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จกัรนารายณเ์ป็นพืชสมุนไพรขนาดเล็กที่พบไดม้ากในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ จีน 

และแอฟรกิา มีการศกึษาทางวิทยาศาสตรห์ลายงานรายงานวา่สารสกดัจากจกัรนารายณม์ีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ 
ลดความดนัโลหิต ตา้นมะเร็ง ลดระดบัน า้ตาลในกระแสเลือด รวมทัง้ มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ในขณะที่โรคปริ
ทนัตอ์กัเสบ เป็นโรคการอกัเสบเรือ้รงัที่เกิดจากการก่อเชือ้แบคทีเรยีก่อโรคปริทนัตแ์ละมีความเก่ียวขอ้งกบัโรค
ทางระบบร่างกายหลายชนิด การศึกษาครัง้นี ้มีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของสารสกัดจักรนารายณ์ต่อการ

แสดงออกของทเูมอรเ์นคโครซิสแฟกเตอร ์แอลฟา (TNF-α) และอินเตอรล์วิคิน-1 เบตา (IL-1β) ในระดบั mRNA 
ในเซลลแ์มคโครฟาจหนทูี่ถกูกระตุน้ดว้ยไลโปโพลีแซคคาไรด์ (LPS) ของเชือ้แอกกริเกทิแบกเทอร ์แอกทิโนไมซี
เทมคอมิแทนส ์(A.a.) ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคปริทันต์ การสกัดใบจักรนารายณ์ที่ใช้ในการศึกษาครัง้นีเ้ตรียมดว้ย
วิธีการสกดัโดยใชน้ า้เป็นตวัท าละลายก่อนน ามาทดลองกบัเซลลแ์มคโครฟาจหนทูี่ถกูกระตุน้ดว้ย  LPS และสาร
สกดัใบจกัรนารายณท์ี่ความเขม้ขน้ 25 50 100 250 500 และ 1,000 ไมโครกรมัต่อมิลลิลติร เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

จากนัน้น าเซลลไ์ปวิเคราะหก์ารแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดับ mRNA ดว้ยวิธี quantitative RT-
PCR และศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดจักรนารายณท์ี่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อเซลล ์ดว้ยวิธี Cell Counting 
Kit-8 (WST-8) ผลการศึกษา พบว่า สารสกัดใบจักรนารายณ์ที่ความเขม้ขน้ระหว่าง  10 - 250 ไมโครกรมัต่อ
มิลลลิิตร ไม่เป็นพิษตอ่เซลลแ์มคโครฟาจหนู เมื่อพิจารณาผลของสารสกดัใบจกัรนารายณต์อ่การแสดงออกของ

ระดบั TNF-α และ IL-1β พบว่า แมส้ารสกดัจกัรใบนารายณเ์พียงอย่างเดียวไม่ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนของระดบั  

TNF-α และ IL-1β เมื่อเทียบกลุม่ควบคมุ แตส่ารสกดัใบจกัรนารายณท์ี่ความเขม้ขน้ 100 และ 250 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการแสดงออกของ  TNF-α และ IL-1β ในเซลลท์ี่ถูกกระตุ้นด้วย  LPS ของเชื ้อ 
A.a. อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ สรุปไดว้่า สารสกดัใบจกัรนารายณท์ี่ความเขม้ขน้ 100 และ 250 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบในเซลลแ์มคโครฟาจท่ีถูกกระตุน้โดย LPS ของเชือ้ A.a. และไม่มีความเป็นพิษ
ตอ่เซลล ์
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Gynura procumbens (GP) is a small plant found in Southeast Asia, China, and Africa. 

Several studies have reported that Gynura procumbens extract solution (GPE) has anti-inflammatory, 
antihypertensive, anticancer, antihyperglycemic, and anti-oxidative properties.  Periodontitis is a 
bacterial-induced host-responsive inflammatory disease related to several systemic diseases.  This 

study aimed to investigate the effect of GPE on tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin-1 

beta ( IL-1β)  mRNA expression induced by lipopolysaccharide (LPS)  of a periodontal pathogen in 
macrophages.  The GPE was prepared for investigating its effect on macrophage cells by the 
aqueous extraction technique.  Mice macrophages RAW 264. 7 cells were stimulated by the 
combination of LPS of Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.)  and GPE (25, 50, 100, 250, 

500 and 1,000 μg/mL) for three hours. The cells were collected and analyzed mRNA expression of 

TNF-α and IL-1β by quantitative RT-PCR.  The toxicity of GPE to cells was examined by Cell 
Counting Kit-8 (WST-8) assay. The WST-8 result showed that GPE concentrations between 10 - 250 

μg/mL were biocompatible with RAW 264.7 cells. Although GPE alone does not affect a remarkable 

change in TNF-α and IL-1β levels, we found that GPE ( 100 and 250 μg/ mL)  significantly 

suppressed TNF-α and IL-1β mRNA expression induced by A.a. LPS. In summary, the GPE 100 and 

250 μg/mL presented anti-inflammatory effects on significantly reduced TNF-α and IL-1β mRNA 
levels activated by LPS of A.a. with no toxicity to mice macrophage cells. 

 
Keyword : Periodontitis, Gynura procumbens, Tumor necrosis factor-alpha, Interleukin-1 beta 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
จกัรนารายณเ์ป็นสมุนไพรพืน้บา้นท่ีพบไดม้ากในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้

เช่น ไทย มาเลเซีย และอินโดนีเซีย เป็นตน้ ถกูใชใ้นการประกอบอาหารและเป็นยาพืน้บา้นส าหรบั
อาการเจ็บป่วยหลายประเภทมาเป็นเวลายาวนาน เช่น ลดความดนัโลหิต(1, 2) ลดน า้ตาลในเลือด(3) 
ลดคอเรสเตอรอล (4) บรรเทาอาการอักเสบ (5-10) ป้องกันมะเร็ง (11) ต้านเชื ้อไวรัส (12, 13) เป็นต้น 
ประโยชน์ท่ีหลากหลายดังท่ีกล่าวมาจึงส่งผลให้จักรนารายณ์เป็นพืชท่ีได้รับความสนใจใน
การศกึษาทางวิทยาศาสตรเ์พ่ือหาสารออกฤทธ์ิส าคญั(6-8, 10, 14, 15) ท่ีท าใหจ้กัรนารายณมี์คณุสมบตัิ
ดงักล่าว และพบว่าสมุนไพรจักรนารายณ์มีองคป์ระกอบท่ีเป็นสารส าคญั  2 ชนิด ไดแ้ก่ ฟลาโว
นอยด ์(Flavonoids) ซึ่งเป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิในการตอ่ตา้นอนมุลูอิสระ ปอ้งกนัโรคท่ีเกิดจากการ
ท าลายออกซิเดชนั (Oxidation damage) รวมทัง้ยงัมีความสามารถในการยบัยัง้การอกัเสบ (Anti-
inflammation)(16, 17) และสารประกอบฟีนอล (Phenolic compounds) ซึ่งมีคุณสมบตัิคล้ายคลึง
กับฟลาโวนอยด ์ไดแ้ก่ ฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นมะเร็ง และ ตา้นการอักเสบ (18) การศึกษา
จ านวนหนึ่งพบว่า สารสกัดใบจักรนารายณ์สามารถต่อตา้นการอกัเสบ โดยสามารถลดระดบัทู

เม อ ร์เน ค โค รซิ ส แฟ ก เต อ ร์ แ อ ลฟ า  (Tumor necrosis factor alpha: TNF-α)  ใน เซ ล ล ์
แมคโครฟาจ(7, 9) เซลลต์บัและซีรมัของหนทูดลอง(5) ลดระดบัอินเตอรล์ิวคิน-1 เบตา (Interleukin- 

1 beta: IL-1β)(9) และเพิ่มปริมารการหลั่งสารตา้นการอักเสบ (Anti-inflammation cytokines)(5) 

อีกทั้งยังสามารถออกฤทธ์ิตา้นการอักเสบไดเ้ทียบเท่าสารไฮโดรคอรต์ิโซน (Hydrocortisone) 
ขนาด 6 มิลลิกรมั(19) ถึงแมว้่าปัจจุบนั การใชป้ระโยชนจ์ากสมุนไพรจกัรนารายณย์งัไม่เป็นท่ีรูจ้กั
โดยทั่วไปในประเทศไทย แต่ดว้ยคณุสมบตัิท่ีเป่ียมดว้ยประโยชนอ์นัหลากหลาย ตลอดจนขอ้ดีท่ี
สามารถปลกูเพาะพนัธุไ์ดง้่ายในไทย(15) และมีขอ้มลูว่า ในประเทศจีนไดมี้การพฒันาผลิตภณัฑท่ี์
แปรรูปจากใบจกัรนารายณแ์ละจดสิทธิบตัรแลว้หลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นสเปรยฆ์่าเชือ้ในช่องปาก
(20) เจลลา้งมือ(21) และครีมบ ารุงผิว(22) เป็นตน้  

โรคปริทนัตอ์กัเสบ (Periodontitis) เป็นโรคท่ีมีลกัษณะของการอกัเสบท่ีเรือ้รงั (Chronic 
inflammation) ของอวยัวะปริทนัต ์ก่อใหเ้กิดความเสียหายตอ่เหงือก เคลือบรากฟัน (Cementum) 
เอ็นยึดปริทันต์ (Periodontal ligament) และกระดูกเบ้าฟัน (Alveolar bone) ซึ่งเป็นผลจาก
ภูมิคุม้กันรา่งกายท่ีตอบสนองต่อการติดเชือ้แบคทีเรียก่อโรคปริทนัต ์(Periodontal pathogen) ท่ี
สะสมอยู่ในคราบจุลินทรียท่ี์มากเกิน โดยเฉพาะเม่ือมีการก่อตวัของเชือ้แบคทีเรียก่อโรคปริทนัต์
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ชนิดหลัก ได้แก่ พอรไ์ฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas gingivalis: P.g.) ทรีโพนีมา  
เดนทิโคลา (Treponema denticola: T.d.) แทนเนอเรลลา ฟอรไ์ซเธีย (Tannerella forsythia: 
T.f.) พรีโวเทลลา อิน เตอร์มี เดีย  (Prevotella intermedia: P.i.) และ แอกกริเกทิแบกเทอร ์ 
แอกทิโนไมซีเทมคอมิแทนส ์(Aggregatibacter actinomycetemcomitans: A.a.) เชือ้แบคทีเรีย
ก่อโรคปริทนัตส์่วนมากเป็นเชือ้ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งมีองคป์ระกอบท่ีเป็นพิษตอ่ภูมิคุม้กนั
ร่างกาย ได้แก่ ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (Lipopolysaccharide: LPS) ท าให้ระบบภูมิคุ้มกันของ
รา่งกายถกูกระตุน้ผา่นตวัรบัสญัญาณโทลลไ์ลคร์ีเซปเตอร ์4 (Toll-like receptor 4: TLR4) ท าใหมี้
การตอบสนองเบื ้องต้นโดยการเรียกรวมตัวของเซลล์โพ ลี มอร์โฟนิ วเคลียร์ นิวโทรฟิล 
(Polymorphomuclear neutrophils: PMNs) และเซลลแ์มคโครฟาจ (Macrophage) เพ่ือมาก าจดั
เชือ้โรคโดยการจบักิน (Phagocytes) ในกระบวนการนีจ้ะมีการเหน่ียวน าใหเ้กิดการหลั่งสารส่ือ

การอักเสบหรือไซโตไคน์ (Cytokines) ชนิดต่าง ๆ เช่น  TNF-α และ IL-1β นอกจากนี้ เชื ้อ
แบคทีเรียก่อโรคยงัสามารถเขา้ไปกระตุน้ใหเ้ซลลส์รา้งเสน้ใยเหงือก (Gingival fibroblasts) และ

เซลลส์รา้งกระดกู (Osteoblasts) หลั่ง TNF-α และ IL-1β เพิ่มขึน้ เป็นการส่งเสริมการอกัเสบให้
รุนแรงเพิ่มขึน้ไดอี้กดว้ย(23) 

ปริมาณของ TNF-α และ IL-1β ท่ีถูกหลั่ งเพิ่มขึน้ จะส่งผลให้หลอดเลือดขยายตัว 
กระตุน้เซลลเ์นือ้เย่ือบโุพรง (Endothelial cells) ใหท้  าการเพิ่มจ านวนของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กัน 
เพิ่มการสร้างคีโมไคน์ (Chemokines) จากเซลล์ชนิดต่าง ๆ มีส่วนเก่ียวข้องในการกระตุ้น 
นิวโทรฟิล (Neutrophils) และยังกระตุน้การหลั่งและการท างานของเมทริกซเ์มทัลโลโปรตีเนส 
(Matrix metalloproteinase: MMP) ซึ่งเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการย่อยสลายคอลลาเจนไดด้ว้ย 

ทัง้ TNF-α และ IL-1β จึงมีความเก่ียวขอ้งกับการละลายของกระดกูทางออ้ม โดยไซโตไคนท์ัง้  2 
ชนิดนีจ้ะกระตุน้ให้เนือ้เย่ือปริทันตมี์การอักเสบต่อเน่ือง บีเซลล ์(B-cells) เกิดการหลั่งอิมมูโน
โกลบูลิน อี (Immunoglobulin E: IgE) ออกฤทธ์ิเสริมในการกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจ และ
เหน่ียวน าให้มีการแสดงออกของรีเซ็บเตอร ์แอคทิเวเตอร ์ออฟ นิวเคลียรแ์ฟกเตอร ์แคปปาบี 
(Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B: RANK) จากตน้ก าเนิดของเซลลส์ลายกระดกู 
(Osteoclast progenitor cells) และรีเซ็บเตอร ์แอคทิเวเตอร ์ออฟ นิวเคลียรแ์ฟกเตอร ์แคปปาบี 
ไ ล แ ก น ด์  ( Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand:  RANKL)  จ า ก 
Osteoblasts น าไปสู่กระบวนการสรา้งเซลลส์ลายกระดกู (Osteoclastogenesis) นอกจากนี ้ยัง

พบว่า TNF-α สามารถขดัขวางการพฒันาของ osteoblast ในระยะตา่ง ๆ และเหน่ียวน าให้เซลล์
สรา้งกระดกูเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (Apoptosis) ไดอี้กดว้ย 
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วิธีการรกัษาโรคปริทนัตอ์กัเสบในขัน้แรก ท าไดโ้ดยการขูดหินน า้ลายและการเกลาราก
ฟันเพ่ือก าจัดคราบจุลินทรียแ์ละหินปูนสะสมในช่องปาก ร่วมกับการส่งเสริมการควบคุมคราบ
จุลินทรียแ์ละการรกัษาสุขภาพช่องปากของผู้ป่วย (24) เพ่ือควบคุมการด าเนินของโรคและการ
อกัเสบใหไ้ด ้แต่การรกัษาในขัน้นีไ้ม่สามารถก าจดัเชือ้แบคทีเรียก่อโรคไดท้ัง้หมด โดยเฉพาะเชือ้ 
A. actinomycetemcomitans ท่ีสามารถแทรกตวัซอ่นในเนือ้เย่ือเหงือกเพ่ือหลบหลีกการก าจดัเชือ้ 
มีรายงานว่าการขดูหินน า้ลายและเกลารากฟันไม่สามารถก าจดัเชือ้นีไ้ด ้หรือก าจดัไดน้อ้ย (25) ทัง้นี ้
มีสาเหตุจากขอ้จ ากัดหลายอย่าง เช่น ในดา้นเครื่องมือเกลารากฟันท่ีไม่สามารถเขา้ไปท าความ
สะอาดในบรเิวณรอ่งลึกปริทนัตท่ี์ลกึมากกวา่ 6 มิลลิเมตรได ้จึงตอ้งมีการพิจารณาเสริมการรกัษา
ขัน้ตน้ดว้ยวิธีอ่ืน ๆ เช่น การท าศลัยกรรมปริทนัต ์(Periodontal surgery) หรือการใหย้าปฏิชีวนะ
เพ่ือเสริมผลการรกัษาขั้นต้นจากการขูดหินน ้าลายและเกลารากฟัน (Adjunctive antibiotics 
therapy) เป็นตน้ ยาปฏิชีวนะท่ีใชส้  าหรบัเสริมในการรกัษาโรคปริทันต ์ไดแ้ก่ ยาด็อกซีไซคลิน 
(Doxycycline) ในขนาดต ่า ซึ่งเป็นยาท่ีองคก์ารอาหารและยาแห่งสหรฐัอเมริกาให้การรบัรอง 
อยา่งไรก็ตาม ยาชนิดนีอ้าจท าใหผู้ร้บัประทานมีอาการแพย้า คล่ืนไส ้ทอ้งรว่ง หรือหากมีการใชย้า
ชนิดนี ้ในหญิงตั้งครรภ์อาจท าให้ทารกเกิดอีนาเมล ไฮโปเพลเซีย (Enamel hypoplasia)(26) 
นอกจากนี ้ยาปฏิชีวนะเป็นยาท่ีควรระมดัระวงัในการใช ้เน่ืองจากความกงัวลในเรื่องการดือ้ยาของ
เชือ้แบคทีเรีย ท าใหมี้ความสนใจศกึษาการใชส้มนุไพรซึ่งมีฤทธ์ิชว่ยในการยบัยัง้การอกัเสบและฆ่า
เชือ้แบคทีเรียมาทดแทนการใชย้าปฏิชีวนะเพิ่มขึน้ 

ขอ้มูลจากหลายการศึกษาท่ีแลว้มา แสดงใหเ้ห็นฤทธ์ิของสารสกัดใบจกัรนารายณ์ต่อ

การอกัเสบ โดยสามารถลดระดบั TNF-α IL-1β และเพิ่มปรมิาณสารตา้นการอกัเสบได ้จงึมีความ
เป็นไดว้่าสารสกัดใบจกัรนารายณอ์าจช่วยในการลดการอกัเสบของโรคปริทนัตไ์ด ้อย่างไรก็ตาม 

ยงัไม่ปรากฏผลการศกึษาของสารสกัดใบจกัรนารายณต์่อการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β 
ในเซลลแ์มคโครฟาจหนท่ีูจ าลองใหเ้กิดสภาวะโรคปรทินัตอ์กัเสบโดยการกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้  
A. actinomycetemcomitans ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคปริทนัตท่ี์ส าคญัชนิดหนึ่ง การศึกษานีจ้ึงจดัท าขึน้ 
เพ่ือศึกษาการตอบสนองของเซลลแ์มคโครฟาจท่ีมีต่อสภาวะปริทันตอ์ักเสบเพ่ือเป็นทางเลือก
เพิ่มเติมแทนการใชย้าปฏิชีวนะ หรือช่วยในการควบคมุการอกัเสบซึ่งเป็นเป้าหมายส าคญัในการ
รกัษาโรคปรทินัต ์

ความมุ่งหมายงานวิจัย 
1. เพ่ือตรวจหาความเป็นพิษของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อเซลลแ์มคโครฟาจ และ

ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการลดระดบัการอกัเสบในเซลลแ์มคโครฟาจ 
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2. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อการแสดงออกของ TNF-α ในเซลล ์
แมคโครฟาจหนท่ีูถกูกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบโดย LPS ของเชือ้ก่อโรคปรทินัต ์

3. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อการแสดงออกของ IL-1β ในเซลล ์
แมคโครฟาจหนท่ีูถกูกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบโดย LPS ของเชือ้ก่อโรคปรทินัต ์

ความส าคัญของการวิจัย 
ผลการศึกษาฤทธ์ิในการตา้นอกัเสบของสารสกัดใบจกัรนารายณท่ี์ไดจ้ากการวิเคราะห์

การแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดบั mRNA ของเซลลแ์มคโครฟาจ RAW 264.7 จาก
การศึกษานีจ้ะสามารถน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ ์หรือแนวทางการรกัษาเพิ่มเติม โดยใชเ้สริม
จากการรกัษาโรคปริทันตข์ัน้ตน้ดว้ยการขูดหินปูนและเกลารากฟัน เพ่ือช่วยควบคุมการอักเสบ
และมีการหายท่ีดีขึน้ 

ขอบเขตของการวิจัย 
ประชากรที่ใช้ในการวิจัย 

การศกึษาครัง้นี ้มีวตัถุประสงคเ์พ่ือศกึษาผลของสารสกดัจากใบจกัรนารายณต์อ่การ
ยับยัง้การอักเสบท่ีเก่ียวขอ้งกับโรคปริทันต์ จึงมีการเลือกกลุ่มประชากรในการศึกษาเป็นเซลล ์
แมคโครฟาจ ซึ่งเป็นเซลลข์องระบบภมูิคุม้กนัท่ีท าหนา้ท่ีส าคญัในกระบวนการเกิดโรคปริทนัต ์โดย
เซลล์ไลน์แมคโครฟาจ ชนิด RAW 264.7 ได้รับมาจาก American Type Culture Collection 
(ATCC) เป็นเซลลแ์มคโครฟาจจากน า้ในช่องท้องของหนู (Mus musculus) มักถูกน ามาใช้ใน
การศกึษาเพ่ือดกูารตอบสนองในระดบัเซลลต์อ่การติดเชือ้อย่างแพรห่ลาย 

กลุ่มตัวอย่างทีใ่ช้ในการวิจัย 
กลุ่มตวัอย่างในการศกึษาครัง้นี ้จะถกูสุ่มจากเซลลท่ี์เก็บรกัษาไวโ้ดยการแชแ่ข็ง โดย

น ามาแบง่เป็น 2 กลุม่เพ่ือศกึษาผลในการตา้นการอกัเสบของสารสกดัใบจกัรนารายณ ์ไดแ้ก่  
กลุ่มควบคมุ คือ เซลลแ์มคโครฟาจท่ีไม่ไดร้บัการกระตุน้จากทัง้ LPS ของเชือ้ก่อ

โรคปรทินัตแ์ละสารสกดัใบจกัรนารายณ ์
กลุ่มทดลอง คือ เซลลแ์มคโครฟาจท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ก่อโรค 

ปริทนัตแ์ละเซลลแ์มคโครฟาจท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ก่อโรคปริทนัตร์ว่มกับสารสกัด
ใบจกัรนารายณ ์

ตัวแปรทีศ่ึกษา 
ตวัแปรอิสระ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของสารสกดัใบจกัรนารายณ ์
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ตวัแปรตาม ไดแ้ก่ 

1. การแสดงออกของ TNF-α ของเซลล์แมคโครฟาจ  RAW 264.7 ในระดับ 
mRNA จากการกระตุน้ดว้ย LPS และสารสกดัใบจกัรนารายณ ์

2. การแสดงออกของ IL-1β ของเซลล์แมคโครฟาจ  RAW 264.7 ในระดับ 
mRNA จากการกระตุน้ดว้ย LPS และสารสกดัใบจกัรนารายณ ์

นิยามศัพทเ์ฉพาะ 
1. ปริทนัตอ์กัเสบ (Periodontitis) หมายถึง โรคท่ีเกิดการอกัเสบเรือ้รงัจากผลของการมี

แบคทีเรียก่อโรคในคราบจุลินทรีย ์ส่งผลใหเ้กิดการท าลายของเนือ้เย่ือท่ีลอ้มรอบฟัน (อวยัวะปริ
ทนัต ์ซึ่งไดแ้ก่ เอ็นยึดปริทนัต ์เหงือก เคลือบรากฟัน และกระดกูเบา้ฟัน) เกิดฟันโยก และน าไปสู่
การสญูเสียฟันในท่ีสดุ 

2. ไลโปโพลีแซคคาไรด ์(Lipopolysaccharide: LPS) หมายถึง ปัจจัยท่ีท าให้เกิดโรค 
(Virulence factor) ของเชือ้แบคทีเรีย มกัพบอยู่ท่ีผนงัเซลลช์ัน้นอกของเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ ซึ่ง
เชือ้ก่อโรคปรทินัตม์กัเป็นแบคทีเรียในกลุม่นี ้

3. ทูเมอรเ์นกโครซิสแฟกเตอร ์แอลฟา (Tumor necrosis factor α: TNF-α) หมายถึง 
ไซโตไคนท่ี์มีบทบาทหนา้ท่ีส าคญัในกระบวนการอกัเสบ ถกูสรา้งและหลั่งไดจ้ากเซลลห์ลายชนิด 

โดยเซลลท่ี์มีบทบาทหลักในการหลั่ง TNF-α คือ เซลลแ์มคโครฟาจ เม่ือถูกหลั่งออกมาแลว้จะ
กระตุน้ใหร้่างกายเกิดการตอบสนองโดยเกิดการรวมตวัของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กัน น าไปสู่การ
ท าลายของเนือ้เย่ือและการละลายของกระดกู 

4. อินเตอรล์ิวคิน-1 เบตา (Interleukin-1β: IL-1β) หมายถึง ไซโตไคนท่ี์มีบทบาทส าคญั
ในกระบวนการอกัเสบเช่นเดียวกนั IL-1β ถกูหลั่งไดจ้ากเซลลห์ลายชนิด โดยเซลลท่ี์มีบทบาทหลกั
ในการหลั่ ง IL-1β คือ เซลล์แมคโครฟาจเช่นเดียวกัน โดยเหน่ียวน าให้เกิดการตอบสนองของ

รา่งกายรว่มกบั TNF-α ในกระบวนการอกัเสบ 
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กรอบแนวคิดงานวิจัย 
 

                                              
 
 
 
 
 
 
 
 

ฤทธ์ิของสารสกัดจักรนารายณ์ท่ีศึกษามาในอดีต แสดงให้เห็นความสามารถในการ
ยบัยัง้การอกัเสบไดท้ัง้การศึกษาดว้ยเซลล ์และดว้ยสตัวท์ดลอง โดยมีการแสดงออกของสารส่ือ

อักเสบ เช่น TNF-α และ IL-1β ลดลง การศึกษาในครัง้นี ้จึงตอ้งการส ารวจว่าสารสกัดใบจักร

นารายณ์สามารถตา้นการอกัเสบ โดยลดระดบัการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ภายหลัง
จากการถกูกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A.a. ไดห้รือไม่ โดยท าการศกึษาในเซลลแ์มคโครฟาจซึ่งเป็น
เซลลใ์นระบบภมูิคุม้กนัท่ีท าหนา้ท่ีส าคญัในกระบวนการเกิดโรคปรทินัตอ์กัเสบ 

สมมตฐิานในการวิจัย 
สมมตฐิานที ่1 

H0: สารสกัดใบจักรนารายณ์ไม่ มีความเป็นพิษต่อความมี ชีวิตและการ
เจรญิเตบิโตของเซลลแ์มคโครฟาจ 

H1: สารสกดัใบจกัรนารายณมี์ความเป็นพิษต่อความมีชีวิตและการเจริญเติบโต
ของเซลลแ์มคโครฟาจ 

 
 
 

ความเขม้ขน้ของ 

สารสกดัใบจกัรนารายณ ์

เซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกู
กระตุน้ดว้ย LPS ของ

เชือ้ A.a. 

ระดบัการแสดงออก

ของ TNF-α และ 

IL-1β 

ตัวแปรตาม 

ตัวแปรอิสระ 
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สมมตฐิานที ่2 
H0: เซลล์แมคโครฟาจท่ีได้รับสารสกัดใบจักรนารายณ์มีการแสดงออกของ  

TNF-α ในระดบั mRNA เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A.a. ไม่แตกต่างจากเซลลแ์มคโครฟาจ
ท่ีไมไ่ดร้บัการกระตุน้อยา่งมีนยัส าคญั 

H1: เซลล์แมคโครฟาจท่ีได้รับสารสกัดใบจักรนารายณ์มีการแสดงออกของ  

TNF-α ในระดบั mRNA เม่ือถกูกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A.a. นอ้ยกว่าเซลลแ์มคโครฟาจท่ีไม่ได้
รบัการกระตุน้อยา่งมีนยัส าคญั 

สมมตฐิานที ่3 

H0: เซลลแ์มคโครฟาจท่ีไดร้บัสารสกดัใบจกัรนารายณมี์การแสดงออกของ IL-1β 
ในระดบั mRNA เม่ือถกูกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A.a. ไมแ่ตกตา่งจากเซลลแ์มคโครฟาจท่ีไม่ไดร้บั
การกระตุน้อยา่งมีนยัส าคญั 

H1: เซลลแ์มคโครฟาจท่ีไดร้บัสารสกดัใบจกัรนารายณมี์การแสดงออกของ IL-1β 
ในระดบั mRNA เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A.a. นอ้ยกว่าเซลลแ์มคโครฟาจท่ีไม่ไดร้บัการ
กระตุน้อยา่งมีนยัส าคญั 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 

ในการศึกษาครัง้นี ้ผูว้ิจยัไดท้บทวนเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง จากนัน้ท าการสรุป
ขอ้มลูน าเสนอตามหวัขอ้ตอ่ไปนี ้

1. จกัรนารายณ ์(Gynura procumbens Merr) 
2. โรคปรทินัตอ์กัเสบ (Periodontitis) 
3. บทบาทของทูเมอรเ์นคโครซิสแฟกเตอร ์แอลฟา (Tumor necrosis factor alpha: 

TNF-α) ตอ่โรคปรทินัตอ์กัเสบ 

4. บทบาทของอินเตอรล์ิวคิน-1 เบตา (Interleukin-1 beta: IL-1β) ต่อโรคปริทันต์
อกัเสบ 

จักรนารายณ ์(Gynura procumbens Merr) 
จกัรนารายณ ์(Longevity spinach) หรือ แปะต าปึง  ช่ือวิทยาศาสตร ์คือ ไจนรูา โพรคมั

เบนส ์เมอร ์(Gynura procumbens Merr) เป็นพืชในวงศท์านตะวัน (Asterceae-Senecioneae) 
ซึ่งมีทั้งหมด 44 สปีชีส์ มีการกระจายพันธุ์จากแอฟริกาเขตรอ้นมาสู่เอเชียตะวันออกเฉียงใต ้
ตลอดจนทางตอนใตข้องจีน ญ่ีปุ่ น และ ปาปัวนิวกินี เขา้ไปสู่ตอนเหนือของออสเตรเลีย โดยพบใน
ประเทศไทย 10 สายพนัธุ์(27) ช่ือพอ้งทางวิทยาศาสตรข์องจกัรนารายณมี์หลายช่ือ เชน่ ไจนรูา ซาร์
เมน โทซา ดี ซี  (Gynura sarmentosa DC) และ  คาคาเลีย  ซาร์เมน โทซา บลูม  (Cacalia 
sarmentosa Blume) เป็นตน้ ในเอเชียแถบตะวนัออกเฉียงใต ้เช่น มาเลเซีย อินโดนีเซีย เวียดนาม 
และไทย มีการน าจกันารายณม์าใชป้ระโยชนใ์นการปรุงอาหาร โดยใบของจกัรนารายณส์ามารถ
รบัประทานไดท้ัง้แบบสดและน าไปปรุงสุก และยงัมีการใช้ในต ารบัยาสมุนไพรเพ่ือบรรเทาอาการ
เจ็บป่วยหลายประเภท เช่น ลดความดันโลหิต (1, 2) ลดน ้าตาลในเลือด (3) ลดคอเรสเตอรอล (4) 
บรรเทาอาการอกัเสบ(5-7) ตา้นมะเร็ง(11) ตา้นไวรสั(12, 13) เป็นตน้ นอกจากนี ้มีการพฒันาผลิตภณัฑ์
ท่ีแปรรูปจากใบจกัรนารายณแ์ละจดสิทธิบตัรแลว้หลายชนิดในประเทศจีน เช่น สเปรยฆ์่าเชือ้ใน
ชอ่งปาก(20) เจลลา้งมือ(21) และครีมบ ารุงผิว(22) เป็นตน้ 

ข้อมูลทางพฤกษศาสตร ์
จกัรนารายณ์เป็นพืชลม้ลุกท่ีออกดอกและผลไดต้ลอดทัง้ปี มีลักษณะรากเป็นราก

ฝอย ล าตน้ตัง้ตรงหรือเลือ้ยขึน้ท่ีสูง มีความสูงได ้2-5 เมตร ใบเป็นใบเด่ียว รูปร่างรีจนถึงรูปร่าง
คลา้ยส่ีเหล่ียมขา้วหลามตดั ออกเวียนสลบัตามล าตน้ มีขนเล็กนอ้ย ปลายใบแหลม ขอบใบหยกั
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เล็กนอ้ยจนถึงหยกัซ่ีฟันถ่ี ดอกมีลกัษณะเป็นช่อแบบกระจุกแน่น มีใบประดบั ลกัษณะกลีบดอก
เป็นฝอย สีเหลืองจนถึงสม้แดง หรือสีม่วง ผลมีลกัษณะเป็นผลแหง้เมล็ดล่อน สีน า้ตาล มีผิวเรียบ
หรือมีขนยาว(27, 28) 

 

ภาพประกอบ 1 ลกัษณะของตน้จกัรนารายณ ์(ล าตน้ ใบ และดอก) (29) 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive constituents) 
เน่ืองจากจกัรนารายณถ์กูใชเ้ป็นยาสมนุไพรพืน้บา้นในการรกัษาโรคหลายชนิด จึงมี

การศกึษาเพ่ือหาสว่นประกอบทางเคมีและสารออกฤทธ์ิท่ีส าคญัของจกัรนารายณ ์พบวา่ สารสกดั
จากใบจักรนารายณ์ปะกอบด้วยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลัก 2 ชนิด คือ ฟลาโวนอยด ์
(Flavonoids)(14, 15) และ สารประกอบฟีนอล (Phenolic compounds) นอกจากนี ้ยงัพบ ซาโปนิน 
(Saponins), แทนนิน (Tannins), เทอรปี์นอยด ์(Terpenoids) และ ไกลโคไซด ์(Glycosides)(15) 
เป็นองคป์ระกอบรองดว้ย 

ฟลาโวนอยด ์เป็นสารประกอบโพลีฟีนอล (Polyphenolic compounds) ท่ีพบไดม้าก
ท่ีสุดในอาหารของมนุษย ์ไดม้าจากการเมแทบอไลตท์ุติยภูมิ (Secondary metabolite) ของพืช 
พบมากในผลไม ้ผกั และเครื่องด่ืมบางชนิด ฟลาโวนอยดมี์ความเช่ือมโยงต่อการส่งเสริมสขุภาพ
ในหลายดา้น ไม่ว่าจะเป็นการต่อตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยป้องกันหลายโรคท่ีเกิดจากการท าลาย
ออกซิเดชนั (Oxidation damage) เช่น โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน และโรคเรือ้รงัอ่ืน ๆ อีกทัง้ยงัมีผล
ลดการอัก เสบด้วย (16 , 17 ) จากการศึกษาของ Kaewseejan และคณ ะใน ปี  2015(15) พ บ 
ฟลาโวนอยด ์5 ชนิดจากสารสกัดหยาบของใบจักรนารายณ์ซึ่งสกัดดว้ยเอทานอล ไดแ้ก่ รูติน 
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(Rutin) ไมริซิติน (Myricetin) เคอรซ์ิติน (Quercetin) อาพิจินิน (Apigenin) และ แคมป์เฟอรอล 
(Kaempferol) คล้ายคลึงกับการศึกษาก่อนหน้าของ Akowuah และคณะในปี 2002(14) ท่ีพบ 
ฟลาโวนอยดจ์ากสารสกัดหยาบของใบจักรนารายณ์ซึ่งสกัดดว้ยเมทานอล 4 ชนิด ไดแ้ก่ รูติน 
แคมป์เฟอรอล เคอรซ์ิตนิ และแอสตรากาลิน (Astragalin) 

 

 

ภาพประกอบ 2 ฟลาโวนอยดท่ี์พบในสารสกดัจกัรนารายณ์(30) 

สารประกอบฟีนอล เป็นสารท่ีไดจ้ากการเมแทบอไลตท์ุติยภูมิของพืชเช่นเดียวกับ  
ฟลาโวนอยด์ และมีความส าคัญต่อสุขภาพของมนุษย์เน่ืองจากมีคุณประโยชน์ท่ีส  าคัญ
หลากหลายคลา้ยคลงึกนั เช่น คณุสมบตัเิป็นสารตอ่ตา้นอนมุลูอิสระ ปอ้งกนัมะเรง็, ลดการอกัเสบ 
และมีผลท าใหเ้กิดการขยายตวัของหลอดเลือด(18) จากการศกึษาของ Kaewseejan และคณะในปี 
2015(15) พบสารประกอบ ฟีนอล 10 ชนิดจากสารสกัดของใบจักรนารายณ์ ไดแ้ก่ กรดแกลลิก 
(Gallic acid) กรดโพรโตคาทีคูอิก (Protocatechuic acid) กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก (p-
hydroxybenzoic acid) กรดคลอโรจีนิก (Chlorogenic acid) กรดวานิลิก (Vanillic acid) กรด
คาเฟอิก (Caffeic acid) กรดไซรินจิก (Syringic acid) กรดพาราคมูาริก (p-coumaric acid) กรด
เฟอรูลิก (Ferulic acid) และ กรดสินาปิก (Sinapic acid)  
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ภาพประกอบ 3 สารประกอบฟีนอลท่ีพบในสารสกดัจกัรนารายณ ์

อย่างไรก็ตาม สัดส่วนและปริมาณของสารออกฤทธ์ิแต่ละชนิดจะแตกต่างกันไป
ขึน้อยูก่บัสว่นของพืชท่ีน ามาสกดั ตวัท าละลาย รวมถึงระบบท่ีใชใ้นการสกดัดว้ย สว่นประกอบของ
พืชท่ีไดร้บัการศึกษามากท่ีสุด คือ ใบ นอกจากนั้น ยงัมีการศึกษาโดยสกัดจากส่วนของล าตน้(31)  
ล าตน้และใบ(19) และทุกส่วนของตน้จกัรนารายณ์(4)ดว้ย ซึ่งอาจท าใหไ้ดป้ริมาณของสารประกอบ 
ฟีนอลท่ีแตกต่างกันจากองคป์ระกอบในส่วนต่าง ๆ ของพืช ตวัท าละลายท่ีเหมาะในการใชส้กัด 
ฟลาโวนอยดแ์ละสารประกอบฟีนอลจากตน้จกัรนารายณค์วรเป็นตัวท าละลายอินทรียแ์ละมีน า้
เป็นส่วนประกอบน้อย เน่ืองจากสารทั้ง 2 ชนิดนีมี้ลักษณะโครงสรา้งเป็นวงแหวนเบนซิน มี
คณุสมบตัิในการละลายน า้ไดจ้  ากัด(3) โดยตวัท าละลายท่ีใชแ้ลว้ไดส้ารประกอบฟีนอลมากท่ีสุด 
คือ เมทานอล รองลงมา คือ เอทานอล (4) แต่เม่ือพิจารณาถึงความปลอดภัย โดยเฉพาะการ
ประยกุตใ์ชใ้นผลิตภณัฑส์ขุภาพ ท าใหห้ลายการศกึษาเลือกใชต้วัท าละลายเป็นเอทานอลมากกว่า
(32) ในขณะท่ี การศึกษาของ Amin และคณะ(8) ไดท้  าการสกัดสารจากใบจักรนารายณ์โดยใชน้  า้
เป็นตวัท าละลาย พบว่า สารสกดัท่ีไดมี้องคป์ระกอบทัง้ฟลาโวนอยด ์สารประกอบฟีนอล แทนนิน 
และซาโปนิน รวมถึงมีความปลอดภัยมากกว่าการใชต้วัท าละลายอินทรีย ์เช่น เอทานอล หรือ 
เมทานอลในการสกัด นอกจากส่วนท่ีกล่าวมาแล้ว อุณหภูมิขณะท าการสกัดก็มีอิทธิพลต่อ
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องคป์ระกอบในสารท่ีสกัดไดเ้ช่นกัน Akowuah และคณะ(33) ท าการสกดัสารจากใบจกัรนารายณ์
ดว้ยเมทานอลท่ีความเขม้ขน้รอ้ยละ 80 ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ แลว้วดัสารประกอบฟีนอลท่ีได ้พบว่า 
ชว่งอณุหภมูิท่ีท  าการสกดัสารแลว้ไดส้ารประกอบฟีนอลมากท่ีสดุคือ 40 องศาเซลเซียส และลดลง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิเม่ือใชอ้ณุหภมูิมากกวา่ 60 องศาเซลเซียสในการสกดั 

ฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological activity) ของจักรนารายณ ์
ฤทธิ์ต้านการตดิเชือ้แบคทเีรีย 

สารสกัดท่ีไดจ้ากจกัรนารายณมี์สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลกั คือ ฟลาโวนอยด์
และสารประกอบฟีนอล ซึ่งมีรายงานผลทางวิทยาศาสตรว์่ามีคณุสมบตัิในการฆ่าเชือ้แบคทีเรีย 
Rahman และ Asad(34) จึงท าการวิเคราะหผ์ลของสารสกดัจากใบจกัรนารายณโ์ดยตวัท าละลายท่ี
แตกต่างกนั 4 ชนิดต่อการตา้นเชือ้แบคทีเรียและเชือ้รา พบว่า สารสกดัใบจกัรนารายณโ์ดยตวัท า
ละลายชนิดไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) และเอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) มีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียและเชือ้ราไดห้ลายชนิด เช่น บาซิลลสั ซีเรียส (Bacillus cereus), ซูโดโมแนส 
แอรูจีโนซา (Pseudomonas aeruginosa) ซัลโมเนลลา พาราไทฟี (Salmonella Paratyphi) วิบริ
โอ พาราฮีโมไลติคัส (Vibrio parahemolyticus) แคนดิดา อัลบิแคน (Candida albican) และ
แอสเปอรจ์ิลลสั ไนเจอร ์(Aspergillus niger)  

มีรายงานว่าสารสกดัจากใบจกัรนารายณ์ท่ีใชน้  า้ในการสกดัมีผลตอ่การตา้นเชือ้
มาลาเรียสายพันธุ์พลาสโมเดียม ฟัลซิปารัม  3 ดี  7 (Plasmodium falciparum 3D7) และ 
พลาสโมเดียม เบิรก์ไฮ เอ็นเค 65 (Plasmodium berghei NK65) ผ่านการยบัยัง้กลไกไกลโคเจน
ซินเทสไคเนส 3 (Glycogen synthase kinase 3: GSK3) โดยตรง หรือยับยั้งกลไกฟอสฟาติดิล  
อิ โน ซิ ทอล  3 ไค เนส /โป รตี น ไค เนส  บี  (Phosphatidylinositol 3 kinase/Protein kinase B: 
PI3K/Akt) โดยออ้ม(35) ขอ้มูลจากการศกึษาของ Wong และคณะ(5) ช่วยสนบัสนุนผลการศกึษาท่ี
ผ่านมา โดยรายงานผลว่าสารสกัดจักรนารายณ์สามารถยับยั้งเชื ้อมาลาเรียสายพันธุ ์ 
P. falciparum 3D7 ไดเ้ช่นเดียวกัน และมีการเปรียบเทียบกับการใชส้ารแคมป์เฟอรอลในการ
รกัษาดว้ย ซึ่งแคมป์เฟอรอลเป็นหนึ่งในสารท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเชือ้มาลาเรียเช่นเดียวกนั อย่างไรก็
ตาม ทัง้สารสกดัจากใบจกัรนารายณแ์ละสารแคมป์เฟอรอลไม่สามารถลดจ านวนแบคทีเรียในตบั
ของหนูทดลองท่ีติดเชือ้แบคทีเรียเบอรโ์คลเดอเรีย ซูโดมัลลิไอ (Burkholderia pseudomallei: B. 
Pseudomallei) ได ้

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
จกัรนารายณเ์ป็นยาพืน้บา้นท่ีใหผ้ลดีมากในการรกัษาอาการอักเสบ โดยมีการใช้

ในรูปแบบเป็นยาทาภายนอก ทัง้นี ้เน่ืองจากสารสกัดหยาบของใบจกัรนารายณ์มีส่วนประกอบ
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หลกัเป็นฟลาโวนอยดซ์ึ่งมีการศึกษาพบวา่มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ การศกึษาหนึ่งในหนทูดลองไดท้  า
การกระตุน้หหูนดูว้ยน า้มนัสลอด (Croton oil) เพ่ือใหเ้กิดการอกัเสบ พบว่า สารสกดัจกัรนารายณ์
มีคณุสมบตัิในการลดการอกัเสบบรเิวณหหูนไูดเ้ทียบเทา่สารไฮโดรคอรต์ิโซน ขนาด 6 มิลลิกรมั(19) 
และยงัมีการแสดงผลของการใชเ้จลสารสกดัใบจกัรนารายณท์าท่ีแผลของหนทูดลองเปรียบเทียบ
กับกลุ่มท่ีทาแผลดว้ยเจลผสมน า้เกลือ พบว่า กลุ่มท่ีใชเ้จลสารสกัดจักรนารายณ์ช่วยส่งเสริมให้
แผลมีการหายท่ีเร็วขึน้ ลดการเกิดแผลเป็น และมีจ านวนเซลลอ์ักเสบในบริเวณแผลน้อยกว่า 
รวมทัง้ยงัมีการสรา้งคอลลาเจนและหลอดเลือดเพิ่มมากขึน้ดว้ย(36)  

การศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกัดใบจกัรนารายณเ์ปรียบเทียบกับสาร
แคมป์เฟอรอลบริสทุธ์ิ ในหนทูดลองท่ีถูกท าใหต้ิดเชือ้ B. pseudomallei พบว่า นอกจากช่วยเพิ่ม
อตัรารอดชีวิตของหนท่ีูตดิเชือ้แลว้ ยงัส่งผลใหเ้กิดการยบัยัง้กลไกไกลโคเจนซินเทสไคเนส 3 เบตา 

(Glycogen synthase kinase-3β: GSK3β)(5) ซึ่งท าหนา้ท่ีส าคญัในการขดัขวางการติดเชือ้ไวรสั 
เชือ้รา ปรสิต ตลอดจนเชือ้มาลาเรีย มีรายงานการศกึษาวา่ สารสกดัจกัรนารายณ ์มีความสามารถ

ในการควบคุมระดับสารอักเสบ โดยลดระดับ TNF-α และอินเตอรฟี์รอน แกมมา (Interferon 

gamma: IFN-γ) ในตบัและในกระแสเลือดหนู ในขณะท่ีพบการเพิ่มปริมาณสารตา้นการอกัเสบ 
ไดแ้ก่ อินเตอรล์ิวคิน-10 (Interleukin-10: IL-10) โดยมีกระบวนการตา้นการอักเสบผ่านทางการ
ยบัยัง้ PI3K/Akt 

นอกจากนี ้ยงัมีรายงานทางวิทยาศาสตรเ์ก่ียวกับผลของสารสกัดจกัรนารายณ์
ตอ่ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาอีกหลายงาน ไม่วา่จะเป็นฤทธ์ิในการลดน า้ตาลในเลือด, ฤทธ์ิตอ่ตา้นอนมุลู
อิสระ, ลดความดนัโลหิตและคอเรสเตอรอล, ฤทธ์ิตา้นมะเร็ง รวมถึงฤทธ์ิเพิ่มความสามารถในการ
สืบพนัธุด์ว้ย 

โรคปริทันตอั์กเสบ (Periodontitis) 
โรคปริทันต์อักเสบเป็นโรคท่ี มีการอักเสบเรื ้อรังของบริเวณ โดยรอบของฟัน  ซึ่ ง

ประกอบดว้ย เหงือก เอ็นยึดปริทนัต ์เคลือบรากฟัน และกระดกูเบา้ฟัน ท าให้เนือ้เย่ือเหล่านัน้ถูก
ท าลาย พบรอ่งลกึปริทนัต ์น าไปสูก่ารเกิดฟันโยกและสญูเสียฟันในท่ีสดุ โรคปริทนัตอ์กัเสบถือเป็น
หนึ่งในปัญหาสขุภาพส าคญัของทั่วโลก โดยพบความชกุมากถึงรอ้ยละ 50 ของประชากร(37) และมี
การเพิ่มขึน้ของผูเ้ป็นโรคปริทันตอ์ักเสบขั้นรุนแรง (Severe periodontitis) อย่างต่อเน่ืองในช่วง
สามสิบปีท่ีผ่านมา(38) จากผลการส ารวจสภาวะสุขภาพช่องปากแห่งชาติ ครัง้ท่ี 8(39) ในปีพ.ศ. 
2560 ซึ่งจดัท าโดยกรมอนามยั กระทรวงสาธารณสขุ พบว่า ประชากรไทยในกลุ่มวัยท างาน (อาย ุ
35-44 ปี) เป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบรอ้ยละ 25.9 ในจ านวนนีเ้ป็นโรคปริทนัตข์ัน้รุนแรง (รอ่งลึกระดบั
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มากกว่ า  6 มิ ลลิ เม ต รขึ ้น ไป ) ร้อยละ  6.1 ขณ ะ ท่ี กลุ่ ม วัยสู งอายุ  (60-74 ปี ) เป็ น โรค 
ปริทนัตอ์กัเสบรอ้ยละ 36.3 และเป็นโรคปริทนัตข์ัน้รุนแรง รอ้ยละ 12.2 แสดงใหเ้ห็นแนวโนม้ว่ามี
ความรุนแรงของโรคเพิ่มขึน้ตามอายุ ซึ่งอาจน าไปสู่การสูญเสียฟัน และส่งผล ให้ประชากรมี
คณุภาพชีวิตท่ีแยล่งได ้

โรคปริทันตอ์ักเสบเป็นโรคท่ีเกิดจากหลายสาเหตุ โดยมีปัจจัยหลักคือการสะสมของ
คราบจลุินทรีย ์(Bacterial plaque) บริเวณรอ่งเหงือกและบริเวณใตเ้หงือก จนเกิดภาวะไม่สมดลุ 
(Dysbiosis) ท าให้ร่างกายมีการตอบสนองโดยการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้มาก าจัดเชื ้อ
แบคทีเรีย ส่งผลใหเ้กิดกระบวนการอกัเสบและการท าลายของเนือ้เย่ือโดยรอบฟัน กระบวนการ
เกิดโรคปริทนัตส์ามารถแบง่ตามลกัษณะทางจลุพยาธิวิทยาไดเ้ป็น 4 ระยะ(40) ไดแ้ก่ ระยะเริ่มตน้ 
(Initial stage) เป็นระยะท่ีเกิดภายใน 2-4 วันภายหลังมีการสะสมของคราบจุลินทรีย ์พบการ
อกัเสบของหลอดเลือดขนาดเล็ก มีการเคล่ือนตวัของ  PMNs ผ่านเย่ือบุผิวเช่ือมต่อ (Junctional 
epithelium) ออกมาสู่ร่องเหงือก ร่วมกับการมีน า้เหลืองเหงือก (Gingival crevicular fluid: GCF) 
ไหลออกมามากกว่าปกติ และอาจพบการสูญเสียคอลลาเจนบริเวณโดยรอบหลอดเลือด จากนัน้
เขา้สู่ระยะแรก (Early stage) ภายใน 4-10 วนั รอยโรคในระยะนีจ้ะพบการสะสมของทีลิมโฟไซต ์
(T lymphocytes) และเซลลแ์มคโครฟาจจ านวนมาก เสน้ใยคอลลาเจนของเหงือกเริ่มถูกท าลาย
และมีการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของ fibroblasts หากมีการด าเนินของโรคต่อไปอีก 14-21 
วนัจะเขา้สูร่ะยะคงสภาพ (Established stage) ซึ่งจะพบการอกัเสบท่ีเพิ่มขึน้ของเนือ้เย่ือเหงือก มี
การขยายขนาดของเส้นเลือด มีการกระตุน้บีเซลลใ์ห้เปล่ียนเป็นพลาสมาเซลล ์(Plasma cell) 
รวมทัง้มีการสญูเสียเนือ้เย่ือเก่ียวพนัของเหงือกเพิ่มขึน้โดยท่ียงัไมพ่บการละลายของกระดกูเบา้ฟัน 
ในระยะคงสภาพนี ้อาจมีการคงอยู่โดยไม่มีการลุกลามต่อเน่ืองของรอยโรคไดเ้ป็นเวลาหลายปี 
หรืออาจมีการลกุลามของโรคตอ่ไปจนเกิดการสญูเสียการยดึเกาะของอวยัวะปรทินัตจ์นเขา้สูร่ะยะ
รุนแรง (Advanced stage) เกิดเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบก็ได ้ทัง้นี ้แมจ้ะยงัไม่ทราบสาเหตท่ีุชดัเจนท่ี
น าไปสู่การลุกลามของโรค แต่ก็มีการสนันิษฐานว่าอาจเก่ียวขอ้งกับแบคทีเรียบางชนิดในคราบ
จลุินทรียแ์ละการตอบสนองของระบบภมูิคุม้กนัของรา่งกาย(41)  
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ภาพประกอบ 4 แผนภาพการเกิดโรคปรทินัต์(42) 

จากการศกึษาก่อนหนา้ พบว่า เชือ้แบคทีเรียท่ีเก่ียวขอ้งกับกระบวนการเกิดโรคปริทนัต์
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ชนิดไม่พึ่งออกซิเจน (Gram negative anaerobic bacteria) อยู่
ในกลุ่มสีแดง (Red complex) ไดแ้ก่ พอรไ์ฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas gingivalis: 
P.g.) ทรีโพนีมา เดนทิโคลา (Treponema denticola: T.d.) และแทนเนอเรลลา ฟอร์ไซเธีย 
(Tannerella forsythia: T.f.) และมีรายงานว่า  เชื ้อพรีโวเทลลา อิน เตอร์มี เดีย  (Prevotella 
intermedia: P.i.) และ แอกกริเกทิแบกเทอร ์แอกทิโนไมซีเทมคอมิแทนส์ (Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans: A.a.) ก็มีความส าคญักบัโรคปริทนัตอ์กัเสบเช่นกนั มีการศึกษาพบว่า 
การมีอยู่ของเชือ้ A.a. P.g. และ T.d. ในน า้ลายมีความสัมพันธก์ับการมีร่องลึกปริทันต์(43) การ
รวมตวักนัของเชือ้ A.a. P.g. และ P.i. มีความเก่ียวขอ้งกบัโรคปรทินัตเ์ป็นอย่างมาก(44) นอกจากนี ้
ยงัพบวา่ เชือ้ A.a. มกัถกูพบในผูท่ี้เป็นโรคปรทินัตอ์กัเสบขัน้รุนแรงมากกวา่ขัน้ตน้ (45) และในผูป่้วย
ท่ีพบลกัษณะการละลายของกระดกูในแนวดิ่ง (Vertical bone defect) จากภาพถ่ายรงัสี รอ้ยละ 
91.7 สามารถตรวจพบเชือ้ A.a. ในชอ่งปากได้(46) 

ปัจจัยท่ีท าใหเ้กิดโรคของเชือ้ A.a. มีหลายชนิด เช่น ลิวโคท็อกซิน เอ (Leukotoxin A: 
LtxA), LPS และ ไซโตลีธัล ดิสเทนดิง ท็อกซิน (Cytolethal distending toxin: CDT) เป็นตน้ ซึ่ง
ปัจจยัเหล่านีท้  าใหเ้กิดการตอบสนองโดยการอักเสบ กระตุน้ใหเ้กิดการท าลายของเนือ้เย่ือ และ
ขดัขวางการซ่อมแซมของเนือ้เย่ือ (47) เม่ือเชือ้ A.a. มีการก่อตวัในร่องเหงือกจะมีการยึดกับเซลล  ์
เย่ือบุผิวเช่ือมต่อและบุกรุกเข้ามายังชั้นเย่ือบุผิว โดยกลไกท่ีท าให้เซลล์เกิด การตายแบบ 
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apoptosis จากนัน้จะแทรกเขา้ไปท่ีชัน้เนือ้เย่ือเก่ียวพนั กระตุน้ใหเ้ซลลเ์ย่ือบผุิวและเซลลส์รา้งเสน้
ใยหลั่งไซโตไคนท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ เป็นสญัญาณใหน้ิวโทรฟิลและโมโนไซตม์ารวมตวักนัใน
บริเวณท่ีมีการติดเชือ้และกระตุน้ให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กันร่างกายตามมา (25) 
นอกจากนี ้พบว่า เชือ้ A.a. และ LPS ของเชือ้ยงัส่งผลใหก้ระดกูเบา้ฟันเกิดการละลายไดผ้่านการ
เหน่ียวน าให้มีการสรา้งเซลลส์ลายกระดูก (Osteoclast)(48) และรบกวนกระบวนการสรา้งเซลล์
สรา้งกระดกู (Osteoblastogenesis) อีกดว้ย(49)  

 

ภาพประกอบ 5 การก่อตวัของเชือ้ A.a. ในบรเิวณรอ่งเหงือก(25) 

การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กันร่างกายเป็นอีกกลไกหนึ่งท่ีเก่ียวขอ้งกับการอักเสบ
เรือ้รงั ซึ่งเป็นลักษณะทางคลินิกท่ีส าคัญของโรคปริทันตอ์ักเสบ การอักเสบเป็นกระบวนการ
ป้องกันหนึ่งของระบบภูมิคุม้กันแบบไม่จ  าเพาะ (Innate immune system) เพ่ือตอบสนองต่อทัง้
ปัจจยัภายในและภายนอก เชน่ การตดิเชือ้ ความเครียด หรือการบาดเจ็บตา่ง ๆ และแสดงออกมา
ในลักษณะอาการปวด บวม แดง รอ้น และรบกวนการท างานปกติ เม่ือเกิดการสะสมของเชือ้
แบคทีเรียก่อโรคในแผ่นคราบจุลินทรีย ์แบคทีเรียจะสามารถผ่านจากเย่ือบุผิวเช่ือมต่อซึ่งเป็น
ปราการแรกเขา้สู่ชัน้เนือ้เย่ือเก่ียวพนัของเหงือก (Gingival connective tissue) กระตุน้เซลลเ์ย่ือบุ
ผิวเหงือก (Gingival epithelial cells) และเซลลส์รา้งเส้นใยของเหงือกให้เริ่มมีการอักเสบ โดย
แบคทีเรียจะปล่อยสารพิษ เช่น LPS ซึ่งร่างกายจะสามารถตรวจจบัไดผ้่านโทลไลคร์ีเซปเตอร ์2 
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หรือ 4 (Toll-like receptor 2 หรือ 4: TLR2 หรือ TLR4) จากนั้น จะมีการรวมกันของนิวโทรฟิล 
และเคล่ือนไปยงัรอ่งเหงือก ผ่านเย่ือบผุิวเช่ือมตอ่ซึ่งมีการในการสรา้งคีโมไคน ์และไซโตไคนช์นิด
ตา่ง ๆ นิวโทรฟิลสามารถเหน่ียวน าการสรา้งและรวมตวัของเฮลเปอรที์เซลล ์17 มายงัต าแหน่งท่ี
เกิดการตดิเชือ้หรืออกัเสบ นอกจากนี ้ยงัสามารถสง่เสรมิการเพิ่มจ านวนของบีเซลล ์และกระตุน้ให้
เปล่ียนไปเป็นพลาสมาเซลลด์ว้ย ในขณะเดียวกนั มีการศกึษาพบว่า นิวโทรฟิลท่ีถกูกระตุน้เหล่านี ้
จะมีการแสดงออกของ RANKL ท่ีผิวเซลลด์ว้ย ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่านิวโทรฟิลสามารถเหน่ียวน าให้
กระดกูเกิดการละลายโดย osteoclast ได ้

เซลลท่ี์ส าคญัในกระบวนการอกัเสบอีกชนิด คือ เซลลแ์มคโครฟาจ เน่ืองจากเป็นเซลลท่ี์
เป็นแหล่งผลิตไซโตไคนท่ี์เก่ียวขอ้งกับการอักเสบและโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งในการท าลายเนือ้เย่ือ

หลายชนิด เช่น IL-1β, TNF-α, MMP และพรอสตาแกลนดิน อี 2 (Prostaglandin E2: PGE2) ใน
ผูป่้วยท่ีเป็นโรคปริทันตอ์ักเสบ จะพบว่ามีปริมาณของไซโตไคนห์รือโมเลกุลเหล่านีเ้พิ่มขึน้ทัง้ใน
เนื ้อเย่ือเหงือกและน ้าเหลืองเหงือก และยังพบว่าการรวมตัวกันของเซลล์แมคโครฟาจมี
ความสมัพนัธโ์ดยตรงกบัระดบัความรุนแรงของโรคปรทินัตด์ว้ย(23) กล่าวคือ เม่ือเซลลแ์มคโครฟาจ
มีการรวมตวักนัในจ านวนท่ีมากขึน้ จะพบวา่คอลลาเจนในชัน้เนือ้เย่ือเก่ียวพนัถกูสลายเพิ่มมากขึน้ 
เซลลแ์มคโครฟาจจะมีการเปล่ียนแปลงลักษณะสัณฐานและไปท าหน้าท่ีท่ีแตกต่างกันเม่ือถูก
กระตุน้ผ่านกลไกท่ีแตกตา่งกนั แมคโครฟาจ M1 จะถกูกระตุน้ผ่านทางกลไกคลาสสิค (Classical 
activation) จากสารต่าง ๆ ของเชือ้โรค เช่น LPS หรือ ไซโตไคน ์Th1 เป็นแมคโครฟาจชนิดท่ีมี
ความสามารถในการ phagocytic สูง และเพิ่มการแสดงออกของไซโตไคนท่ี์ชักน าให้เกิดการ
อักเสบ รวมทั้งโมเลกุลท่ีช่วยในการก าจัดเชือ้ ในขณะท่ี เซลล์แมคโครฟาจซึ่งถูกกระตุ้นจาก 
ไซโตไคน์ Th2, IL-4 และ IL-13 ผ่านทางกลไกอัล เทอร์เน ทีฟ  (Alternative activator) เป็น 
แมคโครฟาจ M2 จะมีการหลั่ง IL-10 และทรานสฟ์อรม์มิงโกรทแฟคเตอร ์เบตา 1 (Transforming 

growth factor beta 1: TGF-β1) ในระดับสูง ท าให้ยับยั้งกระบวนการอักเสบ และส่งเสริมการ
สรา้งเนือ้เย่ือใหม่ ในการอกัเสบของโรคปริทนัต ์สามารถพบแมคโครฟาจไดท้ัง้ M1 และ M2 โดย
พบว่ามีการแสดงออกของ M1 ท่ีเดน่กว่า แสดงใหเ้ห็นว่า แมคโครฟาจ M1 อาจเป็นชนิดท่ีมีความ
เก่ียวกบัโรคปรทินัตอ์กัเสบ 
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ภาพประกอบ 6 การตอบสนองของภมูิคุม้กนัแบบไมจ่  าเพาะและแบบจ าเพาะในระหวา่งการเกิด
โรคปรทินัต์(23) 

เม่ือเกิดการอกัเสบท่ีเรือ้รงั จะท าใหเ้กิดการกระตุน้เซลลล์ิมโฟไซต ์ซึ่งเป็นเซลลใ์นระบบ
ภูมิคุม้กนัแบบจ าเพาะ (Specific or adaptive immune system) มายงัเนือ้เย่ือปริทนัต ์มีการหลั่ง
สารส่ืออักเสบและโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้ง ท าให้สูญเสียสมดุลในการสรา้งและสลายกระดูกเบา้ฟัน 
เปล่ียนจากโรคเหงือกอกัเสบเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบ การกระตุน้ของลิมโฟไซตนี์จ้  าเป็นตอ้งอาศยั
สัญญาณ 2 ชนิด ได้แก่ สัญญาณจาก antigen receptor พร้อมกับสัญญาณจากแอนติเจน 
พรีเซนติง้เซลล ์(Antigen presenting cells: APCs) การกระตุน้ภูมิคุม้กันแบบจ าเพาะนีจ้ะส่งผล
อย่างมากตอ่การสญูเสียกระดกูในโรคปรทินัตอ์กัเสบ เน่ืองจากบีเซลลแ์ละทีเซลลเ์ป็นแหลง่ส าคญั
ของ RANKL โดย เซลล์ทั้ งสองชนิดจะมีการสร้าง RANKL ใน รูปแบบ ท่ียึดกับผิ ว เซลล ์
(Membrane-bound) และรูปแบบท่ีละลายได้ (Soluble) RANKL เป็นไซโตไคน์ในกลุ่ม TNF 
family ซึ่งสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดกระบวนการสรา้ง osteoclast และกระตุน้การเปล่ียนแปลงเพ่ือ
ไปท าหน้าท่ีของเซลล์ (Differentiation) น าไปสู่การเหน่ียวน าให้เกิดการละลายของกระดูก ใน
บริเวณท่ีอยู่โดยรอบฟัน สมดุลในการสร้างและสลายของกระดูกจะถูกควบคุมโดยระบบ 
RANKL/OPG/RANK คือมี RANKL ท าหน้าท่ีกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูกและ
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โมเลกุลท่ีส่งสญัญาณในการละลายของกระดกู โดยท างานร่วมกับตวัรบัสญัญาณ RANK ซึ่งอยู่
บนผิวของ osteoclast และตน้ก าเนิดของเซลลส์รา้งกระดูก (Osteoblast precursor) ในขณะท่ี
ออสทีโอโปรเทเจริน (Osteoprotegerin: OPG) เป็นโปรตีนท่ีมีความสามารถในการขัดขวางการ
ท างานของ RANKL โดยการแย่งจบักบัตวัรบัสญัญาณ ในโรคปริทนัตอ์กัเสบ การมีอตัราส่วนของ 
RANKL ต่อ OPG เพิ่มขึน้  จะช่วยเสริมให้เกิดการรวมตัวของต้นก าเนิดเซลล์สลายกระดูก 
(Osteoclast precursor) และถกูกระตุน้ตอ่มาจนเกิดการละลายของกระดกู 

ในอีกทางหนึ่ง Th1 ลิมโฟไซตมี์หน้าท่ีพืน้ฐานในการเกิดและลุกลามของโรคปริทันต์

อกัเสบผ่านการเพิ่มระดบัของ IFN-γ(23) การทดลองในหนทูดลองท่ีไม่มี IFN-γ พบวา่ มีไซโตไคนท่ี์
เหน่ียวน าการอกัเสบ, คีโมไคน ์และการรวมตวัของแมคโครฟาจบรเิวณเนือ้เย่ือปริทนัตใ์นระดบัต ่า 
และมีลกัษณะการท าลายของกระดกูเบา้ฟันท่ีนอ้ยกว่าหนูปกติ Th1 ลิมโฟไซตย์งัสามารถหลั่งไซ

โตไคน ์TNF-α และ IL-1β ได ้ซึ่งไซโตไคนท์ัง้สองชนิดนีมี้เป็นไซโตไคนท่ี์จ าเป็นตอ่การอกัเสบ ท า
ใหเ้กิดการขยายตวัของหลอดเลือด กระตุน้เซลลเ์นือ้เย่ือบุโพรงใหมี้การเพิ่มจ านวนของเซลลใ์น
ระบบภูมิคุม้กนั เพิ่มการสรา้งคีโมไคนใ์นเซลลช์นิดตา่ง ๆ มีส่วนช่วยในการกระตุน้นิวโทรฟิล และ

ยงักระตุน้การหลั่งและการท างานของ MMP ไดด้ว้ย แสดงใหเ้ห็นว่า ทัง้ TNF-α และ IL-1β ไม่ได้
เก่ียวขอ้งเพียงแค่การละลายของกระดกูโดยตรง แต่มีส่วนเก่ียวขอ้งทางออ้มดว้ย การกระตุน้ให้
เนือ้เย่ือปริทันตมี์การอักเสบต่อเน่ือง Th2 ลิมโฟไซต ์เป็นเซลลห์ลักท่ีผลิต IL-4 ซึ่งส่งเสริมการ
เปล่ียนแปลงการหลั่ง IgE ในบีเซลล ์และส่งเสริมการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจผ่านกลไกท่ีไม่

พึ่งพา IFN-γ หนา้ท่ีของ Th2 ลิมโฟไซตจ์ึงเป็นการควบคมุการอกัเสบในทางลบและการตอบสนอง
ของ Th1 ลิมโฟไซต ์เพ่ือท่ีการมีขัว้ของการตอบสนองโดยเซลลช์นิด Th2 ลิมโฟไซตใ์นโรคปริทนัต์
อกัเสบแสดงใหเ้ห็นการตอบสนองของภูมิคุม้กันแบบจ าเพาะท่ีเสียหาย นอกจากนี ้Th17 ลิมโฟ
ไซต ์ซึ่งไดม้าจาก Th1 ลิมโฟไซตย์ังสามารถหลั่ ง RANKL ออกมาได้ดว้ย ท าให้เกิดการสลาย
กระดกูมากกวา่การสรา้ง 

บทบาทของทูเมอรเ์นคโครซิสแฟกเตอร ์แอลฟา (Tumor necrosis factor alpha: TNF-α) 
ต่อโรคปริทันตอั์กเสบ 

ทูเมอร์เนคโครซิสแฟกเตอร์ แอลฟา (Tumor necrosis factor alpha: TNF-α) หรือ 
cachectin เป็นหนึ่งในไซโตไคนท่ี์ท าหน้าท่ีหลากหลาย ถูกสรา้งขึน้มาจากเซลล์ท่ีเก่ียวขอ้งใน
ระบบภูมิคุม้กัน ไดแ้ก่ เซลลโ์มโนไซตท่ี์ถูกกระตุน้ (Activated monocytes) หรือ แมคโครฟาจ ซึ่ง
เป็นแหล่งผลิตหลัก  เอ็นเคเซลล์ (Natural killer cells: NK-cells) ที เซลล์ และนิวโทรฟิล (50) 
นอกจากนีย้ังสามารถพบไดใ้นเซลลท่ี์ไม่เก่ียวขอ้งกับระบบภูมิคุม้กันไดอี้กหลายชนิด เช่น เซลล์



  20 

ประสาท เซลล์กล้ามเนือ้หัวใจ เซลล์มะเร็ง เซลลส์รา้งกระดูก เซลลส์รา้งเส้นใย เป็นตน้ (51, 52)  

TNF-α ถกูพบครัง้แรกในปี 1975(53) ในการศกึษาการตอบสนองของทเูมอรเ์นคโครซิสแฟกเตอรต์อ่

การยบัยัง้การแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ และมีการศกึษาตอ่เน่ืองมาเรื่อย ๆ จนทราบวา่ TNF-α 
เป็นไซโตไคน์ท่ีสามารถพบได้จากทุกส่วนของร่างกาย มีการท าหน้าท่ีท่ีหลากหลาย ทั้งเป็น
ตวักลางในการตอบสนองตอ่การตดิเชือ้แบคทีเรียของระบบภูมิคุม้กนัรา่งกาย ท าใหเ้กิดการอกัเสบ 
เก่ียวขอ้งกับการเกิดมะเร็ง ภาวะช็อกจากการติดเชือ้ (Septic shock) โรคขอ้อักเสบรูมาตอยด ์
(Rheumatoid arthritis) โรคเบาหวาน และโรคท่ีมีการอกัเสบแบบเรือ้รงั เชน่ โรคปรทินัตอ์กัเสบ 

TNF-α เป็นโปรตีนท่ีถูกสังเคราะหข์ึน้มาจากทรานสเ์มมเบรน พรีเคอรเ์ซอร ์ชนิดท่ี 2 

(Type II transmembrane precursor) ท่ีบริเวณเย่ือหุม้เซลล ์เกิดเป็น Pro-TNF-α จากนัน้ จะถูก
ตดัแตง่จนอยู่ในรูปท่ีละลายได ้(soluble TNF) ซึ่งเป็นรูปแบบท่ีสามารถท างานไดโ้ดยการไปจบักบั

ตวัรบัแลว้ผ่านเขา้เซลลเ์ป้าหมาย(54) ตวัรบัของ TNF-α (TNF receptor: TNFR) มีอยู่ 2 ชนิด คือ 
ตวัรบั TNF ชนิดท่ี 1 (TNF receptor type I: TNFRI) เป็นตวัรบัท่ีพบไดส้่วนใหญ่ ท าหนา้ท่ีเก่ียวกบั
สิ่งเป็นพิษต่อเซลล ์การเพิ่มจ านวนของเซลลส์รา้งเสน้ใย การสังเคราะห ์PGE2 รวมถึงการตา้น
ไวรสั สว่นตวัรบั TNF ชนิดท่ี 2 (TNF receptor type II: TNFRII) มกัพบอยูบ่นเซลลข์องระบบเลือด 

ในโรคปริทนัตอ์กัเสบ จะพบการเพิ่มขึน้ของ TNF-α โดยการสรา้งของเซลลแ์มคโครฟาจ
ท่ีรวมตวักนัในบริเวณท่ีติดเชือ้ของเนือ้เย่ือปริทนัต ์รวมทัง้จาก fibroblast ในบริเวณนัน้ดว้ย อีกทัง้ 

TNF-α เองยงัเหน่ียวน าใหมี้การสรา้งตวัเองเพิ่มขึน้ดว้ย TNF-α จะกระตุน้กลไก NF-kB ส่งผลให้
เกิดการเหน่ียวน าการสร้าง COX-2 และ PGE2 ผ่านกลไกไทโรซีน ไคเนส (Tyrosine kinase 

pathway) การมี TNF-α เป็นเวลานานและความเขม้ขน้ท่ีมากขึน้ ท าใหมี้การคา้งอยู่ของเอนไซม ์
COX-2 ภายในเนือ้เย่ือเก่ียวพันของเหงือก ซึ่งอาจเป็นปัจจัยหนึ่งของการเกิดโรคเหงือกอักเสบ 

รวมถึงโรคปริทนัตอ์กัเสบได ้มีการศึกษาพบว่า TNF-α มีผลต่อกระบวนการสรา้งและละลายของ
กระดกูในทางออ้ม ผา่นการเหน่ียวน าใหมี้การแสดงออกของ RANK จากตน้ก าเนิดของเซลลส์ลาย
กระดูก และ RANKL จากเซลล์สร้างกระดูก น าไปสู่กระบวนการสร้างเซลล์สลายกระดูก 

นอกจากนี ้ยงัพบว่า TNF-α สามารถขดัขวางการพฒันาของเซลลส์รา้งกระดกูในระยะต่าง ๆ ได้

อีกดว้ย TNF-α สามารถยบัยัง้อินซูลินไลคโ์กรทแฟคเตอร ์1 (Insulin-like growth factor-1: IGF-
1) ในการเปล่ียนแปลงไปเป็น  osteoblast precursor ยับยั้งการถอดรหัสของ runt-related 
transcription factor 2 (RUNX2) ซึ่งเป็นทรานสคริปชันแฟกเตอรห์ลักของการพัฒนาเซลลส์รา้ง

กระดูก และ TNF-α ยังมีผลต่อการลดการแสดงออกของออซทีริกซ ์(Osterix: OSX) ในการส่ง
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สัญญาณผ่านกลไก MAPK จนน าไปสู่การเหน่ียวน าใหเ้กิดการตายของเซลลส์รา้งกระดูกแบบ 
apoptosis 

ขอ้มูลจากการศกึษาเก่ียวกับ TNF-α ท่ีผ่านมาแสดงใหเ้ห็นว่า TNF-α มีอิทธิพลใหเ้กิด
การท าลายกระดกู ผ่านการเพิ่มการท างานของ osteoclast และลดการท างานของ osteoblast จึง
มีผลตอ่กระบวนการเกิดโรคปรทินัตอ์กัเสบ 

บทบาทของอินเตอรล์ิวคิน-1 เบตา (Interleukin-1 beta: IL-1β) ต่อโรคปริทันตอั์กเสบ 

อินเตอรล์ิวคิน-1 เบตา (Interleukin-1β: IL-1β) เป็นไซโตไคนท่ี์อยู่ในกลุ่ม interleukin-1 

superfamily ซึ่งมีหลายชนิด เช่น IL-1α IL-1β และอินเตอรล์ิวคิน-1 รีเซพเตอรแ์อนตาโกนิสต ์
(Interleukin-1 receptor antagonist: IL-1RA) เป็นตน้ ส่วนใหญ่ท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งการการอกัเสบ 
โดยการกระตุน้ใหมี้การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้ง ตลอดจนการท างานของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง
กับการอกัเสบ เช่น เอนไซม ์COX-2 iNOS และฟอสโฟลิเพส เอ ประเภทท่ี 2 (Phospholipase A 

type 2)(55, 56)  เป็นตน้ IL-1β ถกูสรา้งจากเซลลใ์นระบบภมูิคุม้กนั ไดแ้ก่ เซลลโ์มโนไซตท่ี์ถกูกระตุน้ 
หรือ แมคโครฟาจ และเซลลเ์ดนไดรติก (Dendritic cell) และยังสามารถสรา้งไดจ้ากเซลลส์รา้ง
เสน้ใยเหงือก เซลลเ์อ็นยึดปริทันต ์(Periodontal ligament cells) osteoblast และเซลลเ์คราติโน
ไซต์(56) เป็นตน้  

เริ่มแรก IL-1β จะถูกสรา้งมาในรูปแบบท่ียงัไม่พรอ้มท างาน (Pro- IL-β) เม่ือถูกกระตุน้
จากเชือ้โรค เช่น จาก LPS ของเชือ้แบคทีเรีย จากนัน้จะมีการตดัแต่งโปรตีนจนอยู่ในรูปท่ีพรอ้ม

ท างาน (Mature IL-1β) เม่ือเซลลถ์ูกกระตุน้จากการตอบสนองต่อ LPS ของเชือ้ A.a. ในคราบ
จุลินทรียใ์ตเ้หงือก จะพบว่ามีการกระตุน้ของเอนไซมแ์คสเปส 1 (Caspase-1) ซึ่งเป็นเอนไซมท่ี์

เปล่ียนให ้IL-1β พรอ้มท างาน จงึมีการท างานของ IL-1β เพิ่มมากขึน้ได ้

ในโรคปริทันตอ์กัเสบ พบว่า IL-1β มีผลท าใหเ้กิดการแสดงออกท่ีเพิ่มขึน้ของเอนไซม์
ยอ่ยคอลลาเจนหลายชนิด เชน่ MMP-9, MMP-1 และ MMP-3 โดยตวัท่ีส าคญั คือ MMP-9 ซึ่งเป็น

ตวัท่ีบง่ชีว้า่เกิดความรุนแรง และมีการด าเนินโรคปริทนัตอ์กัเสบ นอกจากนี ้IL-1β ยงัเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการสรา้ง osteoclast โดยเพิ่มการแสดงออกของ RANKL ท าใหส้ามารถจบักบั RANK ได้
มากขึน้ จึงเกิดการเปล่ียนแปลงเพ่ือไปท าหนา้ท่ีตา่ง ๆ และการท างานของ osteoclast ท่ีเพิ่มมาก

ขึน้(25, 57-59) จะเห็นไดว้่า IL-1β ส่งผลใหเ้กิดการละลายของกระดูกเบา้ฟันและมีการอักเสบของ
เนือ้เย่ือโดยรอบ ซึ่งเป็นลกัษณะการเกิดและด าเนินโรคของโรคปรทินัตอ์กัเสบ 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัมีวิธีการด าเนินงานเพ่ือเก็บรวบรวมขอ้มลูตามขัน้ตอนดงันี ้
1. การก าหนดประชากรและการสุม่ตวัอยา่ง 
2. การสรา้งเครื่องมือท่ีใชใ้นการวิจยั 
3. การเก็บรวบรวมขอ้มลู 
4. การจดักระท าและการวิเคราะหข์อ้มลู 

การก าหนดประชากรและการสุ่มกลุ่มตัวอย่าง 
ประชากร 

กลุ่มประชากรท่ีใชใ้นการศึกษาครัง้นีเ้ป็นเซลลไ์ลนแ์มคโครฟาจ ชนิด RAW 264.7 
ซึ่งได้รบัมาจาก American Type Culture Collection (ATCC) ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหาร
เลี ้ยงเซลล์ชนิด ดี เอ็ม อี เอ็ม  (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: DMEM, Gibco, Grand 
Island, NY, USA) ท่ีผสมด้วยซีรัมของตัวอ่อนวัว (Fetal bovine serum: FBS) ความเข้มข้น 
รอ้ยละ 10 และท าการ subculture ทกุ 2-3 วนั เริ่มการทดลองในสปัดาหท่ี์ 2 หลงัจากละลายเซลล์
จากการแชแ่ข็ง ในขัน้ตอนการกระตุน้เซลลด์ว้ย LPS และสารสกดัใบจกัรนารายณ ์จะท าการเลีย้ง
เซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลลช์นิด DMEM ท่ีผสมดว้ย FBS ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 เพ่ือใหเ้ซลลมี์การ
ตอบสนองตอ่สารท่ีใชก้ระตุน้ชดัเจนมากขึน้  

การเลือกกลุ่มตัวอย่าง 
ท าการสุ่มตวัอย่างจากเซลลท่ี์เก็บรกัษาไวโ้ดยการแช่แข็ง น ามาแบ่งกลุ่มเพ่ือศึกษา

ผลในการตา้นการอกัเสบของสารสกดัใบจกัรนารายณ ์ดงันี ้
กลุ่มควบคุม คือ เซลลแ์มคโครฟาจท่ีไม่ไดร้บัการกระตุน้จากทัง้  LPS ของเชือ้ 

ก่อโรคปรทินัตแ์ละสารสกดัใบจกัรนารายณ ์
กลุ่มทดลอง คือ เซลลแ์มคโครฟาจท่ีกระตุน้ดว้ย  LPS ของเชือ้ก่อโรคปริทันต ์

และเซลลแ์มคโครฟาจท่ีกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ก่อโรคปรทินัตร์ว่มกบัสารสกดัใบจกัรนารายณ ์
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การสร้างเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวิจัย 
การเตรียมสารสกัดใบจักรนารายณ ์

ใบจักรนารายณ์ ท่ี ใช้ในการศึกษาครั้งนี ้  ท  าการซื ้อจากแหล่งเพาะปลูกใน
กรุงเทพมหานคร และไดร้บัความอนเุคราะหจ์ากทีมวิจยั คณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัรงัสิตใน
การสกดั โดยมีการเตรียมและการสกดัดงัตอ่ไปนี ้

การเตรียมก่อนท าการสกัด 
1. ลา้งท าความสะอาดใบจกัรนารายณด์ว้ยน า้สะอาดเพ่ือขจดัสิ่งปะปน และ

ตากใหแ้หง้ท่ีอณุหภมูิหอ้ง  
2. น าใบจักรนารายณ์ ท่ีแห้งแล้วไปอบในตู้อบลมร้อน (Hot air oven, 

Memmert UM 400, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany) เป็นเวลาประมาณ 
3 วนัในอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียสจนใบมีลกัษณะแหง้กรอบ 

3. ท าการบดใบจกัรนารายณท่ี์กรอบแลว้ใหเ้ป็นผงโดยใชเ้ครื่องป่ัน 
4. น าใบจกัรนารายณใ์นรูปแบบผงท่ีไดไ้ปสกดัดว้ยวิธีแช่หมกั (Maceration) 

  

ภาพประกอบ 7 ใบจกัรนารายณท่ี์ไดร้บัการอบแหง้ (ซา้ย) และบดเป็นผง (ขวา) 

การสกัดใบจักรนารายณด์้วยวิธีแช่หมักโดยใช้น า้เป็นตัวท าละลาย(8) 
1. น าผงใบจกัรนารายณท่ี์เตรียมไวม้าสกดัใชน้  า้เป็นตวัท าละลาย (Aqueous 

extraction) ตามอตัราส่วนผงใบจกัรนารายณ ์200 กรมัต่อน า้ 1.5 ลิตร ดว้ยวิธีการแช่หมกัในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิ  (Water bath, Eyela OSB-2000, Tokyo Rikakikai Co. Ltd, Tokyo, Japan) 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมงท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส 

2. คนสารละลายทกุ 20 นาที จนครบเวลา 
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3. กรองสารละลายท่ีได้ผ่านผ้าขาวบาง 4 ชั้น และผ่านกระดาษกรอง 
Whatman no. 1 ด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ (Vacuum filter) จนได้สารสกัดหยาบ (Crude 
extract) ของใบจกัรนารายณ ์

                   

ภาพประกอบ 8 การสกดัใบจกัรนารายณด์ว้ยวิธีแชห่มกัโดยใชน้  า้เป็นตวัท าละลาย (ซา้ย) และ  
สารสกดัใบจกัรนารายณ ์(ขวา) 

การเก็บรักษาสารสกัดใบจักรนารายณ ์
น าสารสกัดหยาบใบจักรนารายณ์ท่ีได้ไปเข้าเครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง 

(Freeze dryer, Faithful FSF-12N, Hebei, China) เพ่ือก าจัดตัวท าละลายและเหลือเพียงสาร
สกดัหยาบใบจกัรนารายณท่ี์เขม้ขน้ขึน้ เก็บในรูปแบบผงในโถท่ีบรรจสุารดดูความชืน้ท่ีอณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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ภาพประกอบ 9 การเก็บรกัษาสารสกดัใบจกัรนารายณ ์

การเลีย้งเซลลแ์มคโครฟาจ RAW 264.7 
น าเซลลแ์มคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีไดม้าจาก ATCC เพาะเลีย้งในอาหารประเภท 

DMEM ท่ีผสมด้วยซีรัมจากตัวอ่อนวัว (Fetal bovine serum) ความเข้มข้นรอ้ยละ 10 และยา
ปฏิ ชีวนะ (Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL), Gibco, Grand Island, NY, USA) ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 ท าการเลี ้ยงในตู้บ่ม (CO2 incubator) ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และ
คารบ์อนไดออกไซด ์รอ้ยละ 5 การแยกเซลลจ์ากจานเพาะเลีย้งเดิมและขยายจ านวนไปยังจาน
เพาะเลีย้งใหม่ (Subcultured) จะท าเม่ือเซลลมี์ความหนาแน่นประมาณรอ้ยละ 80 ของพืน้ท่ีจาน
เพาะเลีย้งเซลล ์(80% confluent) หรือทกุ 3 วนั 

การเก็บรักษาเซลลแ์มคโครฟาจ RAW 264.7 โดยการแช่แข็งเซลล ์
การเก็บรกัษาเซลลโ์ดยวิธีการแชแ่ข็ง (Cryopreservation) มีขัน้ตอน ดงันี ้

1. ท าการเก็บเซลลท่ี์เลีย้งจนเต็มจานเพาะขนาด 10 เซนติเมตร ใส่หลอดทดลอง
ขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีในเครื่องป่ันเหว่ียง ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

2. ทิง้อาหารเลีย้งเซลลส์ว่นบนออกทัง้หมดโดยปิเปตต ์ใหเ้หลือไวเ้ฉพาะเซลลก์น้
หลอดทดลอง 
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3. เติมอาหารส าหรบัเลีย้งเซลลแ์ช่แข็ง (BambankerTM, GC LYMPHOTEC Inc., 
Tokyo, Japan) 1 มิลลิลิตร ใชปิ้เปตตด์ดูขึน้ลงเบา ๆ เพ่ือใหเ้ซลลแ์ตกตวัออกจากกัน จากนัน้ดดู
สารผสมท่ีไดไ้ปใสใ่นหลอดแชแ่ข็ง (Cryovial tube) ขนาด 2 มิลลิลิตร 

4. เก็บรกัษาเซลลท่ี์อณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียสจนกวา่จะน ามาทดลอง 
การทดสอบความเป็นพษิของสารสกัดใบจักรนารายณต์่อเซลลแ์มคโครฟาจ 

RAW 264.7 
การทดสอบเพ่ือศกึษาความเป็นพิษของสารสกดัใบจกัรนารายณ์ มีวตัถปุระสงคเ์พ่ือ

หาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารสกัดใบจักรนารายณ์ท่ีสามารถใชไ้ดโ้ดยไม่เป็นอันตรายต่อ
เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ในการศึกษานี ้ท  าการทดสอบโดยใช้ Cell Counting Kit 8  
(WST-8, Abcam, Cambridge, UK) ซึ่งเป็นชุดทดสอบท่ีสามารถตรวจความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดย
การวดัปรมิาณของเซลลท่ี์ยงัคงมีชีวิตภายหลงัการไดร้บัสารสกดัใบจกัรนารายณ ์เซลลท่ี์มีชีวิตจะ
เปล่ียนสารละลายเกลือเตตระโซเลียม (Water soluble tetrazolium salt: WST-8) ในชุดทดสอบ
ให้เป็นผลึกฟอรม์าซานสีสม้ (Orange formazan) วัดปริมาณของเซลลท่ี์มีชีวิตโดยการอ่านค่า
ดดูกลืนแสง การทดสอบโดยใช ้Cell Counting Kit 8 มีขัน้ตอน(60) ดงันี ้

1. น าเซลลแ์มคโครฟาจท่ีจะทดสอบ ใส่ในไมโครเพลทจ านวน 5x104 เซลลต์่อ
หลมุ เติมสารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ 1,000 500 250 100 50 25 และ 10 มิลลิกรมัตอ่
มิลลิลิตรใส่ในไมโครเพลต ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม โดยมีกลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สารสกัดใบ
จกัรนารายณ ์ท าซ า้กลุม่ละ 3 หลมุ 

2. บม่เซลลใ์นตูบ้ม่ ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และคารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 
5 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

3. เติมสารละลายส าหรบัยอ้ม WST-8 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุม 
จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ตอ่อีกเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ในท่ีปราศจากแสง 

4. น าไมโครเพลทไปเข้าเครื่อง ไมโครเพลท รีดเดอร์ (Microplate reader, 
MULTISKAN sky, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) เพ่ือวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร 

5. ทดสอบซ ้า 2 ครั้ง (Duplicate) เพ่ือยืนยันผลความมีพิษของสารสกัดใบ 
จกัรนารายณต์อ่เซลลแ์มคโครฟาจ 
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การศึกษาฤทธิ์การต้านอักเสบของสารสกัดใบจักรนารายณต์่อเซลลแ์มคโครฟาจ
ทีถู่กกระตุ้นด้วย LPS ของ A. actinomycetemcomitans  

1. น าเซลลแ์มคโครฟาจมาเลีย้งในจานเพาะเลีย้งเซลล ์6 หลมุ (6-well plate) ท่ีมี
อาหารเลีย้งเซลลช์นิด DMEM ผสม FBS ความเข้มข้นรอ้ยละ 5 โดยมีปริมาณเซลล ์1.2 x 106 
เซลล์ต่อหลุม น าไปน าไปบ่มในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและมีคารบ์อนไดออกไซด ์
รอ้ยละ 5 ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 1 คืน 

2. กลุ่มควบคุม ท าการเลีย้งเซลลต์่อเน่ืองโดยบ่มในตูบ้่ม ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสและมีคารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ไมมี่การใสส่ารใดเพ่ือกระตุน้เซลล ์

3. กลุ่ ม ท ดลอง  กลุ่ ม แ รก  ใส่ ส ารสกัด ใบ จัก รน ารายณ์ ค วาม เข้ม ข้น  
100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร กลุ่มท่ีสอง ท าการกระตุน้ใหเ้ซลลมี์การอกัเสบโดยใส่ LPS ของเชือ้ 
A.a.  ( lyophilized cells of A.a. , Division of Periodontology, Kyushu Dental university)  ท่ี
ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร และกลุม่ท่ีสาม ท าการกระตุน้เซลลใ์หเ้กิดการอกัเสบโดยใส่ 
LPS ของเชือ้ A.a. ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ร่วมกับใส่สารสกัดใบจักรนารายณ์ท่ี
ความเขม้ขน้ 25 - 1,000 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จากนัน้ น าไปบ่มในตูบ้่ม ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสและมีคารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

3. ท าการเก็บเซลลแ์ละน าเซลลเ์ขา้สู่กระบวนการสกัดสารพนัธุกรรม เพ่ือศึกษา

ผลการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดบั mRNA ตอ่ไป 

การศึกษาผลของสารสกัดใบจักรนารายณต์่อการแสดงออกของยีน TNF-α และ 

IL-1β 
ข้ันตอนการสกัดอารเ์อ็นเอ (Total RNA) จากเซลล ์

หลังจากท าการกระตุน้เซลล ์ครบเวลา 3 ชั่วโมงแลว้ ท าการเก็บเซลลม์าสกัด 
RNA โดยใชช้ดุสกดั RNeasy mini kit (Qiagen Inc., Maryland, USA) โดยมีขัน้ตอน(61) ดงันี ้

1. การเก็บเซลล์ ท าให้เซลล์หลุดจากจานเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยท่ีขูดเซลล ์
จากนั้น ดูดเซลลแ์ละอาหารเลีย้งเซลลอ์อกจากจานเพาะเลีย้งไปใส่ในหลอดป่ันเหว่ียงขนาด  
15 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที จากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลลเ์ดมิออกจนหมด เหลือเพียงตะกอนเซลล ์

2. ขั้นตอนการท าให้เซลล์แตกตัว โดยเติมบัฟเฟอร ์RLT ปริมาตร 500 
ไมโครลิตรในหลอดป่ันเหว่ียงท่ีมีตะกอนเซลล์ จากนั้น ท าให้ผสมเข้ากันโดยใช้เครื่องผสม
สารละลาย (Vortex mixer) หรือใชปิ้เปตตด์ดูขึน้ลงเบา ๆ จนผสมกนั แลว้จึงเติมเอทานอลรอ้ยละ 
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70 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที 
จากนัน้ ยา้ยเซลลท่ี์ถูกท าลายแลว้ ปริมาตร 700 ไมโครลิตรไปยงั RNeasy spin column ท่ีใส่อยู่
กบัหลอดเก็บตวัอย่าง (Collection tube) ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 g ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที ทิง้ของเหลวท่ีอยูใ่นหลอดเก็บตวัอย่าง 

3. ท าการเติมบฟัเฟอร ์RW1 700 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
8000 g ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที ทิง้ของเหลวท่ีอยูใ่นหลอดเก็บตวัอยา่ง 

4. ท าการเติมบฟัเฟอร ์RPE 500 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 
g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที ทิง้ของเหลวท่ีอยู่ในหลอดเก็บตวัอย่าง จากนัน้ 
เติมบฟัเฟอร ์RPE 500 ไมโครลิตรอีกครัง้ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2 นาที ทิง้ของเหลวท่ีอยูใ่นหลอดเก็บตวัอยา่ง  

5. ท าให ้RNeasy spin column แหง้ โดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 g ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิง้หลอดเก็บตวัอย่างเดิม แล้วน า RNeasy 
spin column มาใสใ่นหลอดเก็บตวัอยา่งหลอดใหม ่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

6. ท าการเติมน า้ท่ีปราศจากเอนไซม ์RNase ปริมาตร 40 ไมโครลิตรไปตรง
กลางของคอลัมน ์รออย่างนอ้ย 1 นาทีเพ่ือใหน้  า้ท่ีปราศจาก RNase ถูกดดูซึม จากนัน้น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเรว็ 8000 g เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือแยก RNA ท่ีบรสิทุธ์ิออกมา 

7. วดัปรมิาณ RNA ท่ีได ้
ข้ันตอนการสังเคราะหส์ายดเีอ็นเอต้นแบบ (Complementary DNA: cDNA) 

การน า RNA ท่ีไดไ้ปศึกษาการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ดว้ยวิธี PCR 
จ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการเปล่ียน RNA ใหเ้ป็น cDNA ก่อน ในการศึกษานี ้ท าการสังเคราะห ์cDNA 
โด ย ใช้  Revertra ACETM qPCR RT Master Mix kit (Toyobo Co.Ltd., Osaka, Japan)  ซึ่ ง มี
ขัน้ตอนการเตรียม(62) ดงันี ้

1. ท าการเตรียมสารละลายโดยใช ้RNA 1 ไมโครกรมั, 5x RT Master Mix 2 
ไมโครลิตร และเติมน า้ท่ีปราศจากเอนไซม ์RNase จนไดป้ริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารใหเ้ขา้กนั 

2. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วย
อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที และอณุหภมูิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

3. น าไปเก็บรกัษาไวท่ี้อณุหภมูิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส 
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ข้ั น ต อ น ก า ร ท า  Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain 
Reaction (RT-qPCR) 

ท าการเตรียมไพรเมอรใ์นการตรวจการแสดงออกของ mRNA ของ TNF-α,  

IL-1β, และ Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase (GAPDH) มีล าดับเบสดังแสดง
ในตาราง 1 

ตาราง 1 ไพรเมอรส์  าหรบัตรวจการแสดงออกของ TNF-α, IL-1β, และ GAPDH 

ยนี ล าดับเบส ขนาด 

(base 
pairs) 

1. TNF-α(63) Forward primer 5’ CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 3’ 175 

Reverse primer 5’ TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 3’ 

2. IL-1β(64) Forward primer 5’ AAGCTCTCCACCTCAATGGACAG 3’ 260 

Reverse primer 5’ CTCAAACTCCACTTTGCTCTTGA 3’ 

3. GAPDH(65) Forward primer 5’ GAGAAACCTGCCAAGTATGATGAC 3’ 212 

Reverse primer 5’ TAGCCGTATTCATTGTCATACCAG 3’ 

ใช ้cDNA ท่ีเตรียมไวม้าเป็นสายตน้แบบส าหรบัการท า PCR เพ่ือวิเคราะหก์าร

แสดงออกของ mRNA ของยีน  TNF-α, IL-1β และใช้ GAPDH เป็น ยีนกลุ่มควบ เจ้าบ้าน 
(Housekeeping gene) เทคนิค RT-qPCR ท าโดยใช้เครื่อง Real-Time PCR รุ่น ไลท์ไซเคลอร ์

480 (LightCycler 480) ร่วมกับน ้ายาทดสอบส าเร็จ รูป  (LightCycler 480 SYBR Green I 
Master, Roche Applied Science, Rotkreuz, Switzerland)  ซึ่ ง ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Taq DNA 
polymerase และสียอ้ม SYBR green ท่ีเป็นสียอ้มฟลอูอเรสเซนต ์ท าการทดสอบในถาดพลาสติก
หลมุขนาด 96 หลมุ (LightCycler 480 Multiwell plate 96) 

การวิเคราะหก์ารแสดงออกของยีนโดยวิธี RT-qPCR นี ้จะใชส้ารละลายปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ซึ่งเตรียมจากการผสมน า้ยาทดสอบส าเร็จรูป น า้กลั่นปราศจากเชือ้ ฟอรเ์วิรด์ 
ไพรเมอร ์และรีเวิรส์ไพรเมอร ์รวม 8 ไมโครลิตร และ cDNA 2 ไมโครลิตร ท าการ Pre-incubation 
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ท่ี 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีก่อนเริ่มปฏิกิริยา เริ่มปฏิกิริยาโดย denaturation ท่ีอณุหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที อณุหภูมิ annealing 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที 
และอุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที จ  านวน 40 รอบ และ cooling 40 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที วิเคราะหผ์ลท่ีไดด้ว้ยโปรแกรมของบรษิัท (LightCycler 480) 

การเก็บรวบรวมข้อมูล 
Cell Counting Kit-8 assay 

ค านวณรอ้ยละความมีชีวิตของเซลลจ์ากคา่ดดูกลืนแสงท่ีวดัได ้ดว้ยสมการ 
Cell viability (%)  =        mean (ODsam ) x 100   

            mean (ODct) 
ODsam  คือ คา่การดดูกลืนแสงของกลุม่ทดลอง 
ODct  คือ คา่การดดูกลืนแสงของกลุม่ควบคมุ 

Reverse Transcription Quantitative PCR 

หาปริมาณสัมพัทธ์ (Relative quantification) ของปริมาณ mRNA ของยีน TNF-α 
และ IL-1β โดยใชค้่า Cycle threshold (CT) ซึ่งเป็นจ านวนของรอบของปฏิกิริยาท่ีท าใหป้ริมาณ
แสงฟลอูอเรสเซนสส์งูกว่า baseline threshold ของยีนกลุม่ควบคมุภายใน ไดแ้ก่ GAPDH เป็นคา่
อ้างอิง  ค านวณจ านวน เท่า (Fold change) ของการแสดงออกของยีนโดยใช้โปรแกรม 
LightCycler® 480 SW 1.5 จากสมการตอ่ไปนี ้

จ านวนเทา่การแสดงออกของยีน = 2-ΔΔCT 

การจัดกระท าข้อมูลและการวิเคราะหข้์อมูล 
การวิเคราะห์สถิติทั้งหมดจัดท าโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS statistics version 

28.0.0 (IBM) วิเคราะหข์อ้มูลความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่มทดลองดว้ยสถิติ t-test 
และวิเคราะหค์วามแตกตา่งระหว่างขอ้มลูหลายกลุ่มดว้ย one-way ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมั่น 
95% (P-value < 0.5) 
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บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

การศกึษานีมี้จดุประสงคเ์พ่ือศกึษาฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบของสารสกดัใบจกัรนารายณ์
ในเซลลแ์มคโครฟาจของหนูเม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A. actinomycetemcomitans โดย

วิเคราะหจ์ากการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดบั mRNA รวมทัง้ตรวจสอบความเป็น
พิษของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อเซลลแ์มคโครฟาจของหนู ตามการด าเนินวิจัยท่ีก าหนดไว ้
จากนัน้ด  าเนินการเก็บขอ้มลูและวิเคราะหต์ามวตัถปุระสงคง์านวิจยั ดงัตอ่ไปนี ้

1. ผลของการตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบจกันารายณ์ต่อเซลลแ์มคโคร
ฟาจ 

2. ผลของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ใน
เซลลแ์มคโครฟาจ 

3. ผลในการตา้นการอักเสบของสารสกัดใบจักรนารายณ์ จากการวิเคราะหก์าร

แสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดบั mRNA ของเซลลแ์มคโครฟาจท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย 
LPS 

ผลของการตรวจสอบความเป็นพษิของสารสกัดใบจักนารายณต์่อเซลลแ์มคโครฟาจหนู 
ในการศึกษานี ้ท าการตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อเซลล์ 

แมคโครฟาจดว้ยชดุทดสอบ CCK-8 วดัปริมาณของเซลลท่ี์มีชีวิตโดยการอ่านค่าดดูกลืนแสง น า
ค่าดูดกลืนแสงของเซลลแ์มคโครฟาจเม่ือไดร้บัสารสกัดใบจักรนารายณ์ความเขม้ขน้ต่าง ๆ มา
เปรียบเทียบกบัเซลลก์ลุ่มควบคมุเพ่ือค านวณรอ้ยละความมีชีวิตของเซลล ์ซึ่งกลุม่ควบคมุคือเซลล์
แมคโครฟาจปกติท่ีไม่ไดร้บัสารกระตุน้ใด ๆ ซึ่งถูกก าหนดให้มีรอ้ยละความมีชีวิตของเซลล์เป็น 
รอ้ยละ 100 ดงัแสดงผลในตารางท่ี 2 

เม่ือท าการเปรียบเทียบความแตกตา่งระหว่างรอ้ยละความมีชีวิตของเซลลแ์มคโครฟาจ  
กลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีไดร้บัสารสกัดใบจักรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ต่าง ๆ (ภาพประกอบท่ี 10) 
พบว่า กลุ่มท่ีไดร้บัสารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์มีความเขม้ขน้ตัง้แต ่10-250 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
แสดงผลรอ้ยละความมีชีวิตของเซลลม์ากกว่ารอ้ยละ 90 ในขณะท่ีเซลลก์ลุ่มท่ีไดร้บัสารสกัดใบ
จกัรนารายณค์วามเขม้ขน้ 500 และ 1000 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร แสดงผลรอ้ยละความมีชีวิตของ

เซลล์เป็นรอ้ยละ 60.783.98 และ 35.863.59 ตามล าดับ ซึ่งน้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นยัส าคญั (P-value<0.01) 



  32 

ตาราง 2 รอ้ยละความมีชีวิตของเซลลแ์มคโครฟาจเม่ือไดร้บัสารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความ
เขม้ขน้ตา่ง ๆ 

ความมีชีวิตของ
เซลล ์

ความเข้มข้นของสารสกัดใบจักรนารายณ ์(µg/mL) 
0 10 25 50 100 250 500 1,000 

คา่เฉล่ีย (รอ้ยละ) 100 104.09 97.87 97.92 95.69 90.58 60.78 35.86 

สว่นเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 7.65 2.01 4.67 6.34 2.26 3.98 3.59 

 

 

ภาพประกอบ 10 แสดงรอ้ยละความมีชีวิตของเซลลแ์มคโครฟาจหน ู(RAW 264.7) เม่ือไดร้บั 
สารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ เปรียบเทียบขอ้มลูดว้ยสถิต ิindependent t-test; 

*P<0.01 

ผลของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β เซลล ์
แมคโครฟาจ 

เม่ือศกึษาผลของสารสกดัใบจกัรนารายณต์อ่การแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ของ
เซลล์แมคโครฟาจด้วยวิธี RT-qPCR พบว่า สารสกัดใบจักรนารายณ์ ท่ีความเข้มข้น 100 

ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร ส่งผลให ้TNF-α และ IL-1β ในระดบั mRNA มีการแสดงออกเพิ่มขึน้จาก
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กลุ่มควบคุมเล็กนอ้ยแต่ไม่พบนยัส าคญัทางสถิติ แตกต่างจากกลุ่มท่ีไดร้บั LPS ความเขม้ขน้ 1 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ซึ่งแสดงให้เห็นการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ท่ีเพิ่มขึน้อย่างมี
นยัส าคญั (P-value<0.01)  

 

 

ภาพประกอบ 11 แสดงผลของสารสกดัใบจกัรนารายณค์วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร
ตอ่การแสดงออกของเซลลแ์มคโครฟาจเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีไดร้บั LPS โดยใชส้ถิต ิone-way 

ANOVA (** P<0.01) 

(a) การแสดงออกของ TNF-α mRNA 

(b) การแสดงออกของ IL-1β mRNA 

ผลในการต้านการอักเสบของสารสกัดใบจักรนารายณ ์
การศึกษาคุณสมบัติการยับยัง้การอักเสบของสารสกัดใบจักรนารายณ์ ท าโดยศึกษา

ระดบัการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1 ในเซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกูกระตุน้การอกัเสบดว้ย LPS 
และวิเคราะหผ์ลดว้ยวิธี RT-qPCR พบว่า เซลลแ์มคโครฟาจซึ่งกระตุน้ดว้ย LPS ความเขม้ขน้ 1 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีการแสดงออกของ TNF-α mRNA ในระดบัท่ีสูงขึน้อย่างมีนยัส าคญัเม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคมุ (P-value<0.01) และเม่ือใหส้ารสกดัใบจกัรนารายณร์ว่มกบัการกระตุน้ดว้ย 

LPS พบว่า สารสกัดใบจกัรนารายณส์ามารถลดการแสดงออกของ TNF-α อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิตไิดต้ัง้แตค่วามเขม้ขน้ 50-250 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร อยา่งไรก็ตาม ในกลุม่ท่ีไดร้บัสารสกดัใบ
จักรนารายณ์ท่ีความเข้มข้น 500 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรขึน้ไป เซลล์แมคโครฟาจกลับมีการ
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แสดงออกของ TNF-α เพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย 
LPS เพียงอยา่งเดียว (P-value<0.01) ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 12 
 

ภาพประกอบ 12 แสดงผลของสารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ 

TNF-α ในเซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ย LPS เปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย 
LPS เพียงอยา่งเดียวดว้ยสถิต ิone-way ANOVA และ multiple comparison; ** P<0.01 

ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของ IL-1β mRNA (ภาพประกอบท่ี 13) พบว่า การ

แสดงออกของ IL-1β มีรูปแบบเช่นเดียวกบัการแสดงออกของ TNF-α โดยเซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกู

กระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะท าให้ mRNA ของ IL-1β มีการ
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แสดงออกเพิ่มขึน้จากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคญั (P-value<0.01) ในขณะท่ีกลุ่มท่ีไดร้บัสาร

สกัดใบจักรนารายณ์  25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้ mRNA ของ IL-1β มีการ
แสดงออกท่ีลดลงจากกลุ่มท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS เพียงอย่างเดียวเล็กนอ้ยแตไ่ม่มีนยัส าคญั 
และลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือไดร้บัสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 250 ไมโครกรมัตอ่
มิลลิลิตร แต่เม่ือความเข้มข้นของสารสกัดเพิ่มขึน้จนมากกว่าหรือเท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร พบวา่ เซลลแ์มคโครฟาจมีการแสดงออกของ IL-1β เพิ่มขึน้ในระดบัใกลเ้คียงหรือสงูกว่า
กลุม่ท่ีกระตุน้ดว้ย LPS เล็กนอ้ยแตไ่มมี่นยัส าคญัทางสถิติ 

ภาพประกอบ 13 แสดงผลของสารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ 

IL-1β ในเซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ย LPS เปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS 
เพียงอยา่งเดียวดว้ยสถิต ิone-way ANOVA และ multiple comparison; ** P<0.01
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

ในการวิจัยเร่ืองผลของฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อเซลล  ์
แมคโครฟาจท่ีกระตุ้นด้วย LPS ของเชือ้ A. actinomycetemcomitans ผู้วิจัยได้ท าการจ าลอง
สภาวะการอกัเสบจากเชือ้ก่อโรคปริทนัต์ในเซลลแ์มคโครฟาจ จากนัน้ ท าการตรวจสอบผลของ
สารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อการเซลล์แมคโครฟาจนั้น และวิเคราะห์การตอบสนองโดยการ

แสดงออกของระดบั TNF-α และ IL-1β หลงัจากด าเนินการเรียบรอ้ยแลว้ สามารถสรุปผลไดต้าม
หวัขอ้ดงัตอ่ไปนี ้

1. สรุปผลการวิจยั 
2. อภิปรายผลการวิจยั 
3. ขอ้เสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
สารสกัดใบจกัรนารายณซ์ึ่งไดจ้ากการสกัดดว้ยวิธีแช่หมกัโดยมีน า้เป็นตวัท าละลายนั้น 

เม่ือทดสอบพิษตอ่เซลลแ์มคโครฟาจ พบว่า สารสกดัใบจกัรนารายณค์วามเขม้ขน้ระหวา่ง 10-250 
ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร แสดงผลรอ้ยละความมีชีวิตของเซลลแ์มคโครฟาจมากกว่ารอ้ยละ 90 เม่ือ
เทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งไม่ได้รับสารสกัดใบจักรนารายณ์ อย่างไรก็ตาม ในสารสกัดใบจักร
นารายณท่ี์มีความเขม้ขน้มากกว่า 500 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตรขึน้ไป พบว่า แมคโครฟาจมีรอ้ยละ
ความมีชีวิตของเซลลล์ดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ซึ่งแสดงถึงความเป็นพิษ หรือมีผลท่ีรบกวน
การเจรญิเตบิโตของเซลลใ์หผ้ิดไปจากปกต ิจึงกล่าวไดว้า่ ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเหมาะสมตอ่
เซลลแ์มคโครฟาจ คือ 10 - 250 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร ส าหรบัการศกึษาในครัง้นี ้

เม่ือวิเคราะห์ผลของสารสกัดใบจักรนารายณ์ในการแสดงออกของยีน TNF-α และ 

IL-1β ในระดบั mRNA พบวา่ สารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร 
ส่งผลใหเ้ซลลมี์ระดบัการแสดงออกของยีนทัง้สองชนิดเพิ่มขึน้จากกลุ่มควบคมุเล็กนอ้ยอย่างไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ ในขณะท่ีกลุ่มเซลลแ์มคโครฟาจท่ีกระตุน้ดว้ย LPS ของเชือ้ A.a. ซึ่งเป็นปัจจยั
ก่อโรคส าคัญ สามารถกระตุ้นการหลั่ งไซโตไคน์ท่ีท าหน้าท่ีเสริมการอักเสบ เป็นผลให้มีการ

แสดงออกของ TNF-α และ IL-1β เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัทัง้กลุ่มควบคมุและกลุม่ท่ี
ไดส้ารสกดัใบจกัรนารายณ ์



  37 

เม่ือวิเคราะหผ์ลของสารสกดัใบจกัรนารายณต์อ่เซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ใหเ้กิดการ
อักเสบด้วย LPS ของเชื ้อ  A.a. พบว่า สารสกัดใบจักรนารายณ์ ท่ีความเข้มข้น ระหว่าง  

50-250 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร ส่งผลใหมี้การแสดงออกของ TNF-α ในระดบั mRNA ลดลงอย่าง
มีนัยส าคัญ และสารสกัดใบจักรนารายณ์ท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 250 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

ส่งผลใหมี้การแสดงออกของ IL-1β ลดลงอย่างมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกับกลุ่มท่ีกระตุน้ดว้ย LPS 
เพียงอยา่งเดียว 

สรุปไดว้่า สารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ 100 และ 250 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร
มี ผ ล ในการต้าน การอั ก เสบ ของ เซลล์แม ค โค รฟ าจ ท่ี ถู ก ก ระตุ้น ด้วย  LPS ข อ ง เชื ้อ  

A. a. ไดเ้หมาะสมท่ีสุด โดยสามารถลดระดับการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดับ 
mRNA ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิและไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล ์

อภปิรายผลการวิจัย 
จกัรนารายณเ์ป็นสมุนไพรท่ีพบไดม้าก โดยเฉพาะในประเทศไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย 

และจีน ในต ารับยาพื ้นบ้านมักใช้ใบของจักรนารายณ์ในการรักษาต่าง ๆ เช่น ใช้เป็นยาทา
ภายนอกเพ่ือบรรเทาการอกัเสบ ใชเ้ป็นยารบัประทานส าหรบัลดความดันโลหิต หรือลดน า้ตาลใน
เลือด นอกจากถูกใช้ในทางการแพทย์พื ้นบ้านมายาวนานแล้ว ยังพบว่ามีการศึกษาทาง
วิทยาศาสตรท่ี์ยืนยันคุณสมบัติของจักรนารายณ์อันหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้านการอักเสบ(5-8) 
ตอ่ตา้นอนุมลูอิสระ(15, 33) ลดน า้ตาลในกระแสเลือด(3) ตา้นมะเร็ง(11) รวมถึงตา้นเชือ้แบคทีเรีย(8, 34) 
เป็นตน้ ในการศกึษาครัง้นี ้ท าการทดสอบความสามารถของสารสกดัใบจกัรนารายณ์ตอ่การตา้น
การอกัเสบทางปรทินัต ์โดยจ าลองสภาวะการอกัเสบโดยการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจซึ่งเป็นเซลล์
ภูมิคุม้กันหลัก ด้วย LPS ของเชือ้ A. actinomycetemcomitans ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคปริทันต ์สาร
สกัดใบจกัรนารายณ์นัน้สามารถลดระดบัการอกัเสบท่ีเกิดจากการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจดว้ย 

LPS โดยลดระดบัการแสดงออกของ TNF-α รวมถึง IL-1β ในระดบั mRNA จนลดลงกว่ากลุ่มท่ี
ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ แสดงว่า สารสกัดใบจกัรนารายณ์ในระดบั
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมนัน้ มีฤทธ์ิลดระดบัสารส่ือการอักเสบ ซึ่งน าไปสู่การอกัเสบท่ีนอ้ยลงได ้
สอดคลอ้งกับผลการศกึษาของ Amin และคณะ(8) ท่ี พบว่า สารสกัดจกัรนารายณส์ามารถลดการ
อักเสบได้ร้อยละ 76 ถึงร้อยละ 92 เม่ือศึกษาด้วยวิธีการยับยั้งการเสียสภาพของอัลบูมิน 
(Albumin denaturation assay) นอกจากนี ้ยังคล้ายคลึงกับการศึกษาของ Liu และคณะ(7) ท่ี
พบว่า เม่ือกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจด้วย LPS ร่วมกับสารสกัดจักรนารายณ์ท่ีความเข้มข้น  

600-800 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ท าใหเ้ซลลแ์มคโครฟาจมีการแสดงออกของ TNF-α IL-6 และ 
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ไนตรกิออกไซดล์ดนอ้ยลง และการศกึษาของ Manogaran และคณะ(9) ซึ่งท าการกระตุน้เซลลแ์มค
โครฟาจด้วย oxidized LDL ร่วมกับสารสกัดจักรนารายณ์ พบว่า เซลล์แมคโครฟาจมีการ

แสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ รวมถึงการศึกษาของ Cao 
และคณะ(66) ท่ีท าการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจดว้ย LPS รว่มกับสารสกัดใบจกัรนารายณ ์พบว่า 

สามารถยบัยัง้การแสดงออกของ COX-2 iNOS และ TNF-α ไดอี้กดว้ย จากขอ้มูลดงักล่าว แสดง
ใหเ้ห็นวา่สารสกดัจกัรนารายณส์ามารถลดระดบัการอกัเสบไดผ้า่นกระบวนการท่ีหลากหลาย 

เม่ือพิจารณาถึงความเขม้ขน้ของสารสกัดใบจกัรนารายณ์ท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุตอ่การ
ตา้นการอกัเสบ ในการศึกษาครัง้นี ้พบว่า สารสกัดใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ 100 และ 250 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรให้ผลในการลดระดับการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ได้ดีท่ีสุด 
ในขณะท่ี ความเขม้ขน้ของสารสกัดใบจกัรนารายณ์ท่ีมากกว่า 500 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร กลับ

พบวา่ไมส่ามารถลดการอกัเสบได ้อีกทัง้ยงัท าใหมี้การแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ท่ีเพิ่มขึน้ 
การสญูเสียสมบตักิารตา้นการอกัเสบนี ้อาจเน่ืองมาจากความเป็นพิษตอ่แมคโครฟาจโดยมีสาเหตุ
คือสารท่ีมีความเข้มข้นมากเกินไป อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของสารท่ีเหมาะสมท่ีสุดของ
การศึกษานี ้ใกลเ้คียงกับการศึกษาก่อนหนา้ ซึ่งพบว่าสารสกัดจักรนารายณ์ท่ีความเขม้ขน้ 50-

100 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร สามารถลดระดบัของ TNF-α และ IL-1β รวมไปถึง COX-2 PGE IL-

6 และ iNOS ท่ีออกมาจากเซลลแ์มคโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบได้(9, 66, 67) และสารสกดั

จกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ 250 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตรสามารถลดการอกัเสบไดผ้่านการลดระดบั
การสรา้งไนตริกออกไซด์(67) นอกจากนี ้ยังมีการศึกษาท่ีพบว่า สารสกัดใบจกัรนารายณ์ท่ีความ
เขม้ขน้ต ่า (15-45 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร) ก็สามารถยบัยัง้การอกัเสบไดเ้ชน่กนั(8) 

การจะน าสารสกดัจากธรรมชาติมาใชเ้พ่ือการรกัษาโรคต่าง ๆ ไดน้ัน้ จ  าเป็นตอ้งมีความ
เขา้กันไดแ้ละปราศจากความเป็นพิษต่อเซลล ์การศึกษาครัง้นีจ้ึงไดท้  าการทดสอบความเป็นพิษ
ของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อแมคโครฟาจดว้ยวิธี CCK-8 พบว่า สารสกัดใบจักรนารายณ์ท่ี
ความเขม้ขน้ 10-250 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตรไมมี่ผลเป็นพิษตอ่เซลล ์และความเขม้ขน้ของสารสกดั
ใบจักรนารายณ์ท่ีมากกว่า 500 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรมีผลท าให้รอ้ยละความมีชีวิตของเซลล์
ลดลงจากกลุ่มควบคมุอย่างมากจนเริ่มมีนยัส าคญั แสดงใหเ้ห็นถึงความเป็นพิษต่อเซลล์เม่ือสาร
สกดัมีความเขม้ขน้ท่ีมากเกินไป นอกจากนี ้ยงัมีการศกึษาความเป็นพิษของสารสกดัจกัรนารายณ์
ต่อเซลลอ์ย่างกวา้งขวางดว้ยวิธีต่าง ๆ เช่น การตรวจสอบดว้ยวิธี MTT assay พบว่า สารสกัดใบ 
จักรนารายณ์ท่ีสกัดโดยใช้น า้ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์แม้มีความเข้มข้นสูงถึง 1,000 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตรเม่ือทดสอบในเซลล์ตบัของหนู(68) ในขณะท่ีสารสกัดใบจกัรนารายณ์ท่ีสกัดโดยใชเ้อทา
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นอลจะแสดงความเป็นพิษอ่อน ๆ ตอ่เซลลต์บัของหนูตัง้แตค่วามเขม้ขน้ประมาณ 400 ไมโครกรมั
ตอ่มิลลิลิตร วิธีการตรวจสอบโดยการวดัปริมาณความเป็นพิษตอ่ไรทะเล (Brine shrimp lethality 
test) พบว่า ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีท าใหไ้รทะเลรอ้ยละ 50 ตาย ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ 500 และ 
50-125 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ส าหรบัสารสกัดท่ีใชน้  า้และสารสกัดท่ีใชส้ารอินทรีย์ในการสกัด 
ตามล าดบั(8, 69) รวมถึง มีการตรวจหาพิษของสารสกัดใบจกัรนารายณใ์นหนูทดลอง ก็พบว่า ไม่
แสดงความเป็นพิษกบัหนเูชน่เดียวกนั(70) จากขอ้มลูท่ีกลา่วมา แสดงใหเ้ห็นวา่ความเขม้ขน้ของสาร
สกัดใบจกัรนารายณมี์การส่งผลท่ีแตกตา่งกนัไปในเซลลท่ี์ต่างชนิดกนั อย่างไรก็ตาม สารสกัดใบ
จกัรนารายณนี์ค้อ่นขา้งมีความปลอดภยัส าหรบัการใชก้บัเซลลแ์ละสิ่งมีชีวิตจึงคอ่นขา้งชดัเจนว่า 
สารสกดัจกัรนารายณส์ามารถลดระดบัการอกัเสบของเซลลไ์ดโ้ดยไมเ่ป็นพิษตอ่เซลลแ์ละสิ่งมีชีวิต 

ในหลายการศึกษาท่ีผ่านมาได้รายงานถึงองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดใบ 
จกัรนารายณ ์พบวา่ ฟลาโวนอยดแ์ละสารประกอบฟีนอลเป็นสารประกอบหลกัท่ีออกฤทธ์ิของพืช
ชนิดนี ้และเม่ือท าการศกึษาจ าแนกโดยละเอียดดว้ยวิธี HPLC หรือวิธีทางโมเลกลุอ่ืน ๆ พบว่าสาร
ในกลุ่มฟลาโวนอยดแ์ละสารประกอบฟีนอลท่ีพบเป็นองคป์ระกอบในสารสกดัจกัรนารายณ ์ไดแ้ก่ 
กรดคลอโรเจนิก แคมป์เฟอรอล รูตนิ แอสตราแกลลิน และเคอรซี์ตนิ เป็นตน้(8, 15) ซึ่งสารแตล่ะชนิด
มีการศึกษาทางวิทยาศาสตรยื์นยันว่ามีผลในการต่อตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการอกัเสบ และมี
ปริมาณท่ีแตกตา่งกนัออกไป ขึน้อยู่กบัวิธีหรือตวัท าละลายท่ีใชส้กดั มีความพยายามในการศกึษา
ผลของสารสกัดท่ีแยกออกมาเฉพาะส่วน โดย Cao และคณะในปี 2021(66) พบว่า สารสกัดหยาบ
ของใบจกัรนารายณมี์ความสามารถในการตา้นการอกัเสบสงูกว่าสารท่ีสกดัแยกออกมาเฉพาะกรด
คลอโรเจนิก แสดงใหเ้ห็นว่าสารสกดัหยาบมีฤทธ์ิในการลดการอกัเสบไดม้ากกว่า อาจเป็นผลจาก
การท่ีมีสว่นประกอบทางเคมีหลายชนิด และสารเหลา่มีการท างานท่ีเสริมกนั ดงัเชน่ในการศกึษานี ้
ท่ี เลือกใช้สารสกัดหยาบของใบจักรนารายณ์ อย่างไรก็ตาม ควรมีการศึกษา เพ่ือตรวจหา
สว่นประกอบท่ีออกฤทธ์ิของสารสกดัเพิ่มเตมิในการศกึษาตอ่ไป 

การศึกษาเก่ียวกับการใช้สมุนไพรในการยับยั้งการอักเสบ มักเลือกท าการศึกษาใน 
แมคโครฟาจหนู ซึ่งเป็นโมเดลท่ีใชใ้นการศึกษาท่ีเก่ียวเน่ืองกับการอักเสบอย่างกวา้งขวาง และ
เลือกกระตุน้ใหเ้กิดการอักเสบโดยใช ้LPS ของเชือ้ A. actinomycetemcomitans ซึ่งเป็นเชือ้ก่อ
โรคปริทนัต ์LPS เป็นปัจจยัก่อโรคของเชือ้แบคทีเรียในกลุ่มแกรมลบท่ีกระตุน้การท างานของเซลล์
แมคโครฟาจผ่านทาง TLR4 ท่ีผิวเซลลเ์ป็นชอ่งทางหลกั น าไปสู่การเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์ม็ดเลือดขาว

ชนิดต่าง ๆ รวมตวักัน เกิดการหลั่งสารส่ือการอกัเสบและไซโตไคนห์ลากหลายชนิด เช่น TNF-α 

IL-1α IL-1β IL-6 และ IL-8 เป็นตน้ ดังนัน้ การศึกษาเก่ียวกับการยับยั้งการผลิตหรือหลั่งไซโต
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ไคนท่ี์เสริมการอกัเสบภายหลงัการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจดว้ย LPS จึงเป็นการศกึษานวตักรรม
การใชส้มนุไพรไทยในการควบคมุภูมิคุม้กนัท างานเกิน ซึ่งเป็นลกัษณะส าคญัของการอกัเสบทาง
ปริทนัต ์จากการศกึษา พบว่า เม่ือเซลลแ์มคโครฟาจไดร้บัสารสกดัใบจกัรนารายณท่ี์ความเขม้ขน้ 

100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จะส่งผลใหร้ะดบัการแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β เพิ่มขึน้จาก
กลุ่มควบคุมเพียงเล็กน้อยอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ ในขณะท่ี LPS ของเชือ้ A.a. แม้ใช้ใน
ปริมาณเล็กนอ้ยท่ีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตรก็สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลแ์มคโครฟาจมี

การแสดงออกของ TNF-α และ IL-1β ในระดบั mRNA เพิ่มขึน้จากกลุ่มควบคมุสูงถึง 4-20 เท่า 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Tanabe และคณะ(71) ซึ่งพบว่า ความเขม้ข้นของ LPS ของเชือ้ A. 
actinomycetemcomitans ท่ีสามารถกระตุน้ใหเ้ซลลแ์มคโครฟาจมีการหลั่งไซโตไคนท่ี์เสริมการ

อักเสบ เช่น TNF-α IL-1β IL-6 IL-8 และ PGE2 เพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคัญ คือ 1 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตรเชน่เดียวกนั 

แม้ว่าในกระบวนการอักเสบจะประกอบดว้ยไซโตไคนห์ลากหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็น 

TNF-α IL-1α IL-1β IL-6 หรือ IL-8 แต่ก็มีการศึกษาจ านวนมากท่ีแสดงให้เห็นว่า TNF-α และ 

IL-1β เป็นไซโตไคนท่ี์ส าคญัในกระบวนการอกัเสบของโรคปรทินัต ์โดยไซโตไคนท์ัง้ 2 ชนิดนี ้มีการ
สรา้งและหลั่งจากเซลลแ์มคโครฟาจเป็นหลกั เม่ือถูกหลั่งออกมาแลว้ จะกระตุน้การท างานของคี
โมไคน ์กระตุน้การสรา้งและหลั่งไซโตไคนแ์ละสารส่ืออกัเสบชนิดตา่ง ๆ เชน่ PGE2 และ IL-6 เพิ่ม
การสรา้งไนตริกออกไซด ์และยังสามารถกระตุน้ให้เกิดการสรา้งและหลั่งของตัวมันเองได้ดว้ย 

นอกจากนี ้ยังพบว่า TNF-α และ IL-1β มีความสัมพันธ์กับการสลายของเนือ้เย่ือและกระดูก
ล้อมรอบรากฟัน โดยการเพิ่มการท างานของ MMP และของ osteoclast ได้ ดังนั้น จากผล
การศึกษาครัง้นีท่ี้พบว่าสารสกดัใบจกัรนารายณส์ามารถท าใหเ้ซลลแ์มคโครฟาจมีการแสดงออก

ของ TNF- และ IL-1β ในระดบั mRNA ลดลงไดอ้ย่างมีนัยส าคญั แสดงใหเ้ห็นว่าสารสกัดใบ
จกัรนารายณ์มีฤทธ์ิช่วยกดการอกัเสบ และอาจน าไปสู่การลดลงของการท าลายเนือ้เย่ือปริทนัต์
และกระดกูลอ้มรอบฟันไดอี้กดว้ย โดยผลการศกึษานีถื้อเป็นขอ้มูลพืน้ฐานท่ีส าคญัในการศกึษา
เพิ่มเติมถึงผลของสารสกดัใบจกัรนารายณ ์และการประยกุตใ์ชท้างคลินิกในการรกัษาโรคปริทนัต์
อกัเสบไดใ้นอนาคต 

ข้อเสนอแนะ 
การศึกษาครั้งนี ้เป็นการศึกษาเบื ้องต้นต่อผลของสารสกัดใบจักรนารายณ์ต่อ  

แมคโครฟาจในระดบั mRNA เท่านัน้ ควรมีการศกึษาเก่ียวกบัปริมาณโปรตีนท่ีถกูสรา้งขึน้เพิ่มเติม 
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เพ่ือยืนยนัผลในการกดการอกัเสบของสารสกดัใบจกัรนารายณด์ว้ย นอกจากนี ้การศกึษาครัง้นีท้  า
ในเซลลแ์มคโครฟาจของหนู ซึ่งเป็นสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม อย่างไรก็ตาม หากศึกษาในเซลลม์นุษย์
อาจ ให้ผล การทดลองมี ค วามแตกต่ างกัน ได้  จึ งค วรมี การศึ กษ า เพิ่ ม เติ ม ใน เซลล์ 
แมคโครฟาจมนษุย ์และศกึษาเพิ่มเติมในเซลลท่ี์มีความสมัพนัธก์บัโรคปริทนัตโ์ดยตรง เช่น เซลล์
ไฟโบรบลาสตเ์หงือก และ เซลลเ์อ็นยดึปรทินัต ์
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