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บทคัดยอ 
 

จระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ถือเปนหนึ่งในไมกี่ชนิดของสัตวเล้ือยคลานโบราณท่ี

สามารถอยูรอดไดจนถึงปจจุบัน ซึ่งอาจเปนไปไดวาจระเขมีระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate 

immunity) ท่ีมีประสิทธิภาพทําใหสามารถปรับตัวในสภาพแวดลอมท่ีเปล่ียนแปลงไปไดเปนอยางดี โดยเฉพาะ

ภูมิคุมกันสืบทอดของกลุมเปปไทดตานจุลชีพ ซึ่งนาจะเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหสัตวเล้ือยคลานสามารถดํารงคงอยูใน

สายวิวัฒนาการมาอยางยาวนาน ดังนั้นโครงการนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนหรือ           

เปปไทดจากเลือดจระเขสายพันธุไทย โดยเฉพาะฤทธิ์ตานเช้ือสิว (Propionibacterium acnes) ฤทธิ์ตานอักเสบ 

รวมท้ังฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ เพื่อเปนการศึกษาถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระขององคประกอบตางๆ ของ

เลือดจระเขสายพันธุไทย ซึ่งไดแก พลาสมา ซีรัม ฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ดเลือดขาว ในเซลลผิวหนังมนุษย 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ซึ่งถือเปนอนุมูลอิสระกลุมออกซิเจน (reactive oxygen species; ROS) ท่ีมี

ความเกี่ยวของกับการเกิดโรคตางๆ มากมาย จึงถูกนํามาใชเปนตัวแทนของอนุมูลอิสระในการทดลองครั้งนี้ ซึ่งผล

การทดลองแสดงใหเห็นวาองคประกอบตางๆ จากเลือดจระเขดังกลาวขางตน ไมมีความเปนพิษตอเซลล    ไฟโบ

รบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; human skin fibroblasts) และเซลล เม็ดเลือดขาวของมนุษย               

(peripheral blood mononuclear cells; PBMC) เมื่อตรวจวัดดวยวิธี 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromide solution (MTT) แตเมื่อเซลลไดรับ H2O2 นั้น พบวาเซลลไฟโบรบลาสตมีอัตรา

การรอดชีวิตลดลงมากวา 50% อยางไรก็ตามความเปนพิษจาก H2O2 นี้สามารถบรรเทาไดเมื่อเล้ียงเซลล             

ไฟโบรบลาสตรวมกับองคประกอบของเลือดจระเขกอนไดรับอนุมูลอิสระ H2O2 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ซึ่งพบวา

ฮีโมโกลบินสามารถลดพิษท่ีเกิดจาก H2O2 ไดสูงท่ีสุด โดยพบวาเซลลไฟโบรบลาสตมีอัตรารอดชีวิตสูงถึง 89% 

ถึงแมจะไดรับอนุมูลอิสระ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคลองกับผลการยอมเซลลไฟโบรบลาสตแลวตรวจดูดวยกลอง

จุลทรรศน จากผลการทดลองขางตนนี้ จึงมีความเปนไปไดท่ีเลือดจระเขจะมีความสามารถในการตานการอักเสบ

ดวย ท้ังนี้เนื่องจากอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลนั้น สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบได ดังนั้นสารท่ีมีฤทธิ์
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ตานอนุมูลอิสระจึงอาจมีฤทธิ์ตานอักเสบดวยเชนกัน เพื่อทดสอบฤทธิ์ในการตานอักเสบนั้น การทดลองครั้งนี้จึงได

นําฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระภายในเซลลไดอยางดีเยี่ยมมาศึกษาตอเนื่อง

ถึงฤทธิ์ตานการอักเสบในเซลลเพราะเล้ียงแมคโครฟาจ (RAW 264.7) โดยผลการทดลองพบวาเมื่อทําการกระตุน

เซลล RAW 264.7 ใหเกิดการอักเสบดวยท้ังไลโปโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide; LPS) และเช้ือกอสิว 

(Heat-killed P. acnes) สารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 

µg/ml สามารถลดระดับของไนตริกออกไซด (NO) ไดอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งสอดคลองกับผลการแสดงออกของยีนท่ี

เกี่ยวของกับการอักเสบคือ พบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถลดระดับการแสดงออกของยีนของสารส่ือกลาง

อักเสบและไซโตไคนในเซลล RAW 264.7 เมื่อถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS และ P. acnes ได 

ตัวอยางเชน ลดการแสดงออกของยีน inducible nitric oxide synthase (iNOS) Interleukin 6 (IL-6), 

Interleukin 1β (IL-1β) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) เมื่อทําการตรวจวัดดวยเทคนิค RT-PCR 

และสามารถลดระดับของโปรตีน IL-6 และ TNF-α เมื่อทําการตรวจวัดดวยเทคนิค ELISA นอกจากนี้เมื่อทําการ

ทดสอบผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวในการปองกันการตายแบบ apoptosis ในเซลล RAW 264.7 ท่ีไดรับการ

กระตุนการอักเสบ พบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาว (25 และ 50 µg/ml) สามารถปองกันเซลลจากกระบวนการ 

apoptosis เพื่อเซลลถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS และ P. acnes ได โดยพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ี

ความเขมขนสูงสุด (50 µg/ml) สามารถลดระดับการตายแบบ apoptosis ในเซลลท่ีถูกกระตุนการอักเสบดวย 

LPS ไดถึง 74% และสามารถลดระดับการตายแบบ apoptosis ในเซลลท่ีถูกกระตุนการอักเสบดวย P. acnes ได

ถึง 59% ผลการทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือ P. acnes ดวยเทคนิค broth dilution พบวาสารสกัดเม็ดขาวสามารถ

ยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. acnes ไดอยางมีประสิทธิภาพ สําหรับฮีโมโกลบินนั้น พบวาฮีโมโกลบินจากเลือดจระเข

สายพันธุไทยสามารถลดระดับการอักเสบไดในทํานองเดียวกันกับสารสกัดเม็ดเลือดขาว เมื่อทําการศึกษาแบบแผน

ของโปรตีนในเซลล RAW 264.7 เมื่อถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS และไดรับฮีโมโกลบินจากเลือดจระเข

สายพันธุไทยรวม ดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) รวมกับเทคนิคแมสสเปคโตสโกป (LC-MS/MS) พบวา

ฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุไทยสามารถลดการอักเสบโดยอาศัยหลายกลไกท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบ เชน 

cellular metabolism protein fate oxidative burst signal transduction และ morphogenesis 

ผลงานวิจัยท้ังหมดในครั้งนี้เปนงานวิจัยแรกท่ีไดทําการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีหลากหลาย ไมวาจะเปนฤทธิ์ตาน

เช้ือสิว ฤทธิ์ตานอักเสบ และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ซึ่งถือเปนขอมูลพื้นฐานในการสนับสนุนการพัฒนาใชเลือด

จระเขเพื่อการรักษาหรือเปนอาหารเสริมตอไปในอนาคต 

 

คําสําคัญ : ตานการอักเสบ, สิว, เซลลแมคโครฟาจชนิด RAW 264.7, จระเขสายพันธุไทย, เซลลไฟโบรบลาสต
จากผิวหนังมนุษย 
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Abstract  
 

Siamese crocodile (Crocodylus siamensis) is one of a few ancient reptile species which 
was survived until nowadays. Regarding from this evidence, it indicates that the innate immunity 
of the crocodiles is very powerful to protect itself from several pathogens infection. Thus, in this 
project we are interested to study biological properties of crocodile blood proteins and 
peptides in the term of the anti- P. acnes, anti-inflammatory and antioxidant activity. To 
elucidate the antioxidant activity of C. siamensis blood components (plasma, serum, 
hemoglobin (cHb) and white blood cells extract (cWBC) on BJ human skin fibroblasts, hydrogen 
peroxide (H2O2), a reactive oxygen species (ROS) causing cellular injury associated with the 
induction of numerous diseases, was selected as the oxidant in this research. Using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide solution (MTT) assay, C. siamensis blood 
components were found exhibit no toxicity on BJ cells. A pronounced protective effect against 
H2O2 damage was observed upon pre-incubation of the cells with 25, 50 and 100 µg/ml of each 
C. siamensis blood component for 1 h prior to H2O2 exposure. The highest potential to 
preserve cell viability was found in C. siamensis hemoglobin (cHb) (89.0%). These results were 
coincided with visible light microscopy observation. Additionally, it could further be shown that 
treatment with C. siamensis blood components did not exhibit any toxic effect on human 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Moreover, the collected data clearly demonstrates 
that H2O2 induces apoptosis within human skin fibroblast cells, which was evidently decreased 
by pre-treatment with cHb. Free radicals lead to oxidation and this accumulates within cells can 
contributes to the inflammatory state of various diseases. Thus, antioxidant compounds are 
potent scavengers of free radicals that may have a possible role in improving inflammatory 
conditions. From this evidence, cHb and cWBC that exhibited antioxidant behavior might also 
have the anti-inflammatory function. Consequently, this report represents the first study aimed 
to shed light onthe basic mechanism of the anti-inflammatory activities of cHb and cWBC. In the 
present study, 25, 50 and 100 µg/ml of cWBC were found to reduce the production of NO in 
both LPS and P. acnes-stimulated RAW 264.7 cells. Consistent with the NO testing results, it was 
observed that co-treatment with cWBC also significantly decreased inducible nitric oxide 
synthase (iNOS), likely due to decreased expression levels of Inducible nitric oxide synthase 
(iNOS), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 1β (IL-1β) and Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) mRNA 
expression level and also decreased IL-6 and TNF-α protein level as determined by RT-PCR and 
ELISA, respectively. Moreover, combining the cWBC (25 and 50 µg/ml) with LPS or P. acnes- 
would decrease the apoptosis of RAW 264.7 cells. At the concentration of 50 µg/ml, cWBC 
significantly decreased apoptosis process that induced by LPS and P. acnes about 74% and 
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59%, respectively. Additionally, the result from broth dilution method revealed that cWBC 
inhibited the growth of P. acnes. To elucidate the proteomics response of macrophages treated 
with LPS in the presence or absence of cHb, several proteins with differential expressions were 
identified by using LC-MS/MS analysis. With respect to the individual functions of these proteins, 
our data indicated involvement in various processes during inflammation, such as cellular 
metabolism, protein fate, oxidative burst, signal transduction and morphogenesis. Consequently, 
all results of this study directly indicated that cHb exhibits anti-inflammatory activity on LPS-
stimulated RAW 264.7 cells via functioning as an activator or suppressor in the expression of 
inflammatory factor genes and affects several specific proteins that related to important 
inflammation pathways. Therefore, this work represents the first study to demonstrate the 
efficiency of C. siamensis blood components with respect to their biological function and 
strongly supports the utilization of C. siamensis blood as a therapeutic products or dietary 
supplements. 

 
Keywords : Anti-inflammatory, Acne vulgalis, RAW 264.7, Siamese crocodile, Human skin 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ท่ีมาและเหตุผล  

วิถีการดํารงชีวิตของคนในปจจุบันพบวามีการเปล่ียนแปลงจากอดีตอยางมาก ซึ่งมักสงผลทําใหรางกายถูกทํา

รายดวยสารอนุมูลอิสระ (free radicals) ท่ีเกิดข้ึนไดอยางรวดเร็วและเปนจํานวนมาก โดยท่ัวไปอนุมูลอิสระ

สามารถเกดิข้ึนในรางกายไดตลอดเวลา เชน การใชชีวิตประจําวันอยางเรงรีบ การบริโภคอาหารท่ีมีสารเคมีตกคาง 

แสงอัลตราไวโอเลต มลภาวะ รวมท้ังควันพิษจากทอไอเสียรถยนต และจากขบวนการเผาผลาญอาหารเพื่อ

เปล่ียนเปนพลังงานใหแกรางกาย นอกจากนี้ยังพบวาอนุมูลอิสระอาจเกิดข้ึนไดจากการติดเช้ือ เชน ไวรัส หรือ

แบคทีเรีย ซึ่งพบวามีความเช่ือมโยงในการเกิดการอักเสบ โดยพบวาอนุมูลอิสระท่ีรางกายไมสามารถกําจัดไดหมด

นั้นจะเขาทําลายเนื้อเยื่อ เซลลตางๆ จนทําใหเกิดการอักเสบ เซลลเส่ือม เซลลแก และอาจเส่ียงตอการเกิดโรค 

เชน โรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือด โรคมะเร็ง หรือโรคทางระบบภูมิคุมกัน (Brodsky et al., 2010)  

การอักเสบ เปนปฏิกิริยาการตอบสนองของรางกายตอการบาดเจ็บและการติดเช้ือของเนื้อเยื่อ เพื่อไปทําลาย

ส่ิงแปลกปลอมและชวยซอมแซมเนื้อเยื่อใหกลับสูภาวะปกติ ซึ่งการอักเสบแบบเฉียบพลันจะเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว

และใชเวลาไมนาน และมีความสัมพันธกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน สวนการอักเสบแบบเรื้อรังเปนการ

อักเสบท่ีเกิดข้ึนยาวนานกวา 4 สัปดาห มีผลทําใหเนื้อเยื่อเสียหาย เชน เกิดการเส่ือมของเสนประสาท หรือ

สามารถทําใหเกิดโรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือดได การอักเสบท่ีเกิดเนื่องมาจากระบบภูมิคุมกันเกิดข้ึนจาก

ระบบภูมิคุมกันแตกําเนิด (innate immunity) รวมกับสารท่ีหล่ังจากเซลลและสารจากพลาสมา ซึ่งกระบวนการ

อักเสบชนิดนี้เกิดจากการตอตานการติดเช้ือไวรัส หรือแบคทีเรยีของรางกาย กลาวคือเมื่อ macrophages กลืนกิน

ไวรัส หรือแบคทีเรียแลว จะมีการปลอยโปรตีนของไวรัส หรือผนังเซลลของแบคทีเรียบางสวนออกมา ซึ่งโปรตีน

เหลานี้สามารถเหนี่ยวนําและกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกันใหตอบสนองทําใหเกิดการอักเสบดวยการหล่ังสาร

ส่ือกลางการอักเสบ (inflammatory mediators) เชน nitric oxide (NO), prostaglandins E2 (PGE2) และ 

pro-inflammatory cytokines เชน Tumor necrosis factor alpha (TNF-α), Interleukin-8 (IL-8), 

Interleukin-1β (IL-1β) ออกมา (Rodriguez-Vita et al., 2010)  
หากกลาวถึงการอักเสบพบวา Acne vulgalis หรือสิวนั้น ถือเปนการอักเสบแบบเรื้อรัง (chronic 

inflammatory) ท่ีเปนปญหาทางผิวหนังท่ีพบไดบอย และเปนโรคเรื้อรังท่ีมีแนวโนมท่ีจะกลับมาใหมตลอดเวลา 

ประชากรเกาในสิบคนเคยมีปญหาสิวอยางนอยครั้งหนึ่งในชีวิต ปญหาสิวไมไดสงผลใหเกิดแผลเปนท่ีผิวหนังเทานั้น 

พบวาในหลายครั้งปญหาสิวไดกอใหเกิดแผลเปนในจิตใจ ทําใหขาดความมั่นใจในตัวเอง ซึมเศรา แยกตัวจากสังคม 

รวมไปถึงการเลือกปฏิบัติจากสังคม และโอกาสในหนาท่ีการงานอีกดวย (ธิดากานต รุจิพัฒนกุล, ม.ป.ป.) สาเหตุ

ของการเกิดสิวนั้นพบวายังไมทราบแนชัด แตเช่ือวาเกิดจากการเปล่ียนแปลงระดับฮอรโมนในรางกาย การทํางาน

ของตอมไขมัน อาหารหรือยาท่ีรับประทาน และอีกปจจัยท่ีสําคัญในการกอเกิดสิวคือแบคทีเรีย P. acnes (Choi 
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et al., 2008; Grange et al., 2009; Park et al., 2004) เช้ือ Propionibacterium acnes เปนแบคทีเรียแกรม

บวก ชนิดไมพึ่งออกซิเจน สามารถผลิตเอนไซมไลเปส (lipase) ยอยสารไตรกลีเซอไรดในไขมันท่ีผลิตจากตอม

ไขมัน ใหกลายเปนกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระ ชวยใหแบคทีเรียเติบโตไดดีข้ึน และกระตุนปฏิกิริยาการอักเสบ

ใหรุนแรงข้ึน (Drott et al., 2010; Grange et al., 2009) โดยกระบวนการอักเสบนั้นเกิดจาก P.acnes กระตุน

ใหเซลลตางๆ ท่ีเกี่ยวของเชน เซลลโมโนไซต (monocytes cell) เซลลเอนโดทีเลียม (endothelial cell) เซลลไฟ

โบรบลาสต (fiberblast cell) และเซลลคีราติโนไซต (keratinocytes cell) ผาน toll-like receptors TLR-2 ซึ่ง

เปนตัวรับบนผิวเซลลใหหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) เชน Interleukin-1 (IL-1), 

IL-8 และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) (Choi et al., 2008; Drott et al., 2010; Grange et al., 

2009) ซึ่งสงผลใหเกิดกระบวนการอักเสบตามมา  

โดยท่ัวไปแนวทางสําคัญในการควบคุมและบรรเทาอาการอักเสบจะเนนการยับยั้งการทํางานของสารส่ือกลาง
การอักเสบ เชน NO และ PGE2 ดังนั้นยา หรือสารเคมีท่ีสามารถยับยั้งการสราง หรือยับยั้งการทํางานของ 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ/หรือ cyclooxygenase-2 (COX-2) หรือสามารถยับยั้งการสราง
สารส่ือกลางการอักเสบตัวอื่นๆ ได ก็จะสามารถยับยั้งและบรรเทาการอักเสบไดดวย (Kim et al., 2012) ซึ่ง
คุณสมบัติเหลานี้เปนกลไกในการออกฤทธิ์ของยาตานอักเสบแผนปจจุบันสวนใหญ เชน ยากลุม NSAIDs และ 
steroids แตยาดังกลาวมักมีฤทธิ์ขางเคียงและสงผลท่ีไมพึงประสงคตอผูปวยสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งตอระบบ
ทางเดินอาหาร สวนยาท่ีมีผลขางเคียงตํ่ายังมีราคาคอนขางสูง สวนการรักษาสิวนั้นปจจุบันนิยมใชยาปฏิชีวนะท้ัง
ชนิดกินและทา ซึ่งหากใชเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งมักพบปญหาเช้ือด้ือยาไดบอย การใชยาปฏิชีวนะชนิดกินรวมกับยา
ทาจึงอาจชวยลดปญหาเช้ือด้ือยาได อยางไรก็ตามการกินยาตอเนื่องกันเปนเวลานานอาจมีผลเสียตอรางกายได
เชนกัน (Kim et al., 2008; Park et al., 2004) เพื่อแกปญหาท่ีกลาวมาขางตนปจจุบันจึงไดมีรายงานการนําสาร
สกัดจากธรรมชาติมาใชในการรักษาโรคสิวโดยเช้ือแบคทีเรีย P.acnes จํานวนมาก (Kim et al., 2008; Lee et 
al., 2014; Park et al., 2004) ดังนั้นการนําโปรตีนหรือเปปไทดจากธรรมชาติท่ีมีฤทธิ์ตานอักเสบมาพัฒนาเปนยา
ตานอักเสบท่ีมีผลขางเคียงนอย นาจะเปนทางเลือกหนึ่งในการรักษา เนื่องจากมีราคาถูกกวายาแผนปจจุบัน และ
ยังสามารถนําทรัพยากรของประเทศมาใชประโยชนไดอยางสูงสุด  
 จระเขเปนสัตวเศรษฐกิจชนิดหนึ่งท่ีประชาชนท้ังภายในประเทศและตางประเทศนํามาบริโภคเปนอาหารเสริม
และบํารุงรางกาย จากขอมูลของการเพาะเล้ียงจะพบวาจระเขมีพฤติกรรมกาวราว กัดและตอสู โดยเฉพาะในฤดู
ผสมพันธุ จนทําใหเกิดบาดแผลท่ีใหญมาก แตพบวาจระเขไมมีปญหาของการติดเช้ือแบคทีเรียหรือการอักเสบจาก
การไดรับบาดเจ็บนั้นเลยถึงแมวาสภาพแวดลอมท่ีอยูอาศัยจะเอื้ออํานวยตอการติดเช้ือก็ตาม ซึ่งอาจเปนไปไดวา
จระเขมีการสรางโปรตีนหรือเปปไทด หรือมีระบบภูมิคุมกันตามธรรมชาติชนิดพิเศษท่ีสามารถทําลายแบคทีเรีย
และยับยั้งการอักเสบไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิ์ภาพสูง จากการศึกษาการนําเลือดจระเขสายพันธุไทย 
(Crocodylus siamensis) มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพโดยนักวิจัยในศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพื่อการ
พาณิชยและอุตสาหกรรม (ศปพ.) พบวาท้ังสารสกัดเม็ดเลือดขาว ฮีโมโกลบิน  พลาสมา และซีรัม นั้นมี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดท้ังแกรมบวก แกรมลบ เชน คือ P. aeruginosa (clinical 
isolate), P. aeruginosa ATCC 2785, Staphylococcus epidermidis, S. typhi (clinical isolate), S. typhi 
B (clinical isolate), S. typhi ATCC 5784 , V. cholerae (clinical isolate) รวมท้ังสามารถยับยั้งการเจริญ
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ของเช้ือรา Candida albican ได (Preecharram et al., 2008 & 2010;  Srihongthong et al., 2010; Pata 
et al., 2011; Jandaruang et al., 2012; Kommanee et al., 2012) นอกจากฤทธิ์ในการตานเช้ือแบคทีเรีย
และเช้ือราแลวยังพบวาเลือดจระเขมีความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ และลดการอักเสบได 
โดยเฉพาะอยางยิ่งสารสกัดเม็ดเลือดขาวซึ่งพบฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรียและตานอนุมูลอิสระไดสูงสุด อยางไรก็ตาม
ผลงานวิจัยท่ีผานมายังไมพบการประยุกตใชสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยในการลดอักเสบ
เนื่องจากแบคทีเรีย P.acnes ดังนั้นเพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการประยุกตใชสารสกัดเม็ดเลือดขาวในผลิตภัณฑ
รักษาและลดสิวอักเสบ การศึกษาถึงความสามารถในในการตานการอักเสบท่ีเกิดจากแบคทีเรีย P.acnes รวมท้ัง
การอักเสบท่ีเกิดจากกระตุนของ Lipopolysaccharide (LPS) ของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากจระเขสายพันธุไทย
จึงมีความจําเปนและสําคัญ  
 งานวิจัยครั้งนี้จึงมุงเนนท่ีจะศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยใน
เซลลมาโครฟาจท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบดวยแบคทีเรีย P.acnes และ LPS จากนั้นทําการตรวจสอบระดับ
ของสารส่ือกลางการอักเสบและศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน หรือยีนท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบท่ีเซลล   
มาโครฟาจ ผลิตข้ึนดวยเทคนิค Quantitative real-time reverse transcriptase polymerase chain 
reaction (PCR) นอกจากนี้เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการประยุกตใชโปรตีนหรือเปปไทดจากเลือดจระเขสายพันธุ
ไทยในผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพและความงาม จึงไดทําการศึกษาเชิงลึกถึงกลไกการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ รวมท้ัง
ความเปนพิษของเลือดจระเขสายพันธุไทยรวมดวย ซึ่งองคความรูท่ีไดท้ังหมดจะชวยสงเสริมการนําเลือดจระเขมา
ใชเพื่อพัฒนาเปนผลิตภัณฑรักษาและลดสิวอักเสบได และถือไดวาเปนการเพิ่มมูลคาของเลือด ท่ียังมีการใช
ประโยชนอยางจํากัดในปจจุบัน และสอดรับกับแนวคิดของกระบวนการผลิตแบบไรของเสีย เปนการสรางสรรค
ผลิตภัณฑท่ีมีประโยชนตอสุขภาพ ซึ่งเปนแนวโนมของอุตสาหกรรมผลิตภัณฑความงามและผูบริโภคในปจจุบัน 
กอใหเกดิการใชประโยชนจากผลิตผลพลอยได (by-product) จากอุตสาหกรรมเพาะเล้ียงจระเขใหเกิดประโยชน
สูงสุด 

 
1.2 วัตถุประสงค 

1.2.1 เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของเลือดจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ตอเซลล               

มาโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบดวย lipopolysaccharide (LPS) 

1.2.2 เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบของเลือดจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ตอเซลล              

มาโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบดวยแบคทีเรีย P.acnes 

1.2.3 เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานออกซิเดชันภายในเซลลผิวหนังมนุษยท่ีถูกกระตุนใหเกิดสภาวะออกซิเดชันดวย

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ของเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) 

 
1.3  แผนและทิศทางการดําเนินงานวิจัย 

ทําการเก็บเลือดจากจระเขน้ําจืดสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) จากนั้นนํามาวิเคราะหฤทธิ์ตาน

อักเสบของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยตอเซลลมาโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวนําให

เกิดการอักเสบดวยแบคทีเรีย P.acnes และ LPS รวมท้ังศึกษาฤทธิ์ตานออกซิเดชันภายในเซลลผิวหนังมนุษยท่ีถูก
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กระตุนใหเกิดสภาวะออกซิเดชันดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ของเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทย ขอมูลท่ี

ไดจากการศึกษานี้จะเปน Platform technology ในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนและเปปไทดใน

สัตวเล้ือยคลานชนิดอื่นๆ หรือในสปชีสอื่นๆ ตอไปในอนาคต และยังเปนการใชของเหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมเล้ียง

จระเขใหเกิดประโยชนสูงสุดและสอดรับกับแนวคิดของกระบวนการผลิตแบบไรของเสีย (zero discharge) 

 

1.4 ผลท่ีคาดวาจะไดรับ 
 องคความรูท่ีไดจะทําใหเขาใจถึงกลไกบางประการในการออกฤทธิ์ตานอักเสบของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจาก

เลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ตอเซลลมาโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิด
การอักเสบดวยแบคทีเรีย P.acnes และ LPS รวมท้ังฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระหรือตานออกซิเดชันภายในเซลลของ
เลือดจระเขสายพันธุไทย ซึ่งอาจนําไปสูการพัฒนาใชเลือดจระเขสายพันธุไทยในผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพและความ
งาม กอใหเกิดการใชประโยชนจากเลือดจระเขซึ่งเปนผลิตผลพลอยได (by-product) จากอุตสาหกรรมเพาะเล้ียง
จระเขใหเกิดประโยชนสูงสุด  
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บทท่ี 2 
วรรณกรรมท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 ระบบภูมิคุมกันของสัตวเลื้อยคลาน 

สัตวเล้ือยคลานเปนกลุมสัตวเลือดเย็นเพียงกลุมเดียวท่ีมีวิวัฒนาการของระบบภูมิคุมกันรางกายท่ีมี
ประสิทธิภาพและนาสนใจอยางมาก จึงมีบทบาทสําคัญตอการศึกษาเกี่ยวกับการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และ
วิวัฒนาการของระบบภูมิคุมกันท่ีเกี่ยวของสัมพันธกับระบบนิเวศ นอกจากนี้สัตวเล้ือยคลานยังมีลักษณะการ
ดํารงชีวิตท่ีโดดเดนมากกวาสัตวเลือดเย็นอื่นๆ และยังมีวิถีการดํารงชีวิตในการสืบพันธุท่ีเกิดข้ึนบนบกอยางเดนชัด 
ไมมีการเปล่ียนแปลงลักษณะสัณฐานเชนเดียวกับสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกท่ัวไป อยางไรก็ตามสัตวเล้ือยคลานเปน
กลุมสัตวเลือดเย็นท่ีมีวิวัฒนาการการดํารงชีวิตท่ียาวนาน โดยอุณหภูมิในรางกายจะเปล่ียนแปลงตามอุณหภูมิของ
ส่ิงแวดลอมตามฤดูกาล นอกจากนี้ลักษณะเดนของสัตวเล้ือยคลาน คือ ผิวหนังช้ันนอกจะมีเคอราติน (keratin) 
เปนองคประกอบ ซึ่งไมพบในสัตวมีกระดูกสันหลังอื่นๆ การมีช้ันผิวหนังพิเศษนี้สงผลใหสัตวเล้ือยคลานสามารถ
ปองกันการถูกบุกรุกจากส่ิงแปลกปลอมไดดีกวาส่ิงมีชีวิตอื่นๆ ซึ่งลักษณะเหลานี้อาจมีผลกระทบตอวิถีการ
ดํารงชีวิตรวมถึงการทํางานของระบบภูมิคุมกันของสัตวกลุมนี้เปนอยางมาก ถึงแมวานักวิจัยจะพยายามศึกษา
ระบบภูมิคุมกันของสัตวเล้ือยคลานอยางตอเนื่อง แตอยางไรก็ตามขอมูลจากการวิจัยยังคงตองมีการเรียนรูเกี่ยวกับ
การตอบสนองภูมิคุมกันของสัตวเล้ือยคลานตอไป เพื่อใหสามารถอธิบายกระบวนการทํางานท่ีเกี่ยวกับระบบ
ภูมิคุมกันของสัตวกลุมนี้อยางลึกซึ้งมากข้ึน  

สําหรับการศึกษาระบบภูมิคุมกันของจระเขแมวาจะมีการศึกษาต้ังแตป พ.ศ. 2546 โดย Merchant และ
คณะ (Merchant et. al., 2003; 2005; 2006a; 2006b) แตยังไมสามารถอธิบายกลไกการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันของจระเขไดอยางชัดเจน มีงานวิจัยหลายเรื่องรายงานวา ในระบบภูมิคุมกันของอัลลิเกเตอรประกอบ
ดวยสารท่ีตอบสนองดานเซลล ไดแก B-cell และ T-cell ท่ีชัดเจน นอกจากนี้ยังพบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และลักษณะทางเซลลวิทยานาจะมีความเกี่ยวของสัมพันธกับการทํางานของระบบภูมิคุมกันในจระเขอัลลิเกเตอร
อีกดวย (Mateo et. al., 1984) อยางไรก็ตามระบบภูมิคุมกันของสัตวเล้ือยคลานมีลักษณะคลายคลึงกับระบบ
ภูมิคุมกันของส่ิงมีชีวิตอื่นท่ัวไป ซึ่งประกอบดวย 2 ระบบ ดังนี้ 

 
2.1.1 ระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด (innate immunity) เปนกลไกปองกันตัวเองดานแรกของ

ส่ิงมีชีวิตทุกชนิดท่ีสืบทอดจากรุนพอแม ท่ีใชในการตอสูกับส่ิงแปลกปลอมท่ีรับเขาครั้งแรกและมีการตอบสนอง
อยางรวดเร็ว โมเลกุลท่ีมีความเกี่ยวของกับการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดไดแก ระบบคอม
พลีเมนต ไลโซไซม ทรานสเฟอริน ออฟโซนิน (opsonin) อินเตอเฟอรอน (interferon) ดีเฟนซิน และเปปไทด
ตานจุลชีพ (Brown, 2002) เมื่อส่ิงมีชีวิตไดรับส่ิงแปลกปลอมกระตุนจากภายนอกจะสงผลกระตุนใหรางกายสราง
ระบบภูมิคุมกันท่ีจําเพาะท่ีเรียกวา แอนติบอดี (antibody) นอกจากนี้ระบบคอมพลีเมนต (complement) ยัง
เปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด ซึ่งประกอบดวยกลุมโปรตีนท่ีมีอยูใน
พลาสมามีความสามารถในการทําลายเช้ือแบคทีเรียหรือส่ิงแปลกปลอมท่ีเรียกวา แอนติเจน (antigen) โดย
กระบวนการจับกินส่ิงแปลกปลอมโดยตรง (opsonization) และกระบวนการทําใหเซลลแตก อยางไรก็ตามการ
ทํางานระบบคอมพลีเมนตจะเกิดข้ึนโดยผานกลไก 3 ทาง ดังนี้  
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1. Classical pathway เปนกลไกท่ีเกิดข้ึนหลังสุด แตไดรับการคนพบกอนกลไกอื่นๆ กลไกนี้
เกี่ ยวของกับการทํางานของแอนติบอดีโดยตรงจากการกระ ตุน โดยโปร ตีนกลุมอิมมู โนโกลบู ลิน จี 
(immunoglobulin G; IgG) และ อิมมูโนโกลบูลินเอ็ม (immunoglobulin G; IgM) 

2. Alternative pathway เปนกลไกท่ีถูกกระตุนดวยโมเลกุลตางๆ เชน ไวรัส ไลโปโพลีแซ็กคาไรด
ท่ีเปนสวนประกอบของเซลลเมมเบรนของแบคทีเรีย กลไกนี้ไมเกี่ยวของกับการทํางานของแอนติบอดี 

3. Lectin pathway เปนกลไกท่ีเกี่ยวของกับการทํางานของโปรตีนเลคติน ซึ่งเปนโปรตีนท่ี
สามารถจับกับโมเลกุลคารโบไฮเดรตกลุมน้ําตาลแมนโนสท่ีเปนองคประกอบบนผิวเซลลเมมเบรนแบคทีเรีย 

 
การทํางานของระบบคอมพลีเมนตในสัตวเล้ียงลูกดวยนม มีการศึกษาจนทราบแนชัดถึงกระบวนการ

ทํางาน คือ 1) กําจัดส่ิงแปลกปลอมโดยตรงผานการทํางานของ membrane-attack complex (C5b9 
complex) 2) กระตุนการสรางสารองคประกอบของเคโมแท็กติก 3) กระตุนใหมีการกําจัดเศษเซลลของส่ิง
แปลกปลอมท่ีเกิดจากการทํางานของระบบภูมิคุมกันภายในเซลล 4) กระตุนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการ
กระตุนใหมีการทํางานไดดีข้ึน (Gasque, 2004) แตกระบวนการทํางานของระบบคอมพลีเมนตในสัตวเล้ือยคลาน
ยังไมเปนท่ีทราบแนชัด จากการศึกษาในสัตวเล้ือยคลานพบวามีระบบคอมพลีเมนตเพียง 2 ระบบ คือ classical 
pathway และ alternative pathway เทานั้น สวนวิถี lectin pathway จะเกิดข้ึนในกลุมสัตวน้ํา อาทิ ฉลาม 
ปลาไมมีขากรรไกร สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก นก ฯลฯ ซึ่ งสัตวเหลานี้มีสายวิวัฒนาการท่ีใกล เคียงกับ
สัตวเล้ือยคลาน จึงมีความเปนไปไดวากลไกดังกลาวนี้อาจเกิดในสัตวเล้ือยคลานไดเชนกัน แตยังไมพบหลักฐาน
การศึกษาท่ีแนชัด (Sunyer et. al., 1998) นอกจากนี้ไดมีการศึกษาระบบคอมพลีเมนตของจระเขในซีรัมของ          
อัลลิเกเตอรเปรียบเทียบกับซีรัมของมุนษยพบวา ซีรัมของจระเขมีประสิทธิภาพในการเขาทําลายส่ิงแปลกปลอม 
เชน แบคทีเรียไดดี แตซีรัมของมนุษยไมพบคุณสมบัติดังกลาว ซึ่งแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาระบบคอมพลีเมนต
ของจระเขมีประสิทธิภาพสูงตอการทําลายเช้ือแบคทีเรีย นอกจากระบบคอมพลีเมนตแลว กลุมของเซลลเม็ดเลือด
ตางๆ ในระบบหมุนเวียนเลือดของสัตวเล้ือยคลาน ไดแก กลุมเซลลเม็ดเลือดขาว (leucocytes) เชน โมโนไซท 
(monocytes) เฮเทอโรฟล (heterophil) เบโซฟล (basophils) และอิโอซิโนฟล (eosinophils) และกลุมเซลล
เม็ดเลือดแดง (erythrocytes) โดยเซลลเม็ดเลือดเหลานี้มีความสําคัญในการทํางานรวมกันกับระบบภูมิคุมกันของ
สัตวเล้ือยคลาน เพื่อตอตานส่ิงแปลกปลอมหรือจุลชีพกอโรคตางๆ ซึ่งพบวากระบวนการตอบสนองท่ีเดนชัด คือ 
กระบวนการท่ีเรียกวา ฟาโกไซโตซิส (phagocytosis) และอุณหภูมิมีอิทธิพลอยางมากตอกระบวนการตอบสนอง
ดังกลาวในสัตวเล้ือยคลาน นอกจากนี้เฮเทอโรฟลของสัตวเล้ือยคลาน นอกจากจะชวยยับยั้งการเขาบุกรุกจากเช้ือ
จุลชีพกอโรคแลว ยังมีอิทธิพลตอกระบวนการยับยั้งการอักเสบอีกดวย (Montali, 1988) โดยสามารถแสดง
ลักษณะรูปรางเซลลเม็ดเลือดของสัตวเล้ือยคลานดังรูปท่ี 2.1 จะเห็นไดอยางชัดเจนวากลุมเซลลเม็ดเลือด
โดยเฉพาะเม็ดเลือดแดงของสัตวเล้ือยคลานยังคงมีนิวเคลียส และมีอายุประมาณ 600-800 วัน (Claver and 
Quaglia, 2009) ซึ่งตางจากเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยท่ีมีอายุเพียง 120 วัน นอกจากนี้หลายงานวิจัย พบวา 
เซลลเม็ดเลือดแดงซึ่งมีโปรตีนสําคัญคือ ฮีโมโกลบิน สามารถทําหนาเปนเปปไทดตานจุลชีพไดอีกดวย ขอสังเกตนี้
ช้ีใหเห็นอยางชัดเจนวาระบบหมุนเวียนเลือดของสัตวเล้ือยคลานนาจะมีศักยภาพสูงตอกระบวนการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันท้ังการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด และระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน
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ในแงของการทํางานรวมกันเปนระบบเพื่อตอตานจุลชีพกอโรค สงผลใหสัตวเล้ือยคลานมีความสามารถในการ
ปรับตัวเพื่อใหมีชีวิตรอดไดดีกวาสัตวมีกระดูกสันหลังอื่นๆ 

 
รูปท่ี 2.1 ภาพแสดงเซลลเม็ดเลือดของสัตวเล้ือยคลาน (ก) เซลลเม็ดเลือดแดงจระเข (ข) เซลลเม็ดเลือดแดง             

อีกัวนา (ค) เซลลเม็ดเลือดแดงเตา (ง) เซลลทรอมโบไซด (จ) เฮเทอโรฟลจระเข (ฉ) เฮเทอโรฟลเตา                       
(ช) อิโอซิโนฟลเตา (ฌ) แอโซโรฟล (ญ) โมโนไซด (ฎ) ลิมโฟไซด (ด) เบโซฟล  
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Claver and Quaglia, 2009 อางโดย สมปอง คลายหนองสรวง, 2558 

 
อยางไรก็ตามการศึกษาระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด พบวาในกลุมสัตวมีกระดูกสันหลังมี

Toll-like receptors (TLRs) เปนสวนสําคัญในการจดจําส่ิงแปลกปลอมท่ีบุกรุก เชน จุลชีพตางๆ โดย TLRs 
สามารถกระตุนการตอบสนองท้ังระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด และระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการ
กระตุน (Leulier and Lemaitre, 2008) TLRs ถูกจําแนกได 6 กลุม ซึ่งแตละกลุมมีความสามารถในการจดจํา
ลักษณะโมเลกุลหรือรูปแบบของส่ิงแปลกปลอมไดแตกตางกัน อยางไรก็ตามแมวา TLRs จะมีความสําคัญตอ
กระบวนการตอบสนองภูมิคุมกันในระยะเริ่มตน แตยังไมมีขอมูลท่ีชัดเจนเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของ
กับ TLRs ในสัตวเล้ือยคลานใดๆ หนาท่ีสําคัญอีกประการของระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิด คือการ
ตอบสนองเมื่อไดรับบาดแผลหรือติดเช้ือผานกระบวนการอักเสบ ในสัตวเล้ือยคลานเมื่อไดรับการกระตุนดวยส่ิง
แปลกปลอมจากภายนอก (extracellular pathogen) เซลลท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันจะชักนําใหเกิดการ
สรางเฮเทอโรฟลิคแกรนูโลมา (heterophilic granuloma) โดยไปกระตุนใหเซลลแมคโครฟาจตอบสนองไดดีข้ึน 
ในทางกลับกันเมื่อถูกกระตุนดวยส่ิงแปลกปลอมจากภายใน (intracellular pathogen) เซลลท่ีเกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกันจะชักนําใหเกิดการสรางฮิสติโอซัยติคแกรนูโลมา (histiocytic granuloma) เพื่อเหนี่ยวนําใหเซลล         
แมคโครฟาจรวมตัวกันกําจัดส่ิงแปลกปลอมในรูปแบบท่ีเรียกวา การตายเฉพาะสวน (necrosis) กระบวนการ
ดังกลาวนี้มีความแตกตางจากการตอบสนองตอการอักเสบในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซึ่งจะสรางน้ําหนองเมื่อเกิดการ
อักเสบ จากนั้นจะมีการหล่ังสารไซโตไคน (cytokine) และเคโมไคน (chemokine) ตามมาภายหลัง อยางไรก็ตาม
ยังไมพบกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันเกี่ยวกับสารเหลานี้ในสัตวเล้ือยคลาน (Zimmerman et. al., 2009) 

 
2.1.2 ระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุน (adaptive immunity) ของสัตวเล้ือยคลานมีลักษณะการ

ตอบสนองคลายคลึงกับสัตวมีกระดูกสันหลังอื่นๆ คือ เปนระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจง และมีการจดจํา
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ลักษณะของส่ิงกระตุน ซึ่งเปนระบบการทํางานตอเนื่องจากระบบภูมิคุมกันแบบสืบทอดแตกําเนิดเมื่อรางกายไดรับ
ส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือจุลชีพอีกครั้ง รางกายจะสามารถตอบสนองไดอยางรวดเร็ว โดยการสรางแอนติบอดีจาก B-
cell ซึ่งจะกระตุนใหเกิดการตอบสนองดานเซลล (cell-mediated immunity) และการตอบสนองดานสารน้ํา 
(humoral adaptive immunity) ดังนี้  

1) ระบบภูมิคุมกันดานเซลล การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดานเซลลในสัตวเล้ือยคลานมี
ความสัมพันธโดยตรงกับอุณหภูมิและฤดูกาลเปนสําคัญ โดยจะมีความเกี่ยวของกับการทํางานของเซลลเม็ดเลือด
ขาวกลุม T-cell โดย พบวาสัตวเล้ือยคลานหลายชนิดมีการสราง T-cell ไดเชนเดียวกับสัตวช้ันสูง ไดแก งู ลิซารด 
เตา และ ทัวทารา (Burnham et. al., 2005) หนาท่ีสําคัญของ T-cell คือ เมื่อไดรับการกระตุนจากส่ิง
แปลกปลอมหรือแอนติเจน จะมีการเปล่ียนแปลงรูปรางเซลลเปน 2 ชนิด คือ cytotoxic T-cell (TC) และ T-
helper cell (TH) จากการศึกษาโดย Pitchappan และคณะ ในป พ.ศ. 2520 (Pitchappan and 
Muthukkaruppan, 1997) พบวาตอมไธมัสในระบบภูมิคุมกันของ ลิซารด (Calotes versicolor) มีการสรางท้ัง 
cytotoxic-like T-cell และ T-helper cell อยางไรก็ตาม ในสัตวเล้ือยคลานไมมีตอมน้ําเหลือง ซึ่งเปนบริเวณท่ี
เกิดปฏิสัมพันธของเซลลในระบบภูมิคุมกัน (immune cell interactions) เหมือนในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจึงคาดวา
T-helper cell ในสัตวเล้ือยคลานอาจมีบทบาทความสําคัญท่ีแตกตางจาก T-helper cell ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
โดยจะทําหนาท่ีรวมกับ B-cell เพื่อยับยั้งการติดเช้ือปรสิตและเช้ือกอโรคอื่น ๆ ซึ่งการเพิ่มจํานวนของ T-cell ใน
สัตวเล้ือยคลานจะมีความสัมพันธโดยตรงกับฤดูกาลท่ีเปล่ียนแปลงไป จากรายงานการตอบสนองดานเซลลในงู 
striped sand snake (Psammophis sibilans) โดย Farag และคณะ ในป พ.ศ. 2528 (Farag and El Ridi, 
1985) พบวา มีการเพิ่มจํานวนของ T-cell ในชวงฤดูใบไมผลิและฤดูใบไมรวงมากกวาฤดูกาลอื่น ๆ  

2) ระบบภูมิคุมกันดานสารน้ํา จะไดรับการกระตุนตอเนื่องจากระบบภูมิคุมกันดานเซลล  ซึ่งระบบ
ภูมิคุมกันดานสารน้ํามีความเกี่ยวของกับ B-cells มีหนาท่ีในการผลิตแอนติบอดี โดยท่ัวไปแอนติบอดีของ
สัตวเล้ือยคลานและสัตวเล้ียงลูกดวยนมประกอบดวย แอนติบอดีสายส้ัน (light chain) 2 ชนิด ไดแก λ และ κ 
(Das et. al., 2008) โดยแอนติบอดีในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะสรางอิมโมโนโกลบูลิน ท้ังหมด5 ชนิด ไดแก IgM IgG 
IgA IgD และ IgE แตในสัตวเล้ือยคลานจะสรางเพียง 2 ชนิด คือ IgMและ IgY (Natarajan and 
Muthukkaruppan, 1985) จากการศึกษาพบวา IgY ของสัตวเล้ือยคลานเปรียบเสมือน IgG และ IgE ของสัตว
เล้ียงลูกดวยนม (Leslie and Clem, 1969) ซึ่ง IgY ของสัตวเล้ือยคลานมีโครงสรางแตกตางจากสัตวเล้ียงลูกดวย
นม คือในโมเลกุลจะไมมีบริเวณบานพับ (hinge region) บนแอนติบอดีสายยาว (heavy chain) สงผลให IgY ของ
สัตวเล้ือยคลานมีความยืดหยุนนอยกวาสัตวเล้ียงลูกดวยนม ดวยเหตุนี้จึงทําใหระบบการตอบสนองภูมิคุมกันดาน
สารน้ําของสัตวเล้ือยคลานมีความแตกตางจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมอยางชัดเจน ดังแสดงในรูปท่ี 2.2 โดย พบวา
การตอบสนองดานสารน้ําของสัตวเล้ือยคลานจะเกิดข้ึนชากวาสัตวเล้ียงลูกดวยนมเม่ือไดรับการกระตุนจาก
แอนติเจน เนื่องจากจะมีการสราง IgM ในระยะแฝง (latent period) นานกวาสัตวเล้ียงลูกดวยนมกอนท่ีจะมีการ
กระตุนใหเซลลในระบบภูมิคุมกันสราง IgY เพื่อตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมหรือแอนติเจนตอไป 
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รูปท่ี 2.2  การเปรียบเทียบการตอบสนองทางดานภูมิคุมกันของสารน้ําระหวางสัตวเล้ือยคลาน  (เสนประ) และ

สัตวเล้ียงลูกดวยนม (เสนทึบ)  
หมายเหตุ : เครื่องหมายลูกศรแสดงถึงระยะเวลาการสรางภูมิคุมกัน  

ท่ีมา: Zimmerman et al., 2009 อางโดย สมปอง คลายหนองสรวง, 2558 
 

กระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนจะเกิดข้ึนเมื่อเซลลไดรับการกระตุน
จากแอนติเจนผานการนําเสนอของ antigen presenting cell (APC) ซึ่งเซลลกลุมนี้จะทําหนาท่ีในการนําเสนอ
แอนติเจนแบบจําเพาะใหกับ T-cell และ B-cell โดยอาศัยการทํางานของโปรตีนบริเวณของเซลลตอบสนอง ท่ี
เรียกวา major histocompatibility complex (MHC) ลักษณะท่ัวไปของเซลล MHC จะเปนบริเวณท่ีมีความ
หลากหลายขององคประกอบของเซลล (highly polymorphic components) โดยท่ัวไปประกอบดวยยีน 2 ชนิด 
คือ MHC class I และ MHC class II ซึ่งทําหนาท่ีนําสงช้ินสวนแอนติเจน เชน แบคทีเรีย ไวรัส เสนอแอนติเจน
ใหกับ T-cell ซึ่งมีบทบาทสําคัญอยางมากในกระบวนการตอบสนองภูมิคุมกันดานเซลลในสัตวมีกระดูกสันหลังทุก
ชนิด (Farag and El Ridi, 1985; Klein, 1986) ยีน MHC class I จะมีการแสดงออกไดในทุกเซลลท่ีมีนิวเคลียส 
และจะนําเสนอแอนติเจนท่ีมาจากภายใน (endogenous pathogens) ใหกับ CD8+ บนผิว TC (Bjorkman and 
Parham, 1990) สวนยีน MHC class II จะนําเสนอแอนติเจนท่ีมาจากภายนอก (extracellular pathogens) 
ใหกับ CD4+ บนผิว TH (Kappes and Strominger, 1988) โดยท่ัวไปพบวา MHC ท่ีมีการศึกษากันมาก คือ 
MHC class I และ class II เนื่องจากมีบทบาทสําคัญโดยตรงกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมี
การกระตุน และเกี่ยวของกับวิวัฒนาการของระบบนิเวศอีกดวย (Piertney and Oliver, 2006; Alcaide et, al., 
2010) ซึ่งมีการศึกษาเกี่ยวกับยีน MHC อยางกวางขวางในสัตวเล้ียงลูกดวยนม นก สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก และ
ปลา แตมีการศึกษานอยมากในสัตวเล้ือยคลานโดยเฉพาะจระเข 

อยางไรกต็ามจากรายงานของ Jaratlerdsiri และคณะ ในป พ.ศ. 2557 (Jaratlerdsiri et, al., 2014) 
ทําการศึกษาเกี่ยวกับวิวัฒนาการของ MHC class I ในจระเข 20 สายพันธุ โดยทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดใน
โครงสรางยีนของ exon 3, intron 3 และ exon 4 นอกจากนี้ยังพบวา MHC Class I ของจระเขมีความผันแปร
ของการแสดงออกของยีนเปนอยางมากในจระเขสายพันธุตางๆ ท่ีอยูในวงศเดียวกันการแสดงออกของยีน MHC 
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class I พบวามี 3 กลุมในจระเข Crocodiliae โดยพบท้ัง 3 ยีนในวงศ crocodile แตพบเพียง 1 ยีนในวงศ 
alligator ซึ่งการคนพบนี้มีความสําคัญตอการปรับปรุงสายพันธุเพื่อตานทานตอการติดเช้ือจุลชีพกอโรคตางๆ จาก
การศึกษานี้บงช้ีใหเห็นวา MHC class I มีบทบาทสําคัญอยางมากตอการตอบสนองในระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมี
การกระตุน สงผลใหการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของจระเขมีความแข็งแรงอยางมากในการตอตานจุลชีพ
ตางๆ สงผลใหจระเขซึ่งเปนสัตวเล้ือยคลานดึกดําบรรพเพียงชนิดเดียวยังคงสายวิวัฒนาการยาวนานท่ีสุดจวบจน
ปจจุบัน (Jaratlerdsiri et, al., 2014) 

สําหรับยีน MHC class II นั้นมีการศึกษากันมากในสัตวเล้ียงลูกดวยนม นก สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
และปลา แตยังไมมีขอมูลการศึกษาในกลุมจระเข (Kelley et, al., 2005) อยางไรก็ตามไดมีการศึกษาใน
สัตวเล้ือยคลานกลุมทัวทารา (Sphenodantia) เพียงเทานั้น (Kelley et, al., 2005) และเมื่อพิจารณาในสาย
วิวัฒนาการชาติพันธุ (cladogram) พบวาจระเขมีความหางไกลกับทัวทาราในสายวิวัฒนาการคอนขางมาก            
(รูปท่ี 2.3) จากขอมูลนี้อาจเปนไปไดวา MHC class I นาจะมีบทบาทสําคัญมากกวา MHC class II ตอ
กระบวนการตอบสนองดานเซลลในระบบภูมิคุมกันแบบท่ีตองมีการกระตุนของสัตวเล้ือยคลานโดยเฉพาะจระเข  

 

 
รูปท่ี 2.3   แผนภาพวิวัฒนาการชาติพันธุ (cladogram) ของสัตวเล้ือยคลานและสัตวปก 

 ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Van Hoek et al., 2014 อางโดย สมปอง คลายหนองสรวง, 2558 
 

2.2  ความรูท่ัวไปเก่ียวกับจระเข 
จระเข เปนสัตวเล้ือยคลานขนาดใหญในวงศ Crocodylidae ชอบอาศัยบริเวณปาริมน้ํา ผิวหนังแข็งเปนเกล็ด 

(osteoderm) ปากยาวและปลายปากนูนสูงข้ึนเปนชองเปดของรูจมูก เรียกวา กอนข้ีหมา หางแบนยาวใชโบกวาย
น้ําเพราะชอบหากินในน้ํา ในประเทศไทยมี 3 ชนิด คือ จระเขบึง หรือ จระเขน้ําจืด (Crocodylus siamensis) 
จระเขอายเค่ียม หรือ จระเขน้ําเค็ม (C. porosus) และ จระเขปากกระทุงเหว หรือ ตะโขง (Tomistoma 
schlegelii)38 (รูปท่ี 2.4) 

3 8หากจัดจําแนกสัตวในวงศจระเข (Crocodylidae) พบวาสปชีสของจระเขสวนใหญนั้นถูกจัดอยูในสกุล 
Crocodylus สวนอีกสกุลท่ีเหลือ Osteolaemus เปนสกุลท่ีมีสปชีสเดียว (monotypic) 
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สกุล Crocodylus ประกอบดวย 
1.  จระเขอเมริกา (American Crocodile) Crocodylus acutus 
2.  จระเขปากแหลม (Slender-snouted Crocodile) Crocodylus cataphractus 
3.  จระเขโอริโนโค (Orinoco Crocodile) Crocodylus  intermedius 
4.  จระเขน้ําจืดออสเตรเลีย (Freshwater Crocodile) Crocodylus  johnstoni 
5.  จระเขฟลิปปนส (Philippines Crocodile) Crocodylus  mindorensis 
6.  จระเขมอเรเล็ต (Morelet's Crocodile) Crocodylus  moreletii 
7.  จระเขแมน้ําไนล (Nile Crocodile) Crocodylus niloticus 
8.  จระเขนิวกินี (New Guinea Crocodile) Crocodylus novaeguineae 
9. จระเขอินเดีย (Mugger Crocodile, Marsh Crocodile หรือ Persian Crocodile) Crocodylus 

palustris 
10. จระเขน้ําเค็ม (Saltwater Crocodile) Crocodylus porosus 
11. จระเขคิวบา (Cuban Crocodile) Crocodylus rhombifer 
12. จระเขน้ําจืด (Siamese Crocodile) Crocodylus siamensis 
 

 สกุล Osteolaemus ประกอบดวย 
1. จระเขแคระ (Dwarf crocodile) Osteolaemus tetraspis 
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รูปท่ี 2.4 อันดับ Crocodilia (Crocodilians) (ก) จระเขน้ํากรอย (Crocodylus porosus) (ข) จระเขน้ําจืด 
(Crocodylus siamensis) (ค) ตะโขง (False gavial)  
ท่ีมา: ภาพสัตวเล้ือยคลานโดย วริศรา ช่ืนอารมย ศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพื่อการพาณิชย

และอุตสาหกรรม (สมปอง คลายหนองสรวง, 2558) 
 

          จระเขน้ําจืด หรือ จระเขน้ําจืดสายพันธุไทย หรือ จระเขบึง (อังกฤษ: Freshwater หรือ Siamese 
Crocodile; ช่ือวิทยาศาสตร: Crocodylus siamensis) มีถ่ินกําเนิดในบริเวณ เวียดนาม กัมพูชา ลาว ไทย กะลิ
มันตัน ชวา และสุมาตรา มีขนาดปานกลาง คอนมาทางใหญ (3 - 4 เมตร) มีเกล็ดทายทอย มีชวงวัยเจริญพันธุเมื่อ
อายุ 10 - 12 ป จระเขชนิดนี้วางไขครั้งละ 20 - 48 ฟอง โดยมีระยะเวลาฟกไขนาน 68 - 85 วัน เริ่มวางไขในชวง
ตนฤดูฝนประมาณเดือนพฤษภาคม โดยขุดหลุมในหาดทรายริมแมน้ํา ใชเวลาเฉล่ียราว 80 วัน ชอบอยูและหากิน
เด่ียว 
           จระเขน้ําจืด โดยปกติจะกินปลาและสัตวอื่นท่ีเล็กกวาเปนอาหาร จะไมทํารายมนุษยหากไมถูกรบกวน
หรือมีอาหารเพียงพอ ในอดีตประเทศไทยเคยพบชุกชุมในแหลงน้ําท่ัวทุกภาคของประเทศ โดยเฉพาะในแถบท่ีราบ
ลุมภาคกลาง เชน ท่ีบึงบอระเพ็ด จังหวัดนครสวรรค ไดช่ือวาเปนสถานท่ีจระเขชุม เคยมีรายงานวาพบจระเขถึง 
200 ตัว หรือในวรรณกรรมพื้นบานเรื่องตางๆ เชน ไกรทอง ของจังหวัดพิจิตร เปนตน แตปจจุบันไดสูญหายไปจน
หมดแลว สถานะในธรรมชาติเช่ือวาหลงเหลืออยูเพียงท่ีเดียวคือ ท่ีเขตรักษาพันธุสัตวปาเขาอางฤๅไน จังหวัด
ฉะเชิงเทรา อุทยานแหงชาติแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี และอุทยานแหงชาติปางสีดา จังหวัดสระแกว เทานั้น  
แตในตางประเทศยังคงพบอยูท่ีทะเลสาบเขมร ซึ่งอยูสถานะในอนุสัญญาของไซเตสไดข้ึนบัญชีจระเขน้ําจืดไวอยูใน
บัญชีหมายเลข 1  
 
 2.2.1 การขยายพันธุจระเข 
  การเพาะเล้ียงและขยายพันธุจระเขกอนอื่นตองเริ่มตนดวยการเล้ียงจระเขไวเปนพอแมพันธุกอน 
จระเขตัวผูและตัวเมียมีลักษณะภายนอกเหมือนกันมาก ผูไมมีความชํานาญจะไมสามารถแยกแยะไดโดยงาย 
จระเขเพศผูและเพศเมีย สามารถดูไดจากลักษณะภายนอกเมื่ออายุ 3 ปข้ึนไป ตัวผูมีเกล็ดใหญท่ีหลังและสูงกวาตัว
เมีย การตรวจเพศจระเขท่ีแนชัด อาศัยการลวงดูชองทวารหนักบริเวณโคนหางใตทองชวงกึ่งกลางตัว วิธีการ
จะตองจับมัดตัวจระเขแลวจับหงายข้ึน ใชนิ้วมือสอดเขาไปทางทวาร ถาเปนจระเขตัวผูจะสัมผัสเดือยขนาดเล็กเทา
นิ้วช้ี ถาเปนจระเขตัวเมียภายในชองนี้จะวางเปลา  

2.2.1.1 จระเขน้ําจืด ตัวผูจะโตเต็มวัยท่ีจะผสมพันธุไดเมื่ออายุ 10 ปข้ึนไป และสามารถท่ีจะผสมพันธุ
ไปไดเรื่อยๆ โดยไมจํากัดอายุ สวนจระเขตัวเมียจะโตเต็มวัยพรอมท่ีจะผสมพันธุและวางไขไดเมื่ออายุ 10 ปข้ึนไป
เชนกัน แตเมื่ออายุไดประมาณ 20 - 25 ปแลว การวางไขก็จะเริ่มลดลง หรืออาจวางไขเวนป 

  2.2.1.2 จระเขน้ําเค็ม ตัวผูพรอมท่ีจะผสมพันธุไดเมื่ออายุ 12 ปข้ึนไป และมีชวงเวลาผสมพันธุไดนาน
โดยไมจํากัดอายุเชนเดียวกันกับจระเขน้ําจืด สวนตัวเมียจะโตเต็มวัยพรอมท่ีจะผสมพันธุไดต้ังแต 12 - 15 ปข้ึนไป 
แตเมื่อมีอายุไดประมาณ 25 ป การวางไขจะเริ่มลดนอยลงเชนกัน การผสมพันธุและการวางไข  

ฤดูผสมพันธุของจระเขอยูในชวงระหวางเดือนธันวาคมถึงมีนาคม ในชวงแรกๆ พฤติกรรมการ
หาคูและจับคูกันจะยังมีไมมากนัก แตจะเริ่มมากข้ึนในเดือนมกราคมถึงกุมภาพันธและมีนาคม หลังจากนั้นก็จะลด
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นอยลง จระเขจะผสมพันธุกันในน้ํา ชวงฤดูผสมพันธุจระเขตัวเมียจะมีนิสัยดุรายมาก จระเขตัวเมียจะวางไข
หลังจากท่ีไดรับการผสมพันธุประมาณเดือนครึ่ง โดยจะวางไขประมาณเดือนมีนาคมถึงมิถุนายนของทุกป ชวงนี้
หากสังเกตจะเห็นแมจระเขทองโตข้ึนและกินอาหารนอยลง กอนถึงกําหนดการวางไขประมาณ 3 - 7 วันแมจระเข
จะเริ่มหาท่ีสําหรับวางไขเมื่อหาไดแลว จะใชหางกวาดใบไม ใบหญา และฟางมากองสุมไวสูงประมาณ 80 
เซนติเมตร กวางประมาณ 1 เมตร จากนั้นก็จะข้ึนไปนอนทับบนกอหญาจนแนน หรือถาไมมีหญา แตเปนพื้นดิน 
จระเขก็จะใชขาหลังขุดหลุมไขซึ่งจะใชเวลาในการขุดประมาณ 1 - 3 ช่ัวโมงแลวแตดินท่ีขุดจะแข็งหรือรวน หาก
ดินแข็งเกินไปแมจระเขจะถายของเหลวออกมาทําใหดินออนนุมลง เพื่อใหขุดงายข้ึน เมื่อขุดเสร็จแลวจะกลบหลุม
นั้น ลักษณะการกลบจะใหดินบนปากหลุมพูนข้ึนมากประมาณ 30 - 50 เซนติเมตร บางตัวอาจนอนเฝาหลุมไข 
หรือไมเฝาก็ได เมื่อถึงเวลาไขจริง ซึ่งมักจะเปนเวลาในตอนกลางคืนหรือตอนเชาตรู แมจระเขจะขุดหลุมเดิมท่ี
เตรียมไว โดยใชเทาหลังขุดลึกประมาณ 30 เซนติเมตร กวางประมาณ 40 เซนติเมตร แลวทําการวางไขโดยแม
จระเขจะยืนครอมปากหลุมดวยขาหลังท้ัง 2 ขาง มีหางชวยพยุงลําตัวไว และเริ่มเบงไขออกมาทีละใบ แมจระเขจะ
พยายามเอาขาหลังท้ัง 2 ขางรับไขและปลอยใหตกลงสูกนหลุม ระยะเวลาในการไขประมาณ 20 - 30 นาที บางตัว
อาจเปนช่ัวโมง แลวแตจํานวนไขมากหรือนอย จํานวนไขตอครอกประมาณ 30 - 50 ฟอง ไขแตละฟองจะมีเมือก
ใสคลายวุนหุมอยูหนาประมาณ 1 เซนติเมตร ทําหนาท่ีปองกันไมใหเปลือกไขกระแทกกันจนแตกเวลาหลนลงกน
หลุม เมื่อไขเสร็จแลวแมจระเขจะเริ่มทําการกลบหลุมไข โดยใชขาหลังท้ังสองขางโกยดินบนปากหลุมข้ึนมากลบ 
และกวาดเอาใบไมแหงรอบๆ มาเสริมดวย กลบเสร็จแมจระเขจะเดินวนเปนวงกลมรอบหลุมไขเพื่อดูวากลบไข
เรียบรอยหรือไม หากไมเรียบรอยก็จะทําการกลบหลุมไขเพิ่มเติมอีกเชนนี้จนเรียบรอย หากหลุมไขท่ีแมจระเข
เตรียมไวลวงหนาถูกคนรบกวน แมจระเขบางตัวก็คงวางไขในหลุมนั้น แตบางตัวอาจยายท่ีวางไข โดยขุดหลุมใหม
แลวกลบใหปากหลุมเรียบเทาพื้นดิน สวนหลุมเดิมก็กลบแบบพูนเพื่อหลอกอําพรางการรบกวนไข แมจระเขจะมี
น้ําตาไหลออกมาใหเห็นเปนสายขณะเบงไข เม่ือไขเสร็จก็ยังคงมีคราบน้ําตาตกคางอยูท่ีแองใตตาสังเกตเห็นไดชัด 
ทําใหเปนการพิจารณาไดชัดเจนวาแมจระเขวางไขแลว และทองก็จะยุบลงไมตึงเหมือนขณะใกลวางไข แมจระเข
จะหวงไขและนอนเฝาไขของตัวเองตลอดเวลา อาจลงน้ําหรือหาอาหารบางแตนอยครั้ง และมักวนเวียนใกลไขไม
ยอมหาง  

          ในระยะนี้จระเขจะดุรายข้ึนเพราะสัญชาติญาณหวงไข เมื่อมีสัตวอื่นหรือคนเขามาใกลไข แม
จระเขก็จะรีบมาปกปองไขของตนเองทันทีและพรอมท่ีจะกัดทําราย แมวาจะมีการยายไขจระเขออกมาฟกวิธีอื่นๆ 
หรือมีสัตวตางๆ มาขโมยไข โดยรื้อรังไขท่ีจระเขทําไว แมจระเขก็จะแตงรังใหเหมือนเดิมแลวนอนเฝาไขตอ โดยคิด
วายังมีไขอยูในรังและจะนอนเฝาอยูอีกนานประมาณ 70 - 90 วัน เทากับระยะฟกไขแลวจึงเลิกเฝา แตถามีการ
ปลอยใหไขฟกออกตามธรรมชาติ เมื่อไขจะฟกออกเปนตัว ลูกจระเขจะสงเสียงรองต้ังแตอยูในไข แมจระเขเม่ือได
ยินเสียงรอง ก็จะเขาชวยลูกข้ึนมาจากหลุม โดยใชขาหนาและปากขุดคุยดินข้ึนมา ลูกจระเขบางตัวจะเจาะเปลือก
ไขออกมาเอง แตบางตัวอาจเจาะเปลือกไขออกมาไมได แมจระเขก็จะคาบไขและกะเทาะเปลือกใหแตกออก 
เพื่อใหลูกจระเขออกมาจากไขได จากนั้นก็จะคาบลูกจระเขลงน้ําและคอยปกปองลูกจระเขท่ียังเล็กอยูตลอดเวลา  
 

2.2.2 การใชประโยชนจากจระเข  
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โดยท่ัวไปคนสวนใหญจะเขาใจกันวา การใชประโยชนจากจระเขจะมีเฉพาะหนังเทานั้น แตจาการ
ศึกษาวิจัย โดยเฉพาะท่ีทํากันในประเทศจีน มีรายงานวา ผลิตภัณฑจากจระเขหลายอยางดวยกันท่ีมี
ประโยชนในทางการแพทย เชน  

 2.2.2.1 หนัง ราคาซื้อขายหนังจระเขจะแตกตางกันออกไปตามชนิดของหนัง โดยหนังแผนทองจะแพง
กวาหนังแผนหลัง เพราะหนังแผนทองนํามาใชสะดวกกวาเนื่องจากหนังแผนหลังตองถากใหไดความหนาตาม
กําหนดเสียกอน ซึ่งก็นับวายากอยูพอสมควร และหนังสวนนี้มีสีสันสวยงามสูสวนทองไมได อยางไรก็ตาม ความ
แตกตางเรื่องสีสันของหนังจระเขก็ไมไดเปนการแสดงวาเปนหนังท่ีดอยคุณภาพแตประการใด  

 2.2.2.2 เนื้อ สามารถขายไดในรูปเนื้อสดและเนื้อแหง ซึ่งเปนท่ีนิยมของชาวเอเซีย โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ชาวจีน เนื่องจากถือวามีคุณสมบัติในการเปนยารักษาโรคได ตลาดในไทยนั้นนิยมเนื้อสดเพื่อใชปรุงอาหาร เชน ผัด 
ตุน ทอด เนื่องจากรสชาติดีมาก คลายกับหมูปนไก อีกท้ังยังมีไขมันตํ่าอีกดวย ชาวจีนใชเนื้อจระเขเปน
สวนประกอบเขากับตัวยาสมุนไพรเพื่อใชรักษาโรคหอบหืด ดังนั้นมูลคาเนื้อแดงจึงเกือบจะเทาหนัง ปจจุบันมีการ
ทําเปนเนื้อกระปองในรูปเนื้อจระเขตุน และเนื้อจระเขรสตาง ๆ อีกดวย  

2.2.2.3 กระดูกและฟน ใชเปนสวนผสมของยากวาดคอเด็กออนและยังทําเปนเครื่องประดับไดอีกดวย 
 2.2.2.4 อุงมืออุงเทาของจระเข เมื่อถลกหนังออกแลวนํามาทําเปนพวงกุญแจไดอยางสวยงาม หรือ

นํามาทําเปนท่ีเกาหลังก็ได 
 2.2.2.5 ไขมัน ในตางประเทศมีการนําไขมันจระเขไปใชในหลายรูปแบบ เชน จีนและสิงคโปร นิยม

นําไปใชเปนน้ํามันทาถูนวดสําหรับรอยฟกชํ้า น้ํารอนลวก ไฟลวก ใชทํายารักษาโรคผิวหนังและแผลสด ท่ี
ออสเตรเลียนําไขมันจระเขเขาไปใชเปนสวนผสมหลักของน้ํามันและครีมบํารุงผิวกันแดด ฯลฯ ซึ่งเปนท่ีนิยมมาก  

2.2.2.6 เคร่ืองใน เดิมทีเครื่องในจระเขมันถูกทอดท้ิง โดยใชเปนอาหารแกจระเขหมุนเวียนกลับลงไป
อีก แตปจจุบันสามารถนํามาขายไดท้ังชุด (หัวใจ ปอด ตับ มาม ไต ดี ลําไส ฯลฯ) เนื่องจากมีผูนําไปใชเปนยาแผน
โบราณและยาจีน ตลอดจนกระดูกและเลือดก็เชนเดียวกัน  

2.2.2.7 ลูกจระเขตัวเล็กๆ ท่ีตาย ก็ยังสามารถนํามาสตาฟขายเปนเครื่องประดับบานท่ีมีราคาสูงและ
เปนท่ีนิยมมาก  

 จระเขน้ําจืดพันธุไทย (Crocodylus siamensis) เปนสัตวเศรษฐกิจชนิดหนึ่งท่ีประชาชนท้ัง
ภายในประเทศและตางประเทศนํามาบริโภคเปนอาหารเสริมและบํารุงรางกาย  นํามาใชในทางการแพทยแผน
โบราณ โดยเฉพาะในจีน  ฮองกง และไตหวัน นิยมบริโภคเลือดจระเขเพื่อบรรเทาอาการหอบหืด  บํารุง
รางกาย  และชวยเสริมสรางภูมิคุมกันใหแกรางกาย 
 

2.2.3 การศึกษาท่ีเก่ียวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของเลือดจระเข 
  จระเขเริ่มปรากฏบนโลกประมาณ 200 รอยลานปในยุคเดียวกับไดโนเสาร มีนิสัยดุรายและมีการตอสู

เพื่อปกปองอาณาเขตและในการลาอาหาร ท้ังตอสูภายในสายพันธุจระเขดวยกันหรือกับสัตวอื่น ซึ่งกอใหเกิด
บาดแผลจากการตอสูแตไมพบรายงานเกี่ยวกับการอักเสบหรือการติดเช้ือในบาดแผลของจระเขเลยถึงแมวาแหลง
ท่ีอยูของจระเขนั้นจะเปนปาริมน้ําหรือพื้นท่ีชุมน้ําท่ีเหมาะแกการเจริญของจุลชีพและเอื้ออํานวยตอการติดเช้ือก็
ตาม ทําใหนักวิจัยใหความสนใจตอระบบภูมิคุมกันของจระเขโดยคาดวาจระเขนาจะมีระบบภูมิคุมกันท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงจึงสามารถดํารงชีวิตและสามารถแพรสายพันธุตอเนื่องมาต้ังแตยุคโบราณจนถึงปจจุบัน รวมท้ัง
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สามารถปองกันการติดเช้ือของบาดแผลท่ีเกิดจากการตอสูไดอยางมีประสิทธิภาพ (Merchant et al., 2006b) 
สําหรับประเทศไทยจระเขเปนสัตวเศรษฐกิจท่ีสําคัญอยางหนึ่งของประเทศ ถึงแมวาจะยังไมไดอยูในอันดับตนๆ 
ของสัตวเศรษฐกิจสงออกอยางเชน กุงกุลาดําหรือสัตวน้ําอื่นๆ แตก็สามารถสรางรายไดใหกับประเทศไทยไดไม
นอย ในปจจุบันประเทศไทยถือวาคอนขางประสบความสําเร็จในการเพาะเล้ียงจระเขในเชิงปริมาณและคุณภาพ 
อยางไรก็ตาม ในตลาดอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงจระเขการสงออกหนังและเนื้อจระเขถือไดวาเปนการแปรรูป
หลักแตสวนอื่นโดยเฉพาะในเลือดหรือสวนประกอบท้ังหมดในน้ําเลือดของจระเขซึ่งถือวาเปนผลผลิตท่ีมาจากการ
แปรรูปอีกอยางหนึ่งท่ีมีมากเกินพอแตยังมีการนําไปใชประโยชนนอยมาก แตอยางไรก็ตามไดพบรายงานการนํา
เลือดจระเขไปใชโดยแพทยแผนโบราณจํานวนหนึ่ง โดยพบการนําซีรัมจากเลือดจระเขไปใชเปนยาสมุนไพรในการ
รักษาโรคตางๆ และมีขอมูลจากการศึกษาในซีรัมของจระเขสายพันธุออสเตรเลียพบวาสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได 17 ชนิด ใหผลดีกวาเมื่อเทียบกับซีรัมของมนุษยซึ่งยับยั้งไดเพียง 6 ชนิด จาก
การศึกษาของ Merchant et al (2003) พบวา ซีรัมจระเขสายพันธุอเมริกา (Alligator mississippiensis) 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli ไดดีกวาซีรัมของมนุษย ในอัตราสวนซีรัมจระเข:ซีรัมมนุษยเปน 
100% : 35% ตามลําดับ  

จากการศึกษาในปจจุบันนั้นพบวามีการศึกษานอยมากท่ีมีจุดมุงหมายเกี่ยวกับการศึกษาทางดาน
ภูมิคุมกัน (immunology) โดยมีการใชสัตวเล้ือยคลานเปนแบบจําลอง แตอยางไรก็ตามพบวากลุมสัตวท่ีมีกระดูก
สันหลังนั้นมีขอมูลท่ีมีความสําคัญตอวิวัฒนาการทางกลไกท้ังการปรับตัว (adaptive) และระบบภูมิคุมกันโดย
กําเนิด (innate immune system) ท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่ง โดยจากการศึกษาของ (Brown et al., 2001; 
Cuchens and Clem, 1979) พบวาจระเขสายพันธุ alligators มีบทบาทสําคัญในระบบ adaptive immunity 
โดยพบโปรตีนท่ีมีความนาสนใจคือโปรตีน transgelin-2 ท่ีจะถูกเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกใน alligator 
leukocytes โดยโปรตีนนี้จะมีการแสดงออกอยางตอเนื่องในเซลล human peritoneal B1 และทําหนาท่ีในการ
กระตุนการแสดงออกของ  B2 cells (Frances et al., 2006) จากการศึกษาของ Nagase et al (1995) แสดงให
เห็นวาโปรตีน trangelin-2 นี้มีบทบาทหนาท่ีท่ีสําคัญตอระบบภูมิคุมกันเปนอยางยิ่ง นอกจากนี้การศึกษาของ 
Merchant และคณะยังช้ีใหเห็นวาซีรัมจาก American alligator มีคุณสมบัติตานการเจริญของแบคทีเรีย 
(antibacterial) (Merchant et al., 2003) ตานการเจริญของอะมีบา (amoebacidal) (Merchant et al., 
2004) และตานการเจริญของไวรัส (antiviral) (Merchant et al., 2005) โดยการศึกษาของ Merchant และ
คณะในป 2005 นี้จะพบวา Complement protein C3 นั้นมีบทบาทหนาท่ีท่ีสําคัญใน serum complement 
activation ท้ังระบบ classical และ alternative pathways โดย surface antigenic character ของ human 
และ alligator proteins มีความคลายคลึงกันเปนอยางมาก สงผลใหการพบ C3 protein ท้ังในมนุษยและจระเข
นี้มีความสําคัญเปนอยางยิ่งตอระบบภูมิคุมกัน (immunological) ในกระบวนการปกปองตัวเองของเซลล 
นอกจากนี้ระบบ serum complement ยังจัดวาเปนระบบท่ีมีความสําคัญตอ humoral immune response 
อีกดวย โดยท่ีจะประกอบไปดวยโปรตีน 25-30 ชนิดท่ีสามารถกระตุนการตอบสนองตอการอักเสบ, การกระตุนให
เซลลเม็ดเลือดขาวมารวมกลุมกันท่ีบริเวณท่ีเกิดการอักเสบและเขาทําลายเช้ือจุลินทรียโดยการรวมกันของ 
multiprotein membrane (Muller-Eberhard 1986) และนอกจากท่ีกลาวมาขางตนนี้ยังมีหลักฐานท่ีบงช้ีวา
จระเขมีความสามารถในการปองกันตัวเองตอโรคมากมายหลายชนิดท่ีสงผลเสียตอสุขภาพของมนุษย (Brown et 
al., 2001; Debyser and Zwart 1991) ไดอีกดวย อีกท้ังยังมีการรายงานเกี่ยวกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวจาก
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จระเข alligator วามีคุณสมบัติ antimicrobial activity ท่ีหลากหลายตอ pathogens ท่ีสําคัญในมนุษย
ยกตัวอยางเชน C. albicans, S. faecalis และ E. coli (Merchant et al., 2006a) และจากการศึกษาในป 
2007 และ 2008  พบวาจระเขสายพันธุ alligators มีบทบาทท่ีสําคัญตอ innate immune เปนอยางมาก และใน
ป 2009 พบวา ubiquitin-activating enzyme E1 มีการแสดงออกท่ีเพิ่มมากข้ึนหลังจากถูกเหนี่ยวนําดวย 
Lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งเกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยกระบวนการ ubiquitination–
deubiquitination ซึ่งมีบทบาทหนาท่ีท่ีเกี่ยวของกับ ubiquitin-activating enzyme E1 โดยผาน NF-κB 
signaling cascade ซึ่งเปน mediator ท่ีสําคัญตอกระบวนการเกิดการอักเสบอีกดวย (Sun and Ley 2008) 

นอกจากนี้จากการศึกษาการนําเลือดจระเขสายพันธุไทย (Crocodylus siamensis) มาทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพโดยนักวิจัยของศูนยวิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกสเพื่อการพาณิชยและอุตสาหกรรม (ศปพ.) ยังพบวาท้ัง
สารสกัดเม็ดเลือดขาว ฮีโมโกลบิน พลาสมา และซีรัม นั้นมีความสามารถท้ังการตานเช้ือแบคทีเรีย รวมท้ังตาน
อนุมูลไดเชนกัน (Anunthawan et al., 2013; Jandaruang et al., 2012; Kommanee et al., 2012; 
Preecharram et al., 2008; Preecharram et al., 2010; Srihongthong et al., 2012; Theansungnoen et 
al., 2014; Yaraksa et al., 2014) โดยใน ป 2546 สุทธิเดช ปรีชารัมย และคณะ ไดศึกษาการแยกบริสุทธิ์ 
antimicrobial agent จากซีรัมและพลาสมาของจระเขโดยสามารถแยกบริสุทธิ์ สารท่ีมีฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรียได 
6 ชนิด โดยใชเทคนิค anion exchanger FPLC และเทคนิค RP-HPLC และในป 2549 สุวิทย รักมณี และคณะ 
ทําการศึกษาคุณสมบัติในการเปน antimicrobial และ antifungal activity จากเม็ดเลือดขาวของจระเขสายพันธุ
ไทย (Crocodylus siamensis) โดยเทคนิค Lysoplate assay และทําการแยกบริสุทธิ์ antimicrobial peptide 
จากเม็ดเลือดขาวของจระเขโดยเทคนิค FPLC พบวาสามารถแยกโปรตีนหรือเปปไทดได 4 พีค คือ P1 P2 P3 และ 
P4  พบวาสามารถทําลายเช้ือแบคทีเรียไดท้ัง แกรมลบ แกรมบวก และเช้ือราได ตอมาในป 2552 สุภาวดี ปาทา 
และคณะ ไดทําการศึกษาตอเนื่องจากงานวิจัยท่ีผานมาในสวนของสารสกัดเม็ดเลือดขาว โดยนํา fraction P1 มา
ทําการแยกบริสุทธิ์ตอโดยใช RP-HPLC พบวาสามารถแยกบริสุทธิ์ Leucrocin I – IV ท่ีมีคุณสมบัติในการทําลาย
เช้ือแบคทีเรียไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อตรวจสอบการเขาทําลายเซลลแบคทีเรียของ Leucrocin I และ II ดวย
กลอง SEM ทําใหทราบกลไกการทําลายเช้ือเบ้ืองตนวา สารนี้ทําใหเมมเบรนของเซลลแบคทีเรียเกิดการแตก
เสียหายและสงผลใหเซลลแบคทีเรียตายในท่ีสุด แตยังไมมีการยืนยันผลของกลไกการทําลายเช้ือ และเมื่อนําสาร
สกัดเม็ดเลือดขาวไปตรวจสอบคุณสมบัติโดยการทํา heat treatment, ยอยดวยเอนไซม pronase และผลของ 
EDTA ตอฤทธิ์การทําลายเช้ือ พบวาสารท่ีมีฤทธิ์ทําลายเช้ือแบคทีเรียในสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีความสามารถทน
ตอความรอน แตไมทนตอการยอยดวยเอนไซม pronase ซึ่งสารนี้นาจะมีโปรตีนหรือเปปไทดเปนองคประกอบ 
สวน EDTA ไมมีผลตอฤทธิ์การทําลายเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดเม็ดเลือดขาว ผลการวิจัยดังกลาวแสดงใหเห็นวา
สารท่ีมีฤทธิ์ทําลายเช้ือในสารสกัดเม็ดเลือดขาวไมตองการ divalent metal ions ในการทํางาน สําหรับฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระโดย สันติ โพธิ์ศรี และคณะ นั้นพบวาเมื่อทําการตรวจสอบดวยเทคนิค nitric oxide radical 
inhibition ฮีโมโกลบิลจะมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด (40.58%) เมื่อทําการตรวจวัดดวยเทคนิค linoleic 
peroxidation inhibition พบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีฤทธิ์ในการตานสูงสุด คือ 78% และมื่อทําการตรวจวัด
ดวยเทคนิค hydroxyl radical inhibition พบวาพลาสมามีฤทธิ์ในการตานสูงสุดคือ 57.27 %  

สําหรับการศึกษาระบบภูมิคุมกันของจระเขดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) นั้น พบวายังมี
ขอมูลนอย และเปนการศึกษาเฉพาะในสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขท่ีอยูในสภาวะปกติเทานั้น โดยในป 
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2010 Darville et al ไดมีการศึกษาและวิเคราะหโปรติโอมิกสของเซลลเม็ดเลือดขาวจาก American alligator 
(Alligator mississippiensis) พบวาโปรตีนท่ีมีการวิเคราะหนั้นจะถูกจัดแบงตามคุณสมบัติของโปรตีน โดยกลุม
ของโปรตีนท่ีพบมากท่ีสุดคือกลุม cytoskeletal ระบบ immune และอื่นๆ ตามลําดับ โดยกลุมของโปรตีนท่ี
พบวามีความเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันนั้นคือ fibrinonectin, histone H4, Ig kappa chainV-1 region, Ig 
lambdachain V-III region, lysozyme C (Cell-derived leukocyte ท่ีมีบทบาทท่ีสําคัญในระบบ immune 
เพื่อตอตาน infectious diseases และ foreign material), acyl-CoA binding protein, myeloid protein, 
cathepsin C, complement component c3, ubiquitin และ polyubiquitin เปนตน  

 
2.3  ความรูเก่ียวกับการอักเสบ 

กระบวนการอักเสบเปนปฏิกิริยาของเซลลเนื้อเยื่อ (tissue) ของรางกายท่ีตอบสนองตอส่ิงรบกวน ซึ่งมี
ผลกระทบตอการทํางานของอวัยวะในรางกาย  การเกิดปฏิกิริยาจะมีมากหรือนอย  จะเกิดข้ึนเร็วหรือชาข้ึนอยูกับ
ชนิดและความรุนแรงของส่ิงท่ีมารบกวน และความตานทานรวมท้ังความทนตอภาวะผิดปกติของแตละบุคคลดวย 
เนื่องจากกระบวนการอักเสบเปนกระบวนการท่ีซับซอน ซึ่งเปนผลจากการตอบสนองทางภูมิคุมกันปกติของ
รางกาย จะเกิดข้ึนเมื่อเนื้อเยื่อถูกกระทบกระเทือนมีบาดแผลหรือบาดเจ็บโดยกระบวนการนี้จะอาศัยท้ัง humoral 
และ cellular immunity เพื่อไปทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือสารท่ีกอใหเกิดการอักเสบ และชวยซอมแซมเนื้อเยื่อท่ี
เสียหายใหกลับสูสภาพเดิม อาการของการอักเสบสวนใหญเกิดข้ึนจากการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี และจากความ
พยายามของรางกายท่ีจะปรับสภาพใหคืนสูสภาพเดิม ซึ่งผลท่ีไดอาจทําใหหายจากการอักเสบหรือการอักเสบนั้น
ทวีความรุนแรงมากข้ึน (พิมพรรณ  เกิดอุดม, 2520) ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีหลอดเลือดเล็กๆ สงผลใหสาร
ภายในหลอดเลือดรั่วสูชองวางระหวางเซลล ดังนั้น เม็ดเลือดขาวจึงเคล่ือนเขาสูบริเวณอักเสบมีผลใหไลโซโซมแตก
ออกและปลดปลอยเอนไซมหลายชนิดออกมาเพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอมและเซลลใกลเคียง อาการท่ีปรากฏคือ 
ปวด บวม แดง และรอน สาเหตุของอาการดังกลาวเกิดเนื่องมาจาก inflammatory mediator และ 
proinflammatory cytokine เชน nitric oxide (NO) ท่ีถูกปลดปลอยออกมากระตุนบริเวณปลายประสาททําให
รูสึกปวด มีการเพิ่มความสามารถในการซึมผานของผนังหลอดเลือดทําใหเกิดอาการบวม และเกิดการเปล่ียนแปลง
การไหลเวียนของเลือดในหลอดเลือดฝอยทําใหบริเวณท่ีเกิดการอักเสบมีลักษณะแดงและรอน (Zeilhofer et al., 
2007) 

Nitric oxide (NO) เปนสารท่ีถูกสรางข้ึนมากในกระบวนการอักเสบ โดยมีผลใหเกิดการขยายตัวของหลอด
เลือด เพิ่มความสามารถในการซึมผานของผนังหลอดเลือด ทําใหเกิดอาการบวมในบริเวณอักเสบ (Abramson et 
al., 2001) โดย NO จะทําปฏิกิริยากับสาร superoxide anion เกิดเปนสาร peroxynitrite ซึ่งเปนสารอนุมูล
อิสระท่ีมีความวองไวตอปฏิกิริยาสูงมากสามารถทําปฏิกิริยากับเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดการบาดเจ็บของเซลลบริเวณ
ท่ีมีการอักเสบ การสังเคราะห NO จําเปนตองอาศัยการทํางานของเอนไซม nitric oxide synthase (NOS) 
ปจจุบันพบวา NOS ท่ีพบในรางกายมี 3 รูป (isozyme) ไดแก neuronal NOS (nNOS) endothelial NOS 
(eNOS) และ inducible NOS (iNOS) ซึ่ง nNOS และ eNOS เปนเอนไซมท่ีพบไดโดยท่ัวไปในสภาวะปกติ 
(constitutive enzyme) ในทางตรงกันขาม iNOS เปนเอนไซมท่ีถูกเหนี่ยวนําใหสรางข้ึนในปริมาณมาก เมื่อเกิด
กระบวนการอักเสบ ซึ่ง iNOS จะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการทํางานไดโดยสารเคมีบางชนิดเชน lipopolysaccharide 

(LPS) interferon-γ และ proinflammatory cytokines (MacMicking et al., 1997) 
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Prostaglandin (PGs) จัดเปนสารจําพวก eicosanoids ท่ีไดจากการเปล่ียนแปลงของ arachidonic acid 
(AA) ซึ่งเปนองคประกอบหนึ่งท่ีสําคัญของ phospholipids ในเยื่อหุมเซลล เมื่อมีส่ิงกระตุนจากภายนอกเขามาจะ
ทําให AA หล่ังออกมาก แลวมีเอนไซม cyclooxygenase (COX) เขามาเปล่ียนแปลงสารนี้ จึงเกิดอาการอักเสบ 
ในกระบวนการสรางสาร PGs นั้นจําเปนตองอาศัยเอนไซม cyclooxygenase ในการเปล่ียนแปลงเพื่อใหได PGs 
ในรูปแบบตางๆ ไดแก prostaglandin G2 (PGG2) prostaglandin H2 (PGH2) prostaglandin I2 (PGI2) 
prostaglandin E2 (PGE2) และ thromboxane A2 (TXA2) ซึ่งสาร PGE2 จัดวาเปน inflammatory mediator 
ท่ีมีความสําคัญในกระบวนการอักเสบ ในปจจุบันพบวา COX เปน isozymes ท่ีมี 2 รูป ซึ่งถูกควบคุมดวยยีนท่ี
แตกตางกัน ไดแก cyclooxygenase-1 (COX-1) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) เอนไซม COX-1 เปน 
constitutive enzyme ทําหนาท่ีควบคุมการสรางสาร PGs ซึ่งมีบทบาทในการทํางานของระบบตางๆ ในรางกาย 
เชน ทางเดินอาหาร ไต และเกร็ดเลือด จึงมักพบ COX-1 ไดท่ัวไปในรางกาย การยับยั้งการทํางานของ COX-1 
โดยยาระงับปวดและ nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) ทําใหเกิดผลไมพึงประสงคของยา 
เชน แผลในทางเดินอาหาร ภาวะเลือดออกในทางเดินอาหาร สวนเอนไซม COX-2 จะถูกสรางข้ึนเฉพาะเม่ือเกิด
กระบวนการอักเสบ สามารถตรวจพบการสรางเอนไซมชนิดนี้ไดใน macrophages, endothelial cells และ 
fibroblast เปนตน ปจจุบันไดมีการพัฒนายาท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ COX-2 (selective COX-2 
inhibitors) ซึ่งมีผลยับยั้งการอักเสบแบบจําเพาะเจาะจง โดยมีผลอันไมพึงประสงคนอยกวายาท่ีออกฤทธิ์ยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม COX แบบไมจําเพาะเจาะจง 

รายงานการวิจัยหลายช้ินไดแสดงถึงการเหนี่ยวนําการทํางานของ iNOS (Kujubu et al., 1991; 
Lowenstein et al., 1993)  ในกระบวนการอักเสบ โดยพบวา NO จะถูกสรางข้ึนในปริมาณสูงมากในเซลล
เพาะเล้ียงมาโครฟาจท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบจากสาร LPS ซึ่งกระบวนการอักเสบท่ีเกิดข้ึนมีผลใหการทํางาน
ของเอนไซม iNOS เพิ่มสูงข้ึน ตามลําดับ จากการศึกษาในระดับโมเลกุลพบวา การควบคุมการทํางานของยีน 

iNOS ถูกควบคุมผานกระบวนการถอดรหัส (transcription) โดยอาศัยการทํางานของ nuclear factor-κB (NF-

κB) (Baeuerle et al., 1991) ขอมูลการศึกษาโครงสรางของยีน iNOS ในบริเวณ 5′-flanking region ของยีน

ดังกลาว พบวามี cis-acting NF-κB element (Kujubu et al., 1991; Lowenstein et al., 1993) การกระตุน

การทํางานของเอนไซม inhibitor κB kinase (IKK) ผานกระบวนการ phosphorylation ของโปรตีน inhibitor 

κB (IκB) สงผลใหเกิดการสลายตัวของโปรตีน IκB จึงทําใหโปรตีน NF-κB หลุดออกมา แลวจึงเกิดการเคล่ือนท่ี 

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

2.3.1  ยาตานการอักเสบ (anti-inflammatory drugs) 
 ยาตานการอักเสบในปจจุบันแบงตามโครงสรางทางเคมีไดเปน 2 กลุมใหญ คือ  

1) ยาตานการอักเสบท่ีไมใชสเตียรอยด (nonsteroidal anti-inflammatory drugs; NSAIDs) 
ยาตานการอักเสบท่ีไมใชสเตียรอยด (NSAIDs) ออกฤทธิ์ตานการอักเสบไดโดยกลไกหลักจากการ

ยับยั้งการสังเคราะห prostaglandins ซึ่งเปนสารส่ือการอักเสบ (inflammatory mediators) ท่ีสําคัญชนิดหนึ่ง
ในการกอใหเกิดความเจ็บปวด การบวม อาการไข รวมกับสารส่ือการอักเสบชนิดอื่นๆ ไดแก kinin histamine 
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lymphokines neuropeptide leukotrienes และ platelet activating factor (PAF) เปนตน ยาในกลุมนี้จะ
ยับยั้งการเปล่ียน arachidonic acid ไปเปน cyclic endoperoxide (PGG2 และ PGH2) โดยการยับยั้งฤทธิ์ของ
เอนไซม cyclooxygenase เปนผลใหการสราง prostaglandins ทุกชนิดนอยลง เชน PGE2 prostacyclin 
thromboxane A2 และในสวนของเอนไซม lipoxygenase ท่ีทําใหมีการสราง leukotrienes ซึ่งเปนสารส่ือการ
อักเสบท่ีสําคัญอีกชนิดหนึ่ง พบวาขนาดของยา NSAIDs ท่ีใชในการรักษานั้นสวนใหญจะไมสามารถยับยั้งฤทธิ์ของ 
lipoxygenase ได แสดงใหเห็นวาการท่ียากลุมนี้ทําใหอาการปวด บวม บรรเทาลงนาจะเปนผลมาจากการยับยั้ง
การสรางสารส่ือการอักเสบจากเอนไซม cyclooxygenase เทานั้น ซึ่งยาแตละตัวมีความจําเพาะเจาะจงในการ
ยับยั้ง COX-1 และ COX-2 แตกตางกัน ตัวอยางเชน celecoxib และ rofecoxib มีความจําเพาะตอ COX-2 สูง 
aspirin indomethacin piroxicam และ sulindac จะยับยั้ง COX-1 ไดดีกวา COX-2 สวน ibuprofen และ 
meclofenamate จะยับยั้ง COX-1 ไดพอๆ กับ COX-2 ไดมีการรักษาดวย NSAIDs ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งจําเพาะตอ 
COX-2 แตมีผลขางเคียงตอทางเดินอาหารลดลง (ณัฏฐิยา  พงศผาสุก, 2546) 

Aspirin (acetyl salicylic acid หรือ ASA) ซึ่งเปนยามาตรฐานในการวิจัยนี้ จัดอยูในกลุม 
salicylate ออกฤทธิ์ยับยั้งการสราง prostaglandins โดยมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม cyclooxygenase ใน
เนื้อเยื่อท่ีมีการอักเสบและท่ีระบบประสาทสวนกลางและมีฤทธิ์ยับยั้งการสราง plasmin และ bradykinin ดวย 
อาการไมพึงประสงคทําใหเกิดการระคายเคืองตอระบบทางเดินอาหาร ทําใหมีอาการคล่ืนไส อาเจียน แนนทอง
และทําใหเกิดแผลในกระเพาะอาหารนอกจากนี้ยังขัดขวางการจับกลุมของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) ทํา
ใหเลือดแข็งตัวไดชาลงและถาไดรับในขนาดท่ีสูงหรือเมื่อใชยานานๆ จะทําใหเกิดอาการ salicylism มีอาการหูอื้อ 
(tinnitus) เวียนศีรษะและกดการหายใจรวมท้ังกระตุนเมตาบอลิสมของรางกาย 

2) ยาตานการอักเสบในกลุมของสเตียรอยด (steroidal anti-inflammatory drugs) 
                    สเตียรอยดเปนฮอรโมนชนิดหนึ่งท่ีมีความสําคัญตอรางกาย และนํามาใชเปนยาตานอักเสบและ
แกแพ โดยออกฤทธิ์ยับยั้ง phospholipase A2 ซึ่งเปนเอนไซมท่ีสรางมาจาก phospholilids ของเยื่อหุมเซลล
และเอนไซม phospholipase A2 สามารถกระตุนการหล่ัง arachidonic acid และถูกเปล่ียนแปลงโดยเอนไซม 
COX-2 ใหไดเปนสาร PGE2 ซึ่งเปน inflammatory mediator ท่ีสําคัญตัวหนึ่ง นอกจากนี้ยาในกลุมสเตียรอยด
ยังออกฤทธิ์ยับยั้ง migration inhibitory factor ของ macrophages ลดการซึมผานของหลอดเลือดและยับยั้ง
การหล่ังสาร kinin และ prostaglandins ใชรักษาโรคไดอยางกวางขวางซึ่งยาในกลุมนี้มีประโยชนชวยบรรเทา
อาการของโรคเทานั้นโดยไมไดรักษาท่ีสาเหตุ การใชในโรค เชน rhumatoid arthritis osteoarthritis nephrotic 
syndrome และ collagen diseases เชน systemic lupus erythematosus polyarteritis nodosa และ 
allergic diseases เชน  serum sickness contact dermatitis ลมพิษ แพยา angioneurotic edema และ 
anaphylactic reaction โรคหอบหืด ในกรณี status asthematicus และเรื้อรังท่ีมีอาการรุนแรงเทานั้น โรค
ผิวหนัง เชน eczema psoriasis atopic dermatitis และ pruritis โรคมะเร็งบางชนิด เชน acute lymphocytic 
leukemia lymphoma breast cancer โรคตา เชน allergic ocular diseases ตางๆ และโรคอื่นๆ เชน 
sarcoidosis thrombocytopenia idiopathic thrombocytopenia hemolytic anemia และการผาตัด 
organ transplantation เพื่อปองกันการปฏิเสธอวัยวะท่ีปลูกถายเขาไป ยากลุมสเตียรอยดสามารถระงับการ
อักเสบท้ังในระยะเริ่มตนและระยะสุดทายคือ ยับยั้งไดท้ังอาการ ปวด บวม แดง รอน รักษาขอเขาเส่ือม และ
กระบวนการซอมแซมและสมานตัวของแผลในระยะของการอักเสบชนิดเรื้อรัง โดยกลไกการออกฤทธิ์มีหลายกลไก
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ดวยกัน เปนท่ีทราบแนชัดแลววา สเตียรอยดยับยั้งการสรางสารส่ือหลายชนิดท่ีมีบทบาทสําคัญในกระบวนการ
อักเสบจากเซลลตางๆ เชน เซลลเม็ดเลือดขาว เซลลเยื่อบุหลอดเลือดและ fibroblast (จีรเดช  มโนสรอย และ
คณะ, 2546) 

Prednisolone เปนยามาตรฐานในกลุมสเตียรอยด สังเคราะหมาจาก adrenal corticosteroid 
โดยเปนสารท่ีสรางจากธรรมชาติ (adrenal glands) มีคุณสมบัติตานการอักเสบไดอยางดีและเปนยาท่ีมีขอบงใช
อยางกวางขวางในสภาวะการอักเสบ เชน อาการแพ การอักเสบบริเวณจมูกและตา หลอดลมอักเสบ ผ่ืนคันท่ี
ผิวหนัง rheumatic fever colitis chronic active hepatitis rheumatoid arthritis systemic lupus acute 
gouty arthritis psoriatic arthritis ulcerative colitis และ Crohn's disease เปนตน โดยสรุปจะใชรักษา
อาการอักเสบ (ประกอบดวยอาการ 4 อยาง คือ ปวด บวม แดง รอน) และ กดอาการแพตางๆ ใหมีอาการลดลง  

 
 2.3.2 ผลขางเคียงจากการใชยากลุมสเตียรอยดท่ีพบบอย  

พิษในระยะส้ัน อาจทําใหแผลในกระเพาะอาหารกําเริบ น้ําตาลในเลือดสูง ความดันโลหิตสูง ลดภูมิ
ตานทานของรางกายทําใหติดเช้ือ (เชน วัณโรค ปอดอักเสบ) ไดงาย หนาบวม มีหนวดข้ึน เปนสิว 

พิษในระยะยาว การใชยาเปนเวลานาน หรือ รับประทานยาในขนาดสูง นอกจากจะมีพิษในระยะส้ัน
แลวยังอาจทําใหเกิด cushing syndromes เชน มีการสะสมของไขมันบริเวณหนาและลําตัว หลังมีลักษณะเปน
หนอก (buffalo hump) กระดูกผุ กระดูกหักงาย แผลหายชา มีจํ้าเขียวข้ึนตามผิวหนัง เกลือแรในรางกายเสีย
ความสมดุล หนาบวมเหมือนพระจันทร (moon face) ลําตัวบวมทําใหเห็นวาหนาและตัวอวนกลมผิดปกติแตแขน
ขาลีบ โรคจิตประสาท ตาเปนตอกระจกหรือตอหิน ระดับน้ําตาลในเลือดสูง ความดันโลหิตสูง  กระดูกพรุน ทําให
สูญเสียสารโปแทสเซียมในเลือดและระคายเคืองกระเพาะอาหาร พิษท่ีรุนแรงท่ีสุดคือ ทําใหตอมหมวกไตฝอ เม่ือ
เกิดภาวะเครียดของรางกาย อาจทําใหช็อคถึงตายได เรียกภาวะนี้วา “ภาวะวิกฤตจากตอมหมวกไตฝอ” 
 จากขอมูลขางตนจะเห็นไดวายาตานการอักเสบในกลุม NSAIDs และ steroids มีฤทธิ์ขางเคียงและผลไม
พึงประสงคตอผูปวยสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งตอระบบทางเดินอาหาร สวนยาท่ีมีผลขางเคียงตํ่ายังมีราคาคอนขางสูง 
ประชาชนท่ีมีรายไดนอยยังไมสามารถซื้อหามาใชได ดังนั้นการนําโปรตีนหรือเปปไทดจากธรรมชาติท่ีมีฤทธิ์ตาน
อักเสบมาพัฒนาเปนยาตานอักเสบท่ีมีผลขางเคียงนอย นาจะเปนทางเลือกหนึ่งในการรักษา เนื่องจากมีราคาถูก
กวายาแผนปจจุบัน และยังสามารถนําทรัพยากรของประเทศมาใชประโยชนไดอยางสูงสุด 
 
2.5 การศึกษาท่ีเก่ียวกับสิว 

Acne vulgalis หรือสิวเปนการอักเสบแบบเรื้อรัง (chronic inflammatory) ท่ีเกิดจากปจจัยหลายอยาง
รวมกัน เชน พันธุกรรม ฮอรโมน การทํางานของตอมไขมัน อาหารหรือยาท่ีรับประทาน รวมท้ังเช้ือแบคทีเรียชนิด 
Propionibacterium acnes (P. acnes) ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูในบริเวณผิวหนัง และเปนสาเหตุสําคัญของ
การกอใหเกิดสิวอักเสบ (Choi et al., 2008; Kim et al., 2008; Lee et al., 2014; Park et al., 2004) โดย              
P. acnes จะผลิตและปลอยเอนไซมไลเปส (lipase) ยอยสารไตรกลีเซอไรดในไขมันท่ีผลิตจากตอมไขมัน ให
กลายเปนกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระ รวมท้ังปลอยเอนไซมโปรตีเอส (protease) เอนไซมไฮยาลูโลนิเดส 
(hyaluronidase) และสารเคมีท่ีมีผลทําใหเกิดการอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) เชน Interleukin-1 
β (IL-1 β), IL-8 และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) (Choi et al., 2008; Lee et al., 2014; Park et 
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al., 2004) ซึ่งการปลอยสารด่ังกลาวจะชวยใหแบคทีเรียเจริญไดดีข้ึน และกระตุนปฏิกิริยาการอักเสบใหรุนแรงข้ึน 
และเกิดตุมหนองท่ีผิวหนังในท่ีสุด ในระยะแรกท่ีเริ่มเกิดหัวสิวมักจะตรวจไมพบเช้ือนี้ แตในระยะทายๆ หรือระยะ
ท่ีมีการอักเสบจะตรวจพบเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้ไดทุกราย สําหรับการรักษาโรคสิวอักเสบปานกลางจนถึงรุนแรงเพื่อ
ฆาเช้ือแบคทีเรีย P. acnes นั้นปจจุบันนิยมใชยาปฏิชีวนะท้ังชนิดกินและทา ซึ่งหากใชเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งมัก
พบปญหาเช้ือด้ือยาไดบอย การใชยาปฏิชีวนะชนิดกินรวมกับยาทาจึงอาจชวยลดปญหาเช้ือด้ือยาได อยางไรก็ตาม
การกินยาตอเนื่องกันเปนเวลานานอาจมีผลเสียตอรางกายได (Kim et al., 2008; Park et al., 2004) เพื่อ
แกปญหาท่ีกลาวมาขางตนปจจุบันจึงไดมีรายงานการนําสารสกัดจากธรรมชาติมาใชในการรักษาโรคสิวโดยเช้ือ
แบคทีเรีย P.acnes จํานวนมาก (Kim et al., 2008; Lee et al., 2014; Park et al., 2004) ดังนั้นผูวิจัยจึงมี
ความสนใจท่ีจะศึกษาการนําโปรตีนหรือเปปไทดจากแหลงธรรมชาติมาใชในการลดอาการสิวอักเสบ  

ตําแหนงตนตอท่ีเกิดสิวคือตอมไขมัน ตอมไขมันมีหนาท่ีผลิตไขมัน และมีทอเปดออกสูรูขุมขน เพื่อให
ไขมันออกมาหลอล่ืนผิวหนังภายนอก ตอมไขมันท่ีแตละตําแหนงของรางกาย มีขนาดและความหนาแนนไมเทากัน 
บริเวณใบหนาจะมีตอมไขมันขนาดใหญ และหนาแนนกวาบริเวณอื่น เราจึงพบสิวบริเวณใบหนาไดบอย การสราง
ไขมันข้ึนกับฮอรโมนแอนโดรเจนและเอสโตรเจน แอนโดรเจน หรือฮอรโมนเพศชายกระตุนใหมีการสรางไขมัน โดย
กระตุนเซลลท่ีเรียกวาซีโบซัยท (sebocyte) ในขณะท่ีเอสโตรเจนหรือฮอรโมนเพศหญิงยับยั้งการสรางไขมัน 
(Acne หรือสิว, ม.ป.ป.) วิธีรักษาสิวในปจจุบันอาจแบงออกเปนหมวดหมูใหญๆ คือ กลุมยาอนุพันธของวิตามินเอ 
กลุมยาปฏิชีวนะ กลุมยาฮอรโมน การใชเลเซอร/แสง การผลัดเซลลผิวดวยกรดผลไม และการกดสิว การเลือกวิธี
รักษาตองคํานึงถึงประเภทของสิว ความรุนแรง และความเหมาะสมตอผิวของแตละคน รวมถึงปจจัยอื่นๆ ของผู
เปนสิวรวมดวย สําหรับการรักษาสิวท่ีเกิดจากแบคทีเรีย P. acnes นั้นจะเปนการใชยาในกลุมปฎิชีวนะ ซึ่งพบวา
ยาปฏิชีวนะแบบทาสามารถชวยลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย P. acnes ท่ีผิวหนัง สงผลใหเกิดสิวอักเสบลดลง โดยยา
ท่ีใชกันมากคือ Erythromycin Clindamycin และ Sotretinoin แตอยางไรก็ตามยังพบผลขางเคียงท่ีพบไดบอย
คือการระคายเคืองท่ีผิวหนัง สําหรับยาปฏิชีวนะแบบรับประทานนั้นพบวาใหผลการรักษาไดเชนเดียวกับแบบทา 
แตเห็นผลไดเร็วกวา สวนขอเสียคือทําใหเกิดการด้ือยา หรือเช้ือด้ือยาไดมากกวา และมีโอกาสเกิดผลขางเคียงได
มากกวา ซึ่ง ข้ึนกับแตละชนิดของยาปฏิชีวนะนั้นๆ ยาปฏิชีวนะท่ีถูกนํามาใชรักษาสิวอักเสบกันมากคือ 
Doxycycline, Erythromycin, Minocycline และTetracycline (ธิดากานต รุจิพัฒนกุล, ม.ป.ป.) เพื่อแกปญหา
ท่ีกลาวมาขางตนปจจุบันจึงไดมีรายงานการนําสารสกัดจากธรรมชาติมาใชในการรักษาโรคสิวโดยเช้ือแบคทีเรีย             
P. acnes จํานวนมาก เชน การศึกษาโดย Lee et al (2014) ซึ่งพบเปปไทดท่ีมีคุณสมบัติเปนแคทไอออนิก 
(cationic peptide) จากพิษผ้ึงท่ีเรียกวา melittin สามารถยับยั้งการอักเสบและการเกิด apoptosis ในเซลล              
โมโนไซตจากมนุษย (human THP-1 monotic cell) โดยเมื่อทําการตรวจสอบสารส่ือกลางการอักเสบท่ีเกิดข้ึน
พบวา melittin นั้นสามารถยับยั้งการสรางสารส่ือกลางอักเสบเชน TNF-α และ IL-1β ท่ีถูกสรางข้ึนเมื่อเซลล                
โมโนไซตถูกเหนื่ยวนําใหเกิดการอักเสบดวย P. acnes ได นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชสารสกัดจากพืชสมุนไพร
ในการยับยั้งการเจริญของแบคท่ีเรีย P. acnes รวมท้ังยับยั้งการอักเสบเนื่องจากเช้ือแบคทีเรีย P. acnes อีกดวย 
โดยตัวอยางพืชสมุนไพรท่ีใชไดแก Mollugo pentaphylla, Angelica anomala, Matteuccia orientalis และ 
Oixa japonica (Kim et al., 2008) จากขอมูลดังกลาวผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาการนําโปรตีนหรือ                 
เปปไทดจากแหลงธรรมชาติมาใชในการลดอาการสิวอักเสบ  
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการทดลอง 

 
3.1 การแยกองคประกอบเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทย 

ทําการเก็บเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทย ท่ีศรีราชาโมดาฟารม จ. ชลบุรี เริ่มจากใชเข็มฉีดยาขนาด 10 ml 
ดูดบริเวณท่ีเรียกวา supravertibral branch ซึ่งอยูบริเวณกะโหลกศีรษะของจระเข จากนั้นทําการถายเลือดใสลง
ในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 15 ml ท่ีบรรจุ EDTA ปริมาณ 0.08 g เพื่อปองกันเลือดแข็งตัว เมื่อแลวเสร็จทํา
การเขยาหลอดเบาๆ และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4°C หลังจากเลือดเกิดการเซ็ตตัวจะปรากฏช้ันเม็ดเลือดขาวอยูระหวาง
ช้ันของพลาสมาและเม็ดเลือดแดงแลวจึงทําการเก็บเลือดสวนตางๆ ตามข้ันตอนดานลาง เลือดอีกสวนจะเติมลงไป
ในหลอดทดลองท่ีไมมีสารกันเลือดแข็งตัวเพื่อเก็บสวนของซีรัม    

 
3.1.1 พลาสมา เม็ดเลือดขาว และเม็ดเลอืดแดง 

เมื่อเกิดการแยกช้ันระหวางพลาสมา เม็ดเลือดขาว และเม็ดเลือดแดง จะพบพลาสมาอยูช้ันบนสุด ช้ัน 
interphase จะเปนเม็ดเลือดขาว และช้ันลางสุดจะเปนเม็ดเลือดแดง ทําการดูดแยกสวนท่ีเปนพลาสมาโดยใช 
sterile pastures pipette เก็บใสหลอดทดลองใหม จากนั้นดูดเก็บช้ันของเม็ดเลือดขาว และช้ันเม็ดเลือดแดงใส
ลงในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 15 ml ตามลําดับ 

 
3.1.2 ฮีโมโกลบิน 

ลางเม็ดเลือดแดงโดยใช sterile pastures pipette ดูดเม็ดเลือดแดงใสในหลอดเซ็นติฟวจท่ีมี 
phosphate buffer saline pH 7.0 ปริมาตร 4 เทาของเลือดจระเข นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3000 xg นาน 5 
นาที ท้ิงสวนใส แลวเก็บสวนของเม็ดเลือดแดง ทําการลางเม็ดเลือดแดง และปนเหวี่ยง (centrifuge) ซ้ําอีก 2 ครั้ง 
จากนั้นทําใหเม็ดเลือดแดงแตกโดยเทน้ํากล่ันแชเย็นท่ีปราศจากเช้ือลงไปปริมาตร 5 เทาของเม็ดเลือดแดง ผสมให
เขากันต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลานาน 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000 xg ท่ี 4°C นาน 20 นาที 
ฮีโมโกลบินจะอยูในสวนของเหลว ท้ิงสวนท่ีเปนตะกอนของเซลลเม็ดเลือดแดง  

 
3.1.3 สารสกัดเม็ดเลือดขาว 

  ทําการเก็บเม็ดเลือดขาวจากขอ 3.1.1 และนําไปปนเหวี่ยงท่ี 3,000xg เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลาง
เซลลเม็ดเลือดขาวดวย normal saline (0.89% NaCl) เพื่อกําจัดเม็ดเลือดแดงบางสวนท่ีอาจปนมา แลวจึงทํา
การปนเหวี่ยงท่ี 3,000xg เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนเซลลเม็ดเลือดขาวมาละลายกลับดวยสารละลายกรดอะซิติก
ท่ีมีความเขมขน 10% แลวเขยาอยางแรง เพื่อใหเซลลเม็ดเลือดขาวกระจายตัวท่ัวในสารละลายกรดอะซิติก 
จากนั้นทําใหเซลลเม็ดเลือดขาวและแกรนูลตางๆ ภายในเซลลแตกดวยคล่ืนเสียงท่ีมีความถ่ีสูง เปนเวลา 5 นาที 
(sonication) โดยทําซ้ํา 3 รอบ โดยแตละรอบตองทําการพักตัวอยางบนถังน้ําแข็งจนตัวอยางมีอุณหภูมิลดลงจึง
ทําซ้ําได เมื่อแลวเสร็จนําตัวอยางท่ีไดมาปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 30 นาที หลังจากนัน้จึงเก็บเอาเฉพาะ
สวนใส (supernatant) มาทําแหงโดยใชเครื่อง Speed Vac ซึ่งในข้ันตอนนี้จะทําใหตัวอยางมีความเขมขนเพิ่มข้ึน
และสามารถกําจัด 10% acetic acid ท่ีใชเปนตัวสกัดสารตัวอยางไดดวย จากนั้นละลายสารสกัดกลับดวยน้ํากล่ัน 
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ทําการวัดปริมาณโปรตีนของสารสกัดเม็ดเลือดขาว โดยวิธี Bradford ซึ่งในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนนั้นจะ
คํานวณเทียบกับกราฟของโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) สุดทายทําการตรวจสอบแบบแผน
โปรตีนของสารสกัดเม็ดเลือดขาว โดยใช 13.5% SDS-PAGE  

 
 3.1.3 ซีรัม 

 นําเลือดจระเขท่ีไมไดผสมกับ EDTA ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 4°C เพื่อใหเกิดการแยกกันระหวางซีรัมกับ
ตะกอนของเลือด ใช steriled pastures pipette ดูดแยกสวนท่ีเปนซีรัมซึ่งเปนสวนของของเหลวท่ีมีการแยกตัว
ออกมาจากตะกอนเลือดเก็บไว และท้ิงสวนท่ีเปนตะกอนเลือดไป นําไปปนเหวี่ยงท่ี 3000 xg นาน 10 นาที ดูดเก็บ
เอาสวนท่ีเปนของเหลวไว นําซีรัมไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -70°C เพื่อเก็บรักษาไวใชในการทดลองตอไป  

 
3.2  การศึกษา Cell Viability / Cytotoxicity  

3.2.1 การเพาะเลี้ยงเซลล 
1) เซลลเพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ (RAW264.7) 

ทําการเล้ียงเซลลเพาะเล้ียงแมคโครฟาจ (RAW264.7) ใน Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) 1640 Medium ท่ีมีสวนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum และ 1% antibiotic: 
antimycotic (Gibco, USA) จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37°C 
และทําการ sub-cultured ทุกๆ 3-5 วัน เมื่อตองการทดสอบ เล้ียงเซลลใหไดความหนาแนน (confluence) 
ประมาณ 90-95% แลวจึงทําการ trypsinize เซลล และนับจํานวนเซลลใหไดจํานวนท่ีตองการในแตละการ
ทดลองโดยใช Hemacytometer (Bright-LineTM, USA) 

2) เซลลเพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; ATCC CRL2522) 
ทําการเล้ียงเซลลเพาะเล้ียงไฟโบรบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; ATCC CRL2522) ใน minimum 

essential medium with Earl’s salts (EMEM) ท่ีมีสวนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum และ 
1% antibiotic:antimycotic (Gibco, USA) จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ี
อุณหภูมิ 37°C และทําการ sub-cultured ทุกๆ 3-5 วัน เมื่อตองการทดสอบเล้ียงเซลลใหไดความหนาแนน 
(confluence) ประมาณ 90-95% แลวจึงทําการ trypsinize เซลล และนับจํานวนเซลลใหไดจํานวนท่ีตองการใน
แตละการทดลองโดยใช Hemacytometer (Bright-LineTM, USA) 
 

3.2.2 การทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ของเลือดจระเขสายพันธุไทยตอเซลลดวยวิธี 3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay 
เล้ียงเซลลดังกลาวขางตน จากนั้นนํามาเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล 96 หลุม (96-well plates) โดย

ใหมีปริมาณเซลลเทากับ 1×105 cells/well (96-well plates) ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลลท่ีเหมาะสมกับเซลลแตละ
ชนิดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง แลวเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลชนิดเดิมออก จากนั้นเติมอาหารท่ีเหมาะสมกับเซลลแตละชนิดท่ี
ประกอบดวยเลือดจากจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขนตางๆ กัน และบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ 
CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกจากจานเพาะเล้ียงเซลล 96 หลุม 
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(96-well plates) และเติมอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีสารละลาย MTT (3-(4,5-diamethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ความเขมขน 0.5 mg/ml จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ 
CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 30 นาที ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกจากจานเพาะเล้ียงเซลล 96 หลุม (96-
well plates) และเติม 100% DMSO ปริมาณ 150 µl/well เพื่อละลายผลึก formazan salt แลวจึงนํา
สารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 nm โดยใชเครื่อง Microplate reader (Bio-Rad, 
Model 680, USA) หลังจากนั้นคํานวณคาความมีชีวิตของเซลล (cell viability) ท่ีทดสอบดวยเลือดจระเขสาย
พันธุไทยท่ีความเขมขนตางๆ กัน เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมไดรับสารทดสอบ (untreated control) โดยแสดงคา 
cell viability ในรูปของ % of control โดยใหเซลลในกลุมเล้ียงตามปกติ (untreated control) มีคา cell 
viability เทากับ 100% ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใช Analysis of Variance (ANOVA) โดยท่ีระดับความเช่ือม่ัน 
95% ขอมูลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  

 
3.2.3 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษย (human peripheral blood            

mononuclear cell; PBMC) 
1) การเตรียมเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษย (human peripheral blood mononuclear cell; 

PBMC) 
  ขอความอนุเคราะหใชตัวอยางชีวภาพ (เลือดมนุษย) ของผูบริจาค จากคลังเลือดกลาง คณะ

แพทยศาสตร (โรงพยาบาลศรีนครินทร) มหาวิทยาลัยขอนแกน (ethical approval number HE601010) ทํา
การแยก PBMC cells จาก buffy coat นําตัวอยาง buffy coat ของผูบริจาคโลหิตจากคลังเลือดกลางมาเติมลง
ใน 1X PBS pH 7.4 ในอัตราสวนเลือด 10 ml ตอ 1X PBS 20 ml ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 50 ml ปดฝา
คว่ําหลอดไปมาอยางเบามือ จากนั้นปเปตเลือดท่ีผสมกับ 1X PBS แลวมา overlay บนผิวหนาของน้ํายา Ficol 
ดวยอัตราสวน 1:1 ซึ่งบรรจุในหลอดเซนตริฟวจขนาด 15 ml นําไปเซนตริฟวจดวยความเร็วรอบ 2000 rpm เปน
เวลา 35 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง ดูดสวนของ total PBMC ใสในหลอดเซนตริฟวจใหม แลวเติม 1X PBS 2-4 ml 
ผสมอยางเบามือ นําไปเซนตริฟวจดวยความเร็วรอบ 5000 rpm เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C จากนั้นดูดสวน 
supernatant ท้ิงไป ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง ทําการ resuspend PBMC cells ดวย RPMI medium ปริมาตร 2-4 ml 
แลวนับเซลลท่ีรอดชีวิตมาศึกษาความเปนพิษตอไป 

2) การศึกษาความเปนพิษของเลือดจระเขสายพันธุไทยกับ PBMC cells ดวยวิธี MTT assay 
          ทําการเตรียมเซลลใน 96-well plate โดย เตรียม resuspend PBMC cells ใน RPMI medium 
ใหมีปริมาณเซลล 2 x 106 cells/ml โดยทําการ Seed 2 x106 cells/ml ของ PBMC cells ลงใน 96-well 
plate ปริมาตร 100 ul กระจายเซลลในแตละ well ดวยการนําไปเขยาโดยใช microplate shaker เปนเวลา 3-
5 นาที นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C 5% คารบอนไดออกไซด (CO2) และ 95% อากาศ (Air) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
(pre-treatment) แลวเติมสารท่ีตองการทดสอบลงไป คือนําองคประกอบเลือดจระเขเติมลงในแตละ well ท่ีมี 
PBMC cells โดยเติมลงไปตัวอยางละ 100 µl โดยใหความเขมขนสุดทายท่ีใชทดสอบเปน 25 50 และ 100 
µg/ml นํา plate ท่ีเติมสารตัวอยางเรียบรอยแลวไปเขยาดวย microplate shaker เปนเวลา 3-5 นาที จากนั้น
นํา plate ไปบมท่ีตูบม อุณหภูมิ 37°C 5% คารบอนไดออกไซด (CO2) และ 95% อากาศ (Air) เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง นําแตละ plate มาเติมสารละลาย 5 mg/ml ของสารละลาย MTT (5 mg/mL MTT in 1X PBS กรอง
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ดวย 0.2 µm syring filter membrane) จํานวน 20 µl เขยาดวย microplate shaker เปนเวลา 3-5 นาที นํา 
plate ไปบมท่ีตูบม อุณหภูมิ 37°C 5% คารบอนไดออกไซด (CO2) และ 95% อากาศ (Air) เปนเวลา 2-4 ช่ัวโมง 
จากนั้นนํา plate ไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็วรอบ 3000 rpm เปนเวลา 30 นาที แลวปเปต
สารละลายท้ิงอยางเบามือ ละลาย formazan ดวย 100 µl ของ DMSO เขยาดวย microplate shaker เปนเวลา 
3-5 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm ดวยเครื่อง microplate reader คํานวณ % 
การรอดชีวิตของ PBMC cells โดยใชสูตร 
 

% PBMC viability (% of control) = [A570 test –blanks] x 100 
                                              [A570 control-blank] 

 
3.3  การทดสอบความสามารถในการเปนสารตานภาวะเครียดออกซิเดชันของเลือดจระเขตอเซลลท่ีถูก

เหนี่ยวนําดวย hydrogen peroxide (H2O2) 
 3.3.1 เซลลเพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; ATCC CRL2522) 
  เล้ียงเซลลไฟโบรบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; ATCC CRL2522) ในอาหารท่ีเหมาะสมดังกลาว
ขางตน จากนั้นนํามาเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล 96 หลุม (96-well plates) ท่ีมีอาหารท่ีเหมาะสม โดยใหมี
ปริมาณเซลลเทากับ 1×105 cells/well แลวบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 
37°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เตรียมตัวอยางเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขนตางกันอยางนอย 3 ความเขมขน 
และบมรวมกับเซลลทดสอบเปนเวลา 1 ช่ัวโมง (pre-incubate) จากนั้นเติมสารละลาย H2O2 ลงในเซลลทดสอบ
ใหไดความเขมขนสุดทายท่ี 500 µM และบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึงวัดคาการมีชีวิตรอดของเซลลดวยวิธี 
MTT ท่ีไดอธิบายไวขางตน 
 
 3.3.2 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลในสภาวะออกซิเดชันตอเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย hydrogen  

peroxide (H2O2) ภายใตกลอง phase contrast inverted microscope  
เล้ียงเซลลไฟโบรบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; ATCC CRL2522) ดังกลาวขางตน จากนั้นนํามาเล้ียง

ในจานเพาะเล้ียงเซลล 24 หลุม (24-well plates) ท่ีมีอาหารชนิดท่ีเหมาะสม โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 1×105 
เซลล/well จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
เตรียมตัวอยางเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขนตางกันอยางนอย 3 ความเขมขน และบมรวมกับเซลล
ทดสอบเปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารละลาย H2O2 ลงในเซลลทดสอบใหไดความเขมขนสุดทายท่ี 500 µM 
และบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึงดูดอาหารเล้ียงเซลลออก ลางเซลลดวย PBS จํานวน 2 ครั้ง แลวยอมสีเซลล
ดวย Wright-Giemsa บันทึกภาพภายใตกลองจุลทรรศน (phase contrast inverted microscope) โดย
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเล้ียงเซลลในอาหารปกติท่ีไมไดบมรวมกับ H2O2  
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3.3.3 การศึกษาการปองกันการตายแบบ apoptosis ของเลือดจระเขตอเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย 
hydrogen peroxide (H2O2)  
เล้ียงเซลลไฟโบรบลาสตจากผิวหนังมนุษย (BJ; ATCC CRL2522) ดังกลาวขางตน จากนั้นนํามาเล้ียง

ในจานเพาะเล้ียงเซลล 6 หลุม (6-well plates) ท่ีมีอาหารท่ีเหมาะสมกับเซลลแตละชนิด โดยใหมีปริมาณเซลล
เทากับ 1×106 cells/well จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง เตรียมตัวอยางเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขนตางกันอยางนอย 3 ความเขมขน และบม
รวมกับเซลลทดสอบเปนเวลา 1 ช่ัวโมง (pre-incubate) เติมสารละลาย H2O2 ลงในเซลลทดสอบใหไดความ
เขมขนสุดทายท่ี 500 µM และบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บเซลลดวยการเติม 0.25 % trypsin ปริมาณ 1 ml แลว
บมท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 5-10 นาที ซึ่งการเติม trypsin จะชวยใหเซลลท่ีเกาะอยูท่ีกนจานเพาะเล้ียงหลุด
ออกมา ซึ่งจะงายตอการใช pasteur pipette ดูดเซลล และจะไมทําใหเซลลเสียหายหรือถูกทําลาย จากนั้นลาง
เซลลดวย PBS ท่ีเย็นจัด จํานวน 2 ครั้ง แลวละลายตะกอนเซลลกลับดวย binding buffer (BioLegend, San 

Diego, CA) ใหไดจํานวนเซลล 1  ×  105 cells/ml ปเปตเซลลท่ีละลายอยูใน binding buffer ลงใน 5-ml 
polystyrene round-bottom tube จํานวน 100 µl จากนั้นยอมเซลลดวยการเติม fluorescein 
isothiocyanate (FITC)-conjugated annexin V (annexin V-FITC) จํานวน 5 µl และ propidium iodide 
(PI) จํานวน 10 µl (BioLegend, San Diego, CA) บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืด เปนเวลา 15 นาที แลวจึงเติม 
binding buffer จํานวน 400 µl จากนั้นทําการวัดการเกิด apoptosis ดวย BD FACSCanto II flow 
cytometer (BD Biosciences) 

 
3.4 ศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7  

3.4.1  ศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด
การอักเสบดวยเช้ือแบคทีเรีย P. acnes 
1) การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย P. acnes 

            เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย P. acnes ในสภาวะ anaerobe condition โดยนํา single colony บน 
agar plate มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Schaedler broth บมในภาชนะท่ีปดสนิท โดยใช gas pack ใน
การสรางสภาวะไรออกซิเจน แลวนําไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นทําใหออนฤทธิ์ลงดวย
อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 10 นาที (Heat-killed) 

2) การกระตุนใหเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 เกิดการอักเสบดวย P. acnes 
             ศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทย โดยการกระตุน
ใหเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 เกิดการอักเสบดวย P. acnes ซึ่งแบงกลุมการทดลองออกเปน 3 กลุม
ใหญๆ คือ 1) เซลล RAW 264.7 ท่ีเล้ียงปกติ (untreated) 2) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย
แบคทีเรีย P. acnes (Heat-killed) เพียงอยางเดียว 3) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย
แบคทีเรีย P. acnes (Heat-killed) และไดรับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขนตางกันอยางนอย 3 ความ
เขมขนรวมดวย โดยมีข้ันตอนดังนี้ เล้ียงเซลลในจานเพาะเล้ียงเซลลแบบ 96 หลุม บมเซลลที่อุณหภูมิ 37°C ที่มี 
CO2 5% เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลชนิดเดิมออกและเติมอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีเช้ือ              
P. acnes (Heat-killed) จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C ที่มี CO2 5% เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาท่ี
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กําหนดดูดอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 100 µl ผสมกับสารละลาย Griess [2% (%w/v) N-(1-naphtyl)-
ethylenediamine and 2% (%w/v sulfanilamide in 4% (%w/v phosphoric acid] ปริมาตร 100 µl 
จากนั้นต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคา
การดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท สวนอาหารเล้ียงเซลลท่ีเหลือนํามาใชในการตรวจวัดปริมาณสาร IL-6, IL-1β, IL-
10 และ TNF-α โดยใช ELISA kit 

 
3.4.2 ศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด

การอักเสบดวยเช้ือ LPS 
  1)  การกระตุนใหเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 เกิดการอักเสบดวย LPS 
           ศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทย โดยการกระตุน
ใหเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 เกิดการอักเสบดวย LPS ซึ่งแบงกลุมการทดลองออกเปน 3 กลุมใหญๆ 
คือ 1) 1) เซลล RAW 264.7 ท่ีเล้ียงปกติ (untreated) 2) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย LPS 
เพียงอยางเดียว 2) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย LPS และไดรับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความ
เขมขนตางกันอยางนอย 3 ความเขมขนรวมดวย โดยมีข้ันตอนดังนี้ ทําการเพาะเล้ียงเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ 
RAW 264.7 ในอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีมีสวนประกอบของ 10% fetal bovine serum, 100 U/ml 
penicillin, 100 µg/ml streptomycin และ 25 µg/ml amphotericin B จากนั้นนําไปเล้ียงใน CO2 
incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู 5% และอุณหภูมิ 37˚C จากนั้นเตรียมเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ RAW 264.7 
มาเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล 96 หลุม (96 well plates) ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 1×105 /well ใน CO2 incubator ท่ีมี CO2 อยู 5% และอุณหภูมิ 37˚C เตรียมสาร
สกัดเม็ดเลือดขาวในอาหารเล้ียงเซลลใหมีความเขมขนตางๆ กัน โดยในแตละ well จะเติมสาร LPS ใหไดความ
เขมขนสุดทายในอาหารเล้ียงเซลลเทากับ 100 ng/ml เพื่อกระตุนการอักเสบ จากนั้นนําไปเล้ียงใน 5% CO2 
incubator ท่ีมีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาท่ีกําหนดดูดอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 100 µl 
ผสมกับสารละลาย Griess [2% (%w/v) N-(1-naphtyl)-ethylenediamine and 2% (%w/v sulfanilamide 
in 4% (%w/v phosphoric acid] ปริมาตร 100 µl จากนั้นต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท  
 

3.4.3 ศึกษาการปองกันการตายแบบ apoptosis ของเลือดจระเขตอเซลล RAW 264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดการอักเสบ  
เล้ียงเซลล RAW264.7 ในจานเพาะเล้ียงเซลล 24 หลุม (24-well plates) ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลลชนิด 

RPMI 1640 Medium ท่ีมีสวนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum และ 1% 
antibiotic:antimycotic (Gibco, USA) โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 1×106 เซลล/well จากนั้นบมเซลลใน CO2 
incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 5% ท่ีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการทดสอบฤทธิ์ตานการ
อักเสบในเซลล RAW 264.7 ท้ังท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบดวย P. acnes และ LPS ดังแสดงในขอ 3.4.1 
และ 3.4.2 จากนั้นเก็บเซลลโดยการ trypsinize (0.25% trypsin) และปเปตเซลลลงใน micro-centrifuge tube 
ปนเหวี่ยงเซลลท่ีความเร็วรอบ 1500 rpm เปนเวลา 3 นาที และปนลางดวย 1× PBS ท่ีแชเย็น ทําการ 
resuspend เซลลดวย 1× Annexin V binding buffer ใหไดความเขมขนของเซลลสุดทายอยูในชวง 5×10

5-
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1×106 cell/ml จากนั้นยอมสีโดยปเปต cell suspension ปริมาตร 100 µl ผสมกับ 1 µl anexin V FITC 
(BioLegend, San Diego, CA) และ 2 µl ของ 1mg/ml propidium iodide (Sigma, USA) เขยาเบาๆ และบม
ในท่ีมืดเปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวปรับปริมาตรใหได 500 µl ดวย 1× Annexin V binding buffer 
จากนั้นทําการวัดการเกิด apoptosis ดวย BD FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences) 

 
3.4.4 ตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการอักเสบดวยเทคนิค PCR 

เล้ียงเซลล RAW 264.7 ในจานเพาะเล้ียงเซลล 6 หลุม (6-well plates) ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลลชนิด 
RPMI 1640 ท่ีมีสวนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum และ 1% antibiotic:antimycotic (Gibco, 
USA) โดยใหมีปริมาณเซลลเทากับ 1×10

5 cell/well จากนั้นบมเซลลใน CO2 incubator ซึ่งมีปริมาณ CO2 อยู 
5% ท่ีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดสอบการอักเสบดังแสดงในขอ 3.4.1 และ 3.4.2 จากนั้นเก็บ
เซลลในแตละหลุมเพื่อสกัด RNA โดยการใชสาร trizol นํา RNA ท่ีสกัดไดมาเปนแมแบบในการสังเคราะห cDNA 
ดวยเอนไซม reverse transcriptase แลวจึงตรวจวัดระดับการแสดงออกยีนท่ีเกี่ยวของกับการเกิดการอักเสบ 
(ตารางท่ี 3.1) ดวยเทคนิค PCR และคํานวณระดับการแสดงออกของแตละยีนโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่ง
เล้ียงเซลล RAW 264.7 ในอาหารท่ีไมไดบมรวมกับสารใดๆ (untreated) 

 
ตารางท่ี 3.1 แสดง primer ท่ีใชในการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบ 

Gene Primer Sequence (5′-3′) 
product 
size (bp) 

Annealing 

temperature (˚C) 
References 

TNF-α 
sense GTTCTATGGCCCAGACCCTCACA 

335 60 
Escocard et al., 

2006 anti-sense TCCCAGGTATATGGGCTCATACC 

iNOS 
sense TGGGAATGGAGACTGTCCCAG 

306 60 
Escocard et al., 

2006 anti-sense GGGATCTGAATGTGATGTTTG 

IL-1β 
sense AAGCTCTCCACCTCAATGGACAG 

260 57 
Escocard et al., 

2006 anti-sense CTCAAACTCCACTTTGCTCTTGA 

IL-6 
sense CCTCTGGTCTTCTGGAGTACCAT 

307 60 
Escocard et al., 

2006 anti-sense GGCATAACGCACTAGGTTTGCCG 

COX-2 
sense TGTATGCTACCATCTGGCTTCGG 

237 58 
Peinnequin et al., 

2004 anti-sense GTTTGGAACAGTCGCTCGTCATC 

GAPDH 
sense GAGAAACCTGCCAAGTATGATGAC 

212 55 Wang et al., 2014 
anti-sense TAGCCGTATTCATTGTCATACCAG 

 
 
 
3.5 การศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรีย P. acnes ดวยสารสกัดเม็ดเลือดขาว 

 นําเช้ือ P. acnes มาเล้ียงในอาหาร BHIB ภายใตสภาวะไรอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 37°C จนกระท้ังเซลลเขาสู log 
phase หรือได OD600 เทากับ 0.5-0.8 จากนั้นเจือจางเซลลแบคทีเรียดวยอาหาร BHIB ใหม ใหได 104 cfu/ml 
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ทําการปเปตเช้ือท่ีมีการเจือจางลงในเพลตขนาด 96-well ปริมาตร 100 µl ผสมตัวอยางทดสอบปริมาตร 10 µl 
ลงในเพลตท่ีมีเช้ืออยู แลวจึงนําเพลตนี้ไปบมภายใตสภาวะไรอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้น
วัดการเจริญของเช้ือท่ี OD600 โดยในการทดลองครั้งนี้ใช Clindamycin เปน Positive control และใชสารท่ีใช
สกัดเม็ดเลือดขาวเปนตัว Negative control 

 
3.6  ศึกษาแบบแผนโปรตีนจาก RAW 264.7 เม่ือไดรับการอักเสบรวมกับฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุ

ไทยดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) 
3.6.1 การทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบของฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุไทย 

เพาะเล้ียงเซลลแมคโครฟาจ (RAW 264.7) ในอาหารเล้ียงชนิด RPMI 1640 ท่ีมี 10% Fetal bovine 
serum จํานวน 2 × 106 cells ตอ 15 × 60 mm plastic petri dish จากนั้นนําไปบมในตูบมเซลลแบบใช
คารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) ท่ีอุณหภูมิ 37°C ท่ีมี CO2 ในอากาศ 5%  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํา
เซลลท่ีไดมาเปล่ียนอาหารเล้ียงใหม และกระตุนเซลลดวยสาร LPS และฮีโมโกลบิน โดยแบงการทดลองออกเปน 3 
กลุมใหญๆ คือ 1) เซลล RAW 264.7 ท่ีเล้ียงปกติ (untreated) 2) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบ
ดวย 100 ng/ml LPS เพียงอยางเดียว 3) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย 100 ng/ml LPS 
และไดรับฮีโมโกลบินท่ีความเขมขน 100 µg/ml รวมดวย จากนั้นทําการเล้ียงเซลลแตละกลุมการทดลองใน 5% 
CO2 incubator ท่ีมีอุณหภูมิ 37˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาท่ีกําหนดดูดอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร     
100 µl ผสมกับสารละลาย Griess [2% (%w/v) N-(1-naphtyl)-ethylenediamine and 2% (%w/v 
sulfanilamide in 4% (%w/v phosphoric acid] ปริมาตร 100 µl จากนั้นต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท สวนของเซลล
นั้นจะทําการเก็บเซลลโดย ทําการลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้ง จากนั้นเติมน้ํากล่ันปริมาตร 3 ml และขูดเก็บ 
เซลลโดยใช scraper ขูดเบาๆ เพื่อใหเซลลหลุดออกจากผิวภาชนะ ดูดสารละลายเซลลใสหลอดทดลองขนาด 15 
ml จากนั้นนํามาปนเหวี่ยง ท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสท้ิงและเก็บตะกอนเซลลท่ี -70°C เพื่อรอ
การวิเคราะหโปรตีนในข้ันตอนตอไป 
 

3.6.2 การเตรียมโปรตีนตัวอยาง (protein extraction) สําหรับการวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค 2D-
PAGE 

   นําตะกอนเซลล RAW 264.7 ท่ีผานการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการอักเสบของฮีโมโกลบิน (100 
µg/ml) มาทําการสกัดโปรตีนดวยการเติมสารละลาย lysis buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% (w/v) 
CHAPS, 2% (w/v) DTT) ปริมาตร 100 µl เติม Glass bead จํานวน 2-3 เม็ด และใชเทคนิคแชแข็ง (freeze 
and thaw) ดวยไนโตรเจนเหลว จากนั้นนํามาปนใหเซลลแตกดวยเครื่อง vortex เปนเวลา 5 นาที นําไปปนเหวี่ยง
ท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 5 แลวดูดเอาสารละลายสวนใสใสใน micro tube นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เปน
เวลา 5 นาทีอีกครั้ง เก็บเอาเฉพาะสวนใส นําไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford โดยปเปตสารละลาย 
Bradford dry จํานวน 1 ml ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมโปรตีนตัวอยางจํานวน 1- 5 µl ผสมใหเขากัน ต้ังท้ิง
ไวเปนเวลา 10 นาที แลวจึงทําการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร นําคาท่ีไดมาคํานวณความเขมขนของ
โปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ในหนวย µg/µl  
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3.6.3 การวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis 

(2D-PAGE) 
  การวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค Two Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis            
(2D-PAGE) เปนการแยกบนเจลดวยกระแสไฟฟาสองมิติ ในการแยกโปรตีนในระนาบแรกใช isoeletric focusing 
(IEF) gel strip pH 4-7 ความยาว 7 cm โดยปเปตสารละลายโปรตีน 100 µg ผสมกับสารละลาย Rehydration 
(7M urea, 2M thiourea, 2% CHAPS, 0.002% Bromophenol blue) และเติม DTT 0.001 g และ IPG 
buffer 1 µl โดยใหมีปริมาตรรวมของสารละลายเทากับ 125 µl ผสมใหเขากัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดโหลดลง
ใน strip holder ตามดวยการวาง IPG dry strip ลงใน strip holder และ overlay ดวย mineral oil วิเคราะห
ดวยเครื่อง Ettan® IPGphor (Amersham Biosciences) อุณหภูมิ 20°C โดยต้ังคา program สําหรับ run IEF 
ดังนี้ 

Rehydration time 12 hr. 
Step Voltage mode Voltage (V) Vhr Time (hr.) 

Step 1 Step and Hold 500 250 0.50 
Step 2 Gradient 1,000 500 0.50 
Step 4 Step and Hold 6,800 8,500 1.25 

total 9,250 2.25 
 
 เมื่อเสร็จส้ินการวิเคราะหดวย เครื่อง Ettan® IPGphor นํา Strip เขาสู ข้ันตอนของ SDS-
Equilibration ดวย Equilibration solution (75 mM Tris-HCl pH 8.8, 6 M Urea, 30% glycerol, 2% SDS 
and 0.002% bromophenol blue) โดยทําการปรับสมดุลจํานวนสองครั้ง คือ ครั้งแรกปรับสมดุลดวย SDS 
Equilibration Buffer (2.5 ml) ท่ีมี DTT (0.025g) เปนเวลา 15 นาที จากนั้นยาย Strip ไปปรับสมดุลครั้งท่ีสอง
ดวย SDS Equilibration Buffer (2.5 ml) ท่ีมี IAA (0.0625g) เปนเวลา 15 นาที นํา strip เขาสูการแยกโปรตีน
ในระนาบท่ีสองโดยใช 13.5% separating gel (SDS-PAGE) ดวยกระแสไฟฟาขนาด 20 mA เวลา 15 นาที 
จากนั้นเพิ่มเปน 30 mA จนกวาแถบของ dry ตกเจลพอดี นําเจลท่ีไดมาทําการยอมโดยใช silver โดยมีข้ันตอน
การยอมแสดงดังตารางท่ี 3.2 ทําการสแกนแผนเจล และวิเคราะหความแตกตางของจุด (spot) โปรตีนดวย
โปรแกรม Image masterTM 2D platinum version 7.0 เพื่อใหไดจุดโปรตีนท่ีสนใจ คือโปรตีนท่ีมีการแสดงออก
เพิ่มข้ึน หรือลดลง หรือมีการแสดงออกเฉพาะในบางกลุมทดลอง เมื่อทําการเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนใน
แตละกลุมการทดลอง เมื่อไดจุดโปรตีนท่ีสนใจจึงนําไปวิเคราะหผลตอดวย Mass spectrometry (LC-MS/MS) 
แลวนําขอมูลของ MS/MS Ions ท่ีได รวมท้ังคา MW และ pI ของโปรตีนแตละตัวมาสืบคนบนฐานขอมูลโปรตีน
โดยใช Mascot (http://www.matrixscience.com) เพื่อระบุชนิดของโปรตีน 
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ตารางท่ี 3.2 ข้ันตอนการยอมสีโปรตีนดวย Silver Staining (Amersham Biosciences)  

Step Solution 
Amount Time 

(min) 1 gel 2 gels 

Fixation 
Ethanol 
Acetic acid glacial 

Add double distilled water to 

10 ml 
2.5 ml 
25 ml 

20 ml 
5 ml 
50 ml 

30 

Sensitizing 

Ethanol 
Glutardialdehyde (25% w/v)† 
Sodium thiosulphate (5% w/v) 
Sodium acetate 

Add double distilled water to 

7.5 ml 
125 µl 
1 ml 
1.7 g 
25 ml 

15 ml 
250 µl 
2 ml 
3.4 g 
50 ml 

30 

Washing Double distilled water   3x5 

Silver 
reaction 

Silver nitrate solution (2.5% w/v) 
Formaldehyde (37% w/v)† 

Add double distilled water to 

2.5 ml 
10 µl 
25 ml 

5 ml 
20 µl 
50 ml 

20 

Washing Double distilled water   2x1 

Developing 

Sodium carbonate 
Formaldehyde (37% w/v)† 
Stir vigorously to dissolve  

Add double distilled water to 

0.63 g 
5 µl 

 
25 ml 

1.25 g 
10 µl 

 
50 ml 

2-5 

Stopping 
EDTA-Na2.2H2O 

Add double distilled water to 
0.37 g 
25 ml 

0.73 g 
50 ml 

10 

Washing Double distilled water   3x5 
    **Add component marked † immediately before use  
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการตรวจสอบแบบแผนโปรตีนโดยใช SDS-PAGE  
 เมื่อทําการแยกองคประกอบตางๆ จากเลือดจระเขสายพันธุไทยดวยเทคนิค SDS-PAGE พบขนาดโปรตีนของ

สารสกัดเม็ดเลือดขาวอยูในชวง 66-14 kDa ฮีโมโกลบิน 30-14 kDa พลาสมา 96-14 kDa และซีรัม 96-14 kDa           
ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 ซึ่งแบบแผนโปรตีนท่ีไดจากการวิเคราะหดวย SDS-PAGE ในครั้งนี้ ประกอบดวยโปรตีนหลัก
ท่ีคลายคลึงกับรายงานท่ีผานมา ดังนั้นจึงสรุปไดวาฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีสกัดไดนาจะยังคงมีฤทธิ์
ทางชีวภาพเหมาะสมท่ีจะนําไปใชในการทดลองข้ันตอไป 

 

 
 

รูปท่ี 4.1 ผลการตรวจสอบแบบแผนโปรตีนของเลือดจระเขสายพันธุไทยโดยใชเทคนิค SDS-PAGE Lane 1 คือแถบ
โปรตีนมาตรฐาน Lane 2 คือสารสกัดเม็ดเลือดขาว (cWBC) Lane 3 คือฮีโมโกลบิน (cHb) Lane 4 คือ
พลาสมา และ Lane 5 คือซีรัม   

 
4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง P. acnes DMST 14916 ดวยวิธี Broth dilution assay 

 จากผลการทดสอบพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวของจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขน 0.45 และ 0.9 mg/ml 
สามารถตานเช้ือแบคทีเรีย P. acnes ได 85.8 และ 86.6% ตามลําดับ ในขณะท่ี Clindamycin ท่ีความเขมขน 
0.45 mg/ml สามารถตานเช้ือแบคทีเรียได 86.8% (รูปท่ี 4.2) จากผลการทดสอบนี้สามารถสรุปไดวาสารสกัด        
เม็ดเลือดขาวของจระเขสายพันธุไทยสามารถตานเช้ือ P. acnes ได นอกจากนี้ยังพบประสิทธิภาพในการทําลาย
เช้ือระหวางสารสกัดเม็ดเลือดขาวและยาปฏิชีวนะมีความใกลเคียงกัน  
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รูปท่ี 4.2 ผลการทดสอบความสามารถของสารสกัดเม็ดเลือดขาวในการยับยั้งเช้ือ P. acnes DMST 14916 
 
4.3  ผลการทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ของฮีโมโกลบินและสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอเซลล

เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ (RAW 264.7) 
  เมื่อนําฮีโมโกลบินและสารสกัดเม็ดเลือดขาวมาทดสอบความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงแมคโครฟาจ (RAW 

264.7) โดยวิธี MTT assay ผลการทดลองพบวาสารสกัดจากเลือดจระเขท้ัง 2 ชนิดนั้นไมมีความเปนพิษตอเซลล 
RAW 264.7 ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 โดยจากรูปพบวาการเจริญเติบโตของเซลลท่ีเล้ียงรวมกับฮีโมโกลบินและสาร
สกดัเม็ดเลือดขาว ไมมีความแตกตางจากเซลลท่ีเล้ียงปกติ หรือ untreated control (100% cell viability) 
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รูปท่ี 4.3 ผลการทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ของฮีโมโกลบิน (cHb) และสารสกัดเม็ดเลือดขาว (cWBC) 

ตอเซลลเพาะเล้ียงแมคโครฟาจ (RAW 264.7) 
 

4.4 ผลการทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ขององคประกอบเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยตอเซลล                
ไฟโบรบลาสตผิวหนังของมนุษย (BJ cells) 

 เพื่อทําการทดสอบความสามารถในการเปนสารตานภาวะเครียดออกซิเดชันของเลือดจระเขตอเซลล               
ไฟโบรบลาสตผิวหนังของมนุษย (BJ cells) ท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย hydrogen peroxide (H2O2) ดังนั้นจึงจําเปนตอง
ทดสอบเพื่อหาความเขมขององคประกอบของเลือดจระเขท่ีไมมีความเปนพิษตอเซลลดังกลาว ซึ่งเมื่อทําการเล้ียง
เซลล BJ รวมกับ พลาสมา ซีรัม ฮีโมโกลบิน (cHb) และสารสกัดเม็ดเลือดขาว (cWBC) ท่ีความเขมขน 0-500 
µg/ml (เจือจางดวยวิธี two-fold serial dilution) นั้นพบวาองคประกอบจากเลือดสวนมากไมมีผลตอการเจริญ
ของเซลล BJ อยางไรก็ตามพบวาซีรัมนั้นมีผลตอการเจริญของเซลล BJ เพียงเล็กนอย โดยทําใหเซลลตายมากกวา
กลุมท่ีไมไดรับซีรัม (untreated group) ประมาณ 20% (รูปท่ี 4.4) ดังนั้น ในการทดลองเพื่อศึกษาความสามารถ
ในการเปนสารตานภาวะเครียดออกซิเดชันของเลือดจระเขตอเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย hydrogen peroxide 
(H2O2) จึงเลือกใชองคประกอบจากเลือดจระเข (พลาสมา ซีรัม ฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ดเลือดขาว) ท่ีความ
เขมขน 25 50 100 µg/ml ซึ่งเปนชวงความเขมขนท่ีไมเปนพิษตอเซลล BJ 
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รูปท่ี 4.4  ผลการทดสอบความเปนพิษของเลือดจระเขสายพันธุไทย ดวยเทคนิค MTT assay โดยใชเซลล                   

ไฟโบรบลาสต (BJ) ท่ีความหนาแนนเซลลเทากับ 1 × 104 เซลล/หลุม และทดสอบดวยเลือดจระเขท่ี
ความเขมขน 0-500 µg/ml เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนทําการตรวจสอบดวยเทคนิค MTT assay (a) 
พลาสมา (b) ซีรัม (c) ฮีโมโกลบิน (cHb) และ (d) สารสกัดเม็ดเลือดขาว (cWBC) โดยผลการทดลอง
แสดงในรูปของคา mean ± SD  

 
4.5  ผลการทดสอบความสามารถของเลือดจระเข ในการปองกันการเกิดความเครียดออกซิเดชันจาก H2O2 

ในเซลลไฟโบรบลาสต 
  จากรูปท่ี 4.5 แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา H2O2 ท่ีความเขมขน 500 µM สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะ

เครียดออกซิเดชันในเซลล BJ ไดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดเติม H2O2 ซึ่งถือวาเซลลสามารถเจริญเติบโตได 
100% นอกจากนี้ยังพบ H2O2 ท่ีความเขมขน 500 µM ทําใหการรอดชีวิตของเซลล BJ ลดลงถึง 50% อยางไรก็
ตามเมื่อทําการเล้ียงเซลลในสภาวะเครียดออกซิเดชันรวมกับพลาสมา ซีรัม ฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ดเลือดขาว 
จากเลือดจระเขสายพันธุไทย พบวาการตายของเซลลนั้นลดลงอยางมีนัยสําคัญ ยกเวนเซลลท่ีไดรับซีรัม โดย
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเซลลเมื่อเล้ียงรวมกับพลาสมามีคา 60.7-66.0% ซีรัมมีคา 48.5-52.9% ฮีโมโกลบินมี
คา 83.4-89.0% และสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีคา 67.2-71.8% ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวา พลาสมา ฮีโมโกลบิน 
และสารสกัดเม็ดเลือดขาว มีความสามารถในการปองกันเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังของมนุษย (BJ cells) จาก
สภาวะเครียดออกซิเดชันได (รูปท่ี 4.5) ซึ่งสามารถยืนยันผลการทดลองไดโดยการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลใน
สภาวะออกซิเดชันตอเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย hydrogen peroxide (H2O2) ภายใตกลอง phase contrast 
inverted microscope (รูปท่ี 4.6) 
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รูปท่ี 4.5 ผลของเลือดจระเขสายพันธุไทยตอการลดความเครียดออกซิเดชันท่ีเกิดจาก H2O2 (H2O2 -stimulated 

oxidative stress) ในเซลลไฟโบรบลาสต ซึ่งขอมูลจะแสดงเปนคาการรอดชีวิตของเซลล เมื่อทดสอบ
ดวย H2O2 เพียงอยางเดียว หรือเล้ียงรวมกับเลือดจระเขสายพันธุไทยในแตละความเขมขน (a) พลาสมา 
(b) ซีรัม (c) ฮีโมโกลบิน (cHb) และ (d) สารสกัดเม็ดเลือดขาว (cWBC) โดยผลการทดลองแสดงในรูป
ของคา mean ± SD คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทาง
สถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ี
ระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA)  

 

 



37 
 

 
รูปท่ี 4.6   ผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของเซลลในสภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย hydrogen 

peroxide (H2O2) ภายใตกลอง phase contrast inverted microscope เพื่อศึกษาผลของเลือด
จระเขสายพันธุไทยตอการลดความเครียดออกซิเดชันท่ีเกิดข้ึน โดยการบมเซลลรวมกับเลือดจระเขท่ี
ความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml เปนเวลา1 ช่ัวโมง (pre-incubation) กอนทําการเติม H2O2  
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4.6  ผลการทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ขององคประกอบเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยตอเซลล
เม็ดเลือดขาวของมนุษย (human peripheral blood mononuclear cell; PBMC)  

  เนื่องจากซีรัมไมมีฤทธิ์ในการปองกันเซลลจากสภาวะเครียดออกซิเดชัน ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไมนําซีรัมมา
ใชในการทดสอบ เพื่อเปนขอมูลในการนําไปพัฒนาใชตอไป ดังนั้นจึงไดนํา พลาสมา ฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ด
เลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยมาทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว (PBMC) ของมนุษย โดยผล
การทดลองพบวาองคประกอบของเลือดจระเขท้ัง 3 ชนิดท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml ไมมีความเปน
พิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว (PBMC) ของมนุษย แสดงดังรูปท่ี 4.7 

 

 
 

รูปท่ี 4.7   ผลความเปนพิษของเลือดจระเขสายพันธุไทยตอเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษย (PBMC) ท่ีแยกไดจาก
เลือดของมนุษยท่ีมีสุขภาพดี ดวย Ficoll-Paque (GE Healthcare, Sweden) โดยใชเซลลท่ีความ
หนาแนน 2 × 105 เซลล/หลุม (96-well plates) ทดสอบดวยการเล้ียงเซลลรวมกับองคประกอบ
เลือดจระเขท่ีความเขมขนแตกตางกัน (25-100 µg/ml) หลังจากทดสอบเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการ
ทดสอบการรอดชีวิตของเซลลดวยเทคนิค MTT และคํานวณเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเซลล PBMC 
ดวยการเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเล้ียงเซลลปกติ (untreated cell) (a) พลาสมา (b) ฮีโมโกลบิน 
(cHb) และ (c) สารสกัดเม็ดเลือดขาว (cWBC) 

  
4.7  ผลของฮีโมโกลบินจากจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยในการปองกันการตายแบบ apoptosis ในเซลล BJ ท่ี

ไดรับสภาวะเครียดออกซิเดชัน  
      ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.8 เนื่องจากฮีโมโกลบินสามารถปองกันเซลลจากสภาวะเครียดออกซิเดชันไดสูง
ท่ีสุดคือ 83.4-89.0% เมื่อเทียบกับองคประกอบจากเลือดจระเขชนิดอื่นๆ (รูปท่ี 4.5) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได
นําเฉพาะฮีโมโกลบินมาศึกษาถึงกลไกลเบ้ืองตนในการปองกันสภาวะเครียดเนื่องจากออกซิเดชันภายในเซลล ซึ่ง
พบวาฮีโมโกลบินท้ัง 3 ความเขมขน (25 50 และ 100 µg/ml) สามารถปองกันเซลลจากกระบวนการ apoptosis 
เมื่อเซลลอยูในสภาวะเครียดออกซิเดชันได  
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รูปท่ี 4.8 ผลของฮีโมโกลบินในการปองการตายแบบ apoptosis จาก H2O2 ในเซลลไฟโบรบลาสตของมนุษย 

ดวยเทคนิค Annexin V-FITC/PI flow cytometry โดยใชเซลลท่ีความหนาแนน 1 × 105 เซลล/หลุม 
(12-well plates) และใชความเขมขนของฮีโมโกลบินจากจระเขสายพันธุไทยท่ีแตกตางกัน (25-100 
µg/ml) หลังจากเล้ียงเซลลรวมกับฮีโมโกลบินเปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะทําการเติม 500 µM H2O2 ลงไป 
แลวเล้ียงเซลลตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการยอมเซลลดวย annexin V-FITC/PI โดยอัตราการ
เกิด apoptosis จะทําการวัดดวยเทคนิค flow cytometry โดยผลการทดลองแสดงในรูปของคา 
mean ± SD และแสดงคาทางสถิติท่ีขอมูลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญท่ี p < 0.05 โดย one-
way ANOVA. 

 
4.8  ความสามารถของสารสกัดเม็ดเลือดขาวในการปองกันการอักเสบในเซลลเพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ RAW 

264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย P. acnes 
เมื่อทดสอบฤทธิ์การสรางไนตริกออกไซด (NO) ซึ่งเปนสารส่ือกลางการอักเสบของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจาก

เลือดจระเขสายพันธุไทยพบวา เมื่อเล้ียง RAW 264.7 รวมกับ Heat-killed P. acnes เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ระดับ
ของการสราง NO มีคาสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท่ีเล้ียงปกติ (untreated cells) ซึ่งหมายถึง 
Heat-killed P. acnes กระตุนเซลล RAW 264.7 ใหเกิดการอักเสบ อยางไรก็ตามระดับของ NO พบวามีคาลดลง
เมื่อทําการเล้ียงเซลลท่ีไดรับการกระตุนใหเกิดการอักเสบรวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 
100 µg/ml ซึ่งสามารถยับยั้งการผลิต NO จากเซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวย Heat-killed P. acnes ได 
19 27 และ 28% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไดรับเฉพาะ P. acnes เพียงอยางเดียว (รูปท่ี 4.9) 
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รูปท่ี 4.9   ผลของสารสกัดสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสรางไนตริกออกไซด (NO) ในเซลลแมคโครฟาจ RAW 

264.7 ท่ีถูกกระตุนดวย Heat-killed P. acnes (โดยแสดงในรูปคาเปอรเซ็นความสามารถในการสราง
ไนตริกออกไซด ซึ่งใหกลุมท่ีถูกกระตุนดวย Heat-killed P. acnes มีปริมาณไนตริกออกไซดเปน 
100%) คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และ
คาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.9  ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการอักเสบท่ีถูกกระตุนดวย 

P. acnes 
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนดวยวิธี Semiquantitative RT-PCR นั้น ทําไดโดยการเล้ียงเซลล                 

แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีไดรับการกระตุนดวย Heat-killed P. acnes อยางเดียว หรือ ไดรับ Heat-killed             
P. acnes รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการ
สกัด RNA จากเซลล RAW 264.7 เพื่อนํามาวิเคราะหระดับการแสดงออกของยีน ผลการทดลองพบวา พบการ
แสดงออกของยีน GAPDH (ขนาด 212 bp) ซึ่งเปนยีนควบคุม (houses  keeping gene) ในทุกกลุมการทดลอง 
โดยมีระดับการแสดงออกท่ีใกลเคียงกัน และพบวาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบ มีแถบ PCR 
product ตรงกับขนาดท่ีตองการ เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน และเมื่อเปรียบเทียบ PCR product กับยีน
ควบคุม พบวามี 4 ยีนท่ีมีระดับแสดงออกเพิ่มข้ึนอยางชัดเจนเมื่อเล้ียง RAW 264.7 รวมกับ Heat-killed P. acnes 
เพียงอยาง คือ Inducible nitric oxide synthase (iNOS), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 1β (IL-1β) และ 
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) อยางไรก็ตามพบวายีนเหลานี้มีระดับการแสดงออกท่ีลดลงเมื่อไดรับสาร
สกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขนตางๆ ดังนี้  
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4.9.1 ระดับการแสดงออกของยีน iNOS จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดกระตุนดวย Heat-killed      
P. acnes (untreated) พบการแสดงออกของยีน iNOS ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทางตรงกัน
ขามกลุมท่ีไดรับการกระตุนดวย Heat-killed P. acnes อยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน iNOS ในปริมาณ
สูงท่ีสุด โดยเมื่อคิดเปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน iNOS ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย Heat-killed                 
P. acnes เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย Heat-killed P. acnes รวมกับสารสกัดเม็ด
เลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน iNOS 
ได 18 24 และ 28% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.10)  

 

 
รูปท่ี 4.10  (a) คือกราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง iNOS ในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ 

RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวย Heat-killed P. acnes และ (b) คือ ผล RT-PCR ของยีน iNOS 
เปรียบเทียบกับ GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกัน
ทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทาง
สถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA)  

 
4.9.2 ระดับการแสดงออกของยีน IL-6 จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดรับการกระตุนดวย Heat-

killed P. acnes (untreated) พบการแสดงออกของยีน IL-6 ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทาง
ตรงกันขาม กลุมท่ีไดรับการกระตุนดวย Heat-killed P. acnes อยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน IL-6 ใน
ปริมาณสูงท่ีสุด โดยเมื่อคิดเปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน IL-6 ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย Heat-killed 
P. acnes เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย Heat-killed P. acnes รวมกับสารสกัด
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เม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน 
IL-6 ได 33 35 และ 46% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.11)  

 

 
 

รูปท่ี 4.11 (a) คือ กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง IL-6 ในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ  
RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร Heat-killed P. acnes และ (b) คือ ผลของ RT-PCR ของยีน IL-6 
เปรียบเทียบกับ GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกัน
ทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทาง
สถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.9.3 ระดับการแสดงออกของยีน IL-1β พบวา เซลลท่ีไมไดกระตุนดวยสาร Heat-killed P. acnes 

(untreated) พบการแสดงออกของยีน IL-1β ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทางตรงกันขาม กลุม
ควบคุมท่ีไดรับการกระตุนดวยสาร Heat-killed P. acnes อยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน IL-1β ใน
ปริมาณสูงท่ีสุด โดยเมื่อคิดเปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน IL-1β ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย Heat-
killed P. acnes เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย Heat-killed P. acnes รวมกับสาร
สกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน IL-1β ได 33 36 และ 41% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.12)    
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รูปท่ี 4.12 กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง IL-1β ในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ  
RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร Heat-killed P. acnes (a) และ (b) ผลของ RT-PCR ของยีน IL-
1β เปรียบเทียบกับ GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตาง
กันทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทาง
สถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.9.4 ระดับการแสดงออกของยีน TNF-α จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดกระตุนดวยสาร Heat-

killed P. acnes (untreated) พบการแสดงออกของยีน TNF-α ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทาง
ตรงกันขาม กลุมท่ีไดรับการกระตุนดวยสาร Heat-killed P. acnes เพียงอยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน 
TNF-α ในปริมาณสูงท่ีสุด โดยเมื่อคิดเปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน TNF-α ในกลุมท่ีถูกกระตุน
ดวย Heat-killed P. acnes เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย Heat-killed P. acnes 
รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งการ
แสดงออกของยีน TNF-α ได 14 17 และ 53% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.13)   
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รูปท่ี 4.13 (a) คือ กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง TNF-α ในเซลลแมคโครฟาจสาย
พันธุ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร Heat-killed P. acnes และ (b) คือ ผลของ RT-PCR ของยีน 
TNF-α เปรียบเทียบกับ GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไม
แตกตางกันทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความ
แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.10  ความสามารถของสารสกัดเม็ดเลือดขาวในการปองกันการอักเสบในเซลลเพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ RAW 

264.7 ท่ีถูกกระตุนดวย Lipopolysaccharide (LPS) 
เม่ือทดสอบฤทธิ์การสราง NO ของสารสกดัเม็ดเลือดขาว หลังจาก 24 ช่ัวโมงท่ี RAW 264.7 ถูกกระตุนการ

สราง NO ดวย LPS แลวทําการวิเคราะห NO ดวยวิธี Nitric oxide assay พบวาเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท่ีเล้ียง
ปกติ (untreated cells) ระดับการสราง NO ในกลุมท่ีเล้ียงเซลลรวมกับ LPS เพียงอยางเดียว มีคาสูงข้ึนอยางมี
นัยสําคัญ ซึ่งหมายถึง LPS กระตุนเซลล RAW 264.7 ใหเกิดการอักเสบ อยางไรก็ตามระดับของ NO พบวามีคา
ลดลงเม่ือทําการเล้ียงเซลลท่ีไดรับการกระตุนใหเกิดการอักเสบรวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 
และ 100 µg/ml ซึ่งสามารถยับยั้งการสราง NO ได 16 20 และ 34% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
ท่ีไดรับเฉพาะ LPS เพียงอยางเดียว (รูปท่ี 4.14) 
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รูปท่ี 4.14  ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสรางไนตริกออกไซด (NO) ในเซลลแมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ี

ถูกกระตุนดวยสาร LPS (โดยแสดงในรูปคาเปอรเซ็นตความสามารถในการสรางไนตริกออกไซด ให
กลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS มีปริมาณไนตริกออกไซดเปน 100%) คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ี
เหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกัน
บนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis 
of Variance (ANOVA) 

 
4.11  ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการอักเสบท่ีถูกกระตุนดวย 

Lipopolysaccharide (LPS) 
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนดวยวิธี Semiquantitative RT-PCR นั้น ทําไดโดยการเล้ียงเซลล            

แมคโครฟาจ RAW 264.7 แลวกระตุนดวย LPS อยางเดียว หรือ ไดรับ LPS รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวความ
เขมขน 25 50 และ 100 µg/ml เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการสกัด RNA จากเซลล RAW 264.7 เพื่อนํามา
วิเคราะหระดับการแสดงออกของยีน ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา พบการแสดงออกของยีน GAPDH (ขนาด 212 
bp) ซึ่งเปนยีนควบคุม (houses  keeping gene) ในทุกกลุมการทดลอง โดยมีระดับการแสดงออกท่ีใกลเคียงกัน 
และพบการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบมีแถบ PCR product ตรงกับขนาดท่ีตองการ เมื่อเทียบกับ
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน และเมื่อเปรียบเทียบ PCR product กับยีนควบคุมพบวามี 4 ยีนท่ีมีระดับแสดงออกเพิ่มข้ึน
อยางชัดเจนเมื่อเล้ียง RAW 264.7 รวมกับ LPS คือ Inducible nitric oxide synthase (iNOS), Interleukin 6 
(IL-6), Interleukin 1β (IL-1β) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) อยางไรก็ตามพบวายีนเหลานี้มี
ระดับการแสดงออกท่ีลดลงเมื่อไดรับสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ีความเขมขนตางๆ ดังนี้ 

4.11.1 ระดับการแสดงออกของยีน iNOS จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดกระตุนดวยสาร LPS 
(untreated) พบการแสดงออกของยีน iNOS ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทางตรงกันขามกลุมท่ี
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ไดรับการกระตุนดวยสาร LPS อยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน iNOS ในปริมาณสูงท่ีสุด โดยเม่ือคิด
เปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน iNOS ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูก
กระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัด
เม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน iNOS ได 18 24 และ 28% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.15)  

 

 

รูปท่ี 4.15  (a) คือ กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง iNOS ในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ 
RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร LPS และ (b) คือ ผล RT-PCR ของยีน iNOS เปรียบเทียบกับ 
GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และ
คาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.11.2 ระดับการแสดงออกของยีน IL-6 จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดรับการกระตุนดวยสาร LPS 

(untreated) พบการแสดงออกของยีน IL-6 ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทางตรงกันขาม กลุมท่ีไดรับ
การกระตุนดวยสาร LPS อยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน IL-6 ในปริมาณสูงท่ีสุด โดยเมื่อคิดเปรียบเทียบ
ระดับของการแสดงออกของยีน IL-6 ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูกกระตุนใหเกิด
การอักเสบดวย LPS รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัดเม็ดเลือดขาว
สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน IL-6 ได 33 35 และ 46% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.16)  



47 
 

 
 
รูปท่ี 4.16 (a) คือ กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง IL-6 ในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ  

RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร LPS และ (b) คือ ผลของ RT-PCR ของยีน IL-6 เปรียบเทียบกับ 
GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และ
คาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

  
  4.11.3 ระดับการแสดงออกของยีน IL-1β จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดกระตุนดวยสาร LPS 
(untreated) พบการแสดงออกของยีน IL-1β ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทางตรงกันขาม กลุมท่ี
ไดรับการกระตุนดวยสาร LPS อยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน IL-1β ในปริมาณสูงท่ีสุด โดยเม่ือคิด
เปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน IL-1β ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS เปน 100% พบวาในกลุมท่ีถูก
กระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สารสกัด
เม็ดเลือดขาวสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน IL-1β ได 33 36 และ 41% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.17)    
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รูปท่ี 4.17 (a) คือ กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง IL-1β ในเซลลแมคโครฟาจสายพันธุ  

RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร LPS และ (b) คือ ผลของ RT-PCR ของยีน IL-1β เปรียบเทียบกับ 
GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และ
คาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.11.4 ระดับการแสดงออกของยีน TNF-α จากผลการทดลองพบวา เซลลท่ีไมไดกระตุนดวยสาร LPS 

(untreated) พบการแสดงออกของยีน TNF-α ในระดับตํ่าท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลุมอื่นๆ ในทางตรงกันขาม กลุมท่ี
ไดรับการกระตุนดวยสาร LPS เพียงอยางเดียว พบวามีการแสดงออกของยีน TNF-α ในปริมาณสูงท่ีสุด โดยเม่ือ
คิดเปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีน TNF-α ในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS เปน 100% พบวาในกลุมท่ี
ถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS รวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml สาร
สกัดเม็ดเลือดขาวสามารถยบัยั้งการแสดงออกของยีน TNF-α ได 14 17 และ 53% ตามลําดับ (รูปท่ี 4.18)   
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รูปท่ี 4.18 (a) คือ กราฟแทงแสดงผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวตอการสราง TNF-α ในเซลลแมคโครฟาจสาย
พันธุ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร LPS และ (b) คือ ผลของ RT-PCR ของยีน TNF-α 
เปรียบเทียบกับ GAPDH คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกัน
ทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทาง
สถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
 

4.12  ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยตอ pro-inflammatory cytokines เม่ือ
เซลล RAW 264.7 ถูกกระตุนดวย P. acnes 
ผลจากการเหนี่ยวนําการอักเสบดวย Heat-kill P. acnes และทดสอบดวยสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากจระเข

สายพันธุไทยพบวา P. acnes กระตุนการสรางระดับของ pro-inflammatory cytokines ท้ัง IL-6 และ TNF-α 
ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท่ีเล้ียงตามปกติ (untreated cells) อยางไรก็ตามเมื่อทําการเล้ียง
เซลลท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบรวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ีความเขมขน 25 50 และ 100 µg/ml พบวา 
สารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถลดระดับของ IL-6 และ TNF-α ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวาสารสกัดเม็ด
เลือดขาวท่ีความเขมขนสูงสุด (100 µg/ml) สามารถลดระดับ IL-6 ไดถึง 42% และสามารถลดระดับ TNF-α ได
ถึง 47% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมท่ีกระตุนการอักเสบดวย Heat-kill P. acnes (รูปท่ี 4.19) 
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รูปท่ี 4.19 ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากจระเขสายพันธุไทย (cWBC) ตอระดับ IL-6 (a) และ TNF-α (b) ใน 
RAW 264.7 คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ 
และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 

 
4.13  ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยในการปองกันการตายแบบ apoptosis ใน

เซลล RAW 264.7 ท่ีไดรับการกระตุนการอักเสบ  
ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.20 และ 4.21 ซึ่งพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุ

ไทยท้ัง 2 ความเขมขน (25 และ 50 µg/ml) สามารถปองกันเซลลจากกระบวนการ apoptosis เพื่อเซลลถูก
กระตุนใหเกิดการอักเสบดวย P. acnes (รูปท่ี 4.20) และ LPS (รูปท่ี 4.21) ได โดยพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวท่ี
ความเขมขนสูงสุด (50 µg/ml) สามารถลดระดับการตายแบบ apoptosis ในเซลลท่ีถูกกระตุนการอักเสบดวย         
P. acnes ไดถึง 59% และสามารถลดระดับการตายแบบ apoptosis ในเซลลท่ีถูกกระตุนการอักเสบดวย LPS ได
ถึง 74%  
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รูปท่ี 4.20 ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวในการปองการตายแบบ apoptosis จากการอักเสบท่ีเกิดจากการกระตุน

ดวยเช้ือ P. acnes ในเซลล RAW 264.7 ดวยเทคนิค Annexin V-FITC/PI flow cytometry โดยใช
เซลลท่ีความหนาแนน 1 × 105 เซลล/หลุม (12-well plates) และใชความเขมขนของสารสกัดเม็ด
เลือดขาวจากจระเขสายพันธุไทยท่ีแตกตางกัน (25 และ 50 µg/ml) คาท่ีกํากับดวยอักษร
ภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษร
ภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
(p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
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รูปท่ี 4.21 ผลของสารสกัดเม็ดเลือดขาวในการปองการตายแบบ apoptosis จากการอักเสบท่ีเกิดจากการกระตุน
ดวยเช้ือ LPS ในเซลล RAW 264.7 ดวยเทคนิค Annexin V-FITC/PI flow cytometry โดยใชเซลลท่ี
ความหนาแนน 1 × 105 เซลล/หลุม (12-well plates) และใชความเขมขนของสารสกัดเม็ดเลือดขาว
จากจระเขสายพันธุไทยท่ีแตกตางกัน (25 และ 50 µg/ml) คาท่ีกํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ี
เหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกัน
บนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis 
of Variance (ANOVA) 
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4.14  ผลของการศึกษาแบบแผนโปรตีนจาก RAW 264.7 เม่ือไดรับการอักเสบจากการกระตุนดวย LPS รวมกับ
ฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุไทยดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) 
เมื่อทดสอบฤทธิ์การสราง NO ของสารฮีโมโกลบินหลังจาก 24 ช่ัวโมงท่ี RAW 264.7 ถูกกระตุนการสราง 

NO ดวย LPS แลวทําการวิเคราะห NO ดวยวิธี Nitric oxide assay พบวาเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท่ีเล้ียงปกติ 
(untreated cells) ระดับการสราง NO ในกลุมท่ีเล้ียงเซลลรวมกับ LPS เพียงอยางเดียว มีคาสูงข้ึนอยางมี
นัยสําคัญ ซึ่งหมายถึง LPS กระตุนเซลล RAW 264.7 ใหเกิดการอักเสบ อยางไรก็ตามระดับของ NO พบวามีคา
ลดลงเมื่อทําการเล้ียงเซลลท่ีไดรับการกระตุนใหเกิดการอักเสบรวมกับฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุไทยท่ี
ความเขมขน 100 µg/ml (รูปท่ี 4.22) จากนั้นทําการสกัดโปรตีนจากเซลลในแตละกลุมการทดลองคือ 1) เซลล 
RAW 264.7 ท่ีเล้ียงปกติ (untreated) 2) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย 100 ng/ml LPS 
เพียงอยางเดียว 3) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระใหเกิดการอักเสบดวย 100 ng/ml LPS และไดรับฮีโมโกลบินท่ี
ความเขมขน 100 µg/ml รวมดวย ซึ่งเมื่อทําการแยกโปรตีนดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) พบวาแตละ
กลุมการทดลองมีการแสดงออกของโปรตีนจํานวนมากกวา 100 spot ดังแสดงในรูปท่ี 4.23 
 

 
รูปท่ี 4.22  ผลของฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุไทยตอการสรางไนตริกออกไซด (NO) ในเซลล                 

แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนดวยสาร LPS (โดยแสดงในรูปคาเปอรเซ็นตความสามารถใน
การสรางไนตริกออกไซด ใหกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS มีปริมาณไนตริกออกไซดเปน 100%) คาท่ี
กํากับดวยอักษรภาษาอังกฤษท่ีเหมือนกันบนแทงกราฟคือไมแตกตางกันทางสถิติ และคาท่ีกํากับดวย
ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีตางกันบนแทงกราฟคือมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 
95% (p<0.05) โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
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รูปท่ี 4.23   แสดงแบบแผนโปรตีนจากเซลลแมคโครฟาจ RAW 264.7 เมื่อไดรับการอักเสบรวมกับฮีโมโกลบิน
จากเลือดจระเขสายพันธุไทยดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) (a) เซลล RAW 264.7 ท่ีเล้ียง
ปกติ (untreated) (b) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย 100 ng/ml LPS 
เพียงอยางเดียว (c) เซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย 100 ng/ml LPS และ
ไดรับฮีโมโกลบินท่ีความเขมขน 100 µg/ml รวมดวย spots โปรตีนท่ีช้ีดวยลูกศรคือโปรตีนท่ีนําไป
ศึกษาตอดวย Mass spectrometry เพื่อบงช้ีชนิดของโปรตีน 
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 เมื่อทําการเปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนในแตละกลุมการทดลองพบวา โปรตีนท่ีแสดงออก
เปล่ียนแปลงอยางชัดเจนเมื่อเซลลไดรับการอักเสบ และเมื่อระดับการอักเสบลดลงดวยการเติมฮีโมโกลบินมี
จํานวน 17 spot ซึ่งเมื่อนํา spot โปรตีนท้ัง 17 spot ท่ีระบุดวยลูกศรดังแสดงในรูปท่ี 4.23 มาศึกษาตอดวย
เทคนิค LC/MS-MS แลวนําขอมูลของ MS/MS Ions ท่ีได รวมท้ังคา MW และ pI ของโปรตีนแตละตัวมาสืบคน
บนฐานขอมูลโปรตีนโดยใช Mascot (http://www.matrixscience.com) พบวาสามารถระบุชนิดของโปรตีนได
ดังตารางท่ี 4.1 ซึ่งในจํานวนนี้พบโปรตีนจํานวน 10 spot มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเมื่อเซลล RAW 264.7 ไดรับการ
กระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS คือ 60-kDa heat shock protein, Protein disulfide-isomerase, 
Catalase, Vimentin, ATP synthase subunit beta, Protein disulfide-isomerase A6 precursor, Beta-
actin, Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1, HPr kinase/Phosphorylase และ Betaine 
reductase และพบโปรตีนจํานวน 1 spot ท่ีมีการแสดงออกลดลงเมื่อเซลล RAW 264.7 ไดรับการอักเสบ คือ 
Ribose ABC transporter ATP-binding protein นอกจากนี้ยังพบโปรตีนอีกจํานวน 3 spot ท่ีมีการแสดง
เฉพาะในกลุมท่ีไดรับการกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS คือ Endoplasmin, Heat shock cognate 71-kDa 
protein และ 65-kDa macrophage protein อยางไรก็ตามเมื่อทําการเปรียบเทียบกลุมท่ีไดรับการอักเสบกับ
กลุมท่ีไดการอักเสบรวมกับฮีโมโกลบินพบวา โปรตีนจํานวน 10 spot มีการแสดงออกลดลงเมื่อเซลล RAW 264.7 
ไดรับฮีโมโกลบินรวมดวย คือ Stress-70 protein, protein disulfide-isomerase, catalase, vimentin, ATP 
synthase subunit beta, protein disulfide-isomerase A6 precursor, beta-actin, multiple inositol 
polyphosphate phosphatase 1, HPr kinase/phosphorylase และ betaine reductase โปรตีนจํานวน 4 
spot มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน คือ coronin-1A, 60-kDa heat shock protein, ribose ABC transport ATP-
binding protein และ E3 ubiquitin-protein ligase ซึ่งพบวาโปรตีนท่ีกลาวมาขางตนมีหนาท่ีหลากหลาย
บทบาท รวมท้ังอาจมีบทบาทในกระบวนการอักเสบ เชน โปรตีน cellular metabolism ตัวอยางเชน ATP 
synthase subunit beta, protein disulfide-isomerase A6 precursor และ ribose ABC transporter ATP-
binding protein รวมท้ัง protein fate ตัวอยางเชน heat shock cognate 71-kDa protein, 60-kDa heat 
shock protein และ E3 ubiquitin โปรตีนท่ีเกี่ยวของกับ oxidative burst ตัวอยางเชน catalase และ 

vimentin โปรตีนท่ีทําหนาท่ีเปน signal transduction ตัวอยางเชน HPr kinase/phosphorylase และ 
multiple inositol polyphosphate phosphatase I โปรตีนท่ีเกี่ยวของกับ morphogenesis ตัวอยางเชน 
coronin-1A และ beta-actin 
 



56 
 

ตารางท่ี 4.1 ตารางการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนในเซลล RAW 264.7 เมื่อไดรับการอักเสบรวมกับฮีโมโกลบิน และระบุชนิดของโปรตีนโดยใช
เทคนิค LC-MS/MS 

 
: โปรตีนท่ีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน; : โปรตีนท่ีมีการแสดงออกลดลง; A/A: โปรตีนท่ีไมพบการแสดงออกท้ังใน (A) และ (B); P/A: โปรตีนท่ีพบการ
แสดงออกใน (A) แตไมพบใน (B); A/P: โปรตีนท่ีไมพบการแสดงออกใน (A) แตพบใน (B) 
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บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

 
ภาวะออกซิเดชันเกิดจากสารอนุมูลอิสระซึ่งเปนสารท่ีมีอิเล็กตรอนอิสระอยูในวงรอบของอะตอมหรือโมเลกุล 

มีความวองไวในการทําปฏิกิริยา โดยรับอิเล็กตรอนจากสารอื่น ซึ่งเหนี่ยวนําใหสารท่ีใหอิเล็กตรอนนั้นไมเสถียรและ
กอใหเกิดอันตรายตอเซลลของส่ิงมีชีวิตได อนุมูลอิสระทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) หากเกิดใน
รางกายมากเกินไป แตปริมาณสารตานอนุมูลอิสระไมเพียงพอ จะสงผลใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative 
stress) และสงผลใหเกิดการทําลายดีเอ็นเอ โปรตีน ไขมัน และโมเลกุลอื่นๆ ผลเสียหายตอโมเลกุลเปาหมายและ
เซลลจะข้ึนกับลักษณะของโครงสรางโมเลกุล ชนิดเซลล ชนิดอวัยวะ และความรุนแรงของภาวะเครียดออกซิเดชัน
ท่ีเกิดข้ึน หากเกิดประจําตอเนื่อง ก็จะทําใหเส่ียงตอการเกิดโรคมะเร็ง โรคหัวใจขาดเลือด โรคเบาหวาน โรคทาง
ระบบประสาท ภาวะเส่ือมสภาพ และ แกกอนวัย ปจจุบันพบงานวิจัยรายงานแสดงใหเห็นถึงการเกิดโรคท่ีสืบเนื่อง
จาก oxidative stress และสงผลใหเกิดการทําลายเนื้อเยื่อ เชน การติดเช้ือ การบาดเจ็บ การไดรับสารพิษ และ 
ภาวะอื่นๆ (สมาคมเพื่อการวิจัยอนุมูลอิสระไทย, สวอ., ม.ป.ป.) ตัวอยางของอนุมูลอิสระโดยเฉพาะอนุมูลอิสระท่ีมี
ออกซิเจนเปนองคประกอบ หรือท่ีเรียกวา reactive oxygen species (ROS) ไดแก hydroxyl radical (•OH), 
superoxide anion (O2

-), lipid peroxyl radical (LOO•) singlet oxygen (1O
2) และ hydrogen peroxide 

(H2O2) (Turrens et al., 2003; Bickers et al., 2003) จากท่ีกลาวมาขางตนพบวาอนุมูลอิสระมีผลกระทบตอ
พยาธิสภาพตางๆ และเปนสาเหตุของความเส่ียมของเซลลและรางกายอยางมากมาย ดังนั้นเพื่อปองกันการเกิด
อนุมูลอิสระท่ีมากเกินพอในรางกาย ผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพท่ีมีสวนผสมของสารจากธรรมชาติทดแทนการใชสาร
สังเคราะห เชน โปรตีน หรือเปปไทด ท่ีมีความเปนพิษนอยกวาเมื่อเทียบกับสารสังเคราะหจึงนาเปนทางเลือกท่ีดี
ตอสุขภาพท่ีสําคัญเพื่อตอตานเหลาอนุมูลอิสระท่ีไดกลาวมาแลวขางตน  

หากกลาวถึงการศึกษาหาสารออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระแลว การเหนี่ยวนําสภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล
เพาะเล้ียงถือเปนโมเดลท่ีไดรับการยอมรับวามีประสิทธิภาพสําหรับการคนหาสารตานอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ
ชนิดใหมๆ (Dash et al., 2008; Craciunescu et al., 2012; Thring et al., 2011; Piao et al., 2008) โดย
วิธีการเหนี่ยวนําสภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีนิยมคือ การเหนี่ยวนําดวย hydrogen peroxide (H2O2) ซึ่งถือวา
เปนอนุมูลอิสระกลุมออกซิเจน (reactive Oxygen Species; ROS) ท่ีสําคัญท่ีสุด ทําหนาท่ีเปรียบเสมือน 
precursor ของ ROS อื่นๆ อีกมากมาย และมีศักยภาพในการกอความเสียหายท่ีรุนแรงภายในเซลล ท่ีนําไปสูการ
เกิดโรคตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับอนุมูลอิสระอยางหลากหลาย (Craciunescu et al., 2012; Kumar et al., 2010) 
งานวิจัยครั้งนี้จึงไดนําเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยมาศึกษาฤทธิ์ในการปองกันเซลล ไฟโบรบลาสตผิวหนังของ
มนุษย (BJ cells) จากสภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําของ H2O2 ซึ่งผลการทดลองแสดงใหเห็น
วาองคประกอบเลือดจระเขน้ําจืดสายพันธุไทยไดแก พลาสมา ฮีโมโกลบิน และสารสกัดเม็ดเลือดขาว ยกเวนซีรัม 
สามารถปองกันเซลล BJ จากสภาวะเครียดออกซิเดชันได  โดยพบวาฮีโมโกลบินสามารถปองกันการตายของเซลล 
BJ จากสภาวะเครียดออกซิเดชันเนื่องจากการเหนี่ยวนําของ H2O2 ไดดีท่ีสุด ซึ่งพบวาเซลลมีชีวิตรอดถึง 89.0% 
ในขณะท่ีเซลลท่ีไดรับสภาวะเครียดออกซิเดชันเพียงอยางเดียวมีชีวิตรอดเพียง 50% เทานั้น นอกจากนี้เมื่อศึกษา
ถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวา องคประกอบเลือดจระเขสามารถปองกันลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล 
BJ ได โดยเพราะวาเมื่อเซลลไดรับ H2O2 เพียงอยางเดียว เซลล BJ จะมีการเปล่ียนรูปรางโดยมีการหดตัวเล็กลง 
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(cell shrinkage) และพบความหนาแนนของเซลลภายในจานเพาะเล้ียงลดนอยลง ซึ่งสอดคลองกับรายงานวิจัยท่ี
ผานมา ของ Craciunescu et al. (2012), Thring et al. (2011) และ Ao et al. (2014) อยางไรก็ตามเมื่อเซลล
ท่ีอยูในสภาวะเครียดออกซิเดชันไดรับเลือดจระเขรวมดวยนั้น พบวาเซลล BJ ยังคงลักษณะทางสัณฐานวิทยาได 
จากผลงานวิจัยท่ีผานมา ไดมีการรายงานถึงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระขององคประกอบเลือดจระเขสายพันธุไทยใน
หลอดทดลอง ซึ่งพบวาพลาสมาแสดงฤทธิ์ในการเปนสารตานอนุมูลอิสระเมื่อทําการทดสอบดวยวิธี 2,20-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging ซึ่งสามารถยับยั้งได 13.6% และวิธี 
hydroxyl radical inhibition ซึ่งสามารถยับยั้งได 57.3% (Phosri et al., 2014) สวนฮีโมโกลบินและสารสกัด
เม็ดเลือดขาวนั้นพบวา เมื่อทดสอบดวยวิธี Linoleic peroxidation inhibition ฮีโมโกลบินมีฤทธิ์ยับยั้ง 68.7% 
สวนสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีฤทธิ์ยับยั้ง 78.0% เมื่อทดสอบดวยวิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
radical scavenging พบวาฮีโมโกลบินมีฤทธิ์ยับยั้ง 47.3% สวนสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีฤทธิ์ยับยั้ง 38.0% เมื่อ
ทดสอบดวยวิธี ABTS พบวาฮีโมโกลบินมีฤทธิ์ยับยั้ง 24.9% สวนสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีฤทธิ์ยับยั้ง 40.2% และ
เมื่อทดสอบดวยวิธี Nitric oxide radical inhibition พบวาฮีโมโกลบินมีฤทธิ์ยับยั้ง 40.6% สวนสารสกัดเม็ดเลือด
ขาวมีฤทธิ์ยับยั้ง 33.6% (Jandaruang et al., 2012; Phosri et al., 2014; Theansungnoen et al., 2014) 
จากขอมูลนี้จึงมีความเปนไปไดวาฮีโมโกลบินและสารสกัดเม็ดเลือดขาวมีศักยภาพในการบรรเทาความเสียหาย
ภายในเซลล BJ ท่ีเกิดจาก H2O2 ไดดีท่ีสุดเนื่องจากความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระในหลอดทดลองท่ี
หลากหลาย นอกจากนี้ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของฮีโมโกลบิน อาจมาจากกลุม thiol ภายในโครงสรางของ
ฮีโมโกลบิน จากการรายงานของ Reischl et al. (2007) แสดงใหเห็นวา ฮีโมโกลบินของจระเข (crocodilian) 
สามารถลด ROS และ RNS ได และจากการศึกษาของ Vitturi et al. (2013) ไดแสดงใหเห็นวา β93Cys ใน
ฮีโมโกลบินของมนุษยมีบทบาทสําคัญในเซลลเม็ดเลือดแดงสําหรับสารตานอนุมูลอิสระ  

จากผลการทดสอบความสามารถของเลือดจระเข ในการปองกันการเกิดความเครียดออกซิเดชันจาก H2O2 

ในเซลล BJ พบวา H2O2 มีผลทําใหลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล BJ เปล่ียน คือเซลลมีการหดตัวเล็กลง 
(cell shrinkage) ซึ่งเปนลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีบงบอกวาเซลลกําลังจะตาย หรือเซลลกําลังเขาสูการตายแบบ           
อะพอพโทซิส (apoptosis) ซึ่งเปนกระบวนการท่ีเซลลใชตอบสนองตอส่ิงเราท่ีเปนอันตรายตอเซลล โดยจาก
งานวิจัยท่ีผานมาช้ีใหเห็นวา H2O2 เปรียบเสมือนส่ิงเรา หรือตัวกระตุนชนิดหนึ่ง ท่ีสามารถกระตุนใหเกิด
กระบวนการ apoptosis ภายในเซลลได (Singh  et al., 2007; Piao et al., 2008) ดังนั้นเพื่อใหเขาใจกลไก
เบ้ืองตนในการปองกันเซลลจากสภาวะเครียดออกซิเดชันเนื่องจาก H2O2 จึงไดทําการทดสอบความสามารถของ
เลือดจระเขสายพันธุไทยในการปองกันการตายแบบ apoptosis ในเซลล BJ ท่ีไดรับสภาวะเครียดออกซิเดชัน
ดังกลาวขางตน ซึ่งการทดลองนี้ ไดเลือกใชฮีโมโกลบินเพื่อเปนตัวแทนขององคประกอบจากเลือดจระเขท้ังหมดใน
การศึกษา เนื่องจากฮีโมโกลบินมีฤทธิ์ในการปองกันเซลลจากสภาวะเครียดออกซิเดชันไดสูงท่ีสุด และยังจัดเปน
องคประกอบท่ีพบมากท่ีสุดภายในเลือด ซึ่งผลการทดลองยืนยันวา H2O2 มีผลในการเหนี่ยวนําใหเซลล BJ เกิด
กระบวนการ apoptosis ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อทําการเปรียบเทียบกับเซลลกลุมท่ีเล้ียงปกติ (untreated cells) 
โดยพบเซลลเกิด early apoptosis จํานวน 14.5% และ late apoptosis จํานวน 32.3% อยางไรก็ตามพบวา
ฮีโมโกลบินสามารถอัตราการเกิด apoptosis จากการเหนี่ยวนําของ H2O2 ไดอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งจากผลการ
ทดลองนี้แสดงใหเห็นวา ความสามารถในการปองกันความเครียดออกซิเดชันจาก H2O2 ในเซลล BJ ของ
ฮีโมโกลบิน อาจเนื่องจากฮีโมโกลบินชวยปองกันเซลลจากกระบวนการ apoptosis นั้นเอง  
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อนุมูลอิสระนอกจากจะเปนตนเหตุของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ยังพบวาสามารถสงเสริม
การเกิดภาวะเส่ือมของรางกายจนนําไปสูการเกิดกระบวนการอักเสบและโรคอื่นๆ ไดอีกดวย จากผลการทดลอง
ขางตนแสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดท่ีเลือดจระเขจะมีความสามารถในการตานการอักเสบได ท้ังนี้เนื่องจากอนุมูล
อิสระท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลนั้นสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบได (Mohamed and Al-Okbi et al., 2004) 
ดังนั้นสารท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจึงอาจมีฤทธิ์ตานอักเสบดวยเชนกัน ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้จึงไดศึกษาฤทธิ์
ตานการอักเสบของฮีโมโกลบินและสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทย โดยใชเซลลเพาะเล้ียง            
แมคโครฟาจ RAW 264.7 เปนโมเดล จากผลการทดลองพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถลดการอักเสบใน
เซลล RAW 264.7 ท้ังท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย Lipopolysaccharide (LPS) และ P. acnes ได 
โดยท่ัวไป ในระหวางเกิดกระบวนการอักเสบ เซลลจะมีการสรางสารส่ือการอักเสบออกมาจํานวนมาก เชน iNOS 
และ COX-2 ซึ่ง iNOS จะเกิดจากส่ิงกระตุนตางๆ ซึ่งรวมถึง LPS แบคทีเรีย TNF-α, IL-1β และ interferon-γ 
(Bae et al., 2012) เซลลแมคโครฟาจมีบทบาทสําคัญในการตอบสนองตอการอักเสบ โดยเมื่อถูกกระตุนจะมีการ
หล่ัง pro-inflammatory cytokines เชน ไนตริกออกไซด (NO) prostaglandin E2 (PGE2 ) และ pro-
cytokines เชน IL-6, IL-1β และ TNF-α การผลิต cytokines เหลานี้จะถูกควบคุมการถอดรหัสของ mRNAs 
ผาน NF-κB (Deng et al, 2011; Yu et al, 2011) ซึ่งผลการทดลองครั้งนี้ มีความสอดคลองกับขอมูลงานวิจัย
ดังกลาวขางตนคือ เมื่อ RAW 264.7 ถูกกระตุนการอักเสบดวย LPS และ P. acnes ระดับของ NO จะเพิ่มข้ึน
อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมเซลลท่ีถูกเล้ียงปกติ (untreated cells) โดยพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาว
สามารถลดการอักเสบไดดวยการลดระดับ NO ท่ีถูกกระตุนใหสรางเพิ่มข้ึนนี้ได การลดลงของระดับ NO นี้มี
แนวโนมในทํานองเดียวกันกับระดับการแสดงออกของยีน iNOS ซึ่งพบวาเมื่อเล้ียงเซลลท่ีไดรับการอักเสบรวมกับ
สารสกัดเม็ดเลือดขาว ระดับของยีน iNOS มีการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับเซลลท่ีไดรับกระตุน
การอักเสบเพียงอยางเดียว นอกจากยีน iNOS แลวยังพบวา เมื่อ RAW 264.7 ถูกกระตุนดวย LPS และ P. acnes 
ระดับการแสดงออกของยีน IL-6, IL-1β และ TNF-α มีการเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญเชนกัน อยางไรก็ตามพบวายีน
เหลานี้มีระดับการแสดงออกท่ีลดลงเมื่อไดรับสารสกัดเม็ดเลือดขาวจากเลือดจระเขสายพันธุไทย ซึ่งสอดคลองกับ
ระดับของโปรตีน IL-6 และ TNF-α เมื่อตรวจวัดดวยเทคนิค ELISA ท่ีมีระดับลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเล้ียงเซลล
ท่ีไดรับการอักเสบรวมกับสารสกัดเม็ดเลือดขาว ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวสามารถลดการ
อักเสบไดโดยการควบคุมระดับการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบ นอกจากการควบคุมระดับการแสดง
ของยีนดังกลาวขางตนแลว ยังพบวาสารสกัดเม็ดเลือดขาวยังสามารถลดระดับการตายแบบ apoptosis ในเซลลท่ี
ถูกกระตุนการอักเสบดวย P. acnes และ LPS ไดมากกวา 50% ดวย  

สําหรับฤทธิ์ตานการอักเสบของฮีโมโกลบินนั้น พบวาเมื่อทําการศึกษาแบบแผนของโปรตีนในเซลล            
แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS และไดรับฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุ
ไทยรวม ดวยเทคนิคโปรติโอมิกส (proteomics) รวมกับแมสสเปคโตสโกป (LC-MS/MS) พบวามีโปรตีนจํานวน
ท้ังส้ิน 17 ชนิดท่ีมีการแสดงออกเปล่ียนแปลงไปในระหวางกระบวนการอักเสบและไดรับฮีโมโกลบิน ซึ่งเปนโปรตีน
ท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบท่ีหลากหลายกลไก เชน cellular metabolism ซึ่งไดแก ATP synthase subunit 
beta, protein disulfide-isomerase A6 precursor และ ribose ABC transporter ATP-binding protein 
เกี่ยวกับ protein fate ซึ่งไดแก heat shock cognate 71-kDa protein, 60-kDa heat shock protein และ 
E3 ubiquitin โปรตีนท่ีเกี่ยวกับ oxidative burst ซึ่งไดแก catalase และ vimentin โปรตีนท่ีเกี่ยวกับ signal 



60 
 

transduction ซึ่งไดแก HPr kinase/phosphorylase และ multiple inositol polyphosphate 
phosphatase I และโปรตีนท่ีเกี่ยวกับ morphogenesis ซึ่งไดแก coronin-1A and beta-actin ซึ่งสามารถสรุป
หนาท่ีท่ีสําคัญของโปรตีนเหลานี้ในกระบวนการอักเสบไดดังนี้ 

Heat shock proteins (HSPs)  
Heat shock proteins หรือ HSPs พบวาโดยท่ัวไปมีการแสดงออกเมื่อถูกกระตุนดวยความรอน อยางไรก็

ตามยังมีการรายงานการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี้เมื่อถูกกระตุนจากส่ิงเราชนิดอื่นๆ ไดเชนกัน เชน ภาวะขาด
ออกซิเจน (hypoxia) สารเคมีท่ีมีพิษ (toxic chemicals) รวมท้ังกระบวนการอักเสบ (inflammation) และเช่ือ
กันวา HSPs เปนกลไกในการตอบสนองตอความเครียดของเซลลท่ีชวยปกปองโปรตีนภายในเซลลจากสภาวะท่ีเปน

อันตรายเหลานั้น (Laplante et al., 1998) การศึกษาหลายช้ินไดแสดงใหเห็นวา HSPs สามารถยับยั้งความ
ผิดปกติของภูมิคุมกันได เชนโรคเบาหวานและโรคขออักเสบท้ังในสัตวและในการทดลองทางคลินิกเบ้ืองตนของ
ผูปวยโรคอักเสบเรื้อรัง และยังพบวา HSPs สามารถกระตุนเซลลใหเพิ่มการผลิต anti-inflammatory cytokines 

เชน IL-10 ไดอีกดวย (Hauet‐Broere et al., 2006) ซึ่งขอมูลเบ้ืองตนสอดคลองกับผลการทดลองในครั้งนี้คือ 
LPS สามารถกระตุนระดับการแสดงของ HSPs ในเซลล RAW 264.7 ได 2 ชนิด ไดแก Heat shock cognate 71 
kDa protein (HSP71) และ 60 kDa heat shock protein (HSP60) การแสดงออกของ HSP70 พบเฉพาะใน
เซลลท่ีไดรับ LPS เทานั้น สําหรับ HSP60 นั้นยังคงพบการแสดงออกอยางตอเนื่องเมื่อเล้ียงเซลลท่ีไดรับการ
อักเสบรวมกับฮีโมโกลบิน ซึ่งผลการวิจัยเหลานี้ใหการสนับสนุนอยางชัดเจนวาฮีโมโกลบินชวยตานการอักเสบผาน
การแสดงออกของโปรตีน HSPs  

 
Coronin 1 (coronin 1A)   
Coronin 1 (coronin 1A) มีบทบาทสําคัญในกลไกปองกันส่ิงมีชีวิตตอการติดเช้ือแบคทีเรีย ในสัตวท่ีเล้ียงลูก

ดวยนม พบโปรตีนชนิดนี้จะแสดงออกใน leukocytes ซึ่งไมสามารถตรวจพบการแสดงออกไดในเซลลชนิดอื่นๆ 
ถึงแมเซลลเม็ดเลือดขาวจะมี coronin หลายชนิด แตพบวา coronin I เปนชนิดท่ีมีหนาท่ีหลากหลายและพิเศษ
ท่ีสุด (Pieters, 2000) จากการรายงานของ Liu et al. (2014) พบวาในสุกรท่ีติดเช้ือ H. parasuis coronin 1A 
จะแสดงออกเพื่อยับยั้งการทํางานของ NF-κB ดวยการยับยั้งการสลายตัวของ IκBα และยับยั้งการเกิด nuclear 
translocation ของ p65 ซึ่งในทํานองเดียวกัน NF-κB ไดถูกรายงานวาเปนตัวกระตุน pro-inflammatory 
cytokines บางชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่ง IL-1 และสงผลใหเกิดการอักเสบ จากผลการทดลองในครั้งนี้พบวา ระดับ
การแสดงออกของ IL-1β ในเซลล RAW 264.7 เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญเมื่อเซลลถูกกระตุนการอักเสบดวย LPS 
ซึ่งมีความเปนไปไดสูงท่ี NF-κB จะถูกกระตุนรวมดวย ดังนั้นการเล้ียงเซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนการอักเสบ
ดวย LPS รวมกับฮีโมโกลบินจะสงผลใหมีการแสดงออกของ coronin-1A ซึ่งจะชวยยับยั้งการกระตุน NF-κB และ
ทําใหการอักเสบลดนอยลง  

ATP synthase 
ATP synthase เปนเอนไซมท่ีถอดรหัสท้ังในนิวเคลียสและไมโทคอนเดรีย ซึ่งมีสวนเกี่ยวของในการผลิต

พลังงานในเซลลของทุกส่ิงมีชีวิต ซึ่งพบวา beta subunit เปนสวนประกอบท่ีสําคัญของ ATP synthase ในการ
จับกับ co-factor เพื่อสรางพลังงาน (ATP) (Dunston et al., 2011) จากการรายงานของ Dunston et al. 
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(2011) พบวา ATP synthase beta subunit มีการเปล่ียนแปลงระดับการแสดงออกภายในเซลลแมคโครฟาจ 
เมื่อถูกการกระตุนดวย LPS ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองในครั้งนี้ ท่ีพบระดับของ ATP synthase subunit 
beta เพิ่มสูงข้ึนเมื่อเซลล RAW 264.7 ถูกกระตุนดวย LPS เชนกัน ซึ่งระดับการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี้มี
ระดับลดลงจนใกลเคียงกับระดับการแสดงออกในกลุมเซลลท่ีเล้ียงปกติ (untreated cells) เมื่อเล้ียงเซลลท่ีเกิด
การอักเสบรวมกับฮีโมโกลบินจากเลือดจระเขสายพันธุไทย ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาระดับการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึน
ของ ATP synthase มีความจําเปนในการรักษาระดับหรือเพิ่มกําลังการผลิตพลังงานของเซลลในระหวางเกิดการ
อักเสบ ซึ่งเมื่อระดับการอักเสบของเซลล RAW 264.7 ลดลงเนื่องจากฮีโมโกลบิน การแสดงออกของ ATP 
synthase จึงมีระดับลดลงดวยเชนเดียวกัน 

Antioxidant enzymes 
เอนไซมตานอนุมูลอิสระหลายชนิด เชน Superoxide dismutase (SOD), Glutathione peroxidase 

(GSH-px) และ Catalase ถือเปนกลไกลท่ีมีประสิทธิภาพในการปองกันเซลลยูคาริโอตจากอนุมูลอิสระ ROS 
เอนไซม Catalase เปนเอนไซมท่ีสามารถปองกันอนุมูลอิสระท่ีพบอยางแพรหลาย ซึ่งเปนท่ีทราบกันดีวา 
Catalase มีการทํางานรวมกับ SOD ในการกําจัด H2O2 ใหเปนน้ําและออกซิเจน (Reid et al., 1981) โดยท่ัวไป 
ROS เปนท่ีรูจักวาเปนตัวกลางท่ีสําคัญในการอักเสบ ในระหวางการตอบสนองตอการอักเสบการผลิต ROS ท่ีมาก
เกินไป อาจทําใหเกิดความเสียหายท่ีสําคัญตอเซลล ซึ่งอาจนําไปสูความเสียหายของดีเอ็นเอและกอใหเกิดการ
กลายพันธุ (Lonkar and Dedon, 2011) ในการทดลองครั้งนี้พบวาเมื่อเล้ียงเซลล RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุนให
เกิดการอักเสบดวย LPS รวมกับฮีโมโกลบิน ระดับการแสดงออกของ Catalase มีคาลดลงเมื่อเทียบกับกลุมเซลลท่ี
ถูกกระตุนการอักเสบดวย LPS เพียงอยางเดียว ผลท่ีไดนี้แสดงใหเห็นวาฮีโมโกลบินสามารถกําจัด ROS ได ดังนั้น
การแสดงออก catalase จึงลดลงเนื่องจากไมจําเปนตองใชอีกตอไป  

Vimentin 
Vimentin เปนโปรตีนเสนใยกลางท่ีถูกตัดออกมาเพื่อตอบสนองตอการกระตุนโดยกระบวนการ apoptosis 

โปรตีนชนิดนี้ถือวามีความสําคัญตอการรักษาความสมบูรณของเซลล เพื่อใหสามารถตานสภาวะเครียดตางๆ ได 
นอกจากนี้ยังมีรายงานวา vimentin มีสวนรวมในกระบวนการเคล่ือนยายของเซลล (cell migration processes) 
ในกรณีท่ีเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อและเซลล cell migration ถือวามีบทบาทสําคัญในกลไกการปองกัน เชน 
การรักษาบาดแผล การอักเสบ และการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกัน (Chernoivanenko et al., 2013) ในการ
ทดลองครั้งนี้ไดพบการแสดงออกของ vimentin ลดลงเมื่อเล้ียงเซลลท่ีถูกกระตุนดวย LPS รวมกับฮีโมโกลบิน ซึ่ง
หมายความวาการแสดงออกของ vimentin ลดลงเมื่อการอักเสบภายในเซลล RAW 264.7 ลดลงเนื่องจาก
ฮีโมโกลบิน  

จากท่ีกลาวมาขางตนพบวาเลือดจระเขสายพันธุไทยมีฤทธิ์ในการปองกันเซลลจากสภาวะเครียด
ออกซิเดชันในเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังของมนุษย (BJ) ไดอยางมีประสิทธิภาพ ดวยการปองกันเซลล BJ จาก
กระบวนการ apoptosis ท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําของ H2O2 นอกจากนี้ยังพบวาเลือดจระเขนั้นยังมีฤทธิ์ในการลด
การอักเสบท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลแมคโครฟาจ (RAW 264.7) เมื่อถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS และ        
P. acnes ไดเชนเดียวกัน โดยพบวาฮีโมโกลบินสามารถลดระดับของ NO IL6 และ TNF-α ซึ่งเปนสารส่ือกลางการ
อักเสบได ซึ่งคาดวาการลดลงของสารเหลานี้ อาจเกิดจากเลือดจระเขเขาไปควบคุมระดับการแสดงของสาร
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ส่ือกลางการอักเสบเหลานี้ในระดับยีน และยังพบวาเลือดจระเขยังสามารถลดการเกิดกระบวนการ apoptosis 
ภายในเซลล RAW 264.7 เมื่อเซลลไดรับการอักเสบดวย ดังนั้นจากองคความรูท่ีไดในครั้งนี้ แสดงใหเห็นอยาง
ชัดเจนวาโปรตีนหรือเปปไทดท่ีเปนองคประกอบในเลือดจระเขมีบทบาทสําคัญในกระบวนตานอนุมูลอิสระและ
ตานการอักเสบไดอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งถือไดวาเปนประโยชนอยางมากในแงของการตอยอดงานวิจัย เพื่อนํามา
พัฒนาเปนอาหารเสริมสุขภาพ หรือยาตานอักเสบท่ีมีผลขางเคียงนอย และยังเปนการเพิ่มมูลคาใหกับอุตสาหกรรม
การเพาะเล้ียงจระเขในประเทศไทยใหสามารถนําทรัพยากรของประเทศมาใชประโยชนไดอยางสูงสุด   
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ABSTRACT

To elucidate the antioxidant activity of  Crocodylus siamensis (C. siamensis) blood
components on BJ human skin fibroblasts, hydrogen peroxide (H

2
O

2
), a reactive oxygen

species (ROS) causing cellular injury associated with the induction of numerous diseases,
was selected as the oxidant in this research. Using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide solution (MTT) assay, C. siamensis blood components were found
to exhibit no cytotoxicity on BJ cells. However, the oxidative damage induced by 500 μM
H

2
O

2
 to BJ cells led to a significant reduction of cell growth. A pronounced protective

effect against this damage was observed upon pre-incubation of  the cells with 25, 50 and
100 μg/ml of each C. siamensis blood component for 1 h prior to H

2
O

2
-exposure. The highest

potential to preserve cell viability was found for C. siamensis hemoglobin (cHb) (89.0%).
When observed by visible light microscopy, BJ cells exposed to H

2
O

2
 displayed diverse

morphological alterations, including decreased cell density, cell shrinkage and loss of  typical
fibroblast appearance. In contrast, BJ cells pre-incubated with C. siamensis blood components
remained largely intact after exposure to H

2
O

2
. It could further be shown that treatment

with C. siamensis blood components did not exhibit any cytotoxic effect on human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC). To evaluate if  the protective effect of  cHb against
H

2
O

2
-induced damage to fibroblast cells is correlated to cellular apoptosis, annexin V-FITC/

PI-staining flow cytometry analysis was conducted. The collected data clearly demonstrate
that H

2
O

2
 induces apoptosis in human skin fibroblast cells, which was evidently decreased by

pre-treatment with cHb. It is therefore concluded that C. siamensis blood components possess
a great potential to inhibit H

2
O

2
-induced oxidative damage in BJ human skin fibroblast cells.
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1. INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS) are a
group of reactive molecules or free radicals
derived from molecular oxygen [1]. ROS
include not only free radicals, such as the
superoxide anion (O

2
•-) or hydroxyl radical

(•OH), but also non-radical molecules, such
as hydrogen peroxide (H

2
O

2
) and singlet

oxygen (1O
2
) [2]. Several ROS are continuously

generated under normal physiological
conditions during mitochondrial electron
transport in organisms that rely on aerobic
respiration or oxidoreductase-mediated
metabolism [3]. Additionally, free radicals
may be released during peroxisomal fatty
acid metabolism and phagocytosis by
phagocytic cells, such as macrophages [3].
During normal aerobic respiration, low levels
of ROS are generated to regulate numerous
signal transduction processes necessary
for cellular homeostasis [2]. At excessive
concentrations, however, ROS lead to
elevated oxidative stress in cells, which may
cause severe damage to DNA, proteins
and lipids. Consequently, pronounced
oxidative stress supports the pathogenesis
of various degenerative disorders,
including carcinogenesis, neurodegeneration,
atherosclerosis, diabetes, inflammation and
aging [3-6]. Moreover, numerous studies
have identified ROS as a cause of several
skin diseases [2, 7, 8].

The skin is the largest interface body
organ and acts as a guard to prevent harmful
effects of temperature, damaging ultraviolet
radiation from sunlight, exogenous chemicals
and bacterial infections [2, 8]. Oxidative stress
induced by excessive ROS production in the
skin may induce a variety of clinical conditions,
including skin aging, inflammatory skin
disorders and carcinogenesis [7]. Thus, natural

Keywords: antioxidant, apoptosis, crocodile, hydrogen peroxide, peripheral blood mononuclear
cell, plasma, serum, leucocyte, fibroblast

bioactive compounds that display antioxidant
activity while showing relatively low incidences
of detrimental side effects are of significant
interest for the prevention and treatment of
negative effects arising from oxidative stress.

Crocodile blood represents a rich and
valuable source for bioactive compounds of
natural origin. Scientific research covering
potential applications for crocodile blood is
predominantly focused on the utilization as
treatment or supplement for human health.
Notable examples are the application as
alternative antibiotics and artificial blood
products [9]. Moreover, traditional Chinese
medicine uses crocodile blood and other
components, such as oil, bile and gall bladder
to treat a broad variety of ailments in patients,
ranging from bronchitis, coughing, allergy,
skin problems, high blood pressure
and cancer [9]. With regard to our previous
studies about blood of the Siamese crocodile
(C. siamensis), we found potent antimicrobial
property in all investigated components,
including serum [10], plasma [11, 12],
hemoglobin (Hb) [13] and white blood cell
extract (WBC) [14]. In addition, these blood
components were shown to exhibit promising
anti-cancer, anti-inflammatory and antioxidant
activity [15-18]. With respect to their
antioxidant properties, C. siamensis blood
components displayed high activity in
ABTS (2,2′-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonic acid)) radical scavenging, DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical
scavenging, nitric oxide scavenging, hydroxyl
radical scavenging and linoleic peroxidation
assays. Among the investigated blood
components, cHb and WBC were found to
possess the highest antioxidant activity.
Furthermore, we discovered that C. siamensis
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blood components contain several proteins
or peptides with antioxidant activity [13, 15,
18, 19], which strongly suggests a potential
application as novel natural antioxidants,
especially useful as skin care products.

Therefore, to the best of our knowledge,
the present work constitutes the first report
covering antioxidant effects of C. siamensis
blood components against H

2
O

2
-induced

oxidative stress in BJ human skin fibroblast
cells.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Crocodile Blood Collection
Crocodile (C. siamensis) blood was

purchased from Sriracha Moda Farm., Ltd.,
Chon Buri, Thailand. As previously described,
crocodile blood samples were withdrawn
from the supravertibral branch of the internal
jugular vein of crocodiles aged between 1-3
years. In order to preserve the crocodile whole
blood, one fraction of crocodile blood was
transferred into a bottle containing EDTA
(8 mg/ml) while the other fractions were
transferred into 15-ml conical tubes without
any anticoagulant for crocodile serum
collection. Afterwards, all blood samples were
stored overnight at 4 °C. Serum was obtained
after induction of complete blood clotting
by centrifugation at 2,000 × g for 10 min in a
refrigerated centrifuge. Plasma, white blood
cells (WBCs) and red blood cells (RBCs)
were collected individually after the cells in
the whole blood sample were allowed to
settle in the top (liquid), middle (buffy coat)
and bottom layers of  the bottle, respectively.
The obtained plasma and serum were kept
at -70 °C until further use [15, 17, 18],
while RBCs and WBCs were used as starting
material for the extraction of the other
C. siamensis blood components.

2.2 Extraction of Crocodile Hemoglobin
Crocodile hemoglobin (cHb) was

extracted from RBCs according to previously
reported methods [13, 17-19]. Briefly,
centrifugation at 3,000 × g for 5 min was
performed after RBCs were washed with
ice-cold phosphate buffer saline (PBS), pH
7.0, for three times. After centrifugation, the
pellet cells were lysed by adding ice-cold
distilled water and incubated for 10 min. cHb
in the supernatant was obtained after
centrifugation at 10,000 × g for 20 min and
then kept at -70 °C until use.

2.3 Extraction of Crocodile White Blood
Cells

White blood cells (WBCs) were extracted
as previously described [14, 15]. Briefly,
WBCs were washed at least three times
with PBS buffer, pH 7.0. After centrifugation
at 5,000 × g for 10 min, the pellets were
re-suspended in 10% acetic acid solution
(v/v). The suspended WBCs were extracted
by homogenization on ice for 5 min. After
that, the homogenate was centrifuged at
12,000 × g for 30 min in a refrigerated
centrifuge. The supernatant was collected
and the acetic acid was removed by a
SpeedVac concentrator. The WBC extract
was finally dissolved in PBS buffer to yield
cWBC.

2.4 Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis

The protein profile of crocodile blood
components, including plasma, serum,
cHb and cWBC, was analyzed by 13.5%
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). Therefore,
equal concentration (5 μg/μl) of each blood
component was loaded onto the gel. A low
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molecular weight kit was run alongside as a
standard marker containing six proteins:
Phosphorylase b, 97 kDa; albumin, 66 kDa;
ovalbumin, 45 kDa; carbonic anhydrase,
30 kDa; trypsin inhibitor, 20.1 kDa and
α-lactalbumin, 14.4 kDa (GE Healthcare,
Sweden). The proteins were visualized as a
pronounced band on SDS-PAGE with
Coomassie brilliant blue R-250.

2.5 Cell Culture
Human skin fibroblast (BJ) cells were

purchased from ATCC CRL-2522, Rockville,
MD, USA. BJ cells were cultured in an Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM),
supplemented with fetal bovine serum
(FBS) and antibiotic:antimycotic (Gibco, USA)
with a final concentration of 10% and
1%, respectively, in order to create an
appropriate culture medium. Cell incubation
was performed in a humidified atmosphere
of 5% CO2

 at 37 °C.

2.6 Isolation of Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC)

Whole blood from healthy humans
was obtained from Blood Transfusion Center
Faculty of Medicine Khon Kaen University
(ethical approval number HE601010).
PBMCs were isolated from whole blood
using Ficoll-Paque (GE Healthcare, Sweden).
Blood was diluted with PBS (1:1) and
carefully layered on Ficoll medium. Then,
centrifugation was performed at 400 × g
for 40 min at 22 °C. The layer containing
the PBMC was carefully transferred to new
15-ml conical tubes. The remaining red
blood cells were lysed with lysis solution
(155 mM NH

4
Cl, 10 mM KHCO

3
 and 0.1

mM EDTA). Afterwards, centrifugation was
performed at 400 × g for 10 min at 22 °C
and the supernatant was discarded carefully
without disturbing the resulting cell pellet.
PBMCs were then washed twice with PBS

and re-suspended in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% heat-inactivated
FBS and 1% antibiotic:antimycotic (Gibco,
USA). The cell suspension was adjusted to
contain 2 × 105 cells/well for subsequent MTT
analysis.

2.6 MTT Cell Viability Assay
The BJ cells were plated at a density of

1 × 104 cells/well into 96-well tissue culture
plates and allowed to adhere by culturing
in EMEM supplement with 10% FBS.
Cell incubation was performed in a
humidified atmosphere containing 5% CO

2

at 37 °C. In cell viability experiments, the
culture medium was replaced with the same
medium supplemented with (0-500 μg/ml)
of C. siamensis plasma, serum, cHb or cWBC.
In the case of PBMC, cells at a density of
2 × 105 cells/well were immediately plated
into 96-well tissue culture plates after
cell isolation, followed by adding 25, 50,
and 100 μg/ml of each blood component
(C. siamensis plasma, cHb, or cWBC). After
24 h incubation, BJ or PBMC cell viability
was evaluated using the MTT assay by addition
of  150 μl of  MTT solution (MTT, 0.5 mg/
ml in EMEM) to each well. Incubation for
4 h at 37 °C in a humidified atmosphere
was performed to ensure that living cells
with active metabolism are able to convert
MTT into a purple colored formazan
product, precipitating inside the cells.
Afterwards, the formazan product was
solubilized by addition of 100 μl of dimethyl
sulfoxide (DMSO) and gently tapping or
shaking for 1 - 2 min. Then, the absorbance
of  each well was determined at 550 nm
using a micro plate reader, and the cell
viability was evaluated by comparing the
measured absorbance with the absorbance
of  untreated cells. All experiments were
repeated at least three times.
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2.7 H
2
O

2
-Induced Oxidative Stress Assay

The assessment of H
2
O

2
-induced

oxidative stress on BJ human skin fibroblast
cells was carried out according to methods
reported previously [20, 21] with slight
modifications. BJ cells were seeded into
96-well plates at a density of 1 × 103 cells/
well. The pre-treatment with crocodile blood
components was initiated 24 h after seeding,
employing 25, 50, and 100 μg/ml of each
blood component (plasma, serum, cHb,
and cWBC). After pre-treatment with
defined concentrations of crocodile blood
components for 1 h, the cells were exposed
to 500 μM of H

2
O

2
 for 24 h and their

viability was assessed by the MTT assay as
described earlier.

A microscopic technique was used to
assess the antioxidant activity of the crocodile
blood components. Therefore, BJ cells
(1 × 105 cells/well) were plated into 24-well
plates and allowed to attach overnight.
Afterwards, the cells were pre-treated with
defined concentrations of crocodile blood
components for 1 h, followed by incubation
in the presence of 500 μM H

2
O

2
 for 24 h.

Then, the medium was emptied and washed
twice with PBS, and the cells were fixed
with 10% neutral buffered formalin for
10 min. The cell morphology was examined
after staining with Wright-Giemsa under a
light microscope. Untreated cells and cells
treated with H

2
O

2
, which were cultured

under the same condition, were used as
controls.

2.8 Flow Cytometric Apoptosis Assays
Apoptotic rates were evaluated using a

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
annexin V/propidium iodide (PI) double
staining method (BioLegend, San Diego,
CA) in conjunction with  a flow cytometer
[22]. The fibroblast cells were seeded at a
density of 1 × 105 cells/well in 12-well plates

and allowed to attach overnight. Afterwards,
pre-treatment with cHb at concentrations of
25, 50 and 100 μg/ml for 1 h was performed,
followed by exposure to 500 μM of H

2
O

2

for 24 h. Adherent cells were collected
and washed twice with ice-cold PBS
before resuspension in binding buffer at a
concentration of 1 × 105 cells/ml. Then,
100 μl of cell suspension were transferred
into a 5-ml polystyrene round-bottom tube
and labeled with 5 μl of  annexin V-FITC
and 10 μl of PI. The cell solution was gently
stirred and incubated for 15 min at room
temperature in the dark. Immediately,
after addition of 400 μl binding buffer to
each tube the mixture was analyzed on a
BD FACSCanto II flow cytometer (BD
Biosciences, USA).

2.9 Statistical Analysis
All results are expressed as means ±

standard deviation (SD). Analysis of variance
was performed for the MTT-based assay of
H

2
O

2
-induced oxidative stress, which was

conducted with 3 replications and the least
significant difference (LSD) was used to
compare means. The difference between
groups of data from flow cytometry assay
(apoptosis) was analyzed by one-way analysis
of  variance (ANOVA followed by Dunnett’s
test). Statistical significance was accepted at
P < 0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Protein Profile of C. siamensis Blood
Components

In order to elucidate the molecular mass
distribution profile of C. siamensis blood
components (plasma, serum, cHb and
cWBC), 13.5% SDS-PAGE was used for the
measurement (Figure 1). The derived results
were consistent with previous reports stating
that most protein bands of crocodile plasma
are associated with a molecular mass of over
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27 kDa. Major protein bands were found at
around 66 and 120 kDa, which correspond
to albumin and gamma globulins, respectively
[18]. Moreover, the profile of crocodile
serum was found to be very similar to that
of crocodile plasma, although the serum
contained more protein bands between 14
kDa and 15 kDa. In addition, the protein
profile of cHb also coincided with earlier
observations [18, 19]. Two major bands of
α- and β-cHb were observed in the cHb
profile around 14 and 15 kDa, respectively,
while additional faint bands representing
dimeric forms of  cHb were found at around
28 kDa and 30 kDa. As described by

Theansungnoen et al. and Phosri et al. [15, 18],
cWBC contains several proteins that can be
divided into two groups with respect to
protein size: The first group containing
proteins of more than 14 kDa, and another
group with a molecular mass lower than
14 kDa. The collected data further indicate
that the derived C. siamensis blood components
contained all major proteins as previously
reported, even though they were obtained
from different of  batches (lots). Furthermore,
it was determined that all blood components
may still retain their normal biological
functions, allowing the use of the samples in
further studies.

3.2 Cell Viability/Cytotoxicity
In order to test the anticipated protective

properties of C. siamensis blood components
against H2

O
2
-induced oxidative damage in

BJ cells, the MTT assay was used for the
screening of potential effects on the viability
of the cells, as well as for cytotoxicity
assessment. The MTT assay constitutes an
enzyme-based technique widely used in both
cell viability and cytotoxicity tests, which

relies on the conversion of MTT into a purple
colored formazan product, mediated by a
specific mitochondrial reductase only present
in living cells. Consequently, a complete loss
of  MTT conversion ability is observed upon
cell death, resulting in clear distinction between
living and dead cells and thus allowing an
assessment of cell viability by measurement
of  the formazan-specific absorbance [23].
Herein, we provide evidence that none of

Figure 1. Protein profile of  C. siamensis blood components derived by 13.5% SDS-PAGE.
Equal concentrations of each sample at 5 μg/ml were used for this experiment. lane 1 (Marker):
low molecular weight protein marker, lane 2: plasma, lane 3: serum, lane 4 (cHb): hemoglobin,
lane 5 (cWBC): crude white blood cell extract.
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the C. siamensis blood components displayed
considerable cytotoxic effects toward BJ cells
after treatment with defined concentrations
for 24 h, as visible from the high percentage
of cell viability (Figure 2). Cell viability
was calculated in comparison to untreated
BJ cells, which were considered to represent
100% viability. The highest reduction in
cell viability was found for crocodile serum,

with values not exceeding 20%, while other
blood components showed only negligible
reductions in cell viability, ranging from
5-9%. These results guaranteed that none of
the C. siamensis blood components in a range
of 25-100 μg/ml exhibited cytotoxic effects
toward BJ cells, and, in consequence,
similar doses were used in the following
experiments.

Figure 2. Cell viability/cytotoxicity of C. siamensis blood components analyzed using the
MTT assay. BJ cells at a density of  1 × 104 cells/well were cultured overnight in a 96-well plate
and then co-incubated with C. siamensis blood components at defined concentrations ranging
between 0-500 μg/ml for 24 h before assessment by the MTT assay. (a) plasma, (b) serum, (c)
hemoglobin (cHb) and (d) crude white blood cells extract (cWBC). Each result was expressed
as mean ± SD.

3.3 Protective Effects of C. siamensis
Blood Components on H

2
O

2
-Induced

Oxidative Stress in BJ Cells
H

2
O

2
-mediated induction of oxidative

stress in cell culture models has been
utilized in numerous studies as a powerful
methodology for the discovery of  novel,
naturally derived antioxidant compounds
[6, 20, 21, 24]. H

2
O

2
 is generally considered

the most important ROS and acts further as a
precursor for numerous other ROS with the
potential to induce severe cellular injury,
consequently leading to the occurrence of a

variety of diseases related to free radicals
[20, 25]. In recent research, statistical tests
revealed that a concentration of 500 μM H

2
O

2

is sufficient to induce significant cytotoxicity
to BJ cells. Hence, a reduction of  cell viability
by approximately 50% was observed for BJ
cells in the MTT assay (Figure 3). However,
pre-treatment with 25, 50 and 100 μg/ml of
each C. siamensis blood component for 1 h
before exposition to H

2
O

2
 decreased the

observed cell toxicity significantly (Figure 3a,
c, d) in all cases, except for serum treated
cells (Figure 3b). The elevated cell viability of
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BJ cells after pre-treatment was found to range
between 60.7-66.0% for plasma (Figure 3a),
48.5-52.9% for serum (Figure 3b), 83.4-89.0%
for cHb (Figure 3c), and 67.2-71.8% for
cWBC (Figure 3d), respectively. Consistent
with earlier reports [18], the highest potential
to elevate cell viability was observed for

cHb-treated cells (89.0%). In contrast, serum
treatment exhibited the lowest protective
effects against H

2
O

2
-induced oxidative

damage (48.5%), indicating that C. siamensis
serum has little to no potential to enhance
cell viability with respect to H

2
O

2
-induced

cytotoxicity.

Figure 3. Effects of C. siamensis blood components on H
2
O

2
-stimulated oxidative stress in BJ

cells. Data were reported as viability of  cells either pre-incubated with defined concentrations
of  each C. siamensis blood component only, or co-cultured with H

2
O

2
. (a) plasma, (b) serum,

(c) hemoglobin (cHb) and (d) crude white blood cells extract (cWBC). Each value is shown as
the mean ± SD. Different letters on the top of  the bar represent statistically significant differences
(P < 0.05).

A number of examples for in vitro
antioxidant activity of C. siamensis blood
components have recently been reported
[13, 15, 18, 19]. Crocodile plasma was found
to be potent in suppressing ABTS (13.62%)
and hydroxyl (57.27%) radicals [18], while
cHb and cWBC inhibited linoleic peroxidation
(68.7% for cHb and 78% for cWBC) and
displayed antioxidant activity against DPPH
(47.3% for cHb and 38% for cWBC), ABTS
(24.88% for cHb and 40.18% for cWBC)
and NO radicals (40.58% for cHb and 33.6%
for cWBC) [15, 18, 19]. However, no data
for antioxidant activity of crocodile serum

have been reported up to date. According
to this information, it is plausible to conclude
that cHb and cWBC bear a high potential
to alleviate H

2
O

2
-induced intracellular damage

of BJ cells, owing to their excellent capability
to inhibit a variety of  in vitro free radicals.

Zilinskas et al. [26] reported a higher
antioxidant capacity for blood plasma in
patients with periodontitis than for plasma
in healthy individuals, while the antioxidant
capacity of  serum was found to be lower.
Therefore, the antioxidant properties of
C. siamensis plasma might be related to the total
antioxidant capacity of several enzymes
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(superoxide dismutase, catalase, and
glutathione peroxidase) present within the
plasma. Previous work covering cHb
indicated that the antioxidant activity of
proteins might be exerted by specific domains
or functional groups in each subunit that
could act as electron donors, eventually
leading to the termination of  radical chain
reactions. Examples include aliphatic and
aromatic hydrophobic amino acid residues
(Valine, Leucine, Proline, Histidine or Tyrosine)
[13, 19]. In analogy, Theansungnoen et al.
revealed that cWBC contain several peptides
which were presumed to be responsible for
their antioxidant properties [15]. The activity
of these peptides was attributed to the
presence of basic amino acids, such as
Lysine and Arginine, and protonated amino
acids, including Asparagine, Glutamine and
Threonine [15], which were proposed to
inhibit free radicals by proton donation
[15, 27].

Morphological changes of BJ cells were
observed under a light microscope after
pre-treatment with defined concentrations of
C. siamensis blood components, followed by
incubation with H

2
O

2 
(Figure 4).

 
Compared

with healthy BJ cells (untreated), cells exposed
to 500 μM H

2
O

2
 displayed morphological

changes similar to previously reported
observations [20, 21, 28]. The alterations
of  cell morphology included a decrease
of  cell density, cell shrinkage and loss of
typical fibroblast appearance. However,
upon pre-incubation with C. siamensis blood
components, the BJ cells remained intact
and retained the typical fibroblast shape
after H2

O
2
-exposure. Furthermore, the

distribution of cells on a 24-well culture plate
was found to be normal and homogeneous.
It is noteworthy that serum treatment resulted
in the lowest observable cell density, thus
supporting our previous assertion that
C. siamensis serum does not have the potential

to elevate cell viability toward H
2
O

2
-induced

cytotoxicity.

Figure 4. Light microscope photographs of
BJ cells under H

2
O

2
-induced oxidative stress.

Investigation of the ability of individual
C. siamensis blood components to prevent
oxidative damage to BJ cells was carried out
by pre-incubation with defined concentrations
of each C. siamensis blood component for 1 h
and subsequent co-culturing with H

2
O

2
.

Healthy (untreated) cells and cells treated with
500 μM H

2
O

2
 were used as controls.

3.4 Cytotoxicity of C. siamensis Blood
Components on Human PBMC

Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) belong to a population of immune
cells characterized by a round nucleus, such
as lymphocytes, monocytes or macrophages.
These blood cells are an important
component of the immune system and
help combatting infection and adapting
to pathogenic intruders. Extraction of  PBMCs
from whole blood can be performed using
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Ficoll, which facilitates the separation of the
individual blood layers formed by gradient
centrifugation. Using this technique, the blood
will be partitioned into a top layer consisting
of the plasma, followed by a lower layer of
PBMCs and a fraction of polymorphonuclear
cells (such as neutrophils and eosinophils)
and, finally, a bottom layer containing the
erythrocytes [29]. PBMCs are widely used in
research as well as for clinical or toxicological
applications [30]. Therefore, a cytotoxicity
assay was performed in order to elucidate
safe treatment concentrations of C. siamensis
plasma, cHb and cWBC by which no toxic
effects on PBMC cells were observed after

24 h of incubation. The cytotoxicity results
demonstrated that all C. siamensis blood
components were safe within the investigated
concentration range and induced no toxicity
to human PBMC immune cells. Moreover,
the PBMC population was found to exhibit
enhanced cell proliferation in response to
25-100 μg/ml of either C. siamensis plasma,
cHb or cWBC (Figure 5). Taken collectively,
these results imply that the investigated
C. siamensis plasma, cHb and cWBC contain
substances with antioxidant activity,
which were considered non-toxic for
human PBMC cells over a broad range of
concentrations.

Figure 5. PBMC cells cytotoxic assay. PBMC cells were isolated from whole blood of  healthy
humans using Ficoll-Paque (GE Healthcare, Sweden). A cell suspension of 2 × 105 cells/well
was seeded in 96-well plates and different quantities (25-100 μg/ml) of C. siamensis blood
components were added. The impact of the individual C. siamensis blood components on the
cell viability was assessed after treatment for 24 h using the MTT assay. (a) plasma, (b) hemoglobin
(cHb) and (c) crude white blood cells extract (cWBC).
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3.5 Apoptosis
Apoptosis refers to the process of

programmed cell death, which ensures
effective cellular disposal in response
to development anomalies and specific
environmental conditions. The ability of
cells to undergo apoptosis can be induced
by diverse stimuli, common signaling
mediators and ROS (i.e. H

2
O

2
). In this

context, H
2
O

2 
has been shown to be capable

of inducing apoptosis [24, 31]. Hence,
inhibition of apoptosis was considered as a
plausible mechanism explaining the protective
effects of C. siamensis blood on H

2
O

2
-induced

oxidative stress in human skin fibroblast cells.
Among all crocodile blood components,
cHb represents the most abundant constituent
and showed the strongest ability to protect
cells from H

2
O

2
-induced oxidative damage.

Therefore, cHb was chosen to represent

C. siamensis blood in the apoptosis assay used
in the present study. The results demonstrated
that 500 μM H

2
O

2
 induced significant

oxidative stress-related apoptosis as shown
in Figure 6. The induction of early apoptosis,
as defined by Annexin V positive but
PI-negative staining, was determined as
14.5% increase compared to untreated cells.
Late apoptosis (both Annexin V and PI
positive) was significantly increased by
32.3%, exceeding the degree of early
apoptosis. Notably, no significant increase in
either early or late apoptosis could be seen
when human skin fibroblast cells were
pre-treated with cHb at a concentration of
25, 50 or 100 μg/ml. Therefore, the data
demonstrate that C. siamensis blood has the
potential to protect cells from oxidative
damage induced by H

2
O

2
 via inhibition of

cellular apoptosis.

Figure 6. Protective effects of cHb on H
2
O

2
-induced apoptosis analysed by Annexin

V-FITC/PI flow cytometry. A cell suspension of  1 × 105 cells/well was seeded in
12-well plates and different concentrations (25-100 μg/ml) of cHb were added. After a 1 h
incubation period, cells were exposed to 500 μM H

2
O

2
 for 24 h and labeled with annexin

V-FITC/PI. The apoptosis rate was measured immediately after H
2
O

2
-stimulation by

flow cytometry. Results are presented as mean ± SD. *, P < 0.05, significantly different
from control by one-way ANOVA.



12 Chiang Mai J. Sci. 2017; 44(X)

CONCLUSION

The present study provides strong
evidence that C. siamensis blood components
confer a pronounced protective effect
against oxidative cellular stress, while
showing no adverse effects on BJ skin
fibroblast cells. All collected data clearly
demonstrate that pre-treatment with
C. siamensis plasma, cHb or cWBC 1 h prior
to H

2
O

2 
exposure attenuates H

2
O

2
-induced

cytotoxicity in BJ cells. Moreover, incubation
with C. siamensis plasma, cHb and cWBC in
over a broad concentration range for 24 h
did not exert any toxic effect on human
PBMC immune cells. Flow cytometry
measurements proved that H

2
O

2
 induces the

apoptosis of human skin fibroblast cells,
which could be evidently attenuated by
pre-treatment with cHb. Therefore, the
collected results in this study provide a
well-founded rationale for the utilization of
C. siamensis blood components as valuable
natural resource in the development of skin
therapeutic products.
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