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Inflammation and apoptosis are H. pylori-related cell responses. Plants extract 
is an alternative H. pylori infection treatment due to an elevation antimicrobial 
resistance. Kaempferia parviflora is a Thai traditional medicine for gastrointestinal 
diseases with anti-H. pylori activity. Thus, the effect of K. parviflora to inflammation 
and apoptosis was focused in this study. K. parviflora extract (KPE) and curcumin (CM) 
were screened for cell viability by MTT assay and IL-8 secretion by ELISA. KPE to 
monocyte and neutrophil chemotaxis was undertaken by Boyden assay and caspase-
3/7 and 8 activities, DNA fragmentation was done by ELISA. CM exacerbated cell 
viability more than KPE, and could not reduce IL-8 secretion from infected AGS cell. 
16 µg/ml KPE not decreased cell viability but reduced 63% of IL-8 secretion and 
inhibited MCP-1. KPE decreased 61% of monocyte chemotaxis attracted 
by H. pylori protein and LPS of E. coli. Neutrophil chemotaxis attracted by IL-8 was 
also inhibited by 57%. KPE reduced 85% and 24% of caspase-3/7 and 8 on infected 
cell, but not decreased DNA fragmentation. Accordingly, K. parviflora is an effective 
herb for ameliorating cytokine secretion, leukocyte chemotaxis and caspases activities 
which are the major pathways of inflammation and apoptosis mediated by H. pylori 
infection. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

Helicobacter pylori (H. pylori) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเกลียว มีแฟลกเจลลา

ใช้ในการเคลื่อนที่ สามารถติดต่อเข้าสู่คนได้ง่าย เนื่องจากเชื้อปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อม  

สัตว์เลี้ยง และสามารถติดต่อจากคนสู่คนโดยการรับประทานอาหารร่วมกันหรือรับประทาน

อาหารที่ปนเปื้อนอุจจาระ (1, 2) โดย Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 

ได้จัดให้การติดเชื้อนี้เกี่ยวข้องกับการท่องเที่ยว โดยเฉพาะการท่องเที่ยวในประเทศที่ก าลังพัฒนา

หรือประเทศที่มีสุขอนามัยที่ไม่ดี และเนื่องจากการติดเชื้อนี้เกิดได้ง่ายและมีช่องทางการติดต่อ 

หลายวิ ธี  จึ งส่ งผลให้พบอัตราการติด เชื้ อ สู งประมาณ 50% ของประชากรทั่ ว โ ลก  

โดยในประเทศไทยมี อัตราการติดเชื้อประมาณ 57% ส่วนในประเทศเ พ่ือนบ้าน เช่น  

เวียดนามมีอัตราการติดเชื้อสูงถึง 75% (3) และจีน 67% (4)  

เชื้อ H. pylori มักอาศัยและก่อโรคในกระเพาะอาหาร เนื่องจากสามารถทนอยู่ใน 

สภาวะกรดของกระเพาะอาหารได้ดี โดยอาศัยความสามารถของเอนไซม์ยูรีเอสในการย่อยสลาย

ยูเรียในกระเพาะอาหารและได้ผลผลิตเป็นแอมโมเนียที่มีฤทธิ์ เป็นด่างมาเจือจางกรดได้  

ทั้งยังสามารถไชเข้าชั้นเยื่อเมือกของกระเพาะอาหารเพ่ือป้องกันตัวเองจากกรดได้อีกด้วย (1) 

และเนื่ องจากมีการศึกษาบทบาทของเชื้ อ  H. pylori กับโรคมะเร็ งกระเพาะอาหาร 

อย่างกว้างขวาง โดยพบว่าเชื้อนี้เป็นปัจจัยที่ส าคัญที่ท าให้เซลล์กระเพาะอาหารปกติเปลี่ยนแปลง

ไปและมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนที่ผิดปกติท าให้กลายเป็นเซลล์มะเร็งได้  ดังนั้น H. pylori จึงถูก

จัดเป็นสารก่อมะเร็งประเภทที่ 1 ซึ่งอยู่ในกลุ่มเดียวกับ ไวรัสตับอักเสบบี บุหรี่และแอลกอฮอล์  

โดยสามารถชักน าให้เซลล์กลายเป็นเซลล์มะเร็งได้โดยไม่ต้องอาศัยปัจจัยอ่ืนมาสนับสนุน (5) 

โรคมะเร็งที่พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับเชื้อนี้คือ gastric adenocarcinoma, gastric mucosa-

associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma เป็นต้น ทั้งนี้พบว่าในทวีปเอเชียตะวันออก

มีอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งกระเพาะอาหารสูงที่สุดในโลก โดยมีอุบัติการณ์เป็นครึ่งหนึ่งของ

อุ บั ติ ก า ร ณ์ ทั่ ว โ ล ก ซึ่ ง ส อ ด ค ล้ อ ง ไ ป ต า ม อุ บั ติ ก า ร ณ์ ข อ ง ก า ร ติ ด เ ชื้ อ ( 6 )  

โดยในปี 2012 องค์การอนามัยโลกได้รายงานอัตราการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหารในประเทศ
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ญี่ ปุ่ น มี  30 คนต่ อประชากรแสนคน  ซึ่ ง เ ป็ น อัต ร ามากที่ สุ ด ใ น เ อ เ ชี ยต ะวั น ออ ก , 

ประเทศจีนมี 23 คนต่อประชากรแสนคน ส่วนในประเทศไทยพบอัตราการเกิดมะเร็ง 

กระเพาะอาหาร 3 คนต่อประชากรแสนคน  

กลไกส่วนใหญ่ที่ท าให้เกิดมะเร็งกระเพาะอาหารนั้นอาศัยปัจจัยจากทั้งตัวเชื้อและ  

การตอบสนองของเซลล์เจ้าบ้าน โดยตัวเชื้อมีปัจจัยความรุนแรงต่างๆ เช่น adhesin ที่ใช้เกาะติด

เซลล์กระเพาะอาหาร , vacA cytotoxin และ cagA protein (7) ที่ มี คุณสมบัติ กระตุ้ น 

การตอบสนองของร่างกายได้เป็นอย่างดี ซึ่งปฏิกิริยาการอักเสบและกระบวนการตายของเซลล์

แบบอะโพโทซิสเป็นสองกระบวนการที่มีบทบาทต่อการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร  

โดยปัจจัยความรุนแรงต่างๆของเชื้อสามารถกระตุ้นกระบวนการอักเสบของเซลล์โดยผ่าน NF-kB 

ซึ่งเป็นโมเลกุลที่ส าคัญการถอดรหัสยีนของไซโตไคน์หลายชนิดที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ

อักเสบ เช่น IL-1β, IL-8, TNF-α และ MCP-1 โดยที่ไซโตไคน์เหล่านี้มักท าหน้าที่เป็นสารดึงดูด

เซลล์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบอ่ืนๆ มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ โดยเฉพาะเซลล์  

เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์และโมโนไซต์ที่ท าหน้าที่หลักในการก าจัดเชื้อในระบบภูมิคุ้มกัน

แบบ innate immunity นอกจากนี้ปัจจัยความรุนแรงของเชื้อและไซโตไคน์บางชนิดจาก

ปฏิกิริยาการอักเสบ สามารถกระตุ้นโมเลกุลต่างๆที่มีบทบาทส าคัญต่อการตายแบบอะโพโทซิส

ของเซลล์ เยื่อบุกระเพาะอาหารและเซลล์ต่อมที่ท าหน้าที่ผลิตกรดในกระเพาะอาหาร  

ด้วยเหตุนี้ท าให้จ านวนเซลล์และความเป็นกรดในกระเพาะอาหารลดลง ซึ่งเป็นปัจจัยหนึ่งในการ

ส่งเสริมการเจริญแบ่งตัวของเชื้อและเพ่ิมระดับการตอบสนองของเซลล์ ส่งผลให้กระเพาะอาหาร

มีพยาธิสภาพที่รุนแรงขึ้นและอาจมีการด าเนินโรคไปถึงระยะมะเร็งกระเพาะอาหาร เนื่องจากสาร

อนุมูลอิสระที่เป็นผลผลิตจากกระบวนการตอบสนองของเซลล์สามารถชักน าให้สารพันธุกรรมใน

เซลล์ถูกท าลายและเกิดการกลายพันธุ์เนื่องจากสภาวะ oxidative stress ได้ (8) 

ปัจจุบันการรักษาการติดเชื้อนี้จะใช้ยาคลาริโทรมัยซินและเมโทรนิดาโซล ซึ่งเป็นยาต้าน

จุลชีพที่ใช้ในการรักษาเบื้องต้น (First line therapy) แต่ในปัจจุบันพบเชื้อที่ดื้อต่อยาทั้ง 2 ชนิด

มากขึ้น ส่งผลให้ประสิทธิภาพของยาในการก าจัดเชื้อออกจากกระเพาะอาหารลดลง และ 

ท าให้ผู้ป่วยมีการติดเชื้อแบบเรื้อรั ง  ซึ่ งน าไปสู่การเกิดโรคมะเร็ งกระเพาะอาหารได้   

มีงานวิจัยจ านวนมากศึกษาการใช้สารจากธรรมชาติที่มีความปลอดภัยต่อร่างกายเ พ่ือ  

การรักษาและป้องกันพยาธิสภาพของเซลล์เนื่องจากเชื้อ  H. pylori โดยมีการศึกษาทั้งใน 
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ด้านการยับยั้งการเจริญของเชื้อหรือลดปัจจัยความรุนแรงต่างๆของเชื้อ เช่น สาร catechins  

ที่พบมากในใบชาสามารถก าจัดเชื้อออกจากกระเพาะอาหารของหนูทดลอง (9) สารสกัดจาก 

พืชท้องถิ่นในประเทศปากีสถานสามารถลดการท างานของเอนไซม์ยูรี เอส (10) และ 

สาร curcumin จากขมิ้นชันลดความสามารถในการเกาะติดของเชื้อกับเซลล์ได้โดยยับยั้ง 

การสร้างไบโอฟิลม์ของเชื้อ (11) ทั้งนี้มีบางงานวิจัยศึกษาไปถึงความสามารถของสมุนไพรและ 

พืชบางชนิดที่ใช้ประกอบอาหารในครัวเรือนเพ่ือป้องกันการเกิดเซลล์มะเร็งเนื่องจากการติดเชื้อ

ในหนูทดลอง (12)  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาสารสมุนไพรในการยับยั้งการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเซลล์

โดยเฉพาะการอักเสบและการอะโพโทซิส พบว่าในเซลล์ที่ติดเชื้อมีการกระตุ้นการอักเสบ 

โดยพบว่ามีการแสดงออก  NF-kB และมีการเติมหมู่ฟอสเฟตที่ โมเลกุล  IkBα ที่มากขึ้น  

ท าให้ NF-kB สามารถถอดรหัสยีนไซโตไคน์ต่างๆได้ ทั้งนี้สาร zerumbone จากเหง้ากระทือ 

สามารถลดการแสดงออกของ NF-kB สาร apigenin ที่พบมากในผัก ผลไม้ ออกฤทธิ์ยับยั้ง

กระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตบนโมเลกุล  IkBα ได้  (13 , 14) สารสกัดจากอบเชยและ 

สาร curcumin จากขมิ้นชันสามารถลดการหลั่งและการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ที่ส าคัญ 

ในกระบวนการ อักเสบ (15 , 16)  และสาร cyanidin 3-O-Glucoside ที่ จัดอยู่ ในกลุ่ ม 

สาร anthocyanin ซึ่งพบมากในผลไม้ตระกูลเบอร์รี่สามารถยับยั้งการหลั่ง vacA cytotoxic 

จากเชื้อ H. pylori ส่งผลให้มีการลดระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3 และ caspase-8 

ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์ (17) 

กระช ายด า  (Kaempferia parviflora) เ ป็ น พื ชที่ พบ ได้ ใ น ป ร ะ เท ศ เ ข ต ร้ อ น 

มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส าคัญ ได้แก่ สารจ าพวก methoxyflavone ซึ่งจะพบมากใน 

ส่วนเหง้าของกระชายด า มีรายงานว่าสารสกัดกระชายด ามีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อรา 

(18, 19) และยับยั้งการหลั่ง TNF-α และไนตริกออกไซด์ จากกระบวนการอักเสบของเซลล์ที่ 

ถูกกระตุ้นด้วย LPS (20) ทั้งยังสามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและ

มะเร็งท่อทางเดินน้ าดี โดยส่งเสริมให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งแบบอะโพโทซิสผ่านทาง 

การท างานของเอนไซม์ caspase มากขึ้น (21, 22) ทั้งนี้พบว่ากระชายด าสามารถยับยั้ง 

การเจริญและการบุกรุกของเชื้อ H. pylori เข้าสู่เซลล์ได้ (23) ด้วยเหตุนี้จึงสันนิษฐานได้ว่า 



 
 

22 

สารสกัดจากกระชายด าน่าจะช่วยลดการตอบสนองต่างๆของเซลล์และป้องกันการเกิด 

พยาธิสภาพของเซลล์เนื่องจากการติดเชื้อ H. pylori ได้  

เนื่องจากการศึกษาสารสกัดจากกระชายด าต่อการตอบสนองของเซลล์กระเพาะอาหาร 

ที่ติดเชื้อ H. pylori นั้นมีอยู่อย่างจ ากัด ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งที่จะทดสอบฤทธิ์ของสารสกัด 

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการยับยั้งการกระบวนการอักเสบและการตายแบบอะโพโทซิส  

ที่มีบทบาทส าคัญต่อการเกิดพยาธิสภาพในกระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ H. pylori รวมถึงศึกษา

กลไกระดับโมเลกุลของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการการออกฤทธิ์ดังกล่าว  

ซึ่งข้อมูลที่ได้จะเป็นประโยชน์ในการใช้สารสกัดจากกระชายด าในการรักษาและป้องกันการเกิด

พยาธิสภาพในกระเพาะอาหารที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ H. pylori 

 
1.2 ค าถามของการวิจัย  

1. สารสกัดกระชายด าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการอักเสบของเซลล์กระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ 
H. pylori ได้หรือไม ่

2. สารสกัดกระชายด าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์และ

นิวโทรฟิลล์ที่เก่ียวกับการติดเชื้อ H. pylori ได้หรือไม ่

3. สารสกัดกระชายด าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการอะโพโทซิสของเซลล์กระเพาะอาหารที่  

ติดเชื้อ H. pylori ได้หรือไม ่

1.3 สมมติฐาน 

1. สารสกัดกระชายด าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการอักเสบของเซลล์กระเพาะอาหารที่  
ติดเชื้อ H. pylori ได ้

2. สารสกัดกระชายด าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์
และนิวโทรฟิลล์ที่เก่ียวกับการติดเชื้อ H. pylori ได ้

3. สารสกัดกระชายด าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการอะโพโทซิสของเซลล์กระเพาะอาหาร  
ที่ติดเชื้อ H. pylori ได ้
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1.4 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการยับยั้งกระบวนการ

อักเสบของเซลล์กระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ H. pylori 

2. เพ่ือทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการยับยั้งการเคลื่อนที่ 

ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์และนิวโทรฟิลล์ที่เก่ียวกับการติดเชื้อ H. pylori 

3. เพ่ือทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการยับยั้งกระบวนการ 

ตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์กระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ H. pylori 

 

1.5 ขอบเขตงานวิจัย 

 ในงานวิจัยนี้ใช้เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารชนิด adenocarcinoma (AGS) และทดสอบฤทธิ์

ของกระชายด าที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทต่อการอยู่รอดของเซลล์ AGS ด้วยวิธี MTT จากนั้น

เพาะเลี้ยงกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และทดสอบฤทธิ์ของกระชายด า 

ที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทต่อกระบวนการอักเสบโดยการตรวจวัด IL-8 ด้วยวิธี ELISA และตรวจวัด 

MCP-1 ด้วยวิธี  Western blot รวมถึงทดสอบฤทธิ์ ในการยับยั้ งการเคลื่ อนที่ ของเซลล์ 

เม็ดเลือดขาวที่ถูกดึงดูดด้วยโปรตีนที่สกัดจากเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 

และ  LPS จากเชื้ อ  E.coli ของ เซลล์มะเร็ ง เม็ด เลือดขาวชนิด โมโนไซต์  (THP-1) และ 

ทดสอบฤทธิ์ดังกล่าวต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิวล์ที่เปลี่ยนแปลงมาจากเซลล์ตัวอ่อนระยะ

โปรไมอีโลไซต์ (HL-60) ที่ดูดดึงดูดด้วย IL-8 รวมถึงตรวจสอบฤทธิ์ต่อกระบวนการตายแบบ 

อะโพโทซิสโดยตรวจวัดการแตกหักของดีเอ็นเอ, caspase-3/7 และ caspase-8 ด้วยวิธี ELISA  

 ทั้งนี้ได้ท าการคัดกรองเคอร์คิวมินต่อการอยู่รอดของเซลล์ AGS ด้วยวิธี MTT จากนั้น

เพาะเลี้ยงกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของเคอร์

คิวมินต่อกระบวนการอักเสบโดยการตรวจวัด IL-8 ด้วยวิธี ELISA รวมถึงตรวจสอบฤทธิ์ต่อ

กระบวนการตายแบบอะโพโทซิสโดยตรวจวัดเอนไซม์ caspase-3/7 และ caspase-8 ด้วย 

วิธี ELISA  
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1.6 กรอบแนวความคิดในการวิจัย  
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บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. เชื้อ H. pylori 

1.1 การค้นพบ 

 ในปี 1893 เป็นครั้งแรกที่มีการรายงานว่าพบแบคทีเรียรูปร่างเกลียวในกระเพาะอาหาร  

ของสุนัขโดย Bizzozero ต่อมาในปี 1906 มีการตรวจพบแบคทีเรียที่มีรูปร่างคล้ายกันใน

กระเพาะอาหารของผู้ป่วยเป็นโรคกระเพาะอาหารและมีการศึกษาชิ้นเนื้อจากกระเพาะอาหาร

ของผู้ป่วยพบว่าเชื้อดังกล่าวมีความสัมพันธ์อย่างมากกับโรคกระเพาะอาหารอักเสบ จนกระทั่งใน

ปี 1982 Robin Warren และ Barry Marshall ได้ประสบความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย

ชนิดนี้จากชิ้นเนื้อของผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารอักเสบซึ่งแบคทีเรียดังกล่าวมีรูปร่างคล้าย  

กับ Campylobacter รวมไปถึงมีความคล้ายคลึงกันของผลการทดสอบชีวเคมีและอัตราส่วน

ระหว่าง guanine/cytosine ในสารพันธุกรรม จึงถูกจัดให้อยู่ในจีนัสของ Campylobacter และ 

มีชื่อสปีชี่ส์เป็น pyloridis ต่อมามีการเปลี่ยนชื่อเป็น Campylobacter pylori  หลังจากการ

วิเคราะห์และสังเกตลักษณะภายนอกของ Campylobacter pylori ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

อิเลกตรอนพบความแตกต่างของ Campylobacter pylori กับ Campylobacter สปีชี่ส์อ่ืนๆ 

คือ ส่วนแฟลกเจลล่าของ Campylobacter pylori มีปลอกหุ้มและมีจ านวนแฟลกเจลล่า

มากกว่า 1 เส้น และพบความแตกต่างกันของล าดับเบสบนยีนส์ 16s rRNA จากคุณลักษณะ 

ที่ แ ต ก ต่ า ง กั น ดั ง ก ล่ า ว จึ ง มี ก า ร ตั้ ง ชื่ อ จี นั ส ใ ห ม่ เ ป็ น  Helicobacter (24) โ ด ย มี   

Helicobacter pylori เป็นสปีชี่ส์แรกที่ถูกบรรจุลงในจีนัส ปัจจุบันมีการค้นพบ Helicobacter 

หลายสปีชี่ส์แต่ H. pylori เป็นชนิดที่พบมากและมีมนุษย์เป็นสิ่งมีชีวิตเจ้าบ้านจึงมีความส าคัญ

ทางคลินิกมากท่ีสุด (1) 
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ตารางที่ 1 แสดงแต่ละสปีชี่ส์ของ Helicobacter ที่สามารถการก่อโรคในสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ (1)

สปีช่ีส์ สัตว์เจ้าบ้านระดับปฐมภูมิ พยาธิสภาพ 

Gastric Helicobacter spp. 

H. pylori มนุษย์และไพรเมต กระเพาะอาหารอักเสบ  

แผลในกระเพาะอาหาร                     

gastric adenocarcinoma  

MALT lymphoma 

H. felis แมว สุนัข หนู กระเพาะอาหารอักเสบและอาจเกิดแผลใน

กระเพาะอาหาร 

gastric adenocarcinomaในหนู 

H. mustelae ตัวเฟร์ริต กระเพาะอาหารอักเสบ  

แผลในกระเพาะอาหาร                  

gastric adenocarcinoma 

MALT lymphoma 

H. acinonychis สัตว์จ าพวกเสือ  กระเพาะอาหารอักเสบ และแผลใน

กระเพาะอาหาร 

H. heilmannii มนุษย์ แมว สุนัข หนู ลิง 

เสือชีตาห์ 

กระเพาะอาหารอักเสบ อาหารไม่ย่อย 

MALT lymphoma 

Enterohepatic Helicobacter spp. 

H. hepaticus หนูและสัตว์ฟันแทะอ่ืนๆ ตับอักเสบ,มะเร็งตับ, proliferative 
typhlocolitis 
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1.2 ลักษณะทั่วไปทางจุลชีววิทยา 

เชื้อ H. pylori เป็นแบคทีเรียที่ย้อมติดสีแกรมลบ ไม่มีสปอร์ รูปร่างเป็นแท่ง มีขนาดยาว

ประมาณ 2.5-3 μm กว้าง 0.5-1 μm แต่อาจพบลักษณะเป็น U shape หรือ coccoid form 

ได้ หากมีการเพาะเลี้ยงเชื้อไว้นาน 3-4 วัน โดยจะเกิดจากการที่ periplasm ด้านในด้านหนึ่งของ

ตัวเชื้อมีการเจริญเติบโตน้อยลง จึงท าให้ตัวเชื้อมีความโค้งงอมากขึ้นกลายเป็น U shape และ

เป็น coccoid form ในเวลาต่อมา (1) เชื้อสามารถเคลื่อนที่ได้โดยอาศัยแฟลกเจลล่า 4-5 เส้น 

ซึ่งอยู่ที่ปลายด้านใดด้านหนึ่ง (lophotrichous flagella) (25) เชื้อมีการเคลื่อนที่แบบควงสว่าน 

(Screw-like movement) โดยอาศัยแฟลกเจลล่าดังกล่าว อุณหภูมิที่เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้

คือ 34-40 °C แต่จะเจริญเติบโตได้ดีที่ 37°C ในสภาวะที่มีอากาศน้อย (Microaerophilic : 85% 

ไนโตรเจน, 10% คาร์บอนไดออกไซด์, และ 5% ออกซิเจน) นอกจากนี้ H. pylori ถูกจัดอยู่ 

ในกลุ่มแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงยาก (Fastidious Bacteria) จึงจ าเป็นต้องเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ที่มีสารอาหารพิเศษ เช่น เลือดหรือซีรั่ม และใช้เวลาเพาะเลี้ยงเชื้อนานประมาณ 3 -7 วัน  

ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมีขนาดเล็ก ใส และมีผิวเรียบ ผลการทดสอบทางชีวเคมีพบว่า

ให้ผล catalase บวก และ urease บวกอย่างรวดเร็ว เนื่องจากจ าเป็นต้องเพาะเลี้ยงเชื้อ 

เป็นเวลานานกว่าปกติ ส่งผลให้มีความเสี่ยงต่อการเจริญของจุลชีพชนิดอ่ืนๆ เช่น แบคทีเรียและ

เชื้อรา ซ่ึงมักมีโคโลนีขนาดใหญ่กว่า H. pylori มาก ดังนั้นเมื่อมีจุลชีพอ่ืนปนเปื้อน จะเจริญเบียด

บังโคโลนีของ H. pylori  ท าให้ยากต่อการคัดเลือกเฉพาะโคโลนี H. pylori ไปท าการทดสอบต่อ 

ในห้องปฎิบัติการบางแห่งจึงนิยมเติมยาปฎิชีวนะลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย   

รูปที่ 1 แสดงลักษณะของเชื้อ H. pylori 
(ที่มา: Cindy R. DeLoney, Loyola University of Chicago, Chicago, Illinois และ The 

MicrobeLibrary,(25)) 
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1.3 ช่องทางการติดต่อของเชื้อ 

 เป็นที่ทราบอย่างแน่ชัดแล้วว่า วิธีการที่เชื้อ H. pylori เข้าสู่ร่างกายนั้นผ่านมาทางช่องปาก

แล้วเข้าสู่ระบบทางเดินอาหาร แต่ในส่วนของแหล่งที่มาของเชื้อยังไม่เป็นที่ทราบอย่างแน่ชัด  

ว่ารับมาจากแหล่งใดเป็นหลัก เนื่องจากเชื้อ H. pylori สามารถอาศัยอยู่ทั้งในสิ่งมีชิวิต เช่น คน 

แมว หรือ แกะ รวมไปถึงในสิ่งแวดล้อม (2) เช่น แหล่งน้ าตามธรรมชาติ ยังมีรายงานการตรวจพบ

เชื้อในน้ าดื่มบรรจุขวด 8 ตัวอย่างจากทั้งหมด 450 ตัวอย่าง ทั้งนี้เชื้อที่ตรวจพบป็นสายพันธุ์ที่มี

ปัจจัยความรุนแรงสูง  vacAs1a ถึง 100% , vacAm1a 87.5 % และ cagA 62.5 % รวมถึง

พบว่าเชื้อดังกล่าวยังมีการดื้อต่อยา erythromycin และ clarithromycin ด้วย (26) นอกจากนี้ 

ยั งมี ก า รศึ กษ ากา รคว ามสั ม พันธ์ ข องแหล่ ง ขอ งกา รติ ด เ ชื้ อ ขอ งช าว ไทย ที่ อ า ศั ย 

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบว่า การบริโภคอาหารพ้ืนบ้าน เช่น ปลาร้า ปูดอง และ ส้มต า  

เพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อมากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะปลาร้าสามารถเพ่ิมความเสี่ยง

ต่อการติดเชื้อถึง 11.27 เท่า (27) ดังนั้นการรับประทานน้ าหรืออาหารที่ปนเปื้อนเชื้อจึงเป็นอีก 

ช่องทางการติดเชื้อที่ส าคัญ  

การติดต่อมาจากคนสู่ คนเป็น อีกช่องทางหนึ่ งที่ มีหลักฐานสนับสนุนจ านวนมาก  

มีการศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อจากผู้ป่วยที่มีอาการแสดง 99 รายสู่สมาชิกในครอบครัว  

จากการตรวจแอนติเจนของเชื้อจากอุจจาระของสมาชิกในครอบครัวของผู้ป่วยแต่ละรายพบว่า

สมาชิกในครอบครัวจ านวนถึง 126 รายจากจ านวน 131 ราย ตรวจพบแอนติเจนของเชื้อ (28) 

นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อมี genotype เดียวกันภายในครอบครัว โดยเฉพาะจากแม่สู่ลูก (29) 

สันนิษฐานว่า แม่และลูกมีการสัมผัสกันอย่างใกล้ชิด โดยเชื้ออาจอยู่ในน้ านมและน้ าลายของแม่ 

ท าให้ลูกมีโอกาสติดเชื้อจากการดื่มนมแม่ หรือจากการที่แม่บดเคี้ยวอาหารก่อนป้อนให้ลูก 

นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าการติดเชื้ออาจสามารถมาจากสัตว์  โดยเฉพาะสัตว์ที่ เลี้ยงเพ่ือ 

การปศุสัตว์มีความเสี่ยงสูงกว่าสัตว์เลี้ยงในบ้าน โดยมีรายงานพบว่าในกระเพาะอาหารของแกะ 

รวมถึงในน้ านมของแกะและวัว มีความชุกของเชื้อที่มียีนปัจจัยความรุนแรงชนิด s1a/m2  

ซึ่งรูปแบบความชุกของยีนปัจจัยความรุนแรงดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับความชุกของยีนปัจจัย

ความรุนแรงในตัวอย่างจากกระเพาะอาหารผู้ป่วยอย่างมีนัยส าคัญ (30, 31)  
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1.4 ปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ  

เอนไซม์ยูรีเอสเป็นปัจจัยความรุนแรงที่ส าคัญที่เชื้อสามารถผลิตออกมาได้ในจ านวนมาก  

ซึ่ งจะเปลี่ยนยู เรียเป็นแอมโมเนียที่มีฤทธิ์ เป็นด่าง ช่วยในการเจือจางสภาวะกรดใน 

กระเพาะอาหารในบริเวณที่เชื้ออาศัยอยู่ได้ นอกจากนี้ยังมีปัจจัยความรุนแรงอ่ืนๆ เช่น Adhesin 

ที่ใช้เกาะติดกับเซลล์เยื่อบุได้ดี ท าให้เชื้อถูกก าจัดออกจากกระเพาะอาหารได้ยากขึ้นและอยู่ ใน

กระเพาะอาหารเป็นเวลาได้นาน, Toxin จากส่วน Lipopolysaccharide จะสามารถกระตุ้น

กระบวนการต่างๆภายในเซลล์ได้โดยผ่านตัวรับ Toll like receptor ชนิดต่างๆที่อยู่บนผิวเซลล์ 

Cytotoxin-associated A protein (cagA) เป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติของความเป็นแอนติเจนสูง 

สามารถกระตุ้นกระบวนการต่างๆของเซลล์ได้โดยอาศัย type IV secretory system เจาะผ่าน

ผนังเซลล์เข้ามาและปล่อย cagA protein เข้าสู่เซลล์โดยตรงท าให้กระตุ้นกระบวนการอักเสบ

ของกระเพาะอาหารที่รุนแรงและเรื้อรัง (32) นอกจากนี้ตัวเชื้อยังสามารถหลั่งเปปไทด์สายสั้นๆที่

เรียกว่า cecropin-like peptide (HP 2-20) และ Neutrophil Activating Protein (HP-NAP) 

ซึ่งมีความสามารถในการดึงดูดเม็ดเลือดขาวมายังบริเวณที่ติดเชื้อได้จ านวนมาก (33, 34) หรือ

หลั่ง vaculolating A cytotoxin (vacA) ที่กระตุ้นกระบวนการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์

กระเพาะอาหาร โดยสร้าง vacuole ในเซลล์และรบกวนเยื่อหุ้มไมโทรคอนเดรียได้ (35)  

ดังรูปที ่2 

 
รูปที่ 2 แสดงปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori ที่มีผลกระทบต่อเซลล์ (36) 



 
 

30 

1.5 ระบาดวิทยา 

เนื่องจากการรับเชื้อ เข้าสู่ ร่างกายนั้นเกิดได้ง่ายและมีแหล่งของเชื้อที่หลากหลาย  

ทั้งนี้เมื่อติดเชื้อผู้ป่วยมักไม่มีอาการที่แสดงออกอย่างชัดเจน ท าให้ผู้ป่วยและบุคคลรอบข้าง 

ไม่ได้ตระหนักในการป้องกันการระบาดติดเชื้อ ดังนั้นการควบคุมการติดเชื้อจึงท าได้ยากและ

ส่งผลให้อัตราการติดเชื้อมีค่อนข้างสูง ถึงแม้ในปัจจุบันนี้จะมีงานวิจัยเกี่ยวกับการป้องกัน 

การติดเชื้อและการคิดค้นวัคซีนจ านวนมาก แต่ยังไม่มีมาตรการการป้องกันหรือการค้นพบวัคซีน

ที่มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการลดอัตราการติดเชื้อ จากรายงานของ The International 

Agency for Research Cancer (IARC) ได้ประมาณการณ์ว่า 2 ใน 3 ของประชากรทั่วโลกนั้น 

มีการติดเชื้อนี้ ซึ่งในประเทศที่ก าลังพัฒนาหรือในชนเผ่าพ้ืนเมืองจะพบอัตราการติดเชื้อสูง  

กว่าประเทศที่พัฒนาแล้ว เนื่องจากมีระบบสุขาภิบาลที่ไม่ดี วัฒนธรรมการบริโภคอาหารที่ 

ไม่ผ่านความร้อน รวมไปถึงการใช้มือในการการรับประทานอาหาร โดยประเทศในทวีปเอเชีย

ตะวันออกนั้นมีอัตราการติดเชื้อที่สูงที่สุด (37) เช่น ไทย 57%,จีน 67% และเวียดนาม 75% (3, 

4, 38) ทั้งนี้อัตราการติดเชื้อนั้นอาจแตกต่างกันไปในแต่ละช่วงวัย เช่น ในประเทศจีนพบว่า  

ในกลุ่มผู้สูงอายุที่มีระบบภูมิคุ้มกันที่อ่อนแอจะมีอัตราการติดเชื้อที่สูงถึง 84% (39)  

ถึงแม้ว่าในปัจจุบันนี้มีการพัฒนาของระบบสาธารณสุขในแต่ละประเทศ ส่งผลให้อัตราการ

ติดเชื้อลดลง แต่อย่างไรก็ตามเชื้อมีความสามารถในการมีชีวิตรอดโดยการกลายพันธุ์และ 

ดื้อต่อยาที่ใช้รักษาในปัจจุบันมากขึ้น มีรายงานว่าความชุกของเชื้อ  H. pylori ที่ดื้อยาปฏิชีวนะ 

มีแนวโน้มที่ สู งขึ้นทั่ ว โลก  (40)  ส่ งผลให้ยามีประสิทธิภาพในการก าจัดเชื้ อออกจาก 

กระเพาะอาหารได้ลดลง ท าให้มีการติดเชื้อแบบเรื้อรังและเพ่ิมความรุนแรงของโรคให้มากขึ้น 

จนกลายเป็นโรคมะเร็งกระเพาะอาหารได้ โดยในประเทศไทยมีอัตราของเชื้อดื้อยาคิดเป็น  

50.3% ซึ่งเชื้อส่วนมากดื้อต่อยา metronidazole และพบความชุกสูงที่สุดในภาคใต้ (41) 

จากข้อมูลของ Globocan ปี 2012 พบว่าอัตราการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารสูงเป็น 

อันดับ 4 และมีอัตราตายเป็นอันดับที่ 3 ของโลก ทั้งนี้อุบัติการณ์ของโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร

พบว่าในทวีปเอเชียตะวันออกนั้นยังคงเป็นบริเวณที่มีอุบัติการณ์มากที่สุดซึ่งมีความสอดคล้อง 

กับอัตราการติดเชื้อ โดยในประเทศญี่ปุ่นมีอัตราการเกิดใหม่ของโรคมากที่สุดโดยพบผู้ป่วยใหม่

จ านวน 30 คนในประชากรหนึ่งแสนคน รองลงมาคือประเทศจีนจ านวน 23 คนในประชากร 

หนึ่งแสนคน ส่วนแถบทวีปเอเชียตะวันตกเฉียงใต้พบว่า เวียดนามเป็นประเทศท่ีมีอุบัติการณ์มาก
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ที่สุดเท่ากับ 16 คนในประชากรหนึ่งแสนคนและประเทศไทยมีอุบัติการณ์เป็นอันดับที่ 4  

ในอัตรา 3 คนในประชากรหนึ่งแสนคน (42) ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ไม่สูงนัก ทั้งนี้มีการศึกษาพบว่า

ความหลากหลากของยีนส์  Mdm2 SNIP309 G/G นั้ นมีความเกี่ ยวข้องอย่ างมากกับ 

การเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร (43) แต่ในประชากรไทยพบว่ามีความชุกของยีนส์ Mdm2 

SNIP309 G/G ที่ต่ าเพียง 3% (44) ในขณะที่ประชากรชาวญี่ปุ่นที่มีอัตราการเกิดใหม่ของโรคมาก

ที่สุดพบความชุกของยีนส์ Mdm2 SNIP309 G/G ถึง 30.7% (45)  

 

รูปที่ 3 แสดงอัตราการเกิดใหม่และอัตราการตายจากโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร (42) 
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1.6 พยาธิก าเนิด พยาธิสภาพและการก่อโรค 

พยาธิ ส ภ าพ เนื่ อ ง จ ากการติ ด เ ชื้ อ  H. pylori เ กิ ด จ ากทั้ ง ปั จ จั ย ค ว าม รุ นแ ร งต่ า งๆ 

ของตัวเชื้อและระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย โดยพบว่า Lipopolysaccharide และ cagA เป็นปัจจัย

ความรุนแรงที่ส าคัญในการกระตุ้นกระบวนการอักเสบโดยผ่าน  NF-kB และสร้างไซโตไคน์ต่างๆขึ้น 

(46) ปัจจัยความรุนแรงอ่ืนๆของเชื้อ เช่น Adhesin, การสร้างไบโอฟิล์ม, ความสามารถในการทนต่อ

ยาปฏิชีวนะ รวมถึงการที่มีอาการแสดงที่ไม่ชัดเจน เป็นปัจจัยท าให้สามารถก าจัดเชื้อออกจาก

กระเพาะอาหารได้ยากและมีการอักเสบของกระเพาะอาหารที่เรื้อรัง ท าให้พยาธิสภาพของ 

กระเพาะอาหารรุนแรงขึ้นและสามารถด าเนินโรคไปเป็นระยะโรคกระเพาะอักเสบเรื้อรัง (Chronic 

gastritis) และเกิดการตายของเซลล์กระเพาะอาหารแบบอะโพโทซิสมากขึ้น ซึ่งเป็นกระบวนการ 

ที่ส าคัญในการเกิดพยาธิสภาพของกระเพาะอาหารระยะ Gastric atrophy (1)  

การตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์กระเพาะอาหารนั้นถูกกระตุ้นได้โดยสิ่งกระตุ้นหลายชนิด 

โดยเฉพาะ vacA ของตัวเชื้อนั้นสามารถเจาะท าลายเยื่อหุ้มไมโทรคอนเดรีย (17) ส่งผลให้เอนไซม์  

Cytochrome C ภายในไมโทรคอนเดรียหลั่งออกมายังไซโทพลาสซึมและกระตุ้นโมเลกุลต่างๆ 

ในกระบวนการอะโพโทซิสได้ นอกจากนี้การอักเสบและการตายแบบอะโพโทซิสนั้นเป็นกระบวนการ

ที่มีความเกี่ยวข้องกัน โดยเมื่อมีการหลั่งไซโตไคน์บางชนิดในกระบวนการอักเสบ เช่น TNF-α หรือ 

สารอนุมูลอิสระจ าพวก Reactive oxygen species จากการท างานของเซลล์ เม็ดเลือดขาว  

สารต่างๆเหล่านี้สามารถกระตุ้นการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์ได้ (18) ทั้งนี้ไซโตไคน์ชนิด IL-1β 

สามารถยับยั้งการหลั่งกรดของเซลล์ในกระเพาะอาหาร ส่งผลให้กระเพาะอาหารมีความเป็น 

กรดน้อยลง (hypochlorhydria) (47) ซึ่งเป็นการส่งเสริมให้เชื้อเจริญแบ่งตัวได้ดีขึ้นและสามารถ

กระตุ้นการตายของเซลล์ได้มากขึ้นจนเกิดพยาธิสภาพในระยะ Gastric atrophy  

ถึงแม้ว่าเชื้อนี้จะถูกจ าแนกให้เป็น Class I carcinogen ซึ่งสามารถก่อมะเร็งได้ด้วยตัวเองโดย 

ไม่จ าเป็นต้องอาศัยปัจจัยอ่ืนมาช่วยสนับสนุน แต่ทั้งนี้มีการศึกษาพบว่ามีปัจจัยที่เกี่ยวข้องอ่ืนๆ  

ที่สามารถช่วยส่งเสริมการด าเนินของโรคได้เร็วขึ้นและรุนแรงมากยิ่งขึ้น เช่น การดื่มแอลกอฮอล์ (48) 

และการรับประทานอาหารที่มีไนไตรตสูง (49) ด้วยปัจจัยต่างๆทั้งหมดนี้จะส่งเสริมให้กระเพาะอาหาร

ด าเนินโรคเป็นระยะต่างๆและสนับสนุนให้เกิดการท าลายสารพันธุกรรมในเซลล์ ท าให้เซลล์กระเพาะ

อาหารมีความผิดปกติในการเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายกับเซลล์ของล าไส้เล็กใน
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พยาธิสภาพระยะ Intestinal metaplasia จนถึงโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร (Gastric cancer) เช่น 

gastric adenocarcinoma , gastric mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma 

ดังรูปที่ 4 นอกจากนี้การติดเชื้อ H. pylori ยังเป็นสาเหตุของการเกิดความผิดปกติในระบบอ่ืนๆ 

ของร่างกายอีกด้วย เช่น สภาวะโลหิตจาง เนื่องจากมีเลือดออกในทางเดินอาหารแบบเรื้อรัง (50)  

 

รูปที่ 4 พยาธิสภาพของกระเพาะอาหารเนื่องจากการติดเชื้อ H. pylori และป้จจัยอื่นที่เกี่ยวข้อง (1) 
 

1.7 แนวทางการรักษา 

Triple therapy เป็นแผนการรักษาขั้นแรก (First line therapy) ของการติดเชื้อ H. pylori 

คือ การใช้ยาปฏิชีวนะสองชนิดร่วมกับยาลดการหลั่งกรดในกระเพาะอาหารเพ่ือส่งเสริมการ 

ออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะดังกล่าว  โดยยาปฏิชีวนะที่ส าคัญ คือ คลาริ โทรมัยซินและ 

เมโทรนิดาโซล (51) และยายับยั้งการหลั่งกรด คือ กลุ่มของยาประเภท Proton pump inhibitor 

(PPI) เช่น  ยา  Omeprazole แต่ปัจจุบันนี้ มีการรายงานว่ ามีแนวโน้มของเชื้ อที่ ดื้ อต่ อ 

ยาปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดนี้มากขึ้นทั่วโลก ท าให้ประสิทธิภาพในการก าจัดเชื้อลดลง (40)  

ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีข้อก าหนดให้ใช้แนวทางการรักษาแบบ quadruple คือการใช้ยาปฏิชีวนะ  

3 ชนิดร่วมกับ PPI โดยอาจใช้  Bismuth แทนยาปฏิชีวนะในการรักษาแบบ Bismuth 

quadruple (PBMT) หรือ การใช้ยาอะมอกซีซิลลินร่วมกับคลาริโทรมัยซินและเมโทรนิดาโซล  

ในการรั กษาแบบ Concomitant nonbismuth quadruple (PAMC) มี การศึ กษาพบว่ า 
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ยาคลาริโทรมัยซินและยาลดการหลั่งกรดไม่เพียงแต่ออกฤทธิ์ก าจัดจุลชีพ แต่ยังมีผลกระทบ 

ต่อเซลล์กระเพาะอาหาร โดยสามารถกระตุ้นกระบวนการอักเสบของเซลล์ให้เพ่ิมขึ้นได้ (52, 53) 

Bismuth เป็นสารโลหะหนักที่อยู่กลุ่มเดียวกับสารหนู โดยการทดลองการบ่มเซลล์ไตของมนุษย์

ชนิด Human embryonic kidney 293 กับ Bismuth นาน 48 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้น 

ของ Bismuth ตั้งแต่ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์และ 

ยังสามารถเกิดผลข้างเคียงให้เซลล์ตายแบบ autophagy ได ้(54)  

 

2. กระบวนการอักเสบ 

การอักเสบเป็นการตอบสนองทางภูมิคุ้ มกันหลักของร่างกาย  เมื่อร่างกายได้รับ 

สิ่งแปลกปลอมโดยเฉพาะจุลชีพต่างๆ จะมีการกระตุ้นกระบวนการอักเสบของเซลล์ผ่านตัวรับ 

บนผิวเซลล์และส่งสัญญาณเข้าไปในเซลล์ โดยมีโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับการอักเสบจ านวนมากและ

มีกลไกที่ซับซ้อน โดยในการตอบสนองของเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori นั้นมักถูกกระตุ้นโดยปัจจัย

ความรุนแรงต่างๆบนตัวเชื้อซึ่งมีคุณสมบัติเป็น Pathogen associated molecular patterns 

(PAMPs) ที่สามารถกระตุ้นกระบวนการอักเสบผ่าน Toll-like receptors (TLRs) แต่ละชนิด 

ที่จ าเพาะบนผิวเซลล์กระเพาะอาหารและเซลล์เม็ดเลือดขาว แต่ TLRs แต่ละชนิดสามารถกระตุ้น

กระบวนการอักเสบโดยส่งสัญญาณผ่านทางโมเลกุลต่างกัน เช่น TLR2 และ TLR5 ที่จับจ าเพาะ

ได้กับ cagA ของเชื้อจะกระตุ้นการท างานของ Myeloid differentiation factor 88 (MyD88) 

ภายในเซลล์เป็นโมเลกุลแรกของกระบวนการอักเสบ แต่ TLR 9 ที่จับจ าเพาะได้กับ DNA ของ

เชื้อจะกระตุ้น Mitogen-activated protein kinase (MAPK) ก่อน จากนั้น MyD88 และ MAPK 

จะมีการกระตุ้นโมเลกุลอ่ืนๆที่แตกต่างกันไป แต่โมเลกุลสุดท้ายของแต่ละวิถีทางมักเป็น 

การกระตุ้นการท างานของโมเลกุล NF-kB (55, 56) โดย NF-kB ท าหน้าที่ในการถอดรหัสดีเอ็นเอ

ของยีนไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการการอักเสบได้หลายชนิด เช่น IL-8, IL-1β, MCP-1 

เป็นต้น ซึ่งไซโตไคน์เหล่านี้ส่วนใหญ่มักท าหน้าที่ในการดึงดูดและกระตุ้นการท างานของเซลล์ 

ทางระบบภูมิคุ้มกันที่ เกี่ยวข้อง โดยเฉพาะเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์และนิวโทรฟิลล์  

มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ จากนั้นเซลล์เม็ดเลือดขาวแทรกเข้าไปในเนื่อเยื่อเพ่ือก าจัดจุลชีพ  

โดยเซลล์โมโนไซต์ จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นแมจโคฟาจและก าจัดจุลชีพด้วย
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กระบวนการ Phagocytosis ส่วนในเซลล์นิวโทรฟิลล์จะหลั่ง Reactive oxygen species (ROS) 

เช่น NADPH oxygenase ที่เป็นสารอนุมูลอิสระหรือการสร้าง neutrophil extracellular trap 

(NETs) ที่ประกอบไปด้วยดีเอ็นเอ โปรตีนฮิสโตนและเอนไซม์หลายชนิด รวมถึงกระบวนการ  

Phagocytosis ได้เช่นกัน (57) นอกจากนี้เซลล์เม็ดเลือดขาวเหล่านี้ยังสามารถหลั่งไซโตไคน์

หลายชนิด ท าให้มีการแทรกตัวและสะสมของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆอยู่ในเนื้อเยื่อ  

ท าให้เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่ออย่างเรื้อรัง (58) 

2.1 Nuclear factor kappa B (NF-kB)  

เป็น Transcription factor ที่มีบทบาทต่อกระบวนการอักเสบมากที่สุด เนื่องจากสามารถ

จับจ าเพาะกับ promoter ของยีนที่ควบคุมการสร้างไซโตไคน์หลายชนิด ท าให้เกิดการถอดรหัส

และแปลรหัสของดีเอ็นเอดังกล่าวมาเป็นโปรตีนและไซโตไคน์ต่างๆ ที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณชักน า

ให้เซลล์ต่างๆในระบบภูมิคุ้มกันตอบสนองและเกิดกระบวนการอักเสบในที่สุด โดยจุลชีพต่างๆ 

รวมไปถึง H. pylori สามารถกระตุ้นให้เซลล์กระเพาะอาหารที่ติดเชื้อมีการแสดงออกของ 

ยีน NF-kB เพ่ิมขึ้นและการกระตุ้นการท างาน NF-kB ในระดับโปรตีน (59) ในสัตว์เลี้ยงลูก 

ด้วยนมพบว่า NF-kB มีหลายชนิด ประกอบไปด้วยโปรตีน 5 หน่วยย่อย ดังนี้ p65 (RelA), RelB, 

c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) และ p52/p100 (NF-kB2)  

กลไกการท า งานของ  NF-kB นั้ น เกิ ด ได้  2 วิ ถี ทาง  คื อ  Canonical pathway และ  

Non-canonical pathway ซึ่งในแต่ละวิถีนั้นได้รับสัญญาณกระตุ้นมาจาก TLRs ที่ต่างชนิดกัน 

ส่งผลให้มีการกระตุ้น NF-kB ที่ต่างชนิดกันด้วย ทั้งนี้เซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori ส่วนใหญ่มักมี 

การส่งสัญญาณกระตุ้นการท างานของ NF-kB ผ่านทาง Canonical pathway และกระตุ้น 

การท างานของ NF-kB ชนิดที่ประกอบด้วยโปรตีนหน่วยย่อย p65 (RelA), c-Rel, p50/p105 

โดยมีโมเลกุล IkB ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของ NF-kB การกระตุ้น NF-kB จะอาศัยสัญญาณ

จากภายนอกผ่านตัวรับหลายชนิดโดยเฉพาะ  TLRs ที่จ า เพาะกับ PAMPs ของตัว เชื้อ  

ท าให้เกิดการส่งสัญญาณผ่านโมเลกุลต่างๆเข้ามาในเซลล์ จนมีการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 

IkB kinases (IKK) ซึ่งท าหน้าที่ย่อยโมเลกุล IkB ให้หลุดออกจาก NF-kB และย่อยส่วน p105  

ให้เหลือเพียง p50 เท่านั้น โดย p50 เป็นส่วนส าคัญที่ใช้จับกับส่วนของ promoter ของดีเอ็นเอ 

เพ่ือกระตุ้นการถอดรหัสต่อไป ดังรูปที่ 5A จากนั้นจะมีขั้นตอนอ่ืนที่จ าเป็นต่อการท างานของ  
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NF-kB ไ ด้ แ ก่  ก า ร เ ติ ม ห มู่ ฟ อ ส เ ฟต ที่ ต า แ ห น่ ง ต่ า ง ๆ บ น โ ม เ ล กุ ล ข อ ง  NF-kB เ ช่ น  

การเติมหมู่ฟอสเฟตที่ serine ล าดับที่ 536 บนโปรตีนส่วน p65 (60, 61) เพ่ือกระตุ้นให้ NF-kB 

เคลื่อนที่เข้าไปในนิวเคลียสได้และมีความคงตัวมากขึ้น ส่วนใน  Non-canonical pathway 

กระตุ้น NF-kB ชนิดที่ประกอบด้วย Rel-B และ p52/p100 เป็นหน่วยย่อยรับสัญญาณกระตุ้น

ผ่านตัวรับชนิด CD40, lymphotoxin beta (LTb) และ B-cell-activating factor (BAF) จากนั้น

โมเลกุล NF-kB-inducing kinase (NIK) จะตอบสนองต่อสัญญาณโดยกระตุ้น IKK ให้ย่อยส่วน 

p100 ให้เหลือเพียงต าแหน่งที่ใช้จับกับส่วนของ promoter ของดีเอ็นเอ คือ p52 ดังรูปที่ 5B  

รูปที่  5  แสดงกลไกการกระตุ้น NF-kB ในระดับโมเลกุลผ่านทาง Canonical pathway (A)                              
และ Non-canonical pathway (B) (62) 
 
 
 
 
 



 
 

37 

เมื่อ NF-kB แต่ละชนิดเคลื่อนเข้าไปในนิวเคลียสและจับที่ promoter จะเกิดการกระตุ้นการ

แสดงออกของยีนส์ต่างๆที่จ าเพาะซึ่งน าไปสู่การสร้างไซโตไคน์ต่างๆที่ส าคัญดังนี้  

2.1.1 Interleukin 8 (IL-8) 

เป็นโปรตีนที่ ถูกถอดรหัสมาจากยีน CXCL8 (Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 8)  

ซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการอักเสบของเซลล์ต่อการติดเชื้อ เนื่องจาก Lipopolysaccharide 

และปัจจัยความรุนแรงอ่ืนๆสามารถกระตุ้นให้เซลล์มีการหลั่ง  IL-8 ออกมาเป็นจ านวนมาก (63)  

ซึ่ง IL-8 ท าหน้าที่เป็นไซโตไคน์หลักที่ส่งสัญญาณดึงดูดและกระตุ้นเซลล์ทางระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ 

ที่ เ กี่ ยวข้องกับการ อัก เสบได้หลายชนิด  เช่น  นิ ว โทร ฟิลล์  , เบโซฟิลล์  และ ลิม โฟไซต์   

ปัจจุบันมีการศึกษาพบว่า IL-8 มีบทบาทที่ส าคัญต่อการอักเสบของกระเพาะอาหารเนื่องจากเชื้อ  

H. pylori จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนทั้งหมดในเซลล์กระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ H. pylori 

พบว่ามีการแสดงออกของยีน IL-8 เพ่ิมข้ึนได้เร็วและสูงกว่ายีนอื่น (64) 

IL-8 ยังสามารถกระตุ้นปัจจัยอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับการด าเนินโรคมะเร็ง เช่น สามารถกระตุ้น 

การหลั่ ง vascular endothelial growth factor (VEGF) ชักน าให้ เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่  

(Angiogenesis) ที่ท าหน้าที่หล่อเลี้ยงเซลล์มะเร็ง ท าให้เซลล์มะเร็งอยู่รอดและแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนได้ดี

ขึ้น (8) และจากการศึกษาในหนูทดลองที่ถูกตัดแต่งพันธุกรรมให้มียีน IL-8 ของมนุษย์ พบว่ากลุ่มท่ีถูก

ชักน าด้วยสารก่อมะเร็งมีระดับการแสดงออกของยีน IL-8 ที่เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ 

ไม่ถูกกระตุ้นด้วยสารก่อมะเร็ง และเมื่อน าหนูทดลองปกติและหนูที่ตัดแต่งยีน IL-8 มาท าให้ติดเชื้อ

ด้วย Helicobacter felis พบว่าหนูที่มียีน IL-8 เท่านั้นที่เกิดพยาธิสภาพในกระเพาะอาหาร (65)  

2.1.2 Interleukin 1 beta (IL-1β) 

IL-1β เป็นไซโตไคน์ที่อยู่ ในกลุ่มของ IL-1 ที่สามารถกระตุ้นเซลล์ได้อย่างกว้างขวาง 

โดยเฉพาะกระบวนการอักเสบซึ่งสามารถท าหน้าที่เป็นสัญญาณที่กลับไปกระตุ้นการท างานของ  

NF-kB (66) และส่งเสริมการสร้างไซโตไคน์ชนิดต่างๆออกมาเป็นจ านวนมาก  (67) ทั้งนี้ IL-1β  

ยังสามารถรบกวนการหลั่งกรดในกระเพาะอาหารและยับยั้งการตายของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร

ได ้(68) 
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มีการศึกษาพบความสัมพันธ์แบบเสริมฤทธิ์กันระหว่าง IL-1β และการติดเชื้อ H. pylori ต่อ

กระบวนการอักเสบและการเกิดมะเร็ง โดยใช้หนูทดลองที่ถูกน ายีน  IL-1β ออกน าไปติดเชื้อด้วย  

H. pylori พบว่ากลุ่มควบคุมมีการกระตุ้นกระบวนการอักเสบผ่าน  NF-kB และเกิดก้อนมะเร็งขึ้น 

ในกระเพาะอาหารแต่ในกลุ่มที่ไม่มียีน IL-1β นั้นมีการกระตุ้น NF-kB น้อยลงและมีจ านวนก้อนมะเร็ง

ที่น้อยกว่า (69) 

2.1.3 Tumor necrosis factor (TNF-α) 

 ไซโตไคน์ชนิดนี้สามารถหลั่ งมาจากเซลล์หลายชนิดในร่างกาย เช่น mast cells, 

lymphocytes, natural killer (NK) cells, neutrophils ร วมถึ ง  endothelial cells ไซ โต ไคน์ 

ชนิดนี้มีบทบาทที่ส าคัญต่อการติดเชื้อ  H. pylori โดยเซลล์ที่ติดเชื้อจะเกิดการอักเสบและ 

หลั่ง TNF-α ซึ่งท าหน้าที่เป็นสัญญาณส่งเสริม (Positive feedback) ให้เกิดการส่งสัญญาณกระตุ้น 

NF-kB ภายในเซลล์และเกิดการอักเสบที่เพ่ิมมากขึ้นผ่านทาง Tumor necrosis factor receptors 

(TNFRs) บนผิวเซลล์ (70) และยังสามารถส่งสัญญาณกระตุ้นการอะโพโทซิสของเซลล์ผ่านทาง 

Caspase pathway ได ้(71) ปัจจุบันจึงนิยมน า TNF-α มาใช้ในด้านการรักษาโรคโดยน ามาใช้ในการ

ท าลายเซลล์มะเร็ง  

แต่อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่า TNF-α นั้นมีความเกี่ยวข้องกับการเกิดและระยะ 

ของโรคมะเร็ง โดยพบว่าในผู้ป่วยที่มีระยะของโรคที่มีความรุนแรงสูงจะมีการแสดงออกของยีน   

TNF-α มากกว่าระยะที่มีความรุนแรงต่ า (72) ทั้งนี้พบว่า TNF-α มีความเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง

เนื่องจากการติดเชื้อ H. pylori เช่นกัน จากศึกษาการแสดงออกของ TNF-α ในหนูทดลองที่ท าให้

เป็ น โ รค  gastric mucosa associated lymphoid tissue lymphoma (GML) ด้ วยการติ ด เชื้ อ  

H. pylori  พบว่ามีการหลั่งและแสดงออกของยีน TNF-α เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับหนูที่ไม่เป็นโรค 

รวมถึงพบว่ามีแสดงออกของยีน Tumor necrosis factor receptors (TNFRs) ที่เพ่ิมขึ้นด้วย (73) 

และพบว่าปริมาณ TNF- α จากตัวอย่างเลือดของผู้ป่วย มีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค

กระเพาะอาหารอักเสบด้วย โดยผู้ป่วยที่เป็นโรคกระเพาะอาหารอักเบบเรื้อรังและรุนแรงจะตรวจพบ  

TNF- α สูงในซีรั่ม (74) 
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2.1.4 Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) 

MCP-1 หรือ CCL2 เป็นไซโตไคน์ชนิดแกมม่าที่ท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการอักเสบ 

ที่เกี่ยวข้องกับเซลล์เม็ดเลือดขาวจ าพวกโมโนไซต์ เนื่องจาก MCP-1 ส่วนใหญ่ถูกหลั่งออกมาจาก 

โมโนไซต์หรือแมคโครฟาจ โดยการท างานของโมโนไซต์เองสามารถถูก MCP-1 กระตุ้นได้เป็นอย่างดี 

ผ่านตัวรับบนผิวเซลล์ชนิด CCR2 ซึ่งพบว่าบนผิวเซลล์โมโนไซต์มีการแสดงออกของ CCR2 อยู่เป็น

จ านวนมาก เมื่อโมโนไซต์ถูกกระตุ้นด้วย MCP-1 จะเกิดกระบวนการการเคลื่อนที่และแทรกตัวเข้าไป

ในเนื้อเยื่อบริเวณที่มีการอักเสบและหลั่ง MCP-1 จากนั้นจะเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นแมคโครฟาจ 

เพ่ือก าจัดจุลชีพแบบ phagocytosis นอกจากนี้ CCR2 ยังพบได้บนเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดอ่ืน เช่น 

γδ T cells ซึ่งสามารถถูกกระตุ้นโดย MCP-1 และเคลื่อนที่ เข้าไปในเนื้อเยื่อได้เช่น เดียวกัน  

แ ต่ จ ะ ท า ห น้ า ที่ ใ น ร ะ บ บ ภู มิ คุ้ ม กั น แ บ บ  adaptive โ ด ย ก า ร จ ด จ า แ อ น ติ เ จ น ผ่ า น  

major histocompatibility complex (MHC) เ พ่ือกระตุ้นการสร้าง immunoglobulin A ของ  

B-cell ตามล าดับ  

MCP-1 ยังสามารถหลั่งจากผิวเซลล์เยื่อบุต่างๆ โดยเฉพาะเซลล์กระเพาะอาหารที่ถูกกระตุ้น

ด้วยเชื้อ H. pylori สามารถหลั่ง MCP-1 ออกมาเป็นจ านวนมาก (75) และพบว่า H .pylori สายพันธุ์

ที่มี cag-PAI เท่านั้นที่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ MCP-1 ผ่านการกระตุ้น NF-kB ได้ (46)  

นอกจากนี้ส่วน cagA , urease และ lipopolysaccharide ของตัวเชื้อ H. pylori นั้นยังเป็นปัจจัย 

ที่ส าคัญในการกระตุ้นการแสดงออกของตัวรับ CCR2 บน γδ T cells ให้เพ่ิมข้ึน (76) ซึ่งจะส่งผลให้ 

γδ T cells สามารถเคลื่อนที่แทรกตัวและสะสมอยู่ ในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารได้มากขึ้น  

ดังนั้นการติดเชื้อ H. pylori จึงเป็นการส่งเสริมกระบวนการอักเสบ โดยดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาว 

ชนิดต่างๆให้เคลื่อนที่และแทรกตัวของเข้ามาในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร ซึ่งสามารถชักน าให้ 

เกิดกระบวนการอักเสบรุนแรงและเรื้อรัง อันเป็นปัจจัยเริ่มต้นที่ท าให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็น

เซลล์มะเร็ง โดยมีการรายงานความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเซลล์ γδ T cells ที่แทรกตัวเข้าไป 

สะสมอยู่ในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารกับระยะของโรคกระเพาะอาหารอักเสบพบว่า ในระยะที่  3  

ของโรคนั้นมีจ านวน γδ T cells ที่สูงกว่าระยะที่ 1 และ 2 มาก (76) นอกจากกระตุ้นการเคลื่อนที่

ของเซลล์เม็ดเลือดขาวแล้ว MCP-1 และการแสดงออกของตัวรับ CCR2 ที่สูงขึ้นบนเซลล์มะเร็ง 
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สามารถส่งเสริมการบุกรุกของเซลล์มะเร็งเข้าไปในกระแสเลือด (invasion) และแพร่กระจายไปยัง

บริเวณอ่ืนๆของร่างกาย (Metastasis)  

  2.2 กระบวนการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาว 

2.2.1 การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ 

เซลล์โมโนไซต์ถูกดึงดูดให้เคลื่อนที่ไปยังบริเวณต่างๆของร่างกายได้ เนื่องจากบนผิวเซลล์  

มีการแสดงออกของตัวรับชนิดต่ า งๆ เช่น CCR2, CCR5 ,CCR7, CX3CR1 และ  FPR1 (77 )  

ที่สามารถจับจ าเพาะกับไซโตไคน์ โดยเฉพาะไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ที่เกิดการอักเสบจาก  

ก า ร ติ ด เ ชื้ อ จุ ล ชี พ  ไ ด้ แ ก่  monocyte chemotactic protein – 1 (MCP-1) , monocyte 

chemotactic protein – 2 (MCP-2)  ,macrophage inflammatory protein one alpha (MIP1 -

α) และ macrophage inflammatory protein one beta (MIP1-β) นอกจากนี้แอนติเจนจาก 

จุลชีพเองยังสามารถดึงดูดการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์ได้เช่นกัน โดยมีการศึกษาสายเปปไทด์สั้นๆ

ชนิด cecropin-like H. pylori–derived peptide (HP 2-20) มีความสามารถดึงดูดและกระตุ้น 

การท างานของโมโนไซต์ได้ โดยโมโนไซต์สามารถผลิตเอนไซม์ NADPH-oxidase ออกมาจ านวนมาก 

(78) ผ่านตัวรับ Formyl peptide receptors (FPRs) ชนิด FPR2 และ FPR3 บนผิวเซลล์โมโนไซต์  

ที่มีบทบาทส าคัญในการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาวในกระบวนการอักเสบ (33, 79) รวมถึงเอนไซม์ 

ยูรีเอสและโปรตีนจากบนผิวเซลล์ของตัวเชื้อสามารถดึงดูดเซลล์โมโนไซต์ได้ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน 

(80) และเมื่อทดสอบโปรตีนที่หลั่งออกมานอกตัวเชื้อ H.pylori พบว่าสามารถดึงดูดให้เซลล์โมโนไซต์

เคลื่อนที่ได้ โดยเมื่อทดสอบเติมโปรตีนดังกล่าวทั้งหลุมด้านบนและด้านล่างที่ความเข้มข้นเท่ากัน 

พบว่ามีเซลล์โมโนไซต์ที่เคลื่อนที่ลงมายังหลุมด้านล่างลดลง เหลือเพียง 11% เมื่อเปรียบเทียบกับ 

การเติมโปรตีนลงในหลุมด้านล่างเพียงอย่างเดียว (81) ทั้งนี้ปริมาณของเซลล์โมโนไซต์ที่เคลื่อนที่เข้า

ไปในเนื้อเยื่อและเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์แมคโคฟาจมีความสัมพันธ์อย่างมากต่อการเกิดเซลล์มะเร็ง

และการพัฒนาความรุนแรงของโรค โดยมีรายงานว่าจ านวนของเซลล์แมคโคฟาจในกระเพาะอาหาร 

ที่มากขึ้นมีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของโรคกระเพาะอาหารอักเสบในเด็กที่ติดเชื้อ  

H. pylori (82)  
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2.2.2 การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ 

เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์เป็นเซลล์ตอบสนองต่อกระบวนการอักเสบได้อย่างรวดเร็วและ

เป็นเซลล์ชนิดแรกที่เคลื่อนที่ไปยังบริเวณที่เกิดการอักเสบ บนผิวเซลล์นิวโทรฟิลล์มีตัวรับชนิดต่างๆ 

เ ช่ น  G protein-coupled receptors (GPCRs), Fc receptors, adhesion receptors, cytokine 

receptors และ pattern recognition receptors (PRRs) ซึ่ งจะสามารถกระตุ้นโมเลกุลหลัก 

ที่เก่ียวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์ เช่น phosphoinositide 3-kinase-γ (PI3Kγ), phospholipase 

C β และextracellular signal-regulated kinase (ERK) ( 8 3 )  โ ด ย  cecropin-like H. pylori–

derived peptide (HP 2-20) สามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์ได้เช่นเดียวกับโมโน

ไซต์ โดยสามารถจับจ าเพาะได้กับ G protein-coupled receptors (GPCRs) ชนิด Formyl peptide 

receptors-2 (FPR2) (33) ทั้งนี้ตัวรับ CXCR1 และ CXCR2 ที่จ าเพาะต่อ IL-8 เป็นตัวรับที่มีการ

แสดงออกบนผิวเซลล์นิวโทรฟิลล์ในระดับที่สูงมาก เมื่อเซลล์เยื่อบุที่ติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 จึงสามารถ

ดึ ง ดู ดนิ ว โ ท ร ฟิ ล ล์ ไ ด้ อ ย่ า ง ร ว ด เ ร็ ว  ( 8 4 , 85 )  โ ด ยที่ ป ริ ม าณ  IL-8 ใ นซี รั่ ม ขอ ง ผู้ ป่ ว ย 

มีความสัมพันธ์อย่างมากกับการแทรกตัวของเซลล์นิวโทรฟิลล์เข้ามาในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารและ

โรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรัง (74) นอกจากนี้เอนไซม์ยูรีเอสและโปรตีนบนผิวเซลล์ของตัวเชื้อ 

H. pylori สามารถดึงดูดเซลล์นิวโทรฟิลล์ได้เช่นเดียวกับเซลล์โมโนไซต์ แต่พบว่าที่สภาวะเดียวกันนั้น

มีปริมาณของเซลล์นิวโทรฟิลล์ที่ถูกดึงดูดมากกว่าประมาณ 1.3 เท่า (80) ทั้งนี้เอนไซม์ยูรีเอส 

สามารถกระตุ้นให้อุ้งเท้าของหนูทดลองมีอาการบวมและพบเซลล์นิวโทรฟิลล์จ านวนมากแทรกตัว  

เข้ามาในเนื้อเยื่อ (86) รวมถึง neutrophil-activating protein (HP-NAP) จากเชื้อสามารถดึงดูด 

การเคลื่อนที่ การเกาะติดกับผิวเซลล์เยื่อบุ และกระตุ้นการหลั่ง ROS ของนิวโทรฟิลล์ได้ดี (57)  

ทั้งนี้จากการตรวจติดตามผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารยังพบว่า การเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์เข้าไป

ในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารนั้นมีความสัมพันธ์กับการด าเนินโรคไปเป็นระยะ Gastric atrophy (87) 

โดยระยะของโรคที่รุนแรงขึ้นจะมีจ านวนเซลล์นิวโทรฟิลล์ที่มากขึ้นด้วย ซึ่งในระยะ intestinal 

metaplasia มีจ านวนเซลล์นิวโทรฟิลล์สูงกว่าเซลล์ปกติประมาณ 9 เท่า ส่วนระยะของโรคมะเร็ง

กระเพาะอาหารมีจ านวนเซลล์นิวโทรฟิลล์สูงกว่าเซลล์ปกติถึง 24 เท่า (88) 
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3. กระบวนการตายแบบอะโพโทซิส 

เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นโดยปกติของร่างกายในการควบคุมสมดุลของจ านวนเซลล์และก าจัด

เซลล์ที่ไม่ต้องการ โดยการท าให้เซลล์เกิดการตายแบบมีแบบแผน (Programmed cell death)  

ทั้งนี้สิ่งกระตุ้นภายนอกสามารถกระตุ้นสัญญาณต่างๆในการเกิดกระบวนการอะโพโทซิสของเซลล์ได้ 

เช่น ปัจจัยความรุนแรงของตัวเชื้อ หรือไซโตไคน์ต่างๆจากกระบวนการอักเสบซึ่งสามารถไป 

กระตุ้นการท างานเอนไซม์ในกระบวนการตายแบบอะโพโทซิส (35, 89, 90) เอนไซม์ที่ส าคัญ คือ 

เอนไซม์ caspase ชนิดต่างๆ โดยปกติโมเลกุล caspase มีคุณสมบัติเป็นโปรเอนไซม์ที่ยังไม่สามารถ

ท างานได้ แต่สิ่งกระตุ้นภายในหรือภายนอกเซลล์สามารถกระตุ้นให้ caspase ท างานได้โดย

เกิดปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นบนโมเลกุลของโปรเอนไซม์ caspase 

เอนไซม์ Caspase แบ่งออกเป็น 2 ชนิดตามหน้าที่ คือ Initiator ได้แก่ caspase-2, 8, 9 และ 10 

โดยเมื่อถูกกระตุ้นจะท าหน้าที่เป็นเอมไซม์ย่อยโมเลกุล caspase ชนิด Effector ได้แก่ Caspase-3, 6 

และ7 ที่ท าหน้าที่ ไปกระตุ้นโมเลกุล อ่ืนๆที่มีบทบาทในกระบวนการ ตายแบบอะโพโทซิส  

เช่น  กระตุ้น เอนไซม์  CAD (caspase-activated DNase) (91) ในการตัดสายดี เ อ็นเอ (DNA 

fragmentation) กระบวนการดังกล่าวจึงเป็นกระบวนการที่ส าคัญในการใช้บ่งชี้การตายแบบ 

อะโพโทซิสของเซลล์ (Hallmark) ทั้งนีก้ารอะโพโทซิสสามารถเกิดจากหลายกลไกขึ้นอยู่กับสิ่งกระตุ้น 

ดังนี้ 

3.1 Extrinsic pathway 

กระบวนการอะโพโทซิสของเซลล์นี้จะอาศัยการกระตุ้นจาก Death receptor และ  

Death ligand ชนิดต่างๆที่จ าเพาะ เช่น TNF-α ที่สร้างมาจากกระบวนการอักเสบนั้นสามารถจับกับ

ตั ว รั บ ชนิ ด  TNFR1, Fas Ligand ก ร ะตุ้ น ตั ว รั บ  Fas แ ล ะ  tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) จะจ า เ พ า ะกั บ  Death receptor 4 แ ล ะ  5 (DR4 /DR5 )  

ทั้งนี้พบว่าเชื้อ H. pylori กระตุ้นให้เซลล์ที่ติดเชื้อเกิดการอะโพโทซิสผ่าน Extrinsic pathway  

โดยอาศัย โมเลกุล TRAIL และ DR4 เป็นหลัก โดยมีการทดลองท าให้เซลล์กระเพาะอาหารติดเชื้อ 

H.pylori พบว่าเกิดการอะโพโทซิสเพียงเล็กน้อยเท่านั้น แต่เมื่อเติม TRAIL ลงไปท าให้เซลล์ 

เกิดการอะโพโทซิสที่มากขึ้นและเมื่อขัดขวางการจับกันของ TRAIL และ DR4 โดยเติมแอนติบอดี้ต่อ 

DR4 พบว่าเกิดการอะโพโทซิสที่ใกล้เคียงกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย TRAIL(90) ซ่ึง TRAIL จะท างาน
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โดยส่งสัญญาณให้เกิดการสร้าง Death-inducing signaling complex (DISC) ที่ประกอบด้วย fas-

associated death-domain protein (FADD) และ caspase-8 (92) จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาฟอสโฟ

รีเลชั่นบนโมเลกุล caspase-8 ท าให้ caspase-8 สามารถย่อย caspase ชนิด effector ได้แก่ 

caspase-3 และ 7 ส่งผลให้เกิดการอะโพโทซิสต่อไป แต่ทั้งนี้  caspase-8 ยังสามารถกระตุ้น 

การท างานของโมเลกุล BID ใน  intrinsic pathway ได้ ดังรูปที่ 6 

3.2 Intrinsic pathway 

เป็นกระบวนการอะโพโทซิสของเซลล์ผ่านทางไมโทคอนเดรีย โดยอาศัยสิ่งกระตุ้นภายใน

เซลล์ เช่น เกิดสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์  สารพันธุกรรมภายในเซลล์ถูกท าลาย  รวมไปถึง  

caspase-8 จาก Extrinsic pathway และการติดเชื้อ H. pylori โดยมี vacA toxin เป็นปัจจัยหลัก 

ที่ท า ให้ เกิดการอะโพโทซิสผ่ าน  intrinsic pathway เนื่ องจากสามารถท าลายเยื่ อหุ้ มของ 

ไมโทคอนเดรียได้โดยเข้าไปในเซลล์กระเพาะอาหารผ่านกระบวนการเอนโดไซโทซิส  (Endocytosis) 

จากนั้นโมเลกุลของ vacA จะเข้าไปยังไมโทคอนเดรียและกระตุ้นให้เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของไมโทคอน

เดรียเสียสมดุลประจุไฟฟ้า เนื่องจากโมเลกุลของ  vacA สามารถเรียงตัวต่อกันท าให้ เกิดรู 

ซึ่งเป็นช่องทางผ่านเข้าออกของประจุต่างๆได้  (93) นอกจากนี้ vacA ยังสามารถกระตุ้นการสร้าง

ทางผ่านเข้าออกของประจุโดยผ่านการท างานของ Bax และยับยั้ง Bcl-2 ที่ท าหน้าที่ขัดขวาง 

การเกิดอะโพโทซิส (89) เมื่อเยื่อหุ้มเซลล์ของไมโทคอนเดรียถูกท าลาย cytochrome c ที่อยู่ภายใน

จะหลั่งออกมาสู่ไซโทพลาสซึม โดย cytochrome c จะจับกับ apoptotic protease-activating 

factor (APAF-1) มารวมตัวกันเป็นกลุ่มของโปรตีน เรียกว่า apoptosome ซึ่งสามารถกระตุ้น 

caspase-9 ให้ไปกระตุ้น caspase-3 และ 7 ต่อไป ดังรูปที่ 6 
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3.3 Cytotoxic lymphocyte-initiated granzyme B pathway  

กระบวนการนี้จะอาศัยเอนไซม์ที่เรียกว่า granzyme B จากแกรนูลของ cytotoxic T cell 

และ NK cell ซึ่งจะท าหน้าที่คล้าย caspase-8 ใน Extrinsic pathway และสามารถกระตุ้นการหลั่ง 

cytochrome c จากไมโทคอนเดรียใน intrinsic pathway ซึ่งจะไปกระตุ้น caspase ชนิด Effector 

ต่อไป ดังรูปที่ 6 

มีการศึกษาพบว่าความสัมพันธ์ของเชื้อ H. pylori และการเกิดอะโพโทซิสของเซลล์ 

กระเพาะอาหารผ่าน granzyme B โดยศึกษาในชิ้นเนื้อของผู้ป่วย lymphocytic gastritis (LG) ที่มี

สาเหตุจากการติดเชื้อ H.pylori และน าไปเปรียบเทียบกับกลุ่มปกติพบว่ากลุ่มผู้ป่วย LG มีจ านวน

เซลล์เม็ดเลือดขาวแทรกอยู่ในเนื่อเยื่อจ านวนมากกว่า โดยมีสัดส่วนของเม็ดเลือดขาวชนิดที่หลั่ง  

granzyme B มาก รวมถึงมีปริมาณเซลล์ที่อะโพโทซิสมากกว่า จึงสันนิษฐานว่าการอะโพโทซิสของ

เซลล์ผู้ป่วยโรค LG นี้เกิดเนื่องจากการหลั่ง granzyme B ของเซลล์เม็ดเลือดขาว เพ่ือยืนยันจึงได้

ศึกษาเปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อของผู้ป่วย H. pylori-associated gastritis (HAG) พบสัดส่วนของ 

เม็ดเลือดขาวชนิดที่หลั่ง granzyme B น้อยกว่าและปริมาณเซลล์ที่อะโพโทซิสน้อยกว่ากลุ่ม LG (94) 
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รูปที่  6  แสดงกลไกกระตุ้นการอะโพโทซิสในระดับโมเลกุลผ่านทาง  [1]Extrinsic pathway 
[2]Intrinsic pathway และ [3]Cytotoxic lymphocyte-initiated granzyme B pathway (91) 

 

4. สารจากพืชและสมุนไพรต่อการตอบสนองของเซลล์ 

ปัจจุบันนี้มีการแพทย์ทางเลือก (Complementary and Alternative Medicine) ที่ศึกษา

เกี่ยวกับการน าพืชและสมุนไพรหลายชนิดมาทดลองในเซลล์เพาะเลี้ยง หรือ สัตว์ทดลองแล้วพบว่า 

มีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ยับยั้งการตอบสนองต่างๆของเซลล์ได้ ทั้งนี้สมุนไพรหลายชนิดได้ถูกน าไป

ทดลองใช้ในผู้ป่วยและสามารถบรรเทาอาการของโรคต่างๆได้ รวมถึง ไม่มีอาการข้างเคียงจากการ 

ใช้สมุนไพรนั้นๆ (95) ทั้งนีป้ัจจุบันพบเชื้อ H. pylori ที่ดือ้ต่อยาแผนปัจจุบันมากข้ึน ไมส่ามารถก าจัด

เชื้อออกจากกระเพาะอาหารได้หมด ทั้งยังเกิดผลข้างเคียงต่อเซลล์กระเพาะอาหาร จึงมีการน า 
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พืชและสมุนไพรหลายชนิดมาทดลองในการยับยั้งเชื้อ H. pylori และการตอบสนองของเซลล์ต่อเชื้อ 

ตัวอย่างเช่น ขม้ินชัน (Curcuma longa L.) เป็นสมุนไพรชนิดหนึ่งที่มีการศึกษากันอย่างกว้างขวางใน

ปัจจุบัน โดยเคอร์คิวมินนั้นเป็นสารประเภท polyphenol ที่สกัดได้จากส่วนเหง้าของขม้ินชันเรียกว่า 

เ ค อ ร์ คิ ว มิ น  ซึ่ ง มี ร า ย ง า น ว่ า ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง เ ชื้ อ  H. pylori ไ ด้ โ ด ย มี ค่ า  MIC เ ท่ า กั บ  

16 µg/ml (11) นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งกระบวนการอักเสบโดยออกฤทธิ์ควบคุมการแสดงออก

ของยีนที่สร้างไซโตไคน์และ Toll-like receptors ได้ (16) สาร zerumbone จากเหง้ากระทือ 

เป็นสารอีกชนิดหนึ่งที่มีรายงานว่าสามารถยับยั้งเชื้อ H. pylori โดยมีค่า MIC เท่ากับ 250 µg/ml 

และลดการหลั่งกรดในกระเพาะอาหารได้ดีกว่า PPI ที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อในการแพทย์ 

แผนปัจจุบัน รวมถึงสามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระได้ดี เนื่องจากพบปริมาณกลูตาไธโอนที่สูงขึ้นใน

เซลล์ที่ติดเชื้อ (96) และสารสกัดจากอบเชย (Cinnamomum osmophloeum) สามารถลดปริมาณ

การหลั่ง IL-8 จากเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori ได้ (15) นอกจากนี้สารสกัดจากโสมแดงยังสามารถยับยั้ง

การแสดงออกของ MCP-1 และ iNOS รวมถึง Jak/STAT pathway ในเซลล์  AGS ที่ติดเชื้ อ  

H. pylori ได้ (97) และสารต้านอนูมูลอิสระประเภท Anthocyanin ชนิด cyanidin 3-O-glucoside 

หรือที่เรียกว่า asterin สามารถยับยั้งการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์กระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ  

H. pylori ได้ โดยต้านการท างานของ caspase-3 และลดการแสดงออกของโมเลกุล poly (ADP-

ribose) polymerase (PARP) ที่มีหน้าที่ในการย่อยดีเอ็นเอ รวมไปถึงสามารถยับยั้งการหลั่งโปรตีน 

vacA ออกมานอกตัวเชื้อ H. pylori ด้วย (17) 

 

5. กระชายด า (Kaempferia parviflora) 

เป็นพืชล้มลุกที่ จั ดอยู่ ใน Family Zingiberaceae มี เหง้ าอยู่ ใต้ ดิน  มีลักษณะคล้ ายขิ ง  

พบมากในประเทศอินเดีย พม่า และประเทศไทย โดยในประเทศไทยนั้นนิยมปลูกที่จังหวัดต่างๆ  

ในภาคเหนือ เช่น เลย ตาก กาญจนบุรี คนท้องถิ่นมักใช้เหง้าของพืชชนิดนี้ในการรักษาโรคอยู่แล้ว 

เนื่องจากเชื่อว่ามีสรรพคุณในการรักษาโรคกระเพาะอาหาร ลดอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ   

ต่อมาได้ศึกษาพบว่าสารสกัดจากส่วนเหง้าของกระชายด านั้นประกอบไปด้วยสารกลุ่ม  flavonoid 

ไ ด้ แ ก่ 3,5,7,49-tetramethoxyflavone, 5,7,49-trimethoxyflavone แ ล ะ  5,7,39,49-

tetramethoxyflavone ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย เชื้อราและปรสิตได้ ทั้งยังไม่มีอันตราย 

ต่ อ เ ซลล์ เ จ้ า บ้ า น  (19) โ ด ย มี ร า ย ง าน ว่ า ส า ร สกั ด จ ากกร ะช ายด า ส าม า รถยั บ ยั้ ง เ ชื้ อ  
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Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes แ ล ะ  Microsporum gypseum  

ที่ความเข้มข้น 62.5, 125 และ 250 µg/ml ตามล าดับ (18) นอกจากนี้สารสกัดกระชายด า 

ยังสามารถลดขนาดแผลในกระเพาะอาหารและมีการสร้างเยื่อเมือกมากขึ้น (98) รวมถึงยับยั้ง

กระบวนการอักเสบโดยลดการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสร้างไซโตไคน์และการเกาะติดของเซลล์

แมคโครฟาจกับเซลล์ผนังหลอดเลือด (99) ทั้งยังสามารถยับยั้งการเจริญแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง 

ท่อทางเดินน้ าดีโดยพบว่ามีการแสดงออกของ Bcl-2 น้อยลงและมีการกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็ง

แบบอะโพโทซิสผ่านเอนไซม์ caspase-3 , 8 และ 9 มากขึ้น (21) แต่ว่ามีรายงานพบสารสกัดจาก

กระชายด าในความเข้มข้นต่ าๆ พบว่าแสดงฤทธิ์ในการต้านการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์มะเร็ง

เม็ดเลือดขาวโมโนไซต์ โดยพบว่าสามารถลดศักย์ไฟฟ้าบนเยื่อหุ้มนิวเคลียสของไมโทรคอนเดรียและ

ลดการท างานของเอนไซม์ caspase-3 ได้ (100) 

การศึกษาสารสกัดจากกระชายด ากับเชื้อ H. pylori พบว่าสารสกัดเอทานอลจากกระชายด า 

ที่ความเข้มข้น 64 µg/ml สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อและลดการบุกรุกของ H. pylori  

เข้าไปในเซลล์ Hep-2 ได้ (23) แต่เนื่องด้วยกระชายด าเป็นสมุนไพรที่พบได้เฉพาะในแถบเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้และยังไม่เป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลาย จึงยังมีข้อมูลและกลไกการออกฤทธิ์ 

ต่อกระบวนการตอบสนองของเซลล์กระเพาะอาหารเนื่องจากการติดเชื้อ H. pylori อย่างจ ากัด 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 7 กระชายด า (Kaempferia parviflora) (ที่มา: http://frynn.com/) 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

Agar bacteriological, Brain heart infusion สั่งซื้อจากบริษัท Oxoid ประเทศอังกฤษ 

Mueller-hinton agar สั่งซื้อจากบริษัท Becton Dickinson ประเทศสหรัฐอเมริกา  

สี Trypan blue สั่งซื้อจากบริษัท Gibco ประเทศสหรัฐอเมริกา 

RPMI 1640, Fetal bovine serum และ Trypsin สั่งซือ้จากบริษัท Caisson Laboratories 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Phosphate-buffered saline สั่งซื้อจากบริษัท GE Healthcare ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Antibiotican/Antimycotic สั่งซื้อจากบริษัท Capricorn Scientific ประเทศเยอรมัน 

สี Cytoquick สั่งซื้อจากบริษัท Muto Pure Chemical ประเทศญี่ปุ่น 

Bovine Serum Albumin, Dimethyl sulfoxide, Paraformaldehyde และ Formalin สั่งซื้อ

จากบริษัท Wako Pure Chemical Industries ประเทศญี่ปุ่น 

น้ ายา Bradford , Sodium dodecyl sulfate , 2x Laemmli Sample Buffer และ 

Polyacrylamide สั่งซื้อจากบริษัท Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา  

RIPA lysis buffer ที่ผสม protease inhibitor สั่งซื้อจากบริษัท Thermo Fisher Scientific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชุดน้ ายา Amersham ECL Prime Western Blotting Detection สั่งซื้อจากบริษัท GE 

Healthcare ประเทศสหรัฐอเมริกา  

ชุดน้ ายา Human ELISA Kit สั่งซื้อจากบริษัท Abcam plc. ประเทศอังกฤษ 

ชุดน้ ายา Caspase-Glo® 8 และ Caspase-Glo® 3/7 Assay สั่งซื้อจากบริษัท Promega 

Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชุดน้ ายา Cell Death Detection ELISAPLUS สั่งซื้อจากบริษัท Roche Diagnostics Ltd. 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
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วิธีการทดลอง 
1. สายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยและการเพาะเลี้ยงเชื้อ 

เลี้ยงเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ที่มีปัจจัยความรุนแรงชนิด vacA 

s1a/m1 และ cagA บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain heart infusion agar (Oxoid ประเทศอังกฤษ) 

ซึ่งมีส่วนประกอบของเลือดแกะ 7% (ปริมาตรต่อปริมาตร) และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซล เซียส  ในสภาวะออกซิ เจนเจื อจาง  (Microaerobic condition, ออกซิ เจน  6-12%, 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5-8%) ใน Anaerobic jar โดยใส่ Gas Pack (Anaero Pack-MicroAero 

ประเทศญีปุ่่น) 

2. การเตรียมสารละลายของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมิน 

ชั่งสารสกัดเอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) ของกระชายด าที่มีอยู่แล้วในห้องปฏิบัติการ

ล ะล า ย ใ น  Dimethyl sulfoxide (DMSO) ส า ห รั บ ก า ร ท ด ส อบ  Minimum inhibitory 

concentration (MIC) เตรียมที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ ส าหรับการทดสอบ

ในเซลล์เพาะเลี้ยง เตรียมที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยรายละเอียดที่มาของ 

สารสกัดกระชายด าใช้วิธีบ่ม (Maceration) ดังนี้ เริ่มจากการล้างท าความสะอาดเหง้าของ

กระชายด าด้วยน้ าประปา หั่นให้ละเอียด เติมเอทิลอะซิเตท ปริมาตร 200 มิลลิลิตรลงไป บ่มไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 48 ชั่วโมง ท าการกรองแยกเอทิลอะซิเตทออกจากกากกระชายด า

ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น ากากกระชายด าที่แยกได้มาท าการสกัดซ้ าเป็นครั้งที่ 2 น าสารสกัด

เอทิลอะซิเตทที่กรองครั้งที่ 1 และ ครั้งที่  2 มารวมกัน น าไประเหยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 

ออกโดยเครื่อง rotary evaporator (Heidolpb ประเทศเยอรมัน) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

จนกว่าตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทจะระเหยออกไปหมด ท าการบันทึกน้ าหนักรวมของสารสกัด

จากเอทิลอะซิเตท จากนั้นละลายสารสกัดที่ได้ใน DMSO เพ่ือเตรียม Stock solution ที่ความ

เข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเชื้อโดยกรองผ่านตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด  

0.2 ไมครอน (Minisart ประเทศสหรัฐอเมริกา) และเก็บรักษาท่ี -20 องศาเซลเซียสในที่มืด 

ส าหรับเคอร์คิวมิน (Diferuloylmethane; CAS No. 458-37-7) (Sigma-aldrich ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) เตรียมโดยละลายผงเคอร์คิวมิน ใน DMSO ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
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มิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบ Minimum inhibitory concentration (MIC) และ 100 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยง 

3. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินที่น้อยท่ีสุดในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี Agar dilution 

การทดสอบหาความเข้มข้นที่น้อยที่สุด (Minimum inhibitory concentration, MIC)  

ที่ใช้ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Muller Hinton 

Agar (MHA) (Becton Dickinson ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ประกอบด้วยเลือดแกะ 5%  

(ปริมาณต่อปริมาตร) น าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าหรือเคอร์คิวมินมาเจือจางลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นล าดับ 2 เท่า (2 folded dilutions) ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 4, 8, 16, 32, 

64 และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม 25 มลิลิลิตร จากนั้นเทลงในจานอาหาร ทิ้ง

ไว้ให้อาหารที่ผสมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าหรือเคอร์คิวมินแข็งตัว จากนั้นน าเชื้อ H. 

pylori ที่มีอายุ 3 วัน มาละลายใน 0.85% NaCl ให้ได้ความขุ่น 1x108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร และจุด

เชื้อปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า

หรือเคอร์คิวมินความเข้มข้นต่างๆ น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 3 วัน ในสภาวะออกซิเจน

เจือจาง (101) จากนั้นสังเกตและอ่านผลการเจริญเติบโตของเชื้อ 

4. การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเยื่อบุกระเพาะอาหาร  

เ ซลล์ มะ เ ร็ ง เ ยื่ อบุ ก ร ะ เพา ะอาห ารชนิ ด  Gastric adenocarcinoma (AGS) ได้ รั บ 

ความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล ภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือดและ 

จุลชีววิทยา คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเลี้ยงเซลล์ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์

ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร (T25) ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 (Caisson 

Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา ) ที่ประกอบด้วย 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 

(Caisson Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา) และ 1% antibiotic/antimycotic (Capricorn 

Scientific ประ เทศ เยอรมัน ) โดยบ่ ม ใน อุณหภู มิ  37 องศา เซล เซี ยส  ในสภาวะที่ มี

คาร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น 5% และมีความชื้น 80% เมื่อเซลล์เจริญเติบโตจนมีความหนาแน่น

ประมาณ 80-90% ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกและล้างด้วย 1x Phosphate-buffered 

saline (PBS) (GE Healthcare ประเทศสหรัฐอเมริกา ) ที่ปราศจากแคลเซียม (Ca2+) และ
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แมกนีเซียม (Mg2+) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มเซลล์ใน 1x PBS ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ใน

สภาวะที่ใช้เลี้ยงเซลล์นาน 5 นาที เท PBS ออกแล้วเติม 0.5% trypsin (Caisson Laboratories 

ป ร ะ เ ท ศ ส ห รั ฐ อ เ ม ริ ก า ) ป ริ ม า ต ร  1 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล้ ว น า ไ ป บ่ ม ใ น อุ ณ ห ภู มิ  37  

องศาเซลเซียส นาน 3-4 นาที และเคาะขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ด้านข้าง เพ่ือให้เซลล์หลุดออกมา 

จนหมด สังเกตลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เซลล์ควรมีลักษณะกลม หลุดแยกออกจาก

ขวดเพาะเลี้ยง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อลงไป 3 มิลลิลิตร และปิเปตชะล้างขวดเพาะเลี้ยงเซลล์

ให้ทั่ว เพ่ือให้เซลล์หลุดจากขวดทั้งหมด จากนั้นย้ายเซลล์ลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร  

น าเซลล์ไปปั่นด้วยความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี trypsin  

ผสมอยู่ออก จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อลงไปจ านวน 2-4 มิลลิลิตร ขึ้นอยู่กับปริมาณเซลล์ที่ได้  

ปิเปตขึ้นลงประมาณ 30 ครั้ง เพ่ือให้เซลล์แยกออกเป็นเซลล์เดี่ยว จากนั้นจึงน าไปเซลล์ไปนับ  

ใต้กล้องจุลทรรศน์และค านวณปริมาณเซลล์ที่ต้องการดูดเซลล์ใส่ในขวดใหม่ที่มีขนาด  

25 ลูกบาศก์เซนติเมตรหรือ 75 ลูกบาศก์เซนติเมตร ในปริมาณ 2 -5x104 เซลล์ต่อตาราง

เซนติเมตร โดยเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ให้มีปริมาตรสุดท้าย 5 มิลลิลิตรส าหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ 

T25 หรือ 15 มิลลิลิตรส าหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ T75 

5. การนับปริมาณเซลล์  

การทดสอบต่างๆในเซลล์เพาะเลี้ยงต้องใช้ปริมาณเซลล์ตั้งต้นตามมาตรฐานที่ก าหนด  

จึงต้องท าการนับปริมาณเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ โดยน าเซลล์ที่ถูกเก็บเกี่ยวออกมาและปิเปตให้ 

แยกออกเป็นเซลล์เดี่ยว ดูดเซลล์ปริมาณ 20 ไมโครลิตร มาผสมกับสี trypan blue (Gibco 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วทิ้งไว้นาน 1 นาที ใช้ปิเปต 

ดูดเซลล์ที่ผสมกับสีแล้วมาเติมลงบน Hemocytometer counting chamber ทั้ง 2 ข้างจนเต็ม 

ระวังไม่ให้ของเหลวล้นออกมาหรือมีฟองอากาศ ท าการนับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

ก าลังขยาย 40 เท่า นับเซลล์ที่ไม่ติดสีน้ าเงินในตาราง 5 ช่อง ดังรูปที่ 8 และท าการค านวณ

ปริมาณเซลล์ตามสูตร 

จ านวนเซลล์ต่อลูกบาศก์เซนติเมตร = (จ านวนเซลล์ที่นับได้ ÷ 5) × ค่าการเจือจางในสี trypan 

blue  × 104 
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รูปที่ 8 Hemocytometer counting chamber 
6. การทดสอบหาปริมาณเซลล์ AGS ที่เหมาะสมส าหรับการทดสอบการอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี 

MTT 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด 96 หลุม จ านวน           

1x103, 5x103, 1x104 และ 5x104 เซลล์ต่อหลุม นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม MTT (3-(4, 5-

dimethylthiazol-2 - yl)-2 , 5 -diphynyl tetrazolium bromide (Bio Basic INC. ประ เ ท ศ

แคนาดา) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มในสภาวะ

เดียวกับที่ใช้เลี้ยงเซลล์และอยู่ในที่มืด นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นละลายตะกอน formazan สีม่วง 

ที่เกิดขึ้นด้วย 10% SDS ที่เตรียมใน 0.01 N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และบ่มต่อในสภาวะ

เดิมนานข้ามคืน หากยังสังเกตเห็นตะกอนสีม่วงใต้กล้องจุลทรรศน์ ให้บ่มต่อจนกว่าตะกอนสีม่วง

จะละลายหมดทุกหลุม แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องอ่าน microplate (Synergy 

HT, BioTek ประเทศอเมริกา) ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร และความยาวคลื่นอ้างอิง  

630 นาโนเมตร เลือกปริมาณเซลล์ที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสุทธิในช่วง 0.75 - 1.25 น าไปท า 

การทดสอบต่อไป โดยค านวณค่าการดูดกลืนแสงสุทธิดังสูตร 
 

     ค่าการดูดกลืนแสงสุทธิ = ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร - ความยาวคลื่นอ้างอิง 630 นาโนเมตร 
 
 

7. การทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นและเวลาต่างๆ ต่อการอยู่
รอดของเซลล์ AGS  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 1 x104 บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด 96 หลุม 

โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์  RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS และปราศจากยาปฎิชีวนะ  

นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกและเติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก 
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กระชายด าหรือเคอร์คิวมินที่ เตรียมไว้ โดยท าการเจือจาง เป็นล าดับ 2 เท่า ในอาหาร 

เลี้ยงเซลล์จนได้ความเข้มข้น 8-128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารสกัดลงใน 

หลุมทดสอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร เติม DMSO ที่ความเข้มข้นที่สูงสุดที่ละลายอยู่ในสารสกัด 

(0.128 %) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมควบคุม เพ่ือทดสอบผลกระทบของตัวท าละลาย

ต่อเซลล์ และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมควบคุมลบ เตรียมการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ชุด แต่ละชุดบ่มที่เวลาต่างกัน ดังนี้   6, 12 และ 24 ชั่วโมง ในสภาวะเดียวกับที่ 

ใช้เลี้ยงเซลล์และอยู่ในที่มืด จากนั้นเติมน้ ายา MTT ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มในสภาวะเดิม นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นละลายตะกอนด้วย  

10% SDS ที่เตรียมใน 0.01 N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และบ่มต่อในสภาวะเดิมนาน

ข้ามคืน หากยังสังเกตเห็นตะกอนสีม่วงใต้กล้องจุลทรรศน์ ให้บ่มต่อจนกว่าตะกอนสีม่วงจะ

ละลายหมดทุกหลุม แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องอ่าน microplate ที่ความยาวคลื่น 

570 nm และความยาวคลื่น อ้างอิง  630 nm จากนั้นค านวณค่าการดูดกลืนแสงสุทธิ 

โดยน าค่าดูดกลืนแสงทั้ง 2 ความยาวคลื่นมาหักลบกัน โดยใช้หลุมที่ไม่มีเซลล์อยู่เป็นหลุม blank 

ค านวณ % การอยู่รอดของเซลล์เปรียบเทียบกับหลุมควบคุมลบที่ไม่ได้เติมสารสกัด ดังสูตร

ต่อไปนี้ 
 

% การอยู่รอดของเซลล์ = (ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของหลุมทดสอบ ÷ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสง

ของหลุมควบคุมลบ) × 100 

8. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบเบื้องตันของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์
คิวมินต่อการหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8) ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori 

เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบในเบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 

และเคอร์คิวมิน รวมไปถึงการคัดเลือกเฉพาะสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบไปศึกษาใน 

การทดสอบอื่น 

8.1 การวัดปริมาณของเชื้อโดยวิธีวัดความขุ่นของเชื้อและการนับโคโลนี 

เพ่ือวัดปริมาณของเชื้อ H. pylori ในแต่ละระดับความขุ่นมาตรฐาน McFarland standard 

ว่ามีจ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตรเท่ากับเท่าใด เพ่ือใช้ค านวณอัตราส่วนของเซลล์ต่อเชื้อใน 
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การทดสอบปฏิกิริยาการอักเสบและอะโพโทซิสของเซลล์  โดยน าเชื้อที่มีอายุ 3 วัน ตามข้อ 1 

ละลายลงใน 0.85% NaCl และน าไปวัดความขุ่นด้วยเครื่องวัดความขุ่น (Densitometer) 

(Biomérieux Biotechnology ประเทศฝรั่งเศส) ปรับความขุ่นของเชื้อให้เท่ากับ 2, 4, 5, 6 และ 

7 McFarland standard จากนั้นเจือจางแต่ละความขุ่นลง 10 เท่าด้วย 0.85% NaCl จ านวน 7 

หลอด จะได้ความเข้มข้นที่ 10-1 ถึง 10-7 จากนั้นน าเชื้อจากหลอดที่มีความเข้มข้น 10 -4, 10-5,  

10-6 และ 10-7 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไปกระจายด้วยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะ 7% ด้วย Hockey stick และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ

และสภาวะเดียวกับการเพาะเลี้ยงเชื้อ นาน 3 วัน ท าการนับเฉพาะจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจ านวน

โคโลนีในช่วง 30 - 300 โคโลนี จากนั้นค านวณปริมาณเชื้อแบคทีเรียตั้งต้นที่ค่าความขุ่นต่างๆ 

จากสูตร 
 

ปริมาณเชื้อต่อมิลลิลิตร = จ านวนโคโลนี x ปริมาตรที่น ามากระจาย x ค่าการเจือจาง          

(โคโลนีต่อมิลลิลิตร)  

8.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินใน
สภาวะ co-culture 

โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X104 เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด 

24 หลุม บ่มในสภาวะเพาะเลี้ยงเซลล์ดังข้างต้น นาน 24 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดลองที่เติม 

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori เริ่มจากน าเชื้อ H. pylori อายุ 

3 วัน มาละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS ให้มีความขุ่น  

5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลุมที่

ก าหนดไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร ในอัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ต่อมาเติมสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส าหรับหลุมทดลองสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า ให้ ได้ คว าม เข้ มข้นสุ ดท้ าย เท่ ากับ  16 หรื อ  32 ไม โครกรั มต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร  

ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย เติม DMSO ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.032% และ 

หลุมควบคุมลบเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยทุกหลุมมีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา  

24 ชั่วโมง 
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8.3 การตรวจวัดปริมาณ IL-8 ด้วยวิธี ELISA 

น าอาหารเลี้ยงเซลล์จากข้อ 8.2 มาปั่นแยกตะกอนเซลล์ออกที่ความเร็ว 1,000 x g นาน  

10 น าที  ทดสอบด้ ว ย ชุ ดน้ า ย า  Human ELISA Kit (Abcam plc. ป ร ะ เทศ อั ง ก ฤ ษ )  

โดยน าตัวอย่างทั้งในหลุมทดสอบและหลุมควบคุมอย่างละ 100 ไมโครลิตร และสารละลาย

มาตรฐานที่ทราบปริมาณ IL-8 อย่างละ 100 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมทดสอบส าเร็จรูป 

รูปวงกลมขนาด 96 หลุม ที่ถูกติดแอนติบอดีต่อ IL-8 ไว้แล้วที่ก้มหลุม จากนั้นเติมแอนติบอดีต่อ 

IL-8 ที่ติดฉลากด้วย Biotin ลงไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร ปิดหลุมทดสอบด้วยพลาสติกใส  

บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง ล้างแอนติบอดีส่วนเกินออก 3 ครั้ง ด้วย wash buffer จ านวน 

300 ไมโครลิตร  จากนั้ น เติมแอนติบอดี ที่ ติ ดฉลากด้ วย  streptavidin และ เอนไซม์   

Horse Radish Peroxidase (HRP) หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปิดหลุมทดสอบด้วยพลาสติกใสและ

บ่มที่ อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างด้วย wash buffer 3 ครั้ ง ครั้ งละ 300 ไมโครลิตร  

จากนั้ น เ ติ ม  TMB substrate หลุ มละ  100 ไม โครลิ ต ร  บ่ ม ในที่ มื ดนาน  12-15 นาที   

ท าการหยุดปฏิกิริยาด้วย stop solution 100 ไมโครลิตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 450 nm ด้วยเครื่องอ่าน microplate  และค านวณปริมาณ IL-8 ของตัวอย่างจากกราฟ

มาตรฐานระหว่างสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 62.5 - 2,000 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า

การดูดกลืนแสงของแต่ละความเข้มข้น 
 

9. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการหลั่งสาร
อินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8) ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori 

เพ่ือศึกษารูปแบบต่างๆของการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า โดยท าการบ่มเซลล์ AGS กับเชื้อ H. pylori และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก 

กระชายด าในสภาวะต่างกัน 3 แบบ คือ บ่มในสภาวะ co-culture เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ 

ต้านการอักเสบโดยรวม บ่มในสภาวะ pre-treatment เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์แบบป้องกัน 

การอักเสบและบ่มในสภาวะ pre-infection เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบหลังจากการ

ติดเชื้อแล้ว 
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9.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในสภาวะ  
co-culture ที่เวลาต่างๆ 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X104 เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด  

24 หลุม บ่มในสภาวะเพาะเลี้ยงเซลล์ดังข้างต้น นาน 24 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดลองสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori เริ่มจากน าเชื้อ H. pylori อายุ 

3 วัน มาละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS ให้มีความขุ่น 

5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลมุ 

ที่ก าหนดไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร ในอัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ต่อมาเติมสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส าหรับหลุมทดลองสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับหลุมควบคุม

ตัวท าละลาย เติม DMSO ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.016% และหลุมควบคุมลบเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล์ โดยทุกหลุมมีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร  โดยเตรียมการทดสอบทั้งหมด 3 ชุด แต่ละชุด

บ่มที่เวลาต่างกันดังนี้  6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

9.2 การทดสอบฤทธิ์ป้องกันการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในสภาวะ pre-
treatment ที่เวลาต่างๆ 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X104 เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด 24 

หลุม น าไปเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดลองที่เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าก่อนใส่เชื้อ H. pylori เริ่มจากบ่มเซลล์กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่มี

ความเข้มข้นสุดท้ายในแต่ละหลุมที่ก าหนดเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ล้างสารสกัด

เ อทิ ลอะซิ เ ตทจากกระชายด า ออกด้ ว ย  1 X PBS จ านวน  3 ครั้ ง ๆละ  1 มิ ลลิ ลิ ต ร  

น าเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน มาละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย  

10% FBS โดยเตรียมเชื้อให้มีความขุ่น 5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อ

มิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลุมที่ก าหนดไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วย 

อาหารเลี้ยงเซลล์ให้ครบ 1 มิลลิลิตร จะท าให้ได้อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ส าหรับ 

หลุมทดลองสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก
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กระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อ ส าหรับหลุมควบคุม 

ตัวท าละลายเติม DMSO ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.016% และหลุมควบคุมลบเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล์ โดยให้ทุกหลุมมีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร ล้างทุกหลุมด้วย 1 X PBS จ านวน 3 ครั้งๆ

ละ 1 มิลลิลิตร แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงไปหลุมละ 1 มิลลิลิตร โดยเตรียมการทดสอบทั้งหมด 

2 ชุด บ่มที่เวลาต่างกันคือ 3 และ 6 ชั่วโมง หลังจากขั้นตอนการล้างจึงน าไปบ่มในสภาวะเดิม 

ต่ออีก 3 และ 6 ชั่วโมง 

9.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าหลังจากเซลล์ติด
เชื้อ H. pylori (pre-infection) 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X104  เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด  

24 หลุม น าไปเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดลองที่เติมเชื้อ H. pylori ก่อนบ่มกับ 

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า เริ่มจากบ่มเซลล์กับเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน ที่เตรียมใน

อาหารเลี้ยงเซลล์  RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS โดยเตรียมเชื้อให้มีความขุ่น  

5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลุมที่

ก าหนดไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ให้ครบ 1 มิลลิลิตร  

จะท าให้ได้อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 น าไปบ่มเป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นล้างเชื้อ 

H. pylori ออกด้วย 1X PBS จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 1 มิลลิลิตร เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มต่ออีกเป็นเวลา  

6 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดลองสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัด 

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย เติม DMSO ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.016% และหลุม

ควบคุมลบเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยทุกหลุมมีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มเป็นเวลา  

6 ชั่วโมง 

9.4 การตรวจวัดปริมาณ IL-8 ด้วยวิธี ELISA 

น าอาหารเลี้ยงเซลล์จากข้อ 9.1-9.3 มาปั่นแยกตะกอนเซลล์ออกที่ความเร็ว 1,000 x g  

นาน 10 นาที  ทดสอบด้วยชุดน้ ายา Human ELISA Kit (Abcam plc. ประเทศอังกฤษ )  

ดังขั้นตอนในข้อที่ 8.3 
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10. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการแสดงออก
ของโปรตีน MCP-1 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี Western Blot 

10.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในสภาวะ  
co-culture ที่เวลา 12 ชั่วโมง 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X104 เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์รูปวงกลมขนาด  

24 หลุม บ่มในสภาวะเพาะเลี้ยงเซลล์ดังข้างต้น นาน 24 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดลอง  

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori เริ่มจากน าเชื้อ H. pylori  

อายุ 3 วัน มาละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS ให้มีความขุ่น  

5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลุม 

ที่ก าหนดไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร ในอัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ต่อมาเติมสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส าหรับหลุมทดลองสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า ให้ ได้ คว าม เข้ มข้นสุ ดท้ าย เท่ ากับ  8  หรื อ  16  ไม โครกรั มต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร  

ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย เติม DMSO ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.016% และ 

หลุมควบคุมลบเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยทุกหลุมมีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่เวลา  

12 ชั่วโมง 

10.2 การสกัดโปรตีนภายในเซลล์ 

ย้ายจานเพาะเลี้ยงเซลล์ข้อที่  10.1 ไปวางไว้บนน้ าแข็ง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง  

แล้วล้างด้วย 1X PBS อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จ านวน 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติม RIPA lysis 

buffer ที่ ผ สม  protease inhibitor (Thermo Fisher Scientific ประ เทศสหรั ฐ อ เมริ กา ) 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มบนน้ าแข็ง นาน 5 นาที โดยท าการเคาะ

จานเพาะเลี้ยงทุกๆ 1 นาที จากนั้นใช้ cell scraper ขูดเซลล์ออกจากก้นหลุม เอียงจาน

เพาะเลี้ยงและเติม 1X PBS อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จ านวน 100 ไมโครลิตร เพ่ือชะล้างเซลล์

ออกจากก้นหลุมให้หมด จากนั้นดูดใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มบนน้ าแข็งต่ออีก 10 นาที 

จากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

เก็บเฉพาะส่วนใสไปท าการวัดโปรตีนต่อไป 
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10.3 การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford และการเตรียมโปรตีน 

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานดังนี้ ละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) เข้มข้น  

2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในน้ ากลั่น จากนั้นเจือจางลงเป็นล าดับ 2 เท่า ให้ได้ความเข้มข้นตั้งแต่  

0.005-2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นและโปรตีน  

ที่สกัดได้ลงในหลุมรูปวงกลมขนาด 96 หลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร เติมน้ ายา Bradford 

ส าเร็จรูป(Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา) ลงไปหลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วย  

plate shaker เป็นเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิห้อง อ่านผลด้วยเครื่อง microplate reader (Tecan 

Group Ltd. ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) ค านวณปริมาณโปรตีนรวมจากกราฟสารละลายมาตรฐาน

ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของสารละลาย BSA มาตรฐาน จากนั้นปรับ 

ความเข้มข้นโปรตีนของตัวอย่างด้วย  RIPA buffer ให้เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

และน าโปรตีนความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 15 ไมโครลิตร ไปผสมกับ  

2x Laemmli Sample Buffer (Biorad ประเทศสหรั ฐอเมริกา ) จ านวน 15 ไมโครลิตร  

ท าให้ได้ความเข้มข้นโปรตีนสุดท้ายเท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม  

30 ไมโครลิตร ก่อนน าตัวอย่างไปแยกภายใต้กระแสไฟฟ้าด้วยวิธี SDS-PAGE ให้บ่มที่อุณหภูมิ  

95 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที  

10.4 การแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

ประกอบชุดส าหรับเตรียมเจลในการท า SDS-PAGE (Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา )  

จากนั้นเติมแอลกอฮอล์ลงไป เพ่ือตรวจสอบรอยรั่วของกระจก เติม 12% separating gel ลงไป 

4.5 มิลลิลิตร แล้วเติมน้ ากลั่นเพ่ือไล่ฟองอากาศในเจลออกให้หมด รอให้เจลแข็งตัวประมาณ  

15 นาที แล้วซับน้ ากลั่นออก เติม 6% stacking gel ประมาณ 2 มิลลิลิตร และใส่หวีลงไป  

รอให้ เจลแข็งตัวประมาณ 10 นาที จากนั้นจึงดึงหวีออก  แล้วย้ายเจลที่ เตรียมไว้ลงใน 

electrophoresis chamber และเติม 1 x running buffer ลงไปจนถึงขีดบอกปริมาณด้านนอก 

เติมโปรตีนตัวอย่างที่เตรียมไว้ในข้อ 11.3 ลงไปในเจลจ านวน 30 ไมโครลิตร และเติม marker 

จ านวน 5 ไมโครลิตร จากนั้นให้กระแสไฟฟ้าที่ 80 โวลต์ นาน 30 นาที และ 120 โวลต์ นาน  

60 นาท ี
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10.5  การย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรน (Protein Blotting) 

แช่เมมเบรนชนิด Polyvinylidene difluoride (PVDF) ที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน (Merck 

ประเทศเยอรมัน ) ด้วย 100% เมทานอล นาน 5 นาที ล้างออกด้วย 1 x transfers buffer 

จากนั้นวางฟองน้ า แผ่นกระดาษกรอง เจลจากการท า SDS-PAGE ในข้อที่ 11.4 และ เมมเบรน

ชนิด PVDF ดังรูปที่ 9 แล้วใช้ลูกกลิ้งก าจัดฟองอากาศออกให้หมด จากนั้นย้ายลงไปใน Blotting 

chamber ที่วางบนน้ าแข็งและเติม 1 x transfers buffer ลงไปจนถึงขีดบอกปริมาตรด้านนอก 

ให้กระแสไฟฟ้า 150 แอมแปร์ นาน 90 นาที  

รูปที่ 9 การย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรน (Protein Blotting) 
 
  10.6 การตรวจสอบโปรตีนด้วยแอนติบอดี 

แช่เมมเบรน PVDF จากข้อ 10.5 ลงใน 1 x blocking buffer เขย่าเบาๆ ประมาณ 20 รอบ

ต่อนาที นาน 30 นาที จากนั้นเท blocking buffer ออก และท าการตัดเมมเบรนที่ระหว่าง  

13 kDA และ 40 kDA โดยสังเกตจากแถบของ marker จากนั้นเติมแอนติบอดีต่อ MCP-1 

(Abcam plc. ประเทศอังกฤษ ) ที่ เจือจางด้วย 1 x blocking buffer ในอัตราส่วน 1:4000 

จ านวน 5 มิลลิลิตร ลงในเมมเบรนส่วน 13 kDA หรือแอนติบอดีต่อ GAPDH (Abcam plc. 

ประเทศอังกฤษ) ที่เจือจางด้วย 1 x blocking buffer ในอัตราส่วน 1:800 จ านวน 5 มิลลิลิตร 

ลงในเมมเบรนส่วน 40 kDA บ่มที่ 4 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขย่าเบาๆ ประมาณ 20 รอบ 

ต่ อนาที  นานข้ ามคืน  จากนั้ น เทแอนติบอ ดี ออกแล้ วล้ า ง เ มม เบรนด้ วย  1 x TBST  

ประมาณ 10 มิลลิลิตร ในสภาวะเขย่าเบาๆ ประมาณ 20 รอบต่อนาที 3 ครั้งๆละ 10 นาที  
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จากนั้นเท 1 x TBST ออก แล้วเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วย HRP (Abcam plc. ประเทศ

อังกฤษ) ที่เจือจางด้วย 1 x blocking buffer ในอัตราส่วน 1:1000 ลงในเมมเบรนทั้ง 2 ส่วน 

ส่วนละ 5 มิลลิลิตร บ่มที่ อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าเบาๆ ประมาณ 20 รอบต่อนาที  

นาน 1 ชั่วโมง เทออกแล้วล้างเมมเบรนด้วย 1 x TBST ประมาณ 10 มิลลิลิตร ในสภาวะเขย่า

เบาๆ ประมาณ 20 รอบต่อนาที  3 ครั้งๆละ 10 นาที จากนั้นใช้ชุดน้ ายา Amersham ECL 

Prime Western Blotting Detection (GE Healthcare ประ เทศสหรั ฐอ เมริ กา ) โดย เติม 

substrate 1 และ substrate 2 ในอัตราส่วน 1 : 1 ลงไปในเมมเบรนแต่ละส่วน ปิดด้วยพลาสติก

ใส  แล้ วน า ไปถ่ ายภาพด้ วย เครื่ อ งถ่ ายภาพเจล  (Thermo Fisher Scientific ประ เทศ

สหรัฐอเมริกา) โดยใช้เวลา exposure นาน 30 นาท ี

11. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในเซลล์ 
เม็ดเลือดขาวท่ีเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ H. pylori 

เป็นที่ทราบดีว่าตัวเชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการตอบสนองในกระบวนการอักเสบของ

เซลล์ต่างๆ ได้เป็นอย่างดี นอกจากนี้ยังมีรายงานพบว่าเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีชีวิตและส่วนของ

โปรตีนที่สามารถละลายน้ าได้จากตัวเชื้อ H. pylori นั้นสามารถกระตุ้นกระบวนการอักเสบได้ 

ในระดับท่ีไม่แตกต่างกัน (102) ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจที่จะทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัด 

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในเซลล์เม็ดเลือดขาว  โดยใช้โปรตีนจากตัวเชื้อ  H. pylori  

เป็นสารกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

11.1  การสกัดโปรตีนภายในเซลล์ของเชื้อ H. pylori โดยใช้คลื่นเสียง 

เพ่ือสกัดแยกเฉพาะโปรตีนภายในเซลล์ของเชื้อ H. pylori น าเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน  
ละลายใน 1X PBS ให้ได้ความขุ่น 6 McFarland standard (ประมาณ 1x108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร)  
จากนั้นน า ไปท าให้ เซลล์แตกด้วยเครื่ อง ก า เนิดคลื่ น เสียง (High Intensity Ultrasonic 
processor) (Sonics & Materials ประเทศอเมริกา) ความถี่คลื่นที่  40 แอมพลิจูดไมครอน 
จ านวน 30 ครั้ง ครั้งละ 10 วินาที แช่หลอดเชื้อบนน้ าแข็งตลอดเวลา ปั่นตกตะกอนเศษเซลล์ 
ที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เก็บส่วนใสที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้
ทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว น าไปวัดปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford ดังข้อ
ที่ 10.3 
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11.2  การเพาะเลี้ยงเซลล์ THP-1 และ HL-60 

เซลล์ เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์  (THP-1) และ เซลล์ตัว อ่อนเม็ดเลือดขาวระยะ 

โปรไมอีโลไซต์ (HL-60) ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศาสตราจารย์ Tetsuo Kubota, School of 

Health Care Sciences, Department of Immunology and Microbiology, Tokyo Medical 

and Dental University โดยเลี้ยงเซลล์ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร 

(T25) ด้วยอาหารเลี้ ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS บ่มที่ อุณหภูมิ   

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ เข้มข้น 5% และมีความชื้น 80%  

เมื่อสีของอาหารเลี้ยงเชื้อมีสีเหลืองให้ท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยปั่นตกตะกอนเซลล์ ที่

ค ว าม เ ร็ ว  2,500 รอบต่ อนาที  น าน  5 นาที  และ เติ มอาหาร เลี้ ย ง เ ซลล์ ใหม่ ล ง ไป  

หากเซลล์ เจริญเติบโตจนมีความหนาแน่น 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ให้แบ่งเซลล์ใส่ ใน 

ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ โดยปิเปตขึ้นลงประมาณ 30 ครั้ง เพ่ือให้เซลล์แยกออกเป็นเซลล์เดี่ยว 

ดูดเซลล์ใส่ในขวดใหม่ ในปริมาณ 1-5x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม 5 มิลลิลิตร  

ส าหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ T25 หรือ 15 มิลลิลิตรส าหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ T75 

11.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ที่ตอบสนองต่อโปรตีนของเชื้อ H. pylori 

11.3.1 การเตรียมเซลล์ THP-1  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ THP-1 จ านวน 5X106 เซลล์ ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด  

25 ลูกบาศก์เซนติเมตร ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เติม 0.1% FBS (starvation 

medium) เป็นเวลา 2 วัน ในสภาวะเดียวกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ข้างต้น ปั่นตกตะกอนเซลล ์

ที่ความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาท ีดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าท้ิง เติม starvation medium 

ใหม่ลงไป 1 มิลลิลิตร ปิเปตขึ้นลงประมาณ 10 ครั้ง แล้วน าไปกรองผ่านที่กรองเซลล์ที่มีรูพรุน

ขนาด 40 ไมครอน เพ่ือก าจัดเซลล์ที่เกาะกลุ่มกันออก เนื่องจากเซลล์ที่เกาะกลุ่มกัน 

ท าให้มีผลต่อความแปรปรวนของการนับเซลล์เคลื่อนที่ได้ น าเซลล์ไปนับใต้กล้องจุลทรรศน์ 

11.3.2 การเตรียม Transwells ส าหรับการทดสอบ 

 เจือจาง fibronectin (Becton Dickinson ประเทศสหรัฐอเมริกา) ในอัตราส่วน 1:20 

จากความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย 1x PBS จากนั้นเติมลงใน Transwells ด้านบน 
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ที่มเีมมเบรนรูพรุนขนาด 5 ไมครอน จ านวน 75 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส  

นานอย่างน้อย 1 ชั่วโมง ล้างออกด้วย 1X PBS หรือ starvation medium ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

จ านวน 2 ครั้ง 

11.3.3 การทดสอบปริมาณโปรตีนของเชื้อ H. pylori ที่เหมาะสมต่อการทดสอบการ
เคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ 

เติมสารดึงดูดเซลล์ที่ต้องการทดสอบลงในหลุมทดสอบด้านล่างของแต่ละ Transwells  

ดังนี้  หลุมควบคุมลบเติม starvation medium , หลุมควบคุมบวกเติม Platelet-Derived 

Growth Factor-BB (PDGF-BB) ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (PeproTech ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) , หลุมทดสอบเติมโปรตีนที่สกัดจากเชื้อ H. pylori ในข้อ 11.1 ความเข้มข้น  

100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร , 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเติม

สารดึงดูดเซลล์ดังกล่าว จ านวนหลุมละ 600 ไมโครลิตร จากนั้นเติมเซลล์ THP-1 ที่เตรียมไว้ใน

ข้อที่  11.3.1 จ านวน 105 เซลล์  ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงไปหลุมด้านบนทุกหลุม  

สังเกตและก าจัดฟองอากาศออกให้หมด จากนั้นน าไปบ่มที่สภาวะเดียวกับการเลี้ยงเซลล์  

โดยใช้เวลาบ่มนาน 90 นาที ล้างหลุมด้านบนด้วย 1X PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง 

จากนั้นเติม 10% Formalin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ทิ้ งไว้นาน 10 นาทีที่ อุณหภูมิห้อง  

ดูด 10% Formalin ทิ้ง จากนั้นย้อมสีเมมเบรนด้วยสี Cytoquick (Muto Pure Chemical 

Co.Ltd. ประเทศญี่ปุ่น )  โดยย้อมด้วย Cytoquick stain solution A นาน 5 วินาที  และ 

Cytoquick stain solution B นาน 15 วินาที แล้วล้างสีส่วนเกินออกด้วยการน าไปแกว่ง 

ในน้ าประปาเบาๆ ปล่อยให้เมมเบรนแห้งนานข้ามคืน ตรวจสอบการกระจายของเซลล์ใต้กล้อง

จุลทรรศน์ เพ่ือหลีกเลี่ยงการนับเซลล์ในบริเวณที่มีเซลล์เกาะกลุ่มกัน ใช้ไม้พันส าลีชุบน้ าสะอาด

หมาด เช็ดเซลล์ด้านบนของเมมเบรนออก ซึ่งเป็นเซลล์ที่ไม่ได้มีการเคลื่อนที่เข้ามาในรูพรุน 

ของเมมเบรน น าไปถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 20X จ านวน 10 วงกล้อง นับเซลล์

ด้วยโปรแกรม ImageJ และค านวณค่าเฉลี่ยของเซลล์ที่นับได้   

11.3.4 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ที่ตอบสนองต่อโปรตีนของเชื้อ H. pylori และ LPS 

นอกจากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของ

เซลล์เม็ดเลือดขาวเนื่องจากการดึงดูดของโปรตีนจากเชื้อ H. pylori แล้ว ยังมีการทดสอบ
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เปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือด

ขาวเนื่องจาก Lipopolysaccharide (LPS) ที่เป็นส่วนประกอบของแบคทีเรียแกรมลบทั่วไป 

รวมถึงเปรียบเทียบความสามารถในการดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนไซต์ระหว่างโปรตีนจากเชื้อ 

H. pylori และ LPS โดยการเตรียมเซลล์ THP-1 และ หลุมทดสอบดังข้อที่ 11.3.1 และ 11.3.2 

จากนั้นเตรียมหลุมทดสอบทั้ งหมด 2 ชุด ที่หลุมด้านล่างของแต่ละชุดประกอบด้วย  

หลุมควบคุมลบที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์, หลุมควบคุมบวกที่เติม PDGF-BB, หลุมที่เติมโปรตีนของ

เชื้อ H. pylori หรือ หลุมที่เติม LPS ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย DMSO และหลุมทดสอบ

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า ดังตารางที่ 2 และ 3 จากนั้นเติมสารดึงดูดเซลล์ลงใน 

หลุมด้านล่างของหลุมทดสอบ ดังนี้  หลุมควบคุมลบ เติม starvation medium ปริมาณ  

600 ไมโครลิตร , หลุมควบคุมบวก  เติม PDGF-BB 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ปริมาณ  

600 ไมโครลิตร, หลุมทดสอบเติมโปรตีนของเชื้อ H. pylori ที่สกัดได้จากข้อ 11.1 ทีค่วามเข้มข้น 

100 นาโนกรัมต่อมิลลิตร หรือ  LPS 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  (Sigma-aldrich ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ปริมาณ 600 ไมโครลิตร อย่างละ 3 หลุม, หลุมควบคุมตัวท าละลายเติมโปรตีน

ของเชื้อ H. pylori ที่สกัดได้จากข้อ 11.1 ที่ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิตร หรือ 

LPS 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sigma-aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) ปริมาณ 600 ไมโครลิตร 

ต่อมาเติมเซลล์ THP-1 ในข้อ 11.3.1 จ านวน 1x105 เซลล์ ที่หลุมด้านบนทุกหลุมของทั้ง 2 ชุด

ทดสอบ จากนั้นเติม 0.016 % DMSO ที่ด้านบนของหลุมควบคุมตัวท าละลาย และเติมสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร  

ที่ด้านบนของหลุมทดสอบโปรตีนของเชื้อ H. pylori หรือ  LPS แต่ละหลุม โดยปรับปริมาตรของ

หลุมด้านบนให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม สังเกตและก าจัดฟองอากาศออก

ให้หมด จากนั้นน าไปบ่มที่สภาวะเดียวกับการเลี้ยงเซลล์ บ่มนาน 90 นาที ล้างหลุมด้านบนด้วย 

1X PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นเติม 10% Formalin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ทิ้งไว้นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ดูด 10% Formalin ทิ้งและย้อมสีเมมเบรนด้วยสี Cytoquick 

โดย เติม  Cytoquick stain solution A นาน 5 วินาที  และ Cytoquick stain solution B  

นาน 15 วินาที จากนั้นล้างสีส่วนเกินออกด้วยการน าไปแกว่งในน้ าประปาเบาๆ และปล่อยให้ 

เมมเบรนแห้งนานข้ามคืน ตรวจสอบการกระจายของเซลล์ใต้กล้องจุลทรรศน์ ใช้ไม้พันส าลีชุบน้ า
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สะอาดหมาด เช็ดเซลล์ด้านบนของเมมเบรนออก น าไปถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 

20X จ านวน 10 วงกล้อง นับเซลล์ด้วยโปรแกรม ImageJ และค านวณค่าเฉลี่ยของเซลล์ที่นับได้ 

รูปที่ 10 การทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
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ตารางที่ 2 แสดงสารละลายที่เติมลงในหลุมด้านบนและหลุมด้านล่างของแต่ละชนิดของหลุมทดสอบ
ในการทดสอบการเคลื่อนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ 

ชนิดของหลุมทดสอบ สารละลายที่เติมลงในแต่ละหลุมทดสอบ 

หลุมควบคุมลบ 

หลุมด้านบน Starvation Medium 

หลุมด้านล่าง Starvation Medium 

หลุมควบคุมบวก 

หลุมด้านบน Starvation Medium 

หลุมด้านล่าง PDGF-BB  10 ng/ml 

หลุมที่เติมโปรตีนจากเชื้อ  
H. pylori หรือ 

LPS 

หลุมด้านบน Starvation Medium 

หลุมด้านล่าง 
โปรตีนจากเชื้อ  H. pylori 100 ng/ml 

หรือ 
LPS 1 µg/ml 

หลุมควบคุมตัวท าละลาย 

หลุมด้านบน 0.016% DMSO 

หลุมด้านล่าง 

โปรตีนจากเชื้อ  H. pylori 100 ng/ml 

หรือ 

LPS 1 µg/ml 
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ตารางที่ 3 แสดงสารละลายที่เติมลงในหลุมด้านบนและหลุมด้านล่างของแต่ละชนิดของหลุมทดสอบ
ในการทดสอบการเคลื่อนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ (ต่อ) 

ชนิดของหลุมทดสอบ สารละลายที่เติมลงในแต่ละหลุมทดสอบ 

หลุมทดสอบสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า 8 µg/ml 

หลุมด้านบน สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 

8 µg/ml  

หลุมด้านล่าง 

โปรตีนจากเชื้อ  H. pylori 100 ng/ml 
หรือ 

LPS 1 µg/ml 

หลุมทดสอบสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า 16 µg/ml 

หลุมด้านบน สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 

16 µg/ml 

หลุมด้านล่าง 

โปรตีนจากเชื้อ  H. pylori 100 ng/ml 
หรือ 

LPS 1 µg/ml 

 
11.4 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ด
เลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ที่ตอบสนองต่อสาร IL-8 

11.4.1 การทดสอบเวลาที่เหมาะสมต่อการเปลี่ยนแปลงเซลล์ HL-60 เป็นนิวโทรฟิลล์  

เนื่องจาก HL-60 เป็นเซลล์ตัวอ่อนเม็ดเลือดขาวระยะโปรไมอีโลไซต์จึงจ าเป็นต้อง 

ท าการเปลี่ยนแปลงเซลล์เป็นเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ก่อน โดยเลี้ยงเซลล์ HL-60 จ านวน 

1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในขวดขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 

ที่ประกอบด้วย 10% FBS และ 1.25% DMSO ในปริมาตรรวม 5 มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น 5% และมีความชื้น 80% ที่เวลาต่างๆกันดังนี้  

3 , 5 , 6 และ 7 วัน ท าการแบ่งเซลล์ใส่ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ เมื่อเซลล์เจริญเติบโตจน 

มีความหนาแน่น 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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11.4.2 การตรวจวัด CD 11b marker ด้วยวิธี Flow cytometry 

 นับจ านวนเซลล์ทั้งหมดที่ท าการกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงด้วย DMSO ที่ 3 ,5 ,6 และ 7 วัน  

ในข้อ 12.4.1 แบ่งใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จ านวน 1x106 เซลล์ และปั่นตกตะกอนเซลล์ 

ที่ความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้งและเติม 1x PBS  

ที่ประกอบด้วย 1% BSA และ 2 mM EDTA ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมแอนติบอดีต่อ 

CD11b หรือแอนติบอดีควบคุมลบ (Isotype) ที่ติดฉลากด้วย FITC โดยใช้แอนติบอดีที่เจือจาง 

ในอัตราส่วน 1:1000 ด้วย 1x PBS ที่ประกอบด้วย 1% BSA และ 2 mM EDTA ปริมาตร  

100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืดบนน้ าแข็งนาน 30 นาที ปั่นที่ 2,500 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  

ทิ้งส่วนใส ล้างด้วย 1x PBS ที่ประกอบด้วย 1% BSA และ 2 mM EDTA ที่มี อุณหภูมิ 4  

องศาเซลเซียส ปริมาตร 900 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นผสมตะกอนเซลล์ให้เข้ากับ 

Paraformaldehyde จ านวน 1 มิลลิลิตร  และบ่มนาน 10 นาที เ พ่ือคงสภาพของเซลล์   

ปั่นที่ 2,500 รอบต่อนาที นาน 1 นาที จากนั้นทิ้งส่วนใส และเติม 1x PBS ที่ประกอบด้วย  

1% BSA และ 2 mM EDTA จ านวน 1 มิลลิลิตร น าไปกรองผ่านตัวกรองและวิเคราะห์ด้วย 

เครื่อง Flow cytometer (Beckman coulter ประเทศสหรัฐอเมริกา) อ่านผล วิเคราะห์และ

สร้าง scatter plot ด้วยโปรแกรม CytExpert   
 

11.4.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ 

เตรี ยมหลุมทดสอบดั งข้อ  11.3.2 ในหลุมด้ านล่ างของหลุมทดสอบประกอบด้ วย  

หลุมควบคุมลบที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ หลุมควบคุมบวกที่เติม IL-8 หลุมควบคุมตัวท าละลายและ

หลุมทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า  ดังตารางที่ 4 โดยหลุมควบคุมลบเติม 

starvation medium ปริมาณ 600 ไมโครลิตร, หลุมควบคุมบวก หลุมควบคุมตัวท าละลาย และ 

หลุมทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า เติม IL-8 (Shenandoah Biotechnology 

Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา) ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 600 ไมโครลิตร  

ในแต่ละหลุม จากนั้นเติมเซลล์  HL-60 ที่ เตรียมไว้ ในข้อ  11.5.1 จ านวน 5x105 เซลล์   

ที่หลุมด้านบนทุกหลุมของทั้ง 2 ชุดทดสอบ จากนั้นเติม 0.016 % DMSO ที่ด้านบนของหลุม

ควบคุมตัวท าละลาย และเติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 



 
 

69 

8 และ16 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ที่ด้านบนของหลุมทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 

โดยปรับปริมาตรของหลุมด้านบนให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม สังเกตและ

ก าจั ดฟองอากาศออก ให้หมด  จากนั้ นน า ไปบ่ มที่ สภาวะ เดี ยวกับการ เลี้ ย ง เ ซลล์   

โดยใช้เวลาบ่มนาน 30 นาที ล้างหลุมด้านบนด้วย 1X PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง

จากนั้นเติม 10% Formalin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ทิ้งไว้นาน 10 นาที  ที่ อุณหภูมิห้อง  

ดู ด  1 0 %  Formalin ทิ้ ง  แ ล ะ ย้ อ ม สี เ ม ม เ บ ร น ด้ ว ย  สี  Cytoquick โ ด ย ย้ อ ม ด้ ว ย  

Cytoquick solution A นาน 5 วินาที และ Cytoquick solution B นาน 15 วินาที จากนั้นล้าง

สีส่วนเกินออกด้วยการน าไปแกว่งในน้ าประปาเบาๆ ปล่อยให้เมมเบรนแห้งนานข้ามคืน  

ใช้ไม้พันส าลีชุบน้ าสะอาดหมาดเช็ดเซลล์ด้านบนของเมมเบรนออก  น าไปถ่ายภาพใต้กล้อง

จุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 20X จ านวน 10 วงกล้อง น ามานับเซลล์ด้วยโปรแกรม ImageJ และ

ค านวณค่าเฉลี่ยของเซลล์ที่นับได้  
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ตารางที่ 4 แสดงสารละลายที่เติมลงในหลุมด้านบนและหลุมด้านล่างของแต่ละชนิดของหลุมทดสอบ
ในการทดสอบการเคลื่อนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ 
 

ชนิดของหลุมทดสอบ สารละลายที่เติมลงในแต่ละหลุมทดสอบ 

หลุมควบคุมลบ 
หลุมด้านบน Starvation Medium 

หลุมด้านล่าง Starvation Medium 

หลุมควบคุมบวก 
หลุมด้านบน Starvation Medium 

หลุมด้านล่าง IL-8 10 ng/ml 

หลุมควบคุมตัวท าละลาย 
หลุมด้านบน 0.016% DMSO 

หลุมด้านล่าง IL-8 10 ng/ml 

หลุมทดสอบสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า 8 µg/ml 

หลุมด้านบน สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 

8 µg/ml 

หลุมด้านล่าง IL-8 10 ng/ml 

หลุมทดสอบสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า 16 µg/ml 

หลุมด้านบน สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 

16 µg/ml 

หลุมด้านล่าง IL-8 10 ng/ml 
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12. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อระดับการท างานของเอนไซม์ 
caspase-8 ของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี ELISA 

12.1 การทดสอบเวลาที่เหมาะสมส าหรับการทดสอบระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 
ของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori 

12.1.1 การเตรียมเซลล์ส าหรับการทดสอบ  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X103 เซลล์ ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์สีขาวรูปวงกลม

ขนาด 96 หลุม นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน มาละลายในอาหารเลี้ยง

เซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS ให้ได้ความขุ่น 5 McFarland standard (ประมาณ 

5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) เติมเชื้อลงในหลุมทดสอบที่ก าหนดไว้หลุมละ 10 ไมโครลิตร  

จะท าให้ได้อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 จากนั้นน าไปบ่มในสภาวะเดียวกับการเพาะเลี้ยง

เซลล์นาน 6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

12.1.2 การตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ด้วยวิธี luminescence 
assay 

น า เ ซลล์ ที่ เ ต รี ยม ไว้ ดั ง ข้ อ  12.1.1 ม าการตรวจวั ด  caspase-8 โ ดย ใช้ ชุ ดน้ า ยา  

caspase-Glo® 8 Assay (Promega Corporation ป ร ะ เ ท ศ ส ห รั ฐ อ เ ม ริ ก า ) โ ด ย ผ ส ม  

caspase-8 buffer และ caspase-8 substrate เข้าด้วยกัน แล้วเติมน้ ายาทดสอบที่ผสมแล้ว 

ลงไปจ านวน 100 ไมโครลิตร บ่มนาน 30 นาที  ที่ อุณหภูมิห้อง อ่านผลด้วยเครื่อง อ่าน 

microplate 

 12.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อระดับการท างานของเอนไซม์ 
caspase-8 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 5X103 เซลล์ ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์สีขาวรูปวงกลมขนาด 

96 หลุม น าไปเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน มาละลาย 

ใ น อ า ห า ร เ ลี้ ย ง เ ซ ล ล์  RPMI 1640 ที่ ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  10% FBS ใ ห้ ไ ด้ ค ว า ม ขุ่ น  

5 McFarland (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) เติมเชื้อลงในหลุมทดสอบที่ก าหนดไว้ 

หลุมละ 10 ไมโครลิตร จะท าให้ได้อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ส าหรับหลุมทดสอบ 

เติมสารละลายกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายในแต่ละหลุมที่ก าหนดเท่ากับ 16 หรือ  
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32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย เติม 0.032% DMSO และ 

หลุมควบคุมลบเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยให้ทุกหลุมมีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตร 

จากนั้นน าไปบ่มในสภาวะเดียวกับการเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 24 ชั่วโมง แล้วน าไปตรวจวัด 

caspase-8 ดังข้อ 12.1.2 

13. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อระดับการท างานของ
เอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี ELISA 

 

13.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก
กระชายด าในสภาวะ co-culture ที่เวลาต่างๆ  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 5X103 เซลล์ ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์สีขาวรูปวงกลมขนาด 

96 หลุม น าไปเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน มาละลายในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ RPMI ที่ประกอบด้วย 10% FBS ให้ได้ความขุ่น 5 McFarland (ประมาณ 5x107 

โคโลนีต่อมิลลิลิตร) หลุมละ 10 ไมโครลิตร แล้วเติมลงในแต่ละหลุมที่ก าหนดไว้ จะท าให้ได้

อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ต่อมาเติมสารละลายกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 

ในแต่ละหลุมที่ก าหนดเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับหลุมทดสอบสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้ความ

เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย  

เติม 0.016% DMSO ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และหลุมควบคุมลบเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาณ 

100 ไมโครลิตร โดยให้ทุกหลุมมีปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร  โดยเตรียมการทดสอบทั้งหมด  

3 ชุด แต่ละชุดบ่มที่เวลาต่างกันดังนี้  6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

13.2 การทดสอบฤทธิ์ ป้ อ งกั นกา รท า ง านขอ ง เ อน ไซม์  caspase-3/7 ของสารสกั ด 
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในสภาวะ pre-treatment ที่เวลาต่างๆ  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X103 เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์สีขาวรูปวงกลม

ขนาด 96 หลุม น าไปเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดสอบที่เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตท

จากกระชายด าก่อนใส่เชื้อ H. pylori เริ่มจากบ่มเซลล์กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่

ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ล้างสารสกัด 

เอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าออกด้วย 1 X PBS จ านวน  3 ครั้ งๆละ 100 ไมโครลิตร  
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น าเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน มาละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย  

10% FBS โดยเตรียมเชื้อให้มีความขุ่น 5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อ

มิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลุมที่ก าหนดไว้ หลุมละ 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยอาหาร

เลี้ยงเซลล์ให้ครบ 1 มิลลิลิตร ท าให้ได้อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ส าหรับหลุมทดสอบ

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์ เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้

ความเข้มข้นเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลายเติม 

0.016% DMSO และหลุมควบคุมลบเติมอาหารเลี้ยงเซลล์  โดยให้ทุกหลุมมีปริมาตรรวม  

1 มิลลิลิตร ล้างทุกหลุมด้วย 1 X PBS จ านวน 3 ครั้งๆละ 100 ไมโครลิตร แล้วเติมอาหารเลี้ยง

เซลล์ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยเตรียมการทดสอบทั้งหมด 2 ชุด บ่มที่เวลาต่างกันคือ  

3 และ 6 ชั่วโมง หลังจากข้ันตอนการล้างจึงน าไปบ่มในสภาวะเดิมต่ออีก 3 และ 6 ชั่วโมง  

13.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก
กระชายด าในสภาวะ pre-infection   

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS จ านวน 5X103 เซลล์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์สีขาวรูปวงกลม

ขนาด 96 หลุม น าไปเพาะเลี้ยงนาน 24  ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดสอบที่เติมเชื้อ H. pylori ก่อน

บ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า เริ่มจากบ่มเซลล์กับเชื้อ H. pylori อายุ 3 วัน  

ที่เตรียมในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ประกอบด้วย 10% FBS โดยเตรียมเชื้อให้มีความขุ่น 

5 McFarland standard (ประมาณ 5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) แล้วเติมลงในแต่ละหลุมที่

ก าหนดไว้ หลุมละ 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ให้ครบ 100 ไมโครลิตร  

จะท าให้ได้อัตราส่วนเซลล์ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 น าไปบ่มเป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นล้างเชื้อ  

H. pylori ออกด้วย 1X PBS จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 100 ไมโครลิตร เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตท

จากกระชายด าที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มต่ออีก 

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ส าหรับหลุมทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ากับเซลล์  

เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 8 หรือ 16 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ส าหรับหลุมควบคุมตัวท าละลาย เติม 0.016% DMSO และหลุมควบคุมลบเติม

อาหารเลี้ยงเซลล์ โดยทุกหลุมมีปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
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13.4 การตรวจวัดระดับของเอนไซม์ caspase-3/7 ด้วยวิธี luminescence assay 

น าเซลล์ที่ เตรียมไว้ดังข้อ 13.1-13.3 มาการตรวจวัด caspase-3/7 โดยใช้ชุดน้ ายา 

caspase-Glo® 3 /7  Assay (Promega Corporation ประ เทศสหรั ฐ อ เมริ ก า ) โ ดยผสม 

caspase-3/7 buffer และ caspase-3/7 substrate เข้าด้วยกัน แล้วเติมน้ ายาทดสอบที่ผสม

แล้วลงไปจ านวน 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มนาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง น าไปอ่านผลด้วย

เครื่องอ่าน microplate 
 

14. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการแตกหักของดีเอ็นเอ
ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี ELISA 

14.1 การทดสอบฤทธิ์ ต้ านการแตกหักของดี เ อ็น เอของสารสกัด เอทิลอะซิ เตทจาก 
กระชายด าในสภาวะ co-culture ที่เวลาต่างๆ  

ท าการเตรียมเซลล์ด้วยสภาวะเดียวกับข้อ 12.1 จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก  

แล้วล้างด้วย 1X PBS 3 ครั้ง ต่อมาท าให้เซลล์แตกด้วย Lysis buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

เพ่ือให้ DNA ออกมาจากเซลล์ น าสารละลายที่ได้ไปปั่นแยกตะกอนเซลล์ออกด้วยความเร็ว  

200 × g นาน 10 นาที แล้วน าส่วนใสไปเจือจางลง 10 เท่าด้วย incubation buffer 
 

14.2 การตรวจสอบการแตกหักของดีเอ็นเอ 

ใ ช้ ชุ ด น้ า ย า  Cell Death Detection ELISAPLUS (Roche Diagnostics Ltd. ประ เท ศ

สวิตเซอร์แลนด์) โดยเตรียมหลุมทดสอบรูปวงกลมขนาด 96 หลุม โดยการเคลือบด้วยแอนติบอดี

ต่ อ  histone ที่ เ จื อ จ า ง ใ น น้ า ก ลั่ น ใ น อั ต ร า ส่ ว น  1:10 จ า น ว น  100 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร   

ปิ ดหลุ มทดสอบด้ ว ยพลาสติ ก ใ สและน า ไปบ่ มที่  4 อ งศา เซล เซี ย ส  นานข้ า ม คื น  

เทแอนติบอดีส่วนเกินออก แล้วเติม incubation buffer ลงไป หลุมละ 200 ไมโครลิตร  

น าไปบ่มในที่มืดและอยู่ในอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที เทแอนติบอดีส่วนเกินออกและล้างด้วย 

washing solution 3 ครั้งๆละ 300 ไมโครลิตร เติมส่วนใสของตัวอย่างที่ได้เจือจางไว้จาก 

ข้อ 14.1 ลงไป 100 ไมโครลิตร ปิดหลุมทดสอบด้วยพลาสติกใสและน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 

ในที่มืดนาน 90 นาที ล้างด้วย washing solution 3 ครั้งๆละ 300 ไมโครลิตร เติมแอนติบอดีต่อ

ดีเอ็นเอที่ติดฉลากด้วย Peroxidase (POD) ที่เจือจางด้วย incubation buffer ในอัตราส่วน 
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1:10 จ านวน 100 ไมโครลิตร ปิดหลุมทดสอบด้วยพลาสติกใสและน าไปบ่มต่อในสภาวะเดิม 

นาน 90 นาที ล้างด้วย washing solution 3 ครั้งๆละ 300 ไมโครลิตร จากนั้นเติม substrate 

solution หลุมละ 100 ไมโครลิตร และน าไปบ่มในสภาวะเขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที 

นาน 15 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องอ่าน microplate ที่ความยาวคลื่น 405  

นาโนเมตร และความยาวคลื่นอ้างอิง 495 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได ้

มาค านวณหา Enrichment factor ตามสูตรค านวณต่อไปนี้ 
 

Enrichment factor = (ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง405 นาโนเมตร - ค่าการดูดกลืนแสงของ
ตัวอย่าง 495 นาโนเมตร) ÷ (ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างควบคุมลบ405 นาโนเมตร-ค่าการดูดกลืนแสง
ของตัวอย่างควบคุมลบ495 นาโนเมตร) 
 
15.  วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

เพ่ือวิเคราะห์หาความแตกต่างระหว่างกลุ่มการทดลองใช้วิธี Mann-Whitney U test โดยที่ 

* แสดงถึงความแตกต่างทีมี่นัยส าคัญทางสถิติในระดับ p ≤ 0.05 ระหว่างหลุมควบคุมกับหลุมอ่ืน  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินที่น้อยท่ีสุดใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี Agar dilution 

เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินในการยับยั้ง 

การเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori โดยท าการทดสอบหาค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori (Minimum inhibitory concentration, MIC) จากความ

เข้มข้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าตั้งแต่ 4 - 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสาร

สกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมิน สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori ทีค่่า

ความเข้มข้นที่น้อยที่สุด (MIC) เท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยความเข้มข้นที่มากที่สุดของ

ตัวท าละลาย DMSO ที่อยู่ในสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินในการทดลอง

นี้เท่ากับ 0.64% ไม่มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori ดังตารางที ่5 

 

ตารางที่ 5 การเจริญของเชื้อ H. pylori บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า
และเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 4 - 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารสกัด 

(ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 

8 16 32 64 0.64% DMSO 

กระชายด า growth growth No-growth No-growth growth 

เคอร์ควิมิน growth growth No-growth No-growth growth 
 
 
 

2. การทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินต่อการอยู่รอดของเซลล์ 
AGS ด้วยวิธี MTT 

2.1 การทดสอบหาปริมาณเซลล์ AGS ที่เหมาะสม 

เพ่ือหาปริมาณเซลล์ AGS ที่เหมาะสมส าหรับการทดสอบการอยู่รอดเซลล์ด้วยวิธี MTT  

ซึ่งจ านวนเซลล์ต่อหลุมที่เหมาะสมต้องมีค่าการดูดกลืนแสงสุทธิอยู่ ในช่วง 0.75 - 1.25  
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โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS ลงในแต่ละหลุมด้วยจ านวนที่แตกต่างกันดังนี้ 1x103, 5x103, 

1x104 และ 5x104 เซลล์ต่อหลุม พบว่าปริมาณเซลล์ที่ต่างกันให้ค่าการดูดกลืนแสงสุทธิที่แตกต่าง

กัน ดังตารางที่ 6 ทั้งนี้เซลล์จ านวน 1x104 เซลล์ต่อหลุม ให้ค่าการดูดกลืนแสงสุทธิในช่วง               

0.75 - 1.25 ดังนั้นจึงเลือกปริมาณเซลล์นี้ส าหรับทดสอบการอยู่รอดของเซลล์กับสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินต่อไป 

ตารางที่ 6 ค่าการดูดกลืนแสงสุทธิจากการทดสอบการอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT โดยใช้เซลล์ 
AGS ตั้งต้นจ านวนต่างๆ 

จ านวนเซลล์ต่อหลุม ค่าการดูดกลืนแสง 

1x103 0.13 ± 0.009 

5x103 0.65 ± 0.02 

1x104 1.00 ± 0.04 

5x104 2.01 ± 0.006 

 

2.2 การทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้นและเวลา
ต่างๆ ต่อการอยู่รอดของเซลล์ AGS 

เพ่ือศึกษาผลกระทบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินต่อ 

การอยู่รอดของเซลล์ AGS รวมถึงหาเวลาและความเข้มข้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชาย

ด าและเคอร์คิวมินที่ไม่มีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ในการน าไปใช้ในการทดสอบการออก

ฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการยับยั้งกระบวนการต่างๆในเซลล์ที่ติดเชื้อ H 

.pylori ได้แก่ การหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8), การแสดงออกของโปรตีน MCP-1, การเคลื่อนที่

ของเซลล์เม็ดเลือดขาว, ระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8, ระดับการท างานของเอนไซม์ 

caspase-3/7 และ การแตกหักของดีเอ็นเอ โดยบ่มสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าแลเคอร์

คิวมินที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 8 -128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเซลล์ AGS นานเป็นเวลา 6 ,12 และ

24 ชั่วโมง ผลดังแสดงในรูปที่ 11 พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด ามีผลกระทบต่อการ

อยู่รอดของเซลล์ตามเวลาและความเข้มข้นที่เพ่ิมข้ึน โดยที่เวลาการบ่ม 6 ชั่วโมง พบว่าสารสกัด

เข้มข้น 64 และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลดการอยู่รอดของเซลล์ AGS ลงอย่างมี
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นัยส าคัญทางสถิติ โดยลดลงไป 24.8% และ 65.8% ตามล าดับ เมื่อเพ่ิมเวลาการบ่มเป็น 12 และ 

24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นเริ่มต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่มีผลต่อเซลล ์

AGS ลดลงเป็น 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้ที่เวลา 12 ชั่วโมง สารสกัดความเข้มข้น 8 -128 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลดการอยู่รอดของเซลล์เหลือ 98% , 93.6% , 88% , 69% และ 6% 

ตามล าดับ และที่เวลา 24 ชั่วโมง ลดการอยู่รอดของเซลล์เหลือ 97% , 93% , 78.3% , 13.3% 

และ 1.7% ตามล าดับ  

ส่วนเคอร์คิวมินมีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ตามเวลาและความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้น

เช่นเดียวกัน ดังรูปที่ 12 โดยที่เวลาการบ่ม 6 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดเข้มข้น 32 ,64 และ  

128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลดการอยู่รอดของเซลล์ AGS ลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

โดยลดลงไป 22.5% 56.9% และ 70.9% ตามล าดับ เมื่อเพ่ิมเวลาการบ่มเป็น 12 และ  

24 ชั่ ว โมง พบว่าความเข้มข้นเริ่มต้นของเคอร์คิวมินที่มีผลต่อเซลล์  AGS ลดลงเป็น  

16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้ที่เวลา 12 ชั่วโมง สารสกัดความเข้มข้น 8 - 128 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ลดการอยู่รอดของเซลล์เหลือ 92.6% , 67.5% , 45% , 35% และ 29.3% ตามล าดับ 

และท่ีเวลา 24 ชั่วโมง ลดการอยู่รอดของเซลล์เหลือ 69.7% , 45% , 20.3% , 18% และ 21% 

ต า ม ล า ดั บ  ทั้ ง นี้ ทุ ก ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง เ ค อ ร์ คิ ว มิ น มี ผ ล ก ร ะ ท บ ต่ อ เ ซ ล ล์  AGS  

แต่สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

รวมถึงตัวท าละลาย DMSO ความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ละลายสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า

ในการทดลองนี้ ได้แก่ 0.128% ไม่มีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ AGS  ในทุกเวลา 

ที่ทดสอบ ดังนั้นจึงเลือกใช้สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบอ่ืนๆต่อไป 
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รูปที่ 11 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ AGS หลังจากบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า
ความเข้มข้นต่ างๆตั้ งแต่  8 - 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ เ วลา 6, 12 และ 24 ชั่ ว โมง  
(*p-value ≤ 0.05) 
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รูปที่ 12 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ AGS หลังจากบ่มกับเคอร์คิวมินความเข้มข้นต่างๆตั้งแต่ 8 - 
128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 

* * * 
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3. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบเบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและ
ขม้ินชันต่อการหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8) ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori 

3.1 การทดสอบหาปริมาณเชื้อ H. pylori ที่เหมาะสม 

เพ่ือวัดปริมาณของเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่เหมาะสมในการค านวณอัตราส่วนเซลล์ 

AGS ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 ที่ใช้ส าหรับการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าและเคอร์คิวมินต่อการยับยั้งกระบวนการต่างๆในเซลล์ที่ติดเชื้อ H .pylori ได้แก่ การ

หลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8), การแสดงออกของโปรตีน MCP-1, ระดับการท างานของเอนไซม์ 

caspase-8 ,ระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 และการแตกหักของดีเอ็นเอ โดยท าการ

เจือจางเชื้อที่ความขุ่นมาตรฐานต่างๆ  (McFarland standard) ตั้ งแต่  2 , 4 , 5 , 6 และ 7 

McFarland standard และนั บ จ า น วน โ ค โ ลนี ที่ ค ว า ม ขุ่ น ต่ า ง ๆ ด้ ว ย วิ ธี  agar dilution  

พบว่าแต่ละความขุ่นของเชื้อมีจ านวนโคโลนี ดังตารางที่ 7 ทั้งนี้เนื่องจากแต่ละการทดลองมีการ

ใช้ปริมาณเซลล์ AGS และขนาดหลุมที่แตกต่างกัน ดังนั้นการปรับปริมาณเชื้อให้ เหมาะสม 

ในอัตราส่วนเซลล์ AGS ต่อเชื้อเท่ากับ 1:100 จึงแตกต่างกันออกไปในแต่ละการทดลอง  

โดยที่ความขุ่น 5 McFarland standard (5x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เหมาะสมส าหรับการทดสอบการหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8) และการแสดงออกของโปรตีน 

MCP-1 ที่ใช้เซลล์ AGS จ านวน 5x107  เซลล์ และมีปริมาตรในการทดสอบรวม 1 มิลลิลิตร  

ส่วนความขุ่น 6 McFarland standard (1x108  โคโลนีต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

เหมาะสมส าหรับในการทดสอบระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8, ระดับการท างานของ

เอนไซม์ caspase-3/7 และการแตกหักของดีเอ็นเอที่ใช้เซลล์ AGS จ านวน 1x104  เซลล์ และมี

ปริมาตรในการทดสอบรวม 100 มิลลิลิตร  
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ตารางที่ 7 จ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตรที่ความขุ่นต่างๆ 

ความขุ่นของเชื้อ H. pylori 
(McFarland standard) 

จ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตร 

2 McFarland 

4 McFarland 

5 McFarland 

6 McFarland 

7 McFarland 

1x106 

5x106 

5x107 

1x108 

3x108 

3.2 การทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมิน 
ต่อการหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ในสภาวะ co-culture   

เพ่ือศึกษาฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินใน  

การยับยั้งการหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการอักเสบ 

โดยเฉพาะเมื่อเซลล์ติดเชื้อ H. pylori โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS ร่วมกับ (co-culture)  

เชื้อ H. pylori และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าหรือเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 

ที่ยับยั้งการเจริญ (MIC) และต่ ากว่าระดับที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori (sub-MIC) โดยใช้

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 16 และ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

และเคอร์คิ วมินที่ ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเป็น เวลา  24 ชั่ ว โมง  

โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ละลายอยู่มากที่สุด 0.32% หรือ 0.032% ในการทดสอบ

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่มีความเข้มข้นสุดท้ายของ  DMSO เท่ากับ 0.32%  

หลุมควบคุมท่ีติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 ในปริมาณ 197.77 ± 39.1 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ผลดังแสดง

ในรูปที่  13A ขณะที่ ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด า  

32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีปริมาณการหลั่ง IL-8 ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เหลือ  

95.54 ± 24.21 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร  คิดเป็นอัตราการยับยั้ งการหลั่ ง IL-8 ได้  48.30%  

ส่วนหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า  16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ไม่สามารถลดปริมาณการหลั่ง IL-8 ได้อย่างมีนัยส าคัญ แต่หลุมควบคุมตัวท าละลายที่ติดเชื้อและ

บ่ม 0.32% DMSO พบว่า มีปริมาณการหลั่ง IL-8 ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติและ 

มีระดับใกล้เคียงกับหลุมที่บ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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โดยเหลือ 96.03 ± 2.67 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นอัตราการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ได้ 48.56% 

แต่ในการทดสอบสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่มีความเข้มข้นสุดท้ายของ  DMSO 

เท่ากับ 0.032% หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 ในปริมาณ 75.65 ± 0.59 พิโคกรัมต่อ

มิลลิลิตร ผลดังแสดงในรูปที่ 13B ขณะที่ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด า 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีปริมาณการหลั่ง IL-8 ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

เหลือ 40.84 ± 5.19 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นอัตราการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ได้ 46.02%  

ส่วนหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ไม่สามารถลดปริมาณการหลั่ง IL-8 ได้อย่างมีนัยส าคัญ ทั้งนี้หลุมควบคุมตัวท าละลายที่ติดเชื้อ

และบ่มกับ 0.032% DMSO ไม่พบว่ามีการลดปริมาณการหลั่ง IL-8 ส าหรับหลุมควบคุมเซลล์ 

AGS พบว่าไม่สามารถตรวจพบ IL-8 ได ้

ส่วนการทดสอบการออกฤทธิ์ของเคอร์คิวมิน 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในความเข้มข้น

สุดท้ายของ DMSO เท่ากับ 0.32% พบว่าไม่สามารถลดปริมาณการหลั่ง IL-8 ได้อย่างมีนัยส าคัญ 

โดยมีปริมาณ IL-8 สูงกว่าหลุมควบคุมที่ติดเชื้อเล็กน้อยที่ 232.98 ± 22.47 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร 

ผลดังแสดงในรูปที่ 14A ทั้งนี้หลุมควบคุมตัวท าละลายที่ติดเชื้อและบ่ม 0.32% DMSO พบว่า  

มีปริมาณการหลั่ง IL-8 ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ในการทดสอบเคอร์คิวมิน  

16 ไ ม โ ค รก รั ม ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ นคว าม เ ข้ ม ข้ น สุ ดท้ า ย ข อ ง  DMSO เ ท่ า กั บ  0.032%  

ผลดังแสดงในรูปที่  14B เคอร์คิวมินยังคงไม่สามารถลดปริมาณการหลั่ ง IL-8 ได้อย่าง 

มีนัยส าคัญ ทั้งนี้หลุมควบคุมตัวท าละลายที่ติดเชื้อและบ่มกับ 0.032% DMSO ไม่มีผลในการ

ยับยั้งการหลั่ง IL-8 ของเซลล์แต่อย่างใด ส าหรับหลุมควบคุมเซลล์ AGS พบว่าไม่สามารถตรวจ

พบ IL-8 ได ้

เนื่องจากสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าแสดงการออกฤทธิ์ในการยับยั้ง IL-8 ได้ดีกว่า

เคอร์คิวมิน รวมถึงความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ที่ไม่มีผลรบกวนต่อการทดลองคือ 0.032% 

ดังนั้นในการทดสอบการยับยั้งการหลั่งสารอินเตอร์ลูคิน-8 (IL-8) ที่สภาวะต่างๆ ,การแสดงออก

ของโปรตีน MCP-1, การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว , ระดับการท างานของเอนไซม์ 

caspase-8 ,ระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 และการแตกหักของดีเอ็นเอ จะเลือก

เฉพาะสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่มีความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO น้อยกว่าหรือ
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เท่ากับ 0.032% ไปทดสอบ โดยความเข้มข้นที่เลือกใช้นั้นจ าเป็นต้องค านึงถึงการมีผลต่อการอยู่

รอดของเซลล์ จากผลการทดสอบ MTT ดังข้อที่ 2.2 ด้วย 

รูปที่ 13 กราฟแสดงปริมาณ IL-8 ที่หลั่งจากออกเซลล์ AGS และเซลล์ AGS ที่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ  
H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้น 16 และ  
32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่มีความเข้มข้นของสุดท้าย DMSO 0.32% (3A) และ 0.032% (3B)  
ที่เวลา 24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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รูปที่ 14 กราฟแสดงปริมาณ IL-8 ที่หลั่งจากออกเซลล์ AGS และเซลล์ AGS ที่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ  
H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่มี เคอร์คิ วมินความเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิ ลิ ตร  
ที่ มี ค ว าม เ ข้ ม ข้ น ขอ งสุ ดท้ า ย  DMSO 0.32% (4A) และ  0.032% (4B) ที่ เ ว ล า  2 4  ชั่ ว โ ม ง  
(*p-value ≤ 0.05) 
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4. การทดสอบฤทธิ์ ของสารสกัด เอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าต่ อการหลั่ ง สาร 
อินเตอร์ลูคิน-8 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ที่สภาวะและเวลาต่างๆกัน 

4 .1   การทดสอบฤทธิ์ ของสารสกั ด เอทิ ลอะซิ เ ตทจากกระชายด าต่ อ การหลั่ ง 
สารอินเตอร์ลูคิน-8 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ที่สภาวะ co-culture  

เ พ่ือศึกษาฤทธิ์ ของสารสกัด เอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าในการยับยั้ งการหลั่ ง  

สารอินเตอร์ลูคิน-8 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ที่เวลาต่างๆ โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

AGS ร่วมกับ  (co-culture) เชื้อ H. pylori และ สารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าที่ 

ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นต่ ากว่าระดับที่ยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori (sub-MIC) และไม่มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์  บ่มเป็นเวลา 6, 12 และ  

24 ชั่วโมง พบว่าที่เวลา 6 ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 ในปริมาณ 97.04 ± 7.06 

พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ผลดังแสดงในรูปที่ 15 และ 16 ขณะที่ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัด 

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีปริมาณการหลั่ง IL-8 ที่ลดลงอย่าง 

มีนัยส าคัญทางสถิติ เหลือ 63.31 ± 1.83 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นอัตราการยับยั้งการหลั่ง 

IL-8 ได้ 34.76% ที่เวลา 12 ชั่วโมง หลุมควบคุมท่ีติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 ในปริมาณท่ีมากขึ้นเป็น 

114.57 ± 9.93 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะที่ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตท

จากกระชายด าที่ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีปริมาณการหลั่ง IL-8 ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ เหลือ 72.47 ± 0.52 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นอัตราการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ได้ 63.25%  

ที่ เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีการกระตุ้นการหลั่ง IL-8 มากที่สุดถึง  

293.30 ± 29.68 และ 345.85 ±  28.37 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดับ แต่สารสกัด 

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าทั้ง 2 ความเข้มข้นคือ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่สามารถ

ยับยั้งการหลั่ง IL-8 ได้ ส าหรับหลุมควบคุมเซลล์ AGS พบว่าที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง ไม่สามารถ

ตรวจพบ IL-8 ได้ แต่ในเวลาบ่มที่นานขึ้นเป็น 24 และ 48 ชั่วโมง พบการหลั่ง IL-8 ที่เพ่ิมขึ้น  

โดยตรวจวัดได้ในปริมาณต่ าๆที่ 23.18 ± 1.70 และ 52.20 ± 2.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ทั้งนี้สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าไม่มีผลต่อการหลั่ง IL-8 ในเซลล์ AGS ที่ไม่ติดเชื้อ 

รวมถึงตัวท าละลาย 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ของเซลล์แต่อย่างใด  
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สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-8 ได้ดีที่สุด ดังนั้นเฉพาะเวลา  

6 และ 12 ชั่วโมงจึงถูกเลือกน าไปใช้ในทดสอบการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ที่สภาวะอ่ืนๆต่อไป  

 
รูปที่ 15 กราฟแสดงปริมาณ IL-8 ที่หลั่งจากออกเซลล์ AGS และเซลล์ AGS ที่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ  
H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้น 8 และ 16 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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รูปที่ 16 กราฟแสดงปริมาณ IL-8 ที่หลั่งจากออกเซลล์ AGS และเซลล์ AGS ที่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ  
H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้น 8 และ 16 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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4.2 การทดสอบฤทธิ์ ข อ งส ารสกั ด เ อทิ ล อะซิ เ ตทจากกร ะช ายด า ต่ อ ก า ร ห ลั่ ง 
สารอินเตอร์ลูคิน-8 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ในสภาวะ pre-treatment   

เนื่องจากการทดสอบในสภาวะ co-culture ก่อนหน้าพบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าสามารถลดปริมาณ IL-8 ได้ที่ 6 และ 12 ชั่วโมงอย่างมีนัยส าคัญ ในการศึกษาฤทธิ์ของ

สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการป้องกันการอักเสบจึงบ่มสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเซลล์ AGS เป็นเวลา 3 และ 6 

ชั่วโมง และล้างสารสกัดออก ก่อนกระตุ้นการอักเสบด้วยเชื้อ H. pylori เป็นเวลาอีก 3 และ 6 

ชั่วโมง เพ่ือก าจัดปัจจัยแทรกซ้อนของสารสกัดและจะได้วัดผลในการป้องกันการอักเสบที่เกิดจาก

การติดเชื้อ H. pylori อย่างแท้จริง ผลดังแสดงในรูปที่ 17 พบว่า ที่เวลา 6 ชั่วโมง หลุมควบคุมที่

ติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 ในปริมาณ 32.64 ± 1.06 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร แต่หลุมที่ท าการบ่มเซลล์ 

AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าทั้ง 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ก่อนการติด

เชื้อ ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ IL-8 เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมที่ติดเชื้อ และที่เวลา 

12 ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีการหลั่ง IL-8 ในปริมาณที่เพ่ิมสูงขึ้นเป็น 125.50 ± 3.06 พิโค

กรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนหลุมที่ท าการบ่มเซลล์ AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าก่อน

การติดเชื้อทั้ง 2 ความเข้มข้นนั้น ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ IL-8 เมื่อเปรียบเทียบกับหลุม

ควบคุมท่ีติดเชื้อเช่นเดียวกันกับที่เวลา 6 ชั่วโมง ส าหรับหลุมควบคุมเซลล์ AGS พบว่า ไม่สามารถ

ตรวจพบ IL-8 และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าไม่มีผลต่อการหลั่ง IL-8 ในเซลล์ AGS ที่

ไม่ติดเชื้อ รวมทั้งตัวท าละลาย 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ของเซลล์แต่

อย่างใด  

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง ไม่สามารถออกฤทธิ์ป้องกันการหลั่ง IL-8 ก่อนการติดเชื้อ 

H. pylori ได้ และเนื่องจากที่เวลาทดสอบรวม 12 ชั่วโมง ให้ผลการทดลองที่ชัดเจนกว่า 

ที่ 6 ชั่วโมง ดังนั้นเฉพาะเวลา 12 ชั่วโมง เท่านั้นที่ถูกน าไปใช้ในการทดสอบการยับยั้งการหลั่ง  

IL-8 ในสภาวะ pre-infection ต่อไป 
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รูปที่  17 ปริมาณ IL-8 ที่หลั่งจากเซลล์ AGS ที่บ่มกับสกัดกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ  
16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและเชื้อ H. pylori ในสภาวะ pre-treatment ที่เวลารวม 6 และ 12 
ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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4.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าต่อ การหลั่ งสาร 
อินเตอร์ลูคิน-8 หลังจากเซลล์ติดเชื้อ H. pylori (pre-infection) 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการออกฤทธิ์ต้านการหลั่ง  IL-8 

หลังจากเซลล์ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori โดยการบ่มเชื้อ H. pylori กับเซลล์ AGS ก่อน  

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง และล้างเชื้อออก ก่อนเติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้น 

8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และบ่มต่ออีกเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดปัจจัยแทรกซ้อน

ของเชื้อ H. pylori และวัดผลโดยตรงของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการหลั่ง IL-8 

ผลดังแสดงในรูปที่ 18 พบว่าปริมาณ IL-8 ระดับต่ ามากในทุกหลุมการทดสอบ เนื่องจาก IL-8 ที่

หลั่งออกมาในช่วงแรกหลังจากการกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori ถูกล้างออกไปพร้อมกับเชื้อ ท าให้

ในช่วงเวลาบ่มต่อจากนั้นไม่มีเชื้อที่กระตุ้นการอักเสบของเซลล์อีก และสารสกัดเอทิลอะซิเตท

จากกระชายด าไม่มีผลต่อการหลั่ง IL-8 ในเซลล์ AGS จึงท าให้ปริมาณ IL-8 ต่ า 

รูปที่  18 ปริมาณ IL-8 ที่หลั่งจากเซลล์ AGS ที่บ่มกับสกัดกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ  
16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเชื้อ H. pylori ในสภาวะ pre-infection ที่เวลารวม 12 ชั่วโมง  
(*p-value ≤ 0.05) 
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5. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการ
แสดงออกของ โปรตีน MCP-1 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี Western 
Blot 

 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการยับยั้งการแสดงออกของ 

โปรตีน MCP-1 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS ร่วมกับ  

(co-culture) เชื้อ H. pylori และสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 

8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 12 ชั่วโมง พบว่าหลุมควบคุมที่ติดเชื้อ มีแถบของ

โปรตีน MCP-1 ที่เข้มกว่าหลุมควบคุมลบที่มีเซลล์ AGS ผลดังแสดงในรูปที่ 19 ขณะที่ในหลุมที่ 

ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีแถบ

ของโปรตีน MCP-1 ที่จางกว่าหลุมควบคุมที่ติดเชื้อ และ 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้ง

การแสดงออกของ MCP-1 แต่อย่างใด  

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีแนวโน้ม 

ในการออกฤทธิ์ยับยั้งการแสดงออกของ MCP-1 ได้ ทั้งนี้เนื่องจาก MCP-1 เป็นไซโตไคน์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ ดังนั้นจึงควรท าการทดสอบโดยการตรวจวัด MCP-1 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

ด้วยวิธี ELISA เพ่ือยืนยันการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทดังกล่าว 

รู ปที่  1 9  การแสดงออกของ โปรตี น  MCP-1 จาก เซลล์  AGS ที่ บ่ มกั บสกั ดกระชา ยด า 
ที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเชื้อ H. pylori ในสภาวะ co-culture  
ที่เวลา 12 ชั่วโมง 
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6. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของ 
เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ท่ีตอบสนองต่อโปรตีนของเชื้อ H. pylori 

6.1 การทดสอบปริ ม าณโปรตีนของ เชื้ อ  H. pylori ที่ เ หมาะสมต่ อการทดสอบ 
การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ 

ในการดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ให้เคลื่อนที่จากหลุมด้านบนผ่านลงมาในรูพรุน

ของเมมเบรนนั้น จ าเป็นต้องใช้ความเข้มข้นของสารดึงดูดเซลล์ที่เหมาะสม จึงทดสอบโปรตีน 

ที่สกัดได้จากเชื้อ  H. pylori ที่ความเข้มข้นต่างๆกัน  คือ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ,  

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสารควบคุมบวก 

Platelet-Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB) ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

พบว่า โปรตีนที่สกัดจากเชื้อ H. pylori ที่ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถดึงดูด

เซลล์ได้จ านวนเฉลี่ย 29 ± 1 เซลล์ ซึ่งใกล้เคียงกับ PDGF-BB ที่ 30 ± 3 เซลล์ และสารดึงดูด

เซลล์ทั้ง 2 ชนิด สามารถเพ่ิมการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

ส่วนโปรตีนจากเชื้อ H. pylori ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 10 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ดึงดูดเซลล์ลงไปที่หลุมด้านล่างจนหมด ท าให้ไม่พบเซลล์ที่อยู่ในเมมเบรนเหลืออยู่  

โดยหลุมควบคุมลบที่ไม่มีสารดึงดูดเซลล์นั้น มีการเคลื่อนที่ของเซลล์เพียง 14 ± 4 เซลล์   

ดังรูปที่  20 ดั งนั้นโปรตีนจากเชื้อ  H. pylori ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  

เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์และเหมาะสมในการ

ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว

ชนิดโมโนไซต์ต่อไป 
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รูปที่ 20 กราฟแสดงการกระจายของจ านวนเซลล์โมโนไซต์ที่เคลื่อนที่เนื่องจากการตอบสนองต่อ
โปรตีนของเชื้อ H .pylori ความเข้มข้นต่างๆ (PDGF-BB : Platelet-Derived Growth Factor-BB, 
HP : H . pylori) (*p-value ≤ 0.05) 

6.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ด
เลือดขาวชนิดโมโนไซต์ที่ตอบสนองต่อโปรตีนของเชื้อ H. pylori และ LPS 

จากการทดสอบก่อนหน้าพบว่าโปรตีนจากเชื้อ H. pylori ที่ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร สามารถดึงดูดเซลล์ เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ ได้ เป็นอย่างดี เทียบเท่ากับ 

สารควบคุมบวก PDGF-BB นอกจากนีย้ังมีการทดสอบกับ LPS ที่เป็นส่วนประกอบของแบคทีเรีย 

แกรมลบทั่วไป โดยการเปรียบเทียบความสามารถในการดึงดูดการเคลื่อนที่ของเซลล์และ 

ฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด  

โมโนไซต์ที่ตอบสนองต่อโปรตีนที่สกัดจากเชื้อ H. pylori และ LPS จาก E. coli ผลดังรูปที่ 21 

พบว่าหลุมที่กระตุ้นด้วยโปรตีนของเชื้อ H. pylori  มีจ านวนเซลล์เคลื่อนที่เฉลี่ย 36 ± 8 เซลล์  

ขณะที่หลุมที่กระตุ้นด้วยโปรตีนของเชื้อ  H. pylori  และเติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก 

กระชายด าที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีจ านวนเซลล์เคลื่อนที่ เฉลี่ย 25 ± 7 และ  

14 ± 3 เซลล์ ตามล าดับ และ 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

แต่อย่างใด โดยหลุมควบคุมลบที่ไม่มีสารดึงดูดเซลล์นั้น มีการเคลื่อนที่ของเซลล์เพียง  

19 ± 4 เซลล์  ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ที่กระตุ้นด้วยโปรตีนของเชื้อ  

H. pylori  คิดเป็นอัตราการยับยั้งที่ 30.56% และ 61.12% ตามล าดับ 

ส าหรับการกระตุ้นด้วย LPS ของเชื้อ E.coli มีจ านวนเซลล์เคลื่อนที่เฉลี่ย 28 ± 8 เซลล์ 

เปรียบเทียบกับกลุ่มที่กระตุ้นด้วย LPS ของเชื้อ E.coli และเติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีจ านวนเซลล์เคลื่อนที่เฉลี่ย 16 ± 7 และ  

11 ± 6 เซลล์ ตามล าดับ และ 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

แต่อย่างใด โดยหลุมควบคุมลบที่ไม่มีสารดึงดูดเซลล์นั้น มีการเคลื่อนที่ของเซลล์เ พียง  

16 ± 5 เซลล์ ดังรูปที่ 22 ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ที่กระตุ้นด้วย  LPS ของ

เชื้อ E. coli คิดเป็นอัตราการยับยั้งที่ 42.85% และ 60.71% ตามล าดับ 

สรุปว่าโปรตีนของเชื้อ H. pylori และ LPS สามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์

ได้ดี ในขณะที่สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์  

โมโนไซต์ที่ตอบสนองต่อโปรตีนจากเชื้อ H. pylori และ LPS จาก E. coli ได้ในอัตราการยับยั้ง 

ที่ใกล้เคียงกันและมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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รูปที่ 21 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ต่อการกระจายของจ านวนเซลล์โมโนไซต์ที่เคลื่อนที่เนื่องจากการตอบสนองต่อโปรตีนของเชื้อ   
H .pylori  (PDGF-BB : Platelet-Derived Growth Factor-BB, HP : H .pylori, KP : ส า รสกั ด
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า) (*p-value ≤ 0.05) 

รูปที่ 22 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ต่อการกระจายของจ านวนเซลล์โมโนไซต์ที่เคลื่อนที่เนื่องจากการตอบสนองต่อ LPS ของเชื้อ E. coli 
(PDGF-BB: Platelet-Derived Growth Factor-BB, LPS: Lipopolysaccharide, KP: ส า รสกั ด
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า) (*p-value ≤ 0.05) 
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7. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ด
เลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ท่ีตอบสนองต่อสาร IL-8 

7.1 การทดสอบเวลาที่เหมาะสมต่อการเปลี่ยนแปลงเซลล์ HL-60 เป็นนิวโทรฟิลล์  

เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงเซลล์ HL-60 ไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์นั้นยังไม่มี

เวลาการบ่มที่เป็นมาตรฐาน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสภาวะของเซลล์และสภาวะที่ใช้เก็บรักษาเซลล์  

ก่อนหน้า ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องหาเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลงเซลล์ โดยหลังจาก  

ที่ เ พ า ะ เ ลี้ ย ง  HL-60 ใ นอาห า ร เ ลี้ ย ง เ ซ ลล์  RPMI 1640 ที่ มี  DMSO อยู่  1.25% แ ล้ ว  

ท าการตรวจสอบ CD11b ซึ่งเป็นโมเลกุลที่ใช้บ่งชี้เซลล์นิวโทรฟิลล์ ด้วยวิธี flow cytometry 

โดยจะท าการตรวจสอบเซลล์หลังจากกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงแล้ว 0 ,3, 5, 6 และ 7 วัน  

จากการทดสอบพบว่า การแสดงออกของ CD11b ในแต่ละวันสามารถสังเกตได้จากบริเวณ 

ของกราฟส่วน UR และ LR ดังรูปที่ 23 ซึ่งพบว่าการแสดงออกเป็น 0.6% ,6.67% ,17.31% 

,24.41% และ 10.69% ที่ 0 ,3, 5, 6 และ 7 วัน ตามล าดับ ทั้งนี้การกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงของ

เซลล์  HL-60 พบว่ ามี ก า รแสดงออกของ  CD11b ม ากขึ้ น ต ามจ านวนวั นที่ บ่ มและ 

มีการแสดงออกสูงสุดที่ 6 วัน ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกเซลล์ HL-60 ที่กระตุ้นด้วย 1.25% DMSO 

นาน 6 วัน ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของ

เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ต่อไป  
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รูปที่ 23 กราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การแสดงออกของ CD11b ของเซลล์ HL-60 หลังจากถูกกระตุ้นด้วย 
1.25% DMSO ที่จ านวนวันต่างๆ 

6 วัน 5 วัน 

0 วัน 3 วัน 

7 วัน 
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7.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ 

 เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์มีตัวรับที่จ าเพาะกับ IL-8 เป็นจ านวนมาก IL-8 จึงเป็น

สารที่มีความสามารถในการดึงดูดเซลล์นิวโทรฟิลล์ได้เป็นอย่างดี และจากผลการทดลองก่อนหน้า

พบว่า IL-8 ถูกหลั่งออกมาจากเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ในปริมาณมาก ในการวิจัยนี้จึง

ต้องการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์  

นิวโทรฟิลล์ที่ตอบสนองต่อ IL-8  ผลดังรูปที่ 24 พบว่าหลุมควบคุมบวกที่กระตุ้นด้วย IL-8  

มีจ านวนเซลล์เคลื่อนที่เฉลี่ย 14 ± 6 เซลล์ เปรียบเทียบกับกลุ่มที่เติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีจ านวนเซลล์เคลื่อนที่เฉลี่ย 11 ± 3 และ 6 ± 3 

เซลล์ ตามล าดับ และ 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์แต่อย่างใด  

โดยหลุมควบคุมลบที่ไม่มีสารดึงดูดเซลล์นั้น มีการเคลื่อนที่ของเซลล์เพียง 6 ± 4 เซลล์ 

 สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าทั้ง 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์เนื่องจากการตอบสนองต่อ  IL-8 ได้

อย่างมีนัยส าคัญ คิดเป็นอัตราการยับยั้งที่ 21.43% และ 57.14% ตามล าดับ 

รูปที่ 24 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ต่อการกระจายของจ านวนเซลล์นิวโทรฟิลล์ที่ เคลื่ อนที่ เนื่ องจากการตอบสนองต่อ  IL-8  
(IL-8 : อินเตอร์ลูคิน-8, KP : สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า) (*p-value ≤ 0.05) 
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8. การทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและขม้ินชัน
ต่อระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี 
ELISA 

8.1 การทดสอบระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ของเซลล์  AGS ที่ติดเชื้อ 
H. pylori  

 เนื่องจากมีการศึกษาพบว่า เชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการตายแบบอะโพโทซิสได้ทั้ง  

2 แบบ คือ แบบผ่านการท างานของเอนไซม์  caspase-8 และแบบไม่ผ่ าน  caspase-8  

การทดสอบนี้จึงต้องการยืนยันกลไกการตายแบบอะโพโทซิสที่เกิดจากการติดเชื้อ  H. pylori ว่า

ผ่านการท างานของเอนไซม์ caspase-8 หรือไม่ โดยกระตุ้นเซลล์ AGS ด้วยเชื้อ H. pylori  

นาน 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ผลดังรูปที่ 25 พบว่าเซลล์ AGS ที่ไม่ติดเชื้อมีระดับการท างานของ

เอนไซม์ caspase-8 ที่เพ่ิมสูงขึ้นดังนี้ 1,409 ± 12 ,2692 ± 176.6 และ 8,838 ± 186 RLU  

ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ ขณะที่เซลล์ AGS ที่มีเชื้อ H. pylori ระดับการท างาน

ของเอนไซม์ caspase-8 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในทุกเวลาทดสอบ ดังนั้นเชื้อ  

H. pylori ไม่น่าจะกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ได้  

รูปที่ 25 กราฟแสดงระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ในเซลล์ AGS ในสภาวะที่ติดเชื้อและ 
ไม่ติดเชื้อ ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (AGS : เซลล์ Gastric adenocarcinoma, HP : H .pylori ) 
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8.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด า และเคอร์คิวมิน 
ต่อระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินต่อระดับ

การท างานของเอนไซม์ caspase-8 โดยบ่มเซลล์ AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า

ความเข้มข้น 16 และ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ เคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัม

ต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร  ในสภาวะที่ มี แ ละ ไม่ มี เ ชื้ อ  H. pylori นาน  24 ชั่ ว โมง  ผลดั งแสดง ใน 

รูปที่ 26 พบว่าระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8  ในเซลล์ AGS ที่มีเชื้อ H. pylori  

มีปริมาณเท่ากับเซลล์ AGS ที่ไม่มีเชื้อ H. pylori คือ เท่ากับ 2,698 ± 19 RLU ขณะที่หลุมที่มี

เชื้อ H. pylori และบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 16 และ 32 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มีระดับของเอนไซม์ caspase-8 ที่ลดลงเหลือ 2,046 ± 511 และ 1,421 ± 787 RLU 

คิดเป็นอัตราการยับยั้ งการท างานของเอนไซม์ caspase-8 เป็น 24.20% และ 47.33% 

ตามล าดับ และหลุมที่มีเซลล์ AGS บ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 32 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร  มีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ที่ลดลงเหลือ 1,997 ± 378 RLU  

คิดเป็นอัตราการยับยั้ง 25.81% ส่วนฤทธิ์ของเคอร์คิวมิน ผลดังแสดงในรูปที่ 27 พบว่า 

หลุมที่มีเชื้อ H. pylori และเคอร์คิวมินความเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีระดับการ

ท างานของเอนไซม์ caspase-8 สูงกว่าหลุมควมคุมที่ติดเชื้อ H. pylori เล็กน้อยที่ 3,121 ± 116 

RLU คิดเป็นอัตราการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-8 15.67% แต่หลุมที่มีเซลล์ AGS 

บ่มกับเคอร์คิวมินที่ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ที่

เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเป็น 4,028 ± 150 RLU คิดเป็นอัตราการกระตุ้นการท างานของ

เอนไซม์  caspase-8 ถึ ง  49.27% และตัวท าละลาย 0 .032% DMSO พบว่า ไม่มีผลใน 

การยับยั้งท างานของเอนไซม์ caspase-8  

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถยับยั้งการท างานของ เอนไซม์  

caspase-8 ทั้งในเซลล์ AGS และ เซลล์ AGS ที่มีเชื้อ H. pylori อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

ในทางกลับกัน เคอร์คิวมินนั้นแต่มีฤทธิ์กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ในเซลล์ AGS 

แต่มีระดับลดลงในเซลล์ AGS ที่มีเชื้อ H. pylori 
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รูปที่ 26 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ต่อการท างานของเอนไซม์  caspase-8 ในเซลล์  AGS ที่มีและไม่มี เชื้อ  H. pylori ในสภาวะ  
co-culture ที่เวลา 24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 

รูปที่ 27 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 16 µg/ml ต่อการท างานของ
เอนไซม ์caspase-8 ในเซลล์ AGS ที่มีและไม่มีเชื้อ H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่เวลา  
24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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9. การทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินต่อ
ร ะ ดั บ ก า ร ท า ง า น ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์  caspase-3/7 ข อ ง เ ซ ล ล์  AGS ที่ ติ ด เ ชื้ อ  
H. pylori ด้วยวิธี ELISA 

เ พ่ือศึกษาฤทธิ์ เบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมิน 

ต่อระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 โดยบ่มเซลล์ AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด าความเข้มข้น 16 และ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ เคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 16 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะที่มีและไม่มีเชื้อ H. pylori นาน 24 ชั่วโมง ผลดังแสดงในรูปที่ 

28 พบว่าระดับการท างานของเอนไซม์  caspase-3/7 ในเซลล์  AGS ที่มี เชื้ อ  H. pylori  

มีปริมาณสูงกว่าในเซลล์ AGS ที่ไม่มีเชื้อ H. pylori อย่างมีนัยส าคัญ เท่ากับ 14,124 ± 309 RLU 

คิดเป็นอัตราการกระตุ้นระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ถึง 82.03% ขณะที่หลุมที่มี

เชื้อ H. pylori และบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 16 และ 32 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มีระดับของเอนไซม์ caspase-3/7 ที่ลดลงเหลือ 4,516 ± 476 และ 2,711 ± 47 RLU 

คิดเป็นอัตราการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 เป็น 68.02% และ 80.80% 

ตามล าดับ และหลุมที่มีเซลล์ AGS บ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 32 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร  มีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ที่ลดลงเหลือ 1,997 ± 378 RLU  

คิดเป็นอัตราการยับยั้ง 25.81% ส่วนทดสอบฤทธิ์ของเคอร์คิวมิน ผลดังแสดงในรูปที่ 29 พบว่า

หลุ มที่ มี เ ชื้ อ  H. pylori และ เคอร์ คิ ว มิ น คว าม เ ข้ มข้ น  16  ไม โครกรั มต่ อมิ ล ลิ ลิ ต ร  

มีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ที่ลดลงเหลือ 4,348 ± 784 RLU คิดเป็นอัตราการ

ยับยั้ง 69.22% และหลุมที่มี เซลล์  AGS บ่มกับเคอร์คิวมินที่  16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

มีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ที่เพ่ิมขึ้นเป็น 9,396 ± 1,108 RLU คิดเป็นอัตรา

การกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 72.98% เทียบกับหลุมที่มีเซลล์ AGS และ 

ตัวท าละลาย 0.032% DMSO พบว่าไม่มีผลในการยับยั้งท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถยับยั้งการท างานของ เอนไซม์  

caspase-3/7 ทั้งในเซลล์ AGS และ เซลล์ AGS ที่มีเชื้อ H. pylori อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

ส่วนเคอร์คิวมินนั้นมีฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในเซลล์ AGS  

มีเชื้อ H. pylori แต่มีฤทธิ์กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในเซลล์ AGS ที่ไม่มีเชื้อ 
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รูปที่ 28 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ต่อการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในเซลล์ AGS ที่มีและไม่มีเชื้อ H. pylori ในสภาวะ 
co-culture ที่เวลา 24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 

รูปที่ 29 กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งของเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 16 µg/ml ต่อการท างานของ
เอนไซม์ caspase-3/7 ในเซลล์ AGS ที่มีและไม่มีเชื้อ H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่ เวลา  
24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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10. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อระดับการท างานของ
เอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี ELISA 

10.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของสารสกัดเอทิลอะซิเตท
จากกระชายด า ในสภาวะ co-culture ที่เวลาต่างๆ 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
caspase-3/7 ในกระบวนการตายแบบอะโพโทซิส โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ AGS ร่วมกับเชื้อ  
H. pylori และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร นาน 6, 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าที่เวลา 6  ชั่วโมง เชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้น 
ระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในกลุ่มควบคุมบวกที่มีเชื้อ H. pylori ในปริมาณ 
51,404 ± 1969 RLU ดังแสดงในรูปที่ 30 ซึ่งในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตท
จากกระชายด าที่  8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีระดับการท างานของเอนไซม์ 
caspase-3/7 ที่ลดลงเหลือ 23,697 ± 78 และ 12,783 ± 57 RLU คิดเป็นอัตราการยับยั้ง 
การท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 เท่ากับ 53.90% และ 75.13% ที่เวลา 12 ชั่วโมง  
เชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในอัตราที่สูงขึ้นเป็น 
104 ,432 ± 305 ซึ่ งในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด า 
ที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ที่ลดลงเหลือ  
37,386 ± 331 และ 9,555 ± 163 คิดเป็นอัตราการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 
ได้ 64.20% และ 81.27% ในขณะที่เวลา 24 ชั่วโมงมีการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
caspase-3/7 มากที่สุดถึง 140 ,359 ± 703 RLU ซึ่งในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัด 
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีระดับการท างานของเอนไซม์ 
caspase-3/7 ที่ลดลงเหลือ 76 ,073 ± 3 ,466 และ 20 ,299 ± 6 ,080 RLU คิดเป็นอัตรา 
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 เป็น 45.80% และ 85.54% และหลุมที่มีเซลล์ 
AGS ที่บ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  มีระดับการ
ท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ที่ เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ลดลงเหลือ  4,401± 85,  
9,005 ± 117 และ 12,456 ± 1,107 RLU คิดเป็นอัตราการยับยั้งเท่ากับ 83.76%, 64.84% และ 
82.41% ตามล าดับ โดยตัวท าละลาย 0.016% DMSO พบว่าไม่มีผลในการยับยั้งท างานของ
เอนไซม์ caspase-3/7  

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถยับยั้งการท างานของ เอนไซม์  
caspase-3/7 ทั้งในเซลล์ AGS และ เซลล์ AGS ที่มีเชื้อ H. pylori อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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รูปที่  30 กราฟแสดงการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์ AGS ที่บ่มกับสารสกัด 
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ และเชื้อ H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่เวลา 
6, 12 และ 24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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10.2 การทดสอบฤทธิ์ ป้องกันการท างานของเอนไซม์  caspase-3/7 ของสารสกัด 
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในสภาวะ pre-treatment ที่เวลาต่างๆ  

เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการป้องกันการท างานของ

เอนไซม์ caspase-3/7 ในกระบวนการตายแบบอะโพโทซิส โดยบ่มเซลล์ AGS กับ สารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไว้ด้วยกันนาน 3 และ 6 ชั่วโมง 

จากนั้นล้างสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าออกและกระตุ้นเซลล์ต่อด้วยเชื้อ H. pylori 

นาน 3 และ 6 ชั่วโมง รวมเป็นเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ผลดังแสดงในรูปที่ 31  พบว่า ที่เวลา 6  

ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 เท่ากับ 1,804 ± 53 

RLU แต่หลุมที่ท าการบ่มเซลล์ AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าทั้ง 8 และ 16 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ก่อนการติดเชื้อ ไม่พบความแตกต่างของระดับการท างานของเอนไซม์ 

caspase-3/7 เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมที่ติดเชื้อ และที่เวลา 12 ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ 

ติดเชื้อมีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในระดับที่เพ่ิมขึ้นเป็น 6,553 ± 446 RLU 

และหลุมที่ท าการบ่มเซลล์ AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าก่อนการติดเชื้อทั้ง  

2 ความเข้มข้นนั้น ไม่พบความแตกต่างของระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7  

เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมที่ติดเชื้อเช่นเดียวกันกับที่เวลา 6 ชั่วโมง ส าหรับหลุมควบคุม

เซลล์  AGS พบว่า ตรวจพบระดับการท างานของเอนไซม์  caspase-3/7 ในปริมาณต่ าๆ  

และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าไม่มีผลต่อระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 

ในเซลล์ AGS ที่ไม่ติดเชื้อ รวมทั้งตัวท าละลาย 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการท างาน

ของเอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์แต่อย่างใด ทั้งนี้สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า

เข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่แสดงฤทธิ์ในการลดการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 

ในเซลล์ที่ไม่ติดเชื้อ  

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่ เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง ไม่สามารถออกฤทธิ์ป้องกันการท างานของเอนไซม์  

caspase-3/7 ก่อนการติดเชื้อ H. pylori ได้ และเนื่องจากที่ เวลาทดสอบรวม 12 ชั่วโมง 

ให้ผลการทดลองในการกระตุ้นระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในหลุมที่ติดเชื้อ  

ได้ชัดเจนกว่าที่ 6 ชั่วโมง ดังนั้นเฉพาะเวลา 12 ชั่วโมง เท่านั้นที่ถูกน าไปใช้ในการทดสอบการ

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในสภาวะ pre-infection ต่อไป 
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รูปที่ 31  กราฟแสดงการระดับท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์ AGS ที่บ่มกับสารสกัด
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ และเชื้อ H. pylori ในสภาวะ pre-treatment  
ที่เวลาบ่มรวม 6 และ 12 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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10.3 การทดสอบฤทธิ์ ต้ านการท า งานของ เอนไซม์  caspase-3/7  ของสารสกัด 
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า ในสภาวะ pre-infection 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการออกฤทธิ์ต้านการท างานของ

เอนไซม์ caspase-3/7 หลังจากเซลล์ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori โดยการบ่มเชื้อ H. pylori กับ

เซลล์ AGS ก่อน 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้น  

8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และบ่มต่ออีกเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ผลดังแสดงในรูปที่ 32 พบว่า 

ที่เวลา 6  ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 เท่ากับ 

35,106 ± 3,651 RLU และหลุมที่ท าการบ่มเซลล์ AGS กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า

ทั้ง 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ก่อนการติดเชื้อ มีการ ระดับท างานของเอนไซม์  

caspase-3/7 ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เหลือ 6,797 ± 1,700 และ 3,333 ± 83 RLU 

คิดเป็นอัตราการยับยั้งเท่ากับ 80.64% และ 90.50% ตามล าดับ ส าหรับหลุมควบคุมเซลล์ AGS 

พบว่า ตรวจพบระดับการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในปริมาณ 16,915 ± 291 RLU 

และหลุมที่บ่มสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเซลล์ 

AGS ที่ ไม่ติ ด เชื้ อ  มี ระดับของ เอนไซม์  caspase-3/7 ลดลง เหลือ  4,149 ± 205  RLU  

เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมเซลล์ AGS คิดเป็นอัตราการยับยั้งเท่ากับ 75.47% และ 

ตัวท าละลาย 0.016% DMSO ไม่มีผลในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของ

เซลล์แต่อย่างใด 

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง สามารถออกฤทธิ์ต้านการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 

ทั้งในเซลล์ AGS และ เซลล์ AGS หลังจากเซลล์ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori ได้อย่างมีนัยส าคัญ 

ทางสถิติ  
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รูปที่ 32 กราฟแสดงการระดับท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์ AGS ที่บ่มกับสารสกัด
เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่างๆ และเชื้อ H. pylori ในสภาวะ pre-infection  
ที่เวลาบ่มรวม 12 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05) 
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11. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการแตกหักของดีเอ็นเอใน
เซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี ELISA 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในการยับยั้งการแตกหักของดีเอ็นเอ

ซึ่งเป็นกระบวนการบ่งชี้การตายแบบอะโพโทซิส โดยบ่มเซลล์ AGS ร่วมกับ (co-culture)  

เชื้อ H. pylori และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ผลดังแสดงในรูปที่ 33 ที่เวลา 6 ชั่วโมง มีการแตกหักของดีเอ็นเอ

เท่ากับ 1.98 ± 0.02 ขณะที่ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า  

8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ไม่พบความแตกต่างของการแตกหักของดี เ อ็นเอ  

เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมที่ติดเชื้อ  และที่เวลา 12  ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมี 

การแตกหักของดีเอ็นเอที่เพ่ิมสูงขึ้นเป็น 2.02 ± 0.14 ขณะที่ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ไม่พบความแตกต่างของ 

การแตกหักของดีเอ็นเอ เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมที่ติดเชื้อเช่นเดียวกันกับที่เวลา 6 ชั่วโมง 

ที่เวลา 24 ชั่วโมง หลุมควบคุมที่ติดเชื้อมีการแตกหักของดีเอ็นเอที่สูงที่สุดเท่ากับ 2.36 ± 0.05 

ขณะที่ในหลุมที่ติดเชื้อและบ่มกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ยังคงไม่พบความแตกต่างของการแตกหักของดีเอ็นเอ เมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุม

ที่ติดเชื้อเช่นเดียวกันกับที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง และหลุมควบคุมเซลล์ AGS พบว่ามีการแตกหัก

ของดีเอ็นเออยู่ในปริมาณต่ าๆ รวมถึงสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ไม่มีผลต่อการแตกหักของดีเอ็นเอในเซลล์ AGS ที่ไม่ติดเชื้อ และตัวท าละลาย 0.016% 

DMSO ไม่มีผลต่อการแตกหักของดีเอ็นเอในเซลล์แต่อย่างใด  

สรุปว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการแตกหักของดีเอ็นเอในเซลล์ AGS ได ้
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รูปที่ 33 กราฟแสดงค่า enrichment factor ของการแตกหักของดีเอ็นเอในเซลล์ AGS ที่บ่มกับสาร
สกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าความเข้มข้นต่างๆ และ เชื้อ H. pylori ในสภาวะ co-culture ที่
เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (*p-value ≤ 0.05)
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บทที่  5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

เ ป็ นที่ ท ร าบดี ว่ า เ ชื้ อ  H. pylori เ ป็ น ส า เ หตุ ส า คั ญ ในกา ร เ กิ ดพย า ธิ ส ภ าพ 

ในกระเพาะอาหารทั้งนี้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและการตอบสนองของเซลล์ต่อตัวเชื้อเป็น

ส่วนหนึ่งของการเกิดพยาธิสภาพดังกล่าว โดยปัจจัยความรุนแรงจากตัวเชื้อ เช่น โปรตีน cagA , 

vacA นั้นเป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนสูง (High antigenicity) จึงสามารถกระตุ้น

กระบวนการตอบสนองของเซลล์ได้เป็นอย่างดี  ซึ่งกระบวนการอักเสบและการตายแบบ 

อะโพโทซิสของเซลล์กระเพาะอาหารเป็น  2 กระบวนการตอบสนองเริ่มต้นของเซลล์ที่สามารถ

น าไปสู่การด าเนินโรคในระยะต่างๆ ไปจนถึงมะเร็งกระเพาะอาหาร โดยกระบวนการอักเสบเป็น

กระบวนการแรกที่ตอบสนองต่อเชื้อ  H. pylori ซึ่งพบว่ากระเพาะอาหารที่ติดเชื้อนั้นมี 

การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนอย่างรวดเร็วและความรุนแรงของการอักเสบนั้นมี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็ง พบอัตราการเกิด neoplasia ในผู้ป่วยระยะที่ 3 ของ 

โรคกระเพาะอาหารอักเสบประมาณ 30% และพบอัตราดังกล่าวในผู้ป่วยระยะที่ 4 ของ 

โรคกระเพาะอาหารอักเสบสูงถึง 90% (103) นอกจากนี้การอักเสบยังเกี่ยวข้องกับการตายแบบ 

อะโพโทซิส โดยในผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารอักเสบแบบรุนแรงมีการตายแบบอะโพโทซิสมาก 

กว่าผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารอักเสบแบบไม่รุนแรงประมาณ 2.2 เท่า (104) การตายแบบ 

อะโพโทซิสยังมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร โดยมีการศึกษาพบว่า  

ในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ H. pylori ตรวจพบการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์

กระเพาะอาหารสูงกว่าในผู้ป่วยที่ไม่ได้ติดเชื้อถึง 2 เท่า (105) ทั้งนี้ยังพบการอะโพโทซิสจ านวน

มากในระยะ atrophic gastritis และ intestinal metaplasia ที่ เป็นระยะที่มีความเสี่ยงสูง  

ในการพัฒนาเป็นโรคมะเร็ง (106, 107) ปัจจุบันมีข้อก าหนดว่าให้ยกเลิกการรักษาการติดเชื้อ

ด้วยวิธี first line therapy เนื่องจากพบว่าการรักษาด้วยวิธีนี้มักไม่ได้ผล เพราะมีอัตราของเชื้อ

ดื้อต่อยาต้านจุลชีพที่ใช้ในวิธี first line therapy สูงมาก (108) จึงมีการศึกษาสารจากพืช

สมุนไพรต่างๆ เพ่ือน ามาใช้รักษาร่วมกับยาต้านจุลชีพ (109) รวมถึงกระชายด า (Kaemperia 

parviflora) และ ขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) ที่เป็นพืชสมุนไพรที่พบได้มากในแถบเอเชีย 

เช่น มาเลเซียและประเทศไทย โดยนิยมใช้รักษาอาการจุกเสียด แน่นท้อง และปวดท้อง  
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ตามภูมิปัญญาไทยมาช้านานจนถึงปัจจุบัน (110) ซึ่งสมุนไพรทัง้สองมีการศึกษาก่อนหน้าพบฤทธิ์

ในการยับยั้งการเจริญเติบโตและกระบวนการติดเชื้อของ H. pylori ได้ (11, 23, 111) ดังนั้นสาร

สกัดดังกล่าวอาจสามารถยับยั้งกระบวนการอักเสบและการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์

กระเพาะอาหารเนื่องจากเชื้อ H. pylori และน่าจะเป็นอีกวิธีการหนึ่งในการยับยั้งการเกิดพยาธิ

สภาพและการด าเนินโรคกระเพาะอาหารได ้

โดยในการศึกษานี้พบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินสามารถ

ออกฤทธิ์ยับยั้ งการเจริญของเชื้อ H. pylori ได้ที่ความเข้มข้นที่น้อยที่สุด  (MIC) เท่ากับ  

32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากการรายงานพบว่า ค่า MIC ของเคอร์คิวมินต่อการเจริญของเชื้อ 

H. pylori นั้นมีค่าประมาณ 16 -32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (11, 23) และพบว่า ค่า MIC ของสาร

สกัดเมทานอลจากกระชายด ากับเชื้อ  H. pylori มีค่า MIC ที่ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ซึ่งสูงกว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า รวมถึงสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า  

ยังสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการบุกรุกของเชื้อ H. pylori เข้าสู่ เซลล์ HEp-2 ได้ดีกว่าการใช้ 

ตัวท าละลายอ่ืน (23, 111) แสดงให้เห็นว่าตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีความสามารถในการสกัด

สารที่ออกฤทธิ์ต่อเชื้อ H. pylori ออกมาจากเหง้าของกระชายด าได้มีประสิทธิภาพมากกว่า 

เมทานอล นอกจากนี้ยังพบว่าสารละลายเอทิลอะซิเตทสามารถสกัดสารประเภท flavonoid 

ออกมาจากใบฮันนี่โลคัสได้มากกว่าเมทานอลและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า (112) เนื่องจาก 

ตั วท าละลายเอทิลอะซิ เตทและเมทานอลมีคุณสมบัติ ของความมีขั้ วที่ แตกต่ า งกัน  

โดยเอทิลอะซิเตทมีขั้วน้อยกว่า ดังนั้นการสกัดด้วยตัวละลายที่ต่างกันจะได้สารออกฤทธิ์  

ที่แตกต่างกันออกไป ทั้ งนี้ เคอร์คิวมินและกระชายด ายั งสามารถยับยั้ งการเจริญของ 

จุลชีพอ่ืนได้ด้วย เช่น สารสกัดกระชายด ายับยั้งการเจริญของเชื้อ Plasmodium falciparum ที่

ความเข้มข้น 3.70 - 4.06 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ,ยับยั้งเชื้อ Candida albicans ที่ความเข้มข้น 

17.63 - 39.71 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (19) และเคอร์คิวมินยังสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ 

Escherichia coli , Staphylococcus aureus (MSSA) แ ล ะ  S. aureus (MRSA) ไ ด้ ที่ 

ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  163 ,219 แ ล ะ  217 ไ ม โ ค ร ก รั ม ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร  ต า ม ล า ดั บ  (113)  

ถึงแม้สารสกัด เอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าและเคอร์คิ วมินจะมีฤทธิ์ ในการยับยั้ ง 

การเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori ได้ดี อย่างไรก็ตามพบว่าสารสกัดทั้ง 2 ชนิด มีผลกระทบต่อ

การอยู่รอดของเซลล์ AGS ตามความเข้มข้นและเวลาบ่มที่มากขึ้น จากการทดสอบหาเปอร์เซ็นต์
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การอยู่รอดของเซลล์ AGS ด้วยวิธี MTT พบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 

ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ 6 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์  

แต่ที่ เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีชีวิตรอดเหลือ 88% และ 78% ตามล าดับ  

ขณะที่สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

แม้ที่เวลาบ่มนานถึง 24 ชั่วโมง ยังมีผลกระทบต่ ามากต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ โดยเซลล์มีชีวิต

รอดมากกว่า 90% แตกต่างจากความเข้มข้น 32, 64 และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

มีผลลดการอยู่ รอดของเซลล์ที่ เวลา 24 ชั่ ว โมง ลงเหลือเพียง 78%, 13% และ 1.7%  

ส่ วน เคอร์คิ วมินนั้นมีความเป็น พิษต่อ เซลล์  AGS ที่ สู งกว่ า  โดย เมื่ อ เปรียบเทียบผล 

การทดลองในความเข้มข้นและเวลาบ่มเดี ยวกัน  ที่ เ วลา  24 ชั่ ว โมง  เคอร์คิ วมินที่ 

ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเซลล์ที่มีชีวิตรอดเหลือน้อยกว่า 70%  

การศึกษาก่อนหน้าพบว่าเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ (ประมาณ 14 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ) และบ่มนาน 24 ชั่วโมง ลดการอยู่รอดของเซลล์ลงเหลือเพียง 40% (114)  

ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่  8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงเป็นความ

เข้มข้นที่ปลอดภัยที่สุดส าหรับเซลล์ AGS ในการท าการทดสอบอ่ืนๆ เช่นเดียวกับการทดลองของ 

Wongsrikaew et al. ปี 2012 พบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า 15 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ไม่มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์ AGS เมื่อบ่มสารสกัดกับเซลล์ AGS นานถึง 48 ชั่วโมง 

(115)   

สารสกัดจากกระชายด าสามารถออกฤทธิ์รักษาเยื่อเมือกของกระเพาะอาหาร  

ควบคุมการหลั่งกรดและลดการเกิดแผลในกระเพาะอาหารของหนูทดลอง (98) รวมถึงลดการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ คือ nitric oxide synthase (iNOS) และ 

cyclooxygenase-2 (COX-2) ในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (116) และเคอร์คิวมิน

สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเกาะติดและการสร้างไบโอฟิล์มของ H. pylori, ลดการหลั่งไซโตไคน์ที่

ก ร ะตุ้ น กา ร อัก เ สบ  และรั กษาแผล อัก เสบ ในสั ต ว์ ทดลอง ได้  ( 1 1 , 16 , 23 , 117 )  

จากรายงานดังกล่าวสารสกัดทั้ง 2 ชนิดจึงถูกน ามาทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของเซลล์ที่ 

ติดเชื้อ H. pylori ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ H. pylori มีระดับของไซโตไคน์ต่างๆ เพ่ิมข้ึนหลายชนิด เช่น  

MCP-1, MCP-4, IL-8 และ TNF-α (118) ทั้งนี้พบว่าในการตรวจ IL-8 ใน ชิ้นเนื้อของผู้ป่วย  

20 ราย ให้ผลบวกถึง 19 ราย เมื่อเปรียบเทียบกับในคนปกติจะให้ผลบวกเพียง 4 รายเท่านั้น 
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(119) และยังพบว่ามีการแสดงออกของ MCP-1 ที่สูงขึ้นทั้งในส่วนของ antruml และ corpus 

(120) ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการหลั่ง IL-8 ซ่ึง

เป็นหนึ่งในไซโตไคน์ที่ส าคัญในกระบวนการอักเสบของเซลล์ที่มีการติดเชื้อ H. pylori โดยการ

ตอบสนองของเซลล์กระเพาะอาหารต่อการติดเชื้อ H. pylori นั้นพบว่ามีการแสดงออกและ 

หลั่ง IL-8 ออกมาเป็นจ านวนมาก รวมถึง IL-8 ยังมีความสามารถในการดึงดูดเซลล์ทางระบบ

ภูมิคุ้มกันอ่ืนๆมายังบริเวณที่ติดเชื้อ โดยมีการศึกษายืนยันว่าการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว

ปริมาณมากเข้ามาในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลท าให้เกิดพยาธิสภาพที่รุนแรง

มากขึ้น (121, 122) ดังนั้น IL-8 จึงเหมาะสมต่อการน ามาใช้เป็นเครื่องบ่งชี้ในการทดสอบการ

ฤทธิ์ต้านการอักเสบเบื้องต้นของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าและเคอร์คิวมินในเซลล์ 

AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori โดยในการทดสอบเซลล์ AGS ที่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori พบว่า 

มีการหลั่ง IL-8 จ านวนมากที่เวลา 24 ชั่วโมง และสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 

ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการหลั่ง IL-8 ลง 48.56% ในขณะที่เคอร์

คิวมินไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-8 ได้ ทั้งนี้ Koosirirat et al. ปี 2010 ได้รายงานว่า 

เคอร์คิวมินมีประสิทธิภาพต่ าในการก าจัดเชื้อ H. pylori ออกจากกระเพาะอาหารของผู้ป่วยและ

ไม่สามารถลดการหลั่งของ IL-8 ได้ (123) และเนื่องจาก IL-8 เป็นไซโตไคน์ที่ไวต่อการติดเชื้อ 

H. pylori มาก โดยมีระดับการแสดงออกของยีนสูงและรวดเร็วกว่ายีนอ่ืนเมื่อท าให้เซลล์ติดเชื้อ 

H. pylori (64) ทั้งนี้เชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการหลั่งของ IL-8 ผ่าน NF-kB pathway 

(124) ที่มีความสัมพันธ์กับกระบวนการอักเสบอย่างมาก ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก

กระชายด ามีแนวโน้มในการยับยั้งกระบวนการอักเสบได้ดีกว่าเคอร์คิวมิน จากผลการทดสอบฤทธิ์

ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการหลั่งสาร IL-8 ในเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori 

ในสภาวะและเวลาต่างๆ พบว่าเชื้อ H. pylori กระตุ้นการหลั่ง IL-8 ของเซลล์ AGS สูงขึ้นตาม

เวลาที่ใช้บ่ม โดยที่ 48 ชั่วโมง มีการหลั่ง IL-8 ที่สูงที่สุด ซึ่งมีปริมาณสูงกว่าที่เวลาบ่ม 6, 12 และ 

24 ชั่วโมง ถึง 3.5, 3 และ 1.7 เท่า ตามล าดับ สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความ

เข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่น้อยกว่าค่า MIC และไม่ส่งผลกระทบต่อ

การมีชีวิตของเซลล์ แต่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ของเซลล์ในสภาวะ co-culture  

โดยพบว่าที่ 6 และ 12 ชั่วโมง เป็นเวลาที่เหมาะสมในการยับยั้งการหลั่ง IL-8 ของสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า ซึ่งสามารถลดปริมาณการหลั่ง IL-8 ได้สูงสุด 63.25% ที่ 12 ชั่วโมง 
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ด้วยการทดสอบในสภาวะ co-culture เป็นสภาวะการทดสอบที่มีความเสมือนจริงในการรักษา

ผู้ป่วย ซึ่งยาปฏิชีวนะจะคงอยู่ในกระเพาะอาหารหรือกระแสเลือดพร้อมกับเชื้อ จากรายงานของ 

Skiba et al. ปี 2016 พบว่า Kaempferol ที่เป็นสารอนุพันธ์ของกระชายด า สามารถออกฤทธิ์

ยับยั้งการหลั่ง IL-8 จากเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori ได้ประมาณ 1.4 เท่า (125) ในขณะที่สภาวะ 

pre-treatment  โดยการบ่มเซลล์กับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าเป็นเวลา 3 และ  

6 ชั่วโมง ก่อนท าให้เซลล์ติดเชื้อเป็นเวลาอีก 3 และ 6 ชั่วโมง นั้น ไม่มีผลในการลดการหลั่ง IL-8 

แต่อย่างใด ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าไม่มีผลในการป้องกันเซลล์จากการ

กระตุ้นกระบวนการอักเสบได้ แต่สามารถออกฤทธิ์ในการลดการอักเสบได้ในสภาวะที่บ่มสารสกัด

พร้อมกับเชื้อ H. pylori นอกจากนี้พบว่า ในการทดสอบเซลล์โดยท าให้เซลล์ติดเชื้อก่อน  

จากนั้นล้างเชื้อออกจากหลุมทดสอบและบ่มต่อไปอีก 12 ชั่วโมง ในสภาวะ pre-infection พบว่า

ไม่มีการหลั่ง IL-8 ออกมาจากเซลล์อีก อย่างไรก็ตามการศึกษาฤทธิ์ในการป้องกันและรักษา  

อาจเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบ pre-treatment และ pre-infection มากกว่า 12 ชั่วโมง หรือ

การ co-culture หลังจาก pre-treatment  และ pre-infection โดยไม่ขจัดสารสกัดหรือ 

เชื้อออก อาจจะท าให้สารสกัดมีฤทธิ์ในการป้องกันและลดการอักเสบได้ดีขึ้น จากการทดลองแบบ 

pre-treatment เซลล์ AGS กับสารสกัดจากโสมแดงนาน 2 ชั่วโมงก่อนการติดเชื้อ H. pylori 

พบว่าสามารถลดการหลั่ง iNOS และ MCP-1 รวมถึงการท างานของ STAT-3 และ Jak-2 ได้ 

(97) และการบ่มเซลล์กับสารสกัดจาก Rumex Aquaticus ก่อน 12 ชั่วโมง พบว่าสามารถลด

การแสดงออกของ IL-8 และ IL-1β ได้ (126) การศึกษาในเซลล์ HeLa ที่กระตุ้นด้วยโปรตีนของ

เชื้อ Yersinia enterocolitica พบว่า ปริมาณ IL-8 จะเริ่มลดลงหลังจากขั้นตอนการล้างโปรตีน

ดังกล่าวออกจากเซลล์เพียง 3 ชั่วโมง (127) ดังนั้นเชื้อ H. pylori ไม่ได้มีผลกระทบในการเพ่ิม

การแสดงออกของ IL-8 ของเซลล์อย่างถาวร เนื่องจากเซลล์จะมีการหลั่ง IL-8 เฉพาะเมื่อมีตัวเชื้อ

อยู่เท่านั้น ทั้งนี้การทดลองแบบ pre-infection ยังมีอยู่อย่างจ ากัดจึงจ าเป็นต้องมีการทดสอบ

สภาวะดังกล่าวในการศึกษาในอนาคต นอกจากนี้ DMSO ที่นิยมใช้เป็นตัวท าละลายในการเตรียม

สารสกัดต่างๆเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการต้านการอักเสบและมีรายงานว่า DMSO ที่ความเข้มข้น 

0.1% - 0.5% มีผลในการยับยั้งการแสดงออกของยีน IL-1, IL-6 และ COX-2 ในเซลล์ Caco-2 

ที่ถูกกระตุ้นให้เกิดการอักเสบด้วย IL-1β (128) และในการทดลองนี้พบว่า DMSO ที่ใช้เป็น 

ตัวท าละลายในการเตรียม stock solution มีคุณสมบัติในการลดปริมาณ IL-8 ในเซลล์ AGS ที่
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ติดเชื้อ H. pylori ได้ โดยที่ความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ที่อยู่ในสารสกัดที่ใช้ในการทดลอง 

คือ 0.32% สามารถลดปริมาณ IL-8 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติและใกล้เคียงกับสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด า ท าให้ไม่สามารถแปลผลฤทธิ์ของสารสกัดได้ แต่เมื่อเตรียม stock 

solution ของสารสกัดให้เข้มข้นขึ้น 10 เท่า ท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ที่ใช้ในการ

ทดลองลดลงเหลือ 0.032% พบว่าไม่มีผลต่อการหลั่ง IL-8 อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมท่ีติดเชื้อ H. pylori  

MCP-1 เป็นไซโตไคน์ในกระบวนการอักเสบอีกหนึ่งชนิดที่ถูกกระตุ้นการแสดงออก

เนื่องจากการติดเชื้อ H. pylori และมีบทบาทส าคัญในการดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์

มายังบริเวณที่ติดเชื้อ นอกจากนี้การกระตุ้นเซลล์กระเพาะอาหารชนิด MKN-48 ด้วยโปรตีนที่

สกัดจากเชื้อ H. pylori ยังสามารถสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ mRNA และการหลั่ง 

ไซโตไคน์ MCP-1 ได้ (75) จากการทดลองพบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ 

ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการแสดงออกของ MCP-1 ได้ 

เช่นเดียวกับการยับยั้งการหลั่ง IL-8 มีรายงานว่าสารสกัดจากโสมแดงความเข้มข้นตั้งแต่  

10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Alpha-lipoic acid (Alpha-LA) ซึ่งเป็นสารประเภท thiol ที่พบ

ได้ในอาหาร เช่น ผักโขม บลอคโคลี่ และเครื่องในสัตว์ สามารถยับยั้งการหลั่งและการแสดงออก

ของยีน MCP-1 ในเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori ได ้(97, 129)  

ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถยับยั้งการสร้าง IL-8 และ MCP-1 

ซึ่งเป็นไซโตไคน์หลักที่เกี่ยวข้องในกระบวนการอักเสบ อย่างไรก็ตามเนื่องจากบริเวณ promoter 

ของยีนไซโตไคน์ทั้ง 2 ชนิด สามารถจับจ าเพาะและกระตุ้นการถอดรหัสของดีเอ็นเอได้ด้วย 

transcription factor ชนิดเดียวกัน เช่น NF-kB และ AP-1 (130-132) จึงสันนิษฐานว่าฤทธิ์ใน

การยับยั้ง IL-8 และ MCP-1 ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าอาจจะเกี่ยวข้องกับ 

การยับยั้ง transcription factor โดยมีการศึกษาพบความสามารถของสารสกัดกระชายด าในการ

ยับยั้ง transcription factor ชนิด C/EBP ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อไขมันได้ 

(133) นอกจากนั้นมีงานวิจัยก่อนหน้าที่พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถลด

การเกาะติดของเชื้อกับเซลล์และการบุกรุกของเชื้อเข้ามาในเซลล์ (23) ซึ่งกระบวนการเกาะติด

กับเซลล์นั้นเป็นกระบวนการแรกในการกระตุ้นการตอบสนองต่างๆของเซลล์ เจ้าบ้าน  
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รวมถึงกระบวนการอักเสบในเซลล์ด้วย การลดจ านวนเชื้อ H. pylori ที่เกาะติดและบุกรุกเซลล์จึง

มีผลลดการอักเสบของเซลล์ด้วยอีกทางหนึ่ง  

เซลล์เม็ดเลือดขาวเป็นเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญในการเกิดกระบวนการอักเสบเนื่องจาก

การตอบสนองต่อการติดเชื้อจุลชีพต่างๆ โดยเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ไหลเวียนอยู่ในกระแสเลือด  

จะถูกดึงดูดให้เคลื่อนที่มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ ซึ่งเซลล์เม็ดเลือดขาวแต่ละชนิดจะถูกชักน า  

ให้เคลื่อนที่โดยสารดึงดูดเซลล์ที่แตกต่างกันออกไป โดยเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ถูกชักน าได้

ด้วย MCP-1, PDGF-BB และ LPS (134, 135) นอกจากนี้ในการศึกษานี้พบว่าส่วนของโปรตีน

ของเชื้อ H. pylori สามารถดึงดูดการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์ ได้  โดยมีรายงานว่า  

โปรตีนที่สกัดได้จากเชื้อ H. pylori รวมถึงส่วนของตัวเชื้อที่ตายแล้ว มีความสามารถในการ

กระตุ้นการตอบสนองของเซลล์ในกระบวนการอักเสบโดยการหลั่งไซโตไคน์ชนิด Transforming 

growth factor (TGF) ได้เทียบเท่ากับเชื้อ H. pylori ที่มีชีวิต (102) โดยโปรตีนจากส่วนที่

แตกต่างกันจากตัวเชื้อ H. pylori ได้แก่ โปรตีนที่ถูกหลั่งออกจากนอกเซลล์ , โปรตีนบนผิวของ 

ตัวเชื้อ และ โปรตีนจากตัวเชื้อ สามารถดึงดูดเซลล์โมโนไซต์ให้เคลื่อนที่ได้ทั้งหมด (80, 81, 136) 

ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับ LPS ของเชื้อ E.coli กับโปรตีนของเชื้อ H. pylori พบว่าโปรตีนของเชื้อ  

H. pylori สามารถดึงดูดการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์ได้ดีกว่า เนื่องจากใช้โปรตีนของเชื้อ  

H. pylori ที่ความเข้มข้นน้อยกว่า LPS ถึง 10 เท่า ในการดึงดูดเซลล์โมโนไซต์ในปริมาณ 

ที่ใกล้เคียงกัน อันเนื่องมาจากโปรตีนที่สกัดได้จากเชื้อ H. pylori ประกอบไปด้วยโปรตีนอ่ืนๆ

หลายชนิด เช่น vacA , ureA และ ureB (137) ท าให้มีคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนสูงและ

ดึงดูดการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์ได้ดีกว่า LPS ของเชื้อ E. coli  ในการทดสอบความเป็นพิษ

ของสารอนุพันธ์ของกระชายด าต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติของมนุษย์ (PBMCs) พบว่า ที่เวลาบ่ม

นาน 24 ชั่วโมง สารอนุพันธ์ของกระชายด าชนิดต่างๆ มีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ที่

ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวลิมโฟไซต์ชนิด U937 และ 

MOLT-4 พบว่า สารอนุพันธ์ของกระชายด าที่ความเข้มข้นเพียง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเท่านั้น

ที่สามารถส่งผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ (22) ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิ

เตทจากกระชายด าต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิ

เตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่

ของเซลล์โมโนไซต์เนื่องจากโปรตีนจากเชื้อ H. pylori และ LPS ได้ในอัตราส่วนที่ใกล้เคียงกันที่
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ประมาณ 30% และ 60% ทั้งนีม้ีรายงานว่าสารสกัดเอทานอลจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 500 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกาะติดของเซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนไซต์บนเซลล์

เยื่อบุผนังหลอดเลือดเนื่องจากการกระตุ้นด้วยไซยาไนต์ ไดป้ระมาณ 2 เท่า นอกจากนี้สารสกัดเอ

ทานอลจากกระชายด ายังแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งการหลั่ง MCP-1 และการแสดงออกของยีน 

VCAM-1 บ น เ ซ ล ล์ เ ยื่ อ บุ ผ นั ง ห ล อ ด เ ลื อ ด ไ ด้ ต า ม ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ที่ ใ ช้  ( 9 9 )  

สารจ าพวก Isothiocyanate ชนิด Sulforaphane จากผักและผลไม้ ที่ความเข้มข้น 10 ไมโคร

โมลาร์ สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่และกระบวนการ phagocytosis ของเซลล์โมโนไซต์ เนื่องจาก

การกระตุ้นด้วย stromal cell-derived factor-1α (SF-1 α) โดย Sulforaphane สามารถ

ยับยั้งกระบวนการตอบสนองดังกล่าวผ่านการยับยั้งการท างานของโมเลกุล  NF-kB pathway 

และโม เลกุ ล ในกลุ่ ม ของ  Mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway ได้ แก่  

SAPK/JNK ,Erk1/2 และ p38 ที่มีบทบาทส าคัญต่อการท างานของเซลล์เม็ดเลือดขาวใน

กระบวนการอักเสบ (138, 139)  

การตรวจติดตามการแสดงออกของ CD11b ที่เป็นโมเลกุลที่ใช้บ่งชี้ถึงการเปลี่ยนแปลง

ของเซลล์จากระยะโปรไมอีโลไซต์ไปเป็นเซลล์นิวโทรฟิลล์ พบว่าระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการ

เปลี่ยนแปลงเซลล์ HL-60 เป็นเซลล์นิวโทรฟิลล์ คือ 6 วัน จากการทดสอบตรวจวัดการแสดงออก

ของ CD11b และรูปร่างของเซลล์ HL-60 พบว่า เซลล์ HL-60 มีเริ่มมีการแสดงออกของ CD11b 

มากขึ้นตั้งแต่วันที่ 3 (ประมาณ 78%) และสูงสุดในวันที่ 5 (ประมาณ 90%) โดยวันที่ 6 มีระดับ

ลดลงเพียงเล็กน้อยเท่านั้น (ประมาณ 88%) (140) และถึงแม้ว่าเซลล์ HL-60 ที่ใช้ในการทดลอง

นี้มีการแสดงออกของ CD11b ในปริมาณที่ไม่สูงนัก เนื่องจากเซลล์ไม่ได้ถูกใช้งานมานาน  

ท าให้ส่งผลกระทบต่อความสามารถในการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ แต่การแปลผลการทดลองนั้นได้

ท าการเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมบวกและลบจากเซลล์ชุดเดียวกั น พบว่าสารสกัด 

เอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการ

เคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์เนื่องจากการดึงดูดของ IL-8 ได้ในอัตราส่วนประมาณ 21.43% 

และ 57.14% เช่นเดียวกับสารสกัดกระชายด าที่ความเข้มข้น 0.1 - 10 ไมโครโมลาร์ 

สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์ได้ 15 – 60 % โดยใช้ N-formyl-methionyl-

leucyl-phenylalanine (fMLP) ในการกระตุ้นเซลล์ ทั้งนี้เมื่อใช้ fMLP และ leukotriene B4 

(LTB4) ในการกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์ น้ ามันหอมระเหยจากกานพลูและโป๊ยกั๊กที่ความ
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เข้มข้น 1 – 27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวได้

ประมาณ 20 - 40% ตามความเข้มข้นที่ใช้ (141) โดยทั้ง IL-8, fMLP และ LTB4 เป็นสารที่มี

สามารถจับจ าเพาะกับตัวรับประเภท G protein-coupled receptors (GPCRs) ชนิด CXCR1, 

FPR1 และ BLT1 ตามล าดับ ซึ่งตัวรับเหล่านี้สามารถกระตุ้นการส่งสัญญาณผ่าน p38 MAPK 

และ phosphatidylinositol-3 kinase pathway (PI3K) ที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

(79) ทั้งนี้มีรายงานว่าเชื้อ H. pylori ที่มีชีวิตและโปรตีนที่หลั่งออกมานอกเซลล์เท่านั้นที่สามารถ

กระตุ้นการท างานของเซลล์นิวโทรฟิลล์ได้  เช่น เอนไซม์ Urease จากเชื้อ H. pylori ที ่

ความเข้มข้น 10 – 100 นาโนโมลาร์ สามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่และการหลั่ง ROS ของเซลล์ 

นิวโทรฟิลล์ได้มากขึ้นตามความเข้มข้น (86) รวมถึงเชื้อ H. pylori ที่มีชีวิตและ H. pylori 

neutrophil activating protein (HP-NAP) ที่ ค ว าม เ ข้ ม ข้ น  10 ไ ม โ ค รก รั ม ต่ อมิ ล ลิ ลิ ต ร  

สามารถกระตุ้นให้เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์ผ่านเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดได้ แต่ทั้งนี้  

ไม่พบการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลล์เมื่อกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori ที่ถูกท าให้ตายด้วยวิธี 

formalin fixation และโปรตีนที่หลั่งออกมาจากเชื้อ H. pylori ที่ถูกน าไปผ่านความร้อน (Heat 

inactivation) (34) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแต่ละส่วนของเชื้อ H. pylori รวมถึงแบคทีเรียชนิดอ่ืน  

มีความสามารถที่แตกต่างกันออกไปในการดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวแต่ละชนิด โดยมีการศึกษา

พบว่าส่วน LPS ของ E. coli สามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์โมโนไซต์ได้เป็นอย่างดี  

แต่ไม่สามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่ รวมถึงการหลั่ง IL-8 ออกมาจากเซลล์นิวโทรฟิลล์ได้ (142) 

เนื่องจากเซลล์เม็ดเลือดขาวแต่ละชนิดมีการแสดงออกของตัวรับที่อยู่บนผิวเซลล์ที่แตกต่างกัน 

โดยหลังจากกระตุ้นเซลล์โมโนไซต์และนิวโทรฟิลล์ด้วย LPS จากเชื้อ E. coli แล้วพบว่า มีระดับ

การแสดงออกของ TLR 2 และ TLR 4 บนเซลล์โมโนไซต์ที่สูงกว่านิวโทรฟิลล์มาก จึงเป็นสาเหตุ

ท าให้นิวโทรฟิลล์มีการตอบสนองต่อ LPS น้อยกว่า (143) เช่นเดียวกับส่วน LPS ของ H. pylori 

สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ TLR 4 บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวได้ แต่มีระดับการแสดงออกที่

น้อยกว่าการกระตุ้นด้วยเชื้อ H. pylori และ LPS จากเชื้อ E. coli (144) จากการทดลองการ

เคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว จึงสันนิษฐานว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด า  

อาจสามารถยับยั้งการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับตัวรับประเภท G protein-coupled 

receptors (GPCRs) ในเซลล์นิวโทรฟิลล์ และ TLR ในเซลล์โมโนไซต์ได้ดี 
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 กระบวนการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์เป็นกระบวนการที่เกิดตามปกติ เพ่ือรักษาสมดุล

ของจ านวนเซลล์ แต่เชื้อ H. pylori นั้นมีความสามารถในการกระตุ้นกระบวนการดังกล่าวมากขึ้น

จนอาจน าไปสู่พยาธิสภาพที่รุนแรง ดังในการศึกษาครั้งนี้พบว่า เมื่อตรวจสอบการแตกหักของ  

ดีเอ็นเอที่เป็นกระบวนการส าคัญที่ใช้บ่งชี้การตายแบบอะโพโทซิส เชื้อ H. pylori กระตุ้นให้เกิด

การแตกหักของดี เ อ็นเอที่มากขึ้น 1.98 - 2.36 เท่า ตามเวลาที่ ใช้บ่มที่  6 – 24 ชั่วโมง  

ทั้งนี้กระบวนการตายแบบอะโพโทซิสก่อนการแตกหักของดีเอ็นเอนั้น สามารถเกิดผ่านโมเลกุล

ต่างๆ ที่เกี่ยวข้องหลายชนิด โดยเฉพาะเอนไซม์ในกลุ่ม caspase และจากการตรวจสอบระดับ

การท างานของเอนไซม์ดั งกล่าวพบว่า เชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการท างานของ  

caspase-3/7 ที่สูงขึ้นตามเวลาที่ใช้บ่มเช่นเดียวกันกับการแตกหักของดีเอ็นเอ โดยที่เวลา  

12 และ 24 ชั่วโมง มีระดับการท างานของ caspase-3/7 มากกว่าที่เวลา 6 ชั่วโมง เป็นจ านวน  

2 และ 2.7 เท่าตามล าดับ แต่ทั้งนี้ไม่พบว่าเชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการท างานของ 

caspase-8 ได้ ดังนั้นจึงสันนิษฐานว่า เชื้อ H. pylori กระตุ้นการตายของเซลล์ AGS แบบ 

อะโพโทซิสโดยผ่านทางไมโทรคอนเดรีย โดยมีหลักฐานว่า เชื้อ H. pylori กระตุ้นการตายแบบ 

อะโพโทซิสผ่านทางไมโทรคอนเดรีย โดยผ่านการท างานของเอนไซม์ caspase-3, caspase-9 

, Bid และ  Bax แต่ ไม่ผ่ านการท างานของเอนไซม์  caspase-8 (145)มีการศึกษาพบว่า  

ปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori นั้นเป็นส่วนส าคัญในการควบคุมการท างานของเอนไซม์ 

caspase โดย CagA แสดงการยับยั้งการท างานของ caspase-8 (146) ส่วน VacA นั้นสามารถ

กระตุ้นการตายแบบอะโพโทซิสผ่านทางไมโทรคอนเดรีย  โดยการท างานผ่านเอนไซม์   

caspase-3, Bax และการหลั่ง cytochrome C ออกมาจากไมโทรคอนเดรีย (35, 89, 147)  

ซึ่งเชื้อ H. pylori ในงานวิจัยนี้ประกอบด้วยโปรตีน CagA และ VacA จึงช่วยสนับสนุนว่า CagA 

และ VacA เป็นโปรตีนที่กระตุ้นระดับการท างานของ caspase-3/7 ได้ดีกว่า caspase-8  

โดยในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการยับยั้งการตายแบบ 

อะโพโทซิส พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าในทุกความเข้มข้นและเวลาการบ่ม 

ไม่สามารถยับยั้งการแตกหักของดีเอ็นเอได้ทั้งในเซลล์ที่ไม่ติดเชื้อและเซลล์ที่ติดเชื้อ แต่จากการ

ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  

caspase-8 พบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-8 ได้ทั้งในเซลล์ที่ไม่ติดเชื้อและในเซลล์
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ที่ติดเชื้อได้ 25.81% และ 47.33% ตามล าดับ ทั้งนี้สารสกัดจากพืชอ่ืนๆยังสามารถออกฤทธิ์

ยับยั้ง caspase-8 ในเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori ได้เช่นเดียวกับสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก 

กระชายด า เช่น Solanum lyratum ที่เป็นสมุนไพรพ้ืนบ้านของจีนความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ออกฤทธิ์ยับยั้ง caspase-8 ได้โดยไม่มีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ AGS 

(148) ส่วนเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ออกฤทธิ์กระตุ้นการท างานของ

เอนไซม์ caspase-8 ทั้งในเซลล์ AGS ที่ไม่ติดเชื้อและในเซลล์ที่ติดเชื้อ 49.27% และ 15.67% 

ตามล าดับ โดยการศึกษาอ่ืนพบว่าเคอร์คิวมินกระตุ้นการท างานของ caspase-8 ได้ที่ 24 ชั่วโมง 

ทั้งในเซลล์ AGS และ เซลล์ปมประสาทตาของหนู (114, 149) นอกจากนี้สารสกัดเอทิลอะซิเตท

จากกระชายด ายังออกฤทธิ์ยับยั้งระดับการท างานของ caspase-3/7 ได้เช่นเดียวกับ caspase-8  

โดยพบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าที่ความเข้มข้น  16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ของเซลล์ที่ติดเชื้อในสภาวะ co-culture ได้สูงสุด 

ที ่11 เท่า โดยการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ caspase-3/7 ได้ดีที่สุดที่เวลา 12 ชั่วโมง เช่นเดียวกับ

เวลาในการออกฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-8 นอกจากนี้พบการออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

caspase-3/7 หลังการติดเชื้อ H .pylori ในสภาวะ pre-infection ที่  12 ชั่วโมง  ได้สูงสุด  

10.5 เท่า ดังนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าไม่เพียงแต่สามารถยับยั้งการเกาะติด 

ของเชื้อ H. pylori กับเซลล์ (23) แต่ยังสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 

เนื่องจากการติดเชื้อ H. pylori ได้โดยตรง แต่ทั้งนี้ไม่พบความสามารถในการป้องกันการท างาน

ของเอนไซม์ caspase-3/7 ก่อนการติดเชื้อ H. pylori ในสภาวะ pre-treatment แต่อย่างใด  

ทั้งนี้สาร Flavonoid ชนิด Quercetin สามารถยับยั้งการท างานของ caspase-3 ในเซลล์ HeLa 

ที่ถูกกระตุ้นด้วย vacA toxin ได้เช่นกัน โดย Quercetin ความเข้มข้น 0.075 มิลลิโมลาร์ 

สามารถยับยั้งการเปลี่ยนรูปของ pro-caspase-3 ไปเป็น cleaved caspase-3 ที่เป็นรูป active 

form (150) ส่วนในเซลล์ที่ไม่ติดเชื้อนั้นสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าสามารถยับยั้ง 

การท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ได้สูงสุด 83.76% เช่นเดียวกับในเซลล์ promonocyte 

พบว่าสารสกัดเอทานอลจากกระชายด าที่ความเข้มข้นต่ า 10 - 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สามารถลดศักย์ไฟฟ้าของเยื่อหุ้มไมโทรคอนเดรีย ซึ่งเป็นผลให้ยับยั้งการตายแบบอะโพโทซิส 

ในเวลาต่อมา แต่ เมื่อใช้สารสกัดที่ความเข้มข้นสูงที่  80 - 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

สารสกัดเอทานอลจากกระชายด าจะออกฤทธิ์ส่งเสริมการตายแบบอะโพโทซิส โดยกระตุ้น
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ศักย์ไฟฟ้าของเยื่อหุ้มไมโทรคอนเดรียและการท างานของเอนไซม์ caspase-3 ได้ และสารสกัด 

เอทานอลจากกระชายด าที่ ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ที่ เวลา 4 ชั่วโมง  

ยังแสดงฤทธิ์กระตุ้นระดับการท างาน  caspase-3 ในเซลล์ HL-60 ได้ (100, 151) รวมถึง  

5,7,4-trimethoxyflavone ที่เป็นสารอนุพันธ์จากกระชายด าที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร กระตุ้นระดับการท างานของ  caspase-3 ในเซลล์ cholangiocarcinoma ที่เวลา  

18 ชั่วโมง (152) เนื่องจากในสารสกัดจากกระชายด านั้นประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ถึง 9 ชนิด  

จึงสันนิษฐานว่าความเข้มข้นและสารอนุพันธ์แต่ละชนิดของกระชายด าออกฤทธิ์ต่อการตาย

แบบอะโพโทซิสที่แตกต่างกันออกไป ส่วนเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

นั้น ออกฤทธิ์กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 ในเซลล์ AGS ได้ 72.98% ที่เวลา  

24 ชั่วโมง เช่นเดียวกับการทดลองในเซลล์ AGS และเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ของ  

Cao et al. ปี 2013 โดยเคอร์คิวมินสามารถเพ่ิมการแสดงออกของ caspase-3 และ caspase-7 

ทั้งในรูปที่ยั งไม่ถูกกระตุ้น (full caspase) และรูปที่ถูกกระตุ้นการท างานแล้ว (cleaved 

caspase) (114) ถึงแม้ว่าจะไม่พบฤทธิ์ในการยับยั้งการแตกหักของดีเอ็นเอของสารสกัดเอทิล 

อะซิเตทจากกระชายด า แต่พบว่าสารสกัดสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ caspase-8 และ  

caspase-3/7 ซึ่งเป็นกลไกหนึ่งของการตายแบบอะโพโทซิส การแตกหักของดีเอ็นเอยังมีกลไก

อ่ืนๆ ที่ไม่เกี่ยวข้องกับการท างานของเอนไซม์ caspase เช่น apoptosis inducing factor (AIF) 

(153) แ ล ะ  endonuclease G (Endo-G) (154) ที่ ห ลั่ ง อ อก ม า จ า ก ไ ม โ ท ร ค อน เ ด รี ย  

โดยมีการศึกษาพบว่าที่เวลา 24 ชั่วโมง เชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการหลั่งเอนไซม์ AIF และ

ท าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิส โดยย่อย lamins ที่ส่วนประกอบของเยื่อหุ้มนิวเคลียส (155)  

ดังนั้นจึงสันนิษฐานได้ว่าเชื้อ H. pylori สามารถกระตุ้นการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์ AGS 

ผ่านทางไมโทรคอนเดรียเป็นหลัก โดยไม่อาศัยการท างานของเอนไซม์ caspase และ การศึกษา

ฤทธิ์ของสารสกัดกระชายด าต่อกลไกอ่ืนๆของการตายแบบอะโพโทซิสผ่านทางไมโทรคอนเดรีย

จะเป็นประโยชน์ในการน าสารสกัดกระชายด าไปใช้รักษามะเร็งกระเพาะอาหารที่เกิดจากการ  

ติดเชื้อ H. pylori ในอนาคต 
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สรุปผลการทดลอง 

  จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าการติดเชื้อ H. pylori กระตุ้นการอักเสบของเซลล์ AGS 

โดยมีการแสดงออกของ IL-8 และ MCP-1 ที่สูงขึ้น กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ caspase-3/7 

และการตายแบบอะโพโทซิสได้ ซึ่งสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากกระชายด าแสดงคุณสมบัติใน 

การลดการแสดงออกของ IL-8 และ MCP-1 รวมไปถึงยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวที่

เกี่ยวข้องที่เป็นกระบวนการส าคัญในกระบวนการอักเสบ และมีคุณสมบัติเป็นตัวยับยั้งการท างาน

ของ เอนไซม์  caspase ที่ มีบทบาทส าคัญในกระบวนตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์   

ส่วนเคอร์คิวมินนั้นไม่แสดงฤทธิ์ในการต้านการอักเสบและมีคุณสมบัติเป็นตัวกระตุ้นการท างาน

ของเอนไซม์ caspase ทั้งยังแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ AGS ที่สูงกว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจาก 

กระชายด า โดยการศึกษาในครั้งนี้ยังพบว่า ในสภาวะ co-culture เป็นสภาวะที่เหมาะสมใน 

การทดสอบการติดเชื้อ H. pylori ต่อเซลล์ เนื่องจากสามารถแสดงถึงการตอบสนองของเซลล์ได้

ใกล้เคียงกับในร่างกายผู้ป่วย อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเกี่ยวกับกลไกการตายแบบ 

อะโพโทซิสเนื่องจากเชื้อ H. pylori โดยเฉพาะการตายผ่านโมเลกุล AIF และ Endo-G รวมถึง

ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิ เตทจากกระชายด าต่อกา รส่งสัญญาณ 

ในกระบวนการอักเสบภายในเซลล์ AGS เช่น โมเลกุล NF-kB และการส่งสัญญาณภายในเซลล์

เม็ดเลือดขาวที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ เช่น การเปลี่ยนแปลงของประจุแคลเซียมในเซลล์ หรือ

โมเลกุลต่างๆใน Protein kinase C (PKC) pathway 
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ภาคผนวก 
 

การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI ที่มีเลือดแกะ 7% (500 มิลลิลิตร) 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion 18.5 กรัม และ Bacteriology agar 5.5 กรัม 
ละลายลงในน้ ากลั่น 465 ml น าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วยเครื่อง autoclave จากนั้นพักอาหารเลี้ยง
เชื้อให้อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ท าการเติมเลือดแกะ 35 ml ผสมให้เข้ากันดี น าไปเทบน
จานเลี้ยงเชื้อขนาด 10 cm ปริมาตรจานละ 25 ml 

 
2. การเตรียม Complete RPMI 1640 Medium (50 มิลลิลิตร)  
ผสมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 จ านวน 45 มิลลิลิตร กับ Fetal Bovine Serum ที่ผ่านการ 
inactivate ด้ ว ยคว ามร้ อน  56 องศา เซล เซี ย ส  นาน  30 น าที  จ านวน  5 มิ ลลิ ลิ ต ร  และ  
1 x Antibiotics/antimycotics 0.05 มิลลิลิตร ให้ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 
3. 0.01 โมลาร์ ไฮโดรคลอริก (HCl) (1000 มิลลิลิตร) 

เติมน้ ากลั่น 999.17 มิลลิลิตร ลงในกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จ านวน 0.83 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน โดยในขั้นตอนทั้งหมดควรปฎิบัติใน Chemical hood เพ่ือป้องกันอันตรายจากไอของกรด
ไฮโดรคลอริกเข้มข้น 
 
4. 10 % SDS ใน 0.01 โมลาร์ ไฮโดรคลอริก (HCl) (100 มิลลิลิตร) 

ละลาย SDS 10 กรัม ในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.01 โมลาร์ที่เตรียมไว้ 100 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากันดี อาจอุ่นเล็กน้อยเพื่อให้ละลายดีขึ้น เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

 
5. 10 X TBS, pH 7.4 (1000 มิลลิลิตร) 

ละลาย Tris base 60.57 กรัม , โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 87.66 กรัม ในน้ า 500 มิลลิลิตร 
ปรับค่าความเป็นกรดด่างโดยการใช้กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นจนกระทั่งได้  pH 7.4 แล้วปรับปริมาตร
ให้ครบ 1000 มิลลิลิตร  
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6. 0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 6.8 (500 มิลลิลิตร) 
ละลาย Tris base 30.28 กรัม ในน้ า 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างโดยการใช้กรด

ไ ฮ โ ด รคลอริ ก เ ข้ ม ข้ น จน กร ะทั่ ง ไ ด้  pH 6.8 แล้ ว ป รั บป ริ ม า ต ร ให้ ค ร บ  500 มิ ล ลิ ลิ ต ร 
 
7. 1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.8 (500 มิลลิลิตร) 

ละลาย Tris base 90.86 กรัม ในน้ า 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างโดยการใช้กรด
ไฮโดรคลอริกเข้มข้นจนกระทั่งได้ pH 8.8 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 500 มิลลิลิตร 

 
9. TBST (1000.5 มิลลิลิตร) 

ผสม 10 X TBS จ านวน 100 มิลลิลิตรกับน้ ากลั่นจ านวน 900 มิลลิลิตร แล้วเติม Tween 20 
ลงไป 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด ี
 
10. 10 x Running Buffer, pH 8.3 (1000 มิลลิลิตร) 

ละลาย Tris base 30.3 กรัม และ Glycine 144.1 กรัม ในน้ า 500 มิลลิลิตร ปรับค่าความ
เป็นกรดด่างโดยการใช้กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นจนกระทั่งได้ pH 8.3 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 
มิลลิลิตร 
 
11. 1 x Running Buffer (1000.5 มิลลิลิตร) 

ผสม 10 x Running Buffer จ านวน 100 มิลลิลิตรกับน้ ากลั่น 900 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 
20% SDS ลงไป 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันดี  
 
12. 1 x Transfer Buffer (1000 มิลลิลิตร) 

ผสม 10 x Running Buffer จ านวน 100 มิลลิลิตรกับน้ ากลั่น 700 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 
Methanol ลงไป 200 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันดี  

 
13. 1% Tween, 3% BSA Blocking Buffer (500 มิลลิลิตร) 

ละลาย BSA 1.5 กรัม ลงใน 1 X PBS จ านวน 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Tween 20 ลงไป 
0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันดี 
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14. 12% separating gel 
ผสมสารละลายดังกล่าวต่อไปนี้ให้เข้ากันตามล าดับ 
- น้ ากลั่น 2.65 มิลลิลิตร  
- 30% Acrylamide 3.2 มิลลิลิตร 
- 1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.8 2 มิลลิลิตร 
- 10% SDS 160 ไมโครลิตร 
- 10% APS 80 ไมโครลิตร 
- TEMED 8 ไมโครลิตร 

 
15. 6% stacking gel 

ผสมสารละลายดังกล่าวต่อไปนี้ให้เข้ากันตามล าดับ 
- น้ ากลั่น 2.6 มิลลิลิตร  
- 30% Acrylamide 1 มิลลิลิตร 
- 0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 6.8 1.25 มิลลิลิตร 
- 10% SDS 50 ไมโครลิตร 
- 10% APS 50 ไมโครลิตร 
- TEMED 5 ไมโครลิตร 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาววริยา เนมิตกนาม เกิดเมื่อวันที่ 27 สิงหาคม พ.ศ.2535 ที่ต าบลนครสวรรค์ตก 
อ าเภอเมือง จังหวัดนครสวรรค์ ส าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา เทคนิค
การแพทย์ จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2556 และได้เข้า
ศึกษาต่อในระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรวิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยาทางการแพทย์
และวิทยาภูมิคุ้มกัน ภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือดและจุลชีววิทยาคลินิก คณะสหเวช
ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2558 
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