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กิตติกรรมประกาศ 

การวิจยัเร่ืองผลของสารสกดัถัง่เช่าและผกัเชียงดาต่อการลดระดบัน ้ าตาลและระดบัไขมนัในเลือด

หนูถีบจกัรและกลไกการออกฤทธ์ิ ในคร้ังน้ีไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัจากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยี

สุรนารี ปีงบประมาณ 2560 ท าให้งานวิจัยในคร้ังน้ีส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ผูว้ิจ ัยและคณะ

ขอขอบคุณ บริษทั WORLD WIDE HEALTHY CO.,LTD  ท่ีใหค้วามอนุเคราะห์สารสกดัถัง่เช่าจน

งานวิจยัน้ีลุล่วงไปไดด้ว้ยดี สถาบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) ท่ีช่วยอ านวยความ

สะดวกในการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงสารชีวเคมี โดย FTIR ส านกังานสัตวท์ดลองแห่งชาติ ท่ี

ช่วยผลิตสัตวท์ดลองในการด าเนินการวจิยัคร้ังน้ี คุณวชัระ วงคว์ริิยะ ท่ีช่วยอ านวยความสะดวกและ
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มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท่ีอนุเคราะห์ทั้งอุปกรณ์และสถานท่ีในการท าวิจยัจนประสบ

ผลส าเร็จ 
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บทคดัย่อภาษาไทย 

การศึกษาในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากถั่งเช่า (Cordyceps 

sinensis), ผกัเชียงดา (Gymnema inodorum) เม่ือใชเ้ด่ียวๆและผสมกนัของสารสกดัจากถัง่เช่าและ

ผกัเชียงดาต่อการยบัย ั้งการสร้างไขมนัในเซลล์ (anti-adipogenesis) 3T3-L1 เซลล์ และการยบัย ั้ง

ภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ท่ีถูกชกัน าให้เกิดภาวะไขมนัในเลือดสูงดว้ยอาหารไขมนัสูง การ

สะสมไขมนัภายในเซลล ์3T3-L1 แอดิโพไซต ์ถูกตรวจสอบโดยการยอ้ม Oil Red O และการสังเกต

สัณฐานวทิยาของหยดไขมนั ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สารสกดัจากถัง่เช่า, สารสกดัผกัเชียงดา 

เม่ือใชเ้ด่ียวๆและผสมกนัของสารสกดัถัง่เช่าและผกัเชียงดา สามารถยบัย ั้งการสะสมของไขมนัใน

เซลล์ได ้โดยเม่ือใช้ผสมกนัสามารถแสดงการเสริมฤทธ์ิกนัในการยบัย ั้งการสะสมไขมนัในเซลล์

ทดสอบ นอกจากน้ีไดใ้ช้เทคนิค FTIR ไมโครสเปกโตรสโคปีเพื่อยืนยนัผลการยบัย ั้งการสะสม

ไขมนัในเซลล์ 3T3-L1 ของสารสกดัจากถัง่เช่าและผกัเชียงดา เม่ือใช้เด่ียวๆและผสมกนั ผลการ

ทดลองพบวา่สัญญาณความเขม้และพื้นท่ีใตก้ราฟของไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรต ฟอสโฟไลปิด 

และสัดส่วนของไขมนั/โปรตีน ของเซลล์ทดสอบท่ีมีสารสกดัจากถัง่เช่า ผกัเชียงดาเด่ียวๆและสาร

สกดัผสมน้อยกว่าเซลล์ทดสอบท่ีไม่ไดรั้บสารสกดัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) พีซีเอ 

สามารถแสดงใหเ้ห็นการแยกสเปคตรัมออกเป็นหกคลสัเตอร์อยา่งชดัเจน ตามการเปล่ียนแปลงทาง

ชีวเคมีภายในเซลล์ทดสอบ การศึกษาในหนูไมซ์ไอซีอาร์เพศผู ้เจ็ดในแปดกลุ่ม (ไม่รวมถึงกลุ่ม

ควบคุมปกติท่ีไม่ไดรั้บอาหารไขมนัสูง) ไดรั้บ (กิน) อาหารไขมนัสูงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ ในเจ็ด

กลุ่ม, หกกลุ่ม (ไม่รวมกลุ่มท่ีกินเฉพาะอาหารไขมนัสูงแต่ไม่ไดรั้บสารสกดั) ให้กินอาหารไขมนัสูง

เสริมดว้ยสารสกดัจากถัง่เช่า (150 หรือ 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (น ้ าหนกัตวั) ต่อวนั), สารสกดั

จากผกัเชียงดา (150 หรือ 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (น ้ าหนกัตวั) ต่อวนั) หรือสารสกดัผสมจากถัง่

เช่า (75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (น ้ าหนกัตวั) ต่อวนั) กบั จากผกัเชียงดา (75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(น ้ าหนกัตวั) ต่อวนั) หรือ ไกลเบนคลาไมด์ หรือ ซิมวาสแตติน (10 หรือ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(น ้าหนกัตวั) ต่อวนัตามล าดบั) จากนั้นระดบัน ้าตาลและไขมนัในเลือด เอแอลที เอแอลพี ครีเอทินิน

และการตรวจสอบความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด (ซีบีซี) ถูกน ามาวิเคราะห์ พบว่าตวับ่งช้ีน ้ าตาลและ

ไขมนัในเลือด (คอเลสเทอรอล ไตรกลีเซอไรด์ และ แอลดีแอล-คอเลสเทอรอล) ของสารสกดัจาก

ถัง่เช่า สารสกดัจากผกัเชียงดา เม่ือใชเ้ด่ียวๆ และสารสกดัผสม มีผลท าให้ตวับ่งช้ีน ้ าตาลและไขมนั
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ในเลือดทุกกลุ่มดงักล่าวลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสาร ยิ่งไปกวา่

นั้นยงัพบวา่ สารสกดัจากถัง่เช่าผสมกบัสารสกดัจากผกัเชียงดา สามารถออกฤทธ์ิเสิมกนัในการลด

น ้ าตาลในเลือดและคอเลสเทอรอล แอลดีแอล-คอเลสเทอรอลและไตรกลีเซอไรด์ในหนูไมซ์ สาร

สกดัจากพืชเหล่าน้ีไม่แสดงความเป็นพิษต่อตบั ไต และซีบีซีต่อหนูไมซ์ จากผลการทดลองน้ีแสดง

ให้เห็นวา่ สารสกดัจากถัง่เช่า สารสกดัผกัเชียงดา เม่ือใชเ้ด่ียวๆ และสารสกดัผสมมีศกัยภาพท่ีจะ

พฒันาเป็นอาหารเสริมเพื่อสุขภาพหรือยาสมุนไพรท่ีจะใชใ้นการบ าบดัภาวะน ้ าตาลในเลือดสูงและ

ไขมนัในเลือดสูงหรือโรคอว้น  
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 

The present study aimed to investigate the anti-adipogenesis and anti-hyperlipidemic effects of 
Cordyceps sinensis extract (CSE), Gymnema inodorum extract (GIE) alone and their combination 
on adipogenesis in 3T3-L1 cells and high-fat-diet-induced hyperlipidemia in mice. Intracellular 
lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes was determined by Oil Red O staining and observed the 
morphology of lipid droplets. The results demonstrated that CSE, GIE, alone and combined 
suppressed lipid accumulation. Moreover, this combination showed a synergistic effect on lipid 
accumulation inhibition in tested cells. FTIR microspectroscopy confirmed the inhibitory effects 
of CSE, GIE alone and in combination on lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes. The signal 
intensity and the integrated areas of glycogen and carbohydrate, the acyl chain of phospholipids 
and lipid/protein ratio of CSE, GIE, and CSE/GIE combination-treated 3T3-L1 adipocytes were 
significantly less than the untreated 3T3-L1 adipocytes (p < 0.05). PCA analysis showed six 
distinct clusters for the FTIR spectra of 3T3-L1 sample cells based on biomolecular changes. 
Seven of eight groups of ICR male mice (i.e., not including the normal group) were fed with a 
high-fat diet (HFD) for 12 weeks. Of these seven groups, six (i.e., not including the HFD group) 
were administered a HFD supplemented with CSE (150 and 300 mg/kg BW/day), GIE (150 and 
300 mg/kg BW/day), combination of CSE 75 mg/kg BW/day plus GIE 75 mg/kg BW/day, or 
glibenclamide or simvastatin (10 or 20 mg/kg BW/day, respectively). Blood sugar, serum lipid 
profiles, ALT, ALP, creatinine, and the complete blood count (CBC) were analyzed. The blood 
sugar and lipid profiles (cholesterol, triglyceride, and LDL-cholesterol) of all CES, GIE, and 
CSE/GIE combination treated groups were significantly lower than those of untreated-HFD 
groups (p < 0.05). Moreover, this combination exhibited synergistic activity on blood sugar, 
cholesterol, LDL-cholesterol, and triglyceride reduction in mice. These plant extracts revealed 
non-toxic in liver, kidney, and CBC on mice. These results suggest that CSE, GIE alone and in 
combination have potential to develop to health supplement food or herbal medicine for the 
treatment of hyperglycemia, hyperlipidemia or obesity.  
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำกำรวจัิย 
ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั ความชุกของโรคอว้นมีอตัราเพิ่มข้ึนในประเทศพฒันาแลว้ และ

ประเทศก าลงัพฒันาทัว่โลก องคก์รภาระทัว่โลกของโรคอว้น (Global burden of obesity) รายงาน
วา่ใน พ.ศ. 2548 มีคนอว้นมากถึง 396 ลา้นคน และในปี พ.ศ. 2573 คาดการณ์วา่จ านวนคนในวยั
ผูใ้หญ่ท่ีเป็นโรคอว้นเพิ่มเป็น 573 ลา้นคน (Kelly et al., 2008) ในขณะท่ีในประเทศท่ีพฒันาแลว้
โรคอว้นจะมีความชุกมาก แต่โรคอว้นก็แพร่กระจายข้ึนอยา่งรวดเร็ว ในประเทศท่ีมีรายไดป้าน
กลางและต ่า เช่น ประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขถือเป็นหน่วยงานหลกัท่ีรับผิดชอบในการ
ส่งเสริมสนบัสนุนควบคุมและประสานงานกิจกรรมดา้นสุขภาพทั้งหมดเพื่อความเป็นอยูท่ี่ดีของคน
ไทย ในช่วงระยะเวลา 23 ปีนบัตั้งแต่คร้ังท่ี 1 ถึงคร้ังท่ี 4 ศูนยม์าตรฐานสุขภาพแห่งชาติ เปิดเผยวา่ 
ท่ีผา่นมาความชุกของโรคอว้นในประเทศไทยเพิ่มข้ึนมากกวา่ 2.5 เท่า ความชุกของโรคอว้นดู
เหมือนจะโตข้ึนในอตัราเดียวกบั GDP ของประชากรไทยต่อหวั ในประเทศไทย กระทรวง
สาธารณสุขไดป้ระเมินผลกระทบดา้นสุขภาพของโรคอว้นในกลุ่มคนไทยในแง่ของส่วนของโรค
อว้นท่ีสะทอ้นถึงสัดส่วนของอุบติัการณ์ของโรคในคนไทยท่ีเกิดจากโรคอว้น นอกจากน้ีโรคอว้นมี
ส่วนท าใหเ้กิดโรคเบาหวาน 25% และ 52% ในเพศชายและเพศหญิงตามล าดบั (Teerawattananon 
and Luz, 2017) โรคอว้นหมายถึงการสะสมไขมนัท่ีมากเกินไปซ่ึงอาจเป็นอนัตรายต่อสุขภาพ ซ่ึง
เป็นปัญหาสุขภาพท่ีรุนแรง เน่ืองจากมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัโรคต่างๆ เช่น โรคเบาหวานประเภท 2 
ความดนัโลหิตสูง และโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ (Hu et al., 2014) ในบรรดาปัจจยัเส่ียงหลาย
ประการน้ีระดบัไขมนัในเลือดสูงข้ึนถือเป็นเร่ืองท่ีน่าเป็นห่วงและเป็นท่ีแพร่หลายมาก อาการท่ีพบ
บ่อยของภาวะไขมนัในเลือดสูง ไดแ้ก่ ระดบัคอเลสเตอรอลรวม (total cholesterol), ไตรกลีเซอไรด์ 
(triglycerides) และคอเลสเตอรอลท่ีมีความหนาแน่นต ่า (low-density lipoprotein cholesterol; LDL-
C) ทั้งไขมนัทั้งสามชนิดเป็นท่ีทราบกนัดีอยูแ่ลว้วา่เป็นปัจจยัท่ีส่งเสริมการเป็นโรคหวัใจ อาทิเช่น
โรคหลอดเลือดแดง และโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ (Chronic heart disease; CHD) แมว้า่การควบคุม
อาหารและการออกก าลงักาย รวมถึงการแนะน าอยา่งสม ่าเสมอสามารถป้องกนัภาวะไขมนัในเลือด
สูงแต่บุคคลท่ีมีความเส่ียงต่อการเกิดภาวะไขมนัในเลือดสูงกลบัสูงข้ึน ซ่ึงอาจจะจ าเป็นตอ้งการ 
การรักษาท่ีมีประสิทธิภาพในการลดระดบัไขมนัเพื่อใหร้ะดบัไขมนัในเลือดลดลง (Guo et al., 
2010) ขอ้ความน้ีอา้งอิงจากการรวบรวมและวเิคราะห์ขอ้มูลดชันีมวลกาย (BMI, kg/m2) ตั้งแต่นั้น
มาอุบติัการณ์โรคอว้นไดเ้กิดข้ึนอีกในอตัราท่ีน่าตกใจและกลายเป็นความกงัวลดา้นสาธารณสุขท่ี
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ส าคญัท่ีมีค่าครองชีพท่ีไม่สามารถค านวณได ้ แมว้า่การเกิด DM จะเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองการรักษาท่ี
มีประสิทธิภาพยงัคงไม่สามารถควบคุมใหไ้ดผ้ลสมบูรณ์ เม่ือพิจารณาความหลากหลายของ
โรคเบาหวานและขอ้จ ากดัของเภสัชภณัฑส์มยัใหม่ เช่น ภาวะน ้าตาลในเลือดต ่าท่ีมีการควบคุมไม่
เพียงพอ ผลขา้งเคียง และอตัราความลม้เหลวในการรักษาเป็นส่ิงส าคญัอยา่งยิง่ในการก าหนด
แนวทางยาใหม่ส าหรับการป้องกนัและรักษาโรคเมแทบอลิคท่ีมีประสิทธิภาพ (Hu et al., 2014) 
นอกจากน้ียงัมียารักษาโรคอว้นจ านวนมากท่ีมีอยูใ่นทอ้งตลาด หน่ึงในนั้นคือ statin (เช่น 
atorvastatin, simvastatin, rosuvastatin) ซ่ึงยบัย ั้ง HMG-CoA reductase ในการลดการสังเคราะห์
คอเลสเตอรอลและควบคุม receptor lipoprotein ความหนาแน่นต ่า (LDL) ในเซลลต์บัและลดไตร
กลีเซอไรด ์และยาอ่ืน ๆ คือ fibrates (เช่น fenofibrate, gemfibrozil) ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
receptor alpha (PPAR-) ท่ีรับ peroxisome proliferator ช่วยลดการหลัง่ของ lipoproteins ความ
หนาแน่นต ่า (VLDL) เพิ่ม lipoprotein lipase และเพิ่ม lipoproteins ความหนาแน่นสูง (HDL) 
อยา่งไรก็ตามทั้งสองกลุ่มมีผลขา้งเคียง ไดแ้ก่ โรคกลา้มเน้ือ, ความผดิปกติของตบั ฯลฯ 

ปัจจุบนัน้ีเน่ืองจากขอ้เสียของยาแผนปัจจุบนักบัค่าใชจ่้ายสูงและผลขา้งเคียงท่ีอาจเป็น
อนัตรายถึงชีวติ ศกัยภาพของผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติในการรักษาโรคอว้นจึงไดรั้บความสนใจ มี
การส ารวจและน่ีอาจเป็นทางเลือกท่ีดีส าหรับการพฒันายาท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัโรคอว้น
ในอนาคต (Barrett, 2011; Katzung, 2011; Mayer et al., 2009) พฤกษเคมีท่ีระบุจากพืชสมุนไพร
แบบดั้งเดิมเป็นโอกาสอนัน่าต่ืนเตน้ส าหรับการพฒันายารักษาใหม่ส าหรับโรคอว้นและโรคเม
แทบอลิคอ่ืนๆ (de Freitas Junior and de Almeida Jr, 2017) สารพฤกษเคมีมกัเกิดข้ึนจากการ
รวมกนั ซ่ึงการรวมกนัของสารพฤกษเคมีอาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพทางชีวภาพไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 
สารสกดัจากอาหารและยาแผนโบราณจาก Cordyceps sinensis และ Gymnema inodorum ในเอเชีย
ท่ีไดรั้บความสนใจอยา่งมากในช่วงไม่ก่ีปีท่ีผา่นมา (Guo et al., 2010; Liao et al., 2013; Mall et al., 
2009; Prabhu and Vijayakumar, 2014; Ramkumar et al., 2008) การศึกษาก่อนหนา้น้ีแสดงใหเ้ห็น
วา่ไตรเทอร์ปีนอยดใ์น G. inodorum มีผลท าใหย้บัย ั้งการดูดซึมกลูโคสจากล าไส้โดยอาศยั CH2OH 
(Shimizu et al., 2001) นอกจากน้ีการศึกษาล่าสุดยงัไดศึ้กษาถึงผลกระทบท่ีอาจเกิดจากการลด
น ้าตาลและการเป็นสารบ ารุงร่างกายของสารสกดัจาก C. sinensis โดยช่วยส่งเสริมการอยูร่อดของ
บีตาเซลล ์ การเพิ่มกิจกรรมของ NKA ของไตและการสะสมของคอลลาเจนท่ีลดลงและการสะสม
เมทแอนแทนิเซียมเมทริกซ์แสดงใหเ้ห็นวา่ C. sinensis อาจมีศกัยภาพในการด ารงความสามารถใน
การท างานของบีตาเซลล ์ (Kan et al., 2012) นอกจากน้ีการคน้พบก่อนหนา้พบวา่ cordycepin จาก 
C. militaris ช่วยป้องกนัภาวะไขมนัในเลือดสูงไดโ้ดยการกระตุน้โปรตีนไคเนสท่ีกระตุน้ดว้ยสาร 
AMP (AMPK) และสามารถปรับปรุงความไวของอินซูลินไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Guo et al., 
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2010) การวจิยัการเสริมฤทธ์ิซ่ึงกนัและกนั แสดงใหเ้ห็นวา่ ยาจากพืชสมุนไพรท่ีมีศกัยภาพเหล่าน้ี
แสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพท่ีอาจเทียบเท่าในการรักษาใกลเ้คียงกบัยาแผนปัจจุบนั โดยมีขอ้ดี
เพิ่มเติมคือมีผลขา้งเคียงนอ้ยหรือไม่มีเลยเม่ือเทียบกบัยาสังเคราะห์ (Wagner, 2011) 

อยา่งไรก็ตามยงัไม่เคยมีการศึกษาถึงผลของการเสริมฤทธ์ิซ่ึงกนัและกนัของสารสกดัจาก  
C. sinensis (CSE) และสารสกดัจาก G. inodorum (GIE) ต่อการยบัย ั้งกระบวนการสร้างไขมนัใน
เซลล ์3T3-L1 และการยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ท่ีถูกชกัน าใหเ้กิดภาวะไขมนัในเลือด
สูง ดงันั้นงานวจิยัช้ินน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาการเสริมฤทธ์ิกนัของสารสกดัจาก C. sinensis 
ร่วมกบัสารสกดัจาก G. inodorum ต่อการยบัย ั้งกระบวนการสร้างไขมนัในเซลล ์ 3T3-L1 และการ
ยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ท่ีถูกชกัน าใหเ้กิดภาวะไขมนัในเลือดสูงดงักล่าว 
นอกจากนั้นจะมีการศึกษาพิษก่ึงเร้ือรังของสารสกดัดงักล่าวต่อหนูทดลอง การศึกษาน้ีอาจทราบ
แนวทางในการพฒันาเภสัชภณัฑย์าจากสมุนไพรรุ่นใหม่ เพื่อรักษาโรคเบาหวานและภาวะไขมนัใน
เลือดสูง 

 
วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 
1.2.1 เพื่อตรวจสอบผลของสารสกดัจากถัง่เช่า (Cordyceps sinensis extract; CSE) และผกั

เชียงดา (Gymnema inodorum extract; GIE) เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือใชผ้สมกนัต่อการยบัย ั้งกระบวนการ
สร้างไขมนัในเซลล ์3T3-L1       

1.2.2  เพื่อตรวจสอบผลของสารสกดัจากถัง่เช่า (CSE) และผกัเชียงดา (GIE) เม่ือใชเ้ด่ียวๆ 
หรือใชผ้สมกนัต่อการยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ท่ีถูกชกัน าใหมี้ภาวะไขมนัในเลือด
สูง     

1.2.3 สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิลดไขมนัในเลือดสูงในหนูทดลองดงักล่าว จะถูกน ามาทดสอบพิษ
ก่ึงเร้ือรังในหนูไมซ์ โดยดูพยาธิสภาพของอวยัวะท่ีเก่ียวขอ้ง ตลอดจนตรวจสอบจุลกายวภิาคของ
เน้ือเยือ่ไขมนัหนา้ทอ้ง ตบัและไต  

 
สมมติฐำนกำรวจัิย 
สารสกดัจาก Cordyceps sinensis และ Gymnema inodorum สามารถออกฤทธ์ิการยบัย ั้ง

กระบวนการสร้างไขมนัในเซลล ์ 3T3-L1 และการยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ท่ีถูกชกั
น าใหมี้ภาวะไขมนัในเลือดสูง     

 
ขอบเขตกำรวจัิย 
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สมุนไพรท่ีมีประสิทธิภาพสูงจะไดรั้บการคดัเลือกเพื่อศึกษาความเป็นพิษของสมุนไพรต่อ
หนูไมซ์ นอกจากน้ียงัมีการประเมินน ้าหนกัแผน่ไขมนัในช่องทอ้งและการตรวจพยาธิสภาพของ
อวยัวะท่ีเก่ียวขอ้ง ประสิทธิภาพของสมุนไพรแต่ละชนิดท่ีออกฤทธ์ิย ั้งการสร้างไขมนัในเซลล ์3T3-
L1 ถูกน ามาเปรียบเทียบดว้ยเทคนิค FTIR 

 
ประโยชน์ทีไ่ด้รับจำกกำรวจัิย 
การผลการศึกษาท าใหเ้ราทราบวา่ สารสกดั Cordyceps sinensis และ Gymnema inodorum 

เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือผสมกนั สามารถยบัย ั้งกระบวนการสร้างไขมนัในเซลล ์ 3T3-L1 และยบัย ั้งภาวะ
ไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ท่ีถูกชกัน าใหมี้ภาวะไขมนัในเลือดสูง โดยไม่พบพิษต่อต่อเซลล ์
preadipocyte 3T3-L1 และหนูไมซ์ สมุนไพรทั้งสองชนิดน้ีอาจถูกพฒันาเป็นยาตา้นภาวะไขมนัใน
เลือดสูงในอนาคตภายหลงัการท าวจิยัเพิ่มเติมในอาสาสมคัร 
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 

โรคอว้นเป็นปัญหาสุขภาพท่ีส าคญัเน่ืองจากมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัโรคต่างๆ เช่น 
โรคเบาหวานชนิดท่ีสอง ความดนัโลหิตสูง และโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ นอกจากน้ี โรคเบาหวาน
เป็นโรคท่ีอาจท าใหเ้กิดความอ่อนแอต่อคุณภาพชีวติและสุขภาพของประชาชนซ่ึงเป็นปัญหา
สาธารณสุขท่ีส าคญั เน่ืองจากความผดิปกติของเมแทบอลิซึมเร้ือรังท่ีร่างกายไม่สามารถด าเนินการ
กระบวนการเก่ียวกบักลูโคสไดอ้ยา่งถูกตอ้งส าหรับพลงังานเซลลท่ี์เกิดจากความไม่เพียงพอของ
อินซูลินหรือการด้ือต่ออินซูลินของร่างกาย นอกจากน้ียงัเกิดจากการท าลายภูมิคุม้กนัของการผลิต
อินซูลินของบีตาเซลลใ์นตบัอ่อนท าให้เกิดการผลิตอินซูลินท่ีลดลงหรือไม่มีการผลิต (Association, 
2014) โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 เป็นโรคเร้ือรังท่ีมีภาวะแทรกซอ้น เน่ืองจากภาวะน ้าตาลในเลือดสูง
หลงัสาเหตุการเกิดร่วมกนัของการด้ือต่ออินซูลินและการหลัง่อินซูลินไม่เพียงพอและการหลัง่ 
ของกลูแคนดม์าก (Kadan et al., 2016) 

2.1 ผลการลดระดับน า้ตาลในเลือดและการฟ้ืนฟูของบีตาเซลล์ ของ Cordyceps spp. และ 

Gymnema spp. 
Cordyceps militaris เป็นเช้ือราของสกุล Cordyceps และเป็นปรสิตของแมลงในระยะตวั

อ่อน และจะพฒันาเป็นโครงสร้างโผล่ข้ึนมาเหนือดินในตวัอ่อนแมลงหรือ pupae (Chou et al., 
2014; Sung et al., 2007) C. militaris เป็นยาอายวุฒันะและยาพื้นบา้นมานานแลว้กวา่ 300 ปี 
(Nakamura et al., 2015) การศึกษาก่อนหนา้น้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ C. militaris มีสารเคมีเป็น
ส่วนประกอบในพืชหลายอยา่งเช่น polysaccharide, nucleoside (cordycepin เป็นหน่ึงใน 
nucleosides ท่ีส าคญัทางชีวภาพจาก Cordyceps spp.) และสเตียรอยด ์ นอกจากน้ี polysaccharide 
และ cordycepin ท่ีแยกไดจ้าก C. militaris พบวา่มีฤทธ์ิลดน ้าตาลในเลือด (hypoglycemic) ลดไขมนั
ในเลือด (hypolipidemic) คุณสมบติัตา้นมะเร็ง (anticancer) ฤทธ์ิควบคุมการแบ่งตวั 
(antiproliferative) ท าใหเ้กิด apoptosis (proapoptotic) และฤทธ์ิลดการอกัเสบ (anti-inflammatory) 
(Ma et al., 2015; Prasain, 2013; Yoon et al., 2015) การศึกษาในสัตวท์ดลอง Ma et al. แสดงใหเ้ห็น
วา่ cordycepin มีฤทธ์ิป้องกนัโรคไตและมา้มในหนูเบาหวาน นอกจากน้ี cordycepin มีฤทธ์ิลด
น ้าตาลในเลือดอยา่งมีนยัส าคญั โดยส่วนใหญ่เป็นผลมาจากการสังเคราะห์ในตบัท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งมาก
ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงอาจใช ้ cordycepin ในการรักษาโรคเบาหวาน (Ma et al., 2015) นอกจากน้ีค่า
อินซูลินในซีรัมในหนูเบาหวานท่ีชกัน าโดยอาหารไขมนัสูงเพิ่มข้ึนเกือบ 9 เท่าเม่ือเทียบกบัหนู
ควบคุม โดยผลการศึกษาเหล่าน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่ C. militaris อาจเป็นตวัช่วยในการรักษาโรคเบาหวาน
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ชนิดท่ี 2 โดยผา่นการลดระดบัน ้าตาลในเลือด (Yu et al., 2015) Cordyceps sinensis (C. sinensis) 
เป็นหน่ึงในยาจีนท่ีรู้จกักนัดีท่ีสุดและเป็นอาหารเพื่อสุขภาพมีมูลค่าสูงท่ีใชใ้นการรักษาโรคท่ี
หลากหลาย และมีรายงานวา่ C. sinensis มีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ การคน้พบคร้ังก่อนพบวา่ทั้ง
สารสกดัจากเส้นใยจากเช้ือรา C. sinensis มีศกัยภาพและฤทธ์ิโดยตรงในการตา้นอนุมูลอิสระเป็น
อยา่งมาก (Dong and Yao, 2008) cordycepin จากสารสกดั C. sinensis ท่ีสกดัดว้ยน ้า แสดงผลการ
ตา้นมะเร็งผา่นการกระตุน้ของ adenosine A3 receptor ตามดว้ยการกระตุน้ glycogen synthase 
kinase (GSK)-3β และการระงบั cyclin D1 (Nakamura et al., 2015) Wang et al. ไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ 
สารสกดั C. militaris อาจเป็นแหล่งท่ีอาจเป็นประโยชน์ในการทดแทนสารสกดัจากน ้าของ C. 
sinensis เพื่อป้องกนัและรักษาความเป็นพิษต่อตบั (Wang et al., 2012) นอกจากน้ีการเสริม C. 
sinensis ท่ีมีหรือไม่มีการออกก าลงักายช่วยเพิ่มความสามารถในการออกก าลงักายดว้ยการกระตุน้
กลไกการเผาผลาญของกลา้มเน้ือลายและการตอบสนองต่อสารตา้นอนุมูลอิสระ (Kumar et al., 
2011) polysaccharide ของ C. sinensis เป็นอีกตวัหน่ึงท่ีมีผลต่อการเผาผลาญกลูโคสในตบัของหนู
ท่ีเป็นเบาหวานท่ีถูกชกัน าโดย STZ เน่ืองจากมีผลต่อการท างานของ glucokinase, hexokinase และ 
glucose-6-phosphate dehydrogenase อยา่งมีนยัส าคญั (Kiho et al., 1996) ผลการวจิยัก่อนหนา้น้ี
รายงานวา่ adenosine และ cordycepin อาจถูกใชเ้ป็นส่วนผสมในการสร้างดชันีเพื่อแยก Cordyceps 
ออกจากสินคา้ลอกเลียนแบบ (Wang et al., 2012) Li et al. รายงานวา่การให ้ CSP-1 ซ่ึงเป็น 
polysaccharide ท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดจ้ากการแยกจาก C. militaris ท่ีมีฤทธ์ิลดน ้าตาลใน
เลือด ปริมาณมากกวา่ 200 มก./กก. ต่อวนัเป็นเวลาเจด็วนัท าใหร้ะดบัน ้าตาลในเลือดลดลงอยา่งมี
นยัส าคญั และระดบัอินซูลินท่ีเพิ่มข้ึนในหนูเบาหวานซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่ CSP-1 อาจกระตุน้การหลัง่
อินซูลินของตบัอ่อนหรือลดเมแทบอลิซึมของอินซูลิน (Li et al., 2006) C. sinensis ช่วยท าใหมี้
อาการดีข้ึนของโรคเบาหวานท่ีถูกชกัน าโดยการลดความเขม้ขน้ของอินซูลินในซีรัมและ
โรคเบาหวานท่ีถูกชกัน าโดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้าตาลในเลือดถูกท าใหอ่้อนฤทธ์ิลงโดยท าให้
ระดบัน ้าตาลในเลือดลดลง (Lo et al., 2006) Guo et al. พบวา่ C. sinensis มีฤทธ์ิตา้นอาการซึมเศร้า 
ดงันั้นพวกเขาจึงเสนอวา่ C. sinensis ท่ีเติม vanadium อาจเป็นทางเลือกท่ีมีศกัยภาพในการรักษา
ภาวะซึมเศร้าและโรคเบาหวานร่วมกบัผลของ C. sinensis และ vanadium (Guo et al., 2010) Hu et 
al. แสดงใหเ้ห็นวา่ C. sinensis มีฤทธ์ิในลดภาวะน ้าตาลในเลือดสูง โดยการซ่อมแซมบีตาเซลลแ์ละ
ส่งเสริม insulin-mediated signal transduction pathway ใน insulin-sensitive gastrocnemius และ
เน้ือเยือ่ไขมนั (Hu et al., 2014).  

Gymnema sylvestre (R.Br) (Family: Asclepiadaceae) เป็นพืชสมุนไพรแบบดั้งเดิม สาร
สกดัจากพืชถูกใชเ้ป็นสมุนไพรพื้นบา้น เน่ืองจากมีบทบาทส าคญัในการรักษาสมดุลของน ้าตาลใน
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เลือดผา่นการเพิ่มระดบัอินซูลินในเลือด และผา่นการฟ้ืนฟูตบัอ่อน มีรายงานวา่ G. sylvestre 
ประกอบดว้ย alkaloids, saponins, flavonoids, tannins และ gymnemic acid นอกจากน้ี Gymnemic 
acid จาก G. sylvestre ยงับล็อกตวัรับกลูโคสในล าไส้เล็ก (Ahmed et al., 2010; Mitra et al., 1995) 
จากการศึกษาในหลอดทดลองของ El Shafey et al. ไดต้รวจสอบผลของสารสกดัจากใบ G. 
sylvestre ในหนูเบาหวาน ผลจากการศึกษาพบวา่ระดบัน ้ าตาลในเลือดลดลงในหนูเบาหวานท่ีไดรั้บ
สารสกดั เน่ืองจากการลดระดบัการสร้างกลูโคส (gluconeogenesis) ในหนูท่ีเป็นเบาหวานท่ีไดรั้บ
สารสกดัเปรียบเทียบกบัหนูท่ีเป็นเบาหวานท่ีไม่ไดรั้บสาร (El Shafey et al., 2013) การศึกษาก่อน
หนา้น้ีรายงานวา่สารสกดัจากใบของ G. sylvestre ช่วยลดน ้าตาลในเลือดและไขมนัในเลือด เช่น 
คอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรด,์ HDL, LDL และ VLDL ในหนูท่ีเป็นโรคเบาหวาน และ gymnemic 
acid สามารถควบคุมระดบัน ้ าตาลในเลือดสูงได ้ (Ramkumar et al., 2008) นอกจากน้ีสารสกดัของ 
G. sylvestre ยงัท าใหเ้กิดการสร้างเซลลใ์หม่ (regenerate) ของบีตาเซลลใ์นผูป่้วยเบาหวานดว้ย 
(Ahmed et al., 2010) ในการรักษาบีตาเซลล ์มีการกระตุน้ AMP และโปรตีนไคเนสแสดงใหเ้ห็นถึง
ฟังกช์นัท่ีเป็นเอกลกัษณ์หรือเช่ือมต่อสถานะพลงังานของเซลลไ์ปสู่ความสามารถในการสังเคราะห์
และการหลัง่ฮอร์โมนอินซูลินของเซลล ์ (da Silva Xavier et al., 2003) ท านองเดียวกนัการคน้พบ
ก่อนหนา้น้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ผลยบัย ั้งของ triterpenoids ใน G. inodorum ช่วยในการดูดซึมกลูโคส
จากล าไส้อาศยั CH2OH (Shimizu et al., 2001) Fatma El Zahraa et al. แสดงใหเ้ห็นวา่ Cordyceps 
และ taurine มีประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ glibenclamide ในการลดระดบัน ้าตาลในเลือดการปรับปรุง
การท างานของบีตาเซลลแ์ละเพิ่มระดบั HDL ในเลือด ในขณะเดียวกนัการผสมกนัมีผลดีกวา่ 
glibenclamide ในการปรับปรุงความตา้นทานต่ออินซูลินลดลงในเลือดและแสดงคุณสมบติัตา้น
อนุมูลอิสระ ทั้งสองสารมีผลต่อระดบัอินซูลิน, fructosamine, และ TG ในซีรัม การศึกษาทางจุล
พยาธิวทิยาของตบัอ่อนท่ีแยกไดจ้ากหนูเบาหวานท่ีไดรั้บ Cordyceps และการรวมกนัของ taurine มี
ผลต่อการป้องกนัตบัอ่อนมากข้ึน เน่ืองจากมีการท าลายตบัอ่อนนอ้ยลง (Fatma El Zahraa et al., 
2012) 

ไขมนัในเน้ือเยือ่สัตวเ์ป็นคลงัเก็บพลงังานของหยดไขมนั และไตรกลีเซอไรดท่ี์เก็บไวใ้น 
adipocyte การเก็บสะสมไขมนัส่วนเกินอยูใ่นร่างกายน้ีเป็นความเส่ียงท่ีส าคญัต่อสุขภาพของมนุษย์
โดยเฉพาะอยา่งยิง่การพฒันาโรคเบาหวานประเภท 2 โรคหลอดเลือด ความดนัโลหิตสูงและ
อมัพาต (Turner et al., 2014) โรคอว้นหมายถึงส่วนเกินของน ้าหนกัตวัซ่ึงส่วนใหญ่เป็นผลมาจาก
การสะสมไขมนัในร่างกายเพิ่มข้ึน เป็นสาเหตุท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคแทรกซอ้น เช่น การด้ือต่อ
อินซูลิน โรคเบาหวานประเภท 2 โรคไขมนัในเลือด และโรคตบัอกัเสบ ไขมนัท่ีเรียกวา่เป็นกลุ่ม
อาการเมแทบอลิซึม (metabolic syndrome) ซ่ึงเป็นความทา้ทายหลกัส าหรับการคน้ควา้ทาง



8 
 

วทิยาศาสตร์ขั้นพื้นฐาน (Buettner et al., 2007) อุบติัการณ์ของโรคอว้นและความผดิปกติท่ี
เก่ียวขอ้งมีเพิ่มข้ึนทั้งในประเทศท่ีพฒันาแลว้และก าลงัพฒันา รายงานสถิติจากองคก์ารอนามยัโลก
เผยแพร่ในปี พ.ศ. 2551 แสดงใหเ้ห็นวา่ 35% ของประชากรผูใ้หญ่อาย ุ 20 ปีข้ึนไปมีน ้าหนกัเกิน 
(BMI    25 กก./ตารางเมตร) นอกจากน้ี 10% ของผูช้ายและ 14% ของผูห้ญิงทัว่โลกเป็นโรคอว้น 
(BMI  30 กก./ตารางเมตร) (World Health Organization, 2000) ผลกระทบดา้นสุขภาพท่ีไม่พึง
ประสงคจ์ากการมีน ้าหนกัเกินและโรคอว้นรวมถึงโรคเบาหวานประเภท 2 โรคหวัใจ 
คอเลสเตอรอลสูง และไตรกลีเซอไรด ์ ภาวะแทรกซอ้นทางเดินหายใจและโรคขอ้เข่าเส่ือม 
(Kopelman, 2000)  

ภาวะไขมนัในเลือดสูงเป็นความผดิปกติของการเผาผลาญท่ีมีความชุกทัว่โลกสูง โดยมี
ระดบัคอเลสเตอรอลรวมสูง (TC) คอเลสเตอรอลท่ีมีความหนาแน่นต ่า (LDL-C) และ                  
ไตรกลีเซอไรด ์ (TG) กบัการลดลงของคอเลสเตอรอลท่ีมีความหนาแน่นสูง (HDL-C) ในเลือด 
ภาวะไขมนัในเลือดสูงเป็นปัจจยัเส่ียงหลกัส าหรับการพฒันาโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ โรคหลอด
เลือดแดง และโรคอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวกบัการเผาผลาญ (Yinrun Ding et al., 2016) มีรายงานวา่การเพิ่มข้ึน
ของพลาสมา LDL-C และ TC ถือเป็นปัจจยัเส่ียงส าคญัในการเป็นโรคหลอดเลือดแดง (Jialal and 
Devaraj, 1996) ดงันั้นการลดระดบั TC และ LDL-C จึงเป็นปัจจยัส าคญัในการป้องกนัหรือชะลอ
ความกา้วหนา้ของโรคหลอดเลือดและโรคอว้น (Hansson, 2005) นอกจากน้ีโรคอว้นมีลกัษณะการ
เพิ่มข้ึนของเน้ือเยือ่ไขมนัซ่ึงเป็นผลมาจากทั้งจ  านวนเซลลไ์ขมนัท่ีเพิ่มข้ึนและการเพิ่มขนาดของ
เซลลไ์ขมนั (Couillard et al., 2000) ปริมาณของมวลเน้ือเยื่อไขมนัสามารถควบคุมโดยการยบัย ั้ง 
adipogenesis จาก preadipocytes fibroblastic เม่ือ adipocytes เจริญเตม็ท่ีและการก่อใหเ้กิด 
apoptosis ในเน้ือเยื่อไขมนั (Sorisky et al., 2000). 
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 รูปที่ 2.1 แผนภาพแบบแผนของกระบวนการพฒันาการของ adipocyte ปัจจุบนัความ

เขา้ใจเก่ียวกบัการพฒันาการและความแตกต่างของ adipocyte บ่งช้ีวา่สารตั้งตน้ของเซลลต์น้ก าเนิด 
pluripotent ก่อใหเ้กิดเซลลเ์ยือ่บุโพรงมดลูกท่ีมีศกัยภาพในการแยกแยะเป็น adipocytes การแปลง 
preadipocytes proliferative เป็น adipocytes ท่ีมีหยดไขมนัขนาดใหญ่หลายแห่ง ก่อนเซลล ์
adipocyte เซลล ์Clonal สายพนัธ์ุไดรั้บการขยายระยะหลงัการบรรจบกนัและระยะแตกต่าง (Wood, 
2008) 

 

2.2 3T3-L1 cell lines 
สายโคลนน่ิงท่ีสร้างข้ึน 3T3-L1 เป็นเส้น preadipocytes เม่ือเซลลเ์ขา้สู่สถานะพกัผอ่นใน

รูปแบบ monolayers หรือการเพาะเล้ียงแขวนลอยท่ีเสถียรดว้ย methylcellulose โดยสะสมไขมนัใน
รูปของไตรกลีเซอไรดแ์ละกลายเป็นเซลลไ์ขมนั ความเขม้ขน้ของซีรัมสูงในอาหารเล้ียงเช้ือจะเพิ่ม
ความรวดเร็วและขอบเขตของการสะสมไขมนั การเปล่ียนแปลงของไขมนัอาจล่าชา้ไปเร่ือยๆ ใน
การเพาะเล้ียงพื้นผวิโดยการเก็บเซลลไ์วใ้นสภาพการเจริญเติบโต (Green and Meuth, 1974) เซลลท่ี์
มีความแตกต่างเป็นลกัษณะเฉพาะของการท างานซ่ึงเป็นการแสดงออกของส่วนประกอบท่ีเป็น
เอกลกัษณ์ของโปรตีนเช่น เซลลเ์มด็เลือดแดงมีความโดดเด่นดว้ยปริมาณฮีโมโกลบินและ 
myotubes ท่ีแตกต่างกนัโดยโปรตีนหดตวัจ านวนมาก ในท านองเดียวกนั adipocytes มีลกัษณะเป็น
เอนไซม ์ lipogenic สูงซ่ึงช่วยในการสังเคราะห์และการสะสมของไตรกลีเซอไรดจ์  านวนมาก เซลล ์
3T3-L1 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุยอ่ยของเซลลต์วัอ่อนของตวัอ่อน 3T3-L1 ซ่ึงไดรั้บการเพาะเล้ียงใน
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ลกัษณะท่ีแตกต่างกนัในการเล้ียงและไดรั้บลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและชีวเคมีของ adipocytes 
หลายวนัหลงัจากท่ีเซลลบ์รรจบกนัเซลล ์3T3-L1 จะเปล่ียนรูปร่างทางสัณฐานวทิยาของไฟโบร 
บลาส มีการรวมตวักนัของเซลล ์ และมีปริมาณมากข้ึนของไตรกลีเซอไรดใ์นไซโตพลาสซึม เม่ือมี
การปลูกถ่ายเน้ือเยือ่ไขมนัใตผ้วิลงใน BALB C (athymic) ของตวัอ่อนหนูเมาส์ 3T3-L1 
preadipocytes จะมีการเปล่ียนแปลงและพฒันาสู่เน้ือเยือ่ไขมนัปกติ ในระหวา่งการเปล่ียนแปลง
ของเซลล ์3T3-Ll ในอาหารการเพาะเล้ียง การแสดงออกลกัษณะของ adipocyte มีความเก่ียวขอ้งกบั
การดดัแปลงพนัธะและการตอบสนองต่อฮอร์โมนท่ีควบคุมการเกิด lipogenesis และ lipolysis ใน 
adipocytes ท่ีเจริญเตม็ท่ี (Student et al., 1980) 
 

 

รูปที่ 2.2 3T3-L1 preadipocytes มีความแตกต่างกนัในอาหารเล้ียงเซลล ์ ลูกศรช้ีวา่มีหยด
ไขมนัใน cytoplasm (Miegueu et al., 2013) 

 

2.3. ประสิทธิภาพการลดไขมันในเลือดของ Cordyceps spp. และ Gymnema spp. 
เม่ือเร็วๆ น้ีเน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของความชุกของโรคอว้นและปัญหาสุขภาพท่ีเก่ียวขอ้ง ยา

ลดน ้าหนกัไดผ้ลิตมากข้ึน อยา่งไรก็ตามยาบางชนิดเช่น Sibutramine ถูกถอนโดย FDA เน่ืองจาก
ผลขา้งเคียงท่ีอาจเกิดข้ึนจากยาน้ี (Williams, 2010) ดงันั้นผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติหรืออนุพนัธ์จึง
กลายเป็นตวัเลือกท่ีน่าสนใจส าหรับยาลดน ้าหนกั  

Cordyceps militaris เป็นหน่ึงในสมุนไพรท่ีไดรั้บการศึกษาส าหรับป้องกนัการเกิดภาวะ
ไขมนัในเลือดสูง การศึกษาวจิยัในหลอดทดลองของ Shimada และเพื่อนร่วมงานในปี พ.ศ. 2551 
ระบุวา่ C. militaris ถูกใชใ้นการตา้น adipogenic โดยการใชเ้ซลล ์3T3-L1 และพบวา่สารสกดัจาก 
C. militaris ยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของ 3T3-L1 preadipocytes สู่ adipocytes ในระยะเจริญเตม็ท่ี 
โดยไม่ท าใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์ อยา่งไรก็ตามผลของการยบัย ั้งน้ีข้ึนอยูก่บัขนาดของยาท่ีมีผลต่อ 1) 
การลดลงของไขมนัสะสม 2) การเหน่ียวน าของการสร้างไขมนัลดลง ไดแ้ก่ adiponectin, 
peroxisome proliferator-activated receptor-gramma, และ CCAAT/enhancer binding protein alpha 
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และ 3) การแสดงออกท่ีย ัง่ยนืของ preceptipocyte, monocyte chemoattractant protein-1 (Shimada 
et al., 2008) นอกจากน้ีสารสกดัจากน ้า C. militaris ท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงผลการป้องกนัของ C. 
militaris ต่อเซลล ์HepG2 ซ่ึงเป็นสาเหตุของ t-BHP อาจเป็นผลมาจากการลด ROS, การปรับ Bcl-2 
และ Bax, mitochondrial membrane potential, caspase-3 และการควบคุมกลูตาไธโอนและกิจกรรม 
SOD ในเซลลต์บัท่ีระดบั 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของ C. militaris (Wang et al., 2012) 
การศึกษาในสัตวท์ดลองของคิมและเพื่อนร่วมงานแสดงใหเ้ห็นวา่กิจกรรมทางสรีรวทิยาของ        
C. militaris จากการบริโภคสารสกดัจากน ้าร้อนในการลดไขมนัในเลือด เช่น คอเลสเตอรอลรวม 
(TC), ไตรกลีเซอไรด ์(TG), ฟอสโฟลิปิด (PL) และเอนไซมก์ารเผาผลาญ เช่น AST และ ALT ใน
ซีรัมของหนูแรทท่ีมีภาวะไขมนัในเลือดสูง (Kim et al., 2012) นอกจากน้ีคร้ังแรกท่ี cordycepin 
ยบัย ั้งการกระจายตวัของไขมนัและการสะสมของไขมนัในระยะเจริญเตม็ท่ีของ adipocytes 
เน่ืองจาก cordycepin สามารถสกดักั้นทั้งการเปล่ียนแปลงของ adipocyte และการสะสมของไขมนั 
และก็มีศกัยภาพในการเป็นตวัรักษาท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับโรคอว้นและความผดิปกติของโรค
อว้น (Takahashi et al., 2012)  

เน่ืองจากสาเหตุของระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดท่ีเป็นสาเหตุของผูป่้วยโรคเบาหวาน
ประเภท 2 จึงท าใหน้กัวิจยัจ  านวนมากพยายามท่ีจะคน้หาและแกปั้ญหาน้ีโดยการทดลองในหนู
เบาหวาน การวจิยัก่อนหนา้น้ีรายงานวา่การใชส้ารสกดัจากใบ G. montanum ท่ีระดบั 200 มก./กก. 
ท าใหร้ะดบัน ้าตาลในเลือดลดลงอยา่งมีนยัส าคญัและเพิ่มระดบัอินซูลินในหนูเบาหวาน (Ananthan 
et al., 2003) ส่วนเกินของกรดไขมนัอิสระในเลือดท่ีผลิตโดย alloxan จะลดกระบวนการใชก้ลูโคส
โดยมีอินซูลินเป็นตวักลางและส่งเสริมการเปล่ียนกรดไขมนัส่วนเกินเป็น phospholipids และ
คอเลสเตอรอลในตบั ทั้ง phospholipids และคอเลสเตอรอลพร้อมกบัไตรกลีเซอไรดส่์วนเกินท่ี
เกิดข้ึนในเวลาเดียวกนัในตบัอาจจะถูกปล่อยออกสู่กระแสเลือดในรูปแบบของ lipoprotein กลไกท่ี
เป็นไปไดท่ี้สารสกดัจากใบ G. montanum อาจก่อใหเ้กิดการลดระดบัน ้าตาลในเลือดไดอ้าจเกิดจาก
การหลัง่อินซูลินจากเซลลบี์ตาของ islets หรือเน่ืองจากการเพิ่มระดบัน ้าตาลในเลือดไปสู่เน้ือเยือ่
รอบนอก น่ีเป็นหลกัฐานท่ีชดัเจนโดยระดบัอินซูลินท่ีเพิ่มข้ึนในหนูท่ีเป็นเบาหวานท่ีไดรั้บสารสกดั
จากใบ G. montanum (Latha and Pari, 2003) อยา่งไรก็ตามบางส่วนของพืชชนิดอ่ืนๆ ยงัมีรายงาน
วา่มีฤทธ์ิในการลดน ้าตาลในเลือดและลดการหลัง่อินซูลิน (Venkateswaran and Pari, 2002) 
Ananthan และเพื่อนร่วมงานไดแ้สดงใหเ้ห็นการใหส้ารทางปากของใบ G. montanum กบัหนูแรทท่ี
ถูกชกัน าใหเ้ป็นเบาหวานดว้ย alloxan มีผลอยา่งมีนยัส าคญัในการลดน ้าตาลในเลือดและปริมาณ
ไขมนั กลไกท่ีเป็นไปไดใ้นการต่อตา้นการเกิดภาวะไขมนัในเลือดสูงของใบ G. montanum อาจเกิด
จากผลต่อการกระตุน้อินซูลินจากเซลลต์บัอ่อนของ islets หรือเน่ืองจากมีการท าปฏิกิริยากบั
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อินซูลินโดยการเพิ่มการปล่อยกลูโคสจากพลาสมาไปสู่เน้ือเยือ่รอบนอก อยา่งไรก็ตามในขณะท่ี
การใหใ้บของ G. montanum ไม่ก่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงระดบัอินซูลินในหนูปกติมากนกั 
ในขณะท่ีในหนูเบาหวานจะเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (Ramkumar et al., 2008) ความสัมพนัธ์กบัการ
เปล่ียนแปลงของการเกิด peroxidation ของไขมนั โรคไตจากเบาหวานแสดงการลดการท าหนา้ท่ี
ของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีส าคญั SOD, CAT, GPx, GST และ GSH ซ่ึงมีความส าคญัในการขจดั
สารพิษท่ีเป็นตวักลาง การลดลงของหนา้ท่ีของสารตา้นอนุมูลอิสระในเซลลเ์หล่าน้ีอาจท าใหมี้
ปริมาณ O2 มากเกินไป และ H2O2 ในระบบชีวภาพซ่ึงจะก่อใหเ้กิด OH• ส่งผลใหเ้กิดการเร่ิมตน้และ
การแพร่กระจายของ lipid peroxidation (Kumthekar and Katyare, 1992) ในขณะท่ีการประเมินผล
ของสารสกดัเอทานอลจาก G. montanum ต่อความเสียหายของไตในหนูท่ีเป็นเบาหวานเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพกบัยาลดน ้าตาลมาตรฐาน glibenclamide พบวา่กิจกรรมของเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ
ในไตของหนูเบาหวานเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีปริมาณ 200 มก./กก. ต่อมวลกาย เป็น
เวลา 3 สัปดาห์ (Ramkumar et al., 2009) 

 

 

รูปที่ 2.3 แบบสมมุติฐานในการแทรกแซง adipogenesis โดย cordycepin, Cordycepin 
ขดัขวางการเกิด adipogenesis โดยการยบัย ั้ง C/EBP and PPAR ในระหวา่งการเกิด adipogenesis 
mTORC1 จะท างานอยา่งรวดเร็วผา่น PKB pathway ซ่ึงจะช่วยเพิ่มการควบคุมของ C/EBP and 
PPAR Cordycepin ยบัย ั้งการ phosphorylation ของ PKB และการกระตุน้ mTORC1 ตามมาซ่ึงจะ
น าไปสู่การยบัย ั้ง C/EBP (และ PPAR) ผา่นทาง p70S6K และ 4E-BP การกระตุน้การท างานของ 
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AMPK ผา่นการยบัย ั้ง PKB ยงัอาจน าไปสู่การยบัย ั้งของ mTORC1 โดย Cordycepin นอกจากน้ี 
cordycepin อาจมีผลต่อการถอดรหสั C/EBP (และ PPAR) โดยตรง เหตุการณ์เก่ียวกบัโมเลกุล
เหล่าน้ีอาจเป็นผลมาจากการต่อตา้น adipogenic ของ cordycepin (Takahashi et al., 2012) 

 
นอกจากน้ีการคน้พบก่อนหนา้น้ีพบวา่ cordycepin จาก C. militaris ช่วยป้องกนัภาวะ

ไขมนัในเลือดสูงโดยกระตุน้การท างานของ phosphor-AMP-activated protein kinase (AMPK) 
และสามารถเพิ่มความไวของอินซูลินไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Guo et al., 2010)  

อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีการตรวจศึกษาผลต่อการเสริมฤทธ์ิของสารสกดัจากถัง่เช่า 
(Cordyceps sinensis extract; CSE) ร่วมกบัสารสกดัจากผกัเชียงดา (Gymnema inodorum extract; 
GIE) ต่อการลดไขมนัและระดบัน ้าตาลในเลือดของหนูท่ีชกัน าดว้ยอาหารไขมนัสูงท่ีท าใหเ้กิดภาวะ
ไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ ดงันั้นรายงานวจิยัน้ีจึงไดศึ้กษาถึงผลการเสริมฤทธ์ิของสารสกดัจาก 
CSE ร่วมกบัสารสกดัจาก GIE ในการลดระดบัน ้าตาลในเลือดและการยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูง
ในหนูท่ีถูกชกัน าใหเ้กิดภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ดว้ยการใหกิ้นอาหารไขมนัสูง 
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บทที ่3 
วธิดี ำเนินกำรวจิัย 

 

3.1 วสัดุ 
3.1.1 วตัถุดิบพืช และเช้ือรำ และสำรเคมี 
สารสกดัเช้ือราของถัง่เช่า (CSE) ไดรั้บการสนบัสนุนโดยบริษทัคอร์ด้ีไบโอเทค 

(CordyBiotech), ประเทศไทย กรรมวธีิการสกดัเป็นความลบัของทางบริษทัเน่ืองจากไดผ้า่นการจด
อนุสิทธิบตัรร่วมกบัมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ (อนุสิทธิบตัรเลขท่ี 11927 กรรมวธีิการเพาะเล้ียง
เห็ดถัง่เช่าทิเบต) (http://www.cordythai.com/index.html) ตวัอยา่งพืชไดรั้บการรับรองจากนกั
พฤกษศาสตร์แห่งมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ (กรุงเทพมหานคร, ประเทศไทย) ใบของผกัเชียงดา 
(Gymnema inodorum) จะคดัเลือกจากบริษทัสวนเกษตรอินทรียเ์ชียงดาว (เชียงใหม่, ประเทศไทย) 
ตวัอยา่งพืชไดรั้บการตรวจสอบโดย           ผศ.ดร.สันติ วฒัฐานะ อาจารยแ์ละนกัชีววทิยาพืชท่ี
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ตวัอยา่งพืชถูกเก็บไวท่ี้สวนพฤกษศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยี
สุรนารี สารเคมีอ่ืนๆ ทั้งหมดใช ้ Laboratory grade เซลลไ์ขมนั 3T3-L1 adipocytes ซ้ือจาก ATCC, 
Methyl Isobutyl-methylxanthine (IBMX), dexamethasone, และ insulin reagent ซ้ือจาก Sigma (St. 
Louis, MO, USA). 

 
3.2 วธีิกำรทดลอง 
3.2.1 กำรเตรียมสกดัพืช 
ผงผกัเชียงดาบดละเอียดน ้าหนกั 250 กรัม ถูกแช่ใน 95% เอทานอล ปริมาณ 750 มิลลิลิตร 

ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั และคนเป็นบางคร้ัง หลงัจากครบ 7 วนั สารสกดัเอทานอลจะถูกกรอง
ดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 สารสกดัเอทานอลจะถูกระเหยตวัท าละลายดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยสาร
แบบหมุน ภายใตอุ้ณหภูมิ 50 °C สารสกดัเขม้ขน้ถูกเก็บในจานเล้ียงเช้ือและตากใหแ้หง้เพื่อการ
ระเหยของเอทานอลใหส้มบูรณ์ สารสกดัก่ึงแขง็ท่ีมีสีด าเขียวถูกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 °C  จนกวา่จะ
มีการใชง้านต่อไป (Prabhu and Vijayakumar, 2014) 

 
3.2.1.1 กำรตรวจสอบทำงพฤกษเคมีเชิงคุณภำพเบื้องต้น 
การวเิคราะห์ตรวจสอบเบ้ืองตน้ทางพฤกษเคมีเชิงคุณภาพด าเนินการตามท่ีอธิบายไวก่้อน

หนา้น้ีโดยมีการปรับเปล่ียนเล็กนอ้ยตามวธีิการของ Al-Daihan et al.; Savithramma et al.; Yadav 
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and Agarwala. สารสกดัท่ีไดรั้บการตรวจสอบส่วนประกอบ ไดแ้ก่ alkaloids, tannins, flavonoids, 
saponins, glycosides, และ steroids (Al-Daihan et al., 2013; Savithramma et al., 2011; Yadav and 
Agarwala, 2011). 

ทดสอบ alkaloids  
2 มิลลิลิตร จากสารสกดัจากเอทานอลความเขม้ขน้ 100 mg/ml ถูกเพิ่มใน 2 ml ของ 1% 

HCl และผสมใหเ้ขา้กนัดี จากนั้นเติม 100 ml ของ Mayer’s or Wagner's reagents ลงในสารสกดั ถา้
มีอลัคาลอยดจ์ะปรากฏการตกตะกอนของสีน ้าตาล  

ทดสอบ tannins  
Ferric chloride  
2 มิลลิลิตร จากสารสกดัจากเอทานอลความเขม้ขน้ 100 mg/ml ถูกผสมกบั 2 ml ของ 2% 

FeCl3 การพฒันาสีฟ้า - เขียว (cathechic tannins) หรือสีฟ้า - ด า (gallic tannins) ระบุวา่มีแทนนิน 
Gelatine test  
2 มิลลิลิตร ของ 1% สารละลาย gelatin ท่ีประกอบดว้ย 10% NaCl ถูกเพิ่มใน 1 ml ของสาร

สกดัความเขม้ขน้ 100 mg/ml การเกิดตะกอนขาวบ่งช้ีวา่มีแทนนิน 
ทดสอบ flavonoids  
Alkaline reagent 
2 มิลลิลิตร จากสารสกดัความเขม้ขน้ 100 mg/ml ถูกผสมกบั 2 ml ของ 2% NaOH การก่อ

ตวัของสีเหลืองท่ีรุนแรงและเปล่ียนเป็นไม่มีสีหลงัจากท่ีเพิ่มไม่ก่ีหยดของกรดเจือจาง (1% HCl) 
แสดงใหเ้ห็นถึงการมีอยูข่อง flavonoids ใช ้Quercetin เป็นตวัควบคุมในเชิงบวก 

Lead acetate test  
2 มิลลิลิตร จากสารสกดัความเขม้ขน้ 100 mg/ml ถูกผสมกบั 2 ml ของ 10% สารละลาย 

lead acetate การเกิดตะกอนสีเหลืองแสดงใหเ้ห็นวา่มีฟลาโวนอยด์ 
ทดสอบ saponins  
4 มิลลิลิตร จากสารสกดัความเขม้ขน้ 100 mg/ml ถูกเขยา่อยา่งแรงเป็นเวลา 15 นาที การ

ผลิตโฟมแบบต่อเน่ืองเป็นเวลา 10 นาทีถือวา่เป็นของ saponin 
ทดสอบ Glycosides  
Liebermann’s test  
2 มิลลิลิตร จากสารสกดัความเขม้ขน้ 100 mg/ml ถูกผสมกบั 2 ml ของคลอโรฟอร์มและ 2 

ml ของกรดอะซิติก ผสมใหเ้ยน็ลงในน ้าแขง็และใส่ไฮโดรเจนซลัไฟดเ์ขม้ขน้ 2-3 หยดลงไป การ
เปล่ียนสีจากสีม่วงเป็นสีน ้าเงินหรือสีเขียวแสดงถึง glycosides 
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Salkowski’s test  
2 มิลลิลิตร จากสารสกดั ถูกเพิ่มใน 2 ml ของคลอโรฟอร์มแลว้ 2 ml ไฮโดรเจนซลัไฟด์

เขม้ขน้ ถูกเพิ่มส่วนผสมอยา่งระมดัระวงัและเขยา่เบา ๆ สีน ้าตาลแดงแสดงให้เห็นวา่มีไกลโคไซด ์
ทดสอบ steroids  
2 มิลลิลิตร จากสารสกดั ถูกผสมกบั 2 ml ของคลอโรฟอร์ม และไฮโดรเจนซลัไฟดเ์ขม้ขน้ 

การผลิตสีแดงในชั้นล่างของคลอโรฟอร์มถือเป็นการด ารงอยูข่องสเตียรอยด์ 
 
3.2.1.2 กำรประมำณเชิงปริมำณของสำรประกอบทำงเคมี 
กำรตรวจสอบปริมำณฟีนอลิกรวม (TPC) 
ปริมาณฟีนอลิกรวมถูกตรวจสอบโดยใช ้ Folin–Ciocalteu assay ซ่ึงไดศึ้กษามาก่อนหนา้

โดย Chen and Li; Settharaksa et al. โดยมีการปรับเปล่ียนเล็กนอ้ย (Chen and Li, 2007; Settharaksa 
et al., 2014) โดยสรุปดงัน้ี แต่ละหลุมของ 96-well plate จะถูกเติมดว้ย 100 µl ของ 0.2 M ของ 
Folin-Cioculteu และ 20 µl ของ CSE หรือ GIE ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (0.0025, 0.005, 0.0075, 0.01, 
0.015, 0.02, 0.0625 mg/ml ใน 100% เมทานอล) ของกรดแกลลิก แลว้เพิ่ม 80 µl ของ 7.5% (w/v) 
sodium carbonate และบ่มเป็นเวลา 2 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง ค่าดูดกลืมแสงท่ีใชว้ดัท่ี 765 nm โดย
เคร่ือง spectrophotometry ปริมาณฟีนอลิกรวมถูกตรวจสอบโดยใชก้รดแกลลิกเป็น 
กราฟมาตรฐาน ผลท่ีไดแ้สดงเป็นมิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมของน ้าหนกัแหง้ (mg GAE/g) 

กำรตรวจสอบปริมำณฟลำโวนอยด์รวม (TFC) 
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมถูกตรวจสอบดว้ย aluminium chloride colourimetric assay ตาม

วธีิการของ Rupasinghe et al และ Singleton et al. (Rupasinghe et al., 2008; Singleton et al., 1999) 
โดยมีการปรับเปล่ียนเล็กนอ้ย พอสรุปไดด้งัน้ี 125 µl น ้ากลัน่, 25 µl สารมาตรฐาน catechin ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/ml) หรือ CSE หรือ GIE และ 10 µl ของ 5% 
NaNO2 ถูกผสมในแต่ละ 96-well plate สารผสมถูกบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 6 นาที หลงัจากนั้น
เติมสารละลาย 15 µl ของ 10% AlCl3 จากนั้นบ่มต่อ 5 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้เติม 50 µl ของ 1 M 
NaOH และเขยา่ใน microplate reader spectrophotometry เป็นเวลา 5 นาทีก่อนท่ีวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 595 nm ปริมาณฟลาโวนอยดร์วมถูกตรวจสอบโดยใชก้ราฟมาตรฐานของ catechin ผลท่ีได้
แสดงเป็น มิลลิกรัมแคทีชินต่อกรัมของน ้าหนกัแหง้ (mg CE/g) 

 
3.2.2 Cell culture 



17 
 

3T3-L1 Mouse Embryonic Fibroblasts ซ้ือจาก American Type Culture Collection 
(ATCC, USA) เซลล ์ 3T3-L1 preadipocytes ถูกเพาะเล้ียงในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle's 
medium (DMEM) กบั น ้าตาลกลูโคสสูง และเสริมดว้ย 10% v/v ของ bovine calf serum (BCS), 
100 U/mL ของ penicillin และ 100 µg/mL ของ streptomycin จากนั้นเล้ียงจนมีการบรรจบกนั
ประมาณ 70-80% (2 วนั) เซลลถู์กเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 ºC ใน 5% CO2 และ ความเช่ือมัน่ 95%  
โปรโตคอลมาตรฐานไดป้ฏิบติัตามแนวทางของ ATCC  

 
3.2.2.1 กำรเหน่ียวน ำกำรสร้ำงเซลล์ไขมันของ 3T3-L1 เซลล์ (ตำมแนวทำงของ ATCC) 
กำรเตรียม 
ส่วนประกอบของอาหารท่ีเพิ่มการขยายตวัของ Pre-adipocyte: 90% Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) 10% Bovine Calf Serum 
ส่วนประกอบของอาหารท่ีเร่งการเปล่ียนแปลงจาก Pre-adipocyte เป็น adipocyte: 90% of 

DMEM, 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1.0 µM Dexamethasone, 0.5 mM 
Methylisobutylxanthine (IBMX), และ 1.0 µg/mL insulin  

ส่วนประกอบของอาหารท่ีรักษาสภาพของเซลล ์ adipocyte: 90% DMEM, 10% Fetal 
Bovine Serum, และ 1.0 µg/mL insulin 

เม่ือเซลล ์3T3-L1 บรรจบกนั 70-80% เซลลเ์หล่าน้ีไดรั้บการเก็บเก่ียวโดยวธีิ trypsinization 
ตามค าแนะน าท่ีเก่ียวขอ้งกบั subculture ท่ีระบุไวใ้น Product Sheet for ATCC® CL-173™ เซลล ์
3T3-L1 preadipocytes จะถูกเก็บรักษาในอาหารท่ีเพิ่มการขยายตวัของ Pre-adipocyte เป็นเวลา 2 
วนั (นบัวนัแรก ถึงวนัท่ี 2) การเปล่ียนแปลงจนถึงกระบวนการสุดทา้ยของเซลลถู์กชกัน าดว้ย
อาหารท่ีเร่งการเปล่ียนแปลงจาก Pre-adipocyte เป็น adipocyte เป็นเวลา 2 วนั หลงัจากนั้นเซลลถู์ก
เพาะเล้ียงในอาหารท่ีรักษาสภาพของเซลล ์ adipocyte เป็นเวลา 6 วนั อาหารรักษาสภาพถูกเปล่ียน
ทุก 2 วนั จนกระทั้งเซลลส์ามารถใชง้านได ้ สารสกดัจากพืชถูกละลายดว้ย 100% DMSO เพื่อใช้
เป็นสตอ็คและเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C แลว้สตอ็คของสารสกดัถูกเพิ่มในอาหารและอาหารรักษา
สภาพท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ในช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนัไปจนกวา่จะเก็บเก่ียวเซลล ์ ความเขม้ขน้ท่ีใช้
ของ DMSO ในแต่ละอาหารเป็น 0.1% v/v การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลข์องแต่ละสารสกดัท า
ไดโ้ดยการวดัการอยูร่อดของเซลลโ์ดยใช ้ 3(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 
bromide (MTT) (Life Technology, Thailand) ตามค าแนะน าของผูผ้ลิต 

 
3.2.2.2 กำรทดสอบควำมคงอยู่ของเซลล์ 
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ผลความเป็นพิษของสารสกดัจากพืชหรือ simvastatin ต่อการเพิ่มจ านวนเซลลถู์ก
ตรวจสอบโดย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay ก่อน
การรวมตวักนัของ 3T3-L1 preadipocytes ถูกฝังใน 96-well plates ท่ีความหนาแน่นท่ี 5 x 103 
cells/well หลงัจากท่ีเซลลร์วมตวัเป็นเวลา 2 วนั เซลลถู์กรักษาดว้ยความเขม้ขน้ต่างๆ ของสารสกดั 
(ปริมาณเดียว; C. sinensis extract (CSE) 5 µg/ml - 40 µg/ml; G. inodorum extract (GIE) 250 
µg/ml - 2000 µg/ml, ปริมาณร่วมกนั; CSE (10 µg/ml) ร่วมกบั GIE (500 µg/ml)) หลงัจากส้ินสุด
ระยะเวลาการรักษา (48 ชัว่โมง) ความคงอยูข่องเซลลถู์กตรวจสอบโดย MTT assay พอสรุปไดด้งัน้ี 
MTT assay ถูกด าเนินการโดยการบ่มเซลลก์บั 100 µl ของ MTT solution (0.5 mg/ml ใน phosphate 
buffer saline [PBS]) ท่ี 37 °C เป็นเวลา 4 ชัว่โมง หลงัจากบ่มสารละลาย MTT ทั้งหมดจะถูกดูดออก
แลว้ ผลึก Formazan ท่ีเกิดข้ึนจากเซลลท่ี์มีชีวติถูกละลายใน DMSO 100% การทดลองถูก
ด าเนินการในห้องมืด วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ดว้ย microplate spectrophotometer 
(Benchmark Plus, Bio-Rad, Japan) ค่าการดูดกลืนแสงในแต่ละปริมาณถูกค านวณโดยการลบการ
ดูดกลืนแสงของหลุมเปล่าท่ีไม่มีเซลล ์ เปอร์เซ็นตข์องผลิตภณัฑ ์ formazan ถูกค านวณเพื่อหาค่า
ความเป็นพิษต่อเซลล ์ใชป้ริมาณท่ีไม่เป็นพิษในการวิเคราะห์ต่อไป 

% cell viability = 
ค่าดูดกลืนแสงของ control-blank of control
ค่าดูดกลืนแสงของ extract-blank of extract

 x 100 

 
3.2.2.3 กำรย้อม Oil Red O  
การวดัปริมาณไตรกลีเซอไรดภ์ายในเซลลใ์น adipocyte ระยะเจริญเตม็ท่ีก าหนดโดยการ

ยอ้มสี Oil Red O ตามค าอธิบายก่อนหนา้น้ีโดยมีการปรับเปล่ียนบางส่วน (Ramirez-Zacarias et al., 
1992) ในวนัท่ี 10 เซลลใ์น 24-well plates ท่ีความหนาแน่นท่ี 3x104 cells/well ถูกลา้งดว้ย PBS 2 
คร้ัง และตรึงกบั 1 ml/well ของ 10% (v/v) formalin เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง หลงัจากการ
ตรึง เซลลถู์กลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ังและ 0.5% Oil Red O solution ใน 60:40 (v/v) isopropanol:น ้า
กลัน่ ถูกใชใ้นการยอ้มหยดไขมนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง หลงัจากนั้นเซลลถู์กลา้งดว้ยน ้า
กลัน่ 2 คร้ัง และหยดไขมนัถูกตรวจสอบภายใต ้microscope และ photographed เพื่อตรวจสอบการ
สะสมของไขมนั ไขมนัถูกสกดัโดยการลา้งดว้ย 60% isopropanol ตามดว้ย 100% isopropanol แลว้
ดูดใส่ใน 96-well plates อนัใหม่ วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 490 นาโนเมตรดว้ยเคร่ือง microplate 
spectrophotometer 

 
3.2.2.4 Fourier transforms infrared spectroscopy (FTIR) 
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FTIR microspectroscopy เป็นเทคนิคท่ีไม่ท าลายเซลลใ์นการศึกษาโดยช่วยใหส้ามารถ
แสดงลกัษณะของกลุ่มท่ีแตกต่างกนัเช่น lipids, proteins, nucleic acids และ polysaccharides ใน
โครงสร้างทางชีววทิยาท่ีซบัซอ้น (Siriwong et al., 2016) การวดัองคป์ระกอบทางชีวเคมีและ
ปริมาณของส่วนประกอบในเซลล ์ 3T3-L1 ถูกก าหนดโดยเทคนิค FTIR ในวนัท่ี 10 หลงัจากการ
เล้ียงเซลล ์ เซลล ์ 3T3-L1 ถูกคดัเลือกและป่ันท่ี 400×g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเซลลถู์กลา้งดว้ย 
0.85% NaCl และป่ันอีกคร้ังท่ี 400×g เป็นเวลา 5 นาที แลว้เซลลถู์กหยดลงบน window slides 
(MirrIR, Kevley Technologies) แลว้ท าใหแ้หง้ในโถสูญญากาศเป็นเวลา 30 นาที เซลลท่ี์แหง้แลว้
ถูกเก็บในโถสูญญากาศเพื่อรอวเิคราะห์ FTIR 

FTIR spectra ถูกบนัทึกโดย spectroscopy facility ท่ี สถาบนัวจิยัแสงซินโครตรอน 
(องคก์ารมหาชน) (Synchrotron Light Research Institute  (Public  Organization)), ประเทศไทย 
FTIR spectra ไดม้าจาก Bruker Vertex 70 spectrometer ติดกบั Bruker Hyperion 2000 microscope  
(Bruker Optics Inc., Ettlin-gen, Germany) ติดตั้งกบั nitrogen cooled MCT (HgCdTe) detector กบั 
36 × IR สเปคตรัมท่ีไดรั้บเป็นโหมดภาพสะทอ้นท่ีมีช่วงเลขคล่ืนท่ี 400-4,000 cm-1 ใชข้นาดรูรับ
แสงท่ี 50 µm × 50 µm ท่ีมีความละเอียดท่ี 6 cm-1 แต่ละสเปกตรัมถูกเลือกท่ี 64 สแกน OPUS 7.2 
software (Bruker Optics Ltd, Ettlingen, Germany) ถูกใชรั้บขอ้มูลสเปกตรัม FTIR และระบบ
ควบคุม 

สเปกตรัมของ non-differentiated cells, differentiated cell, และ treated cells ถูกระบุดว้ย 
Principal Component Analysis (PCA) ใชค้วามแปรปรวนของ Unscrambler 9.7 software (CAMO 
Software AS, Oslo, Norway) ช่วงคล่ืนของการตรวจวดัคือ 3000-2800 cm-1 และ 1800-850 cm-1 ถูก
ใชส้ าหรับกลุ่มทดลอง ก่อนการประมวลผลของสเปกตรัมไดด้ าเนินการโดยการแปลงอนุพนัธ์
อนัดบัท่ีสองโดยใช ้Savitzky-Golay algorithm และปรับใหป้กติดว้ย extended multiplicative signal 
correction (EMSC) วธีิน้ีใชเ้พื่อระบุการทบัซอ้นกนัของสองหรือมากกวา่การดูดซึมพีคลดความผนั
แปรระหวา่งการท าซ ้ าสเปกตรัมและการแกไ้ขส าหรับการเปล่ียนแปลงพื้นฐาน แปลงขอ้มูลคะแนน 
(2D) และแปลงการโหลด (Load Plots) เพื่อแสดงขอ้มูลและความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรต่างๆ 
ของชุดขอ้มูลตามล าดบั  

การรวบรวมพื้นท่ีใตก้ราฟของตวัอยา่งถูกวเิคราะห์โดยใช ้ OPUS 7.2 software (Bruker) 
ดว้ยช่วงสเปกตรัมท่ี 3000-2800 cm-1 และ 1750-1730 cm-1 (lipid spectra), และ 1300-850 cm-1 
(nucleic acid spectra) การรวบรวมพื้นท่ีใตก้ราฟของสเปกตรัมไขมนั (1700-1590 cm-1) ถูกค านวณ
จากค่าท่ีเหมาะสมของสเปกตรัมเดิมของแต่ละตวัอยา่ง 
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3.2.3 สัตว์ทดลองเพ่ืองำนวจัิย, ขนำดตัวอย่ำง, อำหำร, และกำรออกแบบกำรทดลอง 
3.2.3.1 กำรค ำนวณขนำดตัวอย่ำง 
สูตรการค านวณขนาดตวัอยา่ง : (Charan and Kantharia, 2013) 
ขนาดตวัอยา่ง =  2 SD2(Zα/2 + Zβ)2/d2 

เม่ือ 
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน = จากการศึกษาก่อนหนา้หรือการศึกษาน าร่อง 
 Zα/2 = Z 0.05/2 = Z 0.025 = 1.96 (จากตาราง Z) ท่ีความคาดเคล่ือนท่ี 1 ของ 5%  
Zβ = Z 0.20 = 0.842 (จากตาราง Z) ท่ี 80% d = effect size = ความแตกต่างระหวา่งค่ากลาง  
ดงันั้นขนาดตวัอยา่ง = 2 x 20.122 x (1.96 + 0.842)2/302 = 7.06 

 
3.2.3.2 ผลของ CSE และ GIE ต่อกำรทดสอบควำมทนทำนต่อน ำ้ตำลในหนูไมซ์ 
3.2.3.2.1 กำรเตรียมสัตว์ทดลอง 
การทดลองในสัตวท์ดลองใชห้นูเมาส์เป็นแบบจ าลองในการศึกษา หนูไมซ์เพศผู ้ 49 ตวั 

(ICR เมาส์) อายปุระมาณ 8 สัปดาห์ น ้าหนกั 30-40 กรัม ไดรั้บจากศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติ 
มหาวทิยาลยัมหิดล โดยเล้ียงและท าการทดลองท่ีอาคารสัตวท์ดลอง มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
นครราชสีมา ประเทศไทย สัตวท์ดลองถูกเล้ียงในกรงสแตนเลส ในห้องควบคุมแสงและอุณหภูมิ 
(เปิดไฟ 06.00-20.00 น.) อุณหภูมิ 25 ± 0.5 C การทดลองท าตามหลกัเกณฑใ์นการดูแลและใช้
สัตวท์ดลองและไดรั้บการอนุมติัจากคณะกรรมการการดูแลและใชส้ัตว ์ (ACUC) มหาวทิยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารี สัตวทุ์กตวัไดรั้บอาหารเมด็มาตรฐาน (Chakan Oil Mills, Sangli) และน ้าส าหรับ
สัตวท์ดลองแบไม่จ  ากดั (Prabhu and Vijayakumar, 2014) 

 
3.2.3.2.2 กำรทดสอบควำมทนทำนต่อน ำ้ตำล (OGTT) 
หนูไมซ์ถูกแบ่งเป็น 7 กลุ่ม มี 7 ตวัในแต่ละกลุ่ม หนูปกติถูกใชใ้นการทดสอบความ

ทนทานต่อน ้าตาลในกลุ่มควบคุม (Con), กลุ่มอ่ืนๆ ไดแ้ก่ CSE (150) = CSE 150 mg/kg/BW; CSE 
(300) = CSE 300 mg/kg/BW; GIE (150) = GIE 150 mg/kg/BW; GIE (300) = GIE 300 
mg/kg/BW; กลุ่มผสม CSE (75) + GIE (75) = CSE  75 mg/kg/BW ร่วมกบั GIE 75 mg/kg/BW; 
และ glibenclamide ท่ีปริมาณ 10 mg/kg/BW, ถูกใชเ้ป็น positive control (GIB), ตามล าดบั ทุกกลุ่ม
ถูกอดอาหารและน ้าขา้มคืน หลงัจากนั้นทุกกลุ่มถูกป้อนน ้าตาล 2 g/kg D-glucose และสารสกดัทาง
ปาก แลว้เร่ิมวดัระดบัน ้าตาลในเลือด ระดบัน ้าตาลในเลือดถูกวดัดว้ย glucose oxidase strips (Ito et 
al., 2001). 
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รูปที่ 3.1 แผนภาพแสดงการออกแบบการทดลอง; GLI = Glibenclamide 10 mg/kg/BW; CSE (150) 
= Cordyceps sinensis extract 150 mg/kg/BW; CSE (300) = Cordyceps sinensis extract 300 
mg/kg/BW; GIE (150) = Gymnema inodorum extract 150 mg/kg/BW; GIE (300) = Gymnema 
inodorum extract 300 mg/kg/BW และ Combination CSE (75) + GIE (75) = การผสมกนัของ CSE  
75 mg/kg/BW ร่วมกบั GIE 75 mg/kg/BW 

 
3.2.3.2.3 กำรศึกษำกำรยบัยั้งภำวะน ำ้ตำลและไขมันในเลือดสูงในหนูทีถู่กเหน่ียวน ำด้วย   
               High Fat Diet (HFD) 
หนูไดรั้บอาหารไขมนัสูง (HFD) (มีไขมนั 60%) เพื่อเหน่ียวน าภาวะไขมนัในเลือดสูง 

โปรโตคอลทดลองไดรั้บการอนุมติัตามแนวปฏิบติัส าหรับการดูแลและการใชส้ัตวใ์น
หอ้งปฏิบติัการโดยคณะกรรมการการดูแลและการใชส้ัตว ์(ACUC), มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
(Zhang et al., 2011)  

การศึกษาการยบัย ั้งภาวะน ้าตาลและไขมนัในเลือดสูงคร้ังน้ี แต่ละการทดสอบหนูถูกแบ่ง
ออกเป็น 8 กลุ่ม (7 ตวั/กลุ่ม) กลุ่มแรกไดรั้บอาหารปกติและ 5% tween 80 และใชเ้ป็น negative 
control (Untreated-HFD), กลุ่มทดลองไดรั้บอาหารไขมนัสูงร่วมกบั Cordyceps sinensis extract 
150 mg/kg BW/day = CSE (150), Cordyceps sinensis extract 300 mg/kg BW/day = CSE (300), 
Gymnema inodorum extract 150 mg/kg BW/day = GIE (150), Gymnema inodorum extract 300 
mg/kg BW/day = GIE (300), การผสมกนัของ CSE 75 mg/kg/BW ร่วมกบั GIE 75 mg/kg/BW = 
CSE (75) + GIE (75), การทดลองการยบัย ั้งน ้าตาลในเลือดสูงจะใช ้GIB (10) = Glibenclamide 10 
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mg/kg BW/day เป็น positive control ส่วนการทดสอบภาวะไขมนัในเลือดสูงใช ้ simvastatin ท่ี
ปริมาณ 20 mg/kg BW/day = Sim (20) ใชเ้ป็น positive control ตามล าดบั ทุกกลุ่มไดรั้บอาหารและ
น ้าแบบไม่จ  ากดัเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 แผนผงัแสดงการออกแบบการทดลอง; HFD = High-fat diet; SIM (20) = Simvastatin 20 
mg/kg BW/day; GLI (10) = Glibenclamide 10 mg/kg BW/day; CSE (150) = Cordyceps sinensis 
extract 150 mg/kg BW/day; CSE (300) = Cordyceps sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE 
(150) = Gymnema inodorum extract 150 mg/kg BW/day; GIE (300) = Gymnema inodorum 
extract 300 mg/kg BW/day และ Combination CSE (75) + GIE (75) = การผสมกนัของ CSE 75 
mg/kg BW/day ร่วมกบั GIE 75 mg/kg BW/day.    

 ก่อนการทดสอบ (Pre-treatment) หนูทุกตวัในแต่ละกลุ่มถูกเก็บเลือดส าหรับการ
วเิคราะห์ทางเคมี (FBS, HDL, LDL, Cholesterol, Triglyceride, Creatinine, Alanine transaminase, 
Alkaline Phosphatase และ Complete Blood Count) เพื่อเปรียบเทียบกบัหลงัการทดสอบ (Post-
treatment) และเปรียบเทียบในแต่ละกลุ่ม การทดสอบฤทธ์ิการลดน ้าตาลในเลือด หนูทดลองจะถูก
อดอาหารเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 6 ชัว่โมงก่อนเก็บเลือดไปวเิคราะห์ เม่ือส้ินสุดการทดลอง สัตวท์ดลอง
ทุกตวัไดรั้บการเมตตาฆาต เลือดถูกเก็บส าหรับการวเิคราะห์ทางเคมี (FBS, HDL, LDL, 
Cholesterol, Triglyceride, Creatinine, Alanine transaminase, Alkaline Phosphatase และ Complete 
Blood Count) 

 
3.2.3.3 กำรวดัน ำ้หนักตัว, กำรกนิอำหำร และน ำ้หนักอวัยวะสัมพัทธ์ 
น ้าหนกัตวัของหนูเมาส์แต่ละตวัถูกวดัทุกสัปดาห์ ส าหรับหนูเมาส์แต่ละตวัไดรั้บการ

ค านวณค่าเฉล่ียปริมาณอาหารท่ีบริโภคในแต่ละวนั ในวนัสุดทา้ยของการทดลองอวยัวะท่ีส าคญั
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ทั้งหมดถูกชัง่น ้าหนกั และค านวณน ้าหนกัอวยัวะสัมพทัธ์ต่อน ้าหนกัตวั 100 กรัมของหนูเมาส์แต่ละ
ตวัจะค านวณดงัน้ี: (Zhou et al., 2009) 

น ้าหนกัอวยัวะสัมพทัธ์   =                    น ้าหนกัของอวยัวะ (g)            X 100 
                     น ้าหนกัตวัในวนัสุดทา้ยของการทดลอง (g) 
 
3.2.3.4 โลหิตวิทยำและค่ำทำงชีวเคมีในเลือด 
เม่ือส้ินสุดการทดลองตวัอยา่งเลือดถูกเก็บโดยการเจาะท่ีหวัใจภายใตก้ารดมยาสลบอีเทอร์

และใชใ้นการตรวจทางโลหิตวทิยา จากส่วนท่ีเหลือซีรัมถูกเตรียมโดยป่ันท่ี 1000×g เป็นเวลา 30 
นาที และเก็บท่ี -20 °C เพื่อวิเคราะห์ทางเคมี ประกอบดว้ย HDL, LDL, Cholesterol, Triglyceride, 
Alanine transaminase (ALT), Alkaline Phosphatase (ALP) และ Complete Blood Count (CBC) ท า
การวเิคราะห์ดว้ยระบบวเิคราะห์แบบอตัโนมติัท่ีโรงพยาบาลมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี, 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี (Cherdshewasart et al., 2008) 

 
3.2.3.5 กำรทดสอบควำมเป็นพษิของอวยัวะส ำคัญที่เกีย่วข้อง 
ในวนัทดลองวนัสุดทา้ยหนูจะไดรั้บอนุญาตใหบ้ริโภคอาหารสามในส่ีของวนัก่อนหนา้

และเมตตาฆาต โดยการฉีด Sodium Thiopental และ/หรือการใหด้ม CO2 เป็นเวลา 15-30 นาที
หลงัจากหยดุการหายใจ แผน่ไขมนัถูกน าออกและวดัน ้ าหนกัเปียก นอกจากน้ีหลงัจากการสุ่ม
ตวัอยา่งเลือด หวัใจ ตบั มา้ม และไตถูกน าออกและชัง่น ้าหนกั ใชน้ ้าหนกัตวัหารในการหาค่า
น ้าหนกัสัมพทัธ์ของอวยัวะภายใน อวยัวะทั้งหมดถูกเก็บรักษาในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เน้ือเยื่อไขมนั
ถูกฝังอยูใ่นพาราฟินและถูกเตรียมไวส้ าหรับการตดัช้ินเน้ือเยือ่ และใช ้haematoxylin และ eosin (H 
& E) ในการยอ้มสี การตรวจพยาธิวทิยาของสไลดเ์น้ือเยือ่อวยัวะถูกตรวจสอบภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ เพื่อประเมินความเป็นพิษทางจุลพยาธิวทิยาจะด าเนินการตาม (Kang et al., 2012). 

 
3.3 กำรวเิครำะห์ทำงสถิติ 
ขอ้มูลทั้งหมดถูกน าเสนอเป็น ค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean) ± ความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของ

การวดั (mean ± SEM) ความแตกต่างระหวา่งความสัมพนัธ์ของแผน่ไขมนัขา้งตวั (epididymal fat 
pads) และน ้าหนกัอวยัวะ (organ weight) ของกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองไดรั้บการวเิคราะห์โดย 
ANOVA และ Tukey’s HSD post hoc test ความแตกต่างระหวา่งค่าโลหิตวทิยาและสารชีวเคมีใน
เลือดระหวา่ง pre- และ post-treatment ถูกเปรียบเทียบโดย Paired student T-test และความแตกต่าง



24 
 

ระหวา่งกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดย ANCOVA ใช ้Tukey’s HSD post-hoc test ตามล าดบั ค่า p < 0.05 
ไดรั้บการพิจารณาวา่มีนยัส าคญัทางสถิติ (Wang et al., 2012; Zhang et al., 2011) 
           ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งสารทดสอบสองตวัถูกประเมินโดยการค านวณความเขม้ขน้ของดชันี
สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (Fractional Efficacy Concentration Index; 
FECI) โดยดูวา่ค่าความเขม้ขน้ของสารตวันั้นภายหลงัการผสมท่ีแสดงประสิทธิภาพเท่ากบัหรือ
ดีกวา่กลุ่มควบคุมหรือกลุ่มท่ีไดรั้บสารนั้นเด่ียวๆ ค่าดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของ
สารผสม (FECI) ค านวนจาก; สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร A (FEC of A) = ความ
เขม้ขน้สาร A ท่ีแสดงประสิทธิภาพในสารผสม/ความเขม้ขน้สาร A ท่ีแสดงประสิทธิภาพเม่ือใช้
เด่ียวๆ; สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร B (FEC of B) = ความเขม้ขน้สาร B ท่ีแสดง
ประสิทธิภาพในสารผสม/ความเขม้ขน้สาร B ท่ีแสดงประสิทธิภาพเม่ือใชเ้ด่ียวๆ; ดงันั้น ความ
เขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) = สัดส่วนความเขม้ขน้
ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร A (FEC of A) + สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร B (FEC 
of B) การแปลผลภายหลงัการค านวณ ถา้ไดค้่าความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมี
ประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) < 1.0 แสดงวา่สารสองตวันั้นแสดงการเสริมฤทธ์ิกนั 
(Synergism); ถา้ไดค้่า FECI = 1.0 แสดงวา่สารสองตวันั้นไม่แสดงอนัตรกิริยาต่อกนั (no 
interaction or zero-interaction); ถา้ไดค้่า FECI > 1.0 แสดงวา่สารสองตวันั้นออกฤทธ์ิหกัลา้งกนั 
(antagonism) (Eumkeb et al., 2017; Wagner and Ulrich-Merzenich, 2009). 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การทดลองในหลอดทดลอง 
4.1.1 การวเิคราะห์พฤกษเคมีเบื้องต้น 
สารสกดัเอทานอลของ G. inodorum ถูกท าใหแ้หง้แบบแช่เยอืกแขง็ และถูกชัง่น ้าหนกั เพื่อค านวณ

เปอร์เซ็นตผ์ลผลิตของสารสกดั โดยเปอร์เซ็นตข์องผลผลิตท่ีไดคื้อ 17.43% (w/w) ผลการวเิคราะห์พฤกษ
เคมีเบ้ืองตน้ของสารสกดั C. sinensis และ G. inodorum พบวา่พืชทั้งสองชนิดมี flavonoids ในขณะท่ีสาร
สกดั C. sinensis พบวา่มี alkaloids, tannins และ saponin และสารสกดั G. inodorum พบวา่มี terpenoids และ 
glycoside, ในขณะท่ี steroids ถูกพบวา่ไม่มีในทั้งสองพืช (ตารางท่ี 4.1) ปริมาณฟลาโวนอยดร์วม (Total 
Flavonoid Content; TFC) ของสารสกดั C. sinensis และ G. inodorum เป็น 8.79 ± 2.46 mg CE/g ของ
น ้าหนกัแหง้ และ 4.99 ± 0.63 mg CE/g ของน ้าหนกัแหง้, ตามล าดบั ปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic 
Content; TPC) ของสารสกดั C. sinensis และ G. inodorum เป็น 0.14 ± 0.01 mg GAE/g ของน ้าหนกัแหง้ 
และ 0.81 ± 0.01 mg GAE/g ของน ้าหนกัแหง้, ตามล าดบั สารออกฤทธ์ิในถัง่เช่าท่ีบริษทั CordyBiotech 
วเิคราะห์ดว้ย HPLC ไดแ้ก่ สารคอร์ไดซิปิน (cordycepin), สารอะดีโนซีน (adenosine), สารโพลีแซคคาไรด์ 
(cordyceps polysaccharide) (http://www.cordybiotech.com/index.html). 
 

ตารางที่ 4.1 การวเิคราะห์พฤกษเคมีเบ้ืองตน้ของสารสกดั C. sinensis และ G. inodorum 

Phytochemical compounds Cordyceps sinensis Gymnema inodorum 

Alkaloids + - 
Flavonoids + + 
Tannins + - 
Terpenoids - + 
Saponin + - 
Glycoside - + 
Steroids - - 
(+) = ม;ี (-) = ไม่มี 
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4.1.2 การวดัการอยู่รอดของเซลล์ 3T3-L1 preadipocytes 
ผลของ CSE และ GIE ต่อเซลล ์3T3-L1 preadipocytes แสดงในรูปท่ี 4.1 ความเขม้ขน้ของสารสกดั

ท่ีเป็นสาเหตุการตาย 50% ของเซลล ์ (50% Lethal Concentration (LC50)) ถูกค านวณจากเส้นอตัราการ
ตอบสนองของปริมาณ โดยใชก้ารวเิคราะห์การถดถอยเชิงเส้น LC50 จากผลของ CSE และ GIE ต่อการตา้น
การเพิ่มจ านวนของเซลล ์ 3T3-L1 preadipocytes เป็น 112.23 ± 0.49 µg/ml และ 2691.99 ± 3.76 µg/ml, 
ตามล าดบั ความอยูร่อดของเซลล ์3T3-L1 พบวา่ preadipocytes ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัจาก CSE (10) – 
CSE (40) และ GIE (500) (p < 0.05) ในขณะท่ี GIE (1000), GIE (1500) และ CSE (10) + GIE (500) มีการ
เพิ่มข้ึนของเซลลแ์ตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัจาก preadipocytes (p < 0.05) ดงันั้น ความเขม้ขน้ของ CSE (10), 
GIE (500) และ CSE (10) + GIE (500) ซ่ึงไม่เป็นพิษต่อเซลล ์3T3-L1 จึงถูกเลือกส าหรับใชใ้นการทดลอง
ต่อไป 

 

 

รูปที ่4.1 ความอยูร่อดของเซลลไ์ฟโบรบราสเอม็บริโอจากหนูเมาส์ 3T3-L1 ในหลอดทดลอง    CSE = สาร
สกดั C. sinensis; GIE = สารสกดั G. inodorum ตวัเลขในวงเล็บคือความเขม้ขน้ของสารสกดั หน่วยท่ีใชว้ดั
เป็นไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (g/ml) ขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ียเลขคณิตของการทดลองซ ้ าสามคร้ัง (Mean ± SEM) 
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดยใช ้ one-way ANOVA โดยใช ้
Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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4.1.3 ผลของ CSE, GIE เดี่ยวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ต่อการสะสมไขมัน ระหว่าง
กระบวนการสร้างไขมันใน 3T3-L1 cells 

ผลการศึกษาฤทธ์ิของ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE (10) กบั GIE (500) ต่อการสะสม
ไขมนัเน่ืองจากการเปล่ียนแปลงจาก 3T3-L1 preadipocytes เป็น adipocytes ช่วง 10 วนั ภาพจากกลอ้ง
จุลทรรศน์ของเซลลท่ี์ถูกยอ้มดว้ย Oil Red O และ haematoxylin แสดงใหเ้ห็นวา่ CSE (10) – CSE (40), GIE 
(250) - GIE (2000) เม่ือใชเ้ด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE (10) กบั GIE (500)  ลดปริมาณสะสมไขมนัใน 
adipocytes ในระยะท่ีเจริญเตม็ท่ีอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารดงักล่าว (Untreated 
3T3 adipocytes) (p < 0.05; รูปท่ี 4.2) ยิง่ไปกวา่นั้น เม่ือวเิคราะห์ ความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้
ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (Fractional Efficacy Concentration Index; FECI) ท่ี CSE (10) + GIE (500) 
พบวา่ ความเขม้ขน้สาร CSE ท่ีแสดงประสิทธิภาพในสารผสมเท่ากบั 10 และความเขม้ขน้สาร CSE ท่ีแสดง
ประสิทธิภาพเม่ือใชเ้ด่ียวๆ เท่ากบั 20 ดงันั้น สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร CSE (FEC of 
CSE) จึงเทา่กบั10/20  = 0.50 ส่วนความเขม้ขน้สาร GIE ท่ีแสดงประสิทธิภาพในสารผสมเท่ากบั 500 และ
ความเขม้ขน้สาร GIE ท่ีแสดงประสิทธิภาพเม่ือใชเ้ด่ียวๆ เท่ากบั 2000 ดงันั้น สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมี
ประสิทธิภาพของสาร GIE (FEC of GIE) จึงเท่ากบั 500/2000 = 0.25 เพราะฉะนั้น ความเขม้ขน้ของดชันี
สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) CSE + GIE จึงเท่ากบั 0.50 + 0.25 = 0.75 ซ่ึงมีค่า 
< 1.0 แสดงวา่สารสองตวัน้ีแสดงการเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) นอกจากนั้นแลว้กลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสาร
ทดสอบทุกกลุ่มแสดงการลดลงของการสะสมไขมนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-3T3-L1 
adipocyte cells (p < 0.05) (รูปท่ี 4.3) จากการค านวณพบวา่การสะสมของไขมนัภายในเซลลล์ดลงอยา่งมี
นยัส าคญัท่ีร้อยละ 54 ± 1.37 ในกลุ่มท่ีไดรั้บยา simvastatin ขนาด 1.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเทียบกบั
กลุ่ม untreated-3T3-L1 adipocyte cells (p < 0.05) (รูปท่ี 4.3). 
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รูปที ่ 4.2 ภาพแสดงไขมนัภายในเซลลห์ลงัจากการยอ้มดว้ย Oil Red O และ haematoxylin ของ 6 กลุ่ม
ตวัอยา่งของ 3T3-L1 adipocytes ไดรั้บการทดสอบดว้ย (a) 3T3-L1 preadipocytes, (b) untreated 3T3-L1 
adipocytes, (c) 1.67 µg/ml ของ simvastatin, (d) CSE ท่ี 10 µg/ml, (e) GIE ท่ี 500 µg/ml, และ (f) สารผสม
ของของ CSE 10 µg/ml กบั GIE 500 µg/ml (ก าลงัขยายภาพใหญ่ดา้นหลงัท่ี 100, scale bar; 100 µm และ
ภาพเล็กท่ีแทรกท่ี 400, scale bar; 20 µm). 
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รูปที่ 4.3 กราฟแสดงถึงผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัต่อการสะสมไขมนัภายในเซลล ์ 3T3-L1 
adipocytes (%) หลงัจากการยอ้มดว้ย Oil Red O; Preadipocytes = non-differentiated cells, Adipocytes = 
Differentiated 3T3-L1 adipocytes (untreated adipocytes), CSE = C. sinensis extract treated adipocytes, 
GIE = G. inodorum extract treated adipocytes, Simvastatin = Simvastatin treated adipocytes; จ  านวน
ภายในวงเล็บคือความเขม้ขน้ของสารทดสอบโดยหน่วยท่ีใชว้ดัเป็น ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (g/ml) ขอ้มูล
ท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ียของการทดลองซ ้ าสามคร้ัง (Mean ± SEM) ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดยใช ้ One-way ANOVA และทดสอบความแตกต่างโดย Tukey’s HSD (p < 
0.05). 
 

4.1.4 FTIR microspectroscopy 
Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy ถูกใชใ้นการศึกษาทางชีวโมเลกุลในหลอดทดลอง 

(Mantsch et al., 1986) ในการศึกษาคร้ังน้ี เทคนิค FTIR microspectroscopy ถูกน ามาใชใ้นการติดตามการ
เปล่ียนแปลงทางชีวโมเลกุลในเซลล์ 3T3-L1 adipocytes โดยกลุ่มทดสอบประกอบดว้ย 3T3-L1 
preadipocytes, untreated 3T3-L1 adipocytes, และเซลล ์ 3T3-L1 adipocytes ท่ีถูกทดสอบดว้ย 1.67 µg/ml 
simvastatin, 10 µg/ml CSE, 500 µg/ml GIE ผสมกบั  CSE 10 µg/ml ในวนัท่ี 10 หลงัการเปล่ียนแปลงของ



30 
 
เซลล ์ (นบัจากวนัเร่ิมตน้) ค่าเฉล่ีย FTIR spectra ของตวัอยา่งท่ีช่วงความยาวคล่ืนระหวา่ง 3000-1-950 cm-1 

แสดงในรูปท่ี 4.4 ขอ้มูลสเปกตรัมอินฟราเรดของเซลล ์3T3-L1 ภายใตเ้ง่ือนไขท่ีแตกต่างกนัสามารถแบ่งได้
เป็นสามช่วง; (1) ช่วงไขมนั (3000-2800  cm-1), (2) ช่วงโปรตีน (1700-1500 cm-1), (3) ช่วงของ
คาร์โบไฮเดรตและกรดนิวคลีอิก (1300-950 cm-1) อยา่งไรก็ตาม ช่วงของสเปคตราเหล่าน้ีก็ยากท่ีจะสังเกตุ
ความแตกต่างระหวา่งชนิดของเซลลท่ี์แตกต่างกนัโดยการตรวจสอบขอ้มูลดิบของสเปคตรัมเพียงอยา่งเดียว 
เพื่อใหไ้ดต้  าแหน่งพีคของแถบท่ีชดัเจนและแม่นย  ามากยิง่ข้ึน สเปกตรัมของขอ้มูลดิบถูกใชป้ระโยชน์มาก
ยิง่ข้ึนในการท าการวิเคราะห์อนุพนัธ์ท่ีสอง (Second derivative) ในช่วงสเปกตรัม 3000-2800 cm-1 และ 
1800-950 cm-1 โดยแสดงในรูปท่ี 4.5a และ b, ตามล าดบั การก าหนดแถบของ IR spectra ของตวัอยา่งได้
สรุปไวใ้นตารางท่ี 4.2  ความแตกต่างของสเปกตรัมยงัพบไดใ้นช่วงหลกัของไขมนั (3000-2800 cm-1) โดย
พีคมีความเขม้ขน้สูงสุดท่ี 2923 cm-1 และ 2854 cm-1 สอดคลอ้งกบั CH2 asymmetric (ช่วงหลกัของไขมนั, 
กบับางส่วนจากโปรตีน, คาร์โบไฮเดรต, กรดนิวคลีอิก) และ ความถ่ีการยดืแบบสมมาตร (symmetric 
stretching frequency) (ส่วนใหญ่เป็นไขมนั, กบับางส่วนจากโปรตีน, คาร์โบไฮเดรต, กรดนิวคลีอิก, 
ตามล าดบั) (Aksoy and Severcan, 2012) การเพิ่มข้ึนในความเขม้ของสัญญาณและพื้นท่ีของพีค (ท่ี 2923 cm-

1 และ 2854 cm-1), ซ่ึงสะทอ้นใหเ้ห็นสัดส่วนของ lipoproteins และมีส่วนท่ีเป็นคาร์โบไฮเดรตและกรด
นิวคลีอิกเล็กนอ้ยของ untreated adipocytes 3T3-L1 โดยมีค่าสูงกวา่กลุ่มอ่ืนๆ (Figure 4.5a) (Dritsa, 2012; 
Garip et al., 2009; Krilov et al., 2009) C=O stretching ของ lipid esters ของกลุ่ม untreated 3T3-L1 ท่ีความ
ยาวคล่ืน 1735 cm-1 แสดงความเขม้ของสัญญาณสูงสุดและแถบพื้นท่ีสูงกวา่กลุ่มอ่ืนๆ (รูปท่ี 4.5b) 
นอกจากน้ี ความเขม้ของสัญญาณและพื้นท่ีของพีคของกลุ่ม 3T3-L1 preadipocytes, simvastatin, CSE (10), 
และ CSE (10) + GIE (500)-treated 3T3-L1 adipocytes ท่ีความยาวคล่ืน 1157 cm-1 ซ่ึงเป็นผลมาจากการ
ดูดกลืนพีคของการสั่นสะเทือนจาก C-O จากไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ (Cao et al., 2013) พบวา่
นอ้ยกวา่กลุ่ม untreated adipocytes 3T3-L1 อยา่งชดัเจน (รูปท่ี 4.5b) ความเขม้ของสัญญาณและพื้นท่ีของพีค
ของกลุ่ม 3T3-L1 preadipocytes, simvastatin, GIE (500) และ CSE (10) + GIE (500)-treated 3T3-L1 
adipocytes ท่ีความยาวคล่ืน 1650 cm-1, 1542 cm-1, และ 1234 cm-1 ซ่ึงเป็นผลมาจากการดูดกลืนพีคของ 
protein amide I alpha-helix (ศูนยก์ลางอยูท่ี่ 1650 cm-1), amide II (ศูนยก์ลางอยูท่ี่ 1542 cm-1), และหมู่
ฟังกช์นัของ  PO2 stretching mode ส่วนมากจากกรดนิวคลีอิกและบางส่วนจากฟอสโฟลิปิด (ท่ี 1234 cm-1) 
ตามล าดบั มีค่ามากกวา่กลุ่ม untreated adipocytes 3T3-L1 (รูปท่ี 4.5b) (Cao et al., 2013; Heraud et al., 
2010).  

เพื่อประเมินการเปล่ียนแปลงของโมเลกุลของทุกกลุ่มการทดลอง 3T3-L1 preadipocytes, untreated, 
simvastatin, CSE (10), GIE (500) และ CSE (10) + GIE (500)-treated 3T3-L1 adipocytes คณะผูว้จิยัไดท้  า
การค านวณพื้นท่ีใตพ้ีคของแถบกรดนิวคลีอิก (1313-1294 cm-1 และ 1165-1142 cm-1) แถบไกลโคเจนและ
คาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ (1255-1208 cm-1, 1096-1073 cm-1 และ 1054-1000 cm-1) และอตัราส่วนของพื้นท่ีใตพ้ีค
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ของหลายหมู่ฟังกช์นัประกอบดว้ย CH2 (2938-2907 cm-1)/CH3 (2973-2954 cm-1) asymmetric stretching 
และ CH2 asymmetric stretching (2938-2907 cm-1)/amide I (1673-1624 cm-1) ท่ีอยูใ่นไขมนัและโปรตีน 
(Baloglu et al., 2015) ผลการค านวณพบวา่พื้นท่ีใตพ้ีคของแถบไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ ในกลุ่ม 
3T3-L1 preadipocytes, simvastatin, CSE (10), GIE (500) และ CSE (10) + GIE (500) มีค่านอ้ยกวา่กลุ่ม 
untreated 3T3-L1 adipocytes อยา่งมีนยัส าคญักบั (p < 0.05; รูปท่ี 4.6a) นอกจากน้ี พื้นท่ีใตพ้ีคของกรด
นิวคลีอิกในกลุ่ม GIE (500) สูงกวา่กลุ่มอ่ืนๆอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05; รูปท่ี 4.6a) นอกจากน้ี อตัราส่วน
ของพื้นท่ีใตพ้ีคของ CH2/CH3 asymmetric stretching ท่ีสัมพนัธ์กบัปริมาณของโซ่ความยาวของ lipid acyl 
ของไขมนั (Baloglu et al., 2015) สูงท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัในกลุ่ม untreated 3T3-L1 adipocytes เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆทั้งหมด (p < 0.05; รูปท่ี 4.6b) การวเิคราะห์อ่ืนๆ พบวา่    พื้นท่ีใตพ้ีคของ CH2 
asymmetric stretching/amide I ในกลุ่ม 3T3- L1 preadipocytes, simvastatin, CSE (10), GIE (500), และ 
CSE (10) + GIE (500) ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม untreated 3T3-L1 adipocytes (p < 
0.05; รูปท่ี 4.5b)  

สเปกตรัมอนุพนัธ์ท่ีสอง (The second derivative spectra) ของหกกลุ่มท่ีแตกต่างกนัของการทดลอง
ถูกวเิคราะห์โดย Principal Component Analysis (PCA) การวเิคราะห์สเปกตรัมของ FTIR ไดก้ลายเป็น
เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการก าหนดคุณสมบติัของสเปกตรัมของตวัอยา่งทางชีววทิยาโดยใหข้อ้มูลชีว
โมเลกุลท่ีแตกต่างกนัไปตามองคป์ระกอบของโมเลกุลท่ีสะทอ้นโดยการเปล่ียนแปลงการดูดกลืนของแถบ
ในสเปกตรัมของ FTIR แถบการดูดกลืนใน molecular fingerprint-region ของ IR spectrum ใน mid-IR 
range (4000–400 cm-1) ไดม้าจากพนัธะเคมีแต่ละอนัเก่ียวขอ้งกบัโครงสร้างและรูปแบบ ลกัษณะของ
โมเลกุลทางชีวภาพจาก FTIR spectra (Dunkhunthod et al., 2017) PCA เป็นวธีิการลดขอ้มูลทางสถิติซ่ึงจะ
แปลงชุดขอ้มูลเดิมของตวัแปรใหเ้ป็นชุดตวัแปรใหม่ท่ีตอ้งแกไ้ขซ่ึงรู้จกักนัในช่ือ PC, PCA ช่วยในการระบุ
วา่ตวัเลขคล่ืนใดในสเปกตรัม FTIR ท่ีซบัซอ้นมีความส าคญัส าหรับรูปแบบสเปกตรัมท่ีใหญ่ท่ีสุดภายใน
ตวัอยา่ง การใชก้ารวิเคราะห์หลายตวัแปรโดยเฉพาะอยา่งยิง่ PCA ใชใ้นการวเิคราะห์ขอ้มูล 
biospectroscopic ดงันั้นการสังเกตการจดักลุ่มของสเปกตรัมท่ีคลา้ยกนัภายในชุดขอ้มูลและการระบุตวัแปร 
(แถบสเปกตรัมท่ีเป็นตวัแทนของกลุ่มโมเลกุลต่างๆภายในกลุ่มตวัอยา่ง) สามารถสังเกตได ้ การแบ่งกลุ่ม
สเปกตรัมท่ีแตกต่างกนัของ 6 กลุ่มประชากรของเซลลมี์ความชดัเจนมากท่ีสุดในการสร้างกราฟ 2 มิติ PC1 
กบั PC2 จากแบบจ าลอง PCA (รูปท่ี 4.7a) PCA score plot แสดงใหเ้ห็นวา่กลุ่มของ Untreated 3T3-L1 
adipocytes และ GIE (500) แยกออกจากกลุ่ม Preadipocytes, simvastatin, CSE (10) เม่ือดูท่ี PC1 (28%) ใน
ท านองเดียวกนักลุ่มของ untreated 3T3-L1 adipocytes และ simvastatin แยกจาก CSE (10) และ GIE (500) 
เม่ือดูท่ี PC2 (22%) PCA loading plots (รูปท่ี 4.7b) ถูกใชเ้พื่อระบุขอบเขตของสเปกตรัมซ่ึงส่วนใหญ่มีส่วน
ร่วมในการจดักลุ่ม (รูปท่ี 4.7a) การแยกแยะตาม PC1 สามารถอธิบายไดจ้าก positive loading ใน C-H 
stretching region (centred at 2834 cm-1), C-O vibrations จาก ไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ (centred 
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at 1064 cm-1), ซ่ึงไดแ้ยก negative score plot ของ spectra ของ 3T3-L1 preadipocytes, simvastatin, CSE 
จาก positive score plot ของ untreated 3T3-L1 adipocytes และ GIE ผลการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ 
untreated 3T3-L1 adipocytes มีความจุของ lipoproteins, lipid acyl chain ของไขมนัจากเมมเบรน และ
คาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ สูงกวา่ 3T3-L1 preadipocytes, simvastatin, CSE (10) และสารผสมของ CSE (10) + 
GIE (500)  
  การแยกแยะตาม PC2 ระหวา่ง positive score plot ของสเปคตรัมของ untreated 3T3-L1 adipocytes, 
simvastatin และ สารผสมของ CSE (10) + GIE (500) และ negative score plot ของสเปคตรัมของ 3T3-L1 
preadipocytes, CSE และ GIE สามารถอธิบายไดโ้ดย positive loading PC2 ใน C-H stretching region 
(centred ท่ี 2935 cm-1) และท่ี 1662 cm-1 (ประกอบดว้ย Amide I), ขณะท่ี negative loading PC2 ใน C-H 
stretching region (centred ท่ี 2915 cm-1 และ 2850 cm-1) และท่ี 1639 cm-1 (ประกอบดว้ย Amide I) 
 

 

 

รูปที ่4.4 ค่าเฉล่ียของ FTIR spectra ในภาพรวม (3000–950 cm-1) ไดจ้าก 3T3-L1 preadipopcytes (n = 41), 
Untreated 3T3-L1 adipocytes (n = 39), และ 3T3-L1 adipocytes ท่ีทดสอบดว้ย simvastatin ท่ี 1.67 g/ml 
(n = 49), CSE (10) = CSE ท่ี 10 g/ml (n = 98), GIE (500) = GIE ท่ี 500 g/ml (n = 76), และสารผสม
ของ CSE (10) กบั GIE (500) (n = 97) ท่ีวนัท่ี 10 หลงัจากการเจริญของเซลล์ 
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รูปที ่ 4.5 เฉล่ียสเปกตรัมอนุพนัธ์ทุติยภูมิของ 3T3-L1 preadipocytes, Untreated 3T3-L1 adipocytes, และ 
3T3-L1 adipocytes ท่ีไดรั้บ simvastatin ท่ี 1.67 g/ml, CSE (10) = CSE ท่ี 10 g/ml, GIE (500) = GIE ท่ี 
500 g/ml, และสารผสมของ CSE (10) กบั GIE (500) ท่ีวนัท่ี 10 หลงัจากการเจริญของเซลล ์ ขอ้มูลถูก
แสดงในสองส่วน: (a) บริเวณไขมนั (3000–2800 cm˗1) และ (b) โปรตีน กรดนิวคลีอิก ไกลโคเจนและ
คาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ (1800–950 cm˗1) 
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ตารางที่ 4.2 การก าหนดแถบความยาวคล่ืนของ FTIR 
 
แถบต าแหน่ง 2nd derivative spectra 
(cm˗1) 

การก าหนดแถบ  

2964  CH3 asymmetric stretch เน่ืองจาก  methyl terminal ของ 
phospholipids เมมแบรน: ส่วนใหญ่คือไขมนั 

2923 CH2 asymmetric stretch ของ methylene group ของ 
phospholipids เมมแบรน: ส่วนใหญ่คือไขมนั, มีส่วนร่วมจาก
โปรตีนคาร์โบไฮเดรตกรดนิวคลีอิก 

2854  CH2 symmetric stretching: ส่วนใหญ่คือไขมนั, มีส่วนร่วมจาก
โปรตีนคาร์โบไฮเดรตกรดนิวคลีอิก 

1735  C=O stretching vibrations ของไขมนั (triglycerides และ 
cholesterol esters) 

1650  
 

Amide I: C=O (80%) และ C-N (10%) stretching, N-H (10%) 
bending vibrations: proteins -helix 

1542  
 

Amide II: N-H (60%) bending และ C-N (40%) stretching 
vibrations: proteins -helix 

1457  CH2 bending vibrations: ไขมนัและโปรตีน 
1399  COO-symmetric stretching และ CH3 bending vibrations: ไขมนั, 

โปรตีน 
1234  
 

PO2-asymmetric stretching vibrations: RNA, DNA, และ 
phospholipids 

1084  PO2-symmetric stretching vibrations: RNA, DNA 
1157  C-O vibrations จากไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ 
1045  C-O vibrations จากไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ 
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รูปที ่ 4.6 (a) กราฟแท่งของพื้นท่ีรวมของกรดนิวคลีอิก ไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ และ (b) 
อตัราส่วนพื้นท่ีรวม CH2/CH3 asymmetric stretching และ CH2 asymmetric stretching/amide I ของ ของ 
3T3-L1 preadipocytes, Untreated 3T3-L1 adipocytes, และ 3T3-L1 adipocytes ท่ีไดรั้บ simvastatin ท่ี 1.67 
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g/ml, CSE (10) = CSE ท่ี 10 g/ml, GIE (500) = GIE ท่ี 500 g/ml, และสารผสมของ CSE (10) กบั 
GIE (500) ท่ีวนัท่ี 10 หลงัจากการเจริญของเซลล์ ขอ้มูลจะแสดงเป็น ค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean ± SEM) 
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (Tukey test, p < 0.05)  
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รูปที ่4.7 การวเิคราะห์ PCA ของ FTIR สเปคตรัมช่วง 3000–2800 cm-1 และ 1800–950 cm-1 ใหP้CA score 
plot (a) และ PCA loading plot (b); PCA score plots แสดงใหเ้ห็นถึงการจดักลุ่มท่ีแตกต่างกนัระหวา่ง 3T3-
L1 preadipocytes, Untreated 3T3-L1 adipocytes, และ 3T3-L1 adipocytes ท่ีไดรั้บ simvastatin ท่ี 1.67 
g/ml, CSE (10) = CSE ท่ี 10 g/ml, GIE (500) = GIE ท่ี 500 g/ml, และสารผสมของ CSE (10) กบั 
GIE (500) ท่ีวนัท่ี 10 หลงัจากการเจริญของเซลล ์ PCA loading plots ระบุความแตกต่างของ biomarker 
ในช่วงสเปกตรัมของตวัอยา่ง 
 

4.2 การศึกษาในสัตว์ทดลอง 
 4.2.1 การทดสอบความทนทานต่อน า้ตาล Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) 

ผลของ CSE และ GIE เม่ือใชเ้ดียวๆ หรือใชร่้วมต่อระดบัน ้าตาลในเลือดในหนูปกติจะแสดงในรูป
ท่ี 4.8 Glibenclamide 10 mg/kg BW ถูกใชเ้ป็นตวัควบคุมบวก ทุกกลุ่มท่ีไดรั้บการสารทดสอบแสดงระดบั
น ้าตาลในเลือดต ่ากวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัท่ีเวลา 15, 30 และ 60 นาทีหลงัจากไดรั้บ
สารสกดั (p < 0.05) ในกลุ่มท่ีไดรั้บสารทดสอบ พบวา่ระดบัน ้าตาลในเลือดลดลงอยา่งมีนยัส าคญัในกลุ่ม 
Glibenclamide ท่ี 10 mg/kg BW, GIE ท่ี 300 mg/kg BW, GIE ท่ี 150 mg/kg BW, CSE ท่ี 150 mg/kg BW 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมบวกและกลุ่มไดรั้บสารทดสอบผสม (p < 0.05) หลงัจากท่ีป้อนสาร 15 นาที 
ท่ีเวลา 30 นาทีหลงัการป้อน ระดบัน ้าตาลในเลือดในทุกกลุ่มท่ีไดรั้บสารทดสอบไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
จากหนูท่ีไดรั้บ glibenclamide ยกเวน้กลุ่ม GIE ท่ีไดรั้บปริมาณสูงสุด (300 mg/kg BW) มีการลดลงของ
ระดบัน ้าตาลต ่ากวา่กลุ่มท่ีไดรั้บ Glibenclamide อยา่งมีนยัส าคญั หลงัจากไดรั้บสารสกดั 60 นาที พบวา่
ระดบัน ้าตาลในเลือดของกลุ่มท่ีไดรั้บสารทดสอบทุกกลุ่มยงัคงลดลงมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม 
ระดบัความเขม้ขน้ของกลูโคสทุกกลุ่มไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี 120 นาที อยา่งไรก็ตามสารผสมของ 
CSE ท่ี 75 mg/kg BW กบั GIE at 75 mg/kg BW ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบั CSE ท่ี 300 mg/kg 
BW ในช่วงตลอดเวลาท่ีทดสอบ 
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รูปที ่ 4.8 การประเมินความทนทานต่อกลูโคส แสดงระดบัน ้าตาลในเลือดตามเวลาท่ีไดรั้บสารทดสอบ,  

 Control group;  Glibenclamide 10 mg/kg BW;  C. sinensis extract 150 mg/kg BW;  
G. inodorum extract 150 mg/kg BW;  C. sinensis extract 300 mg/kg BW;  G. inodorum extract 
300 mg/kg BW and  สารผสม CSE 75 mg/kg BW ร่วมกบั GIE 75 mg/kg BW, OGTT ใชเ้วลาในการ
อดอาหารขา้มคืนเพื่อการเก็บตวัอยา่งเลือดและในท่ีสุด D-glucose 2 กรัม/กิโลกรัม และสารสกดัถูกป้อนทาง
ปากเพื่อหาระดบักลูโคสท่ี 0, 15, 30, 60 และ 120 นาที ขอ้มูลท่ีแสดงเป็น ค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean ± SEM) 
(n = 7), ตวัอกัษรท่ีเวลาเดียวกนัท่ีแตกต่างกนัแสดงวา่มีความแตกต่างของระดบักลูโคสอยา่งมีนยัส าคญั (p < 
0.05, Tukey’s test). 
 

4.2.2 ผลของ CSE, GIE เดี่ยวๆ และผสมกนัต่อระดับน า้ตาลในเลือดและโปรไฟล์ไขมันในเลือดหนู 
ในการตรวจสอบผลของ CSE และ GIE เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือผสมกนัต่อระดบัน ้าตาลในเลือดและโปร

ไฟลไ์ขมนัในหนูเมาส์เตม็วยัท่ีใหอ้าหารปกติ, อาหารไขมนัสูง (HFD), อาหารไขมนัสูงร่วมกบั CSE 150 
mg/kg BW/day (CSE (150)), CSE 300 mg/kg BW/day CSE (300)), GIE 150 mg/kg BW/day (GIE (150)), 
GIE 300 mg/kg BW/day (GIE (300)), สารผสมของ CSE 75 mg/kg BW/day กบั GIE 75 mg/kg BW/day 
(CSE (75) + GIE (75)), หรือ อาหารไขมนัสูงร่วมกบั Glibenclamide 10 mg/kg BW/day หรือ simvastatin 
20 mg/kg BW/day (SIM (20)) ผลการทดลองพบวา่ระดบัน ้าตาลในเลือดของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสาร
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ทดสอบลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (Non-HFD) (p < 0.05; รูปท่ี 4.9) เม่ือ
ค านวณสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร CSE (FEC of CSE) ไดเ้ท่ากบั 75/300  = 0.25 
ในขณะท่ีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร GIE (FEC of GIE) ไดเ้ท่ากบั 75/150 = 0.50 
เพราะฉะนั้น ความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) CSE + GIE 
จึงเท่ากบั 0.25 + 0.50 = 0.75 ซ่ึงมีค่า < 1.0 แสดงวา่สารสองตวัน้ีแสดงการเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) ในการ
ลดระดบัน ้าตาลในเลือด ยิ่งไปกวา่นั้นผลของสารสกดัต่อคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรดแ์ละ LDL-
cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสารทดสอบลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม 
untreated-HFD (p < 0.05; รูปท่ี 4.10, 4.11, 4.12, ตามล าดบั) เม่ือเราวเิคราะห์วา่การใชส้ารผสมของ CSE 
และ GIE จะออกฤทธ์ิเสริมกนัหรือไม่ เม่ือวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมี
ประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) ท่ี CSE (75) + GIE (75) ต่อระดบัคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรดแ์ละ 
LDL-cholesterol ในซีรัมพบวา่ ความเขม้ขน้สาร CSE และ GIE ท่ีแสดงประสิทธิภาพในสารผสมของทั้ง
สามพารามิเตอร์เท่ากบั 75 และ 75 ตามล าดบั CSE ท่ีแสดงประสิทธิภาพเม่ือใชเ้ด่ียวๆ เท่ากบั 300 ดงันั้น 
สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสาร CSE (FEC of CSE) จึงเท่ากบั 75/300  = 0.25 และความ
เขม้ขน้สาร GIE ท่ีแสดงประสิทธิภาพเม่ือใชเ้ด่ียวๆ เท่ากบั 300 ดงันั้น สัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพ
ของสาร GIE (FEC of GIE) จึงเท่ากบั 75/300 = 0.25 เพราะฉะนั้น ความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความ
เขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) CSE + GIE จึงเท่ากบั 0.25 + 0.25 = 0.50 ซ่ึงมีค่า < 1.0 แสดง
วา่สารสองตวัน้ีแสดงการเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) เม่ือวเิคราะห์ค่า HDL-cholesterol พบวา่ระดบั HDL-
cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสารทดสอบเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม 
untreated-HFD (p < 0.05; รูปท่ี 4.13) นอกจากนั้นการไดรั้บสารผสมของ CSE (75) + GIE (75) ท าใหร้ะดบั
ของ HDL-cholesterol ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบักลุ่มท่ีไดรั้บ CSE (150, 300) หรือ GIE (150, 300) 
เด่ียวๆ แต่อยา่งใด (p > 0.05)  
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รูปที่ 4.9 ผลของ CES, GIE เด่ียวๆ และผสม ต่อระดบัน ้ าตาลในเลือดของหนูไมซ์;  Non-HFD = Normal 

group; Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 

BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 

mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร

ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ความแตกต่างอยา่ง

มีนยัส าคญัระหวา่งก่อนและหลงัการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช ้paired Student t-test ท่ี  


 p < 0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA และใช ้Tukey 

HSD ในการทดสอบระดบัความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัในแต่ละกลุ่มโดย ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดง

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05.  
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รูปที ่4.10 ผลของ CSE, GIE เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือผสมกนัต่อระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดของหนูไมซ์;  Non-

HFD = Normal group; Untreated-HFD = High-Fat Diet group; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 

BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 

mg/kg BW/day; GIE (300) =  G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = C. 

sinensis extract 75 mg/kg BW/day ผสมกบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ความแตกต่างอยา่งมี

นยัส าคญัระหวา่งก่อนและหลงัการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช ้paired Student t-test ท่ี 

*
p < 0.05; 


 p < 0.01 การวเิคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มนั้น ใชก้ารทดสอบแบบ ANCOVA และใช ้

Tukey HSD ในการทดสอบระดบัความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัในแต่ละกลุ่มโดย ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนั

แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05.  
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รูปที ่4.11 ผลของ CSE, GIE เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือผสมกนัต่อระดบัไตรกลีเซอไรด์ในเลือดของหนูไมซ์;  Non-

HFD = Normal group; Untreated-HFD = High-Fat Diet group; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 

BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 

mg/kg BW/day; GIE (300) =  G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = C. 

sinensis extract 75 mg/kg BW/day ผสมกบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ความแตกต่างอยา่งมี

นยัส าคญัระหวา่งก่อนและหลงัการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช ้paired Student t-test ท่ี  


 p < 0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA และใช ้Tukey 

HSD ในการทดสอบระดบัความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัในแต่ละกลุ่มโดย ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดง

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05.  
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รูปที่ 4.12 ผลของ CSE, GIE เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือผสมกนัต่อระดบั LDL-cholesterol ในเลือดของหนูไมซ์;  

Non-HFD = Normal group; Untreated-HFD = High-Fat Diet group; CSE (150) = C. sinensis extract 150 

mg/kg BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 

150 mg/kg BW/day; GIE (300) =  G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = C. 

sinensis extract 75 mg/kg BW/day ผสมกบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ความแตกต่างอยา่งมี

นยัส าคญัระหวา่งก่อนและหลงัการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช ้paired Student t-test ท่ี  


 p < 0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA และใช ้Tukey 

HSD ในการทดสอบระดบัความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัในแต่ละกลุ่มโดย ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดง

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05.  
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รูปที่ 4.13 ผลของ CSE, GIE เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือผสมกนัต่อระดบั HDL-cholesterol ในเลือดของหนูไมซ์;  

Non-HFD = Normal group; Untreated-HFD = High-Fat Diet group; CSE (150) = C. sinensis extract 150 

mg/kg BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 

150 mg/kg BW/day; GIE (300) =  G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = C. 

sinensis extract 75 mg/kg BW/day ผสมกบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ความแตกต่างอยา่งมี

นยัส าคญัระหวา่งก่อนและหลงัการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช้ paired Student t-test ท่ี  


 p < 0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA และใช ้Tukey 

HSD ในการทดสอบระดบัความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัในแต่ละกลุ่มโดย ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดง

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05.  
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4.2.3 ผลของ CSE, GIE เดี่ยวๆ และผสมกนัต่อการบริโภคอาหาร น า้หนักตัว และน า้หนักของอวยัวะที่
เกีย่วข้อง 

รูปท่ี 4.14 แสดงผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัต่อปริมาณอาหาร (a) และน ้าหนกัตวัท่ี
เพิ่มข้ึนของหนูในกลุ่มใหอ้าหารท่ีแตกต่างกนั (b) ผลการทดลองพบวา่ปริมาณอาหารท่ีบริโภคในทุกกลุ่มท่ี
ไดรั้บ HFD ทั้งไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated-HFD) และไดรั้บสารทดสอบ (treated-HFD) ลดลงอยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บอาหารปกติ (non-HFD) (p < 0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัระหวา่งกลุ่ม HFD ท่ีไดรั้บสารทดสอบทุกกลุ่ม (p > 0.05; รูป 4.14a) ผลของอาหารและสารท่ี
ไดรั้บต่อน ้าหนกัตวัไดแ้สดงในรูปท่ี 4.14b หลงัจากช่วงกินอาหาร 12 สัปดาห์น ้าหนกัตวัเฉล่ียของกลุ่มท่ี
ไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated-HFD) มีค่าสูงกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บ HFD (non-HFD) และ
กลุ่ม CSE (300) อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) และสูงกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และสารทดสอบทุกกลุ่มท่ีเหลือ
ทั้งหมดอยา่งไม่มีนยัส าคญั (p > 0.05; รูปท่ี 4.14b ) ผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัอน ้าหนกัอวยัวะ
สัมพทัธ์ของหนูแสดงไวใ้นตารางท่ี 4.3 พบวา่กลุ่ม non-HFD, simvastatin, CSE (150), และ สารผสม CSE 
(75) กบั GIE (75) แสดงน ้าหนกัของ epididymis adipose tissue ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบั
กลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) นอกจากนั้นแลว้น ้าหนกัสัมพทัธ์ของตบั, หวัใจ, ไต, ปอด และมา้ม ของกลุ่ม 
untreated-HFD, simvastatin, CSE, GIE, และสารผสม CSE กบั GIE ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือ
เทียบกบักลุ่ม non-HFD (p > 0.05) ภาพของอวยัวะภายในท่ีเกียวขอ้ง ไดแ้ก่ เน้ือเยือ่ไขมนัจากหนา้ทอ้ง, ตบั, 
หวัใจ, ไต, ปอดและมา้มของหนูไดแ้สดงในรูปท่ี 4.15 ทุกกลุ่มมีลกัษณะปกติเม่ือเทียบกบัอวยัวะเดียวกนั
จากกลุ่ม non-HFD จากภาพจะเห็นวา่ ขนาดของ epididymis adipose tissue ในกลุ่ม untreated-HFD มีขนาด
ใหญ่กวา่ทุกๆ กลุ่มท่ีเหลือ ซ่ึงขอ้มูลน้ีสอดคลอ้งกบัผลในตารางท่ี 4.3    
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รูปที ่ 4.14 ปริมาณอาหารและน ้าหนกัตวั (a); ปริมาณอาหาร (b); น ้าหนกัตวั   non-HFD;  
Untreated-HFD;  Simvastatin 20 mg/kg BW/day;  C. sinensis extract 150 mg/kg BW/day; 

 C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day;  G. inodorum extract 150 mg/kg BW/day;  G. 
inodorum extract 300 mg/kg BW/day;  CSE 75 mg/kg BW ผสม GIE 75 mg/kg BW ขอ้มูลแสดงเป็น
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ค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean ± SEM) (n = 7) ตวัอกัษรท่ีอยูใ่นสัปดาห์เดียวกนัท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือวเิคราะห์โดยความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และทดสอบความ
แตกต่างดว้ย Tukey's HSD (p < 0.05) 
 

  
 
รูปที ่ 4.15 ภาพของอวยัวะภายในท่ีเก่ียวขอ้งของหนูท่ีไดรั้บ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนั Simvastatin 20 
mg/kg BW/day; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 
mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 
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300 mg/kg BW/day; Combination CSE (75) + GIE (75) = สารผสมของ C. sinensis extract 75 mg/kg 
BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day 
 
ตารางที ่4.3 น ้าหนกัอวยัวะสัมพทัธ์ 
 

กลุ่ม 
น ้าหนกัอวยัวะสัมพนัธ์ (กรัม/100 กรัม น ้าหนกัตวั) 
Epididymis ตบั หวัใจ ไต ปอด มา้ม 

non-HFD 3.41 ± 0.52b 4.18 ± 0.08a 0.42 ± 0.07a 1.72 ± 0.02a 0.65 ± 0.07a 0.37 ± 0.06a 
HFD 5.37 ± 0.33a 4.15 ± 0.12a 0.45 ± 0.06a 1.43 ± 0.13a 0.46 ± 0.03a 0.45 ± 0.01a 
SIM (20) 3.66 ± 0.41b 4.16 ± 0.10a 0.49 ± 0.06a 1.54 ± 0.19a 0.60 ± 0.04a 0.43 ± 0.17a 
CSE (150) 3.56 ± 0.58b 3.60 ± 0.75a 0.42 ± 0.03a 1.34 ± 0.16a 0.43 ± 0.06a 0.49 ± 0.14a 
CSE (300) 4.03 ± 0.28ab 3.63 ± 0.14a 0.50 ± 0.04a 1.72 ± 0.19a 0.63 ± 0.17a 0.40 ± 0.17a 
GIE (150) 4.23 ± 0.48ab 3.72 ± 0.20a 0.51 ± 0.11a 1.48 ± 0.35a 0.51 ± 0.08a 0.44 ± 0.03a 
GIE (300) 3.86 ± 1.06ab 3.67 ± 0.26a 0.49 ± 0.08a 1.43 ± 0.16a 0.59 ± 0.15a 0.53 ± 0.07a 
Combination 3.61 ± 0.25b 3.56 ± 0.30a 0.42 ± 0.03a 1.42 ± 0.16a 0.56 ± 0.05a 0.34 ± 0.02a 

ขอ้มูลแสดงเป็น ค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean ± SEM) (n = 7) ความหมายตวัยอ่ non-HFD = Normal control; 
HFD = Untreated-HFD; SIM (20) = Simvastatin 20 mg/kg BW/day; CSE (150) = C. sinensis extract 150 
mg/kg BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 
150 mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day; Combination =  สารผสมของ 
CSE 75 mg/kg BW/day กบั GIE 75 mg/kg BW/day. ตวัอกัษรท่ีอยูใ่นอวยัวะเดียวกนัท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือวเิคราะห์โดยความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และทดสอบ
ความแตกต่างดว้ย Tukey's HSD (p < 0.05) 
 
4.2.4 พารามิเตอร์ทางชีวเคมีในซีรัม 

พารามิเตอร์ทางชีวเคมีในซีรัมของ non-HFD, untreated-HFD และ HFD-treated with CSE, GIE 
เด่ียวๆ หรือสารผสม CSE กบั GIE พบวา่ระดบัครีเอทินินในซีรัมของกลุ่ม non-HFD มีค่าต ่ากวา่อยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) อยา่งไรก็ตามกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD ทั้งหมดท่ีไดรั้บสาร
ทดสอบมีระดบัครีเอทินินในซีรัมไม่แตกต่างจากกลุม่ non-HFD (p > 0.05; รูปท่ี 4.16) ผลการศึกษาน้ีแสดงวา่ 
CSE, GIE เด่ียวๆ หรือสารผสม CSE กบั GIE ไม่แสดงความเป็นพิษต่อไต นอกจากนั้นแลว้ระดบั alanine 
transaminase (ALT) ในเลือด และระดบั alkaline phosphatase (ALP) ในเลือด  ในกลุ่ม untreated-HFD มีค่า
สูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มnon-HFD (p < 0.05; รูปท่ี 4.17 และ 4.18) นอกจากน้ีระดบั ALT 
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ของกลุ่ม untreated-HFD สูงกวา่ทุกกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และ สารทดสอบอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) ยกเวน้
กลุ่มท่ีไดรั้บ simvastatin หรือ GIE (300) จากผลของ ALT แสดงใหเ้ห็นวา่ CSE (150), GIE (150) และ CSE 
(75) และ GIE (75) ไม่แสดงความเป็นพิษต่อตบั 

การนบัเมด็เลือด (Complete Blood Count; CBC) เป็นพารามิเตอร์การวินิจฉยัท่ีแพร่หลายมากท่ีสุด
ในการดูค่าทางคลินิกและมีการวเิคราะห์เป็นประจ าเพื่อประเมินสุขภาพของผูป่้วย โดยทัว่ไปการทดสอบ 
CBC จะใหข้อ้มูลท่ีส าคญัเก่ียวกบัเซลลห์ลกัสามชนิดในเลือดคือการนบัเมด็เลือดแดง (RBC count), การนบั
เมด็เลือดขาว (WBC count) และเกล็ดเลือด (Platelets) ผลการทดลองพบวา่ ปริมาณ RBC, WBC, และ 
Platelets ในกลุ่ม non-HFD พบวา่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบักลุ่มท่ีไดรั้บ HFD ทั้งไม่ไดรั้บสาร
ทดสอบและไดรั้บสารทดสอบทั้งหมด (p > 0.05) (รูปท่ี 4.19, 4.20 และ 4.21) ผลการทดลองบ่งช้ีวา่ CSE, 
GIE ทั้งเด่ียวๆและผสมไม่ท าให ้CBC ผดิปกติ   
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รูปที่ 4.16 ผลของ CSE, GIE, เด่ียวๆ และผสมกนัต่อระดบั creatinine ในซีรัม; Non-HFD = Normal group; 
Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 
BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 
mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร
ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง
กนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งกลุ่มจากการวเิคราะห์โดย ANCOVA โดยทดสอบความ
แตกต่างดว้ย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี  p < 0.05. 
 

 

รูปที ่ 4.17 ผลของ CSE, GIE, เด่ียวๆ และผสมกนัต่อระดบั ALT ในซีรัม; Non-HFD = Normal group; 
Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 
BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 
mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร
ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง
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กนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งกลุ่มจากการวเิคราะห์โดย ANCOVA โดยทดสอบความ
แตกต่างดว้ย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี  p < 0.05. 
 

 

รูปที่ 4.18 ผลของ CSE, GIE, เด่ียวๆ และผสมกนัต่อระดบั ALP ในซีรัม; Non-HFD = Normal group; 
Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 
BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 
mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร
ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง
กนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งกลุ่มจากการวเิคราะห์โดย ANCOVA โดยทดสอบความ
แตกต่างดว้ย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี  p < 0.05. 
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รูปที ่4.19 ผลของ CSE, GIE, เด่ียวๆ และผสมกนัต่อระดบั WBC ในเลือด; Non-HFD = Normal group; 

Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 

BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 

mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร

ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง

กนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งกลุ่มจากการวเิคราะห์โดย ANCOVA โดยทดสอบความ

แตกต่างดว้ย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี  p < 0.05. 
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รูปที ่ 4.20 ผลของ CSE, GIE, เด่ียวๆ และผสมกนัต่อระดบั RBC ในเลือด; Non-HFD = Normal group; 
Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 
BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 
mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร
ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง
กนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งกลุ่มจากการวเิคราะห์โดย ANCOVA โดยทดสอบความ
แตกต่างดว้ย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี  p < 0.05. 
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รูปที ่ 4.21 ผลของ CSE, GIE, เด่ียวๆ และผสมกนัต่อระดบั Platelet ในเลือด; Non-HFD = Normal group; 
Untreated-HFD = High-Fat Diet group ท่ีไม่ไดรั้บสาร; CSE (150) = C. sinensis extract 150 mg/kg 
BW/day; CSE (300) = C. sinensis extract 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = G. inodorum extract 150 
mg/kg BW/day; GIE (300) = G. inodorum extract 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = สาร
ผสม C. sinensis extract 75 mg/kg BW/day กบั G. inodorum extract 75 mg/kg BW/day ตวัอกัษรท่ีแตกต่าง
กนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งกลุ่มจากการวเิคราะห์โดย ANCOVA โดยทดสอบความ
แตกต่างดว้ย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี  p < 0.05. 
 

4.2.5 ลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยาของเน้ือเย่ือไขมัน ตับ และไต 
ผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ต่อการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวทิยาของ

เน้ือเยือ่ตบั ไตและเน้ือเยือ่ไขมนั (epididymal adipose tissues) ถูกตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ทางจุล
กายวภิาค ผลการตรวจตบัพบวา่ ตบัของหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated HFD) แสดง
ใหเ้ห็นวา่มี cytoplasmic vacuoles ขยายข้ึนและมี steatosis สูง (ลูกศรสีด า) เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บ HFD 
และไดรั้บสาร simvastatin, CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE (รูปท่ี 4.22-4.25) ผลการ
ตรวจสอบพยาธิวทิยาของไตพบวา่ไตของหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated HFD) แสดง
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ใหเ้ห็นวา่มี mild mesangial cells และ glomerulus capillaries เปล่ียนแปลงระดบัปานกลาง เม่ือเทียบ
กบักลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสาร simvastatin, CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ท่ีพบวา่
โครงสร้างดงักล่าวปกติ (รูปท่ี 4.26-4.29) การตรวจสอบเน้ือเยือ่ไขมนัท่ียอ้มดว้ย H & E แสดงใหเ้ห็นวา่
ขนาดของ adipocyte ในหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated HFD) มีขนาดใหญ่กวา่กลุ่ม 
non-HFD และกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่ม (p < 0.05; รูปท่ี 4.30-4.32) ยิง่ไปกวา่นั้น กลุ่ม 
non-HFD และกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่ม มีจ านวน adipocytes ต่อพื้นท่ีท่ีส่องดูบน Slide 
มากกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated HFD) อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05; รูปท่ี 
4.32)   
 

 
 

รูปที ่ 4.22 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ตบัหนูทดลอง; (a-b) non-HFD (หนูท่ีกินอาหารปกติ) และ (c-d) 
untreated-HFD (หนูท่ีกินอาหาร High-fat-diet). ลูกศรสีแดงช้ีไปท่ี central vein และลูกศรสีด าช้ีไปท่ี lipids 
droplet. ภาพ a, c ก าลงัขยาย 100  (Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale bars = 
30 µm). 
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รูปที ่4.23 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ตบัหนูทดลอง; (a-b) HFD และไดรั้บ simvastatin และ (c-d) HFD 
และไดรั้บสารผสม CSE + GIE. ลูกศรสีแดงช้ีไปท่ี central vein และลูกศรสีด าช้ีไปท่ี lipids droplet. ภาพ a, 

c ก าลงัขยาย 100  (Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale bars = 30 µm). 
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รูปที ่4.24 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ตบัหนูทดลอง; (a-b) HFD และไดรั้บ CSE ท่ี 150 mg/kg BW/day 
และ (c-d) HFD และไดรั้บ CSE ท่ี 300 mg/kg BW/day. ลูกศรสีแดงช้ีไปท่ี central vein และลูกศรสีด าช้ีไปท่ี 
lipids droplet. ภาพ a, c ก าลงัขยาย 100  (Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale 
bars = 30 µm). 
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รูปที ่4.25 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ตบัหนูทดลอง; (a-b) HFD และไดรั้บ GIE ท่ี 150 mg/kg BW/day 
และ (c-d) HFD และไดรั้บ GIE ท่ี 300 mg/kg BW/day. ลูกศรสีแดงช้ีไปท่ี central vein และลูกศรสีด าช้ีไปท่ี 
lipids droplet. ภาพ a, c ก าลงัขยาย 100  (Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale 
bars = 30 µm). 
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รูปที ่ 4.26 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ไตหนูทดลองแสดงโครงสร้าง glomerulus; (a-b) non-HFD (หนู
ท่ีกินอาหารปกติ) และ (c-d) untreated-HFD (หนูท่ีกินอาหาร High-fat-diet). ภาพ a, c ก าลงัขยาย 100  
(Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale bars = 30 µm). 
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รูปที ่4.27 ภาพแสดงจุลกายวิภาคเน้ือเยือ่ไตหนูทดลองแสดงโครงสร้าง glomerulus; (a-b) HFD และไดรั้บ 

simvastatin และ (c-d) HFD และไดรั้บสารผสม CSE + GIE. ภาพ a, c ก าลงัขยาย 100  (Scale bars = 100 

µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale bars = 30 µm). 
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รูปที ่4.28 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ไตหนูทดลองแสดงโครงสร้าง glomerulus; (a-b) HFD และไดรั้บ 
CSE ท่ี 150 mg/kg BW/day และ (c-d) HFD และไดรั้บ CSE ท่ี 300 mg/kg BW/day. ภาพ a, c ก าลงัขยาย 
100  (Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale bars = 30 µm). 
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รูปที ่4.29 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ไตหนูทดลองแสดงโครงสร้าง glomerulus; (a-b) HFD และไดรั้บ 
GIE ท่ี 150 mg/kg BW/day และ (c-d) HFD และไดรั้บ GIE ท่ี 300 mg/kg BW/day. ภาพ a, c ก าลงัขยาย 100 
 (Scale bars = 100 µm) และ ภาพ b, d ก าลงัขยาย 400  (Scale bars = 30 µm). 
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รูปที ่ 4.30 ภาพแสดงจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ epididymal adipose หนูทดลองภายหลงัการไดรั้บ CSE, GIE 
เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE และ GIE ท่ีไดรั้บอาหารปกติ (non-HFD) และหนูท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีไขมนัสูง 
(HFD); (a) non-HFD; (b) High-fat-diet; (c) Simvastatin 20 mg/kg BW/day; (d) CSE (150); (e) CSE (300); 
(f) GIE (150); (g) GIE (300); (h) สารผสมของ CSE (75) กบั GIE (75) ภาพท่ีแสดงก าลงัขยาย 100  (Scale 
bars = 100 µm)  
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รูปที ่4.31 กราฟแสดงผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และสารผสมของ CSE กบั GIE ต่อจ านวนของ adipocytes; 
Non-HFD = Normal group; Untreated-HFD = High-Fat Diet group; CSE (150) = CSE ท่ี 150 mg/kg 
BW/day; CSE (300) = CSE ท่ี 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = GIE ท่ี 150 mg/kg BW/day; GIE (300) = 
GIE ท่ี 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = CSE ท่ี 75 mg/kg BW/day กบั GIE ท่ี 75 mg/kg 
BW/day ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean ± SEM) ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติโดยใชก้ารวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
โดย Tukey's HSD   (p <0.05). 
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รูปที ่ 4.32 กราฟแสดงผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และสารผสมของ CSE กบั GIE ต่อค่าเฉล่ียพื้นท่ีของ 
adipocytes (adipocytes mean area ); Non-HFD = Normal group; Untreated-HFD = High-Fat Diet 
group; CSE (150) = CSE ท่ี 150 mg/kg BW/day; CSE (300) = CSE ท่ี 300 mg/kg BW/day; GIE (150) = 
GIE ท่ี 150 mg/kg BW/day; GIE (300) = GIE ท่ี 300 mg/kg BW/day และ CSE (75) + GIE (75) = CSE ท่ี 
75 mg/kg BW/day กบั GIE ท่ี 75 mg/kg BW/day ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ียเลขคณิต (Mean ± SEM) 
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดยใชก้ารวิเคราะห์ความแปรปรวนทาง
เดียว (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างโดย Tukey's HSD   (p <0.05). 
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บทที ่5 
อภิปราย และสรุปผลการทดลอง 

 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
โรคอว้นหมายถึงการสะสมไขมนัท่ีมากเกินไปซ่ึงอาจเป็นอนัตรายต่อสุขภาพ เป็นปัญหา

สุขภาพท่ีรุนแรงเน่ืองจากเก่ียวขอ้งกบัโรคต่างๆ เช่นภาวะไขมนัในเลือดสูง โรคเบาหวานชนิดท่ี
สอง ความดนัโลหิตสูง และโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ ภาวะไขมนัในเลือดสูง ไดแ้ก่ มีไตรกลีเซอ
ไรด ์คอเลสเตอรอล และ LDL-cholesterol ในเลือดสูงกวา่ค่าปกติ ทั้งสามพารามิเตอร์น้ีเป็นท่ีรู้กนัดี
วา่เป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิดโรคหวัใจ โรคหลอดเลือดตีบ และโรคหลอด
เลือดหวัใจ ดงันั้นการลดระดบัของ triglycerides และคอเลสเตอรอลในเลือดจึงเป็นปัจจยัส าคญัท่ี
สามารถน าไปใชใ้นการป้องกนัหรือชะลอการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงและโรคอว้น (Hu et al., 
2014) ปัจจุบนัน้ีเน่ืองจากขอ้เสียกบัตน้ทุนท่ีสูงและผลขา้งเคียงท่ีอาจเป็นอนัตรายของยาแผน
ปัจจุบนั ศกัยภาพของผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติในการรักษาโรคอว้นจึงเป็นส่ิงท่ีนกัวิจยัสนใจและ
อาจเป็นทางเลือกท่ีดีส าหรับการพฒันายาท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัโรคอว้นในอนาคต 
(Buettner et al., 2007; Mayer et al., 2009) สารเคมีพฤกษเคมีมกัเกิดข้ึนในธรรมชาติเป็นหลายสาร
ผสมกนัอยู ่ การรวมกนัของสารพฤกษเคมีอาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพทางชีวภาพไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 
ถัง่เช่า (Cordyceps sinensis) และผกัเชียงดา (Gymnema inodorum) เป็นอาหารและยาแผนโบราณ
ในเอเชียท่ีไดรั้บความสนใจอยา่งมากในช่วงไม่ก่ีปีท่ีผา่นมา (Ananthan et al., 2003; Kim et al., 
2012) อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีงานใดท่ีการศึกษาเก่ียวกบัผลของสารสกดั Cordyceps sinensis (CSE) 
และสารสกดัจาก Gymnema inodorum (GIE) ต่อการเกิด adipogenesis ในเซลล ์3T3-L1 adipocytes
และการยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์ ดงันั้นงานวจิยัช้ินน้ีจึงไดศึ้กษาถึงผลของ CSE, 
GIE เม่ือใชเ้ด่ียวๆ และผสมกนัต่อกระบวนการ adipogenesis ในเซลล ์3T3-L1 adipocytes และการ
ยบัย ั้งภาวะไขมนัในเลือดสูงในหนูไมซ์  
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5.1.1 การศึกษาผลของ CSE, GIE เดี่ยวๆ และผสมกนัต่อกระบวนการ adipogenesis ในเซลล์ 
3T3-L1 adipocytes 

ผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นชดัเจนวา่ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ท าใหก้าร
สะสมไขมนัลดลงอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่ม Differentiated 3T3-L1 แต่ไม่ไดรั้บสาร
ทดสอบ (untreated Differentiated 3T3-L1) ขนาดท่ียบัย ั้งการสะสมไขมนัน้ีไม่ก่อใหเ้กิด cytotoxic 
แต่อยา่งใด รายงานก่อนหนา้น้ีพบวา่ cordycepin ยบัย ั้งการสะสมไขมนัและการเหน่ียวน า 
adipogenic ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งกระบวนการเปล่ียนแปลงจาก pre-adipocytes ไปเป็น adipocytes ฤทธ์ิ
ตา้นการเกิด adipogenic น้ีสามารถยอ้นกลบัและควบคุมตวัขนส่ง adenosine แต่ไม่ไช่ตวัรับ 
adenosine A1, A2 หรือ A3 (Takahashi et al., 2012). Guo et al แสดงใหเ้ห็นวา่ผลของ cordycepin 
ซ่ึงเป็นส่วนประกอบทางชีวภาพของเช้ือรา C. sinensis ต่อเซลล ์ HepG2 โดย cordycepin กระตุน้ 
AMPK และข้ึนกบัเวลาท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการกระตุน้ ACC และการยบัย ั้งการสังเคราะห์ไขมนั 
(Guo et al., 2010) มีรายงานก่อนหนา้น้ีพบวา่สารสกดัจากใบของ G. sylvastre เม่ือทดสอบกบัหนูท่ี
เป็นเบาหวานพบวา่ท าให้ระดบัคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใ์นเลือดหนูลดลงอยา่งมีนยัส าคญั 
(Mall et al., 2009). 

ฤทธ์ิตา้นการเกิด adipogenic ของ CSE, GIE เด่ียวๆ และสารผสมของ CSE กบั GIE ในเซลล ์
3T3-L1 adipocytes ไดรั้บการยนืยนัโดยการวเิคราะห์ดว้ย FTIR การวเิคราะห์โดย FTIR เป็นวธีิท่ี
รวดเร็วในการตรวจหาการเปล่ียนแปลงของชีวโมเลกุลในตวัอยา่งทางชีววทิยาต่างๆ (Dunkhunthod 
et al., 2017; Gasparri and Muzio, 2003; Lamberti et al., 2010) ในงานวจิยัช้ินน้ี ไดใ้ช ้FTIR ช่วยใน
การวเิคราะห์ขอ้มูลสเปกตรัมของ 3T3-L1 preadipocytes, untreated-treated 3T3-L1 adipocytes, 
simvastatin, CSE (10), GIE (500) และสารผสม CSE (10) และ GIE (500) ผลการศึกษาพบวา่เซลล ์
3T3-L1 adipocytes ท่ีใชท้ดสอบทั้ง 6 กลุ่มมีความสัมพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงสเปกตรัมของ
อนุพนัธ์ท่ีสองในส่วนของ lipid region, บริเวณกรดนิวคลีอิก, และกลุ่มของไกลโคเจนและ
คาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ นอกจากน้ีความเขม้ของสัญญาณและพื้นท่ีของไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรต
อ่ืนๆ ของ adipocytes 3T3-L1 ท่ีไดรั้บ CSE (10), GIE (500) หรือสารผสม CSE (10) และ GIE 
(500) มีค่านอ้ยกวา่ untreated adipocytes 3T3-L1 อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) ดงันั้นการลดลงของ
ไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ อาจส่งผลต่อการสะสมคาร์โบไฮเดรตและไขมนัในคนอว้น 
(Shepherd et al., 1993; Wylie‐Rosett et al., 2004) นอกจากน้ีอตัราส่วนการยดืตวัแบบไม่สมมาตร 
CH2/CH3 ยงับ่งช้ีถึงการมีของห่วงโซ่ acyl ของไขมนั ผลการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นชดัเจนวา่ CSE 
(10), GIE (500) เด่ียวๆ และผสมกนัลดการสะสมไขมนัในเซลลอ์ยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบั 
untreated 3T3 adipocytes และเม่ือใชส้ารผสมจะลดไขมนัไดม้ากกวา่การใชส้ารเด่ียวๆอยา่งมี
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นยัส าคญั ซ่ึงการทดลองน้ีจะสอดคลอ้งกบัผลของการยอ้มสี Oil Red O ท่ีบ่งช้ีถึงสารสองตวัน้ีแสดง
การเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) นอกจากนั้นแลว้กลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสารทดสอบทุกกลุ่มแสดงการ
ลดลงของการสะสมไขมนัอยา่มีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-3T3-L1 adipocyte cells (p < 
0.05) ยิง่ไปกวา่นั้นผลการลดลงของไขมนัดงักล่าวยงัสอดคลอ้งกบัการลดลงอยา่งมีนยัส าคญัของ  
CH2/amide I ในกลุ่มท่ีไดรั้บสารทดสอบทั้งหมด เม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated 3T3 adipocytes  

ในส่วนของการจดัหมวดหมู่การวเิคราะห์ PCA สามารถใชเ้พื่อแยกแยะกลุ่มของสเปกตรัม 
FTIR จ านวน 6 กลุ่มของเซลลต์วัอยา่ง 3T3-L1 ข้ึนอยูก่บัการเปล่ียนแปลงระดบัชีวโมเลกุล (ไขมนั, 
โปรตีน, amide I, กรดนิวคลีอิก, ไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ) วเิคราะห์โดย PCA แบบสอง
มิติเพื่อตรวจสอบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของกลุ่มตวัอยา่ง 6 กลุ่ม (รูปท่ี 4.7a) ความสัมพนัธ์
ระหวา่งตวัแปรของ 6 กลุ่มตวัอยา่งท่ีท าใหเ้กิดการกระจุกตวัของกลุ่ม พล็อตคะแนน PCA แสดงให้
เห็นวา่กลุ่มของ untreated 3T3-L1 adipocytes และ adipocytes 3T3-L1 ท่ีไดรั้บสาร GIE (500) ถูก
แยกออกจากกลุ่ม 4 กลุ่มอ่ืนๆ ตาม PC1 ซ่ึงคิดเป็น 28% ของความแปรปรวนทั้งหมด พล็อตคะแนน 
PC2 ซ่ึงคิดเป็น 22% ของความแปรปรวนทั้งหมดไดแ้ยกกลุ่มตวัอยา่งของ untreated 3T3 
adipocytes ออกจาก 3T3-L1 adipocytes ท่ีไดรั้บ GIE (500) 

 
5.1.2 การศึกษาผลของ CSE, GIE เดี่ยวๆ หรือผสมกนั ต่อการยบัยั้งภาวะน า้ตาลและไขมันใน

เลือดสูงในหนูไมซ์ 
ผลของ CSE และ GIE เม่ือใชเ้ดียวๆ หรือใชร่้วมต่อระดบัน ้าตาลในเลือดในหนูปกติ เม่ือใช ้

Glibenclamide เป็นตวัควบคุมบวก ทุกกลุ่มท่ีไดรั้บการสารทดสอบแสดงระดบัน ้าตาลในเลือดต ่า
กวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัท่ีเวลา 15, 30 และ 60 นาทีหลงัจากไดรั้บสารสกดั 
(p < 0.05) รายงานก่อนหนา้น้ีเปิดเผยวา่ C. sinensis ช่วยลดระดบัน ้าตาลกลูโคสและอินซูลินใน
พลาสมาท าใหร้ะดบัน ้าตาลในเลือดลดลงและเพิ่มดชันีกลูโคสอินซูลินซ่ึงวดัความไวของอินซูลิน
ในหนูทดลอง (Zhang et al., 2006) การศึกษาก่อนหนา้น้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ polysaccharides 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ -D-glucans ซ่ึงสกดัจาก C. sinensis เป็นส่วนประกอบหลกัท่ีท าปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพโดยมีฤทธ์ิลดน ้าตาลในเลือด ตวัอยา่งเช่น polysaccharides ท่ีไดจ้ากเส้นใยเช้ือราท่ีเพาะเล้ียง
ไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงการออกฤทธ์ิลดระดบัน ้าตาลในเลือดในผูป่้วยเบาหวานท่ีถูกเหน่ียวน าโดย 
streptozotocin (type 1 DM) หรือหนูท่ีเป็นเบาหวาน (type 2 DM) ตามเส้นเลือดด าภายในช่องปาก 
(Lo et al., 2006) งานวิจยัก่อนหนา้น้ีพบวา่ saponin triterpenoid ในสารสกดัจากเห็ดหลินจือสา     
มารถยบัย ั้งการหดตวัของกลา้มเน้ือเรียบล าไส้ท่ีหดตวัจาก K+ ซ่ึงส่งผลต่อการท างานของ Na+/K+ 
เม่ือป๊ัมถูกยบัย ั้งแลว้ความต่างศกัย ์ Na+ ภายในเซลลมี์การเปล่ียนแปลงและส่งผลต่อระบบ 
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Cotransport ท่ีข้ึนกบั Na+ (Shimizu et al., 2001) ในผูป่้วยโรคเบาหวานความไม่สมดุลระหวา่ง
ระดบัพลาสมาอินซูลินกบัระดบักลูโคสมีส่วนท าใหก้ารขนส่งของกรดไขมนัท่ีเป็นไตรกลีเซอไรด์
ลดลงท าใหเ้กิดคร่ึงชีวิตท่ียาวนานของไลโปโปรตีนท่ีอุดมดว้ยไตรกลีเซอไรดแ์ละอนุภาคท่ีเหลืออยู ่
(Schmitz et al., 1993) CSE และ GIE อาจมีกลไกหลายอยา่งท่ีท าใหมี้ผลต่อการลดน ้ าตาลในเลือด 
กลไกน้ีสนบัสนุนการลดไขมนัสะสม (Lara-Castro and Garvey, 2008)  

ผลการศึกษาพบวา่สารสกดั C. sinensis ท่ี 150 และ 300 mg/kg BW/day และ G. inodorum ท่ี 
150 และ 300 mg/kg BW/day เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือใชผ้สมกนัของสารสกดัจาก C. sinensis ท่ีระดบั 75 
mg/kg BW/day บวกสารสกดัจาก G. inodorum ท่ี 75 mg/kg BW/day ท าใหร้ะดบัน ้าตาลในเลือดใน
หนูท่ีถูกเหน่ียวน าให้น ้าตาลในเลือดสูงโดย HFD ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทุกลุ่มเม่ือเทียบกบักลุ่ม  
HFD ท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบ (Unt-HFD) (p < 0.05). ยิง่ไปกวา่นั้นแลว้ผลการวเิคราะห์ยงัพบวา่ 
CSE (75) + GIE (75) แสดงการเสริมฤทธ์ิกนัเม่ือเทียบกบัการใชเ้ด่ียวๆ นอกจากนั้นแลว้เม่ือ
วเิคราะห์โปรไฟลข์องไขมนัพบวา่ระดบัระดบัคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรดแ์ละ LDL-
cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสารทดสอบลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม 
untreated-HFD (p < 0.05) เม่ือเราวเิคราะห์วา่การใชส้ารผสมของ CSE และ GIE จะออกฤทธ์ิเสริม
กนัหรือไม่ เม่ือวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม 
(FECI) ท่ี CSE (75) + GIE (75) ต่อระดบัคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรดแ์ละ LDL-cholesterol ใน
ซีรัมพบวา่มีค่า < 1.0 แสดงวา่สารสองตวัน้ีแสดงการเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) เม่ือวเิคราะห์ค่า 
HDL-cholesterol พบวา่ระดบั HDL-cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสารทดสอบ
เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) การศึกษาก่อนหนา้น้ีวา่เช้ือรา 
C. sinensis ลดระดบัคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรดแ์ละการสังเคราะห์ VLDL ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้
ของ LDL ในหนู (Koh et al., 2003; Zhou et al., 2009) ก่อนหนา้น้ีไดศึ้กษากลไกท่ีเป็นไปไดใ้นการ
กระตุน้ AMPK จาก cordyceps ซ่ึง cordycepin จะช่วยลดการสะสมของไขมนัในกลุ่มเซลลโ์อลิอิก
และเพิ่มกิจกรรม AMPK (Wu et al., 2014) Koh et al. ช้ีใหเ้ห็นวา่เส้นใยเช้ือราท่ีไดรั้บการเพาะเล้ียง
ของสารสกดั C. sinensis ลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดในหนู ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการลด
กิจกรรมของเอนไซมต์บั 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase การให้
ใบของ G. montanum กบัหนูท่ีเป็นเบาหวาน ท าใหป้ริมาณกลูโคสและไขมนัในเลือดลดลงอยา่งมี
นยัส าคญั กลไกท่ีเป็นไปไดใ้นการลดการเกิดภาวะไขมนัในเลือดสูงของใบของ G. montanum อาจ
เกิดจากผลต่อการกระตุน้อินซูลินต่อเซลลต์บัอ่อนหรือเน่ืองจากมีการท างานร่วมกบัอินซูลินโดย
การเพิ่มการเคล่ือนท่ีของกลูโคสจากพลาสม่าไปยงัเน้ือเยือ่รอบขา้ง (Ramkumar et al., 2008) ดงันั้น
อาจเป็นไปไดว้า่ผลของระดบัคอเลสเตอรอลท่ีลดลงจากสารสกดั C. sinensis และสารสกดัจาก G. 
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inodorum อาจมาจากหลายกลไกดงักล่าวขา้งตน้ (Koh et al., 2003) เน่ืองจากพืชท่ีอยูใ่นสกุล
เดียวกนัอาจมีสารออกฤทธ์ิในกลุ่มเดียวกนัได ้ 

การศึกษาทางทางจุลกายวภิาคเน้ือเยือ่ไขมนั ตบั และไตของหนูท่ีมีไขมนัในเลือดสูง การ
เจริญเติบโตมากเกินไปของ Adipocyte และภาวะไขมนัในตบัท่ีเกิดจาก HFD และมีบทบาทส าคญั
ในการพฒันากลุ่มอาการ metabolic syndrome เช่นปัญหาการอกัเสบและการท างานของอินซูลิน 
(Yang et al., 2012) การศึกษาล่าสุดแสดงใหเ้ห็นวา่เน้ือเยือ่ไขมนัไม่ไดเ้ป็นแหล่งพลงังานท่ีเพียง
สะสมไขมนั แต่ยงัเป็นอวยัวะภายในท่ีท าหนา้ท่ีหลัง่สารเช่น adipokines และปัจจยัการเจริญเติบโต
ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในระเบียบ homeostasis (Kang et al., 2012) เม่ือเน้ือเยือ่ไขมนัขยายดว้ยการ
เจริญเติบโตมากเกินไปและการโตเกิน หรือทั้งสองอยา่งน้ีจะช่วยส่งเสริมการอกัเสบและการแทรก
ซึมของ macrophage และอาจน าไปสู่การพฒันาโรคอว้น (Yoon et al., 2015) นอกจากน้ีการหลัง่
ไขมนัและการท างานร่วมกนัระหวา่งเน้ือเยื่อไขมนักบัตบัอาจท าใหเ้กิดภาวะไขมนัในตบั (Gao et 
al., 2015) และการป้องกนัการเจริญเติบโตเตม็ท่ีของไขมนัและภาวะไขมนัในตบัเป็นปัจจยัส าคญัใน
การประเมินผลการป้องกนัโรคอว้น ผลการศึกษาของผูว้ิจยัพบวา่การตรวจสอบเน้ือเยื่อไขมนัท่ียอ้ม
ดว้ย H & E มีขนาดของ adipocyte ในหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated HFD) 
ขนาดใหญ่กวา่กลุ่ม non-HFD และกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่ม (p < 0.05) ยิง่ไปกวา่
นั้น กลุ่ม non-HFD และกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่ม มีจ านวน adipocytes และการ
ปรับพื้นท่ีเฉล่ีย (normalized field) มากกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated 
HFD) อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) นอกจากน้ีจ านวนของหยดไขมนัในเน้ือเยือ่ตบัในกลุ่ม non-
HFD และกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่มลดลงอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บ 
HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated HFD) การศึกษายงัพบอีกวา่ผลของสารสกดัเหล่าน้ีต่อจุล
พยาธิวทิยาของเน้ือเยื่อตบั ผลการตรวจตบัพบวา่ ตบัของหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ 
(untreated HFD) แสดงใหเ้ห็นวา่มี cytoplasmic vacuoles ขยายข้ึนและมี steatosis สูง เม่ือเทียบกบั
กลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสาร simvastatin, CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE 
และเพื่อตรวจสอบวา่สารสกดัเหล่าน้ีสามารถป้องกนัการบาดเจบ็ของตบัท่ีเกิดจาก HFD ไดห้รือไม่ 
ทีมวจิยัจึงตรวจสอบระดบัซีรัม AST และ ALT ซ่ึงเป็น biomarkers ท่ีเป็นตวัแทนของการบาดเจบ็
ของตบัและยงับ่งช้ีถึงการท างานของตบั (Kang et al., 2012; Mohajeri and Sefidan, 2013) ผลวจิยั
พบวา่ระดบั ALT ของกลุ่ม untreated-HFD สูงกวา่ทุกกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และ สารทดสอบอยา่งมี
นยัส าคญั (p < 0.05) ยกเวน้กลุ่มท่ีไดรั้บ simvastatin หรือ GIE (300) จากผลของ ALT เป็นส่ิงท่ี
ยนืยนัวา่ CSE (150), CSE (300), GIE (150) และ CSE (75) และ GIE (75) ไม่แสดงความเป็นพิษต่อ
ตบั โรคไตเช่นไตวายเฉียบพลนั โรคไตเร้ือรังและโรคไตวายเร้ือรังสามารถตรวจพบไดจ้ากการ
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เพิ่มข้ึนของซีรัม creatinine (Mohajeri and Sefidan, 2013) Creatinine เป็นผลิตภณัฑ์จากการสลาย
ปกติของการเผาผลาญของ creatine และมกัถูกขบัออกมาในปัสสาวะ (Kotsyubynskyy et al., 2004) 
เม่ือไตท างานผดิปกติ creatinine จะไม่สามารถขบัออกไป ท าใหร้ะดบัของมนัเพิ่มข้ึนในเลือด 
ดงันั้นพลาสมาหรือซีรัม creatinine เป็นตวับ่งช้ีท่ีใชใ้นการประเมินการท างานของไต ผลการศึกษา
ทางชีวเคมีในซีรัมของผูว้จิยัพบวา่ระดบัครีเอทินินในซีรัมของกลุ่ม non-HFD มีค่าต ่ากวา่อยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) อยา่งไรก็ตามกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD ทั้งหมดท่ี
ไดรั้บสารทดสอบมีระดบัครีเอทินินในซีรัมไม่แตกต่างจากกลุ่ม non-HFD (p > 0.05) ยิง่ไปกวา่นั้น 
ผลการตรวจสอบพยาธิวทิยาของไตพบวา่ไตของหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ 
(untreated HFD) แสดงใหเ้ห็นวา่มี mild mesangial cells และ glomerulus capillaries 
เปล่ียนแปลงระดบัปานกลาง เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสาร simvastatin, CSE, GIE 
เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ท่ีพบวา่โครงสร้างดงักล่าวปกติ ผลการศึกษาน้ีแสดงวา่ CSE, 
GIE เด่ียวๆ หรือสารผสม CSE กบั GIE ไม่แสดงความเป็นพิษต่อไต Senthilkumar et al. รายงานวา่
การสังเคราะห์ของไตและการสะสมของไตรกลีเซอไรดมี์ความสัมพนัธ์กบัการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึน
ของปัจจยัการเจริญเติบโต profibrotic ซ่ึงน าไปสู่การเพิ่มข้ึนการขยายตวั mesangial เกิดการบาดเจบ็ 
ของไตและการสะสม tubulointerstitial ของโปรตีน ECM จึงท าใหเ้กิดโรคของ DN (Senthilkumar 
et al., 2012) Utsunomiya et al. รายงานวา่ไขมนัในเลือดสูงส่งผลต่อไต โรคเบาหวาน ตามมาดว้ย
การแทรกซึมของขนาดใหญ่ใน glomeruli ในหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดเบาหวานดว้ย STZ พบวา่
ระดบัตวับ่งช้ีของไขมนัเช่น TG, FFA, TC, LDL-C และ VLDL-C มีค่าสูงข้ึน การเหน่ียวน าของ
โรคเบาหวานในหนูโดย STZ น าไปสู่การพฒันาของภาวะไขมนัผดิปกติ (ไขมนัในเลือดสูงและ 
hypertriglyceridemia) (Pepato et al., 2005; Peungvicha et al., 1998) จากผลการวจิยัของเราพบวา่ 
การตรวจสอบเน้ือเยือ่ไขมนัท่ียอ้มดว้ย H & E มีขนาดของ adipocyte ในหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ได้
รับสารทดสอบ (untreated HFD) ขนาดใหญ่กวา่และจ านวนนอ้ยกวา่กลุ่ม non-HFD และกลุ่มท่ี
ไดรั้บ HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่มอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) นอกจากนั้นแลว้ ผลของ CSE, GIE 
เด่ียวๆ และผสมกนัต่อโปรไฟลข์องไขมนัในเลือดพบวา่ระดบัคอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรด์และ 
LDL-cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสารทดสอบลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบั
กลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) ยิง่ไปกวา่นั้นเม่ือเราวิเคราะห์วา่การใชส้ารผสมของ CSE และ GIE 
สามารถออกฤทธ์ิเสริมกนัในการลดโปรไฟลข์องไขมนัในเลือดดงักล่าวดว้ย ผลการศึกษาเหล่าน้ี
สอดคลอ้งกบัภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ของเซลลท่ี์ถูกยอ้มดว้ย Oil Red O และ haematoxylin แสดง
ใหเ้ห็นวา่ CSE (10) – CSE (40), GIE (250) - GIE (2000) เม่ือใชเ้ด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE (10) 
กบั GIE (500) ลดปริมาณสะสมไขมนัใน adipocytes ในระยะท่ีเจริญเตม็ท่ีอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือ
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เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารดงักล่าว (Untreated 3T3 adipocytes) (p < 0.05) ยิง่ไปกวา่นั้น 
ความเขม้ขน้ของดชันีสัดส่วนความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพของสารผสม (FECI) CSE + GIE บ่งช้ี
วา่สารสองตวัน้ีแสดงการเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการออกฤทธ์ิเสริมกนัในการ
ลดน ้าตาลในเลือดและโปรไฟลข์องไขมนัในเลือด ผลการศึกษาดงักล่าวมาทั้งหมดยงัสอดคลอ้งกบั
การศึกษาผลของ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัต่อกระบวนการ adipogenesis ในเซลล ์ 3T3-L1 
adipocytes โดย FTIR ซ่ึงผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นชดัเจนวา่ CSE (10), GIE (500) เด่ียวๆ และผสม
กนัลดการสะสมไขมนัในเซลลอ์ยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบั untreated 3T3 adipocytes และเม่ือใช้
สารผสมจะลดไขมนัไดม้ากกวา่การใชส้ารเด่ียวๆอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05). 

 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
ผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นชดัเจนวา่ CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ต่อ

กระบวนการ adipogenesis ในเซลล ์ 3T3-L1 adipocytes ท าใหก้ารสะสมไขมนัลดลงอยา่งมี
นยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่ม Differentiated 3T3-L1 แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated 
Differentiated 3T3-L1) ผลของการยอ้มสี Oil Red O ยงับ่งช้ีอีกวา่สาร CSE และ GIE แสดงการ
เสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) ในการลดการสะสมของไขมนั ขนาดท่ียบัย ั้งการสะสมไขมนัน้ีไม่
ก่อใหเ้กิด cytotoxic แต่อยา่งใด ฤทธ์ิตา้นการเกิด adipogenic ของ CSE, GIE เด่ียวๆ และสารผสม
ของ CSE กบั GIE ในเซลล ์3T3-L1 adipocytes ไดรั้บการยนืยนัโดยการวิเคราะห์ดว้ย FTIR โดยผล
จาก FTIR พบวา่ความเขม้ของสัญญาณและพื้นท่ีเฉล่ียของไกลโคเจนและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ, 
lipid, และ CH2 asymmetrict/Amide I ของ adipocytes 3T3-L1 ท่ีไดรั้บ CSE (10), GIE (500) หรือ
สารผสม CSE (10) และ GIE (500) มีค่านอ้ยกวา่ untreated adipocytes 3T3-L1 อยา่งมีนยัส าคญั (p 
< 0.05) ซ่ึงการใช ้ FTIR มาช่วยดูการเปล่ียนแปลงชีวเคมีภายในเซลลเ์ป็นเคร่ืองมือท่ีมีประโยชน์
อยา่งยิง่ ผลของ CSE และ GIE เม่ือใชเ้ดียวๆ หรือใชร่้วมกนัต่อระดบัน ้าตาลในเลือดในหนูปกติ 
เม่ือใช ้ Glibenclamide เป็นตวัควบคุมบวก ทุกกลุ่มท่ีไดรั้บการสารทดสอบแสดงระดบัน ้าตาลใน
เลือดต ่ากวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัท่ีเวลา 15, 30 และ 60 นาทีหลงัจากไดรั้บ
สารสกดั (p < 0.05) ผลการศึกษาในหนูไมซ์ท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดน ้าตาลและไขมนัในเลือดสูงดว้ย 
HFD พบวา่สารสกดั CSE ท่ี 150 และ 300 mg/kg BW/day และ GIE ท่ี 150 และ 300 mg/kg 
BW/day เม่ือใชเ้ด่ียวๆ หรือใชผ้สมกนัของสารสกดัจาก CSE ท่ีระดบั 75 mg/kg BW/day บวกสาร
สกดัจาก GIE ท่ี 75 mg/kg BW/day พบวา่ท าใหร้ะดบัน ้ าตาลในเลือดลดลงอยา่งมีนยัส าคญัในทุก
กลุ่มท่ีไดรั้บสารทดสอบเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD นอกจากนั้นแลว้การวิเคราะห์ระดบั
คอเลสเตอรอล, ไตรกลีเซอไรด์และ LDL-cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสาร
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ทดสอบลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) เม่ือเราวิเคราะห์วา่การใช้
สารผสมของ CSE และ GIE จะออกฤทธ์ิเสริมกนัหรือไม่ ผูว้จิยัและคณะพบวา่สารสองตวัน้ีแสดง
การเสริมฤทธ์ิกนั (Synergism) ในการลดระดบัน ้าตาลและโปรไฟลข์องไขมนัดงักล่าวขา้งตน้ เม่ือ
วเิคราะห์ค่า HDL-cholesterol พบวา่ระดบั HDL-cholesterol ในซีรัมของทุกกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสาร
ทดสอบเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) การศึกษาทางจุลกาย
วภิาคเน้ือเยือ่ไขมนั ตบั และไตของหนูท่ีมีไขมนัในเลือดสูง ผลการศึกษาของผูว้จิยัพบวา่การ
ตรวจสอบเน้ือเยื่อไขมนัท่ียอ้มดว้ย H & E มีขนาดของ adipocyte ในหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บ
สารทดสอบ (untreated HFD) ขนาดใหญ่กวา่และจ านวนนอ้ยกวา่กลุ่ม non-HFD และกลุ่มท่ีไดรั้บ 
HFD และไดรั้บสารทุกกลุ่ม (p < 0.05) การศึกษายงัพบอีกวา่ผลของสารสกดัเหล่าน้ีต่อจุลพยาธิ
วทิยาของเน้ือเยือ่ตบั ผลการตรวจตบัพบวา่ ตบัของหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสารทดสอบ 
(untreated HFD) แสดงใหเ้ห็นวา่มี cytoplasmic vacuoles ขยายข้ึนและมี steatosis สูง เม่ือเทียบกบั
กลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสาร simvastatin, CSE, GIE เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ผล
วจิยัพบวา่ระดบั ALT ของกลุ่ม untreated-HFD สูงกวา่ทุกกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และ สารทดสอบอยา่ง
มีนยัส าคญั (p < 0.05) ยกเวน้กลุ่มท่ีไดรั้บ simvastatin หรือ GIE (300) จากผลของ ALT เป็นส่ิงท่ี
ยนืยนัวา่ CSE (150), CSE (300), GIE (150) และ CSE (75) และ GIE (75) ไม่แสดงความเป็นพิษต่อ
ตบั ผลการศึกษาทางชีวเคมีในซีรัมของผูว้จิยัพบวา่ระดบัครีเอทินินในซีรัมของกลุ่ม non-HFD มีค่า
ต ่ากวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม untreated-HFD (p < 0.05) อยา่งไรก็ตามกลุ่มท่ีไดรั้บ HFD 
ทั้งหมดท่ีไดรั้บสารทดสอบมีระดบัครีเอทินินในซีรัมไม่แตกต่างจากกลุ่ม non-HFD (p > 0.05) ยิง่
ไปกวา่นั้น ผลการตรวจสอบพยาธิวทิยาของไตพบวา่ไตของหนูท่ีไดรั้บ HFD แต่ไม่ไดรั้บสาร
ทดสอบ (untreated HFD) แสดงใหเ้ห็นวา่มี mild mesangial cells และ glomerulus capillaries 
เปล่ียนแปลงระดบัปานกลาง เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บ HFD และไดรั้บสาร simvastatin, CSE, GIE 
เด่ียวๆ และผสมกนัของ CSE กบั GIE ท่ีพบวา่โครงสร้างดงักล่าวปกติ ผลการศึกษาน้ีแสดงวา่ CSE, 
GIE เด่ียวๆ หรือสารผสม CSE กบั GIE ไม่แสดงความเป็นพิษต่อไต ดงันั้นสารสกดัจากถัง่เช่าและ
ผกัเชียงดามีศกัยภาพพอท่ีจะพฒันาน ามาใชเ้ป็นส่วนผสมท่ีปลอดภยัในการน าผลิตภณัฑจ์าก
ธรรมชาติเป็นอาหารเสริมเพื่อสุขภาพหรือยาสมุนไพรเพื่อช่วยลดน ้าตาลในเลือดและไขมนั
ส่วนเกินหรือโรคอว้น อยา่งไรก็ตามควรมีการศึกษาสารส าคญัท่ีออกฤทธ์ิและกลไกการออกฤทธ์ิ 
ตลอดจนศึกษาผลต่ออาสาสมคัร ความปลอดภยัและขนาดของสารสกดัและระดบัของสารออกฤทธ์ิ
ในเลือดของมนุษย ์
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ภาคผนวก  
อาหารส าหรับเลีย้งเซลล์ 3T3-L1  

 

B.1 Phosphate buffer saline (PBS), 1X, pH 7.4 
KH2PO4         0.144 g 
Na2HPO4.7H2O        0.795 g 
NaCl         9.0 g 
DI water         1 L 

Adjust pH to 7.2 ± 0.1 and filter sterile (store at 4 °C). 
 
B.2 Trypsin/EDTA preparation 

Trypsin                          0.25 g 
EDTA           0.04 g 
PBS, 1X          100 ml 

Filter sterile and aliquot (store at 4 °C). 
 
B.3 Culture media preparation 

FBS (heat inactivated) 
- Slowly thaw the frozen FBS in a beaker filled with water. 
- Put in water bath at 37 °C till completely thaw. 
- Heat inactivate (56 °C, 20 min), gentle mix every 10 min. 
- Aliquot 45 ml into conical tubes. 

             (Store at -20 °C). 
 

HEPES buffer, 1M 
- HEPES                        23.83 g 
- DI water         100 ml 
        Filter sterile and aliquot (store at -20 °C). 

 



86 
 

Penicillin/Streptomycin, 100X 
- Penicillin           0.6 g 
- Streptomycin          1.34 g 
- PBS, 1X          100 ml 
        Filter sterile and aliquot (store at -20 °C). 

 
DMEM, high glucose, 1X (incomplete medium) 
- DMEM, high glucose, 1X with L-glutamine and phenol red 1 pack 
- NaHCO3          3.7 g 
- DI water          1 L 
        Adjust pH to 7.2-7.4 and filter sterile (store at 4 °C). 

 
DMEM, high glucose, 1X (complete medium) 
- Inactivated FBS                          20 ml 
- Penicillin/Streptomycin                      2 ml 
- HEPES buffer, 1M          3 ml 

               Adjust volume to 200 ml with DMEM, high glucose, 1X (incomplete medium) 
               (Store at 4 °C).     
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in each group. At the end of the experiment, the animal was sacrificed. Blood was collected for chemistry analysis 
(LDL-c, Cholesterol, Triglyceride, ALT, and ALP). 
 
3) Measurement of body weight and food intake: The body weight of each mouse was measured every week. For 
each mouse, average daily food intakes were calculated. 
 
4) Serum biochemistry: At the end of the experiment, blood samples were collected by cardiac puncture under ether 
anesthesia and were partly used for hematology. From the remainder blood serum was prepared centrifugation at 
1000×g for 30 minutes and keep at -20 °C for blood chemistry analysis, including LDL-c, Cholesterol, Triglyceride, 
ALT, and ALP. The assay was performed with automated analytical systems at the Animal Care Building, 
Suranaree University of Technology 10. 
 
5) Statistical analysis: : All data were presented as the mean ± SEM. Differences between pre- and post- treatment 
groups were analyed by paired student’s t-test. The significant differences between each groups were compared by 
using ANCOVA. The Tukey HSD post hoc test at  p < 0.05 was also considered as statistically significant difference 
between each group  11, 12. 
 
Results and discussion 
Effect of CSE on serum lipid profiles 
The results showed that all treated groups showed the significantly higher lipid profile than the untreated-HFD 
group (Fig. 1). Among the HFD-treated groups, the results revealed that all treated groups exhibited significantly 
lower lipid profiles (LDL-c, Cholesterol, Triglyceride) than those of the controls (p < 0.05) (Fig. 1). Interestingly, 
the LDL, Cholesterol, and Triglyceride levels of CSE at 300 mg/kg BW/day treated group was not significantly 
different from the simvastatin-treated group (p > 0.05).       
 
Effect of CSE on food intake and body weight 
The food intake of the non-HFD group was significantly higher than those of HFD- and HFD-plus-test agent groups 
(p < 0.05). While this parameter of all treated groups was not significantly different from the untreated-HFD group 
(p > 0.05). The body weight results displayed that the average body weight of the HFD group was significantly 
higher than those of non-HFD and other HFD-treated groups (p < 0.05). Furthermore, the body weight of all CSE 
(300) or simvastatin treated groups were not significant differences from the non-HFD control group (p > 0.05)   
(data are not shown). 
 
Biochemical parameters in serum 
The HFD group displayed higher ALT and ALP level than other groups (p < 0.05). Although, the ALT and ALP 
level of CSE or simvastatin-treated groups were not a significant difference from the non-HFD control group (p > 
0.05) (data are not shown). 
 
Discussion 
The results of this study presented that CSE at 150 and 300 mg/kg BW/day could reduce serum cholesterol, 
triglyceride, and LDL-c levels in HFD-induced hyperlipidemia mice. The previous study reported that the cultured 
mycelium of C. sinensis had significantly reduced cholesterol, triglycerides, and synthesis of VLDL, the precursor 
of LDL in mice 11, 13. The potential mechanisms of cordyceps have been reported that its induced AMPK activation. 
Cordycepin would mainly reduce oleic acid-elicited intracellular lipid accumulation and increased AMPK activity 
14.  Koh et al. indicated that cultured mycelium of C. sinensis extract lowered the serum total cholesterol level in 
mice due to a reduction in the activity of the liver enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) 
reductase 13. Therefore it is suggested that the reduced cholesterol level effect of CSE might be mediated by several 
mechanisms. Hence reduced lipid profile can be another potential mechanism to prevent obesity. Our results provide 
evidence for obesity biomarkers developing adapted the effectiveness of medicine for obesity treatment in obese 
patients. 
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Abstract- The present study aimed to investigate the anti-hyperlipidemic effect of Cordyceps sinensis extract (CSE) 
on high-fat diet-induced hyperlipidemia in mice. Four of the five groups of ICR male mice (not including the normal 
group) were fed with high-fat diet (HFD) for 12 weeks. Three of these four groups were administered a high-fat diet 
supplemented with CSE (150 or 300 mg/kg BW/day) or simvastatin (20 mg/kg BW/day). The blood cholesterol, 
triglyceride, and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) level of all CSE treated groups were significantly 
lower than control group (p < 0.05). Also, Alanine aminotransferase (ALT) and Alkaline Phosphatase (ALP) levels 
of CSE treated groups were not a significant difference from the non-HFD control group (p > 0.05). These findings 
represent the first report and may indicate that the CSE is capable of lowering lipid profiles. So, the CSE may be 
further developed to the novel lipid-lowering drug for the management of overweight or obesity. 
 
Introduction 
Over the past to the present, the prevalence of obesity is increasing rate in developed and developing countries 
throughout the world. Global burden of obesity found that obese adults in 2005 were 396 million and in 2030 the 
respective number of obese adults was projected to be 573 million individuals without adjusting for secular trends 1. 
Though it is highly prevalent in developed countries, obesity is quickly growing to be of concern in low- and 
middle-income countries such as Thailand. In Thailand, the ministry of public health estimated the health impact of 
obesity among Thai population regarding the obesity-attributable fraction, which reflects the proportion of the 
incidence of comorbidity in the Thai population due to obesity. Obesity contributes to 25% and 52% of diabetes 
cases in males and females, respectively 2. 
 
At present, because of dissatisfaction with high costs and potentially hazardous side-effects, the potential of natural 
products for treating obesity is under exploration, and this may be an excellent alternative strategy for developing 
future effective, safe anti-obesity drugs 3-5. Cordyceps sinensis is a traditional food and medicine in Asia; those have 
received intense attention in recent years 6-9. 
 
However, no work has been investigated on the effect of Cordyceps sinensis on prevention of hyperlipidemia in 
mice. Thus, this study was aimed to investigate the anti-hyperlipidemic effect of CSE on mice. Finally, this 
investigation may offer the potential to develop a new generation of phytopharmaceuticals products for the 
prevention of hyperlipidemia. 

 
Materials and Methods 
1) Materials: The extraction of Cordyceps sinensis was supported by Cordythai Company, LTD, Thailand. Thirty-
five adult male mice (ICR mouse), aged about 8 weeks, weighing 30-40 g, were obtained from the Animal Care 
Building, Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, Thailand. 
 
2) Experimental of hyperlipidemia prevention: Mice were received HFD (60% Lipid-containing) for hyperlipidemia-
inducing. The experimental protocol was approved in accordance with a guideline for the care and use of laboratory 
animal by animal care and use committee (ACUC), Suranaree University of Technology. The mice were divided 
into five groups (7 mice/group). The first group received normal diet, fed with 5% tween 80, and was used as 
normal control (non-HFD). Group 2 was received HFD (60% Lipid-containing), fed with 5% tween 80, and was 
used as negative control (HFD). The treated groups were fed with HFD plus CSE 150, 300 mg/kg BW/day, and 
simvastatin 20 mg/kg BW/day (a positive control) respectively. Each group was maintained on their diet ad libitum 
for 12 weeks. Before treatment (Pre-treatment), all mice in these groups were collected blood for chemistry analysis 
(LDL-c, Cholesterol, Triglyceride, ALT, and ALP) to compare with after treatment (Post-treatment) and comparable 
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in each group. At the end of the experiment, the animal was sacrificed. Blood was collected for chemistry analysis 
(LDL-c, Cholesterol, Triglyceride, ALT, and ALP). 
 
3) Measurement of body weight and food intake: The body weight of each mouse was measured every week. For 
each mouse, average daily food intakes were calculated. 
 
4) Serum biochemistry: At the end of the experiment, blood samples were collected by cardiac puncture under ether 
anesthesia and were partly used for hematology. From the remainder blood serum was prepared centrifugation at 
1000×g for 30 minutes and keep at -20 °C for blood chemistry analysis, including LDL-c, Cholesterol, Triglyceride, 
ALT, and ALP. The assay was performed with automated analytical systems at the Animal Care Building, 
Suranaree University of Technology 10. 
 
5) Statistical analysis: : All data were presented as the mean ± SEM. Differences between pre- and post- treatment 
groups were analyed by paired student’s t-test. The significant differences between each groups were compared by 
using ANCOVA. The Tukey HSD post hoc test at  p < 0.05 was also considered as statistically significant difference 
between each group  11, 12. 
 
Results and discussion 
Effect of CSE on serum lipid profiles 
The results showed that all treated groups showed the significantly higher lipid profile than the untreated-HFD 
group (Fig. 1). Among the HFD-treated groups, the results revealed that all treated groups exhibited significantly 
lower lipid profiles (LDL-c, Cholesterol, Triglyceride) than those of the controls (p < 0.05) (Fig. 1). Interestingly, 
the LDL, Cholesterol, and Triglyceride levels of CSE at 300 mg/kg BW/day treated group was not significantly 
different from the simvastatin-treated group (p > 0.05).       
 
Effect of CSE on food intake and body weight 
The food intake of the non-HFD group was significantly higher than those of HFD- and HFD-plus-test agent groups 
(p < 0.05). While this parameter of all treated groups was not significantly different from the untreated-HFD group 
(p > 0.05). The body weight results displayed that the average body weight of the HFD group was significantly 
higher than those of non-HFD and other HFD-treated groups (p < 0.05). Furthermore, the body weight of all CSE 
(300) or simvastatin treated groups were not significant differences from the non-HFD control group (p > 0.05)   
(data are not shown). 
 
Biochemical parameters in serum 
The HFD group displayed higher ALT and ALP level than other groups (p < 0.05). Although, the ALT and ALP 
level of CSE or simvastatin-treated groups were not a significant difference from the non-HFD control group (p > 
0.05) (data are not shown). 
 
Discussion 
The results of this study presented that CSE at 150 and 300 mg/kg BW/day could reduce serum cholesterol, 
triglyceride, and LDL-c levels in HFD-induced hyperlipidemia mice. The previous study reported that the cultured 
mycelium of C. sinensis had significantly reduced cholesterol, triglycerides, and synthesis of VLDL, the precursor 
of LDL in mice 11, 13. The potential mechanisms of cordyceps have been reported that its induced AMPK activation. 
Cordycepin would mainly reduce oleic acid-elicited intracellular lipid accumulation and increased AMPK activity 
14.  Koh et al. indicated that cultured mycelium of C. sinensis extract lowered the serum total cholesterol level in 
mice due to a reduction in the activity of the liver enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) 
reductase 13. Therefore it is suggested that the reduced cholesterol level effect of CSE might be mediated by several 
mechanisms. Hence reduced lipid profile can be another potential mechanism to prevent obesity. Our results provide 
evidence for obesity biomarkers developing adapted the effectiveness of medicine for obesity treatment in obese 
patients. 
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Fig. 1 Effects of CSE on serum cholesterol, triglyceride, and LDL-c levels in ICR mice. (A) Serum cholesterol, (B) 
serum triglyceride, (C) serum LDL-c in mice (n = 7). Non-HFD = Normal group; HFD = High-Fat Diet group; 
Simvastatin (20) = Simvastatin 20 mg/kg BW/day; CSE (150) = CSE 150 mg/kg BW/day; CSE (300) = CSE 300 
mg/kg BW/day. The significant difference between pre- and post-test in each group were compared using paired 
Student t-test at  p < 0.05. A significant difference between ANCOVA adjusted post-treated level in each group, 
means sharing the different superscript letters, was compared using ANCOVA and Tukey’s HSD post hoc test at     
p < 0.05. 
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This study aimed to investigate the effects of Cordyceps sinensis extract (CSE) and Gymnema inodorum extract (GIE), used alone
and combined, on antiadipogenesis in 3T3-L1 cells. Oil Red O staining was used to examine the effects of these extracts on
inhibition of intracellular lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes and on lipid droplet morphology. Fourier transform-infrared
(FTIR) microspectroscopy was used to examine biomolecular changes in 3T3-L1 adipocytes. The pancreatic lipase assay was used
to evaluate the inhibitory effects of CSE and GIE on pancreatic lipase activity. Taken together, the results indicated that CSE, GIE,
and their combination suppressed lipid accumulation. The FTIR microspectroscopy results indicated that CSE, GIE, and their
combination had inhibitory effects on lipid accumulation in the adipocytes. Compared with the untreated adipocytes, the signal
intensity and integrated areas of glycogen and other carbohydrates, the acyl chain of phospholipids, and the lipid/protein ratios
of the CSE, GIE, alone, and combined treated adipocytes were significantly lower (p < 0.05). Combination treatment resulted in
a synergistic effect on lipid accumulation reduction in the adipocytes. Principal component analysis of the biomolecular changes
revealed six distinct clusters in the FTIR spectra of the sample cells. The pancreatic lipase assay results indicated that CSE and GIE
inhibited the pancreatic lipase activity in a dose-dependent manner (mean ± standard error of the mean IC

50
values, 2312.44 ±

176.55 𝜇g mL−1 and 982.24 ± 44.40 𝜇g mL−1, resp.). Our findings indicated that FTIR microspectroscopy has potential application
for evaluation of the effectiveness of medicinal plants and for the development of infrared biochemical obesity markers useful for
treating patients with obesity. These results suggested that use of CSE and GIE alone and in combination may be efficacious as a
complementary therapy for hyperlipidemia and obesity management. However, clinical trials in animals and humans must first be
completed.

1. Introduction

The incidence of obesity has been increasing steadily in
developed and developing countries worldwide. Analysis of
the global burden of obesity revealed that there were 396
million adults with obesity in 2005 and that the expected
number is projected to be 573 million individuals in 2030,
without adjusting for secular trends [1]. Excessive fat accu-
mulation that increases the risk of adverse health effects
is one definition of obesity. Obesity is implicated as a risk

factor for various diseases (e.g., hypertension, coronary heart
disease, and type II diabetes) [2, 3]. Despite the unavoidable
progression of this disease and the positive effects of some
medications on body weight reduction and alleviation of
numerous cardiometabolic complications, large numbers
of approved and wholesaled antiobesity drugs have been
withdrawn due to serious adverse effects [4]. Phytochemicals
present in plants traditionally used for medicinal purposes
have the potential for use as newer therapeutics for obesity
and other metabolic diseases [5].
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Combinations of phytochemicals often occur naturally
and using them in combination may significantly improve
bioactivity. Cordyceps sinensis and Gymnema inodorum
extracts are used as traditional food and medicine in Asia;
they have received intense attention by a researcher in
recent years [6–8]. Triterpenoids in G. inodorum leaves
have an inhibitory effect on glucose absorption from the
intestinal tract that relies on CH

2
OH production [7]. The

potential hypoglycemic and renoprotective effects of C.
sinensis solid-state fermented mycelia extract were examined
in patients with type 2 diabetes mellitus [9]. Cordycepin
inhibits adipocyte differentiation and accumulation of lipid
in mature adipocytes. As cordycepin blocks both adipocyte
differentiation and lipid accumulation, it has the potential
to be an effective therapeutic agent for obesity and obesity-
related disorders [10].

Synergy research has found that standardized phyto-
drugs have therapeutic equivalence to the standard drugs.
Compared with synthetic drugs, they also have fewer or no
side effects [11]. However, the synergistic effects of C. sinensis
extract (CSE) plus G. inodorum extract (GIE) on antiadipo-
genesis in 3T3-L1 adipocytes have not been investigated. The
objective of this study was to examine the synergistic effects
of CSE plus GIE on antiadipogenesis in 3T3-L1 cells.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Cells. All chemicals were of the highest
quality available (e.g., analytical grade). Bovine calf serum
and 3T3-L1mouse embryonic fibroblasts and were purchased
from the American Type Culture Collection (ATCC,
USA). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
penicillin, streptomycin, fetal bovine serum (FBS), 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-nyltetrazolium bromide
(MTT), and N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane
sulfonic acid were obtained from Gibco Invitrogen (Grand
Island, NY, USA). Insulin solution (bovine), 3-isobutyl-
1-methylxanthine (IBMX), 4-nitrophenyl dodecanoate
(pNP laurate), porcine pancreas lipase, and simvastatin
(SIM) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was purchased from Carlo
Erba Reagents S.r.l. (Chaussée du Vexin, Val de Reuil, USA).
Dexamethasone was obtained from G Bioscience (St. Louis,
USA). Oil Red O was purchased from Amresco Inc. (Solon,
OH, USA).

2.2. Preparation of Plant Extracts. The C. sinensis extract
was obtained from the Cordythai Company, Ltd., Thai-
land. The identity of the specimen was authenticated by a
microbiologist at Kasetsart University (Bangkok, Thailand).
Leaves of G. inodorum were collected from the Chiangda
organic company garden (ChiangMai,Thailand).These plant
specimenswere authenticated byDr. SantiWattana, a lecturer
and plant biologist at the Institute of Science, Suranaree
University of Technology. A specimen was deposited in the
botanical garden, Suranaree University of Technology.

A 250-g dried powder of G. inodorum was soaked in 750
mL 95% ethanol at room temperature (25 ± 1∘C) for 7 days

with occasional stirring. After 7 days, the ethanol extract
was filtered (Whatman no. 1 filter paper) and concentrated
using a rotary evaporator at reduced pressure and <50∘C.The
concentrated extract was collected in a petri dish and air-
dried to the point of complete evaporation of the ethanol.The
blackish-green semisolid extract was kept at -20∘C until use
[12].

2.3. Preliminary Qualitative Phytochemical Screening Tests.
Thepreliminary qualitative phytochemical screening analysis
was performed as previously described, with some modifica-
tion [13–15].The chemical compounds of extract constituents
(i.e., tannins, saponins, alkaloids, flavonoids, steroids, and
glycosides) were tested.

2.4. Quantitative Estimation of Chemical Constituents

2.4.1. Total Phenolic Content. The Folin–Ciocalteu assay was
used to investigate the total phenolic content as previously
described by Singleton et al. [16] and Rupasinghe et al. [17],
with littlemodification. Briefly, 100𝜇L0.2MFolin–Ciocalteu,
20 𝜇L CSE or GIE, and various concentrations (0.0025,
0.005, 0.0075, 0.01, 0.015, 0.02, and 0.0625 mg mL−1 in 100%
methanol) of gallic acid were added to each well of 96-
well plates. Then 80 𝜇L 7.5% (w/v) sodium carbonate was
added to each well and the samples were incubated for 2
h at room temperature. The absorbance of the resulting
blue color solution was measured using a spectrophotometer
(wavelength, 765 nm). A gallic acid standard curve was used
to determine the total phenolic content. The results were
expressed as mg gallic acid equivalents (mg GAE/g) per g of
dry weight.

2.4.2. Total Flavonoid Content. The total flavonoid content
was measured using the aluminium chloride colorimetric
assay following Chen et al.’s and Settharaksa et al.’s methods
[18, 19], with little modification. Briefly, 125 𝜇L distilled
water, 25 𝜇L standard catechin at various concentrations
(0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, and 0.4 mg mL−1) or CSE or GIE,
and 10 𝜇L 5% NaNO

2
were mixed in each well of 96-well

plates. The samples were then incubated for 6 min at room
temperature and 15 𝜇L 10% AlCl

3
solution was added to

each well. The plates were incubated for 5 min at room
temperature and then 50 𝜇L 1MNaOHwas added. Each plate
was shaken in a microplate reader spectrophotometer for
5 min before measuring absorbance (wavelength, 595 nm).
A catechin standard curve was used to determine the total
flavonoid content. The results were presented as mg catechin
equivalents (mg CE/g) per gram of dry weight.

2.5. Cell Culture. Phitaktim et al.’s methods with some mod-
ifications were used for 3T3-L1 preadipocyte culture and
differentiation [20]. The culture medium was high-glucose
DMEM supplemented with 10% bovine calf serum, 1.5 mg
mL−1 sodium bicarbonate, 100 U mL−1 penicillin, and 100
mg mL−1 streptomycin; the cells were grown until being
confluent. The incubation conditions were 37∘C, 5% CO

2
,

and 95% humidity. At 2 days after confluence was observed
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(day 0), the preadipocytes were induced to differentiate into
adipocytes using 48-h culture in a differentiation medium
containing 10% FBS, 1.0 mM dexamethasone, 0.5 mM IBMX,
and 1.0 mg mL−1 insulin in DMEM. At 48 h (i.e., day 2),
the differentiation medium was changed to a maintenance
medium (10% FBS and 1.0 mg mL−1 insulin in DMEM) for
another 48-h culture period (day 4). Every 48 h until day 10,
the medium was replaced with newly-prepared maintenance
medium. The preliminary concentration interval testing of
CSE and GIE alone and combined to determine that the
extracts were not toxic (i.e., not significantly different from
the control) was then performed. This testing found that the
dosage intervals of CSE at 10–40 𝜇g mL−1, GIE at 500–2000
𝜇g mL−1, and CSE plus GIE (CSE/GIE) at 10 + 500 𝜇g
mL−1 were the correct intervals for the experiments.The SIM
dosage was 1.67 𝜇g mL−1, which was the dosage used by
Sirichaiwetchakoon et al. [21]. SIMwas used as a positive con-
trol. During testing of preadipocyte differentiation, the cells
were treatedwith the various obtained concentrations of CSE,
GIE, and SIM alone, and with the CSE/GIE combination, for
48-h differentiation phase periods (i.e., at days 0, 2, 4, 6, and
8).The rates of differentiation into adipocytes were calculated
on day 10.

2.6. In Vitro Cytotoxic Test (MTT Assay). A tetrazolium dye
(MTT) colorimetric assay was used to examine the cytotoxic
effects of exposure to CSE, GIE, SIM alone, and CSE/GIE
combination on cell proliferation [22]. The 96-well plates
were seeded at a density of 5 × 103 cells/well. Cell adherence
was then allowed to progress for 48 h. The cells were then
subjected to a 48-h exposure of various concentrations of
four compounds. The medium was then removed, and the
final concentration of 0.5 mg mL−1 MTT was added to
each well. The cells were then incubated for 4 h at 37∘C.
DMSO was then used to dissolve the formazan crystals
formed by viable cells and a microplate spectrophotometer
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) was used to measure the
absorbance (wavelength, 540 nm). Linear regression analysis
and a dose-response curve were used to calculate the extract
concentration resulting in the death of 50% of the test cells
(i.e., 50% lethal concentration (LC50)).

2.7. Oil Red O and Hematoxylin Staining. On day 10, Jarinya-
porn et al.’s and Sirichaiwetchakoon et al.’s [21, 23] meth-
ods (including Oil Red O staining), with some modifica-
tions, were used to determine the rates of differentiation
of preadipocytes into adipocytes that were associated with
the amount of lipid accumulation. Briefly, adipogenesis of
the 3T3-L1 preadipocytes was first induced using adipogenic
medium; they were treated with concentrations similar to
the established safe MTT concentration intervals of CSE at
10–40 𝜇g mL−1, GIE at 500–2000 𝜇g mL−1, SIM at 1.67 𝜇g
mL−1, and CSE/GIE at 10 + 500 𝜇g mL−1 for 48 h. The
differentiation medium was then changed to maintenance
medium that included the treatment agents; this change
in maintenance medium was then performed every 48 h
until day 10. PBS was then used to wash the cells (twice)
and then they were fixed for 1 h using formaldehyde (10%)

in PBS. Distilled water was then used to wash the cells
(twice) and they were stained using a 5% Oil Red O
solution in 60:40 (v/v) isopropanol:distilled water at room
temperature for 30 min. The Oil Red O-stained cells were
then washed with distilled water (twice) and stained with
hematoxylin solution at room temperature for 10 min. An
inverted fluorescence microscope (Olympus Corporation,
Japan) was used to examine the stained cells. Quantification
of lipid accumulation was performed after washing the Oil
Red O-stained triglyceride droplets with 60% isopropanol
(twice), eluting with 100% isopropanol and transferring
to a new 96-well plate. A microplate spectrophotometer
was used to measure absorbance (wavelength, 490 nm).
The equation (ODsample−ODblank)/(ODpositive control−ODblank)
× 100 was used to calculate the differentiation rate (%).

The fractional effective concentration (FEC) index was
calculated for each combination to measure the interaction
between two agents. The FEC for each agent was calculated
by dividing the concentration of the compound present
in that treated group in combination where the effective
concentration (EC) of the treated group showed equal or
higher (or better) effect than a negative control group and
those compounds treated alone. The FEC index (FECI) was
calculated using the following: FEC of A compound = EC
of A in combination/EC of A alone; FEC of B compound =
EC of B in combination/EC of B alone; hence, FECI = FEC
of A compound + FEC of B compound. When the FECI of
the combination was <1.0, a combination was designated as
synergistic. An FECI = 1.0 indicated “no interaction or zero-
interaction” between the agents, and a value >1.0 indicated
antagonism between the two compounds [24, 25].

2.8. Pancreatic Lipase Assay. The pancreatic lipase assay
was used to investigate the effects of CSE and GIE on the
reduction of fat digestion and absorption. Guo et al.’s and
Hengpratom et al.’s [26, 27] methods, with slight modifica-
tions, were used to measure lipase activity. The supernatant
of 5 mg mL−1 porcine pancreas lipase type 2 in distilled
water was used for the assay. The reaction buffer consisted
of 0.1% (w/v) pNP laurate buffer (100 mMTris buffer pH 8.2)
and 5 mM sodium acetate (pH 5.0) containing 1% Triton X-
100. The buffer was heated in boiling water for 2 min and
then cooled to room temperature. Ranges in preliminary
concentrations of CSE, GIE were then tested to determine
the concentrations appropriate for the calculation of the IC

50

for lipase inhibitory activity. The concentration intervals of
CSE at 1000–1600 𝜇g mL−1 and GIE at 250–1000 𝜇g mL−1
were obtained, which were almost similar to the ranges for
Oil Red O staining. Fifty percent DMSO in reaction buffer
was used to dissolve each test sample. The sample (20 𝜇L)
and lipases (30 mL) were added to 40 mL reaction buffer; a
substrate solution (30 mL) was used to initiate the reaction.
The negative control contained 50% DMSO instead of the
sample. Each mixture was incubated at 37∘C for 2 h. A
microplate spectrophotometer (wavelength, 405 nm) was
used to measure absorbance. The inhibition rate (%) was
calculated as (1−(ODsample−ODsample blank)/ODnegative control)
× 100.
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2.9. Focal Plane Array-FTIR Microspectroscopy. FTIR mea-
surement and Siriwong et al.’s method with some modi-
fications were used to evaluate the effects of CSE, GIE,
and the CSE/GIE combination on the adipocytes [28]. The
lowest concentrations of CSE (10 𝜇g mL−1) and GIE (500
𝜇g mL−1) used alone, and CSE/GIE (10 + 500 𝜇g mL−1) in
combination, which the MTT assay revealed to be nontoxic
and the Oil Red O staining indicated to have synergistic
activity, were used to investigate biomolecular changes in
the adipocytes (focal plane array-FTIR microspectroscopy).
A positive control using SIM (1.67 𝜇g mL−1) at the same
concentration as the MTT and Oil Red O assays was also
tested. Preadipocytes, untreated adipocytes, and adipocytes
treated using these agents at the above concentrations on
day 10 were collected and centrifuged (4000 × g, 5 min).
The cells were then washed with 0.85% NaCl (once) and
recentrifuged (4000× g, 5min).The cell pellets were dropped
onto a barium fluoride optical window 13 mm Ø × 2 mm
(Crystran, Ltd.). Excess water was removed using air drying.
The dried cells were kept in a desiccator until FTIR analysis.
For the FTIR microspectroscopy, each sample was evaluated
in triplicate. Staff at a spectroscopy facility (Synchrotron Light
Research Institute, Public Organization, Thailand) recorded
the FTIR spectra using a Bruker Tensor 27 spectrometer
(Globar source) coupled with a Bruker Hyperion 3000
microscope (Bruker Optics Inc., Ettlingen, Germany). The
microscope was equipped with a 64 × 64 element mercury
cadmium telluride, focal plane array detector, which allowed
simultaneous acquisition of the spectral data. The FTIR
samples were examined using the 15× objective, and the
results of 64 scans were recorded in transmission mode
at a 4 cm−1 spectral resolution. An 8 × 8 binning FTIR
image mosaic was constructed from the images. A spectral
range of 4000–700 cm−1 was used to acquire the absorbance
spectra; the single spectra were acquired from approximately
20 𝜇m × 20 𝜇m sample areas. OPUS 7.2 software (Bruker
Optics Ltd., Ettlingen, Germany) was used to obtain the
FTIR spectral data and to control the instrument system.
Microcal TM origin 6.0 software (Microcal Software, Inc.,
Northampton, USA) was used to plot the mean values for the
spectral data as a stacked view. Principal component analysis
(PCA) was used to identify sample spectra variability and
clustering (Unscrambler X 10.1 software, CAMO Software
AS, Oslo, Norway). During spectral preprocessing, second
derivative transformations were obtained using Savitzky-
Golay algorithms (nine smoothing points) and were nor-
malized using an extended multiplicative signal correction
(spectral regions, 3000–2800 cm−1 and 1800–950 cm−1).This
method was used to identify regions of the absorption peak
overlap, to reduce variation between replicate spectra and
to correct for baseline shift. Score plots (2D) and loading
plots were used to represent the different data classes and
the associations between data set variables, respectively. The
samples’ signal intensities and integrated peak areas were
analyzed using OPUS 7.2 software (Bruker). The results for
the signal strengths and integrated peak areas of the lipids
(3000–2800 cm−1), nucleic acids, and C-O vibrations from

glycogen and other carbohydrates (1300–950 cm−1) were
illustrated using a histogram.

2.10. Statistical Analysis. All results were expressed as a mean
± standard error of the mean (SEM) values. The statisti-
cally significant differences between treatment and control
groups for cell viability, amounts of lipid accumulation, and
biomolecular changes were analyzed using one-way analysis
of variance and Tukey’s honestly significant difference post-
hoc test. Student’s t-tests were used to determine statistically
significant between-group differences in lipase inhibition
activity. The results were considered statistically significant
when p < 0.05 and were representative of at least three
independent experiments [26, 29].

3. Results

3.1. Preliminary Phytochemical Analysis. Each lyophilized
ethanol extract of G. inodorum was weighed to calculate
the percentage yield of the extract. The percentage of yield
obtained was 17.43% (w/w). The results of the preliminary
qualitative phytochemical screening tests of C. sinensis and
G. inodorum indicated that they contained flavonoids. C.
sinensis contained alkaloids, tannins, and saponin and G.
inodorum contained terpenoids and glycoside. Steroids were
not found in extracts from either plant (Table 1). The total
mean flavonoid content of C. sinensis and G. inodorum
was 8.79 ± 2.46 and 4.99 ± 0.63 mg CE/g of dry weight,
respectively. The total phenolic content of C. sinensis and G.
inodorum was 0.14 ± 0.01 and 0.81 ± 0.01 mg GAE/g of dry
weight, respectively.

3.2. 3T3-L1 Preadipocyte Viability Assay. The effects of CSE
and GIE on preadipocyte viability were dose dependent (Fig-
ure 1). The LC

50
values for the CSE and GIE antiproliferative

effects were 112.23 ± 0.49 𝜇g mL−1 and 3075.73 ± 274.24 𝜇g
mL−1, respectively. Assessment of the viability of the 3T3-L1
cells revealed that the CSE-treated groupwas not significantly
different from the untreated group of preadipocytes.The GIE
(500–1000) and CSE/GIE combination resulted in signifi-
cantly greater cell viability than the untreated preadipocyte
groups (p < 0.05). The nontoxic concentrations of CSE,
GIE, and the CSE/GIE combination were chosen for further
investigation using Oil Red O staining.

3.3. Effects of CSE, GIE, and the CSE/GIE Combination on
Lipid Accumulation during Adipogenesis. The effects of CSE,
GIE, and the CSE/GIE combination on lipid accumulation
during 10 days of preadipocyte to adipocyte differentiation
were examined. The results for microscopic examination of
the Oil Red O and hematoxylin-stained cells indicated that
exposure to CSE and GIE resulted in decreased numbers of
Oil RedO-stained droplets inmature adipocytes at 10 and 500
𝜇g mL−1, respectively (Figure 2). The adipocyte intracellular
lipid accumulation for the treated groups of CSE and GIE
alone and combined was significantly decreased compared
with untreated adipocytes (p< 0.05, Figure 3).The interaction
of CSE (10) plus GIE (500) was compared to treating with
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Table 1: Preliminary qualitative phytochemical screening of C. sinensis and G. inodorum extracts.

Phytochemical compounds Cordyceps sinensis Gymnema inodorum
Alkaloids + -
Flavonoids + +
Tannins + -
Terpenoids - +
Saponin + -
Glycoside - +
Steroids - -
(+) = presence; (-) = absence

Table 2: Fourier transform-infrared band assignments.

Second derivative spectra band
position (cm−1) Band assignments

2964 CH
3
asymmetric stretch associated with membrane phospholipid methyl terminals: mainly lipid

2923 CH
2
asymmetric stretch associated with membrane phospholipid methylene groups: mainly lipids,

some contribution from proteins, carbohydrates, and nucleic acids

2854 CH
2
symmetric stretch: mainly lipids, some contribution from proteins, carbohydrates, and nucleic

acids
1735 C=O stretching vibration: lipids (triglycerides and cholesterol esters)
1650 Amide I: C=O (80%) and C−N (10%) stretching, N−H (10%) bending vibration: 𝛼-helix proteins
1542 Amide II: N−H (60%) bending and C−N (40%) stretching vibration: 𝛼-helix proteins
1457 CH

2
bending vibration: lipids and proteins

1399 COO-symmetric stretching and CH
3
bending vibration: lipids, proteins

1234 PO
2
-asymmetric stretching vibration: RNA, DNA, and phospholipids

1084 PO
2
-symmetric stretching vibration: RNA, DNA

1157 C−O vibration: glycogen and other carbohydrates
1045 C−O vibration: glycogen and other carbohydrates

only CSE or GIE. The EC for CSE (30) alone = 30 and the
EC for CSE (10) in combination = 10. Therefore, the FEC
for the CSE compound = 0.33. The EC for GIE (2000) alone
= 2000 and the EC for GIE (500) in combination = 500.
Therefore, the FEC for the GIE compound = 0.25. Thus, the
FECI of the combination was 0.58 (Figure 3). These results
suggested that the combination had a synergistic effect on the
reduction in intracellular lipid accumulation. Intracellular
fat deposit formation for SIM exposure at 1.67 𝜇g mL−1
was significantly reduced by 54 ± 1.37%, compared with the
untreated adipocytes (p < 0.05) (Figure 3).

3.4. Effects of CSE and GIE on Pancreatic Lipase Activity.
Pancreatic lipase assays were performed to investigate the
effects of CSE and GIE on the reduction of fat digestion
and absorption. The results indicated that CSE and GIE
inhibited lipase activity in a dose-dependent manner (Fig-
ure 4). Pancreatic lipase activity was also inhibited by CSE
and GIE. The half-maximal inhibitory concentration (IC

50
)

values were 2312.44 ± 176.55 𝜇g mL−1 and 982.24 ± 44.40 𝜇g
mL−1, respectively.

3.5. FTIR Microspectroscopy. The FTIR microspectroscopy
technique was used to identify biomolecular changes in

groups of preadipocytes that were untreated, exposed to
1.67 𝜇g mL−1 SIM, 10 𝜇g mL−1 CSE, 500 𝜇g mL−1 GIE,
or CSE and GIE combined (CSE (10) + GIE (500)) when
they were adipocytes on day 10 after differentiation (day
0). Representative FTIR spectra for samples (wavelengths,
3000–950 cm−1) are presented in Figure 5. The cells’ infrared
spectrum profiles for the different treatments were examined
for three regions: (1) lipids (3000–2800 cm−1), (2) proteins
(1700–1500 cm−1), and (3) carbohydrates and nucleic acids
(1300–950 cm−1). Detection of between-cell type differences
for the spectra was difficult to achieve using an examination
of only the raw spectra.Therefore, theywere used for a second
derivative analysis (range: 3000–2800 cm−1 and 1800–950
cm−1) thatmore clearly andprecisely revealed the bands’ peak
positions (Figures 6(a) and 6(b), resp.). The results for the
IR spectra band assignments for the samples are presented
in Table 2. They indicated that the spectral differences were
mostly in the lipid region (3000–2800 cm−1). Strong peaks at
2923 cm−1 and 2854 cm−1 correspond to CH

2
asymmetry and

symmetric stretching frequency, respectively; both of these
were mostly associated with lipids, with some contribution
from proteins, carbohydrates, and nucleic acids [30]. The
signal intensity increases and increases in the areas of the
peaks at 2923 cm−1 and 2854 cm−1 indicated lipoprotein
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Figure 1: Effects ofC. sinensis extract (CSE) andG. inodorum extract
(GIE) used alone and combined on 3T3-L1 preadipocyte viability.
DIF = differentiated adipocytes; CSE (10) = CSE at 10 𝜇g mL−1; GIE
(500) = GIE at 500 𝜇g mL−1; CSE (10) + GIE (500) = CSE at 10 𝜇g
mL−1 plus GIE at 500 𝜇g mL−1. SIM (1.67) = simvastatin at 1.67 𝜇g
mL−1. Each value is themean± SEMof three (replicate) experiments
and is expressed as population growth. The results are expressed as
mean ± SEM values. Mean values followed by the same superscript
letter were not significantly different (p < 0.05, Tukey’s test).

fractions and the small contributions from carbohydrates
and nucleic acids of untreated adipocytes; they were greater
than the other peaks (Figure 6(a)) [31–33]. The lipid ester
C=O stretching at 1735 cm−1 for untreated cells had greater
signal intensities and band areas than the other groups
(Figure 6(b)). The peak signal intensities and areas for the
preadipocytes and the SIM, CSE, and CSE/GIE combination-
treated adipocytes at 1157 cm−1 indicated absorption peaks
for C−O vibrations due to glycogen and other carbohy-
drates [34]; they were smaller than those for the untreated
adipocytes (Figure 6(b)). The signal intensities and areas
of the peaks for the preadipocytes and the SIM, CSE, and
GIE and CSE/GIE combination-treated groups at 1650 cm−1,
1542 cm−1, and 1234 cm−1 indicated absorption peaks for
protein amide I alpha-helix (centered at 1650 cm−1), amide II
(centered at 1542 cm−1), and the functional group of the PO

2

stretching mode, respectively. The changes of those treated
groups were mostly due to changes in nucleic acids, with
some contribution from phospholipids (at 1234 cm−1) and
were greater than the untreated group (Figure 6(b)) [34, 35].

We evaluated changes in macromolecules for
preadipocytes and untreated SIM, CSE, GIE, and CSE/GIE
combination-treated adipocytes, the integrated areas of
the nucleic acid regions (1313–1294 cm−1 and 1165–1142
cm−1), the regions for glycogen and other carbohydrates
(1255–1208 cm−1, 1096–1073 cm−1, and 1054–1000 cm−1),
and the ratios for the integrated areas for functional groups

associated with lipids and proteins (e.g., CH
2
(2938–2907

cm−1)/CH
3

(2973–2954 cm−1) asymmetric stretching,
CH
2

asymmetric stretching (2938–2907 cm−1)/amide I
(1673–1624 cm−1)) [36]. The results indicated that the
integrated areas for the glycogen and other carbohydrate
regions in the preadipocyte and SIM, CSE, GIE, andCSE/GIE
combination-treated adipocyte groups were significantly
smaller than the untreated adipocyte groups. The integrated
areas of the GIE-treated adipocyte group nucleic acid regions
were significantly greater than the other groups (p < 0.05;
Figure 7(a)). The values for the ratios of the integrated
areas of CH

2
/CH
3
asymmetric stretching (i.e., associated

with the amounts of lipid acyl chain lengths of the lipids)
[36] were the greatest for the untreated adipocytes and
were significantly greater than the other groups (p < 0.05;
Figure 7(b)). The statistically significant reduction in the
values of the ratios of the integrated areas of CH

2
asymmetric

stretching/amide I in the preadipocytes and the SIM, CSE,
GIE, and CSE/GIE combination-treated groups compared
with untreated adipocytes (p < 0.05; Figure 7(b)) might have
been due to alterations in lipid and protein concentrations in
each sample. PCA was used for further analysis of the second
derivative spectra obtained for the six experimental groups.

Characterization of the spectral properties of biological
samples can be achieved using FTIR spectroscopy.The results
provide molecular information that varies with macromolec-
ular composition and reflects changes in the absorbance
of bands in the FTIR spectrum. IR spectrum molecular
fingerprint region absorbance bands in the mid-IR range
(4000–400 cm−1) are derived from individual structure- and
conformation-associated chemical bonds. PCA was used to
analyze the characteristics of the biological molecules from
the FTIR spectra [29]. This statistical data-reduction method
transformed the original values for the variables in the data
set into a new set of uncorrected variables (i.e., PCs). We
used the PCA to determine the wave numbers present in
the complex FTIR spectra that had the statistically significant
greatest spectral variation within and between treatment
groups. Similar spectra present within the dataset were
visualized using scores plots, and variables (the molecular
groups within the samples were represented by the spectral
bands) were identified using loading plots.

The PCA modeling revealed that distinct clustering of
the spectra from the treatment groups was visualized more
clearly with the two-dimensional score plot PC1 compared
with PC2 (Figure 8(a)). The results from the PCA score
plot indicated that the clusters associated with the untreated
adipocytes and the GIE-treated group were separated from
the clusters associated with the preadipocytes and the SIM-
and CSE-treated adipocytes along the PC1 axis (28%). Sim-
ilarly, the clusters associated with the untreated adipocytes
and the SIM-treated group were separated from the GIE- and
CSE-treated groups along the PC2 axis (22%). The spectral
regions that most contributed to the clustering (Figure 8(a))
were identified using the PCA loading plots (Figure 8(b)).
The PC1-associated discrimination was likely associated with
the positive loading in the C-H stretch region (centered
at 2834 cm−1) and the C−O vibrations associated with
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Figure 2: Results of Oil Red O and hematoxylin staining for intracellular lipid for six sample groups: (a) preadipocytes (nondifferentiated
cells); (b) untreated adipocytes, (c) simvastatin at 1.67 𝜇g mL−1; (d) CSE at 10 𝜇g mL−1; (e) GIE at 500 𝜇g mL−1; (f) combination of CSE at 10
𝜇g mL−1 plus GIE at 500 𝜇g mL−1 (original magnification x 100, scale bar: 100 𝜇m; inset: x 600, scale bar: 20 𝜇m.)

glycogen and other carbohydrates (centered at 1064 cm−1).
These characteristics separated the negative score plot of
the spectra of the preadipocytes and the SIM, CSE, and
CSE/GIE combination-treated adipocytes from the positive
score plot of the untreated and GIE-treated adipocytes.
Taken together, these results indicated that untreated and
GIE-treated adipocytes had greater concentrations of nucleic
acids, lipoprotein, lipid acyl chains associated with mem-
brane lipids, and carbohydrates than the preadipocytes and
the SIM, CSE, and CSE/GIE combination-treated adipocytes.

The PC2 axis discrimination result between the positive
score plot for the spectra associated with untreated
adipocytes, SIM, and CSE/GIE combination-treated
adipocytes and the negative score plot of the spectra

associated with the preadipocytes and CSE and GIE-treated
adipocytes can be explained by positive loading of the PC2
axis in the C−H stretch region (centered at 2935 cm−1 and
at 1662 cm−1 (indicating amide I)). There was also negative
loading of the PC2 axis in the C−H stretch region (centered
at 2915 cm−1 and 2850 cm−1 and at 1639 cm−1 (indicating
amide I)).

4. Discussion

The doses used in the experiments were standardized based
on the results of preliminary screening of concentration
intervals. The concentration intervals from the MTT assay
that were not toxic and were not significantly different from
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Figure 3: Graphical representation of the effects of CSE and GIE
alone and combined on the percentage of intracellular lipid accumu-
lation in differentiated 3T3-L1 cells, after Oil Red O staining. NON-
DIF = preadipocytes (nondifferentiated cells); DIF = differentiated
adipocytes (untreated adipocytes); SIM (1.67) = simvastatin at 1.67
𝜇g mL−1; CSE (10) = CSE at 10 𝜇g mL−1; GIE (500) = GIE at
500 𝜇g mL−1; the mean ± SEM values presented are for three
replicates. Mean values followed by the same superscript letter were
not statistically different (p < 0.05, Tukey’s test).

the control were used in the subsequent experiments. The
concentration intervals for the Oil Red O and FTIR assays
were obtained from the safety concentration ranges of the
MTT assay. The ranges for the lipase inhibition assay were
selected from the results of preliminary testing of the tested
extracts for the IC

50
of lipase inhibition activity.The results of

this study indicated that during adipocyte differentiationCSE
and GIE alone and the CSE/GIE combination induced statis-
tically significant reductions in lipid accumulation. CSE, GIE,
and theCSE/GIE combination suppressed lipid accumulation
without cytotoxicity. This antiadipogenic effect could have
occurred via one or more molecular pathways. Any or all of
them might result in lipid accumulation suppression during
differentiation.

Treatment of mice with the extract of C. sinensis mycelia
significantly reduces cholesterol and triglyceride concen-
trations and the synthesis of very-low-density lipoprotein
(low-density lipoprotein precursor) [37, 38]. Therefore, a
useful mechanism for obesity prevention might be inhibition
of preadipocyte differentiation. Our results revealed that
the range in CSE (10–40 𝜇g mL−1) that could reduce the
lipid accumulation was much lower than the range in GIE
(500–2000 𝜇g mL−1). The greater effect of CSE on lipid
accumulation inhibition may be because CSE has a total
flavonoid content and an alkaloid content greater than GIE.
CSE also contains cordycepin, which is a main active ingredi-
ent that can have strong antiadipogenesis effects. Cordycepin
significantly inhibits the biosynthesis of total cholesterol and
triglycerides in HepG2 cells [8]; it reduces oleic acid-elicited

intracellular lipid accumulation and increases AMPK activity
[39].

In patients with diabetes, plasma insulin and glucose level
imbalance result in a reduction of triglyceride-derived fatty
acid membrane transport; this reduction results in increases
in the half-life of triglyceride-rich lipoproteins and remnant
particles [40]. There are many suggested mechanisms by
which GIE induces its hypoglycemic effect. This mechanism
supports the reduction of lipid accumulation [41]. In rats,
GIE leaf extracts can inhibit glucose absorption in isolated
intestinal tract tissue and suppress the increased blood glu-
cose. The triterpenoid saponin in GIE extracts can suppress
the high K+-induced contraction of intestinal smoothmuscle
and affect the Na+/K+ pump. Pump suppression results in
a change in the electrochemical potential of intracellular
Na+, which affects the Na+-dependent cotransport system
[7, 42]. Thus, our findings suggested that the mechanism of
action of GIE may be inhibition of intestinal tract glucose
absorption. The IC

50
of GIE for the inhibition of pancreatic

lipase was 982.24 ± 44.40 𝜇g mL−1; previous studies found
that orlistat used as a positive control also has this inhibitory
effect when used at 68.23 ± 6.67 𝜇g mL−1 [21]. Under these
conditions, the potential strength of orlistat on lipase activity
inhibition is approximately 13.7 times greater than the GIE.
Taken together, these results indicate that the inhibitory
effects of GIE on pancreatic lipase activity increase in a dose-
dependent manner. The enzyme pancreatic lipase has a sig-
nificant role in fat digestion via hydrolysis of triglycerides to
diglycerides and eventually to monoglycerides and free fatty
acids [43]. Inhibition of dietary triglyceride absorption via
pancreatic lipase inhibition likely represents a new approach
for obesity treatment [44]. The lipase inhibition results
indicated that the IC

50
value of GIE was approximately 2.35

times lower than the IC
50
for CSE.These results are consistent

with the results of Hengpratom et al. and Sirichaiwetchakoon
et al.; Oroxylum indicum extract and Pluchea indica tea have
lipase inhibition activity, with IC

50
values of 1062.04 ± 32.21

mg GAE/g and 1708.75 ± 335.85 mg GAE/g of dry weight,
respectively [21, 26]. Polyphenolic compounds can inhibit
enzyme lipase activity and reduce lipid absorption in the
intestine [44, 45]. Hence, the lipase inhibitory effects of both
extracts might be dependent on the total phenolic compound
concentrations in these extracts; the total phenolic contents
in GIE and CSE are 0.81 ± 0.01 mg GAE/g and 0.14 ± 0.01 mg
GAE/g of dry weight, respectively.

The antiadipogenic effects of CSE, GIE, and the CSE/GIE
combination in 3T3-L1 cells were confirmed by FTIR analysis,
which is useful for detection of biomolecular changes in bio-
logical samples [29, 46, 47].We used FTIR analysis to identify
spectral profiles of 3T3-L1 preadipocytes and untreated and
SIM-, CSE-, GIE-, and CSE/GIE combination-treated 3T3-L1
adipocytes. For the six different conditions, changes in the
cells were correlated with changes in the lipid (2964, 2923,
and 2854 cm−1), nucleic acid (1234 cm−1 and 1084 cm−1),
and glycogen and other carbohydrate regions (1157 cm−1
and 1045 cm−1) in the second derivative spectra. Compared
with the untreated adipocytes, the signal intensities and
areas of glycogen and other carbohydrates of the treated
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Figure 4: Inhibitory effects of CSE (a) and GIE (b) at various concentrations on pancreatic lipase activity (%). CON = control; CSE (1000) =
CSE at 1000 𝜇g mL−1; GIE (250) = GIE at 250 𝜇g mL−1. Results are expressed as mean ± SEM values (three replicates). ∗ p < 0.05 indicates
result significantly different from the control.
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Figure 5: Representative original FTIR spectra (3000–950 cm−1)
obtained from 3T3-L1 cells at day 10 after differentiation. 3T3-L1
preadipocytes (n = 41); untreated 3T3-L1 adipocytes (n = 39); SIM
(1.67) = simvastatin at 1.67 𝜇g mL−1 (n = 49); CSE (10) = CSE at 10
𝜇g mL−1 (n = 98); GIE (500) = GIE at 500 𝜇g mL−1 (n = 76); CSE
(10) + GIE (500) = CSE at 10 𝜇g mL−1 plus GIE at 500 𝜇g mL−1 (n =
97).

adipocytes were significantly smaller after CSE, GIE, or
CSE/GIE exposure (p < 0.05). Hence, in patients with obesity,
decreasing the synthesis of glycogen and other carbohydrates
may reduce the rates of carbohydrate and lipid accumulation
[48, 49]. The results for the CH

2
/CH
3
asymmetric stretching

ratio indicated that compared with the other groups the
untreated adipocytes had significantly greater proportions of
longer acyl chains of lipids. The increases in the CH

2
/CH
3

asymmetric stretching ratio proportionsmight have been due

to lipoprotein fractions involved in lipid storage and accumu-
lation of free cholesterol and cholesterol esters; these fractions
can be used asmarkers of adipogenesis from the preadipocyte
to the adipocyte stages [29, 50]. The lipid storage-associated
decreases in the CH

2
/CH
3
asymmetric stretching ratio were

also consistent with the Oil Red O staining results. The
result for CH

2
asymmetric stretching/amide I indicated that

the untreated adipocyte lipid/protein ratio was significantly
greater than the other groups (p< 0.05). Taken together, these
findings indicated that the lipid/protein results were virtually
the same as the lipid storage results.

The classification methods used in this study included
PCA, which was used to discriminate the clusters associated
with the six FTIR spectra from the different treatments. The
discrimination was based on between-group differences in
biomolecular composition (nucleic acid, amide I protein,
lipids, and glycogen and other carbohydrates). Significant
differences between the spectra from the six sample groups
were examined using a two-dimensional score plot obtained
from the PCA (Figure 8(a)). The loading plots revealed rela-
tionships among the six sample groups for variables that con-
tributed to clustering (Figure 8(b)). The score plot revealed
that the untreated adipocyte and GIE-treated adipocyte
clusters were separate from the clusters associated with the
other four groups along the PC1 axis and accounted for 28%
of the total variance. Twenty-two percent of the total variance
was described with the PC2 score plot; the clusters associated
with the untreated adipocytes were clearly separated from
the clusters associated with the GIE-treated adipocytes. The
discrimination along PC1 between the negative score plot
for the preadipocytes, SIM, CSE, and CSE/GIE combination-
treated adipocyte spectra and the positive score plot for
the untreated and GIE-treated adipocyte spectra can be
explained by the negative PC1 loadings for the preadipocytes
and the SIM, CSE, and CSE/GIE combination centered at
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Figure 6: Representative secondary derivative spectra for 3T3-L1 cells. SIM (1.67) = simvastatin at 1.67 𝜇g mL−1; CSE (10) = CSE at 10 𝜇g
mL−1; GIE (500) = GIE at 500 𝜇gmL−1; CSE (10) + GIE (500) = CSE at 10 𝜇gmL−1 plus GIE at 500 𝜇gmL−1.The results represent two regions:
(a) lipid (3000–2800 cm−1); (b) protein, nucleic acid, glycogen, and other carbohydrates (1800–950 cm−1).
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Figure 8: PCAof FTIR spectral ranges 3000–2800 cm−1 and 1800–950 cm−1. PCA score plot (a) and PCA loading plot (b). Score plots revealed
distinct clustering between 3T3-L1 groups. SIM (1.67) = simvastatin at 1.67 𝜇g mL−1; CSE (10) = CSE at 10 𝜇g mL−1; GIE (500) = GIE at 500
𝜇g mL−1; CSE (10) + GIE (500) = CSE at 10 𝜇g mL−1 plus GIE at 500 𝜇g mL−1. The PC1 and PC2 loading plots identify biomarker differences
over a spectral range of samples.

2950 cm−1, 2854 cm−1, 1153 cm−1, and 1022 cm−1 and the
positive loading of the other two groups centered at 2834
cm−1, 1650 cm−1, and 1064 cm−1 (Figure 8(b)). Similarly,
the PC2 loading between the positive score plot centered at
2935 cm−1 and 1662 cm−1 for the untreated adipocytes and
the negative score plot centered at 2915 cm−1, 2850 cm−1,
and 1639 cm−1 for the GIE-treated adipocytes was apparent.
Taken together, these results indicated that this approach
could be adapted for the obesity biomarker development and
evaluation of the efficacy of obesity drugs in patients with
obesity.

5. Conclusions

In summary, the flavonoids were the important group of
phytochemical compounds found in both CSE and GIE;
alkaloids were found only in CSE.The viability of cells treated
with CSE (40) or GIE (2000) alone or combined (CSE (10)
+ GIE (500)) was not significantly reduced compared with
the preadipocytes (p > 0.05).The Oil Red O and hematoxylin
staining results indicated that compared with no treatment
the combination of CSE (10) and GIE (500) resulted in syner-
gistic effects on the reduction in adipocyte lipid accumulation

and significantly decreased lipid accumulation (p < 0.05).
The FTIR assay revealed that adipocytes treated with CSE
(10) plus GIE (500) had significantly lower lipid levels than
the adipocytes treated with CSE (10) or GIE (500) alone and
the adipocytes that were untreated (p < 0.05). The ratios of
the integrated areas of glycogen and other carbohydrates and
lipid/protein ratios in the adipocytes treated with CSE (10) or
GIE (500) alone or combined were significantly lower than
those for the untreated adipocytes (p < 0.05). These findings
indicated that the use of FTIR microspectroscopy combined
with the multivariate statistical PCA could be an effective
approach for classification of differentiated adipocytes.
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                        resistant bacteria      
           7.2.15  The effects of Cordyceps sinensis and Gymnema inodorum extracts on  
                        antihyperglycemia, antihyperlipidemia in mice and mechanism of action  
           7.2.16   Clinical efficacy and safety of Clindamycin and Galangal, Fingerroot, or  
                        Mangosteen crude extract gels for acne vulgalis treatment 
          7.2.17  Herbal medicine development of Oroxylum indicum, Pandanus amaryllifolius, and  
                      Hibiscus sabdarriffa extracts for anti-hyperlipidemic in human and mechanism of  
                      action 
     
        7.3  งานวจิยัท่ีท าส าเร็จแลว้   
สิทธิบัตรยาจ านวน 1 สิทธิบัตรตามโครงการวจัิยร่วมกบั สกว. ช่ือทีแ่สดงถึงการประดิษฐ์  : สารผสมของยา เพื่อ
ยบัย ั้งเช้ือ Staphylococcus aureus และเช้ือ  Enterobacter cloacae ท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะ       
เลขท่ีค าขอสิทธิบตัร เลขท่ี 0601001839  ปี 2549 (2006) 

7.3.1 Investigation of the effect of Some Flavonoids on some  - lactam  antibiotics  resistant    
          bacteria. (หวัหนา้โครงการ) การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
              7.3.2    การทดสอบฤทธ์ิของ Galangin ในการยบัย ั้งเช้ือ Bacteria บางชนิด ท่ีด้ือต่อยาในกลุ่ม   
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                           - lactam  antibiotics (หวัหนา้โครงการ) การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
              7.3.3  In vivo toxicity test of Galangin  (หวัหนา้โครงการ) การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
              7.3.4  In vivo toxicity test of some Flavonoids  (หวัหนา้โครงการ)  การวจิยัเสร็จแลว้ 
                        ประมาณ 100% 
              7.3.5  Research and development new antibacterial drug for treatment of drug resistant  
                        bacteria. (เมธีวจิยั สกว. ปี 2549; หวัหนา้โครงการ การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100%) 
              7.3.6  Antibacterial activity  of  the  pericarp of Garcinia mangostana  against drug resistant    
                        Bacteria (หวัหนา้โครงการ)  การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
              7.3.7 Bioactive Compounds form the Tuberous Roots of Butea superba Roxb. (หวัหนา้ 
                      โครงการวจิยั)  การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
               7.3.8 Development of Attenuated total reflectance IR spectroscopy for detecting resistance  
                         bacterial cells when treating with flavonoid and antibiotic (ผูร่้วมวิจยั)  การวจิยัเสร็จ 
                         แลว้ประมาณ 100% 
               7.3.9  Optimal dose and toxicity test of Flavonoids isolated from the tuberous Roots of   
                        Butea superba Roxb in male rat. (หวัหนา้โครงการวจิยั)  การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ    
                        100% 
                7.3.10  Effect of flavonoids on lower blood lipid levels in hyperlipidemic mice (หวัหนา้ 
                           โครงการวจิยั)  การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
                7.3.11  The effect of Kaempferia pandurata Roxb. and Garcinia magostana L extract on  
                        resistant bacteria (หวัหนา้โครงการวจิยั) การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 100% 
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เกรียงศักดิ์ เอือ้มเกบ็ พฒันาสารสกดั"ข่า"สู่ยาปฏิชีวนะสูตรใหม่ ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดหนอง  
ส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั วนัท่ี 14 มกราคม 2548. 
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เกรียงศักดิ์ เอือ้มเกบ็ วจิยัพบ"ข่า"ยาปฏิชีวนะสูตรใหม่ ผูจ้ดัการออนไลน์ วนัท่ี 15 มกราคม 2548 เวลา 12:39 น. 
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เกรียงศักดิ์ เอือ้มเกบ็ เร่งวจิยั"ข่า"เป็นยาปฏิชีวนะสูตรใหม่ ตา้นเช้ือหนองด้ือยา หนงัสือพิมพบ์า้นเมือง 
ประจ าวนัจนัทร์ท่ี 17 มกราคม 2548.   
 
เกรียงศักดิ์ เอือ้มเกบ็ "ข่า"สยบเช้ือด้ือยา เล็งวิจยัสูตรใหม่ผสมสารสมุนไพร หนงัสือพิมพก์รุงเทพธุรกิจ 
ประจ าวนัองัคารท่ี 18 มกราคม 2548.   
 
เกรียงศักดิ์ เอือ้มเกบ็ วจิยั"ข่า"ท ายาปราบเช้ือแบคทีเรียจอมด้ือ หนงัสือพิมพผ์ูจ้ดัการรายวนั ประจ าวนัศุกร์ท่ี 21 
มกราคม 2548 หนา้ 43. 
 
เกรียงศักดิ์ เอือ้มเกบ็ พฒันาสารสกดัจาก"ข่า"แทนยาปฏิชีวนะสมยัใหม่ ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดหนอง 
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ประจ าวนัอาทิตยท่ี์ 13 กุมภาพนัธ์ 2548 หนา้ B5.  
 

7.4 งานวจิยัท่ีก าลงัท า  
             7.4.1  The effects of Cordyceps sinensis and Gymnema inodorum extracts on   
                       antihyperglycemia, antihyperlipidemia in mice and  mechanism of action การวจิยัเสร็จ 
                       แลว้ประมาณ 90%    
             7.4.2  Clinical efficacy and safety of Clindamycin and Galangal, Fingerroot, or Mangosteen  
                       crude extract gels for acne vulgalis treatment การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 50% 
             7.4.3  Herbal medicine development of Oroxylum indicum, Pandanus amaryllifolius, and  
                       Hibiscus sabdarriffa extracts for anti-hyperlipidemic in human and mechanism of  
                       Action การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ 50% 
            7.4.4  Research and innovation on herbal medicine from Butea superba Roxb for treatment  
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                      and protection of Alzheimer disease and infertility in men การวจิยัเสร็จแลว้ประมาณ  
                      10% 
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2) Munglue P, Kupittayanant S, Kupittayanant P (2014). Effect of Watermelon (Citrullus 
lanatus) Flesh Extracton Sexual Behavior of Male Rats. CMUJ NS Special Issue on Food and 
Applied Bioscience;13(1):159-527. 
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Sciences; 20:437-448. 
9) Suwannachat A, Kupittayanant P, Kupittaynant S (2011). Contractile activity in the chick 
uterus. Journal of Animal and Veterinary Advances;10:2986-2989. 
10) Lijuan W, Kupittayanant P, Chudapongse N, Wray S, Kupittayanant S (2011). The effects 
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contractions. Reproductive Sciences;18: 16-524. 
11) Promprom W, Kupittayanant P, Indrapichate K, Wray S, Kupittayanant S (2010). The 
effects of pomegranate seed extract and beta-sitosterol on rat uterine contractions. Reproductive 
Sciences;17: 88-296.  
12) Kupittayanant S, Kupittayanant P (2010). The roles of pH in regulation of uterine 
contraction in the laying hens. Animal Reproduction Science;118:317-323. 
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contraction in laying hens. Animal Reproductive Science;115:215-224.  
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Conference Proceedings (Abstracts): 

1) Jirawiwatkul N, Kupittayanant S (2016). Blood and Milk Leptin Levels in Thai Native 
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    12.2 งานร่างหลกัสูตรชีวเวชศาสตร์ (Biomedical Sciences) ระดบัปริญญา ตรี โท-เอก ก าลงัอยูร่ะหวา่ง 



117 
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