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บทคัดย่อ 
การบ าบดัรักษาโรคด้วยสมนุใพรจดัวา่เป็นภมูิปัญญาท้องถ่ินที่สืบทอดกนัมาจากรุ่นสู่รุ่น โดยพบว่าในพืน้ที่ อ.แม่ใจ 

จ.พะเยา มีการน าน า้ต้มสมนุไพรที่ประกอบด้วยมะยม ลกูใต้ใบ และเตยหอม มาบ าบดัรักษาโรคในผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ซึง่ทัง้นี ้
โรคดงักลา่วมีกลไกการเกิดโรคที่สมัพนัธ์กบัการอกัเสบของร่างกาย ดงันัน้ ในการศกึษานี ้ผู้วิจยัจึงมีวตัถปุระสงค์ในการศกึษา
ฤทธ์ิของน า้ต้มสมุนไพรภูมิปัญญาท้องถ่ินและส่วนประกอบในน า้ต้มสมุนไพรแยกส่วนต่อการยับยัง้การอักเสบผ่านการ           
ท าหน้าที่ของเอนไซม์ไซโคลออกซีจีเนส-ท ู(COX-2) ที่สง่ผลต่อการหลัง่สารพรอสตาแกลนดิน อีท ู(PGE2) โดยผู้วิจยัได้ท าการ
กระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ด้วยไลโพโพลีแซคคาไรด์ (LPS) ภายหลงัการเพาะเลีย้งร่วมกับสารสกัดจากน า้ต้ม
สมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่นที่ความเข้มข้น 100, 200 และ 400 µg/ml แล้วจึงตรวจสอบผลของสาร
สกัดต่อการตายของเซลล์ การหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ด้วยวิธี trypan blue assay, enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) และ COX activity assay ตามล าดับ ผลการศึกษา พบว่า สารสกัดจากน า้ต้ม
สมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรทัง้ 3 ชนิดไมส่ง่ผลเป็นพิษตอ่เซลล์ นอกจากนัน้สารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพรมะยม
ที่ความเข้มข้น 200 และ 400 µg/ml สารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพรลกูใต้ใบ และสารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพรรวมในทุกความ
เข้มข้นสามารถลดการหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ดงันัน้              
น า้ต้มสมนุไพรภมูิปัญญาท้องถ่ิน อ.แม่ใจ จ.พะเยา จึงมีคณุสมบตัิในการยบัยัง้กระบวนการอกัเสบจากลกูใต้ใบและมะยมที่
เป็นสว่นประกอบ ซึง่ทัง้นีส้ารที่ท าหน้าที่หลกัในการออกฤทธ์ิของสว่นประกอบดงักลา่วอาจจะต้องมีการศกึษาเพิ่มเติมตอ่ไป  
ค าส าคัญ  :  น า้ต้มสมนุไพร ;  เตยหอม ; ลกูใต้ใบ ; การอกัเสบ ; พรอสตาแกลนดิน อีทู
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Abstract 

Thai traditional herb had been applied as an alternative medicine extensively in various area including Si 
Toi, Mae Chai, Phayao province that lastingly inherited the alleviation of disease severity with boiled herb consisted 
Phyllanthus acidus (L.) Skeels, Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. and Pandanus amaryllifolius Roxb. in 
diabetes mellitus patients. However, the severity of this disease was revealed the intimate relation with inflammatory 
process in human body. The present study thus purposed the effect of abovementioned folk wisdom boiled herb 
and its gradient extracts on anti-inflammation through the reduction of cyclooxygenase-2 (COX-2) activity and 
prostaglandin E2 (PGE2) secretion, respectively. RAW264.7 macrophage cell line was treated with folk wisdom 
boiled herb and its gradient extracts prior induction by lipopolysaccharide (LPS). The cytotoxic and anti-
inflammatory effect of these extracts were subsequently evaluated by trypan blue exclusion, COX activity and PGE2 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Our data showed the non-toxicity of folk wisdom boiled herb and its 
gradient extracts on macrophage cell line. Moreover, all concentrations (100, 200 and 400 µg/ml) of folk wisdom 
boiled herb, Phyllanthus niruri and Phyllanthus acidus at concentration of 200 and 400 µg/ml significantly inhibit 
PGE2 secretion and COX-2 activity in macrophage cell line with dose dependence manner (p<0.05). Accordingly, 
this folk wisdom boiled herb had inhibitory effect on inflammation, which derived from Phyllanthus niruri and 
Phyllanthus acidus, respectively. The bioactive compounds in these extracts may be explored for the further 
development into community health product.  
 

Keywords :  boiled herb ;  Phyllanthus niruri ; Pandanus amaryllifolius ; Inflammation ; Prostaglandin E2 
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บทน า 
ภูมิปัญญาท้องถ่ินจดัเป็นความรู้ความสามารถอนัเกิดจากความเฉลียวฉลาด และประสบการณ์ของคนในท้องถ่ิน              

ในการใช้ทรัพยากรที่มีอยูใ่นชมุชนเพื่อประดิษฐ์คิดค้นจนกลายเป็นผลติภณัฑ์ที่สามารถน ามาแก้ไขปัญหาด้านตา่ง ๆ  ซึง่รวมถงึ
การบ าบัดรักษาโรคภัยไข้เจ็บผ่านการน าสมุนไพรในท้องถ่ินมาต้มแล้วให้ผู้ ป่วยหรือกลุ่มเสี่ยงของโรคดื่มน า้ต้มดังกล่าว               
เพื่อบรรเทาอาการของโรค ที่เรียกกนัวา่ “น า้ต้มสมนุไพร” ซึง่มีมากมายหลายแบบตามแตล่ะองค์ประกอบของสมนุไพรในแตล่ะ
พืน้ที่ และการสืบทอดต่อกันมาจากรุ่นสู่รุ่น จากการส ารวจพืน้ที่ในจังหวดัพะเยา พบว่า ชุมชนต าบลศรีถ้อย อ าเภอแม่ใจ          
มีการใช้ภมูิปัญญาท้องถ่ินน า้ต้มสมนุไพรที่ประกอบไปด้วยสว่นผสมของพืชสมนุไพร 3 ชนิด คือ มะยม (Phyllanthus acidus 
(L.)  Skeels) ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.) และเตยหอม (Pandanus amaryllifolius Roxb.)                
ในการบ าบดัรักษาผู้ ป่วยและกลุม่เสี่ยงโรคเบาหวาน (diabetes mellitus) เพื่อช่วยลดระดบัน า้ตาลในเลือดและบ ารุงร่างกาย 
ซึ่งจากการศึกษากลไกการเกิดและความรุนแรงของโรคเบาหวานทัง้ชนิดที่ 1 และ 2 พบว่ามีความเก่ียวข้องกับกระบวนการ
อกัเสบ (inflammation) ในการท าลาย β-cell ที่ท าหน้าที่ผลติสารอินซูลนิ จึงท าให้ไมส่ามารถควบคมุระดบัน า้ตาลในเลอืดของ
ผู้ ป่วยได้ (Esser et al., 2014; Lontchi-Yimagou et al., 2013) โดยการเกิดขึน้ของกระบวนการอกัเสบนีเ้ป็นผลมาจากการ
กระตุ้นของสิง่เร้าตา่ง ๆ เช่น การติดเชือ้ (infection) ความเครียด (stress) หรือการบาดเจ็บ (injury) ของเนือ้เยื่อภายในอวยัวะ 
เป็นต้น สง่ผลให้เซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนั ได้แก่ เซลล์นิวโตรฟิล และแมคโครฟาจ เกิดปฏิกิริยาการตอบสนองด้วยการเคลือ่นที่
เข้าสูบ่ริเวณเนือ้เยื่อที่มีการอกัเสบ และหลัง่สารทีท่ าให้เกิดการอกัเสบ เช่น ไซโตไคน์ (cytokine) ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) 
หรือพรอสตาแกลนดิน (prostaglandin) เป็นต้น (Buckley et al., 2014; Serhan et al., 2008) ซึ่งจากความสัมพันธ์ของ
กระบวนการอกัเสบกบักลไกการเกิดโรคเบาหวานดงักล่าว จึงท าให้มีการน ายาต้านการอกัเสบมาใช้ร่วมด้วยในผู้ ป่วย ทัง้นี ้           
เพื่อช่วยลดความรุนแรงและอาการแทรกซ้อนต่าง ๆ ที่อาจเกิดขึน้ในผู้ ป่วยได้ (Pollack et al., 2016; Sowers et al., 2005)              
อีกทัง้ยาต้านการอกัเสบดงักลา่วยงัมีความสามารถในการช่วยลดระดบัน า้ตาลในเลอืดได้อีกด้วย (Dandona & Aljada, 2002; 
Li et al., 2007) โดยยาต้านการอกัเสบที่ใช้ในปัจจบุนัทัง้ที่เป็นแบบ สเตียรอยด์ (steroid) และไม่ใช่สเตียรอยด์ (non-steroid) 
พบวา่ มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท าหน้าที่ของเอนไซม์ไซโคลออกซีจีเนส (cyclooxygenase, COX) ในกระบวนการยอ่ยกรดไขมนั         
อะราชิโดนิก จากเยื่อหุ้มเซลล์ให้กลายเป็นพรอสตาแกลนดิน อีทู (prostaglandin E2, PGE2) ซึ่งมีผลชักน าให้เกิดภาวะ     
หลอดเลือดขยายตวัในระบบไหลเวียนโลหิต เพิ่มความสามารถในการซึมผ่านผนงัหลอดเลือดของสารน า้ต่าง  ๆ ท าให้เกิด
อาการปวด บวม แดง ร้อน ในบริเวณที่มีการอักเสบ และอาจส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บของเนือ้เยื่อในบริเวณนัน้ร่วมด้วย 
(Gomez et al., 2013; Kawahara et al., 2015) ดังนัน้ ยาต้านการอักเสบที่ใช้ในปัจจุบันจึงมีผลลดอาการดังกล่าว และ
สามารถสง่ผลลดความรุนแรงของโรคที่เก่ียวข้องกบัการอกัเสบโดยเฉพาะโรคเบาหวานได้ แตอ่ยา่งไรก็ตาม ยาต้านการอกัเสบ
ดงักล่าวมกัมีผลข้างเคียงอนัไม่พึงประสงค์ต่อผู้ ป่วย โดยท าให้เกิดการส่งผลต่อระบบประสาทสว่นกลาง และระบบทางเดิน
อาหาร ซึ่งสามารถท าให้ผู้ ป่วยเกิดอาการเวียนศีรษะ ปวดท้อง และคลื่นไส้อาเจียนได้ (Sostres et al., 2013; Vonkeman & 
Van De Laar, 2010) อีกทัง้ต้องน าเข้าจากตา่งประเทศ จึงมีราคาแพงสง่ผลเป็นอปุสรรคในการรักษากบัผู้ ป่วยที่มีรายได้น้อย 
ดงันัน้ การบ าบดัรักษาโรคด้วยวิธีการอื่นท่ีนอกเหนือไปจากการใช้ยาแผนปัจจบุนั โดยเฉพาะการใช้พืชสมนุไพรท้องถ่ิน จึงได้
น ามาเป็นการแพทย์ทางเลือกที่จะเป็นการกระจายโอกาสในการเข้าถึงการรักษาในประชาชนทุกกลุ่ม ทัง้นี ้เนื่องจากพืช
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สมนุไพรพบว่ามีอยูใ่นแตล่ะท้องถ่ิน จึงสามารถหามาใช้ได้ง่าย มีราคาถกู เกิดผลข้างเคียงอนัไมพ่ึงประสงค์น้อย รวมถึงยงัถือ
เป็นหนึง่ในภมูิปัญญาที่สบืทอดกนัมา จึงท าให้ประชาชนในพืน้ท่ีเกิดการยอมรับและให้ความร่วมมือในการบ าบดัรักษาโรคเป็น
อยา่งดี 

จากการรายงานทางวิทยาศาสตร์ที่ผ่านมา พบว่าสารสกดัจากมะยมที่สกดัด้วยเอทานอลและเมทานอลในสว่นของ
ใบ ผล และส่วนที่อยู่เหนือดิน มีฤทธ์ิในการต้านอนมุูลอิสระ กระบวนการอกัเสบ รวมถึงการลดอาการเจ็บปวดที่เกิดขึน้จาก    
การอักเสบทัง้ในหลอดทดลอง ( in vitro) และสัตว์ทดลอง ( in vivo) (Chakraborty et al. , 2012; Hossain et al. , 2016; 
Hossen et al., 2015) ผ่านกลไกการยบัยัง้วิถีการสง่สญัญาณ (signaling pathway) และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ที่สง่ผลให้
เกิดการลดการหลัง่สารไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน (Hossen et al., 2015) สารสกัดจากลกูใต้ใบในส่วนของใบ 
สว่นที่อยู่เหนือดิน และในทกุ ๆ สว่นที่ผ่านการสกดัด้วยเอทานอล เฮกเซน เอทิลอะซิเตท เมทานอล และน า้กลัน่ สามารถต้าน
อนมุลูอิสระ ลดการอกัเสบ อาการเจ็บปวด ด้วยกลไกการยบัยัง้วิถีการสง่สญัญาณ และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ที่สง่ผลให้เกิด
การลดการหลัง่สารไนตริกออกไซด์ พรอสตาแกลนดิน และไซโคน์ ทัง้ในหลอดทดลอง และสตัว์ทดลอง (Alagan et al., 2019; 
Harikrishnan et al., 2018; Karuna et al., 2009; Kiemer et al., 2003; Kiran & Rao, 2013; Ofuegbe et al., 2014) อีกทัง้
สารสกัดจากเตยหอมในส่วนของใบและรากที่สกัดด้วยเอาทอล เมทานอล โพรพิลีนไกลคอล และน า้กลัน่ ก็มีความสามารถ            
ในการต้านอนุมูลอิสระในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Ibrahim & Adniruddin, 2018; Suwannakul et al., 2018) ดังนัน้            
จะเห็นว่าสว่นประกอบที่อยูใ่นน า้ต้มสมนุไพรภมูิปัญญาท้องถ่ินทัง้มะยม ลกูใต้ใบ และเตยหอม มีความเก่ียวข้องกบัการต้าน
การอกัเสบทัง้สิน้ แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อสว่นประกอบดงักลา่วมารวมกนัเป็นผลิตภณัฑ์น า้ต้มสมนุไพรท่ีเป็นภมูิปัญญาท้องถ่ิน
แล้วนัน้ พบวา่ยงัไมท่ราบถึงประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิต่อการยบัยัง้กระบวนการอกัเสบในกลไกตา่ง ๆ โดยเฉพาะการหลัง่สาร 
PGE2 ผ่านการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ดงันัน้ ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์ในการศกึษาความสามารถของน า้ต้ม
สมนุไพรภมูิปัญญาท้องถ่ิน รวมถึงความสามารถของสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรแตล่ะชนิดแยกสว่น (มะยม ลกูใต้ใบ หรือ
เตยหอม) ในการลดกระบวนการหลัง่สาร PGE2 ของเซลล์แมครโครฟาจที่ถกูกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบด้วยไลโพโพลแีซคคาไรด์ 
(LPS) ทัง้นีเ้พื่อให้เกิดเป็นข้อมลูทางวิทยาศาสตร์ในการระบสุรรพคุณยบัยัง้การอกัเสบของน า้ต้มสมนุไพรภมูิปัญญาท้องถ่ิน 
และทราบถึงสมุนไพรส่วนประกอบท่ีท าหน้าท่ีออกฤทธ์ิดงักล่าว ซึ่งอาจจะสามารถน ามาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ
ทดแทนการใช้ยาแผนปัจจบุนั รวมถึงก่อให้เกิดการอนรัุกษ์ภมูิปัญญาท้องถ่ิน และการเพิ่มรายได้ให้กบัชมุชนอีกทางหนึง่  
 
วิธีด าเนินการวิจัย    
1. การเตรียมสารสกดัจากน ้าตม้สมนุไพรลูกใตใ้บ มะยม และเตยหอม   
 เตรียมสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพรต ารับบ้านต้นตะเคียน ต าบลศรีถ้อย อ าเภอแม่ใจ จงัหวดัพะเยา ซึ่งประกอบด้วย
มะยม (สว่นใบและก้าน) ลกูใต้ใบ (สว่นรากและล าต้น) และเตยหอม (สว่นรากและล าต้น) ในอตัราสว่น 1:1:1 โดยพืชดงักลา่ว
ได้มีการระบุ voucher no. วงศ์ และสายพันธุ์จากองค์การสวนพฤกษศาสตร์ สวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ 

จังหวัดเชียงใหม่ ดังนี  ้ลูกใต้ใบ คือ QBG No.126494 วงศ์ PHYLLANTHACEAE และสายพันธุ์  Phyllanthus amarus 

Schumach. & Thonn. มะยม คือ QBG No.126493 วงศ์ PHYLLANTHACEAE และสายพันธุ์  Phyllanthus acidus (L.) 
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Skeels เตยหอม คือ QBG No.126495 วงศ์ PANDANACEAE และสายพันธุ์  Pandanus amaryllifolius Roxb. จากนัน้            

น าพืชทัง้หมดมาผึ่งให้แห้งในที่ร่ม สกัดสารด้วยน า้กลัน่ในอตัราส่วนของพืช  1 ส่วนต่อน า้ 10 ส่วน โดยการน าพืชสมุนไพร           
ลกูใต้ใบ มะยม และเตยหอมในสว่นดงักลา่วอยา่งละ 100 กรัม มาเติมลงในหม้อต้มร่วมกนั แล้วเติมน า้กลัน่ 3000 มิลลลิติรตอ่
หม้อต้ม ท าการต้มที่อณุหภมูิ 100°C นาน 1 ชัว่โมง จะได้สว่นของน า้ต้มสมนุไพรรวม ในขณะที่น า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น จะน า
พืชสมนุไพรมะยม ลกูใต้ใบ หรือเตยหอมอย่างละ 100 กรัม มาเติมลงในหม้อต้มแยกกนั แล้วเติมน า้กลัน่ 1000 มิลลิลิตรต่อ
หม้อต้ม ท าการต้มที่อณุหภมูิ 100°C นาน 1 ชัว่โมง เมื่อครบเวลา กรองน า้ต้มด้วยผ้าขาวบาง และน าน า้ที่กรองออกมาไปป่ัน
ตกตะกอนที่ความเร็ว 400×g นาน 10 นาที จากนัน้ท าให้น า้ต้มแห้งเป็นผงโดยการท าให้แห้งแบบแช่เยือกแข็งด้วยเคร่ือง 
lyophilizer (Labconco, USA) นาน 24 ชัว่โมง แล้วจึงเก็บผงสารสกดัไว้ในขวดสชีาที่อณุหภมูิ -20°C จนกวา่จะน ามาทดสอบ  

2. การเตรียมสารสกดัความเข้มข้นเร่ิมตน้ (stock concentration) 
 เตรียมสารสกดัจากน า้ต้มพืชสมนุไพรรวม (ลกูใต้ใบ มะยม เตยหอม) และน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น ในความเข้มข้น
เร่ิมต้นเท่ากับ 1 mg/ml โดยการชั่งสารสกัดแต่ละชนิด 0.001 g แล้วละลายด้วย phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร            
1 ml จากนัน้ท าให้สารสกัดจากน า้ต้มพืชสมุนไพรรวม (ลูกใต้ใบ มะยม เตยหอม) และน า้ต้มสมุนไพรแยกส่วนปราศจาก               
เชือ้จุลชีพที่อาจปนเปื้อนอยู่ด้วยการน าสารสกัดไปกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Sartorius, Germany)               
แล้วท าการเก็บสารสกดัดงักลา่วไว้ที่อณุหภมูิ -20°C เพื่อน าไปใช้ในการทดสอบตอ่ไป  

3. การเพาะเลีย้งเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 
 เพาะเลีย้งเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 จาก American Type Culture Collection (ATCC, USA) เลขที่ TIB-71 
เพื่อเพิ่มจ านวนที่อณุหภมูิ 37°C ใน 5% CO2 incubator (Sheldon Manufacturing, USA) ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ Dulbecco's 
modified eagle's medium (DMEM)  (Gibco, USA)  ที่ มี  10% fetal bovine serum ( FBS)  (Gibco, USA) , penicillin G 
(Sigma-Aldrich, USA) ความเข้มข้น 60 U/ml และ streptomycin (Sigma-Aldrich, USA) ความเข้มข้น 60 µg/ml 

4. การทดสอบความเป็นพิษของเซลล์ดว้ยวิธี trypan blue exclusion method 
 เติมเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ปรับความเข้มข้นให้ได้เทา่กบั 1×106 cells/ml ปริมาตร 50 µl ตอ่หลมุ 
แล้วเพาะเลีย้งใน 96-well tissue culture plate (Corning, USA) ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อให้เซลล์มีความ
หนาแนน่ประมาณ 70-80% จากนัน้เติมสารสกดัน า้ต้มสมนุไพรรวม (มะยม ลกูใต้ใบ เตยหอม) และน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่นใน
ความเข้มข้น 800 µg/ml เพื่อให้ความเข้มข้นสดุท้ายของสารสกดัแต่ละชนิดเท่ากบั 400 µg/ml, LPS (Invitrogen, USA) ใน
ความเข้มข้น 10 µg/ml และ LPS (Invitrogen, USA) ในความเข้มข้น 10 µg/ml ร่วมกับสารสกัดน า้ต้มสมนุไพรรวม (มะยม    
ลกูใต้ใบ เตยหอม) และน า้ต้มสมนุไพรแยกส่วนในความเข้มข้น 800 µg/ml ปริมาตร 50 µl ต่อหลมุ แล้วน าไปบ่มที่อณุหภมูิ 
37°C ใน 5% CO2 incubator (Sheldon Manufacturing, USA) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบเวลา ท าการล้างเซลล์ด้วย PBS 
1 ครัง้ แล้วบ่มเซลล์ในแต่ละหลุมทดสอบร่วมกับ 0.25% trypsin-EDTA (Gibco, USA) ใน 5% CO2 incubator (Sheldon 
Manufacturing, USA) เป็นเวลา 5 นาที เพื่อท าให้เซลล์หลดุออกจาก plate จากนัน้ดดูเซลล์จากแตล่ะหลมุทดสอบมาผสมกบั 
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0.4% trypan blue (Gibco, USA) ในอตัราสว่น 1:1 นบัจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต (ไมต่ิดสี trypan blue) และเซลล์ที่ไมม่ีชีวิต (ติดสี 
trypan blue) จากนัน้ค านวณหาร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (%viability) จากสตูร 

%viability = จ านวนเซลล์ทีมี่ชีวิต × 100 (1) 
      จ านวนเซลล์ทัง้หมด 

5. การกระตุน้เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ดว้ย LPS 
 ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ใน 96-well plate tissue culture (Corning, USA) จนเซลล์มี
ความหนาแนน่ประมาณ 70-80% แล้วก็ท าการเติมสารสกดัน า้ต้มสมนุไพรรวม (มะยม ลกูใต้ใบ เตยหอม) และน า้ต้มสมนุไพร
แยกส่วน ปริมาตร 50 µl ลงในแต่ละหลมุทดสอบ เพื่อให้ความเข้มข้นสดุท้ายของสารสกัดแต่ละชนิดเท่ากับ 100, 200 และ 
400 µg/ml ยกเว้นหลมุที่เป็น vehicle control ให้เติม PBS ลงไปแทน น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37°C ใน 5% CO2 incubator เป็น
เวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา ดูดน า้เลีย้งเซลล์ในแต่ละหลุมทิง้ แล้วเติม LPS (Invitrogen, USA) ที่ความเข้มข้น 10 µg/ml 
ปริมาตร 50 µl ลงในทุกหลมุทดสอบ ยกเว้นหลมุที่เป็น cell control ให้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ 10% FBS-DMEM ลงไปแทน 
จากนัน้น าไปบม่ที่อณุหภมูิ 37°C ใน 5% CO2 incubator (Sheldon Manufacturing, USA) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบเวลา 
ดูดน า้เลีย้งเซลล์และท าให้เซลล์หลดุออกจาก plate ด้วยการบ่มเซลล์ร่วมกับ 0.25% trypsin-EDTA (Gibco, USA) ใน 5% 
CO2 incubator (Sheldon Manufacturing, USA) เป็นเวลา 5 นาที ทัง้นีเ้พื่อเตรียมให้เป็นตัวอย่างที่เหมาะสมส าหรับการ
ทดสอบ PGE2 และ COX-2 ตามล าดบั ตอ่ไป 

6. การเตรียมตวัอย่างส าหรบัการตรวจวดัสาร PGE2 และเอนไซม์ COX-2 
 การทดสอบการหลัง่สาร PGE2 ในน า้เลีย้งเซลล์ของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 สามารถท าได้โดยเก็บ
น า้เลีย้งเซลล์ในแต่ละหลุมทดสอบมากรองเอาเศษเซลล์ออกด้วย 0.2 µm cellulose acetate membrane (Sartorius, 
Germany) จากนัน้เก็บสว่นใสที่ผา่นกรองไว้ที่อณุหภมูิ -20°C จนกวา่จะท าการทดสอบ 
 การทดสอบความสามารถในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 สามารถ
ท าได้โดยน าเซลล์เพาะเลีย้งในแตล่ะหลมุทดสอบเดียวกนักบัการทดสอบการหลัง่สาร PGE2 มาแตกด้วย 0.1 M Tris-HCl, pH 
7.8 ที่ประกอบด้วย 1 mM EDTA ปริมาตรหลมุละ 200 µl ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าไปป่ันที่ 10,000×g, 
4°C นาน 15 นาที แล้วเก็บสว่นใสภายหลงัการป่ันไว้ที่อณุหภมูิ -20°C จนกวา่จะท าการทดสอบ 

7. การตรวจวดัการหลัง่ของสาร PGE2 ดว้ยวิธี competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
 ท าการตรวจวดัปริมาณการหลัง่ของสาร PGE2 ในน า้เลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ด้วยชุดทดสอบ
ส าเร็จรูป PGE2 parameter assay ที่อาศยัหลกัการ competitive ELISA (R&D Systems, USA) ซึ่งมีรายละเอียดการทดสอบ 
คือ เติมแอนติบอดีตอ่ PGE2 ปริมาตรหลมุละ 50 µl ลงใน ELISA plate ที่เคลอืบไว้ด้วย sheep anti-mouse IgG แล้วน าไปบม่
ที่อุณหภูมิห้อง (25°C) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ล้าง ELISA plate ด้วย washing buffer (0.05% tween20-PBS) 
ทัง้หมด 4 ครัง้ จากนัน้ดูดน า้เลีย้งเซลล์ที่ได้ในแต่ละหลมุทดสอบมาเติมลงใน ELISA plate ปริมาตรหลมุละ 50 µl แล้วเติม 
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PGE2 ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) ลงไปพร้อมกนัในปริมาตรหลมุละ 50 µl เช่นเดียวกนั น าไปบม่
ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ล้าง ELISA plate ด้วย washing buffer ทัง้หมด 4 ครัง้ จากนัน้เติม TMB 
substrate ปริมาตรหลมุละ 100 µl แล้วน าไปบ่มที่อณุหภมูิ 25°C เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา หยดุปฏิกิริยาที่เกิดขึน้โดย
การเติม 1M sulfuric acid ในปริมาตรหลมุละ 100 µl แล้วน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm ด้วย
เคร่ือง ELISA reader (Bio-Rad, USA) จากนัน้น าไปเทียกบักราฟมาตรฐาน เพื่อให้ได้ความเข้มข้นของ PGE2 (pg/ml) ที่หลัง่
ออกมาจากเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ และค านวณร้อยละการยบัยัง้ในการหลัง่สาร PGE2 ของสารสกดัน า้ต้มสมนุไพรเทียบ
กบัเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS แตไ่มเ่ติมสารสกดั จากสตูร 

%PGE2 inhibition = (ความเข้มข้น PGE2 vehicle control – ความเข้มข้น PGE2 สารสกดั) × 100 (2) 
         ความเข้มข้น PGE2 vehicle control  

8. การตรวจวดัความสามารถในการท าหนา้ทีข่องเอนไซม์ COX-2 ดว้ยวิธี COX activity assay 
 ตรวจวดัความสามารถในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ด้วยชุด
ทดสอบส าเร็จรูป COX activity assay (Cayman Chemical, USA) ซึ่งมีรายละเอียดการทดสอบ คือ น าสว่นใสที่ได้ภายหลงั
จากการแตกเซลล์ในแตล่ะหลมุทดสอบในปริมาตร 150 µl ไปต้มในน า้เดือดนาน 5 นาที แล้วน าไปป่ันท่ี 8,000×g นาน 1 นาที 
จากนัน้น าสว่นใสที่ได้มาท าการทดสอบใน 96-well flat bottom plate ในชดุการทดสอบ ดงันี ้1) หลมุ background เติม assay 
buffer ปริมาตร 120 µl, hemin ปริมาตร 10 µl และสว่นใสจากตวัอยา่งที่ผา่นการต้ม (inactivated sample) ปริมาตร 40 µl 2) 
หลุม standard เติม assay buffer ปริมาตร 150 µl, hemin ปริมาตร 10 µl และ standard solution ปริมาตร 10 µl 3) หลุม
ตัวอย่าง เติม assay buffer ปริมาตร 120 µl, hemin ปริมาตร 10 µl และตัวอย่างที่ไม่ผ่านการต้ม ปริมาตร 40 µl 4) หลุม 
inhibitor เติม assay buffer ปริมาตร 110 µl, hemin ปริมาตร 10 µl, ตวัอยา่งที่ไมผ่า่นการต้ม ปริมาตร 40 µl และ SC-560 ซึง่
จะยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ COX-1 ปริมาตร 10 µl จากนัน้ท าการเขย่า plate เบา ๆ เพื่อผสมสารที่เติมให้เข้ากัน แล้ว
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ  25°C เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลา เติม N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) 
substrate ปริมาตรหลมุละ 20 µl และเติม arachidonic acid solution เพื่อเร่ิมปฏิกิริยาในปริมาตรหลมุละ 20 µl เขย่าเพลท
เบา ๆ แล้วน าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 nm ด้วย
เคร่ือง ELISA reader (Bio-Rad, USA) จากนัน้น าไปเทียกับกราฟมาตรฐาน เพื่อให้ได้ค่าการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 
(U/ml) ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ และค านวณร้อยละการยบัยัง้ในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ของสารสกดัน า้ต้ม
สมนุไพรเทียบกบัเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS แตไ่มเ่ติมสารสกดั จากสตูร 

%COX-2 inhibition = (ค่าการท าหนา้ที่ COX-2 vehicle control – ค่าการท าหนา้ที ่COX-2 สารสกดั) × 100 (3) 
         ค่าการท าหนา้ที ่COX-2 vehicle control  
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9. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 รายงานข้อมลูในการทกุการทดสอบเป็นค่า mean±SEM จากการทดสอบซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ และอาศยัการวิเคราะห์
ผลทางสถิติด้วย Mann-Whitney U test หรือ one-way analysis of variance (ANOVA) ในการเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่ม 
หรือการเปรียบเทียบท่ีมากกวา่ 2 กลุม่ ตามล าดบั ซึง่ก าหนดคา่ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
 
ผลการวิจัย 
1. ผลของน ้าต้มสมุนไพร และส่วนประกอบในน ้าต้มสมุนไพร (มะยม ลูกใต้ใบ และเตยหอม) ต่อความมีชีวิตของเซลล์

เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ 
 ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่บ่มร่วมกบั LPS ความเข้มข้น 10 µg/ml แต่ไม่เติม
สารสกดั (vehicle control) และที่บม่ร่วมกบัสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร สว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพร (มะยม ลกูใต้ใบ และ
เตยหอม) ในความเข้มข้นสดุท้าย 400 µg/ml ทัง้ที่มี LPS และไม่มี LPS พบว่า มีค่าไม่แตกต่างกันกับเซลล์ที่ไม่บ่มร่วมกับ              
สารสกดั และ LPS (cell control) แสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร สว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพร และ LPS ไม่สง่
ให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ ดงัภาพที่ 1 
 

 
 
ภาพที่ 1  ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจในสภาวะต่าง ๆ ซึ่งประกอบไปด้วยสภาวะ cell control, vehicle 

control การเติมสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น (มะยม ลกูใต้ใบ และเตย
หอม) ในความเข้มข้น 400 µg/ml เพียงอย่างเดียว และการเติม LPS ร่วมกับสารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพร และ
สว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่นในความเข้มข้น 400 µg/ml ตามล าดบั  

 
2. ผลของน ้าตม้สมนุไพร และส่วนประกอบในน ้าตม้สมนุไพร ไดแ้ก่ มะยม ลูกใตใ้บ และเตยหอมต่อการหลัง่ PGE2 ของเซลล์

แมคโครฟาจ 
ความเข้มข้นของ PGE2 ที่หลัง่จากเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 10 

µg/ml พบว่า มีค่าแตกต่างกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้ นด้วย LPS อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงให้เห็นว่า LPS            
ในความเข้มข้นดงักลา่วสามารถกระตุ้นให้เซลล์เกิดการอกัเสบผ่านการหลัง่สาร PGE2 ได้ ดงัภาพที่ 2 ในขณะที่ความเข้มข้น
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ของ PGE2 ที่หลั่งจากเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่เติมสารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพร และส่วนประกอบ                      
ในน า้ต้มสมุนไพรแยกส่วนลกูใต้ใบทุก ๆ ความเข้มข้น (100, 200 และ 400 µg/ml) รวมถึงส่วนประกอบในน า้ต้มสมุนไพร               
แยกส่วนมะยมที่ความเข้มข้น 200 และ 400 µg/ml พบว่า มีค่าแตกต่างกับเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS แต่ไม่เติมสารสกัด                  
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แสดงให้เห็นวา่น า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพร คือ มะยม และลกูใต้ใบ 
ในความเข้มข้นดังกล่าว สามารถลดการหลัง่สาร PGE2 ที่หลัง่จากเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ได้                 
ดงัภาพท่ี 2 

 

ภาพที่ 2 ค่าความเข้มข้นของ PGE2 (pg/ml) ที่หลัง่จากเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ใน 
สภาวะต่าง ๆ ซึ่งประกอบไปด้วยสภาวะ cell control, vehicle control การเติมสารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพร และ
สว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพร (มะยม ลกูใต้ใบ และเตยหอม) ในความเข้มข้น 100, 200 และ 400 µg/ml ตามล าดบั 
สญัลกัษณ์ *, ** แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่  95% (p<0.05), 99% 
(p<0.01) ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั cell control ในขณะที่ #, ## แสดงให้เห็นถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05), 99% (p<0.01) ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั vehicle control 

 
เพื่อเปรียบเทียบความสามารถของสารสกดัในการยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 ของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 

264.7 กบัเซลล์ที่ไม่เติมสารสกดั ผลการศึกษาแสดงให้เห็นวา่สารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพร
ลกูใต้ใบทกุ ๆ ความเข้มข้น (100, 200 และ 400 µg/ml) รวมถึงสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรมะยมในความเข้มข้น 200 และ 
400 µg/ml สามารถยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 ของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ได้มากกวา่เซลล์ที่ไมเ่ติมสารสกดั
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และร้อยละการยบัยัง้ดังกล่าวเป็นไปตามระดบัความเข้มข้นของสารสกัดจากน า้ต้ม
สมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรลกูใต้ใบและมะยมที่สงูขึน้ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 3  
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ภาพที่ 3  ร้อยละการยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 ของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS ในสภาวะ
ต่าง ๆ ซึ่งประกอบด้วยสภาวะ vehicle control การเติมสารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพร และส่วนประกอบในน า้ต้ม
สมุนไพร (มะยม ลกูใต้ใบ และเตยหอม) ในความเข้มข้น 100, 200 และ 400 µg/ml ตามล าดบั สญัลกัษณ์ #, ## 
แสดงให้เห็นถงึความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05), 99% (p<0.01) ตามล าดบั 
เมื่อเปรียบเทียบกบั vehicle control 

 
3. ผลของน ้าตม้สมนุไพร และส่วนประกอบในน ้าตม้สมนุไพร ไดแ้ก่ มะยม ลูกใตใ้บ และเตยหอมต่อการท าหนา้ทีข่องเอนไซม์ 

COX-2 ในเซลล์แมคโครฟาจ 
ความสามารถในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS 

ความเข้มข้น 10 µg/ml พบว่า มีค่าแตกต่างกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย LPS อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดง                
ให้เห็นว่า LPS ในความเข้มข้นดังกล่าวสามารถกระตุ้นให้เซลล์เกิดการอักเสบผ่านการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ได้                  
ดงัภาพท่ี 4 ในขณะท่ีความสามารถในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่เติมสาร
สกดัจากน า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่นลกูใต้ใบทกุ ๆ ความเข้มข้น (100, 200 และ 400 µg/ml) 
รวมถึงส่วนประกอบในน า้ต้มสมุนไพรแยกส่วนมะยมที่ความเข้มข้น 200 และ 400 µg/ml พบว่า มีค่าแตกต่างกับเซลล์ที่               
ถกูกระตุ้นด้วย LPS แตไ่มเ่ติมสารสกดัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แสดงให้เห็นวา่น า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบใน
น า้ต้มสมุนไพร คือ มะยม และลูกใต้ใบ ในความเข้มข้นดังกล่าว สามารถลดการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์
เพาะเลีย้งแมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS ได้ ดงัภาพท่ี 4 

 
 



                           
                          วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 26 (ฉบบัที่ 2) พฤษภาคม – สิงหาคม พ.ศ. 2564 

                          BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 26 (No.2)  May – August   2021                                                                     บทความวิจยั 

 

 

 1232 
 

 
 
ภาพที่ 4  ความสามารถในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 (U/ml) ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ทีถ่กูกระตุ้น

ด้วย LPS ในสภาวะต่าง ๆ ซึ่งประกอบไปด้วยสภาวะ cell control, vehicle control การเติมสารสกัดจากน า้ต้ม
สมุนไพร และส่วนประกอบในน า้ต้มสมุนไพร (มะยม ลกูใต้ใบ และเตยหอม) ในความเข้มข้น 100, 200 และ 400 
µg/ml ตามล าดบั สญัลกัษณ์ *, ** แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
(p<0.05), 99% (p<0.01) ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั cell control ในขณะที่ #, ## แสดงให้เห็นถึงความแตกตา่ง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05), 99% (p<0.01) ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั vehicle 
control 

 
เพื่อเปรียบเทียบความสามารถของสารสกัดในการยับยัง้การท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์เพาะเลีย้ง        

แมคโครฟาจ RAW 264.7 กบัเซลล์ทีไ่มเ่ติมสารสกดั ผลการศกึษาแสดงให้เห็นวา่สารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบ
ในน า้ต้มสมนุไพรลกูใต้ใบทกุ ๆ ความเข้มข้น (100, 200 และ 400 µg/ml) รวมถึงสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรมะยมในความ
เข้มข้น 200 และ 400 µg/ml สามารถยบัยัง้การท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7              
ได้มากกว่าเซลล์ที่ไม่เติมสารสกดัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และร้อยละการยบัยัง้ดงักลา่วเป็นไปตามระดบัความ
เข้มข้นของสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร และสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรลกูใต้ใบและมะยมที่สงูขึน้ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 5 
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ภาพที่ 5  ร้อยละการยบัยัง้ความสามารถในการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ของเซลล์เพาะเลีย้งแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่
ถูกกระตุ้นด้วย LPS ในสภาวะต่าง ๆ ซึ่งประกอบด้วยสภาวะ vehicle control การเติมสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร 
และส่วนประกอบในน า้ต้มสมุนไพร (มะยม ลูกใต้ใบ และเตยหอม) ในความเข้มข้น 100, 200 และ 400 µg/ml 
ตามล าดับ สัญลักษณ์ *, ** แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น  95% 
(p<0.05), 99% (p<0.01) ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั cell control ในขณะที่ #, ## แสดงให้เห็นถึงความแตกตา่ง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05), 99% (p<0.01) ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั vehicle 
control 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

การพิสูจน์สรรพคุณทางยาของน า้ต้มสมุนไพรภูมิปัญญาท้องถ่ินต าบลศรีถ้อย อ าเภอแม่ใจ จังหวัดพะเยา และ
ส่วนประกอบสมุนไพรในน า้ต้มทัง้ 3 ชนิด คือ มะยม ลกูใต้ใบ และเตยหอม ในการยบัยัง้การอกัเสบผ่านกลไกการหลัง่สาร 
PGE2 ของเซลล์แมคโครฟาจที่ถกูกกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบในการศกึษานี ้พบว่า สารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพรรวม และน า้ต้ม
สมุนไพรแยกส่วนที่ความเข้มข้นสุดท้ายสูงที่สุดที่ใช้ (400 µg/ml) รวมถึง LPS ความเข้มข้น 10 ug/ml ที่ใช้ในการกระตุ้น
กระบวนการหลัง่สาร PGE2 ไมส่ง่ผลท าให้เซลล์เกิดความเป็นพิษ (ภาพท่ี 1) จากนัน้ ในการทดสอบความสามารถของสารสกดั
จากน า้ต้มสมุนไพร และน า้ต้มสมุนไพรแยกส่วนในการยบัยัง้การการหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 
ผู้วิจยัได้มีการกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจด้วย LPS ซึ่งเป็นสารพิษที่พบอยู่บนผนงัเซลล์ (endotoxin) ของเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ 
ในการกระตุ้นการท าหน้าที่ของเซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนั (immune cells) เมื่อมีการได้รับเชือ้ดงักลา่ว โดยเฉพาะการหลัง่สาร 
PGE2 ผา่นการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 (Bezugla et al., 2006; Díaz-Muñoz et al., 2012) ผลพบวา่ LPS ทีค่วามเข้มข้น 
10 µg/ml สามารถกระตุ้นการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในการหลัง่สาร PGE2 ได้ (ภาพที่ 2 และ 4) และความเข้มข้นของ 
LPS ดงักลา่วสามารถน ามาศึกษาดคูวามสามารถของสารสกดัในการต้านกระบวนการอกัเสบผ่านกลไกดงักลา่วตอ่ไปได้ ซึ่ง
ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าน า้ต้มสมุนไพร น า้ต้มสมุนไพรแยกส่วนลูกใต้ใบและมะยมมีประสิทธิภาพในการยับยัง้                        
การอกัเสบผ่านกระบวนการลดการหลัง่สาร PGE2 (ภาพที่ 2 และ 3) และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 (ภาพที่ 4 และ 5) 
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ของเซลล์แมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นได้ โดยสว่นประกอบสมนุไพรท่ีท าหน้าท่ีในการออกฤทธ์ิดงักลา่วนัน้เป็นผลมาจากสมนุไพร       
ลูกใต้ใบและมะยม ซึ่งพบว่าสมุนไพรลูกใต้ใบคาดว่าจะท าหน้าที่หลกัในกลไกการต้านกระบวนการอักเสบดงักล่าว ทัง้นี ้
เนื่องจากประสิทธิภาพในการยับยัง้การหลัง่สาร PGE2 (ภาพที่ 2 และ 3) และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 (ภาพที่ 4            
และ 5) พบได้ทกุความเข้มข้นในการศกึษาครัง้นี ้ในขณะท่ีสมนุไพรมะยมพบเฉพาะที่ความเข้มข้น 200 และ 400 µg/ml ดงันัน้     
การออกฤทธ์ิต้านการอกัเสบของสมนุไพรลกูใต้ใบจึงมีประสทิธิภาพมากกวา่มะยม อีกทัง้เมื่อพิจารณาความสามารถของน า้ต้ม
สมุนไพรรวมกับน า้ต้มสมุนไพรในส่วนของลูกใต้ใบและมะยม พบว่า สารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพรรวมสามารถยบัยัง้การ               
หลัง่สาร PGE2 (ภาพที่ 2 และ 3) และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 (ภาพที่ 4 และ 5) ได้มากกว่าน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น 
แสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากมะยมและลกูใต้ใบในน า้ต้มสมนุไพรอาจจะให้ผลสง่เสริมฤทธ์ิซึ่งกนัและกนั (synergistic effect) 
ในการต้านการอกัเสบผ่านกลไกการยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ดงักล่าว อย่างไรก็ตาม 
ควรมีการศกึษาเพิ่มเติมเพื่อพิสจูน์สมมติฐานดงักลา่ว โดยการปรับเปลีย่นสว่นประกอบของน า้ต้มสมนุไพรให้ประกอบด้วยพืช
สมนุไพรมะยมและลกูใต้ใบ แล้วท าการเปรียบเทียบผลกบัน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น 1 ชนิด และน า้ต้มสมนุไพที่ประกอบด้วยพืช
สมนุไพรทัง้ 3 ชนิด ทัง้นีเ้พื่อให้ทราบถึงผลการเสริมฤทธ์ิของพืชสมนุไพรมะยมและลกูใต้ใบท่ีออกฤทธ์ิในการศกึษาครัง้นี ้ 

ผลการออกฤทธ์ิต้านการอกัเสบผ่านกลไกการลดหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ของสมนุไพร
มะยมและลกูใต้ใบที่เป็นสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรในการศกึษานี ้พบว่ามีความสอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้าที่แสดง
ให้เห็นถึงการยบัยัง้สารหรือกระบวนตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ มีความสมัพนัธ์กบัการพบสารประกอบฟีนอลกิในการเป็น
ส่วนประกอบทางชีวภาพ (bioactive compounds) หลักที่อยู่ในสารสกัด โดยสารสกัดจากมะยมในส่วนของใบหรือผล            
จะประกอบไปด้วยสารประกอบฟีนอลิก โดยเฉพาะสารในกลุ่มฟลาโนวอยด์ (flavonoids) เช่น เควอซิทิน (quercetin) และ          
แคมพ์เฟอรอล (kaempferol) เป็นต้น (Kumar et al., 2017; Tram & Cuong, 2016) ในการส่งผลให้มีความสามารถใน        
การยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระ การอกัเสบ และการเจ็บปวด รวมถึงการลดการหลัง่สารไนตริกออกไซด์ (Chakraborty et al., 
2012; Ghafar et al., 2018) ในขณะที่สารสกัดจากลูกใต้ใบในส่วนที่อยู่ เหนือดิน ใบ และในทุก ๆ ส่วน ก็ประกอบด้วย
สารประกอบฟีนอลิก เช่น กรดฟีนอลิก (phenolic acid) กรดแกลลิค (gallic acid) และลิกแนนส์ (lignans) รวมถึงสารในกลุม่ 
ฟลาโนวอยด์ (ควอซิทิน แคมพ์เฟอรอล และแอนโทรไซยานิน (anthocyanins)) เป็นต้น (Kumar et al., 2017; Mamza et al., 
2012) ในการเป็นสารประกอบหลกัท่ีท าหน้าท่ีออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ลดการอักเสบ และการเจ็บปวด (Alagan et al., 
2019; Harikrishnan et al., 2018; Karuna et al., 2009) จึงอาจเป็นไปได้ว่าสารในกลุ่มนีข้องน า้ต้มสมุนไพรภูมิปัญญา
ท้องถ่ินท าหน้าที่เก่ียวข้องกบัการยบัยัง้กระบวนการอกัเสบในการศกึษานีผ้า่นการลดการหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของ
เอนไซม์ COX-2 อีกทัง้จะเห็นได้ว่าสารสกัดจากน า้ต้มสมุนไพรมีฤทธ์ิยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 (ภาพที่ 2 และ 3) และการ       
ท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 (ภาพท่ี 4 และ 5) ในเซลล์แมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS ได้มากกวา่น า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น
แต่ละชนิด อาจเนื่องมาจากน า้ต้มสมนุไพรประกอบด้วยสารประกอบฟีอลิกทัง้ในส่วนของมะยมและลกูใต้ใบ ซึ่งมีมากกว่า      
น า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น จึงสง่ผลให้น า้ต้มสมนุไพรสามารถยบัยัง้กระบวนการอกัเสบผ่านการลดการหลัง่สาร PGE2 ได้ดีกวา่   
น า้ต้มสมนุไพรแยกสว่น อย่างไรก็ตาม เพื่อยืนยนัผลของสารประกอบฟีนอลิกในการเป็นสารประกอบทางชีวภาพที่ท าหน้าที่
ออกฤทธ์ิดงักลา่ว ควรท าการศกึษาแยกชนิดของสารที่เป็นองค์ประกอบหลกัในน า้ต้มสมนุไพรด้วยเทคนิค high performance 
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liquid chromatography (HPLC)  ห รื อ  gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS)  เ พิ่ ม เ ติ ม ต่ อ ไป  ทั ง้ นี ้
ความสามารถในการยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์แมคโครฟาจของน า้ต้มสมนุไพร 
น า้ต้มลกูใต้ใบที่ความเข้มข้น 100-400 µg/ml และน า้ต้มมะยมที่ความเข้มข้น 200-400 µg/ml พบว่ามีความสอดคล้องกบั
การศึกษาก่อนหน้าท่ีแสดงให้เห็นถึงฤทธ์ิในการลดการหลัง่สาร PGE2 ในเซลล์แมคโครฟาจของสารสกดัจากใบมะยมที่สกัด
ด้วยเมทานอลในความเข้มข้น 200-300 µg/ml (Hossen et al., 2015) และสารสกัดจากลูกใต้ใบในทุก ๆ ส่วนที่สกัดด้วย         
เอทานอล/น า้ และเฮกเซนในความเข้มข้น 100 และ 125 µg/ml ตามล าดบั (Kiemer et al., 2003) รวมถึงที่สกดัด้วยเอทานอล
ในความเข้มข้น 30-60 µg/ml (Harikrishnan et al., 2018) ในขณะที่สารสกัดจากเตยหอมในการศึกษานีแ้ละการศึกษา       
ก่อนหน้าก็ไมพ่บความสามารถในการยบัยัง้การหลัง่สาร PGE2 ของเซลล์แมคโครฟาจเช่นเดียวกนั ซึง่การศกึษาก่อนหน้ามีการ
รายงานผลเฉพาะความสามารถของสารสกัดจากเตยหอมในการต้านอนุมูลอิสระ เท่านัน้ (Ibrahim & Adniruddin, 2018; 

Suwannakul et al., 2018) จึงบง่ชีไ้ด้วา่การต้านการอกัเสบของสารสกดัจากน า้ต้มสมนุไพร และน า้ต้มสมนุไพรแยกสว่นมะยม
และลูกใต้ใบในการศึกษานีม้ีฤทธ์ิท่ีใกล้เคียงกันกับการศึกษาก่อนหน้าในการยับยัง้กลไกการหลั่งสาร PGE2 ของเซลล์          
แมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้น 

PGE2 เป็นสารสื่อกลางทางเคมีที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบของร่างกายประเภทหนึ่ง โดยจะมี ผลท าให้       
หลอดเลือดภายในระบบไหลเวียนโลหิตเกิดการขยายตวั และเพิ่มความสามารถของสารน า้ในการซึมผ่านผนงัหลอดเลือด
ไปสู่เนื่อเยื่อภายในอวัยวะต่าง ๆ ส่งผลให้อวัยวะดงักล่าวเกิดความเสียหายจนเกิดพยาธิสภาพแล้วท าให้เกิดโรคในที่สดุ 
(Gomez et al., 2013; Kawahara et al., 2015) กลไกการสร้างและหลัง่สาร PGE2 นีพ้บว่าเกิดขึน้จากการกระตุ้นเซลล์ตา่ง ๆ 
ในร่างกาย โดยเฉพาะเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่เก่ียวข้องกับการอักเสบ เช่น โมโนไซต์ และแมคโครฟาจ เป็นต้น จากสิ่ง
แปลกปลอมที่ได้รับมาจากภายนอกร่างกาย หรือสารภายในร่างกายที่มีความสามารถในการกระตุ้นการตอบสนองของเซลล์
ดงักล่าว (Gomez et al., 2013; Serhan et al., 2015) โดยส่งผลให้มีการย่อยฟอสโฟลิปิดบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ด้วยเอนไซม์   
ฟอสโฟไลเปส เอท ูให้กลายเป็นกรดไขมนัอะราชิโดนิก จากนัน้เอนไซม์ COX ทัง้ชนิด COX-1 และ COX-2 จะท าหน้าที่เปลี่ยน
กรดไขมนัอะราชิโดนิกดงักล่าวให้เกิดเป็นสารพรอสตาแกลนดิน ซึ่งมีด้วยกนัหลายประเภท ได้แก่ PGE2, PGD2, PGF2 และ 
PGI2 อย่างไรก็ตาม PGE2 พบว่าเป็นสารที่พบได้มากที่สดุและท าหน้าที่หลกัในกระบวนการอกัเสบของร่างกายมนษุย์ (Park          
et al., 2006; Serhan & Levy, 2003) ดังนัน้ ความสามารถในการลดการสร้างและหลั่งสาร PGE2 จึงถือกลไกที่ส าคัญ                 
อย่างหนึ่งในการต้านการอกัเสบที่มีความสมัพนัธ์กับการเกิดความรุนแรงของโรคต่าง  ๆ ที่เก่ียวข้องกบักระบวนการดงักลา่ว 
เช่น โรคเบาหวาน หรือข้ออกัเสบรูมาตอยด์ เป็นต้น โดยยาที่ใช้ยบัยัง้กระบวนการอกัเสบหรือลดความรุนแรงของโรคดงักลา่วนี ้
ในปัจจุบันทัง้ที่เป็นแบบสเตียรอยด์ (steroid) และไม่ใช่สเตียรอยด์ (non-steroid) เช่น แอสไพริน (aspirin), ไอบูโพรเฟน 
(ibuprofen) หรือไดโคลฟีแนค (diclofenac) เป็นต้น พบว่ามีการออกฤทธ์ิในการยับยัง้การท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX 
โดยเฉพาะ COX-2 ทัง้นีเ้นื่องจากเป็นเอนไซม์ที่เกิดการตอบสนองเฉพาะในกรณีที่มีการกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบหรือการ
บาดเจ็บเท่านัน้ ในขณะที่ COX-1 จะมีการท าหน้าที่ทัง้ในสภาวะปกติและสภาวะที่มีการกระตุ้ น (Gomez et al., 2013; 
Kawahara et al., 2015) ดังนัน้ การลดการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในการเปลี่ยนกรดไขมนัอะราชิโดนิกให้เป็นสาร 
PGE2 จึงถือวา่มีบทบาทส าคญัในการต้านกระบวนการอกัเสบที่เกิดขึน้ในร่างกายมนษุย์อยา่งจ าเพาะ โดยวิถีการสง่สญัญาณ 
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(signaling pathway) ให้เกิดการกระตุ้นการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในการท าให้เกิดการหลัง่สาร PGE2 ของเซลล์       
แมคโครฟาจ พบวา่ เกิดขึน้จากการสง่สญัญาณภายในเซลล์หลายวถีิด้วยกนั เช่น วิถีการสง่สญัญาณของ NF-κB, MAPK และ 
β-catenin เป็นต้น (Robertson, 2017; Sun & Li, 2018) จากผลการศึกษาในครัง้นีท้ี่พบความสามารถของน า้ต้มสมนุไพรใน
การลดการหลัง่สาร PGE2 ผ่านการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์แมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS จึงอาจจะมีกลไก
มาจากการยบัยัง้การสง่สญัญาณในวิถีของ NF-κB และ MAPK ทัง้นีเ้นื่องมาจากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นวา่สารสกดั

จากมะยมและลกูใต้ใบสามารถลดการแสดงออกของโปรตีนในวิถีการสง่สญัญาณของ NF-κB เช่น IκB-α, Src, Syk เป็นต้น 
รวมถึงวิถีการส่งสัญญาณของ MAPK เช่น ERK1/2, JNK และ p38 เป็นต้น (Harikrishnan et al., 2018; Hossen et al., 
2015) อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการยับยัง้การส่งสญัญาณในวิถีต่าง ๆ ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรยังขึน้อยู่กับ
สว่นประกอบทางชีวภาพหลกัในพืชสมนุไพรนัน้ ๆ ด้วย ซึง่ต้องมีการศกึษาเพิ่มเติมตอ่ไป ทัง้นี ้ผลการศกึษาในครัง้นีท้ี่แสดงให้
เห็นถึงประสิทธิภาพของน า้ต้มสมุนไพรในการยบัยัง้กระบวนการหลัง่สาร PGE2 อาจจะส่งผลท าให้มีการต่อยอดน าน า้ต้ม
สมุนไพรที่ประกอบด้วยมะยมและลูกใต้ใบมาประยุกต์เป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติในการเป็นทางเลือกส าหรับการลดอาการ
อักเสบในโรคต่าง ๆ ทดแทนการใช้ยาต้านการอักเสบแผนปัจจุบันที่มีผลข้างเคียงอันไม่พึงประสงค์และต้องน าเข้าจาก
ต่างประเทศ แต่อย่างไรก็ตาม อาจต้องมีการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการต้านการอกัเสบของน า้ต้มสมนุไพรกบัยาต้านการ
อกัเสบแผนปัจจบุนัก่อนท่ีจะมีการประยกุต์ใช้ผลติภณัฑ์น า้ต้มสมนุไพรดงักลา่วส าหรับต้านอาการอกัเสบกบัผู้ ป่วยในอนาคต  
 
สรุปผลการวิจัย 

น า้ต้มสมนุไพรภมูิปัญญาชาวบ้าน ต าบลศรีถ้อย อ าเภอแมใ่จ จงัหวดัพะเยา ที่ประกอบด้วยสมนุไพรมะยม ลกูใต้ใบ 
และเตยหอม พบว่าไม่ส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ และสามารถยับยัง้กระบวนการอักเสบในเซลล์          
แมคโครฟาจที่ถกูกระตุ้นด้วย LPS ผ่านการลดการหลัง่สาร PGE2 และการท าหน้าที่ของเอนไซม์ COX-2 ได้ในความเข้มข้น
ตัง้แต่ 100-400 µg/ml ตามระดบัความเข้มข้นของสารสกดั โดยสว่นประกอบในน า้ต้มสมนุไพรภมูิปัญญาท้องถ่ินที่ท าหน้าที่
หลกัในการออกฤทธ์ิผ่านกลไกดงักลา่ว คือ สมนุไพรลกูใต้ใบ และมะยม ตามล าดบั แสดงให้เห็นวา่น า้ต้มสมนุไพรภมูิปัญญา
ท้องถ่ินที่ประกอบด้วยลกูใต้ใบ และมะยม สามารถน ามาประยุกต์เป็นผลิตภณัฑ์ที่ใช้ในการลดการอกัเสบที่เป็นสาเหตหุนึ่ง    
ในการเกิดความรุนแรงของโรคตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องตอ่ไปได้  
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