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บทคัดย่อ  การอกัเสบเป็นผลจากการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัต่อสิ่งแปลกปลอมที่เข้ามากระตุ้นร่างกายโดยเกดิจากการ 

กระตุ้นเซลล์ในระบบภมูคุ้ิมกนัซ่ึงจะท�าให้มกีารหล่ัง pro-inflammatory cytokine เช่น tumor necrosis factor-α  

(TNF-α), interleukin (IL)-1β และ IL-6 อาจส่งผลกระทบให้เกดิการอกัเสบในร่างกาย โดยการรักษาการอกัเสบ

ส่วนใหญ่จะใช้ยาประเภท non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) และยาสเตยีรอยด ์การใช้ยาเหล่าน้ี

อาจท�าให้เกดิผลข้างเคียงต่อผู้ใช้ งานวิจัยน้ีมวัีตถุประสงค์เพ่ือศกึษาฤทธิ์ของสารสกดัธรรมชาตทิีไ่ด้จากใบมะรมุต่อการ

ต้านการอกัเสบในเซลล์เมด็เลือดขาวโมโนไซต์ที่พัฒนาเป็นแมคโครฟาจและได้รับการกระตุ้นให้เกดิการอกัเสบด้วย

สารสกดัลิโปโพลีแซคคาไรดจ์ากผนังเซลล์ของแบคทเีรีย แกรมลบ โดยศกึษาการหล่ังไซโตไคน์ IL-6 ที่เซลล์หล่ัง

ออกมาหลังจากได้รับการกระตุ้นให้อยู่ในภาวะอักเสบด้วยสารลิโปโพลีแซคคาไรด์ จากน้ันเซลล์จะได้รับการรักษา

ด้วยสารสกดัจากใบมะรมุ ซ่ึงตรวจวัดระดบัการแสดงออกของยีน IL-6 โดยใช้เทคนิค quantitative reverse tran-

scription-PCR และระดบัการหล่ังไซโตไคน์ IL-6 ด้วยเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay เปรียบเทยีบ

กบักลุ่มเซลล์ในสภาวะควบคุม ผลการวิจัยพบว่าการรักษาด้วยสารสกดัจากใบมะรมุสามารถลดระดบัการแสดงออก 

ของยีน IL-6 และลดระดบัไซโตไคน์ IL-6 ในเซลล์แมคโครฟาจหลังจากที่เซลล์ได้รับการกระตุ้นให้เกดิการอกัเสบ

ด้วยสารลิโปโพลีแซคคาไรดอ์ย่างมนัียส�าคัญทางสถติ ิ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม จากผลงานวิจัยน้ี

สรปุได้ว่าสารสกดัจากใบมะรมุสามารถลดการสร้างสารไซโตไคน์ชนิด IL-6 ในเซลล์แมคโครฟาจที่ได้รับการกระตุ้น

ด้วยสารลิโปโพลีแซคคาไรด์ซ่ึงอาจน�าความรู้ ต่อยอดจากงานวิจัยน้ีไปพัฒนาสารสกดัธรรมชาติที่มาจากใบมะรุมไป

เป็นยาลดการอกัเสบต่อไป
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Effect of Moringa oleifera Lam. Leaves Extract on IL-6 in Inflammatory Macrophages Induced by Lipopolysaccharide

บทน�า
การอักเสบเป็นผลของการตอบสนองทางภมูิคุ้มกัน

ต่อสิ่งเร้า หรือสิ่งแปลกปลอม เช่น เช้ือแบคทเีรีย ไวรัส 

รา ที่เข้ามาก่อโรคในร่างกาย ขณะเดียวกันการอักเสบ

สามารถเกิดขึ้ นได้จากโรคต่างๆ ที่เกิดขึ้ นอยู่แล้วใน

ร่างกายผู้ป่วย การกระตุ้นเซลล์ในระบบภมูิคุ้มกันเพ่ือ

ตอบสนองต่อเช้ือโรคจะท�าให้มีการหล่ังไซโตไคน์กลุ่มที่

ส่งผลให้เกดิการอกัเสบต่อเน้ือเย่ือ (pro-inflammatory 

cytokine) เช่น tumor necrosis factor-α (TNF-α), 

interleukin (IL)-1β และ interleukin-6 (IL-6) ซ่ึงมี

ฤทธิ์ท�าหน้าที่ในการกระตุ้นเซลล์ในระบบภมูคุ้ิมกนัให้ท�า

หน้าที่ตอบสนองต่อสิง่แปลกปลอมให้ออกไปจากร่างกาย 

แต่ขณะเดียวกนัส่งผลให้เกดิการอกัเสบของเน้ือเย่ือใกล้

เคียงบริเวณที่มีการเข้ามาของเช้ือโรคต่างๆ หรือใน

บริเวณที่มีการบาดเจบ็ ซ่ึงหากมีการอกัเสบเกดิขึ้นมาก

เกนิไปและเกดิอย่างต่อเน่ืองจะส่งผลเสยีต่อร่างกายและ

สามารถก่อให้เกดิโรคอื่นๆ ตามมา(1,2) IL-6 เป็นไซโต

ไคน์ส�าคัญที่สร้างมาจากเซลล์เมด็เลือดขาวชนิดแมคโคร

ฟาจ เซลล์กล้ามเน้ือและเซลล์กระดูก ซ่ึงมฤีทธิ์หลายอย่าง 

ได้แก่ กระตุ้นการสร้างแอนตบิอดขีอง B cell กระตุ้นการ

พัฒนาของ T cell กระตุ้นการสร้าง acute phase protein 

ในตับ กระตุ้นการสร้างกระดูกและหลอดเลือด รวมทั้ง

เพ่ิมการขยายตัวของหลอดเลือด นอกจากน้ี IL-6 ยัง

ท�าให้มีการอักเสบของเน้ือเย่ือในร่างกายได้อีกด้วย 

ตวัอย่างของโรคที่เกี่ยวข้องกบัการอกัเสบ เช่น โรคตดิเช้ือ

แบคทเีรีย เช้ือรา เช้ือไวรัส โรคข้ออกัเสบ โรครมูาตอยด ์

โรคหอบหืด เป็นต้น(3) นอกจากน้ีหากมกีารอกัเสบเร้ือรัง

จะท�าให้มีโอกาสพัฒนาเป็นโรคมะเรง็ได้อกีด้วย(4) จาก

ข้อมูลขององค์การอนามัยโลกรายงานว่าหน่ึงในสาเหตุ

หลักของการเสยีชีวิตในประชากรโลก มสีาเหตมุาจากโรค

ในกลุ่มไม่ติดต่อซ่ึงรวมถึงโรคที่เกี่ยวข้องกบัการอกัเสบ

เร้ือรังโดยเฉพาะโรคมะเรง็(5,6) 

ดงัน้ัน จึงจ�าเป็นต้องมีการรักษาอาการอกัเสบซ่ึงเป็น

อาการที่ส�าคัญของโรคเหล่าน้ี การควบคุมการอกัเสบเพ่ือ

ลดอาการรนุแรงของโรคด้วยการใช้ยาต้านการอกัเสบ เช่น 

ยาที่ไม่ใช่สเตยีรอยด ์(NSAIDs) และยา สเตยีรอยด ์ยา

เหล่าน้ีมกัเป็นยาที่สงัเคราะห์ขึ้นมาและอาจมฤีทธิ์ส่งผล-

กระทบข้างเคียงต่อร่างกาย เช่น มีอาการเวียนศีรษะ 

อาเจียน หายใจตดิขดั ความดนัโลหิตสงูขึ้น นอกจากน้ียัง

อาจส่งผลเสยีต่อไตและระบบหมุนเวียนของเลือด หากมี

การใช้ยาเหล่าน้ีเป็นระยะเวลายาวนาน(7-8) ดังน้ัน เพ่ือ

ความปลอดภยัในการรักษาการอกัเสบและหลีกเล่ียงจาก

ยาที่สงัเคราะห์ขึ้นที่มีส่วนประกอบทางเคมี โดยการน�า   

พืชและสมุนไพรจากธรรมชาตหิลากหลายชนิดมาใช้รักษา

อาการอกัเสบดงักล่าวที่เกดิขึ้นในร่างกาย ปัจจุบนัมหีลาย

งานวิจัยค้นพบว่าส่วนประกอบต่างๆ ของมะรุม เช่น     

ราก เมลด็ ฝกั และใบ สามารถน�าไปใช้ประโยชน์ได้หลาย

ด้าน(3) และมีคุณประโยชน์ทางด้านการแพทย์ ได้แก่ มี

ฤทธิ์ในการต้านการอกัเสบ ต้านมะเรง็ ต้านเช้ือแบคทเีรีย 

เป็นต้น(9) เน่ืองจากในมะรุมมีสารประกอบส�าคัญที่          

มีประโยชน์อีกมากมาย และเป็นพืชที่พบได้ทั่วไปใน

ประเทศไทยซ่ึงมกัใช้เป็นอาหารรับประทานและยังใช้เป็น

ส่วนประกอบของยาแผนโบราณ 

ซ่ึงคณะผู้วิจัยมคีวามสนใจศกึษาฤทธิ์ของสารสกดัจาก

ใบมะรุมในการรักษาการอักเสบของเซลล์ที่ได้รับการ 

กระตุ้นให้เกดิการอกัเสบด้วยผนังเซลล์ของแบคทเีรีย-

แกรมลบ (lipopolysaccharide, LPS) โดยศึกษาการ

แสดงออกของยีนและระดบัการหล่ังโตไคน์ชนิด IL-6 ใน

เซลล์แมคโครฟาจที่พัฒนามาจากโมโนไซต์ของมนุษย์ 

งานวิจัยน้ีใช้เทคนิค quantitative reverse transcription 

(qRT) - PCR และ enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) ในการตรวจวิเคราะห์หาระดับของการ

แสดงออกของยีนและโปรตนีตามล�าดบั ซ่ึงคณะผู้วิจัยพบ

ว่าสารสกัดจากใบมะรุมมีความสามารถในการลดระดับ

การแสดงออกของยีนและโปรตีนของ IL-6 ในเซลล์-

แมคโครฟาจที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS

วิธีการศึกษา
การสกดัสารจากใบของมะรุม 

น�าใบมะรมุแห้งที่บดละเอยีดแล้ว จ�านวน 2 กโิลกรัม 
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มาหมักด้วยเฮกเซน 99% (RCI Labscan Limited, 

Thailand) ปริมาณ 5 ลิตร แล้วน�ามาระเหยโดยเคร่ือง 

rotary evaporator (Heidolph, Germany) ซ่ึงจะได้ส่วน

สารที่อยู่ในเฮกเซน ปริมาณ 44 กรัม จากน้ันจึงน�ากากที่

ได้จากการระเหยมาสกัดโดยหมักด้วยเอทิลแอซีเทต 

99.8% (RCI Labscan Limited, Thailand) ปริมาณ 5 

ลิตร แล้วจึงน�ามาระเหยเอทลิแอซีเทตด้วยเคร่ือง rotary 

evaporator จึงได้ส่วนสารที่อยู่ในเอทลิแอซีเทต (crude 

EtOAc) ปริมาณ 53 กรัม จากน้ันจึงน�าส่วนที่เป็นเอทลิ-

แอซีเทตมาใช้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

ตวัอย่างเม็ดเลือดขาวทีใ่ชศึ้กษา

น�าตวัอย่างเมด็เลือดขาวจากผู้บริจาคโลหิต ณ โรง-

พยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณโุลก 

การแยกเซลลโ์มโนไซต์

น�าตวัอย่างเมด็เลือดขาวมาป่ันเพ่ือแยกเมด็เลือดขาว

ออกจากเมด็เลือดแดง โดยน�าตวัอย่างที่ได้มาเจือจางกบั

บฟัเฟอร์ Hank’s balanced salt solution (HBSS) ใน

อตัราส่วน 1:1 แล้วจึงน�ามาป่ันแยกโดยใช้น�า้ยา lympho- 

prep (Axis-Shield PoC AS, Norway) ด้วยความเรว็ 

600 x g เป็นเวลา 30 นาท ีที่ 25 °C จากน้ันจึงน�าส่วน

ของ peripheral blood mononuclear cell (PBMCs) มา

ป่ันล้างด้วย HBSS ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่ความเรว็ 

300 x g เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วดูดส่วนใสทิ้ง จากน้ันจึง

เติม RPMI-1640 ลงไปและน�าไปป่ันแยกด้วยน�า้ยา 

Percoll (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) 

ที่ 400 x g เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วน�าส่วนของโมโนไซต์

ที่ได้มาป่ันล้างด้วย HBSS ที่ 300 x g เป็นเวลา 5 นาท ี

จากน้ันจึงน�าเซลล์มาทดสอบความมีชีวิตโดยผสมเซลล์

กบัสารละลาย 0.4% trypan blue ในอตัราส่วน 1:1 น�า

ไปนับด้วย hemocytometer ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จาก

น้ันจึงน�าเซลล์โมโนไซต์ที่แยกได้ไปเพาะเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเซลล์ที่ประกอบด้วย RPMI-1640 ที่ม ี10% fetal 

bovine serum และ 1% penicillin-streptomycin anti-

biotic เป็นเวลา 7 วัน ในสภาวะที่ม ี5% CO
2
 และอณุหภมู ิ

37 °C เพ่ือให้เซลล์พัฒนาเป็นเซลล์แมคโครฟาจและน�า

ไปใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป

การตรวจวดัการแสดงออกของ CD marker ของ

โมโนไซต ์

น�าเซลล์โมโนไซต์ที่แยกได้ไปทดสอบการแสดงออก

ของ CD marker บนผวิเซลล์ โดยน�าเซลล์ที่เพาะเล้ียงมา

ป่ันล้างด้วย FACs buffer (PBS, 10% FCS, 1% sodi-

um azide) ที่ความเรว็ 400×g เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วเตมิ 

fluorophore conjugated antibody ต่อ CD14 หรือ CD16 

(BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA) แล้วน�าไป 

incubate บน orbital shaker ในที่มดืเป็นเวลา 30 นาท ี

เมื่อครบเวลา น�าไปป่ันล้างด้วย Phosphate-Buffered 

Saline (PBS) จากน้ันดูดส่วนใสด้านบนออก แล้วป่ันล้าง

อีก 2 คร้ัง ดูดส่วนใสออก จากน้ันเติม PBS และน�า

ตัวอย่างไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง flow cytometer 

(Beckman Coulter, Inc., Indianapolis, IN, USA)(10) 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวิธี neutral 

red uptake cytotoxicity assay

เป็นการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจากใบ

มะรมุต่อเซลล์แมคโครฟาจ เพ่ือหาความเข้นข้นที่เหมาะ

สมของสารสกดัจากใบมะรุมหรือยาแอสไพริน โดยการ

เจือจางสารสกดัจากใบมะรมุหรือยาแอสไพรินที่ความเข้ม

ข้น 10 µg/ml ถึง 10,000 µg/ml จากน้ันน�าเซลล์

แมคโครฟาจ (5x104 cells/wel) มาเล้ียงใน 96 well 

plate และ incubate เป็นเวลา 1 คืน และน�ามาทดสอบ

กบัสารสกดัจากใบมะรมุและยาแอสไพรินที่ความเข้มข้น

ต่างๆ จากน้ัน incubate เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง แล้วล้าง

เซลล์ด้วย Phosphate-Buffered Saline (PBS) จากน้ัน

ทดสอบความมชีีวิตโดยการย้อมส ีneutral red (Merck, 

Germany) เพ่ือศกึษาความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ 

ซ่ึงส ีneutral red จะเข้าไปย้อมตดิ ไลโซโซม (lysosome) 

ของเซลล์ที่มชีีวิต จากน้ัน incubate เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 

แล้วดูดส่วนใสทิ้ง และล้างเซลล์ด้วย PBS แล้วเตมิ acid 

alcohol (1% acetic acid, 50% EtOH, DI water) เพ่ือ

ละลายสอีอกจากเซลล์ และอ่านผลด้วย ELISA reader ที่

ความยาวคล่ืน 545 นาโมเมตร
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การทดสอบเซลลแ์มคโครฟาจในสภาวะต่างๆ

น�าเซลล์แมคโครฟาจที่พัฒนามาจากการเพาะเล้ียง

เซลล์โมโนไซต์เป็นเวลา 7 วัน โดยสังเกตลักษณะการ

เปล่ียนแปลงทางกายภาพของเซลล์ที่มีการพัฒนาเป็น

เซลล์แมคโครฟาจ แล้วจึงน�าเซลล์มาเพาะเล้ียงใน 24-

well tissue culture plate จ�านวน 2x105 เซลล์ต่อหลุม 

เพ่ือที่จะทดสอบฤทธิ์การต้านการอกัเสบของสารสกดัจาก

ใบมะรมุ โดยความเข้มข้นของสารสกดัจากใบมะรมุและ

ยาแอสไพรินจะใช้ความเข้มข้นที่อยู่ในระดบัที่เป็นพิษกบั

เซลล์แมคโครฟาจน้อยที่สดุคือที่ระดับของ lethal con-

centration 5 (LC
5
)

 
ซ่ึงได้จากการทดสอบความเป็นพิษ

ต่อเซลล์โดยจะกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS (Sigma-Aldrich, 

Missouri, USA) ที่ความเข้มข้น 10 ng/ml(11) เป็นเวลา 

12 ช่ัวโมงซ่ึงเป็นสภาวะที่ท�าให้เกดิการอกัเสบของเซลล์

แมคโครฟาจ จากน้ันน�าเซลล์ที่อกัเสบน้ีทดสอบกบัสาร

สกดัจากใบมะรมุเปรียบเทยีบกบัการทดสอบด้วยสภาวะ

ที่ใส่ยาแอสไพรินซ่ึงจะ incubate เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง โดย

ผลการทดสอบจะเปรียบเทยีบกบัเซลล์ที่กระตุ้นด้วย LPS 

และไม่ได้รับการทดสอบด้วยยาและสารสกดั

การสกดัอารเ์อ็นเอ

น�าเซลล์ที่ผ่านการทดสอบในแต่ละสภาวะมาล้างด้วย 

HPSS 1 คร้ัง จากน้ันเตมิน�า้ยา Trizol (Life Technolo-

gies Corporation, USA) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

incubate เป็นเวลา 5 นาท ีและใช้ pipette ดูดขึ้นลง เพ่ือ

ท�าให้เซลล์แตก แล้วน�าไปใส่ microcentrifuge tube เตมิ 

chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั และ

ทิ้ งไว้ที่อุณหภมูิห้อง 2 นาท ี จึงน�าไปป่ันด้วยความเรว็ 

12,000 × g เป็นเวลา 15 นาท ีที่อณุหภมู ิ4°C เพ่ือให้

ของเหลวในหลอดทดลองแยกเป็น phenol-chloroform 

phase, interphase และ aqueous phase ดูดช้ัน aqueous 

phase ที่มี RNA ใส่ใน microcentrifuge tube เพ่ือตก

ตะกอน RNA โดยเตมิ isopropanol ปริมาตร 200 µL 

ลงไปในหลอดทดลอง เกบ็ไว้ที่อณุหภมูิ 4°C เป็นเวลา 

10 นาท ีและน�าไปป่ันด้วยความเรว็ 12,000 × g เป็นเวลา 

10 นาท ีที่อณุหภมู ิ4°C เพ่ือแยกตะกอน RNA จากน้ัน

ดูดน�า้ส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอน RNA ด้วย 75% ethanol 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และน�าไปป่ันด้วยความเรว็ 

7,500 × g เป็นเวลา 5 นาท ีที่อณุหภมู ิ4°C ดูดส่วน     

น�า้ใสทิ้ง พักให้ตะกอน RNA แห้ง แล้วจึงละลายตะกอน 

RNA ด้วยน�า้ปราศจาก RNase แล้วเกบ็ตวัอย่าง RNA ไว้

ที่ -20°C(12) 

การตรวจวดัการแสดงออกของยนี

Quantitative reverse transcription PCR (qRT-

PCR) เป็นการตรวจวัดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง

กับกระบวนการอักเสบ คือ ยีน IL-6 ในการทดสอบ

ตวัอย่าง RNA จะเปล่ียนให้เป็น complementary DNA 

(cDNA) โดยใช้ชุดน�า้ยา Tetro cDNA Synthesis (Bio-

line Reagents Limited, London, UK) โดยน�าตวัอย่าง 

RNA ที่สกดัได้มาผสมกบัน�า้ยาไพรเมอร์ (Oligo(dT)
18

 

Primer) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP mix 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5x RT Buffer ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร RiboSafe RNase Inhibitor ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร 200 U/ µl Tetro Reverse Transcriptase 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ RNase-free water ปริมาตร 

7 ไมโครลิตร และน�าตัวอย่าง RNA ที่ผสมกบัน�า้ยาดัง

กล่าวมาเปล่ียนให้เป็น cDNA (Reverse transcription) 

ด้วยเคร่ือง thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA) โดยจะตั้งค่าอณุหภมูทิี่ 45°C เป็น

เวลา 30 นาท ีและที่ 85°C เป็นเวลา 5 นาที

จากน้ันเป็นกระบวนการ qRT-PCR โดยใช้ชุดตรวจ 

SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioline Reagents 

Limited, London, UK) ซ่ึงวิธกีารจะน�าตวัอย่าง cDNA 

5 ไมโครลิตร มาผสมกบัน�า้ยา PCR ซ่ึงประกอบด้วย 2x 

SensiFAST SYBR No-ROX Mix ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร 10 µM forward primer ปริมาตร 0.8 

ไมโครลิตร 10 µM reverse primer ปริมาตร 0.8 

ไมโครลิตร RNase-free water 3.4 ไมโครลิตร ซ่ึง Oli-

gonucleotide primers (Bio Basic Inc., Markham, ON, 

Canada) ที่มคีวามจ�าเพาะต่อยีน IL-6 และ Actin beta 

(ACTB) (ตารางที่ 1) โดยการจะตรวจวัดปฏกิริิยาด้วย
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เคร่ือง CFX96 Touch Real-Time PCR (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) ซ่ึงจะตั้งค่า

ปฏกิริิยา initial denaturation ที่อณุหภมู ิ95°C เป็นเวลา 

3 นาท ี และ denaturation ที่อณุหภมูิ 95°C ตามด้วย

ปฏกิริิยา annealing และ elongation ที่อณุหภมู ิ 60°C 

จ�านวน 45 cycle(13) 

การตรวจวดัระดบัของไซโตไคนที์่หลัง่จากแมค-

โครฟาจ

น�าส่วนอาหารเล้ียงเซลล์ที่เกบ็จากการทดสอบเซลล์

แมคโครฟาจในสภาวะต่างๆ มาตรวจวัดระดบัไซโตไคน์

ที่หล่ังออกมาจากแมคโครฟาจโดยใช้ชุดทดสอบ Human 

IL-6/Interleukin-6 ELISA Pair Set (Sino Biological 

Inc., PA, USA) โดยจะเคลือบแอนตบิอดทีี่จ�าเพาะต่อ

ไซโตไคน์ IL-6 ที่ก้นหลุมที่อณุหภมู ิ4°C เป็นเวลา 12 

ช่ัวโมง จากน้ันจะเป็นขั้นตอนการ Blocking เพ่ือป้องกนั

การรบกวนปฏิกิริยาจากส่วนที่ไม่จ�าเพาะโดยจะเติม 

Blocking buffer และ incubate ที่อณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 

1 ช่ัวโมง ล้างด้วย PBS+0.05% Tween20 จากน้ันเตมิ

ส่วนของน�้าเล้ียงเซลล์ที่ต้องการทดสอบ incubate ที่

อณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง แล้วล้างปฏกิริิยาที่ไม่

จ�าเพาะออกด้วย PBS+0.05% Tween20 แล้วจึงเติม 

detection antibody ที่มีการติดฉลากด้วยเอนไซม์โดย 

incubate ที่อณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วจึงล้าง

ออกด้วย PBS+0.05% Tween20 จากน้ันเตมิ substrate 

solution และ incubate ที่อณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 20 นาท ี

แล้วจึงเตมิ 2 N H
2
SO

4 
เพ่ือหยุดปฏกิริิยา จากน้ันจึงน�า

ไปวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้ นด้วยเคร่ือง ELISA reader ที่

ความยาวคล่ืน 450 nm

การวิเคราะหข์อ้มูล

ใช้สถติ ิ one-way analysis of variance (one way 

ANOVA) ในการเปรียบเทยีบความแตกต่างของข้อมูล

ในแต่ละกลุ่ม โดยมีค่าระดบัความน่าเช่ือถอืที่ร้อยละ 95

การศกึษาน้ีเป็นส่วนหน่ึงของโครงการวิจัยที่ผ่านการ

รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร รหัสโครงการ IRB 927/59

ผลการศึกษา
การทดสอบหาค่าเฉล่ีย และหาร้อยละความมชีีวิตของ

โมโนไซต ์ 

ปริมาณของโมโนไซตท์ี่แยกได้ โดยอาศยัหลักการการ

ย้อมตดิสเีซลล์ที่มชีีวิตของ trypan blue พบว่ามปีริมาณ

โมโนไซต์ 4.84 × 106 เซลล์/มิลลิลิตร และค่าความมี

ชีวิตร้อยละ 99.69

การทดสอบหารอ้ยละการแสดงออกของ CD 

marker บนผิวเซลลโ์มโนไซต์

เมื่อน�าโมโนไซตม์าย้อมด้วย fluorophore conjugat-

ed antibody ต่อ CD14/CD16 โดย CD14 เป็น surface 

marker ของเซลล์โมโนไซต ์โดยตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

flow cytometer พบว่าค่าการแสดงออกของ CD14 บน

ผวิเซลล์โมโนไซตร้์อยละ 93.13 แสดงดงัภาพที่ 1 ให้ผล

ลักษณะการแสดงออกของ surface marker ซ่ึงมีความ

จ�าเพาะต่อเซลล์โมโนไซต์ จึงแสดงถงึเซลล์ที่แยกได้เป็น

โมโนไซตอ์ย่างแท้จริง

การศึกษารูปร่างของเซลล์

น�าเซลล์โมโนไซต์มาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ 

RPMI-1640 ที่มส่ีวนผสมของ 10% fetal bovine serum 

ตารางที ่1 ไพรเมอรที์ใ่ชใ้นปฏิกิริยา qRT-PCR

                         Gene                                           Sequence (5’ to 3’)

Interleukin-6 F : ACT CAC CTC TTC AgA ACg AAT Tg

  R : CCA TCT TTg gAA ggT TCA ggT Tg

Actin beta (ACTB) F : CAT gTA CgT TgC TAT CCA ggC

  R : CTC CTT AAT gTC ACg CAC gAT
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และ 1% penicillin-streptomycin antibiotic ที่อณุหภมู ิ

37°C และ 5% CO
2 
เป็นเวลา 7 วัน ซ่ึงจะท�าให้เซลล์-

โมโนไซต์มีการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์แมคโครฟาจ เมื่อ

ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าเซลล์โมโนไซตท์ี่แยกได้ใน

วันที่ 1 มีขนาดเลก็และรูปร่างกลมแสดงดังภาพที่ 2A 

และเซลล์โมโนไซต์ที่พัฒนาเป็นเซลล์แมคโครฟาจในวัน

ที่ 7 พบว่าเซลล์มรีปูร่างเรียวยาว คล้ายกระสวย แสดงดงั

ภาพที่ 2B

การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลแ์มคโครฟาจ

การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจากใบมะรุม

และยาแอสไพรินที่ระดบัความเข้มข้นต่างๆ ต่อการมชีีวิต

ของเซลล์แมคโครฟาจเพ่ือหาค่าความเข้มข้นที่เหมาะ-

สมในการน�าไปทดสอบการต้านการอักเสบ ซ่ึงจากการ 

เตรียมความเข้มข้นของสารสกดัหรือยาแอสไพรินที่ความ

เข้มข้น 10 µg/ml ถงึ 10,000 µg/ml พบผลการทดสอบ

ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบมะรุมในความเข้มข้นที่

ท�าให้เซลล์แมคโครฟาจมีชีวิตร้อยละ 50 (LC
50

) คือ

ความเข้มข้นของสารสกดัที่ 521.19 µg/ml และความ

เข้มข้นของสารสกดัที่ท�าให้แมคโครฟาจมชีีวิตร้อยละ 95 

(LC
5
) คือความเข้มข้น 26.84 µg/ml แสดงดังภาพที่ 

3A ขณะที่ผลการทดสอบความเป็นพิษของยาแอสไพริน

ในความเข้มข้นทีท่ �าให้เซลล์แมคโครฟาจมชีีวิตร้อยละ 50 

ภาพที ่1  ผลการวิเคราะหโ์ฟลไซโทเมทรีดว้ยแอนติบอดี anti-CD14/CD16 ของการแสดงออกของ CD14 บนผิวเซลลโ์มโน

ไซตร์อ้ยละ 93.13

ภาพที ่2  รูปร่างของเซลลโ์มโนไซตมี์ลกัษณะกลมและเกาะติดอยู่ทีผ่ิวของภาชนะ (A) และเซลลแ์มคโครฟาจทีพ่ฒันามาจาก

โมโนไซตเ์ป็นระยะเวลา 7 วนั มีลกัษณะยดืยาวออกไปและเกาะติดอยู่ทีผ่ิวของภาชนะ (B)

                                     A                                                                  B

103

102

101

100

C
D

1
4

100           101               102              103

CD16
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(LC
50

) คือความเข้มข้นของยาที่ 187.50 µg/ml และ

ความเข้มข้นของยาที่ท�าให้แมคโครฟาจมชีีวิตร้อยละ 95 

(LC
5
) คือความเข้มข้นเทา่กบั 52.99 µg/ml แสดงดงั

ภาพที่ 3B 

การตรวจวดัการแสดงออกของยีน IL-6 ดว้ยวิธี 

qRT-PCR

น�าเซลล์แมคโครฟาจที่ทดสอบในสภาวะต่างๆ มา 

สกดั RNA เพ่ือตรวจวัดการแสดงออกของยีน IL-6 โดย

วิธี qRT-PCR ผลการวิเคราะห์พบว่าเซลล์ที่ได้รับการ 

กระตุ้นด้วย LPS มีระดับการแสดงออกของยีน IL-6 

เทา่กบั 43.76±4.4 ซ่ึงเพ่ิมสงูขึ้นอย่างมนัียส�าคัญทางสถติ ิ

(p<0.05) เมื่อเปรียบเทยีบกบัเซลล์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น

ด้วย LPS (กลุ่มควบคุม) ที่มค่ีาเทา่กบั 1±0.06 ขณะที่

เซลล์ทีไ่ด้รับการกระตุ้นด้วย LPS แล้วได้รับการรักษาด้วย

สารสกดัจากใบมะรมุมรีะดบัการแสดงออกของยีน IL-6 

ที่เท่ากับ 0.08±0.02 ซ่ึงลดต�่าลงอย่างมีนัยส�าคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ได้รับการ 

กระตุ้นด้วย LPS อย่างเดยีว ซ่ึงให้ผลไปในทางเดยีวกนั

กบัเซลล์ที่ได้รับยาแอสไพรินที่มค่ีาการแสดงออกของยีน 

IL-6 เท่ากบั 1.97±0.03 แสดงดงัภาพที่ 4

ภาพที ่3  ความเขม้ขน้ของสารต่อการมีชีวิตของเซลล ์(dose-response curves) โดยเล้ียงเซลลใ์นสภาวะทีมี่ความเขม้ขน้ทีแ่ตก

ต่างกนัของสารสกดัจากใบมะรุม (A) และยาแอสไพริน (B) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นทดสอบเซลลด์ว้ยวิธี neu-

tral red uptake cytotoxicity assay

ภาพที ่4  ผลของสารสกดัจากใบมะรุมต่อระดบัการแสดงออกของยนี IL-6 โดยเซลลไ์ดร้บัการกระตุน้ดว้ยสาร LPS เป็นเวลา 
12 ชัว่โมง จากนั้นน�าสารสกดัจากใบมะรุมมารกัษาเป็นเวลา 6 ชัว่โมงและน�าเซลลไ์ปสกดัแยกสารพนัธุกรรมและ
ตรวจวดัระดบัการแสดงออกของยนีไซโตไคน ์IL-6 โดยวิธี qRT-PCR. (*, p<0.05 as compared with LPS) LPS; 

lipopolysaccharide, ASP; Aspirin, MOE; Moringa oleifera leaves extract
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ผลการตรวจวดัระดบัการหลัง่ไซโตไคน ์ IL-6 ใน

เซลลแ์มคโครฟาจดว้ยวิธี ELISA 

เซลล์แมคโครฟาจที่ทดสอบในสภาวะต่างๆ แล้วน�า

มาเกบ็ส่วนอาหารเล้ียงเซลล์ (supernatant) และน�ามา

ตรวจวัดระดับไซโตไคน์ IL-6 ด้วยวิธ ี ELISA ผลการ

วิเคราะห์พบว่าในสภาวะทีเ่ซลล์ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS 

มีระดับการแสดงออกของไซโตไคน์ IL-6 เท่ากับ 

643.36±3.93 pg/ml ซ่ึงเพ่ิมสงูขึ้นอย่างมนัียส�าคัญทาง

สถติ ิ(p<0.05) เมื่อเปรียบเทยีบกบัสภาวะควบคุมทีเ่ซลล์

ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS ซ่ึงมค่ีาเทา่กบั 50.6±0.66 

pg/ml ขณะทีใ่นตวัอย่างเซลล์ทีไ่ด้รับการกระตุ้นด้วย LPS 

แล้วได้รับการรักษาด้วยสารสกดัจากใบมะรมุมรีะดบัการ

แสดงออกของไซโตไคน์ IL-6 ที่เทา่กบั 103.11±10.49 

pg/ml ซ่ึงลดต�่าลงอย่างมีนัยส�าคัญทางสถติิ (p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS 

อย่างเดียว และให้ผลไปในทศิทางเดียวกนักบัเซลล์ที่ได้

รับยาแอสไพรินที่มี ค่าไซโตไคน์ IL-6 เท่ากับ 

49.01±0.61 pg/ml แสดงดงัภาพที่ 5

วิจารณ์
มะรุมเป็นพืชที่ นิยมปลูกเพ่ือเป็นแหล่งอาหาร 

เน่ืองจากเป็นพืชโตเร็ว ปลูกง่ายในเขตร้อน ต้องการ

อาหารในการเจริญเตบิโตน้อย และผลิตใบตลอดทั้งปี(14) 

จากการศกึษาในปีค.ศ. 2005 พบว่าใบมะรมุอดุมไปด้วย

วิตามนิซีมากกว่าส้ม 7 เทา่ วิตามินเอมากกว่าแครอท 4 

เทา่ โพแทสเซียมมากกว่ากล้วย 3 เทา่ แคลเซียมมากกว่า

นม 4 เทา่ โปรตนีมากกว่าโยเกร์ิต 2 เทา่ และยังอดุมไป

ด้วยกรดอะมโินจ�าเป็นหลายชนิด(15) นอกจากมะรมุจะใช้

เป็นแหล่งอาหารแล้ว ยังมกีารน�าส่วนต่างๆ ของมะรมุมา

ใช้ประโยชน์ทางการแพทย์แผนโบราณในหลายพ้ืนที่ เช่น 

เมลด็ใช้เป็นยาขับปัสสาวะ และบ�ารุงหัวใจ ฝักช่วยลด

ความดนัโลหิตและบรรเทาโรคเบาหวาน รากใช้เป็นยาขบั

ปัสสาวะ ลดการหดเกร็งของกล้ามเน้ือ และบ�ารุงตับ 

เปลือกสามารถต้านเช้ือแบคทเีรีย ใบช่วยบ�ารงุหัวใจและ

ตบั ลดความดนัโลหิต เป็นยาขบัปัสสาวะ ลดระดบัคลอ-

เลสเตอรอล ใช้เป็นยาชูก�าลัง(14-15) นอกจากน้ียังพบว่า

มะรุมมีฤทธิ์ในการต้านการอกัเสบ ต้านสารอนุมูลอสิระ 

ภาพที ่5  ผลของสารสกดัจากใบมะรุมต่อระดบัการหลัง่ไซโตไคน ์IL-6 โดยเซลลไ์ดร้บัการกระตุน้ดว้ยสาร LPS เป็นเวลา 12 

ชัว่โมง จากนั้นน�าสารสกดัจากใบมะรุมมารกัษาเป็นเวลา 6 ชัว่โมงและน�าส่วนน�้ าเล้ียงเซลลไ์ปวดัระดบัสารไซโตไคน ์

IL-6 โดยวิธี ELISA (* p<0.05 as compared with LPS) LPS; lipopolysaccharide, ASP; Aspirin, MOE; Morin-

ga oleifera leaves extract, POST-ASP; post treatment with aspirin, POST-MOE; post treatment with Moringa 

oleifera leaves extract



ผลของสารสกดัจากใบมะรุมต่อ Interleukin-6 ในเซลลแ์มคโครฟาจทีก่ระตุน้การอกัเสบดว้ยลิโปโพลีแซคคาไรด์

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2563 ปีที ่29 ฉบบัที ่6 1121

ที่สกดัด้วย ethyl acetate สามารถต้านการอกัเสบในเซลล์

ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS โดยการลดการแสดงออก

และลดการเคล่ือนที่ของ NF-κB subunit จากไซโต-

พลาสซึมเข้าสู่เซลล์(18) ซ่ึงให้ผลการทดสอบเช่นเดยีวกนั

กบังานวิจัยในปี ค.ศ. 2014 ที่พบว่าสารสกดัหยาบจาก

ใบมะรุมที่สกดัด้วย ethyl acetate สามารถป้องกนัการ

อักเสบในเซลล์แมคโครฟาจของคนที่ได้รับการกระตุ้น

ด้วยสารสกดัจากควันบุหร่ี โดยให้เซลล์อยู่ในสภาวะที่มี

สารสกดัจากใบมะรมุก่อนเป็นระยะเวลา 6 ช่ัวโมงแล้วจึง

กระตุ้นให้เซลล์เกดิการอกัเสบ ผลการวิจัยพบว่าสารสกดั

จากใบมะรุมสามารถป้องกันการอักเสบภายในเซลล์ได้

โดยลดการแสดงออกของไซโตไคน์ชนิด TNF, IL-6, 

IL-8 และ Rel A ซ่ึงเป็นโมเลกุลส่วนประกอบของ NF-

κB ที่มคีวามส�าคัญในการควบคุมสารกลุ่ม pro-inflam-

matory cytokine โดยผ่านสญัญาณใน NF-κB path-

way(11) ในการศึกษาของคณะผู้วิจัยเกี่ยวกับระดับการ

แสดงออกของยีน IL-6 ด้วยวิธ ี qRT-PCR และระดบั

ของ IL-6 โดยวิธ ีELISA ในเซลล์แมคโครฟาจที่ได้รับ

การรักษาด้วยสารสกดัจากใบมะรมุในเซลล์ที่อกัเสบจาก

การกระตุ้นด้วยสาร LPS พบว่าสารสกัดจากใบมะรุม

สามารถใช้รักษาการอกัเสบภายในเซลล์ได้ โดยลดระดบั

การแสดงออกของยีน IL-6 และลดปริมาณการหล่ัง       

ไซโตไคน์ IL-6 ได้อย่างมีนัยส�าคัญทางสถติ ิ(p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทยีบกบัเซลล์แมคโครฟาจที่อกัเสบจากการ

ได้รับการกระตุ้นด้วย LPS โดยไม่ได้รับการรักษาด้วยสาร

สกดัจากใบมะรุม ซ่ึงผลการรักษาด้วยสารสกดัจากใบ-

มะรุมสอดคล้องกับระดับการแสดงออกของ IL-6 ใน

เซลล์อกัเสบที่ได้รับการรักษาด้วยยาแอสไพริน ผลการ

วิจัยน้ีสอดคล้องกบังานวิจัยของ Woan Sean Tan ในปี 

ค.ศ. 2015 ที่ท�าการศึกษาฤทธิ์การต้านการอกัเสบของ

สารสกดัทีม่าจากดอกมะรมุในแมคโครฟาจของหนู RAW 

264.7 ที่ได้รับการกระตุ้นให้เกิดการอักเสบด้วย LPS 

ผ่าน NF-κB pathway ที่พบว่าเมื่อท�าการตรวจวัดระดบั

ไซโตไคน์ IL-6 โดยเทคนิค ELISA มรีะดบัลดลง(19) 

การศกึษาน้ีเป็นการศกึษาฤทธิ์การรักษาภาวะอกัเสบ

ส่งเสริมการแขง็ตัวของเลือด ต้านเช้ือรา และต้านเซลล์

มะเรง็(16) 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกดัจากใบมะรมุในเซลล์เมด็

เลือดขาวชนิดแมคโครฟาจที่พัฒนามาจากโมโนไซต์ของ

มนุษย์ในสภาวะที่ได้รับการกระตุ้นให้เกดิการอกัเสบด้วย 

LPS ซ่ึงท�าให้มีการเพ่ิมปริมาณการสร้างและหล่ังไซโต-

ไคน์ชนิด IL-6 โดยได้ทดสอบร่วมกับสภาวะที่เซลล์

แมคโครฟาจได้รับการรักษาด้วยยาแอสไพริน โดยมกีาร

ทดลองใช้สารสกดัจากใบมะรุมมาทดสอบหลังจากเซลล์

มีการอักเสบ (post treatment) แล้วจึงวัดระดับการ

แสดงออกของยีน IL-6 และวัดระดบัการหล่ังไซโตไคน์ 

IL-6 ที่หล่ังออกมาจากเซลล์

 เมื่อเซลล์แมคโครฟาจได้รับการกระตุ้นด้วย LPS ซ่ึง

จะเข้าไปจับกบั Toll-like receptor 4 (TLR-4) แล้วส่ง

สญัญาณการกระตุ้นผ่านกระบวนการ NF-κB pathway 

โดยจะเติมฟอสเฟตให้กับ IκB และเกิดกระบวนการ 

ubiquitination ซ่ึงจะมีผลให้ IκB ถูกย่อยสลาย ท�าให้ 

NF-κB ทีป่ระกอบไปด้วย RelA (p65) และ p50 สามารถ

เคล่ือนที่จากไซโตพลาสซึมเข้าสู่นิวเคลียส เกดิกระบวน-

การ transcription และ translation ให้มกีารสร้าง mRNA 

และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัการอกัเสบได้ โดยไซโตไคน์ที่

เกี่ยวข้องกบักระบวนการอกัเสบที่หล่ังจากแมคโครฟาจ 

ได้แก่ IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 และ TNF-α เป็นต้น(17) 

 ในการวิจัยน้ีหลังจากกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจให้

เกดิการอกัเสบด้วย LPS แล้วจึงให้การรักษาด้วยสารสกดั

จากใบมะรมุกบัเซลล์ดงักล่าว เพ่ือศกึษาฤทธิ์การลดการ

อกัเสบที่เกดิจาก IL-6 ของสารสกดัจากใบมะรมุโดยวัด

ระดบัสารไซโตไคน์ IL-6 ซ่ึงใบมะรมุมสีารส�าคัญ คือ สาร

ประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) ที่มคุีณสมบตัิ

ลดการอกัเสบ โดยลดการท�างานของ transcription fac-

tor ได้แก่ NF-κB pathway ท�าให้ NF-κB subunit มี

การแสดงออกและมีการเคล่ือนที่จากไซโตพลาสซึมเข้าสู่

นิวเคลียสลดลง ส่งผลให้มีการสร้างไซโตไคน์ที่เกี่ยวกบั

การอกัเสบลดลง ซ่ึงสอดคล้องกบังานวิจัยของ Arulselvan 

และคณะ ในปี ค.ศ. 2016 ที่พบว่า สารสกดัจากใบมะรมุ
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ไดร้บัทนุอุดหนุนการวจิยัจากงบประมาณแผ่นดิน (แบบ

ปกติ) ประจ�าปีงบประมาณ พ.ศ. 2561 มหาวทิยาลยั-

นเรศวร และทนุสนบัสนุนวทิยานิพนธร์ะดบัปริญญาตรี 

ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหา-

วทิยาลยันเรศวร ประจ�าปีการศึกษา 2560
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Inflammation is a result of immune mechanism response to foreign organism and infection. It causes by 

pro-inflammatory cytokines released from the immune system such as tumor necrotic factor-α (TNF-α), inter-

leukin (IL)-1β and IL-6. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDS) and steroid are the most common 

drugs for inflammation treatment. However, using of this medication can cause side effects. The objective of 

this study was to investigate the anti-inflammatory property of Moringa oleifera leaves extract on human mono-

cyte-derived macrophages induced by lipopolysaccharide of Gram-negative bacterial cell wall. Gene expression 

of IL-6 was evaluated by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. IL-6 was measured by 

enzyme-linked immunosorbent assay. The results indicated that post-treatment of inflamed cell with Moringa 

leaves extract significantly reduced both IL-6 gene expression and IL-6 cytokine level (p<0.05) compared to 

the control groups. This study demonstrated that Moringa oleifera leaves extract reduced IL-6 in macrophages 

induced by lipopolysaccharide. This plant should be further investigated and the knowledge could be applied for 

the development of anti-inflammation drugs.

Keywords: cytokine; Moringa oleifera; macrophage; lipopolysaccharide; anti-inflammation


