
รายงานผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอกัเสบของสารตัวอย่างต่อเซลล์แมคโครฟาจ (RAW264.7) 
 

ตัวอย่างสาร: Plumax 
รายละเอยีดของตัวอย่าง: - 
วันท่ีทดสอบตัวอย่าง: 29 กรกฎาคม 2568 
วิธีทดสอบ: MTT และ Griess test 
 
1. การทดสอบความเป็นพษิของสารทดสอบด้วยวิธี MTT assay 

1.1 ท าการเล้ียงเซลล ์RAW 264.7 ใน 96 well plate ท่ีความหนาแน่นเซลล ์1×105cells/well แลว้ท า
การบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

1.2 เติมอาหารท่ีเล้ียงเซลลท่ี์มีส่วนประกอบของสารทดสอบตามความเขม้ขน้ 500, 250, 125, 63, 
32 และ 16 μg/mL จากนั้นท าการบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

1.3 ท าการเติมสารละลาย 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) 
แล้วท าการบ่มในตู้บ่ม ท่ี อุณหภู มิ  37  ˚C และ 5%  CO2 เ ป็นเวลา 3  ชั่วโมงเพื่อให้ เอนไซม์ succinate 
dehydrogenase ในไมโตคอนเดรียของเซลลท่ี์มีชีวิตอยูเ่ปล่ียน MTT ไปเป็นผลึกฟอร์มาซาน (Formazan) 

1.4 เม่ือครบก าหนดเวลาท าการละลายผลึกฟอร์มาซานด้วย DMSO และวดัค่าดูดกลืนแสงด้วย 
Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 570/630 nm โดยค่าการดูดกลืนแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณของ
ผลึกฟอร์มาซานซ่ึงจะแปรผนัโดยตรงกบัจ านวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิต 
 
2. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอกัเสบ (Anti-inflammatory) ของสารทดสอบด้วยวิธี Griess test 

2.1 ท าการเล้ียงเซลล์แมคโครฟาจ (RAW 264.7) ใน 96 well plate ท่ีความหนาแน่นเซลล์ 1×105 
cells/well แลว้ท าการบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

2.2 ดูดอาหารเล้ียงเซลลเ์ก่าออกแลว้ท าการลา้งเซลลใ์นหลุมดว้ย PBS 1 คร้ัง จากนั้นท าการบ่มดว้ย
อาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีส่วนประกอบของสารทดสอบท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้มีความปลอดภยัต่อเซลลม์ากกว่า 80%
และท าการเจือจางลง 2 เท่า แลว้ท าการบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C และ 5% CO2 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น
กระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบดว้ย LPS (Lipopolysaccharide) ท่ีความเขม้ขน้ 1 µg/mL  

2.3 ท าการบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
2.4 ท าการดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อกมาปริมาตร 25 µL แลว้เติม Sulfanilamide reagent ปริมาตร 25 

µL แลว้บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อใหส้ารละลายท าหนา้ท่ีเปล่ียนไนไตรทเ์ป็นกรดไนตรัส 



2.5 เติม NED reagent ปริมาตร 25 µL แลว้บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อใหส้ารละลายท าหนา้ท่ี
จบักบักรดไนตรัสแลว้เกิดเป็นสารประกอบเอโซ (Azo) ท่ีมีสีชมพูอมม่วง 

2.6 ท าการวดัค่าดูดกลืนแสงดว้ย Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยความเขม้ขน้ของ
สีชมพูอมม่วงท่ีเกิดขึ้นจะแปรผนัตามปริมาณของไนไตรทใ์นตวัอยา่งทดสอบ 

2.7 แทนค่าท่ีไดเ้ทียบกบัสมการของกราฟมาตรฐานของสารไนไตรท ์(Nitrite) เพื่อหาปริมาณการ
หลัง่ไนไตรทจ์ากเซลลท่ี์ทดสอบดว้ยสารทดสอบ 
 
ผลการทดสอบ 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารทดสอบดว้ยเทคนิค MTT assay เป็นขั้นตอนเบ้ืองตน้ส าหรับ
การคดักรองความเขม้ขน้ของสารทดสอบท่ีไม่ส่งผลเป็นพิษต่อเซลล ์โดยความเขม้ขน้ของ Plumax เร่ิมตน้ท่ี 16, 
32, 63, 125, 250 และ 500 μg/mL และผลการทดสอบพบว่า Plumax ท่ีความเขม้ขน้ 16 – 500 µg/mL มีความ
ปลอดภยัต่อเซลล ์โดยมีอตัราการรอดชีวิตของเซลล์มากกว่า 80% (รูปท่ี 1) ดงันั้นความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสาร
ทดสอบเหล่าน้ีจึงน าไปประเมินความสามารถในการตา้นการอกัเสบต่อไป  

การประเมินความสามารถในการตา้นการอกัเสบของ Plumax โดยความเขม้ขน้ของสารทดสอบเร่ิมตน้
ท่ี 500 µg/mL และเจือจางลง 2 เท่าและผลการทดสอบพบว่า Plumax สามารถลดการหลัง่ไนไตรท ์(Nitrite) ใน
ลกัษณะขึ้นกบัขนาดยา เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม โดย Plumax ท่ีความเขม้ขน้ 16-500 μg/mL  จะสามารถยบัย ั้ง
การอกัเสบได ้2.42-23.39% ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 2  

Untre
ate

d

10%
DMSO

16 
μ

g/m
L Plumax

32 
μ

g/m
L Plumax

63 
μ

g/m
L Plumax

125
 μ

g/m
L Plumax

250
 μ

g/m
L Plumax

500
 μ

g/m
L Plumax

0

50

100

150

MTT

%
Ce

ll v
iab

ilit
y

 

รูปท่ี 1 แสดงอตัราการรอดชีวิตของเซลล ์(Cell viability) ภายหลงัจากบ่มดว้ย Plumax  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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รูปท่ี 2  แสดงกิจกรรมตา้นการอกัเสบของเซลล ์(Anti-inflammation) ภายหลงัจากผ่านการบ่มดว้ย Plumax เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง  
 
สรุปผลการทดสอบ 

สารทดสอบ Plumax มีความสามารถในการตา้นอกัเสบ 


