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บทคัดยอ 

 
 ยีสตทูไฮบริดที่สรางขึ้นในงานวิจัยนี้เปนเซลลยีสต Y187 ที่มีพลาสมิด 2 ชนิด คือ pGAD-SRC1 

และ pGBK-ERα ซ่ึงสามารถผลิตโปรตีนสายผสม AD-SRC1 และ BD-ERα และมียีนรายงานคือ β-

galactosidase gene โดยยีสตทูไฮบริดสามารถตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของตัวอยางที่ตองการทดสอบได 

หากตัวอยางดังกลาวสามารถจับกับเอสโตรเจนรีเซฟเตอร (โปรตีน BD-ERα) ซ่ึงมีผลใหโปรตีน AD-SRC1 

สามารถเขาจับกับเอสโตรเจนรีเซฟเตอรไดและทําใหเกิดการแสดงออกของยีนβ-galactosidase ซ่ึงสามารถ

วัดไดผลผลิตที่เกิดจากการเปลี่ยนสารตั้งตน ONPG เปนผลิตภัณฑที่มีสีเหลืองที่วัดคาไดจากการดูดกลืนแสง

ที่ 420 nm จากการตรวจสอบยีสตทูไฮบริดที่ไดในการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารมาตรฐาน 17β-

estradiol พบวาสามารถตรวจวัดไดในชวงความเขมขน 10-10 – 10-4 M เมื่อใชยีสตทูไฮบริดในการตรวจวัด

เอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของสมุนไพร 6 ชนิด คือ รากสามสิบ วานมหาเมฆ โกฐหัวบัว โกฐ

เขมา โกฐสอ และดอกคําฝอย นอกจากนี้ยังไดตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีในยาตํารับ/ผลิตภัณฑ 3 ชนิด 

ไดแก ยาเม็ดสตรีปอเซียง ยาปราบชมพูทวีป และผลิตภัณฑเสริมอาหารกวาวเครือสกัดคัพดี ซ่ึงพืชและยา

ตํารับดังกลาวมีสรรพคุณที่สันนิษฐานวาอาจมีสวนประกอบของสารไฟโตเอสโตรเจนซึ่งมีเอสโตรเจนแอ

คติวิตี นอกจากนี้ยังไดทดสอบกับสารสกัดหยาบของหัวไชเทาเพื่อใชเปนตัวอยางควบคุมแบบลบ พบวาพืช

สมุนไพรที่ทดสอบทั้ง 6 ชนิดมีเอสโตรเจนแอคติวิตีจากมากไปนอยคือ โกฐสอ > โกฐหัวบัว  > รากสามสิบ 

> โกฐเขมา > ดอกคําฝอย  > วานมหาเมฆ สําหรับยาตํารับ/ผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิด คือ ปอเซียง® ปราบชมพู

ทวีป® และคัพดี® พบวามีเอสโตรเจนแอคติวิตีใกลเคียงกัน สําหรับสารสกัดหยาบจากหัวไชเทาซ่ึงใชเปน

ตัวอยางควบคุมพบวาไมมีเอสโตรเจนแอคติวิตี 
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Abstract 

Constructed yeast two hybrid system in this work is based on yeast Y187 cells containing  
pGAD-SRC1and pGBK-ERα which can produce AD-SRC1 and BD-ERα fusion proteins, and β-
galactosidase reporter gene. Estrogenic activity of samples can be evaluated by the yeast two hybrid 
system if the samples can bind to estrogenic receptor protein (BD-ERα), which then induce AD-SRC1 
protein binding and initiate expression of β-galactosidase reporter gene. Activity of  β-galactosidase can 
be measured from the product of ONPG at the absorption of 420 nm. The constructed yeast two hybrid 
system was tested by measuring estrogenic activity of the standard 17β-estradiol. The result showed that 
the system could measure estrogenic activity of 17β-estradiol in a range of 10-10 – 10-4 M. In addition, the 
yeast two hybrid was used to determine estrogenic activity of six crude extracts of medicinal plants. The 
results showed that all plant extracts exhibited estrogenic activity; Angelica sylvestris > Conioselinum 
univitatum > Asparagus racemosus > Atractylodes lancea > Carthamus tinctorius > Curcuma 
aeruginosa.  In addition, the yeast two hybrid system was used to evaluate estrogenic activity of three 

commercial medicinal/food supplement products (Pochiang®, Prabchompootaweep® and CupD®). All 
three commercial products exhibited similar levels of estrogenic activity. White radish (Raphanus 
sativus), a negative control, exhibited no estrogenic activity. 
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บทที่ 1 
หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 

ทุนพัฒนาศักยภาพในการทาํงานวิจัยของอาจารยรุนใหม 

 
1.1 ชื่อโครงการ  

การสรางระบบยีสตทูไฮบริดสําหรับศึกษาไฟโตเอสโตรเจนในพืชสมุนไพรไทย 
Construction of Yeast two hybrid system to study phytoestrogen of Thai medicinal plants  

 
1.2 ชื่อหัวหนาโครงการ สินีนาฏ ศิริ 
ที่อยู  ภาควิชาชวีเคมี คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยขอนแกน จ. ขอนแกน 40002 
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1.3 ความสําคญัและที่มาของปญหา 

ประเทศไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพของพืชและองคความรูดานสมุนไพรไทยซึ่งเปนจุดเดน
ที่สามารถนําไปสูการวิจัยเพื่อพัฒนาองคความรูใหม  เพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑจากธรรมชาติ และเพิ่ม
ศักยภาพในการแขงขันกับตลาดตางประเทศ  สารธรรมชาติจากพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งซ่ึงไดรับความสนใจ
อยางมากคือ สารไฟโตเอสโตรเจน (Phytoestrogen) เนื่องจากพบวามีผลดีตอสุขภาพของมนุษย เชน ความ
หนาแนนของกระดูก  ระบบหลอดเลือดหัวใจ การลดโอกาสเสี่ยงตอโรคมะเร็ง ความสามารถในการจดจํา 
และลดอาการตางๆ ที่พบในหญิงวัยหมดประจําเดือน ดังนั้นการใชสารไฟโตเอสโตรเจนเปนสวนประกอบ
ในยา อาหารเสริม และเครื่องสําอาง จึงกําลังไดรับความสนใจจากผูบริโภค  การศึกษาสํารวจและศึกษาสาร
ไฟโตเอสโตรเจนในพืชโดยเฉพาะในสมุนไพรไทยจึงมีความนาสนใจและเปนองคความรูที่สามารถนําไปสู
การพัฒนาเพื่อเพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑจากธรรมชาติได 

ไฟโตเอสโตรเจนเปนสารที่พืชสังเคราะหขึ้นเพื่อปองกันตนจากการรุกรานของจุลชีพ แตพบวามี
สมบัติคลายฮอรโมนเอสโตรเจนที่สังเคราะหไดในคนและสัตว โดยอาจมีโครงสรางคลายหรือแตกตางจาก
ฮอรโมนเอสโตรเจนก็ได  สารไฟโตเอสโตรเจนเหลานี้สามารถจับกับเอสโตรเจนรีเซฟเตอร  จึงมีผลตอการ
แสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอฮอรโมนเอสโตรเจนในคนและสัตวคลายกับการไดรับฮอรโมนเอสโต
รเจน สารไฟโตเอสโตรเจนที่พบในปจจุบันมีมากมายหลายชนิด  ซ่ึงสามารถเปน 4 กลุมหลัก คือ 
Isoflavonoids, Stibens, Lignans และ Coumestans โดยสวนใหญพบในพืช 3 กลุม คือ Legume, Cereal และ 
Grasses  เชน ถ่ัวเหลือง กระเทียม แตง น้ําเตา ขาวฟาง เปนตน นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงสารไฟโตเอสโต
รเจนในพืชสมุนไพรไทย ไดแก กวาวเครือขาว วานชักมดลูก เปนตน  จากตํารายาสมุนไพรไทยพบวามีพืช
สมุนไพรหรือตํารับสมุนไพรจํานวนมากในแตละภูมิภาคที่มีสรรพคุณเกี่ยวของกับประจําเดือน มดลูก และ
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การรักษาอาการผิดปรกติที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุของเพศหญิง  ทําใหสันนิษฐานวาพืชสมุนไพรเหลานี้
นาจะมีสารไฟโตเอสโตเจนในปริมาณสูงแตมีการศึกษาในเรื่องนี้คอนขางนอย   

อุปสรรคหนึ่งที่ทําใหการสํารวจชนิดของพืชสมุนไพรไทยที่มีสารไฟโตเอสโตรเจนเปนไปไดชาคือ 
วิธีการตรวจวัดสารไฟโตเอสโตรเจนในสารสกัดจากพืช แมวาจะสามารถใชเทคนิค HPLC (High 
performance liqiud chromatrography) และ GC (Gas chromatography) ในการตรวจวัดสารไฟโตเอสโต
รเจนได แตวิธีดังกลาวมีขอจํากัดเนื่องจากสารไฟโตรเอสโตรเจนมีมากมายหลายชนิดทําใหไมมีสาร
มาตรฐานที่สามารถใชในการเปรียบเทียบไดทั้งหมดและไมสามารถทราบผลหากเปนสารไฟโตเอสโตรเจน
ชนิดใหม  นอกจากวิธีทางเคมีแลวยังมีวิธีการตรวจวัดแบบ in vivo คือ Uterotrophic bioassay ซ่ึงแมวาจะ
ไดรับความนิยม  แตมีขอจํากัดคือ ไมเหมาะตอการตรวจวัดตัวอยางจํานวนมาก มีราคาสูง และมีความไวต่ํา 
ทําใหวิธีการตรวจวัดแบบ in vitro เชน การใชเซลลมะเร็ง MCF-7 และการใชยีสตดัดแปลงพันธุกรรมไดรับ
ความสนใจมากกวา  ทั้งนี้หากเปรียบเทียบความไวของวิธีที่ใชตรวจวัดพบวาวิธีที่ใชยีสตดัดแปลงพันธุกรรม
มีความไวสูงกวาวิธีที่ใชเซลลมะเร็ง MCF-7 และวิธี Uterotrophic bioassay ถึง 102 และ 105 เทาตามลําดับ 
ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงสนใจที่จะสรางยีสตดัดแปลงพันธุกรรมแบบทูไฮบริดเพื่อใชในการสํารวจและศึกษาพืช
สมุนไพรไทยที่มีสารไฟโตเอสโตรเจน โดยวิธีดังกลาวอาศัยหลักการที่เกี่ยวของกับการจับกันระหวางสาร
ไฟโตรเอสโตรเจนกับเอสโตรเจนรีเซฟเตอรและโปรตีนกระตุนรวม โดยยีสตทูไฮบริดที่ไดนาจะสามารถใช
ในการตรวจวัดสารไฟโตเอสโตรเจนไดงาย สะดวก ทดสอบสารจํานวนมากได มีคาใชจายในการตรวจสอบ
ต่ํา ซ่ึงเหมาะตอการนํามาใชในการศึกษาสารไฟโตเอสโตรเจนในพืชจํานวนมากที่ยังไมมีการศึกษาใน
ประเทศ นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังสนใจที่จะเปรียบเทียบระบบยีสตทูไฮบริดที่ใชเอสโตรเจนรีเซฟเตอรใน
การศึกษาสารไฟโตเอสโตรเจนจากพืชแตละชนิดอีกดวย  ซ่ึงจะมีประโยชนตอการศึกษาวิจัยในเชิงลึกตอไป 
เชน กลไกการทํางานและโครงสรางของสาร  นอกจากนี้ยีสตทูไฮบริดที่ไดสามารถนําไปประยุกตใชใน
การศึกษาวิจัยดานสิ่งแวดลอมได เชน การตรวจวัดสารซีโนเอสโตร เจนที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม  
 
1.4 วัตถุประสงค 

1) เพื่อสรางยสีตทูไฮบริดแบบที่ใชเอสโตรเจนรีเซฟเตอร 
2) สํารวจชนดิของพืชสมุนไพรที่มีสารไฟโตเอสโตรเจนอยางนอย 10 ชนิดและเปรียบเทียบผลที่ได

จากการใชยีสตทูไฮบริด 
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1.5 แผนผังการวิจัย 
 

  Synthesis of ERα, ERβ, SRC3, and TIF2 DNA fragment by RT-PCR method 
 

Clone SRC1 and TIF2 DNA into pGBKT7 
Clone ERα and ERβ into pGADT7 

 
Bacterial transformation and selection 

 
Plasmid purification and DNA sequencing 

 
Yeast Transformation (2 plasmids) and selection 

 
Measure estrogenic activity of the yeast clones using standard 17β-estradiol compound 

 
Screening estrogenic activity of crude extracts by yeast two hybrid system based on estrogen receptor 
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บทที่ 2  
การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
2.1 เอสโตรเจน 
 2.1.1 ฮอรโมนเอสโตรเจน 
 เอสโตรเจนเปนฮอรโมนที่ถูกผลิตขึ้นภายใตการควบคุมของการหลั่งฮอรโมนจากตอมใตสมอง
สวนหนาไดแก Follicle stimulating hormone (FSH) และ Luteinizing hormone (LH) กระตุนใหรังไขเจริญ
และสรางฮอรโมนเอสโตรเจน ซ่ึงมีความสําคัญตอการเจริญ พัฒนาการของเซลลและอวัยวะตางๆ 
โดยเฉพาะในระบบสืบพันธุของเพศหญิง มีบทบาทตอระบบประสาทอัตโนมัติใหทํางานไดอยางปกติ (Doty 
and Cameron, 2009) เอสโตรเจนที่มีสําคัญในผูหญิงคือ 17 เบตา-เอสตราไดออล (17β-Estradiol ; E2) 
รองลงมาคือ เอสโตรน (Estrone ; E1) และเอสไตรออล (Estriol ; E3) (ภาพที่ 2.1)  

 ภาวะการลดลงของฮอรโมนเอสโตรเจนที่เกิดในสตรีวัยหมดประจําเดือน ทําใหเกิดอาการผิดปกติ
ทั้งทางรางกายและอารมณ  เชน ทําใหเนื้อเยื่อของผนังชองคลอดบางลง ขาดความความยืดหยุน และความ
หลอล่ืน มีระยะการตกไขที่ไมแนนอน ทําใหมีโอกาสตั้งครรภนอยลง การผลิตสารคอลลาเจนลดลง ทําให
ผิวหนังขาดความยืดหยุน และความชุมชื้น ผูหญิงในวัยนี้จึงมีผิวหนังที่เหี่ยวยนมากขึ้น นอนไมหลับ มี
อารมณแปรปรวนเกิดอาการซึมเศราและหงุดหงิดไดงาย นอกจากนี้ยังมีผลที่อาจเกิดขึ้นในระยะยาว และ
สงผลตอรางกายอยางรุนแรง เชน ปญหาเกี่ยวกับทางเดินปสสาวะ เพราะเนื้อเยื่อบริเวณเยื่อบุทอปสสาวะบาง
ลง และความแข็งแรงของกระเพาะปสสาวะลดลง เกิดอาการปสสาวะแสบ ปญหาการเกิดโรคอวนแบบลง
พุง (Metabolic syndrome) สงผลตอการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด เนื่องจากเอสโตรเจนมีสวนชวยในการ
เพิ่ม High-density lipoprotein (HDL) ซ่ึงเปนไขมันคอเลสเตอรอลชนิดดี และชวยลด Low-density 
lipoprotein  (LDL) ซ่ึงเปนไขมันชนิดเลว ปญหาภาวะกระดูกพรุน (Osteoporosis) เนื่องจากเอสโตรเจนมี
สวนชวยในกระบวนการสรางกระดูกโดยชวยใหรางกายดูดซึมแคลเซียมไดดีขึ้น เมื่อระดับเอสโตรเจนลดลง 
ทําใหกระบวนการสรางกระดูกใหมทดแทนกระดูกเกาที่สลายตอไปชาลง ดังนั้นแนวทางในการปองกันและ
รักษาอาการผิดปกติขางตน ก็คือ การใหฮอรโมน (Hormone Replacement therapy , HRT) ซ่ึงสวนใหญอยู
ในรูปแบบของยาที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมี และการรักษาดวยยาดังกลาวพบวาทําใหอาการที่กลาว
ขางตนนั้นดีขึ้น แตอยางไรก็ตามยังมีความเสี่ยงตอภาวะเกิดมะเร็งของเยื่อบุมดลูก มะเร็งเตานม บวม เตานม
ตึงคัด ปวดศีรษะ โรคถุงน้ําดีและเลือดคั่งแข็งตัว เมื่อรับประทานฮอรโมนเอสโตรเจนเปนระยะเวลานาน 
(ชุมศักดิ์, 2543) 
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 ภาพที่ 2.1 โครงสรางของฮอรโมนเอสโตรเจน เอสโตรน (Estrone; E1), เอสตราไดออล 
 (Estradiol; E2) และเอสไตรออล (Estriol; E3)  (ที่มา: en.citizendium.org/wiki/Estrogen) 
 
 2.1.2 กลไกการทํางานของฮอรโมนเอสโตรเจน 
 เมื่อฮอรโมนเอสโตรเจนถูกสรางขึ้นและสงไปตามกระแสเลือดไปยังอวัยวะเปาหมาย ฮอรโมนเอส
โตรเจนจะแพร (Diffuse) ผานเยื่อหุมเซลลและจับอยางจําเพาะกับเอสโตรเจนรีเซปเตอร (Estrogen receptor 
; ER) ในไซโตพลาสซึม จากนั้นเอสโตรเจนรีเซปเตอรที่จับกับฮอรโมนเอสโตรเจนจะเคลื่อนยายเขาสู
นิวเคลียสและทําหนาที่เปน Transcription factor โดยฟอรมตัวกันในรูปไดเมอร (Dimer) โครงรูปดังกลาว
สามารถจับกับตําแหนงควบคุมจําเพาะ คือ Estrogen response element (ERE) บนโปรโมเตอรของยีนตางๆ 
ที่เกี่ยวของกับการตอบสนองของเซลลตอฮอรโมนเอสโตรเจน สงเสริมใหเกิดการแสดงออกของยีนและการ
สังเคราะหโปรตีนจําเพาะที่เกี่ยวของกับการเจริญ พัฒนาการของเซลลและอวัยวะตางๆ โดยเฉพาะในระบบ
สืบพันธุเพศหญิง ดังแสดงในภาพที่ 2.2 และ 2.3 (Macgregor and Jordan, 1998) 

 
 

ภาพที่ 2.2 แสดงการจับของเอสโตรเจนรีเซปเตอรในรูปไดเมอร และ Coactivator บนตําแหนง 
 ERE (Diel, 2002) 
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 ภาพที่ 2.3 แสดงกลไกการทํางานระดับโมเลกุลของเอสตราไดออล  (Estradiol ; E2) ที่ทําใหเกิด
 การตอบสนองของเซลล (Macgregor and Jordan, 1998) 
 
2.2 ไฟโตเอสโตรเจน (Phytoestrogen) 

ไฟโตเอสโตรเจนเปนสารประกอบฟโนลิค (Phenolic compound) ที่พืชสังเคราะหขึ้นเพื่อใชในการ
ปองกันการบุกรุกของแบคทีเรีย สารไฟโตเอสโตรเจนสามารถจับกับเอสโตรเจนรีเซปเตอรไดทั้งชนิดแอล
ฟาและเบตา (Estrogen receptosr alpha and beta ; ERα and ERβ) จึงมีกลไกการทํางานและออกฤทธิ์คลาย
ฮอรโมนเอสโตรเจน (Estrogenic properties) และยับยั้งการทํางานของฮอรโมนเอสโตรเจน (Antiestrogenic 
properties) (Tham et al., 1998) 
 2.2.1 ชนิดและโครงสรางของไฟโตเอสโตรเจน 
 ไฟโตเอสโตรเจน แบงออกเปน 4 กลุมตามโครงสราง ดังนี้ 
 1) ไอโซฟลาโวนอยด (Isoflavonoids) เปนสารไฟโตเอสโตรเจนกลุมที่ใหญที่สุด สารในกลุมไอ
โซฟลาโวนอยด ในพืชถูกสังเคราะหขึ้นโดยวิถีฟนิลโพรพานอยด อะซีเตต (Phenyl-propanoid-acetate 
pathway) สารไอโซฟลาโวนอยดมีโครงสรางแตกตางจากสารฟลาโวนอยดที่วงแหวนฟนอลตัวหนึ่งถูกยาย
จากตําแหนง C-3 ไปยัง C-2 สารไอโซฟลาโวนอยดที่มีการศึกษามากที่สุด ไดแก เจนิสทีน (Genistein) และ 
ไดดซีน (Daidzein) โดยพบวาเจนิสทีนมีฤทธ์ิถึงหนึ่งในสามเทาของเอสตราไดออล (Estradiol) โดยเขาจับ
กับเอสโตรเจนรีเซปเตอรชนิดเบตา และมีกลไกการทํางานคลายเอสตราไดออลในเนื้อเยื่อและเซลลเตานม 
รังไข หลอดเลือดและกระดูกของสัตว สารไอโซฟลาโวนอยดพบมากในพืชตระกูลถ่ัว โดยเฉพาะในตระกูล 
Leguminosae/Fabaceae   

 2) สไทลบีน (Stilbenes) สารในกลุมสไทลบีนในพืชถูกสังเคราะหขึ้นโดยวิถีฟนิลโพรพานอยด อะ
ซีเตต (Phenyl-propanoid-acetate pathway) สารในกลุมนี้ที่ไดรับการศึกษามากที่สุดคือ เรเวอราทรอล 



7 
 
(Reveratrol) ซ่ึงเฉพาะทรานเรเวอราทรอล (Trans-reveratrol) เทานั้นที่ออกฤทธิ์คลายกับเอสตราไดออล 
ทรานเรเวอราทรอลพบในเปลือกองุน ดังนั้นจึงพบวาเครื่องดื่มที่ทําจากองุน เชน ไวนขาว ไวนแดง มีทราน
เรเวอราทรอลดวย 
  3) ลิกแนน (Lignans) สารในกลุมลิกแนนเปนสารที่มีโครงสรางของฟนิลโพรพานอยดที่อยูในรูป
ไดเมอรหรือโอลิโกเมอร  ตัวอยางของสารในกลุม ลิกแนน  ไดแก  เซโคไอโซลาริ ซิ เรซินอล 
(Secoisolariciresinol) และมาไทเรซินอล (Matairesinol) สารทั้งสองโดยตัวของมันเองไมมีฤทธิ์คลาย
ฮอรโมนเอสโตรเจน แตเมื่อเขาสูรางกายจะถูกเปลี่ยนเปนสารที่ออกฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน โดยจุล
ชีพในลําไสของมนุษยและสัตว แหลงของลิกแนนในพืช ไดแก เมล็ดปาน เมล็ดธัญพืช ผัก และชา สวนใน
ผลไมพบลิกแนนในปริมาณต่ํา ยกเวน ในสตรอเบอรี่ และแครนเบอรี ่(Cornwell et al., 2004) 

 4) คูเมสแทน (Coumestans) สารในกลุมคูเมสแทนที่ไดรับการศึกษามาก ไดแก คูเมส 
ทรอล (Coumestrol) และ 4’ เมธอกซีคูเมสทรอล (4’Methoxycoumestrol) แหลงของคูเมสทรอลในพืช 
ไดแก ถ่ัวงอก ผักโขม เปนตน (สินีนาฏ, 2549) 

 
 ภาพที่ 2.4 โครงสรางของสารไฟโตเอสโตรเจนบางชนิด (ที่มา : Mueller, 2002) 
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 2.2.2 ผลของไฟโตเอสโตรเจนตอสิ่งมีชีวิต 
 ปจจุบันมีการศึกษาอยางกวางขวางเกี่ยวกับสารไฟโตเอสโตรเจน เนื่องจากสารดังกลาวสามารถจับ
กับเอสโตรเจนรีเซปเตอรไดจึงออกฤทธิ์ตอส่ิงมีชีวิตคลายกับฮอรโมนเอสโตรเจน (Agonistic และ 
Antagonistic effects) จึงมีการนํามาใชอยางแพรหลายในผลิตภัณฑเครื่องสําอางที่เกี่ยวกับสุขภาพผิว (Skin 
health) และยาที่เกี่ยวของกับการปองกันเบื้องตนของการเกิดมะเร็งเตานม (Breast cancer) โรคที่เกี่ยวยวกับ
ระบบหลอดเลือดหัวใจ (Cardiovascular system) และภาวะกระดูกพรุนซึ่งมักเกิดกับผูหญิงในวัยหมด
ประจําเดือน  
 ไฟโตเอสโตรเจนกับมะเร็งเตานม (Phytoestrogens and breast cancer) 
 สารไฟโตเอสโตรเจนนอกจากจะเหนี่ยวนําใหเกิดการเจริญเติบโตของเซลล (Proliferative effect)
แลว พบวาสารกลุมไอโซฟลาโวนอยดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต (Antiproliferative effect) ของ
เซลลมะเร็งเตานมได เมื่อทดสอบสารดังกลาวที่ไดจากพืชที่มีการพิสูจนแลววามีสารไฟโตเอสโตรเจน เชน 
ถ่ัว กวาวเครือขาว ในหนูทดลองที่เปนมะเร็งเตานมพบวามีการเจริญของเซลลมะเร็งเตานมลดลง 
 ไฟโตเอสโตรเจนกับระบบกระดูก (Phytoestrogens and the skeletal system) 
 พบวาสารกลุมไอโซฟลาโวนอยดชวยใหรางกายมีการสังเคราะหวิตามนิดีเพิ่มขึ้น ชวยรักษาสมดุล
ของอัตราการสรางและสลายกระดูก เมื่อใหโปรตีนจากถั่วแกหนูทดลองพบวาหนูมมีวลของกระดกูเพิ่มขึ้น 
 ไฟโตเอสโตรเจนกับระบบหัวใจและหลอดเลือด (Phytoestrogens and the cardiovascular system) 
 ไฟโตเอสโตรเจนมีสวนชวยในการเพิ่ม High-density lipoprotein (HDL) ซ่ึงเปนไขมัน
คอเลสเตอรอลชนิดดี และชวยลด Low-density lipoprotein (LDL) ซ่ึงเปนไขมันชนิดเลวซึ่งเปนสาเหตุของ
การเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด 
 ไฟโตเอสโตรเจนกับสุขภาพผิว (Phytoestrogens and skin health)  
 สารกลุมไอโซฟลาโวนอยดมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant) และ Anti-
inflammatory จึงชวยปกปองผิวจากอนุมูลอิสระและชวยเพิ่มการไหลเวียนของเลือด  (Tempfer et al., 2007) 
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2.3 พืชท่ีมีไฟโตเอสโตรเจนหรือสรรพคุณที่เก่ียวของ 
 ตัวอยางของพืชที่มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับเอสโตรเจนแอติวิตีและพืชสมุนไพรบางชนิดที่มี
สรรพคุณที่อาจเปนผลจากสารออกฤทธิ์เอสโตรเจนแอคติวิตีแสดงในตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1 สมุนไพรและพืชที่เปนอาหารที่ออกฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogenic effect) 

ชื่อพืช ชื่อวิทยาศาสตร การออกฤทธิ์ วิธีตรวจสอบ เอกสารอางอิง 
แหวหม ู(ราก) Cyperus rotundus 

Linn.  
มีผล estrogenic 
effect 

ใหหนูกินสารสกัด
รากแหวหม ู

(Indra., 1956) 

สบูดํา (เมล็ด) Jatropha Curcas 
Linn. 

ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของ
เซลลมะเร็ง 

ทดสอบสารสกัด
กับเซลลมะเร็ง 
ตรวจวดัการเพิ่ม
จํานวนและการ
เปนพิษตอเซลล 

http://mulinet8.li.m
ahidol.ac.th/e-
thesis/4336162.pdf 

ระหุง (เมล็ด) Ricinus communis 
var. 

น้ํามันจากเมล็ดทํา
ใหมดลูกฝอในหน ู
ในกระตาย ทําให
ทอนําไขตีบตนั 
ขนาดมดลูกเลก็ลง 
ใชในคนทองจะทํา
ใหแทงได 

ใชสารสกัดจาก
เมล็ด ทดสอบกับ
หนูและกระตาย
เพศเมีย 

(Okwuasaba, 1991) 

ลูกใตใบ (ทั้งตน) Phyllanthus niruri 
L. 

สารสกัดดวย
แอลกอฮอล ทําให
จํานวนเสปรมลด 
ลง ทําใหคุมกาํเนิด
ในหนูตัวผูได 

 http://www.rain-
tree.com/chanca.ht
m 

คูน (ผล) Cassia fistula Linn. เนื้อในฝกของคูนมี
ผลลดการฝงตัว
ของไขที่ผสมแลว

uterine bioassay 
test 

(Yadav and Jain, 
1999) 
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โดยทดลองในหน ู
Albino ตัวเมยี 

มะกล่ําตาหน ู
(เมล็ด) 

Abrus precatorius 
Linn. 

 

ชวยใหหนูแทง
เพราะเกดิการบีบ
ตัวของมดลูกอยาง
รุนแรง ลดการฝง
ตัวของไขที่ผสม
แลวในหน ู

ใหหนูกินสารสกัด
จากเมล็ด 

(Okwuasaba, 1991) 

กวาวเครือขาว 
(ราก) 

Pueraria mirifica 
Airy Shaw et 
Suvatab. 

พบ Miroestrol 
ออกฤทธิ์เปน 
estrogenic effect 

MCF-7 
proliferation assay 

(Cherdshewasart et 
al., 2007) 

 
วานชักมดลูก 
(เหงา) 

Curcuma 
Zanthorrhiza Roxb. 

มี estrogenic 
activity 

ยีสตทูไฮบริด (Siri, 2008) 

กระเทยีม  Eleocharis 
geniculata L. 

ลดความเสี่ยงตอการ
เกิดโรคหวัใจและ
มะเร็ง 

ใหหนูกินสารสกัด
จากกระเทียม และ
ทดสอบสารกับ
เซลลมะเร็ง 

(Jung Park and 
Pezzuto, 2002) 

มะละกอ 
(เมล็ด) 

Carica papaya L. สารสกัดในชัน้
แอลกอฮอลฉีดใน
หนูพบวาสามารถ
คุมกําเนิดได แบบ 
Irreversible  

ใหหนูกินสารสกัด
ไฟโตเอสโตรเจน
จากมะละกอ 

(Anuar et al., 2008)   

กะหล่ําดอก Brassica oleracea ใ ห ผ ล  Estrogenic 
effect 
ป อ ง กั น ก า ร เ กิ ด
โรคมะเร็ง 

ใชสารสกัด
ทดสอบกับ
เซลลมะเร็ง 

(Brandi et al., 
2005) 

มะนาว 
(เปลือก, ผล) 

Citrus aurantifolia 
(Christm.) Swingle 
 

มี Rutin และ 
Naringin ใชบบี
มดลูกทําใหแทง 
แกปวด

ใชสารสกัด
ทดสอบกับ
เซลลมะเร็ง 

(Jung Park and 
Pezzuto, 2002) 
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ประจําเดือนทาํให
มดลูกหดตวั ลด
ความเสี่ยงตอการ
เกิดโรคมะเร็ง 

มะกรูด (เปลือก, 
ผล) 

Citrus hystrix DC. 

 

มี Rutin และ 
Naringin ทําให
มดลูกบีบตัว ทําให
แทงในหนู มี
สรรพคุณแกปวด
ประจําเดือน  

ทดสอบโดยใหหนู
กินสารสกัด 

(Jung Park and 
Pezzuto, 2002) 

บัวบก Centella asiatica 
(L.) Urb. 

 

พบสาร 
Asiaticoside พบวา
มีฤทธิ์คลาย
ฮอรโมน Estrogen 

HPLC (Barbosa et al., 
2008) 

ขมิ้น 

 

Curcuma longa 
Linn. 
 

มีฤทธิ์คลายเอสโต
รเจนคือเปนสาร
ตานอนุมูลอิสระ
ปองกันการถูก
ทําลายของเซลล
ประสาทโดยสาร
ออกซิเดชัน 
ปองกันโรคกระดูก
พรุน 

วัดจํานวนเซลล
ประสาทที่รอดชีวิต 

 

(Kim et al., 2001) 

 

ถ่ัวเหลือง Glycine javanica L. 

 

พบสารกลุม 
Isoflavone ออก
ฤทธิ์เปน 
Estrogenic effect
พบสารกลุม 
Isoflavone ออก
ฤทธิ์เปน 
Estrogenic effect 

แยกสารไฟโตเอส
โตรเจนโดยใช 
affinity column 
chromatography 
และ HPLC 

(Riu et al., 2008) 
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2.4 การตรวจวัดสารที่มีเอสโตรเจน (Estrogenic activity) 
 การตรวจวัดปริมาณสารไฟโตเอสโตรเจนในพืชทําไดหลายวิธีซ่ึงอาจแบงเปน 2 วิธีหลักคือการใชวิธี
เคมีวิเคราะหและการวิเคราะหเชิงชีวภาพ สําหรับเคร่ืองมือเคมีวิเคราะหที่ใชไดแก HPLC (High 
performance liqiud chromatrography), gas chromatography (GC), UV/IR spectroscopy เปนตน โดย
เครื่องมือวิเคราะหที่นิยมใชคือ HPLCเนื่องจากมีความไวในการตรวจวัดสูง (fmole หรือ pmole) สามารถ
ทราบชนิดของสารไฟโตเอสโตรเจนโดยการเปรียบเทียบกับสารตัวอยางมาตรฐาน แตวิธีนี้มีขอจํากัดคือ 
ตองมีเครื่องมือ HPLC ในการวิเคราะหซ่ึงมีราคาแพง นอกจากนี้ยังมีวิธีวิเคราะหที่ยุงยาก ใชเวลานานในการ
ตรวจตัวอยางจํานวนมาก และอาจทําใหไมสามารถพบสารไฟโตเอสโตรเจนชนิดใหมเนื่องจากการวิเคราะห
ตองเทียบกับสารตัวอยางมาตรฐาน (Wang et al., 2002) สําหรับการวิเคราะหเชิงชีวภาพนั้นเปนการวิเคราะห
ที่อาศัยเซลลในการวัดไฟโตเอสโตรเจนแอ็คติวิตี ซ่ึงแมจะมีความไวในการตรวจวัดต่ํากวาการใช HPLC 
และไมสามารถทราบถึงชนิดของสารไฟโตเอสโตรเจน  แตมีจุดเดนที่สามารถทดสอบตัวอยางจํานวนมาก 
ใชเวลาวิเคราะหส้ัน เสียคาใชจายต่ํา ไมตองใชเครื่องมือจําเพาะที่หาไดยากหรือมีราคาแพง และสามารถ
ยืนยันวาตัวอยางที่ทดสอบมีไฟโตเอสโตรเจนแอ็คติวิตีในเซลลหรือส่ิงมีชีวิตจริง ดังนั้นวิธีวิเคราะหเชิง
ชีวภาพจึงเหมาะตอการสํารวจพืชจํานวนมากที่มีสารไฟโตเอสโตรเจนและทราบระดับของไฟโตเอสโตร
เจนแอ็คติวิตีในพืชนั้นโดยเปรียบเทียบกับแอ็คติวิตีของสารเอสโตรเจนมาตรฐาน สําหรับวิธีวิเคราะหเชิง
ชีวภาพที่มีการศึกษาไดแก 
  1) E-screen เปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร Estrogen และ Antiestrogen โดยทดสอบสารตัวอยาง
กับเซลลที่มีการตอบสนองตอสารเอสโตรเจน แลววัดการเจริญและเพิ่มจํานวนของเซลล (Proliferation of 
cells) ซ่ึงสาร Estrogen จะกระตุนใหเซลลเพิ่มจํานวนมากขึ้น ในขณะที่สาร Antiestrogen จะยับยั้งการเพิ่ม

โกโก Theobroma cacao L. น้ํามันจากเมล็ด
ออกฤทธิ์เปน 
Estrogenic effect 
ยับยั้งการเจรญิของ
เซลลมะเร็งเตานม 

Cell Proliferation (Ramljak et al., 
2005) 

อินทผลัม Phoenix dactylifera 
L. 

 

มีผลตอฮอรโมนที่
เกี่ยวของกับระบบ
สืบพันธุของหนู
เพศผูและเมยีลดลง 
มีผลขัดขวางการ
ปฏิสนธิ 

Hormonal assay 
โดยใช 
testosterone and 
oestradiol test kits 

(Aldhaheri et al., 
2004) 
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จํานวนของเซลล อยางไรก็ตามเทคนิคดังกลาวจะระบุไมไดวาสารเอสโตรเจนนั้นทําใหมีการแสดงออกของ
เอสโตรเจนรีปเซปเตอรชนิดใด 
 2) Ligand-binding เปนเทคนิคที่อาศัยการจับอยางจําเพาะระหวางลิแกนดกับรีเซปเตอรชนิดแอลฟา
หรือเบตา (ERα หรือ ERβ) ขอดีของเทคนิคนี้คือ เปนวิธีที่งายและทดสอบกับสารตัวอยางปริมาณมากได แต
เทคนิคนี้จะไมสามารถวัดการกระตุนของสารตอเอสโตรเจนรีเซปเตอร 
 3) ER-binding to ERE เปนเทคนิคที่อาศัยการจับอยางจําเพาะของ ERα หรือ ERβ กับ Estrogen 
response element (ERE) ขอดีของเทคนิคนี้คือ เปนเทคนิคที่งายและทดสอบกับสารตัวอยางปริมาณมากได 
นอกจากนี้ยังสามารถใช ERE ที่หลากหลาย แตขอเสียคือไมสามารถวัดการกระตุนของสารตอเอสโตรเจนรี
เซปเตอรและมีความไวต่ํา 
 4) Glutathione S-transferase (GST) pull-down เปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร Estrogen และ 
Antiestrogen ซ่ึงอาศัยการจับของลิแกนดที่จับกับ ERα หรือ ERβ บนตําแหนง ERE กับ Co-activators โดย
การวัด Glutathione S-transferase (GST) ที่ลดลง เมื่อทดสอบกับสารเอสโตรเจน แตขอเสียคือทดสอบกับ
ระบบที่ไมมีอยูจริงในสิ่งมีชีวิตและตองใชเครื่องมือในการตรวจวัดปริมาณของสารเรืองแสง นอกจากนี้ยัง
ทดสอบสารไดในประมาณที่นอย 
 5) Fluoresecence resonance energy transfer (FRET) เปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร Estrogen 
และ Antiestrogen โดยอาศัยหลักการ Protein–protein interaction ในเซลลที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมและ
ตรวจวัดปริมาณของโปรตีนเรืองแสงที่เซลลผลิตขึ้น สาร Estrogen จะกระตุนใหเซลลมีการผลิตโปรตีนเรือง
แสงเพิ่มขึ้น ในขณะที่สาร Antiestrogen มีการแสดงออกในทางตรงกันขาม  ขอดีของวิธีการนี้คือวิเคราะห
ปฏิกิริยาของโมเลกุล สามารถระบุชนิของเอสโตรเจนรีเซปเตอรหรือ Co-activator ที่เกิดขึ้นได แตขอเสียคือ
ทดสอบกับระบบที่ไมมีอยูจริงในสิ่งมีชีวิตและตองใชเครื่องมือในการตรวจวัดปริมาณของสารเรืองแสง 
นอกจากนี้ยังทดสอบสารไดในประมาณที่นอย 
 6) Two-hybrid assay เปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร Estrogen และ Antiestrogen โดยอาศัย
หลักการ Protein–protein interaction ในระบบยีสตที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม ขอดีของวิธีการนี้คือวิเคราะห
ปฏิกิริยาของโมเลกุล สามารถระบุชนิของเอสโตรเจนรีเซปเตอรหรือ Co-activator ที่เกิดขึ้นได แตขอเสียคือ
ทดสอบกับระบบที่ไมมีอยูจริงในสิ่งมีชีวิต ไมสามารถวัดการกระตุนของสารตอเอสโตรเจนรีเซปเตอร และ
ทดสอบสารไดในประมาณที่นอย 
 7) Transactivation assay เปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร Estrogen และ Antiestrogen โดยผาน 
ERα หรือ ERβ ตอการแสดงออกของ Reporter gene ซ่ึงถูกเหนี่ยวนําดวยสาร Estrogens และถูกยับยั้งดวย
สาร Antiestrogens ในยีสตหรือเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม ขอดีของเทคนิคนี้คือเปน
วิธีที่งายและสามารถทดสอบกับสารตัวอยางปริมาณมากได อยางไรก็ตามระบบที่ใชในการทดสอบเปน
ระบบที่ไมไดเกิดขึ้นจริงในสิ่งมีชีวิต 
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 8) Analysis of gene และ Protein expressionเปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร Estrogen และ 
Antiestrogen โดยทดสอบสารตัวอยางกับเซลลที่มีการตอบสนองตอสารเอสโตรเจน โดยวัดการแสดงออก
ของยีนและโปรตีน ขอดีของวิธีการนี้คือวิเคราะหการตอบสนองทางกายภาพและตรวจวัดสาร Estrogen และ 
Antiestrogen แตขอเสียคือทําการทดสอบกับระบบที่ไมไดเกิดขึ้นจริงในสิ่งมีชีวิต 
 9) Analysis of enzyme activity และ Steroid biosynthesis เปนเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดสาร 
Estrogen และ Antiestrogen เซลลที่มีการสราง Steroid hormone ซ่ึงสาร Estrogen จะกระตุนใหเซลลสราง 
Steroid hormone ในขณะที่สาร Antiestrogen จะยับยั้งการสราง Steroid hormone ของเซลล อยางไรก็ตาม
เทคนิคดังกลาวตองทดสอบไดกับเซลลที่มีการผลิตสารสเตียรอยดเทานั้น (Mueller, 2002) 
 
2.5 ยีสตทูไฮบริด 

ในการศึกษาแบบ in vitro เซลลที่นิยมใชสําหรับการวิเคราะหเชิงชีวภาพนั้นอาจเปนเซลลยีสต
ดัดแปลงพันธุกรรมหรือเซลลมะเร็ง  ซ่ึงการใชยีสตดัดแปลงพันธุกรรมมีขอไดเปรียบตอการใชเซลลมะเร็ง
เนื่องจากสามารถเลี้ยงและดูแลไดงาย เสียคาใชจายต่ํา ไมมีปญหาการขัดขวางการตรวจวัดไฟโตเอสโตรเจน
ที่เกิดจากแอสโตรเจนภายในเซลล มีความไวสูงกวา และอาหารเลี้ยงเซลลยีสตไมมีสวนประกอบของ    
สเตียรอยดฮอรโมนที่รบกวนผลการวัดไฟโตเอสโตรเจนแอ็คติวิตี การใชเซลลยีสตดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อ
วัดไฟโตเอสโตรเจนแอ็คติวิตีนี้อาศัย 2 หลักการคือ  

1) การที่สารไฟโตเอสโตรเจนสามารถเขาจับกับเอสโตเจนรีเซฟเตอรและชักนําใหรีเซฟเตอรจับกับ
โปรตีนกระตุนรวมได (Vogel et al, 1996; Heery et al, 1997) 

2) หลักการของ Yeast two hybrid system ที่อาศัย interaction ระหวางสวน Activation domain และ 
DNA binding domain ของโปรตีน Transcription factor ในการกระตุนการแสดงออกของยีน (Miller and 
Staglijar, 2004)  

งานวิจัยนี้จึงตองการดัดแปลงพันธุกรรมของเซลลยีสตเพื่อใหสามารถวัดไฟโตเอสโตรเจนแอ็คติวิตี
โดยอาศัยหลักการขางตน โดยจะสราง Recombinant plasmid 2 ชนิด คือ  

1) Recombinant plasmid ที่ผลิตโปรตีนลูกผสมที่ประกอบดวยโปรตีน Gal 4 ในสวน DNA binding 
domain เชื่อมกับโปรตีนกระตุนรวมในสวน Receptor interaction domain  

 2) Recombinant plasmid ที่ผลิตโปรตีนลูกผสมที่ประกอบดวยโปรตีน Gal4 ในสวน Activation 
domain เชื่อมกับโปรตีนเอสโตรเจนรีเซฟเตอรในสวน Ligand binding domain    

โดย Recombinant plasmid ทั้งสองชนิดจะถูกนําเขาเซลลยีสตที่มี Reporter gene เปน β-
galactosidase  ดังนั้นหากตัวอยางที่ทดสอบมีไฟโตเอสโตรเจนแอคติวิตี  สารไฟโตเอสโตรเจนในตัวอยาง
จะจับกับ Ligand binding domain ของโปรตีนลูกผสม และทําใหโปรตีนลูกผสม+ไฟโตเอสโตรเจนนี้
สามารถเขาจับกับ Receptor interaction domain ของโปรตีนลูกผสมอีกชนิดที่มีสวนของ DNA binding 
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domain   ดังนั้นจึงทําใหเกิดโปรตีนคอมเพล็กซของโปรตีนลูกผสมทั้งสองชนิดและไฟโตเอสโตรเจนที่
สามารถกระตุนใหมีการสังเคราะหเอนไซม β-galactosidase จาก Reportor gene ที่ Integrate ในโครโมโซม
ของยีสต   เอนไซมนี้สามารถเปลี่ยนสารตั้งตน (เชน ONPG) เปนผลิตภัณฑมีสี ดังนั้นจึงการวัดความเขมสี
ของผลิตภัณฑจึงสะทอนถึงคาไฟโตเอสโตรเจนแอ็คติวิตีของตัวอยางที่ถูกทดสอบ (รูปที่ 2.5)  

การสรางระบบยีสตทูไฮบริดเพื่อใชตรวจวัดเอสโตรเจนแอ็คติวิตีมีรายงานครั้งแรกในป 1999 โดย 
Nishikawa และคณะ (Nishikawa et al., 1999) ซ่ึงใช Ligand binding domain ของเอสโตรเจนรีเซฟเตอรช
นิดแอลฟา (ERα) และใช Receptor interaction domain ของโปรตีนกระตุนรวม Transcriptional 
intermediary factor 2 (TIF2)  โดยสามารถวัดเอสโตรเจนแอ็คติวิตีของสารเอสตราไดออลมาตรฐาน 

(Standard estradiol) ในชวง 10−10 – 10−5 M  นอกจาก TIF2 แลวยังมีโปรตีนกระตุนรวมชนิดอื่นที่สามารถ
จับกับเอสโตรเจนรีเซฟเตอรได ไดแก SRC1, RIP140, TIF2, p300 และ CBP จากนั้นไดมีรายงานการสราง
ระบบยีสตทูไฮบริดเพื่อใชตรวจวัดเอสโตรเจนแอ็คติวิตีอีกจํานวนหนึ่ง ซ่ึงยังคงใชหลักการเดียวกันคือใช 
เอสโตรเจนรีเซฟเตอรชนิดแอลฟาและโปรตีนกระตุนรวม TIF2 (Nomiyama et al., 2007; Kovalchuk et al., 
2006; Kamiya ety al., 2005; Morohoshi et al., 2005)โดยระบบยีสตทูไฮบริดนี้ประยุกตใชในการตรวจวัด
ไฟโตเอสโตรเจนจากสารสกัดของพืช จากผลิตภัณฑเครื่องสําอาง และตรวจวัดสารซีโนเอสโตรเจนที่
ปนเปอนในแหลงน้ําและอากาศ  ขอมูลหนึ่งที่นาสนใจเกี่ยวกับเอสโตรเจนรีเซฟเตอรในเซลลของสิ่งมีชีวิต
คือ เอสโตรเจนรีเซฟเตอรในสิ่งมีชีวิตมีสองประเภทคือชนิดแอลฟาและชนิดเบตา ซ่ึงนาจะมีหนาที่เกี่ยวของ
กับการตอบสนองของสิ่งมีชีวิตที่แตกตางกัน เนื่องจากเอสโตรเจนรีเซฟเตอรชนิดแอลฟาพบในตอมน้ํานม
และมดลูก ในขณะที่เอสโตรเจนรีเซฟเตอรชนิดเบตาพบในทอนําไข ระบบหลอดเหลือดหัวใจ ระบบ
ประสาทสวนกลาง และสมอง (Enmark and Gustafsson, 1999) โดยเอสโตรเจนรีเซฟเตอรทั้งสองชนิดมี
ความคลายกันเพียง 59% ในสวนของ Ligand-binding domain  ทําใหคณะผูวิจัยตั้งสมมติฐานวายีสตทูไฮบ
ริดที่ใชเอสโตรเจนรีเซฟเตอรชนิดแอลฟาและเบตาอาจจะจับกับไฟโตเอสโตรเจนแตละชนิดไดดีแตกตาง
กัน  ซ่ึงองคความรูนี้จะนําไปสูความเขาใจของการทํางานของไฟโตเอสโตรเจนที่แตกตางกันตามการจับกับ
ชนิดของรีเซฟเตอรได  ทั้งนี้จากการสืบคนขอมูลยังไมพบการทํายีสตทูไฮบริดแบบเอสโตร เจนรีเซฟเตอรช
นิดเบตา  สําหรับโปรตีนกระตุนรวมที่จะใชงานวิจัยนี้จะทดลองเปรียบเทียบการใช TIF2 และ SRC3 NRI  
เนื่องจากมีรายงานวาเอสโตร เจนรีเซฟเตอร ชนิดเบตาจับกับโปรตีนกระตุนรวม SRC3 NRI ไดดีที่สุด 
Bramlett  et al., 2001) 
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รูปท่ี 2.5 หลักการทํางานของโปรตีน Gal4AD-SRC1 และโปรตีน Gal4BD-ERα ในการจับกับสารไฟ
โตเอสโตรเจนและกระตุนใหเกิดการแสดงออกของ Reporter gene 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินงานวิจัย 

3.1 การเลี้ยงเซลล 
 เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 จะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco's modified eagle medium: 
nutrient mixture F-12 (DMEM/F12; Gibco, USA) ที่มี 10% Fetal bovine serum (FBS; Gibco, USA) และ 

0.01 mg/ml Insulin (Sigma, USA) ในตูบมที่อุณหภูมิ 37 °ซ มี 5% CO2 และความชื้น 80% 
3.2 การสกัดอารเอ็นเอ 
 การสกัดอารเอ็นเอจากเซลล MCF-7 ทําโดยใช 1 ml Tri reagent (Sigma, USA) ตอเซลลที่โตใน
พื้นที่ประมาณ 100 cm2หลังจากการปเปตใหเซลลแตกในสารละลาย tri reagent เติมโคโรฟอรม 0.2 ml ผสม
ใหเขากันและปนเหวี่ยงเพื่อเก็บอารเอ็นเอที่ละลายในชั้นบนของสารละลาย ทําการตกตะกอนอารเอ็นเอดวย 

0.1 volume ของ 3M NaOAC, pH 5.2 และ 2 volume ของเอธิลแอลกอฮอล ปนเหวี่ยงที่ 15,000xg ที่ 4 °ซ 

เปนเวลา 15 นาที ลางตะกอนอารเอ็นเอดวย 75% เอธิลแอลกอฮอล ปนเหวี่ยงที่ 15,000xg ที่ 4 °ซ ทิ้งตะกอน
อารเอ็นเอใหแหง และละลายตะกอนอารเอ็นเอที่ไดในบัฟเฟอร TE วัดความเขมขนของอารเอ็นเอที่ไดโดย
คํานวณจากคา OD260 นอกจากนี้ทําการตรวจความสมบูรณของอารเอ็นเอที่สกัดไดบนอะกาโรสเจล และ

เก็บสารละลายอารเอ็นเอที่ –70 °ซ จนกวาจะใช 
3.3 การสังเคราะหบางสวนของยีนเอสโตรเจนรีเซฟเตอรและยีนของโปรตีนกระตุนรวม 
 การสังเคราะหยีนเอสโตรเจนรีเซฟเตอรชนิดแอลฟาและเบตา (ในสวนของ ligand binding domain) 
และยีนของโปรตีนกระตุนรวม SRC1 และ TIF2 (ในสวนของ receptor inactivation domain) ดวยวิธี  
Reverse transcriptase- polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยทําการสังเคราะห cDNA จากอารเอ็นเอที่
สกัดไดโดยใชเอนไซม Reverse transcriptase และใช cDNA ที่สังเคราะหไดเปนดีเอ็นเอตนแบบในการ
สังเคราะหบางสวนของยีนเอสโตรเจนรีเซฟเตอรและยีนของโปรตีนกระตุนรวม โดยใช PCR reaction ที่มี
ไพรเมอรจําเพาะตอยีนนั้นเชื่อมกับ Adaptor  ที่สามารถตัดไดดวย Restriction enzyme โดยไพรเมอรคูที่ใช
สังเคราะหบางสวนของยีนเอสโตรเจนรีเซฟเตอรมี adaptor ที่จําเพาะกับเอนไซม NdeI และ BamHI สวน
ไพรเมอรคูที่ใชสังเคราะหบางสวนของยีนของโปรตีนกระตุนรวมมี Adaptor ที่จําเพาะกับเอนไซม NdeI 
และ SmaI (ภาพที่ 3-1) 
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รูปท่ี 3-1. การทํา RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน ERα  ERβ  TIF2 และ SRC1 โดยไพรเมอร
ดังกลาวมีการออกแบบใหมีตําแหนงเอนไซมตัดจําเพาะ 
 
3.4 การสรางพลาสมิดลูกผสมและการนําพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
 ทําการโคลนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจาก RT-PCR reaction เขาพลาสมิด pGADT7 และ pGBKT7 
โดยใชเอนไซม NdeI และ BamHI สําหรับตัดดีเอ็นเอที่โคลนเขา pGADT7 และใชเอนไซม NdeI และ SmaI 
ในการตัดดีเอ็นเอที่โคลนเขา pGBKT7 ทําการเชื่อมดีเอ็นเอและพลาสมิดที่ไดดวยเอนไซม T4 DNA ligase 
และทํา Bacterial transformation ซ่ึงใช E. coli XL1-Blue โคโลนีของแบคทีเรียที่โตใน LB plate ที่มียา
ปฏิชีวนะจะถูกนํามาทดสอบวาไดรับ Recombinant plasmid หรือไมโดยใช PCR reaction ที่มีไพรเมอร
จําเพาะตอสวน Insert DNA โคโลนีที่มี Recombinant plasmid จะถูกนําไปใชในการเพิ่มปริมาณและการ
เตรียมพลาสมิดบริสุทธิ์ จากนั้นพลาสมิดสวนหนึ่งจะสงไปหาลําดับเบสที่ศูนย Biotechnology โดยการทํา 
DNA sequencing เพื่อตรวจสอบวาลําดับเบสที่ไดถูกตองและอยูใน Open reading frame ที่ถูกตอง 
 
3.5 การนําพลาสมิดเขาสูเซลลยีสต 
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 หลักจากที่ตรวจสอบลําดับเบสของ Recombinant plasmid วาถูกตอง  พลาสมิดดีเอ็นเอจะถูกนําเขา

สูเซลลยีสต โดยทําการเตรียม Yeast competent cells โดยเลี้ยงเซลลยีสตใน YPD medium ที่ 30°ซ จนไดคา 
OD600 ที่ 0.5 ทําการปนเหวี่ยงเซลลที่ 1,000xg เปนเวลา 5 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง จากนั้นเติม
สารละลาย 1x TE/LiAc 

ในการทํา Yeast transformation โดยใชพลาสมิด 100 ng ตอ Yeast competent 100 ul และ

สารละลาย PEG/LiAc 600 ul ทําการ heat shock ที่ 42 °ซ เปนเวลา 15 นาที ใช 100 μl ในการ spread เซลล
บน SD medium ที่เหมาะสมในการคัดเลือกโคลนที่ไดรับพลาสมิด 
 
3.6 การทดสอบยีสตท่ีไดในการวัดเอสโตรเจนแอ็คติวิตี 
 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส (β-galactosidase) 
ใชตามวิธีของบริษัท Clontech (Clontech, USA) เซลลยีสตถูกเล้ียงในอาหาร Synthetic minimal medium 
(SD medium) ที่พรองกรดอะมิโน 2 ชนิด คือ ทริปโนทริปโตเฟนและลิวซีน เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้น
จึงนํามาเลี้ยงตอในอาหาร YPD ในอัตราสวน เซลลยีสต 2 ml และ YPD 8 ml จากนั้นจึงนําไปบมที่อุณหูมิ 
30 °ซ ความเร็วรอบ 250 rpm เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง เมื่อคา OD600 ที่อยูในชวงประมาณ 0.5-0.8 
(บันทึกคา OD600) จึงนําไปเลี้ยงในหลอดเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1.5 ml เติมสารที่ใชในการทดสอบปริมาตร 19 μl 
โดยสารที่ใชในการทดสอบคือ 17β-estradiol ละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10 M - 10-4 M (ใช DMSO 
ในชุดควบคุม) บมเซลลตอเปนเวลา 5 ช่ัวโมง ในตูเขยาที่อุณหูมิ 30 °ซ ความเร็วรอบ 250 rpm แลวจึงนํา
เซลลยีสตดังกลาวมาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนเซลลที่ความเร็ว 14,000 rpm เปนเวลา 30 นาที หลังจากที่ได
ตะกอนเซลลแลวจึงละลายกลับดวย Z-buffer ปริมาตร 1.5 ml นําไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนเซลลที่
ความเร็ว 14,000x g เปนเวลา 30 วินาที จากนั้นจึงละลายตะกอนกลับดวย Z-buffer ปริมาตร 0.3 ml นํา
สารละลายตะกอนเซลลปริมาตร 100 μl นําไปแชในไนโตรเจนเหลว 30-60 วินาทีสลับกับการแชในอางน้ําที่
ควบคุมอุณหภูมิ 37 °ซ ทําซ้ํา 4 คร้ังเพื่อใหเซลลแตก จากนั้นเติม Z-buffer ที่มี β-mercaptoethanol ปริมาตร 
0.7 ml และ ONPG (4 mg/ml)ปริมาตร 160 μl เพื่อเร่ิมปฏิกริยา นําไปบมที่อุณหูมิ 30 °ซ สังเกตุสีเหลืองของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เติม 1 M Na2CO3 ปริมาตร 0.4 ml เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
12,000 x g เปนเวลา 15 นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร นําคาที่ไดไปคํานวณคาการ
ทํางานของเอนไซม β-galactosidase units (U) ดังสูตร 
 

β-galactosidase units (U) = 1,000 x OD420 / (t x V x OD600) 
                 เมื่อ   t = เวลาในการบม 

V = 0.1 ml x concentration factor (1.5/0.3)  
OD600 = คาดูดกลืนแสงเมื่อวดัที่ 600 nm 
OD420 = คาดูดกลืนแสงเมื่อวดัที่ 420 nm 
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3.7 การวัดเอสโตรเจนแอ็คติวิตีของสารสมุนไพร 

ในการใชเซลลยีสตดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในการวัดเอสโตรเจนแอ็คติวิตีของสารสมุนไพรทําโดย
ใชวิธีการตรวจสอบเชนเดียวกับขอ 3.6 แตเติมสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรที่ความเขมขนตางๆ (ซ่ึง
ละลายใน DMSO) นอกจากนี้ในการทดลองแตละครั้งจะมีชุดควบคุมแบบบวกคือ17β-estradiol ที่ความ
เขมขน 10-10 M - 10-4 M และชุดควบคุมแบบลบ คือ DMSO  

 

3.8 การวิเคราะหผลทางสถิติ 
ในการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติ ใชโปรแกรม SPSS for windows version 11.5 ดวยวิธี 

One-Way ANOVA โดยเปรียบเทียบที่คา p-value < 0.05 ในทุกการทดลอง ซ่ึงแตละชุดการทดลองมีจํานวน
ตัวอยางอยางนอย 4 ซํ้า 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปราย 

 
4.1 การสกัด RNA จากเซลล MCF7 
 เซลล MCF7 มีรายงานวามีการแสดงออกของ estrogen receptor และมีการตอบสนองตอ estrogen 
(คาดวามีการแสดงออกของโปรตีนกระตุนรวมชนิดตางๆ ที่เกี่ยวของกับ estrogen response) จึงไดกระตุน
เซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี insulin เพื่อสกัด RNA สําหรับใชในการสังเคราะห cDNA ผลการสกัด RNA 
แสดงในรูปที่ 4.1 โดย total RNA ที่ไดประกอบดวย 3 แถบคือ 28s 18s และ 5s ซ่ึงมีลักษณะที่ intact จึงใช 
total RNA ดังกลาวในการสังเคราะห cDNA ในขั้นตอนตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

28s

18s

5s

28s

18s

5s

 
รูปท่ี 4.1 Total RNA บน 0.8% อะกาโรสเจลหลังยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด  
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4.2 การสังเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิค RT-PCR 
 ในการศึกษานีต้องการสังเคราะหบางสวนของยีน ERα  ERβ  TIF2 และ SRC1 ไดออกแบบไพร
เมอรโดยมีรายละเอียดดังนี ้
Estrogen receptor α (ERα) 
 ใชลําดับดีเอ็นเอที่ถอดรหัสเปนกรดอะมิโนตั้งแต 252-596 residues (ในชวง Ligand binding 
domain, LBD ซ่ึงเปนโดเมนของเปปไทดที่สามารถจับกับโปรตีน TIF2 ในตําแหนง receptor interaction 
domain, RID ได) โดยลําดับกรดอะมิโนดังกลาวคือลําดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 1114 ถึง 2148  (Genebank 
database, ACCESSION   NM_000125) ทั้งนี้เพื่อใหสามารถโคลนเขา pGBKT7 ในทิศทางที่ตองการจึงได
ออกแบบไพรเมอรที่เพิ่มตําแหนงตัดของเอนไซด NdeI (NdeI-ERα adapter primer) และ BamHI (BamHI-
ERα adapter primer) ซ่ึงเอนไซมทั้งสองชนิดไมมีตําแหนงตัดภายในลําดับเบสของ ERα ที่ตองการ  โดย
ขนาดของ DNA ที่ไดจากการสังเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR จะมีขนาด 1057 bp (รวมไพรเมอร)  
 

Estrogen Receptor α

NdeI-ERα adapter primer

BamHI-ERα adapter primer

Product 1,057 bp

Estrogen Receptor α

NdeI-ERα adapter primer

BamHI-ERα adapter primer

Product 1,057 bp  
 
Estrogen receptor β (ERβ) 

ใชลําดับดีเอ็นเอที่ถอดรหัสเปนกรดอะมิโนตั้งแต 213-494 residues (ในชวง ligand binding 
domain, LBD ซ่ึงเปนโดเมนของเปปไทดที่สามารถจับกับโปรตีน SRC1 ในตําแหนง receptor interaction 
domain, RID ได) โดยลําดับกรดอะมิโนดังกลาวคือลําดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 1105 ถึง 1950   (Genebank 
database, ACCESSION   Q92731) ทั้งนี้เพื่อใหสามารถโคลนเขา pGBKT7 (Clontech) ในทิศทางที่ตองการ
จึงไดออกแบบไพรเมอรที่เพิ่มตําแหนงตัดของเอนไซม NdeI (NdeI-ERβ adapter primer) และ BamHI 
(BamHI-ERβ adapter primer) โดยขนาดของ DNA ที่ไดจากการสังเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR จะมีขนาด 
868 bp (รวมไพรเมอร)  

 
 
 
 

Estrogen Receptor β

NdeI-ERβ adapter primer

BamHI-ERβ adapter primer

Product 868 bp

Estrogen Receptor β

NdeI-ERβ adapter primer

BamHI-ERβ adapter primer

Product 868 bp  
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TIF2

NdeI-TIF2 adapter primer

SmaI-TIF2 adapter prime

Product 2,010 bp

TIF2

NdeI-TIF2 adapter primer

SmaI-TIF2 adapter prime

Product 2,010 bp

 
Transcriptional intermediary factor 2 (TIF2) 

ใชลําดับดีเอ็นเอที่ถอดรหัสเปนกรดอะมิโนตั้งแต 624-1287 residues (ในชวง receptor interaction 
domain, RID ซ่ึงเปนโดเมนของเปปไทดที่สามารถจับกับโปรตีน ERα ในตําแหนง ligan binding  domain, 
LBD ได) โดยลําดับกรดอะมิโนดังกลาวคือลําดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 2032 ถึง 4023 (Genebank database, 
ACCESSION Q15596) ทั้งนี้เพื่อใหสามารถโคลนเขา pGADT7 ในทิศทางที่ตองการจึงไดออกแบบไพร
เมอรที่เพิ่มตําแหนงตัดของเอนไซด NdeI (NdeI-TIF2 adapter primer) และ SmaI (SmaI-TIF2 adapter 
primer) โดยขนาดของ DNA ที่ไดจากการสังเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR จะมีขนาด 2,010 bp (รวมไพร
เมอร) 

 
 
 
 

 
 
 
 
Steroid receptor coactivator 1 (SRC1) 

ใชลําดับดีเอ็นเอที่ถอดรหัสเปนกรดอะมิโนตั้งแต 231-1094 residues (ในชวง receptor interaction 
domain, RID ซ่ึงเปนโดเมนของเปปไทดที่สามารถจับกับโปรตีน ERβ ในตําแหนง ligan binding  domain, 
LBD ได) โดยลําดับกรดอะมิโนดังกลาวคือลําดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 949 ถึง 3540 (Genebank database, 
ACCESSION NM_003743) ทั้งนี้เพื่อใหสามารถโคลนเขา pGADT7 ในทิศทางที่ตองการจึงไดออกแบบ
ไพรเมอรที่เพิ่มตําแหนงตัดของเอนไซด NdeI (NdeI-SRC1 adapter primer) และ SmaI (SmaI-SRC1 adapter 
primer) โดยขนาดของ DNA ที่ไดจากการสังเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR จะมีขนาด 2,614 bp (รวมไพร
เมอร)  

 
 
 
 
 
 

  

SRC1

NdeI-SRC1 adapter primer

SmaI-SRC1 adapter primer

Product 2,614 bp

SRC1

NdeI-SRC1 adapter primer

SmaI-SRC1 adapter primer

Product 2,614 bp  
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ผลการสังเคราะหดีเอ็นเอทั้ง 4 ชนิด โดยใชเทคนิค RT-PCR ซ่ึงใช oligo dT และ random primers 

ในการสังเคราะห first stranded cDNA และใชไพรเมอรที่ออกแบบในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเปาหมาย 
แสดงดังในภาพที่ 4.2 จากรูปพบวาดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค RT-PCR จะมี product มากกวา 1 ชนิด แตมี
ขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับที่คาดคะเนไว จึงใชวิธีการตัดแถบดีเอ็นและแยกจากเจลโดยใช gel 
extraction kit และใชดีเอ็นเอที่ไดในการโคลนเขาพลาสมิดที่ตองการ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.2 ผลการทํา RT-PCR โดยใช oligo dT (dT) และ random primers (RP) โดยใช
ไพรเมอรที่ออกแบบสําหรับการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของ ERα (1057 bp) ERβ (868 bp)  
TIF2 (2010 bp) และ SRC1 (2614 bp) โดยลูกศรระบุตําแหนงของดีเอน็เอที่ตองการ 
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4.3 การสรางพลาสมิดลูกผสม 
 ในการสรางพลาสมิดลูกผสมเพื่อใชในการสรางยีสตทูไฮบริด จะโคลน ERα (1057 bp) และ ERβ 
(868 bp) เขาพลาสมิด pGBKT7 (มีตําแหนง Gal4 DNA binding domain) สวน TIF2 และ SRC1 จะโคลน

เขา pGADT7 (มีตําแหนง Gal activation domain) สําหรับในการทดลองสวนแรกเปนการโคลน ERα (1057 
bp) และ ERβ (868 bp) เขาพลาสมิด pGBKT7 โดยมีขั้นตอนโดยยอคือ  
 - ตัดดีเอน็เอ (ERα   ERβ และ pGBKT7) ดวยเอนไซม NdeI และ BamHI และดูผลการตัดอยาง
สมบูรณของพลาสมิดดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล 
 - ตกตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย NH4OAc หลังจากนั้นไดกระจายดีเอ็นเอในน้ํากลั่น 
 - วัดความเขมขนของดีเอ็นเอที่ได 
 - เชื่อม digested-insert DNA (ERα หรือ ERβ) เขากับ digested-pGBKT7 โดยใชเอนไซม T4 DNA 
ligase ซ่ึงไดใชอัตราสวนเปน Molar ratio 1:6 (plasmid : insert DNA) 
 -Transformation โดยใช E. coli DH5α และ ligation reaction จากขั้นตอนขางตน ทําการคัดเลือก
แบคทีเรียที่ไดรับพลาสมิดดวย LB agar medium + 50 ug/ml Kanamycin (pGBKT7 มี Kanamycin resistant 
gene) 
 -แบคทีเรียที่เจริญบน LB agar medium + 50 ug/ml Kanamycin จะถูกนํามาเลี้ยงขามคืนใน LB 
broth + 50 ug/ml Kanamycin และสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียเพื่อแยกขนาดบน 0.8% อะกาโรสเจล 
(เพื่อแสดงวามีพลาสมิดจากแบคทีเรีย) และใชพลาสมิดดีเอ็นเอที่ไดเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับ polymerase 
chain reaction (PCR) ซ่ึงใชไพรเมอรที่จําเพาะตอ ERα และ ERβ (เพื่อแสดงวาพลาสมิดที่ไดมี insert DNA 
ที่ตองการ) โดยพลาสมิดลูกผสมที่ไดจากการเชื่อม pGBKT7 กับ ERα และพลาสมิดลูกผสมที่ไดจากการ
เชื่อม pGBKT7 กับ ERβ ใหช่ือเปน pGBKT7-ERα และ pGBKT7-ERβ ตามลําดับ 
 ผลการทํา bacterial transformation โดยใช pGBKT7:ERα (1:6 molar ratio) ligation reaction และ 
E. coli DH5α ไดแบคทีเรียจํานวน 4 โคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Kanamycin สวนการใช 
pGBKT7:ERβ (1:6 molar ratio) ligation reaction และ E. coli DH5α พบวาไดแบคทีเรียจํานวน 19 โคโลนี
ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Kanamycin  ทั้งนี้ไดเล้ียงแบคทีเรียดังกลาวและทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 
ซ่ึงผลแสดงดังในภาพที่ 4.3  จากรูปแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียดังกลาวมีพลาสมิดดีเอ็นเอ 

เมื่อนําพลาสมิดดังกลาวมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอรที่จําเพาะตอ ERα 
และ ERβ (ไพรเมอรเดียวกับที่ใชใน RT-PCR) พบวาไดแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอ ERα และ ERβ (รูปที่ 4.4) 
จึงแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียที่ไดมีพลาสมิดลูกผสม pGBKT7-ERα และ pGBKT7-ERβ อยางไรก็ตามจะได
ทําการยืนยันลําดับเบสของพลาสมิดที่ไดโดยการทํา DNA sequencing ในลําดับตอไป  
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pGBKT7:ERα pGBKT7:ERβ
1     2     3     4            M     M     1      2     3     4 5     6      7     8pG

BKT7

pGBKT7:ERα pGBKT7:ERβ
1     2     3     4            M     M     1      2     3     4 5     6      7     8pG

BKT7

 
รูปท่ี 4.3 ผลการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Kanamycin  

pGBKT7:ERα pGBKT7:ERβ
1       2      3     4      M     1      2      3      4

ERα ERβ

plasmidplasmid

pGBKT7:ERα pGBKT7:ERβ
1       2      3     4      M     1      2      3      4

ERα ERβ

plasmidplasmid

 
รูปท่ี 4.4 ผลของ PCR โดยใชพลาสมิดจากแบคทีเรียเปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอรที่
จําเพาะตอ ERα และ ERβ 
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แตเมื่อไดใช plasmid specific primers ในการตรวจสอบกอนนําไปทํา DNA sequencing พบวาไม
เกิด PCR product ทําใหสันนิษฐานวา ผลที่ไดขางตนเปน false positive ซ่ึงจากประสบการณที่เคยพบมา
กอนวาในการทํา cloning บางครั้งการใช gene specific primer ในการตรวจสอบ bacterial clone อาจใหผล 
false positive ไดเนื่องจากมีการ carry over ของ insert DNA มากับ plasmid DNA ดังนั้นจึงไดทําการโคลน
ใหมดวยวิธีเดิมอีก 2 ครั้ง โดยไดเปลี่ยนอัตราสวน molar ratio ของ plasmid : insert DNA แตไมประสบ
ผลสําเร็จ เมื่อพิจารณาจากปจจัยตางๆ พบวา transformation efficiency ของ competent cells มีคาสูง และใน
สวนของ plasmid DNA ก็มีการตัดโดยสมบูรณ ทําใหสันนิษฐานวา PCR product อาจไมถูกตัดโดยสมบูรณ 
จึงทําใหไมเกิดการ ligation และไมได recombinant plasmid 

ดังนั้นจึงไดใชวิธีโคลน PCR product เขาพลาสมิด pAT ดวยเทคนิค TA-cloning พบวาได 
recombinant plasmid pAT- ERα, pAT- ERβ, pAT-SRC1 และ pAT-TIF2 ในขั้นตนไดตัดชิ้นดีเอ็นเอจาก 
pAT-SRC1 และ pAT-TIF2 (รูปที่ 4.5) ดวย เอนไซม NdeI และ SmaI และ purify ช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากเจล 
จากนั้นทําการ subclone เขา pGADT7 พบวาไดโคโลนีของแบคทีเรียบน LB agar + Ampicillin เมื่อทําการ
ยืนยันการได recombinant plasmid pGADT7-SRC1 และ pGADT7-TIF2 ดวยการทํา plasmid specific 
primers พบวาไดดีเอ็นเอขนาดประมาณชิ้น insert DNA (รูปที่ 4.6) ทําใหสรุปไดวา สามารถโคลนชิ้นดีเอ็น
เอที่ตองการเขา plasmid vector ได ผลการทํา DNA sequencing จากโคลนทั้งสอง สําหรับ pGADT7-SRC1 
และ pGADT7-TIF2 พบวา pGADT7-SRC1 ที่ไดมีลําดับเบสตรงกับชิ้น Insert DNA (SRC1) แตพบวา 
pGADT7-TIF2 ไมไดลําดับเบสตรงกับชิ้น Insert DNA (TIF2) ดังนั้นจึงไดเฉพาะ pGADT7-SRC1 

สําหรับ pAT- ERα และ pAT- ERβ ไดตัดชิ้น Insert DNA โดยใชเอนไซม NdeI และ BamHI และ 
purify ช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากเจล จากนั้นทําการ subclone เขา pGBKT7 พบวาไดโคโลนีของแบคทีเรียบน LB 
agar + Kanamycin เมื่อสง recombinant plasmid pGBKT7-ERα  และ pGBKT7-ERβ ทํา DNA sequencing 
พบวา pGBKT7-ERα มีลําดับเบสตรงกับชิ้น Insert DNA (ERα) แตพบวา pGBKT7-ERβ ไมไดลําดับเบส
ตรงกับชิ้น Insert DNA (ERβ) ดังนั้นจึงไดนําพลาสมิดทั้งสองชนิดเขาเซลลยีสต AH 109 (Clontech, USA) 
เพื่อใหไดระบบยีสตทูไฮบริด ดังนั้นจึงไดเฉพาะ pGBKT7-ERα 
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ผลการเปรียบเทียบเทียบลําดับดีเอ็นเอของ pGADT7-SRC1 กับ Homo sapiens nuclear receptor 
coactivator 1 (NCOA1 หรือ SRC1) ดวยโปรแกรม Blast2seq 
 
>ref|NM_003743.4|  Homo  sapiens  nuclear  receptor  coactivator  1  (NCOA1),  transcript  variant  1, 
mRNA  
Length=6895 
GENE ID: 8648 NCOA1 | nuclear receptor coactivator 1 [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links) 
 Score = 1256 bits (680), Expect = 0.0 
 Identities = 680/680 (100%), Gaps = 0/680 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  1       GCCTGATCTCATATTGATGCCAACAGGAGCAGTTGCTGCAAACTGGTTTAAGATAGCTTG  60 
Sbjct  3537  GCCTGATCTCATATTGATGCCAACAGGAGCAGTTGCTGCAAACTGGTTTAAGATAGCTTG  3478 
 
Query  61      CCGATTTTGGTGTATCAACTGCTGTTGTCCCTGTAATCGCTGCTGTAGTTGAAGTCGAAG  120 
Sbjct  3477   CCGATTTTGGTGTATCAACTGCTGTTGTCCCTGTAATCGCTGCTGTAGTTGAAGTCGAAG  3418 
 
Query  121   CTGGTTAGGTGCAGCCGGAGGTCTGTTTAGAGTTTGCCTGGGCTGCATGCCCATGCCAGG  180 
Sbjct  3417   CTGGTTAGGTGCAGCCGGAGGTCTGTTTAGAGTTTGCCTGGGCTGCATGCCCATGCCAGG  3358 
 
Query  181   TGAAAAAGCACCTCGGGGAGGTGTTACTTGAACAGGCATCGTCCCCAGTGAAGGTTTTTG  240 
Sbjct  3357   TGAAAAAGCACCTCGGGGAGGTGTTACTTGAACAGGCATCGTCCCCAGTGAAGGTTTTTG  3298 
 
Query  241   CCTGACCATGCCTTGGAAAGGGCTAGGGAGATTGGCAGTAGGAGAAGGAGAAGAGTAAGG  300 
Sbjct  3297   CCTGACCATGCCTTGGAAAGGGCTAGGGAGATTGGCAGTAGGAGAAGGAGAAGAGTAAGG  3238 
 
Query  301   CTGGGAATAAAGGTTGGGTCTTTCTTCCATGATCAAAGGTGGCGTTGCTTGTTGTGGTGG  360 
Sbjct  3237   CTGGGAATAAAGGTTGGGTCTTTCTTCCATGATCAAAGGTGGCGTTGCTTGTTGTGGTGG  3178 
 
Query  361   AAATCTCTCTGATAATACATCTAATCCACCCCCCTGAACAAGTTTGTCAATTCCCAGAGC  420 
Sbjct  3177   AAATCTCTCTGATAATACATCTAATCCACCCCCCTGAACAAGTTTGTCAATTCCCAGAGC  3118 
 
Query  421   TCTGTCTAGTTCAGCTAGCTCAGTTTCATCTTTGCCACTAAGGAAGGATACCAGCTGTTC  480 
Sbjct  3117   TCTGTCTAGTTCAGCTAGCTCAGTTTCATCTTTGCCACTAAGGAAGGATACCAGCTGTTC  3058 
 
Query  481   AAGAAGAGCCTTCTCATCATTTCTCCCTTCTACTGTTGTGGGTGGACAGAGAAGCTCATC  540 
Sbjct  3057   AAGAAGAGCCTTCTCATCATTTCTCCCTTCTACTGTTGTGGGTGGACAGAGAAGCTCATC  2998 
 
Query  541   TAATTGTGAGCTAATACACTGGTCTTCTGATTTACTCTGATTTATAGCTGTCACTGTATT  600 
Sbjct  2997   TAATTGTGAGCTAATACACTGGTCTTCTGATTTACTCTGATTTATAGCTGTCACTGTATT  2938 
 
Query  601   ATTTGTCCATGGAATCTGATCGCCTGTTCCTGGTTGTCCAAATTGGTTATCAATTGCTTC  660 
Sbjct  2937   ATTTGTCCATGGAATCTGATCGCCTGTTCCTGGTTGTCCAAATTGGTTATCAATTGCTTC  2878 
 
Query  661   CAATTCCAGCTCAGGTAATC  680 
Sbjct  2877   CAATTCCAGCTCAGGTAATC  2858 
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ผลการเปรียบเทียบเทียบลําดับดีเอ็นเอของ pGBKT7-ERα กับ Homo sapiens nuclear receptor 
coactivator 1 (NCOA1 หรือ SRC1) ดวยโปรแกรม Blast2seq 
 

>ref|NM_000125.3|  Homo sapiens estrogen receptor 1 (ESR1), transcript variant 1,  
mRNA 
Length=6330 
 GENE ID: 2099 ESR1 | estrogen receptor 1 [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)                                                       
 Score =  924 bits (500),  Expect = 0.0 
 Identities = 502/504 (99%), Gaps = 0/504 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  135   ATGAAAGGTGGGATACGAAAAGACCGAAGAGGAGGGAGAATGTTGAAACACAAGCGCCAG  194 
Sbjct  985     ATGAAAGGTGGGATACGAAAAGACCGAAGAGGAGGGAGAATGTTGAAACACAAGCGCCAG  1044 
 
Query  195   AGAGATGATGGGGAGGGCAGGGGTGAAGTGGGGTCTGCTGGAGACATGAGAGCTGCCAAC  254 
Sbjct  1045   AGAGATGATGGGGAGGGCAGGGGTGAAGTGGGGTCTGCTGGAGACATGAGAGCTGCCAAC  1104 
 
Query  255   CTTTGGCCAAGCCCGCTCATGATCAAACGCTCTAAGAAGAACAGCCTGGCCTTGTCCCTG  314 
Sbjct  1105   CTTTGGCCAAGCCCGCTCATGATCAAACGCTCTAAGAAGAACAGCCTGGCCTTGTCCCTG  1164 
 
Query  315   ACGGCCGACCAGATGGTCAGTGCCTTGTTGGATGCTGAGCCCCCCATACTCTATTCCGAG  374 
Sbjct  1165   ACGGCCGACCAGATGGTCAGTGCCTTGTTGGATGCTGAGCCCCCCATACTCTATTCCGAG  1224 
 
Query  375   TATGATCCTACCAGACCCTTCAGTGAAGCTTCGATGATGGGCTTACTGACCAACCTGGCA  434 
Sbjct  1225   TATGATCCTACCAGACCCTTCAGTGAAGCTTCGATGATGGGCTTACTGACCAACCTGGCA  1284 
 
Query  435   GACAGGGAGCTGGTTCACATGATCAACTGGGCGAAGAGGGTGCCAGGCTTTGTGGATTTG  494 
Sbjct  1285   GACAGGGAGCTGGTTCACATGATCAACTGGGCGAAGAGGGTGCCAGGCTTTGTGGATTTG  1344 
 
Query  495   ACCCTCCATGATCAGGTCCACCTTCTAGAATGTGCCTGGCTAGAGATCCTGATGATTGGT  554 
Sbjct  1345   ACCCTCCATGATCAGGTCCACCTTCTAGAATGTGCCTGGCTAGAGATCCTGATGATTGGT  1404 
 
Query  555   CTCGTCTGGCGCTCCATGGAGCACCCAGGGAAGCTACTGTTTGCTCCTAACTNGCTCTTG  614 
Sbjct  1405   CTCGTCTGGCGCTCCATGGAGCACCCAGGGAAGCTACTGTTTGCTCCTAACTTGCTCTTG  1464 
 
Query  615   GACANGAACCAGGGAAAATGTGTA  638 
Sbjct  1465   GACAGGAACCAGGGAAAATGTGTA  1488 
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รูปท่ี 4.5 ช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดพลาสมิด pAT-Eβ, pAT-SRC1 และ pAT-TIF2 สําหรับ
การ subclone เขา pGBKT7 หรือ pGADT7 
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รูปท่ี 4.6 การตรวจสอบพลาสมิด pGADT7-TIF2 (lane 1) และ pGADT7-SRC1 (lane 2) 
ดวย plasmid specific primers ซ่ึง PCR product ที่ไดมีขนาดประมาณ 2000 bp และ 2500 
bp ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับขนาดที่คาดคะเนไว 
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4.4 การเตรียมเซลลยีสตทูไฮบริด (พลาสมิด pGBKT7-ERα และ pGADT7-SRC1) 
 ในการนําพลาสมิด pGBKT7-ERα และ pGADT7-SRC1 เขาเซลลยีสต Saccharomyces cerevisiae 

สายพันธุ AH 109 ดวยวิธี LiAc-mediated yeast transformation โดยนําพลาสมิด pGBKT7-ERα เขาในยีสต
เซลลกอนและคัดเลือกยีสตที่ไดรับการถายยีนโดยใชอาหาร Synthetic minimal medium ที่พรองกรดอะมิโน 
ทริปโตเฟน ผลการศึกษาพบวาสามารถคัดเลือกยีสตเซลลบนอาหารที่พรองกรดอะมิโนทริปโตเฟนได 5 
โคโลนี จากนั้นทําการสกัดพลาสมิดจากยีสตเซลลโดยวิธี Yeast boiling DNA miniprep (Robzyk and 
Kassir, 1992) จากนั้นจึงตรวจสอบโคลนที่ไดรับพลาสมิด pGBKT7-ERα ดวยวิธี polymerase chain 
reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร คือ T7 sequencing primer (forward primer) – ERα primer (reverse 
primer) ซ่ึงหากเปนโคลนที่ถูกตองจะไดขนาดของ PCR product เทากับ 1,116 bp จากการตรวจสอบทั้ง 5 
โคลน พบวาทุกโคลนไดขนาด PCR product ประมาณ 1,160 bp (ดังแสดงในรูปที่ 4-7 lane ที่ 1- 5 ) แสดงวา
ทั้ง 5 โคลนไดรับพลาสมิด pGBKT7-ERα 
 จากนั้นยีสตโคลนที่ 1 มาใชในการทํา Yeast transformation โดยใชพลาสมิดชนิดที่ 2 คือ pGADT7-

SRC1 ดวยวิธี LiAc-mediated yeast transformation และคัดเลือกยีสตโคลนที่ไดรับการถายยีนโดยใชอาหาร 

Synthetic minimal medium ที่พรองกรดอะมิโนทริปโตเฟนและลิวซีน แลวตรวจสอบโคลนที่ไดรับทั้ง 2 

พลาสมิด คือ pGBKT7-ERα และ pGADT7-SRC1 ดวยวิธี polymerase chain reaction โดยใชไพรเมอร คือ 

T7 sequencing primer (forward primer) – ERα primer (reverse primer) และ T7 sequencing primer 

(forward primer) – SRC1 primer (reverse primer) ยีสตโคลนที่ไดรับทั้งสองพลาสมิดจะถูกใชในการ

ตรวจสอบความสามารถในการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารมาตรฐาน 17β-estradiol (E2) ในการ

ทดลองตอไป 
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รูปท่ี 4-7 การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase chain reaction โดยใชไพรเมอร T7 sequencing 
primer (forward primer) – ERα primer (reverse primer)                     
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4.5 การทดสอบการตรวจวัดเอสโตรเจนของโคลนยีสตท่ีได 
 ในระบบยีสตทูไฮบริด การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีสามารถวัดไดจากการทํางานของเอนไซม
เบตากาแลคโตซิเดส (β-galactosidase) ซ่ึงสามารถเปลี่ยนสารตั้งตน ONPG (ไมมีสี) เปนสารสีเหลือง ที่วัด
คาความเขมแสงไดที่ความยาวคลื่น 420 nm ดังนั้นหากสารที่ทดสอบสามารถจับกับ ERα-Gal4BD fusion 
protein ได จะมีผลใหเกิดการจับกับ SRC1-Gal4AD fusion protein ซ่ึงทําใหเกิดการแสดงออกของยีนβ-
galactosidase ดังนั้นคาความเขมที่วัดไดที่ความยาวคลื่น 420 nm แปรผันตรงกับเอสโตรเจนแอคติวิตีของ
สารทดสอบนั้นๆ   
 ผลการศึกษาพบวาโคลนยีสตที่ทดสอบสามารถตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารมาตรฐาน 
17β-estradiol (E2) ที่ความเขมขน 10-10  – 10-4  M  ได โดยมีคา  β-galactosidase units (U) เปน 0.89 + 0.45, 
0.96+0.17, 2.43+0.97, 4.12+ 0.78, 4.68+1.05, 4.87+0.90 และ 4.26+1.04 ตามลําดับ (รูปที่ 4-8) ซ่ึงคาที่ได
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) นอกจากนี้พบวาคาเอสโตรเจน
แอคติวิตีที่วัดไดเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ 17β-estradiol เฉพาะในชวง 10-10 M – 10-5 M (dose dependent 
response) แตหากความเขมขนของ 17β-estradiol เทากับ 10-4 M พบวาคาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดมีคา
ลดลง ซ่ึงเกิดจากความเขมขนที่สูงเกินไปของ 17β-estradiol มีความเปนพิษตอโคลนยีสต (Nishikawa et al., 
1999; Jung et al., 2004; Hayashi et al., 2006) โคลนยีสตที่ไดนี้สามารถวัดคาเอสโตรเจนแอคติวิตีของสาร
มาตรฐาน 17β-estradiol (E2) ไดต่ําสุดถึง 10-10  M  ในขณะที่รายงานการศึกษากอนหนานี้สามารถวัดคาที่
แตกตางอยางมีนัยสําคัญไดต่ําสุดที่ 10-9  M (Nishikawa et al., 1999; Jung et al., 2004; Hayashi et al., 2006) 
แสดงถึงประสิทธิภาพที่สูงกวาของโคลนยีตสที่ไดจากการศึกษานี้ในการตรวดวัดเอสโตรเจนแอคติวิตี 
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รูปท่ี  4-8. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิติีของสารมาตรฐาน 17β-estradiol ที่ความเขมขน 10-10 − 10-4 M 
โดยใชระบบยสีตทูไฮบริด (n=6, p<0.05) 
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4.6 การเปรียบเทียบการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของ 17β-estradiol ดวยยีสตทูไฮบริดและการวัดการเจริญ
ของเซลล MCF-7 
 วิธีหนึ่งที่นิยมใชในการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากสารทดสอบเนื่องจากเปนวิธีที่ทําไดงาย 
คือ การวัดการเจริญของเซลล MCF-7 ที่บมกับสารทดสอบ โดยหากสารทดสอบสามารถจับกับ ER ที่ผิว
เซลลของ MCF-7 และสามารถกระตุนใหเกิดการเจริญของเซลล MCF-7 ได แสดงถึงเอสโตรเจนแอคติวิตี
ของสารทดสอบดังกลาว อยางไรก็ดีวิธีนี้มีขอจํากัดคือ ความไวในการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีไมสูง 
(โดยเฉพาะเมื่อบมสารกับเซลลเปนเวลาเพียง 2 วัน) การเลี้ยงเซลลมะเร็ง MCF-7 มีคาใชจายมากกวาการ
เล้ียงเซลลยีสต และระยะเวลาในการทดสอบตองใชเวลา 2-6 วันในการวัดการเจริญของเซลล ดังนั้นใน
การศึกษานี้จึงไดทดลองเปรียบเทียบการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารทดสอบสารมาตรฐาน 17β-
estradiol นอกจากนี้ยังไดทดสอบกับสารสกัดหยาบ (crude extract) จากพืชสมุนไพรที่คาดวาอาจมีสารไฟ
โตเอสโตรเจน คือ รากสามสิบและวานมหาเมฆ  
 ผลการศึกษาการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารมาตรฐาน 17β-estradiol จากการวัดการเจริญของ
เซลล MCF-7 แสดงในรูปที่ 4-9 โดยในการทดลองนี้ไดเปรียบเทียบการเลี้ยงเซลล MCF-7 ในอาหารเลี้ยง
เซลลปกติ (ชุดควบคุม) และอาหารที่มีองคประกอบของ 17β-estradiol ที่ความเขมขน 10-12 – 10-9  M  เปน
เวลา 2 วัน พบวาสามารถวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของ17β-estradiol ไดในชวง 10-8 – 10-6  M  โดยวัดจากการ
เจริญเติบโตของเซลลที่สูงกวาเซลลในชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ โดยมีปริมาณของเซลลเพิ่มขึ้นเปน 
134.31%, 140.76%  และ 151.71% ตามลําดับ แตที่ความเขมขนของ17β-estradiol ที่ 10-5 – 10-4 M  พบวามี
ผลลดการเจริญของเซลล โดยมีปริมาณเซลล 104.07% และ 76.96% ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องที่ความเขมขน
ดังกลาวของ 17β-estradiol มีความเปนพิษตอเซลล MCF-7 ผลจากการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ 
Sookvanichsilp และคณะ (2008) ที่รายงานถึงการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของ 17β-estradiol  ที่ความเขมขน
ต่ําที่สุดคือ 10-8 M 17β-estradiol จากผลการทดลองกอนหนานี้ที่ใชยีสตทูไฮบริดในการตรวจวัดเอสโตรเจน
แอคติวิตีไดที่ความเขมขนต่ําที่สุดคือ 10-10 M 17β-estradiol แสดงใหเห็นวายีสตทูไฮบริดมีความไวในการ
ตรวจสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดีกวา 
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รูปท่ี 4-9. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิติีของสารมาตรฐาน 17β-estradiol ที่ความเขมขน 10-12 − 10-4 M 
โดยวดัจากการเพิ่มจํานวนเซลล MCF-7 ที่บมกับสารมาตรฐาน 17β-estradiol เปนเวลา 2 วัน (n=4, p<0.05) 
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4.7 การเปรียบเทียบการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดรากสามสิบและวานมหาเมฆดวยยีสตทูไฮบริด
และการวัดการเจริญของเซลล MCF-7 

สารสกัดหยาบของรากสามสิบและวานมหาเมฆที่สกัดดวยเอทานอลถูกนํามาใชในการศึกษา
เปรียบเทียบการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยยีสตทูไฮบริดและการวัดการเจริญของเซลล MCF-7 ซ่ึงขอมูล
ของพืชสมุนไพรทั้งสองชนิดมีดังนี้ 

 
รากสามสิบ (Asparagus racemosus Willd.) มีช่ือทองถ่ินคือ สาวรอยผัว ดอกสามสิบ, ตนสามสิบ, 

ใบสามสิบ, ผลสามสิบ, รากสามสิบ, ผักหนาม, เตอสีเบาะ, ผักชีชาง, พอควายเมะ, สามรอยราก, จวงเครือ, 
เตอสีเบาะ, ผักชีชาง, ผักหนาม, สามรอยราก, สามสิบ มีสรรพคุณบรรเทาอาการภาวะประจําเดือนไมปกติ 
ปวดประจําเดือน ภาวะมีบุตรยาก ตกขาว ภาวะหมดอารมณทางเพศ ภาวะหมดประจําเดือน บํารุงน้ํานม 
บํารุงครรภ และปองกันการแทง (รูปที่ 4-10)  

 
วานมหาเมฆ (Curcuma aeruginosa Roxb) มีช่ือทองถ่ินคือ อาวแดง, กระเจียวแดง และขมิ้นดํา จัด

อยูในวงศ Zingiberaceae เปนพืชตระกูลเดียวกับขิง-ขา มีหัวหรือเหงาอยูใตดิน หัวมีกล่ินคลายขิง-ขา มี
สรรพคุณตามตําหรับยาสมุนไพรไทยคือ ชวยรัดมดลูก กระชับชองคลอด สมานแผลหลังผาตัดคลอดลูก 
ปรับสภาพมดลูกใหมีโอกาสตั้งครรภ บํารุงเตานมใหเตงตึง แกปวดมดลูก แกมดลูกอักเสบ ขับระดูขาว แก
ฝาหนาดํา ขับน้ําคาวปลาแทนการอยูไฟ เพิ่มน้ํานมสําหรับเลี้ยงทารก และบํารุงผิวพรรณใหเปลงปลั่ง (รูปที่ 
4-11) 
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รูปท่ี 4-10 สวน rhizomes ของตนรากสามสิบ 

 
 

 
รูปท่ี  4-11 สวนหัวของวานมหาเมฆ 
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สารสกัดหยาบรากสามสิบไดจากการนําสวน Rhizome ของตนรากสามสิบมาอบแหงที่อุณหภูมิ 40 

°ซ จนแหง นําบดใหละเอียดและนําไปสกัดดวย 80% เอธานอล นําสารสกัดดังกลาวไประเหยเอธานอล และ
ทําใหแหงโดยการ lyophilization สารสกัดหยาบที่ไดจะละลายใน DMSO เมื่อตองการใช  

 
ผลการศึกษาการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบจากรากสามสิบดวยการวัดการเพิม่

จํานวนเซลล MCF-7 แสดงดังรูปที่ 4-12 พบวาเมื่อเล้ียงเซลลในอาหารที่มีองคประกอบของสารสกัดจากราก
สามสิบเปนเวลา  2 วัน สารสกัดหยาบรากสามสิบที่ความเขมขน 10-8 – 10-4 g/ml  มีผลตอการเพิ่มจํานวน
ของเซลล MCF-7 อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไมมีสารสกัด) โดยสารสกัดหยาบราก
สามสิบที่ความเขมขน 10-4 g/ml  มีผลตอการเพิ่มจํานวนของเซลลสูงที่สุด คือ 170.18 % แตเมื่อเพิ่มความ
เขมขนขึ้นเปน 10-3 g/ml พบวามีผลปริมาณเซลลลงเหลือ 41.82 % เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงคาดวา
ที่ความเขมขนดังกลาวสารสกัดหยาบรากสามสิบมีความเปนพิษตอเซลล 

 

การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบจากรากสามสิบโดยใชระบบยีสตทูไฮบริด
แสดงในรูปที่ 4-13 ในการทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของรากสามสิบที่ความเขมขน
ดังนี้ 10-10- 10-4 g/ml โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของ
เอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสในสารสกัดหยาบรากสามสิบมีคา β-galactosidase activity (U) เปน 1.64+0.15, 
2.30+0.36, 2.45+0.36, 6.11+0.69, 8.09+0.95, 9.68+0.27 และ 9.76+0.39 ตามลําดับ (รูปที่ 4-13) ซ่ึงคาที่ได
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุมเมื่อใชสารสกัดหยาบรากสามสิบในชวง 10-9 – 10-

4g/ml  โดยคาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสกัดหยาบรากสามสิบ (dose 
dependent response) จากผลการศึกษาดังกลาวแสดงถึงความไวของยีสตทูไฮบริดที่ไดในการวัดเอสโตรเจน
แอคติวิตีของสารสกัดรากสามสิบ เทากับ 1 x 10-9 g/ml 
 
 



40 

 

 

 

 
 

รูปท่ี  4-12. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากรากสามสิบที่ความเขมขน 10-8 − 10-3 

g/ml โดยวัดจากการเพิ่มจาํนวนเซลล MCF-7 ที่บมกับสารสกัดหยาบจากรากสามสิบเปนเวลา 2 วัน (n=4, 
p<0.05) 
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รูปท่ี 4-13. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากรากสามสิบที่ความเขมขน 10-10 − 104 
g/ml ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=4, p<0.05) 
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สําหรับสารสกัดหยาบวานมหาเมฆ ไดจากการนําสวน Rhizome ของวานมหาเมฆมาอบแหงที่
อุณหภูมิ 40 °ซ จนแหง นําบดใหละเอียดและนําไปสกัดดวย 80% เอธานอล นําสารสกัดดังกลาวไประเหย
เอธานอล และทําใหแหงโดยการ lyophilization สารสกัดหยาบที่ไดจะละลายใน DMSO เมื่อตองการใช  

 
ผลการศึกษาการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบจากวานมหาเมฆดวยการวัดการ

เพิ่มจํานวนเซลล MCF-7 แสดงดังรูปที่ 4-14 พบวาเมื่อเล้ียงเซลลในอาหารที่มีองคประกอบของสารสกัดจาก
วานมหาเมฆเปนเวลา  2 วัน สารสกัดหยาบวานมหาเมฆที่ความเขมขน 10-10 – 10-6 g/ml  มีผลตอการเพิ่ม
จํานวนของเซลล MCF-7 อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไมมีสารสกัด) โดยสารสกัดหยาบ
วานมหาเมฆที่ความเขมขน 10-6 g/ml  มีผลตอการเพิ่มจํานวนของเซลลสูงที่สุด คือ 172.01 % แตเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนขึ้นเปน 10-5– 10-3 g/ml พบวามีผลลดปริมาณเซลลเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงคาดวาที่
ความเขมขนดังกลาวสารสกัดหยาบวานมหาเมฆมีความเปนพิษตอเซลล 

 

การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบจากวานมหาเมฆโดยใชระบบยีสตทูไฮบริด
แสดงในรูปที่ 4-15 ในการทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของวานมหาเมฆที่ความเขมขน
ดังนี้ 10-10- 10-4 g/ml โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของ
เอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสในสารสกัดหยาบวานมหาเมฆมีคา β-galactosidase activity (U) เปน 
0.57+0.30, 2.30+0.26, 2.70+0.39, 3.50+0.52, 4.53+0.46, 4.07+0.54 และ 4.09+0.39 ตามลําดับ (รูปที่ 4-15) 
ซ่ึงเมื่อใชสารสกัดหยาบวานมหาเมฆในชวง 10-9 – 10-6g/ml คาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่ไดแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม แตที่ความเขมขน 10-10 g/ml คาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ทั้งนี้คาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดขึ้นอยูกับ
ความเขมขนของสารสกัดหยาบวานมหาเมฆในชวง 10-9 – 10-6g/ml  (dose dependent response) แตที่ 10-5- 
10-4 g/ml พบวามีเอสโตรเจนแอคติวิตีลดลงซึ่งนาจะเกิดจากความเปนพิษของสารสกัดที่มีความเขมขนสูง 
จากผลการศึกษาดังกลาวแสดงถึงความไวของยีสตทูไฮบริดที่ไดในการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัด
วานมหาเมฆเทากับ 1 x 10-9 g/ml 
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รูปท่ี  4-14. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากวานมหาเมฆที่ความเขมขน 10-10 − 10-3 

g/ml โดยวัดจากการเพิ่มจาํนวนเซลล MCF-7 ที่บมกับสารสกัดหยาบจากวานมหาเมฆเปนเวลา 2 วัน (n=4, 
p<0.05) 
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รูปท่ี  4-15. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากวานมหาเมฆที่ความเขมขน 10-10 − 104 
g/ml ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=4, p<0.05)  
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4.8 การใชระบบยีสตทูไฮบริดท่ีไดในการทดสอบการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตขีองสมนุไพรที่มีจําหนายบาง
ชนิด 
 ในการศึกษานี้ยังไดใชระบบยีสตทูไฮบริดที่ไดในการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสมุนไพรที่
มีจําหนายอีก 4 ชนิด ไดแก โกฐหัวบัว โกฐเขมา โกฐสอ และดอกคําฝอย นอกจากนี้ยังไดตรวจวัดเอสโต
รเจนแอคติวิตีในยาตํารับ/ผลิตภัณฑ 3 ชนิด ไดแก ยาเม็ดสตรีปอเซียง ยาปราบชมพูทวีป และผลิตภัณฑ
เสริมอาหารกวาวเครือสกัดคัพดี ซ่ึงสมุนไพรและยาตํารับ/ผลิตภัณฑ เหลานี้มีสรรพคุณเกี่ยวกับการบรรเทา
อาการประจําเดือนมดลูกผิดปกติ หรือเพิ่มขนาดทรวงอก ซ่ึงสันนิษฐานวาสมุนไพรและ/ผลิตภัณฑดังกลาว
อาจมีเอสโตรเจนแอคติวิตี โดยในการศึกษานี้ไดทดสอบระบบยีสตทูไฮบริดกับหัวผักกาดขาวที่ไมมีรายงาน
ถึงเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยเพื่อใชเปนพืชในชุดควบคุม สําหรับสมุนไพรและยาตํารับ/ผลิตภัณฑที่ใชใน
การศึกษามีรายละเอียดดังนี้ 

1) โกศหัวบัว 

 
 

ชื่อท่ัวไป: โกฐหัวบัว   
ชื่อวิทยาศาสตร: Conioselinum univitatum Trucz                                                                                                                        
สรรพคุณ: มีกล่ินหอม รสมัน สรรพคุณแกลมในกองริดสีดวง มีฤทธ์ิชวยการไหลเวียนของเลือด รักษา
อาการปวดจากเลือดคั่ง กระจายการตีบของเสนเลือด ประจําเดือนมาไมเปนปกติ ปวดประจําเดือน ขับ
น้ําคาวปลาหลังคลอด เจ็บชายโครง เจ็บบริเวณหัวใจ เจ็บหนาอก เจ็บจากการฟกช้ํา ชํ้าบวมจากฝหนอง และ
มีฤทธิ์ขับลม บรรเทาปวด รักษาอาการปวดศีรษะ 
 (ที่มา: สํานักงานขอมูลสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล; คูมือการใชสมุนไพรไทย-จีน)       
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2) โกฐเขมา  

 

 
 
ชื่อท่ัวไป : โกฐเขมา 
ชื่อวิทยาศาสตร: Atractylodes lancea Thunb. 
สรรพคุณ : มีกล่ินหอม รสรอน ใชเปนยาบํารุงธาตุ แกโรคเขาขอ แกโรคในปาก เปนยาเจริญ อาหาร ยาขับ
ปสสาวะ มีฤทธ์ิขับลมและความชื้น แกโรคในปากในคอ ระงับอาการหอบ แกหวัดคัดจมูก แกไข แกเหงื่อ
ออกมากและแกไขรากสาดเรื้อรัง  
 (ที่มา: สํานักงานขอมูลสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล; คูมือการใชสมุนไพรไทย-จีน)       
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3) โกฐสอ  
 

 
 
ชื่อท่ัวไป : โกฐสอ (ทั่วไป); โกศสอจีน 
ชื่อวิทยาศาสตร: Angelica sylvestris Linn. 
สรรพคุณ : มีกลิ่นหอม รสขมมัน มีฤทธิ์ขับเหงื่อ แกไข แกหืด แกไอ บํารุงหัวใจ แกเสมหะเปนพิษ แกสะอึก 
แกหลอดลมอักเสบ แกไขจับส่ัน แกอาการหวัดจากการกระทบลมเย็นภายนอก ปวดศีรษะ คัดจมูก บรรเทา
ปวด แกอาการปวดศีรษะโดยเฉพาะอาการปวดศีรษะดานหนา ปวดฟน ลดอาการคัดจมูกจากไขหวัดหรือ
โรคโพรงอากาศอักเสบ นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ลดบวม ขับหนอง แกพิษแผลฝหนอง บวมเปนพิษ 
(ที่มา: สํานักงานขอมูลสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล; คูมือการใชสมุนไพรไทย-จีน)       
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4) ดอกคําฝอย 

 
 
ชื่อท่ัวไป : ดอกคําฝอย, ดอกคํา, ดอกคํายอง  
ชื่อวิทยาศาสตร: Carthamus tinctorius Linn. 
สรรพคุณ : ขับระดู บํารุงประสาท บํารุงหัวใจ แกดีพิการ ขับเหงื่อ ระงับประสาท บํารุงโลหิต ชวยใหเลือด
หมุนเวียน กระจายเลือดคั่ง ลดบวม ระงับปวด แกฟกช้ํา ชํ้าใน เสนเลือดหัวใจตีบ เจ็บ ปวด แนนบริเวณ
หัวใจ แกผ่ืนแดง เลือดคั่งเนื่องจากภาวะรอน แกตกเลือด แกไขในเด็ก แกดีซาน แกไขขออักเสบ แกหวัด
น้ํามูกไหล แกปวดในรอบเดือน 
(ที่มา: สํานักงานขอมูลสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล; โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอัน
เนื่องมาจากพระราชดําริฯ) 
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5) ยาเม็ดสตรีปอเซียง 

 

 
 

สวนประกอบของตัวยา : เอี่ยเซียม, เฮียงทุ,แปะเจียก, โตวตง, เนกกุย, ฮัวเอียะ, ตังกุยบวยชุพวย, พั่วกุจั้ว และ 
ฮวงเกียง 
สรรพคุณ : ใชสําหรับสตรีที่รอบเดือนมาไมปกติ 
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6) ปราบชมพูทวีป 

 

 
 

สวนประกอบของตัวยา : หัสคุณเทศ, เหงือกปลาหมอ, พริกไทยดํา และ ใบกัญชาเทศ 
สรรพคุณ : ชวยใหการไหลเวียนของเลือด ดีขึ้น แกแพอากาศ คัดจมูก หอบหืด แกปวดประจําเดือน 
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7) ผลิตภัณฑเสริมอาการกวาวเครือสกัดคัพดี 

 

 
 
สวนประกอบ : สารสกัดตังกุย, สารสกัดจากหอยนางรม, แอสคอรบิต แอซิด, สารสกัดจากโปรตีนถ่ัว
เหลือง, สารสกัดจากเมล็ดทับทิม, สารสกัดจากเปลือกสม และ สารสกัดจากกวาวเครือขาว 
สรรพคุณ : บํารุงโลหิต ชวยใหประจําเดือนมาปกติ แกปวดประจําเดือน ชวยบรรเทาอาการปวดหัว ปวด
เมื่อยตามเนื้อตัว กระตุนการไหลเวียนโลหิต บํารุงโลหิต กระตุนใหอกขยายใหญขึ้น ชวยสมานแผล และ
ตานการอักเสบ ปรับสมดุลของรางกาย 
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8) หัวผักกาดขาว 

 

 
 
ชื่อวิทยาศาสตร: Raphanus sativus Linn 
สรรพคุณ : มีรสเผ็ดหวาน คุณสมบัติเย็น ชวยยอย แกไอมีเสมหะ ไมมีเสียง อาเจียนเปนโลหิต ทองเสีย ชวย
ลางพิษ สงเสริมการทํางานของตับและระบบยอยอาหาร 
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4.8.1 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของโกฐสอ  
ในการศึกษานี้ ไดนําผงโกฐสอมาแชในน้ําอุนเปนเวลา 30 นาที และทําใหแหงโดยการ 

lyophilization ผงของสารสกัดหยาบของโกฐสอที่ไดละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 1 x10-10 − 1 x 10-4 
g/ml และนําไปทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยระบบยีสตทูไฮบริด โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม ผลการ
ตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของโกฐสอดวยระบบยีสตทูไฮบริดแสดงในรูปที่ 4-16  
พบวาสารสกัดหยาบของโกฐสอทุกความเขมขนตรวจพบวามีเอสโตรเจนแอคติวิตี โดยมีคาการทํางานของ
เอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส (β-galactosidase activity (U) เทากับ 8.21 + 0.48, 9.97 + 0.06, 11.00 + 0.28, 
12.28 + 0.55, 12.49 + 0.50, 12.48 + 0.48 และ 13.05 + 0.47 ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ไดแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) และคาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดขึ้นอยูกับความเขมขน
ของสารสกัดโกฐสอ (dose dependent response) ดังนั้นความไวของยีสตดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในการวัด
เอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดโกฐสอ คือ 1 x 10-10 g/ml เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบของราก
สามสิบและวานมหาเมฆในคาความเขมขนเดียวกัน พบวาสารสกัดหยาบของโกฐสอมีคาเอสโตรเจนแอคติวิ
ตีสูงที่สุด 
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รูปท่ี 4-16. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากโกฐสอที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml 
ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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4.8.2 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของโกฐเขมา  
ในการศึกษานี้ไดทําการสกัดสารจากผงโกฐเขมาดวยวิธีเดียวกับการสกัดสารจากผงโกฐสอ 

กลาวคือไดนําผงโกฐเขมามาแชในน้ําอุนเปนเวลา 30 นาที และทําใหแหงโดยการ lyophilization ผงของสาร

สกัดหยาบของโกฐเขมาที่ไดละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 1 x10-10 − 1 x 10-4 g/ml และนําไปทดสอบ
เอสโตรเจนแอคติวิตีดวยระบบยีสตทูไฮบริด โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของโกฐเขมาดวยระบบยีสตทูไฮบริดแสดง
ในรูปที่ 4-17  พบวาสารสกัดหยาบของโกฐเขมาที่ความเขมขน 10-10 – 10-4g/ml  มีเอสโตรเจนแอคติวิตีซ่ึงวัด
ไดจาก β-galactosidase activity (U) เทากับ 3.68 + 0.29, 4.63 + 0.22, 5.00 + 0.27, 5.53+ 0.44, 5.87+ 0.13, 
5.73 + 0.20 และ 5.55 + 0.44 ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม 
(DMSO) โดยคาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสกัดโกฐเขมา (dose dependent 
response) ดังนั้นความไวของยีสตดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดโกฐ
เขมา คือ 1 x 10-10g/ml หากเปรียบเทียบคา β-galactosidase activity ของสารสกัดหยาบของโกฐเขมาและโกฐ
สอที่ความเขมขนเดียวกัน พบวโกฐสอมีคาที่สูงกวา 
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รูปท่ี 4-17. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากโกฐเขมาที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml 
ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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4.8.3 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของโกฐหัวบัว 
การสกัดสารจากผงโกฐหัวบัวใชวิธีเดียวกับการสกัดสารจากผงโกฐสอและโกฐเขมา กลาวคือนําผง

โกฐหัวบัวมาแชในน้ําอุนเปนเวลา 30 นาที และทําใหแหงโดยการ lyophilization ผงของสารสกัดหยาบของ

โกฐหัวบัวที่ไดละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10 − 10-4 g/ml แลวทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดวย
ระบบยีสตทูไฮบริด โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของโกฐหัวบัวดวยระบบยีสตทูไฮบริด
แสดงในรูปที่ 4-18 เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสในสาร
สกัดหยาบของโกฎหัวบัวที่ความเขมขน 10-10 – 10-4g/ml  พบวามีคา β-galactosidase activity (U) เทากับ 
4.56 + 0.60, 6.36 + 0.48, 8.67 + 0.08, 9.01 + 0.45, 10.45 + 0.58, 10.56 + 0.86 และ 10.63 + 0.87 ตามลําดับ 
ซ่ึงคาที่ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม และคาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดได
ขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสกัดโกฐหัวบัวในชวง 10-10 – 10-6g/ml  (dose dependent response) ดังนั้น
ความไวของยีสตดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดโกฐหัวบัว คือ 10-10 

g/ml 
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รูปท่ี 4-18. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากโกฐหัวบวัที่ความเขมขน 10-10 − 104 
g/ml ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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4.8.4 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของดอกคําฝอย 
สกัดสารจากดอกคําฝอย โดยนําดอกคําฝอยแหงมาแชในน้ําอุนเปนเวลา 30 นาที และทําใหแหงโดย

การ lyophilization ผงของสารสกัดหยาบของดอกคําฝอยที่ไดละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10 − 10-4 
g/ml แลวทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยระบบยีสตทูไฮบริด โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของดอกคําฝอยดวยระบบยีสตทูไฮบริด
แสดงในรูปที่ 4-19 เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสในสาร
สกัดหยาบของดอกคําฝอยที่ความเขมขน 10-10 – 10-4 g/ml พบวามีคา β-galactosidase activity (U) เทากับ 
3.71 + 0.20, 4.15 + 0.20, 4.16 + 0.18, 4.50 + 0.18, 4.88 + 0.34,  5.12 + 0.08 และ 4.75 + 0.35 ตามลําดับ ซ่ึง
คาที่ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) และคาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัด
ไดขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสกัดดอกคําฝอยในชวง 10-10 – 10-5g/ml  (dose dependent response) หาก
ความเขมขนของสารสกัดดอกคําฝอยสูงขึ้น 10-4g/ml  พบวาคาเอสโตรเจนแอคติวิตีลดลงซึ่งนาจะเกิดจาก
ความเปนพิษตอเซลลทดสอบ สําหรับความไวของยีสตดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในการวัดเอสโตรเจนแอคติ
วิตีของสารสกัดดอกคําฝอย คือ 10-10 g/ml  
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รูปท่ี 4-19. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากดอกคําฝอยที่ความเขมขน 10-10 − 104 
g/ml ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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4.8.5 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของหัวไชเทา 
ในการศึกษานี้ไดใชหัวไชเทาเปนพืชควบคุม ซ่ึงการสกัดสารจากหัวไชเทาทําโดยนําหัวไชเทาสด

มาบดใหละเอียดในน้ํากลั่น กรองดวยผาขาวบางเพื่อกําจัดกากหยาบ และกรองอีกครั้งดวยกระดาษ 
Whatman แลวจึงนําสารสกัดที่ไดมําทําใหแหงโดยการ lyophilization ผงของสารสกัดหยาบของหัวไชเทาที่

ไดละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10 − 10-4 g/ml แลวทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยระบบยีสตทู
ไฮบริด โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของหัวไชเทาดวยระบบยีสตทูไฮบริดแสดง
ในรูปที่ 4-20 เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสในสารสกัด
หยาบของหัวไชเทาที่ความเขมขน 10-10 – 10-4 g/ml พบวามีคา β-galactosidase activity (U) เทากับ 1.82 + 
0.39, 1.69 + 0.18, 1.58 + 0.29, 1.74 + 0.17, 1.91 + 0.27, 1.80 + 0.24 และ 1.80 + 0.28 ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ได
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) แสดงวาสารสกัดหยาบของหัวไชเทา
ที่ความเขมขน 10-10 – 10-4 g/ml ไมมีเอสโตรเจนแอคติวิตี 
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รูปท่ี 4-20. การตรวจวดัเอสโตรเจนแอคตวิิตีของสารสกัดหยาบจากหัวไชเทาที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml 
ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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4.8.6 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรปอเซียง 
ยาสมุนไพรปอเซียงเปนยาสมุนไพรที่มีสวนประกอบของตัวยาคือ เอ่ียเซียม, เฮียงทุ, แปะเจียก, โต

วตง, เนกกุย, ฮัวเอียะ, ตังกุยบวยชุพวย, พั่วกุจั้ว และฮวงเกียง สําหรับการสกัดสารจากยาสมุนไพรปอเซียง 
ทําโดยนําเม็ดยาสมุนไพรดังกลาวบดใหละเอียดและนํามาสกัดดวยน้ําที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 30 นาที 
และทําใหแหงโดยการ lyophilization เมื่อนําสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปอเซียงที่ไดไปทดสอบเอสโต
รเจนแอคติวิตี ไดละลายสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปอเซียงใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10- 10-4 g/ml 
การทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยระบบยีสตทูไฮบริดนี้ใช DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปอเซียงดวยระบบยีสต
ทูไฮบริดแสดงในรูปที่ 4-21 เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลคโตซิ- 
เดสในสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปอเซียงที่ความเขมขน 10-10 – 10-4 g/ml พบวามีคา β-galactosidase 
activity (U) เทากับ 4.58 + 0.30, 5.54 + 0.20, 6.10 + 0.29, 6.74 + 0.27, 8.17 + 0.55, 7.27 + 0.21 และ 6.99 + 
0.20 ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) ทั้งนี้คาเอสโต
รเจนแอคติวิตีที่วัดไดมีคาเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปอเซียงในชวง 10-10 – 
10-6 g/ml แตคาเอสโตรเจนแอคติวิตีลดลงที่ความเขมขน 10-5 – 10-4 g/ml  ความไวของยีสตทูไฮบริดในการ
วัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดยาสมุนไพรปอเซียง คือ 1 x 10-10 g/ml 
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รูปท่ี 4-21. การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรปอเซียงที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml ดวย
ระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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 4.8.7 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรปราบชมพูทวีป 
ยาสมุนไพรปราบชมพูทวีปเปนยาสมุนไพรที่มีสวนประกอบของตัวยาคือ หัสคุณเทศ, เหงือกปลา

หมอ, พริกไทยดํา และ ใบกัญชาเทศ สําหรับการสกัดสารจากยาสมุนไพรปราบชมพูทวีป ทําโดยนําเม็ดยา
สมุนไพรดังกลาวบดใหละเอียดและนํามาสกัดดวยน้ําที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 30 นาที และทําใหแหงโดย
การ lyophilization เมื่อนําสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปราบชมพูทวีปที่ไดไปทดสอบเอสโตรเจนแอคตวิ-ิ
ตี ไดละลายสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปราบชมพูทวีปใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10- 10-4 g/ml การ
ทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตีดวยระบบยีสตทูไฮบริดนี้ใช DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปราบชมพูทวีปดวยระบบ
ยีสตทูไฮบริดแสดงในรูปที่ 4-22 เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลค-
โตซิเดสในสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรปราบชมพูทวีปที่ความเขมขน 10-10 – 10-4 g/ml พบวามีคา β-
galactosidase activity (U) เทากับ 4.26 + 0.41, 5.11 + 0.34, 5.75 + 0.43, 6.22 + 0.35, 6.59 + 0.29, 6.90 + 
0.17 และ 6.46 + 0.22 ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
(DMSO) ทั้งนี้คาเอสโตรเจนแอคติวิตีที่วัดไดมีคาเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของสารสกัดหยาบของยา
สมุนไพรปราบชมพูทวีปในชวง 10-10 – 10-7 g/ml แตคาเอสโตรเจนแอคติวิตีคงที่และลดลงที่ความเขมขน 10-

6 – 10-4 g/ml  ความไวของยีสตทูไฮบริดในการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดยาสมุนไพรปราบชมพู
ทวีป คือ 1 x 10-10 g/ml 

 
 
 
 



66 

 

 

 
 

รูปท่ี 4-22. การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรปอเซียงที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml ดวย
ระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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4.8.8 การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรคัพดี 
ยาสมุนไพรคัพดีเปนยาสมุนไพรที่มีสวนประกอบของตัวยาคือ สารสกัดตังกุย, สารสกัดจากหอย

นางรม, แอสคอรบิต แอซิด, สารสกัดจากโปรตีนถ่ัวเหลือง, สารสกัดจากเมล็ดทับทิม, สารสกัดจากเปลือก
สม และสารสกัดจากกวาวเครือขาว สําหรับการสกัดสารจากยาสมุนไพรคัพดีทําโดยนําเม็ดยาสมุนไพร
ดังกลาวบดใหละเอียดและนํามาสกัดดวยน้ําที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 30 นาที และทําใหแหงโดยการ 
lyophilization เมื่อนําสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรคัพดีที่ไดไปทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตี ไดละลายสาร
สกัดหยาบของยาสมุนไพรคัพดีใน DMSO ที่ความเขมขน 10-10- 10-4 g/ml การทดสอบเอสโตรเจนแอคติวิตี
ดวยระบบยีสตทูไฮบริดนี้ใช DMSO เปนชุดควบคุม  

ผลการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรคัพดีดวยระบบยีสตทูไฮ-
บริดแสดงในรูปที่ 4-23 เมื่อตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีจากการทํางานของเอนไซมเบตากาแลคโตซิ-       
เดสในสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรคัพดีที่ความเขมขน 10-10 – 10-4 g/ml พบวามีคา β-galactosidase 
activity (U) เทากับ 4.66 + 0.48, 5.73 + 0.20, 5.91 + 0.23, 6.51 + 0.35, 7.17 + 0.34, 6.79 + 0.31 และ 6.71 + 
0.31 ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) ทั้งนี้คาเอสโต
รเจนแอคติวิตีที่วัดไดมีคาเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของสารสกัดหยาบของยาสมุนไพรคัพดีในชวง    10-10 – 
10-6 g/ml แตคาเอสโตรเจนแอคติวิตีคงที่และลดลงที่ความเขมขน 10-5 – 10-4 g/ml  ความไวของยีสตทูไฮบริด
ในการวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดยาสมุนไพรคัพดี คือ 1 x 10-10 g/ml 
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รูปท่ี 4-23. การตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรคัพดีที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml ดวยระบบ
ยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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 เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดหยาบของสมุนไพร 7 ชนิด คือ รากสามสิบ วานมหาเมฆ โกฐสอ โกฐเขมา 
โกฐหัวบัว ดอกคําฝอย และหัวไชเทา พบวาหัวไชเทาไมมีเอสโตรเจนแอคติวิตี สําหรับสมุนไพรอีก 6 ชนดิมี
เอสโตรเจนแอคติวิตีทั้งหมด ซ่ึงเรียงลําดับเอสโตรเจนแอคติวิตีจากมากไปนอยไดดังนี้ โกฐสอ > โกฐหัวบัว  
> รากสามสิบ > โกฐเขมา > ดอกคําฝอย  > วานมหาเมฆ ขอมูลท่ีนาสนใจคือสารสกัดหยาบของโกฐสอและ
โกฐหัวบัวที่ความเขมขน 10-10-10-4 g/ml  มีคาเอสโตรเจนแอคติวิตีสูงกวาสารมาตรฐาน 17β-estradiol ที่
ความเขมขน 10-10-10-4 M ซ่ึงการศึกษาที่เกี่ยวของกับเอสโตรเจนแอคติวิตีของพืชท้ังสองชนิดในประเทศ
ไทยยังมีคอนขางจํากัด พืชทั้งสองชนิดจึงมีความนาสนใจและมีศักยภาพในการใชทางเภสัชวิทยาตอไป 
 
 เมื่อเปรียบเทียบยาสมุนไพร 3 ตํารับที่มีสรรพคุณเกี่ยวของกับรักษาอาการผิดปกติของการมี
ประจําเดือน มดลูก และการเพิ่มขนาดทรวงอก คือ ยาสมุนไพรปอเซียง ยาสมุนไพรปราบชมพูทวีป และยา
สมุนไพรคัพดี พบวาสมุนไพรทั้งสามชนิดที่ความเขมขน 10-10-10-4 g/ml มีเอสโตรเจนแอคติวิตีใกลเคียงกัน
และใกลเคียงกับสารมาตรฐาน 17β-estradiol ที่ความเขมขน 10-8-10-4 M 
 
 จากขอมูลขางตนที่แสดงถึงความสามารถของยีสตทูไฮบริดที่ไดในการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติวิ
ตี ดังนั้นระบบยีสตทูไฮบริดที่ไดนี้จึงมีศักยภาพในการใชศึกษาเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารไฟโตเอสโต
รเจนจากพืชสมุนไพรหรือสารซีโนเอสโตรเจนจากสิ่งแวดลอม 
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รูปท่ี 4-24. เปรียบเทียบเอสโตรเจนแอคติวิตีของสารสกัดหยาบรากสามสิบ วานมหาเมฆ โกฐสอ โกฐเขมา 

โกฐหัวบัว และดอกคําฝอย ที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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รูปท่ี 4-25. เปรียบเทียบเอสโตรเจนแอคติวิตีของยาสมุนไพรปอซียง ยาสมุนไพรปราบชมพูทวีป และยา

สมุนไพรคัพดีที่ความเขมขน 10-10 − 104 g/ml ดวยระบบยีสตทูไฮบริด (n=5, p<0.05)  
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Output ที่ไดจากโครงการ 

1. ยีสตทูไฮบริด (Estrogen receptor alpha + SRC1 coactivator) ซ่ึงสามารถวัดเอสโตรเจนแอคติวิตี
ของสารมาตรฐาน 17β-estradiol ไดต่ําถึง 10-10 M และสามารถใชในการตรวจวัดเอสโตรเจนแอคติ
วิตีของสารสกัดหยาบของสมุนไพรได  

2. เตรียม manuscript 1 เร่ือง 
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