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ออกซิเดชันและความเป็นพษิต่อเซลล์ HepG2 

ธนู ทองค าสุก1 ปราโมทย์ มหคุณากร2,* 
1นกัศึกษาหลกัสูตรวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
2 สาขาวชิาเภสัชเวทและพิษวทิยา คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

บทคัดย่อ 
สาร 2,4-ดี ไดเมทิลแอมโมเนียมเป็นสารท่ีเกษตรกรนิยมใช้ในการก าจัดวชัพืช และการด่ืม

แอลกอฮอลก์็เป็นท่ีนิยมเช่นกนั ซ่ึงสารทั้ง 2 ชนิดเป็นอนัตรายต่อตบั การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผล
ของการสัมผสัร่วมของสาร 2,4-ดี ไดเมทิลแอมโมเนียมและเอทานอล ต่อภาวะเครียดออกซิเดชนั และการ
เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ HepG2 โดยท าการเล้ียงเซลล์ดว้ยสาร 2,4-ดี ไดเมทิลแอมโมเนียม หรือเอทานอล 
หรือ 2,4-ดี ไดเมทิลแอมโมเนียมร่วมกบัเอทานอล ซ่ึงท าการศึกษาการเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ การเกิด
อนุมูลอิสระ การท างานของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส คะตาเลส กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส 
ระดบัรีดิวซ์กลูตาไธโอนและมาลอนไดอลัดีไฮด์ ผลการศึกษาพบว่าการสัมผสัร่วมของสารทั้ง 2 ชนิด เกิด
ความเป็นพิษต่อเซลลแ์ละมีการเกิดอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน มีระดบัการท างานของเอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซด์
ดิสมิวเตส คะตาเลส กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดสเพิ่มมากข้ึน มีระดบัมาลอนไดอลัดีไฮด์เพิ่มมากข้ึน และมี
ระดบัรีดิวซ์กลูตาไธโอนลดลง เม่ือเทียบกบัการไดรั้บสารชนิดเดียว ดงันั้นการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่การรับ
สัมผสัร่วมของสารทั้ง 2 ชนิด สามารถเสริมฤทธ์ิต่อการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์มากข้ึน จึงเป็นสาเหตุ
หลกัต่อภาวะเครียดออกซิเดชันและการเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ ซ่ึงสามารถน าขอ้มูลไปเป็นแนวทางใน
การศึกษาในสัตวท์ดลอง และศึกษาแนวโนม้การเกิดพิษในกรณีไดรั้บสัมผสัสารร่วมกนั รวมทั้งก าหนดเป็น
ขอ้ควรระวงัส าหรับผูท่ี้ใชส้ารก าจดัวชัพืชและเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอลต่์อไป 
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Abstract 

2,4-D dimethylammonium is a popular herbicide used by farmers. Alcohol 

consumption is also popular in society, both of which can cause adverse effect on the liver. 

This study aimed to study the effects of combined exposure of 2,4-D dimethylammonium and 

ethanol on oxidative stress and cytotoxicity on HepG2 cell line. The HepG2 cells were 

cultured with 2,4-D dimethylammonium, ethanol or the combination of 2,4-D 

dimethylammonium and ethanol to investigate the inhibition of cell growth, occurrence of free 

radicals, activities of superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, reduced 

glutathione and malondialdehyde levels. The results showed that the combined exposure of 

2,4-D dimethyl ammonium and ethanol resulting in increased cytotoxicity. There was an 

increase in intracellular oxidants. The activities of superoxide, dismutase, catalase, glutathione 

peroxidase also increased. The levels of malondialdehyde have increased while reduced 

glutathione was reduced compared to a single exposure. It was concluded that the exposure of 

comminated 2,4-D dimethyl ammonium and ethanol enhanced the intracellular oxidants. 

Therefore, this study shows that the combined exposure of 2,4-D dimethylammonium and 

ethanol enhanced the intracellular oxidants, which is the major cause of oxidative stress and 

cytotoxicity. The data from this study can be used as a guideline for animal studies and study 

of the toxicity trend have been combined exposure. It is also specified as a precaution for 

those who was used herbicides and alcohol. 
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บทน า 
2,4-ดี  ได เม ทิ ลแอมโม เนี ยม  (2 ,4 -D-

dimethyl ammonium; 2,4-D DMA)  เป็นสารก าจัด
วชัพืชท่ีมีการใชก้นัอยา่งแพร่หลายและมีการน าเขา้
ประเทศไทยในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงเกษตรกรอาจไดรั้บ
สัมผัสจากการประกอบอาชีพ การปนเป้ือนใน
อาหาร น ้ า อากาศ หรือดิน ผ่านการกิน การหายใจ 
หรือทางผิวหนงั ส่งผลให้เกิดอนัตรายต่อตบัซ่ึงเป็น
อวยัวะหลักในการลดความเป็นพิษและขับออก
นอกร่างกาย รวมทั้งส่งผลกระทบต่ออวยัวะอ่ืน ๆ1  

เอท านอล  (Ethanol; EtOH) เป็ น ส่ วน 
ผสมของเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์หลายชนิด ซ่ึงเป็น
ท่ี นิ ยมในสั งคมไทย  ข้อ มูลจากการส ารวจ
พฤติกรรมการด่ืมสุราของประชากรไทย พ.ศ. 
2560 ของส านักงานสถิติแห่งชาติ พบว่าผูท่ี้ด่ืม
สุราส่วนใหญ่ประกอบอาชีพดา้นการเกษตรและ
ประมง โดยมีจ านวน 1,885,115 คน2 ซ่ึงผลจาก
การด่ืมสุรานั้ นส่งผลให้เกิดอันตรายต่อตับได้
เช่ นกันดัง ท่ี แสดงให้ เห็ น จากการศึกษ าใน
สัตวท์ดลองและทางคลินิก 

ปัจจุบันยงัไม่มีข้อมูลการศึกษาผลของ
การสัมผสัร่วมของ 2,4-D DMA และ EtOH ต่อ
ตบั ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นการศึกษาผลท่ีเกิดจากการ
ได้รับสัมผัสสารชนิดเดียว จากการศึกษาของ 
Gunness (2007) พบว่าการให้  2,4-D DMA แก่
เซลล์ HepG2 ส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์
และกระตุ้นการสร้าง Reactive oxygen species: 
ROS3 การศึกษาของ  Chen, Shaw, Chang และ
คณ ะ  พ บ ว่ าก ารให้  EtOH แ ก่ เซ ล ล์  HepG2 
สามารถกระตุ้นการส ร้าง  ROS และเพิ่ มการ
ท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 4 แสดงให้
เห็นว่าสารแต่ละชนิดก่อให้เกิดอนัตรายต่อเซลล ์

HepG2 ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งตบัมนุษยท่ี์นิยมใชเ้ป็น
แบบจ าลองในการศึกษากลไกการท างานของตบั 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผล
ของการสัมผสัร่วมของ 2,4-D DMA และ EtOH 
โดยให้ 2,4-D DMA เพียงชนิดเดียว และให้ EtOH 
เพียงชนิดเดียวแก่เซลล์ HepG2 เปรียบเทียบกับ
การให้สาร 2,4-D DMA ร่วมกบั EtOH เพื่อศึกษา
ถึงภาวะเครียดออกซิเดชนั และการเกิดความเป็น
พิษต่อเซลล ์HepG2  
 
วสัดุ สารเคมี และวธีิด าเนินการวจัิย 

การเลี้ยงเซลล์ HepG2 
เล้ียงเซลล์มะเร็งตับมนุษย์ HepG2 ด้วย

อาห าร เล้ี ย ง เซ ลล์  Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) ท่ีผสมด้วย 10% Fetal bovine 
serum (FBS) แ ล ะ  1% Penicillin-Streptomycin 
บ่ ม ใน  incubator โดย มี สภ าวะ  5 % CO2 แล ะ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าการเปล่ียนอาหาร
เล้ียงเซลลทุ์ก 3 วนั  
 
การวัดการเกดิความเป็นพษิต่อเซลล์ 

ใช้วิธี  MTT assay โดยเล้ียงเซลล์ HepG2 
ใน 96-well plate จ านวน 3x103 cell/well ร่วมกับ
สารทดสอบ (ก ลุ่มท่ี  1 ให้  2,4-D DMA ความ
เขม้ขน้ 1 – 3 mM กลุ่มท่ี 2 ให้ EtOH ความเขม้ขน้ 
200 – 600 mM กลุ่มท่ี  3 ให้  2,4-D DMA และ 
EtOH พร้อมกนัโดยมีอตัราส่วนความเขม้ขน้ 1 : 
200 (เป็นผลจากทดสอบค่า IC50 ของสารทั้งสอง
ชนิดซ่ึงพบว่าแตกต่างกนัประมาณ 200 เท่า) ซ่ึง
เพิ่มความเข้มข้นข้ึนแบบคงท่ีโดยมีอัตราส่วน
ความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH คือ 1 mM : 200 
mM – 3 mM : 600 mM กลุ่มท่ี 4 ให้ 2,4-D DMA 
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และ EtOH พร้อมกนัโดยมีอตัราส่วนความเขม้ขน้ 
2,4-D DMA : EtOH คือ 1 mM : 600 mM และ 3 
mM : 2 00 mM ก ลุ่ ม ท่ี  5  ให้  0 .2% H2O2 เป็ น 
positive control แ ล ะ  DMEM เ ป็ น  negative 
control) หลังจาก 24 ชั่วโมง เติมสาร MTT (5 
mg/mL Phosphate buffered saline) ในแต่ละหลุม 
บ่มท่ี 5% CO2 และ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั่วโมง 
ละลายผลึก Formazan ด้วย DMSO ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 
นาโนเมตร5  
 
การวิ เคราะห์ปฏิ กิ ริยาของ 2,4 -D DMA และ 

EtOH 
วิเคราะห์โดยน าข้อมูลผลการเกิดความ

เป็ น พิ ษ ต่ อ เซ ล ล์  บั น ทึ ก ล ง ใน โป รแก รม 
CompuSyn ซ่ึงถูกพฒันาข้ึนโดย Ting-Chao chou 
และ Nick Martin ในปี 2005 โดยพิจารณาผลจาก
ค่ า  Combination Index; CI ซ่ึ ง ค่ า  CI แ ส ด ง
ปฏิกิริยาของสารสองชนิดท่ีรวมกนั ไดแ้ก่ additive 
effect (CI=1) synergism (CI<1) แ ล ะ  antagonism 
(CI > 1) 6 
 

การวัดปริมาณอนุมูลอิสระภายในเซลล์ 
ใช้ วิ ธี  Dichlorofluorescein (DCF) assay 

โดย เล้ี ยง เซลล์  HepG2 ใน  96-well plate สี ด า 
จ  านวน  3x103 cell/well บ่ ม ท่ี  5% CO2 และ 37 
องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง หลังจากนั้ นล้างด้วย 
Phosphate buffered saline แลว้เติม DCFH-DA 50 
µM โดยเจือจางใน DMEM ท่ีไม่มี FBS หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มท่ีสภาวะเดิม 45 นาที ในท่ีมืด 
ล้างด้วย Phosphate buffered saline ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรจ านวน  2 รอบ  เติมสารทดสอบ

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (กลุ่มท่ี  1 ให้  2,4-D 
DMA ความเข้มข้น 1 และ 3 mM กลุ่มท่ี  2 ให ้
EtOH ความเข้มข้น 200 และ 600 mM กลุ่มท่ี 3 
ให้  2 ,4 -D DMA และ  EtOH พ ร้อมกัน โดย มี
อตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH คือ 1 
mM : 200 mM, 3 mM : 600 mM, 1  mM : 6 00 
mM และ 3 mM : 200 mM ก ลุ่ม ท่ี  4 ให้  0 .2% 
H2O2 เ ป็ น  positive control แ ล ะ  DMEM เป็ น 
negative control) เจือจางดว้ย DMEM ท่ีไม่มี FBS 
บ่มท่ีสภาวะเดิม 24 ชั่วโมง หลงัจากนั้นน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาว
ค ล่ื น  485 น า โน เม ต ร  จ ะ เป็ น ค่ า ก ร ะ ตุ้ น 
(excitation) และความยาวคล่ืนท่ี 530 นาโนเมตร
เป็นค่าท่ีใช้ในการวดั (emission) ค านวณปริมาณ
อนุ มูลอิสระในรูป ร้อยละโดยเทียบกับก ลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่ได้รับสารทดสอบ ซ่ึงปรับปรุงวิธี
วเิคราะห์ของจิราภรณ์และคณะ (2561)7 
 

การวัดการท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 
(ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (SOD) คะตาเลส 

(CAT) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GPx)) 
เล้ียงเซลล์ HepG2 เพาะเล้ียงใน 24-well 

plate จ านวน 2x105 cell/well บ่มท่ี 5% CO2 และ 
37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลา้งดว้ย 
Phosphate buffered saline 1 mL เติมสารทดสอบ
ปริมาตร 1 mLโดยมีความเขม้ขน้เช่นเดียวกบัการ
วดัปริมาณอนุมูลอิสระภายในเซลล์ซ่ึงตดั positive 
control ออก เน่ืองจากไม่ส ามารถวัดป ริมาณ
โปรตีนได้ โดยเหลือเพียง negative control ซ่ึง
สารทดสอบทั้ งหมดเจือจางด้วย DMEM ท่ีไม่มี 
FBS จากนั้นบ่มใน incubator เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้ น ท าให้ เซ ลล์  HepG2 แตกใน  Sodium 
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phosphate buffer (pH 7.4) ความ เข้มข้น  0.1  M 
เก็บส่วนใสไวส้ าหรับตรวจวดัการท างานและ
ปริมาณของเอนไซม์ อ่ืน  ๆ  ต่อไป  ท าการว ัด
ปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ Bradford assay  

ท าก ารว ัด ก ารท าง าน ของ เอน ไซม์
ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (SOD) โดยน าส่วน
ใส ปริมาตร 20 µL/well ลงใน 96 well plate เติม 
SOD reagent (ซ่ึ งป ระ ก อบ ด้ ว ย  nicotinamide 
adinine dinucleotide (NADH) ความเข้มข้น  780 
µM ปริมาตร 2 mL nitro-blue-tetrazolium (NBT) 
ความเขม้ขน้ 300 µM ปริมาตร 3 mL จากนั้นปรับ
ปริมาตรให้ เป็น 12 mL ด้วย sodium phosphate 
buffer (pH 7.4) ความเขม้ขน้ 50 mM) ในปริมาตร
160 µL แล้วเติม  Phenazine methosulfate (PMS) 
ความเขม้ขน้ 186 µM ปริมาตร 20 µL น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm น าค่าท่ีได้ค  านวณ
ตามวิธีของ Mahakunakorn และคณะ (2005)8 น า
ค่าท่ีได้หารด้วยปริมาณโปรตีน จากนั้นค านวณ
การท างานของ SOD ในรูปร้อยละโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบ 

ท าการว ัดการท างานของเอนไซม์คะ
ตาเลส (CAT) โดยน าส่วนใสของเซลล์ ปริมาตร 
25 µL/well ล ง ใ น  96 well plate เ ติ ม  sodium 
phosphate buffer pH 7.0 ค ว าม เข้ม ข้น  50 mM 
ปริมาตร 50 µL และเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
ความ เข้มข้น  130 mM ป ริม าตร  75 µL บ่ ม ท่ี
อุณ ห ภู มิ  37 อ งศ า เซ ล ล์ เซี ย ส  1 น า ที  เติ ม 
ammonium molybdate ค ว าม เข้ม ข้น  32.4 mM 
เขยา่ 1 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
405 nm น าค่าท่ีไดค้  านวณตามวิธีของ Buraphaka 
และ Putalun (2020) 9 น าค่าท่ีได้หารด้วยปริมาณ

โปรตีน จากนั้นค านวณการท างานของคะตาเลส 
ในรูปร้อยละโดยเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บ
สารทดสอบ  

และวดัการท างานของเอนไซม์กลูตาไธ
โอนเปอร์ออกซิเดส (GPx) โดยเตรียมสารละลาย
ให้มีปริมาตร 880 µL (ซ่ึงประกอบด้วย NADPH 
ความเข้มข้น 0.15 mM GSH ความเข้มข้น 1 mM 
glutathione reductase ความเขม้ขน้ 0.1 U/mL และ 
sodium azide ความเขม้ขน้ 100 mM ปรับปริมาตร
ด้วย potassium phosphate buffer pH 7.0) เติ มน ้ า
ปริมาตร 20 µL เติมส่วนใสของเซลล์ ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร และเติม H2O2 ความเข้มข้น 0.4 mM 
ปริมาตร 100 µL แล้วน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 340 nm เป็นเวลา 5 นาที  น าค่าท่ีได้
ค  านวณตามวิธีของ Adeyemi และคณะ (2015) 10 
น าค่าท่ีไดห้ารดว้ยปริมาณโปรตีน จากนั้นน าค่าท่ี
ได้ค  านวณการท างานของ GPx ในรูปร้อยละโดย
เทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบ 
 

การวัดปริมาณรีดิวซ์กลูตาไธโอน (GSH) และมา
ลอนไดอัลดีไฮด์ (MDA) 

ท าการวดัปริมาณรีดิวซ์กลูตาไธโอน โดย
น าส่วนใสของเซลล์ ปริมาตร 20 µL เติมลงใน 
96-well plate เติมส ารละลาย ท่ีประกอบด้วย 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ค ว า ม
เข้ ม ข้ น  5 mM 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic 
acid) (DTNB) ค ว า ม เข้ ม เข้ ม ข้ น  0.6 mM 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADPH) ความเขม้ขน้ 0.2 mM และ glutathione 
reductase ค วาม เข้ม ข้น  1 U/mL ท่ี ล ะล ายใน 
sodium phosphate buffer (pH 7.4) ความเข้มข้น 
0.1 M ปริมาตร 80 µL น าไปวัดค่าการดูดกลืน
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แสงท่ีความยาวคล่ืน 412 nm ค านวณปริมาณรีดิ
วซ์กลูตาไธโอนเทียบกับกราฟมาตรฐานของก
ลูตาไธโอน ตามวิธีของ Tadee และคณะ (2020) 11 
น าค่าท่ีไดห้ารดว้ยปริมาณโปรตีน จากนั้นน าค่าท่ี
ได้ค  านวณปริมาณของ GSH ในรูปร้อยละโดย
เที ยบกับก ลุ่มควบ คุม ท่ี ไม่ ได้ รับสัมผ ัสสาร
ทดสอบ 

และวัดป ริม าณ มาลอนไดอัล ดีไฮด ์
(MDA) โดยน าส่วนใสปริมาตร 20 µL เติมลง 
Eppendorf ขนาด 1.5 mL จากนั้นเติมสารละลาย 
TBA (ประกอบด้วย butyl hydroxytoluene ความ
เข้มข้น 0.1 mM ปริมาตร 5 µL ร้อยละ 10 ของ 
trichloroacetic acid ป ริม าตร  100 ไม โครลิตร 
EDTA ความเข้มข้น 5 mM ปริมาตร 50 µL ร้อย
ละ  8.1 ของ sodium dodecyl sulphate ป ริมาตร 
100 µL และ ร้อยละ  0.6 ของ triobabituric acid  
ปริมาตร 150 µL) ผสมให้เขา้กันแล้วน าไปต้มท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แลว้
รอให้อุณหภูมิลดลง จากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 
200 µL ลงใน 96 well plate เพื่อน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี  550 nm ด้วย เค ร่ือง microplate 
reader และหักลบด้วยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 750 nm ค านวณปริมาณของมาลอนได
แอล ดี ไฮด์ มี ห น่ วย เป็ น  µM เที ยบกับ กราฟ
มาตรฐาน  1,1,3,3- tetramethoxypropane (TMP) 
ตามวิ ธี ของ  Armstrong และ  Browne (1994) 1 2 

จากนั้นน าค่าท่ีไดห้ารดว้ยปริมาณโปรตีน น าค่าท่ี
ไดค้  านวณปริมาณมาลอนไดแอลดีไฮด์ในรูปร้อย
ละโดยเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสัสาร
ทดสอบ  
 
 

การวิเคราะห์ข้อมูล 
ผลการศึกษาแสดงในรูปของค่าเฉล่ีย ± 

ค่ า ส่ วน เบ่ี ยง เบนมาตรฐาน  (mean ± standard 
deviation (SD)) วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่าง
กลุ่มทดลอง และความแตกต่างระหว่างกลุ่ม
ทดลองกับกลุ่มควบคุมด้วย one-way analysis of 
variance (ANOVA) พิ จารณาค่าความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิ ติ   p-value <0.05 การ
วเิคราะห์ทางสถิติใชโ้ปรแกรม SPSS 28.0.0.0 
 
ผลการวจัิย 

ผลการวัดการเกดิความเป็นพษิต่อเซลล์  
พบว่าเซลล์ ท่ีได้รับ 2,4-D DMA อย่าง

เดียว มีร้อยละการมีชีวิตรอดลดลงในทุกความ
เข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.01) เม่ือ
เทียบกับกลุ่มควบคุม ส่วนเซลล์ท่ีได้รับ EtOH 
เพียงอยา่งเดียว พบว่าความเขม้ขน้ 300 mM มีร้อย
ละการมีชีวติรอดลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 
< 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม และความ
เข้มข้นตั้ งแต่ 400 - 600 mM มีร้อยละการมีชีวิต
รอดลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม และเซลล์ท่ีไดรั้บสาร
ทั้ ง 2 ชนิดพร้อมกันในกลุ่มท่ีมีอัตราส่วนความ
เข้มข้นท่ีเพิ่มข้ึนแบบคงท่ีโดยมีอัตราส่วนความ
เขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH คือ 1 mM : 200 mM - 
3 mM : 600 mM และกลุ่มอตัราส่วนความเขม้ข้น 
2,4-D DMA : EtOH คือ 1 mM : 600 mM และ 3 
mM : 200 mM พบว่าในทุกความเขม้ขน้มีจ านวน
เซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.01) 
เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ผลจากการเปรียบเทียบ
การได้รับสัมผสัสารชนิดเดียวและได้รับสัมผสั
ร่วมสารทั้ ง 2 ชนิดพร้อมกัน พบว่า 2,4-D DMA 
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และ EtOH กรณีท่ีกลุ่มท่ีมีอตัราส่วนความเขม้ขน้
ท่ีเพิ่มข้ึนแบบคงท่ีโดยมีอตัราส่วนความเข้มข้น 
2 ,4 -D DMA : EtOH คื อ  1.5:300 2:400 2.5:500 
และ 3:600 mM:mM มีร้อยละการมีชีวิตรอดลดลง
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) เม่ือเทียบกับ

การได้รับสัมผัสสารเพียงชนิดเดียว ส่วนกลุ่ม
อตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH 3:200 
mM:mM มี ร้อยละการมีชีวิตรอดลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  (p < 0.01) เม่ือเทียบกับการ
ได้ รับ สั ม ผัส ส าร เพี ย งช นิ ด เดี ยว  (รูป ท่ี  1 )

A 

 
B 

 
 
รูปที่ 1. (A) ความเป็นพิษต่อเซลล ์HepG2 ท่ีไดรั้บ 2,4-D DMA และ EtOH ในกรณีท่ีรับสารชนิดเดียวและรับสัมผสัร่วมเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ดว้ยวิธี MTT แสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation (SD)) โดยท่ี a = p < 0.01 และ b = p 
< 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (B) ความเป็นพิษต่อเซลล ์HepG2 ท่ีไดรั้บ 2,4-D DMA และ EtOH ในกรณีท่ีรับสัมผสัร่วมเป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ด้วยวิธี MTT แสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation (SD)) โดยท่ี a = p < 0.01 เม่ือ
เทียบกบัสารแต่ละชนิดคือ 2,4-D DMA และ EtOH โดยมีความเขม้ขน้ ไดแ้ก่  1) 1.5 mM และ 300 mM 2) 2 mM และ 400 mM 3) 2.5 
mM และ 500 mM 4) 3 mM และ 600 mM 5) 3 mM และ 200 mM ตามล าดบั 
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ผลการวิเคราะห์ปฏิกิริยาของ 2,4-D DMA และ 

EtOH 
พบวา่ 2,4-D DMA และ EtOH อตัราส่วน

ความเข้มข้น 1:200 1.5:300 และ 1:600 mM:mM 
มีค่า CI มากกว่า 1 แสดงว่ามีปฏิกิริยาแบบต้าน

ฤทธ์ิ (antagonism) ส่วน 2,4-D DMA และ EtOH 
อตัราส่วนความเขม้ขน้ 2:400 2.5:500 3:600 และ 
3:200 mM:mM มีค่ า  CI น้อยกว่า  1 แสดงว่า มี
ปฏิกิริยาแบบเสริมฤทธ์ิ (synergism) (ตารางท่ี 1) 

 

ตารางที ่1. การวเิคราะห์ผลของการสัมผสัร่วมของ 2,4-D DMA และ EtOH ดว้ยโปรแกรม compusyn 
Total Concentration 

Fa CI Value 
2,4 D DMA (mM) EtOH (mM) 

กรณีค่าแตกต่างกนัทีเ่พิม่ขึน้แบบคงที ่(200 เท่า) 

1 

1.5 

2 

2.5 

3 

200 

300 

400 

500 

600 

0.15 

0.30 

0.46 

0.60 

0.68 

1.27187 

1.12463 

0.99949 

0.89662 

0.87812 

กรณีค่าแตกต่างกนัแบบไม่คงที่ 

1 

3 

600 

200 

0.36 

0.54 

1.19789 

0.85434 
หมายเหตุ: ค่า Fa หมายถึง Fractional inhibition ระดบัประสิทธิภาพร่วม อยูใ่นช่วง 0 - 1 

        ค่า CI หมายถึง Value combination index โดยท่ี additive effect (CI = 1) synergism (CI < 1),  
        and antagonism (CI > 1) (Chou & Talalay, 1984) 

 

ผลการวัดปริมาณอนุมูลอิสระภายในเซลล์  
พบว่าเซ ลล์ ท่ี ได้ รับส าร 2,4-D DMA 

ความเข้มข้น 3 mM เพียงอย่างเดียว และเซลล์ท่ี
ไดรั้บสาร EtOH ความเขม้ขน้ 600 mM เพียงอยา่ง
เดียว มีการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ท่ีเพิ่มข้ึน
โดยมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 
0.01) เม่ือเปรียบเทียบกับ กลุ่มควบคุม เซลล์ท่ี
ได้ รับ ส ารทั้ ง  2 ช นิ ดพ ร้อมกัน ในก ลุ่ม ท่ี มี
อตัราส่วนความเข้มข้น 2,4-D DMA : EtOH คือ 
3:600, 1:600 และ 3:200 mM:mM มีการเกิดอนุมูล
อิสระ ท่ี เพิ่ ม ข้ึน โดยมีความแตก ต่ างอย่าง มี
นยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกบั

กลุ่มควบคุม และเม่ือเปรียบเทียบการไดรั้บสัมผสั
สารชนิดเดียวและไดรั้บสัมผสัร่วมสารทั้ง 2 ชนิด
พร้อมกัน พบว่า 2,4-D DMA และ EtOH กรณีท่ี
อตัราส่วนความเข้มข้น 2,4-D DMA : EtOH คือ 
3:600 mM:mM มีการเกิดอนุมูลอิสระท่ีเพิ่มข้ึน
โดยมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 
0.01) เม่ื อ เป รียบ เที ยบกับ  2,4-D DMA ความ
เข้มข้น 3 mM และ EtOH ความเข้มข้น 600 mM 
และอตัราส่วนความเขม้ข้น 2,4-D DMA : EtOH 
คือ 3:200 mM:mM มีการเกิดอนุมูลอิสระภายใน
เซลล์ ท่ี เพิ่ ม ข้ึ น โดย มี ความแตก ต่ างอย่าง มี
นยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบั 
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2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความ
เขม้ขน้ 200 mM (รูปท่ี 2)    
 
ผลการวัดการท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 

(ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (SOD) คะตาเลส 
(CAT) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GPx)) 

พบว่าเซลล์ ท่ี ได้ รับส าร 2 ,4-D DMA 
เพียงอยา่งเดียว มีระดบัการท างานของ SOD และ
GPx เพิ่มข้ึนทุกความเข้มข้น ส่วน CAT มีเพียง
ความเขม้ขน้ 3,000 µM ท่ีเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิ ติ  (p < 0.01) เม่ือเป รียบ เที ยบกับก ลุ่ม
ควบคุม ส่วนกรณีท่ีไดรั้บ EtOH เพียงอยา่งเดียวมี
ระดับการท างานของ SOD เพิ่ ม ข้ึนทุกความ
เขม้ข้น ส่วน CAT และ GPx มีเพียงความเขม้ข้น 
600 mM เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 
0.01) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เซลล์ ท่ี
ไดรั้บสารทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนัพบวา่ทุกอตัราส่วน
ความเข้มข้น มีระดับการท างานของ SOD และ 

GPx เพิ่มข้ึน ส่วน CAT มีเพียงอัตราส่วนความ
เขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH คือ 3:600, 1:600 และ 
3:200 mM:mM ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และ
เม่ือเปรียบเทียบในกรณีท่ีไดรั้บสารชนิดเดียวกบั
ก ารได้ รับ ส ารทั้ ง  2 ช นิ ดพ ร้อมกัน  พ บ ว่ า 
อตัราส่วนความเข้มข้น 2,4-D DMA : EtOH คือ 
3:600 mM:mM มีระดบัการท างานของเอนไซมท์ั้ง 
3 ชนิด เพิ่ม ข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 
0.01) เม่ื อ เป รียบ เที ยบกับ  2,4-D DMA ความ
เข้มข้น 3 mM และ EtOH ความเข้มข้น 600 mM 
ส่วนอตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH 
คือ 3:200 mM:mM มีระดบัท างานของ SOD และ 
GPx เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) 
มีระดบัท างานของ CATเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติ (p < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ 2,4-D 
DMA ค วาม เข้ม ข้น  3 mM และ  EtOH ค ว าม
เขม้ขน้ 200 mM (ตารางท่ี 2) 

 

 
รูปที่ 2. ปริมาณอนุมูลอิสระภายในเซลล ์HepG2 ท่ีไดรั้บ 2,4-D DMA และ EtOH ในกรณีท่ีรับสารชนิดเดียว และรับสัมผสัร่วม เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ด้วยวิธี DCFH-DA แสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation (SD)) โดยท่ี a = p < 
0.01 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม b = p < 0.01 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 600 mM และ c = p 
< 0.01 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 200 mM  
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ตารางที่ 2. ผลการท างานของเอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (SOD) คะตาเลส (CAT) และกลูตาไธโอน
เปอร์ออกซิเดส (GPx) 

 

ชนิดสารทดสอบ 

จ านวนเท่าการท างานของเอนไซมท่ี์เพ่ิมข้ึน (+) เม่ือเทียบกบั control 

SOD CAT GPx 

2,4-D DMA 1 mM 

2,4-D DMA 3 mM 

EtOH 200 mM 

EtOH 600 mM 

2,4-D DMA 1 mM + EtOH 200 mM 

2,4-D DMA 3 mM + EtOH 600 mM 

2,4-D DMA 1 mM + EtOH 600 mM 

2,4-D DMA 3 mM + EtOH 200 mM 

+10.68a 

+18.37 a 

+6.98 a 

+11.18 a 

+11.16 a 

+50.68 a, b 

+13.31 a 

+20.79 a, c 

+1.39 

+4.89 a 

+1.11 

+2.52 a 

+2.28 

+7.79 a, b 

+3.23 a 

+6.08 a, d 

+10.62 a 

+14.54 a 

+4.38 

+12.10 a 

+11.04 a 

+28.94 a, b 

+13.90 a 

+21.34 a, c 

การท างานของเอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (SOD) คะตาเลส (CAT) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GPx) ในเซลล์ HepG2 ท่ีได้รับ 2,4-D 
DMA และ EtOH ในกรณีท่ีรับสารชนิดเดียวและรับสัมผสัร่วมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของเอนไซม์ท่ีเพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกบัเซลล ์
HepG2 กลุ่มควบคุม โดยท่ี a = p < 0.01 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม b = p < 0.01 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 600 
mM c = p < 0.01 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 200 mM และ d = p < 0.05 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 
3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 200 mM 
 

ผลการวัดปริมาณรีดิวซ์กลูตาไธโอน (GSH) 
เซลล์ ท่ี ได้ รับ  2 ,4-D DMA หรือ EtOH 

เพียงอย่างเดียว และไดรั้บสารทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนั 
พบว่าอตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH 
คือ  1:200, 3:600, 1:600 และ 3:200 mM:mM ทุก
อัตราส่วนความเข้มข้นท าให้ระดับ GSH ลดลง
อ ย่ า ง มี นั ย ส าคั ญ ท างส ถิ ติ  (p < 0.01) เม่ื อ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ส่วนเซลล์ท่ีไดรั้บสาร
ทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนั อตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D 
DMA : EtOH คื อ  3:600 mM:mM มี ระดับ  GSH 
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p < 0.01) เม่ือ
เปรียบเทียบกับ 2,4-D DMA ความเข้มข้น 3 mM 
แล ะ  EtOH ค ว าม เข้ ม ข้ น  600 mM แล ะ เม่ื อ

เปรียบเทียบอตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : 
EtOH คื อ  3:200 mM:mM มี ระดับ  GSH ลดล ง
อ ย่ า ง มี นั ย ส าคั ญ ท างส ถิ ติ  (p < 0.01) เม่ื อ
เปรียบเทียบกับ 2,4-D DMA ความเข้มข้น 3 mM 
และ EtOH ความเขม้ขน้ 200 mM (ตารางท่ี 3) 
 
ผลการวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์ (MDA) 

พบว่าเซลล์ ท่ีได้รับ 2,4-D DMA เพียง
อย่างเดียวความเข้มข้น 3 mM และได้รับ EtOH 
เพียงอย่างเดียวความเข้มข้น 600 mM มีระดับ 
MDA เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ส่วนเซลลท่ี์ไดรั้บ
สารทั้ง 2 ชนิดพร้อมกัน อตัราส่วนความเขม้ข้น 
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2,4-D DMA : EtOH คือ 3:600, 1:600 และ 3:200 
mM:mM มีระดับ MDA เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิ ติ  (p < 0.01) เม่ือ เป รียบ เทียบกับก ลุ่ม
ควบคุม ส่วนเซลลท่ี์ไดรั้บสารทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนั 
พบวา่อตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-D DMA : EtOH 
คือ 3:600 mM:mM มีระดบั MDA เพิ่มข้ึนอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกบั  

2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความ
เขม้ขน้ 600 mM ส่วนอตัราส่วนความเขม้ขน้ 2,4-
D DMA : EtOH คื อ  3:200 mM:mM มี ร ะ ดั บ 
MDAเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
เม่ื อ เป รียบ เที ยบกับ  2 ,4 -D DMA ความ เข้ม        
ข้น  3 mM และ  EtOH ค วาม เข้ม ข้น  200 mM           
(ตารางท่ี 3) 

 

ตารางที ่3. ปริมาณรีดิวซ์กลูตาไธโอน (GSH) และมาลอนไดอลัดีไฮด ์(MDA) 
 

ชนิดสารทดสอบ 

จ านวนเท่าปริมาณเอนไซมท่ี์เพ่ิมข้ึน (+) หรือลดลง (-) เม่ือเทียบกบั control 

GSH MDA 

2,4-D DMA 1 mM 

2,4-D DMA 3 mM 

EtOH 200 mM 

EtOH 600 mM 

2,4-D DMA 1 mM + EtOH 200 mM 

2,4-D DMA 3 mM + EtOH 600 mM 

2,4-D DMA 1 mM + EtOH 600 mM 

2,4-D DMA 3 mM + EtOH 200 mM 

-0.26 a 

-0.53 a 

-0.22 a 

-0.45 a 

-0.33 a 

-0.87 a, b 

-0.50 a 

-0.73 a, c 

+1.16 

+1.95 a 

+1.06 

+1.77 a 

+1.26 

+3.20 a, b 

+1.84 a 

+2.53 a, d 

ปริมาณรีดิวซ์กลูตาไธโอน (GSH) และมาลอนไดอลัดีไฮด์ (MDA)  ในเซลล์ HepG2 ท่ีได้รับ 2,4-D DMA และ EtOH ในกรณีท่ีรับสารชนิดเดียวและ
รับสัมผสัร่วมเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของเอนไซมท่ี์เพ่ิมข้ึนหรือลดลงเม่ือเทียบกบัเซลล์ HepG2 กลุ่มควบคุม โดยท่ี a = p < 0.01 เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม b = p < 0.01 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 600 mM c = p < 0.01 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA 
ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 200 mM และ d = p < 0.05 เม่ือเทียบกบั 2,4-D DMA ความเขม้ขน้ 3 mM และ EtOH ความเขม้ขน้ 200 mM 
 

 วจิารณ์ผลการวจัิย  
จากการศึกษาพบว่า 2,4-D DMA และ 

EtOH มีความเป็นพิษต่อเซลล์ตามระดับความ
เข้มข้น ท่ี เพิ่ มมาก ข้ึน  (dose dependent) โดยมี
การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าสาร 2,4-ดี และอนุพนัธ์
รวมถึง EtOH ท าให้ เกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์
HepG2 ไดโ้ดยจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อเยื่อหุ้ม

ไมโตคอนเดรีย สามารถเหน่ียวน าให้เกิดการตาย
แบบ apoptosis13,14 และผลของการสัมผสัร่วมของ 
2,4-D DMA และ EtOH ซ่ึงวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 
compusyn (ตารางท่ี  1) แสดงให้ เห็ นว่า 2 ,4 -D 
DMA:  EtOH 2:400, 2.5:500 แ ล ะ  3:200 
mM:mM)  จ ะ มี ป ฏิ กิ ริ ย า แ บ บ เส ริ ม ฤ ท ธ์ิ 
(synergism) โดยมีค่า Value combination Index: CI 
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< 1 ซ่ึงจะท าให้เซลล์ตายเพิ่มมากข้ึนกว่าการได้รับ
สารเด่ียว 

จากการวดัปริมาณการเกิดอนุมูลอิสระ 
(Reactive oxygen species : ROS) แสดงให้เห็นว่า
ก ารได้ รับสั ม ผัสส ารทั้ งส องช นิ ดส าม ารถ
ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระซ่ึงจะส่งผลให้เพิ่มภาวะ
ออก ซิ เดชัน ภ ายใน เซ ลล์ ได้  ซ่ึ งก ล ไกก าร 
Metabolism และการเกิดความเป็นพิษจากสาร
กลุ่ม Chlorophenoxy  ยงัไม่สามารถอธิบายได้
อย่างสมบูรณ์ แต่ผลลพัธ์จากการศึกษาก่อนหน้า
แสดงให้เห็นวา่สามารถส่งผลกระทบต่อเซลล์ตบั
และอวยัวะอ่ืน ๆ ได้15  สามารถกระตุน้การผลิต
อนุมูลอิสระ (hydroxyl radicals) ในยีสต์16 รวมทั้ง
กระตุน้การผลิตสารอนุมูลอิสระในเซลล์ HepG2 
โดยมีระดบัอนุมูลอิสระมากข้ึนตามระดบัความ
เขม้ขน้ท่ีไดรั้บ ส่วนการไดรั้บสัมผสั EtOH นั้นมี
กลไกในกระบวนก าจดัสารพิษในเซลล์ตบัหลาย
กลไก แต่มีกลไกท่ีส าคญัคือเซลล์ตับจะเปล่ียน 
EtOH ให้ เป็นอะซิทัลดีไฮด์  ซ่ึ งจะส่งผลให้ มี
อนุมูลอิสระเกิดข้ึนโดยท่ีสารอนุมูลอิสระสามารถ
จั บ กั บ  membrane phospholipid เกิ ด เป็ น  lipid 
peroxidation ไ ด้ ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ห ลั ก คื อ 
malondialdehyde แล ะ  4-hydroxy-2-noenol ซ่ึ ง  4-
hydroxy-2-noenol สามารถกระตุ้นให้เกิด Reactive 
oxygen species และกระตุ้นเอนไซม์ต้านอนุมูล
อิสระใหเ้พิ่มมากข้ึน เช่น SOD  CAT เป็นตน้17,18  

ผลการวดัการท างานของเอนไซม์ต้าน
อนุมูลอิสระ SOD CAT และ GPx พบวา่การไดรั้บ
สัมผัสสาร 2,4-D DMA และการได้รับสัมผัส 
EtOH ท าให้มี ร้อยละการท างานของเอนไซม์
ดงักล่าวเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ได้
รับสัมผ ัสสารทดสอบ แสดงให้ เห็นว่ามีการ

ท าง าน ข อ ง  SOD เกิ ด ข้ึ น เพื่ อ เร่ งป ฏิ กิ ริ ย า 
dismutation ของ superoxide anion ให้เปล่ียนเป็น
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) มากข้ึน จากนั้น
การท างานของ CAT และ GPx จึงเพิ่มข้ึนเพื่อลด
พิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยเปล่ียนให้
เป็นน ้ า (H2O) และออกซิเจน (O2) ซ่ึงสอดคล้อง
กบัผลการเกิดอนุมูลอิสระ กล่าวคือเม่ือมีปริมาณ
อนุมูลอิสระมากข้ึน จะกระตุ้นการท างานของ
เอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระใหสู้งข้ึน19  

การรับสัมผสั 2,4-D DMA และ EtOH ท า
ให้ มี ร้ อ ย ล ะ ข อ งป ริม าณ  GSH ล ด ล ง เม่ื อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ได้รับสัมผสัสาร ซ่ึง
สอดคล้องกับศึกษาของ Shafeeq and Mahboob 
(2019) และ Ogony et al. (2008) พบว่าการได้รับ 
2-4 ดี และการไดรั้บสัมผสั EtOH ต่างก็มีผลท าให้
ระดบั GSH ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 
รวมทั้งผลการศึกษาดงักล่าวยงัสอดคล้องกบัผล
ของการศึกษาการท างานของ GPx ท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึง
แสดงให้เห็นวา่เม่ือมีการท างานของ GPx ท่ีสูงข้ึน
จ ะ ท า ให้ ร ะ ดั บ  GSH ล ด ล ง  เน่ื อ ง จ าก ใน
กระบวนการก าจัด  Hydrogen peroxide (H2O2) 
GSH จะรวมตัวกับ  H2O2 แล้ว ถูก เป ล่ียน เป็ น 
Oxidized form และน ้ า โดยอาศยัการท างานของ 
GPx20,21 

ผลการวดัระดับ MDA แสดงให้เห็นว่า
เกิด lipid peroxidation ท าให้มี MDA ภายในเซลล์
มากข้ึน สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Shafeeq and 
Mahboob (2019) และ  Ogony et al. (2008) โด ย
การไดรั้บ 2-4 ดี และการไดรั้บสัมผสั EtOH ต่างก็
มีผลท าให้ระดับ MDA เพิ่มข้ึน ซ่ึงกระบวนการ
เกิด lipid peroxidation จะได้ผลิตภัณฑ์หลักคือ 
MDA แล้วยงัเกิด 4-hydroxy-2-noenol ข้ึนได้ ซ่ึง 
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4-hydroxy-2-noenol สามารถกระตุน้ให้เกิด ROS 
ไดอี้กเช่นกนั  

จากการศึกษาในคร้ังน้ีจะเห็นไดว้่า ROS 
จะเป็นส่ือกลางของความเป็นพิษของ 2,4-D DMA 
และ EtOH จากขอ้มูลการศึกษาต่าง ๆ จะเห็นได้
วา่มีการสร้าง ROS เกิดข้ึน รวมทั้งการแสดงออก
ของเอนไซม์ต้านอนุ มูล อิสระ  ซ่ึ งสารก ลุ่ม 
Chorophenoxy จะท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ เยื่อหุ้มไม
โตคอนเดรีย และการสร้าง 2,4-D CoA จึงส่งผล
ต่อการสร้างพลงังานและกลไกท่ีตอ้งใช้พลงังาน
ภายในเซลล์ รวมทั้งพบว่า EtOH สามารถรบกวน
โครงสร้างทางกายภาพของเยื่อหุ้มเซลล์ได้ด้วย
การละลายไขมนัและรบกวนโปรตีนท่ีอยู่บนเยื้อ
หุ้มเซลล์22 ซ่ึงสาเหตุน้ีอาจท าให้สาร 2,4-D DMA 
สามารถซึมผ่านเข้าสู่ เซลล์ได้ง่ายข้ึนจึงส่งผล
กระทบต่อเซลล์มากข้ึน รวมทั้งการ metabolism 
EtOH ในการเปล่ียน EtOH เป็น Acetaldehyde จะ

ผลิต ROS จ านวนมาก นอกจากน้ีมีการศึกษาท่ี
พบว่าสาร 2,4-D สามารถถูก metabolized เป็น 
2,4-DCP โ ด ย ใ ช้  cytochrome p450 3A4 
(CYP3A4)23  ทั้ ง น้ี  CYP3A4 ท่ี ถู ก ก ระ ตุ้ น ให้
ท างานยงัสามารถ metabolism EtOH ได้จึงจะท า
ใหผ้ลิต ROS ได ้ 

กรณีท่ีเซลล์ไม่สามารถสร้างพลงังานได ้
เซลล์จะสลายกลูโคสเพื่อให้เกิดพลังงานด้วย
ก ร ะ บ วน ก าร ไ ก ล โค ไ ล ซี ส ซ่ึ งส ารก ลุ่ ม 
Chorophenoxy จะยบัย ั้งกระบวนการสร้าง ATP 
ท าให้รบกวนกระบวนการไกลโคไลซีส รวมทั้งมี
การสร้าง 2,4-D CoA 24  อาจท าให้เกิดการแย่งกนั
กบั acetyl-CoA เพื่อเข้าสู่วฏัจกัรเครบส์ซ่ึงจะไม่
เกิดการสร้างพลงังาน ในกรณีท่ี acetyl-CoA คัง่อยู่
ในเซลล์มากจะเขา้สู่กระบวนการสร้างคีโตนบอด้ี 
ซ่ึงการมีคีโตนบอด้ีในเซลล์สามารถส่งผลให้เกิด 
ROS ได ้25 (รูปท่ี 3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

   
 

รูปที่ 3. สรุปกลไกการสร้าง ROS ของ 2,4-D DMA และ EtOH 

 

ระดบั ROS ในเซลลสู์งข้ึน 

2,4-D DMA 

ท าลายเยื่อหุ้มเซลลแ์ละเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรีย 

กระบวนการ Oxidative Phosphorylation หยดุชะงกั 

ATP ในเซลลล์ดลง 

กระบวนการโซเดียมโพแทสเซียมป๊ัมหยดุชะงกั 

เกิดภาวะไม่สมดุลของไอออน 

EtOH 

ไมโตคอนเดรียเกิดการบาดเจ็บ 

ระดบั ROS ในเซลลสู์งข้ึน 

เปล่ียนเป็น Acetaldehyde ดว้ย CYP 2E1 
และเปล่ียนเป็น Acetate ดว้ยเอนไซม ์ALDH 

 
ระดบั ROS ในเซลลสู์งข้ึน 

เกิดภาวะ Lipid peroxidation ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น  
4-HNE 

1. EtOH ท าลายเยื่อหุ้มเซลล ์

 สาร 2,4-D DMA เขา้สู่เซลลม์ากข้ึน 

ระดบั ROS ในเซลลสู์งข้ึน 

3. สาร 2,4-D DMA กระตุน้ให้มี 

การสร้าง cytochrome P450 3A4 ซ่ึงสามารถเปล่ียน 

EtOH เป็น Acetaldehyde ได ้ท าให้ระดบั ROS ใน
เซลลสู์งข้ึน 

 

 

2. สาร 2,4-D DMA สร้าง 2,4-D coA แยง่ Acetyl-

CoA เพ่ือเขา้วฏัจกัรเครป  

ท าให้ไม่สามารถผลิต ATP ได ้ 

ท าให้ Acetyl-CoA เปล่ียนเป็นคีโตนบอด้ี 

ส่งผลให้ระดบั ROS ในเซลลสู์งข้ึน 

 

 

2,4-D DMA และ EtOH 
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สรุป 
การศึกษาคร้ังน้ีได้แสดงให้เห็นได้อย่าง

ชดัเจนวา่เซลล์ HepG2 ท่ีมีการสัมผสัร่วมของสาร 
2,4-D DMA ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 3 mM และ EtOH 
ความเข้มข้น 200 mM ส่งผลให้เกิดภาวะเครียด
ออกซิเดชันภายในเซลล์ โดยผลจากการศึกษา
แสดงให้เห็นได้ว่ามีการสร้าง Reactive oxygen 
species เพิ่มข้ึนมากกว่าการไดรั้บสัมผสัสารเพียง
ชนิดเดียว รวมทั้ งมีการแสดงออกของเอนไซม์
ต้านอนุมูลอิสระท่ี เพิ่ม ข้ึนมากกว่าการได้รับ
สัมผ ัสสารเพียงชนิดเดียวเช่นกัน  ได้แก่  การ
ท างานของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส 
การท างานของเอนไซม์คะตาเลส และการท างาน
ของเอนไซม์ก ลู ตาไธโอน เปอ ร์ออก ซิ เดส 
ตลอดจนการลดลงของปริมาณ รีดิวซ์กลูตาไธ
โอนและการเพิ่มข้ึนของปริมาณมาลอนไดอลัดี
ไฮด์ นอกจากน้ีการสัมผ ัสร่วมของสาร 2,4-D 
DMA และ EtOH ยงัเพิ่มความเป็นพิษต่อเซลล์ซ่ึง
เป็นผลมาจากภาวะเครียดออกซิเดชัน ดังนั้ นจึง
สรุปได้ว่าการสัมผสัร่วมของสาร 2,4-D DMA 
และ EtOH มีปฏิกิริยาแบบเสริมฤทธ์ิต่อภาวะ
เครียดออกซิเดชนัและความเป็นพิษต่อเซลล ์ 
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