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บทคดัย่อ 

แอสตาแซนธนิเป็นสารสกดัจากธรรมชาตทิี่นิยมนํามารบัประทานเป็นอาหาร

เสรมิสุขภาพ ซึง่การศกึษาวจิยัทีผ่า่นมาไดค้น้พบคุณประโยชน์ต่าง ๆ มากมายต่อรา่งกาย เช่น 

มปีระสทิธภิาพสูงในการต้านอนุมูลอสิระ มฤีทธิต์้านการอกัเสบและมะเรง็ เป็นต้น แหล่งทาง

ธรรมชาตทิีส่าํคญัของแอสตาแซนธนิคอื ไรน้ําสายพนัธุ ์Haematococcus pluvialis ซึง่เพาะเลีย้ง

ยากในประเทศไทยและมรีาคาแพง ในการศกึษาครัง้น้ีจงึมุ่งหาแอสตาแซนธนิจากแหล่งอื่นใน

ธรรมชาต ิกุ้งขาวสายพนัธุ์แวนนาไมเป็นอกีแหล่งหน่ึงที่น่าสนใจในการนํามาสกดัสารแอสตา

แซนธิน เน่ืองจากในประเทศไทยมีการเลี้ยงกุ้งสายพันธุ์น้ีกันอย่างแพร่หลายและในกระ

กระบวนการแปรรูปกุ้งของโรงงานอุตสาหกรรมพบว่า มเีศษเหลอืทิ้งจากกุ้งเป็นปรมิาณมาก 

ดงันัน้การศกึษาครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิสกดัจาก

เปลอืกกุ้งขาวและเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการออกฤทธิข์องแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตา

แซนธนิลโิพโซม หนูไดร้บัการป้อนสารตามกลุ่มทดลองเป็นระยะเวลา 21 วนั โดยมกีลุ่มทีไ่ดร้บั

ยาตา้นการอกัเสบมาตรฐานไดแ้ก่ diclofenac 25 มก./กก. และ indomethacin 10 มก./กก. เป็น

กลุ่มควบคุมบวก เมื่อครบกําหนดการป้อนสาร หนูทดลองจะไดร้บัการเหน่ียวนําใหอุ้ง้เทา้บวม

โดยการฉีดคารร์าจแีนนเขา้ทีฝ่า่เทา้หลงัทัง้สองขา้ง หลงัการเหน่ียวนําทีเ่วลา 2 และ 6 ชม. หนู

ทดลองจะไดร้บัการประเมนิการบวมของเทา้และพฤตกิรรมการสนองตอบต่อการอกัเสบ จากนัน้

ทาํการเกบ็เน้ือเยือ่เทา้และพลาสมาเพือ่ใชใ้นการศกึษากลไกการออกฤทธิข์องแอสตาแซนธนิ 

หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. มผีลลดการ

บวมของเทา้และบรรเทาพฤตกิรรมไวต่อการสนองตอบต่อการอกัเสบและลดระดบัของสารบ่งชี้

การอกัเสบไดแ้ก่ myeloperoxidase, nitric oxide และไซโตไคน์ (TNF-α และ IL-6) และพบว่า 

แอสตาแซนธนิสกดัยงัมฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระผ่านการยบัยัง้การเกดิ lipid peroxidation (MDA) 

และเพิม่ความสามารถในการยบัยัง้การเกดิ superoxide anion ส่วนการศกึษาเพื่อเปรยีบเทยีบ

ประสทิธภิาพการออกฤทธิต์า้นการอกัเสบระหว่างแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพ

โซมพบว่า แอสตาแซนธนิขนาด 10 มก. ทีบ่รรจุในรปูแบบลโิพโซมมปีระสทิธภิาพเทยีบเท่ากบั

แอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. 
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กล่าวโดยสรุปคอื แอสตาแซนธินสกดัจากเปลอืกกุ้งขาวสามารถลดการบวม

ของเทา้ บรรเทาพฤตกิรรมไวต่อการสนองตอบต่อการอกัเสบและสามารถลดระดบัสารบ่งชีก้าร

อกัเสบและลดภาวะเครยีดออกซเิดชนัจากอนุมลูอสิระ และพบว่าแอสตาแซนธนิในรปูแบบลโิพ

โซมมผีลเพิม่ประสทิธภิาพการออกฤทธิไ์ดด้กีวา่แอสตาแซนธนิเปล่า 
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ABSTRACT 

Astaxanthin, a nutriceutical, has been reported to possess the potential 

preventive capacity associated with health benefits. Previous study reported that 

astaxanthin has strong anti-oxidative, anti-inflammatory and anti-tumor effects. Common 

source of astaxanthin for human consumption is from Haematococcus pluvialis but it is 

not able to be cultivated in Thailand. In the present study attempt to find an alternative 

source of astaxanthin. White shrimp shell (Litopenaeus Vannamei) is one of an interesting 

source which large amount of shells are wastefully from marine industry. The objectives 

of this study was to investigate anti-inflammatory effect of astaxanthin-extracted from 

white shrimp shell and compare its anti-inflammatory efficacy between free astaxanthin 

and astaxanthin-liposome. Astaxanthin, positive control drugs (diclofenac and 

indomethacin), vitamin E were applied by oral gavage to mice for 21 days. After 1 h of 

administration, the animals were induced by injection of carrageenan into both hind paws. 

The experimental animals were then assessed paw thickness, thermal and mechanical 

pain threshold at 2 and 6 h after carrageenan induction. Hind paw tissues and plasma 

were also collected. 

Animal that received 100 and 150 mg/kg of free astaxanthin exhibited anti-

inflammatory effect by decreasing paw thickness and improving hypersensitivity to pain 

stimuli. Moreover, astaxanthin decreased myeloperoxidase, nitric oxide and cytokines 

(TNF-α and IL-6) levels. It also showed the anti-oxidative effect by inhibit lipid 

peroxidation (MDA) of cell membrane and increased %inhibition of superoxide anion level. 

Comparing anti-inflammatory efficacy of free astaxanthin and astaxanthin-liposome 

revealed that 10 mg of astaxanthin encapsulated in liposome showed similar effects with 

free astaxanthinat dose of 100 and 150 mg/kg. 
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In conclusion, astaxanthin extracted from white shrimp shell decreased 

hypersensitivity to pain stimulus, edema, free radical and inflammatory related markers 

suggesting its anti-inflammatory effect. Astaxanthin in liposome showed better efficacy in 

anti-inflammatory effect than free astaxanthin. 
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 บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1. บทนําต้นเรื่อง 

การอกัเสบเป็นกระบวนการตอบสนองของรา่งกายต่อสิง่ก่อภยนัตรายทีเ่ขา้สู่

รา่งกายหรอืเป็นการตอบสนองต่อการบาดเจบ็และ/หรอืมกีารตายของเน้ือเยือ่ สามารถแบ่งได้

เป็น 2 รปูแบบ คอื การอกัเสบเฉียบพลนัและการอกัเสบเรือ้รงั ซึง่สิง่กระตุน้ทีก่่อใหเ้กดิการ

อกัเสบนัน้มหีลากหลาย สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มคอื สาเหตุจากการตดิเชือ้ (infection stimuli) 

เชน่ เชือ้โรคหรอืผลติภณัฑท์ีเ่ชือ้โรคสรา้งขึน้ ถดัมาคอืสาเหตุทีไ่มใ่ชจ่ากการตดิเชือ้ (non-

infection stimuli) เชน่ การบาดเจบ็จากอุบตัเิหตุหรอืสารเคม ี ปฏกิริยิาต่อตา้นของระบบ

ภมูคิุม้กนัของรา่งกาย เป็นตน้ เมือ่รา่งกายไดร้บัสิง่กระตุน้ต่าง ๆ เหล่าน้ี รา่งกายจะตอบสนอง

ผา่นกระบวนการอกัเสบ ซึง่ก่อใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงขนาดและโครงสรา้งของหลอดเลอืดขนาด

เลก็จนเกดิการเปลีย่นแปลงในระดบัเซลลท์ีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการอกัเสบต่าง ๆ เชน่ เซลล์

เมด็เลอืดขาว เซลลเ์ยือ่บุผนงัหลอดเลอืด เกลด็เลอืด เป็นตน้ ตลอดกระบวนการอกัเสบทีไ่ด้

กล่าวมาขา้งตน้นัน้ จะมกีารสรา้งและหลัง่สารชวีโมเลกุลต่าง ๆ ภายในรา่งกายทัง้ในพลาสมา

และจากเซลลท์ีเ่กดิการอกัเสบ เชน่ histamine, serotonin, interleukin-1 (IL-1), tumor necrosis 

factors (TNF), prostaglandins, leukotrienes, bradykinin, complement C3a และ C5a ซึง่สาร

เหล่าน้ีมบีทบาทสาํคญัในกระบวนการอกัเสบ อกีทัง้เมือ่การอกัเสบดาํเนินมาเป็นชว่งระยะเวลา

หน่ึง สารชวีโมเลกุลต่าง ๆ เหล่าน้ียงัสง่ผลต่อกระบวนการซ่อมแซมเน้ือเยือ่ (Kumar et al., 

2010) 

ปจัจุบนัมกีารศกึษาเพื่อพฒันายาทีใ่ชใ้นการรกัษาหรอืบรรเทาอาการทีเ่กดิจาก

การอกัเสบอย่างต่อเน่ือง โดยมเีป้าหมายเพื่อพฒันาประสทิธภิาพการออกฤทธิข์องยาและลด

อาการไมพ่งึประสงคจ์ากยาใหน้้อยทีส่ดุ ซึง่ยาตา้นการอกัเสบทีถู่กนํามาใชใ้นการรกัษากนัอยา่ง

แพร่หลาย ได้แก่ ยากลุ่มสเตียรอยด์และกลุ่มยาต้านการอกัเสบที่ไม่ใช่สเตียรอยด์ มรีายงาน

ผลขา้งเคยีงของยาเป็นจํานวนมากและยาบางตวัมรีาคาแพง ดงันัน้บรรดานักวจิยัจงึเล็งเหน็

ความสําคญัในจุดน้ี จงึมกีารคดิคน้และพฒันายากลุ่มใหม่ ที่สามารถออกฤทธิต์้านการอกัเสบ

โดยไมก่่อใหเ้กดิผลขา้งเคยีงอื่น ๆ ต่อรา่งกาย มรีายงานการคน้พบสารสกดัจากธรรมชาตหิลาย

ชนิดที่มฤีทธิต์้านการอกัเสบได้ เช่น carotenoids, alkaloids, flavonoids, terpenoids เป็นต้น 

(Yuan et al., 2006) ซึ่งสารเหล่าน้ีมรีาคาไม่แพงและยงัไม่พบรายงานถึงอาการขา้งเคยีงหรอื

อาจมผีลขา้งเคยีงในระดบัทีน้่อยมาก 

แอสตาแซนธนิเป็นสารหน่ึงในกลุ่มแคโรทนีอยด ์(carotenoids) ธรรมชาตทิีม่สี ี

ส้มหรือสีแดงที่พบได้ในสาหร่ายสีแดง (Haematococus pluvialis) ยีสต์สีชมพู (Phaffia 
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rhodozyma) หรอืจากผลติภณัฑธ์รรมชาตทิางทะเลอื่น ๆ เชน่ ปลาแซลมอน กุง้ เป็นตน้ ซึง่เป็น

สารทีไ่ดร้บัการยอมรบัจาก The United States Food and Drug Administration (USFDA) ของ

สหรฐัอเมรกิาใหเ้ป็นอาหารเสรมิสขุภาพ (Ambati et al., 2014) แอสตาแซนธนิเป็นสารทีม่คีวาม

ปลอดภยัสงูสาํหรบับรโิภคและมกีารบรโิภคกนัมาอยา่งยาวนาน สารน้ีมโีครงสรา้งทางเคมพีเิศษ

กว่าสารในกลุ่มแคโรทนีอยดอ์ื่น ๆ ประกอบดว้ยส่วนปลายทัง้สองดา้นทีม่คีุณสมบตัมิขี ัว้ ดว้ย

คุณสมบตัน้ีิทําใหส้ามารถแทรกตวัอยู่ในชัน้ผนังเซลล์ไดท้ัง้ชัน้น้ําและชัน้ไขมนั มปีระสทิธภิาพ

สูงในการตา้นอนุมูลอสิระและยงัมฤีทธิอ์ื่น ๆ อกี เช่น ต้านการอกัเสบ ลดการดือ้ต่ออนิซูลนิใน

โรคเบาหวานชนิดทีส่อง เป็นตน้ ถงึแมว้า่แอสตาแซนธนิจะมคีุณสมบตัใินการตา้นการอกัเสบได ้

แต่ส่วนใหญ่เป็นรายงานประสทิธผิลของแอสตาแซนธนิทีส่กดัไดจ้ากสาหร่ายสแีดง (Ambati et 

al., 2014) ซึ่งมรีาคาแพงและไม่สามารถเพาะเลีย้งไดใ้นประเทศไทย นอกจากน้ีพบว่า แอสตา

แซนธนิมคีวามเสถยีรตํ่าและถูกทาํลายไดง้า่ยจากสภาวะแวดลอ้ม ทําใหม้ขีอ้จํากดัในการนําไป

ประยุกต์ใช้ ดงันัน้ผู้วจิยัจึงมแีนวคดิในการนําสารสกดัแอสตาแซนธิน จากเศษเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมกุง้รว่มกบัการประยุกต์ใชเ้ทคโนโลยเีอนแคปซูเลชนั (encapsulation) ในรปูแบบลิ

โพโซม ซึ่งเป็นเทคโนโลยทีี่มศีกัยภาพสูงในการช่วยกกัเกบ็สารแอสตาแซนธนิทีผ่ลติได ้เพื่อ

ป้องกนัการเสือ่มสภาพจากสภาวะแวดลอ้ม อกีทัง้อาจเป็นการลดปรมิาณการใชส้ารไดอ้กีดว้ย 

2. การตรวจสอบเอกสาร 

2.1 การอกัเสบ (inflammation) 

การอกัเสบเป็นกระบวนการตอบสนองของร่างกายในรูปแบบเฉพาะที่หรอืทัง้

ระบบต่อสิง่ทีก่่อภยนัตราย (pathogen) ทีเ่ขา้สู่ร่างกายหรอืเกดิขึน้ภายในร่างกายเอง โดยเป็น

การทํางานประสานกนัของสารสื่อกลาง สารน้ําและเมด็เลอืดขาวซึ่งมกีารเคลื่อนที่จากหลอด

เลอืดเขา้สู่เน้ือเยื่อที่มกีารอกัเสบ กระบวนการอกัเสบเกดิขึน้เพื่อกําจดัสิง่แปลกปลอมหรอืเชื้อ

โรคนําไปสู่การฟ้ืนตวัและรกัษาสมดุลในการทํางานของร่างกาย (Rubin และ Strayev, 2012) 

หากร่างกายปราศจากการตอบสนองโดยการอกัเสบแล้ว ร่างกายจะไม่สามารถตรวจพบการ

รุกรานของเชือ้โรคทีเ่ขา้สู่ร่างกาย ทําใหแ้ผลหายชา้จนเกดิการบาดเจบ็ของเน้ือเยื่ออย่างเรือ้รงั 

(Kumar et al., 2010) ในช่วงแรกเริม่ของกระบวนการอกัเสบนัน้ เซลล์ที่มกีารบาดเจบ็จะหลัง่

สารบางอย่างเขา้สู่กระแสเลอืดหรอืสารนัน้อาจมากบัสิง่แปลกปลอม เช่น เชือ้โรค ซึ่งสิง่เหล่าน้ี

สามารถตรวจพบไดอ้ยา่งรวดเรว็โดยเมด็เลอืดขาวและพลาสมาโปรตนีในระบบไหลเวยีน เมื่อมี

การตรวจพบความผดิปกต ิเมด็เลอืดขาวจะหลัง่สารสื่อกลางการอกัเสบและพลาสมาโปรตนีจะ

ถูกกระตุน้ใหท้ํางานได ้สองอยา่งน้ีเป็นตวัการสาํคญัทีจ่ะกระตุน้ใหเ้กดิการหลัง่สารสื่อกลางการ

อกัเสบอื่น ๆ อกีหลายชนิด พบวา่ เชือ้โรค การตายของเซลลแ์บบนีโครซสิ (necrosis) และภาวะ

ขาดออกซเิจน มผีลกระตุ้นการหลัง่สารสื่อกลางการอกัเสบ ซึ่งมหีน้าทีใ่นการตอบสนองใหเ้กดิ

การอกัเสบจนนําไปสู่กระบวนการต่อสูห้รอืการกําจดัสิง่แปลกปลอมหรอืเชื้อโรค การอกัเสบ
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สามารถเกดิขึน้ไดส้องรูปแบบคอื การอกัเสบเฉียบพลนั (acute inflammation) และการอกัเสบ

เรื้อรงั (chronic inflammation) ขึ้นอยู่กบัลกัษณะการเกิดและสิ่งกระตุ้นการอกัเสบ หากการ

อกัเสบที่เกดิขึน้ในระยะแรกล้มเหลวในการกําจดัสิง่ก่อภยนัตรายออกได้ จะส่งผลใหเ้กดิการ

อกัเสบเรื้อรงัได้ (Kumar et al., 2010) ลักษณะอาการสําคญัของการอักเสบนัน้ ได้แก่ แดง 

(redness) ร้อน (heat) บวม (swelling) ปวด (pain) และการสูญเสียหน้าที่ของเน้ือเยื่อหรือ

อวยัวะ (loss of function) อาการเหล่าน้ีมคีวามเชื่อมโยงกบัการเปลี่ยนแปลงทีเ่กดิขึน้จากการ

อกัเสบ เช่น การขยายตวัของหลอดเลอืดทําใหเ้กดิการบวมแดงบรเิวณที่อกัเสบ (Rubin และ 

Strayev, 2012) 

2.1.1 การอกัเสบเฉียบพลนั (acute inflammation) เป็นการตอบสนองทีเ่กดิขึน้อยา่ง

รวดเร็ว โดยเม็ดเลือดขาวและพลาสมาโปรตีนบรเิวณที่มกีารติดเชื้อและมีการบาดเจ็บของ

เน้ือเยื่อ องคป์ระกอบหลกัของการอกัเสบเฉียบพลนั ไดแ้ก่ เกดิการเปลีย่นแปลงของขนาดและ

การไหลเวยีนภายในหลอดเลอืด มกีารเปลีย่นแปลงทางโครงสรา้งของเสน้เลอืดฝอย เอือ้อาํนวย

ให้เกิดการรัว่ไหลของพลาสมาโปรตีนและเม็ดเลือดขาวออกนอกหลอดเลือดและเกิดการ

เคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาวไปรวมตัวบริเวณที่มีการบาดเจ็บเพื่อการกําจดัสิ่งแปลกปลอม 

(Kumar et al., 2010) ดงัรปูที ่1-1 

 

รปูท่ี 1-1 การเปลีย่นแปลงของหลอดเลอืดและเซลลอ์กัเสบในการอกัเสบเฉียบพลนั (Kumar et 

al., 2010) 
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ส่ิงกระตุ้นท่ีก่อให้เกิดการอกัเสบเฉียบพลนั (stimuli of acute 

inflammation) 

สิง่กระตุน้ทีก่่อใหเ้กดิการอกัเสบเฉียบพลนัม ี4 ประการ ประการแรกคอื การตดิ

เชือ้ (แบคทเีรยี ไวรสั เชือ้รา ปรสติ) และสารพษิจากเชือ้โรค ซึง่เป็นสาเหตุสว่นใหญ่และทีส่าํคญั

ของการอกัเสบ ตวัรบั (receptor) ในรา่งกายทีม่บีทบาทสาํคญัต่อสิง่กระตุน้ทีเ่ป็นผลติภณัฑจ์าก

จุลชพีคอื Toll-like receptor (TLRs) และยงัมตีวัรบัอื่น ๆ ทีอ่ยูใ่นไซโทพลาสซมึ ซึง่ตวัรบัเหล่าน้ี

เมื่อไดร้บัการกระตุน้แลว้ จะก่อใหเ้กดิการผลติสารสื่อกลางการอกัเสบหลายชนิด ประการทีส่อง 

การตายของเซลล์แบบนีโครซิสซึ่งเกิดได้จากหลายสาเหตุด้วยกันเช่น ภาวะขาดเลือด 

(ischemia) การบาดเจบ็ (trauma) จากอุบตัเิหตุ การบาดเจบ็จากปจัจยัทางกายภาพ (physical 

injury) และสารเคม ี(chemical injury) ประการที่สาม สิง่แปลกปลอม (foreign bodies) เป็นสิง่

กระตุ้นที่ก่อให้เกิดการบาดเจ็บของเน้ือเยื่อและนําเชื้อโรคเข้าสู่ร่างกาย ประการสุดท้าย 

ปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน (immune reactions) หรือเป็นภาวะที่ระบบภูมิคุ้มกันร่างกายมีการ

ทาํลายตวัเอง (hypersensitivity reactions) ซึง่บางครัง้เป็นความผดิปกตขิองระบบภมูคิุม้กนัเอง

หรอืทีเ่รยีกว่า autoimmune disease หรอือาจเกดิจากการทํางานทีม่ากเกนิไปในการทาํลายสิง่

แปลกปลอม ซึ่งเป็นสาเหตุหน่ึงที่พบมากในโรคที่มีการอกัเสบ การอกัเสบที่เกิดจากระบบ

ภูมิคุ้มกันเป็นสาเหตุที่ไม่สามารถกําจัดออกได้ จึงก่อให้เกิดการอักเสบเรื้อรงัและมีความ

ยากลาํบากในการรกัษาใหห้ายได ้(Kumar et al., 2010) 

การเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดในการอกัเสบเฉียบพลนั (reactions of 

blood vessels in acute inflammation)  

ในกระบวนการอกัเสบนัน้จะเกดิการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลอืด เพื่ออํานวย

ความสะดวกต่อการเคลื่อนที่ของพลาสมาโปรตนีและเซลล์เมด็เลอืดขาวออกสู่บรเิวณที่ไดร้บั

บาดเจบ็ การมสีารน้ํา โปรตีนและเซลล์เมด็เลอืดออกจากหลอดเลอืดสู่ช่องว่างระหว่างเซลล์ 

(interstitial tissue) หรือช่องว่างของร่างกาย (body cavities) เรียกว่า exudation ซึ่งสารน้ํา 

exudates หรอืเรยีกว่า น้ําหนอง ประกอบไปดว้ยสว่นประกอบของเซลลแ์ละโปรตนีจาํนวนมาก 

ส่วนสารน้ําทีม่ลีกัษณะใส ประกอบดว้ยโปรตนีจํานวนน้อย (ส่วนใหญ่เป็นโปรตนีอลับูมนิ) ไม่มี

สว่นประกอบของเซลลร์ ัว่รว่มออกมา เรยีกวา่ transudates ซึง่เกดิจากความไมส่มดุลกนัระหวา่ง

แรงดนัออสโมติก (osmotic pressure) และแรงดนัไฮโดรสแตติก (hydrostatic pressure) ต่อ

ผนังหลอดเลอืด ซึ่งไม่ไดม้สีาเหตุจากการสูญเสยีความสามารถในการซมึผ่านผนังหลอดเลอืด

เหมอืนสารน้ํา exudates เมื่อเกดิการอกัเสบเฉียบพลนั หลอดเลอืดจะเกดิการเปลีย่นแปลงสอง

ประการดงัน้ี ประการแรกการเปลีย่นแปลงการไหลเวยีนและขนาดของหลอดเลอืด (changes in 

vascular flow and caliber) ในระยะแรกของการอกัเสบ เน้ือเยือ่บรเิวณอกัเสบจะตอบสนองการ

เปลี่ยนแปลงทนัท ีโดยหลอดเลอืดขนาดเลก็ (arterioles) หดตวัและตบีลงภายในระยะเวลาสัน้
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ไม่กี่ วินาที ( transient vasoconstriction) หลังจากนั ้นหลอดเลือดเหล่ า น้ีจะขยายออก 

(vasodilatation) ปล่อยให้เลือดไหลเข้าสู่ร่างแหของหลอดเลือดฝอย ทําให้หลอดเลือดฝอย

จํานวนหน่ึงที่ก่อนหน้าน้ีปิดชัว่คราวเปิดออก เพื่อรองรับปริมาณเลือดที่ไหลเข้ามา การ

เปลี่ยนแปลงเหล่าน้ีเป็นผลมาจากการหลัง่ของสารเคมภีายในร่างกายหลายชนิดเมื่อเกดิการ

อกัเสบ เชน่ histamine, bradykinin, leukotriene, nitric oxide เป็นตน้ ในขณะเดยีวกนัความดนั

เลอืดในหลอดเลอืดฝอยกจ็ะเพิม่มากขึน้ เป็นผลใหข้องเหลวในเสน้เลอืดฝอยไหลผา่นผนงัหลอด

เลอืดออกสู่ภายนอกไปยงัช่องว่างระหว่างเซลล์เกดิการสะสมของของเหลวในเน้ือเยื่อบรเิวณ

ดงักล่าว นอกจากน้ีภายในหลอดเลอืดทีสู่ญเสยีของเหลวออกไปกลบัมคีวามเขม้ขน้ของเลอืด

เพิม่ขึน้ เป็นผลใหข้องเหลวในหลอดเลอืดเพิม่ความหนืดมากขึน้ เลอืดไหลชา้ลงเรยีกว่า stasis 

เมื่อมองดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ในระยะน้ีพบหลอดเลอืดในเน้ือเยื่อบรเิวณอกัเสบขยายออก 

พร้อมกับมีเม็ดเลือดแดงบรรจุเต็มภายในหลอดเลือด เม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะนิวโทรฟิล 

(neutrophils) ทีไ่หลผา่นหลอดเลอืดมกีารเปลีย่นแปลง โดยในภาวะปกตเิมด็เลอืดขาวทีไ่หลอยู่

ในหลอดเลอืดจะไหลอยู่กลางหลอดเลอืด เมื่อเลอืดเกดิความหนืดและไหลชา้ลง เมด็เลอืดขาว

เหล่าน้ีจะกระจายหนีห่างจากแกนกลางหลอดเลอืดเขา้หาผนังและกลิ้งไปตามพืน้ผวิผนังเสน้

เลอืดฝอยและหลอดเลอืดดาํขนาดเลก็ (venules) จนในทีส่ดุเกาะตดิกบัผนงัหลอดเลอืด เกดิการ

สะสมรวมกนัที่ผนังหลอดเลอืดและแทรกผ่านผนังหลอดเลอืดออกสู่ช่องว่างระหว่างเซลล์และ

เน้ือเยื่อบรเิวณขา้งเคยีง ประการที่สอง การเพิม่ความสามารถในการซมึผ่านของผนังหลอด

เลอืด (increase vascular permeability or vascular leakage) ของเหลวในหลอดเลอืดบรเิวณที่

เกิดการอกัเสบไหลผ่านผนังหลอดเลอืดออกสู่ภายนอก ทําใหเ้กดิการสะสมของของเหลวใน

ช่องว่างระหว่างเซลล์และเน้ือเยื่อบรเิวณขา้งเคยีง ภาวะดงักล่าวอาจเกดิจากสาเหตุร่วมไดอ้กี

หลายประการ การที่ของเหลวรัว่ไหลหรือซึมผ่านผนังหลอดเลือดได้อย่างคล่องตัวมากขึ้น 

เรยีกว่า การเพิม่สภาวะการซมึผ่านผนังหลอดเลอืด (vascular permeability) และของเหลวที่

ร ัว่ไหลออกมาน้ีมปีรมิาณโปรตนีค่อนขา้งสงูทาํใหเ้กดิแรงดนัคอลลอยออสโมซสิ (extravascular 

colloid osmotic pressure) นอกหลอดเลอืดเพิม่ขึน้ในขณะเดยีวกนัทาํใหแ้รงดนัคอลลอยออสโม

ซิสในหลอดเลือด (intravascular colloid osmotic pressure) ลดลง ในขณะที่ความดันเลือด 

(hydrostatic pressure) ในหลอดเลือดกลับเพิ่มขึ้น น้ําจึงไหลผ่านผนังหลอดเลือดออกสู่

ภายนอกมากขึ้น เป็นผลทําให้เลือดเข้มข้นขึ้น ไหลช้าลงและเน้ือเยื่อข้างเคียงเกิดการบวม 

(Kumar et al., 2010) 

การรัว่ไหลของสารน้ําในช่วงของการอกัเสบเฉียบพลนัเกิดจากหลายสาเหตุ 

สาเหตุแรกเป็นผลจากการกระตุ้นของสารชักนําการอักเสบ เช่น histamine, bradykinin, 

leukotriene, neuropeptide และ substance P ทาํใหเ้กดิชอ่งว่างระหวา่งเซลลบุ์ผนงัหลอดเลอืด

ดาํขนาดเลก็ เน่ืองจากพบตวัรบัของสารเหล่าน้ีจาํนวนมากบนผนงัหลอดเลอืดดาํขนาดเลก็ เมื่อ

เกิดการจบักนัก่อให้เกิดการหดตวัทนัทีเป็นระยะเวลาสัน้ ๆ ประมาณ 15 ถึง 30 นาท ีเรยีก
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ปรากฏการณ์น้ีว่า immediate transient response นอกจากน้ียงัมกีารหดตวัของเซลล์บุผนัง

หลอดเลอืดดาํ (endothelial venule cell retraction) ทีเ่กดิจากการกระตุน้ของสารกลุ่มไซโตไคน์ 

(cytokines) เช่น IL-1, TNF และ interferon (IFN) เป็นต้น ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงภายใน

โครงสรา้งของเซลล์บุผนังหลอดเลอืด โดยเฉพาะพวก cytoskeleton และ junctional complex 

เป็นผลใหเ้ซลล์บุผนังหลอดเลอืดดํามขีนาดเลก็ลงทําใหเ้ซลล์ห่างจากกนั เกดิช่องว่างระหว่าง

เซลลม์ากขึน้ ทาํใหข้องเหลวไหลออกจากหลอดเลอืดไดม้ากขึน้ แต่การยน่ยอ่ขนาดของเซลลจ์ะ

ใชเ้วลานานกว่าวธิแีรก (endothelial cell contraction) ประมาณ 4 ถงึ 6 ชม. นับจากตวัรบัของ

เซลลบุ์ผนังหลอดเลอืดดาํเกาะจบักบัสารเคมดีงักล่าวและเปิดช่องว่างระหว่างเซลลบุ์ผนังหลอด

เลอืดดําไดน้านกว่า 24 ชม. หรอืมากกว่าสาเหตุทีส่อง เกดิการทําลายเซลล์บุผนังหลอดเลอืด

โดยตรง (direct endothelial injury) เซลลบุ์ผนงัหลอดเลอืดตายหรอืหลุดรอ่นจากผลการทาํลาย

เยื่อบุผนังหลอดเลือดโดยตรง เช่น จากการถูกไฟไหม้หรือน้ําร้อนลวกอย่างรุนแรงหรือถูก

ทําลายจากสารพษิของจุลชีพต่าง ๆ เป็นต้น ทําให้ของเหลวไหลออกจากหลอดเลือดเข้าสู่

บรเิวณใกล้เคยีงอย่างรวดเรว็และกนิเวลานานหลายชัว่โมงหรอืจนกว่าเสน้เลอืดที่ถูกทําลาย

ไดร้บัการซ่อมแซมหรอืเกดิกอ้นเลอืดแขง็จบัตดิผนงัหลอดเลอืด (thrombosis) สาเหตุทีส่าม การ

รัว่ไหลเกดิขึน้ขณะทีเ่มด็เลอืดขาวเคลื่อนทีผ่า่นผนงัหลอดเลอืด (leukocyte-dependent leakage 

หรอื leukocyte-mediated endothelial injury) ในระยะแรกของการเกิดอกัเสบ ขณะเมด็เลือด

ขาวไหลทะลุผ่านผนังหลอดเลอืดอาจปล่อยสารพษิที่เกดิจากขบวนการสนัดาปของออกซเิจน 

(toxic oxygen species) รวมถงึเอนไซม ์เช่น lysozyme ทีห่ลัง่ออกมาทําลายเซลลบุ์ผนังหลอด

เลอืดดําทําใหข้องเหลวไหลออกสู่ภายนอก สาเหตุทีส่ ี ่การรัว่ไหลของสารน้ําเกดิจากการเพิม่

กระบวนการไหลซมึผ่านช่องว่างในเซลล์บุผนังหลอดเลอืดที่เรยีกว่า increased transcytosis 

โดยอาศยัการเชื่อมต่อกนัของถุงขนาดเลก็ภายในเซลล ์(intracellular vesicles) ของเซลลบุ์ผนงั

หลอดเลอืดกลายเป็นช่องว่าง (channels) ทําใหข้องเหลวรัว่ไหลออกจากผนังหลอดเลือดได้ 

เหตุการณ์น้ีจะเกดิขึน้เมือ่เซลลบุ์ผนงัหลอดเลอืดดาํไดร้บัการกระตุน้จากสารชกันําบางชนิด เช่น 

vascular endothelial growth factor (VEGF) และสาเหตุที่หา้ ในขณะที่มกีารสรา้งเซลล์บุผนัง

หลอดเลือดใหม่ (regenerating endothelium) ในกระบวนการซ่อมแซมของร่างกายนัน้ เส้น

เลือดฝอยที่เพิง่สรา้งใหม่เจรญิเติบโตและงอกยาวออกมา (angiogenesis) เซลล์บุผนังหลอด

เลอืดทีเ่กดิขึน้ใหมย่งัไมแ่ขง็แรงและเจรญิเตม็ทีท่าํใหเ้กดิช่องว่างระหว่างเซลลไ์ดง้า่ย ของเหลว

จงึไหลออกสูภ่ายนอกหลอดเลอืดไดง้า่ยทาํใหเ้กดิการบวม (Kumar et al., 2010) 

การเปล่ียนแปลงของเซลลเ์มด็เลือดขาว (cellular events) 

เม็ดเลือดขาวหลุดออกจากผนังหลอดเลือด (leukocyte extravasation) เป็น

กระบวนการทีเ่กดิขึน้หลงัจากการรวมตวัของเมด็เลอืดขาวทีผ่นังหลอดเลอืดโดยเมด็เลอืดขาว

จะแทรกผ่านผนังหลอดเลือดไปยงับรเิวณเน้ือเยื่อที่ได้รบับาดเจ็บ เพื่อเตรยีมตวัทําลายสิง่
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กระตุ้นการอกัเสบและเก็บกนิเซลล์ที่ตาย เริม่จากเมด็เลือดขาวเกาะติดผนังหลอดเลือดและ

เคลื่อนย้ายไปยังที่ที่มีการอักเสบ (adhesion and transmigration) ซึ่งเหตุการณ์น้ีเกิดขึ้น

เฉพาะทีผ่นังหลอดเลอืดดําขนาดเลก็เท่านัน้โดยอาศยัการเกาะจบัของตวัรบัทีเ่รยีกว่า อนุภาค

เกาะจบั (adhesion molecules) ซึ่งพบบนผนังเซลล์ของเม็ดเลือดขาวและเซลล์บุผนังหลอด

เลือดเปรยีบเสมอืนการจบักนัของลูกกุญแจกบัแม่กุญแจหรอืตวัต่อที่แนบกนัสนิทโดยอาศยั

สารเคมบีางชนิดเป็นตวัช่วยสรา้งตวัรบัเหล่าน้ี เช่น สารเคมชีกันํา (chemoattractants) และไซ

โตไคน์บางชนิด เช่น IL-1 อนุภาคเกาะจบัเหล่าน้ีสามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม คอื สารในกลุ่ม

แรกคือ selectins เช่น E-selectin (ELAM-1) พบบนผวิเซลล์เยื่อบุด้านในผนังหลอดเลือด P-

selectin พบบนเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดและเกล็ดเลือด L-selectin (LAM-1) พบบนพื้นผวิ

เซลล์เมด็เลือดขาว เป็นต้น สารในกลุ่มที่สองคือ immunoglobulins ที่สําคญัมอียู่ 2 ชนิด คือ 

intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) และ vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-

1) พบบนเซลลเ์ยื่อบุผนงัหลอดเลอืด ทาํหน้าทีย่ดึเกาะกบั integrin ซึง่อยู่บนเซลลเ์มด็เลอืดขาว 

สารในกลุ่มที่สามคือ integrin พบได้ในเซลล์หลายชนิด เช่น beta2/lymphocyte function-

associated antigen-1 (LFA-1), macrophage-1 (MAC-1) แ ล ะ  beta1/very late antigen-4 

(VLA-4) สารกลุ่มสุดทา้ยคอื สารกลุ่ม mucin-like glycoprotein เช่น heparan sulfate พบไดท้ัง้

ในเมทรกิซ์ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix) และบนผวิเซลล์หลายชนิด ทําหน้าที่จบักบั 

CD44 ซึ่งเป็นอนุภาคเกาะจบับนเซลล์เมด็เลอืดขาว กระบวนการที่เมด็เลอืดขาวเกาะตดิผนัง

หลอดเลอืดและเคลื่อนยา้ยไปยงัทีท่ีม่กีารอกัเสบเกดิขึน้เป็นลําดบัขัน้ตอนต่าง ๆ ไดแ้ก่ การเขา้

หาผนังหลอดเลอืด (margination) เมื่อการไหลเวยีนเลอืดชา้ลง เซลลเ์มด็เลอืดขาวกระจายเขา้

หาผนังหลอดเลือดและรวมตวัสะสมที่ผนังหลอดเลือดด้านใน การกลิ้ง (rolling) เมื่อชิดผนัง

หลอดเลือดแล้วจะกลิ้งไปตามผนังเป็นการหมุนไปบนผนังหลอดเลือด เพื่อให้ได้ตําแหน่งที่

เหมาะสมในการยดึเกาะ การยดึเกาะ (adhesion) เป็นการยดึเกาะของเซลล์เมด็เลอืดขาวกบั

ผนงัหลอดเลอืดการจดัเรยีงตวัแนบชดิตดิผนงั (pavementing) ในทีส่ดุเมด็เลอืดขาวเหล่าน้ีเบยีด

ชดิกนัเองและจดัเรยีงอย่างเป็นระเบยีบเกาะติดผนังหลอดเลอืดเป็นแผ่นฉาบอกีชัน้หน่ึงการ

เคลื่อนที่ผ่านผนังหลอดเลอืด (transmigration หรอื diapedesis) เมด็เลือดขาวจะยื่นขาเทยีม 

(pseudopod) ออกไปและแทรกตัวตามช่องว่างระหว่างเซลล์บุผนังหลอดเลือดเข้าไปอยู่ใน

ช่องว่างระหว่างผนังหลอดเลอืดด้านในกบั basement membrane จนในที่สุดแทรกทะลุออกสู่

ภายนอกหลอดเลอืดและเคลื่อนทีเ่ขา้หาบรเิวณเน้ือเยื่อทีเ่กดิอกัเสบ โดยปกตชิ่องว่างระหว่าง

เซลลผ์นงัหลอดเลอืด (intercellular junction) จะปิดกลบัสนิททนัทเีมือ่ไชทะลุผา่นโดยไมท่ิง้รอย

แยก แต่บางครัง้อาจมเีมด็เลอืดแดงเลด็ลอดผา่นออกมาได ้กระบวนการสุดทา้ยเกดิการเคลื่อนที ่

(migration) ของเมด็เลอืดขาวสูบ่รเิวณเน้ือเยื่อทีไ่ดร้บับาดเจบ็ (Kumar et al., 2010) ดงัรปูที ่1-

2 
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รปูท่ี 1-2 การเคลื่อนตวัของเซลลเ์มด็เลอืดขาวจากหลอดเลอืดเขา้สูเ่น้ือเยือ่ทีม่กีารอกัเสบ 

(Kumar et al., 2010) 

การชกันําเซลลเ์มด็เลอืดขาวเขา้สูบ่รเิวณเน้ือเยื่อทีไ่ดร้บับาดเจบ็ตอ้งอาศยัการ

ทํางานของอนุภาคเกาะจบัซึง่กระบวนการน้ีเริม่ตน้ในขณะทีร่่างกายหลัง่ histamine, thrombin 

และ platelet activating factor (PAF) จะกระตุน้ให ้Weibel-palade body ปล่อย P-selectin ซึ่ง

สะสมอยูภ่ายในใหอ้อกมาปรากฏทีผ่วิเซลล ์นอกจากน้ี แมโครฟาจ (macrophage), เซลลแ์มสต ์

(mast cell) และเซลลเ์ยื่อบุผนงัหลอดเลอืดในเน้ือเยื่อทีไ่ดร้บับาดเจบ็จะหลัง่สาร TNF และ IL-1 

ซึ่งสามารถกระตุ้นเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืดที่อยู่ขา้งเคยีงสรา้ง E-selectin ขึน้บนผนังเซลล์ 

สว่นเซลลเ์มด็เลอืดขาวจะสรา้ง selectin ligand ซึง่จะจบักบั selectin ทีอ่ยูบ่นผวิเซลลเ์ยือ่บุผนงั

หลอดเลอืดทําใหเ้ซลล์เมด็เลอืดขาวสามารถจบักบัเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืด นอกจากน้ี TNF 

และ IL-1 จะกระตุ้นให้เซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดสร้าง integrin ligand ได้แก่ VCAM-1 และ 

ICAM-1 ทําหน้าที่จบักบั integrin บนผวิเซลล์เมด็เลือดขาว รวมทัง้มสีารเคมอีกีหลายชนิดที่

สง่เสรมิใหก้ารจบักนัของ integrin กบั VCAM-1 และ ICAM-1 แน่นหนามากขึน้ เมือ่มกีารจบักนั

ระหว่างเซลล์เมด็เลือดขาวและเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืดจะเกิดกระบวนการแทรกผ่านของ

เซลล์เมด็เลอืดผ่านผนังหลอดเลอืด ซึ่งในกระบวนการน้ีอนุภาคเกาะจบัที่มบีทบาทสําคญัคอื 

platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1 หรือ CD31) ในช่วงแรกของการ

บาดเจ็บ ประมาณ 6 ถึง 24 ชม. แรกจะพบนิวโทรฟิลแทรกเข้าสู่เน้ือเยื่อที่ได้รบับาดเจ็บ 

เน่ืองจากนิวโทรฟิลมจีํานวนมากในกระแสเลอืดแต่ดว้ยมอีายุค่อนขา้งสัน้และจะเกดิ apoptosis 

ภายใน 24 ถงึ 48 ชม. แต่จะมโีมโนไซต ์(monocytes) และแมโครฟาจแทรกมาแทนที ่อยา่งไรก็

ตามในการบาดเจบ็ของเน้ือเยื่ออาจพบเซลลอ์กัเสบทีแ่ตกต่างกนั เช่น ในการตดิเชือ้แบคทเีรยี

กลุ่ม Pseudomonas อาจพบนิวโทรฟิลได้ถึง 4 วัน การติดเชื้อไวรัสอาจพบลิมโฟไซต์ 
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(lymphocytes) เป็นเซลล์ชนิดแรกหรือในปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกันบางชนิด (hypersensitivity 

reaction) เซลลท์ีม่บีทบาทอาจเป็นอโีอซโีนฟิล (eosinophils) (Kumar et al., 2010) 

เมด็เลอืดขาวทีอ่อกสูภ่ายนอกหลอดเลอืดจะถูกชกันําดว้ยสารเคมเีพือ่มุง่เขา้หา

บริเวณอักเสบเรียกขบวนการน้ีว่า chemotaxis สารเคมีชักนํา (chemotactic stimuli) จาก

ภายนอก (exogenous stimuli) ที่พบบ่อยได้แก่ ผลิตผลจากเชื้อแบคทีเรียซึ่ง เ ป็นสาร 

polypeptides หรือ สารจําพวกไขมนั (lipid substances) สารเคมีชกันําจากภายในร่างกาย 

(endogenous stimuli) เช่น สารทีเ่กดิจากระบบ complement โดยเฉพาะอย่างยิง่สารประกอบ

เชงิซ้อนของ complement C5, C6 และ C7 รวมถงึผลติผลที่เกดิจาก C3 และ C5 ไดแ้ก่ C3a 

และ C5a นอกจากน้ีผลผลิตจากกรดไขมัน arachidonic acid จากโมเลกุลฟอสโฟลิพิด 

(phospholipids) ในเยื่อหุ้มเซลล์ผ่านกระบวนการ lipoxygenase pathway ได้แก่ leukotriene 

B4 เป็นต้น อกีทัง้สารพวกไซโตไคน์เป็นสารเคมชีกันําจําพวกหน่ึง สารเคมชีกันําเหล่าน้ีทํา

หน้าที่จบักบัตวัรบับนเซลล์เมด็เลือดขาวกระตุ้นให้มกีารสรา้ง actin มากขึ้น เพื่อช่วยในการ

เคลื่อนทีสู่่เน้ือเยื่อที่มกีารบาดเจบ็ การทีเ่มด็เลอืดขาวเคลื่อนทีเ่ขา้หาบรเิวณอกัเสบโดยอาศยั

การชกันําของสารเคมนีัน้ เริม่จากอาศยัขบวนการปฏกิริยิาหลายขัน้ตอนภายในเยื่อหุม้เซลล์

และไซโทพลาสซมึ จนเกดิการสรา้งสาร second messengers ภายในเซลล์ โดยเริม่แรกเมื่อ

สารเคมชีกันํา (chemoattractants) จบักบัตวัรบับนผนงัเซลลเ์มด็เลอืดขาว ก่อใหเ้กดิการกระตุน้

เ อน ไ ซ ม์  phospholipase C (โ ดย อ า ศัย ส า ร  G-protein) เ กิ ดป ฏิกิ ริ ย า  hydrolysis ต่ อ 

phosphotidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2)  ไปเป็นสาร inositol-1,4,5- triphosphate (IP3) 

และ diacylglycerol (DAG) พร้อมกบัการหลัง่แคลเซียมจากแหล่งสะสมภายในและภายนอก

เซลล์ การเพิม่ปรมิาณแคลเซยีมในไซโทพลาสซมึทําใหเ้กดิขบวนการเหน่ียวนําให ้contractile 

elements ไดแ้ก่ actin และ myosin ทํางาน เกดิการเคลื่อนไหวของเซลลโ์ดยไซโทพลาสซมึถูก

ผลกัดนัไปขา้งหน้า พรอ้มกบัดนัเยื่อหุม้เซลลอ์อกไปดว้ย เกดิเป็นขาเทยีมยื่นออกไปและดงึเอา

สว่นอื่น ๆ ทีเ่หลอืของเซลลต์ามตดิไปดว้ย เซลลจ์งึเกดิการเคลื่อนทีไ่ปดา้นหน้าในกระบวนการ

กระตุ้นเซลล์เมด็เลอืดขาวใหส้ามารถทํางานไดน้ัน้จําเป็นต้องอาศยัสารต่าง ๆ มากระตุ้นผ่าน

อนุภาคเกาะจบัหรอืตวัรบัต่าง ๆ ของเซลลเ์มด็เลอืดขาว โดยสามารถแบ่งชนิดของอนุภาคเกาะ

จบับนผนงัเซลลเ์มด็เลอืดขาวไดห้ลายชนิด (ดงัรปูที ่3) ชนิดแรก TLRs เป็นตวัรบัทีท่าํหน้าทีจ่บั

กบัสารที่พบในเชื้อแบคทเีรยี เช่น lipopolysaccharide (LPS) และ proteoglycans รวมทัง้เชื้อ

ไวรสับางชนิด การจบักนัดงักล่าวมผีลกระตุน้เซลลเ์มด็เลอืดขาวใหส้รา้งไซโตไคน์และสารชนิด

ต่าง ๆ เพื่อทําลายเชื้อโรค (microbicidal substance) ตัวรับชนิดที่สอง different seven-

transmembrane G-protein-couple receptors ส า ร ที่ จ ับ กับ ตัว รับ ช นิ ด น้ี คื อ  chemokine, 

complement C5a, PAF, prostaglandin E และ leukotriene B4 การจบักบัอนุภาคเกาะจบัชนิด

น้ี ทําใหเ้ซลล์เมด็เลอืดขาวสรา้งสารทําลายเชือ้โรคและยงัส่งเสรมิกระบวนการ migration ของ

เซลล์เม็ดเลือดขาวตัวรบัชนิดที่สามคือ ตัวรบัสําหรบัไซโตไคน์ พบในเซลล์กลุ่มฟาโกไซต์ 
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(phagocytes) สารทีจ่บักบัตวัรบัน้ีคอื ไซโตไคน์ ซึ่งตวัที่สําคญัและมบีทบาทชดัเจน คอื IFN-γ 

ซึง่สรา้งจากเซลล ์lymphocytes ชนิด NK cell และ T-lymphocytes ทาํหน้าทีก่ระตุน้แมโครฟาจ 

ตัวรบัชนิดที่สี่คือ ตัวรบัสําหรบัออปโซนิน (opsonins) สารที่ทําหน้าที่เป็นออปโซนิน เช่น 

antibody, complement proteins และ lectin ซึง่จะจบักบัสิง่แปลกปลอมทาํใหเ้ซลล ์phagocytes 

สามารถเก็บกินสิ่งแปลกปลอมนัน้ได้ง่าย ตัวอย่างของตัวรับกลุ่มน้ี เช่น Fc receptor บน

เซลล์ฟาโกไซต์ซึ่งจบักบั IgG antibody หรือ complement receptor type 1 (CR1) ซึ่งจบักบั 

complement protein C3 (Kumar et al., 2010) ดงัรปูที ่1-3 

 

รปูท่ี 1-3 กลไกการกระตุน้เซลลเ์มด็เลอืดขาวโดยผา่นตวัรบัชนิดต่าง ๆ (Kumar et al., 2010) 

กระบวนการเกบ็กนิสิง่แปลกปลอมของเมด็เลอืดขาว (phagocytosis) มลีําดบั

เหตุการณ์การดงัน้ี การรบัรูส้ ิง่แปลกปลอมและการเขา้ประชดิ (recognition and attachment) 

เมื่อมสีิง่แปลกปลอมเขา้สู่ร่างกายจะมสีาร opsonins เขา้จบั ซึ่ง opsonins จะทําหน้าทีเ่กาะจบั

กบัตวัรบับนผนังเมด็เลอืดขาวอกีต่อหน่ึง มเิช่นนัน้เมด็เลอืดขาวจะจบักนิสิง่แปลกปลอมไม่ได ้

เน่ืองจากพื้นผวิของทัง้สองมปีระจุไฟฟ้าเหมอืนกนัจงึเกดิแรงผลกัดนัใหอ้อกห่างจากกนั สาร 

opsonins ที่สําคญัได้แก่ Fc fragment ของ immunoglobulin G (IgG) และ C3b (หรอืเรยีกว่า 

opsonin fragment ของ C3 ซึง่สามารถถูกกระตุน้ใหส้รา้งขึน้ไดจ้าก immune complex (Ag-Ab 

complex) สารเคมหีรอืผลติผลจากจุลชพี แต่ในบางกรณีมขีอ้ยกเวน้ไมต่อ้งอาศยั opsonins แต่

อาศยัการทํางานของเมด็เลอืดขาวในการตรวจจบัสาร LPS บนผนังเซลลจุ์ลชพีเอง ขัน้ตอนที่

สองคอืการเขา้เขมอืบ (engulfment) ภายหลงัจาก opsonins จบักบัตวัรบับนผนงัเซลลเ์มด็เลอืด

ขาวแลว้ จะเกดิการกระตุน้เซลลเ์มด็เลอืดขาวผา่นทางตวัรบัเหล่าน้ี โดยอาศยัสารบางอยา่งรว่ม

ในการทําใหเ้กดิการกระตุ้นเมด็เลอืดขาว ไดแ้ก่ สารที่ปกตพิบในเมทรกิซ์ภายนอกเซลล์ เช่น 

fibronectin และ laminin นอกจากน้ียงัพบสารจาํพวกไซโตไคน์บางชนิด จนในทีส่ดุเกดิปฏกิริยิา

ต่าง  ๆ  ขึ้นในเยื่อหุ้มเซลล์และมีการสร้างและหลัง่ตัวสื่อสัญญาณตัวที่สอง  (second 
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messengers) และการคัง่ของแคลเซยีมในเซลล ์กระบวนการน้ีทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลอืดขาวสามารถ

เคลื่อนทีไ่ด ้โดยการยื่นขาเทยีมออกไปลอ้มรอบสิง่แปลกปลอมและรวบเขา้มาในไซโทพลาสซมึ

ของเซลลเ์กดิเป็นถุงน้ําหุม้ดว้ยเยื่อบางของเยื่อหุม้เซลลภ์ายในบรรจุสิง่แปลกปลอมทีก่นิเขา้มา 

เรียกถุงน้ําน้ีว่า phagosome ต่อจากนั ้นไลโซโซมที่อยู่ ในไซโทพลาสซึมจะเข้าประชิด 

phagosome ถุงน้ําทัง้สองจะสมานรวมกันเป็นถุงเดียว เรียกว่า phagolysosome ทัง้น้ีเม็ด 

granules ทีบ่รรจุอยู่ในไลโซโซมซึ่งมเีอนไซมย์่อยสิง่แปลกปลอมมกีารแตกออกปล่อยสารเคมี

ช่วยย่อยเข้าสู่ phagolysosome จนสุดท้ายจะเข้าสู่ข ัน้กระบวนการทําลายและย่อยสิ่ง

แปลกปลอม (killing and degradation) ภายหลงัจาก phagocytosis สารเคมใีนไลโซโซมจะทํา

การย่อยสิง่แปลกปลอมใน phagolysosome การย่อยน้ีเกดิการเผาผลาญโดยอาศยัออกซเิจน

เกิดการสนัดาปสารจําพวกแป้ง (glycogenolysis) ทําให้เกิดปฏกิิรยิาออกซเิดชนัต่อสารพวก

น้ําตาล โดยผ่านกระบวนการ hexose-monophosphate shunt และในที่สุดได้สารก่อปฏกิริยิา

จากออกซเิจนหลายชนิด (reactive oxygen metabolites) กระบวนการดงักล่าวขา้งตน้ เกดิจาก

ปฏกิริยิาออกซเิดชนัของ nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NADPH) โดยอาศยั

เอนไซม์ NADPH oxidase จนได้สารก่อปฏิกริยิาคอื อนุภาค superoxide anion (O2
-) ซึ่งเป็น

โครงสร้างที่ไม่เสถียร จะเกิดปฏิกิรยิา dismutation ได้ hydrogen peroxide (H2O2) โดยจะทํา

ปฏิกิริยากับเอนไซม์ myeloperoxidase (MPO) โดยอาศยัสาร halide เช่น อนุภาค chloride  

(Cl-) ไปเป็นน้ํา (H2O) และ hydroxyl chloride (HOCl-) สารชนิดน้ีมคีุณสมบตัิในการฆ่าจุลชพี 

(antimicrobial agent) ผูป้ว่ยทีม่คีวามผดิปกตขิองยนีทีส่รา้งองคป์ระกอบของ NADPH oxidase 

จะเกดิการตดิเชือ้ไดง้่าย เกดิโรค chronic granulomatous disease (CGD) เป็นต้น (Kumar et 

al., 2010) 

สารชกันําการอกัเสบ (inflammatory chemical mediators) 

ในกระบวนการอกัเสบมกีารผลติและหลัง่สารสื่อกลางและสารชกันําการอกัเสบ

มากมาย เพื่อให้การอกัเสบสามารถดําเนินได้อย่างมีประสิทธิภาพ จนสามารถกําจดัสิ่งก่อ

ภยนัตรายและการฟ้ืนความสมดุลของเน้ือเยื่อกลับมา สารชักนําการอักเสบสามารถแบ่ง

ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ ๆ กลุ่มแรกเป็นสารชกันําการอกัเสบทีไ่ดม้าจากเซลล ์ซึง่มทีัง้กลุ่มสารทีม่ี

อยูด่ ัง้เดมิในเซลล ์(preformed) และกลุ่มสารทีม่กีารสรา้งขึน้ใหม ่(newly synthesized) กลุ่มสาร

ที่มีอยู่ดัง้เดิมในเซลล์ ได้แก่ สารกลุ่ม vasoactive amine สารในกลุ่มน้ีที่มีบทบาทสําคญัใน

กระบวนการอกัเสบมดีว้ยกนั 2 ชนิด คอื ฮสีตามนี (histamine) พบไดท้ัว่ไปในเน้ือเยือ่ พบมาก

ในเซลล์แมสต์ซึ่งพบอยู่ตามเน้ือเยื่อรอบ ๆ หลอดเลอืด นอกจากน้ีสารฮสีตามนียงัพบในเบโซ

ฟิล (basophils) และเกล็ดเลอืด สารฮสีตามนีจะจบักบั H1 receptor บนเซลล์เยื่อบุผนังหลอด

เลอืดทําใหเ้กดิการขยายหลอดเลอืดแดงขนาดเลก็ และเพิม่ความสามารถในการซมึผ่านผนัง

หลอดเลอืดของหลอดเลอืดดาํขนาดเลก็โดยกระตุน้ใหเ้กดิการหดตวัของผนังหลอดเลอืดดําและ

ขยายช่องว่างระหว่างเซลล์บุผนังหลอดเลอืด ภาวะทีส่ามารถกระตุน้การหลัง่สารฮสีตามนีออก
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จากเซลลแ์มสต์ไดม้หีลายกรณี เช่น การบาดเจบ็ทางกายภาพ (physical injury) เช่น การไดร้บั

อุบตัเิหตุความรอ้น หรอืความเยน็ปฏกิริยิาทางภูมติ้านทาน เช่น กรณีแอนตบิอดจีบักบัเซลล์

แมสต์ การกระตุ้นโดยสารกลุ่ม anaphylatoxins เช่น complement C3a และ C5a และการ

กระตุน้ปฏกิริยิาโดยชวีโมเลกุลอื่น ๆ เช่น โปรตนีทีห่ลัง่จากเมด็เลอืดขาว ทีเ่รยีกว่า histamine-

releasing proteins, substance P และสารไซโตไคน์ เชน่ IL-1 และ IL-8 สารในกลุ่ม vasoactive 

amine ตวัทีส่องคอื ซโีรโทนิน (serotonin) ถูกสรา้งจากเกลด็เลอืดและ enterochromaffin cells 

และจะถูกกระตุ้นให้มีการหลัง่โดย PAF นอกจากน้ีในกระบวนการ platelet aggregation ก็

สามารถพบซโีรโทนินไดเ้ช่นกนั โดยผลของการหลัง่จะเหมอืนกบัฮสีตามนี สารทีม่อียูด่ ัง้เดมิอกี

ชนิดหน่ึงคอื lysosomal compounds เป็นสารชวีโมเลกุลทีพ่บในไลโซโซมของเมด็เลอืดขาวและ

โมโนไซต ์สารเหล่าน้ีเมือ่ปล่อยออกมานอกเซลลม์ผีลชกันําใหเ้กดิการอกัเสบได ้สารเคมใีนไลโซ

โซมเหล่ า น้ีมีหลายชนิดที่สํ าคัญรวมเรียกว่ า  proteases (เช่น  elastase, collagenase, 

proteinase เป็นตน้) สารต่าง ๆ เหล่าน้ีทาํลายเน้ือเยือ่ในรา่งกาย ในขณะเดยีวกนัรา่งกายมกีาร

สรา้งสารต่อต้านสารเคมเีหล่าน้ีเรยีกว่า antiproteases สารเหล่าน้ีทีส่าํคญั ไดแ้ก่ สาร alpha1-

antitrypsin ซึ่งปกติจะคอยต้านตัวทําลาย (proteases) ที่สําคัญคือ elastase (Kumar et al., 

2010) 

สารชกันําการอกัเสบที่มกีารสรา้งขึน้ใหม่มหีลายกลุ่มย่อยดว้ยกนัดงัน้ี กลุ่มที่

หน่ึงคือ prostaglandins และ leukotrienes สารทัง้สองชนิดน้ีเรียกรวมว่า eicosanoids เป็น

ผลติผลทีไ่ดจ้าก arachidonic acid ซึง่เป็นสารทีเ่ปลีย่นมาจากฟอสโฟลพิดิ อนัเป็นสว่นประกอบ

ของเยื่อหุม้เซลล ์โดยอาศยัการทาํงานของ phospholipase ซึง่ arachidonic acid ถูกยอ่ยต่อไป

ด้วยเอนไซม์ต่างชนิดกนั ทําให้ได้สาร 2 กลุ่ม คือ ถ้าถูกย่อยด้วยเอนไซม์ cyclooxygenase 

(COX) ได้สารกลุ่ม prostaglandins และหากถูกย่อยด้วยเอนไซม์ lipoxygenase ได้สารกลุ่ม 

leukotrienes และ lipoxins ซึ่งสารในกลุ่ม prostaglandins จะถูกย่อยต่อไปจนได้สารต่าง ๆ 

ตามแต่ชนิดของเอนไซม์ที่เข้าทําปฏิกิริยา เช่น ถูกย่อยด้วยเอนไซม์บนเกล็ดเลือดได้ 

thromboxane เป็นสารช่วยใหเ้กลด็เลอืดจบัตดิกนั (platelet aggregation activator) และทําให้

เสน้เลอืดหดตวั ส่วนที่เซลล์บุผนังหลอดเลือด มเีอนไซม์อกีชนิดหน่ึงเปลี่ยน prostaglandins 

เป็น prostacyclin ทําให้หลอดเลือดขยายตัวและห้ามการจับกันของเกล็ดเลือด (platelet 

aggregation inhibitor) นอกจากน้ีมสีาร prostaglandins ชนิดอื่น ๆ อกี เช่น prostaglandin D2, 

prostaglandin E2 และ prostaglandin F2 สารเหล่าน้ีมสีว่นช่วยในกระบวนการอกัเสบ สว่นหน่ึง

ทาํใหห้ลอดเลอืดขยายตวัเกดิการบวม สว่นสาร leukotrienes มหีลายชนิด เชน่ leukotriene A4, 

leukotriene B4 มีบทบาทเกี่ยวกับการเกาะติดของเม็ดเลือดขาว ส่วน leukotriene C4, 

leukotriene D4 และ leukotriene E4 ทาํใหห้ลอดเลอืดหดตวัและเพิม่การซมึผา่นผนงัหลอดเลอืด 

รวมทัง้ทําใหห้ลอดลมหดเกรง็ (bronchospasm) ในทางตรงขา้มสารกลุ่ม lipoxins เช่น lipoxin 
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A4 และ lipoxin B4 มหีน้าทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยบัยัง้กระบวนการอกัเสบ (Kumar et al., 2010) ดงั

รปูที ่1-4 และตารางที ่1-1 

 

รปูท่ี 1-4 การสรา้งสารต่าง ๆ จาก arachidonic acid รวมทัง้หน้าทีข่องสารเหล่าน้ีใน

กระบวนการอกัเสบ (Kumar et al., 2010)  

ตารางท่ี 1-1 สารในกลุ่มของ ecosanoids และผลของสารในกระบวนการอกัเสบ (Kumar et 

al., 2010) 

Actions Eicosanoids 

vasoconstriction thromboxane, leukotriene C4, -D4, -E4 

vasodilation prostacyclin, prostaglandin E1, -E2, -D2 

increased vascular permeability leukotriene C4, -D4, -E4 

chemotaxis and leukocyte adhesion leukotriene B4, HETE, lipoxins 

สารกลุ่มทีส่อง PAF เป็นสารชกันําการอกัเสบทีม่แีหล่งกําเนิดมาจากโมเลกุลฟอสโฟลพิดิในเยื่อ

หุ้มเซลล์เช่นเดียวกับกลุ่ม arachidonic acid มีคุณสมบัติทําให้เกล็ดเลือดจับกันเป็นก้อน 

(aggregation) และเรง่การปลดปล่อยเกลด็เลอืดเขา้สูก่ระแสเลอืด นอกจากน้ียงัมผีลทาํใหห้ลอด

เลอืดและหลอดลมหดตวั ในกรณีพบปรมิาณเลก็น้อยในเลอืดกลบัช่วยใหห้ลอดเลอืดขยายตวั

และเพิ่มคุณสมบัติการซึมผ่านของผนังหลอดเลือดดําขนาดเล็ก ( increased venular 

permeability) นอกจากน้ี PAF ยังช่วยในการเกาะติดผนังหลอดเลือดของเม็ดเลือดขาว 

(leukocyte adhesion) ส่งเสรมิกระบวนการจบักินสิง่แปลกปลอมและส่งเสรมิใหเ้กดิการสรา้ง 

chemical mediators ชนิดอื่น ๆ รวมทัง้ช่วยเรง่การสรา้งสาร eicosanoids ในเซลลอ์กีดว้ย สาร 
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PAF นอกจากสรา้งมาจากฟอสโฟลพิดิ ในเยื่อหุม้เซลลย์งัถูกสรา้งจากเซลลอ์ื่น ๆ อกีหลายชนิด 

เชน่ เกลด็เลอืด เซลลแ์มสต ์เมด็เลอืดขาวเบโซฟิล นิวโทรฟิลและแมโครฟาจและเซลลเ์ยือ่บุผนงั

หลอดเลอืด สารกลุ่มทีส่ามคอื สารไซโตไคน์เป็นสารพวกโพลเีปปไทด ์(polypeptides) พบว่ามี

การสร้างในเซลล์หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในลิมโฟไซต์และแมโครฟาจ ไซโตไคน์ที่มี

บทบาทสาํคญัในกระบวนการอกัเสบเชน่ IL-1, TNF และ IL-8 (ดงัรปูที ่1-5) โดยเฉพาะต่อเซลล์

บุผนังหลอดเลือดในการช่วยสร้างอนุภาคเกาะจบัเพื่อให้เซลล์เม็ดเลือดขาวเกาะติดกบัผนัง

หลอดเลือด ช่วยสร้างไซโตไคน์และ growth factors ตัวอื่น ๆ อีกทัง้ยังช่วยการสร้างสาร 

eicosanoids และ nitric oxide ทําใหเ้กดิอาการทางคลนิิกอื่น ๆ เมื่อมกีารอกัเสบ เช่น ไข ้สาร

ชกันําในกลุ่มน้ีบางชนิดมบีทบาทชกันําใหเ้ซลลม์กีารเคลื่อนทีเ่ขา้มาในบรเิวณทีม่กีารหลัง่สารมี

อยู่ดว้ยกนั 4 ชนิดคอื α-chemokines สารสําคญัในกลุ่มน้ี ได้แก่ IL-8 ซึ่งถูกหลัง่มาจากเซลล์

แมโครฟาจ เซลลเ์ยือ่บุผนงัหลอดเลอืดและสารทีก่ระตุน้การหลัง่ IL-8 คอื TNF, IL-1 และสารพษิ

จากเชือ้โรค โดยการหลัง่ IL-8 มผีลทาํใหเ้กดิกระบวนการกระตุน้การทาํงานและการเคลื่อนทีเ่ขา้

หาบรเิวณที่มกีารอกัเสบของเซลล์นิวโทรฟิล ชนิดที่สอง β-chemokine ตวัอย่างสารสําคญัใน

กลุ่มน้ีคือ monocyte chemoattractant protein (MCP-1), macrophage inflammatory protein-

1 (MIP-1) และ  regulate and normal T cell expressed and secreted (RANTES) ทําหน้าที่

เป็น chemoattractant ต่อเซลล์โมโนไซต์ อีโอซิโนฟิล เบโซฟิลและลิมโฟไซต์ ชนิดถดัมา γ-

chemokines เช่น lymphotaxin ทําหน้าที่ชักนําเซลล์ลิมโฟไซต์ และชนิดสุดท้าย CX3C 

chemokines ไดแ้ก่ fractalkine ทําหน้าทีช่กันําเซลล์โมโนไซต์และลมิโฟไซต์ สาร nitric oxide 

เป็นสารที่มกีารผลิตขึ้นใหม่ โดยอยู่ในรูปของก๊าซอนุภาคอสิระที่ละลายในน้ํา (soluble free 

radical gas) ปกตผิลติจากเซลลบุ์ผนังหลอดเลอืด แมโครฟาจและเซลลป์ระสาทในสมอง ทาํให้

เกดิการขยายหลอดเลอืด เน่ืองจากก๊าซ nitric oxide ไปเร่งปฏกิริยิาทําใหเ้กดิการเพิม่ปรมิาณ

ของ cyclic guanosine monophosphate (cGMP) ผลทําให้เซลล์กล้ามเน้ือในหลอดเลอืดผ่อน

คลายและเกดิการขยายหลอดเลอืด 
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รปูท่ี 1-5 ผลของ TNF และ IL-1 ต่อการเกดิ acute phase reaction (Kumar et al., 2010) 

นอกจากนัน้ nitric oxide ยงัทาํใหเ้กลด็เลอืดจบักนัเป็นกอ้นและตดิแน่นกบัผนงัหลอดเลอืดและ

ยงัทําปฏิกิรยิากบั superoxide anionได้สารอนุมูลอิสระที่สําคญัคอื nitrogen dioxide กบัสาร 

hydroxyl radical ดงัน้ี 

 NO + O2
- -----> NO2

- +•OH 
ในภาวะช๊อค (shock) หลอดเลอืดในร่างกายขยายตวัเน่ืองจาก nitric oxide ที่ผลติจากแมโคร

ฟาจ อนุมูลอิสระจากออกซิเจน (oxygen-derived free radicals) กลุ่มอนุมูลอิสระเหล่าน้ีถูก

ปลดปล่อยออกจากเซลลเ์มด็เลอืดขาว สารเหล่าน้ีเกดิจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของ NADPH ได้

สาร superoxide ซึ่งจะทําปฏกิริยิาต่อไปเป็น H2O2, hydroxyl radical (•OH) และสารพษิอื่น ๆ 

ที่เกดิจากการทําปฏกิริยิากบั nitric oxide ในร่างกาย มสีารที่คอยทําหน้าที่ต้านอนุภาคอสิระ

เหล่าน้ีเรยีกว่า antioxidant ซึ่งเป็นกลไกป้องกนัร่างกายจากอนัตรายที่เกิดจากอนุภาคอสิระ 

อนัตรายทีไ่ดร้บัมากน้อยขึน้กบัความสมดุลของสารทัง้สองจําพวกน้ี สารเหล่าน้ีหลงัจากไดร้บั

การกระตุ้นจากสารประกอบในเชื้อโรค คีโมไคน์ สารประกอบทางภูมิคุ้มกัน ( immune 

complexes) และอนุมลูอสิระของออกซเิจนในปรมิาณน้อยจะทาํใหม้กีารสรา้งคโีมไคน์ ไซโตไคน์ 

อนุภาคเกาะจบัและสารชนิดอื่น ๆ ซึง่สง่เสรมิกระบวนการอกัเสบ การหลัง่สารเหล่าน้ีในปรมิาณ

มากจะทําให้เกิดการทําลายเน้ือเยื่อของร่างกาย นอกจากน้ียงัมีผลยับยัง้การทํางานของ 

antiprotease ส่งเสรมิใหเ้กดิการทําลายเน้ือเยื่อของร่างกายไดรุ้นแรงมากขึน้นอกจากน้ียงัพบ

สารชกันําอื่น ๆ ทีม่บีทบาทในกระบวนการอกัเสบ ไดแ้ก่ neuropeptides สารกลุ่มน้ีมกีลไกการ

ออกฤทธิค์ล้ายกับกลุ่ม vasoactive amines และ eicosanoids ตัวอย่างสารในกลุ่มน้ี เช่น 

neuropeptide, substance P และ neurokinin A เป็นต้น สารในกลุ่ม lisosomal ในนิวโทรฟิล

และโมโนไซต ์จะพบ lysosomal granules ภายใน ซึง่สามารถกระตุน้กระบวนการอกัเสบไดใ้น
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นิวโทรฟิล พบ granules ได ้2 ชนิด คอื specific (secondary) granules ซึง่มเีอนไซมท์ีบ่รรจุอยู่

ภายใน เชน่ lysozyme, collagenase, gelatinase, lactoferrin, plasmogen activator, histamine, 

alkaline phosphatase และ azurophil (primary) granules พบเอนไซม์หลายชนิด เช่น MPO, 

bactericidal factors (lysozyme, defensins), acid anhydrase, neutral protease เป็นต้น การ

หลัง่เอนไซมเ์หล่าน้ีอาจพบใน phagolysosome ดงัทีไ่ดก้ล่าวไปแล้ว นอกจากน้ียงัพบว่าเซลล์

เมด็เลอืดขาวสามารถหลัง่สารเหล่าน้ีสูเ่มทรกิซภ์ายนอกเซลลแ์ละส่งผลต่อกระบวนการอกัเสบ

ได้ เช่น neutral protease สามารถกระตุ้น complement C3 และ C5 ในพลาสมา (Kumar et 

al., 2010) 

สารชกันําการอกัเสบบางชนิดพบว่ามาจากพลาสมา สารเหล่าน้ีมีสองกลุ่ม 

ได้แก่ สารที่ได้จากปฏกิริยิาภูมติ้านทานในกระบวนการ complement activation ได้แก่ C3a, 

C5a และ C5b-9 ซึ่ง complement system ประกอบด้วย complement proteins ตัง้แต่ C1 ถึง 

C9 ซึง่โดยปกตสิารเหล่าน้ีอยูใ่นสภาพทีไ่มส่ามารถทาํงานได ้(inactive form) จะสามารถทาํงาน

ได้เมื่อถูกกระตุ้น สารสําคัญในกลุ่มน้ี คือ C3 ซึ่งสามารถถูกกระตุ้นได้ 3 วิธีด้วยกัน คือ 

classical pathway เกดิจากการจบักนัของแอนตเิจน แอนตบิอด ีและ C1 ทาํใหเ้กดิปฏกิริยิาอกี

หลายขัน้ตอนตามมาโดยเอนไซม ์classical pathway C3 convertase จะกระตุน้ C3 ใหท้ํางาน

ถดัมาคอื alternative pathway สารในผนังเซลล์ของเชื้อโรค เช่น LPS จะกระตุ้น C3 โดยตรง

ผ่านการทํางานของเอนไซม์ alternative pathway C3 convertase ขัน้ตอนสุดท้ายคือ lectin 

pathway เกดิจาก lectin ซึง่เป็นสารทีม่อียูใ่นพลาสมาจบักบัสารในผนงัเซลลข์องเชือ้โรค กระตุน้ 

C1 ผ่านการทํางานของเอนไซม์ C3 convertase เช่นกัน เมื่อ C3 ถูกทําปฏิกิริยาโดย C3 

convertase เกดิเป็น C3a และ C3b โดย C3b จะจบั complement proteins อื่น ๆ เกดิเป็น C5 

มี C5 convertase ทําหน้าที่ย่อย C5 เกิดเป็น C5a และ C5b โดย C5b จะจับ complement 

proteins อื่น ๆ อีกเช่นกัน คือ C6 ถึง C9 เกิดเป็น membrane attack complex (MAC) ซึ่ง

สามารถทาํหน้าทีท่าํลายเชือ้โรคดงัรปูที ่1-6 
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รปูท่ี 1-6 กลไกต่าง ๆ ในการกระตุน้ complement protein (Kumar et al., 2010) 

C3a และ C5a สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์แมสต์หลัง่สารฮสีตามนี นอกจากน้ี C5a ยงักระตุ้นนิว

โทรฟิลและโมโนไซต์ใหส้รา้งสารต่าง ๆ จาก arachidonic acid โดยเอนไซม ์lipoxygenase ทํา

ใหเ้กดิสารเคมซีึ่งเป็นสารสื่อกลางการอกัเสบ อกีทัง้ C5a เป็น chemotactic stimuli ต่อเซลล์

เมด็เลอืดขาว ดงันัน้จงึมบีทบาทสําคญัในกระบวนการเกาะตดิผนังหลอดเลอืด การกระตุน้การ

ทํางานและการเคลื่อนทีข่องเมด็เลอืดขาว มากไปกว่านัน้ C3b สามารถทําหน้าทีเ่ป็น opsonin 

จงึมสีว่นชว่ยในกระบวนการทาํลายสิง่แปลกปลอมดว้ย หากมองเฉพาะสารในกลุ่ม complement 

system จะพบว่า C3 และ C5 เป็นสารทีม่บีทบาทมากทีสุ่ดต่อกระบวนการอกัเสบ นอกจากจะ

ถูกกระตุ้นโดยกลไกที่กล่าวมาแล้ว ยงัสามารถถูกกระตุ้นได้โดยเอนไซม์ เช่น lysosomal 

enzyme และ plasmin ที่สรา้งจากนิวโทรฟิล ดงันัน้จะเหน็ได้ว่าทัง้ complement system และ

นิวโทรฟิลต่างสามารถทาํหน้าทีส่ง่เสรมิการทาํงานซึง่กนัและกนั 

สารชกันําการอกัเสบบางชนิดไดม้าจากกระบวนการทีเ่กี่ยวเน่ืองกบัระบบการ

แขง็ตวัของเลอืด (Hageman factor activation system) เช่น kinin สารในกลุ่มน้ีเปลีย่นแปลงมา

จากโปรตนีในกระแสเลอืด คอื kininogen โดยอาศยัเอนไซม ์kallikreins การกระตุน้สารในกลุ่ม

น้ีทําให้เกิดการหลัง่ bradykinin ซึ่งมผีลทําให้เกิดการขยายตวัและเพิม่การซึมผ่านของผนัง

หลอดเลือด นอกจากน้ียงัมีผลทําให้เกิดการหดตวัของกล้ามเน้ือที่ผนังหลอดเลือดและเกิด

ความรู้สกึปวด (pain) สุดท้าย bradykinin จะถูกทําลายโดย kininase ถดัมาคือ coagulation 

(clotting) เป็นกระบวนการทีเ่กีย่วขอ้งกบัการแขง็ตวัของเลอืด ไดแ้ก่สาร thrombin ซึง่ทาํหน้าที่

เปลีย่นสาร fibrinogen ไปเป็น fibrin ทาํใหไ้ดส้าร fibrinopeptides หลายชนิดซึง่มคีุณสมบตัเิพิม่

การซมึผ่านผนงัหลอดเลอืดและชกันําเมด็เลอืดขาว นอกจากน้ี thrombin ยงัมคีุณสมบตักิระตุน้

การสร้างอนุภาคเกาะจับและเร่งการสร้างเยื่อ เกี่ยวพัน ( fibroblast proliferation) ส่วน
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กระบวนการ fibrinolysis เป็นกระบวนการที่มบีทบาททําลายการแขง็ตวัของเลอืดโดยละลาย

ก้อน fibrin ที่เกิดจากระบบการแขง็ตัวของเลือด ได้สารที่แตกกระจายออกมาหลายชนิดที่

เรียกว่า fibrin degradation products (FDP) ซึ่งมีคุณสมบตัิเพิ่มการซึมผ่านผนังหลอดเลือด 

สารสําคญัของระบบน้ีได้แก่ plasmin ซึ่งเป็นผลิตผลจาก plasminogen โดยอาศยัเอนไซม์ที่

เรยีกรวมว่า plasminogen activator พบไดใ้นผนังหลอดเลอืด เมด็เลอืดขาวและเน้ือเยื่ออื่น ๆ 

สาร plasmin เป็นตวัการสาํคญัทีล่ะลายกอ้น fibrin เพือ่ทาํลายการแขง็ตวัของเลอืดดงัรปูที ่1-7 

 

รปูท่ี 1-7 ความสมัพนัธข์องสารกลุ่ม complement, kinin, clotting และ fibrinolytic system ใน

กระบวนการอกัเสบ (Kumar et al., 2010) 

ความเกีย่วเน่ืองกนัระหวา่งการเปลีย่นแปลงของเน้ือเยือ่ในกระบวนการอกัเสบและสารสือ่กลาง

การอกัเสบทีเ่กีย่วขอ้ง สรปุไดด้งัตารางที ่1-2  
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ตารางท่ี 1-2 อทิธพิลของสารสือ่กลางการอกัเสบต่อการเปลีย่นแปลงของรา่งกาย (Kumar et 

al., 2010) 

Effects Mediators 

vasodilatation 

-prostaglandins 

-nitric oxide 

-histamine  

increased vascular permeability 

-vasoactive amines 

-complement C3a, C5a 

-bradykinin 

-leukotriene C4,-C5,-E4 

-PAF 

-substance P 

hemotaxis, leukocyte recruitment and 

activation 

-comlpement C5a 

-leukotriene B4 

-chemokine 

-TNF 

-IL-1  

fever 

-TNF 

-IL-1 

-prostaglandins 

pain 
-prostaglandins 

-bradykinin 

tissue damage 

-neutrophil and macrophage lysosomal 

enzymes  

-oxygen metabolite 

-nitric oxide 

ผลกระทบหลงัเกิดการอกัเสบเฉียบพลนั (sequelae of acute inflammation) 

กลไกการอกัเสบเป็นกระบวนการเกดิการอกัเสบทัว่ ๆ ไป แต่ทัง้น้ีย่อมมกีาร

ข้ามขัน้ตอนหรือเสริมแต่งตามแต่เหตุการณ์เป็นราย ๆ ไป ซึ่งขึ้นกับปจัจัยอื่น ๆ ได้แก่ 

คุณลกัษณะและความรุนแรงของเหตุชกันําให้เกิดการอกัเสบชนิดของเน้ือเยื่อหรืออวยัวะ 

บรเิวณทีเ่กดิการอกัเสบและสภาพของผูป้่วย ปจัจยัเหล่าน้ีตอ้งนํามาพจิารณาประกอบในกลไก

การอกัเสบ อย่างไรก็ตามเมื่อเกิดการอกัเสบเฉียบพลนัแล้ว ผลที่เกิดขึ้นกบัเน้ือเยื่อที่ได้รบั

บาดเจบ็นัน้สามารถแบ่งไดห้ลายแบบดงัน้ี รปูแบบแรกคอื การกลบัเขา้สู่สภาพเดมิ (complete 

resolution) มกัพบในกรณีทีไ่ดร้บัการบาดเจบ็เลก็น้อยหรอืการบาดเจบ็ในช่วงเวลาสัน้ ๆ เมื่อ
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การอกัเสบสามารถกําจดัต้นเหตุและสารเคมชีกันํา หรอืควบคุมสภาพการเปลี่ยนแปลงไม่ให้

เป็นมากขึน้ การบาดเจบ็นัน้จะกลบัเขา้สูภ่าวะปกตอิยา่งเป็นขัน้ตอน เชน่ สภาพของหลอดเลอืด

เขา้สู่ภาวะปกต ิสามารถเขา้ควบคุมการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึน้เมื่อเกดิการอกัเสบ ของเหลวที่

เพิม่ขึน้ในบรเิวณเน้ือเยื่อทีอ่กัเสบรวมถงึเมด็เลอืดขาว สิง่แปลกปลอมและเศษเน้ือตายถูกเกบ็

กนิและลําเลยีงออกไปจากบรเิวณอกัเสบผ่านทางระบบท่อน้ําเหลอืง เมด็เลอืดขาวกลบัเขา้สู่

ภาวะปกต ิไมถู่กกระตุน้จากสารเคมชีกันําและมจีาํนวนลดลงทาํใหเ้น้ือเยือ่หรอือวยัวะนัน้ ๆ เขา้

สูส่ภาพเดมิเหมอืนก่อนการอกัเสบ รวมถงึการกลบัสูห่น้าทีป่กตขิองอวยัวะนัน้ ๆ ไมท่ิง้รอ่งรอย

การอกัเสบ เช่น ในผู้ป่วยปอดอกัเสบ (pneumonia) ที่ไม่พบร่องรอยการอกัเสบหลงเหลอือยู่

รูปแบบถัดมาคือ เกิดการซ่อมแซมส่วนสึกหรอโดยการแทนที่ด้วยเยื่อพงัผืด (healing by 

connective tissue replacement) หรอืที่เรยีกว่า fibrosis พบในกรณีการบาดเจบ็รุนแรง มกีาร

ทําลายโครงสร้างพื้นฐานของเน้ือเยื่อ ทําให้เกิดหนองซึ่งประกอบด้วย fibrin จํานวนมาก 

ร่างกายจะสามารถกําจดัสารดงักล่าวออกไปได ้เน้ือเยื่อเกี่ยวพนัจงึเขา้ไปแทนที่และอาจเกดิ

หนองฝี (abscess formation) ในกรณีที่การอกัเสบเฉียบพลัน เกิดในอวยัวะที่ทึบและมีการ

ทําลายเน้ือเยื่อค่อนขา้งสงูแต่อยู่ในวงจํากดั บรเิวณนัน้จะพบเน้ือเยื่อทีต่ายร่วมกบัเซลลอ์กัเสบ 

เช่น เม็ดเลือดขาวชนิด polymorphonuclear cells ในปริมาณค่อนข้างสูงและผลิตผลที่เป็น

ของเหลวจากการบวม เน่ืองจากการอกัเสบเฉียบพลนัรวมเป็นหนองฝีในอวยัวะนัน้ ๆ และยงั

พบพยาธสิภาพของการซ่อมแซมทีบ่รเิวณขอบของฝีหนองรว่มดว้ย เช่น พบการสรา้งเสน้เลอืด

ฝอยใหม ่(neovascularization) และเซลลไ์ฟโบรบลาสตโ์ดยรอบ ๆ เสน้เลอืดฝอยเหล่าน้ีพบเมด็

เลือดขาวชนิด polymorphonuclear cell เกาะติดอยู่ พร้อมกบัเซลล์บุผนังหลอดเลือดที่กําลงั

เจรญิเตบิโต เรยีกรวมว่า granulation tissue และรปูแบบสุดทา้ยคอื เกดิการอกัเสบเรือ้รงักรณี

ทีส่าเหตุชกันําใหเ้กดิการอกัเสบไม่ถูกกําจดัออกไปและยงัคงอยู่เป็นเวลานาน พยาธสิภาพจะ

เปลี่ยนจากการอักเสบเฉียบพลันเป็นการอักเสบเรื้อรัง โดยเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 

polymorphonuclear ซึง่มชีวีติสัน้และชนิด mononuclear ซึง่มชีวีติยาวนานกว่าเป็นเดอืนหรอืปี

เขา้มาแทนที ่เชน่ ลมิโฟไซตแ์ละแมโครฟาจ ในขณะเดยีวกนัพยาธสิภาพการซ่อมแซมทีพ่บรว่ม 

เช่น การเพิม่จํานวนไฟโบรบลาสต์และหลอดเลอืดทีส่รา้งขึน้ใหม่จะพบเหน็เด่นชดัขึน้ (Kumar 

et al., 2010) ดงัรปูที ่1-8 
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รปูท่ี 1-8 แสดงผลทีเ่กดิขึน้ภายหลงัการเกดิกระบวนการอกัเสบเฉยีบพลนั (Kumar et al., 

2010) 

2.1.2 การอกัเสบชนิดเรือ้รงั เป็นการอกัเสบทีเ่กดิขึน้ชา้และกนิระยะเวลานาน 

ทัง้น้ีขึน้กบัชนิดของสาเหตุชกันําและระยะเวลาของการอกัเสบ อาจพบพยาธสิภาพรว่มของการ

ซ่อมแซมส่วนสกึหรอ เช่น เกดิการพอกของเยื่อพงัผดืและสารหนิปูน (calcification) หรอืบาง

รายพบการสรา้งเซลล์เน้ือเยื่อใหม่ขึน้ทดแทนทีต่ายไปหรอืเกดิจากการอกัเสบชนิดเฉียบพลนั

และต่อมากลายเป็นชนิดเรือ้รงั ถา้สาเหตุชกันํายงัไมถู่กกําจดัออกไป พยาธสิภาพประกอบดว้ย

เซลล์อกัเสบเมด็เลอืดขาวชนิด mononuclear cells เช่น แมโครฟาจ เซลล์แมสต์ ฮสีติโอไซต์ 

หรอืแมโครฟาจและพบพยาธสิภาพของการซ่อมแซมดงักล่าวขา้งตน้ 

 พยาธิกาํเนิดและอาการสมัพนัธข์องการอกัเสบเรือ้รงั (pathogenesis of 

chronic inflammation) 

การอักเสบเรื้อรงัเป็นปรากฏการณ์อย่างหน่ึงที่มีลักษณะเฉพาะ เช่น เกิด 

granulomatous inflammation หรอือาจเกดิลกัษณะไม่เฉพาะ (non-specific) ทําใหย้ากต่อการ

ใหค้าํจาํกดัความแต่อยา่งไรกต็ามการอกัเสบเรือ้รงักนิเวลานาน ค่อยๆเกดิไมรุ่นแรงและรวดเรว็ 

ซึง่ผดิกบัการอกัเสบเฉียบพลนัทีใ่ชเ้วลาเรว็กว่า รุนแรงกว่าแต่เกดิไม่นาน ตวัอย่างการอกัเสบ

เรื้อรงั เช่น การติดเชื้อบางชนิดซึ่งเชื้อโรคสามารถคงอยู่ในร่างกายได้เป็นเวลานาน เช่น 

Mycobacterium, Treponemapallidum เชื้อไวรัส เชื้อราและเชื้อปรสิตบางชนิด เชื้อก่อโรค

เหล่าน้ีมคีวามรุนแรงตํ่าแต่ตดิเชือ้นานและค่อยเป็นค่อยไป จนสรา้งปฏกิริยิาภูมติา้นทานชนิด 

delayed hypersensitivity ให้ลักษณะเฉพาะของพยาธิสภาพที่ เ รียกว่ า  granulomatous 

inflammation นอกจากน้ีสารบางอย่างทีดู่ไม่มพีษิและไม่น่าก่อโรค ในบางครัง้ถ้ามมีากและอยู่
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นาน เช่น ฝุ่นผงซลิกิา (silica) ทําใหเ้กดิการอกัเสบเรือ้รงัในปอดหรอืปรมิาณไขมนัในเลอืดสูง

และเป็นอยูน่านจนในทีสุ่ดมผีลต่อหลอดเลอืดทาํใหผ้นงัหลอดเลอืดแขง็ตวัเกดิ atherosclerosis 

เป็นต้น การอกัเสบบางชนิดเกดิจากความผดิปกติของระบบภูมคิุ้มกนัที่มกีารทําลายเน้ือเยื่อ

ปกติหรือเรียกว่าโรคภูมิคุ้มกันทําลายตัวเอง (autoimmune disease) โรคในกลุ่มน้ีเช่น 

rheumatoid arthritis แ ล ะ  systemic lupus erythematosus (SLE) เ ป็ น ต้ น  ลัก ษ ณ ะ ก า ร

เปลีย่นแปลงในเน้ือเยือ่จะพบเซลลอ์กัเสบหลาย ๆ ชนิด เซลลท์ีพ่บรว่มในการอกัเสบเรือ้รงั สว่น

ใหญ่เป็น mononuclear cell ไดแ้ก่ แมโครฟาจ ลมิโฟไซต์ เซลลแ์มสต์และพลาสมาเซลล ์มกีาร

ทาํลายเน้ือเยือ่จากเซลลอ์กัเสบเหล่าน้ีและพบการพอกของเยือ่พงัผดืเพือ่ซ่อมแซมสว่นทีส่กึหรอ 

ที่เรียกว่า fibrosis ควบคู่ไปกบัการอกัเสบ นอกจากน้ีพบเส้นเลือดที่เกิดใหม่ขนาดเล็กเป็น

จาํนวนมากในบรเิวณทีอ่กัเสบ (Kumar et al., 2010) 

2.2 ยาต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory drugs) 

โดยทัว่ไปเป้าหมายการออกแบบยาต้านการอกัเสบม ี2 ประการ คอืประการ

แรกเพื่อบรรเทาอาการและคงไวซ้ึ่งหน้าทีก่ารทํางานของเน้ือเยื่อ ประการถดัมาเพื่อชะลอหรอื

หยุดกระบวนการทาํลายเน้ือเยื่อ (Clark et al., 2012) ปจัจุบนัมกีารคดิคน้และพฒันายาตา้นการ

อกัเสบมากมาย ยาตา้นการอกัเสบทีนิ่ยมนํามาใชใ้นการรกัษาโรคเกีย่วกบัการอกัเสบสว่นใหญ่ 

ไดแ้ก่ ยาตา้นการอกัเสบกลุ่ม NSAIDs และยากลุ่มสเตยีรอยด ์ 

ยาต้านการอกัเสบท่ีไม่ใช่สเตียรอยด ์(Non-steroidal anti-inflammatory drugs; 

NSAIDs) 

NSAIDs เป็นกลุ่มยาต้านการอกัเสบที่มีการใช้กนัอย่างแพร่หลายเน่ืองจาก

สามารถออกฤทธิไ์ดก้วา้งขวาง การใชใ้นขนาดตํ่าสามารถใหผ้ลลดไขแ้ละบรรเทาอาการปวดทัง้

แบบเฉียบพลนัและเรือ้รงั การใชใ้นขนาดสงูสามารถออกฤทธิล์ดการอกัเสบไดด้ ี

กลไกการออกฤทธ์ิของยาโดยทัว่ไป (mechanisms of action) 

ฤทธิต์้านการอกัเสบ (anti-inflammatory effects) กลไกหลกัในการออกฤทธิ ์

ต้านการอักเสบของ NSAIDs โดยยับยัง้การทํางานของเอนไซม์ COX ในกระบวนการ

เปลีย่นแปลงของสาร arachidonic acid ทําใหล้ดการสรา้งผลติภณัฑท์ีก่ระตุน้การอกัเสบ ไดแ้ก่ 

สารในกลุ่ม prostaglandins และสารกลุ่ม leukotrienes โดยยา NSAIDs ในกลุ่ม non-specific 

COX inhibitors จะมผีลยบัยัง้เอนไซมท์ัง้สอง isoform คอื COX-1 และ COX-2 มผีลทําใหเ้กดิ

อาการไม่พงึประสงคต่์อระบบทางเดนิอาหารสงู โดยเฉพาะยา aspirin และ indomethacin เป็น

ต้น ส่วนยาในกลุ่มของ COX-2 specific inhibitors มีการพฒันาให้มีความเฉพาะเจาะจงต่อ 

COX-2 จงึลดการเกดิอาการขา้งเคยีงต่อระบบทางเดนิอาหาร แต่พบวา่เพิม่ความเสีย่งต่ออาการ

ขา้งเคยีงต่อระบบหวัใจและหลอดเลือด เช่น thrombosis และ myocardial infarction (Stovitz 
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และ Johnson, 2003) ฤทธิบ์รรเทาปวด (analgesic effects) จากการยับยัง้การสร้างสาร 

prostaglandins ทัง้ทีร่ะบบประสาทส่วนกลางและส่วนปลาย ประสทิธภิาพการบรรเทาปวดอาจ

ไมเ่ทา่กบัยาในกลุ่ม opioids แต่ไมท่าํให ้เกดิผลขา้งเคยีงทางสมอง เชน่ กดการหายใจ ภาวะตดิ

ยา ยาในกลุ่ม NSAIDs ยงัมกีารนําไปใช้บรรเทาอาการอกัเสบจากขอ้เข่าเสื่อม ปวดศรีษะไม

เกรน ปวดฟนั ปวดทอ้งประจําเดอืน ปวดจากน่ิวในท่อไต ปวดจากมะเรง็และการปวดจากแผล

ซึ่งครอบคลุมแผลที่เกิดจากการทําหตัถการและการผ่าตัด โดยที่ในกรณีเกิดแผลเลือดออก 

(active bleeding) จะเลอืกใช้ยาในกลุ่ม COX-2 specific inhibitors เพื่อหลกีเลี่ยงการขดัขวาง

การจบักลุ่มของเกล็ดเลือด ยาในกลุ่มน้ียงัมฤีทธิใ์นการลดไข้ (antipyretic effects) เชื่อว่ายา

สามารถยับยัง้การสร้าง prostaglandin E2 ซึ่งเป็นสารที่สามารถกระตุ้น thermoregulatory 

center บรเิวณ anterior hypothalamus แลว้ทําใหเ้กดิไข ้สาํหรบัอาการไขต้ํ่า ๆ ควรเลอืกใชย้า

ทีอ่อกฤทธิเ์รว็และหลกีเลี่ยงการใชย้ากลุ่ม salicylates ในเดก็ทีม่อีายุตํ่ากว่า 12 ปี เพราะเสีย่ง

ต่อการเกิด Reye’s syndrome นอกจากน้ียายงัมีฤทธิอ์ื่น ๆ เช่น ฤทธิต์้านเกล็ดเลือด (anti-

platelet effects) ยาในกลุ่ม traditional NSAIDs รวมถึงแอสไพริน ซึ่งมีฤทธิย์ ับยัง้เอนไซม์ 

COX-1 ที่เกล็ดเลอืดด้วย ทําให้การสร้าง throboxane ลดลง ส่งผลให้เกดิการยบัยัง้การเกาะ

กลุ่มกันของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) โดยแอสไพรินมีคุณสมบัติที่แตกต่างจาก 

traditional NSAIDs อื่น ๆ คือ แอสไพรินยบัยัง้ COX ที่เกล็ดเลือดอย่างถาวร (irreversible) 

ในขณะที่  traditional NSAIDs ยับยัง้  COX แบบชัว่คราวหรือเป็นปฏิกิริยาทวนกลับได้ 

(reversible reaction) ดงันัน้แอสไพรนิจงึมฤีทธิโ์ดดเด่นใน การต้านการแขง็ตวัของเลอืดและ

นิยมนํามาใช้ในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหวัใจหรอืหลอดเลือดสมองตบียาบางตวัในกลุ่มน้ีมกีาร

นํามาใชป้้องกนัการเกดิมะเรง็ โดยพบว่าในเน้ือเยือ่มะเรง็ลําไสใ้หญ่มกีารแสดงออกของเอนไซม ์

COX-2 มากกว่าเน้ือเยื่อปกติประกอบกบัการแสดงออกของเอนไซม์ COX-2 นัน้สมัพนัธ์กบั

ความสามารถในการกระจายตวัของเซลลม์ะเรง็และอตัราการอยู่รอดของผูป้่วยมะเรง็ลําไสใ้หญ่

จงึเชื่อว่า COX-2 น่าจะเป็นตวักระตุน้เซลลม์ะเรง็ใหเ้ตบิโตขึน้และจากการศกึษาทางดา้นระบาด

วทิยาพบวา่ยาตา้นอกัเสบชนิดไมใ่ชส่เตยีรอยด ์สามารถลดการเกดิมะเรง็บางชนิดไดโ้ดยเฉพาะ

ในกลุ่มผูป้่วยที่เป็น familial adenomatous polyposis (FAP) ที่ได้รบัยา celecoxib ขนาด 800 

มิลลิกรมัต่อวันพบว่าสามารถลดอุบัติการณ์ของการเกิด rectal polyp ได้ ดงันัน้ในปจัจุบัน

องคก์ารอาหารและยาของสหรฐัอเมรกิาจงึใหก้ารรบัรองการใชย้า celecoxib เพื่อลดปรมิาณของ 

polyp ในผูป้ว่ย FAP (Clark et al., 2012)  

Diclofenac เป็นยาตวัหน่ึงในกลุ่ม traditional NSAIDs ที่มฤีทธิบ์รรเทาอาการ

ปวด ตา้นการอกัเสบและลดไข ้มฤีทธิโ์ดดเด่นในการบรรเทาอาการปวดและตา้นการอกัเสบทัง้

แบบเฉียบพลนัและเรือ้รงั จากการศกึษาเกี่ยวกบักลไกการออกฤทธิข์องยา diclofenac พบว่า 

กลไกหลกัในการออกฤทธิโ์ดยการยบัยัง้เอนไซม ์COX แต่พบว่า มผีลยบัยัง้ COX-2 มากกว่า 

COX-1 ทําให้รบกวนสมดุลการทํางานของ COX-1 น้อยว่า นับว่าเป็นจุดเด่นของ diclofenac 
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จากยา NSAIDs อื่น ๆ รวมถงึยาในกลุ่ม COX-2 specific ซึง่มคีวามเกีย่วโยงกบัการเกดิอาการ

ไม่พึงประสงค์ทางระบบหวัใจและหลอดเลือด (Wallace et al., 2000) ยา diclofenac มีฤทธิ ์

ย ับยั ้ง ก ารทํ า ง านของ  thromboxane prostanoid receptor ส่ งผลรบกวนการหลั ง่ และ

กระบวนการเปลี่ยนแปลงของ arachidonic acid ยบัยัง้การทํางานของเอนไซม ์lipoxygenase 

นอกจากน้ีมรีายงานว่า diclofenac อาจมผีลยบัยัง้ substance P และรบกวนกระบวนการสรา้ง 

IL-6 อกีดว้ย (Gan, 2010). 

Indomethacin เป็นยาในกลุ่ม traditional NSAIDs เชน่กนั ยามปีระสทิธภิาพสงู

ในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ COX และมีรายงานว่า ยาอาจมีฤทธิย์ ับยัง้เอนไซม์ 

phospholipase A และ C ยบัยัง้กระบวนการเคลื่อนทีข่องนิวโทรฟิลและลดการเพิม่จํานวนของ 

T-cell และ B-cell ยาน้ีถูกนํามาใชอ้ย่างกวา้งขวางกบัคนไขท้ี่มอีาการระดบักลางถงึรุนแรงใน

โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ (rheumatoid arthritis) โรคข้อสันหลังอักเสบยึดติด (ankylosing 

spondylitis) ขอ้อกัเสบ (osteoarthritis) และเกาต์ระยะเฉียบพลนั นอกจากน้ี indomethacin มี

การใชเ้พือ่เรง่การปิดของ patent ductus arteriosus อกีดว้ย (Katzung et al., 2012) 

อาการไม่พึงประสงคข์องยาในกลุ่ม NSAIDs 

อาการไมพ่งึประสงคข์องยากลุ่ม NSAIDs เช่น เสีย่งต่อการเกดิภาวะหายใจเรว็ 

(hyperventilation) โดยเฉพาะยาแอสไพรนิในคนทีม่ปีระวตัเิป็นโรคทางเดนิหายใจเดมิมโีอกาส

เกิดภาวะอาการกําเรบิจากยาแอสไพรนิ (aspirin-exacerbated respiratory disease; AERD) 

ผลต่อระบบทางเดนิอาหาร ทําใหเ้กดิอาการปวดทอ้ง อาหารไม่ย่อย คลื่นไสอ้าเจยีน เน่ืองจาก

ยาออกฤทธิย์บัยัง้การทํางานของเอนไซม ์COX อยา่งไมจ่ําเพาะ (nonselective COX inhibitor) 

รบกวนการทํางานของ COX-1 โดยปกตทิําหน้าทีใ่นกระบวนการสรา้ง prostaglandin E2 และ 

prostacyclin ควบคุมสมดุลของชัน้ mucosa ทําใหเ้น้ือเยื่อทางเดนิอาหารโดยเฉพาะกระเพาะ

ถูกทําลายไดจ้ากกรดเกดิแผลในทางเดนิอาหาร ในกรณีทีรุ่นแรงอาจพบกระเพาะทะลุหรอืพบ

การตีบแคบของกระเพาะอาหารและลําไส้เล็กได้ (Fries, 1999; Yamada et al., 2012) ผลต่อ

ระบบเลือด เน่ืองจากยามผีลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ COX-1 ด้วย ทําให้ไปยบัยัง้การ

สงัเคราะห์ thromboxane เพิม่ความเสี่ยงในการเกิดอาการเลือดออกง่าย โดยเฉพาะในคนที่

ไดร้บัแอสไพรนิ สว่นผลต่อตบั เน่ืองจากการเปลีย่นแปลงยา (metabolite) เกดิขึน้ทีต่บั ในคนที่

รบัประทานยากลุ่มน้ีเป็นประจําหรอืเป็นระยะเวลานาน มคีวามเสีย่งต่อภาวะตบัอกัเสบ มกีาร

เพิ่มขึ้นของเอนไซม์ที่อยู่ ในตับ เช่น alanine amino transferase (ALT), aspatate amino 

transferase (AST) โดยเฉพาะยา diclofenac และ sulindac ผลต่อระบบหวัใจและหลอดเลอืด 

จากฤทธิข์องยามผีลต่อหลอดเลอืดที่หน่วยไต (nephron) ส่งผลใหเ้กดิการคัง่ของเกลอืและน้ํา 

ความดนัเลอืดสูงกว่าปกติ บวม เสี่ยงต่อภาวะหวัใจขาดเลอืดและหวัใจล้มเหลว ผลต่อระบบ
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ประสาท อาจพบอาการปวดศีรษะ หูอื้อและเวียนศีรษะ และผลต่อระบบผิวหนัง อาจมีผื่น 

(rashes) ขึน้ตามตวั (Katzung et al., 2012) 

ผลขา้งเคยีงทีแ่ตกต่างกนัระหว่างยา diclifenac และ indomethacin มรีายงาน

พบว่า diclofenac มผีลขา้งเคยีงต่อระบบประสาทส่วนกลางน้อยกว่า indomethacin ซึ่งอาการ

ทางระบบประสาทส่วนกลางของยา indomethacin ที่พบบ่อยได้แก่ อาการปวดศีรษะ ซึ่งมี

อุบตัิการณ์การเกิดสูง นอกจากน้ีพบอาการมนึงง เวยีนศีรษะ สบัสน ภาวะซึมเศร้า เป็นต้น

(Hebel, 2003) 

ยาต้านการอกัเสบกลุ่มสเตียรอยด ์(Steroids; glucocorticoids or corticosteroids) 

ยาในกลุ่มสเตยีรอยดถ์ูกนํามาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการรกัษาโรคทางภูมคิุม้กนั

ทาํลายตวัเอง ใชร้กัษาโรคเกาตโ์ดยใชย้าในช่วงเวลาสัน้ ๆ และยงัถูกนํามาใชฉ้ีดเขา้ตําแหน่งที่

ปวดในโรคขอ้และเอน็อกัเสบ ยาสเตยีรอยดม์ฤีทธิย์บัยัง้การทาํงานของเอนไซม ์phospholipase 

A2 จึงมีผลไปยบัยัง้การสงัเคราะห์ arachidonic acid ยงัมีฤทธิย์บัยัง้การสงัเคราะห์เอนไซม์ 

COX-2 และยบัยัง้การหลัง่สารจากเซลลแ์มสตท์าํใหล้ดระดบัของฮสีตามนีในเลอืดจงึมผีลลดการ

ซมึผ่านผนังหลอดเลอืด และดว้ยคุณสมบตัขิองสเตยีรอยดท์ีส่ามารถผ่านเยื่อหุม้เซลล์ไดแ้ละมี

บทบาทสําคญัภายในเซลล์โดยลดการแสดงออก (expression) ของ cytokine-induced genes 

โดยไปจบักบัตวัรบัภายในเซลล ์(cytoplasmic steroid receptor) เป็นสารประกอบเชงิซอ้น ผา่น

เขา้สูนิ่วเคลยีสไปจบักบั transcription factor คอื NF-κB และ AP-1 ยบัยัง้การแสดงออกของยนี

ที่ทําหน้าที่สงัเคราะหไ์ซโตไคน์ต่าง ๆ ยาในกลุ่มสเตียรอยด์ยงัมฤีทธิย์บัยัง้การถอดรหสัยนีที่

ก ร ะ ตุ้น ให้ เ กิดการทํ า งานของ  T cell growth factors เช่ น  IL-2, IL-4, IL-15, IL-17 และ 

interferon-γ (IFN-γ) อกีทัง้ ยาสเตียรอยดม์ฤีทธิย์บัยัง้การถอดรหสัในกระบวนการสงัเคราะห์ 

COX-2, inducible nitric oxide synthase (iNOS), ICAM-1 ซึง่โดยปกตโิปรตนีเหล่าน้ีถูกกระตุน้

การสร้างโดย IL-1β และ TNF-α ยากลุ่มสเตียรอยด์มฤีทธิก์ระตุ้นกระบวนการถอดรหสัของ

โมเลกุลต้านการอักเสบในร่างกายให้มากขึ้น เช่น IL-10 และ IL-1 type 2 decoy receptor 

(Katzung et al., 2012) นอกจากน้ี ยากลุ่มสเตยีรอยดม์ฤีทธิก์ระตุน้การกระจายตวัของเมด็เลอืด

ขาว ลดการเกาะตวับรเิวณทีเ่กดิการอกัเสบ เพิม่การคัง่ของนิวโทรฟิลมากขึน้และยงัสามารถลด

ความหนาแน่นของลิมโฟไซต์ (T และ B cells) เบโซฟิล อีโอซิโนฟิลและโมโนไซต์ ลด

ความสามารถในการตอบสนองของลวิโคไซตแ์ละแมโครฟาจต่อ mitogens และ antigens (Clark 

et al., 2012) 

อาการไม่พึงประสงคจ์ากยากลุ่มสเตียรอยด ์

อาการไม่พงึประสงค์ของยาที่พบมากคอื ภาวะกระดูกพรุนจากยาไปขดัขวาง

การดูดซมึแคลเซยีมที่ลําไส ้ยบัยัง้การสรา้งกระดูกและการสงัเคราะหฮ์อรโ์มนเพศ และพบว่า
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การทานยาแบบเวน้วนัไม่สามารถหลกีเลีย่งภาวะกระดูกพรุนจากยาได ้สําหรบัการทานยาใน

ระยะยาวมผีลทําให้เกิดอาการไม่พงึประสงค์ได้หลากหลาย เช่น ลดการเจรญิเติบโตในเด็ก 

ดวงตาเกดิตอ้หนิ เกดิการสะสมของไขมนับรเิวณแกนกลางของร่างกาย เพิม่ความเสีย่งต่อการ

ตดิเชือ้ ผมรว่ง หวิบ่อย อารมณ์เปลีย่นแปลง หงดุหงดิงา่ย แผลในทางเดนิอาหาร ความดนัเลอืด

สงู แขนขาบวมและภาวะโพแตสเซยีมในเลอืดสงู (Katzung et al., 2012) 

จากขอ้มูลยาต้านการอกัเสบ จะเหน็ไดว้่า ยาต้านการอกัเสบมฤีทธิท์างเภสชั

วทิยาทีห่ลากหลาย แต่ยงัพบวา่ยาแต่ละตวันัน้มคีวามเสีย่งในการใชก้บัคนไขแ้ละมอีาการไมพ่งึ

ประสงค์ที่แตกต่างกัน การใช้สารสกัดทางธรรมชาตินัน้เป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่จะยังคง

ประสทิธภิาพในการรกัษาการอกัเสบและสามารถลดความเสีย่ง ตลอดจนอาการไมพ่งึประสงคท์ี่

อาจเกดิขึน้ระหวา่งและหลงัการรกัษาได ้

2.3 แอสตาแซนธิน (astaxanthin) 

แอสตาแซนธินเป็นสารในกลุ่มแซนโธฟิลล์แคโรทีนอยด์ (xanthophyll 

carotenoid) มนุษย์และสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนมไม่สามารถสงัเคราะห์สารน้ีได้ (Jyonouchi et al., 

1995) แหล่งทางธรรมชาติของแอสตาแซนธิน ได้แก่ สิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก (microorganism) 

จาํพวกยสีต ์แบคทเีรยี ราและไรน้ําหรอืสาหรา่ยสแีดง (Yuan et al., 2011) โดยเฉพาะไรน้ําสาย

พนัธุ ์H. pluvialis ซึง่เชื่อว่าเป็นแหล่งทางธรรมชาตทิีม่สีารแอสตาแซนธนิเขม้ขน้ทีสุ่ด (Fassett 

et al., 2011) ซึ่งอุดมไปด้วยสารแอสตาแซนธินสูงถึง 7% ของน้ําหนักเซลล์แห้ง ไรน้ําชนิดน้ี

สามารถใชพ้ลงังานจากแสงอาทติยร์่วมกบัแหล่งสารอนิทรยีท์างธรรมชาตเิพื่อผลติสารอาหาร 

ในถุงไขมนัของไรน้ําชนิดน้ีจะมีการสะสมของสารแอสตาแซนธินปริมาณมาก ซึ่งสารจะมี

บทบาทในการป้องกนันิวเคลยีสของเซลลจ์ากรงัสยีวูทีีจ่ะกระตุน้ใหเ้กดิภาวะเครยีดออกซเิดชนั 

ซึง่อาจทําใหเ้กดิการทําลายดเีอน็เอของเซลลต์วัมนัเองได ้(Wang et al., 2003) และยงัพบว่ามี

การสะสมของสารแอสตาแซนธนิในสตัวท์ะเลหลายชนิด เช่น ปลาแซลมอน ปลาเทราท ์กุง้ และ 

กุ้งเครยฟิ์ช เชื่อว่าเมื่อบรโิภคสิง่มชีวีติขนาดเลก็เหล่าน้ีจะเกดิการสะสมตามเน้ือ ผวิหนังและ

ระบบโครงร่างภายนอก (exoskeleton) ทําใหเ้หน็ลกัษณะภายนอกของสตัว์เหล่าน้ีเป็นสชีมพู

หรอืสแีดง (Kidd, 2011) ปจัจุบนัเป็นที่ทราบโดยทัว่ไปว่า แอสตาแซนธนิมปีระสทิธภิาพสูงใน

ปฏกิริยิาต้านอนุมูลอสิระและยงัมคีุณสมบตัป้ิองกนัการอกัเสบ มะเรง็ แผลในทางเดนิอาหาร 

เบาหวาน โรคทางระบบหวัใจและหลอดเลอืดและมฤีทธิป้์องกนัการทําลายของเน้ือเยื่อตบัอกี

ดว้ย (Yuan et al., 2011) กุง้เป็นอกีแหล่งหน่ึงของแคโรทนีอยดท์างธรรมชาต ิ(Shahidi, 1998; 

Venugopal, 2008) ซึง่สามารถหาไดง้า่ยและมรีาคาถูก แต่อุดมไปดว้ยแคโรทนีอยดท์ีม่คีุณภาพ 

( Sachindra et al., 2005) ในอุตสาหกรรมอาหารทะเลมีการนํากุ้งมาแปรรูปมีรายงานว่า

ประมาณ 60% เป็นเศษเหลอืทิง้จากส่วนของหวัและเปลอืกกุง้และอกี 40% ถูกนํามาใชท้ําการ

แปรรปูต่อไป (Brarratt และ Montano, 1986) การกําจดัทิง้เศษเหลอืเหล่าน้ีบางทอีาจก่อมลพษิ
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ทางสิง่แวดล้อมและยงัเป็นการสูญเสยีสารต่าง ๆ ที่มปีระโยชน์อกีดว้ย (Giyose et al., 2009) 

สําหรบัประเทศที่มกีารผลติกุ้งเป็นจํานวนมากในแต่ละปี มรีายงานว่า โดยเฉลี่ยประเทศไทย

ผลติกุ้งโดยเฉลี่ยประมาณ 2-3 แสนตนั/ปี (สํานักวจิยัเศรษฐกจิการเกษตร, 2558) จากขอ้มูล

เหล่าน้ีการนําเศษเหลอืทิง้จากอุตสาหกรรมเหล่าน้ีมาแปรรปูเป็นสารสกดัแลว้นํามาใชป้ระโยชน์

ทางการแพทยไ์ม่เพยีงแต่เป็นการลดมลพษิทีอ่าจเกดิขึน้เท่านัน้แต่ยงัเป็นการเพิม่มูลค่าใหแ้ก่

ผูป้ระกอบการไดอ้กีดว้ย 

ถึงแม้ว่าปจัจุบนัจะมรีายงานฤทธิต่์าง ๆ ของแอสตาแซนธินออกมามาก แต่

ส่วนใหญ่ล้วนมาจากสาหร่ายสีแดงชนิด H. pluvialis ซึ่งมีราคาแพงและเพาะเลี้ยงไม่ได้ใน

ประเทศไทย ดงันัน้เศษเหลือทิ้งจากกุ้งเช่นเปลือกกุ้ง จงึเป็นแหล่งที่น่าสนใจ โดยมรีายงาน

พบว่ากุง้แดงอาราเบยีนชนิด Aristeus alcocki มสีดัส่วนของแอสตาแซนธนิไดเอสเตอรต่์อกรด

ไขมนัไมอ่ิม่ตวั (polyunsaturated fatty acids: PUFAs) มากกวา่สาหรา่ยสแีดงชนิด H. pluvialis 

(Sindhu และ Sherief, 2011) 

ปจัจุบนักุง้ขาวแวนนาไมเป็นสตัวน้ํ์าเศรษฐกจิทีม่คีวามสาํคญัของประเทศไทย

ที่มกีารนําเขา้มาเลี้ยงทดแทนกุ้งกุลาดํา และเลี้ยงในพื้นที่บรเิวณที่เคยเลี้ยงกุง้กุลาดํามาก่อน

โดยมกีารเลีย้งในเขตชายฝ ัง่ทะเล และเขตน้ํากร่อยบรเิวณปากแมน้ํ่า (ชลอ และ พรเลศิ, 2547) 

กุง้ขาวแวนนาไม เป็นกุง้ที่มสีามารถเลี้ยงไดง้่าย โตเรว็และมตี้นทุนของการผลติที่ตํ่ากว่าการ

เพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดํา ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งขาวแวนนาไมมสีขีองลําตวัเป็นสขีาว กรดี้านบนมี

ลกัษณะเป็นหยกัและถี่ปลายกรตีรง โดยมปีลายฟนักรดีา้นล่าง 2 อนั และดา้นบน 8 อนั ความ

ยาวของกรจีะยาวกว่าลูกตาไม่มาก และเหน็ลําไสช้ดัเจนกว่ากุง้ขาวชนิดอื่น ๆ (ภญิโญ, 2545) 

อกีทัง้มรีายงานพบว่ากุ้งขาวแวนนาไมมสีดัส่วนแอสตาแซนธินไดเอสเตอร์ต่อกรดไขมนัไม่

อิ่มตัวมากกว่ากุ้งแดงอาราเบียนชนิด Aristeus alcocki และสาหร่ายสีแดงชนิด H. pluvialis 

(Miao et al., 2006; Yang et al., 2015) 

โครงสร้างและคณุสมบติัทางเคมี 

แอสตาแซนธนิ (3,3’-dihydroxy-beta, beta-carotene-4,4’-dione) ถูกจดัอยู่ใน

กลุ่มแคโรทนีอยดเ์ช่นเดยีวกบัเบตา้แคโรทนี (β-carotene) เน่ืองจากสารทัง้สองมโีครงสรา้งเป็น

สายโพลอินีและมวีถิใีนการสงัเคราะหท์างชวีภาพบางสว่นรว่มกนัในการแบ่งแยกในกลุ่มยอ่ยนัน้

แอสตาแซนธนิถูกจดัอยู่ในกลุ่มแซนโทรฟิลล์ เน่ืองจากมหีมู่คโีตนและหมู่ไฮดรอกซจีบักบัวง

แหวนไอโซพรนี ดว้ยคุณสมบตัดิงักล่าวทําใหส้ามารถปรบัตวัอยู่ไดท้ัง้ในส่วนทีเ่ป็นไฮโดรฟิลกิ 

(ชัน้น้ํา) และส่วนทีเ่ป็นไฮโดรโฟบกิ (ชัน้ไขมนั) ได ้และทาํใหม้ปีระสทิธภิาพในการป้องกนัผนัง

เซลล์แบบ lipid bilayer จากปฏกิริยิาเพอรอกซเิดชนัไดด้กีว่าสารเบต้าแคโรทนี ซึ่งสามารถอยู่

ได้เฉพาะส่วนที่เ ป็นชัน้ไขมัน (Ambati et al., 2014)  แอสตาแซนธินประกอบด้วยสาย
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ไฮโดรคารบ์อน มอีอกซเิจนอะตอมและวงแหวนที่ปลายโมเลกุลทัง้สองดา้นตดิกบัสายโพลอีนี 

(polyene chain) (Higuera-Ciapara et al., 2006) ดงัรปูที ่1-9 และ 1-10 

 

รปูท่ี 1-9 โครงสรา้งทางเคมขีองแอสตาแซนธนิ (Capelli และ Cysewski, 2007) 

 

รปูท่ี 1-10 โครงของเยือ่หุม้เซลลแ์ละการวางตวัของแอสตาแซนธนิ (Superior position of 

astaxanthin in the cell membrane) (Ambati et al., 2014) 

การเปล่ียนแปลงของแอสตาแซนธิน (metabolism of astaxanthin) 

แอสตาแซนธินมีค่าความสามารถละลายได้ในสิ่งแวดล้อมที่เป็นน้ําตํ่า (low 

solubility) และจากการศกึษายงัพบวา่สารในกลุ่มแซนโทรฟิลลแ์คโรทนีอยด ์มคีา่ชวีปรมิาณการ

ออกฤทธิ ์(bioavailability) ตํ่ากวา่อาหารในกลุ่มไขมนัชนิดอื่น เชน่ ไตรกลเีซอไรด ์(triglyceride) 

(Kotake-Nara et al., 2011) แต่ดว้ยโครงสรา้งปลายดา้นทีม่ขี ัว้ของแอสตาแซนธนิอสิระนัน้ ทํา

ใหแ้อสตาแซนธนิสามารถละลายไดด้กีวา่สารในกลุ่มแคโรทนีอยดท์ีไ่มม่ขี ัว้อื่น ๆ เชน่ lycopene, 

β-carotene เป็นตน้ (Ranga et al., 2010) โครงสรา้งตามธรรมชาตสิ่วนใหญ่ของสารน้ีเป็นกรด

ไขมนัทีม่หีมู่เอสเตอรเ์ชื่อมอยู่ ในกระบวนการดูดซมึนัน้แอสตาแซนธนิจะถูกย่อยจนไดแ้อสตา

แซนธนิอสิระดว้ยปฏกิริยิาเตมิน้ํา (hydrolysis) และจะถูกรวมเขา้ในโครงสรา้งทีเ่ป็นไมเซลลแ์ละ
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ดูดซึมผ่านเซลล์ที่ลําไส้เล็ก (Breithaupt et al., 2011; Nagao et al., 2011) สารอาหารชนิด

ไขมนัมสี่วนช่วยใหแ้อสตาแซนธนิดูดซมึไดด้ขีึน้ทีล่ําไสเ้ลก็ (Okada et al., 2009) การศกึษาใน

คนพบว่าการทําให้แอสตาแซนธินเข้ารวมอยู่ในโครงสร้างไขมัน เช่น lipophilic glycerol 

monooleate, dioleate และ emulsifier polysorption มีผลเพิ่มความสามารถการดูดซึมสาร

แอสตาแซนธนิ (Mercke et al., 2003) การดดูซมึผา่นเขา้สูเ่ซลลล์าํไสใ้นกระบวนการแรกเกดิขึน้

แบบการแพร่อย่างงา่ย (simple diffusion) นอกจากน้ียงัมตีวัรบัทีม่สี่วนช่วยในการดูดซมึไดเ้รว็

ขึน้ คอื scavenger receptor class B, type I (SR-BI) ซึง่เป็นตวัรบัเดยีวกนักบั β-carotene และ

สารแซนโทรฟิลล์อื่น ๆ เช่น β-cryptoxanthin, lutein และ zeaxanthin แล้วนําเขา้สู่เซลล์ลําไส้

ต่อไป การศกึษาในคนโดยการรบัประทานแอสตาแซนธนิในรปูอสิระ 100 มก. ค่าความเขม้ขน้

ในเลือดของสารขึ้นสูงสุดที่ 1.3 ± 0.1 มก./ลิตร มีค่าครึ่งชีวิต 21 ± 11 ชม. (Osterlie et al., 

2000) ในขณะที่การรบัประทานแอสตาแซนธินไดเอสเทอร์ (astaxanthin diesters) ค่าความ

เขม้ขน้ในพลาสมาอยู่ที่ 0.28 ± 0.12 มก./ลิตร ค่าครึ่งชีวติของสารอยู่ที่ 52 ± 40 ชม. (Coral-

Hinostroza et al., 2004) ความเขม้ขน้ที่ตํ่าลงน้ีเชื่อว่ามาจากกระบวนย่อยสลายจากปฏกิริยิา

การเตมิน้ํา ทําใหอ้ตัราการดูดซมึสารชา้ลง (Yang et al., 2013) จากการศกึษาในหนูพบว่า ใน

กระบวนการแรกนัน้แอสตาแซนธนิจะถูกย่อยเป็น 3-hydroxy-4-oxo-β-ionone และ 3-hydroxy-

4-oxo-7,8-dihydro-β-ionone ในเซลล์ตบั (Wolz et al., 1999) อย่างไรกต็ามยงัไม่มกีารอธบิาย

ถงึเอนไซมต์วัใดทีม่สีว่นเกีย่วขอ้งในการยอ่ยสลายของแอสตาแซนธนิ  

ความปลอดภยัของแอสตาแซนธิน  

จากการศึกษาที่ผ่านมาทัง้การศึกษาในสตัว์ทดลองและในคน พบว่าแอสตา

แซนธนิมคีวามปลอดภยัในการนํามาใช้ (Fassett และ Coombes, 2011; Spiller และ Dewell, 

2003) การศกึษาวจิยัแบบ double blind randomized control ในคนวยัผูใ้หญ่ที่มสีุขภาพดโีดย

ไดร้บัแอสตาแซนธนิสกดัจาก H. pluvialis ทีข่นาด 6 มก. วนัละครัง้ เป็นเวลา 8 สปัดาห ์พบว่า 

แอสตาแซนธนิไม่มผีลต่อค่าความดนัเลอืด ความสมบูรณ์ของเมด็เลอืด แต่มผีลเพิม่ระดบัของ

แคลเซยีม โปรตีนและเพิม่จํานวนอโีอซโินฟิลเพยีงเล็กน้อยเท่านัน้ โดยค่ายงัคงอยู่ในเกณฑ์

ปกติของคนทัว่ไป (Spiller และ Dewell, 2003) นอกจากน้ีมกีารทดลองใหร้บัประทานแอสตา

แซนธนิในขนาด 40 มก. เป็นเวลา 4 สปัดาหใ์นคนไขท้ีม่ภีาวะอาหารไม่ย่อย (dyspepsia) และ

ใหใ้นขนาด 4 มก. วนัละครัง้ ตดิต่อกนันานหน่ึงปีในคนไขท้ีม่ภีาวะจอประสาทตาเสือ่ม (macular 

degeneration) พบวา่การไดร้บัแอสตาแซนธนิ ไมม่ผีลทาํใหเ้กดิอาการไมพ่งึประสงคแ์ต่อยา่งใด 

(Kupcinskas et al., 2008) และมผีลทํากระตุ้นการฟ้ืนตวัของจอประสาทตาเสื่อมและยงัยบัยัง้

การเสือ่มของจอประสาทตาสว่นอื่นไดอ้กีดว้ย (Parisi et al., 2008) 
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ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของแอสตาแซนธิน 

ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ (antioxidant effects) 

ภาวะเครยีดออกซเิดชนั (oxidative stress) เป็นภาวะที่มอีนุมูลอสิระมากเกนิ

และเกดิความไมส่มดุลกบัปรมิาณสารตา้นอนุมลูอสิระในรา่งกาย สง่ผลใหเ้กดิการทาํลายสารชวี

โมเลกุลในรา่งกายทีส่าํคญั ไดแ้ก่ ดเีอน็เอ โปรตนี ไขมนัและโมเลกุลอื่น ๆ ซึง่เป็นสาเหตุสาํคญั

ที่ก่อใหเ้กดิความชราภาพและสาเหตุของการเกดิโรคหลายชนิด เช่น โรคทางระบบหวัใจและ

หลอดเลอืด โรคไขมนัพอกตบัที่ไม่ใช่สาเหตุจากพษิของแอลกอฮอล์ (nonalcoholic fatty liver 

disease) (Wojcik et al., 2010) จากการศึกษาที่ผ่านมามีรายงานว่า แอสตาแซนธินมีความ

สําคญัในการป้องกนัการเกดิโรคหลายชนิด (Kidd, 2011) เน่ืองจากมฤีทธิใ์นการต้านปฏกิริยิา

ทางอนุมลูอสิระ (reactive radicals) และสารประกอบทีม่อีอกซเิจนในโมเลกุล (reactive oxygen 

species; ROS) มกีารศกึษาวจิยัมากมายทีส่ามารถยนืยนัถงึประสทิธภิาพของแอสตาแซนธนิใน

การต้านอนุมูลอิสระ ดงัน้ี แอสตาแซนธินมีประสิทธิภาพในการขบั superoxide anion และ 

hypochlorus acid (HOCl) ไ ด้ ดี ก ว่ า  α-tocopherol (vitamin E), lutein, lycopene แ ล ะ  β-

carotene (Rodrigues et al., 2012) การศกึษาแบบ in vitro membrane model พบวา่สารแอสตา

แซนธนิมปีระสทิธภิาพในการรกัษาความคงตวัของเยื่อเซลลแ์ละป้องกนัการก่อตวัของสาร lipid 

peroxide ในขณะที ่lutein และ β-carotene นัน้มผีลกระตุน้ใหเ้กดิการกระจายตวัของโครงสรา้ง

ชัน้ไขมนัของเยือ่หุม้เซลลแ์ละเพิม่ระดบัของ lipid peroxides (McNulty et al., 2007)  ดว้ยขอ้มลู

ดงักล่าวนัน้ บ่งบอกว่าแอสตาแซนธนินัน้มปีระสทิธภิาพเหนือกว่าสารในกลุ่มแคโรทนีอยด ์อกี

ทัง้ยังมีรายงานว่า แอสตาแซนธินมีฤทธิต์้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่าวิตามินอีและแคโรทีน 

(Kurashige et al., 1990; Guerin et al., 2003) นอกจากน้ีแล้วยงัมกีารศกึษาเชงิเปรยีบเทยีบ

ระหว่างสารในกลุ่มแคโรทนีอยดท์ีไ่มม่ปีระจุ เช่น lycopene และ β-carotene กบัแอสตาแซนธนิ 

พบว่า สารแคโรทนีอยดท์ีไ่มม่ปีระจุนัน้สามารถทําหน้าทีไ่ดเ้ฉพาะส่วนชัน้ไขมนัเท่านัน้ ในขณะ

ที่แอสตาแซนธินนัน้ประกอบไปด้วยโครงสร้างที่เป็นไขมนัและมีส่วนปลายทัง้สองข้างที่มี

คุณสมบตัิมขี ัว้ ทําใหส้ามารถทําปฏกิริยิาไม่เพยีงแค่ชัน้ไขมนัแต่ยงัครอบคลุมถึงส่วนหวัของ

โมเลกุลฟอสโฟลพิดิ ทัง้สองฝ ัง่ของเยื่อหุม้เซลลอ์กีดว้ย (Valko et al., 2007) ในสว่นของวติามนิ

ซีนัน้ มีบทบาททํางานร่วมกนักบัแอสตาแซนธิน โดยที่วิตามินซีมีคุณสมบตัิมขี ัว้และอยู่ใน

สิง่แวดลอ้มทีเ่ป็นน้ําได ้ซึ่งวติามนิซมีบีทบาทเหมอืนอ่างรบัอนุมูลอสิระต่าง ๆ และนําส่งใหก้บั

แอสตาแซนธินเพื่อทําการกําจดัต่อไป (Yang et al., 2013) สําหรบัระบบต้านอนุมูลอิสระนัน้ 

แอสตาแซนธินมีส่วนช่วยเสริมการทํางานโดยจะกระตุ้นการทํางานผ่าน nuclear factor E2 

related factor 2 (Nrf2) มผีลกระตุ้นกระบวนการขบัและกําจดัอนุมูลอสิระ (Yang et al., 2011)  

มีรายงานว่าการกระตุ้นผ่าน Nfr2 ผลไปเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องในการสร้าง

เอนไซมต์า้นอนุมลูอสิระ เช่น glutathione peroxidase, glutathione S-transferase  และ heme 



31 
 

 
 

oxygenase 1 (Itoh et al., 1997; Zhu et al., 2005) Nfr2 ยงัมผีลเสรมิประสทิธภิาพการทํางาน

ของกลูต้าไธโอน (glutathione) โดยการเพิม่การแสดงออกของยนีที่สรา้งเอนไซม ์glutathione 

reductase ซึ่งเอนไซมต์วัน้ีมหีน้าที่กูฟ้ื้นความสามารถในการทํางานของกลูต้าไธโอน (Harvey 

et al., 2009) จากการศึกษาวจิยัในสตัว์ทดลองพบว่า ความสามารถในการทํางานต้านอนุมูล

อสิระของแอสตาแซนธนิผา่นการกระตุน้ Nrf2 pathway (Yang et al., 2013) มกีารศกึษาในชาย

วยัผูใ้หญ่ทีม่สีุขภาพด ีโดยใหร้บัประทานแอสตาแซนธนิ 4 มก. ต่อวนั เป็นเวลา 3 เดอืน พบว่า

มฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระโดยลดปรมิาณของ peroxidized lipids รวมถึงไปลดกรดไขมนัอกีสอง

ชนิด คอื 12- และ 15-hydroxy fatty acids บ่งชีว้่าแอสตาแซนธนิมฤีทธิย์บัยัง้การเกดิปฏกิริยิา

ออกซเิดชนัของไขมนัได ้(Karppi et al., 2007) และจากการศกึษาในคนทีม่ปีระวตัสิบูบุหรีท่ีย่งัมี

สขุภาพแขง็แรง โดยใหร้บัประทานแอสตาแซนธนิในขนาดทีแ่ตกต่างกนั คอื 5, 20 หรอื 40 มก. 

1 ครัง้/วนัเป็นเวลา 3 สปัดาห ์พบว่า สามารถลดระดบัของ lipid peroxidation markers ไดค้อื 

malondialdehyde (MDA) และ isoprostane เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่สูบบุหรี่ที่มี

สขุภาพดแีต่ไมไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิ (Kim et al., 2011) 

ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory effects) 

จากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่าแอสตาแซนธนิมฤีทธิต์้านการอกัเสบ โดยกลไก

การทาํงานบางส่วนเกีย่วขอ้งกบัการยบัยัง้การทาํงานของโมเลกุล NF-κB ซึง่เป็น transcription 

factor โดยตรงทีค่อยควบคุมการแสดงออกของยนีเกีย่วกบัการอกัเสบ ในภาวะปกต ิNF-κB จะ

อยู่ในไซโทพลาสซึม โดยมี inhibitor of NF-κB-α (IκB-α) ติดอยู่กบั NF-κB ซึ่งมหีน้าที่คอย

ยบัยัง้การทํางานของ NF-κB โดยป้องกนัไม่ให้เคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียส เมื่อมีปจัจยักระตุ้นที่

ก่อใหเ้กดิการอกัเสบ เช่น LPS จะเกดิกระบวนการเตมิหมู่ฟอสเฟตใหแ้ก่ IκB-α และหลุดออก

จาก NF-κB โมเลกุลของ NF-κB จะเคลื่อนทีเ่ขา้สูนิ่วเคลยีสและจะกระตุน้การแสดงออกของยนี

ทีส่รา้งไซโตไคน์การอกัเสบต่าง ๆ เชน่ TNF-α, IL-6 และ IL-1β (Baker et al., 2011; Tornatore 

et al., 2012) พบว่า แอสตาแซนธนิมฤีทธิล์ดการสรา้งสาร nitric oxide, prostaglandin E2 และ 

TNF-α และยงัสามารถลดการทํางานของเอนไซม์ iNOS ที่ทําหน้าที่กระตุ้นการสร้าง nitric 

oxide การทดลองที่ใช้ LPS กระตุ้นเซลล์ RAW264.7 macrophages (Ohgami et al., 2003; 

Lee et al., 2003) พบว่าการไดร้บัแอสตาแซนธนิในหนูทีถู่กกระตุน้ใหเ้กดิการอกัเสบดว้ย LPS 

มผีลลดระดบัของ nitric oxide, TNF-α และ IL-1β (Lee et al., 2003) ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของ

แอสตาแซนธนิยงัมคีวามเชื่อมโยงกบัฤทธิย์บัยัง้การอกัเสบ โดยการยบัยัง้การสะสมของ ROS 

ภายในเซลล์และการยบัยัง้การทํางานของ NF-κB ทัง้สองกลไกน้ีมีผลไปลดการทํางานของ 

iNOS promoter การศึกษาในเซลล์ THP-1 human monocytic โดยอาศัยการเหน่ียวนําผ่าน 

NF-κB พบว่าแอสตาแซนธนิสามารถลดการสรา้งสารสื่อกลางการอกัเสบ เช่น TNF-α, IL-1β, 

IL-6, iNOS และเอนไซม์ COX-2 (Kishimoto et al., 2010) การศึกษาในหนูเมาส์สายพันธุ์ 
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BALB/C โดยใหห้นูได้รบัแอสตาแซนธนิ 40 มก./กก. 12 ชม. ก่อนได้รบัการเหน่ียวนําใหเ้กิด

การอกัเสบโดยการฉีด LPS เขา้ทางช่องทอ้ง มผีลลดปรมิาณของ nitric oxide, prostaglandin 

E2, TNF-α และ IL-1β ในซีร ัม่ (Suzuki et al., 2006) แสดงถึงฤทธิข์องแอสตาแซนธินในการ

ต้านการอกัเสบ มกีารศกึษาฤทธิข์องแอสตาแซนธนิในการรกัษามะเรง็ โดยเหน่ียวนําใหเ้กดิ

มะเร็งลําไส้ใหญ่และการเหน่ียวนําให้เกิดการอกัเสบของลําไส้ใหญ่ (colitis) โดยใช้ dextran 

sulfate sodium ในหนูเมาสพ์บว่า แอสตาแซนธนิสามารถยบัยัง้การเกดิแผลในทางเดนิอาหาร

ได้ ยับยัง้เ น้ืองอกและกดการแสดงออกของยีน NF-κB, COX-2, TNF-α, IL-6 และ IL-1β 

มากกวา่นัน้ยงัมฤีทธิก์ระตุน้ใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็แบบ apoptosis (Yusui et al., 2011) 

เน่ืองจากแอสตาแซนธนิมคีวามสามารถละลาย (solubility) ในสิง่แวดลอ้มทีเ่ป็นน้ําไดต้ํ่าและยงัมี

ค่าชวีปรมิาณการออกฤทธิท์ี่ตํ่ากว่าเมื่อเทยีบกบัอาหารไขมนัในกลุ่มอื่น เช่น ไตรกลเีซอไรด์ 

(Kotake-Nara และ Nagao, 2011) แอสตาแซนธินเป็นสารที่มีความเสถียรน้อยที่สุดเมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัสารในกลุ่มแคโรทนีอยดต์วัอื่น ๆ เน่ืองจากมคีวามไวต่อแสง อุณหภูม ิกรด-ด่าง

และปฏิกิรยิาออกซิเดชนั ปจัจยัเหล่าน้ีส่งเสรมิให้เกิดปฏิกิรยิาไอโซเมอไรเซชนัของแอสตา

แซนธนิ ทําใหม้กีารเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งจากเดมิที่อยู่ในรูปทรานสไ์ปอยู่ในรูปซสิ ลดชวีปริ

มาณการออกฤทธิข์องแอสตาแซนธนิลง (Sweeney และ Marsh, 1973; Urich, 1994) เป็นจุด

ดอ้ยและขอ้จาํกดัของแอสตาแซนธนิในการนํามาใชเ้พือ่สขุภาพและการรกัษาโรค 

2.4 ลิโพโซม (liposome)  

สว่นหน่ึงของเทคโนโลยกีารบรรจุแคปซูลขนาดเลก็น้ีคอื การใชล้โิพโซมซึง่เป็น

ถุงที่ถูกสรา้งขึน้ใหม้ขีนาดเลก็ มรีูปร่างทรงกลมและสามารถสรา้งไดจ้ากฟอสโฟลพิดิทีไ่ม่เป็น

พษิร่วมกบัคอเลสเตอรอล (วราภรณ์, 2555) ลโิพโซมมลีกัษณะเป็นถุงไขมนัประเภทฟอสโฟ

ลพิดิที่เรยีงตดิกนัสองชัน้ ขา้งในบรรจุน้ํา คําว่า liposome รากศพัท์เดมิมาจากภาษากรกี คอื 

lipos แปลว่า ไขมนั และ soma แปลว่า ตวั (body) ลโิพโซมมขีนาดเลก็ตัง้แต่ระดบันาโนเมตร

ถึงไมโครเมตร ส่วนใหญ่มีการแบ่งชนิดของลิโพโซมออกเป็นสองชนิด ได้แก่ unilamellar 

liposome เป็นลโิพโซมที่ประกอบขึน้จากโครงสรา้งผนังชัน้ไขมนัแค่ชัน้เดยีว อกีชนิดหน่ึงคอื 

multi-lamellar liposome เ ป็นชนิดที่ประกอบขึ้นจากผนังชัน้ไขมันตัง้แ ต่สองชัน้ขึ้นไป 

(Mansoori et al., 2012) ด้วยโครงสร้างที่มีลักษณะเป็นถุงไขมันที่เก็บส่วนที่ไม่ชอบน้ํา 

(hydrophobic) ไวด้า้นในผนงั ทาํใหส้ามารถบรรจุสารทีม่ขี ัว้ไวด้า้นในได ้จงึมกีารนําลโิพโซมมา

ใชต้วันําสง่ยาตา้นมะเรง็และโรคอื่น ๆ 

ส่วนประกอบลิโพโซม 

ส่วนประกอบสาํคญัของลโิพโซมประกอบดว้ยโมเลกุลฟอสโฟลพิดิและสารเตมิ

จําเพาะ (specific additives) สารฟอสโฟลิพิดที่เป็นส่วนประกอบสําคญัทัง้ในพืชและสตัว์มี
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ดว้ยกนั 2 ชนิด คอื ฟอสฟาตดิลิโคลนี (phosphatidylcholine; PC) และฟอสฟาตดิลิเอทาโนลา

มนี (phosphatidyl ethanolamine) สําหรบัการเตรยีมฟอสโฟลิพดินัน้ ส่วนใหญ่จะใช้ฟอสฟา

ตดิลิโคลนี ฟอสโฟลพิดิชนิดน้ีเป็นทีรู่จ้กัในชื่อ เลซตินิ (lecithin) มคีุณสมบตัเิป็นกลาง แต่ลโิพ

โซมบางชนิดมปีระจุซึง่ไดจ้ากการเตรยีมทีม่กีารเตมิฟอสโฟลปิิดทีม่ปีระจุ เช่น ฟอสฟาตดิลิกลี

เซอรอล (phosphatidylglycerol) หรอืฟอสฟาตดิลิเซอรนี (phosphatidyl serine) การเกดิประจุ

ของลโิพโซมมผีลดทีําใหเ้กดิระยะห่างระหว่างชัน้มากขึน้ เพิม่ความสามารถในการกกัเกบ็สาร

และความคงตวัมากขึน้ (วราภรณ์, 2555) สารเติมจําเพาะในลโิพโซมมดีว้ยกนั 2 ประเภทคอื 

สารเติมกลุ่มแรก สารกลุ่มสเตอรอล (sterol) สารที่จ ัดอยู่ในกลุ่มน้ีได้แก่ ไฟโตสเตอรอล 

(phytosterol) ไดไฮโดรคอเลสเตอรอล (dihydrocholesterol) และคอเลสเตอรอล (cholesterol) 

สารเติมเหล่าน้ีสามารถพบในผนังชัน้คู่ของโครงสรา้งฟอสโฟลพิดิ มบีทบาททําใหล้โิพโซมมี

คุณสมบัติเฉพาะทางเคมีและโครงสร้างถุงมีความแข็งแรงมากขึ้น (Benita et al., 2006) 

โดยทัว่ไปมกีารเติมคอเลสเตอรอลเข้ากบัฟอสโฟลิพดิเป็นโครงสร้างผนังของลิโพโซม ช่วย

ปรบัปรุงคุณสมบตักิารไหล (fluidity) ของผนัง ชัน้คู่ ทําใหค้วามสามารถเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ

สารละลายน้ําผ่านเมมเบรนไดด้ขีึน้ ช่วยเพิม่ความคงตวัของผนังลโิพโซม เมื่ออยู่ในเลอืดหรอื

ของเหลวในร่างกายด้วยการลดการจบักนัระหว่างลิโพโซมและโปรตีนในเลือด (Vemuri และ 

Rhodes, 1995) สารเตมิกลุ่มทีส่อง เป็นสารกลุ่มบฟัเฟอร ์อเิล็กโทรไลต์ สารปรบัสภาพความ

เป็นกรดด่าง (pH) สารกนัเสยีและสารทีม่ปีระจุ สารเตมิเหล่าน้ีมสี่วนช่วยใหโ้ครงสรา้งของลโิพ

โซมมคีวามเป็นประจุ เพิม่ความคงตวั ทาํใหเ้พิม่ช่องว่างระหว่างผนงัชัน้คู่ เพิม่ความสามารถใน

การกกัเกบ็สารไดม้ากขึน้ (Benita et al., 2006) ดงัรปูที ่1-11 

 

รปูท่ี 1-11 ลกัษณะโครงสรา้งของลโิพโซมทีม่ผีนงัคูช่ ัน้เดยีว (unilamellar) และลโิพโซมทีม่ผีนงั

คูห่ลายชัน้ (multilamellar) large and small unilamellar vesicles; SUV/LUV, multilamellar 

vesicles; MLV และ multivesicular vesicles; MVV (Taylor et al., 2005) 
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การประยกุตใ์ช้ลิโพโซมเป็นระบบนําส่งยา 

การศกึษาทีผ่่านมาพบว่า ลโิพโซมสามารถใชเ้ป็นตวันําสง่ยาไดห้ลายชนิดและ

ให้ผลการรกัษาดีกว่าการให้ตวัยาเดี่ยว ๆ และยงัสามารถลดอนัตรายที่อาจเกิดจากอาการ

ขา้งเคยีงของยาได ้โดยทัว่ไปลโิพโซมสามารถนําสง่ยาไปยงัอวยัวะหรอืเซลลเ์ป้าหมายไดด้ ีเช่น 

เซลล์เน้ืองอก (tumor cells) บางส่วนของงานวจิยัมุ่งเน้นเพื่อให้ลโิพโซมสามารถนําส่งยาที่มี

ความเป็นพษิสงู เช่น ยาตา้นมะเรง็และยาตา้นเชือ้รา ตวัอย่างยาทีป่ระสบความสาํเรจ็ทีใ่ชล้โิพ

โซมในการนําสง่ยา เชน่ แอมโฟเทอรซินิ บ ี(amphotericin B) นิสเตตนิ (nystatin) และดอกโซรู

บซินิ (doxorubicin) เป็นต้น (วราภรณ์, 2555) การศกึษาระบบการนําส่งยาด้วยลโิพโซมผ่าน

ทางเดนิอาหาร พบว่าดว้ยสภาพทางสรรีวทิยาในทางเดนิอาหารนัน้ทําใหค้วามคงตวัของลโิพ

โซมตํ่าลง มกีารศกึษาการนําส่งสารแคลซโิทนิน (calcitonin) ผ่านทางเดนิอาหาร โดยใหอ้ยู่ใน

รปู chitosan-aprotinin coated liposomes พบวา่ผลการออกฤทธิท์างเภสชัวทิยาสงูกวา่โมเลกุล

เปปไทดใ์นสารละลาย (Werle et al., 2009) การศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการออกฤทธิ ์

ของ pectin-liposome และ pectin ในสารละลายในลําไส้เล็กของหนูแรท โดยติดสฟีลูโอเรส

เซนทแ์ละตดิตามความคงตวัของยาและประสทิธภิาพการออกฤทธิข์องยาหลงัจากใหไ้ป 6 ชม. 

พบว่า pectin-liposome สามารถออกฤทธิไ์ดด้กีว่าและช่วงเวลาในการออกฤทธิย์าวกว่า pectin 

ในสารละลาย (Thirawong et al., 2008) มรีายงานการศึกษาทางเภสชัจลนศาสตรข์องสารใน

รปูแบบลโิพโซมสามารถเพิม่ค่าครึง่ชวีติของสารได ้เช่น การศกึษาการใหย้า gentamicin อสิระ

และในรปูลโิพโซม โดยทัง้สองรปูแบบมขีนาดยาทีเ่ทา่กนัคอื 20 มก./กก. ในหนูเมาสแ์ละหนูแรท 

พบว่า ยาในรูปอิสระมคี่าครึ่งชีวิตในซีร ัม่เฉลี่ย 1.0 และ 0.6 ชม. ตามลําดบั ในขณะที่ยาใน

รปูแบบลโิพโซมมคีา่ครึง่ชวีติเฉลีย่ที ่3.8 ชม. ในหนูเมาสแ์ละ 4.0 ชม. ในหนูแรท และพบว่า ยา

ในรูปลโิพโซมมปีระสทิธภิาพในการออกฤทธิท์ีสู่งกว่าและยาวนานกว่าในอวยัวะทีอุ่ดมไปดว้ย 

reticuloendothelial cell โดยเฉพาะในมา้มและตบั (Swenson et al., 1989) นอกจากน้ีการศกึษา

ประสทิธภิาพการดดูซมึและการออกฤทธิข์องขมิน้ชนั ทัง้สามรปูแบบคอื ขมิน้ชนั ยาน้ําขมิน้ชนั

และขมิน้ชนัในรูปลโิพโซมโดยใหไ้ดร้บัทางปากในหนูขาวใหญ่ พบว่าขมิน้ชนัในรูปลโิพโซมมี

การดูดซึมได้ดแีละเรว็กว่า อกีทัง้มปีระสทิธิภาพในการออกฤทธิไ์ด้ดกีว่าขมิ้นชนัรูปแบบอื่น 

(Takahashi et al., 2009) 

2.5 การเกบ็กกัสาร (encapsulation) 

การเกบ็กกัสารเป็นกระบวนการทีส่ารหรอืส่วนผสมของสารถูกห่อหุม้ดว้ยสาร

ชนิดอื่นเพื่อป้องกนัการเสื่อมสภาพของสารจากสิง่แวดลอ้มทีอ่าจทําลายความคงตวัของสารได ้

เชน่ ออกซเิจน ความรอ้น แสง กรด ด่างหรอืสภาวะทีไ่มเ่หมาะสมอื่น ชนิดของสารหอ่หุม้ทีนิ่ยม

นํามาใช ้ไดแ้ก่ สารกลุ่มคารโ์บไฮเดรต เซลลโูลส กมั ลพิดิ และโปรตนี (Desai และ Park, 2005) 

เทคนิคการเกบ็กกัสารมกีารนํามาใชใ้นอุตสาหกรรมเป็นเวลานานกว่า 60 ปี ดว้ยวตัถุประสงค์
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ต่าง ๆ ดงัน้ี ประการแรก เพื่อป้องกนัการเกดิปฏกิริยิาระหว่างสารแกนกบัสิง่แวดลอ้มประการที่

สอง เพื่อลดอตัราการปลดปล่อยสารแกนออกสู่ภายนอก ประการทีส่ามเพื่อง่ายต่อการจดัการ

สารทีบ่รรจุอยูภ่ายใน ประการทีส่ ี ่เพื่อควบคุมการปล่อยสารแกน ประการทีห่า้เพื่อบดบงัรสชาติ

ของสารแกนประการสุดทา้ยเพื่อลดความเขม้ขน้หรอืปรมิาณการใชส้ารในกรณีทีต่้องใชห้รอืมี

สารแกนในปรมิาณน้อย (Shahidi และ Han, 1993) มกีารพฒันารูปแบบการเก็บกกัสารให้มี

ขนาดเล็กโดยเรียกการเก็บกกัน้ีว่า microencapsulation โดยทัว่ไปแล้ว ไมโครแคปซูลจะมี

ลกัษณะเป็นทรงกลมขนาดเล็ก มเีส้นผ่านศูนย์กลางตัง้แต่ขนาดนาโนเมตรถึงมลิลิเมตร ซึ่ง

สามารถแบ่งขนาดของไมโครแคปซูลตามเสน้ผ่านศูนยก์ลางออกเป็น 3 ระดบั คอื ระดบัมาโคร 

(macro) มีเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 5,000 ไมโครเมตร ระดับไมโคร (micro) เส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง 1.0 ถงึ 5,000 ไมโครเมตรและระดบันาโน (nano) มเีสน้ผ่านศูนยก์ลางน้อยกว่า 1.0 

ไมโครเมตร (Andres, 1977)  

แอสตาแซนธนิเป็นสารทีม่คีวามเสถยีรน้อยและสามารถเสื่อมสภาพไดง้า่ยจาก

สภาพแวดลอ้ม เช่น แสง ความรอ้นและออกซเิจน การศกึษาวจิยัทีผ่่านมาพยายามหาแนวทาง

ในการป้องกนัสารจากสภาพแวดลอ้มเหล่าน้ี เทคนิคหน่ึงทีม่กีารนํามาใชอ้ยา่งแพรห่ลายคอืการ

บรรจุสารในแคปซูลที่มขีนาดไมโครหรอืนาโน จากการศึกษาของ Tachaprutinun และคณะ 

(2009) โดยศกึษาเปรยีบเทยีบระหว่างแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิทีบ่รรจุในรปูแบบ 

polymeric nanospheres จากการถูกทําลายจากความร้อนพบว่า แอสตาแซนธินที่บรรจุใน

รูปแบบ polymeric nanospheres มกีารเสื่อมสภาพเพยีงเล็กน้อยเมื่อเปรยีบเทยีบกบัแอสตา

แซนธินเปล่าซึ่งพบว่าเสื่อมสภาพเกือบทัง้หมด การศึกษาเปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยา

ออกซเิดชนัของแอสตาแซนธนิของ Lee และคณะ (2011) พบว่า การบรรจุแอสตาแซนธนิใน 

calcium alginate gel สามารถป้องกนัสารจากการเกดิ lipid peroxidation ได้อย่างมนีัยสําคญั

เมื่อเปรยีบเทียบกบัแอสตาแซนธินเปล่า การศึกษาของ Hama และคณะ (2012) โดยศึกษา

ประสทิธภิาพการป้องกนัการเกดิ hydroxyl radical ของแอสตาแซนธนิ ในเซลล์ทีเ่หน่ียวนําให้

เกิด cytotoxicity พบว่า แอสตาแซนธินในรูปแบบลิโพโซมสามารถป้องกนัการเกิด hydroxyl 

redical ไดด้กีวา่แอสตาแซนธนิเปล่าและมปีระสทิธภิาพสงูกวา่ในการตา้นอนุมลูอสิระ การศกึษา

ของ Matsushita และคณะ (2000) โดยประเมนิประสทิธภิาพในการตา้นอนุมลูอสิระสารในกลุ่ม

แคโรทนีอยดท์ีม่ขี ัว้รวมถงึแอสตาแซนธนิโดยนําไปบรรจุใน PC liposome พบว่า สามารถเพิม่

ความคงตวัของสารจากการจบักนัของโมเลกุลที่มขี ัว้ระหว่างสารแคโรทนีอยดแ์ละ PC ทัง้สอง

ชัน้และทาํใหส้ารมปีระสทิธภิาพในการตา้นอนุมลูอสิระไดด้ขีึน้ ดงันัน้การบรรจุแอสตาแซนธนิใน

รปูแบบแคปซูลขนาดเลก็เป็นเทคนิคทีน่่าสนใจในการเพิม่ประสทิธภิาพในการออกฤทธิแ์ละป้อง

การสารจากการถูกทาํลายจากสภาพแวดลอ้ม 
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2.6 วิตามินอี (vitamin E) และฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ 

เป็นวติามนิทีล่ะลายไดใ้นไขมนั พบวติามนิอตีามธรรมชาตธิรรมชาตหิลายชนิด

มีการแบ่งกลุ่มเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ tocopherols และ tocotrienols (tocochromanols) แต่ละ

กลุ่มมกีารแบ่งย่อยอกีเป็น 4 ชนิด ได้แก่ อลัฟ่า (α-) เบต้า (β-) แกมม่า (γ-) และเดลต้า (δ-) 

(Jiang, 2014) แหล่งของวิตามินอีตามธรรมชาติได้แก่ ผกัสีเขยีวเข้ม น้ํามนัดอกทานตะวนั 

น้ํามนัถัว่ลสิง น้ํามนัขา้วโพด น้ํามนัดอกคําฝอย จมกูขา้วสาล ีเมลด็อลัมอนด ์เป็นตน้ (Dreher, 

2012; McLaughlin และ Weihrauch, 1979) วิตามินอีทุกชนิดมีประสิทธิภาพสูงในการต้าน

อนุมลูอสิระ มบีทบาทในการกําจดัอนุมลูอสิระจากไขมนัคอื lipid peroxyl radicals (LOO• ) โดย

การเติมไฮโดรเจน (Jiang et al., 2001) และพบว่า วิตามินอีมีการกระจายตัวอยู่ในชัน้ lipid 

bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์คอยทําปฏิกิรยิากบั LOO• เป็นการหยุดปฏิกิรยิา lipid peroxidation 

(Packer et al., 2001; Wong และ Radhakrishnan, 2012) 

2.7 คารร์าจีแนน (carrageenan) 

คาร์ราจีแนนเป็นชื่อทัว่ไปของสารในตระกูล gelforming และ viscosifying 

polysaccharides สกดัได้จากสาหร่ายสีแดง ตระกูล Rhodopphyceae พบบริเวณมหาสมุทร

แอตแลนติกแถบใกล้กับเกาะองักฤษและอเมริกาเหนือคาร์ราจีแนนไม่มีคุณประโยชน์ทาง

โภชนาการ แต่มกีารนํามาใชป้รุงอาหารเพื่อใหม้ลีกัษณะเป็นวุน้ (Van de Velde et al., 2002) 

นอกจากน้ีในทางเภสัชวิทยาคาร์ราจีแนนถูกนํามาใช้ในการทดสอบยาต้านการอักเสบ 

(Zacharopoulos และ Phillips 1997) 

คณุสมบติัทางเคมี 

คาร์ราจีแนนเป็นสารประกอบ sulfated polygalactan อุดมไปด้วย ester-

sulfate ปริมาณมากถึง 15-40% มีมวลโมเลกุล 100 kDa โครงสร้างทางเคมีประกอบด้วย

โครงสรา้งทีต่่อกนัของน้ําตาล D-galactose และ 3,6-anhydro-galactose (3,6-AG) เชื่อมต่อกนั

ดว้ย α-1,3 and β-1,4-glycosidic linkage 

การเหน่ียวนําให้เกิดการบวมท่ีเท้าด้วยคารร์าจีแนน (carrageenan-induced 

paw edema) 

การเหน่ียวนําการอกัเสบทีเ่ทา้ของสตัวท์ดลองโดยฉีดคารร์าจแีนน เป็นโมเดลที่

ใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารและอาการปวดบริเวณที่มีการ

อักเสบโดยไม่ก่อให้เกิดการบาดเจ็บและการทําลายเน้ือเยื่อของสตัว์ทดลอง (Necas และ 

Bartosikova, 2013) เป็นการเหน่ียวนําเฉพาะทีซ่ึง่สามารถหลกีเหลีย่งการตอบสนองของระบบ

ต่าง ๆ ในร่างกาย (systemic effects) และคารร์าจแีนนมปีระสทิธภิาพสูงในการเหน่ียวนําใหม้ี

การหลัง่สารสื่อกลางการอกัเสบต่าง ๆ อกีดว้ย (Willis, 1969) ในการเหน่ียวนําการอกัเสบทีเ่ทา้



37 
 

 
 

นัน้ใช้คาร์ราจีแนนความเข้มข้น 1-3% ในสารละลาย saline ปริมาตร 50–150 ไมโครลิตร 

สามารถแบ่งอาการออกเป็น 2 ระยะ คอื ช่วงแรก (early phase) ประมาณ 1-2 ชม. มกีารหลัง่

สารสื่อกลางการอักเสบประเภท histamine, serotonin และ bradykinin เริ่มมีการหลัง่สาร 

prostaglandins (Boughton-smith et al., 1993; Di Rosa et al., 1971; Vinegar et al., 1969; 

Vinegar et al., 1987) ต่ อมาในระยะหลังจากการ เห น่ียว นํา  3-6 ชม.  มีการหลั ง่ สาร 

prostaglandins, leukotrienes จากแมโครฟาจและสารอื่น ๆ เช่น PAF, nitric oxide และเกิด

การส ร้ า ง  ROS ขึ้น  (Boughton-smith et al., 1993; Busnardo et al., 2010; Nathan, 1997; 

Salvemini et al., 1996; Vinegar et al., 1969; Vinegar et al., 1987) ซึง่มบีทบาทสาํคญัในการ

อกัเสบโดยมผีลเพิม่ความสามารถในการซมึของสารผ่านผนังหลอดเลอืด นอกจากน้ียงัมกีาร

หลัง่สารในกลุ่ม pro-inflammatory cytokines เช่น TNF-α, IL-1 และ IL-6 (Cuzzocrea et al., 

1999) ในกระบวนการตอบสนองต่อการอกัเสบของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลจะมกีารหลัง่สาร

สื่อกลางการอกัเสบต่าง ๆ รวมถงึอนุมลูอสิระจากออกซเิจนเช่น O-
2 และ •OH (Posadas et al., 

2004; Salvemini et al., 1996) สารสื่อกลางในกระบวนการอกัเสบเฉียบพลนัทีส่าํคญัอกีตวัหน่ึง

คอื nitric oxide ผ่านการทํางานของเอนไซม ์NOS ซึ่งม ี3 ไอโซฟอรม์ดว้ยกนั คอื endothelial 

NOS (eNOS), neuronal NOS (nNOS) และ iNOS การเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนน 

มผีลกระตุน้การทาํงานของ iNOS จงึมผีลเพิม่การสงัเคราะหแ์ละการหลัง่ nitric oxide ทาํใหเ้กดิ

อาการบวมและปวด (Handy และ Moore, 1998; Omote et al., 2001) 

3. วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อศึกษาฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิต์้านการอกัเสบของแอสตาแซนธิน 

สกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในหนูเมาสท์ีถู่กเหน่ียวนําใหอุ้ง้เทา้บวมดว้ยคารร์าจแีนน 

2. เพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่า

และแอสตาแซนธนิในรปูแบบลโิพโซมสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในหนูเมาสท์ีถู่กเหน่ียวนําใหอุ้ง้เทา้

บวมดว้ยคารร์าจแีนน  
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บทท่ี 2 

วิธีการวิจยั 

 

1. สารสกดัแอสตาแซนธินจากเปลือกกุ้งขาว 

1.1 การสกดัแอสตาแซนธินจากเปลือกกุ้งขาว 

สารสกัดแอสตาแซนธินได้รบัการอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.วรรณวิมล คล้าย

ประดษิฐ ์ภาควชิาผลติภณัฑป์ระมง คณะประมง มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์กรุงเทพฯ เปลอืก

กุง้ขาวทีใ่ชร้บัซือ้จากโรงงานอุตสาหกรรมอาหารทะเลในเขตจงัหวดัสมุทรสาคร ทางผูเ้ตรยีมได้

ดดัแปลงกระบวนการสกดัจากรายงานการศกึษาของ Sachindra และคณะ (2005) ขัน้ตอนการ

สกดัโดยนําเปลอืกกุ้งผสมกบัเอทานอลในสดัส่วน 1:2 (w/v) นํามาป ัน่ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั

ดว้ยเครือ่ง Waring laboratory blender (Waring Laboratory Science, Winsted, USA) จากนัน้

นํามากรองเอาเปลอืกกุง้ออกดว้ยเครือ่งกรองระบบสญุญากาศ นําสารละลายทีก่รองไดเ้ขา้เครือ่ง

ระเหยสุญญากาศเพื่อทําการไอระเหยเอทานอลออก สารสกดัแอสตาแซนธนิทีไ่ดจ้ะทําการเกบ็

ในภาชนะสชีา เตมิแก๊สไนโตรเจนและเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ20 องศาเซลเซยีสเพื่อใชใ้นการทดลอง

ต่อไป  

1.2 การบรรจแุอสตาแซนธินลิโพโซม 

แอสแซนธนิลโิพโซมไดร้บัการอนุเคราะหจ์าก ผศ.ดร.วรรวมิล คลา้ยประดษิฐ์

เชน่กนั เตรยีมโดยใชว้ธิ ีthin film hydration ขัน้ตอนการเตรยีมจะนําฟอสโฟลพิดิทีป่ระกอบดว้ย

ฟอสฟาทดิลิโคลนี 70% มาละลายใน 99% เอทานอลปรมิาตร 100 มล. หลงัจากนัน้เตมิแอสตา

แซนธนิทีไ่ดจ้าก 1.1 ปรมิาณ 2 กรมั ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นําไปกําจดัเอทานอลออกโดยใชเ้ครื่อง

ระเหยสญุญากาศจนไดฟิ้ลม์บาง ๆ ของฟอสโฟลพิดิ จากนัน้เตมิน้ํากลัน่ปรมิาตร 50 มล. ลงบน

ฟิล์มของฟอสโฟลพิดิ และนํามาทําการ sonication ด้วยเครื่อง ultra sonicator ที่อุณหภูม ิ40 

องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 30 นาท ีสุดทา้ยจะไดแ้อสตาแซนธนิลโิพโซม และนําลโิพโซมที่

ไดน้ี้มากรองผ่านเยื่อกัน้ดว้ยเครื่อง extruder เพื่อใหไ้ดข้นาดของลโิพโซมประมาณ 200 นาโน

เมตร เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีสระหวา่งทีร่อนําไปใชใ้นการทดลอง 

2. สตัวท์ดลอง 

หนูเมาสเ์พศผูส้ายพนัธุ ์ICR น้ําหนัก 25-30 กรมั อายุ 2 เดอืน จํานวน 90 ตวั 

จากสถานเลี้ยงสตัวท์ดลองภาคใต้ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์วทิยาเขต

หาดใหญ่ นํามาเลีย้งทีห่อ้งเลีย้งสตัวท์ดลองของสถานเลีย้งสตัวท์ดลอง โดยควบคุมสลบัช่วงมดื

และสว่างชว่งละ 12 ชม. ต่อวนั ควบคุมอุณหภมูปิระมาณ 25 ± 2 องศาเซลเซยีส ใหอ้าหารและ

น้ําไมจ่าํกดัปรมิาณ การศกึษาวจิยัครัง้น้ีไดผ้า่นการพจิารณาจรรยาบรรณการใชส้ตัวท์ดลองจาก
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คณะกรรมการพจิารณาการใช้สตัว์ทดลอง คณะวิทยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร์ 

(หมายเลข 0521.11/019) 

3. ยาและสารเคมี 

ยาเม็ด diclofenac sodium 50 มก. และ indomethacin 25 มก. ขององค์การ

เภสชักรรม ซือ้จากรา้นยาในอาํเภอหาดใหญ่ จ.สงขลา และใชจ้ากขวดเดยีวกนัตลอดการทดลอง 

α-tocopherol จากบริษัท Sigma-ALDRICH Lot #MKBT5986V Germany นํามาเตรียมใน 

propylene glycol ตามความเขม้ขน้ทีต่อ้งการ 

4. เครื่องมือและอปุกรณ์ 

 4.1 automatic pipette ขนาด 10,100, 200, 1000 ไมโครลติร 

 4.2 centrifuge  

 4.3 microplate reader UVM 340 biochrom 

 4.4 microtube ขนาด 1.5 มล. 

 4.5 vernier caliper 

 4.6 vortex mixer 

 4.7 กลอ้งถ่ายรปู 

 4.8 เครือ่งชัง่ทศนิยม 4 ตําแหน่ง 

 4.9 ชุดเครือ่งมอืผา่ตดั  

 4.10 ชุดเครือ่งทดสอบ paw withdrawal (hot plate) 

 4.11 ชุดทดสอบ Randall-Selitto test (ANALGESY-METER Cat No. 37215) 

5. วิธีดาํเนินการวิจยั 

5.1 การแบง่กลุ่มสตัวท์ดลอง 

5.1.1 เพื่อศึกษาฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิต์้านการอักเสบของแอสตา

แซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในหนูเมาสท์ีถู่กเหน่ียวนําใหอุ้ง้เทา้บวมดว้ยคารร์าจแีนน ไดแ้บ่ง

หนูทดลองโดยการสุม่ทัง้หมด 7 กลุ่มคอื 

กลุ่มที ่1:  กลุ่มควบคุม ไดร้บัการป้อนสาร propylene glycol (PG) 0.5 มล. ซึง่

เป็นตวัทาํละลายของแอสตาแซนธนิและไมไ่ดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที่ 2:  กลุ่มตวัทําละลาย ได้รบัการป้อนสาร PG (0.5 มล.) และได้รบัการ

เหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่3:  กลุ่มทีไ่ดร้บัสารแอสตาแซนธนิสกดัขนาด 100 มก./กก. ของน้ําหนกั

ตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 
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กลุ่มที ่4:  กลุ่มทีไ่ดร้บัสารแอสตาแซนธนิสกดัขนาด 150 มก./กก. ของน้ําหนกั

ตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที่ 5:  กลุ่มควบคุมบวก ที่ได้รบัยาต้านการอกัเสบ indomethacin 5 มก./

กก. ของน้ําหนกัตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่6:  กลุ่มควบคุมบวก ทีไ่ดร้บัยาตา้นการอกัเสบ diclofenac 25 มก./กก. 

ของน้ําหนกัตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที่ 7:  กลุ่มที่ได้รบัวติามนิอ ี(สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน) ขนาด 100 

มก./กก. ของน้ําหนกัตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

สตัว์ทดลองทุกกลุ่มจะได้รบัการป้อนสารทางปาก วนัละ 1 ครัง้ เป็น

ระยะเวลา 21 วนั ซึง่ในวนัที ่21 ของการทดลอง 1 ชม. หลงัจากไดร้บัการป้อนสารตาม

กลุ่มแล้ว สตัว์ทดลองจะถูกเหน่ียวนําให้อุ้งเท้าบวมโดยการฉีด 2.5% คาร์ราจีแนน

ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ทีฝ่า่เทา้หลงัทัง้สองขา้ง หลงัการเหน่ียวนําสตัวท์ดลองจะไดร้บั

การประเมนิความหนาของอุ้งเท้า (paw thickness) ความไวในการสนองตอบต่อการ

กระตุ้นดว้ยอุณหภูม ิ(thermal hyperalgesia) และการกระตุ้นดว้ยแรงกด (mechanical 

hyperalgesia) ที่เวลา 2 และ 6 ชม. เมื่อเสรจ็สิ้นการประเมนิที่ 6 ชม. สตัว์ทดลองจะ

ไดร้บัการฉีดยาสลบแลว้ทําการเกบ็เลอืดจากหวัใจ (cardiac puncture) นําเลอืดทีไ่ดไ้ป

ป ัน่ใหต้กตะกอนจนไดพ้ลาสมา แลว้เกบ็ไวใ้นตู ้-80 องศาเซลเซยีส สุดทา้ยสตัวท์ดลอง

จะไดร้บัการการุณยฆาตดว้ยวธิ ีcervical dislocation และเกบ็เน้ือเยื่ออุง้เทา้ทัง้สองขา้ง 

นําไปเกบ็ในตูเ้ยน็ -80 องศาเซลเซยีส เพื่อนําไปใชใ้นการศกึษากลไกการออกฤทธิท์าง

ชวีโมเลกุล ดงัตารางที ่2-1 และแผนผงัที ่2-1 

ตารางท่ี 2-1 การแบ่งกลุ่มและการดําเนินการต่อสตัวท์ดลองเพื่อศกึษาฤทธิแ์ละกลไกการออก

ฤทธิต์้านการอกัเสบของแอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในหนูเมาสท์ี่ถูกเหน่ียวนําใหอุ้ง้

เทา้บวมดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มสตัวท์ดลอง 
ชนิดของสารท่ีได้รบัการป้อน 

(ระยะเวลา 21 วนั) 

หตัถการ 

(ในวนัที ่21 ของการทดลอง) 

1.control propylene glycol  1 ชม. หลงัจากสตัวท์ดลองไดร้บัการป้อนสารต่าง ๆ 

สตัวท์ดลองจะไดร้บัหตัถการตามลาํดบัดงัน้ี 

1. การเหน่ียวนําใหเ้กดิการอกัเสบทีเ่ทา้ดว้ยคารร์าจแีนน

ยกเว้นกลุ่มควบคุมจะไมถ่กูเหน่ียวนํา 

2. หลงัการเหน่ียวนํา ที ่2 และ 6 ชม. ทาํการตรวจวดั

ความหนาของเทา้และประเมนิพฤตกิรรมการสนองตอบต่อ

การอกัเสบ 

3. การเกบ็ตวัอยา่งพลาสมาและเน้ือเยือ่อุง้เทา้ 

2.PG (vehicle) propylene glycol  

3. astaxanthin 100  astaxanthin 100 mg/kg BW 

4. astaxanthin 150 astaxanthin 150 mg/kg BW 

5. indomethacin propylene glycol ระยะเวลา 14 วนั 

+ indomethacin 5 mg/kg BW ระยะเวลา 7 วนั 

6. diclofenac propylene glycol ระยะเวลา 18 วนั 

+ diclofenac 25 mg/kg BW ระยะเวลา 3 วนั 

7. vitamin E vitamin E 100 mg/kg BW 
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5.1.2 เพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธิภาพฤทธิต์้านการอกัเสบของแอสตาแซนธิน

เปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในหนูเมาสท์ีถู่กเหน่ียวนําใหอุ้ง้เทา้บวม

ดว้ยคารร์าจแีนน ทาํการแบ่งหนูทดลองโดยการสุม่ทัง้หมด 6 กลุ่มคอื 

กลุ่มที ่1:  กลุ่มควบคุม ไดร้บัการป้อนสาร PG 0.5 มล. และไมไ่ดร้บัการ

เหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่2:  กลุ่มตวัทาํละลาย ไดร้บัการป้อนสาร PG 0.5 มล. และไดร้บัการ

เหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่3:  กลุ่มทีไ่ดร้บัสารแอสตาแซนธนิสกดัขนาด 100 มก./กก. ของน้ําหนกั

ตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่4:  กลุ่มทีไ่ดร้บัสารแอสตาแซนธนิสกดัขนาด 150 มก./กก. ของน้ําหนกั

ตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่5:  กลุ่มทีไ่ดร้บัสารแอสตาแซนธนิสกดัในรปูแบบลโิพโซมขนาด 100 

มก./กก. ของน้ําหนกัตวั ทีม่แีอสตาแซนธนิภายใน 10 มก. และไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ย

คารร์าจแีนน 

กลุ่มที ่6:  กลุ่มทีไ่ดร้บัลโิพโซม (blank liposome; BL) เปล่าขนาด 100 มก./

กก. ของน้ําหนกัตวัและไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน 

สตัวท์ดลองจะไดร้บัการป้อนสารทางปาก วนัละ 1 ครัง้ เป็นระยะเวลา 

21 วนั ซึ่งในวนัที่ 21 ของการทดลอง 1 ชม.หลงัจากได้รบัการป้อนสารตามกลุ่มแล้ว 

สตัว์ทดลองจะถูกเหน่ียวนําใหเ้กดิการอกัเสบดว้ยการฉีด 2.5% คารร์าจแีนนปรมิาตร 

50 ไมโครลติร ที่ฝ่าเทา้หลงัทัง้สองขา้ง หลงัการเหน่ียวนําการอกัเสบ สตัว์ทดลองจะ

ได้รบัการประเมนิความหนาของอุ้งเท้า ความไวในการสนองตอบต่อการกระตุ้นด้วย

อุณหภูมแิละการกระตุน้ดว้ยแรงกดทีร่ะยะเวลา 2 และ 6 ชม. เมือ่เสรจ็สิน้การประเมนิที ่

6 ชม. สตัวท์ดลองจะไดร้บัการฉีดยาสลบแลว้ทําการเกบ็เลอืดจากหวัใจ และจะไดก้าร

การุณยฆาตดว้ยวธิ ีcervical dislocation และเกบ็เน้ือเยื่ออุง้เทา้ทัง้สองขา้ง นําไปเกบ็

ในตูเ้ยน็ -80 องศาเซลเซยีส เพือ่นําไปใชใ้นการศกึษากลไกการออกฤทธิท์างชวีโมเลกุล 

ดงัตารางที ่2-2 และแผนผงัที ่2-1 
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ตารางท่ี 2-2 การแบ่งกลุ่มและการดาํเนินการต่อสตัวท์ดลองเพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพฤทธิ ์

ตา้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมในหนูเมาสท์ีถู่กเหน่ียวนําให้

อุง้เทา้บวมดว้ยคารร์าจแีนน 

กลุ่มสตัวท์ดลอง 
ชนิดของสารท่ีได้รบัการป้อน 

(ระยะเวลา 21 วนั) 

หตัถการ 

(ในวนัที ่21 ของการทดลอง) 

1. control propylene glycol  1 ชม.หลงัจากสตัวท์ดลองไดร้บัการป้อนสารต่าง ๆ 

สตัวท์ดลองจะไดร้บัหตัถการตามลาํดบัดงัน้ี 

1. การเหน่ียวนําใหเ้กดิการอกัเสบทีเ่ทา้ดว้ยคารร์าจแีนน

ยกเว้นกลุ่มควบคุมจะไมถ่กูเหน่ียวนํา 

2. หลงัการเหน่ียวนํา ที ่2 และ 6 ชม. ทาํการตรวจวดั

ความหนาของเทา้และประเมนิพฤตกิรรมการสนองตอบต่อ

การอกัเสบ 

3. การเกบ็ตวัอยา่งพลาสมาและเน้ือเยือ่อุง้เทา้ 

2. PG (vehicle) propylene glycol  

3. astaxanthin 100 astaxanthin 100 mg/kg BW 

4. astaxanthin 150 astaxanthin 150 mg/kg BW 

5. astaxanthin-

liposome 

astaxanthin-liposome 

6. liposome blank liposome blank 

 

 

 

 

 

     แผนผงัท่ี 2-1 สรปุการออกแบบการทดลอง 

5.2 การเหน่ียวนําให้เกิดการบวมของอุ้งเท้า 

การเหน่ียวนําให้เกิดการบวมของอุ้งเท้าใช้ 2.5% คาร์ราจีแนน ในน้ําเกลือ 

สตัวท์ดลองจะไดร้บัยาระงบัความรูส้กึโดยการรมยา 2% isoflurane แลว้ทาํการฉีดคารร์าจแีนน

ปรมิาตร 50 ไมโครลติรเขา้ชัน้ผวิหนังทีบ่รเิวณ subplantar ของอุง้เทา้หลงัทัง้สองขา้ง ดงัรูปที ่

2-1 

substances treating period 21 days 

2h 6h 

Animal testing 

1. paw thickness 

2. hot plate test 

3. Randal-Selitto test 

Paw tissue and plasma 

collection 

Day 21st: 50 μl of 2.5% carrageenan 

  

 

Day 19th 

Start diclofenac 

Day 15th 

Start indomethacin 
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รปูท่ี 2-1 แสดงการฉีดคารร์าจแีนนบรเิวณ subplantar ของอุง้เทา้หนู (ซา้ย) และเทา้หนูทีม่กีาร

อกัเสบ (ขวา) 

5.3 การประเมินการบวมของเท้าจากการอกัเสบ 

ความหนาของเท้าหนูถูกนํามาใช้ในการประเมินอาการบวมจากการอกัเสบ 

ตําแหน่ง dorsoventral thickness ของเท้าหนูทัง้สองข้างเป็นจุดอิงในการประเมิน โดยใช้ 

vernier caliper (รปูที ่2-2) โดยพยายามควบคุมการวดัใหพ้อสมัผสักบัผวิเทา้หนูทัง้สองดา้น ไม่

บบีกดเทา้เพราะจะทาํใหไ้ดค้า่ทีไ่มถู่กตอ้ง ค่าจากการวดัเอามาหาเฉลีย่ทัง้สองขา้งของหนูแต่ละ

ตวั (mean ± S.E.M) 

 

รปูท่ี 2-2 เครือ่งมอื vernier caliper ใชว้ดัความหนาของเทา้และตําแหน่งทีใ่ชว้ดัเทา้หนูทีไ่ดร้บั

การเหน่ียวนําใหเ้กดิการอกัเสบ 

5.4 การประเมินพฤติกรรมการสนองตอบต่อการอกัเสบ (behavioral for inflammation 

assessments) 

  5.4.1 การประเมินความไวในการตอบสนองต่ออณุหภมิู (thermal 

hyperalgesia determination) 

ในการทดสอบทางพฤติกรรมสัตว์จะได้ร ับการฝึกให้มีความคุ้นเคยกับ

สิง่แวดล้อมและเครื่องการวดั ตลอดจนการประคบัประคองระหว่างการวดั เพื่อใหส้ตัว์คุน้เคย

และไมต่ื่นตระหนกระหวา่งการวดั ในสว่นของการทดสอบความไวต่ออุณหภมูใิชเ้ครือ่งมอืในการ

ทดสอบคือ unilateral hot plate test เป็นวิธีการที่ใช้ในการศึกษาของ Menèndez และคณะ 

(2002) ซึ่งดดัแปลงจากวธิกีารของ Hargreaves และคณะ (1988) หลกัการทดสอบโดยการใช ้
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hot plate ควบคุมอุณหภูมใิหอ้ยู่ในช่วง 42-45 องศาเซลเซยีสวางเทา้หนูทลีะขา้งใหส้มัผสักบั 

hot plate จบัเวลาการตอบสนองโดยการชกัเทา้หนี (withdrawal latency) โดยกาํหนดระยะเวลา

สมัผสัไม่ใหน้านเกนิ 20 วนิาท/ีครัง้ เพื่อป้องกนัมใิหเ้กดิการบาดเจบ็ของเน้ือเยื่อเทา้จากความ

รอ้นของ hot plate ทําการวดัทัง้สองขา้ง วดัซํ้าสองครัง้ ห่างกนั 5 นาท ีค่าที่ได้จากการวดัทัง้

สองขา้งของหนูแต่ละตวัจะนํามาหาคา่เฉลีย่และนําเสนอในรปูแบบ mean ± S.E.M (รปูที ่2-3) 

 

รปูท่ี 2-3 การประเมนิความไวในการสนองตอบต่อความรอ้น (thermal hyperalgesia) โดยใช ้

hot plate test 

  5.4.2 การประเมินความไวในการสนองตอบต่อแรงกด (mechanical 

hyperalgesia determination) 

การประเมนิน้ีอาศยัหลกัการกระตุน้ดว้ยแรงกดบนเทา้หนู เรยีกการทดสอบน้ีว่า 

Randall-Selitto test โดยใชเ้ครื่อง analgesy-meter หลกัการประเมนิโดยการวางเทา้หนูบนที่

วางเทา้และเพิม่นําหนกัแรงกดของเครื่อง เมือ่หนูรบัรูถ้งึแรงกดจะตอบสนองโดยการชกัเทา้ออก 

(รูปที ่2-4) ค่าจากการทดสอบประเมนิออกมาเป็นกรมัของน้ําหนักทีก่ด วดัทัง้สองขา้งของเทา้

หนูแต่ละตวั โดยวดัเพยีงครัง้เดยีวในแต่ละขา้ง แลว้นํามาหาคา่เฉลีย่ mean ± S.E.M (Nogueira 

et al., 2012) 
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รปูท่ี 2-4 การประเมนิความไวในการตอบสนองตอบต่อแรงกดดว้ยเครือ่ง analgesy-

meter 

5.5 การทาํให้สลบและการเกบ็ตวัอย่างจากสตัวท์ดลอง 

เมื่อสตัว์ทดลองได้ร ับการประเมินความหนาของเท้าและการประเมินทาง

พฤตกิรรมที่ 6 ชม. แลว้ ผูท้ดลองจะทําการฉีดยา sodium thiopental ขนาด 50 มก./กก. ของ

น้ําหนกัตวัโดยฉีดผา่นทางผนงัชอ่งทอ้ง (intraperitonial injection) สงัเกตและประเมนิระดบัการ

สลบจนสตัวท์ดลองสลบน่ิง จงึจะทําการผ่าตดัและเกบ็ตวัอย่างเลอืดจากหวัใจ โดยใชก้ระบอก

ฉีดยาขนาด 1 มล. ทีห่ล่อดว้ย heparin นํามาเกบ็ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. เขยา่หลอดเบา 

ๆ และนําไปป ัน่แยกที่ความเรว็ 6000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีดูดส่วนพลาสมาใส่หลอด

ทดลองอนัใหม ่นําไปเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส หลงัจากนัน้จะทําการการุณยฆาตดว้ย

วธิ ีcervical dislocation และเกบ็เน้ือเยื่อตวัอย่างจากเท้าหลงัทัง้สองขา้ง เก็บตวัอย่างในตู้แช่

ตวัอยา่งทางหอ้งปฏบิตักิารทีอุ่ณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส เพือ่นําไปใชใ้นการวเิคราะหต่์อไป 

5.6 การวิเคราะหผ์ลทางชีวโมเลกลุ (molecular measurements) 

  5.6.1 การวิเคราะหร์ะดบัโปรตีนในตวัอย่าง 

ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างเน้ือเยื่อเท้าและพลาสมาวิเคราะห์โดยใช้วิธีลอรี 

(Lowry assay) หลกัการวเิคราะหค์อื ในสภาวะเป็นด่างควิปรกิไอออน (Cu2+) จะถูกรดีวิสเ์ป็น

ควิปรสัไอออน (Cu1+) เมื่อเตมิสารละลาย bicinchoninic acid (BCA) หมู ่R ของสว่นทีเ่หลอืของ

ไทโรซนี ทรพิโตเฟนและซสีเตอนีในโปรตนีรวมถงึควิปรสัไอออนจะเกดิปฏกิริยิากบัสารในน้ํายา

ซึ่งถูกรีดิวซ์เกิดเป็นสารประกอบสีน้ําเงนิ ซึ่งระดบัความเข้มของสขีึ้นอยู่กบัปริมาณไทโรซี

นและทรปิโตเฟนในตวัอย่าง ซึ่งนําไปอ่านค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 562 นาโนเมตร 

นําคา่ทีไ่ดม้าคาํนวณหาคา่ความเขม้ขน้ของโปรตนีโดยเทยีบกบั standard protein (Piece BCA 

protein assay kit, Thermo Fisher Scientific Inc., USA.) 
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  5.6.2 การวิเคราะหร์ะดบัของ myeloperoxidase 

การประเมนิการตอบสนองของneutrophils ต่อการกระตุ้นการอกัเสบดว้ยคาร์

ราจีแนน เน้ือเยื่อเท้าหนูจะได้ร ับการป ัน่ละเอียด (homogenization) โดยนํามาใส่ร่วมกับ

ส า ร ล ะ ล า ย ที่ ผ ส ม กัน ร ะ ห ว่ า ง  50 มิล ลิ โ ม ล า ร์  phosphate buffer pH 6 กับ  0.5% 

hexadecyltrimethyl-ammonium bromide (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

หลงัจากการป ัน่ละเอยีดแล้ว จะใช้เครื่องป ัน่เหวี่ยง (centrifugation) ที่ความเรว็ 10,000 รอบ/

นาทเีป็นเวลา 10 นาท ีแล้วนําไปเก็บแช่แขง็ที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส หลกัการในการ

วเิคราะหร์ะดบั MPO อาศยัหลกัการทําเตมิสารใหท้าํปฏกิริยิาใน 96 well plate สารทีเ่ตมิลงไป

มีดังน้ี 50 มิลลิโมลาร์ phosphate buffer pH 6 จํานวน 190 ไมโครลิตร, 0.5% o-dianisidine 

hydrochloride 5 ไมโครลติร, 20 มลิลโิมลาร์ H2O2 5 ไมโครลติรและ supernatant sample 10 

ไมโครลติร (Suzuki และคณะ, 1983) 

  5.6.3 การวิเคราะหร์ะดบัของ superoxide anion 

การวเิคราะหร์ะดบัของ superoxide anion อาศยัหลกัการ โดยปกต ิsuperoxide 

dismutase จะสลาย superoxide anion เป็นไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) และออกซเิจน โดย

ใช้ ร ะบบของ  xanthine/xanthine oxidase (XO) system ซึ่ ง  xanthine oxidase จะกระ ตุ้ น

ปฏิกิรยิาการเปลี่ยน xanthine เป็น uric acid กบั H2O2  และยงัเปลี่ยน nitroblue tetrazolium 

(NBT: สชีมพู) เป็น NBT-diformazan (สน้ํีาเงนิ) แล้วนํามาวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 460 นาโน

เมตร ค่าการดูดกลนืแสงทีไ่ดจ้ะนํามาคํานวณเทยีบกบักราฟ standard ของ superoxide anion 

คอื 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPOL) ขอ้มลูจากการวเิคราะหด์งักล่าว

จะนํามาคาํนวณเป็น %inhibition โดยใชส้มการดงัน้ี  

%inhibition of O2
-= (A - B)/A × 100 

A= OD of reagent only; B=OD of sample 

  5.6.4 การวิเคราะหก์ารเกิด lipid peroxidation 

การวเิคราะหร์ะดบัการเกดิ lipid peroxidation ในการศกึษาครัง้น้ีอาศยัการวดั

ระดบัของ malondialdehye (MDA) ตามการศกึษาของ Uchiyama และ Mihara (1978) ขัน้ตอน

การทดสอบโดยการหยอด supernatant sample ลงในขวดทดลองที่มสี่วนผสมของสารต่าง ๆ 

เ ต รี ย ม ไ ว้ ดั ง น้ี  8% (w/v) sodium dodecyl sulfate, 20% (v/v) acetic acid, 0.8% (w/v) 

thiobarbituric acid และน้ํากลัน่หลงัจากนัน้นําไปต้มทีอุ่ณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 

ชม. สารละลายในขวดทดลองจะเปลี่ยนสเีป็นสแีดงตามปรมิาณของ MDA นําไปอ่านค่าการ

ดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง microplate reader (ASYS UVM 340, Biochrom Ltd.) ที่ความยาว
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คลื่น 532 นาโนเมตรค่าการดูดกลืนแสงดังกล่าวจะนําไปคํานวณเทียบค่ากับสมการของ 

standard สาํหรบั MDA คอื 1,1,3,3-tetramethoxypropane 

  5.6.5 การวิเคราะหร์ะดบัของ nitric oxide 

การวเิคราะห์ระดบัของ nitric oxide อาศยัหลกัการความไม่เสถียรของ nitric 

oxide ซึ่งสามารถถูกออกซิไดซ์ได้ง่ายเป็น nitrite (NO2
-) และ nitrate (NO3

-) อนุมูลทัง้สองน้ี

สามารถใชว้ดัปรมิาณของ nitric oxide ทีถู่กสรา้งขึน้ ซึง่หลกัการมดีงัน้ี NO3
- จะถูกเปลีย่นเป็น 

NO2
- โดย nitrate reductase อาศยัปฏกิริยิา diazotization คอื acidified NO2

- สรา้ง nitrosating 

agent ซึ่งจะทําปฏิกิรยิากบั sulfanilic acid ได้ diazonium ion ซึ่งจะทําปฏิกิรยิาต่อกบั N-(1-

naphthyl) ethylenediamine ได ้chromophoric azo-derivative แลว้นํามาวดัค่าการดดูกลนืแสง

ที ่540 นาโนเมตร (Cortus และ Wakid, 1990; Sen และ Donaldson, 1978) 

5.6.6 การวิเคราะหป์ริมาณของ TNF-α และ IL-6 

การวิเคราะห์ปริมาณของ TNF-α และ IL-6 วัดโดยใช้หลักการ sandwich 

ELISAs (R&D systems, USA) เตรยีม plate (96 well plate) โดยการบ่ม capture antibody ไว้

คา้งคนื แลว้นํามาลา้งและบลอ็กดว้ย reagent diluents นํา sample มาหยอดลง plate ทีเ่ตรยีม

ไว้บ่มนาน 2 ชม.ที่อุณหภูมิห้อง ทําการล้าง plate ด้วย 1X washing buffer แล้วบ่มต่อด้วย 

detection antibody ของโปรตนีที่ต้องการศกึษา ล้าง plate แล้วหยอดสาร streptavidin ซึ่งต่อ

อยู่ กับ  horseradish peroxidase ตามด้วยบ่มและล้าง  แล้ว เติม  substrate solutions ซึ่ ง

ประกอบด้วยสาร tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 TMB จะถูก oxidize โดยเอ็นไซม์ 

horseradish peroxidase ทีต่่ออยูก่บั detection antibody ซึง่มโีปรตนีเฉพาะทีต่อ้งการศกึษาซึง่

เกาะติดอีกทีหน่ึงกับ capture antibody ที่เคลือบ plate ไว้ในขัน้ตอนแรก ได้ oxidized form 

ของ TMB ซึง่มสีนํีามาอา่นคา่การดดูกลนืแสงที ่450 นาโนเมตร 

6. การวิเคราะหผ์ลการทดลอง 

ขอ้มูลที่ได้แสดงเป็นค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของ

ค่าเฉลี่ย (standard error of mean; S.E.M.) และเปรยีบเทยีบความแตกต่างทางสถิติระหว่าง

กลุ่มทดลองโดยใช ้one-way ANOVA post-hoc test (LSD) ซึง่พจิารณาค่าความแตกต่างอย่าง

มนียัสาํคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 % (p < 0.05) 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

 

1. ผลของการเหน่ียวนําให้เกิดการบวมท่ีเท้าด้วยคารร์าจีแนน 

การบวมเป็นลักษณะอาการสําคัญอย่างหน่ึงที่บ่งชี้ว่าเกิดการอักเสบ ใน

การศึกษาครัง้น้ีใช้คาร์ราจีแนนฉีดที่เท้าของหนูทดลองเพื่อเหน่ียวนําให้เกิดการบวม ผล

การศกึษาพบว่า หลงัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน หนูกลุ่มตวัทําละลาย PG และกลุ่ม blank 

liposome (BL) มีค่าความหนาของเท้าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ตามช่วงเวลาที่ทําการประเมนิที่ 2 และ 6 ชม. ส่วนหนูที่ได้รบั

แอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. และแอสตาแซนธนิลโิพโซมพบว่า ค่าความ

หนาของเทา้มคี่าลดลงอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม PG และ 

BL ทัง้ที ่2 และ 6 ชม. และค่าความหนาของเทา้ของกลุ่มแอสตาแซนธนินัน้มคี่าทีใ่กลเ้คยีงกนั

กบักลุ่มวติามนิอแีละกลุ่มควบคุมบวกทัง้สองกลุ่ม (indomethacin 5 มก./กก. และ diclofenac 

25 มก./กก.) การศกึษาเพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการออกฤทธิร์ะหว่างแอสตาแซนธนิเปล่า

และแอสตาแซนธนิลโิพโซมพบว่า กลุ่มแอสตาแซนธนิเปล่า 100 และ 150 มก./กก. และแอสตา

แซนธนิลโิพโซมมคีา่ความหนาของเทา้ ไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(ตารางและรปูที ่3-1) 

ตารางท่ี 3-1 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมต่อคา่

ความหนาของเทา้ในหนูทีถู่กเหน่ียวนําใหอุ้ง้เทา้บวมดว้ยคารร์าจแีนน 

Treatments  

(n=7) 

paw thickness (mm) 

2 h 6 h 

control 2.84 ± 0.09 2.98 ± 0.02 

PG 4.19 ± 0.06# 4.60 ± 0.09# 

vit E 3.86 ± 0.07* 4.11 ± 0.08* 

indomethacin 3.83 ± 0.03* 4.05 ± 0.08* 

diclofenac 3.83 ± 0.08* 4.02 ± 0.06* 

AST100 3.78 ± 0.07* 3.99 ± 0.12* 

AST150 3.78 ± 0.05* 3.86 ± 0.12* 

AST-liposome 3.85 ± 0.07* 3.82 ± 0.05* 

Blank liposome 4.31 ± 0.02# 4.46 ± 0.08# 
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รปูท่ี 3-1 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซม

ต่อการบวมของเทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (control)  

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มตวัทาํละลาย PG และกลุ่ม 

Blank-liposome (BL) 

2. ผลต่อพฤติกรรมการสนองตอบต่อการอกัเสบ 

การเหน่ียวดว้ยคารร์าจแีนนทําใหห้นูทดลองมคีวามไวต่อการสนองตอบต่อสิง่

กระตุ้น ผลการศกึษาครัง้น้ีพบว่า การกระตุ้นดว้ยความรอ้น (hot plate test) การทดสอบน้ีจะ

ประเมนิระยะเวลาที่หนูสามารถทนต่อความรอ้นเมื่อนําเท้าหนูไปสมัผสักบั hot plate (42-45 

องศาเซลเซยีส) และตอบสนองโดยการชกัเทา้หนี ในหนูกลุ่มตวัทําละลาย PG และกลุ่ม BL มี

ผลลดระยะเวลาที่หนูสามารถทนต่อการกระตุ้นด้วยความรอ้นอย่างมนีัยสําคญัทางสถิติเมื่อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ทัง้สองระยะเวลาทีท่าํการประเมนิคอื ที ่2 และ 6 ชม. สว่นหนูกลุ่ม

วติามนิอ ีกลุ่ม indomethacin (5 มก./กก.) และ diclofenac (25 มก./กก.) และกลุ่มที่ไดร้บัสาร

สกดัแอสตาแซนธนิเปล่าขนาด100 150 มก./กก.และแอสตาแซนธนิในรูปลโิพโซมพบว่า มผีล

เพิ่มระยะเวลาของการสนองตอบต่อการกระตุ้นด้วยความร้อนอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ             

p < 0.05 เมื่อเทยีบกบักลุ่มตวัทําละลาย PG และกลุ่ม BL และเมื่อเปรยีบเทยีบผลการทดลอง

ระหว่างกลุ่มที่ได้รบัแอสตาแซนธนิเปล่าทัง้สองขนาดและแอสตาแซนธนิลโิพโซมพบว่า ไม่มี

ความแตกต่างกนัทางสถติ ิ(ตารางและรปูที ่3-2) 

การประเมนิการอกัเสบโดยการกระตุ้นดว้ยแรงกด (Randall-Selitto test) บน

เทา้หนูทดลองพบวา่ มผีลในแนวเดยีวกนักบัการทดสอบโดยการกระตุน้ดว้ยความรอ้น กล่าวคอื 

หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่าทัง้สองขนาดและแอสตาแซนธนิลโิพโซม และกลุ่มควบคุม
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บวกมผีลลดความไวของการสนองตอบต่อการกระตุน้ดว้ยแรงกด โดยน้ําหนกัทีใ่ชใ้นการกระตุน้

มคี่าเพิม่ขึน้อย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิp < 0.05 เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม PG และ BL ที ่2 และ 

6 ชม. (ตารางและรปูที ่3-3) 

ตารางท่ี 3-2 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมต่อ

พฤตกิรรมการสนองตอบต่อการกระตุน้ดว้ยความรอ้น 

Treatments  

(n=7) 

thermal nociceptive threshold (s) 

2 h 6 h 

control 16.43 ± 0.63 17.18 ± 0.60 

PG   6.39 ± 0.36#   6.11 ± 0.93# 

vit E 13.29 ± 0.96* 11.61 ± 1.28* 

indomethacin 14.07 ± 0.59* 10.39 ± 0.35* 

diclofenac 15.68 ± 0.52* 12.79 ± 0.73* 

AST100 12.89 ± 0.89* 12.68 ± 1.48* 

AST150 13.32 ± 1.32* 12.32 ± 0.89* 

AST-liposome 13.25 ± 0.59* 14.50 ± 0.69* 

Blank liposome   6.43 ± 0.86#   6.86 ± 0.37# 

 

 

รปูท่ี 3-2 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพ

โซมต่อพฤตกิรรมการสนองตอบต่อการกระตุน้ดว้ยความรอ้น 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 
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ตารางท่ี 3-3 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมต่อ

พฤตกิรรมการสนองตอบต่อการกระตุน้ดว้ยแรงกด 

Treatments 

(n=7) 

mechanical nociceptive threshold (g) 

2 h 6 h 

control 372.86 ± 15.23 387.14 ± 6.44 

PG 135.71 ± 9.96# 151.43 ± 11.00# 

vit E 248.57 ± 26.94* 217.14 ± 11.06 

indomethacin 345.71 ± 22.87* 332.86 ± 24.85* 

diclofenac 332.86 ± 19.36* 321.43 ± 30.50* 

AST100 327.14 ± 21.57* 292.86 ± 25.42* 

AST150 342.86 ± 19.11* 328.57 ± 15.65* 

AST-liposome 344.29 ± 17.97* 360.00 ± 16.18* 

Blank liposome 182.86 ± 24.27# 147.14 ± 12.09# 
 

 

รปูท่ี 3-3 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพ

โซมต่อพฤตกิรรมการสนองตอบต่อการกระตุน้ดว้ยแรงกด  

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 
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3. ผลต่อการหลัง่ MPO 

ผลการศึกษาครัง้น้ีพบว่า การเหน่ียวนําโดยการฉีดคาร์ราจีแนนที่เท้าหนู

ทดลองมผีลเพิม่ระดบั MPO ทัง้ในเน้ือเยื่อเทา้และพลาสมา ระยะเวลาประมาณ 6 ชม. หลงัจาก

หนูทดลองไดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนนผลการวเิคราะหร์ะดบัของ MPO ในหนูกลุ่มตวั

ทําละลาย PG และกลุ่ม BL มีระดับที่ เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม สําหรบักลุ่มแอสตาแซนธินเปล่าขนาด 100, 150 มก./กก. และ

แอสตาแซนธินลิโพโซม กลุ่มวิตามินอีและกลุ่มที่ได้ร ับยาต้านการอักเสบทัง้สองกลุ่ม 

(indomethacin 5 มก./กก. และ diclofenac 25 มก./กก.) มีระดับของ MPO ที่ลดลงอย่างมี

นัยสําคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม PG และ BL และเมื่อเปรยีบเทยีบผลการทดลอง

ระหว่างกลุ่มแอสตาแซนธินเปล่าและแอสตาแซนธินลิโพโซมพบว่า ระดบัของ MPO มคี่าที่

ใกลเ้คยีงกนัและไมม่คีวามต่างทางสถติ ิ(ตารางและรปูที ่3-4 และ 3-5) 

ตารางท่ี 3-4 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมต่อ

การยบัยัง้การปล่อยเอนไซม ์MPO ในเน้ือเยือ่เทา้ 

Treatments 

(n=7) 

MPO in paw tissue 

(unit/mg protein) 

control 0.302 ± 0.016 

PG 0.980 ± 0.083# 

vit E 0.362 ± 0.007* 

indomethacin 0.388 ± 0.019* 

diclofenac 0.332 ± 0.026* 

AST 100 0.358 ± 0.032* 

AST 150 0.372 ± 0.025* 

AST-liposome 0.375 ± 0.017* 

Blank liposome 0.733 ± 0.100# 
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รปูท่ี 3-4 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพ

โซมต่อการยบัยัง้การปล่อยเอนไซม ์MPO ในเน้ือเยือ่เทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG กบั BL 

ตารางท่ี 3-5 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมต่อ

การยบัยัง้การปล่อยเอนไซม ์MPO ในพลาสมา 

Treatments 

(n=7) 

MPO in plasma 

(unit/mg protein) 

control 0.265 ± 0.004 

PG 0.402 ± 0.014# 

vit E 0.237 ± 0.003* 

indomethacin 0.307 ± 0.014* 

diclofenac 0.304 ± 0.010* 

AST 100 0.278 ± 0.019* 

AST 150 0.283 ± 0.007* 

AST-liposome 0.290 ± 0.010* 

Blank liposome 0.425 ± 0.011# 
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รปูท่ี 3-5 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพ

โซมต่อการยบัยัง้การปล่อยเอนไซม ์MPO ในพลาสมา 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 

4. ผลต่อการระดบั nitric oxide 

การเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนนมผีลกระตุ้นการสรา้งและหลัง่ nitric 

oxide ในปรมิาณที่มากขึน้ จากการศกึษาครัง้น้ีพบว่า ระดบัของ nitric oxide ในกลุ่ม PG และ 

BL มรีะดบัทีเ่พิม่ขึน้ทัง้ในเน้ือเยือ่เทา้และพลาสมาอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิp < 0.05 เมื่อเทยีบ

กบักลุ่มควบคมุ การไดร้บัการป้อนสารต่าง ๆ ไดแ้ก่ แอสตาแซนธนิ ยาตา้นการอกัเสบมาตรฐาน

ทัง้สองตวั (indomethacin 5 มก./กก. และ diclofenac 25 มก./กก.) และวติามนิอ ีมผีลลดระดบั

การสรา้งและหลัง่ nitric oxide อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิp < 0.05 เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม PG 

และ BL แต่หากนํามาเทยีบระหว่างกลุ่มแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมพบว่า 

ระดบัของ nitric oxide ไมม่คีวามต่างทางสถติทิัง้ในเน้ือเยือ่และในพลาสมา (ตารางและรปูที ่3-6 

และ 3-7) 
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ตารางท่ี 3-6 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมต่อ

ระดบัของ nitric oxide ในเน้ือเยือ่เทา้ 

Treatments 

(n=7) 

NO in paw tissue 

(µM/L) 

control 12.00 ± 0.89 

PG 20.35 ± 1.43# 

vit E 10.45 ± 0.33* 

indomethacin 13.25 ± 1.29* 

Diclofenac 12.75 ± 1.24* 

AST100 11.25 ± 0.88* 

AST150 11.60 ± 0.24* 

AST-liposome   9.60 ± 0.95* 

blank liposome 19.55 ± 1.93# 

 

 

รปูท่ี 3-6 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพ

โซมต่อระดบัของ nitric oxide ในเน้ือเยือ่เทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 
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ตารางท่ี 3-7 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมต่อระดบั

ของ nitric oxide ในพลาสมา 

Treatments 

(n=7) 

NO in plasma 

(µM/L) 

control   9.45 ± 1.20 

PG 15.20 ± 0.33# 

vit E 10.60 ± 0.97* 

indomethacin   9.50 ± 0.89* 

diclofenac 10.25 ± 0.85* 

AST100   9.75 ± 1.14* 

AST150   8.35 ± 1.43* 

AST-liposome   9.35 ± 0.93* 

blank liposome 19.35 ± 1.21# 

 

 

รปูท่ี 3-7 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพ

โซมต่อระดบัของ nitric oxide ในพลาสมา 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 
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5. ผลต่อการเกิดอนุมลูอิสระจากออกซิเจน (Reactive oxygen species: ROS) 

การเหน่ียวนําให้อุ้งเท้าบวมด้วยคาร์ราจีแนนก่อให้เกิดอนุมูลอิสระจาก

ออกซเิจนและเกดิภาวะเครยีดออกซเิดชนั ดงัผลการศกึษาในครัง้น้ี ประมาณ 6 ชม. หลงัการ

เหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน เมือ่นําเน้ือเยือ่เทา้มาวเิคราะหร์ะดบัของ superoxide anion และการ

เกดิ lipid peroxidation (MDA) พบวา่ หนูทดลองกลุ่มตวัทาํละลาย PG และกลุ่ม BL มรีะดบัของ 

superoxide anion และ MDA ในระดับที่สูงกว่าอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ระดบัของ superoxide anion และ MDA ในหนูกลุ่มทีไ่ดร้บัวติามนิ

อ ียาต้านการอกัเสบและแอสตาแซนธินพบว่า มรีะดบัที่ลดลงอย่างมนีัยสําคญัทางสถิติเมื่อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่ม PG และ BL โดยหนูกลุ่มแอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. 

และกลุ่มแอสตาแซนธนิลโิพโซมใหผ้ลทีใ่กลเ้คยีงกนัและไมม่คีวามแตกต่างทางสถติ ิ(ตารางและ

รปูที ่3-8 และ 3-9) 

ตารางท่ี 3-8 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมต่อการ

ยบัยัง้การเกดิ superoxide anion ในเน้ือเยือ่เทา้ 

Treatments 

(n=7) 
% inhibition of O2

- 

control 17.64 ± 1.19 

PG   5.03 ± 0.14# 

Vit E 16.34 ± 0.80* 

indomethacin 19.52 ± 0.50* 

Diclofenac 19.75 ± 0.55* 

AST 100 12.01 ± 0.59* 

AST 150 14.05 ± 1.10* 

AST-liposome 15.25 ± 0.38* 

blank liposome   6.11 ± 0.70# 
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รปูท่ี 3-8 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซม

ต่อการยบัยัง้การเกดิ superoxide anion ในเน้ือเยือ่เทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 

ตารางท่ี 3-9 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมต่อ

การยบัยัง้การเกดิ lipid peroxidation (MDA) ในเน้ือเยือ่เทา้ 

Treatments 

(n=7) 

MDA level 

(nmol/mg protein) 

control 0.566 ± 0.20 

PG 2.066 ± 0.12# 

vit E 0.833 ± 0.02* 

indomethacin 0.500 ± 0.11* 

Diclofenac 0.561 ± 0.03* 

AST100 0.415 ± 0.17* 

AST150 0.565 ± 0.15* 

AST-liposome 0.537 ± 0.08* 

Blank liposome 2.212 ± 0.08# 

 

0

5

10

15

20

25

control PG Vit E indomethacin Diclofenac AST 100 AST 150 AST-liposome blank liposome

%
in

hi
bi

tO
-

2

* 

* * 

* 

# 
# 

* * 



59 
 

 
 

 

รปูท่ี 3-9 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซม

ต่อการยบัยัง้การเกดิ lipid peroxidation (MDA) ในเน้ือเยือ่เทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 

6. ผลต่อระดบัของ TNF-α และ IL-6 

ผลการวเิคราะหร์ะดบัไซโตไคน์พบว่า การเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนนมผีลเพิม่

ระดบัของไซโตไคน์ TNF-α และ IL-6 หลงัจากหนูทดลองไดร้บัการเหน่ียวนําประมาณ 6 ชม.

หนูกลุ่ม PG และ BL มรีะดบัของ TNF-α ทีส่งูขึน้ในเน้ือเยื่ออยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมื่อเทยีบ

กับกลุ่มควบคุม ส่วนกลุ่มวิตามินอี indomethacin 5 มก./กก. diclofenac 25 มก./กก. กลุ่ม

แอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100, 150 มก./กก. และแอสตาแซนธนิลโิพโซมมผีลลดระดบั TNF-α 

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิp < 0.05 เมือ่เทยีบกบักลุ่มตวัทาํละลาย PG และ BL การเปรยีบเทยีบ

ฤทธิก์ารยบัยัง้การสรา้ง TNF-α ระหวา่งกลุ่มทีไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพ

โซมพบวา่ มผีลยบัยัง้ทีใ่กลเ้คยีงกนัและไมม่คีวามต่างกนัทางสถติ ิ(ตารางและรปูที ่3-10) 

ส่วนผลต่อการสร้าง IL-6 พบว่า ผลการทดลองได้ผลในลกัษณะเดยีวกนักบั 

TNF-α กล่าวคอื กลุ่มทีไ่ดร้บัการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนนแต่ไม่ไดร้บัสารต้านการอกัเสบใด 

ๆ ไดแ้ก่กลุ่มตวัทาํละลาย PG และ BL มรีะดบัของ IL-6 ทีเ่พิม่ขึน้อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมื่อ

เทยีบกบักลุ่มควบคมุ และการไดร้บัแอสตาแซนธนิมผีลลดระดบัของ IL-6 ลงไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั

ทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL (ตารางและรปูที ่3-11) 
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ตารางท่ี 3-10 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมต่อระดบั

ของ TNF-α ในเน้ือเยือ่เทา้ 

 

Treatments 

(n=7) 

TNF-α level 

(pg/mg protein) 

control 0.058 ± 0.001 

PG 0.088 ± 0.001# 

vit E 0.069 ± 0.005* 

indomethacin 0.070 ± 0.005* 

diclofenac 0.060 ± 0.002* 

AST 100 0.067 ± 0.001* 

AST 150 0.064 ± 0.003* 

AST-liposome 0.066 ± 0.004* 

Blank liposome 0.090 ± 0.006# 
 

 

  

รปูท่ี 3-10 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซม

ต่อระดบัของ TNF-α ในเน้ือเยือ่เทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 
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ตารางท่ี 3-11 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมต่อระดบั

ของ IL-6 ในเน้ือเยือ่เทา้ 

Treatments 

(n=7) 

IL-6 level 

(pg/mg protein) 

control 0.074 ± 0.005 

PG 0.264 ± 0.012# 

vit E 0.241 ± 0.001 

indomethacin 0.193 ± 0.016* 

diclofenac 0.195 ± 0.011* 

AST 100 0.204 ± 0.017* 

AST 150 0.199 ± 0.022* 

AST-liposome 0.220 ± 0.003* 

Blank liposome 0.259 ± 0.003# 
 

 

 

รปูท่ี 3-11 กราฟแสดงฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิและแอสตาแซนธนิลโิพโซมต่อ

ระดบัของ IL-6 ในเน้ือเยือ่เทา้ 

#p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม control 

*p < 0.05 มคีวามต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม PG และ BL 
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บทท่ี 4 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

1. แอสตาแซนธินเปล่าและแอสตาแซนธินลิโพโซมสกดัจากเปลือกกุ้ง

ขาว 

การศกึษาทีผ่า่นมารายงานว่า แอสตาแซนธนิมโีครงสรา้งทางเคมเีป็นสายโพลี

อีน มวีงแหวนไอโซพรีนที่ปลายด้านทัง้สองซึ่งมหีมู่คีโตนและหมู่ไฮดรอกซีจบักบัวงแหวน 

(Ambati et al., 2014) มีโครงสร้างไอโซเมอร์เป็นแบบ trans- และ cis-astaxanthin แอสตา

แซนธนิตามธรรมชาติส่วนใหญ่มโีครงสรา้งเป็นแบบ trans-astaxanthin ซึ่งเป็นโครงสรา้งที่มี

ความเสถยีรกวา่ (Britton, 1995) และโครงสรา้ง trans มชีวีปรมิาณการออกฤทธิท์างเภสชัวทิยา

ทีด่กีว่า cis-astaxantin (Coral-Hinostroza et al., 2004) ในธรรมชาตพิบโครงสรา้งของแอสตา

แซนธนิทีอ่ยูใ่นรปูแอสตาแซนธนิอสิระ (free form astaxanthin) แต่พบในสดัสว่นทีน้่อยและเป็น

โครงสรา้งทีไ่วต่อการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนั สว่นใหญ่จะมโีมเลกุลไขมนัเกาะตดิอยูด่ว้ยซึง่ทํา

ใหแ้อสตาแซนธนิมคีวามเสถยีรมากขึน้ และจะเรยีกชื่อแอสตาแซนธนิตามจํานวนหมู่เอสเตอร์

ของกรดไขมนัเช่น astaxanthin monoester หรอื diester (Hussein et al., 2006) การศกึษาที่

ผ่านมา มกีารสกดัแอสตาแซนธินจากเปลือกกุ้งขาวแวนαและศึกษาคุณสมบตัิทางเคมขีอง

แอสตาแซนธนิพบว่า แอสตาแซนธนิทีส่กดัไดส้่วนใหญ่อยู่ในรูปทีม่โีมเลกุลกรดไขมนัไม่อิม่ตวั

ตดิกบัโครงสรา้งของแอสตาแซนธนิอยู่ และพบว่ามสีดัส่วนของแอสตาแซนธนิไดเอสเตอรต่์อ

กรดไขมนัไม่อิม่ตวัทีม่ากกว่ากุง้แดงอาราเบยีนและสาหร่ายสแีดง (Yang et al., 2015; Miao et 

al., 2006)  สําหรบัแอสตาแซนธินที่นํามาใช้ในการศึกษาครัง้น้ี ถึงแม้ว่ายงัไม่มผีลวิเคราะห์

โครงสรา้งทางเคมอีย่างละเอยีด แต่จากรายงานการศกึษาทีผ่่านมาของ Yang และคณะ ซึ่งใช้

แอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวแวนนาไม ซึ่งเป็นกุง้สายพนัธุเ์ดยีวกนักบัแอสตาแซนธนิ 

สกดัที่ได้จากการศึกษาครัง้น้ี จึงพอที่จะอนุมานได้ว่า แอสตาแซนธินที่ได้จากการสกดัจาก

เปลอืกกุง้ขาวแวนนาไมทีนํ่ามาใชใ้นการทดลองครัง้น้ี คาดว่ามลีกัษณะโครงสรา้งส่วนใหญ่เป็น

แบบ trans-astaxanthin และคาดว่าเป็นแอสตาแซนธนิที่มกีรดไขมนัเกาะติดอยู่และมสีดัส่วน

ของแอสตาแซนธนิไดเอสเตอรต่์อกรดไขมนัไม่อิม่ตวัในสดัส่วนทีส่งูเช่นเดยีวกบังานของ Yang 

และคณะ 

2. ผลต่ออาการบวมจากการเหน่ียวนําให้เกิดการอกัเสบด้วยคารร์าจีแนน 

การศกึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในครัง้

น้ีได้นําวิธีการเหน่ียวนําให้อุ้งเท้าบวมด้วยคาร์ราจีแนน ซึ่งเป็นวิธีการที่มีการนํามาใช้เพื่อ

ทดสอบฤทธิต์้านการอักเสบของสารต่าง ๆ อย่างแพร่หลาย (Paschapur et al., 2009; 
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Petersson et al., 2001; Sini et al., 2010) การศกึษาที่ผ่านมารายงานว่า การเหน่ียวนําใหอุ้้ง

เท้าบวมด้วยคาร์ราจีแนนสามารถกระตุ้นให้มกีารหลัง่สารสื่อกลางการอกัเสบได้ 2 ระยะที่

แตกต่างกันคือ ระยะแรกหลังการเหน่ียวนํา 1-2 ชม. บริเวณที่มีการอักเสบมีการหลัง่สาร 

histamine, serotonin, bradykinin และเริม่มกีารหลัง่สาร prostaglandins (Boughton-smith et 

al., 1993; Di Rosa et al., 1971; Vinegar et al., 1969; Vinegar et al., 1987) ต่อมาประมาณ 

3-6 ชม. หลงัการเหน่ียวนํามกีารหลัง่สาร prostaglandins, leukotrienes และสารก่อการอกัเสบ

อื่น  ๆ  เช่น PAF, nitric oxide และเกิดการสร้าง ROS ขึ้น (Boughton-smith et al., 1993; 

Busnardo et al., 2010; Nathan, 1997; Salvemini et al., 1996; Vinegar et al., 1969; Vinegar 

et al., 1987) อกีทัง้จากผลการศกึษาของกลุ่มผูว้จิยัก่อนหน้า ซึง่ไดท้ําการทดลองในหนูทีไ่ดร้บั

การป้อนสาร PG หลงัจากไดร้บัการป้อนเป็นเวลา 21 วนัแลว้นํามาเหน่ียวนําใหเ้กดิการบวมที่

เท้าด้วยคาร์ราจีแนนพบว่า ค่าความหนาของเท้าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมซึ่งได้รบัการป้อนสาร PG แต่ไม่ได้รบัการเหน่ียวนําด้วยคาร์รา

จแีนน และเมื่อเปรยีบเทยีบความหนาของเทา้ระหว่างกลุ่มทีไ่ดร้บัการป้อน PG กบักลุ่มทีไ่ม่ได้

รบัการป้อนสารใด ๆ ที่ได้รบัการเหน่ียวนําด้วยคาร์ราจีแนนพบว่า ค่าความหนาของเท้าที่

เพิ่มขึ้นจากการอกัเสบไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (Kuedo et al., 2016) มากไปกว่านัน้ผล

การศกึษาในครัง้น้ีสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Posadas และคณะ (2004) ซึง่มรีายงานว่า การ

เหน่ียวนําด้วยคาร์ราจีแนนกระตุ้นให้มีการหลัง่สารสื่อกลางการอักเสบที่สําคัญได้แก่ 

prostaglandins และ nitric oxide ทําให้ตรวจพบอาการบวมในสตัว์ทดลอง และผลการศึกษา

ครัง้น้ีพบว่า หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการป้อนสารแอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวขนาด 100 และ 

150 มก./กก. มผีลยบัยัง้อาการบวมได้ทัง้ที่ 2 และ 6 ชม. เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

(control) และหากทํามาเปรียบเทียบผลระหว่างกลุ่มแอสตาแซนธินและกลุ่มควบคุมบวก 

(indomethacin 5 มก./กก. และ diclofenac 25 มก./กก.) และกลุ่มวติามนิอพีบว่า ค่าความหนา

ของเทา้มคี่าที่ใกล้เคยีงกนัและไม่มคีวามแตกต่างทางสถิต ิพอที่จะกล่าวไดว้่าแอสตาแซนธนิ 

สกดัจากเปลอืกกุง้ขาวสามารถยบัยัง้อาการบวมจากการอกัเสบไดเ้ทยีบเท่ากบัยาต้านอกัเสบ 

จากผลการทดลองน้ีทําใหท้ราบว่า แอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวทีข่นาด 100 มก./กก. 

คาดว่าเป็นขนาดตํ่าสุดที่ใหฤ้ทธิใ์นการรกัษา (therapeutic dose) เน่ืองจากผลการศกึษาของ

กลุ่มผูว้จิยัที่ผ่านมาพบว่า หนูกลุ่มที่ได้รบัแอสตาแซนธินสกดัจากเปลือกกุ้งขาวในขนาด 50 

มก./กก. ค่าความหนาของเทา้ไม่มคีวามต่างทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มตวัทาํละลาย PG 

(Kuedo et al., 2016) และแอสตาแซนธินขนาด 150 มก./กก. ให้ผลที่ใกล้เคยีงกบัขนาด 100 

มก./กก. ส่วนแอสตาแซนธนิรูปแบบลิโพโซมออกแบบเพื่อต้องการลดปรมิาณการใช้แอสตา

แซนธนิ ซึ่งสามารถลดลงไดถ้งึสบิเท่า (มแีอสตาแซนธนิ 10 มก.ในความเขม้ขน้ 100 มก./กก. 

น้ําหนกัตวั) จากผลการทดลองพบว่า เมื่อเปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มทีไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่า

และแอสตาแซนธนิลโิพโซมพบวา่ ประสทิธภิาพในการยบัยัง้การบวมมคีา่ทีใ่กลเ้คยีงกนัและไมม่ี
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ความต่างทางสถติ ิแต่หากพจิารณาถงึปรมิาณของแอสตาแซนธนิทีใ่ชป้้อนยอ่มมคีวามแตกต่าง

กนัคอื แอสตาแซนธนิในรปูลโิพโซมมกีารลดปรมิาณลงถงึสบิเท่า แต่ใหผ้ลในการยบัยัง้การบวม

ใกล้เคยีงกบักลุ่มที่ได้รบัแอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. คาดว่า การบรรจุ

แอสตาแซนธนิในรปูแบบลโิพโซมสามารถป้องกนัการเสือ่มสภาพและการถูกทาํลายของสารจาก

สภาพแวดลอ้มก่อนทีจ่ะถูกดูดซมึไดแ้ละยงัเป็นการประหยดัสารไดม้ากกว่าการใหใ้นรปูแอสตา

แซนธนิเปล่าอกีดว้ย 

3. ผลต่อพฤติกรรมการสนองตอบต่อการอกัเสบ 

จากผลการศกึษาในครัง้น้ี การเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนนมผีลเพิม่

ความไวในการสนองตอบต่อสิ่งกระตุ้นความเจ็บปวดทัง้การกระตุ้นในรูปแบบความร้อน 

(thermal stimulus) และการกระตุ้นในรูปแบบแรงกด (mechanical stimulus) เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบักลุ่มควบคุม หนูกลุ่มทีไ่ดย้าตา้นการอกัเสบ indomethacin (5 มก./กก.) และ diclofenac (25 

มก./กก.) กลุ่มทีไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่าทัง้สองขนาดและแอสตาแซนธนิลโิพโซมมผีลลดความ

ไวในการตอบสนองต่อสิ่งกระตุ้นทัง้ความร้อนและแรงกดได้ดีกว่ากลุ่ม PG และ BL อย่างมี

นัยสําคญัทางสถิติ จากรายงานการศกึษาของ Hebel (2003) พบว่า indomethacin มรีายงาน

เกีย่วกบัการออกฤทธิท์างระบบประสาทมากกว่า NSAIDs ตวัอื่น จงึคาดว่าน่าจะใหป้ระสทิธผิล

บรรเทาอาการปวดและลดความไวของจากการถูกกระตุน้ไดด้กีวา่ แต่ผลการทดลองครัง้น้ีพบว่า 

เมือ่เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการลดความไวต่อการกระตุน้ระหวา่งกลุ่ม indomethacin กบักลุ่ม 

diclofenac ใหผ้ลทีไ่มแ่ตกต่างกนัทางสถติ ิ 

ในการศกึษาครัง้น้ีพบว่าแอสตาแซนธนิสามารถลดความไวต่อสิง่กระตุน้ไดท้ัง้

แรงกดและความร้อน คาดว่าแอสตาแซนธินอาจมีผลยบัยัง้การทํางานของ NF-ĸB ทัง้ใน

ระยะแรกและระยะที่สองของการเหน่ียวนําด้วยคาร์ราจีแนน การศึกษาเพื่อเปรียบเทียบ

ประสทิธิภาพการออกฤทธิร์ะหว่างแอสตาแซนธินเปล่าและในรูปแบบลิโพโซมให้ผลในแนว

เดยีวกนักบัการประเมนิการบวมของเทา้และสามารถกล่าวได้ว่า การบรรจุแอสตาแซนธนิใน

รปูแบบลโิพโซมสามารถเพิม่ประสทิธภิาพการออกฤทธิข์องสารไดด้แีละเป็นการลดปรมิาณการ

ใชส้ารลงไดอ้กี 

4. ผลต่อการหลัง่ MPO  

เมื่อมกีารบาดเจบ็ของเน้ือเยื่อสารสื่อกลางการอกัเสบทีห่ลัง่เขา้สูก่ระแสเลอืดใน

ช่วงแรกจะทําหน้าทีส่ ื่อสารและกระตุ้นเมด็เลอืดขาวใหท้ํางานโดยเมด็เลอืดขาวจะเคลื่อนทีเ่ขา้

ใกล้ผนังหลอดเลือดและเกาะจับกับเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดโดยอาศัยอนุภาคเกาะจับ 

(adhesion molecules) ซึ่งพบทัง้บนผนังเซลล์เมด็เลอืดขาวเองและเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืด 

adhesion molecules จะถูกสรา้งมากขึน้เมือ่มกีารอกัเสบโดยมสีารสือ่กลางต่าง ๆ ทีค่อยกระตุน้
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การสรา้ง เช่น chemotactants, cytokines เป็นต้น เมด็เลอืดขาวที่เกาะจบักบัเยื่อบุผนังหลอด

เลอืดจะเคลื่อนที่ต่อไปออกนอกหลอดเลือดและเขา้หาสิง่แปลกปลอมและเกดิการคัง่ของเมด็

เลอืดขาวบรเิวณทีเ่กดิการอกัเสบ MPO เป็นเอนไซมท์ีพ่บเป็นจาํนวนมากในเมด็เลอืดขาวกลุ่ม 

polymorphonuclear leukocytes (PMNs) การตรวจพบระดบัของเอนไซมท์ีส่งูขึน้เป็นตวับ่งชีท้ีด่ ี

ในการบ่งบอกวา่บรเิวณดงักล่าวเกดิการอกัเสบ (Schierwagen et al., 1990) การศกึษาครัง้น้ีได้

ทาํการวเิคราะหร์ะดบัของ MPO ทัง้ในเยือ้เยือ่เทา้และพลาสมาโดยเกบ็ตวัอยา่งดงักล่าวหลงัจาก

การเหน่ียวให้เกิดการอกัเสบ 6 ชม.ผลการศึกษาพบว่า หนูกลุ่มตวัทําละลาย PG และ BL มี

ระดบัของ MPO ทีเ่พิม่ขึน้อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติเิมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม ทัง้ในเน้ือเยื่อเทา้

และพลาสมา การได้รบัสารแอสตาแซนธินเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. และแอสตา

แซนธินในรูปแบบลิโพโซมมีผลลดระดบั MPO ทัง้ในเน้ือเยื่อเท้าและพลาสมา และแอสตา

แซนธนิในรูปแบบลโิพโซมมปีระสทิธภิาพการออกฤทธิต์้านการอกัเสบไดด้กีว่าแอสตาแซนธนิ

เปล่า 

5. ผลต่อการสร้าง nitric oxide 

กระบวนการอกัเสบถูกขบัเคลื่อนโดยสารสื่อกลางการอกัเสบหลายชนิดซึ่งมี

บทบาทหน้าทีท่ีแ่ตกต่างกนั แต่ละชนิดอาจมคีวามเชื่อมโยงกนั การกระตุน้ของสารสือ่กลางหน่ึง

ก่อใหเ้กดิการสรา้งและหลัง่สารสื่อกลางการอกัเสบอื่น ๆ nitric oxide เป็นสารสื่อกลางทีส่ําคญั

อกีตวัหน่ึงในกระบวนการอกัเสบ ซึง่ pro-inflammatory cytokines มอีทิธพิลต่อการสรา้ง nitric 

oxide โดยไปกระตุ้น monocyte/macrophages, neutrophil granulocytes และเซลล์อื่น ๆ ใหม้ี

การสร้าง inducible nitric oxide synthase (iNOS) ซึ่งทําหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสร้าง nitric 

oxide ใหม้ปีรมิาณมากขึน้เมื่อเกดิการอกัเสบ บทบาทหน้าทีข่อง nitric oxide ขึน้กบัปรมิาณที่

ถูกสรา้งขึน้ ในปรมิาณทีเ่หมาะสม nitric oxide ทาํหน้าทีเ่ป็นสารสื่อกลางการอกัเสบทีก่ระตุน้ให้

เกดิการขยายตวัของหลอดเลอืด มสีว่นช่วยในการฆา่เชือ้โรคโดยการทาํลายโมเลกุล DNA ของ

เชือ้โรค ทําหน้าทีเ่ป็นคโีมไคน์ช่วยในกระบวนการเคลื่อนทีเ่ขา้หาสิง่แปลกปลอมของเมด็เลอืด

ขาว แต่ในปรมิาณทีม่ากเกนิไปจะทาํเป็นพษิต่อเซลล ์เช่น กระตุน้ใหเ้กดิภาวะภูมคิุม้กนัทาํลาย

ตัวเอง การเพิ่มขึ้นในปริมาณที่มากเกินไปของ iNOS มีผลยับยัง้การสร้างเซลล์ใหม่และ

เหน่ียวนําใหเ้กดิการตายของเซลล์แบบ apoptosis การยบัยัง้และควบคุมใหม้กีารสรา้ง iNOS 

และ nitric oxide ในปรมิาณทีเ่หมาะมสีว่นช่วยใหเ้กดิการอกัเสบอยา่งมปีระสทิธภิาพและยบัยัง้

การถูกทําลายของเซลล์เดมิและที่สรา้งขึน้ใหม่ (Sharma et al., 2007) การวเิคราะหร์ะดบัของ 

nitric oxide ในหนูทีไ่ดร้บัการเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนน โดยวเิคราะหท์ี ่6 ชม. หลงั

การเหน่ียวนําซึง่ถอืเป็น late phase ของการเหน่ียวนําพบวา่ การไดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่าและ

แอสตาแซนธินลิโพโซมลดระดบัของ nitric oxide ในช่วงของการอกัเสบฉียบพลันได้ทัง้ใน

เน้ือเยื่อบรเิวณทีม่กีารอกัเสบและในพลาสมา ผลการศกึษาน้ีมคีวามสอดคลอ้งการศกึษาทีผ่่าน
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ของ Lee และคณะ (2003) ซึง่ทาํการศกึษาทัง้แบบ in vitro และ in vivo ไดร้ายงานวา่ การไดร้บั

แอสตาแซนธินมผีลยบัยัง้การแสดงออกของยนี iNOS, COX-2, TNF-α และ IL-1β และมผีล

ยบัยัง้การสรา้ง nitric oxide และ prostaglandins ในโมเดลการเหน่ียวนําเซลล์แมโครฟาจดว้ย 

LPS และการเหน่ียวนําใหเ้กดิการตดิเชือ้ในกระแสเลอืดดว้ย LPS ในสตัวท์ดลอง  

6. ผลต่อการเกิดอนุมลูอิสระจากออกซิเจน 

สารสื่อกลางอีกชนิดหน่ึงที่เกิดขึ้นในกระบวนการอกัเสบคือ อนุมูลอิสระ มี

บทบาทหน้าทีใ่นการฆา่เชือ้โรคและเกีย่วขอ้งกบัการกระตุน้การสรา้งสารสื่อกลางการอกัเสบใน

กลุ่มไซโตไคน์และสารสื่อกลางกลุ่มอื่น ๆ นอกจากน้ียงัมรีายงานว่า อนุมูลอสิระของออกซเิจน

ยงัมสี่วนเกี่ยวขอ้งกบัการซ่อมแซมของเน้ือเยื่ออกีด้วยกระบวนการตอบสนองต่อการอกัเสบ

จําเป็นต้องใชอ้อกซเิจนปรมิาณทีม่ากกว่าปกตเิพื่อใชผ้ลติ superoxide anion, hydroxyl anion 

(OH-) และ H2O2 ในทางกลบักนัการเกดิขึน้ของอนุมูลอสิระทีม่ากเกนิไปจะก่อใหเ้กดิผลเสยีต่อ

รา่งกายได ้การศกึษาทีผ่า่นมารายงานว่า การเผาผลาญโดยการใชอ้อกซเิจนของนิวโทรฟิลมผีล

ทําลายเน้ือเยื่อ เน่ืองจากการสรา้งที่มากเกนิไปทําใหม้กีารสูญเสยีสมดุลของระบบต้านอนุมูล

อสิระของรา่งกาย (Reuter et al., 2010) 
จากผลการทดลองพบวา่ หนูกลุ่มแอสตาแซนธนิมกีารเพิม่ขึน้ของรอ้ยละในการ

ยบัยัง้การเกดิ superoxide anion และสามารถลดระดบัของ MDA จงึสามารถกล่าวไดว้า่ แอสตา

แซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวแวนนาไมมฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระโดยมยีบัยัง้การเกดิ superoxide 

anion และสามารถป้องกนัการเกดิ lipid peroxidation ของเยื่อหุม้เซลลไ์ด ้ซึง่เมื่อพจิารณาจาก

รายงานการศกึษาที่ผ่าน อนุมานไดว้่า ดว้ยลกัษณะโครงสรา้งทางเคมขีองแอสตาแซนธนิที่มี

หมู่ไฮดรอกซลิจบักบัวงแหวนไอโซพรนีทัง้สองขา้งของโครงสรา้งทําใหส้่วนปลายทัง้สองของ

โครงสร้างมคีุณสมบตัิมีข ัว้และส่วนกลางของโครงสร้างมีคุณสมบตัิเป็นกลาง ทําให้แอสตา

แซนธนิสามารถออกฤทธิไ์ดท้ัง้ในสว่น hydrophilic และ hydrophobic ของเยือ่หุม้เซลล ์(Ambati 

et al., 2014) เป็นผลให้การยบัยัง้การเกิดอนุมูลอิสระจากออกซิเจนได้ดซีึ่งสอดคล้องกบัผล

การศกึษาของ Kang และคณะ (2001) ซึ่งทําการศกึษาฤทธิข์องแอสตาแซนธนิในหนูแรททีไ่ด้

การเหน่ียวให้เกิดพิษต่อตับด้วย CCI4 พบว่า แอสตาแซนธินมีส่วนช่วยในการป้องการถูก

ทําลายของเซลล์ตบัโดยการยบัยัง้การเกดิ lipid peroxidation และส่งเสรมิการทํางานได้ดขีึ้น

ของระบบตา้นอนุมลูอสิระอกีดว้ย 

7. ผลต่อระดบัของ TNF-α และ IL-6 

TNF-α เป็นไซโตไคน์ทีส่รา้งขึน้โดยแมโครฟาจ โมโนไซต์ เซลล์แมสต์, T cell 

และ NK cell บางชนิด ผลของ TNF-α ต่อร่างกายทาํใหเ้กดิอาการไข ้ผ่านการกระตุน้การสรา้ง

สาร prostaglandin E2 และยงัมผีลทางออ้มต่อการหลัง่ IL-1 อกีดว้ย การหลัง่ของ TNF-α และ 
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IL-1 มผีลต่อเน่ืองในการกระตุน้การสรา้ง IL-6 ซึง่ไซโตไคน์ทัง้สามตวัน้ีมผีลใหเ้กดิอาการไขใ้น

ระยะการอกัเสบเฉียบพลนั ส่วน IL-6 ถูกสรา้งขึน้โดย mononuclear phagocyte, T cells และ 

fibroblast นอกจากน้ี IL-6 มบีทบาทหน้าที่เป็น growth factor แก่ mature B cells กระตุ้นการ

ทํางานและการเพิม่จํานวนของ T cells และยงัทําหน้าทีก่ระตุน้การแสดงออกของยนี IL-2 และ 

IL-2 receptor ระดบัของ IL-6 มผีลเป็น negative feedback ต่อการสรา้ง TNF-α ในระยะของ

การอกัเสบเฉียบพลนั (Hirano, 1992 และ tan et al., 1990) 

จากผลการทดลองหนูกลุ่มทีถู่กเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนนตรวจพบ

ระดบัของ TNF-α และ IL-6 สูงขึน้ เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ผลการศกึษาน้ีสอดคล้อง

กบัการรายงานของ Cuzzocrea และคณะ (1999) ว่า การเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนน

มผีลกระตุน้การสรา้งสารสื่อกลางการอกัเสบในกลุ่มไซโตไคน์ เช่น TNF-α, IL-1 และ IL-6 สว่น

หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่าขนาด 100 และ 150 มก./กก. และแอสตาแซนธนิลโิพโซมมี

ผลยบัยัง้การหลัง่ของ TNF-α และ IL-6 สอดคล้องกบัรายงานการศึกษาของ Lee และคณะ 

(2003) ซึง่ศกึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของแอสตาแซนธนิทัง้ในแมโครฟาจและสตัวท์ดลองทีไ่ดร้บั

การเหน่ียวนําดว้ย LPS พบว่า แอสตาแซนธนิมฤีทธิย์บัยัง้การทํางานของโมเลกุล NF-ĸB จงึมี

ผลยบัยัง้การสรา้ง COX-2, TNF-α และ IL-1 และยงัรายงานอกีว่า ดว้ยคุณสมบตัขิองแอสตา

แซนธนิที่มปีระสทิธภิาพสูงในการต้านอนุมูลอสิระทําใหแ้อสตาแซนธนิสามารถลดการคัง่ของ 

ROS และกดีกนัการทาํงานของ H2O2 ในกระบวนการกระตุน้การทาํงานโมเลกุล NF-ĸB 

  อน่ึงในการศึกษาครัง้ น้ีได้เลือกใช้ยาต้านการอักเสบ 2 ตัวด้วยกันคือ 

indomethacin 5 มก./กก. และ diclofenac 25 มก./กก. ยาทัง้สองเป็นยา NSAIDs ซึ่งจดัอยู่ใน

กลุ่มอนุพนัธข์อง acetic acid โดยมกีลไกการออกฤทธิห์ลกัในการยบัยัง้การทํางานของ COX-1 

และ COX-2 เพิม่การนํา arachidonic acid ไปเกบ็ในรูป triglyceride ทําใหม้ ีarachidonic acid 

สําหรบัเอนไซม ์COX และ lipoxyginase ลดลง (Brenner และ Stevens, 2006) บางการศกึษา

รายงานวา่ diclofenac ออกฤทธิย์บัยัง้การทาํงานของ COX-2 มากกวา่ COX-1 (Wallece et al., 

2000) ซึ่งนับว่าเป็นจุดเด่นของยาและสามารถลดโอกาสการเกดิผลขา้งเคยีงต่อระบบทางเดนิ

อาหารได้ดกีว่า นอกจากน้ีมรีายงานว่า diclofenac อาจมผีลลดการหลัง่ของ IL-6 ได้อกีด้วย 

(Gan, 2010) การศึกษาเปรียบเทียบความรุนแรงของการต้านอักเสบ (anti-inflammatory 

potency) พบว่ า  diclofenac มีฤทธิ ต์้ านการอัก เสบมากกว่ า  aspirin ถึง  20 เท่ า  ส่ วน 

indomethacin มคีวามแรงในการต้านการอกัเสบมากกว่า aspirin ถึง 40 เท่า (Brenner และ 

Stevens, 2006) ความแตกต่างของยาต้านการอกัเสบทัง้สองตัวน้ีในเรื่องของอาการไม่พึง

ประสงค์จากยาซึ่งมรีายงานว่า indomethacin มอุีบตักิารณ์เกดิขา้งเคยีงทางระบบประสาทได้

มากกว่า diclofenac อาการที่พบเช่น ปวดเวยีนศรีษะ มนึงง สบัสนและอาจพบภาวะซมึเศรา้ 
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(Hebel, 2003) ในการศกึษาครัง้ไดก้ําหนดขนาดยา indomethacin 5 มก./กก. ของน้ําหนักตวั

หนูทดลอง และใชร้ะยะเวลาในการป้อน 7 วนั เน่ืองจากยามคีวามแรงในการตา้นอกัเสบสงูและมี

ผลรบกวน COX อย่างไม่เฉพาะเจาะจง การป้อนในขนาดน้อยเป็นเวลาหลายวนัคาดว่า จะมี

สว่นช่วยในการลดโอกาสการเกดิผลขา้งเคยีงต่อหนูทดลองและรกัษาระดบัยาใหค้งตวัก่อนทีจ่ะ

ทาํการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนน อกีทัง้ความเขม้ขน้ทีใ่ชน้ี้กไ็ดพ้จิารณาเลอืกมาจากการศกึษา

ก่อนหน้า (Prasad et al., 2013; Vanderlinde et al., 2009) ในส่วนของยาของยา diclofenac 

ทําการป้อนในขนาด 25 มก./กก. เน่ืองจากความรุนแรงการต้านอกัเสบน้อยว่า indomethacin 

ถงึ 20 เทา่ ตลอดจนยามคีวามเฉพาะเจาะจงต่อ COX-2 มากกวา่ การใหใ้นขนาดทีส่งูกวา่แต่ลด

จํานวนวนัลงเป็น 3 วนั คาดว่า ยงัคงสามารถรกัษาระดบัยาในพลาสมาใหอ้ยู่ในช่วงทีใ่หผ้ลต่อ

การออกฤทธิข์องยาได ้และผลการทดลองพบว่า การไดร้บัยาทัง้สองตวัมผีลยบัยัง้การอกัเสบ

จากการเหน่ียวนําดว้ยคารร์าจแีนนไดเ้ทยีบเทา่กนั โดยไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ  
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บทท่ี 5 

สรปุและข้อเสนอแนะ 

 

จากการการศกึษาครัง้น้ีสามารถสรุปไดว้่า แอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุ้ง

ขาวมฤีทธิต์้านการอกัเสบในหนูเมาสท์ีถู่กเหน่ียวนําการอกัเสบดว้ยคารร์าจแีนน โดยสามารถ

ยบัยัง้อาการบวมและลดความไวต่อการตอบสนองต่อการกระตุ้นความเจ็บปวดได้ แอสตา

แซนธินสกดัมฤีทธิต์้านการอกัเสบผ่านการยบัยัง้การทํางานของนิวโทรฟิลโดยลดระดบัของ 

MPO และมีผลยบัยัง้การเกิด superoxide anion จากกระบวน NADPH oxidase และคาดว่า 

อาจมผีลยบัยัง้การแสดงออกของ NF-ĸB เป็นผลทาํใหย้บัยัง้การสรา้งสาร prostaglandins, nitric 

oxide และลดระดบัของ TNF-α และ IL-6 การศกึษาครัง้น้ียงัไดท้ําการประเมนิฤทธิต์้านอนุมูล

อิสระของแอสตาแซนธินสกดัอีกด้วยซึ่งพบว่า สารสกดัมีฤทธิต์้านการเกิดอนุมูลอิสระจาก

ออกซเิจนโดยยบัยัง้การเกดิ superoxide anion และมสี่วนช่วยป้องกนัเยื่อหุม้เซลล์จากการถูก

ทาํลายโดยอนุมลูอสิระจากการอกัเสบผา่นการยบัยัง้การเกดิ lipid peroxidation (MDA)  

  การศกึษาเพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการออกฤทธิต์้านการอกัเสบระหว่าง

แอสตาแซนธนิเปล่าและแอสตาแซนธนิลโิพโซมพบว่า แอสตาแซนธนิปรมิาณ 10 มก. ทีบ่รรจุ

ในรูปแบบลโิพโซมใหผ้ลในการยบัยัง้การอกัเสบไดใ้กล้เคยีงกบัการไดร้บัแอสตาแซนธนิเปล่า

ขนาด 100 และ 150 มก./กก. นัน่แสดงว่า การบรรจุแอสตาแซนธนิในรปูแบบลโิพโซมสามารถ

ป้องกนัสารจากการถูกทาํลายจากสภาพแวดลอ้ม เพิม่ประสทิธภิาพการออกฤทธิแ์ละยงัเป็นการ

ลดปรมิาณการใชส้ารไดอ้กีดว้ย (แผนผงัที ่5-1) 

  การศึกษาครัง้น้ีทําให้มกีารค้นพบแหล่งทางธรรมชาติของแอสตาแซนธนิอกี

แหล่งหน่ึงคอื กุง้ขาวสายพนัธุ ์Litopenaeus vannamei เป็นแหล่งทีห่าไดง้า่ยในประเทศไทย มี

เศษเหลอืทิ้งจากอุตสาหกรรมกุ้งปรมิาณมาก และราคาถูก การศกึษาฤทธิข์องแอสตาแซนธนิ 

สกดัจากเปลอืกกุง้ขาวในครัง้น้ีสามารถอธบิายเกีย่วกบัฤทธิต์า้นการอกัเสบและตา้นอนุมลูอสิระ

ของสารสกดัน้ีไดใ้นเบือ้งตน้และยงัไมไ่ดล้งลกึเกีย่วกบักลไกการออกฤทธิเ์ชงิลกึ (pathway) ทาง

ผูว้จิยัคาดหวงัว่า ผลการศกึษาในครัง้น้ีสามารถเป็นขอ้มลูเบือ้งตน้เพื่อใชป้ระกอบในการศกึษา

ต่อยอดในอนาคต 
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แผนผงัท่ี 5-1 ผลของการเหน่ียวนําใหเ้กดิการบวมของอุง้เทา้ดว้ยคารร์าจแีนนและฤทธิต์า้นการ

อกัเสบของแอสตาแซนธนิสกดัจากเปลอืกกุง้ขาวแวนนาไม 

Pretreat with astaxanthin for 21 days in 

Carrageenan-induced edema mice 

Paw edema ↓ 

 

Behavioral tests 

Thermal hyperalgesia ↓ Mechanical hyperalgesia ↓ 

Inflammatory markers 

MPO ↓ TNF-α, IL-6 ↓ 

%inhibit O2
- ↑ 

 

Lipid peroxidation 

(MDA) ↓ 

Free radical markers 

Astaxanthin 10 mg encapsulated in liposome showed similar effect with  

free astaxanthin 100 and 150 mg/kg 
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การพิจารณาจรรยาบรรณการใช้สตัวท์ดลองในการศึกษาวิจยั 
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สารละลายท่ีใช้ในการทดลอง 

 

1. การเตรียม 0.9% sodium chloride  

 สารท่ีใช้ 

  1. Sodium chloride (NaCl)     9 ก. 

  2. Distilled water      1,000 มล. 

 วิธีการเตรียม  

  1. ชัง่ NaCl จาํนวน 9 ก.ใสใ่นบกีเกอร ์

  2. เตมิน้ํากลัน่ปรมิาตร 1,000มล.คนใหเ้ขา้กนั เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง  

  พรอ้มใช ้

2. การเตรียม 0.1 โมลาร ์Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

 สารท่ีใช้  

  1. Potassium chloride (KCl)    0.8 ก. 

  2. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 0.8 ก. 

  3. NaCl       32 ก. 

  4. Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  4.6 ก. 

  5. Distilled water     3,800  มล. 

 วิธีการเตรียม 

  1. ชัง่สารต่าง ๆ ตามน้ําหนกัทีไ่ดก้ล่าวไวใ้สบ่กีเกอร ์

  2. เตมิน้ํากลัน่ปรมิาตร 3,800มล.คนใหเ้ขา้กนัและปรบั pH ดว้ย  Sodium  

  hydroxide (NaOH) ใหไ้ด ้7.4 โดยใหป้รมิาตรสดุทา้ยของสารละลายทัง้หมด 

   4,000 มล. 
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การวดัโปรตีนในเน้ือเย่ือและพลาสมา 

 

สารท่ีใช้  

 1.Bovine serum albumin(BSA) standards และตวัอยา่งทีต่อ้งการตรวจ 

 2. BSA working reagent (WR) สว่นผสมระหวา่ง reagent A ต่อ reagent B ใน 

 อตัราสว่น 50:1  

ขัน้ตอนการวดั 

 1. ใช ้micropipette ดดู BSA standards หรอืตวัอยา่ง 25 ไมโครลติรหยอดลง 

 96 well plate 

 2. ใส ่BSA WR 200 ไมโครลติร เขยา่เบาๆ ประมาณ 30 วนิาท ี

 3. ปิดplate วางไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง (37 องศาเซลเซยีส) เป็นเวลา 30 นาท ี

 4. นําไปอา่นคา่สทีีไ่ดด้ว้ยเครือ่ง microplate reader ทีค่า่การดดูกลนืแสง 560 นา 

 โนเมตร 

อ้างอิง: คูม่อืการวเิคราะหโ์ปรตนีของ PierceTM BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific 

  Inc. USA. 
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การวดัระดบัของ Myeloperoxydase (MPO) 

 

สารท่ีใช้ 

 1. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 1.360 ก. 

 2. Dipotassium phosphate (K2HPO4) 0.43545 ก. 

 3. O-dianisidine Hydrochloride 50 มก. 

 4. 30% Hydrogen peroxide (H2O2) 

วิธีการวดั 

 1. เตรยีม 0.68% Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) ใน DW  

 2. เตรยีม 0.87% Dipotassium phosphate (K2HPO4) ใน DW 

 3. นํา(1) และ (2) มาผสมกนัและปรบั pH 6 ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ (HCl)  

4. นําสารละลาย(3) มาผสมกบั 0.05 ก. ของ Hexadecyltrimethylammonium bromide 

(HTAB) สารละลายน้ีใชใ้นการเจอืจางตวัอยา่ง 

5. นําสารละลาย (3) มา 5 มล. และเตมิ 50 มก. O-dianisidine Hydrochloride 

6. นําสารละลาย (3) 190 ไมโครลติร, (5) 5 ไมโครลติร, H2O2 5 ไมโครลติรและ 

ตวัอยา่ง 10 ไมโครลติร หยอดผสมกนัลง 96 well plate บ่มไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง วดัคา่ 

OD ที ่460 นาโนเมตร 

อ้างอิง: Suzuki, K., Ota, H., Sasagawa, S., Sakatani, T. and Fujikura, T.  

  1983. Assay method for myeloperoxidase in human   

  polymorphonuclear leukocytes. Anal Biochem.132: 345–352. 
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การวดัปริมาณการเกิดของ lipid peroxide (MDA) 

 

สารท่ีใช้ 

 1. 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS) 

 2. 20% acetic acid 

 3. 0.8% thiobarbituric acid (TBA) 

 4. 1,1,3,3-tetramethoxy propane (TMP) ใชเ้ป็น standard ของการสาร lipid 

 peroxide 

วิธีการวดั 

 1. เตมิสารต่าง ๆ ลงขวดทดลองทีม่ฝีาปิดตามตารางดงัน้ี 

 Blank (ml) Standard (ml) Unknown 

Sample (1:50) - - 0.2 

8.1% SDS 0.2 0.2 0.2 

20% Acetic acid 

(pH 3.5) 
1.5 1.5 1.5 

0.8% TBAs 1.5 1.5 1.5 

TMP stock standard - 0.2 - 

Distilled water 0.8 0.6 0.6 

 2. นํามาตม้ใน water bath ทีอุ่ณหภมู ิ95-100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี 

 3. เมือ่สารเยน็ลง ทาํการเตมิน้ํากลัน่ 1 มล.ตามดว้ยการเตมิสว่นผสมระหวา่ง n-

 butanol และ pyridine ในอตัราสว่น 15:1 แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex 

4. ป ัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็ 4,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีแลว้ดดูสว่นใส ่

 (supernatant) มาวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 532 นาโนเมตร  

 5. เทยีบหาปรมิาณของ lipid peroxide ดว้ยกราฟ standard ในหน่วย นาโนโมล/มก.

โปรตนี 

อ้างอิง: Uchiyama, M. and Mihara, M. 1978. Determination of malonaldehyde  

  precursor in tissue by thiobarbituric acid test. Anal Biochem. 86:  

  271–278. 
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การวิเคราะหร์ะดบัของ superoxide anion 

 

สารท่ีใช้ 

 1. 0.3 มลิลโิมลาร ์Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

 2. 0.6 มลิลโิมลาร ์nitroblue tetrazolium (NBT) 

 3. 0.1 มลิลโิมลาร ์Xanthine 

 4. xanthine oxidaseใชใ้นปรมิาณ 0.02 ยนิูต/มล. 

 5. 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (TEMPOL) เป็น standard ใน

 การวดั 

วิธีการวดั 

 1. เตรยีม mix reagent โดยผสมสารละลาย EDTA, NBT และ Xanthine แลว้เตมิ 

 xanthine oxidase 0.02 ยนิูต/มล. 

 2. ใส ่TEMPOL (STD) หรอืตวัอยา่งทีต่อ้งการวดัจาํนวน 100 ไมโครลติร บ่มไวท้ี่

 อุณหภมูหิอ้ง 10 นาท ี

 3. นําไปวดัคา่ OD ทีค่วามยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

 4. นําคา่ OD ไปคาํนวณหาคา่ %inhibition of O2
-ตามสตูรดงัน้ี  

  %inhibition= (A-B/A) ×100  

  A: คา่ OD ของ reagent อยา่งเดยีว 

  B: คา่ OD ของ ตวัอยา่ง/STD 

อ้างอิง: Auclair, C., Voisin, E., 1985. Nitroblue tetrazolium reduction. In: Greewald, R.A 

  (Ed.). CRC Handbook of Methods for Oxygen Radical Res. 123–132. 

  



89 
 

 
 

การวิเคราะหร์ะดบัของ nitric oxide 

 

สารท่ีใช้ 

 1. 1.2% Zinc sulfate(ZnSO4) ในน้ํา RO 

 2. 0.22% Sodium hydroxide (NaOH) ในน้ํา RO 

 3. 0.08% Copper(II) sulfate (CuSO4) ในน้ํา RO 

 4. 51.9% Sulfanilic acid ใน HCl 3 โมลาร ์

 5. 0.02% N-naphthylethylenediamine ในน้ํา RO 

 6. 4.5% glycine buffer pH 9.7 ในน้ํา RO 

 7. Cadmium granules 2-2.5 กรมั 

วิธีการวดั 

 ขัน้ตอนการ deprotein ตวัอย่าง 

 1. ใชต้วัอยา่ง 300 ไมโครลติร ผสมกบั ZnSO4 250 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ป ัน่

 เหวีย่งดว้ยความเรว็ 10,000 g เป็นเวลา 1 นาทแีลว้ดดู supernatant ใสใ่นหลอดใหม ่

 2. เตมิ NaOH 350 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัและป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 g เป็น

 เวลา 3 นาท ี

 3. ดดู supernatant 750 ไมโครลติร นํามาผสมกบั glycine buffer ในหลอดใหม ่เป็น

 ตวัอยา่งทีพ่รอ้มใชใ้นการวเิคราะห ์

 ขัน้ตอนการวิเคราะห ์

 1. เตรยีม activated cadmium granules โดยการนํามาเขยา่ใน CuSO4 เป็นเวลา 5 

 นาท ี

 2. นํา activated cadmium granules 2-2.5 ก. ใสล่งในตวัอยา่งทีเ่ตรยีมไวแ้ลว้หมนุ

 เขยา่ เป็นเวลา 1 นาท ีแลว้บ่มไวเ้ป็นเวลา 10 นาท ี

 3. เตรยีม reagents หยอดลง 96 well plate ไดแ้ก่ N-naphthylethylenediamine 75 

 ไมโครลติร หยอดตามดว้ย Sulfanilic acid 80 ไมโครลติร 

 4. เมือ่บ่มครบ 10 นาทใีนขัน้ตอนที ่2 ใหด้ดูตวัอยา่งมาหยอดลง 96 well plate และบ่ม

 ต่ออกี 10 นาท ีแลว้นํามาวเิคราะหค์า่ OD ทีค่วามยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

อ้างอิง : Cortas, N. K., Wakid, N. W. 1990. Determination of inorganic nitrate in serum 

  and urine by a kinetic cadmium-reduction method. Clin Chem. 36:  

  1440-1443. 
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    Sen, N. P. and Donaldson, B. 1978. Improved colorimetric method for  

  determining nitrate and nitrate in foods. J Assoc Off Anal Chem. 61:  

  1389-1394.  
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การวดัวิเคราะหป์ริมาณของไซโตไคน์ 

 

สารท่ีใช้ 

 1. Reagent diluents (RD): 1% BSA ในสารละลาย PBS  

 2. 1X Wash buffer 

 3. Color reagent A และ B 

 4. Stop solution: 2N sulfuric acid  

 5. Antibody: capture และ detection antibodies 

 6. Streptavidin-Horseradish peroxidase 

การวิเคราะห ์

 การเตรียม 96 well plate 

 1. เตรยีม capture antibody แลว้นํามาหยอดลง 96 well plate บ่มไวข้า้มคนื 

 2. กาํจดั capture antibody ทิง้แลว้ลา้งดว้ย wash buffer 3 ครัง้ 

 3. ทาํการบลอ็ก plate โดยเตมิ RD 300 ไมโครลติร บม่ไว ้1 ชม. 

 4. กาํจดั RD ทิง้และลา้งดว้ย wash buffer 3 ครัง้ plate พรอ้มใชว้เิคราะห ์

 ขัน้ตอนการวิเคราะห ์

 1. เจอืจางตวัอยา่งหรอื STD ใน RD แลว้นํามาหยอดลง plate 100 ไมโครลติรบม่ไว ้2 

 ชม. 

 2. กาํจดัสารใน plate ทิง้และลา้งดว้ย wash buffer 3 ครัง้ 

 3. เตมิ detection antibody 100 ไมโครลติร บ่มไวน้าน 2 ชม. 

 4. กาํจดัสารใน plate ทิง้และลา้งดว้ย wash buffer 3 ครัง้ 

 5. เตมิ Streptavidin-Horseradish peroxidase 100 ไมโครลติรลง plate บ่มไว ้20 นาท ี

 โดยป้องกนั plate ไมใ่หโ้ดนแสง 

 6. กาํจดัสารใน plate ทิง้และลา้งดว้ย wash buffer 3 ครัง้ 

 7. เตมิสว่นผสมของ Color reagent A และ B ในอตัราสว่น 1:1 100 ไมโครลติร บม่

 นาน 20 นาท ี 

 8. เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร เขยา่เบา ๆ แลว้นําไปวดัคา่ OD ทีค่วามยาวคลื่น 

 450 นาโนเมตร 

อ้างอิง: Duoset ELISA development system, R&D Systems, USA. 
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