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แคดเมียมเปนหนึ่งในโลหะหนักที่เปนพิษมากในสิ่งแวดลอมและมีผลกระทบอยางกวางขวางใน
การเกิดพิษตออวัยวะตางๆในมนุษย เซลลเย่ือบุทอไตสวนตนและระบบภูมิคุมกันเปนเปาหมายปฐมภูมิ
ของพิษแคดเมียม การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อประเมินผลของสารออกฤทธิ์จากวานชักมดลูกใน
การปองกันพิษตอเซลลของแคดเมียมในเซลลเย่ือบุทอไตสวนตน, LLC-PK1 และพิษตอเซลลในระบบ
ภูมิคุมกัน, human T cell leukemia, Jurkat และ human pro-monocytic lymphoma, U937. วานชัก
มดลูกเปนสมาชิกในวงศ Zingiberaceae ซึ่งมีที่ใชในประเทศไทยในการรักษาการอักเสบ การให 5-
hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-heptene และ 7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-
phenyl-(1E)-1-heptene) ท่ีสกัดไดจากวานชักมดลูกสัมผัสกับเซลลกอนไดรับแคดเมียม  จะลดการเกิด
เปนพิษตอเซลลไดทั้งจากการวัดการมีชีวิตของเซลลดวย MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenytetrazolium bromide) และการวัดปริมาณการรั่วของ lactate dehydrogenase (LDH). สารท้ัง
สองยังกดการสรางโปรตีน c-Fos ซึ่งมีบทบาทในการกระตุน apoptosis และกดการทําลาย IκB-α และ 
การกระตุน nuclear kappa B (NF-κB). ผลเหลานี้ชี้ใหเห็นวาสารจากวานชักมดลูกทั้งสองมีผลปองกัน
พิษของแคดเมียมในเซลล LLC-PK1. กลไกการออกฤทธิ์สวนหนึ่งเกิดจากการยับย้ังการกระตุน NF-κB. 
การใหสารทั้งสองกอนการสัมผัสกับแคดเมียมและยังมีผลเพิ่มการหลั่ง interleukin 2 (IL-2) ในเซลล 

Jurkat ท่ีมีการกระตุนดวย PMA/ ionomycin. และยังลดการหลั่ง tumor necrosis factor, TNF-α จาก
เซลล U937 ที่กระตุนดวย PMA. ดังน้ันนอกจากผลในการปองกันพิษตอเซลลของแคดเมียมใน            
LLC-PK1 แลวยังมีแนวโนมในการปรับการหลั่ง cytokine IL-2, TNF-α จากเซลลภูมิคุมกัน Jurkat และ 
U937 เม่ือถูกกระตุน   
 
คําหลัก : วานชักมดลูก, แคดเมียม, เซลลไต, เซลลภูมิคุมกัน 
 
 



Abstract 
Project Code: MRG5180016 
Project Title: Study on the effect of active compound from Curcuma comosa Roxb. on  
         cadmium-induced nephrotoxicity and immunotoxicity 
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          Nakhornnayok  26120 
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Cadmium, a one of the most toxic metal in the environment and affects wide range of 
organ toxicities in human. Renal proximal tubular epithelium and immune system are the 
primary targets of cadmium toxicity. In the present study, we aims to evaluate the protective 
effect of isolated compounds of Curcuma comosa on the cytotoxicity of cadmium (Cd) in renal 
proximal tubule epithelial cell line (LLC-PK1) and the immunotoxicity in immune cell lines 
including human T cell leukemia, Jurkat and human pro-monocytic lymphoma, U937. C. 
comosa is a member of  Zingiberaceae family which has traditionally been used in Thailand for 
treatment of inflammation.  Pretreatment the cells with two diarylheptanoids (5-hydroxy-7-(4-
hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-heptene and 7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-
1-heptene) of C. comosa showed a does dependent decrease in the Cd-induced cellular 
damage as evaluated by either MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazolium 
bromide) assay and determination of lactate dehydrogenase (LDH) leakage. Both 
diarylheptanoids from C. comosa also suppressed Cd-induced c-Fos protein which plays a key 
role in activation of apoptosis and suppressed IκBα degradation and activation of nuclear 
kappa B (NF-κB). These results suggest that two diarylheptanoids of C. comosa effectively 
provide the protection against Cd cytotoxicity in LLC-PK1 cells. Its mechanism of action is partly 
due to the inhibition of NF-κB activation. Pretreatment with two diarylheptanoids significantly 
protected Cd-induced increasing interleukin 2 (IL-2) secretion in PMA/ ionomycin-stimulated 
Jurkat cells. The two diarylheptanoids also significantly decreased the release of tumor necrosis 

factor, TNF-α from Cd-PMA-stimulated U937 cells. Thus, in addition to the protective effect on 
the cytotoxicity of Cd in renal proximal tubule epithelial cell line LLC-PK1, the isolated 
compounds of Curcuma comosa tend to modulate Cd-induced abnormal cytokine secretion in 
stimulated-immune cells, Jurkat and U937. 
Key words: Curcuma comosa Roxb, Cadmium, LLCPK1, Jurkat, U937 
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หนาสรปุโครงการ (Executive Summary) 
ทุนพฒันาศักยภาพในการทาํงานวิจยัของอาจารยรุนใหม 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1. ชื่อโครงการ (ภาษาไทย)  การศึกษาบทบาทของสารออกฤทธิจ์ากวานชักมดลูกตอการเกิดพิษ 

ของแคดเมียมในเซลลไตและเซลลในระบบภูมิคุมกัน 
 
                   (ภาษาอังกฤษ)   Study on the effect of active compound from Curcuma comosa  
    Roxb. on cadmium-induced nephrotoxicity and immunotoxicity 

วัตถปุระสงคของการวจิัย 
1. เพือ่ศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการเกดิพิษของแคดเมียมตอ

ไตไดหรือไม  
2. เพือ่ศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการเกดิพิษของแคดเมียมตอ

ระบบภูมิคุมกนัไดหรือไม 
3. เพื่อศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการอักเสบของไตซึ่งเกิดจาก

แคดเมียมไปมีผลตอเซลลในระบบภูมิคุมกันทําใหมีการหลั่ง inflammatory cytokine ชนิดที่
ทําใหเกิดการอักเสบไดหรือไม 

ท่ีมาของการวิจัย  

แคดเมียมเปนโลหะหนักท่ีเปนผลพลอยไดจากการทําเหมืองสังกะสีและตะกั่ว นํามาใชประโยชน
ในการเคลือบโลหะเพื่อปองกันสนิมและใชในโรงงานแบตเตอรี่และพลาสติก คนเราอาจไดรับแคดเมียม 
5-10% จากปริมาณแคดเมียมที่มาจากอาหารที่รับประทาน โดยอาจติดมากับพืชผัก ผลไม หรือ
ผลิตภัณฑจากอาหารสัตวที่นํามาปรุงอาหาร และอาจละลายอยูในนํ้าที่ใชด่ืม หรือฟุงกระจายอยูใน
อากาศโดยเฉพาะใกลแหลงอุตสาหกรรมที่มีการใชแคดเมียมเปนวัตถุดิบ การอยูในแหลงที่มีการ
ปนเปอนของแคดเมียมในอากาศนานๆ จะทําใหแคดเมียมผานผิวหนังเขาสูรางกายได (Rivai, Koyama 
et al. 1990; Niemczynowicz 1996)   

ในประเทศไทย มีรายงานพบพื้นที่ท่ีมีการปนเปอนของแคดเมียมในสภาพแวดลอม เชน ที่ลุม
แมนํ้าดาว อ. แมสอด จ. ตาก  ชาวบานในพื้นท่ีจํานวนมากมีแคดเมียมอยูในรางกายโดยมีคาเฉลี่ยความ
เขมขนท่ี 3-4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยังไมพบอาการผิดปกติซึ่งระดับของแคดเมียมดังกลาวมีแนวโนม
จะกอใหเกิดความผิดปกติของไต  (Teeyakasem, Nishijo et al. 2007, ชุติมา นุนมัน, 2547)  
นอกจากนี้ยังมีรายงานวาพบผักที่ปลูกในบริเวณกรุงเทพฯ ที่มีขายในตลาด เชน ผักขม  มีการปนเปอน
ของโลหะหนัก ไดแก ปรอท ตะกั่วและแคดเมียม ในปริมาณที่ยังไมเปนอันตรายเมื่อบริโภคเขาไปเพียง
คร้ังเดียว  แตอาจมีการสะสมในรางกายจนเกิดเปนพิษได (Gothberg, Greger et al. 2002).  เนื่องดวย
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แคดเมียมถูกนํามาใชประโยชนกวางขวางทั้งในอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม  ผลิตภัณฑหลายชนิดมี
มาตรฐานกําหนดความเขมขนของแคดเมียมที่ยอมใหมีได เชน ยาสําเร็จรูปที่เปนสูตรยาแผนโบราณใหมี
แคดเมียมไดไมเกิน 0.3 สวนในลานสวน   ในน้ําดื่มอนุญาตใหมีไดไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร สวนที่
สรางผลกระทบมากๆ คือการปนเปอนของแคดเมียมในอาหารทะเล   นอกจากอาหารแลว สําหรับผูที่ยัง
สูบบุหร่ีมีขอมูลวาในบุหร่ี 1 มวน มีแคดเมียมประมาณ 1-2 ไมโครกรัม และ 10% ของแคดเมียมจะถูก
หายใจเขาไปเวลาสูบ (วลัยพร มุขสุวรรณ, 2549)  มีรายงานการวิจัยถึงผลของแคดเมียมในการทําให
เซลลหรือเนื้อเยื่อของอวัยวะตางๆตายโดยมีสาเหตุมาจากภาวะถูกออกซิไดซเกินสมดุล (oxidative 
stress) มีระดับ reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation สูง และเปลี่ยนแปลงระดับ 
glutathione ในเซลล  (Shaikh, Vu et al. 1999, Thijssen, Cuypers et al. 2007, Garcon, Leleu et al. 
2004)  และมีการศึกษาจํานวนมากที่ใชสารที่มีคุณสมบัติเปนสารตานการเกิดออกซิไดซ (antioxidant) 
สามารถลดหรือปองกันภาวะตางๆ ที่มีการถูกออกซิไดซเกินสมดุล  เชน สารจําพวก Carotenoid, 
Vitamin E, Flavonoids, Curcumin เปนตน (Cohly, Taylor et al. 1998, Pari, Murugavel et al. 
2007).  วานชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb) เปนพืชสมุนไพรไทยที่อยูใน Curcuma species  
ตระกูลเดียวกับขม้ินชัน (Curcuma longa)  วานชักมดลูกมีสารออกฤทธิ์ที่มีโครงสรางคลายกับ 
Curcumin ซึ่งพบในขม้ินชัน  และจากการศึกษาที่ผานมาปรากฎวาสารสกัดจากวานชักมดลูกมี
ความสามารถในการปองกันการอักเสบของเซลลตับท่ีถูกทําลายดวยสารพิษได   และยังมีฤทธิ์ตานการ
อักเสบโดยมีผลลดการหลั่ง inflammatory cytokines จากเซลลในระบบภูมิคุมกัน โดยผานกลไกที่

เกี่ยวของกับการทํางานของ NF-κB (Sodsai, Piyachaturawat et al. 2007). ดังนั้นมีความเปนไปไดสูง
ท่ีสารจากวานชักมดลูกจะสามารถปองกันการเกิดพิษท่ีไตและเซลลในระบบภูมิคุมกันได   ขอมูลที่ได
จากการศึกษาวิจัยในคร้ังน้ีสามารถนํามาเปนแนวทางในการหาสารที่มีคุณสมบัติเชนเดียวกันนี้จากพืช
ชนิดอื่นๆ มาพัฒนาเปนสารตานอาการพิษจากแคดเมียมหรือโลหะหนักอื่นๆ ที่มีลักษณะการเกิดพิษ
คลายกับแคดเมียมได    

การดาํเนนิงานและผลที่ไดรับจากการวจิัย   

1. สารจากวานชกัมดลูกที่ไดนํามาศึกษาวจิยั คอื #91: (5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-
phenyl-(1E)-1-heptene) และ #92: (7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene)   

2. หาขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล LLCPK1 โดยใช 
MTT และ LDH assay ผลที่ได คือ ขนาดของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพืษตอเซลลท่ีเหมาะสมอยูในชวง 10-
30 ไมโครโมลาร และระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 18 ชั่วโมง  

3. ศึกษาผลของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลล LLCPK1 พบวา 
สารจากวานชักมดลูก #91 และ #92 ขนาด 10 ไมโครกรัมตอลิตร สามารถปองกันความเปนพิษตอเซลล 
LLCPK1 ของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร และ #92 ท่ีขนาด 1 ไมโครกรัมตอลิตร ลดความ
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เปนพิษของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เมื่อใชแคดเมียมความเขมขน  20 และ 30 ไม
โครโมลาร พบวาสารจากวานชักมดลูก #92 ท่ีความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถลดความเปนพิษของแคดเมียมความเขมขน 20 และ 30 ไมโครโมลาร ตอเซลล LLCPK1 ได 
ขณะที่  #91 ไมมีผลลดความเปนพิษของแคดเมียมในขนาด 20 และ 30 ไมโครโมลาร และมีแนวโนมวา
อาจจะเพิ่มความเปนพิษ  ผลการลดความเปนพิษโดยดูจาก % LDH leakage release เปนไปในทาง
เดียวกับผลของ cell viability โดยใช MTT 

4. ศึกษากลไกของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษจากแคดเมียม โดย Western blot 
analysis  เพื่อหา NF-κB, IκB-α  และ c-Fos  พบวาสารจากวานชักมดลูก #92 ในความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีแนวโนมปองกันพิษจากแคดเมียมที่ความเขมขน 10 และ 20 ไมโครโมลาร เม่ือ
สัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยที่ไซโตซอล #92 ทําใหแถบโปรตีนของ IκBα  เพิ่มขึ้นเม่ือ
เทียบกับกลุมเซลลท่ีไดรับแคดเมียมอยางเดียว  และที่นิวเคลียส #92   ทําใหแถบโปรตีนของ NF-κB  
ลดลงเม่ือเทียบกับกลุมเซลลท่ีไดรับแคดเมียมอยางเดียว แสดงใหเห็นวากลไกการเกิดพิษตอเซลล 
LLCPK1 ของแคดเมียมและกลไกการปองกันพิษของสารจากวานชักมดลูกมีแนวโนมวาจะเกิดผาน    
IκB-α, NF-κB pathway 

5. หาขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมท่ีทําใหเกิดพิษตอเซลล Jurkat cell line 
โดยใช MTT assay พบวาขนาดของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลลท่ีเหมาะสมอยูในชวง 5-10 ไมโคร
โมลาร และระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 18 ช่ัวโมง  

6. ศึกษาผลของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมตอ  Jurkat T cells พบวา
ท้ังสารจากวานชักมดลูก #91 และ #92 ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมสามารถ
ปองกันความเปนพิษตอ Jurkat T cells ของแคดเมียมที่ความเขมขน 5 , 10 ไมโครโมลาร ได   

7. หาขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล U937 cell line โดย
ใช MTT assay พบวาขนาดของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลลท่ีเหมาะสมอยูในชวง 20-30 ไมโคร 
โมลาร และระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 18 ช่ัวโมง  

8. ศึกษาผลของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมตอ  U937 cells พบวาทั้ง
สารจากวานชักมดลูก #91 และ #92 ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมสามารถ
ปองกันความเปนพิษตอ  U937 cells ของแคดเมียมที่ความเขมขน 10, 20 หรือ 30 ไมโครโมลาร ได   

9. ศึกษาผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักมดลูกตอการหลั่ง cytokine  
IL-2 โดยใช Jurkat T cells พบวา พบวาแคดเมียมทุกความเขมขนมีผลลดการหลั่ง IL-2 จาก Jurkat T 
cells ที่ถูกกระตุน และเม่ือทําการทดลองโดย Pretreatment ดวยสารจากวานชักมดลูก 1 ชั่วโมงกอนให
สัมผัสกับแคดเมียมแลวจึงทําการกระตุนดวย PMA 25 ng/ml และ ionomycin 500 ng/ml  พบวา สาร
วานชักมดลูก # 92 ที่ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เพิ่มการหลั่ง IL-2  จาก Jurkat T cells ท่ีสัมผัสกับ
แคดเมียม 10 และ 20 ไมโครโมลาร   
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10. ศึกษาผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักมดลูกตอการหลั่ง 
cytokine  TNF-α โดยใช U937 cells พบวาแคดเมียมทุกความเขมขนมีผลลดการหลั่ง TNF-α จาก 
U937 cells ที่ถูกกระตุนดวย PMA  และเม่ือทําการทดลองโดย Pretreatment ดวยสารจากวานชักมดลูก 
1 ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมแลวจึงทําการกระตุนดวย PMA 25 ng/ml  พบวา สารวานชักมดลูก 
# 92 ที่ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลดการหลั่ง TNF-α จาก U937 cells ที่สัมผัสกับแคดเมียม 10 และ 20 
ไมโครโมลาร กอนถูกกระตุน 

11. ศึกษากลไกของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษจากแคดเมียม โดย Western blot 
analysis  เพื่อหา NF-κB, IκB-α  จาก Jurkat และ U937 cells พบวา สารจากวานชักมดลูก #92 ใน
ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีแนวโนมปองกันพิษจากแคดเมียมที่ความเขมขน 10 และ 20 
ไมโครโมลาร เม่ือสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยที่ไซโตซอล #92 ทําใหแถบโปรตีนของ 
IκBα  เพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว  และท่ีนิวเคลียส #92  ทําใหแถบ
โปรตีนของ NF-κB  ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว แสดงใหเห็นวากลไกการ
เกิดพิษตอเซลล Jurkat และ U937 ของแคดเมียมและกลไกการปองกันพิษของสารจากวานชักมดลูกมี
แนวโนมวาจะเกิดผาน IκB-α, NF-κB pathway 

12. ศึกษาผลของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมท่ีมีตอระดับ 
glutathione ใน LLCPK1 cells พบวา การใหสาร #92 กอนไดรับแคดเมียมระดับ glutathione จะสูงกวา
เม่ือเทียบกับที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว   

ปญหาและอุปสรรคที่เกิดขึ้นจากการทําวิจัย 
1. เนื่องจากหองเลี้ยงเซลล พึ่งถูกพัฒนาขึ้นมา มีการปรับปรุงหองเปนระยะ  และมีปญหาการ 

contamination อยูบาง  เปนเหตุหนึ่งท่ีทําใหลาชาจากที่วางแผนไว 
2. ระบบไฟฟาที่คณะเภสัชศาสตร มศว ขัดของในบางครั้ง ทําใหตูบมสําหรับเลี้ยงเซลล มี CO2 

และอุณหภูมิไมเหมาะสมบางเปนระยะ ทําใหการดําเนินการแตละขั้นตอน ตองลาชาออกไป 
3. ในระยะแรก ไมสามารถสั่งไนโตรเจนเหลวใหมาสงที่คณะเภสัชศาสตร มศว องครักษ ไดจึงตอง

ฝากเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ เปน stock ไวที่ ภาคสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
เม่ือเกิดการ contamination กับเซลลท่ีเลี้ยงเพ่ือทําการวิจัยอยู  จึงตองใชเวลาสําหรับการเดินทางมานํา
เซลลจากใน stock มา thaw ใชใหม   แตอยางไรก็ตามในปที่ 2 ของการทําวิจัย สามารถหาบริษัทที่มา
สงไนโตรเจนเหลวใหไดแลว 
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Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว.  

1. ผลงานตพีิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ
ยังไมมีผลงานวิจยัท่ีพิมพ แตกําลังดําเนินการเขียน Manuscript  

    ชื่อเร่ืองและชือ่วารสารนานาชาติท่ีคาดจะตพีิมพได คอื  
1.1 Effect of Curcuma comosa Roxb. on cadmium-induced renal epithelial (LLCPK1)  

   toxicity  เพือ่ตพีิมพในวารสาร Toxicology in Vitro หรือ เทียบเทา 
1.2 Effect of Curcuma comosa Roxb.on cadmium toxicity in immune cells เพื่อตพีิมพ 

ใน วารสาร International Immunopharmacology หรือเทียบเทา 
 

2. การนําผลงานวิจยัไปใชประโยชน 
2.1  การนําเสนอผลงานแบบโปสเตอร ในงานประชุมนักวจิัยรุนใหมพบเมธีวจิัยอาวุโส สกว. 

 ครั้งที่ 9 และ 10 
     2.2 เชิงวชิาการ (มีการพฒันาการเรยีนการสอน/สรางนักวิจัยใหม) 
        โดยใชความรูที่ไดจากโครงการวิจยัน้ี มาพฒันาการเรยีนการสอนในวิชาโครงงานวิจยั 
 ของนิสติระดบัปริญญาตร ีในหัวขอเร่ือง 

• การศึกษาผลของสาร(3R) 1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol ใน
การปองกันพษิของแคดเมียมตอเซลลในระบบภูมิคุมกัน human 
monocytic U937 cells  

• การศึกษาผลของสาร (3R) 1, 7-diphenyl-(4E, 6E)-4,6-heptadiene-3-ol 
ในการปองกันพษิของแคดเมียมตอเซลลตับ (human hepatoma, HepG2 
cells) 

ความคิดเหน็และขอเสนอแนะ 
- 

 

งานวิจัยท่ีคาดวาจะดาํเนนิการตอไป 
- ศึกษาสารบรสิุทธิจ์ากวานชักมดลูกอื่นๆ ซึ่งมีมากมายหลายชนิด เพิม่เติม 
- ศึกษากลไกในแตละ signaling pathway นอกจาก NF-κB pathway เน่ืองจากแคดเมียมมี

กลไกการเกิดพษิตอเซลลไดหลาย pathway  
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บทนํา  
(INTRODUCTION) 

 

1. ความสาํคัญ และทีม่าของปญหาทีทํ่าการวิจัย  
แคดเมียมเปนโลหะหนักที่เปนผลพลอยไดจากการทําเหมืองสังกะสีและตะกั่ว 

นํามาใชประโยชนในการเคลือบโลหะเพื่อปองกันสนิมและใชในโรงงานแบตเตอรี่และพลาสติก 
คนเราอาจไดรับแคดเมียม 5-10% จากปริมาณแคดเมียมที่มาจากอาหารที่รับประทาน โดยอาจ
ติดมากับพืชผัก ผลไม หรือผลิตภัณฑจากอาหารสัตวที่นํามาปรุงอาหาร และอาจละลายอยูในนํ้า
ที่ใชดื่ม หรือฟุงกระจายอยูในอากาศโดยเฉพาะใกลแหลงอุตสาหกรรมที่มีการใชแคดเมียมเปน
วัตถุดิบ การอยูในแหลงที่มีการปนเปอนของแคดเมียมในอากาศนานๆ จะทําใหแคดเมียมผาน
ผิวหนังเขาสูรางกายได ในประเทศไทย มีรายงานพบพื้นท่ีที่มีการปนเปอนของแคดเมียมใน
สภาพแวดลอม เชน ที่ลุมแมนํ้าดาว อ. แมสอด จ. ตาก  ชาวบานในพื้นที่จํานวนมากมีแคดเมียม
อยูในรางกายโดยมีคาเฉล่ียความเขมขนที่ 3-4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยังไมพบอาการผิดปกติ
ซึ่งระดับของแคดเมียมดังกลาวมีแนวโนมจะกอใหเกิดความผิดปกติของไต  นอกจากนี้ยังมี
รายงานวาพบผักท่ีปลูกในบริเวณกรุงเทพฯ ท่ีมีขายในตลาด เชน ผักขม  มีการปนเปอนของ
โลหะหนัก ไดแก ปรอท ตะกั่วและแคดเมียม ในปริมาณที่ยังไมเปนอันตรายเมื่อบริโภคเขาไป
เพียงครั้งเดียว  แตอาจมีการสะสมในรางกายจนเกิดเปนพิษได เนื่องดวยแคดเมียมถูกนํามาใช
ประโยชนกวางขวางทั้งในอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม  ผลิตภัณฑหลายชนิดมีมาตรฐาน
กําหนดความเขมขนของแคดเมียมท่ียอมใหมีได เชน ยาสําเร็จรูปท่ีเปนสูตรยาแผนโบราณใหมี
แคดเมียมไดไมเกิน 0.3 สวนในลานสวน   ในน้ําด่ืมอนุญาตใหมีไดไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร 
สวนที่สรางผลกระทบมากๆ คือการปนเปอนของแคดเมียมในอาหารทะเล   นอกจากอาหารแลว 
สําหรับผูท่ียังสูบบุหร่ีมีขอมูลวาในบุหร่ี 1 มวน มีแคดเมียมประมาณ 1-2 ไมโครกรัม และ 10% 
ของแคดเมียมจะถูกหายใจเขาไปเวลาสูบ (วลัยพร มุขสุวรรณ, 2549)  มีรายงานการวิจัยถึงผล
ของแคดเมียมในการทําใหเซลลหรือเนื้อเยื่อของอวัยวะตางๆตายโดยมีสาเหตุมาจากภาวะถูก
ออกซิไดซเกินสมดุล (oxidative stress) มีระดับ reactive oxygen species (ROS), lipid 
peroxidation สูง และเปลี่ยนแปลงระดับ glutathione ในเซลล  (Shaikh, Vu et al. 1999, 
Thijssen, Cuypers et al. 2007, Garcon, Leleu et al. 2004)  และมีการศึกษาจํานวนมากที่ใช
สารที่มีคุณสมบัติเปนสารตานการเกิดออกซิไดซ (antioxidant) สามารถลดหรือปองกันภาวะ
ตางๆ ที่มีการถูกออกซิไดซเกินสมดุล  เชน สารจําพวก Carotenoid, Vitamin E, Flavonoids, 
Curcumin เปนตน (Cohly, Taylor et al. 1998, Pari, Murugavel et al. 2007).   
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วานชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb) เปนพืชสมุนไพรไทยที่อยูใน Curcuma 
species ในตระกูลเดียวกับขิง ขม้ินชัน (Curcuma longa) ใน Family Zingiberaceae ประชาชน
ทั่วไปนิยมนํามาใชรักษาอาการอักเสบของมดลูกโดยเฉพาะในสตรีท่ีตกเลือดหลังคลอด จาก
การศึกษาที่ผานมาปรากฎวาสารสกัดจากวานชักมดลูกมีความสามารถในการปองกันการอักเสบ
ของเซลลตับท่ีถูกทําลายดวยสารพิษได  และมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (anti-inflammatory effect) 
ใน microglia cell line, HAPI ที่ถูกกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS)  มีกลไกการออกฤทธิ์
โดยไปกดการหลั่งของ nitric oxide และกด iNOS gene และ mRNA expression ผานการ
รบกวนการ transcription (Jantaratnotai, Utaisincharoen et al. 2006).  จากการศึกษาในเซลล
เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเด่ียวและเซลล human pro-monocytic U937  พบวาสารบริสุทธิ์จากวาน
ชักมดลูกมีคุณสมบัติในการตานการอักเสบโดยลดการหลั่ง pro-inflammatory cytokines 2 ชนิด 
คือ tumor necrosis factor  และ interleukin-1β และกดการทํางานของ IκB kinase (IKKβ) ซึ่ง
เปนเอนไซมที่ใชในการทําให  NF-κB  อยูในรูป active form โดยถูกปลดปลอยจาก IκBα ซึ่ง
อยูในไซโตพลาสมแลวสามารถเคลื่อนตัวเขาสูนิวเคลียสไปมีผลตอการ transcription ของ gene 
ตางๆ  และยังลดการแสดงออกของ NF-κB ดวย (Sodsai, Piyachaturawat et al. 2007). สาร
ออกฤทธิ์จากวานชักมดลูกบางตัวมีโครงสรางคลายกับ Curcumin ซึ่งมีคุณสมบัติเปน 
antioxidant   สามารถปองกันเซลลจากภาวะ oxidative stress ได (Cohly et al. 1997)   N-
acetylcysteine  ซ่ึงมีคุณสมบัติเปน antioxidant  ก็สามารถปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลล  
LLCPK1 ได (Wispriyono et al. 1998)   ดังน้ันมีความเปนไปไดสูงท่ีสารจากวานชักมดลูกจะ
สามารถปองกันการเกิดพิษท่ีไตและเซลลในระบบภูมิคุมกันได   ขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัยใน
ครั้งนี้สามารถนํามาเปนแนวทางในการหาสารที่มีคุณสมบัติเชนเดียวกันนี้จากพืชชนิดอื่นๆ มา
พัฒนาเปนสารตานอาการพิษจากแคดเมียมหรือโลหะหนักอื่นๆ ท่ีมีลักษณะการเกิดพิษคลายกับ
แคดเมียม  
 

การวิจยัในคร้ังนี้ทําการศึกษาใน cell culture system (in vitro) โดยใชเซลล 
LLCPK1 cell line ซึ่งเปนเซลลไตของหมูและมีคุณสมบัติเหมือนกับเซลลทอไตสวนตน สําหรบั
การศึกษาผลของสารจากวานชักมดลูกตอการเกิดพิษของแคดเมียมท่ีไตและใชเซลล  Jurkat T , 
U937 cell line ซึ่งเปนตัวแทนของ  T cells และ monocytes  ตามลําดับ สําหรับการศึกษาผลของ
สารจากวานชกัมดลูกตอการเกิดพษิของแคดเมียมตอระบบภูมิคุมกัน 
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2. วัตถปุระสงคและเปาหมายของโครงการ 
2.1 เพื่อศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการเกดิพิษของ

แคดเมียมตอไตไดหรือไม  
2.2 เพื่อศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการเกดิพิษของ

แคดเมียมตอระบบภูมิคุมกนัไดหรือไม 
2.3 เพื่อศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการอกัเสบของไตซ่ึง

เกิดจากแคดเมียมไปมีผลตอเซลลในระบบภูมิคุมกันทําใหมีการหลั่ง inflammatory 
cytokine ชนิดที่ทําใหเกิดการอักเสบไดหรือไม 

 
3. ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

3.1  สามารถนําผลที่ไดไปพฒันาสารจากวานชักมดลูกเปนยาที่ใชปองกนัหรือลดพิษ 
  จากแคดเมียมได 
3.2  สามารถนําไปเปนแนวทางในการศึกษาฤทธิจ์ากพชืสมุนไพรชนิดอืน่ๆ ในการ 
  ปองกันพษิแคดเมียมที่มีผลกระทบตออวัยวะดางๆ ได 
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ผลงานวิจัยที่เกีย่วของ  
(LITERATURE REVIEW) 

 
แคดเมียมมีพิษรายแรง  เมื่อใหแกสัตวทดลอง พบวาจะทําใหเกิดถุงอัณฑะฝอ หรือเกิดเนื้อ

งอกที่อัณฑะ ทําลายมดลูก ทําใหแทง ทารกในครรภพิการ  ทําลายทอไตและตับ กระดูกฟนเสียหาย 
และทําใหรางกายขาดธาตุแคลเซียม เหล็ก ทองแดง สังกะสี (Nogawa, Yamada et al. 1984; 
Kazantzis 2004) ในคนพบโรคที่เกิดจากแคดเมียมครั้งแรกหลังสงครามโลกครั้งที่ 2 ในประเทศญี่ปุน 
โดยพบผูปวยแสดงอาการปวดกระดูกและกระดูกแตกหักงาย เจ็บปวดเวลาเดิน เรียกโรคนี้วาอิไตอิไต 
(itai-itai)  ซึ่งมีสาเหตุจากผูปวยบริโภคอาหารที่ทํามาจากพืชผักที่ปลูกในบริเวณใกลๆ เหมืองแร
สังกะสี ที่มีการปนเปอนดวยแคดเมียมจํานวนมาก  เม่ือแคดเมียมในอาหารบางสวนถูกดูดซึมเขาสู
กระเลือด ทําใหเกิดความดันโลหิตสูง เปนสาเหตุใหเกิดโรคหัวใจ หัวเตนผิดปกติ เม่ือมีการสะสมที่ไต
ทําใหเกิดน่ิวในไต เนื้อไต และตับถูกทําลาย รบกวนการทํางานของแคลเซียมในกระดูก กระดูก
ออนแอแตกหักงาย (Shigematsu 1984).   

ปจจุบันไดมีการศึกษาถึงกลไกการเกิดพิษของแคดเมียมกันมากขึ้นเรื่อยๆ มีรายงานพบวา
แคดเมียมทําใหเกิดการตายของเซลลแบบ apoptosis (ซึ่งเปนการตายของเซลลที่มีบทบาทในการ
เจริญพัฒนาและรักษาสมดุลของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล)   ในเนื้อเยื่อและเซลลหลายชนิด   ไดแก เซลล
ของระบบทางเดินหายใจ (Hart et al.1999), อัณฑะ (Zhou et al.1999), ไต (Somji et al. 1999), ตับ 
(Habeebu et al. 1998) และระบบภูมิคุมกัน (el Azzouzi et al.1994) การศึกษาใน rat kidney 
epithelial cells พบวา กลไกในการทําใหเกิด apoptosis โดยแคดเมียมนั้นเกี่ยวของกับการลดลงของ 
NF-κB activity.   

NF-κB เปน transcription factor ท่ีควบคุมการทําหนาที่ของเซลล   เหนี่ยวนําทําใหเกิดการ
แสดงออกของ gene ตางๆ โดยเฉพาะที่ทําใหเกิดการเจริญและการอยูรอดของเซลล และ gene ท่ี
ปองกันเซลลจากการกระตุนที่ทําใหเกิดการตายแบบ apoptosis (Woods, Dieguez-Acuna et al. 
2002) NF-κB ถูกกระตุนไดดวย pro-inflammatory stimuli ไดแก cytokines, growth factors  
(Barnes et al. 1997) และยังสามารถถูกกระตุนไดดวยภาวะถูกออกซิไดซเกินสมดุล  (oxidative 
stress) (Schoonbroodt and Piette 2000).  ในโรคกรวยไตอักเสบ พบวามีการกระตุน NF-κB ใน 
glomerular cells  ทําใหเกิดการแสดงออกของ pro-inflammatory gene รวมทั้ง chemokines, 
adhesion molecules, inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ cyclooxygenase (COX) 
(Lopez-Franco et al. 2002)   การยับยั้งการทํางานของ NF-κB จึงเปนทางหนึ่งในการรักษาโรค
กรวยไตอักเสบ 
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 การศึกษาบทบาทของแคดเมียมตอระบบภูมิคุมกัน พบวาแคดเมียมสามารถเปลี่ยนแปลง
หนาที่ของ T cells ในการสราง interleukin-2 (IL-2) และสามารถปรับเปลี่ยนการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันในหลอดทดลองได (Krocova, Macela et al. 2000, Petanova, Fucikova et al. 2000, 
Colombo, Hamelin et al. 2004)  และการวิจัยในสัตวทดลอง (in vivo) ยังพบวาแคดเมียมมีผลกด
ภูมิตานทาน (immunosuppression) ในหนู mice (Muller, Gillert et al. 1979)    นอกจากนี้ ในสวน

ท่ีเกี่ยวของกับไต แคดเมียมทําใหมีการหลั่ง TNF-α ซึ่งเปน cytokine ท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบที่
บริเวณไต (Kayama, Yoshida et al. 1995) 

ในประเทศไทย มีรายงานการปนเปอนของแคดเมียมในสภาพแวดลอมซึ่งเปนปญหา
สาธารณสุขในปจจุบัน  และยังพบวาผักที่นํามาขายในตลาด มีการปนเปอนของโลหะหนักรวมทั้ง
แคดเมียมในปริมาณท่ีทําใหเกิดการสะสมในรางกายจนเกิดเปนพิษได   นอกจากนี้แคดเมียมยังถูก
นํามาใชประโยชนกวางขวางทั้งในอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม มีการใชในผลิตภัณฑหลายชนิด
รวมทั้งบุหรี่  ดังนั้นโอกาสที่จะไดรับแคดเมียมเขาสูรางกายจึงมีสูง    

     วานชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb) เปนพืชสมุนไพรไทยที่อยูใน Curcuma 
species ในตระกูลเดียวกับขิง ขมิ้นชัน (Curcuma longa) ใน Family Zingiberaceae ประชาชนทั่วไป
นิยมนํามาใชรักษาอาการอักเสบของมดลูกโดยเฉพาะในสตรีที่ตกเลือดหลังคลอด จากการศึกษาที่
ผานมาปรากฎวาสารสกัดจากวานชักมดลูกมีความสามารถในการปองกันการอักเสบของเซลลตับท่ี
ถูกทําลายดวยสารพิษได  และมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (anti-inflammatory effect) ใน microglia cell 
line, HAPI ที่ถูกกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS)  มีกลไกการออกฤทธิ์โดยไปกดการหลั่งของ 
nitric oxide และกด iNOS gene และ mRNA expression ผานการรบกวนการ transcription 
(Jantaratnotai, Utaisincharoen et al. 2006).  จากการศึกษาในเซลลเม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยว
และเซลล human pro-monocytic U937  พบวาสารบริสุทธิ์จากวานชักมดลูกมีคุณสมบัติในการตาน
การอักเสบโดยลดการหลั่ง pro-inflammatory cytokines 2 ชนิด คือ tumor necrosis factor  และ 

interleukin-1β และกดการทํางานของ IκB kinase (IKKβ) ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในการทําให  NF-κB  
อยูในรูป active form โดยถูกปลดปลอยจาก IκBα ซึ่งอยูในไซโตพลาสมแลวสามารถเคลื่อนตัวเขาสู
นิวเคลียสไปมีผลตอการ transcription ของ gene ตางๆ  และยังลดการแสดงออกของ  NF-κB ดวย 
(Sodsai, Piyachaturawat et al. 2007). สารออกฤทธิ์จากวานชักมดลูกบางตัวมีโครงสรางคลายกับ 
Curcumin ซึ่งมีคุณสมบัติเปน antioxidant   สามารถปองกันเซลลจากภาวะ oxidative stress ได 
(Cohly et al. 1997)   N-acetylcysteine  ซ่ึงมีคุณสมบัติเปน antioxidant  ก็สามารถปองกันพิษของ
แคดเมียมตอเซลล  LLCPK1 ได (Wispriyono et al. 1998)   ดังนั้นมีความเปนไปไดสูงที่สารจากวาน
ชักมดลูกจะสามารถปองกันการเกิดพิษที่ไตและเซลลในระบบภูมิคุมกันได     
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วิธีการทดลอง  
(MATERIALS AND METHODS) 

 

 วัสดุ อุปกรณ 
           CO2 incubator 
  Laminar flow hood 
  เคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) 
  Refrigerated centrifuge 
  ELISA Plate reader spectrophotometer 
  96-well plate, 24-well plate, 6-well plate 
  Culture flask 
  Pasture pipette  
  Cell counter 
  Hematocytometer  
  Centrifuge tube  15, 50 ml 
  ชุดแยกโปรตนี 
สารเคม ี
  Trypan blue dye  
  MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazolium bromide) 
  Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
  อาหารเลี้ยงเซลลชนืด RPMI 1640 และ DMEM 
  Trypsin-0.53 mM EDTA solution  
  Fetal bovine serum (FBS) 
  Non-Essential amino acid 
  Antibiotic-antimycotic solution 

  Primary antibody : NF-κB (p65), IκB-α, β-actin, c-Fos 
  Secondary antibody 
  SuperSignal West Pico Substrate 
  ฟมล และนํ้ายาลางฟมล 
  ELISA kit for IL-2 และ TNF-α 

BCA (bicinchoninic acid) protein assay 
  Glutathione Colorimetric Detection Kit   
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วิธีดําเนนิการวิจัย 

• การเลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง  
1. LLCPK1 cell line : ในอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) ที่มี 10% Fetal Bovine Serum (FBS)  

 
รูปท่ี 1 LLCPK1 cells 
 

2. Jurkat T cell line : ในอาหารเลี้ยงเซลล  Roswell Park Memorial Institute medium 

(RPMI 1640) ที่มี 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 

 
รูปท่ี 2  Jurkat cells 
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3. U937 cell line : ในอาหารเลี้ยงเซลล  Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 
1640) ที่มี 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 

           
 รูปท่ี 3 U937 cells 
 

• การเตรียมสารละลาย cadmium chloride (CdCl2) : ละลาย cadmium chloride ใน ultra pure 
water ทําเปนความเขมขน 20 mM  สําหรับ stock solution กรองดวย filter (0.22 μm)  เจอื
จางดวย media เพือ่ใหไดความเขมขนท่ีตองการ 

• การเตรียมสารจากวานชักมดลูก : #91: (5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-
heptene) และ #92: (7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene) โดย
ละลายใน 100% DMSO  และเจอืจางใหไดความเขมขน  0.1-10 μg/ml โดยใหมี DMSO ไม
เกิน 0.1% 

• หาขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล LLCPK1 โดยใช  
MTT assay ซึ่งมีหลักการ คือ เซลลท่ีมีชีวิตจะสามารถใช enzyme succinate dehydrogenase 
ใน mitocondria ทําปฏิกิริยากับสาร MTT ท่ีมีสีเหลือง เปลี่ยนเปน formazan product ที่มีสี
มวงนํ้าเงิน หลังจากละลายสีภายในเซลลดวย DMSO จึงทําการวัดหาปริมาณ formazan 
product ที่เกิดขึ้น โดยวัดคา Optical Density (OD) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
1. เตรียม MTT ((3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) โดย 

ละลายใน phosphate buffer saline ใหเปน 5 mg/ml  
2. หาจํานวนเซลลท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา MTT assay โดยใชจํานวนเซลลตางๆ กัน ตั้งแต 

5,000, 10,000, 15,000, 25,000 และ 30,000 cell/well ใน 96-well plate เลี้ยงในตูบม 24 
ชั่วโมง เพื่อใหเซลลติดและแผเต็ม well เติม MTT solution (5 mg/ml) 20 ไมโครลิตร และ
บมในตูบมตอไปอีกเปนเวลา 4 ชั่วโมง ดูดสวน supernatant ออกทําใหเซลลแตกดวยการ
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เติม 100% DMSO 200 ไมโครลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm สราง 
Standard curve ระหวางจํานวนเซลลและคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ี 540 nm  จํานวน
เซลลที่ใหคา OD) ประมาณ 1.00 หรือไมต่ํากวา 1.00  คือ 2.5x104 cell/well 

3. Plate เซลลใน 96-well plate ดวยจํานวนเซลลที่เหมาะสมที่ไดจาก Standard curve คือ 
2.5x104 cell/well โดยแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมท่ีสัมผัสกับแคดเมียมที่
ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 และ 60 ไมโครโมลาร 
ระยะเวลาสัมผัสแตกตางกันไปตั้งแต 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลา นํามา
เติมสารละลาย MTT และบมในตูบมตออีกเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําใหเซลลแตก และนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm เพื่อหาความเขมขน และเวลาการสัมผัสที่เหมาะสมของ
แคดเมียมซ่ึงทําใหเกิดพิษตอเซลลและทําใหเซลลตาย  

 

• หาขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล LLCPK1 cell line โดย
ใช  LDH assay : ซึ่งมีหลักการ คือ เม่ือเกิดพิษตอเซลล  เอนไซม lactate dehydrogenase 
(LDH)  จะ release จากเซลลสู medium , activity ของ LDH วัดโดยอาศัยปฏิกิริยา 

LDH 
Pyruvate + NADH    Lactate + NAD+ 

                   
   การเปลี่ยน lactate ไปเปน pyruvate ในขณะท่ีมี LDH ทําให NAD+ ลดลงควบคูกันไปดวย  
การเกิดขึ้นของ NADH จากปฏิกิริยานี้ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 340 nm  

1. หาจํานวนเซลลที่เหมาะสมสําหรับการทํา LDH assay โดยใชจํานวนเซลลตางๆ กัน ตั้งแต  
5000, 10000, 15000, 25000 และ 30000 cell/well ใน 96-well plate  เลี้ยงในตูบม 24 
ชั่วโมงเพื่อใหเซลลติดและแผเต็ม well  ปนดวยเคร่ือง centrifugation ที่ 800xg ดูดสวน 
supernatant ทิ้ง ทําใหเซลลในแตละ well แตกดวย 0.1% Triton-X 100  ปนดวยเครื่อง 
centrifugation ที่ 800xg  ดูดสวน supernatant ซึ่งมี Lactate dehydrogenase (LDH) มา
ทําปฏิกิริยากับ pyruvate และ NADH  ผลจากปฏิกิริยาจะได  NAD+ ซึ่งสามารถวัดการ
เปลี่ยนแปลงไดจากคา OD ที่ 340 nm  นํามาคํานวณหา activity ของ LDH สราง 
Standard curve ระหวางจํานวนเซลลและ activity ของ LDH 

 2. Plate เซลลใน 96-well plate ดวยจํานวนเซลลท่ีเหมาะสมที่ไดจาก Standard curve คือ  
  2.5x104 cell/well โดยแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมท่ีสัมผัสกับแคดเมียมที่ 
  ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,50 และ 60 ไมโครโมลาร 

ระยะเวลาสัมผัสแตกตางกันไปตั้งแต 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลาปน plate 
ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 800xg เพื่อเก็บสารน้ําเหนือเซลล (supernatant) มาทําปฏิกิริยา
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กับ pyruvate และ NADH ผลจากปฏิกิริยาจะได  NAD+ วัดการเปลี่ยนแปลงไดจากคา OD 
ท่ี 340 nm หา activity ของ LDH และคิดเปน % release เม่ือเทียบกับเซลลปกติจํานาวน 
2.5x104 cell/well ที่ถูกทําใหแตกหมดดวย 0.1% Triton X 100. 

 

• ศึกษาฤทธิ์ของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลล โดยใหเซลลสัมผัส
กับสารจากวานชักมดลูกที่เวลาตางๆกัน กอน/พรอม/หลัง ไดรับแคดเมียม หลังจากนั้นทําการ
ทดสอบดวย MTT และ LDH assay 

 

• แยกโปรตีนจากเซลล LLCPK1 cell line และวิเคราะห โดยเทคนคิ Western Blot หา NF-κB 
p65, IκB-α เพื่อศึกษาวาการเกิดพษิของแคดเมียมและ/หรือฤทธิใ์นการปองกันพิษของสารจาก
วานชักมดลูก มีความเกีย่วของกับ NF-κB pathway หรือไม 

 1. Plate LLCPK1 5x105 cell/well ใน 6-well plate แบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมที่
สัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขน 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร และเซลลไดรับสารจาก
วานชักมดลูกเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 1, 2, 4, 6 ชั่วโมง  

2. เม่ือครบเวลา ปน plate ดวยเครือ่ง centrifuge ที่ 800xg ดูด media ทิ้ง ลางดวย PBS 
3. ทําใหเซลลแตกโดยใช lysis buffer แยกสวนไซโตซอล และนิวเคลียส  ไซโตซอลใชสําหรับ

แยกโปรตีนเพื่อวิเคราะหหา IκBα และ c-Fos สวนของนิวเคลียสใชสําหรับแยกโปรตีนเพื่อ
วิเคราะหหา NF-κB p65 

4. วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนในแตละตัวอยาง โดยใช BCA (bicinchoninic acid) 
protein assay 

5. แยกโปรตีนในแตละตัวอยาง (50 ไมโครกรัม) ดวย 10% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ภายใตกระแสไฟฟา ความตางศักย 
100 โวลท ประมาณ 2 ชั่วโมง 

6. Transfer โปรตีนท่ีถูกแยกจาก gel มาที่ PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟา 150 mA  
7. Block membrane ดวย 5% nonfat milk ใน Tris-buffered saline (TBS) ที่อุณหภูมิหอง 1  
   ชั่วโมง ครบเวลาลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 

8. นํา membrane มา incubate กับ primary antibody ที่จําเพาะตอ NF-κB หรือ IκB-α หรือ  

c-Fos หรือ β-actin ใน 5% nonfat milk TBS เปนเวลามากกวา 18 ชั่วโมง หรือ overnight 
ท่ี 4° C 

9. ลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ัง 
10. นํา membrane มา incubate กับ secondary antibody ใน 5% nonfat milk TBS ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชัว่โมง ลางดวย TBS-T 3 คร้ัง 
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11. นํา membrane incubate กับ SuperSignal West Pico Substrate เปนเวลา 5 นาที (ใน 
    หองมืด) 
12. หุม membrane ดวยพลาสติก นําไปประกบกับฟลมใน film cassette 5-20 นาที (ในหอง

มืด) 
13. ลางฟลมดวย developer, fixer และน้ํา ตามลําดบั (ในหองมืด) 

14. ถามีโปรตีนของ NF-κB หรือ IκB-α หรือ c-Fos หรือ β-actin อยูในตัวอยางเซลลที่นํามา 
     ทดสอบ ก็จะปรากฎเปนแถบใหเห็นชัดเจนซึ่งสามารถวัดคาความหนาแนนไดดวย  
     Densitometer 
 

• หาขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพษิตอเซลล Jurkat T cell line และ 
U937 cell line โดยใช MTT assay โดยดําเนินการดังนี้  
1. ทําการเลี้ยง Jurkat T cell และ U937 cell line ในอาหารเลี้ยงเชือ้ RPMI 1640 ที่มี 10%  

Fetal Bovine Serum 
2. หาจํานวนเซลลท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา MTT assay โดยใชจํานวนเซลลตางๆ กัน ตั้งแต 

20000, 50000, 100000, 150000 และ 200000  cell/well ใน 96-well plate เลี้ยงในตูบม         
24 ชั่วโมง เติม MTT solution (5 mg/ml) 20 ไมโครลิตร และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 
ชั่วโมง ปน plate ดวยเครื่อง centrifugation ที่ 800xg ดูดสวน supernatant ออกทําให
เซลลแตกดวยการเติม 100% DMSO 200 ไมโครลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
540 nm สราง Standard curve ระหวางจํานวนเซลลและคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ี  540 
nm  จํานวนเซลลท่ีใหคา OD) ประมาณ 1.00 หรือไมตํ่ากวา 1.00  คือ 1x105 cell/well 

3. Plate เซลลใน 96-well plate ดวยจํานวนเซลลที่เหมาะสมที่ไดจาก Standard curve คือ 
1x105 cell/well โดยแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสกับแคดเมียมที่ความ
เขมขนตางๆ ตั้งแต 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,50 และ 60 ไมโครโมลาร ระยะเวลา
สัมผัสแตกตางกันไปตั้งแต 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลา เติม MTT 
solution (5 mg/ml) 20 ไมโครลิตร และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ปน plate ดวย
เคร่ือง centrifugation ที่ 800xg ดูดสวน supernatant ออกทําใหเซลลแตกดวยการเติม 
100% DMSO 200 ไมโครลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm   

 

• ศึกษาฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักมดลูกตอการปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลล   
    Jurkat T cells และ U937 โดยใหเซลลสัมผัสกับสารจากวานชักมดลูกความเขมขนตางๆกัน  
 กอน/พรอม/หลัง ไดรับแคดเมียม เปนเวลา 18 ชั่วโมง วิเคราะหโดยใช MTT assay  
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• เตรียมตัวอยางเพื่อทําการศึกษาผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชัก
มดลูก ตอการหลั่ง cytokine IL-2 โดยใช Jurkat T cells 
1. Plate cells จํานวน 1x106 cells/well ใน 24-well plate โดยเติมสารที่เปนตัวกระตุน

ภูมิคุมกันที่เหมาะสมในที่นี ้ คอื Phorbol myristate acetate (PMA) 25 ng/ml และ 
ionomycin 500 ng/ml เพือ่กระตุนใหหลั่ง cytokine ดังกลาวขางตน เตมิสารละลาย
แคดเมียมท่ีความเขมขนท่ีเหมาะสม โดยที่ในแตละ plate มีภาวะควบคุมท่ีมีเซลลปกต ิและ
ภาวะท่ีมีเฉพาะตัวกระตุนไมมีแคดเมียม เพือ่เปรียบเทยีบผล  

2. เม่ือครบกําหนดเวลา  24 ชั่วโมง นํา plate มาปนเพื่อใหสามารถเก็บน้ําเหนือเซลล 
(supernatant) ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลลปนอยูกับสิ่งคัดหลั่งจากเซลล   แลวนําตัวอยางที่เก็บนี้
มาแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  - 75 องศาเซลเซียส เพื่อรอตรวจสอบผลดวยชุดตรวจ ELISA ของ 
cytokine IL-2 

3. เลือกความเขมขนของแคดเมียมที่มีผลตอการหลั่ง cytokine IL-2 มากที่สุดมาศึกษาตอ โดย
ทําการทดลองเหมือนกับขอ 6.1-6.3 แตมีการ Pretreatment ดวยสารจากวานชักมดลูก 1 
ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมและใหการกระตุนดวย Phorbol myristate acetate 
(PMA) 25 ng/ml และ ionomycin 500 ng/ml  

 

• เตรียมตัวอยางสําหรับแยกโปรตีนจาก  Jurkat T cells เพื่อวิเคราะห โดย Western Blot    
สําหรับหา NF-κB (p65), IκB-α    
1. Plate Jurkat T cells  2x106 cell/well ใน 6-well plate แบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุม 

และกลุมท่ีสัมผัสกับแคดเมียมที่ความเขมขน 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร และเซลลไดรับ
สารจากวานชักมดลูกเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 30 นาที, 1, 2, 
4, 6 ชั่วโมง  

2. เม่ือครบเวลา ปน plate ดวยเครือ่ง centrifuge ที่ 800xg ดูด media ทิ้ง ลางดวย PBS  
3. ทําใหเซลลแตกโดยใช lysis buffer แยกสวนไซโตซอล และนิวเคลียส  ไซโตซอลใชสําหรับ

แยกโปรตีนเพื่อวิเคราะหหา IκB-α สวนของนิวเคลียสใชสําหรับแยกโปรตีนเพื่อวิเคราะห
หา NF-κB  เก็บตัวอยางในแตละสวนที่ -75 องศาเซลเซียส เพื่อรอตรวจสอบโดย Western 
blot 

• วิเคราะห โดย Western Blot สําหรับหา NF-κB (p65), IκB-α  จากตัวอยางของ Jurkat T cells 
  1. วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนในแตละตัวอยาง โดยใช BCA protein  assay 

2. แยกโปรตีนในแตละตัวอยาง (50 ไมโครกรัม) ดวย 10% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ภายใตกระแสไฟฟา ความตางศักย 
100 โวลท ประมาณ 2 ชั่วโมง 
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3. Transfer โปรตีนท่ีถูกแยกจาก gel มาที่ PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟา 150 mA  
4. Block membrane ดวย 5% nonfat milk ใน Tris-buffered saline (TBS) ที่อุณหภูมิหอง 1  
   ชั่วโมง ครบเวลาลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
5. นํา membrane มา incubate กับ primary antibody ที่จําเพาะตอ NF-κB (p65) หรือ       

IκB-α หรือ β-actin ใน 5% nonfat milk TBS เปนเวลามากกวา 18 ชั่วโมง หรือ 
overnight ที่ 4° C 

6. ลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ัง 
7. นํา membrane มา incubate กับ secondary antibody ใน 5% nonfat milk TBS ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชัว่โมง ลางดวย TBS-T 3 คร้ัง 
8. นํา membrane incubate กับ SuperSignal West Pico Substrate เปนเวลา 5 นาที (ใน 
    หองมืด) 
9. หุม membrane ดวยพลาสติก นาํไปประกบกับฟลมใน film cassette 5-20 นาที (ในหอง

มืด) 
10. ลางฟลมดวย developer, fixer และน้ํา ตามลําดบั (ในหองมืด) 

11. ถามีโปรตีนของ NF-κB หรือ IκB-α หรือ β-actin อยูในตัวอยางเซลลที่นํามาทดสอบก็จะ
ปรากฎเปนแถบใหเห็นชัดเจนซึ่งสามารถวัดคาความหนาแนนไดดวย Densitometer 

 

• เตรียมทําการศึกษาผลของแคดเมียมและผลของสารจากวานชักมดลกูตอการหลั่ง cytokine 
TNF-α โดยใช  U937 cells 
1. Plate cells จํานวน 1x106 cells/well ใน 24-well plate โดยเติมสารที่เปนตัวกระตุน 

ภูมิคุมกันที่เหมาะสมในที่นี้ คือ PMA 25 ng/ml เพื่อกระตุนใหหลั่ง cytokine TNF-α เติม 
สารละลายแคดเมียมที่ความเขมขนที่เหมาะสมโดยที่ในแตละ plate มีภาวะควบคุมท่ีมีเซลล 
ปกติ และภาวะที่มีเฉพาะตัวกระตุนไมมีแคดเมียม เพื่อเปรียบเทียบผล  

2. เม่ือครบกําหนดเวลา  24 ชั่วโมง นํา plate มาปนเพื่อใหสามารถเก็บน้ําเหนือเซลล  
(supernatant) ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลลปนอยูกับสิ่งคัดหลั่งจากเซลล   แลวนําตัวอยางที่เก็บนี้ 
มาแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  - 75 องศาเซลเซียส เพื่อรอตรวจสอบผลดวยชุดตรวจ ELISA ของ  
cytokine TNF-α              

3. เลือกความเขมขนของแคดเมียมที่มีผลตอการหลั่ง cytokine TNF-α มากที่สุดมาศึกษาตอ 
โดยทําการทดลองเหมือนกับขอ 9.1-9.3 แตมีการ Pretreatment ดวยสารจากวานชัก
มดลูก 1 ชั่วโมง กอนใหสัมผัสกับแคดเมียมและใหการกระตุนดวย PMA 25 ng/ml  
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• เตรียมตัวอยางสําหรับแยกโปรตีนจาก  U937 cells เพื่อ วิเคราะห โดย Western Blot สําหรับ
หา NF-κB, IκB-α   
1. Plate U937 cells  2x106 cell/well ใน 6-well plate แบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุม 

และกลุมที่สัมผัสกับแคดเมียมที่ความเขมขน 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร และเซลลไดรับ
สารจากวานชักมดลูกเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 30 นาที, 1, 2, 
4, 6 ชั่วโมง  

2.  เม่ือครบเวลา ปน plate ดวยเครือ่ง centrifuge ที่ 800xg ดูด media ทิ้ง ลางดวย PBS 
3.  ทําใหเซลลแตกโดยใช lysis buffer แยกสวนไซโตซอล และนิวเคลียส ไซโตซอลใช 

สําหรับแยกโปรตีนเพื่อวิเคราะหหา IκBα สวนของนิวเคลียสใชสําหรับแยกโปรตีนเพื่อ
วิเคราะหหา NF-κB (p65) เก็บตัวอยางในแตละสวนที่ -75 องศาเซลเซียส เพื่อรอตรวจสอบ
โดย Western blot 

• วิเคราะห โดย Western Blot สําหรับหา NF-κB (p65), IκB-α  จากตัวอยางของ U937 cells 
  1. วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนในแตละตัวอยาง โดยใช BCA protein assay 

2. แยกโปรตีนในแตละตัวอยาง (50 ไมโครกรัม) ดวย 10% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ภายใตกระแสไฟฟา ความตางศักย 
100 โวลท ประมาณ 2 ชั่วโมง 

3. Transfer โปรตีนท่ีถูกแยกจาก gel มาที่ PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟา 150 mA  
4. Block membrane ดวย 5% nonfat milk ใน Tris-buffered saline (TBS) ที่อุณหภูมิหอง 1  
   ชั่วโมง ครบเวลาลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
5. นํา membrane มา incubate กับ primary antibody ที่จําเพาะตอ NF-κB (p65) หรือ       

IκB-α หรือ β-actin ใน 5% nonfat milk TBS เปนเวลามากกวา 18 ชั่วโมง หรือ 
overnight ที่ 4° C 

6. ลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ัง 
7. นํา membrane มา incubate กับ secondary antibody ใน 5% nonfat milk TBS ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชัว่โมง ลางดวย TBS-T 3 คร้ัง 
8. นํา membrane incubate กับ SuperSignal West Pico Substrate เปนเวลา 5 นาที (ใน 
    หองมืด) 
9. หุม membrane ดวยพลาสติก นาํไปประกบกับฟลมใน film cassette 5-20 นาที (ในหอง

มืด) 
10. ลางฟลมดวย developer, fixer และน้ํา ตามลําดบั (ในหองมืด) 

11. ถามีโปรตีนของ NF-κB หรือ IκB-α หรือ β-actin อยูในตัวอยางเซลลที่นํามาทดสอบก็จะ
ปรากฎเปนแถบใหเห็นชัดเจนซึ่งสามารถวัดคาความหนาแนนไดดวย Densitometer 
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• ทดสอบเลี้ยง LLCPK1 cells รวมกับ Jurkat T cells, LLCPK1 cells รวมกับ U937 cells   
1. Plate LLCPK1 cells 1x105 cells/well ใน 24 well-plate แบงเปน 2 กลุมๆ ละ 12 well

สําหรับการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 2 ชนิด กลุมแรกเล้ียงใน 10% FBS DMEM  กลุมที่ 2 
ใน 10% FBS RPMI 1640  เลี้ยงในตูบม 24 ชั่วโมงเพื่อใหเซลลติด 

2. เติม U937 cells หรือ Jurkat cells จํานวน 1x105 cells/well ลงไปเลี้ยงรวมดวอีก 24 
ชั่วโมง ดูด media ซึ่งมี U937 หรือ Jurkat cells  ออกเพื่อดูลักษณะการเจริญของ LLCPK1 
cells  พบวาใน well ที่มีอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิด 10% FBS RPMI 1640  นั้น LLCPK1 
cells ลอกหลุดออกเปนแผนไมติดที่พื้น well  ในการทดลองตอไปที่เปนการเลี้ยงเซลล
รวมกันจะใชอาหารชนิด 10% FBS DMEM   
 

• ศึกษาผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักลูกตอการหลั่ง cytokine   
TNF-α เม่ือเลี้ยง LLCPK1 cells รวมกับ Jurkat T cells, LLCPK1 cells รวมกับ U937 cells   
1. Plate LLCPK1 cells 5x105 cells/well ใน 6 well-plate เลี้ยงในตูบม 24 ชั่วโมง  
2. เติม U937 cells หรือ Jurkat cells จํานวน 5x105 cells/well ลงไปเลี้ยงรวมดวอีก 24 

ชั่วโมง ดูด media ซึ่งมี U937 หรือ Jurkat cells   
3. เติมสารละลายแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 5, 10, 20, และ 30 ไมโครโมลาร และ

บมในตูบม 24 ชั่วโมง 
ดูด media ซ่ึงมี U937 หรือ Jurkat cells  ออก.ใหหมด ลางดวย PBS ทําใหเซลลแตกดวย 
RIPA lysis buffer ทําเปน whole lysate  เก็บที่ -75 องศาเซลเซียส เพื่อรอตรวจสอบโดย 
Western blot วิเคราะหหา TNF-α 

• วิเคราะห โดย Western Blot สําหรับหา TNF-α  จากตัวอยางของ LLCPK1 cells 
  1. วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนในแตละตัวอยาง โดยใช BCA protein assay 

2. แยกโปรตีนในแตละตัวอยาง (20 ไมโครกรัม) ดวย 10% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ภายใตกระแสไฟฟา ความตางศักย 
100 โวลท ประมาณ 2 ชั่วโมง 

3. Transfer โปรตีนท่ีถูกแยกจาก gel มาที่ PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟา 150 mA  
4. Block membrane ดวย 5% nonfat milk ใน Tris-buffered saline (TBS) ที่อุณหภูมิหอง 1  
   ชั่วโมง ครบเวลาลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
4. นํา membrane มา incubate กับ primary antibody ที่จําเพาะตอ TNF-α  หรือ β-actin ใน  

5% nonfat milk TBS เปนเวลามากกวา 18 ชั่วโมง หรือ overnight ท่ี 4° C 
6. ลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ัง 
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7. นํา membrane มา incubate กับ secondary antibody ใน 5% nonfat milk TBS ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชัว่โมง ลางดวย TBS-T 3 คร้ัง 

8. นํา membrane incubate กับ SuperSignal West Pico Substrate เปนเวลา 5 นาที  
9. หุม membrane ดวยพลาสติก นําไปประกบกับฟลมใน film cassette 5-20 นาที  
10. ลางฟลมดวย developer, fixer และน้ํา ตามลําดบั (ในหองมืด) 

11. ถามีโปรตีนของ TNF-α หรือ β-actin อยูในตัวอยางเซลลท่ีนํามาทดสอบก็จะปรากฎเปน
แถบใหเห็นชัดเจนซึ่งสามารถวัดคาความหนาแนนไดดวย Densitometer 

• จากการทดสอบหาแถบโปรตีน TNF-α ในขั้นตอนนี้ไมเห็นแถบโปรตีนเลยจากทุกตัวอยาง 
ประกอบกับในระยะถัดมา U937 และ Jurkat cells  มีปญหาเรื่องการเจริญเติบโต ดังนั้นจึงไม
สามารถทําการทดสอบตอไปได 

 
 
 
การทดลองที่ไดทําเพิ่มเติมนอกเหนือจากที่วางแผนไว 

1. การวิเคราะหหาดธปรตีน c-Fos  ในเซลลตัวอยาง LLCPK1 วิธีทํากลาวอยูขางตน 
2. ศึกษาฤทธิ์ของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมที่ มีตอระดับ 

glutathione ในเซลล LLCPK1  
 

• ศึกษาฤทธิ์ของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมท่ีมีตอระดบั glutathione ใน
เซลล LLCPK1 

1. Plate LLCPK1 cells 5x105 cells/well ใน 6 well-plate เลี้ยงในตูบม 24 ชั่วโมงแบง well 
ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขน 10, 20 ไมโครโมลาร 
และเซลลไดรับสารจากวานชักมดลูกเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา  
2 ชั่วโมง  

2. เม่ือครบเวลา ปน plate ดวยเคร่ือง centrifuge ที ่800xg ดูด media ท้ิง ลางดวย PBS 

3. ทําใหเซลลแตกดวย glutathione buffer (เย็น) บมเปนเวลา 10 นาที 
4. เติม 5% SSA 20 μl, ผสมและ centrifuge ท่ี 8000xg เปนเวลา 10 นาที 
5. ดูด supernatant  เก็บที่ -75 องศาเซลเซยีสเพื่อวิเคราะหระดับ glutathione 
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6. ตรวจระดบั glutathione โดยใชชุดทดสอบ Glutathione Colorimetric Detection Kit  โดย
อาศัยหลักการ glutathione recycling system โดย DTNB และ glutathione reductase 

 

          
 
 
  

การวเิคราะหผลทางสถิติ และการแปรผล (Statistical analysis) 

 ผลการวจิัยแสดงดวยคา mean ± SEM โดยขอมูลแตละกลุมจะทําการวิเคราะหคาความ
แปร ปรวนดวย One-way ANOVA แลวทําการตรวจสอบระดบัความแตกตางระหวางกลุมตอไป
ดวยระดับความเชื่อม่ันที ่95% 
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ผลการทดลอง 
(RESULTS) 

 

สารจากวานชักมดลูกที่ไดนํามาศึกษาวิจัยในชวงนี้ คือ #91: (5-hydroxy-7-(4- 
hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-heptene) และ #92: (7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-
phenyl-(1E)-1-heptene)  มีโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 4  

 

 
รูปท่ี 4 แสดงโครงสรางของ Compound I หรือ  #91: (5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-

phenyl-(1E)-1-heptene) และ Compound II หรือ  #92: (7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-
phenyl-(1E)-1-heptene) 

 

• ขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล LLCPK1 โดยใช MTT 
และ LDH assay 
เม่ือ Plate เซลล 2.5x104 cell/well ใน 96-well plate  โดยแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุม

และกลุมที่สัมผัสกับแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 
และ 60 ไมโครโมลาร ระยะเวลาสัมผัสแตกตางกันไปตั้งแต 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ชั่วโมง  เม่ือครบ
เวลา นํามาเติมสารละลาย MTT และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําใหเซลลแตก และ
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm เพื่อหาความเขมขนและเวลาการสัมผัสที่เหมาะสมของ
แคดเมียมซ่ึงทําใหเกิดพิษตอเซลลและทําใหเซลลตาย  พบวา ขนาดของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพืษ
ตอเซลลที่เหมาะสมอยูในชวง 10-30    ไมโครโมลาร โดยเปนขนาดที่ทําให cell viability ลดลง 
50% เม่ือเทียบกับกลุมเซลลควบคุมที่ไมไดรับการสัมผัสกับแคดเมียม และระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 
18 ชั่วโมง  
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สําหรับ LDH assay ทําการ plate เซลลและใหสัมผัสกับแคดเมียมตามที่ระบุขางตน  เม่ือ
ครบเวลาปน plate ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 800xg เพื่อเก็บสารน้ําเหนือเซลล (supernatant) มา
ทําปฏิกิริยากับ pyruvate และ NADH ผลจากปฏิกิริยาจะได  NAD+ วัดการเปลี่ยนแปลงไดจากคา 
OD ที่ 340 nm หา activity ของ LDH และคิดเปน % release เม่ือเทียบกับเซลลปกติจํานาวน 
2.5x104 cell/well ท่ีถูกทําใหแตกหมดดวย 0.1% Triton X 100  พบวา ขนาดที่เหมาะสมของ
แคดเมียมอยูในชวง 20-30 ไมโครโมลาร โดยเปนขนาดที่ทําให LDH leakage release 50% เม่ือ
เทียบกับกลุมเซลลควบคุมท่ีไมไดรับการสัมผัสกับแคดเมียม และระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 18 
ชั่วโมง (รูปที่ 5) 
 

 
 

 รูปท่ี 5 แสดง dose-response curve ของ แคดเมียมเปรียบเทยีบระหวาง % cell viability 
และ % LDH leakage release ใน LLCPK1 cells 
 

• ผลของสารจากวานชักมดลกูในการปองกนัพษิของแคดเมียมตอเซลล LLCPK1 
 เม่ือใหเซลลสัมผัสกับสารจากวานชักมดลูกความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร 1 ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมขนาด 10 ไมโครโมลาร  หลังจากนั้น 18 ชั่วโมงเติม
สารละลาย MTT และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําใหเซลลแตก และนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 540 nm เพื่อหา % cell viability  ผลการทดสอบพบวา สารจากวานชักมดลูก #91 
และ #92 ขนาด 10 ไมโครกรัมตอลิตร สามารถปองกันความเปนพิษตอเซลล LLCPK1 ของ
แคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ไดโดยเพิ่ม % cell viability เทากับกลุมควบคุมที่ไมได
รับแคดเมียม (รูปท่ี 6) และ #92 ที่ขนาด 1 ไมโครกรัมตอลิตร ลดความเปนพิษของแคดเมียมที่
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ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เม่ือใชแคดเมียมความเขมขน  20 และ 30 ไมโครโมลาร พบวาสาร
จากวานชักมดลูก #92 ที่ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดความเปน
พิษของแคดเมียมความเขมขน 20 และ 30 ไมโครโมลาร ตอเซลล LLCPK1 ไดโดยเพิ่ม % cell 
viability เม่ือเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว ในขณะที่  #91 ไมมีผลลดความเปน
พิษของแคดเมียมในขนาด 20 และ 30 ไมโครโมลาร และมีแนวโนมวาอาจจะเพิ่มความเปนพิษ (รูป
ท่ี 7, 8) 

 
 

      
 

 รูปท่ี 6 แสดงผลของสารสกดัจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม
ตอมลิลิลติร) ตอการเกดิพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เม่ือเทียบกบักลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรบัแคดเมียมอยางเดียว โดยใช  MTT assay เพื่อ
วัด % cell viability. 
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 รูปท่ี 7 แสดงผลของสารสกดัจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม
ตอมลิลิลติร) ตอการเกิดพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร เม่ือเทียบกบักลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรบัแคดเมียมอยางเดียว โดยใช  MTT assay เพื่อ
วัด % cell viability. 

 
 

 รูปท่ี 8 แสดงผลของสารสกดัจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม
ตอมลิลิลติร) ตอการเกิดพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 30 ไมโครโมลาร เม่ือเทียบกบักลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทยีบกับกลุมเซลลท่ีไดรบัแคดเมียมอยางเดียว โดยใช MTT assay เพื่อวัด 
% cell viability. 
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 เม่ือใหเซลลสมัผัสกับสารจากวานชักมดลูกความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลติร 1 ชั่วโมงกอนใหสมัผัสกับแคดเมียมขนาด 10 ไมโครโมลาร หลังจากนัน้ 18 ชั่วโมง ปน 
plate ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 800xg เพือ่เก็บสารน้ําเหนือเซลล (supernatant) มาทําปฏิกิริยากับ 
pyruvate และ NADH ผลจากปฏิกิริยาจะได  NAD+ วัดการเปลีย่นแปลงไดจากคา OD ท่ี 340 nm  
พบวา สารจากวานชักมดลกู #91 ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร สามารถลดความเปน
พษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ตอเซลล LLCPK1 ไดโดยลด % LDH leakage 
release เม่ือเทียบกับกลุมท่ีไดรับแคดเมียมอยางเดียว ในขณะที ่ #91 ที่ความเขมขน 0.1 และ 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลติร มีแนวโนมเพิ่ม % LDH leakage release (รูปท่ี 9) 

สารจากวานชกัมดลูก #92 ท่ีความเขมขน 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร สามารถ
ปองกันความเปนพษิของแคดเมียมความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ตอเซลล LLCPK1 ไดโดยลด % 
LDH leakage release ในขณะที่ #92 ที่ความเขมขน 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร มีแนวโนมเพิม่ % 
LDH leakage release 

เม่ือเพิ่มความเขมขนของแคดเมียมเปน 20 ไมโครโมลาร พบวา #91 เพิ่ม LDH leakage 
release สวน #92 ท่ีความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร สามารถปองกันและลด
ความเปนพษิของแคดเมียมท่ีความเขมขน 20 ไมโครโมลาร ตอเซลล LLCPK1 ไดโดย  ลด % LDH 
leakage release ลงมาเม่ือเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรบัแคดเมียมความเขมขน 20 ไมโครโมลาร 
อยางเดียว (รปูท่ี 10) และเม่ือใชแคดเมียมความเขมขน 30 ไมโครโมลาร พบวา #91 มีแนวโนม
เพิ่ม % LDH leakage release  ในขณะที่ #92 ที่ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลติร สามารถลดความเปนพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 30 ไมโครโมลาร ตอเซลล LLCPK1 
ไดโดยลด % LDH leakage release ลงมาเมื่อเทียบกบักลุมเซลลท่ีไดรับแคดเมียมความเขมขน 30 
ไมโครโมลาร อยางเดียว (รปูที่ 11)    
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รูปท่ี 9 แสดงผลของสารสกดัจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม

ตอมลิลิลติร) ตอการเกิดพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เม่ือเทียบกบักลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทยีบกับกลุมเซลลท่ีไดรบัแคดเมียมอยางเดียว โดยใช LDH assay เพื่อวัด 
% LDH leakage release. 

 
รูปท่ี 10 แสดงผลของสารสกัดจากวานชกัมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม

ตอมลิลิลติร) ตอการเกิดพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร เม่ือเทียบกบักลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทยีบกับกลุมเซลลท่ีไดรบัแคดเมียมอยางเดียว โดยใช LDH assay เพื่อวัด 
% LDH leakage release. 
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รูปท่ี 11 แสดงผลของสารสกัดจากวานชกัมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม

ตอมลิลิลติร) ตอการเกิดพษิของแคดเมียมที่ความเขมขน 30 ไมโครโมลาร เม่ือเทียบกบักลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทยีบกับกลุมเซลลท่ีไดรบัแคดเมียมอยางเดียว โดยใช LDH assay เพื่อวัด 
% LDH leakage release. 
 

• กลไกของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษจากแคดเมียม ศึกษาโดย Western blot 
analysis  เพื่อหา NF-κB, IκB-α  และ c-Fos 

  Nuclear factor-κB (NF-κB) คือ transcription factor family ที่ควบคุมเกี่ยวกับ cell 
function ตางๆ ในภาวะปกติ NF-κB อยูในไซโตซอล สวนใหญประกอบดวย p50 และ p65 
subunits รวมอยูกับ inhibitory of kappa B (IκB) การถูกกระตุนจะทําใหเกิด phosphorylation ของ 
IκB โดย IκB kinase (IKK) และเกิดการปลอย NF-κB เขาสูนิวเคลียส ไปจับกับ consensus 
sequence และเร่ิมตน transcription ของ gene ตางๆ  

เพื่อศึกษาวาการเกิดพิษของแคดเมียมและ/หรือฤทธิ์ในการปองกันพิษของสารจาก
วานชักมดลูก มีความเกี่ยวของกับ NF-κB pathway หรือไม   plate LLCPK1 5x105 ใน 6-well 
plate แบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมท่ีสัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขน 10, 20 และ 30 
ไมโครโมลาร และเซลลไดรับสารจากวานชักมดลูกเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปน
เวลา 1, 2, 4, 6 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ปน plate ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 800xg ดูด media ท้ิง ลาง
ดวย Phosphate buffer saline (PBS) ทําใหเซลลแตกโดยใช lysis buffer แยกสวนไซโตซอลและ

นิวเคลียส  ไซโตซอลใชสําหรับแยกโปรตีนเพื่อวิเคราะหหา IκBα สวนของนิวเคลียสใชสําหรับแยก
โปรตีนเพื่อวิเคราะหหา    NF-κB แยกโปรตีนในแตละตัวอยาง (50 ไมโครกรัม) ดวย 10% SDS-
PAGE ภายใตกระแสไฟฟา ความตางศักย 100 โวลท ประมาณ 2 ชั่วโมง  Transfer โปรตีนที่ถูก
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แยกจาก gel มาที่ PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟา 150 mA.  Block membrane ดวย 5% 
nonfat milk ใน Tris-buffered saline (TBS) ที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง  ครบเวลาลางดวย Tris-
buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที  incubate กับ primary antibody ที่

จําเพาะตอ NF-κB หรือ  IκB-α หรือ β-actin ใน 5% nonfat milk TBS เปนเวลามากกวา 18 
ชั่วโมง หรือ overnight ที่ 4° C ลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ัง  
incubate กับ secondary antibody ใน 5% nonfat milk TBS ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
ลางดวย TBS-T 3 คร้ัง incubate กับ SuperSignal West Pico Substrate เปนเวลา 5 นาที  

ประกบกับฟลมใน film cassette  ถามีโปรตีนของ NF-κB หรือ IκB-α หรือ β-actin อยูในตัวอยาง
เซลลท่ีนํามาทดสอบ ก็จะปรากฎเปนแถบใหเห็นชัดเจนซึ่งสามารถวัดคาความหนาแนนไดดวย 
densitometer  จากการทดลองพบวาสารจากวานชักมดลูก #92 ในความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร มีแนวโนมปองกันพิษจากแคดเมียมที่ความเขมขน 10 และ 20 ไมโครโมลาร เม่ือสัมผัสกับ

แคดเมียมเปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยที่ไซโตซอล #92 ทําใหแถบโปรตีนของ IκBα  เพิ่มขึ้นเม่ือเทียบ
กับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว  และท่ีนิวเคลียส #92   ทําใหแถบโปรตีนของ NF-κB  
ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว แสดงใหเห็นวากลไกการเกิดพิษตอเซลล 
LLCPK1 ของแคดเมียมและกลไกการปองกันพิษของสารจากวานชักมดลูกมีแนวโนมวาจะเกิดผาน 

IκB-α, NF-κB pathway 
c-Fos  เปนโปรตีนที่ถอดรหัสมาจาก c-fos gene  สมาชิกของ immediate early 

genes. c-Fos เปนองคประกอบของ transcription factor AP-1 ซ่ึงทําหนาที่ควบคุมกระบวนการ
ภายในเซลล ไดแกการแบงตัวและ apoptosis  และเพื่อศึกษาวาการเกิดพิษของแคดเมียมและ/หรือ
ฤทธิ์ในการปองกันพิษของสารจากวานชักมดลูก มีความเกี่ยวของกับการเกิด apoptosis หรือไม  
plate LLCPK1 5x105 ใน 6-well plate แบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสกับ
แคดเมียมที่ความเขมขน 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร และเซลลไดรับสารจากวานชักมดลูกเปน
เวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 1, 2, 4, 6 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ปน plate ดวย
เครื่อง centrifuge ที่ 800xg ดูด media ท้ิง ลางดวย PBS ทําใหเซลลแตกโดยใช RIPA lysis buffer  
ใหได whole cell lysate  สําหรับแยกโปรตีนเพื่อวิเคราะหหา c-Fos 

พบวาเวลาที่เหมาะสมท่ีใหผลของแถบโปรตีนชัดเจนที่สุด คือ 2 ชั่วโมง และเมื่อ

นํามาเปรียบเทียบกับผลที่เปนแถบโปรตีนของ IκB-α และ NF-κB  ปรากฏดังรูปที่ 12 
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 รูปท่ี 12 แสดงแถบโปรตีนของ IκB-α, NF-κB  และ c-Fos  ที่เปนผลจากการ pretreatment 
LLCPK1 cells ดวยสารสกัดวานชักมดลูก # 91 และ # 92 ขนาด 1, 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กอน
ไดรับแคดเมียม 20 ไมโครโมลาร เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารใดเลยและที่ไดรับ
แคดเมียมอยางเดียว 
 

• ขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล Jurkat cell line โดย
ใช MTT assay 

Plate  Jurkat T cells ใน 96-well plate ดวยจํานวนเซลลท่ีเหมาะสมที่ไดจาก 
Standard curve คือ 1x105 cell/well โดยแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมท่ีสัมผัสกับ
แคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,50 และ 60 ไมโครโมลาร 
ระยะเวลาสัมผัสแตกตางกันไปตั้งแต 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลา เติม MTT 
solution (5 mg/ml) 20 ไมโครลิตร และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ปน plate ดวยเคร่ือง 
centrifugation ที่ 800xg ดูดสวน supernatant ออกทําใหเซลลแตกดวยการเติม 100% DMSO 200 
ไมโครลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm คํานวณหา % cell viability พบวา ขนาดของ
แคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลลที่เหมาะสมอยูในชวง 5-10 ไมโครโมลาร โดยเปนขนาดที่ทําให 
cell viability ลดลง 50% เม่ือเทียบกับกลุมเซลลควบคุมที่ไมไดรับการสัมผัสกับแคดเมียม และ
ระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 18 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 13 แสดง dose-response curve ของ แคดเมียมตอ  % cell viability Jurkat T cells 

 
 

• ขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล U937 cell line โดย
ใช MTT assay 

Plate  U937 cells ใน 96-well plate ดวยจํานวนเซลลท่ีเหมาะสมที่ไดจาก 
Standard curve คือ 1x105 cell/well โดยแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมท่ีสัมผัสกับ
แคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,50 และ 60 ไมโครโมลาร 
ระยะเวลาสัมผัสแตกตางกันไปตั้งแต 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ชั่วโมง  เม่ือครบเวลา เติม MTT 
solution (5 mg/ml) 20 ไมโครลิตร และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ปน plate ดวยเคร่ือง 
centrifugation ที่ 800xg ดูดสวน supernatant ออกทําใหเซลลแตกดวยการเติม 100% DMSO 200 
ไมโครลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm คํานวณหา % cell viability พบวา ขนาดของ
แคดเมียมท่ีทําใหเกิดพิษตอเซลลท่ีเหมาะสมอยูในชวง 20-30 ไมโครโมลาร โดยเปนขนาดที่ทําให 
cell viability ลดลง 50% เม่ือเทียบกับกลุมเซลลควบคุมที่ไมไดรับการสัมผัสกับแคดเมียม และ
ระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 18 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 14 แสดง dose-response curve ของ แคดเมียมตอ  % cell viability U937 cells 
 
 

6. ผลของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพษิของแคดเมียมตอ  Jurkat T cells 
  เม่ือใหเซลลสัมผัสกับสารจากวานชักมดลูกความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร 1 ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมขนาด 5 และ 10 ไมโครโมลาร  หลังจากนั้น 18 
ชั่วโมงเติมสารละลาย MTT และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําใหเซลลแตก และนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm เพื่อหา % cell viability  ผลการทดสอบพบวา ท้ังสารจากวานชัก
มดลูก #91 และ #92 ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมสามารถปองกันความ
เปนพิษตอ Jurkat T cells ของแคดเมียมท่ีความเขมขน 5 , 10 ไมโครโมลาร ได   
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 รูปท่ี 15 แสดงผลของสารสกัดจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร) ตอการเกิดพิษของแคดเมียมที่ความเขมขน 5 ไมโครโมลารใน Jurkat T cells  เม่ือ
เทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว โดย
ใช MTT assay เพื่อวัด % cell viability. 

 

 
 รูปท่ี 16 แสดงผลของสารสกัดจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร) ตอการเกิดพิษของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลารใน Jurkat T cells  เม่ือ
เทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับสารใดเลย และเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว โดย
ใช MTT assay เพื่อวัด % cell viability. 
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• ผลของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษของแคดเมียมตอ  U937 cells 
เม่ือใหเซลลสัมผัสกับสารจากวานชักมดลูกความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร 1 ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมขนาด 10 ไมโครโมลาร  หลังจากนั้น 18 ชั่วโมง
เติมสารละลาย MTT และบมในตูบมเชื้อตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําใหเซลลแตก และนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 540 nm เพ่ือหา % cell viability  ผลการทดสอบพบวา ทั้งสารจากวานชักมดลูก #91 
และ #92 ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมสามารถปองกันความเปนพิษตอ  
U937 cells ของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 (รูปที่ 17), 20 หรือ 30 ไมโครโมลาร ได   

 

 
 รูปท่ี 17 แสดงผลของสารสกัดจากวานชักมดลูกท่ีความเขมขนตางๆ (0.1, 1, 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร) ตอการเกิดพิษของแคดเมียมที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลารใน U937 cells  เม่ือเทียบ
กับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารใดเลย และเทียบกับกลุมเซลลท่ีไดรับแคดเมียมอยางเดียว โดยใช 
MTT assay เพื่อวัด % cell viability. 

 

• ผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักมดลูกตอการหลั่ง cytokine   
IL-2 โดยใช Jurkat T cells 

Plate cells จํานวน 5x105 cells/well ใน 24-well plate incubate 24 ชั่วโมง เติม
สารละลายแคดเมียมท่ีความเขมขน 10, 20, 30 ไมโครโมลาร กอนการกระตุนดวย Phorbol 
myristate acetate (PMA) 25 ng/ml และ ionomycin 500 ng/ml  โดยที่ในแตละ plate มีภาวะ
ควบคุมที่มีเซลลปกติ และภาวะที่มีเฉพาะตัวกระตุนแตไมมีแคดเมียม เพื่อเปรียบเทียบผล เม่ือครบ
กําหนดเวลา 24 ชั่วโมง นํา plate มาปนเพื่อใหสามารถเก็บน้ําเหนือเซลล (supernatant) ซ่ึงมี



31 
 
อาหารเลี้ยงเซลลปนอยูกับสิ่งคัดหลั่งจากเซลล   แลวนําตัวอยางที่เก็บนี้มาแชแข็งที่อุณหภูมิ  - 75 
องศาเซลเซียส  ตรวจสอบผลดวยชุดตรวจ ELISA ของ cytokine IL-2   พบวาแคดเมียมทุกความ
เขมขนมีผลลดการหลั่ง IL-2 จาก Jurkat T cells ที่ถูกกระตุน (รูปที่ 18)  และเม่ือทําการทดลองโดย 
Pretreatment ดวยสารจากวานชักมดลูก 1 ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมแลวจึงทําการกระตุน
ดวย PMA 25 ng/ml และ ionomycin 500 ng/ml  พบวา สารวานชักมดลูก # 92 ท่ี 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร  เพิ่มการหลั่ง IL-2  จาก Jurkat T cells ท่ีสัมผัสกับแคดเมียม 10 และ 20 ไมโครโมลาร 
กอนถูกกระตุน (รูปที่ 19) 

 

 
 

 รูปท่ี 18 แสดงผลของแคดเมียมขนาด 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร ตอการหลั่ง IL-2 จาก  
Jurkat T cells ท่ีถูกกระตุนดวย PMA 25 ng/ml และ ionomycin 500 ng/ml  เปรียบเทียบกับกลุม
เซลลที่ไดรับสารกระตุนแตไมไดรับแคดเมียม  และกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารใดเลย 
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 รูปท่ี 19  แสดงผลจากการ pretreatment ดวย # 92 ขนาด 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กอน
การสัมผัสกับแคดเมียมขนาด 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร  ตอการหลั่ง IL-2 จาก  Jurkat T cells ที่
ถูกกระตุนดวย PMA 25 ng/ml และ ionomycin 500 ng/ml  เปรียบเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับสาร
กระตุนและไมได/ไดรับแคดเมียม  และกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารใดเลย 

 

• ผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักมดลูกตอการหลั่ง cytokine  
TNF-α โดยใช U937 cells 

Plate cells จํานวน 1x105 cells/well ใน 24-well plate incubate 24 ชั่วโมง เติม
สารละลายแคดเมียมที่ความเขมขน 10, 20, 30 ไมโครโมลาร กอนการกระตุนดวย PMA) 25 ng/ml  
โดยท่ีในแตละ plate มีภาวะควบคุมที่มีเซลลปกติ และภาวะที่มีเฉพาะตัวกระตุนแตไมมีแคดเมียม 
เพื่อเปรียบเทียบผล    เม่ือครบกําหนดเวลา 24 ชั่วโมง นํา plate มาปนเพื่อใหสามารถเก็บน้ําเหนือ
เซลล (supernatant) ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลลปนอยูกับสิ่งคัดหลั่งจากเซลล  ตรวจสอบผลดวยชุด
ตรวจ ELISA ของ TNF-α พบวาแคดเมียมทุกความเขมขนมีผลลดการหลั่ง TNF-α จาก U937 
cells ท่ีถูกกระตุนดวย PMA  และเม่ือทําการทดลองโดย Pretreatment ดวยสารจากวานชักมดลูก 1 
ชั่วโมงกอนใหสัมผัสกับแคดเมียมแลวจึงทําการกระตุนดวย PMA 25 ng/ml  พบวา สารวานชัก
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มดลูก # 92 ที่ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ลดการหลั่ง TNF-α จาก U937 cells ที่สัมผัสกับ
แคดเมียม 10 และ 20 ไมโครโมลาร กอนถูกกระตุน  

 
 

 
 รูปท่ี 20 แสดงผลของแคดเมียมขนาด 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร ตอการหลั่ง TNF-α 
จาก  U937  cells เปรียบเทียบกับกลุมเซลลท่ีไดรับการกระตุนดวย PMA 25 ng/ml และกลุมควบคุม
ท่ีไมไดรับสารใดเลย 
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          รูปท่ี 21  แสดงผลจากการ pretreatment ดวย #91 & # 92 ขนาด 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

กอนการสัมผัสกับแคดเมียมขนาด 10, 20 และ 30 ไมโครโมลาร  ตอการหลั่ง TNF-α  จาก  U937 
cells ท่ีถูกกระตุนดวย PMA 25 ng/ml เปรียบเทียบกับกลุมเซลลท่ีไดรับสารกระตุนแตไมไดรับ
แคดเมียม  และกลุมควบคุมท่ีไมไดรับสารใดเลย 
 

• กลไกของสารจากวานชักมดลูกในการปองกันพิษจากแคดเมียม ศึกษาโดย Western blot 
analysis  เพื่อหา NF-κB, IκB-α  จาก Jurkat และ U937 cells 

เพื่อศึกษาวาการเกิดพิษของแคดเมียมและ/หรือฤทธิ์ในการปองกันพิษของสารจาก
วานชักมดลูก มีความเกี่ยวของกับ NF-κB pathway หรือไม ทําโดย plate Jurkat หรือ U937 cells 
ใน 6-well plate แบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมท่ีสัมผัสกับแคดเมียมที่ความเขมขน 10, 
20 และ 30 ไมโครโมลาร และเซลลไดรับสารจากวานชักมดลูกเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับ
แคดเมียมเปนเวลา 2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ปน plate ดวยเคร่ือง centrifuge ที่ 800xg ดูด media 
ท้ิง ลางดวย PBS ทําใหเซลลแตกโดยใช lysis buffer แยกสวนไซโตซอลและนิวเคลียส  ไซโตซอล
ใชสําหรับแยกโปรตีนเพื่อวิเคราะหหา IκBα สวนของนิวเคลียสใชสําหรับแยกโปรตีนเพื่อวิเคราะห
หา NF-κB แยกโปรตีนในแตละตัวอยาง (50 ไมโครกรัม) ดวย 10% SDS-PAGE ภายใต
กระแสไฟฟา ความตางศักย 100 โวลท ประมาณ 2 ชั่วโมง  Transfer โปรตีนที่ถูกแยกจาก gel มา
ท่ี PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟา 150 mA.  Block membrane ดวย 5% nonfat milk ใน 
Tris-buffered saline (TBS) ที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง  ครบเวลาลางดวย Tris-buffered saline-
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0.1% Tween (TBS-T) 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที  incubate กับ primary antibody ที่จําเพาะตอ NF-κB 
หรือ  IκB-α หรือ β-actin ใน 5% nonfat milk TBS เปนเวลามากกวา 18 ชั่วโมง หรือ overnight 
ท่ี 4° C ลางดวย Tris-buffered saline-0.1% Tween (TBS-T) 3 ครั้ง  incubate กับ secondary 
antibody ใน 5% nonfat milk TBS ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย TBS-T 3 คร้ัง 
incubate กับ SuperSignal West Pico Substrate เปนเวลา 5 นาที  ประกบกับฟลมใน film 
cassette  ถามีโปรตีนของ NF-κB หรือ IκB-α หรือ β-actin อยูในตัวอยางเซลลที่นํามาทดสอบ  
จากการทดลองพบวาผลจากเซลลตัวอยางทั้ง Jurkat และ U937 cells เปนไปในทํานองเดียวกัน 
และใกลเคียงกับท่ีพบในเซลล LLCPK1 ดังน้ี คือ สารจากวานชักมดลูก #92 ในความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีแนวโนมปองกันพิษจากแคดเมียมที่ความเขมขน 10 และ 20 ไมโครโมลาร 
เม่ือสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยที่ไซโตซอล #92 ทําใหแถบโปรตีนของ IκBα  
เพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมเซลลท่ีไดรับแคดเมียมอยางเดียว  และท่ีนิวเคลียส #92  ทําใหแถบโปรตีน
ของ NF-κB  ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมเซลลที่ไดรับแคดเมียมอยางเดียว แสดงใหเห็นวากลไกการเกิด
พิษตอเซลล Jurkat และ U937 ของแคดเมียมและกลไกการปองกันพิษของสารจากวานชักมดลูกมี
แนวโนมวาจะเกิดผาน IκB-α, NF-κB pathway 
 

            
 

 รูปท่ี 22 แสดงแถบโปรตีนของ NF-κB  และ IκB-α ที่เปนผลจากการ pretreatment  Jurkat 
T  cells ดวยสารสกัดวานชักมดลูก # 91 และ # 92 ขนาด 1, 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กอนไดรับ
แคดเมียม 20 ไมโครโมลาร เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารใดเลยและที่ไดรับแคดเมียม
อยางเดียว 
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รูปท่ี 23 แสดงแถบโปรตีนของ NF-κB  และ IκB-α ที่เปนผลจากการ pretreatment  U937  
cells ดวยสารสกัดวานชักมดลูก # 91 และ # 92 ขนาด 1, 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กอนไดรับ
แคดเมียม 20 ไมโครโมลาร เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารใดเลยและที่ไดรับแคดเมียม
อยางเดียว 

 

• ผลของแคดเมียมและฤทธิ์ในการปองกันของสารจากวานชักลูกตอการหลั่ง cytokine   
TNF-α เม่ือเลี้ยง LLCPK1 cells รวมกับ Jurkat T cells, หรือ รวมกับ U937 cells  

 
จากการทดสอบหาแถบโปรตีน TNF-α ในขั้นตอนนี้ไมเห็นแถบโปรตีนเลยจากทุก

ตัวอยาง ประกอบกับในระยะถัดมา U937 และ Jurkat cells  มีปญหาเรื่องการเจริญเติบโต ดังนั้นจึง
ไมสามารถทําการทดสอบตอไปได 
 

• ผลของสารจากวานชักมดลกูในการปองกนัพษิของแคดเมียมท่ีมีตอระดับ glutathione ใน 
LLCPK1 cells 

เพื่อศึกษาวาการเกิดพิษของแคดเมียมตอ LLCPK1 cells มีความเกี่ยวของกับการลด
ระดับของ glutathione ภายในเซลล และสารจากวานชักมดลูกสามารถลดการเกิดพิษไดโดยมี
กลไกผานการเพิ่มระดับของ glutathione  ทําการศึกษาโดย Plate LLCPK1 cells 5x105 cells/well 
ใน 6 well-plate เลี้ยงในตูบม 24 ชั่วโมงแบง well ตางๆ เปนกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสกับ
แคดเมียมที่ความเขมขน 10, 20 ไมโครโมลาร และเซลลไดรับสารจากวานชักมดลูกเปนเวลา 1 
ชั่วโมง กอนสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา  2 ชั่วโมง ปรากฏวาการใหสาร #92 กอนไดรับแคดเมียม
ระดับ glutathione จะสูงกวาเทียบกับเม่ือไดรับแคดเมียมอยางเดียว ดังแสดงในตารางที่ 1&2  
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ตารางท่ี 1 ผลของสารจากวานชักมดลูกตอระดับของ glutathione ใน LLCPK1 cells เม่ือไดรับ
พษิจากแคดเมียม 10 ไมโครโมลาร เปนเวลา 2 ชั่วโมง (n=3) 

 
Treatment Glutathione (GSH) µg/µg protein 

Control 11.00 ± 1.5 
Cd 10 µM 5.02 ± 0.5 

(091) 0.1 µg/m +  Cd 10 µM  4.11± 4.0  
(091)   1 µg/m +  Cd 10 µM 5.08 ± 3.2 
(091)  10 µg/m +  Cd 10 µM 6.11 ± 3.4 
(092) 0.1 µg/m +  Cd 10 µM  7.16 ± 1.2  
(092)   1 µg/m +  Cd 10 µM 9.81 ± 2.9. 
(092)  10 µg/m +  Cd 10 µM 10.18 ± 2.4 

 
 

ตารางท่ี 2 ผลของสารจากวานชักมดลูกตอระดับของ glutathione ใน LLCPK1 cells เม่ือไดรับ
พษิจากแคดเมียม 20 ไมโครโมลาร เปนเวลา 2 ชั่วโมง (n=3) 

 
Treatment Glutathione (GSH) µg/µg protein 

Control 11.00 ± 1.5 
Cd 20 µM 2.83 ± 2.2 

(091) 0.1 µg/m +  Cd 20 µM  2.41± 5.3  
(091)   1 µg/m +  Cd 20 µM 3.98 ± 4.2 
(091)  10 µg/m +  Cd 20 µM 4.19 ± 2.4 
(092) 0.1 µg/m +  Cd 20 µM  5.96 ± 3.2  
(092)   1 µg/m +  Cd 20 µM 10.31 ± 3.9 
(092)  10 µg/m +  Cd 20 µM 12.18 ± 2.7 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 (CONCLUSION AND DISCUSSION) 

 

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 การวิจัยนี้ มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาบทบาทของสารจากวานชักมดลูกวาสามารถปองกันการเกิด
พิษของแคดเมียมตอไต และตอระบบภูมิคุมกันไดหรือไม และสามารถปองกันการอักเสบของไตที่เกิด
จากแคดเมียมไปมีผลตอเซลลในระบบภูมิคุมกันท่ีทําใหมีการหลั่ง inflammatory cytokine ไดหรือไม  
ในการศึกษาไดใชเซลลที่เปนตัวแทนของเซลลจากทอไตสวนตน (proximal tubule cells) ไดแก  
LLCPK1 cells  เซลลที่เปนตัวแทนของเซลลในระบบภูมิคุมกันท่ีเปนตัวแทนของ T cells ไดแก  Jurkat 
T cells   และเซลลที่เปนตัวแทนของ monocyte ไดแก U937 cells   
 สารจากวานชักมดลูกที่นํามาใช คือ #91: (5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-
heptene) และ #92: (7-(3,4 dihydroxyphenyl)- 5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene) ซึ่งเปนสารพวก 
diarylheptanoids  ผลการศึกษาในสวนของบทบาทในการปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลลไต พบวา 
สารทั้งสองโดยเฉพาะ #92 มีแนวโนมลดหรือปองกันการเกิดพิษของแคดเมียมไดบางสวนโดยทําให 
เปอรเซ็นตการมีชีวิต (cell viability) จากการวิเคราะหผลดวย MTT assay ของเซลลเพิ่มขึ้น และมีผล
ลดหรือปองกันการรั่วของ LDH ออกจากเซลลจากเมื่อเซลลสัมผัสกับแคดเมียมอยางเดียว กลไก
บางสวนมีความเกี่ยวของกับ NF-κB pathway โดยยับย้ัง NF-κB activation ผานการยับยั้ง IκB-α ทํา
ให NF-κB ไมสามารถเคลื่อนเขาสูนิวเคลียสเพื่อจับกับตําแหนงเฉพาะบนสาย DNA ได และการปองกัน
การเกิด apoptosis ผานการยับย้ังการสรางโปรตีน c-Fos ซึ่งเปนองคประกอบของ transcription factor 
AP-1 ท่ีทําหนาที่ควบคุมกระบวนการภายในเซลล ไดแกการแบงตัวและ apoptosis  ในขณะที่สามารถ
ปองกันการลดลงของ glutathione ซึ่งมีบทบาทใน cellular defense ตอภาวะ oxidative stress ภายใน
เซลลหลังจากที่เซลลสัมผัสกับแคดเมียม  ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาสารจากวานชักมดลูกโดยเฉพาะ 
#92 สามารปองกันหรือลดพิษของแคดเมียมตอไตได สวน #91 นั้นผลไมชัดเจน ซึ่งเม่ือพิจารณาจาก
โครงสรางมี –OH group นอยกวา จึงมีคุณสมบัติในการเปน antioxidant นอยกวา 
 ผลการศึกษาในสวนของบทบาทในการปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลลในระบบภูมิคุมกัน
พบวาสารทั้งสองไมสามารถปองกันหรือลดพิษจากแคดเมียมที่ทําใหเซลลตายเม่ือวิเคราะหดวย MTT 
assay และไมลดการรั่วของ LDH ออกนอกเซลลทั้งใน Jurkat T cells และ U937 cells  แตเม่ือศึกษา
ผลตอการหลั่ง cytokine IL-2 จาก Jurkat T cells พบวา #92 ทําใหมีการหลั่งของ cytokine IL-2 เม่ือ
เซลลถูกกระตุนดวย PMA /ionomycin ไดเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับท่ีเซลลไดรับแคดเมียมอยางเดียว   
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ปกติการกระตุน T cells โดยใช PMA และ ionomycin เม่ือเซลลไดรับโลหะหนัก ทําใหทราบวากลไกมี
ความเกี่ยวของกับ tyrosine kinase pathway ซึ่งมีผลตอการปรับ NFAT (nuclear factor activated T 
cell) activity  และเม่ือศึกษาผลตอการหลั่ง cytokine TNF-α จาก U937 cells พบวา ทั้ง #91 และ #92 
ลดการหลั่ง cytokine TNF-α จาก U937 cells ท่ีถูกกระตุนดวย PMA เม่ือเปรียบเทียบกับที่เซลลไดรับ
แคดเมียมอยางเดียว   และเม่ือศึกษาความเกี่ยวของกับ NF-κB pathway พบวาสารยับย้ัง NF-κB 
activation ผานการยับย้ัง IκB-α  ไดเชนเดียวกับ LLCPK1 cells  จึงสามารถสรุปไดวาสารทั้งสองไม
สามารถปองกันพิษของแคดเมียมตอเซลลภูมิคุมกันไดโดยตรง แตมีผลตอการปรับ (modulation ) การ
หลั่ง cytokine ที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของเซลลอื่น ไดแก การเพิ่มการหลั่ง IL-2 จาก T cells 
และปรับการหลั่ง cytokine ที่เกี่ยวของกับการอักเสบ ไดแก การลดการหลั่ง TNF-α จากเซลล 
monocyte จึงนาจะเปนผลดีตอระบบภูมิคุมกันถานํามาใชในการปองกันพิษจากแคดเมียม  อยางไรก็
ตามกลไกการออกฤทธิ์ของสารจากวานชักมดลูกในการมีบทบาทปองกันพิษของแคดเมียมน้ัน นาจะมี
การศึกษาเพิ่มเติมมากขึ้นโดยเฉพาะที่เกี่ยวของกับเซลลในระบบภูมิคุมกัน 
 สําหรับการศึกษาวาสารจากวานชักมดลูกสามารถปองกันการอักเสบของไตที่เกิดจากแคดเมียม
ไปมีผลตอเซลลในระบบภูมิคุมกันที่ทําใหมีการหลั่ง inflammatory cytokine ไดหรือไมจากการเลี้ยง
เซลลไตรวมกับเซลลในระบบภูมิคุมกันนั้น ไมสามารดําเนินการทดลองตอได เนื่องจากเกิดปญหาดังที่
กลาวในวิธีการทดลองแลว   แตจากผลการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารจากวานชักมดลูกในเซลล
ภูมิคุมกันท้ังใน Jurkat T cells และ U937 cells แลวมีผลยับย้ัง NF-κB pathway ซึ่งมีบทบาทเกี่ยวของ
กับการสราง inflammatory cytokine ดวย ดังน้ันจึงอาจคาดไดวาสามารถปองกันการอักเสบของไตที่
เกิดจากแคดเมียมไปมีผลตอเซลลในระบบภูมิคุมกันที่ทําใหมีการหลั่ง inflammatory cytokine ไดดวย 
 

ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

- ศึกษาสารบรสิุทธิจ์ากวานชักมดลูกอื่นๆ ซึ่งมีมากมายหลายชนิด เพิม่เติม 
- ศึกษากลไกในแตละ signaling pathway นอกจาก NF-κB pathway เนื่องจากแคดเมียมมี

กลไกการเกิดพษิตอเซลลไดหลาย pathway  
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ภาคผนวก 
(APPENDIX)   

 
Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว.  

1. ผลงานตพีิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ
ยังไมมีผลงานวิจยัท่ีพิมพ แตกําลังดําเนินการเขียน Manuscript  

    ชื่อเร่ืองและชือ่วารสารนานาชาติท่ีคาดจะตพีิมพได คอื  
1.1 Effect of Curcuma comosa Roxb. on cadmium-induced renal epithelial 

(LLCPK1)   toxicity  เพือ่ตพีิมพในวารสาร Toxicology in Vitro หรือ เทียบเทา 
1.2 Effect of Curcuma comosa Roxb.on cadmium toxicity in immune cells เพือ่

ตพีิมพใน วารสาร International Immunopharmacology หรือเทียบเทา 
 

2. การนําผลงานวิจยัไปใชประโยชน 
2.1  การนําเสนอผลงานแบบโปสเตอร ในงานประชุมนักวจิัยรุนใหมพบเมธีวจิัยอาวุโส  
  สกว. ครั้งท่ี 9 และ 10 

     2.2 เชิงวชิาการ (มีการพฒันาการเรยีนการสอน/สรางนักวิจัยใหม) 
        โดยใชความรูที่ไดจากโครงการวิจยัน้ี มาพฒันาการเรยีนการสอนในวิชา
โครงงานวิจัย 
 ของนิสติระดบัปริญญาตร ีในหัวขอเร่ือง 

• การศึกษาผลของสาร(3R) 1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol 
ในการปองกันพษิของแคดเมียมตอเซลลในระบบภูมิคุมกัน human 
monocytic U937 cells  

• การศึกษาผลของสาร (3R) 1, 7-diphenyl-(4E, 6E)-4,6-heptadiene-
3-ol ในการปองกันพษิของแคดเมียมตอเซลลตับ (human hepatoma, 
HepG2 cells) 
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