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Abstract 
Liver fibrosis is the excessive accumulation of extracellular matrix (ECM) proteins in 

the liver. Common causes include fatty liver disease and hepatitis C virus infection. Delayed or 

inaccurate diagnosis of liver fibrosis may elevate the risk of developing cirrhosis and liver cancer. 

Currently, there are no definitive pharmacological therapies for the treatment of liver fibrosis. 

Several studies have shown the anti-inflammatory effects of Moringa oleifera Lam. (MO) leaf 

extracts. In this study, we aimed to investigate the anti-fibrotic effect of two bioactive compounds 

identified in MO leaf crude extracts: 7-octenoic acid and 1-phenyl-2-pentanol. Hepatic stellate 

cells (HSCs) were treated with the active compounds, and cytokine levels were measured  

by using sandwich ELISA. In addition, protein expression in HSCs was analyzed by using  

proteomic technique. Proteomic analysis showed that 440 and 98 proteins were significantly 

upregulated and downregulated, respectively, in the 7-octenoic acid and 1-phenyl-2-pentanol-

treated cells (p < 0.05). Additionally, there were decreases in expression of casein kinase II 

subunit alpha (CSNK2A1), guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 

(GNB2), and low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5), which are proteins 

related to the NF-κB, PI3K/Akt, and mTOR signaling pathways. TNF-α secretion was also 

suppressed by treatments with 7-octenoic acid and 1-phenyl-2-pentanol. In conclusion, these 

active compounds showed potent inhibitory activity on TGF-β1-induced HSCs and are  

promising candidates for anti-hepatic fibrosis drug research.
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จากใบมะรุม ต่อเซลล์ตับชนิด hepatic stellate cells ในโมเดล
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จุฑาทิพย์ ไชยประเทศ1 ธนัชพร จันตาใหม่1 ธมนวรรณ ชูจอหอ1 กาญจนา อู่สุวรรณทิม1  
และ วธัญญู บัวแก้ว2*

1ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก
 2ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
ภาวะพังผืดในตับ (liver fibrosis) คือภาวะที่มีการสะสมของ extracellular matrix protein ใน

ตับที่มากเกินไป ซึ่งสาเหตุที่พบบ่อย ได้แก่ ภาวะไขมันพอกตับและโรคไวรัสตับอักเสบซี หากไม่ได้รับ

การรักษาที่ถูกต้อง จะทำ�ให้เพิ่มโอกาสเสี่ยงต่อการเกิดภาวะตับแข็งและมะเร็งตับ ปัจจุบันภาวะพังผืด

ในตับยังไม่มียารักษาท่ีเป็นมาตรฐาน มีการศึกษาพบว่าสารสกัดจากมะรุมมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบ

ในตับได้ คณะผู้วจิยัจงึสนใจท่ีจะศกึษากลไกการต้านการเกดิพงัผืดในตับของสารออกฤทธ์ิท่ีแยกได้จาก

ใบมะรุม 2 ชนิด ได้แก่ 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol ในเซลล์ตับชนิด hepatic stellate  

cells (HSCs) โดยวัดระดับไซโตไคน์ด้วยวิธี sandwich ELISA และวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน

ภายในเซลล์ HSCs ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ HSCs ที่ได้รับ 7-octenoic acid 

และ 1-phenyl-2-pentanol มีการเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีเพิม่ขึน้และลดลงจำ�นวน 

440 และ 98 ชนิด ตามลำ�ดับ อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

อกีท้ังพบการลดลงของการแสดงออกของโปรตีน casein kinase II subunit alpha (CSNK2A1), guanine 

nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 (GNB2) และ low-density lipoprotein 

receptor-related protein 5 (LRP5) ซ่ึงเปน็โปรตีนท่ีมีความเกีย่วขอ้งกบัวถิสัีญญาณ NF-κB pathway, 

PI3K/Akt signaling pathway และ mTOR signaling pathway นอกจากนี้ 7-octenoic acid และ 

1-phenyl-2-pentanol ยังสามารถลดการหลั่งของ TNF-α ได้อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) โดย

ผลการศึกษาน้ีพบว่า สารท้ังสองชนิดมีคุณสมบัติลดการกระตุ้นสัญญาณ TGF-β1 ต่อเซลล์ตับชนิด 

HSCs ได้ ซึ่งมีความน่าสนใจสำ�หรับการศึกษาต่อเพื่อนำ�ไปใช้ในการพัฒนาเป็นยาต้านการเกิดพังผืดใน

ตับในอนาคต
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บทนำำ� 
ภาวะพัังผืืดในตัับ (liver fibrosis) 

เป็็นกระบวนการทางพยาธิิวิิทยาที่่�มีีการสะสมของ 

extracellular matrix (ECM)  protein เช่น่ คอลลาเจน 

ที่่�มากเกิินไปในตัับ กระบวนการนี้้�เกิิดขึ้้�นระหว่่างการ

ซ่่อมแซมเนื้้�อเยื่่�อที่่�เสีียหายหรืือการเกิิดการอัักเสบ

ของตัับ การสะสมของ ECM นี้้�ทำำ�ให้้โครงสร้้างของ

ตับัมีีการเปลี่่�ยนแปลงจนนำำ�ไปสู่่�การเกิิดความผิิดปกติิ

ต่อ่การทำำ�งานของตับัและเพิ่่�มความต้า้นทานภายในตับั 

(intrahepatic resistance) ส่่งผลให้้เลืือดไหลเวีียน

ไปที่่�ตัับไม่่เพีียงพอและยัังทำำ�ให้้ความดัันหลอดเลืือด

พอร์์ทััลตัับสููงขึ้้�น (portal hypertension)(1, 2)

หากภาวะพัังผืืดในตัับไม่่ได้้รัับการตรวจ

วิินิิจฉััยและรัักษาที่่�ถููกต้้อง จะทำำ�ให้้เพิ่่�มโอกาสใน

การพััฒนาไปเป็็นโรคตัับแข็็ง ปััจจุุบัันพบประชากร

ที่่�มีีภาวะพัังผืืดในตัับมีีอััตราเพิ่่�มสููงขึ้้�น โดยพบภาวะ

พัังผืืดในตัับในชาวเอเชีียร้้อยละ 15 ของประชากร 

และพบมากขึ้้�นในผู้้�ป่่วยกลุ่่�มโรคไม่่ติิดต่่อเรื้้�อรััง  

(non-communicable diseases, NCDs) ได้้แก่่  

โรคอ้้วน โรคเบาหวาน โรคความดัันโลหิิตสููง ภาวะ 

ไขมัันในเลืือดสููง สาเหตุุที่่�ทำำ�ให้้เกิิดภาวะพัังผืืดในตัับ 

ได้้แก่่ ภาวะไขมัันพอกตัับ (ร้้อยละ 66) ภาวะ 

ไขมันัพอกตัับที่่�ไม่่ได้เ้กิดิจากแอลกอฮอล์์ (ร้้อยละ 13) 

ภาวะไขมันัพอกตับัที่่�เกิดิจากแอลกอฮอล์ ์(ร้อ้ยละ 9) 

โรคไวรััสตัับอัักเสบซีี (ร้้อยละ 6) และสาเหตุุอื่่�น ๆ 

(ร้้อยละ 6) (p < 0.003)(3, 4) 

กลไกการเกิิดภาวะพัังผืืดในตัับเริ่่�มจากการ

บาดเจ็็บของตัับเรื้้�อรัังไปสู่่�การพััฒนาเป็็นภาวะพัังผืืด

ในตัับ โดยเซลล์์ตัับที่่�ได้้รัับบาดเจ็็บจะมีีการตายแบบ 

apoptosis ส่่วนแมคโครฟาจและ Kupffer cell  

จะถููกกระตุ้้�นให้้หลั่่�งสาร chemokine และไซโตไคน์์ 

ที่่�สำำ�คััญหลายชนิิด เช่่น tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α), interleukin 6 (IL-6), 

transforming growth factor-beta (TGF-β) โดย

เซลล์์ในระบบภููมิิคุ้้�มกัันส่่วนใหญ่่จะสร้้าง TGF-β1 

ที่่�สามารถกระตุ้้�นให้้เกิิดวิิถีีสััญญาณภายในเซลล์์แบบ 

canonical และ non-canonical และทำำ�ให้้เกิิดการ

เปลี่่�ยนแปลงภายในเซลล์์ เช่่น เกิิดการสะสมของ

โปรตีีนและเกิิดการอัักเสบ การอัักเสบที่่�เกิิดขึ้้�นอย่่าง

ต่อ่เนื่่�องส่ง่ผลให้ม้ีกีารกระตุ้้�นเซลล์ต์ับั ชนิดิ hepatic 

stellate cells (HSCs) ให้้พััฒนาไปเป็็นเซลล์์ 

ไมโอไฟโบรบลาสต์์ (myofibroblast) ซึ่่�งจะผลิิต ECM  

ออกมาจนเกิิดการสะสมในตัับในปริิมาณสููงและนำำ�ไป

สู่่�การเกิิดพัังผืืดในตัับได้้ ดัังนั้้�นการลดกระบวนการ

กระตุ้้�นเซลล์์ไมโอไฟโบรบลาสต์์จะทำำ�ให้้การสะสมของ 

ECM ลดลงและตัับสามารถกลับัคืนืสู่่�สภาวะปกติิได้้(5-7)

ในปััจจุบุันั การรัักษาภาวะพัังผืดืในตัับมุ่่�งเน้้น 

ไปที่่�การยัับยั้้�งสาเหตุทุี่่�ก่่อให้้เกิิดการอัักเสบของตับั เช่่น 

การรัักษาโรคไวรััสตัับอัักเสบเรื้้�อรัังด้้วยยาต้้านไวรััส 

การลดน้ำำ��หนััก และการควบคุุมระดัับน้ำำ��ตาลในเลืือด

ในผู้้�ป่ว่ยที่่�มีภีาวะไขมันัพอกตับั นอกจากนี้้�ยังัมีกีารใช้้

ยา pentoxifylline เพื่่�อยัับยั้้�งการตายแบบ apoptosis 

ของเซลล์์ตัับ แต่่ยัังไม่่มีีแนวทางการรัักษาที่่�เป็็น

มาตรฐานในการต้้านพัังผืืดในตัับโดยตรง อีีกทั้้�งยัังมีี

การรัักษาทางเลืือกที่่�มีีการใช้้แพร่่หลายในผู้้�ป่วยโรค

ตัับเรื้้�อรััง รวมถึึง การใช้้ผลิิตภััณฑ์์สมุุนไพร วิิตามิิน 

หรืืออาหารเสริิมอื่่�น ๆ(8)

มะรุุม (Moringa oleifera Lam.) อยู่่�ใน 

วงศ์์ของ Moringaceae ซึ่่�งเป็็นไม้้ยืืนต้้น ความสููง

ประมาณ 3-6 เมตร เปลืือกของต้้นมะรุุมจะมีีสีีขาว 

รููปร่่างของใบมะรุุมเป็็นใบรููปไข่่ มีีการจััดเรีียงตััวสลัับ

แบบขนนก 2-3 ชั้้�น โดยจะมีคีวามยาวประมาณ 20-60 

เซนติเิมตร ส่่วนใบอ่่อนของมะรุมุจะมีขีนสีีเทาลักัษณะ

เด่่นของช่่อดอกมะรุุม จะมีีรูปูร่่างเป็็นแบบช่่อแยกแขนง 

มีกีลีบีดอก 5 กลีบี บริเิวณฐานด้้านนอก ยาวประมาณ 

1.4-1.9 เซนติิเมตร มีีสีีขาวอมเหลืืองแต้้มสีีแดง  



ผลของสารออกฤทธิ์ 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol จากใบมะรุม 
ต่อเซลล์ตับชนิด hepatic stellate cells ในโมเดลการเกิดพังผืดในตับในหลอดทดลอง
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ลักัษณะปลายกลีีบดอกจะกว้้างกว่่าตรงโคนดอก ภายใน 

เกสรตััวผู้้�ของดอกมะรุุมจะมีี 2 ชนิิด คืือ ชนิิดที่่�แยก

จากกัันโดยสมบููรณ์ ์5 อันั และชนิิดที่่�แยกจากกัันแบบ

ไม่่สมบููรณ์์ 5 อััน โดยผลมะรุุมจะมีีลัักษณะเป็็นฝััก

สามเหลี่่�ยม ภายในผลมีเีมล็ด็ ขนาดเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง

ประมาณ 1 เซนติิเมตร(9) มีีคุุณค่่าทางเภสััชกรรมสููง 

โดยเฉพาะใบที่่�มีีคุุณค่่าทางโภชนาการสููงสุุด ซึ่่�งอุุดม

ด้้วยวิิตามิินซีี วิิตามิินเอ โพแทสเซีียม แคลเซีียม 

เหล็ก็ และโปรตีนี อีกีทั้้�งยังัมีสีารออกฤทธิ์์�ทางชีวีภาพ 

เช่่น carotenoid, alkaloid และ flavonoid ที่่�มีี 

คุุณสมบััติิในการต้้านอนุุมููลอิิสระ ต้้านการอัักเสบ  

ลดความดัันโลหิิต กระตุ้้�นภููมิคิุ้้�มกััน และต้้านมะเร็็ง(10)

ผลงานวิิจััยของ Wisitpongpun และคณะ 

ในปีี 2020 ซึ่่�งทดสอบฤทธิ์์�ต้้านมะเร็็งเต้้านมของ 

สารสกััดหยาบจากใบมะรุุมและสารออกฤทธิ์์� 2 ชนิิดที่่�

แยกได้้จากสารสกััดหยาบใบมะรุุม ได้้แก่ ่7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol พบว่่าทั้้�งสารสกััด

หยาบและสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง 2 ชนิิดสามารถกระตุ้้�น

กระบวนการ apoptosis ของเซลล์์มะเร็็งเต้้านม 

ชนิิด MDA-MB 231 ได้้ในหลอดทดลอง(11) 

คณะผู้้�วิจิัยัจึึงสนใจศึึกษาฤทธิ์์�ทางชีวีภาพเพิ่่�มเติมิของสาร 

ออกฤทธิ์์� 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol 

และยังัไม่่มีกีารศึึกษาการต้า้นพังัผืดืในตับัของใบมะรุมุ 

รวมถึึงสารออกฤทธิ์์� 7-octenoic acid และ 

1-phenyl-2-pentanol ในหลอดทดลองโดยใช้้ 

เซลล์ ์HSCs ชนิดิ LX-2 ที่่�ถูกูกระตุ้้�นด้ว้ย TGF-β1  

ดังันั้้�นทางคณะผู้้�วิจัิัยจึึงสนใจศึึกษาฤทธิ์์�การต้า้นพังัผืดื

ในตัับและกลไกการออกฤทธิ์์�ของสาร 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol จากใบมะรุุม 

เพื่่�อเป็็นข้้อมููลเบื้้�องต้้นในการนำำ�ไปศึึกษาวิิจััย 

เพิ่่�มเติิมเพื่่�อค้้นหาสารต้้านการเกิิดพัังผืืดในตัับ 

ในอนาคตต่่อไป

การศึึกษานี้้�มีวีัตัถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาฤทธิ์์�และ

กลไกการต้้านพัังผืดืในตัับของสารออกฤทธิ์์�ทางชีวีภาพ  

2 ชนิดิ ที่่�แยกได้้จากใบมะรุุม ได้้แก่่ 7-octenoic acid และ  

1-phenyl-2-pentanol ในเซลล์์ตัับ HSCs ที่่�ถููก

กระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 ในหลอดทดลอง โดยอาศััย

การวััดปริิมาณไซโตไคน์์ชนิิด TNF-α ด้้วยเทคนิิค 

sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 

(sandwich ELISA) และวิิเคราะห์์การเปลี่่�ยนแปลง 

ของโปรตีีนภายในเซลล์์ด้้วยเทคนิิคโปรตีีโอมิิกส์์

วััสดุุและวิิธีีการ
﻿1. สารออกฤทธิ์์� 7-octenoic acid และ 1-phenyl-

2-pentanol

สาร 7-octenoic acid (Cat. No. 

715751-1G) และ 1-phenyl-2-pentanol (Cat. 

No. R425753-250MG) ที่่� ใช้้ ในงานวิิ จััยนี้้�  

ทางคณะผู้้�วิิจััยได้้ทำำ�การสั่่�งซื้้�อมาจากบริิษััท Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA) โดยมีีร้้อยละ

ความบริิสุุทธิ์์�ของสารออกฤทธิ์์�อยู่่�ที่่�ร้้อยละ 97 และ 

99 ตามลำำ�ดัับ ซึ่่�งสารทั้้�ง 2 ชนิิดถููกเตรีียมให้้อยู่่�ใน

ความเข้้มข้้นสููงสุุด 100 มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร  ในตััว 

ทำำ�ละลายชนิิด dimethyl sulfoxide (DMSO)  

ผสมกัับ polysorbate 80 (Tween 80) ในอััตราส่่วน 

1:1 โดยที่่�ร้้อยละของตััวทำำ�ละลายคงเหลืือในสาร 

ออกฤทธิ์์�ที่่�ความเข้้มข้้นสููงสุุด ที่่�ใช้้ในการทดสอบกับัเซลล์์ 

จะมีีค่่าไม่่เกิินร้้อยละ 1

2. การเลี้้�ยงเซลล์์ hepatic stellate cells (HSCs) 

ชนิิด LX-2

นำำ�เซลล์์ ไลน์์ชนิิด LX-2 ซึ่่�งเป็็นเซลล์์ 

HSCs ที่่�แยกได้้จากเนื้้�อเยื่่�อตัับของมนุุษย์์ (Merck 

Millipore, USA) มาเพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์

ชนิิด Dulbecco’s modified eagle medium 
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(D-MEM) (Gibco life technologies, USA) 

ที่่�มีีส่่วนผสมของ fetal bovine serum (FBS) 

(Biochrom Gmbh, Germany) ร้้อยละ 2 และ 

antibiotic-antimycotic (Gibco life technologies, 

USA) ทำำ�การเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีี

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ในสภาวะ CO
2
 ร้้อยละ 

5 โดยงานวิิจััยนี้้� ได้้ผ่่านการรัับรองจริิยธรรมการ

วิิจััย จากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในมนุุษย์์ 

มหาวิิทยาลััยนเรศวร (COA No. 422/2022)

3. การทดสอบความเป็็นพิิษของสาร 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol ต่่อเซลล์์ LX-2 

เป็็นการทดสอบเพื่่�อหาค่่าความเข้้มข้้นที่่�

เหมาะสมของสารสกััดหยาบและสารออกฤทธิ์์�จาก 

ใบมะรุุมต่่อเซลล์์ LX-2 โดยคำำ�นวณหาความเข้้มข้้นของ 

สารที่่�สามารถยัับยั้้�งการมีีชีีวิิตของเซลล์์ (Inhibitory 

concentration, IC) ที่่�ร้้อยละ 5 (IC
5
), 10 (IC

10
) 

และ 50 (IC
50
) ตามลำำ�ดัับด้้วยวิิธีี Resazurin assay 

ทำำ�การทดสอบใน 96-well cell culture plate  

โดยใช้้เซลล์์ LX-2 จำำ�นวน 5 x 104 เซลล์์/หลุุม  

จากนั้้�นนำำ�สารสกััดหยาบและสารออกฤทธิ์์�มาเจืือจาง

ใน D-MEM แบบ two-fold dilution ที่่�ความเข้ม้ข้้น 

0-1,000 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร เติิมลงไปใน cell 

culture plate ที่่�มีีเซลล์์ LX-2 อยู่่� และบ่่มเซลล์์ที่่� 

37 องศาเซลเซีียส ในสภาวะ CO
2
 ร้้อยละ 5 เป็็น

เวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�นเติิม Resazurin working 

solution (HiMedia Laboratories Pvt., USA) 

ความเข้้มข้้น 25 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร และบ่่มที่่�  

37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ถึึง 4 ชั่่�วโมง วััดค่่า

ดููดกลืืนแสง fluorescence โดยตั้้�งค่่าความยาวคลื่่�น 

excitation/emission ไว้้ที่่� 560/590 นาโนเมตร  

ด้้วยเครื่่�อง microplate reader (PerkinElmer, 

USA)

 4. การทดสอบฤทธิ์์�ต้านการเกิิดพัังผืืดในตัับใน

เซลล์์ LX-2 

กระตุ้้�นเซลล์์ LX-2 ให้้มีีการพััฒนาไป

เป็็นเซลล์์ ไมโอไฟโบรบลาสต์์ ด้้วย TGF-β1 

(STEMCELL Technologies, USA) ที่่�ความเข้้มข้้น 

10 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร ใน 24-well plate เป็็น

ระยะเวลา 48 ชั่่�วโมง โดยอ้้างอิิงขั้้�นตอนการกระตุ้้�น

เซลล์์ LX-2 จากการศึึกษาก่่อนหน้้า(12-16) ในการ 

ทดสอบใช้เ้ซลล์จ์ำำ�นวน 2 x 105 เซลล์/์หลุมุ แบ่ง่กลุ่่�ม 

การทดลองออกเป็็น 1) กลุ่่�มควบคุุม (Control) ซึ่่�ง

มีีอาหารเลี้้�ยงเชื้้�ออย่่างเดีียว 2) กลุ่่�มควบคุุมแบบลบ 

(Model) ที่่�ถูกูกระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 เพีียงอย่่างเดีียว 

และ 3) กลุ่่�มทดสอบ (Treatment) ซึ่่�งจะมีีการ 

กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วย TGF-β1 พร้้อมกัับใส่่สารสกััดที่่�

ความเข้ม้ข้น้ที่่�เหมาะสม นำำ�ไปบ่ม่ที่่� 37 องศาเซลเซียีส 

ในสภาวะ CO
2
 ร้อ้ยละ 5 เป็น็เวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

เก็บ็น้ำำ��เลี้้�ยงเซลล์์เพื่่�อนำำ�ไปทดสอบหาปริิมาณไซโตไคน์์ 

และเก็บ็เซลล์เ์พื่่�อการสกัดัโปรตีนีในการวิเิคราะห์ด์้ว้ย

เทคนิิคโปรตีีโอมิิกส์์

5. ตรวจวััดระดัับไซโตไคน์ด้้วยวิธีี sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay 

(sandwich ELISA)

ตรวจวััดระดัับไซโตไคน์์ tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) ทำำ�การ coat plate ด้้วย 

capture antibody โดยเติิม mouse anti-TNF-α 
antibody (Sino Biological, USA) ที่่�เจืือจางด้้วย 

phosphate buffered saline (PBS) ลงใน 96-well 

plate นำำ�ไปบ่่มข้้ามคืืนที่่� 4 องศาเซลเซีียส ล้้างด้้วย 

wash buffer และ block plate โดยเติิม blocking 

buffer (2% BSA  ใน wash buffer) และนำำ�ไปบ่่ม 

ที่่�อุณุหภููมิหิ้อ้งเป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง ล้า้งด้ว้ย wash buffer 
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จากนั้้�นเติิม supernatant และ TNF-α ที่่�เจืือจาง

ใน dilution buffer นำำ�ไปบ่่มที่่�อุณุหภููมิหิ้อ้งเป็็นเวลา 

2 ชั่่�วโมง ล้้างด้้วย wash buffer เติิม rabbit or 

goat anti-mouse HRP-conjugated antibody 

นำำ�ไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง จากนั้้�น

ล้้างด้้วย wash buffer ตามด้้วยเติิม substrate 

solution (Tetramethylbenzidine, TMB) นำำ�ไปบ่ม่ 

ที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี และเติิม stop 

solution (2N H
2
SO

4
) วััดค่่าดููดกลืืนแสงด้้วย

เครื่่�อง Microplate reader (PerkinElmer, USA)  

ที่่�ความยาวคลื่่�น 450 นาโนเมตร

6.  การสกััดโปรตีีนเพื่่�อการวิิเคราะห์์ทางโปรตีีโอ-

มิิกส์์ 

นำำ�เซลล์ ์HSCs ของกลุ่่�ม Model กลุ่่�มที่่�ได้้รับั 

7-octenoic acid และกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 1-phenyl-2-

pentanol ไปสกััดโปรตีนีเพื่่�อทำำ�การวิิเคราะห์์ทางโปรตีี- 

โอมิิกส์์ โดยหลัักการในการเลืือกความเข้้มข้้นของสาร

ทั้้�งสองชนิิด มีดีังันี้้� 1) 7-octenoic acid ที่่�ความเข้้มข้้น 

100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิติร โดยอ้้างอิงิจากผลในการลด

ระดับัของ matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) 

จากผลการศึึกษาก่่อนหน้้า(17) และ 2) 1-phenyl-

2-pentanol ที่่�ความเข้้มข้้น 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

จากความสามารถในการลดระดัับของ TNF-α  

ได้้ดีีที่่�สุุดในการทดลองนี้้� ทำำ�การล้้างเซลล์์ด้้วย PBS  

จากนั้้�นเติมิ RIPA buffer ปริมิาตร 400 ไมโครลิติร/

หลุุม บ่่มบนน้ำำ��แข็็งเป็็นเวลา 5 นาทีี จากนั้้�นขููดเซลล์์ 

ด้้วย cell scraper และ sonicate นำำ�ไปปั่่�น 

เป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่� 14,000 x g ที่่�อุุณหภููมิิ  

4 องศาเซลเซีียส และเก็็บ supernatant ที่่� -80 

องศาเซลเซีียส 

7. การเตรียีมโปรตีนีสำำ�หรับัการวิเิคราะห์โ์ปรตีโีอ-

มิิกส์์แบบ label-free proteomic analysis

เตรีียมตััวอย่่างโปรตีีนให้้มีีความเข้้มข้้นโดย

ให้้มีมีวลโมเลกุุลที่่� cut-off 3 kDa จากนั้้�นตกตะกอน 

โปรตีนีด้ว้ย acetone (1:5 v/v) และคืืนสภาพตะกอน

โปรตีนีด้ว้ย RapidGest SF ร้อ้ยละ 0.3 (Waters Co.) 

ในแอมโมเนีียมไบคาร์์บอเนต 2.5 mM (Sigma 

Aldrich Co., Germany) จากนั้้�นเติมิ trypsin เพื่่�อ

ย่่อยโปรตีีนทั้้�งหมด (30 ไมโครกรััม) และทำำ�การลด

พัันธะซััลฟ์์ไฮดริิล โดยใช้้ 1 mM TECP (Sigma 

Aldrich Co., Germany) ในแอมโมเนีียมไบ-

คาร์์บอเนต 2.5 mM บ่่มที่่� 37 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 2 ชั่่�วโมง จากนั้้�นทำำ�การ sulfhydryl alkylation 

โดยใช้้ 5 mM IAA (Sigma Aldrich Co., 

Germany) ในแอมโมเนีียมไบคาร์์บอเนต 2.5 mM 

บ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 50 นาทีีในที่่�มืืด จากนั้้�น

ล้้างสารละลายโปรตีีนโดยใช้้ Zeba Spin Desalting 

Column (Thermo Scientific Co., USA) เติิม 

trypsin เพื่่�อย่่อยสารละลายโปรตีีน (Promega 

Co., Madison, WI, USA) ในอััตราส่่วน 1:40 

(เอนไซม์:์โปรตีนี) และบ่ม่ที่่�อุณุหภููมิ ิ37 องศาเซลเซียีส 

เป็็นเวลา 6 ชั่่�วโมง สารละลายโปรตีีนที่่�ย่่อยแล้้วจะ

ถููกทำำ�ให้้แห้้งด้้วยกรดฟอร์์มิิกร้้อยละ 0.1 ก่่อนนำำ�ไป

ทดสอบด้้วยวิิธีี LC-MS/MS

8 .  การวิิ เคราะห์์ โปรตีีน ด้้วยวิิ ธีี  L iqu id 

Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 

(LC-MS/MS)  

ข้้อมููลสเปกตรััม LC-MS/MS จะถููก

รวบรวมใน positive mode ด้้วย HF-X hybrid 

Quadrupole-Orbitrap™ Mass Spectrometer ที่่�

รวมกับัระบบ EASY-nLC1000 nano-LC system 

ที่่�ใช้้ nano C18 column (Thermo Fisher 
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Scientific, USA) ซึ่่�งมีี mobile phase A  

ประกอบด้้วยกรดฟอร์์มิิก ร้้อยละ 0.1 ที่่�ละลายในน้ำำ�� 

และ mobile phase B ประกอบด้้วยอะซีีโตไนไตรล์์ 

ร้อ้ยละ 90 และกรดฟอร์ม์ิกิ ร้อ้ยละ 0.1 การแยก LC 

จะใช้้ linear gradient ที่่�ร้้อยละ 3-60 ของ mobile 

phase B ที่่�อััตราการไหลคงที่่� 300 นาโนลิิตร/นาทีี 

เป็็นเวลา 135 นาทีี ทำำ�การ regenerate คอลััมน์์

ที่่�ใช้้วิิเคราะห์์ด้้วย mobile phase B ร้้อยละ 90 

เป็็นเวลา 10 นาทีี และปรัับสมดุุลใหม่่ด้้วย mobile 

phase B ร้้อยละ 3 เป็็นเวลา 35 นาทีี จากนั้้�น 

วิเิคราะห์เ์ปปไทด์์โดยใช้ ้data-dependent (TopN15) 

acquisition 

ไฟล์์ Raw mass spectra (.raw file)  

ถูกูวิเิคราะห์์โดยซอฟต์์แวร์ ์Proteome Discoverer™ 

2.4 (Thermo Fisher Scientific, USA) เทีียบ

กัับฐานข้้อมููลโปรตีีน UniProt โดยการระบุุและการ

หาปริิมาณโปรตีีนจะใช้้พารามิิเตอร์์ต่่อไปนี้้� 

- MS tolerance: 20 ppm 

- MS/MS tolerance: 0.05 Da 

- Enzyme: trypsin 

- Fixed modification: cysteine 

carbamidomethylation 

- Variable modification: methionine 

oxidation

ค่่า false discovery rate (FDR) ถููก 

ตั้้�งค่่าไว้้ที่่�ร้้อยละ 1 สำำ�หรัับการระบุุโปรตีีนและ 

เปปไทด์์ จากนั้้�น normalized โปรตีีนสััมพััทธ์์ 

ให้้ ได้้เป็็นจำำ�นวนเปปไทด์์ทั้้�งหมดสำำ�หรัับใช้้ทดสอบ 

LC โดยใ ช้้  normal iza t ion a lgor i thm 

(total intensity count) ของ software และ 

ใช้้ความเข้้มของโปรตีีนในการวิิเคราะห์์ pathway  

ด้้วย PADOG algorithm ใน Reactome version 84

9. การวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ 

ทำำ�การคััดกรองโปรตีีนที่่�มีีการแสดงออก

เพิ่่�มขึ้้�นและลดลงในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 7-octenoic acid 

และ 1-phenyl-2-pentanol เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุุมแบบลบ โดยใช้้โปรแกรม Microsoft Excel 

ในการวิิเคราะห์์จะใช้้ค่่า log
2
 fold-change ของ

โปรตีีนในกลุ่่�มที่่� ได้้รัับ 7-octenoic acid หรืือ 

1-phenyl-2-pentanol เทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม โดย

โปรตีีนที่่�มีีค่่า log
2
 fold-change ≥ 1.5 ถืือว่่าเป็็น 

upregulated และ log
2 

fold-change ≤ -1.5  

จัดัเป็็น downregulated โดยโปรตีีนที่่�มีกีารแสดงออก

ที่่� เพิ่่�มขึ้้�นหรืือลดลงในกลุ่่�มที่่� ได้้รัับสารออกฤทธิ์์�  

ต้้องมีีความแตกต่่างอย่่ างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ  

(p < 0.05) เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม จากนั้้�นนำำ� 

UniProt ID ของโปรตีีนที่่�ได้้ ไปทำำ�การวิิเคราะห์์ 

protein-protein interaction ใน STRING 

database(18)  วิเิคราะห์ ์gene ontology ใน Enrichr 

database(19-21) และวิิเคราะห์์ pathway ด้ว้ย Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

mapper(22-24)

10. การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

ข้้อมููลความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ย (mean) 

ที่่�ได้้จากการทดลองแต่่ละกลุ่่�มจะถููกวิิเคราะห์์ด้้วย

สถิิติิ One-way analysis of variance (ANOVA) 

และ post hoc analysis ด้้วย Tukey’s multiple 

comparison test ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�นที่่�ร้้อยละ 95 

(p < 0.05)
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ผลการวิิจััย
1. การทดสอบความมีีชีีวิิตของเซลล์์ LX-2

ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ตัับ

ชนิิด LX-2 ต่่อสารสกััดหยาบจากใบมะรุุม พบว่่า 

ค่่า IC
50

,
 
IC

10
 และค่่า IC

5
 เท่่ากัับ 357,  

65.86 และ 37.07 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำำ�ดัับ 

สำำ�หรัับผลทดสอบในสารออกฤทธิ์์�ชนิิด 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol พบว่่าค่่า IC
50
 

เท่่ากัับ 324.6 และ 397.4 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ตามลำำ�ดัับ ค่่า IC
10
 เท่่ากัับ 153.42 และ 173.05 

ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำำ�ดัับ และค่่า IC
5
 เท่่ากัับ 

118.91 และ 130.44 ไมโครกรััม/มิิลลิลิิติร ตามลำำ�ดับั  

แสดงดัังใน Table 1 ในงานวิิจััยนี้้� ได้้เลืือกใช้้ความ

เข้้มข้้นของสารสกััดหยาบและสารออกฤทธิ์์� โดย 

ที่่�ความเข้้มข้น้ต้อ้งมีคี่า่น้อ้ยกว่่าค่่า IC
10
 ของแต่่ละสาร 

ในการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านพังัผืดืในตัับ เพื่่�อลดผลข้้างเคีียง 

จากความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของสารแต่่ละชนิิด  

แสดงดัังใน Fig. 1 

2. ผลการวััดระดัับไซโตไคน์ด้้วยวิธีี sandwich 

ELISA

เซลล์์ LX-2 ที่่� ได้้รัับการกระตุ้้�นด้้วย 

TGF-β1 เป็็นระยะเวลา 48 ชั่่�วโมง มีีการหลั่่�ง 

TNF-α ออกมาปริิมาณสููงขึ้้�นอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทาง

สถิิติิ (p < 0.05) เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ในขณะ

ที่่�กลุ่่�มของเซลล์์ที่่�ได้ร้ับัสาร 7-octenoic acid ที่่�ความ

เข้้มข้น้ 25 และ 50 ไมโครกรัมั/มิลิลิลิิติร พบว่า่มีกีาร

ลดลงของปริิมาณ TNF-α ที่่�หลั่่�งออกมาจากเซลล์์

อย่า่งมีีนััยสำำ�คัญัทางสถิิติ ิ(p < 0.05) เมื่่�อเปรีียบเทีียบ 

กัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ ขณะที่่� 7-octenoic  

acid ที่่�ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

สามารถกระตุ้้�นการหลั่่�ง TNF-α ในเซลล์์ LX-2 

เพิ่่�มขึ้้�น ในกลุ่่�มของสาร 1-phenyl-2-pentanol ที่่�

ความเข้้มข้้น 20, 40 และ 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

สามารถลดปริิมาณของ TNF-α ได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

ทางสถิติิ ิ(p < 0.05) เมื่่�อเปรียีบเทียีบกับักลุ่่�มควบคุมุ

แบบลบ ส่่วนสารสกััดหยาบจากใบมะรุุมที่่�ความ 

เข้้มข้้น 20 และ 40 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร สามารถ

ลดปริิมาณของ TNF-α ได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ  

(p < 0.05) เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ  

ดัังแสดงใน Fig. 2

3. ผลการวิิเคราะห์์ทางโปรตีีโอมิิกส์์

ผลการทดสอบจากการกระตุ้้�นเซลล์์ LX-2 

ที่่�ถููกกระตุ้้�นเกิิดพัังผืืดด้้วย TGF-β1 ร่่วมกัับสาร 

7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol  

ที่่�ความเข้้มข้้น 100 และ 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ ที่่�ได้้รัับ 

TGF-β1 เพีียงอย่่างเดีียว พบว่่า ในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 

7-octenoic acid มีีโปรตีีนจำำ�นวน 224 ชนิิดที่่�มีี 

downregulation และโปรตีีนจำำ�นวน 216 ชนิิดที่่�มีี 

upregulation ในส่่วนของกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 1-phenyl-

2-pentanol พบว่่า มีีโปรตีีนจำำ�นวน 30 ชนิิดที่่�มีี 

downregulation และมีีโปรตีีน 68 ชนิิดที่่�มีี 

upregulation 

 4. ผลการวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ

การวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ โดยนำำ�ผล

การวิิเคราะห์์ทางโปรตีีโอมิิกส์์ มาทำำ�การวิิเคราะห์์ 

protein-protein interaction (PPI) ด้ว้ย STRING 

database พบว่่า จำำ�นวนโปรตีีนทั้้�งหมดที่่�มีีการ

แสดงออกที่่�เปลี่่�ยนแปลงไป หลัังจากได้้รับัการกระตุ้้�น 

ด้้วยสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง  2 ชนิิด มีีปฏิิสััมพัันธ์์ระหว่่าง

โปรตีีนอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) ซึ่่�ง

โปรตีีนเหล่่านี้้�มีีความเชื่่�อมโยงเกี่่�ยวข้้องกัันทาง

ชีวีวิทิยาอย่า่งน้อ้ยบางส่ว่นหรือืหลายส่่วน ดังัแสดงใน 

Fig. 3 จึึงต้้องมีีการนำำ�ไปวิิเคราะห์์ในขั้้�นตอนต่่อไป 
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Table 1 The IC
5
, IC

10
 and IC

50
 values for treatments of LX-2 cells with 7-octenoic acid, 1-phenyl-

 2-pentanol, and crude extract (MO).  

Compound
IC

5

(µg/mL)

IC
10

(µg/mL)

IC
50

(µg/mL)

7-octenoic acid 118.91 153.42 324.60

1-phenyl-2-pentanol 130.44 173.05 397.40

Crude extract (MO) 37.07 65.86 357.00

Fig. 1 The dose-response curve and IC
10

 value for treatment of the LX-2 cells with 7-octenoic acid 
(A), 1-phenyl-2-pentanol (B), and crude extract (MO) (C).

(A) (B)

(C)

(A) (B)

(C)
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Figure 2 Effects of 7-octenoic acid (7-OCT), 1-phenyl-2-pentanol (1-PHE), and crude Moringa oleifera (MO) 

extracts on TNF-α levels in the LX-2 cells. Cells were cultured in complete D-MEM medium (control), 

stimulated with TGF-β1 (10 ng/mL; Model), or treated with TGF-β1 plus 7-OCT, 1-PHE, or crude MO extracts. 

TNF-α levels were quantified. Data are presented as mean ± SEM. **p < 0.0021, ****p < 0.0001 compared 

to the Model group. 
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การวิเคราะห์ gene ontology ด้วย 

Enrichr database ของกลุม่ที�ไดร้บัสาร 7-octenoic 

acid พบว่า ผลการวิเคราะห์ด้านกระบวนการทาง

ชีวภาพ (biological process) โปรตีนส่วนใหญ่

มีความเกี�ยวข้องกับ cytoplasmic translation, 

mRNA processing และ gene expression ในดา้น

สว่นประกอบของเซ่ลล ์(cellular component) พบว่า

โปรตนีส่วนใหญ่มคีวามเกี�ยวข้องกับ focal adhesion, 

cell-substrate junction และ intracellular 

membrane-bounded organelle สว่นดา้นหนา้ที�ใน

ระดับโมเลกุล (molecular function) พบว่าโปรตีน

ส่วนใหญ่ทำาหน้าที�เกี�ยวข้องกับ RNA binding, 

cadherin binding และ mRNA binding ในส่วน

ของโปรตนีในเซ่ลล ์LX-2 ที�เปลี�ยนแปลงไปหลงัจาก

ได้รับสาร 1-phenyl-2-pentanol พบว่า ผลการ

วิเคราะห์ด้านกระบวนการทางชีวภาพ (biological 

process) โปรตีนส่วนใหญ่มีความเกี�ยวข้องกับ 

gene expression, cytoplasmic translation 

และ chaperone cofactor-dependent protein 

refolding ด้านส่วนประกอบของเซ่ลล์ (cellular 

component) พบว่าโปรตนีส่วนใหญ่มคีวามเกี�ยวข้อง

กับ focal adhesion, cell-substrate junction 

และ ribosome ส่วนด้านหน้าที�ในระดับโมเลกุล 

(molecular function) พบว่าโปรตีนส่วนใหญ่ทำา

หน้าที�เกี�ยวข้องกับ RNA binding, cadherin 

binding และ mRNA binding

การวิเคราะห์ signaling pathway ด้วย 

KEGG Mapper คณะผู้วิจัยได้คัดกรองและมุ่งเน้น

signaling pathway ที�มีความเกี�ยวข้องกับ

พังผดืในตบัและเปน็โมเลกุลเปา้หมายของ anti-liver 

fibrosis drugs ได้แก่ PI3K-Akt, NF-κB และ 

mTOR signaling pathways อีกทั�งคณะผู้วิจัยได้

ศ้กษาใน pathway เหล่านี�ที�มีความสอดคล้องกับผล

โปรตีโอมิกส์ร่วมกับผลของระดับ TNF-α ดังนั�น

จ้งต้องศ้กษา signaling pathway ของแต่ละสาร

ออกฤทธิ� ซ่้�งผลการศก้ษาพบว่าในเซ่ลล์ LX-2 ที�ไดร้บั 

7-octenoic acid มกีารเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของ

โปรตีนที�มีบทบาทในวิถีสัญญาณภายในเซ่ลล์ทั�งสิ�น

284 signaling pathways โดยมี 2 signaling 

pathways ที�มคีวามสำาคญัในการเกิดพงัผดืในตบัหรอื

การลดลงของ TNF-α ไดแ้ก่ PI3K-Akt signaling 

pathway ซ่้�งพบโปรตีนจำานวน 5 ชนิดสำาคัญที�มี

downregulation เช่น guanine nucleotide-binding

protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 (GNB2) 

และ NF-κB signaling pathway พบโปรตนีจำานวน 

1 ชนิดที�สำาคัญที�มี downregulation คือ casein 

kinase II subunit alpha (CSNK2A1) ดังแสดง

ใน Fig. 4 ในส่วนของเซ่ลล์ตับที�ได้รับ 1-phenyl-

2-pentanol พบทั�งหมด 183 pathways โดย 

mTOR signaling pathway ซ่้�งพบโปรตีนจำานวน 

1 ชนิดที�มี downregulation คือ low-density

lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) 

ดังแสดงใน Fig. 5 ซ่้�งส่งผลต่อการลดลงของระดับ 

TNF-α ได้ 

หลังจากได้โปรตีนเป้าหมายที�น่าสนใจแล้ว 

จง้ทำาการวิเคราะห์ PPI ดว้ย STRING database เพื�อ

ตรวจสอบการมีปฏิิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนเป้าหมาย

และโปรตีนอื�น ๆ อีกครั�ง โดยในกลุ่มที�กระตุ้นด้วย 

7-octenoic acid พบว่า GNB2 ที�มีปฏิิสัมพันธ์กับ 

GNAS (GNAS complex locus) และ CSNK2A1

ที�มีปฏิิสัมพันธ์กับ TP53 ซ่้�งมีความเกี�ยวข้องกับการ

เกิดมะเรง็ ในส่วนของ 1-phenyl-2-pentanol พบวา่

LRP5 ที�มีปฏิิสัมพันธ์กับ PPP2R5E (protein 

phosphatase 2 regulatory subunit B epsilon) 

ซ่้�งมคีวามเกี�ยวขอ้งกบั ECM deposition จง้สามารถ

สรุปได้ว่า การเปลี�ยนแปลงของโปรตีนภายในเซ่ลล์ 
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LX-2 หลังจากได้รับสารออกฤทธิ�ทั�ง 2 ชนิด ส่งผล

ให้ลดการแสดงออกของโปรตนีที�มปีฏิสิมัพนัธร์ะหวา่ง

โปรตีนที�สนใจและโปรตีนอื�น ๆ ซ่้�งมีความเกี�ยวข้อง

กับการเกิดมะเร็งและ ECM deposition ดังแสดง

ใน Fig. 6

18

Figure 3 The protein-protein interaction (PPI) network analysis of the LX-2 cells from both 7-octenoic 
acid (A) and 1-phenyl-2-pentanol (B) treatment groups by using STRING database.
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acid (A) and 1-phenyl-2-pentanol (B) treatment groups by using STRING database.
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Fig. 4 The signaling pathway analysis of the proteomics profi ling in 7-octenoic acid-treated LX-2 cells 
by using KEGG Mapper tool. The majority of proteins were categorized in PI3K-Akt (A) and NF-κB 
signaling pathways (B). Proteins exhibiting upregulation are depicted in red, while those exhibiting 
downregulation are depicted in green. Abbreviations: TRIM25, tripartite motif containing 25; P65, 
transcription factor p65; LAMC3, laminin subunit gamma 3; GRB2, growth factor receptor bound 
protein 2; GNB5, G protein subunit beta 5; YWHAQ, tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 
5-monooxygenase activation protein theta; NFκB1, nuclear factor kappa B subunit 1.

(A)

(B)
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Figure 5 The signaling pathway analysis of the proteomics profiling in 1-phenyl-2-
pentanol treated LX-2 cells by using KEGG Mapper tool. The majority of proteins were 
categorized mTOR signaling pathway. Abbreviations: LRP5/6, low-density lipoprotein receptor-
related protein 5/6.

F ig. 5  The signaling pathway analysis of the proteomics profi ling in 1-phenyl-2-pentanol treated LX-2 
cells by using KEGG Mapper tool. The majority of proteins were categorized mTOR signaling 
pathway. Abbreviations: LRP5/6, low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6.
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Figure 6 The PPI network analysis of selected proteins; guanine nucleotide-binding 
protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 (GNB2) (A), casein kinase II subunit alpha (CSNK2A1) (B), 
and low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) (C), by using STRING database. 
Abbreviations: GNAS, neuroendocrine secretory protein 55; CDK5, cyclin-dependent kinase 5; 
TP53, cellular tumor antigen p53; PPP2R5E, serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 
regulatory subunit epsilon isoform. 

 

(A)  

 

(B)  

 
 

(C)  

 

Fig. 6  The PPI network analysis of selected proteins; guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) 
subunit beta-2 (GNB2) (A), casein kinase II subunit alpha (CSNK2A1) (B), and low-density 
lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) (C), by using STRING database. Abbreviations: 
GNAS, neuroendocrine secretory protein 55; CDK5, cyclin-dependent kinase 5; TP53, cellular 
tumor antigen p53; PPP2R5E, serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory 
subunit epsilon isoform.
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วิิจารณ์์
คณะผู้้�วิจััยศึึกษากลไกการต้้านพัังผืืดในตัับ

ด้้วยสารออกฤทธิ์์�จากใบมะรุุม ได้้แก่่ 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol ต่่อเซลล์์ LX-2 

ที่่�ถููกกระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 โดยวััดระดัับการมีีชีีวิิต

รอดของเซลล์์ วััดระดัับการแสดงออกของไซโตไคน์์ 

TNF-α วิิเคราะห์์ผลโปรตีีโอมิิกส์์ และวิิเคราะห์์ผล

ทางชีีวสารสนเทศ 

จากผลการตรวจวิิเคราะห์์ความเป็็นพิิษของ

สารสกััดแต่่ละชนิิดด้้วยวิิธีี Resazurin assay พบว่่า 

ช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เลืือกใช้้ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ 

LX-2 (Fig. 1) แต่่อย่่างไรก็็ตาม จากกราฟพบ 

การตายของเซลล์ ์LX-2 เพิ่่�มขึ้้�น เมื่่�อเพิ่่�มความเข้ม้ข้น้ 

ของสารสกััดไปจนถึึงระดัับหนึ่่�ง เช่่น สารออกฤทธิ์์� 

7-octenoic acid จากใบมะรุุม พบการตายของ

เซลล์์ LX-2 ที่่�ค่่า IC
10
 คืือ 153.42 ไมโครกรััม/

มิิลลิิลิิตร จึึงเลืือกใช้้ความเข้้มข้้นที่่� 25, 50 และ 

100 ไมโครกรัมั/มิลิลิลิิติร ในการทดสอบอื่่�น ๆ  ต่อ่ไป 

จากการวััดระดัับไซโตไคน์์ด้้วยเทคนิิค 

sandwich ELISA พบว่่า สารออกฤทธิ์์� 1-phenyl-

2-pentanol สามารถลดการหลั่่�งของ TNF-α ที่่�

ความเข้้มข้้น 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยลดลง

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) ในขณะที่่�

กลุ่่�มของเซลล์์ที่่�ได้้รัับ 7-octenoic acid ที่่� 25 

และ 50 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร มีีระดัับของ TNF-α 
ที่่�ลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ เมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ แต่่พบแนวโน้้มการเพิ่่�มขึ้้�น

ของระดัับ TNF-α เมื่่�อมีีการเพิ่่�มความเข้้มข้้นของ 

7-octenoic acid จนถึึง 100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

จากผลดังักล่า่ว ทางคณะผู้้�วิจัยัตั้้�งสมมติฐิานว่่า น่า่จะ

เกิิดจาก biphasic effect(25) ของสาร 7-octenoic 

acid ต่่อเซลล์์ LX-2 ในสภาวะที่่�มีี TGF-β1 โดยที่่� 

7-octenoic acid สามารถออกฤทธิ์์�ทั้้�งยัับยั้้�งและ

กระตุ้้�นการสร้้าง TNF-α ในเซลล์์ LX-2 ผ่่านการ 

กระตุ้้�นหรืือยับัยั้้�งการส่่งสััญญาณภายในเซลล์์ โดยฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพจะข้ึ้�นอยู่่�กับระดัับความเข้้มข้้นของสาร 

อย่่างไรก็็ตาม เนื่่�องจากข้้อมููลของ 7-octenoic acid 

ต่่อการสร้้าง TNF-α ยัังมีีไม่่เพีียงพอ จึึงควรมีี 

การศึึกษาวิิจััยเพิ่่�มเติิมถึึงผล biphasic effect ของ

สาร 7-octenoic acid ต่่อการสัังเคราะห์์ TNF-α 

ในเซลล์์ HSCs ที่่�ได้้รัับการกระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 

เพื่่�อพิิสููจน์์สมมติิฐานเพิ่่�มเติิม 

สารสกััดหยาบจากใบมะรุุมสามารถลดการ

หลั่่�งของ TNF-α ที่่�ความเข้้มข้้น 20 และ 40 

ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทาง

สถิติิ ิซึ่่�งสอดคล้อ้งกับังานวิจัิัยของ Armando และคณะ 

ในปีี ค.ศ. 1992 พบว่่าสารสกััดหยาบจากใบมะรุุม 

สามารถลดการอัักเสบและลด acetylcholine  

ในลำำ�ไส้้หนููทดลองได้้(26) งานวิิจััยของ Jimenez  

และคณะ ในปี ีค.ศ. 2017 สามารถลดการอักัเสบและ

ยับัยั้้�งการทำำ�งานของ NF-κB pathway(27) งานวิิจัยั

ของ Sharifudin และคณะ ในปีี ค.ศ.  2013 จากการ

ศึึกษาเนื้้�อเยื่่�อตัับจากหนููที่่�ได้้รัับสารสกััดจากใบมะรุุม 

พบว่่าความรุุนแรงและการเกิิดความเสีียหายใน 

ตัับหนููมีีการลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ(28) แต่่

สามารถกระตุ้้�นการหลั่่�งของ TNF-α ที่่�ความเข้้มข้้น 

10 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

ทางสถิิติิ

ผลการวิิเคราะห์์ pathway ด้้วย KEGG 

Mapper พบว่่าในเซลล์์ตัับที่่�ได้้รัับ 7-octenoic acid 

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ มี ี CSNK2A1 

เป็็นโปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ NF-κB pathway และ

มีี GNB2 เป็็นโปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ PI3K-Akt 

signaling pathway ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ 

Mittal และยังัสอดคล้อ้งกับังานวิจิัยัของ Yang Yang 

และคณะ ในปี ี2023 พบว่า่สารสกัดัจาก Macleaya 
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cordata สามารถลดการแสดงออกยีีน GNB2 ใน 

NF-κB และ PI3K/Akt signaling pathways ได้้  

อีีกทั้้�งพบว่่าระดัับของ TNF- α, IL-1β และ IL-6 

ลดลงอย่า่งมีนีัยัสำำ�คัญัทางสถิติิ ิใน C57BL/6 mice(29) 

บ่่งชี้้�การมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-inflammatory และ  

anti-liver fibrosis ดังันั้้�นจึึงคาดว่่า 7-octenoic acid 

ที่่�สามารถลดการแสดงออกของโปรตีีน GNB2 ได้้

จึึงมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-inflammatory และ anti-liver 

fibrosis นอกจากนี้้�เนื่่�องจากยัังไม่่พบงานวิิจััยใดที่่�

รายงานผลการศึึกษาของสาร 7-octenoic acid ใน 

ใบมะรุุมที่่�สามารถลดการแสดงออกของยีนี CSNK2A1

และส่่งผลให้้ระดัับไซโตไคน์์ที่่�เป็็นหนึ่่�งในสาเหตุุของ

การเกิิดพัังผืืดในตัับลดลงได้้ ดัังนั้้�นงานวิิจััยนี้้�จึึง

เป็็นการค้้นพบว่่ายีีน CSNK2A1 อาจเป็็นเป้้าหมาย

ใหม่่ของสาร 7-octenoic acid จากใบมะรุุมในการ

ต้้านพัังผืืดในตัับ และในส่่วนของเซลล์์ตัับที่่�ได้้รัับ 

1-phenyl-2-pentanol เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุุมแบบลบ มีี LRP5/6 เป็็นโปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้อง

กัับ mTOR signaling pathway ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ 

งานวิิจััยของ Li และคณะ ในปีี ค.ศ. 2023 พบว่่าสาร

โซเดีียมซาลิิโนไมซิินลดการแสดงออกของยีีน LRP6 

ผ่่านการทำำ�งานของ mTOR signaling pathway 

โดยทำำ�ให้้ระดัับ TNF-α, IL-1β และ IL-6 ลดลง 

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิใน germinal center 

B-cell (GCB) บ่่งชี้้�การมีีฤทธิ์์�ในการต้้านมะเร็็งใน

เซลล์์มะเร็็งต่่อมน้ำำ��เหลืือง(30) และสอดคล้้องกัับงาน

วิิจััยของ Huang และคณะ ในปีี ค.ศ. 2023 พบว่่า 

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & 

Clemants สามารถยัับยั้้�งการทำำ�งานของ mTOR 

signaling pathway ได้้ใน SMMC-7721 cell(31) 

บ่่งชี้้�การมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-liver cancer อีีกทั้้�งยััง 

สอดคล้้องกับังานวิิจััยของ Li และคณะ ในปีี ค.ศ. 2019 

พบว่่าการแสดงออกของยีีน LRP6 ลดลง ส่่งผล

ให้้การทำำ�งานของ mTOR signaling pathway 

ลดลงเช่่นเดีียวกััน(32) ดัังนั้้�นจึึงคาดว่่า 1-phenyl-2-

pentanol ที่่�สามารถลดการแสดงออกของยีีน LRP5 

จึึงมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-inflammatory และ anti-

liver fibrosis ทั้้�งนี้้�ควรมีีการทดสอบเพื่่�อยืืนยัันผล 

ของสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง 2 ชนิิดในเซลล์์ LX-2 ต่่อ 

การแสดงออกของโปรตีีนเป้้าหมายด้้วยเทคนิิคอื่่�น ๆ 

เพิ่่�มเติิม เช่่น western blot เพื่่�อเป็็นการยืืนยััน 

ผลการศึึกษาต่่อไป

สรุุป
จ า กผลก า ร วิิ จัั ย ส า ม า ร ถ ส รุุ ป ไ ด้้ ว่่ า 

7-octenoic acid จากใบมะรุุม อาจสามารถต้้าน

พัังผืืดในตัับ โดยลดการแสดงออกของโปรตีีนที่่�ถููก

สัังเคราะห์์จากยีีน CSNK2A1 และ GNB2 ซึ่่�ง

มีีความเกี่่�ยวข้้องกัับ NF-κB และ PI3K/Akt 

signaling pathways ขณะที่่� 1-phenyl-2-pentanol 

จากใบมะรุุม อาจสามารถต้้านพัังผืืดในตัับโดยลดการ

แสดงออกของโปรตีีนที่่�ถููกสัังเคราะห์์จากยีีน LRP5 

ซึ่่�งมีีส่่วนเกี่่�ยวข้้องกัับ mTOR signaling pathway 

โดยทั้้�ง 3 pathways มีคีวามเกี่่�ยวข้อ้งกัับพังัผืดืในตับั 

อีีกทั้้�งยัังพบว่่า 7-octenoic acid และ 1-phenyl-

2-pentanol สามารถลดการหลั่่�งของ TNF-α ได้้

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) ดัังนั้้�นจึึงมีี

ความเป็็นไปได้้ว่่าสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง 2 ชนิิด เป็็นสาร

ที่่�น่่าสนใจเพื่่�อศึึกษาต่่อในโมเดลการเกิิดพัังผืืดในตัับ 

อื่่�น ๆ เพิ่่�มเติิม เช่่น สััตว์์ทดลอง เพื่่�อช่่วยใน 

การศึึกษาค้้นคว้้าหาสารออกฤทธิ์์�ที่่�อาจพััฒนาไปเป็็น

ยาในการรัักษาพัังผืืดในตัับต่่อไป   
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