในตารางท่ี 5.1 พบว่าสารสกดัสมนุไพรไทยจากตวัทํา

ละลายเอทานอล สารสกดัข่า ควบคมุการทํางานของโมเลกลุในเครือข่ายของสญัญาณ  NF-B 

ผ่านการลดการแสดงออกของ CSF-1 และ NF-B2 ในขณะท่ีเพิ่มการแสดงออกของ TNFAIP3 

สว่นสารสกดัขมิน้ ลดการแสดงออกของ CSF-1, IL-8, NF-B2, NF-B1 และ RelA สารสกดั

น้อยหน่าลดการแสดงออกของ CD40 และ NF-B1 ดงันัน้ผลของสารสกดัสมนุไพรแสดงให้เห็น

ถึงผลของการรักษาโรคท่ีมีการอกัเสบและการเพ่ิมจํานวนของเซลล์ อย่างเช่นโรคสะเก็ดเงิน และ

ทางคณะผู้วิจยัหวงัเป็นอย่างยิ่งว่าผลของการศึกษานีจ้ะเป็นประโยชน์ต่อกลุ่มวิจยัอ่ืนๆท่ีจะคิด

พัฒนาการใช้สมุนไพรในการรักษาโรคสะเก็ดเงินให้มีประสิทธิภาพ ปลอดภัยและประหยัด

คา่ใช้จ่ายตอ่ไปในอนาคต 



80 
 

 

 IRF-1 RelB TNFAIP3 CSF-1 CD40 IL-8 NF-B2 NF-B1 RelA 

0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 

Pretreated 12 ชม. และ Treated 24 ชม. 

ข่า                               = = =    

ขมิน้                       = = = =   

น้อยหน่า                                        

Treated 24 ชม. 

ข่า                                          

ขมิน้                                     

น้อยหน่า                               

Treated 48ชม. 

ข่า                                           

ขมิน้                                
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 IRF-1 RelB TNFAIP3 CSF-1 CD40 IL-8 NF-B2 NF-B1 RelA 

0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1 

Treated 48ชม. 

น้อยหน่า                            
 

Reporter gene assay 

RT
-P

CR
 

A= ยอมรับสมมตฐิาน 

R= ปฏิเสธสมมตฐิาน 

    = ผลของทัง้ 2 วิธี ที่มีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั                                            = แสดงผลเพิ่ม/ลด ที่มีนยัสําคญัทางสถิต ิ

    = มี 1 วิธีผล ที่มีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั                                                     = แสดงผลเพิม่/ลด ที่ไมม่ีนยัสําคญัทางสถิต ิ

     = ผลเป็นไปทางเดียวกนัแตไ่มม่ีนยัสําคญัทางสถิต ิ                                                          = ไมไ่ด้ทําการทดสอบ 

     = ผลไมไ่ปทางเดียวกนั 

     = วิเคราะห์ได้เพียง 1 วิธี 
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Pretreated 12 ช่ัวโมง และ Treated 24 ช่ัวโมง 

(สาํหรับยีน IRF-1, RelB, TNFAIP3, CSF-1, IL-8 และ NF-B2) 

 ขา่ ขมิน้ น้อยหนา่ 

 ผลของทัง้ 2 วิธี ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั  5.56% 5.56% 0% 

มี 1 วิธี ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั 38.89% 11.11% 0% 

ผลเป็นไปทางเดียวกนัแตไ่มมี่นยัสําคญัทางสถิต ิ 11.11% 33.33% 5.56% 

ผลไมไ่ปทางเดียวกนั 44.44% 50.00% 94.44% 

Treated 24 ช่ัวโมง (สาํหรับยีน CD40, NF-B1 และ RelA) 

 ผลของทัง้ 2 วิธี ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั  0% 11.11% 0% 

มี 1 วิธี ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั 0% 22.22% 44.44% 

ผลเป็นไปทางเดียวกนัแตไ่มมี่นยัสําคญัทางสถิต ิ 66.67% 22.22% 22.22% 

ผลไมไ่ปทางเดียวกนั 33.33% 44.44% 33.33% 

Treated 48 ช่ัวโมง (สาํหรับยีน CD40, NF-B1 และ RelA) 

 ผลของทัง้ 2 วิธี ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั  0% 0% NA 

มี 1 วิธี ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตเิป็นไปทางเดียวกนั 0% 0% NA 

ผลเป็นไปทางเดียวกนัแตไ่มมี่นยัสําคญัทางสถิต ิ 33.33% 0% NA 

ผลไมไ่ปทางเดียวกนั 66.67% 100% NA 

NA: ไมส่ามารถวิเคราะห์ผลจาก Reporter gene assay  

ตารางที่ 5.1  สรุปผลการทดสอบในแตล่ะสภาวะของวธีิ RT-PCR และ Reporter gene assay  
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LB broth ประกอบด้วย Bacto-tryptone   5 กรัม 
    Bacto-yeast extract   2.5 กรัม 
    NaCl   5 กรัม 
    เตมินํา้กลัน่ (DW) จนครบ 500 มิลลลิติร 
 
LB agar ประกอบด้วย LB broth   500 มิลลลิติร 
    Bacto agar   7.5 กรัม 
 
LB agar/Amp+ ผสม Amplicilin 100 ไมโครกรัม ตอ่ LB agar 1 มิลลลิติร 
 

               
DEPC-treated Water ประกอบด้วย 0.01 % (v/v) Diethylpyrocarbonate (DEPC)  
     ผสมกบันํา้ในภาชนะท่ีปราศจาก RNase  
     ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืนและนําไปอบฆา่เชือ้ (autoclave) 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 
 
 นายชนะชยั แซ่ลี ้เลขรหสัประจําตวันิสิต 5277202837 เกิดเม่ือวนัท่ี 31 ตลุาคม พ.ศ. 
2529 สําเร็จการศึกษาชัน้มธัยมศึกษาตอนต้นและตอนปลายจากโรงเรียนวดัราชโอรส เม่ือปี
การศกึษา 2547 และวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ (เกียรตินิยมอนัดบั 1 ) จาก
คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศกึษา 2551 ต่อมาได้เข้าศกึษาต่อใน
หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ คณะสหเวช
ศาสตร์ จฬุาฯ ในปีการศกึษา 2552 โดยได้รับทนุอดุหนนุคา่เลา่เรียนจากคณะสหเวชศาสตร์ จฬุาฯ
ทนุผู้ช่วยสอนจาก บณัฑิตวิทยาลยั จฬุาฯ ทนุวิจยัจากสํานกัคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ และทนุ 
90 ปีจฬุาฯ จากบณัฑิตวิทยาลยั จฬุาฯ 
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