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บทคัดยอ  

โรคอวนและความผิดปกติของการเผาผลาญเปนปญหาสุขภาพที่สําคัญระดับโลก การสรางไขมันมากเกินไปในเซลลตับจะ

นำไปสูการกอโรคไขมันพอกตับที่ไมใชแอลกอฮอล หรือ Non-Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD) ซึ่งเปนโรคตับเรื้อรังที่พบ

บอย และสามารถลุกลามไปสูโรคตับแข็งและมะเร็งตับได สารสมุนไพรบัวบก หรือ Centella Asiatica มีฤทธ์ิตานการอักเสบและตาน

อนุมูลอิสระ และมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทางเคมีท่ีสำคัญคือ Asiaticoside และ Madecassoside ซึ่งเปนไตรเทอรพีนเพนทาไซคลิก 

สารประกอบน้ีชวยลดการเผาผลาญไขมันและใหประโยชนในการตานการอักเสบผานการลดความเสียหายจากการเกิดอนุมูลอิสระแบบ

ไขมันเปอรออกซิเดชันในเซลลตับ การศึกษาน้ีจึงมีจุดมุงหมายเพื่ออธิบายบทบาทและกลไกของสารสกัดบัวบกในการปรับการสราง

ไขมันภายในเซลลตับภายใตการสรางไขมันจากภาวะน้ำตาลในเลือดสูง โดยเซลลตับจะไดรับการรักษาดวยสารสกัดบัวบกแบบหยาบ 

หรือ Centella Asiatica Crude Extract (CE) ที่ความเขมขน 0.01-100 ไมโครกรัม/มล. รวมกับการไดรับสารละลายกลูโคสที่ความ

เขมขนสูง 50 mM เพ่ือจำลองสภาวะน้ำตาลสูงในเซลลตับ จากการทดสอบความเปนพิษของเซลล โดยการทดสอบ MTT พบวาเซลลท่ี

ไดรับสารละลายกลูโคสที่ความเขมขนสูง 50 mM และไดรับสารสกัด CE ที่ความเขมขน 0.01-100 ไมโครกรัม/มล. มีคาความอยูรอด

ของเซลล (% Cell viability) ใกลเคียงกับกลุมการทดลอง (control) จึงสามารถสรุปไดวาสารตาง ๆ มีความปลอดภัยในการใชทำการ

ทดลองนี้ จากนั้นทำการทดสอบประสิทธิภาพในการสะสมของไขมันในเซลลตับเพาะเลี้ยงชนิด HepG2 โดยการยอมสี Oil Red O ซึ่ง

เปนเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยาที่เลือกจับกับไขมัน เพื่อใหเห็นภาพไขมันและหาปริมาณใน % ของพื้นที่ไขมันในเซลล และการยอมสี 

Giemsa จะเปนการยอมไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส เพื่อใหขอมูลเชิงลึกเกี่ยวกับสัณฐานวิทยาระหวางเซลลเปนและเซลลตาย ที่เกิด

จากสารสกัดและสภาวะน้ำตาลสูง เซลลตับท่ีสัมผัสกับกลูโคสสูงและไดรับการรักษาดวย CE ท่ีความเขมขน 0.01-100 ไมโครกรัม/มล. 

ไมไดทำใหเกิดความเปนพิษของเซลลและไมเปลี่ยนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลลเมื่อเทียบกับกลูโคสสูงโดยไมตองไดรับ CE ซึ่งบงชี้วา

สารละลาย CE ชวยชะลออัตราการตายและการเปลี่ยนแปลงของรูปรางเซลลได นอกจากน้ีไดทำการคำนวณคาความเขมขนของการ

ยับยั้งครึ่งหน่ึงสูงสุด (IC50) ของสารสกัด CE ตอการสรางไขมัน พบวาสารสกัด CE มีผลในการปองกันการสะสมของไขมันในเซลลตับท่ี

ความเขมขนประมาณ 360 ไมโครกรัม/มล. ซึ่งบงชี้ถึงผลประโยชนสําหรับการเมแทบอลิซึมในเซลลตับที่เกี่ยวของกับ NAFLD การ

คนพบในงานวิจัยน้ีใหขอมูลเชิงลึกเก่ียวกับการประยุกตใชการรักษาท่ีมีศักยภาพของสารสกัดบัวบก ในการจัดการภาวะอวนและความ

ผิดปกติของการเมแทบอลิซึมในรางกายโดยมุงเปาไปท่ีความผิดปกติของตับ 
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Abstract  

Obesity and metabolic disorders are major global health issues, often driven by excess fat production in 

liver cells, leading to Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), the most common chronic liver condition, which 

can progress to cirrhosis and liver cancer. Centella Asiatica, a traditional herb, contains Asiaticoside and 

Madecassoside—compounds with anti-inflammatory and antioxidant effects that help reduce lipid biosynthesis 

and oxidative stress in liver cells. This study investigates the effects of Centella Asiatica extract (CE) on lipid 

accumulation in hepatocytes under high-glucose-induced lipogenesis. Hepatocytes were treated with CE, 0.01-100 

µg/ml prior to exposed with high glucose at 50 mM. Cellular toxicity was qualified by MTT assay prior to perform 

the efficacy testing. To assess lipid accumulation, Oil Red O staining, a histological technique that selectively binds 

to hydrophobic lipids, was performed to enable lipid droplet visualization as % of lipid positive area. Additionally, 

Giemsa staining is a dye staining the cytoplasm and nuclei differentially, thus providing insights into cell morphology 

and any morphological changes induced by the extract. Hepatocytes exposed with high glucose and treated with 

0.01-100 µg/ml of CE was not altered the cell toxicity and cell morphology as compared to high glucose without 

CE treatment, suggesting CE solution was not damaged the cellular responses. Through the lipid formation and 

cell morphology analysis, the CE treatment was decreased the % area of lipid formation in hepatocytes in dose-

dependent manner between 0.01 to 100 µg/ml as compared to high glucose without CE treatment. Taken together, 

a half-maximal inhibitory concentration (IC50) of lipid formation exerted the preventive effect of CE in protects 

against lipid accumulation in hepatocytes at approximately 360 µg/ml, suggesting its beneficial effects for hepatic 

metabolisms associated with NAFLD. Our findings give insights into the potential therapeutic applications of 

Centella Asiatica in managing obesity and related metabolic disorders targeted to liver diseases. 
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บทนำ 

ระดับน้ำตาลในเลือดที่สูงมีบทบาทสำคัญในการกอใหเกิดและสงเสริมการดำเนินของภาวะโรคอวนและกลุมอาการเมแทบอ

ลิก (Metabolic Syndromes) กลุมอาการเมแทบอลิกเปนภาวะที่ประกอบดวยลักษณะทางคลินิกหลายประการ ไดแก ความ

ดันโลหิตสูง ภาวะดื้อตอกลูโคส ไขมันในเลือดผิดปกติ และภาวะอวนลงพุง ซึ่งมีแนวโนมพบไดมากขึ้นในยุคปจจุบัน (Moreno-

Fernandez et al., 2018) การมีระดับน้ำตาลในเลือดสูงสงผลตอการเกิดภาวะดื้อตออินซูลิน ซึ่งเปนลักษณะสำคัญของกลุมอาการเม

แทบอลิก และเปนปจจัยที่เพิ่มความเสี่ยงตอการเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 2 (T2DM) และโรคหัวใจและหลอดเลือด (Li et al., 2025) 

สำหรับบุคคลท่ีมีภาวะโรคอวน ระดับน้ำตาลในเลือดท่ีสูงอาจกระตุนใหเกิดความเครียดออกซิเดชันและการอักเสบ ซึ่งสงผลกระทบตอ

การทำงานของระบบเมแทบอลิซึม (Moreno-Fernandez et al., 2018) ความเกี ่ยวของระหวางระดับกลูโคสที่สูงกับโรคอวน

กอใหเกิดวงจรที่เสริมซึ่งกันและกัน โดยที่ความผิดปกติของการเผาผลาญสงผลใหเกิดการสะสมไขมันเพิ่มขึ้นและภาวะทนตอกลูโคส

บกพรอง (Asgari et al., 2024) การศึกษาผลกระทบของระดับน้ำตาลที่สูงตอภาวะดังกลาวจึงเปนประเด็นที่มีความสำคัญตอการ

พัฒนาแนวทางการปองกันและรักษาอยางมีประสิทธิภาพ กระบวนการไลโปเจเนซิส (Lipogenesis) ซึ่งเปนกลไกเมแทบอลซิึมท่ีเปลี่ยน

คารโบไฮเดรตใหเปนกรดไขมัน มีความไวตอการเปลี่ยนแปลงของระดับน้ำตาลในเลือด โดยเฉพาะในเซลลตับ HepG2 (hepatocytes) 

เมื่อมีระดับกลูโคสในเลือดสูง เซลลตับจะเพิ่มการสรางกรดไขมันผานกระบวนการ de novo lipogenesis ซึ่งเปนเสนทางที่เปลี่ยน

กลูโคสสวนเกินใหกลายเปนกรดไขมัน และถูกเปลี่ยนตอไปเปนไตรกลีเซอไรด (Viscarra & Sul, 2020) การสะสมของไขมันในลักษณะ

น้ีหรือท่ีเรียกวา Hepatosteatosis มีความเก่ียวของกับภาวะดื้อตออินซูลินและการเกิดโรคเมแทบอลิกตางๆ เชน โรคเบาหวานชนิดท่ี 

2 ดังนั้น การศึกษากลไกที่ระดับน้ำตาลในเลือดสูงกระตุนกระบวนการไลโปเจเนซิสในเซลลตับจึงเปนสิ่งจำเปนตอการพัฒนาวิธีการ

รักษาโรคในกลุมเมแทบอลิกอยางมีประสิทธิผล 

พืชสมุนไพรบัวบก (Centella Asiatica) ซึ่งมีการใชกันอยางแพรหลายในภูมิปญญาการแพทยแผนโบราณ ไดรับความสนใจ

อยางมากในปจจุบันจากคุณสมบัติในการยับยั้งการสะสมของไขมัน งานวิจัยพบวาสารสกัดจากบัวบกสามารถลดการสะสมของ

ไขมันในรางกายไดอยางมีนัยสำคัญ โดยการควบคุมสมดุลของคอเลสเตอรอลและการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเผาผลาญ

ของไขมัน (Chang et al., 2023) สารออกฤทธิ์สำคัญในบัวบก เชน Asiatic acid สามารถยับยั้งการแสดงออกของเอนไซมที่มีบทบาท

ในกระบวนการสรางกรดไขมัน ไดแก Fatty acid synthase ซึ่งมีผลลดการสังเคราะหไขมัน (Chang et al., 2023) นอกจากน้ี บัวบก

ยังมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพ ซึ่งชวยลดความเครียดออกซิเดชันที่เปนปจจัยหนึ่งของการสะสมไขมันและ

ภาวะเมแทบอลิกผิดปกติ จากการศึกษาทดลองในสัตวพบวาสารสกัดจากบัวบกสามารถลดระดับไตรกลี เซอไรดและ

คอเลสเตอรอลในเลือด ซึ่งสนับสนนุกับบทบาทของพืชสมุนไพรชนิดนี้ในการควบคุมระดับไขมัน (Kumari et al., 2016) การทำความ

เขาใจกระบวนการท่ีสารสกัดจากบัวบกมีผลตอการยับยั้งการสะสมไขมันจึงมีความสำคัญยิง่ตอการพัฒนายา หรือผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพ

ในอนาคต 

จากผลการศึกษาในดานกลไกการสรางไขมันในเซลล พบวาสารสมุนไพรตำรับบัวบก (Herbal Extract of Centella 

Asiatica) สามารถลดปริมาณการสะสมของไขมันในเซลลตับชนิด HepG2 ไดที่ความเขมขน 50-100 µg/mL และมีฤทธิ์ในการรักษา

โรค Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) ในการทดลองของสัตวทดลอง (Ha et al., 2023) ในดานของการศึกษาผลของ

ไขมันสะสมตอการทำใหเกิดการตายของเซลลชนิด apoptosis มีงานวิจัยพบวาพืชสมุนไพรบัวบก (Centella Asiatica) สามารถชวย

ลดอัตราการตายของเซลลตับชนิด HepG2 ที่เกิดจากการกระตุนจากการสรางไขมัน (lipid biosynthesis) ที่ความเขมขน 20, 40, 

และ 80 µg/mL (Huang et al., 2024) จากผลงานวิจัยกอนหนานี้ การศึกษานี้จึงทำการทดลองในเซลลตับชนิด HepG2 ที่ไดรับสาร

สกัดบัวบก Centella Asiatica Crude Extract (CE) ท่ีความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg/mL เพ่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสมนุไพร

น้ีในดานการยับยั้งการสรางไขมันในเซลลตับในสภาวะท่ีไดรับน้ำตาลสูง (High Glucose) ในดานการวิจัยในสัตวทดลองพบวาสารสกัด

จากบัวบกสามารถลดการสะสมของไขมันในหนูทดลองที่ไดรับอาหารที่มีไขมันและน้ำตาลสูง โดยสารสกัดดังกลาวมีผลตอการลดการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการควบคุมคอเลสเตอรอลและการเผาผลาญไขมัน เชน PPARγ และ Fatty Acid Synthase (FAS) 
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(Chang et al., 2023) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงคุณสมบัติในการปกปองตับของสาร Asiaticoside ซึ่งเปนองคประกอบสำคัญใน

บัวบก พบวาสามารถยับยั้งการสะสมไขมันและการอักเสบในเซลลตับได โดยลดการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่เกี่ยวของกับ

กระบวนการสรางเซลลไขมัน ไดแก LDLR และ LXRα  (Park, 2023) ทั้งนี้ สารสกัดจากบัวบกยังสามารถลดระดับของไซโตไคนท่ี

กระตุนการอักเสบ เชน interleukin-1β และ tumor necrosis factor-α ซึ่งสงเสริมศักยภาพในการปองกันการสะสมของไขมันและ

ความผิดปกติที่เกี่ยวของกับระบบเมแทบอลิซึม (Park, 2023) จากหลักฐานขางตน ชี้ใหเห็นวาสารสกัดจากบัวบกมีแนวโนมที่จะเปน

สารจากธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการสะสมของไขมัน และการปองกันโรคตับที่เกี่ยวของกับความผิดปกติของระบบเม

แทบอลิซึมไดอยางมีประสิทธิผล งานวิจัยนี้จึงศึกษากลไกของพชืสมุนไพรบัวบก (Centella Asiatica) ตอการชวยฟนฟูการสะสมของ

ไขมันในเซลลตับเพาะเลี้ยงชนิด Hepatocytes HepG2 ในสภาวะน้ำตาลสูง ดังในภาพท่ี 1 

 

 
ภาพที่ 1 ภาพรวมโครงการวิจัยการศึกษาบทบาทและกลไกการทำงานของสารสกัดบัวบกตอภาวะอวน กลุมอาการทางเมแทบอลิก 

ผานกระบวนการสรางไขมันในเซลลตับเพาะเลี้ยง 

 

วิธีดำเนินการวิจัย  

1. การเพาะเลี้ยงเซลลตับ HepG2 (Hepatocyte) และการใหสารสมุนไพรในเซลลเพาะเลี้ยง 

1.1 เพาะเลี้ยงเซลลตับ HepG2 (Hepatocyte) ATCC ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - 

low glucose (DMEM) ซึ่งประกอบดวย 10% Fetal Bovine Serum (FBS) และ 1% Penicillin/Streptomycin นำเซลล HepG2 

จาก stock มา thaw เซลลที ่อุณหภูมิ 37 °C ประมาณ 1 นาที จากนั้นนำเซลลที ่ผานการ thaw ปริมาตร 1 ml มาใสในหลอด 

centrifuge ขนาด 15 ml ท่ีมีอาหาร DMEM 9 ml (ปริมาตรรวม 10 ml) นำไปปน เหว่ียงท่ี 2,000 rpm เปนเวลา 5 นาที ปเปตสวน 

supernatant ออก 9 ml และเติมอาหาร DMEM 5 ml จากนั้น ผสมในหลอดใหเขากันโดยปเปตขึ้น-ลงเบาๆ และปเปตใสขวด

เพาะเลี้ยงเซลล T75 ท่ีมีอาหาร DMEM 10 ml จากน้ันบมในตูบมชนิดท่ีมีกาซคารบอนไดออกไซด 5% อุณหภูมิ 37 °C เปลี่ยนอาหาร

ทุก 2-3 วัน จนเซลลเพ่ิมจำนวนเปน confluent monolayer 80% ข้ึนไป เพ่ือนำมาบมสารสกัดและทำการทดลองตอไป 
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1.2 การใหสารสมุนไพรในเซลลเพาะเลี้ยง 

จากผลงานวิจ ัยก อนหนาน้ี พบวา พืชสมุนไพรบัวบก (Centella Asiatica) สามารถชวยลดการสรางไขมัน (lipid 

biosynthesis) ในเซลลตับได ท่ีความเขมขนระหวาง 20-100 µg/mL (Ha et al., 2023; Huang et al., 2024) การศึกษาน้ีจึงทำการ

ทดลองในเซลลตับชนิด HepG2 ที่ไดรับสารสกัดบัวบก Centella Asiatica crude extract (CE) ที่ความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10, 

100 µg/mL เพื ่อทดสอบฤทธิ์ของสารสมุนไพรนี้ในดานการยับยั ้งการสรางไขมันในเซลลตับในสภาวะที่ไดรับน้ำตาลสูง (High 

Glucose) 

2. การทดสอบผลของสารสกัดใบบัวบกตอการรอดชีวิตของเซลลตับ HepG2 (Cell viability) ดวยวิธี MTT assay 

2.1 หลักการของ MTT assay 

เปนเทคนิคมาตรฐานท่ีใชในการประเมินความมีชีวิตของเซลลโดยอาศัยปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงของสี น้ำยา MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) มีลักษณะเปน Tetrazolium salt สีเหลืองออน เมื่อเซลลมีชีวิตที่มี 

metabolically active ดี จะสามารถรีดักชัน MTT ใหกลายเปนฟอรมาซาน (formazan) ดังในภาพท่ี 2 ซึ่งมีสีมวงเขมไดกระบวนการ

รีดักชันนี้ขึ้นอยูกับ Cellular oxidoreductase enzymes ที่ตองพึ่งพา NAD(P)H ซึ่งพบไดเฉพาะในเซลลที่มีชีวิตและมีการทำงาน

ตามปกติ เซลลท่ีแข็งแรงและแบงตัวเร็วจะมีอัตราการเปลี่ยน MTT เปนฟอรมาซานสูง ขณะท่ีเซลลท่ีตายหรือไมมี Metabolism จะไม

สามารถทำปฏิกิริยาน้ีได ผลผลิตสุดทายฟอรมาซานท่ีเกิดข้ึนจะไมละลายน้ำ แตสามารถละลายไดงายในตัวทำละลายอยาง DMSO เพ่ือ

วัดคาความเขมขนของสีมวงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 หรือ 570 นาโนเมตร โดยความเขมของสีมวงจะมี

ความสัมพันธเชิงเสนตรงกับจำนวนเซลลท่ีมีชีวิต (Prabst et al., 2017)  

  

 
 

ภาพท่ี 2 กระบวนการท่ีสารประกอบ MTT (สีเหลือง) เปลี่ยนเปนผลึก formazan (สีมวง)  

ท่ีมา: Beniwal et al. (2022) 

 

2.2 วิธีการทดสอบ cytotoxicity และตรวจสอบดวยวิธี MTT assay 

เซลล HepG2 (Human hepatocellular carcinoma cells) ถูกเพาะเลี้ยงใน 96-well plate ที่ความหนาแนน 1 × 10⁵ 
cell/ml และบมในตูอบ CO₂ 5% ที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทำการดูดอาหารเลี้ยงเซลล DMEM เดิมออก 

และเติมอาหารเลี ้ยงเซลลชนิด Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose (DMEM) ที่เติมสารตัวอยางในความ

เขมขน 25 mM และ 50 mM ที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10 และ 100 µg/ml ตามลำดับ จากนั้นนำเพลทไปบมในตู CO₂ 
5% ท่ี 37 °C อีกเปนระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ตอมาเติมสารละลาย MTT ความเขมขน 0.5 mg/ml ลงในแตละหลุม แลวบมตอ

อีก 2 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลทีย่ังมีชีวิตเปลี่ยน MTT เปนผลึก formazan หลังจากนั้นทำการดูดของเหลวออก แลวเติม DMSO ปริมาตร 

100 µl ลงในแตละหลุม เพื่อละลายผลึก formazan ท่ีเกิดขึ้น ทำการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ดวย

เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate Reader: VICTOR® Nivo™ Plate Readers, Multi-Mode) (Li et al., 2024) แลว

คำนวณเปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลล (Cell viability) ตามสมการ:  
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โดยทดสอบ สารสกัดบัวบก Centella Asiatica Extract (CE) ระยะเวลาท่ีใชในการทดสอบ 24 และ 48 ช่ัวโมง ในสภาวะท่ี

เปน High glucose (ความเขมขน 50 mM) อยางเดียว เปนกลุมควบคุม และเซลลตับที่ไดรับสารสกัดบัวบก Centella Asiatica 

extract (CE) ท่ีความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg/mL 

3. การวิเคราะหผลขนาดไขมันในเซลลตับ (Lipogenesis) และรูปรางของเซลล (Cell Morphology) 

3.1 การตรวจสอบการสะสมของไขมัน (Lipogenesis) ในเซลลตับเพาะเลี้ยง HepG2 ดวยวิธีการยอม Oil Red O 

(Oil Red O Stain) ทำการดูด medium ใน conditions เดียวกันทิ ้ง ปริมาณ 500 µl จากนั ้นลางเซลลดวย PBS 1x 

(Phosphate-Buffered Saline) ทำการ Fix เซลลดวย 4% Formaldehyde 500 µl ทุกหลุมที่ทำการทดสอบดวยวิธีการยอม Oil 

red O แลวเติมสารละลาย 60% isopropanol ลงไปแลวลางออก ยอมสีโดยการเติม Oil Red O Stain ทิ้งไวประมาณ 15 นาที แลว

ลางดวยน้ำกลั่นจนกระท่ังไมมีสท่ีีตกตะกอน และนำไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน และใชโปรแกรม ImageJ ในการ Analyze ออกมา

เปนคา %Area of Positive Oil Red O (Kaczmarek et al., 2024)  

3.2 การตรวจสอบขนาดของเซลลตับเพาะเลี้ยง HepG2 ดวยวิธีการยอม Giemsa (Giemsa Stain) 

ทำการดูด medium ใน conditions เดียวกันทิ้ง ปริมาณ 500 µl จากนั้นลางเซลลดวย PBS 1x (phosphate-buffered 

saline) 

ทำการ Fix เซลลดวย Methanol ทุกหลุมที่ทำการทดสอบดวยวิธีการยอม Giemsa ยอมดวยสี Giemsa ประมาณ 30 นาที 

แลวลางดวยน้ำกลั่นจนกระทั่งไมมีสีที่ตกตะกอน และนำไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน และใชโปรแกรม ImageJ ในการ analyze 

ออกมาเปนคา เสนรอบวง (Perimeter) และพื้นที่ของเซลล (Cell area) โดยเทียบความยาวจาก Scale Bar (µm) (Barna et al., 

2021)  

3.3 การวิเคราะหผลการทดลอง (Analysis of Experimental Cell) เซลลตับ HepG2 (Hepatocyte) 

รูปที่ถายจากกลอง Inverted Microscope จะนำมาคำนวณโดยใชโปรแกรม ImageJ ในการ Analyze ออกมาเปนคา 

%Area of positive Oil Red O (Kaczmarek et al., 2024; Li et al., 2022) ดังแสดงในภาพที่ 3 และคาเสนรอบวง (Perimeter) 

และพ้ืนท่ีของเซลล (Cell Area) โดยเทียบความยาวจาก scale bar (µm) ดังแสดงในภาพท่ี 4 

 

 
 

ภาพท่ี 3 การตั้งคาการวัด %Area of positive Oil Red O และรปูตัวอยางในโปรแกรม ImageJ 

% Cell viability = (OD570 of treated cells / OD570 control) × 100 

%Area of positive Oil Red O = Red label the lipid 

   

ภาพถายที่นำมาคำนวณในโปรแกรม 
Image โดยต้ังคา Threshold setting ใน 

  

ภาพถาย Original ที่ยอมติดสี Oil Red O 
กำลังขยาย 20X จากกลอง Inverted 
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ภาพท่ี 4 การวัดคาเสนรอบวงของเซลล (Cell Perimeter) และพ้ืนท่ีของเซลล (Cell Area) ในโปรแกรม ImageJ 

 

4. วิธีการวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใชในการวิจัย (Megha et al., 2022)  

การทดลองน้ีจัดทำข้ึนโดยมีการทำซ้ำ ≥ 3 ซ้ำตอการทดลอง และมีผูทำการทดลองอยางนอย 3 คน  

สัญลักษณ *p < 0.05 เปนการคำนวณความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ เทียบกับกลุมควบคุม (Low Glucose) โดยใช

การวิเคราะหทางสถิติแบบ Mann-Whitney t-Test  

สัญลักษณ #p < 0.05 เปนการคำนวณความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ เทียบกับกลุมสภาวะน้ำตาลสูงอยางเดียว 

(High Glucose) โดยใชการวิเคราะหทางสถิติแบบ One-Way ANOVA Test (High glucose vs Centella Asiatica Extract (CE) 

Treatment With High Glucose) 

 

ผลและอภิปรายผล  

จากการศึกษาผลของสารสกัดบัวบก (Centella Asiatica) และการเหนี่ยวนำดวยภาวะ High Glucose ตอเซลล พบวาผล

ของสารสกัดบัวบก CE ไมไดสงผลใหเกิดความเปนพิษตอเซลล (Cytotoxicity) ตามที่แสดงในภาพที่ 5 โดยคาเปอรเซ็นตความมีชีวิต

ของเซลล (% Cell Viability) ท่ีตรวจดวยการทดสอบ MTT Assay ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติในแตละกลุมทดลอง แสดง

ใหเห็นวาสารสกัดบัวบก (CE) และน้ำตาลกลูโคสที่ความเขมขนทีใ่ชในการทดลองนั้น ไมเปนอันตรายตอเซลล และสามารถนำมาใชใน

ปริมาณดังกลาวเพ่ือศึกษาผลกระทบในดานอ่ืนๆ ตอไปได 
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ภาพท่ี 5 ผลของสารสกัดหยาบ (CE) ตอความมีชีวิตของเซลลภายใตภาวะน้ำตาลกลูโคสสูงโดยการทดสอบ MTT assay 

 

โดยทดสอบ สารสกัดบัวบก Centella Asiatica Extract (CE) ระยะเวลาท่ีใชในการทดสอบ 24 และ 48 ช่ัวโมง ในสภาวะท่ี

เปน High glucose (ความเขมขน 25 และ 50 mM) ไมไดรับสารสกัดบัวบก ซึ่งเปนกลุมควบคุม และเซลลตับที่ไดรับสารสกัดบัวบก 

Centella Asiatica Extract (CE) ท่ีความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg/mL ในสภาวะเปน High Glucose (ความเขมขน 25 และ 

50 mM) 

จากภาพที่ 6 แสดงใหเห็นถึงการวิเคราะหลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลโดยใชการวัด Perimeter และ Cell Area 

พบวาในกลุมที่ไดรับ High Glucose นั้น มีขนาดเสนรอบวง (Perimeter) ของเซลลเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมท่ี

ไดรับ Low Glucose ซึ่งแสดงใหเห็นวาเซลลมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางและเกิดการยืดขยายในลักษณะของการมีแขนงหรือก่ิงกานมาก

ขึ้น (Cell Protrusion/Morphological Branching) อยางไรก็ตาม คา Cell Area หรือพื้นที่ของเซลลกลับลดลงอยางมีนัยสำคัญใน
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กลุม High Glucose เมื่อเทียบกับกลุม Low Glucose (* P-value < 0.05) ซึ่งสอดคลองกับการที่เซลลเปลี่ยนรูปรางโดยที่มีการยืด

แขนงออกไป แตอาจจะไมไดเพิ่มขนาดของตัวเซลลหลัก โดยสรุปคือ สภาวะ High Glucose กระตุนใหเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลง

รูปรางไปในทิศทางที่มีลักษณะคลายกับเซลลที่มีการตอบสนองตอความเครียดหรือการเหน่ียวนำใหเกิดการยืดขยายของโครงสราง

ภายในเซลล 

นอกจากน้ี เมื่อเปรียบเทียบ Cell Area ระหวางกลุม High Glucose กับกลุมท่ีไดรับสารสกัดบัวบก CE 10 µg/mL พบวาใน

กลุม High Glucose ที่มีสารสกัดบัวบก CE 10 µg/mL รวมดวยนั้นมีพื้นที่เซลลเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับ High Glucose 

เพียงอยางเดียว (# P-value < 0.05) ซึ่งอาจสะทอนถึงบทบาทของสารสกัดบัวบก CE 10 µg/mL ในการยับยั ้งหรือปรับสมดุล

ผลกระทบที่เกิดจากภาวะ High Glucose โดยชวยลดการหดตัวหรือการเปลี่ยนรูปรางของเซลลใหกลับคืนสูลักษณะที่ใกลเคียงปกติ

มากข้ึน 

 
 

ภาพท่ี 6 ผลการทดสอบผลของสารสกัดใบบัวบกตอรูปรางของเซลลตับ HepG2 (Cell morphology) ดวยวิธี Giemsa staining โดย

ทดสอบ สารสกัดบัวบก Centella Asiatica extract (CE) ระยะเวลาที่ใชในการทดสอบ 72 ชั่วโมง ในสภาวะที่เปน High glucose 

(ความเขมขน 50 mM) ไมไดรับสารสกัดบัวบก ซึ่งเปนกลุมควบคุม และเซลลตับที่ไดรับสารสกัดบัวบก Centella Asiatica extract 

(CE) ท่ีความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg/mL ในสภาวะเปน High glucose (ความเขมขน 50 mM) 

 

ในการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดตอการลดภาวะไขมันในเซลลตับ การทดลองน้ีมีการทดสอบสภาวะน้ำตาลสูงในเซลล

ที่กอใหเกิดการสรางไขมันที่เพิ่มขึ้น กอนการทดสอบสารสกัดบัวบก เพื่อเปนการยืนยันการเหนี่ยวนำใหสรางไขมันในเซลลไดจาก

สภาวะน้ำตาลสูง โดยไดทำการทดสอบผลของสภาวะน้ำตาลสูง (High Glucose) ตอเซลลตับ HepG2 (Cell morphology) ตอการ

สรางไขมันในเซลล โดยการวัดดวยวิธี Oil Red O (% Positive Oil Red O Staining Area) โดยทดสอบ ระยะเวลาท่ีใชในการทดสอบ 

24, 48, และ 120 ชั่วโมง ในสภาวะที่เปน High glucose (ความเขมขน 50 mM) เทียบกับกลุมเซลลในสภาวะน้ำตาลต่ำ (Low 
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Glucose) จากภาพที่ 7 พบวาสภาวะน้ำตาลสูง (High Glucose) ในเซลลตับ HepG2 ทำใหมีคา % Positive Oil Red O Staining 

Area เพ่ิมข้ึนในทุกเวลาทดสอบ (24, 48, และ 120 ช่ัวโมง) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม เซลลในสภาวะน้ำตาลต่ำ (Low Glucose) เปน

การยืนยันวาสภาวะน้ำตาลสูงทำใหเกิดการสรางไขมันในเซลลตับเพาะเลี้ยงไดจริง 

 

 
 

ภาพที่ 7 ผลการทดสอบผลของสภาวะน้ำตาลสูง (High glucose) ตอเซลลตับ HepG2 (Cell morphology) ตอการสรางไขมันใน

เซลล โดยการวัดดวยวิธี Oil Red O (% Positive oil red o staining area) โดยทดสอบ ระยะเวลาที่ใชในการทดสอบ 24, 48, และ 

120 ช่ัวโมง ในสภาวะท่ีเปน High glucose (ความเขมขน 50 mM) เทียบกับกลุมเซลลในสภาวะน้ำตาลต่ำ (Low glucose) 

 

จากนั้นจึงทำการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดบัวบกตอการลดภาวะไขมันในเซลลตับ ภาพที่ 8 แสดงผลของสารสกัด

บัวบก CE ตอปริมาณไขมันในเซลล พบวาเสนกราฟของกลุมควบคุม (เสนสีฟา: Control High Glucose หรือ HG) ไมเปลี่ยนแปลง

อยางมีนัยสำคัญ ซึ่งแสดงวาไมมีผลในการยับยั้งการสะสมของไขมัน (lipid accumulation) อยางไรก็ตาม กลุมท่ีไดรับสารสกัดบวับก 

CE 0.01, 0.1, 1, 10 และ 100 µg/mL (เสนสีเขียว: HG with Centella Asiatica Extract (CE)) มีแนวโนมของการลดลงของปริมาณ

ไขมันในชวงความเขมขนที่ 0.01, 0.1, 1, 10 และ 100 µg/mL แสดงถึงความสามารถของสารสกัดบัวบก CE ในการลดการสะสมของ

ไขมันภายในเซลล โดยเฉพาะเมื่อพิจารณาคาความเขมขนที่สามารถยับยั้งการสะสมไขมันได 50% (IC50%) ซึ่งพบวาประมาณอยูท่ี 

360 µg/mL ซึ่งบงช้ีวาสารสกัดบัวบก CE มีศักยภาพในการนำไปใชเพ่ือควบคุมหรือปองกันการสะสมไขมันภายใตสภาวะท่ีเสี่ยงตอการ

เกิดโรคเรื้อรัง เชน เบาหวานชนิดท่ี 2 หรือภาวะไขมันพอกตับ (NAFLD) 
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ภาพที่ 8 ผลการทดสอบผลของสารสกัดใบบัวบกตอการสรางไขมันในเซลล (Lipogenesis) ของเซลลตับ HepG2 โดยการวัดดวยวิธี 

Oil Red O (% Positive Oil Red O Staining Area) โดยทดสอบ สารสกัดบัวบก Centella Asiatica Extract (CE) ระยะเวลาที่ใช

ในการทดสอบ 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่เปน High Glucose (ความเขมขน 50 mM) ไมไดรับสารสกัดบัวบก ซึ่งเปนกลุมควบคุม และ

เซลลตับท่ีไดรับสารสกัดบัวบก Centella Asiatica Crude Extract (CE) ท่ีความเขมขน 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg/mL ในสภาวะเปน 

High Glucose (ความเขมขน 50 mM) 

 

สรุปผล 

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา การกระตุนเซลลดวยสภาวะน้ำตาลสูง (High Glucose) สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

สัณฐานของเซลลไดโดยไมกอใหเกิดความเปนพิษ ขณะเดียวกันสารสกัดบัวบก Centella Asiatica Crude Extract (CE) ที่ความ

เขมขน 10 µg/mL มีแนวโนมในการชวยปกปองหรือฟนฟูรูปรางของเซลลใหกลับคืนสูภาวะปกติ นอกจากน้ีสารสกัดบัวบก Centella 

Asiatica Crude Extract (CE) ยังแสดงศักยภาพในการลดการสะสมของไขมันภายในเซลล ที่ความเขมขนในชวงประมาณ 360 

µg/mL จึงมีแนวโนมท่ีดีตอการนำไปใชในเชิงบำบัดหรือปองกันโรคท่ีเก่ียวของกับความผิดปกติของเมแทบอลิซึมไขมันในตับตอไป 

 

ขอจำกัดและมุมมองงานวิจัยในอนาคต 

งานวิจัยนี ้ทำการศึกษาในระดับเซลลเพาะเลี ้ยง (In vitro model) เพื ่อเปนการทดสอบฤทธิ์ของสารสมุนไพร ในดาน

ประสิทธิภาพในการปองกันและลดความเสี่ยงตอการกอโรค (Preventive Agent) ผานการคัดกรองและหาสารชีวโมเลกุลเบื้องตนท่ี

สามารถระบุไดถึงภาวะไขมันสะสมในตับ โดยสามารถศึกษาในระดับ Mechanism Of Action ได อาทิเชน การศึกษา Lipid 

Accumulation ในเซลลตับ, พยาธิสภาพของเซลลตับ, และอัตราการตายของเซลลโดยดูจากกลไกการทำงานของเอนไซม Cellular 

Oxidoreductase Enzymes ทั้งนี้งานวิจัยนี้มีขอจำกัดในเรื่องของการทดสอบสารนี้ในระดับ Systemic Circulation เพื่อศึกษาการ

เกิด Drug Distribution ยังไมสามารถทำได เน่ืองจากตองใชสัตวทดลองในการศึกษาดังกลาว  

สำหรับการตอยอดการวิจัยน้ี การทดลองในสัตวทดลองจะเปนแนวทางในการทดสอบสารน้ีในระดับ systemic circulation 

เพ่ือศึกษาการเกิด Drug Distribution ตอไปเพ่ือสนับสนุนใหสารสมุนไพรมีหลักฐานเชิงประจักษในการชวยปองกันโรคทางเมแทบอลิก

ไดนาเช่ือถือมากข้ึน โดยมีงานวิจัยกอนหนาท่ีไดทำการศึกษาสารสมุนไพรน้ีในสัตวทดลองท่ีมีภาวะอวน พบวาสารสมุนไพรน้ีมีสวนชวย

ลด Body Fat Accumulation ท่ีเกิดข้ึนจากการกระตุนของอาหาร High-Fat กับ High-Sugar ซึ่งทางผูวิจัยคาดวามีความเปนไปไดสูง

ท่ีสารสมุนไพรน้ีจะสามารถชวยลด fat accumulation ในตับของสัตวทดลองไดเชนเดียวกัน (Chang et al., 2023)  
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Ethic Committee No. (If Available)  

การทดลองน้ีไมเก่ียวของกับการวิจัยในมนุษยและสัตวทดลอง  
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ทางดานสถานที่ อุปกรณ อำนวยความสะดวกในการดำเนินโครงการวิจัย และใหคำปรึกษาทางวิชาการอยางตอเนื่อง รวมถึงคณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล โรงเรียนสุราษฎรพิทยา โรงเรียนวิทยาศาสตรจุฬาภรณราชวิทยาลัย ลพบุรี ท่ีใหความรวมมือในการ

แลกเปลี่ยนประสบการณ ใหผูวิจัยไดทำงานรวมกับคณาจารยอยางเต็มศักยภาพ ผูวิจัยรูสึกซาบซึ้งใจตอทุกแรงสนับสนุนทั้งทางตรง

และทางออมท่ีมีสวนชวยใหโครงการวิจัยน้ีสำเร็จลุลวงดวยดี และขอแสดงความขอบคุณมา ณ โอกาสน้ีดวยความเคารพอยางสูง 
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