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บทคัดยอ 
 ไนตริกออกไซดในปริมาณมากทีถู่กผลิตข้ึนจากเอนไซม inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) มีสวนเกีย่วของกับการเกิดพยาธสิภาพของโรคจากการอักเสบตางๆ สาร N-acetyl-O-
methyldopamine (NAMDA) และอนพุนัธุสามารถยับยั้งแอกติวิตีของเอนไซม iNOS ในการวิจยันี้
ทําการศึกษากลไกระดับโมเลกุลในการยบัยั้งการผลิตไนตริกออกไซดของอนุพนัธุ NAMDA ชนิด
ใหมทีถู่กเลือกมาศึกษา คือ BMC3 BMC12 BMC34 และ BMC41 อนุพนัธุ NAMDA เหลานี้
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ทีถู่กกระตุนดวย LPS ผลของ 
Western-blot และ RT-PCR แสดงใหเหน็วาอนพุันธุ NAMDA ลดการแสดงออกของโปรตีนและ 
mRNA ของ iNOS ซึง่สอดคลองกับการยบัยั้งการผลิตไนตริกออกไซด อนพุันธุ NAMDA เหลานีย้ัง
สามารถเหนี่ยวนาํใหมกีารแสดงออกของโปรตีนและ mRNA ของ heme oxygenase-1 (HO-1) 
ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขนและเวลา สาร BMC41 เปนสารที่มีประสิทธภิาพสูงสุดในการ
ยับยั้ง iNOS สามารถลดการแสดงออกของ iNOS ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขน เปนผลใหมกีาร
ลดไนตริกออกไซดที่ถูกผลิตข้ึนจากเอนไซม iNOS สาร BMC41 ยังยับยั้งการเคล่ือนเขาสู
นิวเคลียสของ nuclear factor-κB (NF-κB) หนวยยอย p65 และลดแอกติวิตีของ iNOS 
promoter นอกจากน้ียงัพบวา tin protoporphyrin IX (SnPP) ที่เปนสารยับยัง้ HO-1 สามารถลด
ความสามารถในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดของ  BMC41 ผลการทดลองที่ไดทั้งหมดแสดง
ใหเหน็วาฤทธ์ิตานการอักเสบของสาร BMC41 ในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย 
LPS โดยยับยัง้การแสดงออกของ iNOS และการผลิตไนตริกออกไซด เกิดโดยกลไกการยับยัง้การ
เคล่ือนเขาสูนวิเคลียสของ NF-κB และการกระตุนเอนไซม HO-1 ดังนั้นสาร BMC41 จงึมี
ศักยภาพในการเปนสารตานอักเสบชนิดใหมที่ใชรักษาโรคจากการอักเสบที่ไนตริกออกไซดมีสวน
รวม 
 
 
คําสําคัญ : แมคโครฝาจ, ไนตริกออกไซด, inducible nitric oxide synthase, heme oxygenase-
1, NAMDA 
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Abstract 
High amount of nitric oxide (NO) produced by inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) appears to be involved in pathogenesis of various inflammatory diseases.        
N-acetyl-O-methyldopamine (NAMDA) and its derivatives have been shown to inhibit 
iNOS activity. In this study, we evaluated the molecular mechanism underlying the 
inhibition of NO production of BMC3, BMC12, BMC34 and BMC41, selected newly 
synthesized NAMDA derivatives. All of selected NAMDA derivatives suppressed 
strikingly NO production in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophage cells. Western-blot 
and RT-PCR data showed that down-regulation of iNOS protein and mRNA expression 
was coincident with inhibition of NO production. Interestingly, all of selected NAMDA 
derivatives induced the expression of heme oxygenase-1 (HO-1) mRNA and protein in a 
concentration- and a time-dependent manner. One of selected NAMDA derivatives, 
BMC41, the most potent iNOS inhibitor, suppressed the expression of iNOS in a dose-
dependent manner resulting in the reduction of iNOS-derived NO formation. BMC41 also 
inhibited nuclear translocation of nuclear factor-κB p65 (NF-κB) and decreased LPS-
stimulated iNOS promoter activity. Furthermore, the inhibitory effect on NO production of 
BMC41 was significantly reversed by a HO-1 inhibitor, tin protoporphyrin IX (SnPP). 
Taken together, these results suggest that BMC41 compound has anti-inflammatory 
effect in LPS-treated macrophages by inhibition of iNOS expression and NO production 
via mechanisms involving suppression of the NF-κB nuclear translocation and the 
activation of HO-1. Thus, BMC41 compound has potential to be used as a novel agent 
for the treatment of NO-related inflammatory diseases. 
 
 
Keywords: inducible nitric oxide synthase, heme oxygenase-1, macrophage, NAMDA, 
nitric oxide.  
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Executive Summary 
 
1.ความสําคัญและที่มาของปญหา 

ไนตริกออกไซดเปนอนุมูลอิสระที่ถูกผลิตข้ึนจากการเปล่ียน L-arginine ไดเปน L-
citrulline โดยเอนไซม nitric oxide synthase (NOS; EC 1.14.13.39) ในปจจุบนัพบวา NOS มี 3 
isoform ไดแก neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS) และinducible NOS (iNOS) 
โดยที่ nNOS และ eNOS เปน constitutive form ในขณะที่ iNOS เปน inducible form การเรง
ปฏิกิริยาของ NOS ตองการโคแฟคเตอร เชน nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADPH), flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), calmodulin 
(CaM), tetrahydrobiopterin (BH4) และฮีม (Alderton, 2001) transcription factor ที่สําคัญและ

ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของ iNOS เมื่อถูกกระตุนดวย LPS ในเซลล คือ NF- B ในสภาวะ

ปกติที่เซลลไมถูกกระตุน NF- B จะถกูจับโดย IB และอยูในไซโตซอล เมื่อเซลลถูกกระตุนจะมี

การสงสัญญาณใหมีการสลาย IB สงผลให NF- B เกิด translocation เขาสูนิวเคลียสเพือ่
กระตุนการแสดงออกของยีน iNOS  

ไนตริกออกไซดมีหนาทีเ่กี่ยวของกับกระบวนการตางๆ ในรางกาย เชน การสื่อสัญญาณ
ประสาท (neurotransmission) ควบคุมความดันโลหติโดยทําใหหลอดเลือดขยายตัว (vascular 
relaxation) ปองกันการเกาะตัวของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) และการจับของเม็ดเลือด
ขาว (leukocyte adhesion) รวมทัง้ยังเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity ในการ
กําจัดจุลชีพทีบุ่กรุกโดยเซลลแมคโครฝาจ (Coleman, 2001) ไนตริกออกไซดที่สรางในเซลลแมค
โครฝาจนี้ ถกูผลิตโดยเอนไซม iNOS ซึ่งถกูกระตุนการแสดงออกของยีนเมื่อมีการสัมผัสกบั 
cytokine endotoxin หรือ lipopolysaccharide (LPS) จากแบคทีเรีย ถงึแมวาไนตริกออกไซดจะมี
หนาทีเ่กี่ยวของกับการกําจัดจุลชีพที่รุกรานรางกายมนษุย แตไนตริกออกไซดที่ถูกผลิตข้ึนใน
ปริมาณที่มากเกินไปจาก iNOS ถูกพบวามีสวนรวมในการเกิดการอักเสบและนาํไปสูอาการของ
โรคตางๆ เชน ภาวะช็อคจากการติดเช้ืออยางรุนแรง (septic shock) การปฏิเสธของเนื้อเยื่อในการ
ปลูกถายอวัยวะ โรคสมองเส่ือม เชน โรคอัลไซเมอร (Alzheimer disease) โรคพารกนิสัน 
(Parkinson disease) โรคมะเร็ง โรคไขขออักเสบรูมาตอยด โรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว และ 
ischemia/reperfusion injury (Wright, 1992; Dorheim, 1994; Grisham, 1999; Coleman, 
2001; Cross และ Wilson, 2003; Guzik, 2003; Latham, 2005) โดยไนตริกออกไซดทําหนาที่
เปน inflammatory mediator ที่สําคัญซึ่งถูกผลิตข้ึนโดยเซลลแมคโครฝาจ การยับยั้งการผลิตไนตริ
กออกไซดที่มากเกินไปนีน้าจะชวยรักษาโรคตางๆนี้ได วธิีการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดมีหลาย
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วิธี เชน การใชตัวยับยัง้เอนไซม iNOS (iNOS inhibitor)  การยับยั้งการแสดงออกของเอนไซม 
iNOS หรือยีนสําหรับสรางโคแฟคเตอร รวมทัง้การกระตุนเอนไซม anti-inflammatory เชน heme 
oxygenase-1 (HO-1) ในปจจุบันมีความพยายามในการคนหาโมเลกุลสารจากธรรมชาติและจาก
การสังเคราะหที่สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด เพือ่นําไปสูการผลิตยาตานการอักเสบตอไป 

HO-1 (EC 1.14.99.3) เปนเอนไซมที่ยอยสลายกลุมฮีมไดผลผลิตเปนเหล็ก (Fe2+) 
คารบอน มอนอกไซด (CO) และ biliverdin ซึ่งถุกเปล่ียนตอเปน bilirubin โดยเอนไซม biliverdin 
reductase ทั้ง biliverdin และ bilirubin หนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนในรางกาย สวน
คารบอนมอนอกไซดถูกรายงานวาสามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด และลดการแสดงออกของ
ยีน iNOS (Sarady-Andrews, 2005; Sawles, 2005; Srisook K., 2006)  ดังนั้นการกระตุน
เอนไซม HO-1 นอกจากทีจ่ะลดการผลิตไนตริกออกไซดแลว ยงัสามารถลดปริมาณอนุมูลอิสระ
อ่ืนๆที่เกิดข้ึนในระหวางการตอบสนองการอักเสบ (immune response) ไดอีกดวย จงึทาํใหการ
ตานการอักเสบมีประสิทธิภาพมากข้ึนและไมทําใหสมดุลของ oxidative stress เสียไป 

N-acetyl-3-O-methyldopamine (NAMDA) เปนสารเมทาบอไลตของ dopamine ที่อยู
ในระบบประสาทสวนกลาง (CNS) สาร NAMDA แสดงการออกฤทธ์ิยบัยั้งการผลิตไนตริกออกไซด
ในเซลล microglia ของหน ู (BV-2) ทีถู่กกระตุนดวย LPS โดยผานการยับยัง้การผลิต BH4 
นอกจากนี ้ NAMDA ยงัมผีลในการปกปองเซลลสมองชนิด CA1 hippocampus จากการถูก
ทําลายดวยไนตริกออกไซดที่มากเกินไป (Cho, 1999) ถึงแมวา NAMDA ไมแสดงความเปนพิษตอ
เซลล แตระดับความเขมขนที่สามารถแสดงฤทธิ์การยบัยั้งไดอยูที่ความเขมขนสูงประมาณ 1-3 
mM นอกจากนี้ Seo และคณะ (2005, 2008) ไดทําการดัดแปลงโครงสรางทางเคมขีอง NAMDA 

และพบวาอนพุันธ NAMDA ที่ออกฤทธ์ิดีที่สุดที่ความเขมขน 100 M สามารถลดการผลิตไนตริ
กออกไซดในเซลล BV-2 ลงประมาณ 60% นอกจากนีก้ลุมวิจยัของเราไดทําการสังเคราะหอนพุนัธ 
NAMDA ชนดิใหม จาํนวน 43 สาร เมื่อศึกษาในเซลลแมคโครฝาจสายพนัธ RAW 264.7 ที่ถูก
กระตุนดวย LPS ซึ่งเปนการจําลองสภาวะการอักเสบในระดับ in vitro โดยพบวาอนพุันธ NAMDA 

จํานวน 10 สารจากทั้งหมด 43 สาร ที่ความเขมขน 100 M แสดงความเปนพษิตอเซลลในระดับ
ตํ่า และสามารถลดปริมาณไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจสายพนัธ RAW 264.7 ไดมากกวา 
90% เมื่อเปรียบเทยีบกับเซลลที่ถูกกระตุนดวย LPS เพียงอยางเดียว (Srisook E., 2006 และ 
Mongkol, 2008) จากผลการศึกษาเบ้ืองตนพบวา อนพุันธ NAMDA ทั้ง 10 สารนี้ สามารถลด
ปริมาณโปรตีนของ iNOS แตมีสารกลุมหนึง่นอกจากจะมีฤทธิ์ลดการผลิตไนตริกออกไซดไดมาก
แลวยังสามารถเหนี่ยวนาํการแสดงออกของโปรตีน HO-1 ได ในขณะที่อนพุันธ NAMDA อีกกลุม
หนึง่ไมสามารถเหนี่ยวนาํใหมีการแสดงออกของโปรตีนHO-1 ได จากผลการศึกษาเบ้ืองตนนี้แสดง
ใหเหน็วาอนพุนัธ NAMDA ชนิดใหมเหลานี้มีศักยภาพที่จะถกูพฒันาไปเปนยาตานการอักเสบได 
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เนื่องจากมีความสามารถลดการผลิตไนตริกออกไซดไดอยางมีประสิทธภิาพ แตอยางไรก็ตาม
กลไกในการลดการผลิตไนตริกออกไซดของอนพุันธ NAMDA เหลานี้ยงัไมไดทําการศึกษา โดย
กลไกหนึ่งที่อาจเปนไปไดคือการลดการผลิตไนตริกออกไซดโดยผานการเหนี่ยวนําการแสดงออก
ของ HO-1 ดังนัน้ผูวิจัยจงึสนใจทีจ่ะศึกษากลไกการออกฤทธิใ์นระดับโมเลกุลของอนพุันธ 
NAMDA เหลานี ้ เพื่อใหไดองคความรูใหมเกี่ยวกับกลไกความสมัพนัธระหวางเอนไซม iNOS และ 
HO-1 ที่จะนําไปสูแนวทางใหมในการยับยั้งการอักเสบตอไป 
 
2. วัตถุประสงค 

1. เพื่อตรวจสอบผลของอนพุันธ NAMDA ตอการแสดงออกของยีน iNOS และ HO-1 ใน
ระดับ mRNA และโปรตีนในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ LPS  

 2. เพื่อตรวจสอบผลของอนพุันธ NAMDA ตอการกระตุน NF-B และ iNOS promoter 
activity ของ เซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ LPS 
 3. เพื่อศึกษาถงึโมเลกุลในการสงสัญญาณชีวภาพที่เกีย่วของกับการลดการผลิตไนตริกอ
อกไซดอนุพนัธ NAMDA 
 
3. ระเบียบวธิีวิจยั 

3.1 การสงัเคราะหอนพุันธ NAMDA ที่ใชในการทดสอบ 
  สังเคราะหอนพุันธ NAMDA ที่มีโครงสรางคลาย ferulic acid ที่ใชในการทดสอบ
จํานวน 4 โครงสราง เพื่อใหไดปริมาณที่เพียงพอกับการทดสอบ กลุมแรกเปนอนพุนัธที่ลดการผลิต
ไนตริกออกไซดและลดปริมาณ iNOS และเหนี่ยวนาํปริมาณโปรตีนHO-1 (BMC 3 และ BMC 34) 
ในขณะที่กลุมที่สองเปนอนพุันธที่ลดการผลิตไนตริกออกไซดและลดปริมาณ iNOS แตไม
เหนีย่วนําปริมาณโปรตีนHO-1 (BMC 12 และ BMC 41) ดังแสดงในรูปขางลาง 
 

CH3O
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O

CH3O
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OCH3

O

CH3O
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CH3O

HO
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O O

BMC 3 BMC 12
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3.2 การทดสอบปริมาณไนไตรท 

ไนไตรทเกิดจากการออกซิเดช่ันไนตริกออกไซด ที่ผลิตโดยเอนไซม iNOS ซึง่ 
ปริมาณไนไตรทในอาหารเล้ียงเซลล เปนดัชนีที่บงชี้แอกติวิตีของเอนไซม iNOS ปริมาณไนไตรท
ทดสอบไดโดยปฏิกิริยา Griess โดยมีวิธกีารโดยยอดังนี้ นาํสารที่ทดสอบละลายใน DMSO แลว

ผสมสารลงในอาหารเล้ียงเซลล พรอมทัง้ใส LPSใหมีความเขนขนสุดทายปน 1 g/ml  และเล้ียง
เซลลในตูอบ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 % เปนระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง เมือ่

ครบเวลาทีก่ําหนดดูดอาหารเล้ียงเซลลจาํนวน 100 l ผสมกับสารละลาย Griess  [0.1% N-(1-

naphtyl)-ethylenediamine and 1% sulfanilamide in 5 % phosphoric acid] จาํนวน 100 l 
จากนั้นต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 546 นาโนเมตร 
และคํานวณความเขมขนของไนไตรในอาหารเล้ียงเซลลไดจากกราฟมาตรฐานที่สรางจาก sodium 
nitrite  

3.3 นําอนพุนัธ NAMDA ทัง้ 4 โครงสรางมาทาํการทดสอบปริมาณ mRNA ของยีน HO-1 
และ iNOS โดยเทคนิค Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) สราง 
cDNA จาก RNA ทัง้หมดโดยเอนไซม reverse transcriptase และ oligo(dT) primer ในปฏิกิริยา
ที่ประกอบดวย  dNTPs และ RNase Inhibitor โดยทําปฏิกิริยาที่ 42 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ี
จากนั้นนํา cDNA ที่ไดมาทําปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอ cDNA ของ HO-1, iNOS 

และ -actin ซึ่งมีลําดับเบสดังแสดงในตารางท่ี 1 วิเคราะหผลผลิต RT-PCR  ที่ไดบน agarose 
gel electrophoresis ซึ่งยอมดวยสารละลาย ethidium bromide และถายภาพ gel ที่ไดภายใต
แสง uv  เปรียบเทียบความเขมของแถบผลผลิตที่ไดหลังจากที ่standadize  กับความเขมของแถบ 

-actin ในแตละปฏิกิริยาโดยโปรแกรม BIOPROFIL Bio-1D version 11.9 (Vilber Lourmat 
Biotechnology) 
 

ตารางที่ 1  แสดงลําดับเบสของไพรเมอรที่จําเพาะตอ cDNAของยีนตางๆ 

Target Primer sequences 
Product 
size (bp) 

Accession no. 

iNOS 5’-CTAAGAGTCACCAAAATGGCTCCC-3’(sense) 
5’-ACCAGAGGCAGCACATCAAAGC-3’ (antisense) 

775 NM010927.2 

HO-1 5’-TGAAGGAGGCCACCAAGGAGG-3’(sense) 
5’-AGAGGTCACCCAGGTAGCGGG-3’(antisense) 

375 NM010442.1 

-actin 5’-ATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGAC-3’(sense) 513 NM007393.2 
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5’-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3’(antisense) 
 

 3.4 การทดสอบการแสดงออกของโปรตีนตางๆ โดยเทคนคิ Western Blotting 
  นําเซลลที่ตองการทดสอบ มาทาํใหเซลลแตกโดยการเติม lysis buffer และทาํ
การ sonication บนน้ําแข็งโดย Vibracell ultrasonic processor จะได whole cell protein 
extract วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดย BCA protein assay kit (Pierce, U.S.A.) จากนัน้ทาํการ
แยกโปรตีนโดย SDS-PAGE กอนยายโปรตีนไปที่ PVDF membrane และบมดวย primary 
antibody ที่จาํเพาะตอโปรตีนที่ตองการตรวจสอบ ตามดวย  goat anti-mouse หรือ goat anti-
rabbit IgG:horseradish peroxidase secondary antibodies และตรวจวิเคราะหผลโดย 
chemiluminescence โดยใช  SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate (Pierce, 
U.S.A.) เปรียบเทียบความเขมของแถบผลผลิตที่ไดบนแผน X-ray film หลังจากที ่standadize กบั

ความเขมของแถบ -actin ในแตละปฏิกิริยาโดยโปรแกรม BIOPROFIL Bio-1D version 11.9 
(Vilber Lourmat Biotechnology) 

  ในการทดสอบผลของอนุพนัธ NAMDA ตอการกระตุนและเคล่ือนที่ของ NF-B จะ
ใช nuclear protein extract ในการทํา Western Blotting แทน whole cell protein extract 
 3.5 การทดสอบ iNOS promoter activity 
  ทําการโคลนช้ินโปรโมเตอรของ iNOS ที่ตําแหนงที่ -1588 ถึง +165 โดยไพรเมอร
ที่จําเพาะ คือ 5’-GGTACCGACTTTGATATGCTGAAATCCATA-3’ และ 5’-
GATCTAGTTGACTAGG CTACTCCGTG-3’ ทําการเพิม่ปริมาณชิ้นโปรโมเตอรดังกลาวจาก 
gDNA ดวยวธิี PCR กอนนํา PCR product เขาสู พลาสมิด pGEM-T easy vector ทําการ
ตรวจสอบลําดับเบสของช้ิน inserted DNA กอน subclone เขาสู pGL3-basic vector ที่บริเวณ 
KpnI/BglII จากนัน้นําไป transfection เขาสูเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 กอนใหสัมผัสกับ LPS 
และ/หรืออนพุนัธ NAMDA และตรวจสอบ luciferase activity โดยเคร่ือง luminometer ในการ

ทดสอบใช pSV--galactosidase control vector เปนตัวควบคุม 
3.6  การวิเคราะหผล 

3.6.1 การวิเคราะหผลจาก  agarose gel electrophoresis และแถบโปรตีนโดย 
การเปรียบเทยีบความเขมของแถบผลผลิตที่ไดโดยโปรแกรม BIOPROFIL Bio-1D version 11.9 
(Vilber Lourmat Biotechnology) 

3.6.2  การวิเคราะหทางสถิติ วิเคราะหขอมลูการทดลองที่ไดจากการตรวจสอบ 
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ปริมาณไนไตรท ปริมาณ luminescence หรือความเขมของแถบโปรตีนหรือ PCR product โดย
คาเฉลี่ยของขอมูลจากแตละสภาวะ โดยเปรียบเทียบแบบ Student ‘s t-test  หรือ one way 
ANOVA (P<0.05) 
 

1. แผนการดําเนนิการวิจัยตลอดโครงการในแตละชวง 6 เดือน 
 

เดือนที ่
กิจกรรมหลัก 

1-6 7-12 13-18 19-24 
ผูรับผิดชอบ 

การสังเคราะหสารอนุพนัธ
ของ NAMDA 

    เอกรัฐ 

การตรวจสอบผลของ
อนุพนัธ NAMDA ตอการ
แสดงออกของยีน iNOS 
และ HO-1 

    กลาวขวัญ 

การตรวจสอบ iNOS 
activity.ในสภาวะที่มกีาร
กระตุน HO-1 และ/หรือ
ในสภาวะที่มตัีวยับยัง้ 
HO-1 

    กลาวขวัญ 

การสราง iNOS promoter 
containing vector 

    กลาวขวัญ 

ตรวจสอบผลของอนุพนัธ 
NAMDA ตอการกระตุน 

NF- B และ iNOS 
promoter activity 

    กลาวขวัญ 

การทดสอบโมเลกุลใน
การสงสัญญาณชีวภาพที่
เกี่ยวของกับการลดการ
ผลิตไนตริกออกไซด
อนุพนัธ NAMDA 

    กลาวขวัญ 
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การวิเคราะห สรุปผล  
และการตีพิมพผลงานใน
วารสาร 

    กลาวขวัญ, เอก
รัฐ 

 

2. ผลงาน/หัวเร่ืองที่คาดวาจะตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติในแตละป 
ปที่ 1 :  ไมมี 
ปที่ 2 : ชื่อเร่ืองที่คาดวาจะตีพิมพ :  Suppressive effects of nitric oxide  

production  and inducible nitric oxide  
synthase by NAMDA derivatives in LPS-
stimulated macrophages  

ชื่อวารสารที่คาดวาจะตีพิมพ : Biochemical Pharmacology 
impact factor : 3.581 

3. งบประมาณโครงการ (ตามระยะเวลาโครงการที่ไดเสนอรับทุน) 
 

รายการ ปที่ 1 ปที่ 2 รวม 
1. หมวดคาตอบแทน 
   - คาตอบแทนหัวหนาโครงการ 

 
120,000.-  

 
120,000.-  

 
240,000.-  

2. หมวดคาวสัดุ 
   - คาสารเคมแีละอุปกรณ 

 
120,000.-  

 
120,000.-  

 
240,000.-  

3. หมวดคาใชสอย - - - 
รวมงบประมาณทั้งโครงการ 240,000.-  240,000.-  480,000.-  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาทีท่ําการวิจยั  

ไนตริกออกไซดเปนอนุมูลอิสระที่ถูกผลิตข้ึนจากการเปล่ียน L-arginine ไดเปน L-citrulline โดย
เอนไซม nitric oxide synthase (NOS; EC 1.14.13.39) ในปจจุบนัพบวา NOS มี 3 isoform ไดแก 
neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS) และinducible NOS (iNOS) โดยที ่ nNOS และ 
eNOS เปน constitutive form ในขณะที ่iNOS เปน inducible form การเรงปฏิกิริยาของ NOS ตองการ
โคแฟคเตอร เชน nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), flavin adenine 
dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), calmodulin (CaM), tetrahydrobiopterin (BH4) 
และฮีม (Alderton, 2001) transcription factor ที่สําคัญและทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของ iNOS 

เมื่อถูกกระตุนดวย LPS ในเซลล คือ NF- B ในสภาวะปกติที่เซลลไมถกูกระตุน NF- B จะถกูจับโดย IB 

และอยูในไซโตซอล เมื่อเซลลถูกกระตุนจะมีการสงสัญญาณใหมีการสลาย IB สงผลให NF- B เกิด 
translocation เขาสูนวิเคลียสเพื่อกระตุนการแสดงออกของยีน iNOS  

ไนตริกออกไซดมีหนาทีเ่กี่ยวของกับกระบวนการตางๆ ในรางกาย เชน การสื่อสัญญาณประสาท 
(neurotransmission) ควบคุมความดันโลหิตโดยทาํใหหลอดเลือดขยายตัว (vascular relaxation) 
ปองกนัการเกาะตัวของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) และการจับของเม็ดเลือดขาว (leukocyte 
adhesion) รวมทัง้ยงัเกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity ในการกาํจัดจุลชีพที่บกุรุกโดย
เซลลแมคโครฝาจ (Coleman, 2001) ไนตริกออกไซดที่สรางในเซลลแมคโครฝาจนี้ ถกูผลิตโดยเอนไซม 
iNOS ซึ่งถูกกระตุนการแสดงออกของยีนเม่ือมีการสมัผัสกับ cytokine endotoxin หรือ 
lipopolysaccharide (LPS) จากแบคทีเรีย ถงึแมวาไนตริกออกไซดจะมีหนาที่เกีย่วของกับการกําจัดจุล
ชีพที่รุกรานรางกายมนุษย แตไนตริกออกไซดที่ถูกผลิตข้ึนในปริมาณที่มากเกนิไปจาก iNOS ถูกพบวามี
สวนรวมในการเกิดการอักเสบและนําไปสูอาการของโรคตางๆ เชน ภาวะช็อคจากการติดเช้ืออยางรุนแรง 
(septic shock) การปฏิเสธของเนื้อเยือ่ในการปลูกถายอวยัวะ โรคสมองเส่ือม เชน โรคอัลไซเมอร 
(Alzheimer disease) โรคพารกนิสัน (Parkinson disease) โรคมะเร็ง โรคไขขออักเสบรูมาตอยด โรค
หลอดเลือดแดงแข็งตัว และ ischemia/reperfusion injury (Wright, 1992; Dorheim, 1994; Grisham, 
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1999; Coleman, 2001; Cross และ Wilson, 2003; Guzik, 2003; Latham, 2005) โดยไนตริกออกไซด
ทําหนาทีเ่ปน inflammatory mediator ทีสํ่าคัญซึ่งถกูผลิตข้ึนโดยเซลลแมคโครฝาจ การยับยั้งการผลิต
ไนตริกออกไซดที่มากเกินไปนี้นาจะชวยรักษาโรคตางๆนีไ้ด วิธีการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดมีหลาย
วิธี เชน การใชตัวยับยัง้เอนไซม iNOS (iNOS inhibitor) การยับยัง้การแสดงออกของเอนไซม iNOS หรือ
ยีนสําหรับสรางโคแฟคเตอร รวมทั้งการกระตุนเอนไซม anti-inflammatory เชน heme oxygenase-1 
(HO-1) ในปจจุบันมีความพยายามในการคนหาโมเลกุลสารจากธรรมชาติและจากการสังเคราะหที่
สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด เพื่อนาํไปสูการผลิตยาตานการอักเสบตอไป 

HO-1 (EC 1.14.99.3) เปนเอนไซมที่ยอยสลายกลุมฮีมไดผลผลิตเปนเหล็ก (Fe2+) 
คารบอนมอนอกไซด (CO) และ biliverdin ซึง่ถุกเปลี่ยนตอเปน bilirubin โดยเอนไซม biliverdin 
reductase ทั้ง biliverdin และ bilirubin หนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระทีเ่กดิข้ึนในรางกาย สวน
คารบอนมอนอกไซดถูกรายงานวาสามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด และลดการแสดงออกของยีน 
iNOS (Sarady-Andrews, 2005; Sawles, 2005; Srisook K., 2006)  ดังนั้นการกระตุนเอนไซม HO-1 
นอกจากทีจ่ะลดการผลิตไนตริกออกไซดแลว ยงัสามารถลดปริมาณอนุมูลอิสระอ่ืนๆที่เกิดข้ึนในระหวาง
การตอบสนองการอักเสบ (immune response) ไดอีกดวย จึงทําใหการตานการอักเสบมีประสิทธิภาพ
มากข้ึนและไมทําใหสมดุลของ oxidative stress เสียไป 

N-acetyl-3-O-methyldopamine (NAMDA) เปนสารเมทาบอไลตของ dopamine ทีอ่ยูในระบบ
ประสาทสวนกลาง (CNS) สาร NAMDA แสดงการออกฤทธ์ิยบัยั้งการผลิตไนตริกออกไซดในเซลล 
microglia ของหนู (BV-2) ที่ถูกกระตุนดวย LPS โดยผานการยับยัง้การผลิต BH4 นอกจากนี้ NAMDA 
ยังมีผลในการปกปองเซลลสมองชนิด CA1 hippocampus จากการถูกทาํลายดวยไนตริกออกไซดที่มาก
เกินไป (Cho, 1999) ถึงแมวา NAMDA ไมแสดงความเปนพษิตอเซลล แตระดับความเขมขนที่สามารถ
แสดงฤทธิก์ารยับยั้งไดอยูทีค่วามเขมขนสูงประมาณ 1-3 mM นอกจากนี ้ Seo และคณะ (2005, 2008) 
ไดทําการดัดแปลงโครงสรางทางเคมีของ NAMDA และพบวาอนพุันธ NAMDA ที่ออกฤทธ์ิดีที่สุดที่ความ

เขมขน 100 M สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซดในเซลล BV-2 ลงประมาณ 60% นอกจากนี้กลุม
วิจัยของเราไดทําการสังเคราะหอนพุนัธ NAMDA ชนิดใหม จํานวน 43 สาร เมื่อศึกษาในเซลลแมคโคร
ฝาจสายพนัธ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย LPS ซึ่งเปนการจําลองสภาวะการอักเสบในระดับ in vitro 

โดยพบวาอนพุันธ NAMDA จํานวน 10 สารจากทัง้หมด 43 สาร ที่ความเขมขน 100 M แสดงความ
เปนพษิตอเซลลในระดับตํ่า และสามารถลดปริมาณไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจสายพนัธ RAW 
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264.7 ไดมากกวา 90% เมื่อเปรียบเทยีบกับเซลลทีถ่กูกระตุนดวย LPS เพยีงอยางเดียว (Srisook E., 
2006 และ Mongkol, 2008) จากผลการศึกษาเบ้ืองตนพบวา อนุพนัธ NAMDA ทั้ง 10 สารนี ้สามารถ
ลดปริมาณ mRNA ของ iNOS และยังสามารถเหนีย่วนาํการแสดงออกของ mRNA ของ HO-1 ได จาก
ผลการศึกษาเบื้องตนนี้แสดงใหเห็นวาอนพุันธ NAMDA ชนิดใหมเหลานี้มีศักยภาพที่จะถกูพฒันาไปเปน
ยาตานการอักเสบได เนื่องจากมีความสามารถลดการผลิตไนตริกออกไซดไดอยางมีประสิทธิภาพ แต
อยางไรก็ตามกลไกในการลดการผลิตไนตริกออกไซดของอนพุันธ NAMDA เหลานีย้ังไมไดทําการศึกษา 
โดยกลไกหนึง่ที่อาจเปนไปไดคือการลดการผลิตไนตริกออกไซดโดยผานการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ 
HO-1 ดังนัน้ผูวิจยัจึงสนใจที่จะศึกษากลไกการออกฤทธ์ิในระดับโมเลกุลของอนพุนัธ NAMDAเหลานี ้
เพื่อใหไดองคความรูใหมเกีย่วกับกลไกความสัมพันธระหวางเอนไซม iNOS และ HO-1 ที่จะนําไปสู
แนวทางใหมในการยับยัง้การอักเสบตอไป 
 
1.2. วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพื่อตรวจสอบผลของอนพุันธ NAMDA ตอการแสดงออกของยีน iNOS และ HO-1 ในระดับ 
mRNA และโปรตีนในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ LPS  

2. เพื่อศึกษาถงึโมเลกุลในการสงสัญญาณชีวภาพที่เกีย่วของกับการลดการผลิตไนตริกออกไซด
อนุพนัธ NAMDA เซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ LPS 
 
1.3. ผลงานวจิัยที่เกีย่วของ (literature review) และเอกสารอางอิง 

 สาร NAMDA และอนุพันธ NAMDA บางชนิด จาํนวน 33 ชนิด ที่ความเขมขน 100 M 
สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซดในเซลล BV-2 microglial ได โดยมีกลไกในการลดการผลิตไนตริกอ
อกไซด คือ ยบัยั้งการผลิต tetrahydrobiopterin (BH4) ซึ่งเปนโคแฟกเตอรของ iNOS (Cho และคณะ, 
1999; Seo และคณะ, 2005 และ 2008) 

มีรายงานการสังเคราะหสารตางๆ ที่มฤีทธิต์านอักเสบโดยสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด

โดยผานการยบัยั้งวถิี NF- B  
 Tsao และคณะ (2002) ทําการสังเคราะหสาร LCY-2-CHO [9-(2-chlorobenzyl)-9H-
caebazole-3-carbaldehyde] และพบวา LCY-2-CHO สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซดไดใน
ลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขน และยับยัง้การแสดงออกของ iNOS ที่ระดับ transcription โดยที่สารไมไป
เรงการสลายตัวของ mRNA ของ iNOS นอกจากนี ้ สาร LCY-2-CHO สามารถการเหนี่ยวนาํ iNOS 
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promotor activity ในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ LPS แตไมมีผลตอการสลายตัวของ 

IB หรือ IB และแอกติวิตีของ NF-B ในการจบักับดีเอ็น ตอมาภายหลังสาร LCY-2-CHO ไดถูก
รายงานวาสามารถยับยั้งการกระตุน p38 MAPK ซึ่งเปนโปรตีนในขบวนการสงสัญญาณชีวภาพของ
เซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกบั LPS แตไมผลตอการกระตุน ERK และ JNK ของ MAPKs 
(Ho, 2004) 
 สาร chroman KL-1156  หรือ 6-Hydroxy-7-methoxychroman-2-carboxylic acid 
phenylamide สามารถยับยัง้การสังเคราะหไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ 
LPS และยังลดปริมาณ mRNA และโปรตีนของ iNOS  กลไกในการออกฤทธ์ิตานอักเสบของ chroman 

KL-1156 คือ การยับยัง้การ translocation ของ NF-B เขาสูนิวเคลียส และลดแอกติวิตีของ NF-B ใน
การจับกับดีเอ็นเอ ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขน ในขณะที่สาร chroman KL-1156 ไมมีผลตอการ

สลายตัวของ IB (Kim, 2004). 
 ในป 2005, Shin และคณะไดรายงานฤทธิ์ตานอักเสบโดยสามารถยบัยั้งการผลิตไนตริกออกไซด
ของ N1-benzyl-4-methylbenzene-1,2-diamine (BMD)ในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ทีสั่มผัสกับ 
LPS ยับยั้งการแสดงออกของ iNOS ที่ระดับ transcription และลด iNOS promotor activity นอกจากนี้

ยังลดการ translocation ของ NF-B เขาสูนวิเคลียส และลดแอกติวิตีของ NF-B ในการจับกบัดีเอ็นเอ 
แตสาร BMD ไมสามารถยับยั้งการกระตุน p38, ERK-1/2 หรือ JNK ของ MAPKsได 
 อนุพนัธของ chalchone ทั้งหมด 41 ชนิด ถูกสังเคราะหและทดสอบการออกฤทธิ์ยบัยั้งการผลิต
ไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ที่ถกูสัมผัสกับ LPS พบวา อนุพนัธของ chalchone 

สามารถออกฤทธ์ิยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด โดยมีคา IC50 อยูระหวาง 7.1 ถึง 23.1 M โดยที่

อนุพนัธบางตัวสามารถลดการกระตุน NF-B และลดปริมาณ mRNA กับโปรตีนของ iNOS  ในขณะที่
อนุพนัธบางตัวไมสามารถลดปริมาณ mRNA กับโปรตีนของ iNOS รวมทั้งไมสามารถลดการกระตุน NF-

B (Kim, 2007) 
 ตอมาในป ค.ศ. 2009 Jin และคณะไดรายงานวาอนพุนัธของสาร phenylisothiourea สามารถ
ลดการผลิตไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจที่ถกูกระตุนดวย LPS โดยที่อนุพนัธบางตัวสามารถลด
ปริมาณ mRNA กับโปรตีนของ iNOS และยับยั้งการเคล่ือนที่เขาสูนิวเคลียสของหนวยยอย p65 ของ 

NF-B  
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 นอกจากกลไกการยับยัง้การผลิตไนตริกออกไซดโดยผานการยับยัง้การกระตุน NF- B แลวยังมี
รายงานที่แสดงถึงกลไกอีกทางหน่ึงคือ การยับยัง้เกิดโดยผลิตภัณฑของเอนไซม HO-1 โดยผานการ
กระตุนการแสดงออกของ HO-1 

Kwak และคณะ (2005) รายงานผลการศึกษากลไกการยับยัง้การแสดงออกของยีน iNOS และ

ปริมาณไนตริกออกไซดรวมทั้ง TNF- โดย roflumilast เปนตัวยบัยั้งของ phosphodiesterase 4 
(PDE4) ซึ่งใชเปนยาในการรักษาผูปวยโรคหืด พบวา roflumilast นี้กระตุนการแสดงออกของโปรตีน 
HO-1 ซึ่งผลของการกระตุนนีท้ําใหลดการผลิตไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ที่
กระตุนดวย LPS เนื่องจากผลิตภัณฑของการกระตุนเอนไซม HO-1 เชน คารบอนไดออกไซด เปนตัวที่
เกี่ยวของกับการลดไนตริกออกไซด  

การศึกษาของ Lee และคณะ (2006) พบวา 2’,4’,6’ tris (methoxymethoxy) chalcone 
(TMMC)สามารถยับยัง้การผลิตไนตริกออกไซดในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ที่กระตุนดวย LPS 
และลดการแสดงออกของยีน iNOS โดยลดปริมาณ mRNA และโปรตีนของ iNOS และลดการสลายตัว

ของ IB สาร TMMC สารถกระตุนการแสดงออกของ HO-1 ทั้งในระดับmRNA และโปรตีน ฤทธิ์การ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดลดลงเมื่อใหเซลลสัมผสักบั zinc protoporphyrin ซึ่งเปนตัวยบัยั้งของ 
HO-1 หรือสัมผัสกับฮีโมโกลบินซ่ึงเปนสารท่ีกําจัดคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึน นอกจากนี้ยงัพบวาสาร 
TMMC กระตุนการแสดงออกของ HO-1 โดยการกระตุน p42/44 MAPK ตอมาในป ค.ศ. 2009 Park 
และคณะ ไดรายงานการตานอักเสบของอนุพนัธ chalcone ชนิดใหม คือ KB-34 (3-Phenyl-1-(2,4,6-
tris (methoxymethoxy)phenyl)prop-2-yn-1-one) ที่สามารถยับยั้งการสังเคราะหไนตริกออกไซดใน
เซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7ที่สัมผัสกับ LPS และยังลดปริมาณ mRNA และโปรตีนของ iNOS กลไก
ในการออกฤทธ์ิตานอักเสบของ chroman KL-1156 คือ ยับยัง้การกระตุน activator protein-1 (AP-1) 

แตไมมีผลตอแอกติวิตีของวถิี NF- B นอกจากน้ียงัพบวาอีกกลไกหนึง่ที่สาร KB-34 สามารถลดการผลิต
ไนตริกออกไซดคือเกิดผานการกระตุนเอนไซม HO-1 
 Propyl gallate (PG, 3, 4, 5-trihydroxybenzoic acid propylester) เปนสารตานออกซิเดชัน
สังเคราะหทีถ่กูรายงานวา สามารถยับยัง้การผลิตไนตริกออกไซดและลดการแสดงออกของยีน iNOSใน
เซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ที่กระตุนดวย LPS รวมทัง้ลด iNOS promotor activity สาร PG ถก
ระตุนการแสดงออกของ HO-1 ทั้งในระดับmRNA และโปรตีน จากผลการทดลองเมือ่ทําการลดแอกติวิตี
ของ HO-1โดยใหเซลลสัมผัสกับ zinc protoporphyrin หรือทําการ knockdown การแสดงออกของ HO-



 

 18

1 โดยเทคนิค siRNA พบวาฤทธ์ิการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดลดลง ดังนั้นฤทธิก์ารยับยัง้การผลิตไน
ตริกออกไซดของ PG เกิดข้ึนโดยผานกลไกการกระตุน HO-1 (Jeon and Kim, 2007) 
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
2.1 การสังเคราะหอนุพันธ NAMDA ที่ใชในการทดสอบ 
 สังเคราะหอนพุันธ NAMDA ที่ใชในการทดสอบจํานวน 4 โครงสราง เพื่อใหไดปริมาณที่เพยีงพอ
กับการทดสอบ กลุมแรกเปนอนพุันธที่ลดการผลิตไนตริกออกไซดและลดปริมาณ iNOS และเหนี่ยวนาํ
ปริมาณโปรตีนHO-1 (BMC 3 และ BMC 34) ในขณะที่กลุมที่สองเปนอนพุันธที่ลดการผลิตไนตริกออก
ไซดและลดปริมาณ iNOS แตไมเหนี่ยวนําปริมาณโปรตีนHO-1 (BMC 12 และ BMC 41) ดังแสดงในรูป
ขางลาง 
 

CH3O
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O

CH3O

HO

OCH3

O

CH3O
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O

CH3O
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OCH3

O

O O

BMC 3 BMC 12

BMC 34 BMC 41  
 
2.2 การเพาะเลี้ยงเซลล  

การเพาะเล้ียงเซลลไลนของแมคโครฟาจ สายพันธุ RAW 264.7 ในอาหารเล้ียงเซลลชนิด 
DMEM ที่มี 10% FBS (ปริมาตร/ปริมาตร) และนําไปบมในตูบมเซลลแบบใชคารบอนไดออกไซด (CO2) 
ที่อุณหภูมิ 37 °C ที่มี CO2 5 % (ปริมาตร/ปริมาตร) เม่ือเซลลเจริญเติบโตจนเกือบเต็มพื้นผิวของภาชนะ 
ทําการเก็บเซลลออกจากผิวภาชนะ โดยการขูดเก็บเซลล (cell scraping)  
 
2.3 การทดสอบปริมาณไนไตรท  
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 ไนไตรทเกิดจากการออกซิเดช่ันไนตริกออกไซด ที่ผลิตโดยเอนไซม iNOS ซึ่งปริมาณไนไตรท
ในอาหารเล้ียงเซลล เปนดัชนีที่บงชี้แอกติวิตีของเอนไซม iNOS ปริมาณไนไตรททดสอบไดโดยปฏิกิริยา 
Griess โดยมีวิธีการโดยยอดังนี้ แบงเซลลลงจานเพาะเล้ียงเซลลแบบ 96 หลุม (5 x 104 เซลล/หลุม) บม
เซลลที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 12-16 ชั่วโมง นําสารที่ทดสอบละลายใน DMSO แลวผสมสารลงในอาหาร

เล้ียงเซลล พรอมทั้งใส LPS ใหมีความเขนขนสุดทายปน 1 g/mL และเล้ียงเซลลในตูอบ 37 องศา
เซลเซียส ที่มคีารบอนไดออกไซด 5 % เปนระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่กาํหนดดูดอาหาร

เล้ียงเซลลจาํนวน 100 l ผสมกับสารละลาย Griess  [0.1% N-(1-naphtyl)-ethylenediamine and 

1% sulfanilamide in 5 % phosphoric acid] จํานวน 100 L จากนัน้ต้ังทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 10 
นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 546 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท 
คํานวณคาความเขมขนของไนไตรทในอาหารเล้ียงเซลลไดจากกราฟมาตรฐานของโซเดียมไนไตรท 
(NaNO2) ที่ความเขมขน 0-50 μM (Srisook & Cha, 2004). 
 
2.4 การทดสอบความมีชวีิตรอดของเซลลโดย MTT assay  
 ทําการแบงเซลลลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม (1.5x105เซลล/หลุม) บมเซลลที่
อุณหภูมิ 37 °C นาน 12-16 ชั่วโมง กอนเติมอาหารเล้ียงเซลลที่มีสารทดสอบที่ความเขมขนตางๆ ทั้งที่มี 
LPS และไมมี LPS แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง เติมสารละลาย MTT (ความ
เขมขน 5 mg/mL) จํานวน 10 μL แลวนําบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง กอนทําการดูดอาหาร
เล้ียงเซลลทิ้ง และละลายตะกอน formazan ดวย DMSO จํานวน 500 μL และนําไปวัดการดูดกลืนแสงที ่
550 nm โดยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท (Srisook & Cha, 2004) ซึ่ง MTT สามารถ
ผานเขาเซลลไปเปนสารต้ังตนของเอนไซมดีไฮโดรจีเนสในไมโทคอนเดรียของเซลลที่มีชีวิต และเกิดการ
รีดักชันของ MTT ไดผลผลิตเปน formazan ที่มีสีมวง ปริมาณ formazan จะมีความสัมพันธตรงกับ
จํานวนเซลล  
 
 % การมีชวีิตรอดของเซลล  =  คาการดูดกลืนแสงของหลุมเซลลทดสอบ  X 100 
              คาการดูดกลืนแสงของหลุมเซลลควบคุม 
 
2.5 การวิเคราะหปริมาณ mRNA ดวยเทคนิค Reverse-transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) 
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ทําการแบงเซลลลงในจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 60 มม. (1x106 เซลล/จาน) บมเซลลที่อุณหภูมิ 
37 °C นาน 12-16 ชั่วโมง แลวเติมอาหารเล้ียงเซลลทีม่ีสารทดสอบ และนําไปบมที่อุณหภูม ิ37 °C เปน
เวลาตางๆกนั กอนดูดอาหารเล้ียงเซลลทิง้ และทําการขูดเก็บเซลลดวยสารละลาย Tri reagent จํานวน 
1 mL กอนทาํการสกัด RNA ทั้งหมดของเซลลตามวธิีที่ผูผลิตแนะนํา (Molecular Research Center, 

USA.) จากนัน้สราง cDNA จาก RNA ทัง้หมดจํานวน 2 g โดยในปฏิกิริยาประกอบดวย 3U AMV 
reverse transcriptase, 5X buffer [250 Tris-HCl (pH 8.3), 250mM KCl, 50mM MgCl2, 2.5mM 
spermidine และ 50mM DTT], 0.083 mM oligo (dT)15 primer, 0.67 mM dNTPs, 20 U RNase 

inhibitor และเติมน้าํปราศจาก RNase และ DNase ใหมีปริมาตรสุดทายเปน 30 L สภาวะที่ใช
สังเคราะห cDNA คือ 42°C นาน 45 นาท ีและ 99 °C นาน 5 นาที จากน้ันนาํ cDNA ที่ไดมาทาํปฏิกิริยา 

PCR โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะตอ cDNA ของ HO-1, iNOS และ -actin ซึ่งมีลําดับเบสดังแสดงใน
ตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1  แสดงลําดับเบสของไพรเมอรที่จําเพาะตอ cDNAของยีนตางๆ 
 

Target Primer sequences 
Product 
size (bp) 

Accession no. 

iNOS 5’-CTAAGAGTCACCAAAATGGCTCCC-3’(sense) 
5’-ACCAGAGGCAGCACATCAAAGC-3’ (antisense) 

775 NM010927.2 

HO-1 5’-TGAAGGAGGCCACCAAGGAGG-3’(sense) 
5’-AGAGGTCACCCAGGTAGCGGG-3’(antisense) 

375 NM010442.1 

-actin 5’-ATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGAC-3’(sense) 
5’-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3’(antisense) 

513 NM007393.2 

 
 ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย cDNA จํานวน 3 μl, 1U Taq DNA polymerase, 1x NEB buffer 
(10mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 20 mM Tris-HCl, 2 mM MgSO4 and 0.1% Triton X-100 pH 8.8), 
0.2 mM dNTPs, ไพรเมอรแตละสายสําหรับ iNOS ใชความเขมขน 0.25 μM, HO-1 ใชความเขมขน 

0.15 μM และ -actin ใชความเขมขน 0.02 μM, และปรับปริมาตรใหเปน 30 μl ดวยน้าํปราศจาก 
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RNase, DNaes สภาวะในการทาํ PCR มีดังนี ้ denaturation ที ่ 94 °C นาน 30 วินาท,ี annealing ที ่
55 °C นาน 30 วินาท,ี extension ที ่72 °C นาน 30 วนิาท ีจํานวน 32 รอบ สําหรับ iNOS และจํานวน 

27 รอบ สําหรับ -actin สภาวะในการทาํ PCR สําหรับ HO-1 มีดังนี้ denaturation ที ่94 °C นาน 30 
วินาท,ี annealing ที ่ 58 °C นาน 30 วนิาท,ี extension ที ่ 72 °C นาน 30 วนิาท ี จํานวน 25 รอบ 
วิเคราะหผลผลิต RT-PCR  ที่ไดบน 1.5% agarose gel electrophoresis ซึ่งยอมดวยสารละลาย 
ethidium bromide และถายภาพ gel ทีไ่ดภายใตแสง uv  เปรียบเทียบความเขมของแถบผลผลิตที่ได

หลังจากที ่ standadize  กับความเขมของแถบ -actin ในแตละปฏิกิริยาโดยโปรแกรม BIOPROFIL 
Bio-1D version 11.9 (Vilber Lourmat Biotechnology) 
 
2.6 การทดสอบการแสดงออกของโปรตีนตางๆ โดยเทคนิค Western Blotting 
 ทําการแบงเซลลลงในจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 60 มม. (1x106 เซลล/จาน) บมเซลลที่อุณหภูมิ 
37 °C นาน 12-16 ชั่วโมง แลวเติมอาหารเล้ียงเซลลทีม่ีสารทดสอบ และนําไปบมที่อุณหภูม ิ37 °C เปน
เวลาตางๆกนั กอนเทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง แลวลางเซลลดวยบัฟเฟอร (1X) PBS [137 mM NaCl, 2.7 
mM KCl, 1.8 mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4] ที่เย็น 2 คร้ัง กอนนาํมาทําใหเซลลแตกโดยการเติม 
lysis buffer [100 mM Hepes (pH 7.5), 2 mM EDTA, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% 
Triton X-100 และ protease inhibitors (Complete mini, Roche, Germany)] จํานวน 150 μL และใช 
cell scraper ขูดเก็บเซลลลงในหลอดทดลอง 1.5 mL ทําการ sonication บนน้ําแข็งโดย Vibracell 
ultrasonic processor จะไดสารสกัดโปรตีนรวม วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดย BCA protein assay kit 
(Pierce, U.S.A.) จากนัน้ทาํการแยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE กอนยายโปรตีนไปที ่ PVDF 
membrane และบม membrane ดวยสารละลาย blocking [5% (น้ําหนกั/ปริมาตร) nonfat dry milk ใน
บัฟเฟอร TBS-T] ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลาง membrane ดวยบัฟเฟอร TBS-T [10 mM 
Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% (ปริมาตร/ปริมาตร) Tween 20] นาน 5 นาที จํานวน 3 คร้ัง นาํ
แผน membrane แชในสารละลาย primary antibody ทีจ่ําเพาะตอโปรตีนที่ตองการตรวจสอบ ดังนี้ 
สารละลาย mouse anti-iNOS antibody (1:500) (BD Transduction Laboratories™, U.S.A) และ
สารละลาย mouse anti-HO-1 antibody (1:200) (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.) ที่ละลายในตัว
ทําละลาย [1X PBS, 0.5% (น้ําหนกั/ปริมาตร) BSA, 0.05% (ปริมาตร/ปริมาตร) Tween 20] ที่
อุณหภูมิหอง นาน 2 ชั่วโมง หรือสารละลาย mouse anti ß-actin (1:5,000) (Sigma, U.S.A.) ที่ละลาย
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ในสารละลาย blocking เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง แลวลางแผน membrane ดวยบัฟเฟอร TBS-
T นาน 5 นาที จาํนวน 3 คร้ัง นําแผน membrane แชในสารละลาย goat anti-mouse IgG (H+L) 
horseradish peroxidase secondary antibodies conjugated (Promega, U.S.A.) ที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ในอัตราสวน 1:5,000 สําหรับ iNOS, และ 1:10,000 สําหรับ ß-actin ที่อุณหภูมิหอง 
สําหรับการวิเคราะห HO-1 ใหบมแผน membrane ดวยสารละลาย goat anti-rabbit IgG (H+L) 
horseradish peroxidase secondary antibodies conjugated (Promega, U.S.A.) ที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ในอัตราสวน 1:1,000  กอนลางแผน membrane ดวยบัฟเฟอร TBS-T นาน 5 นาที 
จํานวน 3 คร้ัง นําแผน membrane บมในสารละลายซับสเตรทสําหรับ chemiluminescence โดยใช  
SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate (Pierce, U.S.A.) เปรียบเทียบความเขมของ

แถบผลผลิตทีไ่ดบนแผน X-ray film หลังจากที ่ standadize กับความเขมของแถบ -actin ในแตละ
ปฏิกิริยาโดยโปรแกรม BIOPROFIL Bio-1D version 11.9 (Vilber Lourmat Biotechnology) 

 ในการทดสอบผลของอนุพนัธ NAMDA ตอการกระตุนและเคล่ือนที่ของ NF- B จะใชโปรตีนจาก
นิวเคลียส (nuclear protein extract) ในการทํา Western Blotting แทนสารสกดัโปรตีนรวม การสกัด 

nuclear protein extract ทําตามวิธทีี่รายงานโดย Srisook และคณะ (2010).วเิคราะหปริมาณโปรตีน

โดย Bradford protein assay kit (Biorad, U.S.A.) จากนั้นแยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE กอนยาย
โปรตีนไปที่ PVDF membrane และบมmembrane ดวยสารละลาย mouse anti- NF-κB antibody 
(1:500) (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.) ที่ละลายในตัวทาํละลาย [1X PBS, 0.5% (น้าํหนัก/
ปริมาตร) BSA, 0.05% (ปริมาตร/ปริมาตร) Tween 20] ที่อุณหภูมิหอง นาน 2 แลวลางแผน 
membrane ดวยบัฟเฟอร TBS-T นาน 5 นาที จาํนวน 3 คร้ัง นําแผน membrane แชในสารละลาย goat 
anti-mouse IgG (H+L) horseradish peroxidase secondary antibodies conjugated (Promega, 
U.S.A.) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ในอัตราสวน 1:5,000 จากนั้นนําไปตรวจสอบแถบโปรตีนโดย
น้ํายา enhance chemiluminescence 
 
2.7 การสรางพลาสมิดลกูผสมท่ีมีชิ้นโปรโมเตอรของ iNOS 
 ทําการโคลนช้ินโปรโมเตอรของ iNOS ที่ตําแหนงที่ -1595 ถึง +169 โดยไพรเมอรที่จําเพาะ คือ 
5’-TAAGGTACCGAGGTTGACTTTGATATGCTG-3’ และ 5’-TAAAAGCTTTTGCAGTTGACTAG 
GCTACTC-3’ ทําการเพิ่มปริมาณชิ้นโปรโมเตอรดังกลาวจาก gDNA ดวยวธิี PCR กอนนํา PCR 
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product (1,778 bp) เขาสูพลาสมิด pGEM-T easy vector ทําการตรวจสอบลําดับเบสของช้ิน inserted 
DNA กอน subclone เขาสู pGL3-basic vector ที่บริเวณ KpnI/HindIII  
 
2.8 การทดสอบ iNOS promoter activity 
 ทําการแบงเซลลลงในจานเพาะเล้ียงเซลลแบบ 24 หลุม (2x105เซลล/หลุม) ในอาหารเล้ียงเซลล 
DMEM ที่มยีาปฏิชีวนะ บมเซลลที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง กอนเติมอาหารเล้ียงเซลลทีไ่มมียา
ปฏิชีวนะ จากนั้นทําการถายฝากยีน (transfection) piNOS-luc plasmids จํานวน 0.5 μg และ pRSV-
β-galactosidase plasmids จํานวน 1 μg ดวย Lipo-Fectamine 2000 reagent (Invitrogen) ใน
อาหารเล้ียงเซลล Opti-MEM I (Invitrogen, USA.) ตามวธิีที่ผูผลิตแนะนาํ บมเซลลที่อุณหภูม ิ 37 °C 
นาน 6 ชั่วโมง กอนเปลีย่นอาหารเล้ียงเซลลเปนอาหารเล้ียง DMEM ที่มียาปฏิชีวนะ และบมตอที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนเติมอาหารเล้ียงเซลลที่มีสารทดสอบที่ความเขมขนตางๆ ทั้งที่มี 
LPS และไมมี LPS แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 6 ชั่วโมง ลางเซลลดวยบัฟเฟอร (1X) PBS 
ที่เยน็ กอนนํามาทาํใหเซลลแตกโดยการเติม cell culture lysis buffer (Promega, USA.) และตรวจสอบ 

luciferase activity โดย luciferase assay system (Promega, USA.) ดวยเคร่ือง luminometer ในการ

ทดสอบใช pSV--galactosidase control vector เปนตัวควบคุม 
 
2.9 การวิเคราะหผล 

2.9.1 การวิเคราะหผลจาก  agarose gel electrophoresis และแถบโปรตีนโดยการเปรียบ  
เทียบความเขมของแถบผลผลิตที่ไดโดยโปรแกรม BIOPROFIL Bio-1D version 11.9 (Vilber Lourmat 
Biotechnology) 

2.9.2  การวเิคราะหทางสถติิ วิเคราะหขอมูลการทดลองท่ีไดจากการตรวจสอบปริมาณไนไตรท 
ปริมาณ luminescence หรือความเขมของแถบโปรตีนหรือ PCR product โดยคาเฉลี่ยของขอมูลจากแต
ละสภาวะ โดยเปรียบเทียบแบบ Student ‘s t-test  หรือ one way ANOVA (P<0.05) 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
 ทําการสังเคราะหสารทดสอบ และนําสารทดสอบซ่ึงมฤีทธิ์ลดการผลิตไนตริกออกไซดมาทดสอบ
การแสดงออกของยีน inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ heme oxygenase-1 (HO-1) โดย
ทําการทดสอบในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 บมกับสารทดสอบ (BMC 3, BMC 12, BMC 34 และ 

BMC 41) ที่ความเขมขน 100 M เปนเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง สําหรับการวเิคราะหปริมาณ mRNA 
และโปรตีน ตามลําดับผลการทดสอบพบวาสารทั้งส่ีลดปริมาณ mRNA และโปรตีนของยีน iNOS ได เมื่อ
เทียบกับเซลลที่สัมผัสกับ LPS เพียงอยางเดียว โดยทีส่ารอนุพนัธ NAMDA เพยีงอยางเดียวไมกระตุน
การแสดงออกของยีน iNOS นอกจากนีพ้บวาสาร BMC 3, BMC 12 และ BMC 34 กระตุนการแสดงออก
ของยีน HO-1 ในขณะที่สาร  BMC 41 ไมกระตุนการแสดงออกของยีน HO-1 ดังแสดงในรูปที ่1 
 ข้ันถัดมาทําการยืนยันผลของสาร BMC เหลานี้ตอการแสดงออกของยีน HO-1 ในชวงเวลาตางๆ 
คือ 0, 3, 6, 12, 18 และ24 ชั่วโมง พบวาสารทั้งส่ีสามารถกระตุนการแสดงออกของยีน HO-1 ในระดับ 
mRNA และโปรตีน ได แตเกิดข้ึนในชวงเวลาตางกนั ดังแสดงในรูปที ่2-4  
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 (a) 

 
 
 (b) 

 
รูปที่ 1 ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน iNOS และยีน HO-1 ของอนุพนัธของ NAMDA 
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 (a) BMC3 และ BMC12 (b) BMC34 และ BMC41 ที่ระดับ mRNA และโปรตีน 
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รูปที่ 2 ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน HO-1 ของอนุพนัธของ BMC3 ที่ระดับ mRNA (a) และ
โปรตีน (b) 
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รูปที่ 3 ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน HO-1 ของอนุพนัธของ BMC34 ที่ระดับ mRNA (a) 
และโปรตีน (b) 
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รูปที่ 4 ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน HO-1 ของอนุพนัธของ BMC41 ที่ระดับ mRNA (a) 
และโปรตีน (b) 
 จากผลจะพบวาสาร BMC 41 ที่ทําการทดสอบในข้ันแรกที่กระทําในชวงเวลาเดียวคือ 12 ชั่วโมง 
สําหรับการวิเคราะหปริมาณ mRNA และ 24 ชั่วโมง สําหรับวเิคราะหโปรตีน พบวาระดับ HO-1 ไม
แตกตางจากเซลลควบคุม แตเมื่อทดสอบในชวงเวลาตางๆ พบวาสามารถกระตุนการแสดงออกของยนี 
HO-1 ไดเร็วกวาสาร BMC 3 และ BMC 34 คือพบต้ังแตเวลา 3 ชั่วโมง และลดลงสูระดับปกติภายใน
เวลา 12 ชั่วโมงสําหรับ mRNA และ 18 ชั่วโมง สําหรับวิเคราะหโปรตีน ดังนัน้จึงสรุปไดวาสารทดสอบ
ทั้งหมดสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดไดและสามารถกระตุนการแสดงออกของเอนไซม HO-1 
ไดทั้งหมดแตที่ชวงเวลาตางกนั 
 จากนั้นนําสาร  BMC 3, BMC 34 และ BMC 41 มาทดสอบการแสดงออกของยีน HO-1 โดยทํา
การทดสอบในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 บมกับสารทดสอบทีค่วามเขมขน 10, 25, 50 และ 100 

M ผลการทดสอบพบวาสาร BMC 3, BMC 34 และ BMC 41 กระตุนการแสดงออกของยีน HO-1 ใน
ระดับ mRNA และโปรตีน ในลักษณะที่ข้ึนอยูกับความเขมขน ดังแสดงในรูปที ่5-7 
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รูปที่ 5  ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน HO-1 ของอนุพนัธของ BMC3 ที่ระดับ mRNA (a) 
และโปรตีน (b)ทําการทดสอบในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 บมกับสารทดสอบทีค่วามเขมขน 10, 

25, 50 และ 100 M เปน เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง สําหรับการวเิคราะหปริมาณ mRNA และโปรตีน 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 6  ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน HO-1 ของอนุพนัธของ BMC34 ที่ระดับ mRNA (a) 
และโปรตีน (b)ทําการทดสอบในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 บมกับสารทดสอบทีค่วามเขมขน 10, 
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25, 50 และ 100 M เปนเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง สําหรับการวเิคราะหปริมาณ mRNA และโปรตีน 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 7  ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน HO-1 ของอนุพนัธของ BMC41 ที่ระดับ mRNA  
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(a) และโปรตีน (b)ทําการทดสอบในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 บมกับสารทดสอบที่ความเขมขน 10, 

25, 50 และ 100 M เปนเวลา 6 ชั่วโมง สําหรับการวิเคราะหปริมาณ mRNA และโปรตีน  
 
 ข้ันตอมาจึงเลือกสาร BMC 41 มาศึกษากลไกในระดับโมเลกุลในการยับยั้งการผลิตไนตริกออก
ไซด เนื่องจากเปนสารที่มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การผลิตไนตริกออกไซดไดดีที่สุด มีคา IC50 เทากับ 

7.1 M จากการทดลองพบวาสาร BMC 41 ที่ความเขมขน 12.5-100 M ลดการแสดงออกของ
เอนไซม iNOS ไดในระดับโปรตีนและ mRNA ดังแสดงผลในรูปที่ 8 โดยไมแสดงความเปนพิษตอเซลล 

ยกเวนที่ความเขมขน 200 M (รูปที่ 9) 
 

 
 
รูปที่ 8  ผลการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน iNOS ของอนพุันธของ BMC41 ที่ระดับโปรตีน (a) 
และ mRNA (b) ทาํการทดสอบในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 บมกับสารทดสอบที่ความเขมขน 12.5, 

25, 50 และ 100 M เปนเวลา 24 และ 12 ชั่วโมง สําหรับการวิเคราะหปริมาณโปรตีน และ mRNA 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 9  คาการมีชวีิตรอดของเซลลแมคโครฟาจที่สัมผัสกับสาร BMC 41 ที่ความเขมขน 12.5-100 M 
เปนเวลานาน 24 ชั่วโมง คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ±คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 คร้ังที่เปน
อิสระตอกัน แตละคร้ังทํา 3 ซ้ํา เปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของเซลลแมคโครฟาจที่สัมผัสกับสวนสกดัเพียง
อยางเดียว เปรียบเทียบกับความมีชวีิตรอดของเซลลควบคุมที่ไมไดสัมมผัสสารใด 
*p<0.05 vs CON 
 

นอกจากนีท้าํการตรวจสอบผลของสาร สาร BMC 41 ตอ iNOS promoter ซึ่งควบคุมการ
แสดงออกของยีน iNOS จงึไดทําการสราง iNOS promoter containing vector ที่เช่ือมระหวางช้ินดีเอ็น
เอของ iNOS promoter กับยีนสําหรับเอนไซม luciferase เพื่อจะใชในการ transfection เขาสูเซลล
ทดสอบ โดยเร่ิมจากการเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ iNOS promoter ซึ่งมีขนาดประมาณ 1.7 kb 
จาก gDNA ของหน ู โดยเทคนิค PCR (รูปที่ 10) กอนนาํช้ินดีเอ็นเอนี้เขาสู pGEM-T easy vector 
จากนั้นคัดเลือก recombinant clone ที่คาดวามีชิน้ iNOS promoter (รูปที่ 11) และทําการหาลําดับเบส
ของช้ิน iNOS promoter ในพลาสมิดลูกผสม pGEM-T easy vector เปรียบเทียบลําดับเบสกบัฐาน 
ขอมูล GenBank พบวาช้ินดีเอ็นเอที่ไดเปน promoter ของยีน iNOS ของหน ู  จงึทําการตัดชิ้นดีเอ็นเอ 
iNOS promoter ออกมาจาก recombinant DNA ดวยเอนไซม Hind III และ KpnI และตัด pGL3- 
basic vector ดวยเอนไซม Hind III และ KpnI แยกดีเอ็นเอที่ผานการยอยดวยเอนไซมโดย agarose gel 
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electrophoresis จากนั้นทาํการสกัดชิน้ดีเอ็นเอที่ตองการจากเจล และทําการเช่ือมระหวางชิน้ iNOS 
promoter และ pGL3- basic vector และคัดเลือกโคลนที่ม ี iNOS promoter (piNOS-luciferase) มา
เพิ่มปริมาณใน E.coli  เพื่อนาํ piNOS-luciferase ทําการ transfection เขาสู เซลล RAW264.7 
macrophage  เปนเวลา 30 ชั่วโมง จากนั้นใหเซลลสัมผัสกับสาร BMC41 ในสภาวะที่มี และไมมี LPS 

โดยมีพลาสมิดที่มียนี -galactosidase (pSV--galactosidase control vector) เปนตัวควบคุม
ภายใน จากนัน้วิเคราะห luciferase activity โดยใชซบัสเตรทที่จาํเพาะ และวัดการเรืองแสงโดยเคร่ือง 
luminometer  พบวา LPS กระตุน iNOS promoter activity แตสาร BMC41 ลดการทาํงานของ  iNOS 
promoter ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขนของสาร BMC41 (รูปที ่ 12) ในขณะที่เซลลที่ไดรับ pGL3- 
basic vector เพียงอยางเดียวมี luciferase activity ในปริมาณตํ่า 
 

   
 
รูปที่ 10 การเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ iNOS promoter จาก gDNA ของหน ูโดยเทคนคิ PCR 
(94oC 1 นาที จํานวน 1 รอบ 94oC 30 วินาที, 55oC 30 วินาที, 72oC 2 นาที จาํนวน 30 รอบและ 72oC 5 
นาที จาํนวน 1 รอบ)  
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รูปที่ 11 recombinant plasmid ที่สกัดไดจากโคโลนีสีขาวบางสวน (14 โคลน) ที่คาดวาม ีiNOS 
promotor 
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รูปที่ 12 ผลของสาร BMC41 ตอ iNOS promoter activity ในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ทีก่ระตุน

ดวย LPS และสัมผัสสาร BMC 41 ที่ความเขมขน 25-100 g/mL คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ±คาเบ่ียงเบน
มาตรฐานของการทดลอง 5 คร้ังที่เปนอิสระตอกัน แตละคร้ังทํา 3 ซ้ํา # P<0.05 vs control; * และ** 
P<0.05 และ P<0.01 vs LPS 
 

นอกจากนีย้ังไดทําการศึกษาผลของสาร BMC41 ตอ transcription factor NF-B ซึ่งในสภาวะ

ที่เซลลไมถกูกระตุน NF-B จะจับอยูกับโปรตีน I-B ทาํใหอยูในไซโทซอล แตเมื่อมีการกระตุนโดย 

LPS จะทําให I-B ถูกสลายตัว และ NF-B เคล่ือนเขาสูนวิเคลียส ดังนัน้จึงทําการวิเคราะหโปรตีน 

NF-B จากนวิเคลียส โดยเทคนิค Western blotting ดวย antibody ที่จําเพาะตอโปรตีน p65 ที่เปน

หนวยยอยของ NF-B พบวา LPS ทําใหมีการเคลื่อนทีข่อง NF-B เขาสูนิวเคลียส และสาร BMC41 

สามารถลดปริมาณโปรตีน p65 NF-B ในนวิเคลียสในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขนของสาร BMC41 
(รูปที่ 13) 
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รูปที่ 13 ผลการวิเคราะหผลของ BMC41 ตอการเคล่ือนที่สูนวิเคลียสของโปรตีน p65 NF-B  บมเซลล

แมคโครฝาจ RAW 264.7 กับสาร BMC41ที่ความเขมขน  0, 25, 50 และ 100 M ในสภาวะทีม่ี LPS 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้สกัดโปรตีนจากนิวเคลียสมาวิเคราะหโดยเทคนิค Western blotting  
 
 ข้ันตอมาทาํการตรวจสอบ iNOS activity.ในสภาวะทีม่ีสารยับยัง้การทํางานของ HO-1 (Tin 
protoporphyrin IX, SnPP) วิธกีารในการทดสอบ iNOS activity คือวิเคราะหปริมาณไนไตรทที่อยูใน
อาหารเล้ียงเซลล โดยเซลลจะหล่ังไนตริกออกไซดออกมาเมื่อถกูกระตุนดวย LPS และเกิดการออกซิ
เดช่ันเปนไนไตรทสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล พบวาสาร BMC 41 สามารถลดการยับยั้งการผลิตไนตริ

กออกไซดไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ทัง้ที่ความเขมขน 50 และ 100 M (รูปที่ 13) แตเมื่อมีการยับยัง้
แอกติวิตีของ HO-1 พบวาปริมาณไนไตรทกลับสูงข้ึน ผลการทดลองที่ไดสรุปไดวากลไกของการลดการ
ผลิตไนตริกออกไซดโดยสาร BMC 41 ทีอ่าจเปนไปไดคือ เกิดผานการกระตุนเอนไซม HO-1 และผาน

การยับยัง้วถิีสัญญาณ NF-B   
 



 

 40

 
 

รูปที่ 13  ผลของ SnPP ตอการลดการผลิตไนตริกออกไซดสาร BMC 41 ตอการ ทําการทดสอบในเซลล
แมคโครฝาจ RAW 264.7 โดยบมสาร SnPP เปนเวลา 6 ชั่วโมงกอนใหเซลลสัมผัสกับสารทดสอบที่

ความเขมขน 10 และ 50 M และ LPS เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนนาํอาหารเล้ียงเซลลไปทดสอบปริมาณ
ไนไตรท   ### P<0.01 vs control; * และ*** P<0.05 และ P<0.001 vs LPS, †P<0.05 vs LPS + BMC 

41 (10 M) และ ‡P<0.05 vs LPS + BMC 41 (50 M) 
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บทที่ 4 
อภิปรายผลและสรุปผลการทดลอง 

 
การศึกษานี้เปนการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดของอนุพนัธ NAMDA 

การศึกษาทาํในเซลลไลนแมคโครฟาจหนู RAW264.7 ทีถู่กกระตุนดวย LPS ที่เปนองคประกอบของผนัง
เซลลแบคทีเรีย เปนการจําลองการติดเช้ือจุลชีพในเซลลแมคโครฟาจ ทําใหมีการหล่ังสารส่ือกลางการ
อักเสบตางๆ รวมทัง้ไนตริกออกไซดออกมาในขณะที่มกีารอักเสบ ซึ่งเปนปฏิกิริยาการตอบสนองในระบบ
ภูมิคุมกัน เพือ่กําจัดส่ิงแปลกปลอมหรือจุลชีพ จากการศึกษาพบวาอนุพนัธ NAMDAทีท่ดสอบทั้ง 4 สาร 

คือ BMC 3, BMC 12, BMC 34 และ BMC 41 ที่ความเขมขน 100 M มีฤทธิ์ในการยับยัง้การผลิตไน
ตริกออกไซดในเซลลแมคโครฟาจ และสามารถลดการแสดงออกของ iNOS ที่ระดับโปรตีนและ mRNA มี
การศึกษากอนหนานี้แสดงใหเหน็วาไนตริกออกไซดที่ผลิตจากเอนไซม iNOS มีสวนเกีย่วของกับการเกิด
โรคอักเสบตางๆ เชน ภาวะช็อคจากการติดเช้ืออยางรุนแรง การปฏิเสธของเนื้อเยื่อในการปลูกถาย
อวัยวะ  โรคอัลไซเมอร  โรคพารกนิสัน  โรคมะเร็ง โรคไขขออักเสบรูมาตอยด และโรคหลอดเลือดแดง
แข็งตัว (Wright, 1992; Dorheim, 1994; Grisham, 1999; Coleman, 2001; Cross และ Wilson, 2003; 
Guzik, 2003; Latham, 2005) ดังนั้นการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดจึงเปนแนวทางหน่ึงในการรักษา
โรคจากการอักเสบเหลานี ้ 

สาร BMC 41 ถูกเลือกมาศึกษากลไกในระดับโมเลกุลในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด 
เนื่องจากเปนสารที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดไดดีที่สุด มีคา IC50 เทากับ 7.1 

M จากการทดลองพบวาสาร BMC 41 ที่ความเขมขนที่ใชทดสอบการยับยัง้การผลิตไนตริกออกไซด 

(12.5-100 M) ไมมีความเปนพษิตอเซลล แสดงใหเหน็วาการลดปริมาณของไนตริกออกไซดไมไดเปน
ผลมาจากการตายของเซลล อาจจะมาจากการลดการผลิตไนตริกออกไซดของเซลลเอง ข้ันตอนสําคัญ
ในการควบคุมการแสดงออกของ iNOS ในเซลลแมคโครฟาจอยูที่ระดับการถอดรหสัพันธกุรรม (Aktan, 
2004) และระดับของไนตริกออกไซดที่สูงข้ึนจากการผลิตโดย iNOS ซึ่งเปนผลมาจากการแสดงออกของ 
iNOS ในแมคโครฟาจ ทีถู่กกระตุนโดย LPS  (Buttery et al., 1994) ดังนัน้จึงศึกษาผลของสาร BMC 41 
ตอการปริมาณ mRNA ของ iNOS พบวาสาร BMC 41 สามารถยับยัง้การถอดรหัสพันธุกรรมของยีน 
iNOS ได ลดปริมาณ mRNA ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขน (รูปที ่8) นอกจากนี้ยงั พบวาสาร BMC 41  
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สามารถลดปริมาณโปรตีน iNOS ไดในลกัษณะที่ข้ึนกบัความเขมขนของสวนสกัด จากการทดลองแสดง
ใหเหน็วาสาร BMC 41 สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซดไดโดยยับยัง้ทีก่ารแสดงออกของ iNOS ทั้งใน
ระดับ mRNA และนําไปสูการลดลงของโปรตีน iNOS ในเซลลแมคโครฟาจหนู RAW264.7 ที่ถกูกระตุน
ดวย LPS 

NF-B เปน transcription factor สําคัญที่ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม iNOS ในเซลลที่

ถูกกระตุนดวย LPS  โปรตีน NF-B อยูในกลุมโปรตีน Rel มีลักษณะเปน homodimer หรือ 

heterodimer ที่เกิดจาการรวมตัวของหนวยยอย RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 (NF-B1) และ p52 

(NF-B2) โดยที่การจับคูของ p50/p65 เปนรูปทีพ่บบอย (Luqman and Pezzuto, 2010) NF-B ทีพ่บ

ในแมคโครฟาจในสภาวะปกติเซลลจะจับกบัโปรตีน inhibitory-kappaB (IB) ทาํให NF-B คงอยูใน

ไซโทซอล (Bauerle and  Baltimore, 1996) แตเมื่อถูกกระตุนดวย LPS โปรตีน IB จะถกูฟอสโฟรีเล

ชันโดยเอนไซม IB kinase (IKK) เปนผลให IB สลายตัว (Yates and Górecki, 2006) ดังนัน้ NF-B 
จึงเคลื่อนที่เขาสูนวิเคลียสและจับกับโปรโมเตอรของยีน iNOS และเหนีย่วนาํใหเกิดการถอดรหัส
พันธกุรรมของ iNOS นําไปสูการเพิม่จํานวนของ ไนตริกออกไซด (Yates and Górecki, 2006) ดังนั้นเรา
จึงทดสอบผลของสาร BMC 41 ตอ iNOS promoter activity พบวา LPS สามารถกระตุน iNOS 
promoter activity ได และสาร BMC 41 สามารถ ลด iNOS promoter activity ไดในลักษณะที่ข้ึนกับ
ความเขมขน นอกจากนี้สาร BMC 41ยังสามารถลดปริมาณ p65 NF-κB ในนิเคลียสอีกดวย ดังนัน้ผล
การทดลองที่ไดแสดงใหเหน็วากลไกหนึ่งทีส่าร BMC 41 ลดการผลิตไนตริกออกไซดไดคือสามารถ ลด 
iNOS promoter activity และลดปริมาณ p65 NF-κB  นําไปสูการลดลงของระดับ mRNA ของ iNOS 
และระดับโปรตีนของ iNOS ตามลําดับ และสุดทายเกิดการลดการผลิตไนตริกออกไซด 

HO-1 เปนโปรตีนที่ถูกเหนี่ยวนาํโดยความเครียด (Pae and Chung, 2009) โดยพบวา HO-1 
สามารถลดการอักเสบ (Kim et al., 2010) แมวากลไกที่ใชในการตานอักเสบของเอนไซม HO-1 ยงัไม
เปนทีท่ราบแนชัด แตมีรายงานวาผลผลิตที่เกิดจากแอกติวิตีของ HO-1 คือ สาร biliverdin และ bilirubin 
หนาทีเ่ปนสารตานอนมุูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในรางกาย (Stocker et al., 1987) และลด iNOS activity และ
ลดการแสดงออกของ iNOS ในระดับหลอดทดลองและในสัตวทดลอง (Lanone et al., 2005; Wang et 
al. 2004) นอกจากนี้คารบอนมอนอกไซดสามารถจับกับเหล็กในกลุมฮีมของเอนไซม iNOS ทาํให
ขัดขวางปฏิกิริยาการขนสงอิเล็กตรอนที่เรงปฏิกิริยาโดยกลุมเหล็กเปนผลใหยับยัง้การสังเคราะหไนตริกอ
อกไซด (Srisook and Cha, 2005) คารบอนมอนอกไซดยังถูกรายงานวาสามารถลดการแสดงออกของ
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ยีน iNOS (Sarady-Andrews, 2005; Sawles, 2005; Srisook K., 2006) คารบอนมอนอกไซดยับยั้งการ

แสดงออกของยีน iNOS ในแมคโครฟาจทีถู่กกระตุนดวย IL-1 โดยการยับยัง้การเกิดไดเมอรของ iNOS 
อันนาํไปสูการลดจํานวนโมเลกุล iNOS ทีท่ําหนาที่ได (Kim et al., 2008) นอกจากน้ีคารบอนมอนอกไซด

ลดการกระตุน NF-B โดย LPS (Sarady et al. 2002) อีกทางหนึง่ที ่ HO-1 ทําใหเกิดการยับยั้งการ
สังเคราะห คือ การเหนี่ยวนําใหมีการสังเคราะห HO-1 เปนผลใหมกีารกําจัดกลุมฮีมอิสระ ซึง่ทาํหนาที่
เปนตัวยึดจับแตละหนวยยอยของไดเมอรของ iNOS จึงทําใหลดการสังเคราะห iNOS ทีท่าํหนาที่ได 
(Srisook and Cha, 2005) การกระตุนเอนไซม HO-1 นอกจากทีจ่ะลดการผลิตไนตริกออกไซดแลว ยงั
สามารถลดปริมาณอนุมูลอิสระอ่ืนๆที่เกิดข้ึนในระหวางการตอบสนองการอักเสบ (immune response) 
ไดอีกดวย จึงทําใหการตานการอักเสบมีประสิทธิภาพมากข้ึนและไมทาํใหสมดุลของ oxidative stress 
เสียไป ดังนั้นเพื่อจะทดสอบวากลไกอีกทางหน่ึงของการยับยั้งการแสดงออกของ iNOS โดยสาร BMC 
41 เกิดผานการกระตุนเอนไซม HO-1 หรือไม เราจึงใหเซลลแมคโครฟาจสัมผัสกบัสาร BMC 41 เพียง
อยางเดียว พบวาสาร BMC 41 สามารถกระตุน HO-1 ไดทั้งในระดับ mRNA และโปรตีน (รูปที ่4 และ 7) 
เมื่อใหเซลลสัมผัสกับ SnPP กอนเพื่อยับยั้งการทาํงานของเอนไซม HO-1 หลังจากนัน้จึงเติม LPS และ
สาร BMC 41 พบวาเมื่อยับยั้งเอนไซม HO-1 ดวย SnPP ทาํใหปริมาณไนตริกออกไซดสูงข้ึนกวาในเซลล
ที่สัมผัสกับ LPS และสาร BMC 41 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการลดผลผลิตของ HO-1 ทาํใหการ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดลดลง (รูปที่ 13) ดังนั้นกลไกของการลดการอักเสบของสาร BMC 41 กลไก

หนึง่ คือเกิดผานการกระตุน HO-1 และการกระตุน HO-1 อาจทาํใหเกิดการยับยั้งวถิี NF-B และ iNOS 
promotor activity สงผลใหมีการแสดงออกของ iNOS ลดลง และนําไปสูการลดการผลิตไนตริกออกไซด
ในที่สุด (ดังแสดงในรูปที่ 14) สาร BMC 41 นี้มีศักยภาพที่จะนําไปพํฒนาเปนยาตานอักเสบชนิดใหมที่
ใชในการรักษาโรคจากการอักเสบตางๆ  
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รูปที่ 14 กลไกที่อาจเปนไปไดในการตานอักเสบของสาร BMC 41 ในเซลลแมคโครฝาจ RAW 264.7 ที่
สัมผัสกับ LPS  
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