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รางจืด (Thunbergia laurifolia Linn.) เปนพืชสมุนไพรไทยที่อยูในวงศ Acanthaceae ใน

ตํารายาสมุนไพรรายงานวารางจืดมีสรรพคุณในการรักษาโรคที่เก่ียวของกับการอักเสบ อยางไรก็
ตามในปจจุบันยังไมมีหลักฐานทางวิทยาศาสตรชัดเจนเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของ
สมุนไพรรางจืดดังน้ันโครงการวิจัยนี้จึงมุงเนนศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบและกลไกการออกฤทธิ์ตาน
อักเสบของสารสกัดใบรางจืดโดยทําการศึกษาในสัตวทดลองและเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ ซ่ึง
การศึกษาฤทธ์ิแกปวดและตานอักเสบของสกัดใบรางจืดในหนูถีบจักรพบวาสารสกัดใบรางจืดดวย
เอทธานอลขนาด 400 และ 1,000 mg/kg ฉีดเขาใตผิวหนังสามารถลดจํานวนคร้ังการเกิด writhing 
response ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยมียับย้ัง ได 46.26 และ 
54.90 % ตามลําดับ ในการทดลอง formalin test พบวาในชวง early phase (0-5 นาทีหลังจากฉีด 
formalin) สารสกัดใบรางจืดขนาด 200, 400 และ 1,000 mg/kg ฉีดเขาใตผิวหนังสามารถลด
จํานวนครั้งที่หนูยกเทาขึ้นเลียลงไดอยางมีนัยสําคัญโดยมีผลยับย้ังได 29.36, 32.31 และ 47.57 % 
ตามลําดับ สําหรับในชวง late phase (20-30 นาทีหลังจากฉีด formalin) พบวาสารสกัดใบรางจืด
ขนาด 200, 400 และ 1,000 mg/kg ฉีดเขาใตผิวหนังสามารถลดจํานวนครั้งที่หนูยกเทาขึ้นเลียลง
ไดอยางมีนัยสําคัญโดยมีผลยับย้ังได 52.12, 69.59 และ 74.76 % ตามลําดับ จากการทดลอง 
croton oil-induced ear edema พบวาสารสกัดใบรางจืดขนาด 0.1, 0.3 และ 0.5 mg/ear ทา
บริเวณใบหู สามารถลดการบวมของหูไดอยางมีนัยสําคัญโดยมีผลยับย้ังอาการบวมได 36.89, 
44.86 และ 58.22 % ตามลําดับ ในการทดลอง cotton pellet-induced granuloma พบวาสารสกัด
ใบรางจืดขนาด 200, 400 และ 1,000 mg/kg ฉีดเขาใตผิวหนัง สามารถลดการเกิด tissue 
granulation ไดอยางมีนัยสําคัญ โดยมีผลลดได 14.35, 16.55 และ 18.09 % ตามลําดับ จาก
การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดใบรางจืดในเซลลเพาะ เล้ียงมาโครฟาจ 
(RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccharide (LPS)  พบวา LPS สามารถกระตุนมาโคร
ฟาจเซลลใหหล่ังสาร inflammatory mediators หลายชนิดเชน nitric oxide (NO), prostaglandin 
E2 (PGE2) และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)  ผลการศึกษาพบวาสารสกัดใบรางจืด
ความเขมขน 6.25, 12.5, 25 μg/ml เม่ือใหรวมกับสาร LPS สามารถลดการหลั่งสาร NO, PGE2 
และ TNF-α จากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจไดอยางมีนัยสําคัญ ในขณะเดียวกันสารสกัดใบรางจืด
ยังมีผลยับย้ังการแสดงออกของยีน inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 
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(COX-2) และ TNF-α ภายในเซลลมาโครฟาจดวย  จากผลการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวา
สมุนไพรรางจืดมีฤทธิ์ตานอักเสบ และฤทธิ์ตานอักเสบนี้มีผลมาจากการยับย้ังการสรางสาร NO, 
PGE2 และ TNF-α ซ่ึงผลดังกลาวคาดวาเกิดจากการยับย้ังการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 
และ TNF-α  
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ABSTRACT 
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 Thunbergia laurifolia Linn. (Acanthaceae) or Rang Chuet is used as a folk medicine 
in Thailand. Various parts of this plant are traditionally used for the treatment of 
inflammation. However, little is known about the mechanism(s) underlying its anti-
inflammatory activities.  In this study, the anticiceptive and anti-inflammatory of ethanol 
extract of Thunbergia laurifolia leaf were determined by using writhing test, formalin test, 
croton oil-induced ear edema and cotton pellet-induced granuloma in mice. Using the 
writhing test, Thunbergia laurifolia leaf extract in a dose of 400 and 1,000 mg/kg (s.c.) 
significantly inhibited writhing response by 46.26 and 54.90 %, respectively. While the 
extract cause a significant inhibition of formalin-induced paw licking in mice both in early 
and late phase of the test. In early phase, the extract at dose of 200, 400 and 1,000 mg/kg 
(s.c.) significantly suppressed number of licking by 29.36, 32.31 and 47.57 %, respectively. 
In a late phase, the extract also significantly decreased a number of licking by 52.12, 69.59 
and 74.76 %, respectively. Using croton oil-induced ear edema, Thunbergia laurifolia leaf 
extract in a dose of 0.1, 0.3 และ 0.5 mg/ear significantly inhibited ear edema by 36.89, 
44.86 and 58.22 %, respectively.  In cotton pellet-induced granuloma, Thunbergia laurifolia 
leaf extract at dose of 200, 400 and 1,000 mg/kg, (s.c.) resulted in a significant reduction in 
granuloma weight by 14.35, 16.55 and 18.09 %, respectively.  To further investigate the 
mechanism(s) of the anti-inflammatory action of the extract, the inhibitory effect of the 
extract on the production of proinflammatory mediators in lipopolysacharide (LPS) activated 
macrophage (RAW 264.7) were determined. Thunbergia laurifolia leaf extract (6.25, 12.5 
and 25 μg/ml), significantly inhibited the production of nitric oxide (NO), prostaglandin E2 
(PGE2) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) in LPS-stimulated RAW 264.7 
macrophages.  Consistent with these observations inducible nitric oxide synthase (iNOS), 
cyclooxyganse-2 (COX-2) and TNF-α mRNA levels were decreased by Thunbergia 
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laurifolia leaf extract in a concentration-dependent manner. These results suggest that 
Thunbergia laurifolia exhibit the anti-inflammatory effect and its anti-inflammatory effect may 
results from the inhibition of NO, PGE2 and TNF-α production probably by suppression of 
the iNOS, COX-2 and TNF-α mRNA expression. 
 
Key Words: Thunbergia laurifolia, Anti-inflammatory, iNOS, COX-2, TNF-α  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 

1.1  ความเปนมาและความสําคัญของการวิจัย 
การอักเสบ (inflammation) เปนกระบวนการที่ซับซอนเกิดจากปฏิกิริยาการตอบสนอง ของ

เซลลภายในรางกายตอส่ิงกระตุนหรือสารที่มีอันตรายซึ่งจะเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันรางกายทั้ง 
humoral และ cellular ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่หลอดเลือดเล็กๆ  สงผลใหสารภายในหลอด
เลือดรั่วสูชองวางระหวางเซลล ดังนั้น เม็ดเลือดขาวจึงเคลื่อนเขาสูบริเวณอักเสบ เกิดกระบวนการ
ทําลายสิ่งแปลกปลอม ไลโซโซมแตก ปลอยเอนไซมออกมายอยเซลลใกลเคียง อาการที่ปรากฏคือ 
ปวด บวม แดง และรอน อันเปนผลมาจากการที่สารสื่อกลาง (mediators) หรือตัวกระตุนอื่นไป
กระตุนปลายประสาททําใหรูสึกปวด  มีการเพิ่มความสามารถในการซึมผานของผนังหลอดเลือดทํา
ใหเกิดอาการบวม ขนาดและการไหลของเลือดในหลอดเลือดฝอยเปลี่ยนแปลงทําใหบริเวณน้ันแดง
และรอน 

สาร nitric oxide (NO) และ prostaglandin E2 (PGE2) จัดเปน inflammatory mediator ที่
สําคัญในกระบวนการอักเสบ  สารทั้งสองชนิดนี้ถูกสรางมาจากเซลลเม็ดเลือดขาว เชน neutrophil 
และ macrophage โดยเอนไซม inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 
(COX-2) ตามลําดับ  ซ่ึงเอนไซมเหลานี้จัดเปน    inducible enzyme โดยจะถูกชักนําใหสรางขึ้น
เปนปริมาณมากจากสาร pro-inflammatory cytokine และ endotoxin  สาร PGE2 มีบทบาทในการ
เหน่ียวนําการสราง inflammatory mediator อื่นๆ อีกหลายชนิด ทําใหเกิดอาการปวด บวม แดง
และมีไข ในขณะที่ NO มีผลทําใหเกิดภาวะหลอดเลือดขยายตัว เพิ่มความสามารถในการซึมผาน
ของผนังหลอดเลือด ทําใหเกิดอาการบวมในบริเวณที่มีการอักเสบ   

สาร tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) ถูกผลิตโดยเซลลในระบบภูมิคุมกันหลายชนิด 
โมโนซัยต (monocyte) และแมคโครฟาจ (macrophage) ที่ถูกกระตุนโดยสิ่งแปลกปลอมหรือระบบ
ภูมิคุมกัน ลิมโฟซัยต (lymphocyte) ทั้งชนิดบีและที รวมทั้งไฟโบรบลาสท  TNF-α จัดเปนสาร  ซัย
โตไคนที่กอใหเกิดการอักเสบ (proinflamatory cytokine) มีฤทธิ์ทําลายเนื้อเย่ือและกระตุนการผลิต
สารตัวกลางสําหรับกระบวนการอักเสบ (inflammatory mediator) หลายชนิด เชน interleukin 1 
(IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) และ granulocyte monocyte colony stimulating 
factor (GM-CSF)  

รายงานการศึกษาเกี่ยวกับ inflammatory mediators ดังกลาวขางตนชี้ใหเห็นวา การยับย้ัง
การทํางานของ mediators ที่สําคัญในกระบวนการอักเสบ ไดแก NO, PGE2 และ TNF-α  จะเปน
แนวทางสําคัญในการควบคุมและบรรเทาอาการอักเสบ ดังน้ันยาหรือสารเคมีที่สามารถยับย้ังการ
สรางหรือยับย้ังการทํางานของ iNOS, COX-2 และ TNF-α ไดก็จะสามารถยับย้ังหรือบรรเทาการ
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อักเสบไดดวย ซ่ึงคุณสมบัติเหลานี้เปนกลไกในการออกฤทธิ์ของยาตานอักเสบแผนปจจุบันสวน
ใหญ เชน ยากลุม NSAIDs และ steroids แตยาดังกลาวมักมีฤทธิ์ขางเคียงและผลไมพึงประสงคตอ
ผูปวยสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งตอระบบทางเดินอาหาร สวนยาที่มีผลขางเคียงต่ํายังมีราคาคอนขางสูง 
ประชาชนที่มีรายไดนอยยังไมสามารถซื้อหามาใชได ดังน้ันการนําสมุนไพรพื้นบานที่มีฤทธิ์ตาน
อักเสบมาพัฒนาเปนยาตานอักเสบที่มีผลขางเคียงนอยนาจะเปนทางเลือกหนึ่งในการรักษา 
เน่ืองจากมีราคาถูกกวายาแผนปจจุบันและยังสามารถนําทรัพยากรของประเทศมาใชประโยชนได 
ปจจุบันการศึกษาผลของยาหรือสมุนไพรในการยับย้ัง iNOS, COX-2 และ TNF-α สามารถนํามา
ประยุกตใชในเซลลเพาะเลี้ยง เพื่อใชเปน in vitro model ในการทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบของยาหรือ
สารสกัดสมุนไพร ทําใหทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของยาหรือสมุนไพรในระดับเซลล 
(Kim et al., 2003; Shin et al., 2004) 

รางจืด (Thunbergia laurifolia Linn.) เปนพืชสมุนไพรที่อยูในวงศ Acanthaceae ในตํารา
ยาสมุนไพรรายงานวารางจืดมีสรรพคุณเปนยาถอนพิษ แกพิษเบื่อเมาหรือใชปรุงเปนยาเขียวถอน
พิษไข แกรอนในกระหายน้ํา เขายารักษาโรคอักเสบและปวดบวม (ชะลอ, 2539; นันทวัน และอรนุช
, 2539) จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีในรางจืดพบวามีสารสําคัญหลายชนิด ไดแก เอพิจินิน 
(apigenin), โคสโมซิน (cosmosin) และ delphinidin-3, 5-di-O-β-D-glucose (นันทวนั และอรนุช, 
2539; ภูมิพิชญ, 2539) อยางไรก็ตาม ยังขาดขอมูลสนับสนุนกลไกการออกฤทธิ์ของสารสําคัญ
เหลานี้ 

รายงานการศึกษาปจจุบันพบวารางจืดมีสรรพคุณทางยามากมาย เชน ตานแบคทีเรีย ตาน
ไวรัสเฮอรปส ซิมเพลกซ ลดความดันโลหิต และลดพิษจากยาฆาแมลง จากการศึกษาของสกุลรัตน  
อุษณาวรงษ และคณะ (2543) รายงานวาสารสกัดจากใบรางจืดสามารถชวยลดพิษพาราควอตใน
หนูขาวไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  พาณี  เตชะเสน และชัชวดี  ทาบทอง (2523) พบวาเม่ือใหหนู
กินสารสกัดใบรางจืดสามารถลดอัตราการตายของหนูจากการไดรับสารโฟลิดอลซึ่งเปนยาฆาแมลง
กลุม organophosphate ไดดีกวาการฉีด สวนฤทธิ์ตานอักเสบของรางจืดนั้นไดมีรายงานการวิจัย
หลายชิ้นดังนี้ Charumanee et al. (2001) พบวาสารสกัดใบรางจืดดวย ethanol และ hexane 
สามารถลดอาการอักเสบของอุงเทาและใบหูของหนูทดลองโดยการทาไดอยางมีนัยสําคัญ โดยสาร
สกัดความเขมขน 30% สามารถลดอาการอักเสบไดเทียบเทา 1% diclofenac จากการศึกษาของ
มณเฑียร เปสี และคณะ (2544) พบวาในการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบโดยใช rat ear edema 
model สารสกัดใบรางจืดดวย    ethanol ความเขมขน 50% สามารถลดอาการบวมแดงที่ใบหูของ
หนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญ แตนอยกวา 0.1% triamcinolone จากการศึกษาโดยวิธี carageenan 
induced rat paw edema พบวาสารสกัดรางจืด (1 g/kg) มีฤทธิ์ปองกันการบวมของอุงเทาหนูได
อยางมีนัยสําคัญ โดยลดการบวมไดมากกวารอยละ 50 นอกจากนั้น การทดสอบความเปนพิษของ
สารสกัดจากรางจืดนั้น พบวาสารสกัดรางจืดหยาบไมมีพิษตอสัตวทดลองจากการทดสอบความเปน
พิษแบบกึ่งเร้ือรัง 
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จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวารางจืดเปนพืชสมุนไพรที่มีศักยภาพ สามารถพัฒนาเปนยา
แกปวดและตานอักเสบ เพื่อใหไดรูปแบบยาที่มีฤทธิ์ในการรักษาที่ดีและมีผลขางเคียงต่ํา สามารถใช
ทดแทนยาแกปวดและตานอักเสบแผนปจจุบันที่มีผลขางเคียงตอทางเดินอาหารคอนขางสูงและมี
ราคาแพง แตในปจจุบันยังไมมีรายงานวิจัยในเชิงวิทยาศาสตรที่รับรองเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ์
ตานอักเสบของสารสกัดจากรางจืดทั้งในระดับชีวเคมีและระดับโมเลกุล ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึง
มุงเนนที่จะศึกษาฤทธตานอักเสบและกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืดโดย
ศึกษาฤทธตานอักเสบในสัตวทดลองและศึกษาผลของสารสกัดตอการสรางสาร NO, PGE2 และ 
TNF-α  รวมไปถึงผลของสารสกัดตอการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสรางสารเหลานี้อันไดแก 
inducible nitric oxide synthase, cyclooxygenase-2 และ TNF-α ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ 
(RAW 264.7) เน่ืองจากเสาร inflammatory mediators เหลานี้มีบทบาทสําคัญในพยาธิกําเนิดของ
การอักเสบ การทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบจะเปนการยืนยันฤทธิ์ตานอักเสบของ
สมุนไพรรางจืด และชวยสงเสริมการนําพืชสมุนไพรรางจืดมาใชในงานสาธารณสุขมูลฐาน เพื่อ
พัฒนาเปนยาแกปวด ตานอักเสบ และศึกษาหาสารเคมีที่ออกฤทธิ์ตานอักเสบตอไป 
 
1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

วัตถุประสงคหลัก : เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบและกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของ 
    สารสกัดจากใบรางจืด 

วัตถุประสงครองที่ 1 : เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดใบรางจืดใน 
          สัตวทดลอง (Animal models) 

วัตถุประสงครองที่ 2 : เพื่อศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการสราง nitric  
          oxide (NO) ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) 

 วัตถุประสงครองที่ 3 : เพื่อศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการสราง 
           prostaglandin E2 (PGE2) ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ  

       (RAW 264.7) 
วัตถุประสงครองที่ 4 : เพื่อศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการสราง 

           tumor necrosis factor-alpha (TNF-α ) ภายในเซลล 
                                       เพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) 

วัตถุประสงครองที่ 5 : เพื่อศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการแสดงออก 
                            ของยีน inducible nitric oxide synthase, cyclooxygenase-2  

      และ TNF-α ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7)   
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1.3  ขอบเขตของการวิจัย 
 ศึกษาเกี่ยวกับการพิสูจนเอกลักษณของสารสกัดจากใบรางจืดและผลของสารสกัดใบรางจืด
ตอการยับย้ังการอักเสบในสัตวทดลอง (In vivo models) นอกจากนี้ยังศึกษาผลของสารสกัดจากใบ
รางจืด (95% ethanol extract) ตอการยับย้ังการสรางสาร nitric oxide, prostaglandin E2 และ 
TNF-α ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccharide 
(LPS) และศึกษาผลของสารสกัดจากใบรางจืดตอ mRNA expression ของ iNOS, COX-2 และ 
TNF-α 
 
1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.4.1  ทราบถึงฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืด 
1.4.2  ทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืดตอการสราง NO, 

PGE2 และ TNF-α และผลตอการทํางานของยีน inducible nitric oxide synthase, 
cyclooxygenase-2 และ TNF-α 

1.4.3  เปนขอมูลยืนยันฤทธิ์ตานอักเสบของพืชสมุนไพรรางจืด เพื่อนําไปใชในงานสาธารณสุข
มูลฐาน 

1.4.4 สนับสนุนและสงเสริมการนําพืชสมุนไพรรางจืดไปใชในงานสาธารณสุขมูลฐาน เพื่อ
พัฒนาเปนยาแกปวดและตานอักเสบที่มีผลขางเคียงนอย 

1.4.5  เปนแนวทางสําหรับทําการศึกษาตอยอดเก่ียวกับผลของสารสกัดรางจืดตอการอักเสบ
และกลุมอาการโรคอื่นๆที่เก่ียวของกับการอักเสบ เชน rheumatoid arthritis, osteoarthritis และ 
โรคมะเร็งเปนตน 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
 
2.1  การอักเสบ 
 กระบวนการอักเสบเปนปฏิกิริยาของเซลลเน้ือเย่ือ (tissue)  ของรางกายที่ตอบสนองตอ
ส่ิงรบกวน  ซ่ึงมีผลกระทบตอการทํางานของอวัยวะในรางกาย  การเกิดปฏิกิริยาจะมีมากหรือนอย  
จะเกิดขึ้นเร็วหรือชา ขึ้นอยูกับชนิดและความรุนแรงของสิ่งที่มารบกวน และความตานทานรวมทั้ง
ความทนตอภาวะผิดปกติของแตละบุคคลดวย เน่ืองจากกระบวนการอักเสบเปนกระบวนการที่
ซับซอน  ซ่ึงเปนผลจากการตอบสนองทางภูมิคุมกันปกติของรางกาย  จะเกิดขึ้นเม่ือเน้ือเย่ือถูก
กระทบกระเทือนมีบาดแผลหรือบาดเจ็บโดยกระบวนการนี้จะอาศัยทั้ง  humoral และ cellular 
immunity  เพื่อไปทําลายสิ่งแปลกปลอมหรือสารที่กอใหเกิดการอักเสบ และชวยซอมแซมเนื้อเย่ือที่
เสียหายใหกลับสูสภาพเดิม  อาการของการอักเสบสวนใหญเกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี 
และจากความพยายามของรางกายที่จะปรับสภาพใหคืนสูสภาพเดิม ซ่ึงผลที่ไดอาจทําใหหายจาก
การอักเสบหรือการอักเสบนั้นทวีความรุนแรงมากขึ้น (พิมพรรณ  เกิดอุดม, 2520) ทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงที่หลอดเลือดเล็กๆสงผลใหสารภายในหลอดเลือดรั่วสูชองวางระหวางเซลล ดังนั้น เม็ด
เลือดขาวจึงเคลื่อนเขาสูบริเวณอักเสบมีผลใหไลโซโซมแตกออกและปลดปลอยเอนไซมหลายชนิด
ออกมาเพื่อทําลายสิ่งแปลกปลอมและเซลลใกลเคียง อาการที่ปรากฏคือ ปวด บวม แดง และรอน 
สาเหตุของอาการดังกลาวเกิดเนื่องมาจาก inflammatory mediator และ proinflammatory cytokine 
เชน nitric oxide (NO) และ prostaglandin E2 (PGE2) ที่ถูกปลดปลอยออกมากระตุนบริเวณปลาย
ประสาททําใหรูสึกปวด มีการเพิ่มความสามารถในการซึมผานของผนังหลอดเลือดทําใหเกิดอาการ
บวม และเกิดการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนของเลือดในหลอดเลือดฝอยทําใหบริเวณที่เกิดการ
อักเสบมีลักษณะแดงและรอน (Zeilhofer et al., 2007) 

โดยทั่วไปการอักเสบแบงออกเปน 2 ชนิด คือ การอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammation) 
และการอักเสบเรื้อรัง (chronic inflammation) 

1. การอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammation) 
การอักเสบเฉียบพลัน เกิดในเวลาสั้น ๆ เพียงไมก่ีนาทีไปจนกระทั่งหนึ่งถึงสองวัน ลักษณะ

สําคัญคือมีของเหลวประกอบดวยโปรตีนจากพลาสมาและเม็ดเลือดขาวเขามายังบริเวณที่อักเสบ
เรียกวา exudation เม็ดเลือดขาวในการอักเสบเฉียบพลันสวนมากเปน neutrophil เม่ือเกิดการ
อักเสบ อาการปวด บวม แดง รอน และเสียหนาที่การทํางานของอวัยวะน้ันจะปรากฏใหเห็น อาการ
เหลานี้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนเลือด การเพิ่ม permeability ของหลอดเลือดและ
การมีเม็ดเลือดขาวเขามายังบริเวณอักเสบ ปฏิกิริยาทั้งสามนี้อาจมีบางสวนเกิดขึ้นพรอมกันหรือมี
การใชสารตัวกลางรวมกัน 
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2. การอักเสบเรื้อรัง (chronic inflammation) 
การอักเสบเรื้อรัง คือการอักเสบเรื้อรังที่มีระยะเวลาเปนอยูนาน ทั้งนี้เน่ืองจากสาเหตุที่ทํา

ใหเกิดการอักเสบยังคงมีอยู และไมไดถูกกําจัดออกไปใหหมด อาจเกิดตามมาจากการอักเสบแบบ
เฉียบพลัน หรือเปนการตอบสนองของรางกายตอจุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอมอยางคอยเปนคอยไปไม
รุนแรง โดยไมจําเปนตองมีการอักเสบเฉียบพลันนํามากอนก็ได บางกรณีอาจแยกระหวางการ
อักเสบเฉียบพลันกับเร้ือรังไดไมชัดเจน โดยทั่วไปถือเอาระยะเวลาของการอักเสบเปนหลักกลาวคือ
ถาการอักเสบเกิดนานหลายสัปดาห หรือเปนเดือนจะถือเปนการอักเสบแบบเรื้อรัง การแยกที่ดีที่สุด
คือดูจากปฏิกิริยาและเซลลที่ตอบสนองการอักเสบ และคงตองพิจารณาถึงปจจัยอื่นที่จะทําใหการ
อักเสบหายชาดวย เชน สภาพรางกายของผูปวย ระบบภูมิคุมกัน ความรุนแรง และสาเหตุของการ
อักเสบ เปนตน 
 

2.2 สารสื่อกลางในการอักเสบ (Inflammatory mediator)  (จินตนา จุลทัศน, 2550) 
สารสื่อกลาง หรือ mediator ในการอักเสบมีแหลงที่มาจาก plasma โดยอยูในรูปของสารตั้ง

ตน (precursor) หรือหล่ังออกมาโดยเซลลบางชนิด สารสื่อกลางเหลานี้จะไปจับกับ receptor ซ่ึงมี
ความจําเพาะตอกันบนเซลลตาง ๆ ที่มีบทบาทในการอักเสบ ซ่ึงจะถูกกระตุนใหมีปฏิกิริยาเก่ียวของ
กับกระบวนการอักเสบไดแตกตางกันไปตามชนิดของสารสื่อกลาง และชนิดของเซลลที่เปน
เปาหมาย (target cell) สารสื่อกลางสวนใหญมีอายุส้ัน มีระยะเวลาการออกฤทธิ์ไมนานสารสื่อกลาง 
บางชนิดกระตุนใหเซลลสราง secondary mediator ตอไปอีกเปนการขยายผลปฏิกิริยาการอักเสบ 

สารสื่อกลางกลุมที่สําคัญไดแก 
2.2.1 Vasoactive amine  
สารที่สําคัญในกลุมน้ี ไดแก histamine และ serotonin สําหรับhistamine จัดเปนสาร

ส่ือกลางที่สําคัญในการเพิ่ม permeability ของหลอดเลือดในระยะแรกโดยไปจับกับ H1 receptor บน
เซลลบุผนังหลอดเลือด ทําใหเซลลบุผนังหลอดเลือดหดตัวและมีชองวางระหวางเซลลเพิ่มขึ้น และ
ยังทําใหหลอดเลือดแดงขนาดเล็กขยายตัว เซลลสําคัญในการสราง histamine ไดแก mast cell ซ่ึง
พบไดทั่วไปในเนื้อเย่ือเก่ียวพันที่อยูบริเวณรอบหลอดเลือดbasophil และเกร็ดเลือด (platelet) 
ปจจัยที่กระตุนการหลั่ง histamine ไดแก ความรอน ความเย็น การบาดเจ็บ ปฏิกิริยาทาง 
ภูมิคุมกันที่มีการกระตุน mast cell, anaphylatoxin ที่สรางจาก complement system, histamine-
releasing protein ที่สรางจากเม็ดเลือดขาว, neuropeptide และ cytokine 

2.2.2 สารสื่อกลางท่ีสรางข้ึนจากสารประกอบใน plasma  
สารสื่อกลางในกลุมน้ีประกอบดวยระบบสารสื่อกลางที่สําคัญ 3 ระบบ ไดแก ระบบ kinin 

ระบบ complement และระบบการแข็งตัวของเลือด ทํางานสัมพันธกันในกระบวนการอักเสบ โดย 
kinin มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดมากที่สุด ขณะที่ complement มีผลตอทั้งหลอดเลือด
และเปนสาร chemotactic 
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2.2.3 Arachidonic acid (AA) metabolites 
กลุมสารที่สําคัญในสารสื่อกลางกลุมน้ี ไดแก prostaglandins และ leukotrienes หรือเรียก

รวมกันวา eicosanoids   arachidonic acid เปนกรดไขมันชนิด polyunsaturated ตามปกติจะพบ
อยูในรูปesterified ภายใน phospholipid ของ cell membrane ของเซลลตาง ๆ โดยเฉพาะเซลล
เม็ดเลือดขาว เม่ือเกิดภยันตรายตอเน้ือเย่ือหรือจากการอักเสบ จะเกิดการกระตุนเอนไซม 
phospholipase โดย C5a ทําใหเกิดการยอย phospholipid ของเย่ือหุมเซลลและปลดปลอยกรด
ไขมันนี้ออกมาจากนั้นจะมีการเปลี่ยนแปลงของ arachidonic acid จนเกิดเปนกลุมสารสื่อกลาง มี
จํานวนมาก ที่มีฤทธิ์ในการกระตุนการอักเสบเกือบทุกขั้นตอน สารสื่อกลางที่สําคัญ ไดแก  

- prostaglandin E2 (PGE2) มีฤทธิ์ทําใหหลอดเลือดขยายตัวและเพิ่มการซึมผานของหลอด
เลือด  มีบทบาทในการกออาการปวด และไข 

- thromboxane A2 มีฤทธิ์ทําใหหลอดเลือดหดตัวและกระตุนการจับกลุมของเกร็ดเลือด 
- leukotriene C4 leukotriene D4 และ leukotriene E4 มีฤทธิ์เพิ่มการซึมผานของหลอด 

เลือดและทําใหหลอดเลือดหดตัว 
- leukotriene B4 เปน chemotactic factor ที่สําคัญมาก และมีฤทธิ์ทําใหเกิดการเกาะติด 

ของเม็ดเลือดขาว 
2.2.4 Platelet-activating factor  
สรางขึ้นจากสารจําพวก phospholipid โดย basophil และเม็ดเลือดขาวชนิดอื่น ๆ มีฤทธิ์

กระตุน platelet aggregation และ degranulation ทั้งยังมีฤทธิ์เก่ียวกับการอักเสบอื่นอีกมากมาย 
2.2.5 Nitric oxide (NO)  
เปนอนุพันธอิสระรูปกาซที่สามารถละลายไดทั้งในนํ้าและไขมัน, NO มีคุณสมบัติเปนสาร

ส่ือกลางในกระบวนการอักเสบ โดยตางจากสารเคมีส่ือกลางชนิดอื่นตรงที่มีโครงสรางโมเลกุลงายไม
ซับซอน (N=O) ไมมีการเก็บสะสมแตจะสรางขึ้นเม่ือไดรับภยันตรายและใชวิธี diffusion ไปออก
ฤทธิ์ที่เซลลเปาหมาย เซลลที่สามารถสราง NO ไดแก เซลลบุผนังหลอดเลือด, macrophage และ 
neuron บางกลุมในสมอง NO ถกูสังเคราะหมาจากกรดอะมิโน L-arginine, ออกซิเจน และ NADPH 
โดยมีเอนไซม nitric oxide synthase (NOS) เปล่ียนให เปน L-citrulline และ NO เอนไซม NOS มี 
2 รูปแบบที่สําคัญคือ constitutive NOS (cNOS) และ inducible NOS (iNOS)  

cNOS พบในเซลลบุผนังหลอดเลือดและเซลลประสาท การทํางานของ cNOS ตองอาศัย
แคลเซียมและจะผลิต NO ออกมาในปริมาณนอย สวน iNOS น้ันพบใน macrophage และเซลล
กลามเน้ือเรียบของผนังหลอดเลือด ทํางานไดโดยไมตองมีแคลเซียม และจะผลิต NO ออกมาใน
ปริมาณมาก  อนุพันธ NO ที่ไดจะไปจับกับสวนของ heam protein ในเอนไซม guanylyl cyclase 
และกระตุนใหเอนไซมน้ีทํางาน ผลสุดทายจะไดปริมาณ cyclic guanosine monophosphate 
(cGMP) เพิ่มขึ้น ซ่ึงจะไปทําใหกลามเน้ือเรียบคลายตัวเกิดหลอดเลือดขยายตัวตามมา นอกจากนี้ 
NO ยังไปลดการเกาะกลุมกันของเกร็ดเลือด การเกาะติดกับผนังหลอดเลือด และ NO ที่ถูกสราง 
จาก macrophage ยังมีฤทธิ์ทําลายเซลลเปาหมาย เชน เซลลมะเร็งและจุลชีพไดโดยตรง    
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2.2.6 Oxygen free radicals 
ไดแก superoxide, hydrogen peroxide, hydrogen ion เกิดเม่ือ neutrophil หรือ 

macrophage จับกับสาร chemotactic หรือขณะจับกินส่ิงแปลกปลอม อนุพันธเหลานี้มีผลใหเซลลบุ
ผนังหลอดเลือดถูกทําลาย ทําให permeability ของหลอดเลือดเพิ่มขึ้น หยุดการทํางานของ 
antiprotease เชน α-1-antitrypsin ทําให protease ทํางานมาก มีการทําลายเนื้อเย่ือ elastin หรือ
คอลลาเจนเพิ่มขึ้น ทําอันตรายตอเซลลมะเร็ง เม็ดเลือดแดง และเนื้อเย่ือโดยตรง รางกายมีกลไก
ปองกันอนุพันธเหลานี้อยูในซีรัม เน้ือเย่ือ หรือเซลล โดยอยูในรูปของceruloplasmin, transferrin, 
superoxide dismutase, catalase และ glutathione peroxidase ดังนั้นผลของอนุพันธอิสระของ
ออกซิเจนในการอักเสบ จะขึ้นอยูกับสมดุลระหวางการสรางและการทําลายอนุพันธเหลานี้โดยสาร
ในเซลลหรือเน้ือเย่ือดังกลาวขางตน 
 

ตารางท่ี 2-1  สรุปการเปล่ียนแปลงและชนิดที่สําคัญของสารสื่อกลางการอักเสบ (inflammatory 
mediators) ที่เปนสาเหตุตลอดจนแหลงสรางสารสื่อกลางที่สําคัญ (จินตนา  จุลทัศน, 2550) 
 

การเปลี่ยนแปลง ชนิดของ mediators แหลงท่ีมาของ mediators 

การขยายตัวของหลอดเลือด -  Prostaglandin 
-  NO 

-  เม็ดเลือดขาวทุกชนิด, Endothelium 
-  Macrophage, Endothelium 

การเพิ่มการซึมผานของผนัง
หลอดเลือด 

-  Vasoactive amine 
-  C3a, C5a 
-  Bradykinin 
-  Leukotriene C4, D4, E4 

-  PAF 

-  Mast cell, Platelet 
-  Plasma 
-  Plasma 
-  เม็ดเลือดขาวทุกชนิด, Endothelium 
-  เม็ดเลือดขาวทุกชนิด, Endothelium 

Chemotaxis และ leukocyte 
activation 

-  C5a 
-  Leukotriene B4 

-  Bacterial products 
-  Cytokine (IL-8)  

-  Plasma 
-  เม็ดเลือดขาวทุกชนิด, Endothelium 
-  แบคทีเรีย 
-  Macrophage, Endothelium 

อาการไข -  IL-1, TNF-α, IL-6 
-  Prostaglandin 

-  Macrophage, Activated 
lymphocyte 
-  เม็ดเลือดขาวทุกชนิด, Endothelium 

อาการเจ็บปวด -  Prostaglandin 
-  Bradykinin 

-  เม็ดเลือดขาวทุกชนิด, Endothelium 
-  Plasma 

การทําลายเนื้อเย่ือ -  Lysosomal enzymes 
-  Oxygen metabolites 
-  NO 

-  Neutrophil, Macrophage 
-  Neutrophil, Macrophage 
-  Macrophage, Endothelium 



 9 

2.3 บทบาทของสาร NO, PGE2 และ TNF-α ตอการอักเสบ 
Nitric oxide (NO) เปนสารที่ถูกสรางขึ้นมากในกระบวนการอักเสบ โดยมีผลใหเกิดการ

ขยายตัวของหลอดเลือด เพิ่มความสามารถในการซึมผานของผนังหลอดเลือด ทําใหเกิดอาการบวม
ในบริเวณอักเสบ (Abramson et al., 2001) โดย NO จะทําปฏิกิริยากับสาร superoxide anion เกิด
เปนสาร peroxynitrite ซ่ึงเปนสารอนุมูลอิสระที่มีความวองไวตอปฏิกิริยาสูงมากสามารถทํา
ปฏิกริยากับเย่ือหุมเซลลทําใหเกิดการบาดเจ็บของเซลลบริเวณที่มีการอักเสบ การสังเคราะห NO 
จําเปนตองอาศัยการทํางานของเอนไซม nitric oxide synthase (NOS) ปจจุบันพบวา NOS ที่พบ
ในรางกายมี 3 รูป (isozyme) ไดแก neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS) และ 
inducible NOS (iNOS) ซ่ึง nNOS และ eNOS เปนเอนไซมที่พบไดโดยทั่วไปในสภาวะปกติ 
(constitutive enzyme) ในทางตรงกันขาม iNOS เปนเอนไซมที่ถูกเหนี่ยวนําใหสรางขึ้นในปริมาณ
มาก เม่ือเกิดกระบวนการอักเสบ ซ่ึง iNOS จะถูกเหน่ียวนําใหเกิดการทํางานไดโดยสารเคมีบาง

ชนิดเชน lipopolysaccharide (LPS), interferon-γ และ proinflammatory cytokines (MacMicking 
et al., 1997) 

Prostaglandin (PGs) จัดเปนสารจําพวก eicosanoids ที่ไดจากการเปลี่ยนแปลงของ 
arachidonic acid (AA) ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งที่สําคัญของ phospholipids ในเย่ือหุมเซลล เม่ือมี
ส่ิงกระตุนจากภายนอกเขามาจะทําให AA หล่ังออกมาก แลวมีเอนไซม cyclooxygenase (COX) 
เขามาเปลี่ยนแปลงสารนี้ จึงเกิดอาการอักเสบ ในกระบวนการสรางสาร PGs น้ันจําเปนตองอาศัย
เอนไซม cyclooxygenase ในการเปลี่ยนแปลงเพื่อใหได PGs ในรูปแบบตางๆ ไดแก 
prostaglandin  G2 (PGG2), prostaglandin H2 (PGH2), prostaglandin I2 (PGI2), prostaglandin 
E2 (PGE2) และ thromboxane A2 (TXA2) ซ่ึงสาร PGE2 จัดวาเปน inflammatory mediator ที่มี
ความสําคัญในกระบวนการอักเสบ ในปจจุบันพบวา COX เปน isozymes ที่มี 2 รูป ซ่ึงถูกควบคุม
ดวยยีนที่แตกตางกัน ไดแก cyclooxygenase-1 (COX-1) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) 
(Claria, 2003) เอนไซม COX-1 เปน constitutive enzyme ทําหนาที่ควบคุมการสรางสาร PGs ซ่ึง
มีบทบาทในการทํางานของระบบตางๆในรางกาย เชน ทางเดินอาหาร ไต และเกร็ดเลือด จึงมักพบ 
COX-1 ไดทั่วไปในรางกาย การยับย้ังการทํางานของ COX-1 โดยยาระงับปวดและ nonsteroidal 
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) ทําใหเกิดผลไมพึงประสงคของยา เชน แผลในทางเดินอาหาร 
ภาวะเลือดออกในทางเดินอาหาร สวนเอนไซม COX-2 จะถูกสรางขึ้นเฉพาะเม่ือเกิดกระบวนการ
อักเสบ สามารถตรวจพบการสรางเอนไซมชนิดนี้ไดใน macrophages, endothelial cells และ 
fibroblast เปนตน ปจจุบันไดมีการพัฒนายาที่มีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของ COX-2 (selective COX-
2 inhibitors) ซ่ึงมีผลยับย้ังการอักเสบแบบจําเพาะเจาะจง โดยมีผลอันไมพึงประสงคนอยกวายาที่
ออกฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม COX แบบไมจําเพาะเจาะจง 

รายงานการวิจัยหลายชิ้นไดแสดงถึงการเหนี่ยวนําการทํางานของ iNOS และ COX-2  
(Kujubu et al., 1991; Lowenstein et al., 1993)  ในกระบวนการอักเสบ โดยพบวา NO และ 
PGE2 จะถูกสรางขึ้นในปริมาณสูงมากในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบ
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จากสาร LPS ซ่ึงกระบวนการอักเสบที่เกิดขึ้นมีผลใหการทํางานของเอนไซม iNOS และ COX-2 
เพิ่มสูงขึ้น ตามลําดับ จากการศึกษาในระดับโมเลกุลพบวา การควบคุมการทํางานของยีน iNOS 
และ COX-2  ถูกควบคุมผานกระบวนการถอดรหัส (transcription) โดยอาศัยการทํางานของ 

nuclear factor-κB (NF-κB) (Baeuerle et al., 1991) ขอมูลการศึกษาโครงสรางของยีน iNOS 

และ COX-2 ในบริเวณ 5′-flanking region ของยีนดังกลาว พบวามี cis-acting NF-κB element 

(Kujubu et al., 1991; Lowenstein et al., 1993) การกระตุนการทํางานของเอนไซม inhibitor κB 

kinase (IKK) ผานกระบวนการ phosphorylation ของโปรตีน inhibitor κB (IκB) สงผลใหเกิดการ

สลายตัวของโปรตีน  IκB จึงทําใหโปรตีน  NF-κB หลุดออกมา  แลวจึงเกิดการเคลื่อนที่ 

(translocation) ของโปรตีน NF-κB เขาสูนิวเคลียสของเซลลและเขาจับบริเวณ cis-acting NF-κB 
element บนยีน iNOS และ COX-2  ทําใหยีนเหลานี้สามารถทํางานไดและสงผลใหเกิด
กระบวนการอักเสบตามมา (Griscavage et al., 1996) 

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) ถูกผลิตโดยเซลลในระบบภูมิคุมกันหลายชนิดเชน 
โมโนซัยต (monocyte) และแมคโครฟาจ (macrophage) ที่ถูกกระตุนโดยสิ่งแปลกปลอมหรือระบบ
ภูมิคุมกัน   ลิมโฟซัยต (lymphocyte) ทั้งชนิดบี และที รวมทั้งไฟโบรบลาสท    TNF-α จัดเปนสาร 
ซัยโตไคนที่กอใหเกิดการอักเสบ (proinflamatory cytokine) มีฤทธิ์กระตุนการผลิตซัยโตไคนที่
เก่ียวของกับการอักเสบชนิดอื่นๆ และสารตัวกลางสําหรับกระบวนการอักเสบ (inflammatory 
mediators) หลายชนิด เชน interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) และ 
granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) นอกจากนั้น TNF-α ยังกระตุนให    
ไฟโบรบลาสทสรางโมเลกุลสําหรับยึดติด (adhesion molecule) ออกมาที่ผิว ซ่ึงตัวโมเลกุลยึดติด
เหลานี้จะจับกับลิแกนด (ligand) บนผิวของลิมโฟซัยต ทําใหมีลิมโฟซัยตเคลื่อนที่เขาสูบริเวณที่มี
การอักเสบมากขึ้น (Shanahan and Clair, 2002) 
 

2.4 ยาตานการอักเสบ (Anti-inflammatory drugs) 
ยาตานการอักเสบในปจจุบันแบงตามโครงสรางทางเคมีไดเปน 2 กลุมใหญ คือ  
2.4.1 ยาตานการอักเสบที่ไมใชสเตียรอยด (Nonsteroidal anti-inflammatory 

drugs; NSAIDs) 
ยาตานการอักเสบที่ไมใชสเตียรอยด (NSAIDs) ออกฤทธิ์ตานการอักเสบไดโดยกลไกหลัก

จากการยับย้ังการสังเคราะห prostaglandins ซ่ึงเปนสารสื่อการอักเสบ (inflammatory mediators) 
ที่สําคัญชนิดหนึ่งในการกอใหเกิดความเจ็บปวด การบวม อาการไข รวมกับสารสื่อการอักเสบชนิด
อื่นๆ ไดแก kinin, histamine, lymphokines, neuropeptide, leukotrienes และ platelet activating 
factor (PAF) เปนตน ยาในกลุมน้ีจะยับย้ังการเปลี่ยน arachidonic acid ไปเปน cyclic 
endoperoxide (PGG2 และ PGH2) โดยการยับย้ังฤทธิ์ของเอนไซม cyclooxygenase เปนผลใหการ
สราง prostaglandins ทุกชนิดนอยลง เชน PGE2, prostacyclin, thromboxane A2 และในสวนของ
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เอนไซม lipoxygenase ที่ทําใหมีการสราง leukotrienes ซ่ึงเปนสารสื่อการอักเสบที่สําคัญอีกชนิด
หน่ึง พบวาขนาดของยา NSAIDs ที่ใชในการรักษาน้ันสวนใหญจะไมสามารถยับย้ังฤทธ์ิของ 
lipoxygenase ได แสดงใหเห็นวาการที่ยากลุมน้ีทําใหอาการปวด บวม บรรเทาลงนาจะเปนผลมา
จากการยับย้ังการสรางสารสื่อการอักเสบจากเอนไซม cyclooxygenase เทานั้น ซ่ึงยาแตละตัวมี
ความจําเพาะเจาะจงในการยับย้ัง COX-1 และ COX-2 แตกตางกัน ตัวอยางเชน celecoxib และ 
rofecoxib มีความจําเพาะตอ COX-2 สูง aspirin, indomethacin, piroxicam และ sulindac จะ
ยับย้ัง COX-1 ไดดีกวา COX-2 สวน ibuprofen และ meclofenamate จะยับย้ัง COX-1 ไดพอๆ 
กับ COX-2 ไดมีการรักษาดวย NSAIDs ที่มีฤทธิ์ยับย้ังจําเพาะตอ COX-2 แตมีผลขางเคียงตอ
ทางเดินอาหารลดลง (ณัฏฐิยา  พงศผาสุก, 2546) 

2.4.2  ยาตานการอักเสบในกลุมของสเตียรอยด (Steroidal anti-inflammatory 
drugs) 
 สเตียรอยดเปนฮอรโมนชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญตอรางกาย และนํามาใชเปนยาตานอักเสบ
และแกแพ โดยออกฤทธิ์ยับย้ัง phospholipase A2 ซ่ึงเปนเอนไซมที่สรางมาจาก phospholilids ของ
เย่ือหุมเซลลและเอนไซม phospholipase A2 สามารถกระตุนการหลั่ง arachidonic acid และถูก
เปล่ียนแปลงโดยเอนไซม COX-2 ใหไดเปนสาร PGE2 ซ่ึงเปน inflammatory mediator ที่สําคัญตัว
หน่ึง นอกจากนี้ยาในกลุมสเตียรอยดยังออกฤทธิ์ยับย้ัง migration inhibitory factor ของ 
macrophages ลดการซึมผานของหลอดเลือดและยับย้ังการหลั่งสาร kinin และ prostaglandins ใช
รักษาโรคไดอยางกวางขวางซึ่งยาในกลุมน้ีมีประโยชนชวยบรรเทาอาการของโรคเทานั้นโดยไมได
รักษาที่สาเหตุ การใชในโรค เชน rhumatoid arthritis, osteoarthritis, nephrotic syndrome และ 
collagen diseases เชน systemic lupus erythematosus, polyarteritis nodosa และ allergic 
diseases เชน  serum sickness, contact dermatitis, ลมพิษ, แพยา, angioneurotic edema และ 
anaphylactic reaction, โรคหอบหืดในกรณี status asthematicus และเรื้อรังที่มีอาการรุนแรง
เทานั้น, โรคผิวหนัง เชน eczema, psoriasis, atopic dermatitis และ pruritis, โรคมะเร็งบางชนิด 
เชน acute lymphocytic leukemia, lymphoma, breast cancer, โรคตา เชน allergic ocular 
diseases ตางๆ และโรคอื่นๆ เชน sarcoidosis, thrombocytopenia, idiopathic 
thrombocytopenia, hemolytic anemia และการผาตัด organ transplantation เพื่อปองกันการ
ปฏิเสธอวัยวะที่ปลูกถายเขาไป  ยากลุมสเตียรอยดสามารถระงับการอักเสบทั้งในระยะเริ่มตนและ
ระยะสุดทายคือ ยับย้ังไดทั้งอาการ ปวด บวม แดง รอน รักษาขอเขาเสื่อม และกระบวนการ
ซอมแซมและสมานตัวของแผลในระยะของการอักเสบชนิดเรื้อรัง โดยกลไกการออกฤทธิ์มีหลาย
กลไกดวยกัน เปนที่ทราบแนชัดแลววา สเตียรอยดยับย้ังการสรางสารสื่อหลายชนิดที่มีบทบาท
สําคัญในกระบวนการอักเสบจากเซลลตางๆ เชน เซลลเม็ดเลือดขาว เซลลเย่ือบุหลอดเลือดและ 
fibroblast (จีรเดช  มโนสรอยและคณะ, 2546) 
 Prednisolone เปนยามาตรฐานในกลุมสเตียรอยดที่ใชในการวิจัยครั้งน้ี ซ่ึงสังเคราะหมา
จากadrenal corticosteroid โดยเปนสารที่สรางจากธรรมชาติ (adrenal glands) มีคุณสมบัติตาน
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การอักเสบไดอยางดีและเปนยาที่มีขอบงใชอยางกวางขวางในสภาวะการอักเสบ เชน อาการแพ, 
การอักเสบบริเวณจมูกและตา, หลอดลมอักเสบ, ผ่ืนคันที่ผิวหนัง, rheumatic fever, colitis, chronic 
active hepatitis rheumatoid arthritis, systemic lupus, acute gouty arthritis, psoriatic arthritis, 
ulcerative colitis และ Crohn's disease เปนตน โดยสรุปจะใชรักษาอาการอักเสบ (ประกอบดวย
อาการ 4 อยาง คือ ปวด บวม แดง รอน) และ กดอาการแพตางๆใหมีอาการลดลง  

ผลขางเคียงจากการใชยากลุมสเตยีรอยดที่พบบอย  
พิษในระยะสั้น อาจทําใหแผลในกระเพาะอาหารกําเริบ นํ้าตาลในเลือดสูง ความดันโลหิตสูง   

ลดภูมิตานทานของรางกายทําใหติดเชื้อ (เชน วัณโรค ปอดอักเสบ) ไดงาย หนาบวม มีหนวดขึ้น 
เปนสิว 

พิษในระยะยาว การใชยาเปนเวลานาน หรือ รับประทานยาในขนาดสูง นอกจากจะมีพิษใน
ระยะสั้นแลวยังอาจทําใหเกิด cushing syndromes เชน มีการสะสมของไขมันบริเวณหนาและลําตัว 
หลังมีลักษณะเปนหนอก (buffalo hump) กระดูกผุ กระดูกหักงาย แผลหายชา มีจ้ําเขียวขึ้นตาม
ผิวหนัง เกลือแรในรางกายเสียความสมดุล หนาบวมเหมือนพระจันทร (moon face) ลําตัวบวมทํา
ใหเห็นวาหนาและตัวอวนกลมผิดปกติแตแขนขาลีบ โรคจิตประสาท ตาเปนตอกระจกหรือตอหิน 
ระดับนํ้าตาลในเลือดสูง ความดันโลหิตสูง  กระดูกพรุน ทําใหสูญเสียสารโปแทสเซียมในเลือดและ
ระคายเคืองกระเพาะอาหาร พิษที่รุนแรงที่สุดคือ ทําใหตอมหมวกไตฝอ เม่ือเกิดภาวะเครียดของ
รางกาย อาจทําใหช็อคถึงตายได เรียกภาวะนี้วา “ภาวะวิกฤตจากตอมหมวกไตฝอ” 
 

2.5  วิธีทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบและฤทธิ์ลดปวดทางเภสัชวิทยา 
 2.5.1  การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบแบบเฉียบพลัน 
 2.5.1.1 วิธี Rat hind paw edema model (ปณต ตั้งสุจริต และคณะ, 2549) 
 เปนการกระตุนใหเกิดการอักเสบที่อุงเทาหนูโดยการฉีดสารที่กอใหเกิดการอักเสบที่อุงเทา
หนู โดยการฉีดสารที่กอใหเกิดการอักเสบ เชน yeast, carrageenan, bradykinin, histamine หรือ 
serotonin แลวเปรียบเทียบขนาดของเทาหนูในเวลาตางๆ ในการทดลองนี้ใช carrageenan เปน
ตัวกระตุนการอักเสบ โดยแบงหนูออกเปน 5 กลุมๆ ละ 6 ตัว แลว pretreat ดวยสารที่จะทดสอบ 
กลุมที่ 1 และ 2 จะไดรับสาร vehicle และ ยามาตรฐาน ตามลําดับ กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบ 
หลังจากนั้น 1 ช่ัวโมงจึงกระตุนใหหนูเกิดการบวมโดยการฉีด 1% carrageenan ปริมาณ 0.1 ml 
เขาที่อุงเทา (subplantar injection) แลวเปรียบเทียบคาเฉลี่ยขนาดของเทาหนูที่บวมขึ้น ที่เวลา    
1, 2 และ 3 ช่ัวโมง ระหวางกลุมที่ไดรับสารทดสอบกับกลุมควบคุม 
 2.5.1.2 วิธี Croton oil induced ear edema in mice (Gomig et al., 2008) 

อาการหูบวมในหนูถีบจักรถูกเหนี่ยวนําขึ้นดวยสาร croton oil (0.1 mg/ear) โดยการทา 
croton oil ที่บริเวณใบหูดานในของหนู โดยแบงหนูออกเปน 5 กลุมๆ ละ 6 ตัว แลว pretreat ดวย
สารที่จะทดสอบ กลุมที่ 1 และ 2 จะไดรับสาร vehicle และ ยามาตรฐาน ตามลําดับทาที่บริเวณใบหู
ดานนอก กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบ ในปริมาณตางๆกันที่หูดานนอก หลังจากนั้น 6 ช่ัวโมง 
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ทําการวัดความหนาของใบหูหนูที่เพิ่มขึ้นโดยใช digital vernia caliper  จากนั้นเปรียบเทียบความ
หนาของหูที่เพิ่มขึ้นระหวางกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ   
 2.5.1.3 วิธี Histamine, 5-HT and PGE1-induced acute inflammation in rats        
(Kale et al., 2007) 
 เปนการกระตุนใหเกิดการอักเสบขึ้นที่อุงเทา โดยแบงหนูออกเปน 5 กลุมๆ ละ 6 ตัว แลว 
pretreat ดวยสารที่จะทดสอบกอน 30 นาที กลุมที่ 1 และ 2 จะไดรับสาร vehicle และ ยามาตรฐาน 
ตามลําดับ กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบ   อาการอักเสบเหนี่ยวนําโดยฉีดสารสื่อกลางการอักเสบ 
เชน histamine, 5-HT and PGE1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร เขาทางขาหลังดานขวา และวัดขนาดเทา
หนูหลังฉีดสารสื่อทันทีโดยเริ่มจากนาทีที่ 0 ถึง 30 โดยใช plethysmometer วัดเปอรเซ็นตการ
อักเสบโดยดูจากปริมาตรเทาหนูที่บวมข้ึนและเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ   
 2.5.1.4 วิธีอ่ืนๆ 
 มีวิธีอื่นๆ ที่ใชศึกษาการอักเสบแบบเฉียบพลัน ไดแก TPA-induced mouse ear oedema 
(Sanchez-Mateo et al., 2006) Xylene-induced ear oedema in mice, Acetic acid-induced 
vascular permeability in mice, Carrageenan-induced pleurisy in rats (Wu et al., 2006) 
  

2.5.2 การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบแบบเรื้อรัง 
 2.5.2.1 วิธี Formaldehyde induced arthritis (ณัฏฐิยา พงศผาสุก, 2546 อางถึงใน 
Saxena et al., 1984) 
 แบงหนูทดลองออกเปน 5 กลุมๆ ละ 6 ตัวกลุมที่ 1 และ 2 จะไดรับสาร vehicle และ ยา
มาตรฐาน ตามลําดับ กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบ ฉีด 0.1 ml ของสารละลาย 2% 
formaldehyde เขาใตพังผืดยึดกลามเนื้อ (subaponeurotic) ที่เทาขวาของหนู ในวันแรกและวันที่ 3 
หนูจะไดรับยาทุกวันเปนเวลา 10 วัน โดยมีการวัดขนาดของเทาทุกวันดวย plethysmometer จาก
การศึกษา formaldehyde ทําใหเทาหนูบวมมากในวันที่ 1 และ 4 หลังฉีด จากนั้นการบวมจะลดลง
ในชวงเวลา 10 วัน และเปรียบเทียบปริมาตรเทาหนูที่บวมขึ้นระหวางกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ   
 2.5.2.2 วิธี Cotton pellet implantation in rats (Panthong et al., 2007) 
   เปนการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบโดยแบงหนูออกเปน 5 กลุม กลุมละ 6 ตัว1 และ 2 
จะไดรับสาร vehicle และ ยามาตรฐาน ตามลําดับ กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบ เตรียมกอนสําลี
ที่ผานการ sterile แลวจํานวน 1 กอนน้ําหนัก 20±1 มิลลิกรัม ขนาด 0.5 cm จากนั้นสลบหนูดวย
การฉีด pentobarbital sodium จํานวน 50 mg/kg  (intraperitoneal) และผาตัดเพื่อเอากอนสําลีใส
เขาไปใตผิวหนังของหนู (subcutaneous) โดยใช sterile technique หลังจากนั้นปอนสารที่จะ
ทดสอบความเขมขนตางๆ กันและยา prednisolone ขนาด 5 mg/kg สําหรับกลุม positive control 
สวนหนูกลุม negative control ไดรับเฉพาะน้ํากลั่นโดยใหทุกวันเปนเวลา 7 วัน จากนั้นผาตัดเอา
กอนสําลีออกมาแลวทําใหแหงที่อุณหภูมิ 60˚C เปนเวลา 18 ช่ัวโมงเพื่อที่จะดูนํ้าหนักแหง การที่
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นํ้าหนักของกอนสําลีเพิ่มขึ้นจะเปนตัววัดถึงการอักเสบแบบเรื้อรังและใชในการคํานวณตอไป
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของน้ําหนักกอนสําลีของหนูกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 
 2.5.2.3 วิธีอ่ืนๆ ในการศึกษาการอักเสบแบบเรื้อรัง 
 วิธีอื่นๆ ที่นิยมใชศึกษา คือ Adjuvant-induced arthritis (Yin et al., 2003) Turpentine oil-
induce granuloma in rats (Kale et al., 2007) 
     

2.5.3 การศึกษาฤทธิ์ลดปวด                                                
2.5.3.1 วิธี Writhing test (Panthong et al., 2007) 

 เปนการทดสอบฤทธิ์ระงับปวดที่สัมพันธกับการอักเสบ (inflammation analgesia) โดยจะ
ทําการสังเกตอาการที่หนูมีการบิดตัว เอาทองถูแนบไปกับพื้น และเหยียดขาหลังออก เรียกวา 
writhing response โดยแบงหนูออกเปน 5 กลุมๆ ละ 6 ตัว แลว pretreat ดวยสารที่จะทดสอบ 1 
และ 2 จะไดรับสาร vehicle และ ยามาตรฐาน ตามลําดับ กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบกัน
หลังจากนั้น 1 ช่ัวโมงเหนี่ยวนําใหหนูเกิด writhing response โดยการฉีด 0.75 % acetic acid (10 
ml/kg) เขาที่ชองทองหนู (intraperitoneal) แลวบันทึกจํานวนของ writhing response ที่เกิดขึ้น
ภายในชวงเวลาเวลา 15 นาที โดยจะเริ่มจากนาทีที่ 5 หลังจากฉีด acetic acid และเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยของจํานวน writhing response  และนําคามาเปรียบเทียบหาคา % inhibition ของหนูที่
ไดรับสารสกัดเทียบกับกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับยามาตรฐาน 
 2.5.3.2 วิธี Formalin test (Panthong et al., 2007) 
 เปนการทดสอบฤทธิ์ระงับปวดที่สัมพันธกับการอักเสบ (inflammatory analgesia) โดยแบง
หนูเพศผู (male mice) นํ้าหนักระหวาง 30-40 กรัม แบงหนูออกเปน 5 กลุม กลุมละ 6 ตัว กลุมที่ 1 
และ 2 จะไดรับสาร vehicle และ ยามาตรฐาน ตามลําดับ กลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบ ทําการ
สังเกตพฤติกรรมของหนูหลังฉีด formalin เขาที่ฝาเทา ซ่ึงจะแบงออกเปน 2 phases คือ early       
phase (neurogenic phase) และ late phase (inflammatory phase) โดยทําการทดลองดังน้ี 

1. ปอนสารที่จะทดสอบความเขมขนตางๆ กัน 
2. หลังจากนั้น 1 ช่ัวโมงทําการฉีด formalin เขาใตผิวหนัง (subcutaneous) ปริมาณ 20 μl 

(1% formalin in NSS) เขาทางขาหลังดานขวา  
3. นับจํานวนครั้งในการเลียเทาของหนูระหวางชวงเวลาที่ 0-5 นาที (สําหรับ early phase) 

และระหวางชวงเวลาที่ 20-30 นาที (สําหรับ late phase )  
4. เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยจํานวนครั้งในการเลียเทาของกลุมที่ไดรับสารที่จะทดสอบเทียบกับ

กลุมควบคุม (negative control) และกลุมที่ไดรับยามาตรฐาน  
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 2.5.3.3 วิธี Tail flick test (ปณต ตั้งสุจริตและคณะ, 2549) 
 เปนการทดสอบฤทธิ์ระงับปวด โดยใชความรอนเปนตัวกระตุนใหเกิดความเจ็บปวด การทํา
การทดลองโดยวิธีเอาหางหนูจุมลงในน้ําอุณหภูมิ 50˚C และจับเวลาที่หนูทนความรอนโดยไมสะบัด
หางหนี  แบงหนูออกเปน 5 กลุมๆ ละ 6 ตัว แลว pretreat ดวยสารที่จะทดสอบที่ความเขมขน
ตางๆ กัน กลุมที่ 1 และ 2 จะไดรับ normal saline และ morphine (10 mg/kg, ฉีดเขาชองทอง) 
ตามลําดับ ในกลุมที่ 3-5 จะไดรับสารทดสอบโดยการฉีดเขาทางชองทองหนู (intraperitoneal) ใน
ขนาดตางๆ กัน โดยหนูทั้งหมดจะไดรับการบันทึก response time กอนใหยา และหลังใหยาแลว 
10, 30, 60 และ 90 นาที หลังจากนั้นเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของเวลาที่หนูทนความรอนโดยไมสะบัด
หางหนีในกลุมที่ไดรับสารสกัดเทียบกับกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับยามาตรฐาน 
 2.5.3.4 วิธีอ่ืนๆ 
 นอกจากนี้ยังมีวิธีการศึกษาฤทธิ์ลดปวดอีกหลายวิธี เชน Tail formalin test (Delporte et 
al., 2007) Hot-plate test (Yin et al., 2003; Witaicenis et al., 2007) 
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2.6 ขอมูลท่ัวไปเกี่ยวกับสมุนไพรรางจืด                                                                                          
 

 
 

 
 

 
 
ภาพท่ี 2 -1  แสดงสวนประกอบของตนรางจืด ใบ (ก), ลําตนและใบ (ข) และดอก (ค) 
 
 
 

ก. ใบ 

ค. ดอก

ข. ลําตนและใบ

ก. ใบ ก. ใบ
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ชื่อวิทยาศาสตร Thunbergia laurifolia Linn. 
ชื่อวงศ  Acanthaceae 
ชื่อทองถิ่น กําลังชางเผือก, ยาเขียว, เครือเถาเขียว, ขอบชะนาง (ไทย), ดุเหวา (ปตตานี),  

คาย (ยะลา), ปงกะละ, ยํ้าแย (อุตรดิตถ), หนามแน (พายัพ), ขอบชะนาง, 
รางจืด (ภาคกลาง), รางเย็น (ยะลา)  จอลอดิเออ, ซ้ังกะ, ปงกะละ, พอหนอ 
เตอ (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน),  ทิดพุด (นครศรีธรรมราช),  นํ้านอง (สระบุรี),   แอด
แอ (เพชรบูรณ)  

ลักษณะทั่วไป 
 ตน  เปนพรรณไมเถาชนิดหนึ่ง หรือเปนไมลมลุก (herb) ตนตั้งตรง สูง 79-91 

เซนติเมตร เสนผานศูนยกลาง 8.64-11.62 มิลลิเมตร ลําตนสีเขียวอมน้ําตาล มีขน
ปกคลุมปานกลาง ที่มักพบอยูตามชายปาดงดิบ ชอบอาศยัพันเกาะเกี่ยวกับตนไม
ใหญ มีเถาที่แข็งแรงมาก ลักษณะของเถานั้นจะกลม เปนขอปลอง มีสีเขียว 

 ใบ เปนไมใบเดี่ยว ออกตรงขามกันเปนคู ๆ และขนาดของใบนั้น จะไลกันขึ้นไป 
ตั้งแตขนาดใหญ คือ ตรงโคนกานไปหาขนาดเล็กคือ ปลายกาน ใบเปนสีเขียวเขม 
ผิวเกลี้ยง  ลักษณะของใบเปนรูปหัวใจ ตรงโคนใบจะเวา ปลายใบจะเปนติ่งแหลม 
ใบจะมีความกวางยาวประมาณ 2 น้ิวและยาวประมาณ 4-5 น้ิว  การเรียงตวัของใบ
แบบมี 3 ใบยอยและมีกานใบ (pinnately-trifoliate) ใบรูปหอก (lanceolate) ใบบน
มีความยาว 3.04-4.0 เซนติเมตร กวาง 1.22-3.34 เซนติเมตร ใบขางยาว 2.07- 
3.13 เซนติเมตร กวาง 0.75-1.05 เซนติเมตร เขม หนาใบไมมีขน มีขนที่หลังใบ
ปานกลาง ขอบใบหยักเปนฟนเล่ือยหาง (serrate) กานใบยาว 2.15-3.63 
เซนติเมตร มีขนปกคลุมปานกลาง 

ดอก  ชอดอกแบบชอกระจะ (raceme) ยาว 17.7-25.5 เซนติเมตร กลุมดอก (head) 
ยาว 8.49-17.65 เซนติเมตร ดอกเดี่ยวมี 23-55 ดอกตอชอ ดอกรูปดอกถั่วมีขนาด
เล็ก ออกเปนชออยูตามงามใบ ชอ ๆ หน่ึงจะมีดอกอยู 3-4 ดอก หอยระยาลงมา 
ลักษณะของดอกเปนกรวย หลอดกรวยยาวประมาณ 1 ซม. ตรงปลายดอกก็จะ
แยกเปนแฉกอยู 5 แฉก หรือ 5 กลีบ ดอกจะเปนสีมวงออน ๆ หรือสีคราม ดอกที่
ยังออน จะมีกาบหอหุมอยู ดอกบานเต็มที่ประมาณ 3 น้ิว ภายในหลอดดอกนั้น
เปนสีขาวมีเกสรตัวผูอยูประมาณ 4 อัน จะผลิดอกในเดือนพฤศจิกายน ถึงเดือน
มกราคม 

 ผล พอดอกนั้นรวงโรยไป ก็จะติดเปนผล ซ่ึงมีลักษณะเปนฝกตรงปลายฝกจะแหลม 
คลายกับปากนก สวนโคนใบนั้นกลม ยาวประมาณ 1-1.5 น้ิว เม่ือผลแกก็จะแตก
ออกเปน 2 ซีก 
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ถ่ินท่ีอยู พบไดทั่วไปทั้งปาดงดิบช้ืนจนถึงปาเบญจพรรณ ปาละเมาะหรือทุงหญา  ทั่วทุก 
  ภาคของประเทศไทย  ตางประเทศพบทั่วไปในเขตเอเชียตะวันออกเฉียงใตั   
สวนท่ีใช ทั้งตน รากและเถา ใชเปนยา 
สรรพคุณ  

ท้ังตน   จะมีรสเย็นใชถอนพิษยาเบื่อเมา หรือใชปรุงเปนยาเขียว ถอนพิษไข 
ใบสด  ใชคั้นน้ํา แกไข ถอนพิษตาง ๆ ในรางกาย เชน อาการแพอาหาร เปนตน  

การทดลองเพื่อใชแกพิษ ที่เกิดจากยาฆาแมลงโพลิดอลในสัตว ไดผลดี
พอควร สรุปไดวา อาจใชนํ้าคั้นใบสด ใหผูปวยที่กินยาฆาแมลง ดื่มเปน
การปฐมพยาบาล กอนนําผูปวยสงโรงพยาบาลได แตจะไมใหผลในการ
กินเพื่อปองกัน กอนสัมผัสยาฆาแมลง 

รากและเถา ใชกินเปนยารักษาอาการรอนในกระหายน้ํา รักษาพิษรอน  
ใบและราก   ใชปรุงเปนยาถอนพิษไข  เปนยาพอกบาดแผล  นํ้ารอนลวก  ไฟไหม 

ทําลายพิษยาฆาแมลง  พิษจากสตริกนินใหเปนกลาง พิษจากดื่มเหลา
มากเกินไป หรือยาเบื่อชนิดตางๆ เขาสูรางกาย (มูลนิธิการแพทยแผน
ไทยพัฒนา, 2548) 

สารประกอบทางเคมี 
ตารางท่ี 2-2  สารเคมีที่พบในสวนใบและดอกรางจืด  
 

สวนของพืช สารที่พบ กลุมของสาร 
ใบ, ดอก Apigennin flavonoid 
ใบ, ดอก Apigenin-7-o-Beta-D-glucopyranoside flavonoid flavonoid 
ใบ, ดอก Delphinidin-3,5-di-o-Beta-D-glucopyranoside flavonoid flavonoid 

(Purnima and Gupta, 1978; Kanchanapoom et al., 2002) 
 

ภูมิปญญาพื้นบาน 
1. ใชรักษาอาการแพ ทองรวงและผื่นคัน เน่ืองจากเปนพิษจากอาหารบางชนิด (เห็ดพิษ, 

กลอย, ผักหวาน, วานทด) หรือพิษจากสัตว 
สวนที่ใช  :  ใบและเถาสด 
ขนาดและวิธีใช   :   4-5 ใบ โขลกตําผสมน้ําหรือนํ้าซาวขาว แลวคั้นเอาน้ําดื่ม หรือจะใช 

รางจืดแหง 300 กรัม ตอนํ้า 1 ลิตร และใหดื่มนํ้ารางจืด 200 มิลลิลิตร ทุก 2 ช่ัวโมงหรือใชใบสดสับ
ใสน้ําใหทวม ตมใหเดือด 10 นาที ดื่มน้ําบอยๆ จะชวยถอนพิษ 

2. ใชแกพิษที่เกิดจากยาฆาแมลงโฟลิดอล 
สวนที่ใช  :  น้ําคั้นใบสดใหผูปวยดื่มเปนการปฐมพยาบาลกอนนําผูปวยสงโรงพยาบาลได 

แตจะไมใหผลในการกินเพื่อปองกันกอนสัมผัสยาฆาแมลง 



 19 

3. ใชปรุงเปนยาเขียว ถอนพิษไขและพิษอื่นๆ 
4. ใชเปนยาแกรอนใน กระหายนํ้า 
5. ใชดื่มในรูปชาชงรางจืดเพื่อขับปสสาวะ 

 
ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา (ภาคภูมิ  พาณิชยูปกานันท, 2544) 
 

ตารางท่ี 2-3  ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของตนรางจืด  

สวนที่ใช สารละลาย ฤทธิ์/การนําไปใช 
Dried leaf Petolium ether antibacterial activity 

   - Aerobacter aerogenes 
Dried root+stem ไมระบุ Used for fever 

Used for antitoxicity 
Fresh leaf H2O Antagonize the effect of Folidol® (SC injection) 
Dried entire plant ไมระบุ Used for cancer 
Dried root hot H2O Used as an antinflammatory agent 
Dried leaf hot H2O Antidote  against poisons ex. Strychnine, Arsenic, 

Insecticides, ect. 
Dried leaf ไมระบุ Neuromuscular blocking activity 
Fresh leaf H2O Used to bath a child with fits 
 
        ในวงการแพทยแผนไทยเช่ือวารางจืดมีสรรพคุณเปนยาถอนพิษ แกพิษเบื่อเมาหรือใชปรุง
เปนยาเขียวถอนพิษไข แกรอนในกระหายน้ําและเขายารักษาโรคอักเสบและปอดบวม (ชะลอ, 
2539; นันทวัน และอรนุช, 2539) ปจจุบันสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวง
สาธารณสุข อนุญาตใหใชใบรางจืดเปนสมุนไพรที่ชุมชนสามารถผลิตเพื่อเศรษฐกิจชุมชน เพื่อแกไข 
แกรอนใน  
  การศึกษาองคประกอบทางเคมีในรางจืดพบวามีสารสําคัญหลายชนิด ไดแก เอพิจินิน 
(apigenin)  โคสโมซิน (cosmosin) และ delphinidin-3,5-di-O-β-D-glucose (นันทวัน และอรนุช, 
2539; ภูมิพิชญ, 2539) จากการศึกษาสารเคมีในรางจืดของ Kanchanapoom et al. (2002) พบวา

สวนลําตนและใบประกอบดวย two iridoid glucosides, 8-epi-grandiforic and 3′-O-β-
glucopyranosyl-stibericoside  apigenin (4, 5, 7- trihydroxyflavone) และพบสารอีก 7 ชนิดคือ 

benzyl β-glucopyranoside, benzyl β-2′-O-β-glucopyranosyl, glucopyranoside, grandifloric 
acid, E-2-hexenyly β-glucopyeanosdie, hexanol β-glucopyranoside, 6-C-
glucopyranosylapigenin และ 6, 8-di-C-glucopyranosyl สวนในดอกและใบพบสารออกฤทธิ์พวก 
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phenolic compound รวมไปถึงสาร delphinidin 3:5-di-O-β-d-glucopyranoside, apigenin, 
apigenin-7-O-β-d-glucopyranoside และ chlorogenic acid (Purnima and Gupta, 1978; 
Thongsaard and Marsden, 2002)  

Apigenin เปนสารจําพวก flavoniod ซ่ึงมีฤทธิ์ยับย้ังการสราง prostaglandin (PGs) และ 
proinflammatory cytokine ใน cell culture models (Smolinski and Pestka, 2003) นอกจากนี้
สารฟลาโวนอยดอื่นๆ เชน apigenin, quercetin และ galangin ยังมีฤทธิ์ยับย้ังการแสดงออกของ
ยีน iNOS และ COX-2 ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (J774A.1) (Raso et al., 2000) จาก
การศึกษาของ Liang et al. (1999) พบวา apigenin มีฤทธิ์ยับย้ังการแสดงออกของโปรตีนและ 

mRNA ของ iNOS และ COX-2 ไดอยางมีนัยสําคัญ โดยออกฤทธิ์ยับย้ัง IκB kinase ซ่ึง apigenin 
และสาร flavonoid อื่นๆ มีความสําคัญในการปองกันการเกิดโรคมะเร็งและการอักเสบ  นอกจากนี้ 
apigenin ยังมีฤทธิ์ยับย้ัง inflammatory mediators เชน nitric oxide และ prostaglandin E2 ที่สราง
จาก inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) โดยการกระตุน
ดวย LPS ไดอยางมีนัยสําคัญ (Hougee et al., 2005) และ apigenin ยังมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
(สุรีย  ศุภลักษณนารี, 2542) และจากการศึกษาของ Smolinski และ Pestka (2003) พบวาสาร 
apigenin มีฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบในหนู B6C3F1 mice เพศเมีย 

รายงานการศึกษาปจจุบันพบวารางจืดมีสรรพคุณทางยามากมาย เชน ตานแบคทีเรีย ตาน
ไวรัสเฮอรปส ซิมเพลกซ ลดความดันโลหิต และลดพิษจากยาฆาแมลง (Tejasen and 
Thongthapp, 1992) จากการศึกษาของสกุลรัตน  อุษณาวรงษ และคณะ (2543) รายงานวาสาร
สกัดจากใบรางจืดสามารถชวยลดพิษพาราควอตในหนูขาวไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จาก
ผลการวิจัยของ Chanawirat (2000) และ Pramyothin et al., (2005) พบวาสารสกัดจากใบรางจืด
สามารถชวยปองกันการทําลายตับจากการเหนี่ยวนําดวยเอทานอลในหนูขาวและหนูถีบจักรได  

พาณี เตชะเสน และชัชวดี  ทาบทอง (2523) พบวาเม่ือใหหนูกินสารสกัดรางจืดสามารถลด
อัตราการตายของหนูจากการไดรับสารโฟลิดอล ซ่ึงเปนยาฆาแมลงกลุม organophosphate ได
ดีกวาการฉีดสารสกัดจากใบรางจืดสด, ใบแหง, รากและเปลือกแหงสามารถลดพิษจากยาฆาแมลง, 
แอลกอฮอล, อาเซนิกและ strychnine ได นอกจากนั้นยังพบวาสารสกัดจากรากแหงมีฤทธิ์ตาน
อักเสบและลดไข (Thongsaard and Marsden., 2002)  

จากการศึกษาของ Chan และ Lim (2005) พบวาสารสกัดใบรางจืดที่ทําใหแหงดวยเครื่อง 
microwave มีปริมาณ total phenolic content (TPC) และมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Srida et al., 
2002) มากกวาสมุนไพรที่มีขายตามทองตลาด รายงานการวิจัยของ Khunkitti et al. (2003) พบวา
สารสกัดจากใบรางจืดอยางหยาบ (crude extract) สามารถยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial) ได
อยางมีนัยสําคัญ   

สวนฤทธิ์ตานอักเสบของรางจืดนั้นไดมีรายงานการวิจัยหลายชิ้นดังนี้ Charumanee et al. 
(2001) พบวาสารสกัดรางจืดดวย ethanol และ hexane สามารถลดอาการอักเสบของอุงเทาและใบ
หูของหนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญ โดยสารสกัดความเขมขน 30% สามารถลดอาการอักเสบได
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เทียบเทา 1% diclofenac จากการศึกษาของมณเฑียร เปสี และคณะ (2544) พบวาในการทดสอบ
ฤทธิ์ตานการอักเสบโดยใช rat ear edema model สารสกัดรางจืดดวย  ethanol ความเขมขน 50% 
สามารถลดอาการบวมแดงที่ ใบหูของหนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญ แตนอยกวา  0.1% 
triamcinolone จากการศึกษาโดยวิธี carageenan induced rat paw edema พบวาสารสกัดรางจืด 
(1 กรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวหนู) มีฤทธิ์ปองกันการบวมของอุงเทาหนูไดอยางมีนัยสําคัญ โดย
ลดการบวมไดมากกวารอยละ 50 นอกจากนั้น การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดจากรางจืด 
พบวาสารสกัดรางจืดหยาบไมมีพิษตอสัตวทดลองจากการทดสอบความเปนพิษแบบก่ึงเร้ือรัง   

วิรวรรณ  วิสิฐพงศพันธ (2545) ศึกษาความเปนพิษของรางจืดในหนูขาว เม่ือบริโภคขนาด
สูงและขนาดเทากับการดื่มชาในคนทุกวันตอเน่ืองกัน โดยใชหนูขาวสายพันธุ  Sprague-Dawley  
เปนสัตวทดลอง และศึกษาฤทธิ์การกอกลายพันธุของรางจืด โดยใชแบคทีเรีย  S. typhimurium  
สายพันธุ  TA98  และ TA100  ผลการทดลองพบวา  นํ้าสารสกัดขนาดสูง 10 กรัมตอนํ้าหนักตัว   
1 กิโลกรัม ไมมีผลเปล่ียนแปลงพฤติกรรมโดยทั่วไปของหนูขาวและไมทําใหเกิดความผิดปกติของ
อวัยวะภายใน และเม่ือทดสอบใหนํ้าสารสกัดใบรางจืดขนาด 500 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม
ตอเน่ืองกันเปนเวลา 28 วัน พบวา ไมมีหนูขาวตัวใดเสียชีวิตในระหวางการทดสอบ ไมพบความ
ผิดปกติของอวัยวะภายในเม่ือสังเกตดวยตาเปลา และไมพบพยาธิสภาพของเนื้อเย่ืออวัยวะภายใน
ของหนูขาวทุกกลุม นอกจากนี้พบวา ระดับ malondialdehyde ซ่ึงเปนผลผลิตของการเกิด lipid 
peroxidation ในซีร่ัมของหนูขาวเพศผูลดลงอยางชัดเจน (p < 0.001)  และรางจืดความเขมขน   
2.5, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอ 1 มิลลิลิตรไมกอใหเกิดการกลายพันธุของแบคทีเรีย  จากผลการ
ทดลองสรุปไดวา รางจืดไมเปนพิษตอหนูขาวเม่ือไดรับในขนาดสูงไดครั้งเดียวและไมทําให
พฤติกรรมของหนูขาวเปล่ียนไป และสารสกัดใบรางจืดไมกอใหเกิดอนุมูลอิสระ รวมทั้งไมมีผลตอ
การเปลี่ยนแปลงของยีนแบคทีเรีย   
 ณัฏฐิยา  พงศผาสุก (2546) ศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดสมุนไพร 5 
ชนิดที่มีฤทธิ์ลดการบวมไดแก สารสกัดจากพญายอ, กรรณิการ, หญาแหวหมู, มังคุดและรางจืด  
ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดมีเปอรเซ็นตยับย้ังการบวมไดดีที่สุดประมาณ 70% รองลงมาคือ
สารสกัดมังคุด 45% การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดรางจืดกับมังคุด พบวา รางจืดมี
ฤทธิ์ตานการอักเสบสูงกวามังคุด ประมาณ 2 เทา (ED50 รางจืดเทากับ 2.51 กรัม/กิโลกรัม ED50 

มังคุดเทากับ 5.51 กรัม/กิโลกรัม) เม่ือศึกษาความเปนพิษแบบเฉียบพลันและเรื้อรังพบวารางจืดไม
มีผลทําใหหนูตาย แสดงใหเห็นถึงความปลอดภัยของสมุนไพรรางจืด 
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บทที่ 3 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 
3.1.  สารเคมีและวัสดุอุปกรณ 

3.1.1 สารเคมี (Chemicals) 
RPMI 1640 medium, Antibiotic/Antimycotic (Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B), 

Fetal bovine serum (FBS), Trypsin-EDTA จากบริษัท Gibco (USA), PGE2 assay kit และ TNF-
α assay kit จาก Cayman chemical, Lipopolysaccharide (LPS), Dimethyl sulfoxide (DMSO), 
TRIZOL® Reagent, iNOS, COX-2 และ GAPDH oligonucleotide primers จากบริษัท Sigma-
Aldrich. ประเทศเยอรมันนี, MTT (3-(4, 5-diamethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide จากบริษัท Eugene (USA) 
 3.1.2  วัสดุอุปกรณ (Instruments) 

เครื่องระเหยสาร (Rotary evaporator), เครื่องระเหยแหง (Freeze dry), เครื่องปนเหวี่ยง 
(Centrifuge), ตูเพาะเลี้ยงเซลล (CO2 incubator), Autoclave, Laminar air flow carbinet, Silicagel 
GF254 precoated plate, Microplate reader (Bio-Rad, Model 680, USA), Gel casting 
platform, Horizontal gel electrophoresis apparatus, Thermal cycler, UV spectrophotometer 
และ UV transilluminator 

 

3.2. วิธีการดําเนินงานวิจัย (Methods) 
 โครงการวิจัยน้ีแบงการดําเนินการออกเปนกิจกรรมตางๆ ดังน้ี 
 3.2.1 การเตรียมสารสกัดสมุนไพรใบรางจืด 
 1. เก็บใบรางจืดสดจากสวนสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกนและบริเวณ
คณะมนุษยศาสตรและสังคมศาสตร โดยเปรียบเทียบกับรางจืดที่เก็บรวบรวมไวในพิพิธภัณฑพืช 
คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน Herbarium No. 282  
 2. นําใบรางจืดสดมาลางน้ําทําความสะอาดและหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในบีกเกอรขนาด 
1000 มิลลิลิตรแลวเติม 95% ethanol ในอัตราสวน 1:4 (หรืออัตราสวนระหวางใบรางจืด 10 กรัม
ตอ 95% ethanol จํานวน 40 มิลลิลิตร) แชทิ้งไวเปนเวลา 2 วันจากนั้นกรองเอากากใบรางจืดทิ้งไป 
คงเหลือไวเฉพาะสวนใสแลวทําการกรองซ้ําอีกครั้งดวยกระดาษกรองเบอร 1 (Whatman no.1) 
 3. นํากากใบรางจืดที่กรองได ทําซ้ําในขั้นตอนที่ 1 เปนจํานวน 3 ครั้ง จนกระทั่งกากใบ
รางจืดที่ไดเปล่ียนเปนสีนํ้าตาล 
 4.  รวบรวมสารละลายที่สกัดไดจากใบรางจืดมาระเหยดวยเครื่องระเหยสาร (rotary 
evaporator) เพื่อระเหยตัวทําละลายออกไป  จนกระทั่งไดสารสกัดใบรางจืดที่มีความเขมขนสูง 
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 5.  นําสารสกัดใบรางจืดที่ไดมาทําใหแหงดวยวิธีการ freeze dry เพื่อระเหยเอาน้ําออกไป
แลวจึงนําสารสกัดจากใบรางจืดที่ไดมาชั่งน้ําหนัก บรรจุในภาชนะปดสนิทและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4˚C เพื่อใชในการทดสอบตอไป ในการสกัดใบรางจืดจะทําการสกัดไวเปนปริมาณที่มากพอที่จะใช
จนกระทั่งเสร็จส้ินการทดลอง 
  

 3.2.2 ศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการอักเสบในสัตวทดลอง 
(Animal models) 
 3.2.2.1  การเตรียมสัตวทดลอง 
 สัตวทดลองที่ใชในการทดลองนี้ คือ หนูถีบจักร (mice) สายพันธุ ICR เพศผูมีนํ้าหนักอยู
ระหวาง 30-40 กรัม ซ้ือมาจากศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี  นําหนูที่จะทําการทดลองมาพักเพื่อใหหนูไดคลายความเครียด (stress) จากการขนสง    
และเปนการเตรียมสัตวใหสามารถปรับตัวเขากับสภาพในหองทดลองกอนทําการทดลองเปนเวลา      
1 สัปดาห  สําหรับอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงจะควบคุมใหอยูระหวาง 25±2 องศาเซลเซียส ระดับ
ความชื้น 70% ควบคุมไฟเปดปดทุก 12 ช่ัวโมง เปดจาก 06.00 น. ถึง 18.00 น. และติดตั้งพัดลม
ดูดอากาศเขาและออกเพื่อถายเทอากาศ สวนกรงที่ใชเล้ียงหนูทดลองนั้นจะปูรองพื้นดวยขี้เล่ือยที่
ผานการอบฆาเชื้อโรคแลว เพื่อใชดูดซบัส่ิงปฏิกูล ที่กรงจะมีชองสําหรับใหนํ้าและอาหารแกหนู
ทดลองไดดื่มและกินตลอดเวลา 
 3.2.2.2  Writhing test (ปณต ตั้งสุจริตและคณะ, 2549; Panthong et al., 2007) 
           1. เปนการทดสอบฤทธิ์ระงับปวดที่สัมพันธกับการอักเสบ (inflammatory analgesia) โดย
แบงหนูเพศผู (male mice) นํ้าหนักระหวาง 30-40 กรัม ออกเปน 5 กลุม กลุมละ 7 ตัว จากนั้นทํา
การฉีดสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 200, 400 และ 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ที่ละลายใน 1% 
Methyl cellulose (MC) เขาใตผิวหนัง (s.c.) แกหนูกลุมทดสอบสวนหนูกลุม positive control ไดรับ
การฉีดยาแอสไพรินขนาด 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (s.c.) ที่ละลายใน 1% MC และกลุม negative 
control ฉีดเฉพาะ 1% MC (s.c.) หลังจากนั้น 1 ช่ัวโมง เหน่ียวนําใหหนูเกิด writhing response 
(อาการเจ็บปวดภายในชองทองซ่ึงแสดงออกโดยการเกร็งของกลามเน้ือบริเวณหนาทองโดยจะ
สังเกตอาการที่หนูมีการบิดตัว เอาทองถูแนบไปกับพื้นและเหยียดขาหลังออก) ดวยการฉีด 0.75% 
acetic acid aqueous solution ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอ 10 กรัมนํ้าหนักตัว เขาทางชองทอง 
(intraperitoneal) 
 2. นําหนูใสกลองพลาสติกโปรงใสโดยจะเริ่มนับจํานวน writhing response ที่เกิดขึ้น
ภายในเวลา 15 นาที โดยจะเริ่มจากนาทีที่ 5 หลังจากฉีด acetic acid  นําจํานวน writhing 
response มาคํานวณ เปอรเซนตการยับย้ังคํานวณโดย 
 
 
 
เปอรเซ็นตการยับย้ัง 
(Percentage of inhibition)

= (จํานวนคร้ังท่ีเกิด writhing ของหนูกลุมควบคุม - กลุมทดสอบ)
จํานวนคร้ังท่ีเกิด writhing ของหนูกลุมควบคุม

X 100
เปอรเซ็นตการยับย้ัง 
(Percentage of inhibition)

= (จํานวนคร้ังท่ีเกิด writhing ของหนูกลุมควบคุม - กลุมทดสอบ)
จํานวนคร้ังท่ีเกิด writhing ของหนูกลุมควบคุม

X 100
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 3. เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของการเกิด writhing response ของหนูกลุมควบคุมและกลุม
ทดสอบ ดวย Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือม่ัน 95% ขอมูลแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ p < 0.05 
 3.2.2.3  Formalin test (Tjolsen et al., 1992; Panthong et al., 2007) 
 1. เปนการทดสอบฤทธิ์ระงับปวดที่สัมพันธกับการอักเสบ (inflammatory analgesia) โดย
แบงหนูออกเปน 5 กลุม กลุมละ 7 ตัว โดย formalin test จะแบงออกเปน 2 phases คือ early 
phase (neurogenic phase) และ late phase (inflammatory phase) หลังจากนั้นทําการฉีดสาร
สกัดใบรางจืดความเขมขน 200, 400 และ 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ที่ละลายใน 1% Methyl 
cellulose (MC) เขาใตผิวหนัง (s.c.) และกลุม positive control ฉีดยาแอสไพรินขนาด 300 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม (s.c.)  และกลุม negative control ไดรับการฉีด 1% MC (s.c.) หลังจากนั้น      
1 ช่ัวโมง ฉีด formalin เขาใตผิวหนัง (subcutaneous) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร (1% formalin in 
NSS) เขาทางขาหลังดานขวา 
 2. นับจํานวนครั้งในการเลียเทาของหนูระหวางชวงเวลาที่ 0-5 นาที (สําหรับ early phase) 
และระหวางชวงเวลาที่ 20-30 นาที (สําหรับ late phase ) เปอรเซนตการยับย้ังคํานวณโดย 
  
 
 

 3. เปรียบเทียบคาเฉลี่ยจํานวนครั้งในการเลียเทาของหนูกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ ดวย 
Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเชื่อม่ัน 95% ขอมูลแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 
 

3.2.2.4 Croton oil-induced ear edema in mice (Gomig et al., 2008) 
อาการหูบวมในหนูถีบจักรถูกเหนี่ยวนําขึ้นดวยสาร croton oil (0.1 mg/ear) โดยการทา 

croton oil ที่บริเวณใบหูดานในของหนู ในกลุมควบคุมจะทา vehicle คือ DMSO ที่บริเวณใบหูดาน
นอก สําหรับกลุมทดสอบจะทาสารสกัดจากใบรางจืดในปริมาณตางๆตั้งแต 0.1, 0.3 และ 0.5 
mg/ear ที่หูดานนอก หลังจากนั้น 6 ช่ัวโมงทําการวัดความหนาของใบหูหนูที่เพิ่มขึ้นโดยใช digital 
vernia caliper  จากนั้นเปรียบเทียบความหนาของหูที่เพิ่มขึ้นระหวางกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ   
 1. แบงหนูออกเปน 5 กลุม กลุมละ 7 ตวั  อาการหูบวมในหนูถีบจักรถูกเหนี่ยวนําขึ้นดวย
สาร croton oil (0.1 mg/ear) โดยการทา croton oil ที่บริเวณใบหูดานในของหนู สําหรับกลุม
ทดสอบจะทาสารสกัดจากใบรางจืดในปริมาณตางๆตั้งแต 0.1, 0.3 และ 0.5 mg/ear ที่หูดานนอก 
และกลุม positive control ทายา indomethacin (0.1 mg/ear) และกลุม negative control จะทา 
vehicle คือ DMSO ที่บริเวณใบหูดานนอก  

เปอรเซน็ตการยบัยัง้ 
(Percentage of inhibition)

= (จาํนวนครัง้ในการเลียเทาของหนกูลุมควบคมุ - กลุมทดสอบ)
จํานวนครัง้ในการเลียเทาของหนกูลุมควบคุม

X 100
เปอรเซน็ตการยบัยัง้ 
(Percentage of inhibition)

= (จาํนวนครัง้ในการเลียเทาของหนกูลุมควบคมุ - กลุมทดสอบ)
จํานวนครัง้ในการเลียเทาของหนกูลุมควบคุม

X 100
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 2. หลังจากนั้น 6 ช่ัวโมงทําการวัดความหนาของใบหูหนูที่เพิ่มขึ้นโดยใชเครื่อง digital 
vernia caliper จากนั้นทําการเปรียบเทียบความหนาของหูที่เพิ่มขึ้นระหวางกลุมควบคุมและกลุม
ทดสอบ    โดยคํานวณเปอรเซนตการยับย้ังอาการหูบวม 
  
 
 
 3. ทําการเปรียบเทียบคาเฉล่ียความหนาของใบหูของหนูกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ ดวย 
Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเชื่อม่ัน 95% ขอมูลแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 
 3.2.2.5  Cotton pellet-induced granuloma in mice (Modified from Panthong et al., 
2007) 
 1. เปนวิธีทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบโดยแบงหนูเพศผูออกเปน 5 กลุม กลุมละ 7 ตัว 
จากนั้นสลบหนูดวย ether และผาตัดเพื่อเอากอนสําลีที่ผานการอบฆาเชื้อแลวขนาด 0.5 เซนติเมตร 
ใสเขาไปในใตผิวหนังของหนู (subcutaneous) จํานวน 1 กอน นํ้าหนัก 10±1 มิลลิกรัม โดยใช 
sterile technique หลังจากนั้นกลุมทดลองจะไดรับการฉีดสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 200, 400 
และ 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ที่ละลายใน 1% Methyl cellulose (MC) เขาใตผิวหนัง (s.c.) กลุม 
positive control ไดรับยา prednisolone ขนาด 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (s.c.) สวนหนูกลุม negative 
control ไดรับการฉีด 1% MC (s.c.) โดยฉีดทุกวันเปนเวลา 7 วัน จากนั้นสลบหนูดวย ether  
 2. หลังจากครบ 7 วัน ทําการสลบหนูดวย ether แลวผาตัดเอากอนสําลีออกมาแลวทําให
แหงที่อุณหภูมิ 60˚C เปนเวลา 18 ช่ัวโมงเพื่อที่จะดูนํ้าหนักแหง การที่นํ้าหนักของกอนสําลีเพิ่ม  
ขึ้นจะเปนตัววัดถึงการอักเสบและใชในการคํานวณตอไป  เน่ืองจากเซลลในระบบภูมิคุมกัน 
(immune cell) เขามาสะสมบริเวณที่มีการผาตัดเอากอนสําลีใสเขาไปดังน้ันจึงทําใหนํ้าหนักของ
กอนสําลีเพิ่มขึ้นในบริเวณที่มีการอักเสบ 
 3.  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของน้ําหนักกอนสําลีของหนูกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ ดวย 
Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเชื่อม่ัน 95% ขอมูลแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 
 

 3.2.3  ศึกษาความเปนพิษของสารสกัดจากใบรางจืดตอเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ 
(RAW 264.7) ดวยวิธี MTT assay (Jantaratnotai et al., 2006) 
 1. เพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7)  ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640 ที่มี
สวนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin 
และ 25 μg/ml amphotericin B จากนั้นนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 5% 
อุณหภูมิ 37˚C และทําการ sub-cultured ทุกๆ 3 วัน 

2. นําเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) มาเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96well 
plates)  ที่มีอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 

เปอรเซ็นตการยับย้ัง 
(Percentage of inhibition)

= (ความหนาใบหูของหนูกลุมควบคุม - กลุมทดสอบ)
ความหนาใบหูของหนูกลุมควบคุม

X 100
เปอรเซ็นตการยับย้ัง 
(Percentage of inhibition)

= (ความหนาใบหูของหนูกลุมควบคุม - กลุมทดสอบ)
ความหนาใบหูของหนูกลุมควบคุม

X 100
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1×105 เซลลตอ 1 หลุม จากนั้นทิ้งไวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 
5%  อุณหภูมิ 37˚C 
 3.  หลังจากครบ 24 ช่ัวโมง เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลชนิดเดิมออก และเปลี่ยนเปนอาหาร
เล้ียงเซลลที่มีสารสกัดใบรางจืดละลายอยูในความเขมขนตางๆ กัน โดยชั่งนํ้าหนักสารสกัดใบรางจืด
แลวนํามาละลายดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนั้นเตรียมสารสกัดใบรางจืดความเขมขน
ตางๆ กัน (6.25, 12.5, 25 และ 50 μg/ml ตามลําดับ) ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640 (10% 
(v/v) fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin และ 25 μg/ml 
amphotericin B) โดยใหมีความเขมขนสุดทายของ DMSO เปน 0.5% v/v จากนั้นนําไปเลี้ยงใน  
5% CO2 incubator ที่มีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

4.  ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well plates)เปล่ียนเปน
อาหารเลี้ยงเซลลที่มีสาร MTT (3-(4, 5-diamethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) 
ละลายอยูในความเขมขน 0.5 mg/ml จากนั้นนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 
5%   อุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 60 นาที 
 5. เปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well plates) 
จากนั้นเติม 100% DMSO ปริมาณ 200 μl/well เพื่อละลายผลึก formazan salt ผสมสารละลายให
เขากันเปนเนื้อเดียวแลวจึงนําสารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm โดยใช
เครื่อง Microplate reader (Bio-Rad, Model 680, USA)  

6. คํานวณคา cell viability ของเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ไดรับสารสกัดใบรางจืดที่
ละลายอยูในความเขมขนตางๆกัน เปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดรับสารสกัด (0.5% DMSO treated 
control) โดยแสดงคา cell viability ในรูปของ % of control โดยใหกลุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle 
(0.5% DMSO) มีคา cell viability เทากับ 100% ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใช Analysis of 
Variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยขอมูลแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 
 

 3.2.4 ศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการสราง nitric oxide (NO) 
ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccharide 
(LPS)    (Kim et al., 2003) 
 1. เพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7)  ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640 ที่มี
สวนประกอบของ 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin และ 
25 μg/ml amphotericin B จากนั้นนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 5% และ
อุณหภูมิ 37˚C  
 2. นําเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) มาเลี้ยงในถาดเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well 
plates)  ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 
1×105/well ใน CO2 incubator ที่มี CO2 5% และอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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 3. เตรียมสารละลายสารสกัดใบรางจืด โดยชั่งนํ้าหนักสารสกัดใบรางจืด แลวนํามาละลาย
ดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนั้นนํามาเติมลงใหไดสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ 
กัน (6.25 μg/ml, 12.5 μg/ml และ 25 μg/ml ตามลําดับ) ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 โดยใหมี
ความเขมขนสุดทายของ DMSO ในอาหารเลี้ยงเซลลเปน 0.5% โดยในแตละ well จะเติมสาร LPS 
ใหไดความเขมขนสุดทายในอาหารเลี้ยงเซลลเทากับ 10 ng/ml เพื่อกระตุนการสราง NO จาก
เอนไซม iNOS  จากนั้นนําไปเลี้ยงใน  5% CO2 incubator ที่มีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
ในการทดลองนี้จะใชสาร L-NAME ความเขมขน 20 μM เปน positive control 
 4.  ตรวจวัด NO ที่สรางขึ้นจากเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวยสาร LPS 
ในอาหารเลี้ยงเซลลในรูปของ nitrite โดยนําอาหารเลี้ยงเซลลมาผสมกับ Griess reagent (2% 
sulfanilamide in 4% phosphoric acid และ 0.2% napthylethylenediamide) ในอัตราสวน 1:1 
ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 450 nm  โดยใชเครื่อง Microplate reader (Bio-Rad, Model 680, USA)  

5. เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลลมาโครฟาจ (RAW 
264.7) ที่ไดรับสารสกัดใบรางจืดที่ความเขมขนตางๆ กันกับเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ไดรับ
เฉพาะ vehicle (0.5% DMSO) โดยคํานวณคาที่ไดในรูป % of control โดยใหกลุมที่ไดรับเฉพาะ 
vehicle มีปริมาณ nitrite เปน 100% และวิเคราะหขอมูลดวย Analysis of Variance (ANOVA) ที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05) 
 

  3.2.5  ศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการสรางสาร prostaglandin E2 
(PGE2)  ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุนดวยสาร
lipopolysaccharide (LPS)  (Kim et al., 2003) 
 1. เพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7)  ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี
สวนประกอบของ 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin และ 
25 μg/ml amphotericin B จากนั้นนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 5% และ
อุณหภูมิ 37˚C  
 2.  เตรียมเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) มาเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well 
plates)  ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 
1×105/well ใน CO2 incubator ที่มี CO2 อยู 5% และอุณหภูมิ 37˚C  
 3. เตรียมสารละลายสารสกัดใบรางจืด โดยชั่งนํ้าหนักสารสกัดใบรางจืด แลวนํามาละลาย
ดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนั้นนํามาเติมลงในอาหารเลี้ยงเซลลใหมีความเขมขนตางๆ 
กัน (6.25 μg/ml, 12.5 μg/ml และ 25 μg/ml ตามลําดับ) โดยความเขมขนสุดทายของ DMSO ใน
อาหารเลี้ยงเซลลเปน 0.5% โดยในแตละ well จะเติมสาร lipopolysaccharide (LPS) ใหไดความ
เขมขนสุดทาย 10 ng/ml เพื่อกระตุนการสรางสาร PGE2 จาก COX-2 จากนั้นนําไปเลี้ยงใน  5% 
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CO2 incubator ที่มีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ในการทดลองนี้จะใชสาร NS-398 ความ
เขมขน 10 μM เปน positive control 

4. ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well plates) เปล่ียนเปน
อาหารเลี้ยงเซลลที่มี 50 mM arachidonic acid จากนั้นนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ 
CO2 5% และอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 30 นาที 
 5.  ตรวจวัดปริมาณสาร PGE2 ในอาหารเลี้ยงเซลลโดยใช PGE2 assay kit 
 6. เปรียบเทียบคาเฉลี่ยปริมาณ PGE2 ในอาหารเลี้ยงเซลลระหวางกลุมที่ไดรับสารสกัดใบ
รางจืดที่ความเขมขนตางๆ กันกับกลุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle (0.5% DMSO) เพียงอยางเดียวโดย
คํานวณคาที่ไดในรูป % of control โดยให vehicle-treated มีปริมาณ PGE2 เปน 100% และ
วิเคราะหขอมูลดวย Analysis of Variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05) 
 

3.2.6.  ศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการสรางสาร tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุนดวยสาร 
lipopolysaccharide (LPS)  (Hwang et al., 2011) 
 1. เพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7)  ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี
สวนประกอบของ 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin และ 
25 μg/ml amphotericin B จากนั้นนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 5% และ
อุณหภูมิ 37˚C  
 2.  เตรียมเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) มาเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well 
plates)  ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 
1×105/well ใน CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู 5% และอุณหภูมิ 37˚C  
 3. เตรียมสารละลายสารสกัดใบรางจืด โดยชั่งนํ้าหนักสารสกัดใบรางจืด แลวนํามาละลาย
ดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนั้นนํามาเติมลงในอาหารเลี้ยงเซลลใหมีความเขมขนตางๆ 
กัน (6.25 μg/ml, 12.5 μg/ml และ 25 μg/ml ตามลําดับ) โดยความเขมขนสุดทายของ DMSO ใน
อาหารเลี้ยงเซลลเปน 0.5% โดยในแตละ well จะเติมสาร lipopolysaccharide (LPS) ใหไดความ
เขมขนสุดทาย 10 ng/ml เพื่อกระตุนการสรางสาร TNF-α จากนั้นนําไปเลี้ยงใน  5% CO2 
incubator ที่มีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง   
 4. ตรวจวัดปริมาณสาร TNF-α ในอาหารเลี้ยงเซลลโดยใช TNF-α assay kit 
 5. เปรียบเทียบคาเฉลี่ยปริมาณ TNF-α ในอาหารเลี้ยงเซลลระหวางกลุมที่ไดรับสารสกัด
ใบรางจืดที่ความเขมขนตางๆ กันกับกลุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle (0.5% DMSO) เพียงอยางเดียว
โดยคํานวณคาที่ไดในรูป % of control โดยให vehicle-treated มีปริมาณ TNF-α เปน 100% และ
วิเคราะหขอมูลดวย Analysis of Variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%   (p < 0.05) 
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 3.2.7  ศึกษาผลของสารสกัดจากใบรางจืดตอการยับยั้งการแสดงออกของยีน 

inducible nitric oxide synthase (iNOS),  cyclooxygenase-2 (COX-2) และ TNF-α ภายใน
เซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุนดวยสาร LPS โดยการตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงของระดับ mRNA ท่ีมีการสังเคราะหข้ึนโดยใชเทคนิค Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  

3.2.7.1 การเพาะเลี้ยงเซลลและกระตุนการสราง iNOS, COX-2 และ TNF-α  
ดวย LPS 
 1.  นําเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) มาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 3 cm  ที่
มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 และ 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 
μg/ml streptomycin และ 25 μg/ml amphotericin B เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใน CO2 incubator ที่มี 
CO2 อยู 5% และอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 2. ทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ TNF-α ของสาร
สกัดใบรางจืด โดยชั่งนํ้าหนักสารสกัดใบรางจืด แลวนํามาละลายดวย DMSO จากนั้นนํามาเติมลง
ในอาหารเลี้ยงเซลลใหไดสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ กัน (6.25, 12.5 และ 25 μg/ml 
ตามลําดับ) โดยใหมีความเขมขนสุดทายของ DMSO ในอาหารเลี้ยงเซลลเปน 0.5% โดยในแตละ 
well จะเติมสาร LPS ใหไดความเขมขนสุดทาย 10 ng/ml เพื่อกระตุนการแสดงออกของยีน  iNOS, 
COX-2 และ TNF-α จากนั้นนําไปเลี้ยงใน  5% CO2 incubator ที่มีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง   
 3. หลังจากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวลางเซลลดวย phosphate buffer 
saline (PBS) จากนั้นเก็บรวบรวมเซลลภายใน 3 cm disc ดวย TRIZOL® Reagent ปริมาณ 1 ml  
แลวนําไปสกัด total RNA ในขั้นตอไป 

3.2.7.2 การสกัด total RNA 
  1. สกัด total RNA ดวย TRIZOL® Reagent จํานวน 1 ml  และเติม chloroform 
จํานวน 200 μl หลังจากนั้น vortex เปนเวลา 15 วินาที และทิ้งไวที่อุณหภูมิ 15-30 ˚C เปนเวลา  
2-3 นาทีและนําตัวอยางไปปนเหวี่ยง (12,000 rpm) ที่อุณหภูมิ 2-8 ˚C เปนเวลา 15 นาที 
 2.  ปเปตสวนที่เปน aqueous phase จํานวน 400 μl ใส microcentrifuge tube อัน
ใหม หลังจากนั้นตกตะกอนดวย isopropyl alcohol จํานวน 500 μl และทิ้งตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 
15-30 ˚C เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําตัวอยางไปปนเหวี่ยง (12,000 rpm) ที่อุณหภูมิ 2-8 ˚C 
เปนเวลา 10 นาที  
 3.  ปเปตเอาสวนใส (supernatant) ออกไปและลาง RNA pellet ดวย 75% ethanol 
จํานวน 1 ml จากนั้นทําการปนเหวี่ยง (7,500 rpm) ที่อุณหภูมิ 2-8 ˚C เปนเวลา 5 นาทีแลวทํา 
RNA pellet ใหแหง จึงเติม deionized water จํานวน 50 μl 
 4. นํา total RNA ที่ไดไปวัดความเขมขนโดย UV spectrophotometer 
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3.2.7.3 การสรางสาย  complementary  DNA (cDNA) 
 1.  นําสวนประกอบตางๆ ใสลงใน microcentrifuge tube ไดแก total RNA จํานวน 
5 μg, 50 μM oligo (dT) จํานวน 1 μl, 10 mM dNTP Mix (10 mM ของ dATP, dGTP, dCTP และ 
dTTP) จํานวน 1 μl และ DNase free water จํานวน 13 μl 
 2.  นําสวนผสมที่ไดไปผานความรอนที่อุณหภูมิ 65 ˚C เปนเวลา 5 นาที และตั้งทิ้ง
ไวบนน้ําแข็งอยางนอย 1 นาที จากนั้นนําไปปนเหว่ียง (2,000×g) ที่อุณหภูมิ 2-8 ˚C เปนเวลา     
3 นาที แลวเติมสวนประกอบตางๆ คือ  5x First-Strand Buffer จํานวน 4 μl, 0.1 M DTT จํานวน    
1 μl,  RNaseOUT™ จํานวน 1 μl และ SuperScript™ III RT (200 unit/μl) จํานวน 1 μl ผสมโดย   
ปเปตขึ้นลงเบาๆ และทิ้งไวที่อุณหภูมิ 50 ˚C เปนเวลา 30-60 นาทีและหยุดปฏิกิริยาโดยผานความ
รอนที่อุณหภูมิ 70 ˚C เปนเวลา 15 นาที 
 3.2.7.4 การทําเทคนิค Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR)  
       1. นําสาย single strand cDNA ที่สรางไดเพื่อใชเปน DNA ตนแบบ สําหรับการ
ทดลอง PCRโดยเตรียม reaction mixture สําหรับปฏิกิริยา PCR โดยนําสวนประกอบตางๆ ใสลง
ในหลอดขนาด 200 μl sterile PCR tubes  
   cDNA single strand    1.0 μl 
   10 μM COX-2 (F)   1.5 μl 
   10 μM COX-2 (R)   1.5 μl 
   10x Taq PCR buffer    3.0 μl 
   2.5 μM dNTPs mix    2.0 μl 
   Taq polymerase   1.0 μl 
   Nuclease-free distilled water  20.0 μl 
    Total     30.0 μl 
 2.  นําหลอด PCR ใสลงใน thermal cycler ที่ส่ังโปรแกรมไวดังน้ี  
   Step 1  94 ˚C   30 s 
   Step 2  94 ˚C   30 s 
   Step 3  60 ˚C   30 s 
   Step 4  72 ˚C   30 s 
   Step 5  29× to step 2, 3 และ 4    
   Step 6  72 ˚C   5 min 
 3. นําสาย cDNA ที่ได ไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2, TNF-α 
และ GAPDH โดยใช agarose gel electropholesis annealing temperature  
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 3.2.7.5 การทําเทคนิค Agarose gel electropholesis 
 1. เตรียมสารละลาย 2% agarose gel โดยชั่งผง agarose มา 4.8 g ใสลงใน 0.5x 
TBE buffer จํานวน 240 ml ละลายผงเจลโดยใชความรอน 
 2. เตรียม gel tray รอโดยใส comb row เขาไปใหพอดีกับแตละ block ของ gel tray 
หลังจากเนื้อ gel ละลายดีแลวก็นําออกมาจากเครื่อง microwave แลวเติม ethidium bromide 
จํานวน 5 μl แลวผสมใหเขากันหลังจากนั้นนํามามาเทลงบน gel tray ที่เตรียมไวแลว 
 3.  หลังจาก gel แข็งตัวแลวก็คอยๆ ดึง comb row ออกอยางชาๆ ระวังอยาให gel 
แตกหลังจากนั้น load sample ที่เตรียมไวโดยดูการแสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ TNF-α 
 4.  หลังจากทํา load sample แลวก็นําชิ้นสวน gel ไปวางใน tank ซ่ึงภายใน tank 
จะเติม 0.5x TBE buffer พอทวม gel โดย tank จะตอกับ power supply ซ่ึง set power supply ไว
ที่ 30 นาที หลังจากนั้นก็ run gel เม่ือครบเวลา 30 นาที นําแผน gel ไปถายรูปภายใตแสง UV เพือ่
ดูแถบ PCR ที่เกิดขึ้น 
 

 3.2.8. ศึกษาความสามารถในการจับ nitric oxide (NO scavenging activity) ของ
สารสกัดใบรางจืด  
 หลักการ: NO ถูกสรางมาจากปฏิกิริยาการสลายตัวของสาร Sodium nitroprusside ใน 
phosphate buffer saline ไนตริกออกไซดที่เกิดขึ้นจะทําปฏิกิริยากับออกซิเจนแลวถูกเปลี่ยนเปน
ไนไตรท และไนเตรท ซ่ึงไนไตรทสามารถทําปฏิกิริยากับ Greiss reagent (1% sulfanilamide, 
0.1% N-(1-naphthyl)-ethylene diaminehydrochloride, 2.5 % H3PO4) ไดเปนสารประกอบสีชมพู
ที่คงตัว ถาสารสกัดที่นํามาทดสอบสามารถจับกับ NO ไดสารที่ไดก็นาจะมีสีชมพูจางลง และ
สารประกอบสีชมพูที่ไดสามารถวัดการดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่น 550 nm ดวยเครื่อง 
spectrophotometer 
 1. ศึกษาความสามารถในการจับ NO โดยผสมสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ กับสาร 
sodium nitroprusside (10 mM) เปนเวลา 180 นาที  
  2. นําสารละลายไปตรวจวัดปริมาณของ NO ที่เหลืออยูในสารละลายโดยปฏิกิริยากับ 
Griess reagent จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm 
 3.  นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหา % inhibition จากนั้นนําคารอยละที่ไดไปสราง
กราฟเพื่อคํานวณหาคา IC 50 
 

3.3  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัด

รางจืดที่ความเขมขนตางๆ กันโดยใชสถิติการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว (One way 
ANOVA) และทดสอบความแตกตางระหวางคูโดยวิธี Duncan’s test กําหนดคา p < 0.05 จงึถอืวามี
นัยสําคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
4.1  สารสกัดสมุนไพรใบรางจืด 
 ทําการเก็บรวบรวมใบรางจืดจากสวนสมุนไพรคณะเภสัชสาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน
จํานวน 3200 กรัม จากการสกัดใบรางจืดดวย 95% ethanol และรวบรวมสารละลายที่สกัดไดจาก
ใบรางจืด มาระเหยดวย เครื่องระเหยสาร (rotary evaporator) เพื่อระเหยตัวทําละลายออกไป 
จนกระทั่งไดสารสกัดใบรางจืดที่มีความเขมขนสูง นําสารสกัดใบรางจืดที่ไดมาทําใหแหงดวยวิธี 
freeze dry ไดนํ้าหนักของสารสกัดแหงรวม 66.56 กรัม คิดเปน % yield เทากับ   2.08 % ซ่ึง
ปริมาณสารสกัดที่ไดมีปริมาณเพียงพอตอการใชจนส้ินสุดการศึกษา 
 
4.2   ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการลดปวดและตานอักเสบในสัตวทดลอง 
 4.2.1  Writhing test 

Writhing เปนปฏิกิริยาการตอบสนองตอการปวดของหนู โดยแสดงพฤติกรรมเอาทอง
สัมผัสกับพื้นพรอมกับมีการยืดตัวออก สารที่นิยมนํามาฉีดเขาทางชองทองหนูเพื่อใหเกิดการปวด
ไดแก phenylquinone และ acetic acid เปนตน การทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ระงับปวด
ของสารสกัดใบรางจืดโดยใช  writhing test เปนการตรวจคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ระงับปวดที่สัมพันธ
กับการอักเสบ โดยใชขนาดของสารสกัดใบรางจืด   200, 400, 1000 mg/kg และ ใช aspirin 300 
mg/kg เปนยามาตรฐาน ผลการทดสอบพบวายา aspirin สามารถลดจํานวนคร้ังการเกิด writhing 
response ไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle  ในกลุม
ทดลองพบวาสารสกัดใบรางจืดขนาด 200 mg/kg ไมมีผลลดจํานวนครั้งที่หนูเกิด writhing 
response อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเพิ่มขนาดของสารสกัดขึ้นพบวาสารสกัดใบรางจืดในขนาด 
400 และ 1,000 mg/kg สามารถลดจํานวนการเกิด writhing response ไดอยางมีนัยสําคัญ (p < 
0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle โดยมีความแรงแปรตามความเขมขน
ของสารสกัด ดังแสดงในตารางที่ 4-1  

จากผลการทดลองนี้เม่ือนําจํานวนคร้ังของ writhing response มา คํานวณหา % inhibition 
พบวายา aspirin สามารถยับย้ังการเกิด writhing response ได 63.49 % และสารสกัดใบรางจืด
ตั้งแตความเขมขน 200, 400 และ 1000 mg/kg  สามารถยับย้ังการเกิด writhing response ได 
8.96 %, 46.26 % และ 54.90 % ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4-1 
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ตารางท่ี 4-1  ผลของยา aspirin และสารสกัดใบรางจืดตอการเกิด writhing response ในหนู mice 
ที่ไดรับการฉีด  0.75% acetic acid เขาทางชองทอง 
 

Group N Number of writhing in 10 min 
(Mean ± SE) 

Control (1% MC) 7 21.53 ± 1.86 
 

Aspirin 300 mg/kg  7    7.86 ± 1.75 * 

รางจืด 200 mg/kg 7 19.60 ± 1.89  

รางจืด 400 mg/kg 7   11.57 ±  2.17
 * 

รางจืด 1,000 mg/kg 7     9.71 ± 0.71 * 

 

* มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p < 0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4-1 เปอรเซ็นตการยับย้ัง writhing response ของสารสกัดใบรางจืดและ aspirin ในหนู mice 
ที่ถูกฉีด acetic acid เขาภายในชองทอง (n = 7)  
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4.2.2  Formalin test 
เปนวิธีทดสอบการปวดของหนู โดยการฉีดสารละลายเจือจางของ formalin เขาทางอุงเทา

หลัง โดยฉีดเขาใตผิวหนัง หนูจะแสดงพฤติกรรมการยกเทาขางที่ถูกฉีด formalin ขึ้นเลีย ซ่ึงวิธีน้ี
ทดสอบไดทั้งการปวดและการอักเสบ โดยใน early phase คือชวงระยะเวลา 0-5 นาทีหลังการฉีด
หนูจะมีปฏิกิริยาตอบสนองทันทีตอความเจ็บปวด ซ่ึงเปนการปวดแบบเฉียบพลัน สวน late phase
เปนการปวดเนื่องจากการอักเสบ ซ่ึงจะเกิดในชวงระยะเวลา 20-30 นาที 

ผลการทดสอบพบวายา aspirin สามารถลดจํานวนครั้งการยกเทาขางที่ถูกฉีด formalin ขึ้น
เลีย ไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle ทั้งในชวงระยะเวลา 
0-5 นาทีหลังการฉีด (early phase) และ 20-30 นาที (late phase) 

 ในกลุมทดลองพบวาสารสกัดใบรางจืดขนาด 200, 400 และ 1,000 mg/kg สามารถลด
จํานวนครั้งการยกเทาขางที่ถูกฉีด formalin ขึ้นเลีย ไดอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle ทั้งในชวงระยะเวลา 0-5 นาทีหลังการฉีด (early phase) และ 20-30 
นาที (late phase) โดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด ดังแสดงในตารางที่ 4-2 และ 
4-3   

 

ตารางท่ี 4-2 ผลของยา aspirin และสารสกัดใบรางจืดตอการยกเทาขึ้นเลียของหนู mice ที่ไดรับ
การฉีด formalin เขาทางอุงเทาหลัง ในชวงเวลา 0-5 นาที (early phase)  
 

Early phase 
(0-5 min) 

 
Group 

N Number of licking 
(Mean ± SE) 

Control (1% MC) 7 20.43 ± 1.18 
 

Aspirin 300 mg/kg 7 10.89 ± 1.64 * 

รางจืด 200 mg/kg 7 14.43 ± 1.29 * 

รางจืด 400 mg/kg 7 13.83 ± 0.91
 * 

รางจืด 1,000 mg/kg 7 10.71 ± 0.99 * 

 

* มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p < 0.05) 
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ตารางท่ี 4-3 ผลของ aspirin และสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ ตอการยกเทาขึ้นเลียของหนู 
mice ที่ไดรับการฉีด formalin เขาทางอุงเทาหลัง ในชวงเวลา 20-30 นาที (late phase)  
 

Late phase 
(20-30 min) 

 
Group 

N Number of licking 
(Mean ± SE) 

Control (1% MC) 7 17.00 ± 1.33 
 
 

Aspirin 300 mg/kg 7 6.11 ± 1.51 * 

รางจืด 200 mg/kg 7 8.14 ± 1.77 * 

รางจืด 400 mg/kg 7 5.17 ± 1.20 * 

รางจืด 1,000 mg/kg 7 4.29 ± 1.34
 * 

 

* มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p < 0.05) 

 
จากผลการทดลองนี้เม่ือนําจํานวนคร้ังที่หนูยกเทาขึ้นเลียในชวง 0-5 นาทีแรก (early 

phase) มาคํานวณหา % inhibition พบวายา aspirin สามารถยับย้ังการยกเทาขึ้นเลียได 46.69 % 
และสารสกัดใบรางจืดตั้งแตความเขมขน 200, 400 และ 1000 mg/kg สามารถยับย้ังการยกเทาขึ้น
เลียได 29.36 %, 32.31 % และ 47.57 % ตามลําดับ  

เม่ือนําจํานวนครั้งที่หนูยกเทาขึ้นเลียในชวง 20-30 นาที (late phase) มาคํานวณหา % 
inhibition พบวายา aspirin สามารถยับย้ังการยกเทาขึ้นเลียได 64.05 % และสารสกัดใบรางจืด
ตั้งแตความเขมขน 200, 400 และ 1000 mg/kg สามารถยับย้ังการยกเทาขึ้นเลียได 52.12 %, 
69.59 % และ 74.76 % ตามลําดับ 
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รูปท่ี 4-2  เปอรเซ็นตการยับย้ังความเจ็บปวดของสารสกัดใบรางจืดและ aspirin ในหนู mice ที่
ไดรับการฉีด formalin เขาที่เทาในระยะ early phase ระหวางชวงเวลาที่ 0-5 นาที (n = 7) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4-3  เปอรเซ็นตการยับย้ังความเจ็บปวดของสารสกัดใบรางจืดและ aspirin ในหนู mice ที่
ไดรับการฉีด formalin เขาที่เทาในระยะ late phase ระหวางชวงเวลาที่ 20-30 นาที (n = 7) 
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4.2.3 Croton oil-induced ear edema in mice 
อาการหูบวมในหนูถีบจักรถูกเหนี่ยวนําใหเกิดขึ้นดวยสาร croton oil (0.1 mg/ear) โดย

การทา croton oil ที่บริเวณใบหูดานในของหนู ในกลุมควบคุมจะทา vehicle คือ DMSO ที่บริเวณ
ใบหูดานนอก สําหรับกลุมทดสอบจะทาสารสกัดจากใบรางจืดในปริมาณตางๆตั้งแต 0.1, 0.3 และ 
0.5 mg/ear ที่หูดานนอก หลังจากนั้น 6 ช่ัวโมงทําการวัดความหนาของใบหูหนูที่เพิ่มขึ้นโดยใช 
digital vernia caliper  จากนั้นเปรียบเทียบความหนาของหูที่เพิ่มขึ้นระหวางกลุมควบคุมและกลุม
ทดสอบ  ในการศึกษาครั้งน้ีจะใชยา indomethacin (0.5 mg/ear) เปน positive control   ผลการ
ทดสอบพบวายา indomethacin ที่ใชเปนสารมาตรฐานสามารถลดการบวมของหูหนูที่เพิ่มขึ้นได
อยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยสามารถยับย้ังการบวมได 44.44 %    ในกลุม
ทดลองพบวาสารสกัดใบรางจืดขนาด 0.1, 0.3 และ 0.5 mg/ear สามารถลดการบวมของหูไดอยาง
มีนัยสําคัญเชนกัน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle โดยมีความแรงแปรตาม
ความเขมขนของสารสกัด  โดยสารสกัดใบรางจืดขนาด 0.1, 0.3 และ 0.5 mg/ear  สามารถยับย้ัง
การบวมของหูหนูที่เกิดจาก croton oil ได 36.89 %, 44.86 % และ 58.22 % ตามลําดับ ดังแสดง
ในรูปที่ 4-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4-4 ผลของ ยา indomethacin และสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ ตอการบวมของใบหู
หนู mice ที่ไดรับสาร croton oil เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ขอมูลแสดงในรูป mean ± SE (n = 7)          
* p < 0.05 เปรียบเทียบ กับกลุมควบคุม 
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4.2.4   Cotton pellet-induced granuloma in mice 
เปนการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบโดยแบบเรื้อรังโดยผาตัดเพื่อเอากอนสําลีใสเขาไปใต

ผิวหนังของหนู (subcutaneous) โดยใช sterile technique หลังจากนั้น 7 วัน ผาตัดเอากอนสําลี
ออกมาแลวทําใหแหง การที่นํ้าหนักของกอนสําลีเพิ่มขึ้นจะเปนตัววัดถึงการอักเสบแบบเรื้อรัง ผล
การทดสอบพบวายา prednisolone ที่ใชเปนสารมาตรฐานสามารถลดน้ําหนักกอนสําลีที่เพิ่มขึ้นได
อยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle เพียงอยางเดียว ในกลุม
ทดลองพบวาสารสกัดใบรางจืดขนาด 200, 400 และ 1,000 mg/kg สามารถลดน้ําหนักกอนสําลีที่
เพิ่มขึ้นไดอยางมีนัยสําคัญเชนกัน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ vehicle โดยมี
ความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด   อยางไรก็ตามพบวาสารสกัดใบรางจืดทั้ง 3 ความ
เขมขน สามารถลดน้ําหนักกอนสําลีที่เพิ่มขึ้นไดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงใน
ตารางที่ 4-4  

 

ตารางท่ี 4-4 ผลของ prednisolone และสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ ตอการเกิด tissue 
granulation ภายในเวลา 7 วัน หลังจากผาตัดฝงกอนสําลีลงใตผิวหนังหนู 

* มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p < 0.05) 

 
เม่ือนําน้ําหนักของสําลีมาคํานวณหา % inhibition พบวายา prednisolone สามารถยับย้ัง

การเพิ่มขึ้นของน้ําหนักสําลีได 19.80 % และสารสกัดใบรางจืดตั้งแตความเขมขน 200, 400 และ 
1000 mg/kg สามารถยับย้ังการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักสําลีได 14.35 %, 16.55 % และ 18.09 % 
ตามลําดับ (รูปที่ 4-5)   
 
 
 
 

 Group N  Granuloma weight 
(Mean ± SEM) 

Control (1% MC) 7 22.78 ± 0.82 
 

Prednisolone 5 mg/kg 7 18.27 ± 0.52 * 

รางจืด 200 mg/kg 7 19.51 ± 0.58
 * 

รางจืด 400 mg/kg 7 19.01 ± 0.95
 * 

รางจืด 1,000 mg/kg 7 18.66 ± 0.55 * 
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รูปท่ี 4-5  เปอรเซ็นตการยับย้ังการเกิด tissue granulation ของสารสกัดใบรางจืดและ 
prednisolone ในหนู mice ที่ไดรับการผาตัดเอากอนสําลีเขาใตผิวหนังบริเวณหนาทอง, (n = 7)  
 
4.3   ความเปนพิษของสารสกัดจากใบรางจืดตอเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7)  

ในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการประเมินความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดจากใบรางจืด โดย
การ incubate เซลลกับสารสกัดจากใบรางจืดที่ความเขมขนตางๆกัน (6.25, 12.5, 25 และ 50 
μg/ml) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และวัดคา cell viability โดยใช MTT assay เพื่อหาความเขมขนของ
สารสกัดสูงสุดที่สามารถใชในการทดสอบในกิจกรรมตอไปโดยที่ไมเกิดความเปนพิษตอเซลล   ผล
การศึกษาพบวาสารสกัดจากใบรางจืดที่ความเขมขน 6.25, 12.5 และ 25 μg/ml ไมแสดงความเปน
พิษตอเซลลโดยพบวากลุมที่ไดรับสารสกัดมีคา cell viability ไมแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (รูปที่ 4-6) อยางไรก็ตามพบวาสารสกัดจากใบรางจดืความเขมขน 50 μg/ml จะมีผลทํา
ใหคา cell viability ลดลงแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ  แสดงใหเห็นถึงความเปนพิษ
ตอเซลลของสารสกัดใบรางจืดที่ความเขมขนตั้งแต 50 μg/ml ขึ้นไป  จากขอมูลที่ไดทําให
คณะผูวิจัยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดใบรางจืดที่  6.25, 12.5 และ 25 μg/ml สําหรับทําการ
ทดสอบในกิจกรรมตอไป 
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รูปท่ี 4-6 ผลของสารสกัดใบรางจืดตอความมีชีวิตของเซลลเพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ ในอาหาร
เล้ียงเซลลที่มีสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนั้น ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลดวยวิธี MTT assay ขอมูลแสดงในรูป mean ± 
SE (n = 8) * p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว 
 
4.4 ศึกษาผลของสารสารสกัดจากรางจืดตอการยับยั้งการสราง nitric oxide จากเซลล
เพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccharide (LPS) 
 
 ในขั้นตอนเริ่มตนผูวิจัยไดทําการศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสาร LPS ที่สามารถ
กระตุนเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจใหสรางไนตริคออกไซดได โดยที่ไมทําใหเกิดความเปนพิษตอ
เซลล โดย incubate เซลลกับ LPS ที่ความเขมขนตางๆ กัน (10 ng/ml, 100 ng/ml และ 1 μg/ml) 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการตรวจวัดปริมาณของไนไตรทที่เกิดขึ้นใน culture medium โดย
ใช Griess reagent   และตรวจวัดความเปนพิษตอเซลลโดย MTT assay จากการศึกษาพบวา สาร 
LPS ทุกความเขมขนสามารถกระตุนเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจใหทําการสรางไนตริคออกไซดได 
แตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ดังแสดงในตารางที่ 4-5 
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ตารางท่ี 4-5 ผลของ LPS ตอการสรางไนตริคออกไซดจากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ 
 

Treatment ปริมาณของไนไตรทที่เกิดขึ้นใน culture 
medium ในรูป % of Control 

Control (vehicle treated) 100.00 ± 10.63 
 

LPS (10 ng/ml) 645.28 ±  4.49 * 

LPS (100 ng/ml) 708.35 ± 17.752 * 

LPS (1000.ng/ml) 749.17 ± 8.12 * 
 

ขอมูลแสดงในรูป Mean ± SE (n=8) * p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสาร LPS 

(vehicle treated) 
 

 จากการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของสาร LPS พบวาสาร LPS ที่ความเขมขน 10 
ng/ml  ไมแสดงความเปนพิษตอเซลล  อยางไรก็ตามพบวาสาร LPS ที่ความเขมขน 10 ng/ml  ขึ้น
ไปแสดงใหเห็นถึงความเปนพิษตอเซลลโดยทําให คา cell viability ลดลงแตกตางจากกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4-7) 
 จากขอมูลที่ไดทําใหคณะผูวิจัยเลือกใชความเขมขนของ LPS ที่ 10 ng/ml สําหรับทําการ
ทดสอบผลการยับย้ังการสราง NO, PGE2 และ TNF-α ภายในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจตอไป  

N (G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) เปนสารกลุม L-arginine analog ซ่ึงมี
ฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของ iNOS ดังน้ันในการศึกษาผลของสารสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการ
สราง nitric oxide จากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ จึงใชสาร L-NAME เปน positive control  

ดังน้ันจึงศึกษาผลของสาร L-NAME ตอตอความมีชีวิตรอด (cell viability) ของเซลล
เพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ดวยวิธี MTT assay โดยใชสาร L-NAME ความเขมขน 5, 10  
และ 20 ไมโครโมลาร พบวาสาร L-NAME ความเขมขนดังกลาวไมทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 
เม่ือทดสอบดวยความเขมขนสูงกวา 20 ไมโครโมลาร พบวา L-NAME เร่ิมแสดงความเปนพิษตอ
เซลล (ไมไดแสดงขอมูล) ดังนั้นจึงใชเลือกใช L-NAME ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร เปน positive 
control สําหรับการทดลองนี้ 
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รูปท่ี 4-7 ผลของ LPS ที่มีตอความมีชีวิตรอด (cell viability) ของเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจใน
อาหารเลี้ยงเซลลที่มีสาร LPS ความเขมขน 10, 100 และ 1000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนั้นทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลดวยวิธี MTT assay ขอมูลแสดงในรูป Mean ± SE 

(n=8)  * p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสาร LPS 
 
 

จากนั้นทําการทดสอบผลของสารสกัดใบรางจืดและ L-NAME ที่ใหรวมกับ LPS ตอความมี
ชีวิตของเซลล (cell viability) โดยใชสารสกัดใบรางจืดหรือสาร L-NAME ใหรวมกับ สาร LPS ความ
เขมขน 10 ng/ml เพื่อทดสอบวาสาร LPS เม่ือใหรวมกับสารสกัดใบรางจืดหรือสาร L-NAME จะ ไม
กอใหเกิดความเปนพิษตอเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7)  

จากผลการทดลองพบวาสาร LPS ความเขมขน 10 ng/ml เม่ือทดสอบรวมกับสารสกัดใบ
รางจืดความเขมขนตางๆ กัน (6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ L-NAME ความ
เขมขน 20 ไมโครโมลาร ไมทําใหคาความมีชีวิตของเซลล (cell viability) ลดลงอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (ไมไดแสดงขอมูล)   ดังน้ันจึงสามารถนําไปใชทดลองกับเซลลไดโดยไมทําใหเกิดความเปน
พิษตอเซลล 
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 เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการสราง NO ของสารสกัดใบรางจืด หลังจากกระตุนเซลลมาโคร
ฟาจใหสราง NO โดยการ incubate กับสาร LPS (10 ng/ml) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาสาร       
L-NAME (20 μM) ที่ใชเปน positive control สามารถลดการสราง NO ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมไดรับเฉพาะ LPS เพียงอยางเดียวโดยมี % inhibition = 45.43 %   
สวนสารสกัดใบรางจืดเม่ือใหรวมกับสาร LPS สามารถลดการสราง NO ไดอยางมีนัยสําคัญ โดยมี
ความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด โดยพบวาสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5 
และ 25 μg/ml สามารถลดการสราง NO ได 11.86 %, 18.82 %, 36.34 % ตามลําดับเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว (รูปที่ 4-8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4-8 ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการสรางไนตริคออกไซด (NO) ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ 
(RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนใหสรางไนตริคออกไซดดวยสาร LPS ขอมูลแสดงในรูป mean± SE    

(n = 8) * p < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะสาร LPS 
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4.5 ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการสราง prostaglandin E2 (PGE2) จากเซลล
เพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวยสาร  lipopolysaccharide (LPS) 
 

NS-398 เปนสารกลุมที่มีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของ enzyme COX-2 อยางจําเพาะเจาะจง 
(specific COX-2 inhibitor) ดังน้ันในการศึกษาผลของสารสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการสราง 
PGE2จากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ จึงใชสาร NS-398 เปน positive control  

จากการศึกษาผลของสาร NS-398 ตอตอความมีชีวิตรอด (cell viability) ของเซลล
เพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ดวยวิธี MTT assay โดยใชสาร NS-398 ความเขมขน 2.5, 5 
และ 10  ไมโครโมลาร พบวาสาร NS-398 ความเขมขนดังกลาวไมทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 
แตจะเร่ิมแสดงความเปนพิษตอเซลลเม่ือความเขมขนสูงกวา 10 ไมโครโมลารขึ้นไป (ไมไดแสดง
ขอมูล) ดังน้ันจึงใชเลือกใช NS-398 ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปน positive control สําหรับ
การทดลองนี้ 

จากนั้นทําการทดสอบผลของ NS-398 ที่ใหรวมกับ LPS ตอความมีชีวิตของเซลล (cell 
viability) โดยใชสาร NS-398 co-incubated กับสาร LPS ความเขมขน 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เพื่อ
ทดสอบวาสาร NS-398 เม่ือใหรวมกับสาร LPS ไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลล    ผลการ
ทดลองพบวาสาร NS-398 เม่ือทดสอบรวมกับ LPS ความเขมขน 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ไมทําให
คาความมีชีวิตของเซลล (cell viability) ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ไมไดแสดงขอมูล) ดังนั้นจึง
สามารถนําไปใชในการทดลองไดโดยไมทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 

เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการสราง PGE2 ของสารสกัดใบรางจืด หลังจากกระตุนเซลลมาโคร
ฟาจใหสรางสาร PGE2 โดยการ incubate กับ LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาสาร NS298 (10 ไม
โครโมลาร) สามารถลดการสราง PGE2 ได 79 % เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมไดรับเฉพาะ LPS 
เพียงอยางเดียว สวนสารสกัดใบรางจืดสามารถลดการสราง PGE2 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
โดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด โดยสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5 
และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลดการสราง PGE2 ได 10.14 %, 26.68 % และ 62.59 % 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ LPS เพียงอยางเดียว (รูปที่ 4-9 ) 
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รูปท่ี 4-9 ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการสราง PGE2   ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ ที่ถูกกระตุน
ดวยสาร LPS ขอมูลแสดงในรูป mean ± SE (n = 8) * p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่
ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว 
 
4.6 ผลของสารสารสกัดจากรางจืดตอการยับยั้งการสราง Tumor necrosis factor-alpha    

(TNF-α) จากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวยสาร lipopolysaccharide (LPS) 

เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการสราง TNF-α ของสารสกัดใบรางจืด หลังจากกระตุนเซลล   มา
โครฟาจใหสรางสาร TNF-α โดยการ incubate กับ LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา สารสกัดใบ
รางจืดสามารถลดการสราง TNF-α ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
ไดรับเฉพาะ LPS เพียงอยางเดียว โดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด โดยสารสกัด
ใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลดการสราง TNF-α ได 
9.80 %, 14.34 % และ 21.53 % ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะ LPS 
เพียงอยางเดียว (รูปที่ 4-10) 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 6.25 12.5 25 NS-398

LPS 10 ng/ml 

Thunbergia laurifolia (µg/ml) 

*

*

*

*

(10 µM)

P
G

E 2
(%

 o
f 

co
n
tr

ol
)

0

20

40

60

80

100

120

0 6.25 12.5 25 NS-398

LPS 10 ng/ml 

Thunbergia laurifolia (µg/ml) 

*

*

*

*

(10 µM)

P
G

E 2
(%

 o
f 

co
n
tr

ol
)



 46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4-10 ผลของสารสกัดใบรางจืด ตอการสราง TNF-α ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุน
ดวยสาร LPS ขอมูลแสดงในรูป mean ± SE (n = 8) * p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่
ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว 
 

 4.7 ความสามารถในการจับไนตริคออกไซด (Nitric oxide scavenging activity) ของสาร
สกัดจากรางจืด    
 จากการศึกษาความสามารถในการจับไนตริคออกไซดที่ปลดปลอยจากการสลายตัวของ
สาร sodium nitroprusside พบวาสารสกัดจากใบรางจืดสามารถจับกับไนตริคออกไซดได โดยมี
ความแรงแปรตามความเขมขนของสารดังแสดงในตารางที่ 4-6 โดยมีคา IC50 เทากับ 206.91 μg/ml    
 

ตารางท่ี 4-6 ความสามารถจับสาร nitric oxide ของสารสกัดจากใบรางจืด 

ความเขมขนของสารสกัดใบรางจืด (μg/ml) % Inhibition 
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4.8   ผลของสารสกัดจากใบรางจืดตอการยับยั้งการแสดงออกของยีน inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) และ tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α) 
4.8.1 ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการแสดงออก iNOS mRNA 
การศึกษาการแสดงออกของยีน iNOS โดยตรวจสอบการสังเคราะห mRNA ที่สรางขึ้น

ภายในเซลล ดวยวิธี RT-PCR น้ัน โดยเพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ไดรับการ
กระตุนดวย LPS (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) อยางเดียว หรือ ไดรับ LPS (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 
พรอมสารสกัดใบรางจืดความเขมขนตางๆ (6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ผลการทดลองพบวา เซลลที่ไมไดกระตุนดวยสาร LPS (unstimulated RAW 264.7 cells) 
ไมพบการแสดงออกของ iNOS mRNA ในทางตรงกันขาม กลุมควบคุมที่ไดรับการกระตุนดวยสาร 
LPS อยางเดียว พบวามีการสังเคราะห iNOS mRNA ในปริมาณสูง จากการทดสอบฤทธิ์ของสาร
สกัดใบรางจืดที่ความเขมขนตางๆพบวา สารสกัดใบรางจืดสามารถยับย้ังการสังเคราะห iNOS 
mRNA ได (รูปที่ 4-11(A)) โดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด  จากการวิเคราะห
ความเขมของแถบสีที่เกิดขึ้นจากรูปถาย gel electrophoresis พบวา สารสกัดใบรางจืดสามารถ
ยับย้ังการแสดงออกของ iNOS mRNA ไดรอยละ 20-40 (รูปที่ 4-11(B)) ซ่ึงผลการทดลองดังกลาว
มีความสัมพันธกับระดับไนตริคออกไซดที่สรางขึ้นจากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7)  
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รูปท่ี 4-11 ผลของสารสกัดใบรางจืด ตอการแสดงออกของ iNOS mRNA  (A) ผลการยับย้ังการ
สราง iNOS mRNA ของสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ภายหลังการกระตุนเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ดวย LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (B) กราฟแทง
แสดงผลการยับย้ังการสราง iNOS mRNA ของสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถกูกระตุนดวยสาร LPS เปน

เวลา 24 ช่ัวโมง (n = 3) * P < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะสาร LPS 
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4.8.2  ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการแสดงออกของ COX-2 mRNA 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน COX-2 โดยตรวจสอบการสังเคราะห mRNA ที่เซลล
สรางขึ้นภายใน ดวยวิธี RT-PCR น้ัน เพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวย 
LPS ความเขมขน 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร อยางเดียว หรือ ไดรับ LPS ความเขมขน 10 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร พรอมสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือครบ 
24 ช่ัวโมง ตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA ของยีน COX-2 ในเซลลแตละกลุม ผลการทดลอง
ดังแสดงในรูปที่ 4-12 (A) พบวา กลุมควบคุมที่ไมไดกระตุนดวยสาร LPS (unstimulated RAW 
264.7 cells) ไมพบการแสดงออกของ COX-2 mRNA ในขณะเดียวกัน เซลลที่ไดรับการกระตุน
ดวยสาร LPS อยางเดียว พบวามีการสังเคราะห COX-2 mRNA ในปริมาณสูง จากการทดสอบฤทธิ์
ตานอักเสบของสารสกัดใบรางจืดพบวา สารสกัดใบรางจืดสามารถยับย้ังการสังเคราะห COX-2 
mRNA โดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด ซ่ึงจากการวิเคราะหความเขมของแถบสี
ที่เกิดขึ้นจากรูปถาย gel electrophoresis พบวา สารสกัดใบรางจืดสามารถยับย้ังการแสดงออกของ 
COX-2 mRNA ไดมากถึงรอยละ 40-50 (รูปที่ 4-12 (B)) ผลการทดลองดังกลาวมีความสอดคลอง
กับผลการยับย้ังการสราง PGE2 ของสารสกัดใบรางจืด (รูปที่ 4-9) 
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รูปท่ี 4-12  ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการแสดงออกของ COX-2 mRNA (A) ผลยับย้ังการสราง 
COX-2 mRNA ของสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ภายหลัง
การกระตุนเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ดวย LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (B) กราฟแทงแสดงผล
การยับย้ังการสราง COX-2 mRNA ของสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ในเซลลเพาะเล้ียงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวยสาร LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (n = 3)       
* p < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะสาร LPS 
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4.8.3  ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับยั้งการแสดงออกของ TNF-α mRNA 

 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน TNF-α โดยตรวจสอบการสังเคราะห mRNA ที่เซลล
สรางขึ้นภายใน ดวยวิธี RT-PCR น้ัน เพาะเลี้ยงเซลลมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวย 
LPS ความเขมขน 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร อยางเดียว หรือ ไดรับ LPS ความเขมขน 10 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร พรอมสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือครบ 
24 ช่ัวโมง ตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA ของยีน COX-2 ในเซลลแตละกลุม ผลการทดลอง
ดังแสดงในรูปที่ 4-13 (A) พบวา กลุมควบคุมที่ไมไดกระตุนดวยสาร LPS (unstimulated RAW 
264.7 cells) ไมพบการแสดงออกของ TNF-α mRNA ในขณะเดียวกัน เซลลที่ไดรับการกระตุน
ดวยสาร LPS อยางเดียว พบวามีการสังเคราะห TNF-α mRNA ในปริมาณสูง จากการทดสอบฤทธิ์
ตานอักเสบของสารสกัดใบรางจืดพบวา สารสกัดใบรางจืดสามารถยับย้ังการสังเคราะห TNF-α 
mRNA โดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด ซ่ึงจากการวิเคราะหความเขมของแถบสี
ที่เกิดขึ้นจากรูปถาย gel electrophoresis พบวา สารสกัดใบรางจืดสามารถยับย้ังการแสดงออกของ 
TNF-α mRNA ไดประมาณรอยละ 6-20 (รูปที่ 4-13 (B)) ผลการทดลองดังกลาวมีความสอดคลอง
กับผลการยับย้ังการสรางสาร TNF-α ของสารสกัดใบรางจืด (รูปที่ 4-10) 
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ภาพท่ี 4-13  ผลของสารสกัดใบรางจืดตอการแสดงออกของ TNF-α mRNA (A) ผลยับย้ังการสราง 

TNF-α mRNA ของสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ภายหลัง
การกระตุนเซลลมาโครฟาจดวย LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (B) กราฟแทงแสดงผลการยับย้ังการ

สราง TNF-α mRNA ของสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใน

เซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวยสาร LPS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (n = 3)   * p < 0.05 เม่ือ
เทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะสาร LPS 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการศึกษา 

 
5.1 อภิปรายและสรุปผลการศึกษา 

รางจืด (Thunbergia laurifolia) เปนพืชในตระกูล Acantaceae ซ่ึงในวงการแพทยแผนไทย
รายงานวามีสรรพคุณในการรักษาอาการอักเสบ และมีศักยภาพในการพัฒนาเปนยาแกปวดและ
ตานอักเสบที่มีประสิทธิภาพสูงและมีผลขางเคียงต่ํา แตในปจจุบันยังไมมีรายงานวิจัยในเชิง
วิทยาศาสตรที่รับรองเก่ียวกับกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของรางจืดทั้งในระดับชีวเคมีและระดับ
โมเลกุล ดังนั้นโครงการวิจัยน้ีจึงมุงเนนศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืดใน
สัตวทดลอง และ ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) 
โดยศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการสรางสาร inflammatory mediatorsที่สําคัญเชน nitric 
oxide (NO), สาร prostaglandin E2 (PGE2) และ สาร tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) ใน
เซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS) รวมทั้ง
ศึกษาผลของสารสกัดตอการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสรางสารดังกลาว 
 จากการศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดใบรางจืดในสัตวทดลอง เม่ือทดสอบฤทธิ์ลด
ปวดและตานอักเสบโดยวิธี writhing test พบวายามาตรฐานที่ใชคือ aspirin ซ่ึงมีฤทธิ์ตานอักเสบใน
ระยะเฉียบพลันไดดี (Sanchez-Mateo et al., 2006) สามารถยับย้ังการเกิด writhing response ได 
โดยมีปอรเซนตการยับย้ังเทากับ 63.49 % สวนกลุมที่ไดรับสารสกัดพบวาสารสกัดใบรางจืด
สามารถลดการเกิด writhing response ไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยมี
ความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัดโดยสารสกัดความเขมขนสูงสุดที่ใชที่1000 mg/kg 
สามารถยับย้ังการเกิด writhing response ไดถึง 54.90 % ซ่ึงนอยกวายามาตรฐาน aspirin (300 
mg/kg) เล็กนอย 
 การเกิด writhing response โดยการเหนี่ยวนําดวยการฉีด acetic acid เขาชองทองจะทํา
ใหเกิดการสรางสาร inflammatory mediators ชนิดตางๆ เปนจํานวนมาก เชน serotonin, 
histamine, bradykinin, substance P และ prostaglandin (Collier et al., 1968; Raj, 1996; 
Intahphuak et al., 2004) รวมไปถึงการหล่ังของของเหลวในชองทอง นอกจากนี้ acetic acid ยังไป
เพิ่มการหลั่งสาร arachidonic acid ซ่ึงสารนี้จะถูกเปลี่ยนแปลงโดยเอนไซม cyclooxygenase สงผล
ใหเกิดการสรางสาร  PGE2 เพิ่มมากขึ้น (Yin et al., 2003; Daud et al., 2006) ทําใหเกิดการ
กระตุนปลายประสาททําใหรูสึกเจ็บปวดและสงผลใหเกิดอาการ  writhing  

จากผลการวิจัยขางตนทําใหแสดงใหเห็นวาการที่สารสกัดใบรางจืดฤทธิ์ลดปวดหรือลด 
writhing response สวนหนึ่งนาจะมีผลจากฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร prostaglandin E2 ของสารสกัด
ใบรางจืด ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่พบวาสาร
สกัดใบรางจืดสามารถลดการสรางสาร PGE2 ไดอยางมีนัยสําคัญ 
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ในการศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบดวยวิธี formalin test  โดยฉีด formalin เขาที่เทาของหนูเพื่อ
กระตุนใหหนูเกิดความเจ็บปวดบริเวณเทาและกระตุนใหหนูแสดงพฤติกรรมเลียเทาขางที่ฉีดสาร 
ผลการศึกษาพบวาในชวง early phase (0-5 min)   ยา aspirin (300mg/kg) สามารถยับย้ังความ
เจ็บปวดได 46.69 % และสารสกัดใบรางจืดตั้งแตความเขมขนสูงสุดคือ 1000 mg/kg สามารถยับย้ัง
ความเจ็บปวดได 47.57 % ตามลําดับซ่ึงมีความใกลเคียงกับยา aspirin สวนในชวง late phase 
(20-30 min)   ยา aspirin (300mg/kg) สามารถยับย้ังความเจ็บปวดได 64.05 % และสารสกัดใบ
รางจืดตั้งแตความเขมขนสูงสุดคือ 1000 mg/kg สามารถยับย้ังความเจ็บปวดได 74.76 % 
ตามลําดับซ่ึงมากกวายามาตรฐาน aspirin 

สาร formalin สามารถกระตุนพฤติกรรมเลียเทาดังกลาวไดทั้งใน early phase (0-5) และ 
late phase   (20-30) (Abbott et al., 1995) โดยสามารถกระตุนผานระบบประสาท (nociceptive 
neurons) ไดโดยตรง (ระยะ early phase) และทําใหเกิดการทําลายเนื้อเย่ืออยางเฉียบพลัน (ระยะ 
late phase) (Hunskaar and Hole, 1987) จากผลการวิจัยพบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถลด
อาการเจ็บปวดของหนูไดทั้งในระยะ early phase และ late phase ในลักษณะแปรตามความเขมขน
โดยมีฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบในระยะ late phase ไดดีกวา early phase จากผลการศึกษาดังกลาว
แสดงใหเห็นวาสารสกัดใบรางจืดมีผลลดความเจ็บปวดในระยะ early phase ไดโดยอาจมีผลยับย้ัง
ผานระบบประสาทรับความรูสึก (acute neurogenic pain) (Sanchez-Mateo et al., 2006) หรือ
ผาน opioid receptors ในระบบประสาทสวนกลาง (Gonzalez-Trujano et al., 2007) และลดการ
อักเสบในระยะ late phase โดยอาจแสดงฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร prostaglandin และสารสื่ออื่นๆ 
เชน histamine, serotonin และ bradykinin (Yin et al., 2003; Young et al., 2005; Daud et al., 
2006) จากผลการศึกษาขางตนแสดงใหเห็นวาสารสกัดใบรางจืดสามารถยับย้ังการอักเสบได กลไก
หลักนาจะมีผลมาจากการออกฤทธิ์ยับย้ังสารสื่อการอักเสบเชน PGE2  และจากการศึกษาของ 
Yamamoto et al, (2002) พบวาการศึกษาฤทธิ์ลดความเจ็บปวดโดยการฉีด formalin เก่ียวของกับ
การยับย้ังการทํางานของเอนไซม COX-2  ซ่ึงมีความสอดคลองกับผลการศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยง
มาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่พบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถลดการสรางสาร PGE2 ไดอยางมี
นัยสําคัญ 
 การศึกษาฤทธ์ิตานอักเสบดวยวิธี croton oil-induced ear edema เปนการกระตุนใหเกิด
การบวมที่ใบหูของหนูโดยการทา croton oil  พบวายา indomethacin ที่ใชเปนสารมาตรฐาน
สามารถลดการบวมของหูหนูที่เพิ่มขึ้นไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดย
สามารถยับย้ังการบวมได 44.44 %     สวนกลุมที่ไดรับสารสกัดพบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถลด
การบวมที่ใบหูหนู ไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยมีความแรงแปรตามความ
เขมขนของสารสกัดโดยสารสกัดความเขมขนสูงสุดที่ใช (0.5 mg/ear)  สามารถยับย้ังการบวมที่ใบหู
หนู ไดถึง 58.22 % ซ่ึงยับย้ังไดมากกวายามาตรฐาน indomethacin (0.5 mg/ear)   
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Croton oil จัดเปน phlogistic agent ที่สกัดมาจากตนสลอด (Croton tiglium) ซ่ึงเปนพืชใน
วงศ euphorbiaceae สารนี้จัดเปนสารกอความระคายเคืองตอผิวหนัง ภายใน croton oil ประกอบ
ไปดวยสารกลุม phorbal ester ช่ือ 12-O-tetradecanoylphorbal-13- acetate (TPA) เปน
สารประกอบที่สําคัญ  พบวาเม่ือทา croton oil หรือ TPA ลงบนผิวหนังจะกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา
การอักเสบแบบเฉียบพลันบริเวณที่สัมผัส โดยมีอาการ vasodilation, polymorphonuclear 
leukocyte infiltration ภายในเนื่อเย่ือ ทําใหเกิดอาการบวม  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงเหลานี้เกิดผานการ
กระตุนการทํางานของ protein kinase C (PKC) สงผลตอเน่ืองไปกระตุนการทํางานของเอนไซม 
phospholipase A2 เปนผลทําใหเกิดการเพิ่มขึ้นของ arachidonic acid ซ่ึงสารนี้จะถูกเปลี่ยนแปลง
โดยเอนไซม cyclooxygenase  ทําใหการสรางสาร leukotriene และ prostaglandin โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง  PGE2 มีเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยที่พบวาอาการบวมที่ใบหูหนูจาก croton 
oil มีความเกี่ยวของกับการสรางสาร NO เน่ืองจากพบวาสาร L-Nω-nitroarginine (L-NN)  ที่มีฤทธ
เปน NOS inhibitor สามารถลดอาการบวมลดการบวมที่ใบหูหนูที่เหน่ียวนําโดย croton oil ไดอยาง
มีนัยสําคัญ (Zuoqi et al., 2008) 

จากผลการดังกลาวแสดงใหเห็นวาการที่สารสกัดใบรางจืดฤทธิ์ลดการบวมที่ใบหูหนูไดน้ัน
คาดวาเกิดจากฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร NO และ PGE2 ของสารสกัด ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษา
ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่พบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถลดการสรางสาร NO 
และ PGE2 ไดอยางมีนัยสําคัญ 

ผลจากการศึกษาฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบแบบเรื้อรังโดยวิธี cotton pellet-induced 
granuloma in mice โดยการผาตัดเอากอนสําลีใสเขาใตผิวหนังของหนูเพื่อทําใหเน้ือเย่ือเกิดการ
สะสมของเซลลในระบบภูมิคุมกัน (tissue granulation) เม่ือผาตัดเอากอนสําลีใสเขาใตผิวหนังของ
หนูจะทําใหเซลล macrophage และสารคัดหลั่งจากระบบภูมิคุมกันของรางกายเคลื่อนเขามาสะสม
ในกอนสําลี (neovascularization) ซ่ึงเปนสาเหตุใหเกิดการแบงตัวของเนื้อเย่ือและเกิดการบวม 
(Laupattarakasem et al., 2006) ซ่ึงการเกิด granuloma ในการอักเสบแบบเรื้อรังนี้มีความ
เก่ียวของกับสาร cytokine หลายชนิด เชน interleukin-1 (IL-1) และ tumor necrotic factor (TNF-
α) เปนตน สารสื่อทั้ง 2 ชนิดมีฤทธิ์กระตุน fibroblast มีผลเพิ่มจํานวน fibroblast กระตุนการสราง
เสนใย collagen และ ทําใหมีลิมโฟซัยตเคลื่อนที่เขาสูบริเวณที่มีการอักเสบมากขึ้น เปนผลทําให
เกิด granuloma   

จากผลการทดลองพบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถลดการเกิด granuloma ไดอยางมี
นัยสําคัญโดยลดไดดีตั้งแตความเขมขน 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัมจนถึง 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
โดยสารสกัดใบรางจืดทั้งสามความเขมขนดังกลาวมีผลไมแตกตางกันแตจะแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญกับกลุมที่ไดรับเฉพาะ 1% MC ซ่ึงอาจเกิดจากผลในการยับย้ังการเกิด tissue granuloma 
ของสารสกัดใบรางจืดถึง maximum effect แลวตั้งแตที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซ่ึงยัง
ตองการการศึกษาเพิ่มเติมตอไป  จากผลการวิจัยดังกลาวสรุปไดวาสารสกัดใบรางจืดตั้งแตความ
เขมขน 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เปนตนไปสามารถลดการอักเสบในระยะเรื้อรังไดดี และในการ
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ทดลองใชยามาตรฐานคือ prednisolone เน่ืองจากมีรายงานวา aspirin ไมสามารถลดการอักเสบใน
ระยะเร้ือรังไดดีเน่ืองจากเปนยาในกลุม NSAID (ณัฏฐิยา  พงศผาสุก, 2546; Intahphuak et al., 
2004) สวนยา prednisolone เปนยาในกลุม steroid ที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบที่แรงสามารถลดการ
อักเสบทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรังไดดีเน่ืองจากเกิดการยับย้ังการสราง fibroblasts และการหลั่ง
ของ neutrophils, collagen และ mucopolysaccharides ที่มาสะสมในกอนสําลี (Perianayagam et 
al., 2006; Kale et al., 2007)  

จากผลการทดลองดังกลาวสรุปไดวาสารสกัดใบรางจืดมีฤทธิ์ตานอักเสบแบบเรื้อรังได  ซ่ึง
ฤทธิ์สวนหนึ่งนาจะมีผลจากฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร TNF-α ของสารสกัดใบรางจืด ซ่ึงสอดคลองกับ
ผลการศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนดวยสาร LPS พบวาสารสกัด
ใบรางจืดสามารถลดการสรางสาร TNF-α ไดอยางมีนัยสําคัญ  

จากการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบในสัตวทดลองทั้งส่ีวิธีการทดลองทําใหทราบวาการ
ออกฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืดนาจะมีผลเก่ียวของกับสารสื่อ (mediators) การ
อักเสบซึ่งสารสื่อการอักเสบที่มีบทบาทสําคัญในการทดลองทั้งส่ีวิธีดังกลาวนาจะเปนสาร PGE2 
เน่ืองจากการทบทวนวรรณกรรมอื่นๆ มีความสอดคลองกับการทดลองขางตน  แตผูวิจัยยังไม
สามารถยืนยันถึงกลไกการออกฤทธิ์ตานการอักเสบที่แนนอนของสารสกัดสกัดจากใบรางจืดได 
ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันฤทธิ์ตานการอักเสบที่แทจริงของสารสกัดใบรางจืด คณะผูวิจัยจึงไดศึกษา
กลไกการออกฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจทั้งในระดับชีวเคมีและระดับ
โมเลกุลโดยเนนศึกษาผลของสารสกัดตอการสราง NO, PGE2 และ TNF-α รวมถึงผลของสารสกัด
ตอการแสดงออกของยีนเอนไซม iNOS และ COX-2 ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวย
สาร LPS และยังศึกษาผลของสารสกัดตอการการแสดงออกของยีน TNF-α อีกดวย 

จากการศึกษาวิจัยที่ผานมาแสดงใหเห็นวาการผลิตสาร inflammatory mediators เชน NO, 
PGE2 และ TNF-α ที่มากเกินไปมีความสัมพันธุกับกับการอักเสบ ดังนั้นการคุมการผลิต  NO, 
PGE2 และ TNF-α จึงมีความสําคัญในการบรรเทาอาการอักเสบ การใหเซลลสัมผัสกับสาร LPS 
เปนการจําลองการอักเสบจาการติดเชื้อจุลชีพในเซลลมาโครฟาจโดยใช LPS กระตุนเลลมาโครฟาจ
ทําใหมีการหลั่งสาร NO, PGE2 และ TNF- α ออกมาในขณะที่มีการอักเสบ ซ่ึงเปนปฏิกิริยา
ตอบสนองทางภูมิคมกันเพื่อกําจัดสิ่งแปลกปลอมหรือเช้ือจุลชีพ 

ผลจากการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดจากใบรางจืดดวยวิธี MTT assay โดยวัดความ
มีชีวิตอยูของเซลล (cell viability) ซ่ึงเซลลที่มีชีวิตจะสามารถทําปฏิกิริยากับสาร MTT และเปลี่ยน
ใหอยูในรูป formazan salt โดยไมโตคอนเดรียที่อยูภายในเซลล ถาเซลลใดที่ตายจะไมสามารถ
เปล่ียนสาร MTT ใหอยูในรูป formazan salt ได เม่ือละลายผลึก formazan salt ดวย DMSO จะ
เห็นเปนสีมวงสวนเซลลที่มีชีวิตจะเห็นเปนสีจาง จากผลการทดลองพบวาสารสกัดใบรางจืดความ
เขมขน 6.25, 12.5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไมกอใหเกิดความเปนพิษกับเซลลเพาะเล้ียงมา
โครฟาจและความเขมขน 200, 400 และ 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ไมทําใหสัตวทดลองตายแสดงให
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เห็นวารางจืดเปนสมุนไพรที่มีความปลอดภัยสูง จากผลการศึกษาขางตนมีความสอดคลองกับผล
การศึกษาของมณเฑียร เปสี และคณะ (2544) และ วิรวรรณ  วิสิฐพงศพันธ (2545)  

จากการศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการอักเสบในเซลลมาโครฟาจพบวา
สารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลดการสรางสาร NO 
และ PGE2 ไดอยางมีนัยสําคัญโดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด ผลการทดลองที่
ไดแสดงใหเห็นวาการลดลงของปริมาณ NO และ PGE2 เปนผลมาจากการลดปริมาณการผลิต ไม
ไดมาจากการที่เซลลตายเนื่องจากสารสกัด  

การศึกษาความสามารถของสารสกัดใบรางจืดในการจับ NO ที่ถูกปลดปลอยจากสาร 
sodium nitroprusside ใน physiological pH วัตถุประสงคของการศึกษานี้คือเพื่อตอบคําถามวา ใน
กรณีที่สารสกัดรางจืดลดปริมาณของ NO ที่สรางจากเซลลเพาะเล้ียงมาโครฟาจที่ถูกกระตุนดวย
สาร lipopolysaccharide น้ันเกิดจากการที่สารสกัดจากรางจืดมีผลยับย้ังการสรางสาร NO หรือมา
จากความสามารถในการจับ NO (nitric oxide scavenging activity) โดยตรงของสารสกัด ซ่ึงพบวา
สารสกัดจากใบรางจืดสามารถจับกับสาร NO ได โดยมีความแรงแปรตามความเขมขน โดยมีคา 
IC50 เทากับ 206.91 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากผลการศึกษาจะเห็นวาที่ความเขมขน 20 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร   สารสกัดใบรางจืดสามารถจับกับสาร NO ไดนอยเพียง 7.70 % เทานั้น  ในขณะที่ใน
การศึกษาผลการยับย้ังการหลั่งของสาร NO จากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ พบวาสารสกัดใบ
รางจืดความเขมขน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  สามารถยับย้ังการหลั่งสาร NO ไดถึง 36.34% ซ่ึงสูง 
กวามากแสดงใหเห็นวาผลของสารสกัดใบรางจืดมาจากการยับย้ังการสรางมากกวาการจับกับ NO 
โดยตรง 

NO และ PGE2  จัดเปน inflammatory mediators ที่สําคัญในกระบวนการอักเสบ  สารทั้ง
สองชนิดนี้ถูกสรางมาจากเซลลเม็ดเลือดขาว เชน neutrophil และ macrophage    สาร NO และ 
PGE2 ถูกสรางโดยเอนไซม inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 
(COX-2) ตามลําดับ  ซ่ึงเอนไซมเหลานี้จัดเปน    inducible enzyme โดยจะถูกชักนําใหสรางขึ้น
เปนจํานวนมาก         ดวยสาร pro-inflammatory cytokine และ endotoxin  สาร nitric oxide มี
ผลทําใหเกิดภาวะหลอดเลือดขยายตัว เพิ่มความสามารถในการซึมผาน ของผนังหลอดเลือด ทําให
เกิดอาการบวมในบริเวณที่มีการอักเสบ ในขณะที่สาร PGE2 มีบทบาทในการเหนี่ยวนําการสราง 
inflammatory mediator หลายชนิด ทําใหเกิดอาการปวด บวม แดงและมีไข  ดังนั้นการยับย้ังการ
หล่ังของสาร NO และ PGE2 จึงเปนแนวทางหลักสําคัญทางหนึ่งในการควบคุมกระบวนการอักเสบ
โดยเฉพาะการอักเสบแบบเฉียบพลัน  จากผลการศึกษาดังกลาวพบวาการที่สารสกัดใบรางจืดมี
ฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบสวนหนึ่งนาจะมีผลจากการลดลงของ NO และ PGE2 นอกจากนี้ยังศึกษาผล
ของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการสรางเอนไซม iNOS และ COX-2  โดยดูผลการแสดงออก
ของ mRNA expression ของยีน iNOS และ COX-2 จากการศึกษาพบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถ
ยับย้ังการแสดงออกของ iNOS และ COX-2 ไดจากผลการวิจัยขางตนสรุปไดวาการที่สารสกัดใบ
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รางจืดมีฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบไดน้ันสวนหนึ่งนาจะมีผลมาจากการยับย้ังการสรางของเอนไซม 
iNOS และ COX-2  สงผลใหมีการหลั่งของสาร NO และ PGE2 นอยลง 

การศึกษาในระดับโมเลกุลพบวา การควบคุมการทํางานของยีน iNOS และ COX-2 ถูก

ควบคุมผานกระบวนการถอดรหัส (transcription) โดยอาศัยการทํางานของ nuclear factor-κB 

(NF-κB) (Baeuerle, 1991) ขอมูลการศึกษาโครงสรางของยีน iNOS และ COX-2 ในบริเวณ 5′-
flanking region ของยีนดังกลาว พบวามี cis-acting NF-κB element (Kujubu et al., 1991; 

Lowenstein et al., 1993) การกระตุนการทํางานของเอนไซม inhibitor κB kinase (IKK) ผาน

กระบวนการ phosphorylation ของโปรตีน inhibitor κB (IκB) สงผลใหเกิดการสลายตัวของ

โปรตีน IκB จึงทําใหโปรตีน NF-κB หลุดออกมา แลวจึงเกิดการเคลื่อนที่ (translocation) ของ

โปรตีน NF-κB เขาสูนิวเคลียสของเซลลและเขาจับบริเวณ cis-acting NF-κB element บนยีน 
iNOS และ COX-2 ทําใหยีนเหลานี้สามารถทํางานไดและสงผลใหเกิดกระบวนการอักเสบตามมา 
(Griscavage et al., 1996) ดังน้ันการที่ปริมาณ NO และสาร PGE2 ลดลงหลังจากไดรับสารสกัดใบ
รางจืดอาจเนื่องจากวายีน iNOS และ COX-2 ถูกยับย้ังดวยเหตุน้ีสารสกัดใบรางจืดจึงสามารถ
ยับย้ังกระบวนการอักเสบได 

การศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดตอการยับย้ังการอักเสบในเซลลมาโครฟาจยังแสดงให
เห็นวาสารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลดการสรางสาร 
TNF- α ไดอยางมีนัยสําคัญโดยมีความแรงแปรตามความเขมขนของสารสกัด ผลการทดลองที่ได
แสดงใหเห็นวาการลดลงของปริมาณ TNF- α เปนผลมาจากการลดปริมาณการผลิต ไมไดมาจาก
การที่เซลลตายเนื่องจากสารสกัด งานวิจัยครั้งน้ียังทําการศึกษากลไกการยับย้ังการสราง TNF-α 
โดยดูผลการแสดงออกของ mRNA expression ของยีน TNF-α พบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถ
ยับย้ังการแสดงออกของยีน TNF-α ไดอยางมีนัยสําคัญ 

สาร TNF- α ถูกผลิตโดยเซลลในระบบภูมิคุมกันหลายชนิดเชน โมโนซัยต (monocyte) 
และแมคโครฟาจ (macrophage) ที่ถูกกระตุนโดยสิ่งแปลกปลอมหรือระบบภูมิคุมกัน   ลิมโฟซัยต 
(lymphocyte) ทั้งชนิดบี และที รวมทั้งไฟโบรบลาสท     TNF-α จัดเปนสารซัยโตไคนที่กอใหเกิด
การอักเสบ (proinflamatory cytokine) มีฤทธิ์กระตุนการผลิตซัยโตไคนที่เก่ียวของกับการอักเสบ
ชนิดอื่นๆ และสารตัวกลางสําหรับกระบวนการอักเสบ (inflammatory mediator) หลายชนิด เชน 
interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) และ granulocyte monocyte colony 
stimulating factor (GM-CSF) นอกจากนั้น TNF-α ยังกระตุนใหไฟโบรบลาสทสรางโมเลกุลสําหรับ
ยึดติด (adhesion molecule) ออกมาที่ผิว ซ่ึงตัวโมเลกุลยึดติดเหลานี้จะจับกับลิแกนด (ligand) บน
ผิวของลิมโฟซัยต ทําใหมีลิมโฟซัยตเคลื่อนที่เขาสูบริเวณที่มีการอักเสบมากขึ้น (Shanahan and 
Clair, 2002)   
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นอกจากนี้ยังพบวา TNF-α สามารถเหนี่ยวนําการสรางสาร NO และ PGE2  ได โดย 

TNF-α ที่เกิดขึ้นจะไปกระตุนให NF-κB ทํางาน ซ่ึงโดยปกติแลว NF-κB จะอยูในcytoplasm ใน
รูปที่ยังไมพรอมที่จะทํางาน (inactive form) เน่ืองจากจับอยูกับโปรตีนยับย้ัง (inhibitory protein) 
ช่ือ IKB แตในสภาวะที่มี TNF-α สารน้ีจะกระตุนผาน signaling pathway ทําใหเอนไซม IKB 

kinase ทํางานโดยไปยอยสลาย IKB ออกจากโมเลกุลของ NF-κB ทาํให NF-κB อยูในรูปที่มีฤทธิ์ 
(active form) ซ่ึงประกอบดวย 2 หนวยยอย คือ p50 หรือ p52 กับ p65 เม่ืออยูในรูปที่มีฤทธิ์ NF-

κB จะ สามารถผานเขาไปในนิวเคลียส ไปควบคุมการสรางโปรตีน โดยไปจับกับโปรโมเตอร 
(promoter) ของยีนสที่ควบคุมการสราง  iNOS และ COX-2 เปนผลใหมีการสราง NO และ PGE2  
ออกมามากขึ้น สงผลใหเกิดกระบวนการอักเสบ (Chanani et al., 2002) 

จากผลการศึกษานี้พบวาการที่สารสกัดใบรางจืดมีฤทธิ์ยับย้ังการอักเสบสวนหนึ่งนาจะมีผล
มาจากยับย้ังการแสดงออกของยีน TNF-α สงผลใหมีการหลั่งของสาร TNF-α นอยลง สงผล
ตอเน่ืองใหมีสาร NO และ PGE2 ลดลงดวย 

การศึกษาครั้งน้ีเนนการศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืด ผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวา สารสกัดจากใบรางจืดมีฤทธิ์ตานอักเสบ ลดความเจ็บปวดในสัตวทดลองและยังมี
ฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร NO, PGE2 และ TNF-α รวมไปถึงยับย้ังการแสดงออกของยีน iNOS, 
COX-2 และ TNF-α ได อยางไรก็ตามคณะผูวิจัยยังไมไดทําการศึกษาถึงองคประกอบหลักทางเคมี
ของสารสกัดที่แสดงฤทธิ์ดังกลาว จากการทบทวนวรรณกรรมพบวาใบรางจืดมีสารเคมีกลุม 
flavonoid เปนองคประกอบหลัก ซ่ึงตัวที่พบมากคือ apigenin   

รายงานการวิจัยหลายชิ้นแสดงใหเห็นวา สาร apigenin ซ่ึงเปน flavonoids ที่พบไดในพืช
หลายชนิดรวมถึงใบรางจืด มีฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร NO, PGE2 และ TNF-α จากเซลลเพาะเลี้ยง
มาโครฟาจได (Liang et al., 1999; Nicolas et al., 2007) และยังสามารถยับย้ังการแสดงออกของ

ยีน iNOS, COX-2 และ TNF-α ได ซ่ึงไดโดยผานการยับย้ังการทํางานของ NF-κB ในขบวนการ
ถอดรหัส (transcription) ของยีนดังกลาว (Raso et al., 2000; Hougee et al., 2005; Nicolas et 
al., 2007)   ผลการศึกษาในครั้งนี้มีความสอดคลองกับรายงานวิจัยขางตนจึงเปนที่นาสนใจวา สาร 
apigenin ที่พบในรางจืดอาจเปนสารสําคัญที่ มีฤทธิ์ตานอักเสบ ซ่ึงคณะผู วิจัยคิดวาควรจะ
ทําการศึกษาเพื่อยืนยันการออกฤทธิ์ตานอักเสบจากสาร apigenin ในใบรางจืดตอไป 

ผลการวิจัยน้ีแสดงใหเห็นวารางจืดเปนพืชสมุนไพรไทยที่มีศักยภาพในการยับย้ังการ
อักเสบ โดยออกฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร NO และ PGE2 ในเซลลมาโครฟาจ และยับย้ังการ
แสดงออกของยีน iNOS, COX-2 และ TNF-α ในเซลลมาโครฟาจและยังมีฤทธิ์ตานการอักเสบใน
สัตวทดลองไดดี อยางไรก็ตาม การศึกษากลไกยับย้ังการอักเสบอื่นๆ ในระดับโมเลกุลที่เก่ียวของ 

เชน   การยับย้ังการทํางานของ NF-κB, TNF-α, PPAR-γ และการศึกษาเพื่อยืนยันฤทธ์ิตาน
อักเสบในสัตวทดลองโดยวิธีอื่นๆ ยังตองการขอมูลการศึกษาเพิ่มเติมซ่ึงการทราบถึงกลไกการออก
ฤทธิ์ตานอักเสบ จะเปนขอมูลสําคัญ ที่ยืนยันถึงฤทธ์ิตานการอักเสบของสมุนไพรรางจืด เพื่อใหผูใช
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เกิดความมั่นใจ นอกจากนั้นยังเปนการชวยสงเสริมการนําพืชสมุนไพรรางจืดมาใชในงาน
สาธารณสุขมูลฐานเพื่อพัฒนาเปนยาแกปวดและตานอักเสบที่มีผลขางเคียงนอยตอไป อันจะเปน
การลดปญหาสุขภาพของคนในชุมชนและเปนการประหยัดเงินงบประมาณของชาติในการสั่งซื้อยา
จากตางประเทศ 

 
5.2 ขอเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในข้ันตอไป  

จากผลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดใบรางจืดพบวาไมทําใหเกิดความเปนพิษกับ
เซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) และไมทําใหสัตวทดลองตาย ผลการศึกษากลไกการออก
ฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดจากใบรางจืด ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ  พบวา สารสกัดใบรางจืด
มีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของยีน iNOS, COX-2 และ TNF-α ในลักษณะแปรตามความเขมขนของ
สารสกัด ซ่ึงผลการศึกษาในระดับโมเลกุลมีความสอดคลองกับผลการศึกษาในระดับชีวเคมี โดย
พบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถลดการสราง NO, PGE2 และ TNF-α ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ 
(RAW 264.7) จึงแสดงใหเห็นวารางจืดเปนพืชสมุนไพรไทยที่มีศักยภาพในการยับย้ังการอักเสบที่มี
ประสิทธิภาพสูง (potent inhibitor) โดยออกฤทธิ์ยับย้ังการสรางสาร inflammatory mediators ที่
สําคัญไดหลายชนิดเชนสาร NO, PGE2 และ TNF-α เปนตน อยางไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติม
ถึงสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ตานอักเสบของรางจืดเชน สาร apigenin  และควรมีการศึกษากลไกยับย้ัง

การอักเสบอื่นๆในระดับโมเลกุลที่เก่ียวของ เชนการยับย้ังการทํางานของ NF-κB, PPAR-γ   รวม
ไปถึงการศึกษาเพื่อยืนยันฤทธ์ิตานอักเสบในสัตวทดลองโดยวิธีการอื่นๆ    นอกจากนี้จากการ
ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของกับการทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบแบบเรื้อรังโดยใชวิธี cotton pellet-
induced granuloma ทําใหทราบวาการเกิด tissue granulation เก่ียวของกับการหลั่งสารสื่อการ
อักเสบตัวอื่นๆ เชน IL-1, IL-2, IL-6 และ IL-8 (Franklin  et al., 1995; Griffiths et al., 1996; 
Metwali et al., 1996) ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับผลของสารสกัดจากใบรางจืดที่มีตอ
สารสื่อการอักเสบเหลานี้     การทราบถึงฤทธ์ิตานอักเสบและกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของ
สารสกัดใบรางจืดที่มีขอมูลยืนยันทั้งใน in vitro และ in vivo models ที่มากเพียงพอแลว  จะสงผล
ใหสมุนไพรรางจืดไดรับการยอมรับ และสนับสนุนใหเปนสมุนไพรใชในการรักษาอาการอักเสบเพิ่ม
มากขึ้น และในอนาคตอาจสามารถนําไปพัฒนาเปนตํารับยาเพื่อใชในการวิจัยและศึกษาทางคลินิก
ในมนุษยได ซ่ึงสามารถนําขอมูลการวิจัยดังกลาวไปประยุกตในการรักษากลุมโรคที่เก่ียวของกับ
กระบวนการอักเสบจากการสรางสาร NO, PGE2 และ TNF-α ที่มากเกินไป เชน rheumatoid 
arthritis และ osteoarthritis และโรคมะเร็งบางชนิด ไดอีกดวย 
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5.3. Output จากโครงการวิจัย 
Output จากโครงการวิจัย การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดจากใบ

รางจืด (DIGSI80028) ประกอบดวย 
1. การนําเสนอผลงานวิจัยบางสวนในรูปแบบ Poster Presentation (ช่ือเร่ืองฤทธิ์ตาน

อักเสบของสารสกัดใบรางจืด: ผลตอการสรางสาร Nitric oxide ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 
264.7) ในที่ประชุมวิชาการ The First Annual Northeast Pharmacy Research Conference 
2009 ณ. คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ระหวางวันที่ 9-10 กุมภาพันธ 2552 

บทคัดยอของผลงานวิจัยที่นําเสนอในที่ประชุมวิชาการ The First Annual Northeast 
Pharmacy Research Conference 2009 

 
ฤทธ์ิตานอักเสบของสารสกัดใบรางจืด: ผลตอการสรางสาร Nitric oxide 

ในเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) 
อธิป ล้ิมตระกูล, ปราโมทย มหคุณากร, อัจฉราวรรณ โตภาคงาม 
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University 

 
รางจืด (Thunbergia laurifolia) เปนพืชสมุนไพรไทยที่อยูในวงศ Acanthaceae ในตํารายาสมุนไพร
รายงานวารางจืดมีสรรพคุณในการรักษาโรคที่เก่ียวของกับการอักเสบ อยางไรก็ตามในปจจุบัน   
ยังไมมีหลักฐานทางวิทยาศาสตรชัดเจนเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของรางจืด ดังนั้น
โครงการวิจัยน้ีจึงมุงเนนศึกษากลไกการออกฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดใบรางจืด โดยทําการ 
ศึกษาผลการยับย้ังการสรางสาร nitric oxide (NO) ซ่ึงจัดเปน inflammatory mediator ที่สําคัญตัว
หน่ึงจากเซลลเพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุนโดยสาร lipopolysaccharide (LPS)  
ผลการศึกษาพบวาสาร สารสกัดใบรางจืดความเขมขน 6.25, 12.5, 25 μg/ml และ L-NAME     (20 
μM) เม่ือใหรวมกับสาร LPS สามารถลดการหลั่งสาร nitric oxide จากเซลลเพาะเลี้ยง        มาโคร
ฟาจไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับเฉพาะสาร LPS เพียง
อยางเดียว โดยมีผลยับย้ังได 11.86, 18.82, 36.34 และ 41.57 % ตามลําดับ จากการศึกษา
ความสามารถในการจับกับ NO (NO scavenging activity) พบวาสารสกัดใบรางจืดสามารถจับกับ 
NO ได โดยมีคา IC50 = 206.9 μg/ml จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา ฤทธิ์ตานการอักเสบของ
สารสกัดจากใบรางจืดสวนหน่ึงมีผลมาจากการยับย้ังการสรางสาร NO ซ่ึงผลดังกลาวคาดวาเกิด
จากการยับย้ังการทํางานของเอนไซม inducible nitric oxide synthase (i-NOS) มากกวาผลจาก
การจับกับสาร NO โดยตรง  
 
คําสําคัญ : รางจืด, ฤทธิ์ตานอักเสบ, nitric oxide, i-NOS 
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2. บทความวิจัยสําหรับตีพิมพในวานสารวิชาการนานาชาติ 
 บทความวิจัยสําหรับตีพิมพในวานสารวิชาการนานาชาติอยูในระหวางการดําเนินการจัดทํา
ตนฉบับ (manuscript) ทั้งน้ีคณะผูวิจัยคาดการณวาจะสงเพื่อรับการพิจารณาตีพิมพจํานวน 1 ฉบับ 
ไดแก 
 1. Anti-inflammatory effect of Thunbergia laurifolia leaf extract in mice and its 
modulation on inflammation-associated genes expression in RAW 264.7 macrophage cells.  
คาดวาจะสงเพื่อรับการพิจารณาตีพิมพในวารสารวิชาการ Journal of Ethnopharmacology หรือ
วารสารวิชาการอื่นที่มีความใกลเคียง 
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