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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 (Type 2 Diabetes) จัดเปนหนึ่งในปญหาสําคัญทาง

สาธารณสุขที่สงผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของผูปวย และสรางความลําบากใหกับญาติและ

ครอบครัว เนื่องจากมีจํานวนผูปวยโรคเบาหวานประเภทนี้สูงถึงรอยละ 90-95 ของผูปวย

โรคเบาหวานทั้งหมด [1, 2] โดยพยาธิสภาพที่สําคัญของโรคเบาหวานประเภทนี้ไดแก ภาวะดื้อตอ

อินซูลิน (Insulin resistance) ซึ่งเปนภาวะความผิดปกติหนึ่งในกลุมความผิดปกติที่เสี่ยงตอการ

เกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular disease) เรียกวา metabolic syndrome [3]  

โรคเบาหวานมีอุบัติการณเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจากอดีตจนถึงปจจุบัน และมีแนวโนมจะเพิ่มข้ึนอีก

ในอนาคต  จากรายงานผูปวยโรคเบาหวานทั่วโลกในป ค.ศ.2000 พบผูปวยจํานวนทั้งสิ้นกวา 171 

ลานคน และในป ค.ศ.2030 คาดวาจะมีผูปวยโรคเบาหวานเพิ่มข้ึนเปน 366 ลานคน [4] สงผล

กระทบตอภาวะเศรษฐกิจในหลายประเทศ อาทิ ประเทศที่พัฒนาแลวอยางสหรัฐอเมริกา ตองเสีย

คาใชจายในการบําบัดรักษาผูปวยโรคเบาหวานและภาวะแทรกซอนในป ค.ศ.2002 รวมทั้งสิ้นกวา 

132 พันลานดอลลาร  ซึ่งมากกวารอยละ 50 เปนผูปวยที่มีอายุมากกวา 65 ป [5] ตอมาในป ค.ศ.

2005 สหรัฐอเมริการายงานจํานวนผูปวยโรคเบาหวานที่อายุมากกวา 20 ปเพิ่มข้ึนอีก 1.5 ลานคน 

และไดจัดโรคเบาหวานเปนสาเหตุการตายอันดับตนๆของประเทศ [6] โดยรวมแลวในปดังกลาวมี

จํานวนผูเสียชีวิตจากโรคเบาหวานทั่วโลกประมาณ 1.1 ลานคน เฉลี่ยนาทีละ 2 คน ในขณะที่

ประเทศไทยมีอุบัติการณของโรคเบาหวานเพิ่มข้ึนเชนกัน กระทรวงสาธารณสุขไดจัดให

โรคเบาหวานเปน 1 ใน 5 ของโรครายที่คราชีวิตคนไทยมากที่สุด และเปนที่นาวิตกที่ในปจจุบัน

ประเทศไทยติดอันดับ 4 ของจํานวนผูปวยเบาหวานมากที่สุดในเอเชีย [7] 

ความรุนแรงของโรคเบาหวานสงผลใหหลายประเทศทั่วโลกใหความสําคัญกับ

การปองกันและหาวิธีการในการรักษาดูแลผูปวยเบาหวานมากยิ่งขึ้น  แมวาการศึกษาจํานวนมาก

สามารถพิสูจนไดแลววาโรคเบาหวานสามารถปองกันได โดยการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการ

ดํารงชีวิตและลดปจจัยเสี่ยงตอการเกิดโรค สามารถลดอัตราการเกิดโรคไดถึงรอยละ 58 อยางไรก็

ตาม ปญหาที่พบคือ มีผูปวยจํานวนไมนอยที่เปนโรคเบาหวานโดยไมรูตัว หรือมีการตรวจวินิจฉัยที่

ลาชา  ทําใหรูตัวก็ตอเมื่อเปนโรคแลว ดังตัวอยางในประเทศไทย มีผูปวยกวารอยละ 50 ของผูปวย

เบาหวานทั้งหมดในประเทศหรือประมาณ 1.8 ลานคนที่ไมรูตัววาเปนโรคนี้ [8] ทําใหผูปวยสูญ 

เสียโอกาสในการปองกันการเกิดโรค   
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ปจจุบันจึงไดมีการศึกษาจํานวนมากที่มีวัตถุประสงคในการแสวงหาทางเลือก

ใหม เพื่อใหผูรักสุขภาพไดลดความเสี่ยงตอการเกิดโรคและผูปวยไดรับการบําบัดที่เจ็บตัวนอย

ที่สุด  โดยทางเลือกที่คาดหวังผลไดและกอใหเกิดอันตรายนอยมักเกี่ยวของกับการใชประโยชน

จากสมุนไพร  ผลไม  หรือพืชทองถิ่น  [9] เนื่องจากพืชสวนใหญมีสารในกลุมโพลีฟนอล 

(Polyphenols) ซึ่งมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเปนสารสําคัญ จึงมีบทบาทในการลดอนุมูลอิสระที่เปน

สาเหตุของการทําลายเซลลและเปนปจจัยสําคัญประการหนึ่งที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่แสดงวาสารฟลาโวนอยด (Flavonoids) 

ชนิดโปรแอนโธไซยานิดิน (Proanthocyanidin) ที่พบมากในเมล็ดและเปลือกขององุน มีสรรพคุณ

ทางการแพทยที่หลากหลาย อาทิ สรรพคุณในการตานมะเร็ง ตานการอักเสบ ตานเชื้อจุลชีพ เปน

ตน ทั้งนี้บทบาทที่สําคัญและเปนที่ยอมรับไดแก ฤทธิ์ในการตอตานอนุมูลอิสระทีม่ปีระสิทธภิาพสงู

กวาวิตามินซี อี และเบตาแคโรทีนเมื่อใชในปริมาณที่เทากัน [10] ตอมาจึงเร่ิมมีการศึกษาฤทธิ์ของ

สารสกัดเมล็ดองุนที่เกี่ยวของกับโรคเบาหวานและพบวาสารสกัดจากเมล็ดองุนสามารถลดระดับ

น้ําตาลในเลือดของหนูเบาหวานที่ถูกเหนี่ยวนําดวย streptozotocin และ alloxan ได [11,12]  

นอกจากสารทั้งสองชนิดนี้แลว น้ําตาลฟรุกโตสยังเปนอีกหนึ่งปจจัยที่สงเสริมการเกิดโรคเบาหวาน

และภาวะดื้ออินซูลินไดเชนกัน แมวาการรับประทานน้ําตาลฟรุกโตสเปนสารใหความหวานในขนม

หวานหรือเครื่องดื่มแทนน้ําตาลทรายมีมาอยางตอเนื่อง แตจากการศึกษาวิจัยชี้ใหเห็นวา การ

ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet) ติดตอกันเปนเวลานาน สามารถ

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะระดับน้ําตาล อินซูลินและไตรกลีเซอไรดในเลือดสูง [13-16] และลดการ

แสดงออกรวมถึงการเติมหมูฟอสเฟตของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินอันเปนเหตุใหเกิดความ

บกพรองในการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล [15,17] โดยผลจากเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสซึ่ง

ไมผานการควบคุมอัตราการเกิดปฏิกิริยาโดยเอนไซมภายในเซลล กอใหเกิดการสังเคราะหสารตั้ง

ตนของกระบวนการสังเคราะหกลูโคสในเซลลตับเพิ่มข้ึน อีกทั้งยังเพิ่มการสังเคราะหไตรกลีเซอไรด

ในเซลลตับ [18] และเรงการสลายไขมันในเซลลไขมัน นําไปสูการปลดปลอยกรดไขมันอิสระ 

(Free fatty acids; FFA) ออกสูกระแสเลือดมากขึ้น ซึ่ง FFA เปนตัวการสําคัญหนึ่งที่ทําให

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลเปาหมายของอินซูลินเกิดความบกพรอง กลายเปน

ภาวะดื้ออินซูลินและโรคเบาหวานในที่สุด [19] อยางไรก็ตาม ยังไมมีงานวิจัยที่ศึกษาฤทธิ์ของสาร

สกัดเมล็ดองุนในการปองกันภาวะดื้ออินซูลินและโรคเบาหวานประเภทที่ 2 อันเนื่องมาจากการ

ตอบสนองของเซลลเปาหมายตออินซูลินในระดับการสงสัญญาณภายในเซลล รวมถึงการ

แสดงออกของสารชีวโมเลกุลที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ในระดับโมเลกุล โดย

การเหนี่ยวนําของอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง 
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การศึกษาครั้งนี้จึงมีความสนใจศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอ

การสงสัญญาณในเซลลเปาหมายที่ตอบสนองตอการกระตุนของฮอรโมนอินซูลิน โดยศึกษาผล

ของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับน้ําตาลกลูโคส ฮอรโมนอินซูลิน และไขมันในเลือดของหนูขาวที่ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินจากการใหอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสในปริมาณสูง 

และผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณในเซลลที่ตอบสนองตอ

การทํางานของอินซูลิน รวมถึงผลตอปริมาณการสะสมไกลโคเจนในเซลลกลามเนื้อ ดวยหวังวา

การศึกษานี้จะกอใหเกิดองคความรูใหมที่เปนประโยชนทางการแพทยและเภสัชวิทยาที่จะใชเปน

พื้นฐานและแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑเสริมอาหารหรือตัวยาในการปองกันหรือรักษา

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 ตอไปในอนาคต 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนเกี่ยวกับการลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือด 

ของหนูขาวที่ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลินจากอาหารที่มีน้ําตาลฟรุก

โตสปริมาณสูง 

2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว ระดับอินซูลิน 

ระดับไขมันในเลือด รวมถึงปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อ ของหนูขาวที่

ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลินจากอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง 

3. เพื่อศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของโปรตีน
ตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล  โปรตีนที่ทําหนาที่สงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล  

และโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลลอันเนื่องมาจากการกระตุนของอินซูลิน 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนในเชิงปองกันภาวะดื้ออินซูลินในหนูขาวที่ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง เปนเวลา 8 สัปดาห 

โดยวิเคราะหผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอน้ําหนักตัว ระดับน้ําตาลกลูโคส ระดับอินซูลิน ระดับ

ไขมันในเลือด ปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อ และการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออก

ของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อหนูขาว 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

1. ทราบถึงฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนทั้งในเชิงปองกันและเชิงรักษาความไวของเซลล
ในการตอบสนองตออินซูลินในหนูขาวที่ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลิน

จากอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง 

2. ทราบถึงบทบาทการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของ
โปรตีนตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล  โปรตีนที่ทําหนาที่สงสัญญาณอินซูลินภายใน

เซลล  และโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลลอันเนื่องมาจากการกระตุนของอินซูลินภายใน

เซลลในหนูขาวที่ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลินจากอาหารที่มีน้ําตาล 

ฟรุกโตสปริมาณสูง 

3. เปนขอมูลในการพิจารณาสารสกัดจากเมล็ดองุนเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมเพื่อ
ปองกันการเกิดโรคเบาหวานและภาวะดื้ออินซูลิน 

4. เปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาวิจัยตอไปในอนาคต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

1.  โรคเบาหวาน 

โรคเบาหวาน (Diabetes Mellitus) จัดอยูในกลุมความผิดปกติที่เรียกวา metabolic 

syndrome ซึ่งเปนกลุมของภาวะที่เสี่ยงตอการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular 

disease) ตามเกณฑที่กําหนดโดยสมาพันธโรคเบาหวานสากล (International Diabetes 

Federation; IDF) ดังนี้  1) มีระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดสูง (Hyperglycemia) รวมกับภาวะดื้อ

อินซูลิน (Insulin resistance)   2) มีระดับไขมันในเลือดที่ผิดปกติ (Dyslipidemia) กลาวคือ ระดับ

คอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอรไรดสูง ในขณะที่ระดับ HDL ต่ํา    3) มีลักษณะอวนลงพุง 

(Abdominal obesity)  และ 4) ความดันในเลือดสูง (Hypertension) โดยผูปวยเบาหวานที่มีภาวะ 

metabolic syndrome ดังกลาวนี้ จะมีโอกาสเสี่ยงในการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดสูงขึ้น เปน

เหตุใหอัตราการเสียชีวิตสูงขึ้นดวย [3] 

โรคเบาหวานจึงเปนปญหาทางสาธารณสุขที่ทุกภูมิภาคทั่วโลกตองใหความสําคัญ เพราะ

ไมเพียงอาจกอใหเกิดการเสียชีวิตดวยสาเหตุจากโรคหัวใจและหลอดเลือดแลว ผูปวยโรคเบา 

หวานยังตองควบคุมดูแลตนเองอยางเขมงวดเพื่อปองกันภาวะแทรกซอนอื่นๆ ที่อาจเกิดขึ้นตาม

อวัยวะตางๆ อาทิ ตา (Diabetic retinopathy) ไต (Diabetic nephropathy) และระบบประสาท 

(Diabetic neuropathy)   องคการอนามัยโลก (World Health Organization; WHO) รายงาน

ความชุกของผูปวยโรคเบาหวานทั่วโลกในป ค.ศ.2000 เปนจํานวนทั้งสิ้นกวา 171 ลานคน และได

คาดการณจํานวนผูปวยเบาหวานในป ค.ศ.2030 จะเพิ่มสูงขึ้นเปน 366 ลานคน [4]  แนวโนม

ดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความรุนแรง  และสรางคาใชจายมหาศาลในการรักษาพยาบาล หาก

ประชากรโลกยังไมหันมาใสใจดูแลสุขภาพและปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการดํารงชีวิตและการบริโภค

อยางจริงจัง ก็ไมอาจหยุดยั้งการเพิ่มข้ึนนี้ได    

 โรคเบาหวานแบงออกเปน 2 ประเภทหลกัๆ ตามความผิดปกติในการหลั่งและการทํางาน

ของฮอรโมนอนิซูลิน 
1. โรคเบาหวานประเภทที ่1  (Type 1 Diabetes Mellitus) 

เดิมเรียกวา Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (IDDM)  ผูปวยจะไดรับการ

รักษาดวยการฉีดฮอรโมนอินซูลินวันละครั้ง เนื่องจากความบกพรองในการผลิตและหลั่งฮอรโมน
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อินซูลินของตับออน จากการที่ β-cell มีความผิดปกติตั้งแตกําเนิดหรือถูกทําลายภายหลังจาก

ปจจัยทางสิ่งแวดลอม เชน การติดเชื้อไวรัสบางชนิด หรือถูกทําลายดวยระบบภูมิคุมกันของ

รางกายเอง ทําใหมีปริมาณอินซูลินไมเพียงพอตอความตองการของรางกายเพื่อใชในการขนสง

น้ําตาลกลูโคสเขาสูเซลล สงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้นในที่สุด นอกจากนี้ ผูปวยเบาหวาน

ประเภทที่ 1 ยังมีภาวะกรดคีโตนคั่งในเลือดจากการที่รางกายใชกรดไขมันเปนแหลงพลังงานแทน

การใชพลังงานจากกลูโคส   ในจํานวนผูปวยเบาหวานทั้งหมดพบผูปวยเบาหวานประเภทนี้เพียง 

5-10 % โดยผูปวยสวนใหญเปนเด็กหรือวัยรุนและมักเกี่ยวเนื่องจากผลทางพันธุกรรม [20] 

2. โรคเบาหวานประเภทที ่2  (Type 2 Diabetes Mellitus) 
เดิมเรียกวา Non Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM) ผูปวย

โรคเบาหวานประเภทนี้ไมตองรับการฉีดอินซูลินในการรักษา เนื่องจากตับออนยังสามารถสราง

และหลั่งฮอรโมนอินซูลินได เพียงแตเซลลเปาหมายไมสามารถตอบสนองตอการกระตุนของ

อินซูลิน นั่นคือ มีอินซูลินแตไมสามารถทํางานได อันเกิดจากความบกพรองบางประการในการสง

สัญญาณภายในเซลล เรียกภาวะนี้วา ภาวะดื้ออินซูลิน (Insulin resistance) ซึ่งสาเหตุของภาวะ

ดื้ออินซูลินนี้เกิดไดหลายทาง ทั้งจากปจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอม ทําใหจํานวนผูปวย

โรคเบาหวานประเภทนี้มีสูงถึง 90-95 % ของจํานวนผูปวยเบาหวานทั้งหมด [20] ผูปวยเบาหวาน

ประเภทที่ 2 จะมีระดับน้ําตาลในเลือดสูงเชนเดียวกับประเภทที่ 1 แตไมมีภาวะกรดคีโตนคั่งใน

เลือดรวมดวย ความเสี่ยงตอการเกิดโรคเบาหวานประเภทนี้มักเพิ่มข้ึนตามอายุ คือพบในผูสูงอายุ

มากกวาในเด็ก นอกจากนี้ ความอวนยังเปนอีกหนึ่งปจจัยสําคัญที่สงเสริมการเกิดภาวะดื้ออินซูลิน

และโรคเบาหวานประเภทที่ 2 [21] 
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2.  ภาวะสมดุลของระดับน้ําตาลในเลอืด (Glucose Homeostasis) 

    2.1  การดูดซึมน้ําตาลกลูโคส 
  

 
 
ภาพที่ 2.1   การดูดซึมน้ําตาลกลูโคส : หลังจากสารอาหารจําพวกคารโบไฮเดรตถูกยอยใน

ลําใสเล็กสวนตนกลายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ไดแก กลูโคส ฟรุกโตส และกาแลกโตสแลว 

น้ําตาลกลูโคสจะถูกนําเขาสูเซลลผนังลําไส (epithelium cell)  พรอมกับโซเดียม  (Na+) ผาน

โปรตีนขนสงที่มีชื่อวา Na+ glucose co-transporter หรือ SGLT1 [22] จากนั้นดูดซึมเขาสูกระแส

เลือดผานโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใชพลังงานชนิด GLUT2 ขนสงไปยังอวัยวะตางๆ เพื่อผาน

กระบวนการเมตาบอลิซึมและสังเคราะหพลังงานตอไป 

รูปภาพจาก : 

http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/LIPIDS/transport.html

 

 

 

 

 

 

http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/LIPIDS/transport.html
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2.2  การรักษาสมดลุระดบัน้ําตาลกลูโคสในเลือด 

ในคนปกติ ระดับกลูโคสในเลือดจะเพิ่มสูงขึ้นขณะรับประทานอาหาร และสูงสุดหลัง

รับประทานอาหารประมาณ 30 นาทีถึง 1 ชั่วโมง จากนั้นลดลงสูระดับปกติภายใน 2 ชั่วโมง โดย

การเรงการนํากลูโคสเขาเซลลเพื่อใชเปนพลังงานในเซลลและเก็บสํารองยามขาดแคลน ในทาง

ตรงกันขาม เมื่อรางกายขาดอาหาร สงผลใหระดับกลูโคสในเลือดลดลง เซลลจะทําหนาที่ชดเชย

กลูโคสในเลือดใหอยูในระดับปกติดวยการสังเคราะหกลูโคสจากพลังงานที่เก็บสํารองเหลานัน้ การ

ตอบสนองของรางกายตอการเปลี่ยนแปลงระดับกลูโคสในเลือดนี้เปนกลไกการรักษาสมดุลกลูโคส 

เพื่อปองกันภาวะน้ําตาลในเลือดสูง (hyperglycemia) ที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะผิดปกติ

โดยเฉพาะโรคเบาหวานซึ่งเปนสาเหตุสําคัญประการหนึ่งของโรคหัวใจและหลอดเลือด นอกจากนี้

ยังเพื่อปองกันภาวะน้ําตาลในเลือดต่ํา (hypoglycemia) ซึ่งเปนอันตรายตอรางกายไดเชนกัน 

เนื่องจากอวัยวะตางๆ โดยเฉพาะสมอง มีความตองการใชกลูโคสในกระบวนการตางๆภายใน

เซลล 

การควบคุมภาวะสมดุลกลูโคสดังกลาวอาศัยการทํางานรวมกันของฮอรโมนจากตับออน 

2 ชนิด ไดแก ฮอรโมนอินซูลิน (Insulin) และฮอรโมนกลูคากอน (Glucagon) ผานการกระตุน

อวัยวะเปาหมายที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิซึมของกลูโคส เพื่อปรับสมดุลระดับน้ําตาลกลูโคสใน

เลือดใหคงที่ อวัยวะเปาหมายดังกลาว ไดแก ตับ กลามเนื้อลาย และเนื้อเยื่อไขมัน 

ตับ เปนอวัยวะหลักที่ทําหนาที่รักษาสมดุลน้ําตาลในเลือดทั้งขณะรับประทานอาหารและ

อดอาหาร โดยหลังรับประทานอาหาร ผลการออกฤทธิ์ของอินซูลินจะกระตุนใหตับเพิ่มการใช

กลูโคสดวยการสังเคราะหพลังงานจากกลูโคสผานวิถีไกลโคไลซิส ลดการสังเคราะหกลูโคสจาก

ภายในเซลล ลดการสลายและเพิ่มการสรางแหลงพลังงานสํารอง  ไดแก ไกลโคเจน และในขณะ

อดอาหาร ฮอรโมนกลูคากอนจะกระตุนใหตับลดการใชกลูโคสในการสังเคราะหพลังงาน เพิ่มการ

สังเคราะหกลูโคสภายในเซลลจากหนวยยอยของโปรตีนและไขมัน ไดแก กรดอะมิโนและกรด

ไขมัน ตามลําดับ ในกรณีที่อดอาหารยาวนาน 6-12 ชั่วโมง ตับจะเรงการสลายไกลโคเจนเพื่อสราง

กลูโคส ทดแทนกลูโคสในเลือดใหมีระดับสูงขึ้นเปนปกติ จึงกลาวไดวา ตับเปนอวัยวะที่ตอบสนอง

ตอสัญญาณที่บงชี้ถึงระดับการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของกลูโคสในเลือด 

กลามเนื้อลายและเนื้อเยื่อไขมัน เปนอวัยวะสวนปลาย (Peripheral tissues) ที่สําคัญตอ

การรักษาระดับน้ําตาลในเลือดโดยเฉพาะอยางยิ่งหลังรับประทานอาหาร ทั้งนี้เนื่องจากสามารถ

เพิ่มการขนสงกลูโคสเขาเซลลไดดวยการกระตุนของฮอรโมนอินซูลิน เพื่อลดระดับกลูโคสในเลอืดสู

ระดับปกติ  
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    2.3  เมตาบอลิซึมของกลูโคสผานวถิีไกลโคไลซสิ 

 ไกลโคไลซิส (Glycolysis) เปนกระบวนการออกซิเดชั่นของกลูโคสเพื่อใหไดสารตั้งตนเขา

สูกระบวนการสรางพลังงานภายในเซลลในรูปของ adenosine triphosphate หรือ ATP โดย

กลูโคสจะผานปฏิกิริยาการเรงดวยเอนไซมหลายขั้นตอนไดเปน pyruvate หรือ lactate ข้ึนอยูกับ

สภาวะการใชออกซิเจน ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน (Aerobic condition) ผลิตภัณฑสวนใหญคือ 

pyruvate (ภาพที่ 2.2) สวนสภาวะที่ขาดออกซิเจน (Anaerobic condition) หรือขณะออกกําลัง

กาย ผลิตภัณฑที่ไดคือ lactate 

 
ภาพที่ 2.2 กระบวนการไกลโคไลซิส : ตัวเลขที่ปรากฏแตละขั้นตอนคือ เอนไซมเรงปฏิกิริยา 

2.7.1.2   : Glucokinase 

5.3.1.9   : Glucose-6-phosphate isomerase 

2.7.1.11  : Phosphofructokinase I 

3.1.3.11 : Fructose-bisphosphatase 

4.1.2.13 : Aldolase 
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5.3.1.1  : Triosephosphate isomerase 

1.2.1.12 : Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

2.7.2.3  : Phosphoglycerate kinase 

5.4.2.1  : Phosphoglycerate mutase 

4.2.1.11 : Enolase 

2.7.1.40 : Pyruvate kinase 

รูปภาพจาก :  

http://apps.missouristate.edu/mtngrv/CGB/PhenolBiosynthesisMap/Glycolysis.htm 

 
 Pyruvate ที่ไดจากกระบวนการไกลโคไลซิส จะถูกเปลี่ยนเปน acetyl coenzyme A 

(acetyl CoA) เขาสูวัฏจักรเครปส (Kreb’s cycle/Citric acid cycle) เพื่อสังเคราะห NADH และ 

FADH2 (ภาพที่ 2.3) จากนั้น ขนสงอิเลกตรอนที่ไดผานกระบวนการ electron transport chain 

ภายในไมโตคอนเดรีย เกิดผลิตภัณฑสุดทายคือ H2O และ ATP 

 

 
 
ภาพที่ 2.3 วัฏจักรเครปส  :  Kreb’s cycle หรือ Citric acid cycle เกิดขึ้นในสวน matrix 

ของไมโตคอนเดรีย หลงัจากที ่ pyruvate ซึ่งเปนผลิตภณัฑสุดทายจากกระบวนการไกลโคไลซิสใน

ไซโตซอล ถูกเปลี่ยนเปน acetyl CoA เพื่อเขาสูวัฏจักรดงักลาว 

รูปภาพจาก : 

http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/C/CellularRespiration.html

http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/C/CellularRespiration.html
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 กระบวนการไกลโคไลซิสถูกควบคุมดวยกลไลการทํางานของเอนไซม 3 ชนิด ดงันี ้

1. เอนไซม Glucokinase และ Hexokinase (HK)  

เปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอกระบวนการไกลโคไลซิสในเซลลตับและกลามเนื้อ 

ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน glucose เปน glucose-6-phosphate (G6P) อยางไรก็ตาม เมื่อ

รางกายขาดน้ําตาลกลูโคสในขณะอดอาหาร เซลลจะใชไกลโคเจนเปนแหลงพลังงานแทนผาน

กระบวนการสลายไกลโคเจน (Glycogenolysis) กระบวนการดังกลาวจะไดผลิตภัณฑเปน G6P 

จํานวนมากพอ จึงไมจําเปนตองอาศัยเอนไซม glucokinase หรือเอนไซม HK ในการเปลี่ยน 

glucose เปน G6P อีก ปฏิกิริยาที่เกิดจากเอนไซมชนิดนี้จึงไมใช major control point ใน

กระบวนการไกลโคไลซิส 

2. เอนไซม Pyruvate kinase (PK) 

เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงระหวาง phosphoenolpyruvate และ 

pyruvate  เมื่อมีปริมาณ ATP มากพอ เอนไซม PK จะมีสวนสําคัญในการกระตุนการสังเคราะห

กลูโคสจากแหลงอื่น (Gluconeogenesis) ผานกระบวนการ reverse glycolysis ดวยเหตุนี้ 

ปฏิกิริยาที่เกิดจากเอนไซมชนิดนี้จึงไมใช major control point ในกระบวนการไกลโคไลซิสเชนกัน 

3. เอนไซม Phosphofructokinase-1 (PFK-1) 

เปน tetrameric enzyme ที่สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางได 2 แบบ ไดแก 

โครงสรางแบบ R และโครงสรางแบบ T ในแตละแบบจะมีบริเวณที่สามารถจับกับ ATP (ATP 

binding site) 2 จุด คือ substrate site และ inhibitory site เนื่องจาก ATP เปนไดทั้งสารตั้งตน

และตัวยับยั้งของเอนไซม PFK-1 โดย ATP จะจับกับ substrate site ไดพอๆกัน ไมวาเอนไซม 

PFK-1 จะอยูในโครงสรางใด  ในขณะที่สามารถจับกับ inhibitory site ของเอนไซม PFK-1 ไดตอ 

เมื่ออยูในโครงสรางแบบ T เทานั้น  นอกจาก ATP แลว fructose-6-phosphate (F6P) ยังเปนสาร

ตั้งตนอีกตัวที่สามารถจับกับเอนไซม PFK-1 ได เมื่อเอนไซมมีโครงสรางแบบ R   

เมื่อใดก็ตามที่ ATP มีปริมาณสูงมากพอ เอนไซม PFK-1 จะมีแนวโนมเปลี่ยน 

เปนโครงสรางแบบ T มากขึ้น เพื่อเพิ่มการจับกันระหวาง ATP กับ inhibitory site ของเอนไซม 

และขัดขวางการจับและเรงปฏิกิริยาของ F6P ใหนอยลง สงผลใหเกิดการควบคุมการทํางานและ

ยับยั้งกระบวนการไกลโคไลซิสได ดังนั้น ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการเรงของเอนไซม PFK-1 จึงเปน 

rate-limiting step ของกระบวนการไกลโคไลซิส 

กลาวไดวา เมตาบอลิซึมของกลูโคสถูกจํากัดดวยความสามารถในการเก็บกักกลูโคส     

ในรูปของไกลโคเจน และการยับยั้งกระบวนการไกลโคไลซิสดวย ATP ผานเอนไซม PFK-1 ซึ่งเปน 

rate-limiting enzyme  
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กระบวนการไกลโคไลซิส นอกจากจําเปนตองมีอะตอมคารบอนจากโมเลกุลของกลูโคส

แลว ยังสามารถรับคารบอนจากแหลงอื่นหรือที่เรียกวา non-glucose carbons เพื่อนํามาใชใน

กระบวนการไกลโคไลซิสไดอีกดวย แหลงคารบอนอ่ืนนอกเหนือจากกลูโคส ไดแก ฟรุกโตส

(fructose)  กาแลกโตส (galactose)  แมนโนส (mannose)  กลีเซอรอล (glycerol)  และกลูคู

โรเนท (glucuronate)           

 
3.  อินซูลิน 

อินซูลินเปนฮอรโมนชนิดโพลีเปปไทดขนาด 5.808 kDa (ภาพที่ 2.4) สรางและหลั่งจาก 

β-cells ของ Islets of Langerhans ในตับออน  

 
 
ภาพที่ 2.4   โครงสรางสามมิติของฮอรโมนอินซูลิน : โมเลกุลของอินซูลินประกอบดวยกรด  

อะมิโน 51 ตัว โครงสรางของอินซูลินเปนสายเปปไทด 2 สาย ไดแก สายเอ (chain A) และสายบี 

(chain B) เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด ทําใหโมเลกุลของอินซูลินมีลักษณะเปนสายเกลียว 

(helix) ส้ันๆ 3 สาย และสะพานไดซัลไฟด (disulphide bridges) 3 เสน   

รูปภาพจาก : http://itech.dickinson.edu/chemistry/?cat=75

 

 

http://itech.dickinson.edu/chemistry/?cat=75
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ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นหลังรับประทานสามารถกระตุนการหลั่งอินซูลินจาก

ตับออนได เนื่องจาก β-cell มีโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใชพลังงาน (Facilitative glucose 

transporter) ชนิด glucose transporter 2 (GLUT2) อยูบนผิวเซลล ทําใหกลูโคสในกระแสเลือด

สามารถผานเขาสู β-cell เพื่อกระตุนกระบวนการภายในเซลลใหเกิดการหลั่งอินซูลินเขาสูกระแส

เลือดดวยวิธี exocytosis ดังแสดงในภาพที่ 2.5 

 

 

ภาพที่ 2.5 การหลัง่อินซูลินจากตับออนอันเนื่องมาจากระดับน้ําตาลกลูโคสในเลอืดที่สูงขึ้น  

รูปภาพจาก : http://www.gghjournal.com/volume22/4/ab06.cfm

 

อินซูลินมีหนาที่หลักในการรักษาสมดุลของน้ําตาลกลูโคสในเลือด โดยกอใหเกิดการ

ตอบสนองของเซลลหลายรูปแบบที่จะมีผลใหระดับกลูโคสในเลือดลดลง ทั้งเรงการนํากลูโคสเขาสู

เซลลเพื่อใชเปนพลังงาน เรงการสังเคราะหเก็บเปนแหลงพลังงานสํารองยามที่รางกายอดอาหาร

หรือขณะออกกําลังกาย และลดการสลายพลังงานสํารองเหลานั้น (ตารางที่ 2.1)    

เปาหมายหลักที่สําคัญของอินซูลินไดแก ตับ กลามเนื้อ และเนื้อเยื่อไขมัน โดยอินซูลินจะ

มีบทบาทตอการกระตุนกระบวนการไกลโคไลซิสของตับเพื่อสรางพลังงานและเก็บเปนสารชีว

โมเลกุลรูปแบบอื่น ไดแก ไกลโคเจน ไตรกลีเซอไรด และโปรตีน  สวนเซลลกลามเนื้อและเซลล

ไขมัน จะเปนสวนสําคัญที่เพิ่มการขนสงกลูโคสเขาเซลลผานโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใช

http://www.gghjournal.com/volume22/4/ab06.cfm
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พลังงาน (Facilitative glucose transporter) โดยการกระตุนของอินซูลินในรูปแบบสัญญาณ

ตอเนื่อง (Signal transduction) ผานตัวรับอินซูลินบนผิวเซลล (Insulin receptor) และโปรตีน

ตัวกลางตางๆ ภายในเซลล [23, 24] 

 

ตารางที ่2.1   แสดงหนาที่ของฮอรโมนอนิซูลิน 

 
บทบาทตอเมตาบอลิซึม ฤทธิ์ของอินซูลิน เซลลเปาหมาย 

1.คารโบไฮเดรต 1.1 ลดการสังเคราะหกลูโคสในเซลล 

      โดย ยับยั้งกระบวนการ gluconeogenesis และ 

      กระบวนการ glycogenolysis 

1.2 เพ่ิมการสังเคราะหไกลโคเจน (Glycogenesis) 

1.3 เพ่ิมการขนสงกลูโคสเขาเซลล 

      โดยเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนขนสงกลูโคส 

      บนผิวเซลล 

ตับ 

 

 

ตับ, กลามเนื้อลาย 

กลามเนื้อลาย, 

เนื้อเยื่อไขมัน 

2.ไขมัน 2.1 ลดการสลายไตรกลีเซอไรด (Lipolysis) 

2.2 เพ่ิมการสังเคราะหไตรกลีเซอไรดในเซลล 

เนื้อเยื่อไขมัน 

ตับ, เนื้อเยื่อไขมัน 

3.โปรตีน 3.1 เพ่ิมการสังเคราะหโปรตีน เซลลอื่นๆ 

 

4.  การสงสญัญาณอินซูลิน (Insulin signaling pathway) 

อินซูลินสามารถออกฤทธิ์ผานการสงสัญญาณตอเนื่องภายในเซลลเปาหมาย โดยการ

กระตุนของอินซูลินจะสงผลตอกระบวนการภายในเซลล 3 ทาง (ภาพที่ 2.6) ดังนี้  

1) กระบวนการเมตาบอลิซมึของคารโบไฮเดรต โปรตีนและไขมันภายในเซลล และ 

การเคลื่อนตําแหนงไปยังผวิเซลลของโปรตีนตัวขนสงกลูโคสเขาเซลล (Glucose  

transporter 4; GLUT4) ผานวิถ ี Phosphatidylinnositol-3 kinase (PI3K-

dependent pathway) 

2) กระบวนการเจริญและพัฒนาของเซลล (Cell proliferation and differentiation)  

 ผานวิถี Mitogen-activated protein kinase (MAP kinase pathway) 

3) กระบวนการเคลื่อนตําแหนงไปยังผวิเซลลของ GLUT4 ผานวิถ ีCbl-associated  

 protein/Cbl (CAP/Cbl pathway) 
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ภาพที่ 2.6 การกระตุนของอินซูลินผานการสงสัญญาณภายในเซลล 3 ทาง    :  PI3K-

dependent pathway (กลาง),  MAP kinase pathway (ซาย) และ CAP/Cbl pathway (ขวา) 

[25] 

อยางไรก็ตาม  วิถีการสงสัญญาณหลักในการเมตาบอลิซึมของกลูโคส ซึ่งมีความ

เกี่ยวของกับการเกิดโรคเบาหวาน โดยเฉพาะโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ไดแก PI3K-dependent 

pathway 
 
5.  การสงสญัญาณอินซูลินผาน PI3K-dependent pathway 

 อินซูลินที่หลั่งจาก β-cells ของตับออนจะไหลเวียนมาตามกระแสเลือด แลวเขาจับอยาง

จําเพาะกับ insulin receptor ซึ่งเปน tyrosine kinase receptor บนผิวเซลลเปาหมายที่ตอบสนอง

ตออินซูลินตรงสวนของ α-subunit กอใหเกิด autophosphorylation ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 

tyrosine หลายตําแหนงบน β-subunit บริเวณผิวเซลลดานใน ซึ่งเปนจุดเริ่มตนของการสง
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สัญญาณตอเนื่องในลักษณะของการเกิด  phosphorylation ใหกับโปรตีนตัวสงสัญญาณ 

(Signaling proteins) ภายในเซลล [26] 

Insulin receptor substrate (IRS) เปนโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินตัวแรก มีตั้งแต IRS-

1 ถึง IRS-4 โดย IRS-1 จะมีบทบาทมากที่สุดตอการสงสัญญาณตอเนื่องของอินซูลิน   IRS-1 จะ

ถูกเติมหมูฟอสเฟตที่กรดอะมิโนชนิด tyrosine และ serine หลายตําแหนง ซึ่งบางตําแหนงจะเปน

ที่จดจําของโปรตีนที่มีสวนที่เรียกวา src homology 2 (SH2) domain ทําให phosphatidyl 

inositol-3-kinase (PI3K) ซึ่งเปน SH2-protein ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน สามารถเขา

มาจับอยางจําเพาะกับ IRS-1 ได การจับกันดังกลาวเปนการกระตุนการทํางานของ PI3K ตอไป 

Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) เปนโปรตีน kinase ตัวสงสัญญาณที่มี

ความสําคัญ ถือเปน second messenger ของกระบวนสงสัญญาณอินซูลิน  PI3K มีโครงสรางที่

แบงออกเปน 2 สวน ไดแก p85 regulatory subunit ที่จับอยูกับ IRS-1 และ p110 catalytic 

subunit  ที่ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟตใหกับ phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate (PIP2) ที่

ตําแหนง D3 ของวงแหวน inositol เกิดเปน phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphate (PIP3) 

บริเวณผิวเซลลดานใน ซึ่งเปนโมเลกุลที่มีความสําคัญตอการกระตุนการทํางานของ protein 

kinase B ตอไป เนื่องจากโครงสรางของ PIP3 มีสวนที่สามารถจับไดกับ pleckstrin homology 

(PH) domain ที่อยูบนสวนปลายอะมิโนของ protein kinase B  

Protein kinase B (PKB) หรือที่รูจักในชื่อ Akt  เปน serine/threonine kinase ที่มีบทบาท

สําคัญตอการเจริญของเซลล (cell growth) การแบงตัวและอยูรอดของเซลล (cell proliferation 

and survival) รวมถึงปองกันการตายของเซลลแบบ apoptosis นอกจากนี้ยังทําหนาที่ตัวกลาง

การสงสัญญาณภายในเซลล ในกระบวนการสงสัญญาณจากการกระตุนของอินซูลินอีกดวย  Akt 

มี 3 isoforms ไดแก  Akt-1, Akt-2 และ Akt-3  ตรงปลายอะมิโนของ Akt มีสวน PH-domain 

สามารถจับไดกับ inositol lipids  โดยเฉพาะ PIP3 บริเวณผิวเซลลดานใน กลไกการจับกันระหวาง 

Akt และ PIP3 นี้เปนการเพิ่มโอกาสใหสวน kinase domain ของ Akt เขาใกลโปรตีน kinase ที่อยู

บนเยื่อหุมเซลลมากขึ้น เพื่อกระตุนการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ Akt  2 ตําแหนง ไดแก ตําแหนง  

threonine 308 (Thr308) ตรงสวนกลาง catalytic domain ที่เรียกวา activation loop หรือ T-loop  

และตําแหนง  serine 473 (Ser473) ตรงสวนปลาย carboxy ที่เรียกวา hydrophobic motif หรือ 

H-motif  โปรตีน kinase ที่ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟตให Akt ณ ตําแหนง Thr308 และ Ser473 

ดังกลาว คือ  PDK1 และ PDK2 ตามลําดับ [27] 

Phosphoinositide dependent protein kinase (PDK) เปนอีกหนึ่งตัวกลางใน

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนง serine/threonine ของ Akt  
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และ atypical protein kinase C (aPKC)   นอกจากนี้ PDK1 ยังสามารถกระตุนการทํางานดวย

การเติมหมูฟอสเฟตใหกับเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนภายในเซลล คือ เอนไซม 

p70 ribosomal S6 kinase (S6K) และ serum and glucocorticoid induced protein kinase 

(SGK) เนื่องจากเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ มีทั้งสวน T-loop และ H-motif คลายกับ Akt    ซับสเตรท

ของ S6K ไดแก 1) Ribosomal S6 protein ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการแปลรหัสจาก mRNA เปน

โปรตีน การกระตุนการทํางานของ ribosomal S6 protein จึงเปนการเพิ่มอัตราการสังเคราะห

โปรตีนทางหนึ่ง  2) Elongation factor 2 kinase ทํางานในลักษณะที่ตรงขามกับ ribosomal S6 

protein กลาวคือ การเติมหมูฟอสเฟตใหกับ elongation factor 2 kinase เปนการยับยั้งไมใหมี

การเติมหมูฟอสเฟตตอไปยัง elongation factor 2 (EF2) สงผลใหเกิดการกระตุน elongation 

stage ในการสังเคราะหโปรตีนได [28] 

การกระตุนดวยการเกิด phosphorylation อยางตอเนื่องผานทาง  Akt  สงผลใหเกิดการ

เคลื่อนที่ของ glucose transporter 4 (GLUT4)-storage vesicles (GSVs) จากภายใน cytosol 

ไปที่ผิวเซลล แลวหลอมรวมเขากับเยื่อหุมเซลลเพื่อปลดปลอยใหโมเลกุลของ GLUT4 ทําหนาที่

เปนชองทางใหกลูโคสในกระแสเลือดสามารถผานเขาเซลลได [29] ดังแสดงในภาพที่ 2.7 จน 

กระทั่งน้ําตาลกลูโคสในเลือดอยูในระดับปกติ  GLUT4 จึงจะถูกเรียกกลับเขาสู cytosol ดังเดิม

ดวยวิธี endocytosis โดยโปรตีนที่มีบทบาทในการรีไซเคิล GLUT4 ไดแก clathrin  

นอกจากมีการกระตุนการทํางานของโปรตีนตัวสงสัญญาณภายในเซลลแลว กระบวนการ

สงสัญญาณอินซูลินผาน PI3K-dependent pathway ยังมีโปรตีนที่ทําหนาที่ควบคุมสมดุลการ

ทํางานของโปรตีนตัวสงสัญญาณหรือเอนไซม kinase เพื่อยับยั้งไมใหเกิดการขนสงกลูโคสเขาสู

เซลลมากเกินไป ปองกันการเกิดภาวะระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดต่ํา (hypoglycemia) ซึ่ง

กอใหเกิดอันตรายได โปรตีนดังกลาวไดแก  SHP2 และ  PTP1B ทําหนาที่ยับยั้งการเกิด 

phosphorylation ของ IRS  ในขณะที่ pTEN ทําหนาที่ยับยั้งการทํางานของ PI3K  ดวยสมดุลของ

กระบวนการทํางานและกระบวนการยับยั้งการทํางาน ทําใหการสงสัญญาณอินซูลินเปนไปอยาง

ปกติ โดยเซลลสามารถตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินในการลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือด

ใหเขาสูระดับปกติได  ในทางตรงกันขาม เมื่อใดที่เซลลเกิดความบกพรองในการสงสัญญาณและ

การควบคุมดังกลาวในระยะยาว ยอมสงผลใหเซลลดื้อตอการตอบสนองตออินซูลิน หรือที่เรียกวา 

insulin resistance [17,30] ทั้งนี้ ปจจัยที่เปนไปได อาทิ การแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณ

ลดนอยลง กระบวนการ phosphorylation ถูกขัดขวางดวยปจจัยบางประการ การแสดงออกที่มาก
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เกิน (over expression) ของโปรตีนตัวยับยั้ง เปนตน ลวนเปนสาเหตุใหเกิดความบกพรองในการ

สงสัญญาณอินซูลินไดทั้งสิ้น  [25] 

 

     
 

ภาพที่ 2.7    การสงสัญญาณอินซูลินในเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินผาน 

insulin receptor ใน  PI3K-dependent pathway        

รูปภาพจาก   : http://student.biology.arizona.edu/honors2003/group05/bg.html

 

6.  ภาวะด้ืออินซูลิน 

ภาวะดื้ออินซูลิน หรือ insulin resistance คือ ภาวะที่เซลลมีความไวในการตอบสนองตอ

อินซูลินลดลง ทําใหความสามารถในการขนสงกลูโคสเขาเซลลลดลงดวย สงผลใหกลูโคสคั่งสะสม

ในกระแสเลือดมากและยาวนานกวาปกติ ในระยะเริ่มตนตับออนซึ่งเปนแหลงผลิตอินซูลินจะเรง

การสรางและหลั่งอินซูลินออกสูกระแสเลือด เพื่อกระตุนเซลลเปาหมายใหตอบสนองมากขึ้น และ

พยายามรักษาน้ําตาลในเลือดใหใกลเคียงระดับปกติ ทําใหมีระดับอินซูลินในเลือดสูงรวมดวย 

[31] เนื้อเยื่อที่เกิดภาวะดื้อตออินซูลิน ไดแก เนื้อเยื่อที่เกี่ยวของกับ  glucose homeostasis 

ประกอบดวย กลามเนื้อลาย เนื้อเยื่อไขมัน และตับ  

ภาวะดื้ออินซูลินสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดโรคหลายชนิด โดยเฉพาะกลุมโรคที่เกี่ยวกับ

กระบวนการเมตาบอลิซึมของรางกาย หรือ metabolic syndrome อาทิ โรคเบาหวานประเภทที่ 2   

โรคอวน  โรคหลอดเลือดหัวใจ เปนตน  

 

http://student.biology.arizona.edu/honors2003/group05/bg.html
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    6.1  สาเหตุของภาวะดือ้อินซูลิน 

ปจจัยหลักๆที่กอใหเกิดภาวะ insulin resistance ที่ไดมีการศึกษามาแลวไดแก ภาวะ

ระดับน้ําตาลในเลือดสูงและความบกพรองในการสงสัญญาณของอินซูลินภายในเซลล ภาวะ

น้ําหนักเกินและไขมันในเลือดสูงซึ่งทําใหมีกรดไขมันสูงตามมา ระดับฮอรโมนหรือสารที่เกี่ยวกับ

การอักเสบ อนุมูลอิสระและระบบเอนไซมตานอนุมูลอิสระ นอกจากนี้ ปจจัยทางพันธุกรรมก็มีสวน

สงเสริมการเกิดภาวะดื้ออินซูลินไดทั้งทางตรงและทางออม  

 6.1.1  ภาวะระดับน้าํตาลในเลือดสงูและความบกพรองในการสงสัญญาณของอินซูลิน

ภายในเซลล 

ความผิดปกติของโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน (Insulin 

signaling pathway) ที่สงผลใหการเคลื่อนยาย GLUT4 ไปยังเยื่อหุมเซลลลดลง เปนปจจัยสําคัญ

ที่ทําใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้นในผูปวยโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลิน เนื่องจากการขนสง

กลูโคสเขาสูเซลลลดลง [32] 

การศึกษาผลของกรดไขมันอิสระ (free fatty acids; FFA) ตอโมเลกุลที่มีบทบาท

ในการสงสัญญาณของอินซูลิน (Insulin signaling molecules) โดย Yu และคณะ ในป ค.ศ.2002  

พบวา FFA เพิ่มการเกิด phosphorylation ที่ตําแหนง serine ซึ่งเปน inhibitory site บน IRS-1 ทํา

ใหเกิดความบกพรองในการกระตุนตอไปยัง PI3K มีผลใหความไวตออินซูลินของเซลลกลามเนื้อ

ลดลง [33] การศึกษาในเซลลกลามเนื้อพบวา FFA เพิ่มการสราง diacylglycerol ซึ่งกระตุนการ

ทํางานของ PKCθ ใหเติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนง serine/threonine บน IRS-1 มีผลให PI3K 

ทํางานลดลง การขนสงกลูโคสเขาเซลลผานทาง GLUT4 จึงลดลงดวย [34] ในขณะที่ FFA 

เหนี่ยวนําใหตับเพิ่มการสรางกลูโคสผานกระบวนการ gluconeogenesis แลวปลดปลอยออกสู

กระแสเลือดทาง GLUT2 สงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้น  [31] ดังแสดงในภาพที่ 2.8A และ 

2.8B ตามลําดับ 

 6.1.2  ภาวะน้ําหนกัเกินและไขมันในเลือดสูง 

ผูปวยโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ที่มีภาวะดื้ออินซูลิน นอกจากจะมีความผิดปกติ

ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรตแลว ยังพบวาสวนใหญมีความผิดปกติเกี่ยวกับเม

ตาบอลิซึมของไขมันรวมดวย  [21]  รอยละ 80-90 ของผูปวยมีน้ําหนักเกิน  ในขณะที่คนปกติที่

อวนพบวามีภาวะดื้ออินซูลินได  ความอวนจึงเปนปจจัยเสี่ยงประการหนึ่งที่นําไปสูการเกิด

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 [35,36] 
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การศึกษาจํานวนมากระบุวา การไดรับไขมันในปริมาณสูงเปนการเพิ่มระดับกรด

ไขมันอิสระ (FFA) ที่ไหลเวียนในกระแสเลือด สามารถสงเสริมใหเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ได โดย

เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน [2,37] และเมื่อลดระดับ FFA ลง พบวา ความไวตอ

อินซูลินของเซลลกลามเนื้อลาย และเซลลไขมันเพิ่มข้ึน [21] ผลของ FFA ตอการเกิดภาวะดื้อ

อินซูลินสวนหนึ่งมาจากการทําใหเกิดความบกพรองโดยตรงตอการสงสัญญาณอินซูลินดังไดกลาว

ขางตน   อยางไรก็ตาม  FFA ยังเกี่ยวของกับการเกิดภาวะดื้ออินซูลินโดยออม  ผานทาง 

Transcription factor-signaling pathway ไดแก  NF-κB pathway และ JNK pathway สงผลตอ

การเพิ่มการแสดงออกของ proinflammatory cytokines เชน IL-6, TNF-α เปนตน ซึ่งสามารถ

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินไดเชนกัน [38] 

 

 
 
ภาพที่ 2.8 กลไกการเกิดภาวะดื้ออินซลิูนอันเนื่องมาจากกรดไขมันอิสระผานกระบวนการสง 

สัญญาณอินซลิูนภายในเซลล : (A) เซลลกลามเนื้อ , (B) เซลลตับ [31] 
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6.1.3  ระดับฮอรโมนหรือสารที่เกี่ยวกับการอักเสบ 

  ระบบการตอบสนองตอการอักเสบในรางกายแบบเรื้อ รัง  อันไดแก  การ

เปล่ียนแปลงการผลิตและหลั่ง cytokine รวมถึงการกระตุนการสงสัญญาณในกระบวนการอักเสบ 

มักเกิดข้ึนกับผูปวยโรคอวน ซึ่งความอวนมีสวนเกี่ยวของกับการเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดังไดกลาว

มาแลวขางตน ความผิดปกติในการตอบสนองตอการอักเสบจึงเปนสาเหตุหนึ่งที่นําไปสูการเกิด

ภาวะดื้ออินซูลินได [39] โดยสวนใหญคนอวนจะมีการแสดงออกที่เพิ่มข้ึนของ proinflammatory 

proteins อาทิ TNF-α, IL-6, nitric oxide synthase, C-reactive protein, ICAM และ monocyte 

chemotactic protein-1 เปนตน ในขณะที่ adipokine ที่ทําหนาที่ตานการอักเสบและการถูก

ทําลายของหลอดเลือดอยาง adiponectin มีการแสดงออกที่ลดลง [40] จากการศึกษาพบวาภาวะ

ที่มี adiponectin ในเลือดต่ํา พบไดทั้งในผูปวยโรคหลอดเลือดหัวใจและโรคเบาหวานประเภทที่ 2 

ซึ่งมีภาวะดื้ออินซูลินรวมดวย [41] นอกจากนี้ การให adiponectin แกหนูเบาหวานที่มีภาวะอวน

พบวาสามารถลดน้ําหนักตัว ลดภาวะดื้อตออินซูลิน และลดระดับน้ําตาลในเลือดหนูได [42] 

  การศึกษาเกี่ยวกับ Jun kinase 1 (JNK1) ซึ่งเปนโปรตีนในกระบวนการอักเสบ

ชนิดหนึ่งที่สามารถยับยั้งกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล ผานการกระตุนการเติมหมู

ฟอสเฟตที่ตําแหนง inhibitory site ของ IRS-1 พบวา มีการทํางานของ JNK1 เพิ่มขึ้นในเนื้อเยื่อ

ไขมันของหนูและของคนที่มีภาวะอวน  ในทางตรงกันขาม พบวาหนูที่ถูกกดการแสดงออกของ 

JNK1 สามารถเพิ่มความไวของเซลลตออินซูลินไดดียิ่งขึ้น [43] 

 
7.  น้ําตาลฟรุกโตส 

 ฟรุกโตสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (Monosaccharide) เชนเดียวกับกลูโคส และกาแลก

โตส เปนสวนประกอบที่ใหความหวานตามธรรมชาติของพืชผักผลไม รวมกับน้ําตาลกลูโคสและ

ซูโครสในสัดสวนที่แตกตางกันออกไป หากเปรียบความหวานของน้ําตาลซูโครสเปน 100% 

น้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตสจะหวานเปน 73% และ 173% ตามลําดับเมื่อเทียบกับความหวานของ

น้ําตาลซูโครส จึงมักมีการนําน้ําตาลฟรุกโตสมาใชใหความหวานแทนน้ําตาลทรายหรือน้ําตาล

ซูโครส เนื่องจากใชปริมาณนอยกวาในการใหความหวานที่เทากัน 
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ภาพที่ 2.9 โครงสรางโมเลกุลของน้าํตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส    

รูปภาพจาก  : http://www.food-info.net/uk/products/sugar/chemistry.htm 

 
    7.1  เมตาบอลิซึมของน้ําตาลฟรกุโตส 

รางกายสามารถดูดซึมน้ําตาลฟรุกโตสจากลําไสเล็กสวนตน  เขาสูเซลลผนังลําไส 

(Epithelium cell) ผานโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใชพลังงานชนิด glucose transporter 5 

(GLUT5) ทางดาน brush-border membran แลวผาน glucose transporter 2 (GLUT2) เขาสู

กระแสเลือดทางดาน baso-lateral membrane ดังแสดงในภาพที่ 2.10 

 

 
  

ภาพที่ 2.10   การดูดซึมน้ําตาลฟรุกโตส   :   หลังจากน้ําตาลซูโครสถูกยอยในลําใสเล็กสวนตน

แตกตัวเปนน้ําตาลกลูโคส (G;กลมขาว) และฟรุกโตส (F;กลมมวง) จากนั้นน้ําตาลกลูโคสจะถูกดูด

ซึมเขาสู  epithelium cell  พรอมกับโซเดียม  (Na+)    เรียกวา  Sodium-glucose co-transporter 
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หรือ SGLT1  ในขณะที่น้ําตาลฟรุกโตสถูกดูดซึมเขาสู  epithelium cell  ผาน  GLUT5   และเขาสู

กระแสเลือดผานทาง GLUT2  เชนเดียวกับน้ําตาลกลูโคส  

รูปภาพจาก   :  http://www.mfi.ku.dk/PPaulev/chapter23/kap%2023.htm

 

 หลังจากถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือดแลว โมเลกุลของฟรุกโตสจะถูกลําเลียงไปยังตับ [44]  

และผาน GLUT2 บนผิวเซลลตับโดยไมตองอาศัยฤทธิ์ของอินซูลิน เพื่อเขาสูกระบวนการเมตาบอ 

ลิซึมภายในเซลลตับตอไป   

ภายในเซลลตับ ฟรุกโตสจะถูกเติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนง C-1 กลายเปน  fructose-1-

phosphate ดวยเอนไซม fructokinase  จากนั้นเอนไซม aldolase B จะเปลี่ยน frutose-1-

phosphate ใหเปน glyceraldehyde และ dihydroxyacetone phosphate (DHAP)  ผลิตภัณฑที่

เกิดขึ้นจากเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสทั้งสองชนิดนี้ สามารถถูกเปลี่ยนเปน glyceraldehyde-3-

phosphate (GA-3-P) ดวยเอนไซม triokinase และ triosephosphate isomerase ตามลําดับ 

กอนลัดเขาสูกระบวนการไกลโคไลซิสในข้ันตอน triose phosphate เพื่อสังเคราะหเปน pyruvate 

โดยไมตองผาน rate-limiting step ของกระบวนการไกลโคไลซิส [18, 44] ทําใหบางสวนของฟรุก

โตสถูกสรางเปน pyruvate ไดอยางรวดเร็ว ซึ่งนอกจากเปนการเพิ่มการสราง lactate และ ATP 

แลว ยังสงผลใหปริมาณ acyl-Co A เพิ่มขึ้น ในขณะเดียวกันเซลลสามารถเปลี่ยน DHAP เปน 

glycerol-3-phosphate เพื่อสังเคราะหไขมันภายในเซลลรวมกับ acyl-Co A ไดผลิตภัณฑเปนไตร

กลีเซอไรดสะสมในเซลลตับ [45] และสามารถขนสงออกจากเซลลตับเขาสูกระแสเลือดในรูปแบบ

ของ very low density lipoprotein (VLDL)  [18] ดังแสดงในภาพที่ 2.11 และ 2.12 

 

http://www.mfi.ku.dk/PPaulev/chapter23/kap%2023.htm
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ภาพที่ 2.11   เมตาบอลิซึมของน้าํตาลฟรุกโตสในเซลลตบั [30] 

 

VLDL จากตับที่ลําเลียงผานกระแสเลือดจะถูกไฮโดรไลซดวยเอนไซม lipoprotein lipase 

(LPL) กอนเขาสูเซลลไขมันเพื่อสังเคราะหไตรกลีเซอไรดเก็บสํารองไว  ไตรกลีเซอไรดในเซลลไขมัน

สามารถผานกระบวนการสลายไขมัน (Lipolysis) ใหกรดไขมันอิสระ (FFA) แลวปลดปลอยออกสู

กระแสเลือดไปยังอวัยวะอื่น อาทิ กลามเนื้อลายได [19] การศึกษาจํานวนไมนอยที่แสดงใหเห็นวา 

FFA เปนสาเหตุหนึ่งที่สงเสริมการเกิดภาวะดื้ออินซูลิน [46] เนื่องจาก FFA ที่ผานเขาสูเซลล

กลามเนื้อลาย สามารถยับยั้งการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล สงผลใหความไวของเซลลตอ

อินซูลินลดลง 
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ภาพที่ 2.12   จุดบรรจบกันของผลิตภัณฑจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสและไกล

โคไลซิสของกลูโคสในเซลลตับ  :  เอนไซม aldolase ในเซลลตับ (aldolase B) เรงปฏิกิริยาใหกับ

ซับสเตรท 2 ชนิด ไดแก fructose-1-P ใน fructose pathway (ซาย) และ fructose-1,6-bis-P ใน 

glycolysis(ขวา) ผลิตภัณฑที่ไดจาก fructose-1-P คือ glyceraldehyde และ dihydroxyacetone 

phosphate  สามารถถูกเปลี่ยนดวยเอนไซมตางชนิดกันเกิดเปน  glyceraldehyde-3-P ซึ่งสวน

หนึ่งไดมาจาก fructose-1,6-bis-P ในกระบวนการไกลโคไลซิส [18] 

 

นอกจากฟรุกโตสจะมีสวนสงเสริมการสรางพลังงานจากการสลายกลูโคสในกระบวนการ

ไกลโคไลซิสแลว  สารสําคัญที่ไดจากเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสดังไดกลาวขางตน ยังเปนตัวกลาง

ของกระบวนการที่เกี่ยวเนื่องกับวิถีเมตาบอลิซึมของทั้งกลูโคสและไขมันภายในเซลลหลาย

กระบวนการ  ทั้งกระบวนการสังเคราะหไกลโคเจน  (Glycogenesis) กระบวนการสังเคราะห

กลูโคสจากแหลงอื่น (Gluconeogenesis) และกระบวนการสังเคราะหไขมัน (Lipogenesis) ถือได

วาฟรุกโตสสงเสริมการสังเคราะหกลูโคส ไกลโคเจน และไขมันในเซลลตับได  
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ขอแตกตางระหวางเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสและกลูโคสไดแก ฟรุกโตสสามารถถูกขนสง

เขาสูเซลลตับไดตลอด โดยไมมีขอจํากัดเกี่ยวกับระดับเอนไซม phosphofructokinase-1 ทําให 

ฟรุกโตสถูกเมตาบอไลซไดอยางตอเนื่องและรวดเร็ว ในขณะที่เมตาบอลิซึมของกลูโคสมีทั้ง

กระบวนการกระตุนและยับยั้งที่ตองขึ้นอยูกับระดับ rate-limiting enzyme ชนิดนี้ ฟรุกโตสจึงเปน

เสมือนแหลง acetyl-Co A ที่ไมอาจควบคุมได การรับประทานฟรุกโตสจึงเพิ่มอัตราการเกิด de 

novo lipogenesis ในเซลลตับ เนื่องจากสามารถใหอะตอมคารบอนกับทั้งกลีเซอรอล และ acyl 

portion ของไตรกลีเซอไรด  อยางไรก็ตาม ฟรุกโตสไมสามารถกระตุนการทํางานของอินซูลิน หรือ 

เลปติน (Leptin) ไดอยางกลูโคส 

    7.2  บทบาทของน้าํตาลฟรกุโตสตอการเกิดภาวะด้ืออินซูลนิ 

เปนความจริงที่วาภาวะดื้อตออินซูลินเกิดขึ้นไดจากหลายสาเหตุ อยางไรก็ตาม มี

การศึกษาจํานวนไมนอยที่แสดงใหเห็นวา การรับประทานอาหารที่มีสวนประกอบของน้ําตาลฟรุก

โตสในปริมาณสูงติดตอกันเปนระยะเวลานาน (Long-term feeding) มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะ

ดื้อตออินซูลินไดอีกทาง [9] ทั้งนี้เนื่องจาก ฟรุกโตสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่รางกายสามารถดูด

ซึมและเมตาบอไลซไดอยางรวดเร็วที่ตับ เมื่อตับไดรับฟรุกโตสในปริมาณมาก ติดตอกันเปน

เวลานาน จะกระตุนการสังเคราะหไขมันที่เซลล (Lipogenesis) เกิดการสะสมของไตรกลีเซอไรด 

และยังเปนการเพิ่มการสังเคราะหไลโปโปรตีนชนิด very low density lipoprotein หรือ VLDL จาก

เซลลตับออกสูกระแสเลือด (ภาพที่ 2.11) สงเสริมใหมีการสังเคราะหกรดไขมันอิสระมากขึ้น เปน

สาเหตุหนึ่งที่ทําใหความไวของเซลลตออินซูลินลดลง [46]  ดวยเหตุนี้จึงมีการนําน้ําตาล            

ฟรุกโตสมาใชเปนตัวกระตุนการเกิดภาวะดื้อตออินซูลินในงานวิจัยเปนจํานวนมาก [30] 

Blakely และคณะ ไดทําการศึกษาผลระยะยาว (Long-term effects) จากการใหอาหารที่

มีสวนผสมของคารโบไฮเดรตรอยละ 54 ของน้ําหนักอาหารแกหนูทดลอง โดยรอยละ 15  ของ

คารโบไฮเดรตทั้งหมดมาจากฟรุกโตส โดยใชวิธี Oral glucose tolerance test (OGTT) ในการ

ประเมินภาวะระดับน้ําตาลในเลือดสูง พบวา หลังจากไดรับอาหารเปนเวลา 7 เดือน ระดับกลูโคส

และอินซูลินในเลือดหนูทดลองขณะอดอาหาร และหลังจากไดรับกลูโคสทางปาก (250 mg/100g 

ของน้ําหนักตัว) เปนเวลา 30 นาที 1, 2 และ 3 ชั่งโมง มีระดับสูงขึ้นกวาระดับกลูโคสและอินซูลิน

ในเลือดของหนูทดลองที่ไมไดรับฟรุกโตสรอยละ 15 ของอาหารอยางมีนัยสําคัญ [13] 

การศึกษาในสุนัขพบวา การใหอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงรอยละ 60 ของ

ปริมาณแคลอรี่  ทําใหระดับไตรกลีเซอไรดและอินซูลินในเลือดของสุนัขขณะอดอาหารเพิ่มข้ึน
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อยางมีนัยสําคัญทางสถิติภายหลังการใหอาหาร 25 วัน ทั้งยังเพิ่มความดันในเลือดอยางมี

นัยสําคัญภายหลังการใหอาหาร 28 วัน เมื่อเทียบกับสุนัขที่ไดรับอาหารมาตรฐาน [14] 

รายงานเกี่ยวกับผลของน้ําตาลฟรุกโตสตอโปรตีนในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินใน

หนูที่ไดรับน้ําตาลฟรุกโตส รอยละ 66 ของอาหารเปนเวลา 2 สัปดาห พบวา การแสดงออกของ 

insulin receptor ที่ตับและเซลลกลามเนื้อทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนลดลงอยางมีนัยสําคัญ

เมื่อเทียบกับหนูที่ไดรับอาหารมาตรฐาน [17]  นอกจากนี้ การไดรับน้ําตาลฟรุกโตสติดตอกันนาน 

28 วัน สงผลใหเกิดความบกพรองในการสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน กลาวคือ มีการลดลงของ

ระดับการเติมหมูฟอสเฟตของ insulin receptor (autophosphorylation) ที่เซลลตับถึงรอยละ 72  

รวมถึงของ insulin receptor substrate ที่เซลลตับและกลามเนื้อของหนูอยางมีนัยสําคัญ [15] 

 
8.  ยารักษาโรคเบาหวาน Rosiglitazone 

    8.1  รายละเอียดตัวยา 
 ยา Rosiglitazone หรือ Rosiglitazone maleate มีชื่อทางการคาวา Avandia® เปนยา

รักษาโรคเบาหวาน (anti-diabetic drug) ในกลุม thiazolidinediones (TZDs) สามารถใชเดี่ยว

หรือรวมกับยารักษาโรคเบาหวานชนิดอื่น อาทิ metformin, sulfonylurea หรือ glimepiride เพื่อ

ควบคุมระดับน้ําตาลในเลือดของผูปวยโรคเบาหวานประเภทที่ 2 เนื่องจากเปนตัวยาที่มีฤทธิ์เพิ่ม

ความไวของอินซูลิน หรือ insulin sensitizer 

 
 
ภาพที่ 2.13   โครงสรางทางเคมีของ Rosiglitazone : สูตรโครงสราง 5-[[4-[2-(methyl-

pyridin-2-ylamino)ethoxy]phenyl]methyl]-1,3-thiazolidine-2,4-dione น้ําหนักโมเลกุล 357.43 

g/mol     รูปภาพจาก : http://www.pharmgkb.org/do/serve?objId=PA451283 
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    8.2  สรรพคุณและขอบงชี้การใชยา 
เปนยารับประทาน เพื่อลดภาวะดื้ออินซูลินในผูปวยเบาหวานประเภทที่ 2 ขนาดยาทีใ่ชคอื 

2-8 มิลลิกรัมตอวัน โดยรับประทานครั้งเดียวหรือแบงใหวันละ 2 คร้ัง ระยะเวลาในการเริ่มออก

ฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลและอินซูลินประมาณ 1-4 สัปดาห และมักเกิดการตอบสนองสูงสุดหลังจาก

ใชยาไปแลวประมาณ 6-8 สัปดาห 

    8.3  เมตาบอลิซึมของยา 
 หลังจากดูดซึม รอยละ 99.8 ของโมเลกุลยาจะถูกจับและลําเลียงโดยอัลบูมินในกระแส

เลือด ระดับยาในกระแสเลือดสูงสุดประมาณ 1 ชั่วโมงหลังรับประทานยา และมีคาครึ่งชีวิต 3-4 

ชั่วโมง ยาจะถูกเมตาบอไลซที่ตับดวยการปฏิกิริยา N-demethylation, hydroxylation และ 

conjugation กับ sulfate และ glucuronic acid และถูกขับออกทางปสสาวะเปนสวนใหญ 

    8.4  การออกฤทธิ์ของยา 
 ออกฤทธิ์เชนเดียวกับตัวยาในกลุม TZDs ตัวอ่ืนๆ โดยการกระตุนผาน nuclear receptor 

ในกลุม peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) โดยเฉพาะชนิด PPARγ ซึ่งพบ

บนเยื่อหุมนิวเคลียสของเนื้อเยื่อไขมันมากกวาตับ กลามเนื้อ และเนื้อเยื่ออ่ืนๆ โดย Rosiglitazone  

จะเขาจับกับ PPARγ บริเวณ ligand binding กอใหเกิดการกระตุนการแสดงออกของยีนที่เกี่ยว 

ของกับการตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลิน (Insulin-responsive genes) ผานกระบวนการ 

transcription  ชวยสงเสริมการออกฤทธิ์ของอินซูลินได นอกจากนี้ การจับกันระหวาง 

Rosiglitazone และ PPARγ ยังสงผลตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ

ใน nuclear factor - kappa B (NF- κB) pathway โดยลดปริมาณ NF-κB และเพิ่มปริมาณตัว

ยับยั้ง (IκB) จึงชวยลดปฏิกิริยาการเกิดกระบวนการอักเสบตอเนื้อเยื่อตางๆ ภายในรางกายได 

    8.5  ผลขางเคียงที่อาจเกิดขึ้น 
 การใชยาดังกลาวไมวาเปนการใชเดี่ยวหรือใชรวมกับยาตัวอ่ืน อาจกอใหเกิดผลขางเคียง

ไมพึงประสงคบางประการ อาทิ อาการปวดหัว ปวดหลัง ออนเพลีย ทองเสีย ระดับน้ําตาลในเลือด

ต่ํา (hypoglycemia) น้ําหนักตัวเพิ่มสูงขึ้น บางรายอาจเกิดอาการบวมน้ํา (fluid retention) 

นําไปสูภาวะหัวใจลมเหลว (congestive heart failure) [16] นอกจากนี้ยังมีสวนเพิ่มการทํางาน

ของเอนไซมในตับซ่ึงอาจกอใหเกิดภาวะตับอักเสบไดอีกดวย [47] 
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9.  สารโพลฟีนอล (Polyphenols) 

โพลีฟนอลเปนกลุมของสารประกอบทางชีวภาพที่ไดจากผักและผลไม อาทิ  ผลไมจําพวก

เบอรร่ี องุน ชา [48] กาแฟ โกโก [49] ทับทิม ถั่วลิสง ผักใบเขียวบางประเภท เปนตน  มีลักษณะ

โครงสรางเปนวงแหวนเบนซีนที่มีหมูไฮดรอกซี่ (-OH) สรางพันธะอยูโดยรอบ เอื้อตอการจับกับ

อนุมูลอิสระ (free radical)  ทําใหสามารถออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดอยางมีประสิทธิภาพ 

สารชีวภาพที่จัดอยูในกลุมโพลีฟนอล ไดแก กรดฟนอลิก (Phenolic acids) แอนโธไซยา

นิน (Anthocyanins)  และฟลาโวนอยด (Flavonoids)  

 
10.  สารสกดัจากเมล็ดองุน (Grape seed extract) 

ชาวตะวันตกดื่มไวนมาเปนเวลานาน จนกระทั่งมีการศึกษาทางระบาดวิทยาที่แสดงให

เห็นวา  การรับประทานผักและผลไมสดวันละ 5-7 อยาง พรอมกับไวนแดงอีก 2 แกว ชวยใหมี

สุขภาพที่ดีและมีอายุที่ยืนยาวขึ้น การศึกษาประโยชนของไวนองุนจึงมีสืบเนื่องเร่ือยมา จนเปนที่

ทราบกันวา องุนที่ใชผลิตไวนแดง หรือ Vitis vinifera Linn. อุดมไปดวยสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ที่เรียกวา สารโพลีฟนอล ทั้งในกลุมกรดฟนอลิก (Phenolic acids)  ไดแก cinnamic acid, 

benzoic acid   และกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) ไดแก colorless flavan-3-ols, colored 

flavanones, red and blue anthocyanins  (ภาพที่ 2.14)  ในปริมาณที่แตกตางกันไปในแตละ

สวนของผลองุน  และที่สําคัญไปกวานั้นคือการคนพบวา ในเมล็ดองุนมีปริมาณสารในกลุมโพลีฟ

นอลดังกลาวมากกวาในเนื้อองุนที่ใชผลิตไวนประมาณ 2-3 เทา กลาวคือ รอยละ 60–70  ของสาร

โพลีฟนอลในองุนจะพบที่เมล็ด โดยเฉพาะอยางยิ่งสารในกลุมฟลาโวนอยด ชนิดโปรแอนโธไซยานิ

ดิน (Proanthocyanidin) [50] ที่มักพบในรูปโอลิโกเมอริกโปรแอนโธไซยานิดิน (Oligomeric 

proanthocyanidin; OPC)  [51,52] ดังแสดงในภาพที่ 2.15  
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ภาพที่ 2.14 โครงสรางทางเคมีของสารในกลุมโพลีฟนอลที่พบมากในเมล็ดองุน [50] 
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ภาพที่ 2.15 โครงสรางทางเคมีของ Proanthocyanidin : โดยทั่วไปอาจเรียกวา Procyanidin 

เปนโพลิเมอรของสาร flavan-3-ols ในกลุม flavonoids ไดแก catechin  และ epicatechin  มีการ

เรียงตัวของโมโนเมอรไดตั้งแต 2 ตัว(dimer) 3 ตัว(trimer) 4 ตัว(tetramer) และ 5 ตัว(pentamer)   

รูปภาพจาก   :  http://apps.who.int/medicinedocs/en/d/Js4927e/14.html

 
    10.1  การศึกษาความเปนพิษและความปลอดภัยของการใชสารสกัดเมล็ดองุน  

   Yamakoshi และคณะ ไดทําการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลัน โดยการปอนสารสกัด

เมล็ดองุน ขนาด 2 และ 4 g/kg คร้ังเดียวใหกับหนูขาวแตละกลุม หลังจากสังเกตผลเปนเวลา 14 

วัน ไมพบอาการเปนพิษ และส่ิงผิดปกติใดๆเกิดขึ้นกับหนูทดลอง [53]  นอกจากนี้ Yamakoshi ยัง

ไดทําการศึกษาความเปนพิษกึ่งเรื้อรังของสารสกัดเมล็ดองุนโดยใชขนาด 0.02, 0.2 และ 2 % 

(w/w) ซึ่งใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Bentivegna ที่ใชขนาด 0.63, 1.25 และ 2.5 % (w/w) 

กลาวคือ ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว  คาทางโลหิต

วิทยา พยาธิวิทยาคลินิก หรือจุลพยาธิสภาพของอวัยวะภายในที่สัมพันธกับขนาดของสารสกัด

เมล็ดองุนที่ให ระหวางหนูที่ไดรับสารสกัดเมล็ดองุนรวมกับอาหารมาตรฐานกับหนูที่ไดรับอาหาร

มาตรฐานเพียงอยางเดียวตอเนื่องกันเปนเวลา 90 วัน  [54] นอกจากนี้ การศึกษาความปลอดภัย

และความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดองุนจากการกินและจากการสัมผัสหรือทาที่ผิวหนัง พบวามีคา 

LD50 มากกวา 5000 mg/kg และมากกวา 2000 mg/kg ของน้ําหนักตัวหนู ตามลําดับ [10] 

 

 

http://apps.who.int/medicinedocs/en/d/Js4927e/14.html
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    10.2  การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาของสารสกดัเมล็ดองุน 

  มีการศึกษาจํานวนไมนอยที่แสดงใหเห็นวา สารสกัดเมล็ดองุนซึ่งมีสารฟลาโวนอยดชนิด

โปรแอนโธไซยานิดินเปนสวนประกอบในปริมาณสูง  เปนสารทางชีวภาพชนิดใหมอีกชนิดหนึ่งที่มี

ประสิทธิภาพและใหประโยชนในเชิงรักษาทางการแพทยที่หลากหลาย ไมวาจะเปนฤทธิ์ในการ

ตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง  ฤทธิ์ตานการอักเสบโดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่

เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ [10,55] ฤทธิ์ในการตานมะเร็ง อาทิ เพิ่มกระบวนการเกิด 

apoptosis ในเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเลี้ยง [56]  ลดผลกระทบทางลบที่เกิดจากการใชยาตาน

มะเร็งในเซลลตับ [57] เปนตน  ดังไดสรุปไวในตารางที่ 2.2 และ 2.3  ทั้งนี้ มีการศึกษาจํานวนหนึ่ง

ที่เสนอแนะแนวทางการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนเกี่ยวกับโรคเบาหวานโดยสัมพันธกับการ

ตานอนุมูลอิสระ การลดระดับไขมันและการลดระดับน้ําตาลในเลือด 

ตารางที ่ 2.2 แสดงผลการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของสารสกัดเมล็ดองุน (GSE) ในบทบาท

ของสารตานอนุมูลอิสระ 

ฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุน  แบบจําลอง  ผูศึกษา 
     

กําจัดอนุมูลอิสระ  In vitro 

In vitro                                   

Platelets 

 Bagchi et al. 1997 [58] 

Ahn et al. 2002  [59]       

Vitseva et al. 2005  [60] 

ปองกันความเสียหายของเซลลอัน

เนื่องมาจาก H2O2

 Macrophage J774A.1 

cells และ PC-12 adrenal 

pheochromocytoma cells 

 Bagchi et al. 1998 [61] 

ยับยั้งการเกิด Lipid peroxidation  Rats                                     

Neonatal rats                        

X-radiation-exposed rats 

 Ahn et al. 2002 [59]           

Feng et al. 2005 [62]         

Enginar et al. 2007 [63] 

ลดภาวะ Hypoxic ischemic brain 

injury 

 Neonatal rats  Feng et al. 2005 [62] 

เพิ่มการทํางานของเอนไซมตานอนุมูล

อิสระ 

 HepG2 cells  Puiggròs et al. 2005 [64] 

ปองกัน DNA ถูกทําลายจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชั่น 

 Rats  Morin et al. 2008 [65] 

ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใน

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด Lymphocyte 

 Human lymphocytes  Stanković et al. 2008 

[66] 
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ตารางที ่ 2.3 แสดงผลการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของสารสกัดเมล็ดองุน (GSE) ในบทบาท

อ่ืนๆ     

ฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุน  แบบจําลอง  ผูศึกษา 
     

ปองกันแผลในกระเพาะอาหาร  Rats  Saito et al. 1998 [67] 

ปองกันไต  Mice  Ray et al. 1998 [68] 

ลดผลเสียจากการรักษาดวย 

Chemotherapy 

 Chang liver cells  Joshi et al. 2000 [57]            

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  B. cereus, E. coli,            

S. aureus, P. aeruginosa 

 Jayaprakasha et al. 2003 

[69] 

ปองกันหัวใจ  Rats                                

Rats                            

 

Cardiac H9C2 cells 

 Sato et al. 2001 [70]  

Karthikeyan et al. 2007 

[71] 

Du et al. 2007 [72] 

เพิ่มการเกิด apoptosis ในเซลลมะเร็ง  Colon cancer CaCo2 

และ NCM460 cells 

 Engelbrecht et al. 2007 

[56] 

ยับยั้งกระบวนการอักเสบ  Rats  Terra et al. 2009 [55] 

ลดระดับน้ําตาลในเลือด  Rats, L6E9 myotubes 

และ 3T3-L1 adipocytes      

Rats 

 Pinent et al. 2004 [11]    

      

El-Alfy et al. 2005 [12] 
 

 
    10.3  การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนในการตานอนุมูลอิสระและลดระดับน้ําตาล
ในเลือด 

  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเมล็ดองุนเทียบกับวิตามินซีและอี โดย 

Bagchi และคณะ ในป ค.ศ.1997 พบวา สารสกัดโพลีฟนอลจากเมล็ดองุนมีความสามารถในการ

กําจัดอนุมูลซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2
- ) และอนุมูลไฮดรอกซี (-OH) สูงกวาวิตามินซี 20 เทา 

และสูงกวาวิตามินอีถึง 50 เทา  [58] จากประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระดังกลาวสงผลใหทั่ว

โลกหันความสนใจมาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดเมล็ดองุนเพิ่มข้ึนเปนจํานวนมาก  

ตอมาในป ค.ศ.1999  Koga และคณะไดศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเมล็ด

องุนในหนูขาว โดยวัดความสามารถในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นในพลาสมา 

โดยมี copper sulfate หรือ 2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochlorid (AAPH) เปนตัว
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ออกซิไดส หลังจากที่ใหสารสกัดเมล็ดองุนความเขมขน  250 mg/kg เพียงครั้งเดียว พบวา ใน

พลาสมาของหนูขาวที่ไดรับสารสกัดเมล็ดองุนมีการตานการรวมตัวของ cholesteryl ester 

hydroperoxides (CE-OOH) มากกวาในพลาสมาของหนูขาวในกลุมควบคุม และมีระยะพักใน

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันยาวนานขึ้น ซึ่งการไดรับสารสกัดเมล็ดองุน สามารถเพิ่มความ

ตานทานตอ oxidative stress ได [73] 

นอกจากฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระที่มีการศึกษากันอยางกวางขวางแลว  การศึกษาของ 

Pinent และคณะ ป ค.ศ.2004 ยังแสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอการลดระดับ

น้ําตาลในเลือดหนูที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย streptozotocin ในลักษณะที่แปรผันตาม

ปริมาณที่ให (dose dependent) รวมถึงความสามารถในการกระตุนการนํากลูโคสกลับเขาเซลล

เพาะเลี้ยงชนิด L6E9 myotubes และ 3T3-L1 adipocytes เสมือนการออกฤทธิ์ของอินซูลิน [11]  

และจากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนในการปองกันเซลลตับออนจากการทําลายของ

อนุมูลอิสระในหนูที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย alloxan ของ El-Alfy และคณะ ในอีก 1 ป

ตอมา พบวา สารสกัดจากเมล็ดองุนขนาด 50 และ 100 mg/kg สามารถปองกันความเสียหายของ

ตับออนจากอนุมูลอิสระ เพิ่มระดับกลูตาไธโอน และยับยั้งปฏิกิริยาเปอรออกซิเดชันของไขมันใน

ตับออนของหนูขาวได  โดยผลจากการลดความเสียหายของตับออนจากอนุมูลอิสระนี้ สามารถ

รักษาระดับฮอรโมนอินซูลินใหใกลเคียงกับภาวะปกติ และสงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดของหนู

เบาหวานลดลง [12] 

จากขอมูลการศึกษาที่ผานมา ยังไมมีการศึกษาใดที่ศึกษาถึงฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุน

ตอการลดภาวะดื้ออินซูลินผานกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล ทั้งที่ภาวะดื้ออินซูลิน

เปนพยาธิสภาพหลักของโรคเบาหวานชนิดที่ 2 และความบกพรองอยางใดอยางหนึ่งที่เกิดขึ้นตอ

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลก็เปนสาเหตุสําคัญประการหนึ่งที่ทําใหเซลลไมสามารถ

ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินเพื่อลดระดับน้ําตาลในเลือดไดอยางมีประสิทธิภาพเพียงพอ 

การขาดหายของขอมูลนี้จึงทําใหยังไมสามารถตอบคําถามเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิข์องสารสกดั

เมล็ดองุนที่มีตอกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินไดอยางชัดเจน   การศึกษานี้จึงมุงเนนที่จะศึกษา

ฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณ

อินซูลิน  อันสงผลตอความไวในการตอบสนองของเซลลตออินซูลินในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด

ภาวะดื้ออินซูลินจากการไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง โดยใชเทคนิค Western blot 

ในการวิเคราะหเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีนดังกลาวในเซลลเปาหมายที่ตอบสนอง

ตอการกระตุนของอินซูลินของหนูขาวที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงระหวางกลุมที่
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เสริมและไมเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน  ซึ่งการศึกษาดังกลาวจะสามารถนํามาอธิบายถึงความ

เชื่อมโยงกับการเปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดได  เพื่อใหภาพตอของการออกฤทธิ์ที่

เปนประโยชนในเชิงปองกันของสารสกัดเมล็ดองุนมีความสมบูรณมากยิ่งขึ้น 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. น้ํายาและสารเคมี 
รายการ      ยี่หอ/บริษัทผูผลิต, ประเทศ 

1.1      PGO enzyme preparation    Sigma-Aldrich, USA 

1.2     o-Dianisidine dihydrochloride   Sigma-Aldrich, USA 

1.3      Rat insulin enzyme immunoassay kit   SPI-Bio/Cayman Chemical,  

USA 

1.4      Cholesterol liquicolor kit    Human, Germany 

1.5      Triglycerides liquicolor kit    Human, Germany 

1.6       HDL cholesterol kit     Human, Germany 

1.7      Rosiglitazone     Avandia®/GlaxoSmithKline,  

UK

1.8      Sodium pentobarbital    Nembutal®, USA  

1.9  Seize® Classic (A) Immunoprecipitation kit  Pierce, USA   

1.10 Insulin receptor β (L55B10) mouse mAb (#3020) Cell Signaling Technology,  

USA 

1.11 IRS-1 antibody (#2382)     Cell Signaling Technology,  

USA 

1.12 Akt antibody (#9272)     Cell Signaling Technology,  

USA 

1.13 Glut4 (1F8) mouse mAb (#2213)   Cell Signaling Technology,  

USA 

1.14 Anti – mouse IgG HRP-linked antibody (#7076) Cell Signaling Technology,  

USA 

1.15 Anti – rabbit IgG HRP-linked antibody (#7074) Cell Signaling Technology,  

USA 

1.16 LumiGLO reagent and Peroxide (#7003)    Cell Signaling Technology,  

USA 
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1.17 Prestained SDS-PAGE marker, broad range  Bio-Rad, USA 

1.18 30% Acrylamide/Bis solution 37.5:1 (2.6%C)  Bio-Rad, USA 

1.19 Kodak film developer    Sigma-Aldrich, USA 

1.20 Kodak film fixer       Sigma-Aldrich, USA 

1.21 Tris       Bio-Rad, USA 

1.22 Glycine      Bio-Rad, USA 

1.23 Sodium dodecyl sulfate (SDS)   Bio-Rad, USA 

1.24 Ammonium persulfate (APS)   Bio-Rad, USA 

1.25 TEMED      USB Corporation, USA 

1.26 Leupeptin hydrochloride    Sigma-Aldrich, USA 

1.27 Aprotinin, from bovine lung    Sigma-Aldrich, USA 

1.28 EDTA      Merck, Germany 

1.29 EGTA       Merck, Germany 

1.30 Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)  Fluka BioChemika,  

Germany 

1.31 DL-Dithiothreitol (DTT) solution    Fluka BioChemika, 

Germany 

1.32 Triton X-100      Merck, Germany 

1.33 Tween® 20      Merck, Germany 

1.34 Acetic acid       Merck, Germany 

1.35 Methanol      J.T.Baker, USA 

1.36 Sodium chloride crystal    J.T.Baker, Malaysia 

1.37 Glycerol (87% w/w)     Amersham Biosciences,  

Sweden 

1.38 นมผงไขมันต่ํา Anlene    Fonterra, New Zealand 

1.39 Phosphoric acid 85%     Merck, Germany 

1.40 Coomassie® Brilliant Blue G-250   USB Corporation, USA 

1.41 Bromophenol Blue, sodium salt   USB Corporation, USA 
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2. เครื่องมือและอุปกรณ 
 รายการ      ยี่หอ/บริษัท, ประเทศ 

2.1 ตูแชแข็ง  -20oC     Sanyo, Japan 

2.2 ตูแชแข็ง  -80oC  รุน DF9017    IlShin Europe B.V.,  

        Netherlands 

2.3 ตูอบ  95oC สําหรับ microtubes รุน Vortemp 56 Labnet, USA  

2.4 Lyophilizer  รุน MODULYOD   Thermo Electron  

        Corporation, UK  

2.5 เครื่องชั่ง รุน CP224S     Sartorius, Germany 

2.6 เครื่อง Microplate reader  รุน PowerWave340 BioTek Instruments, USA 

2.7 เครื่องปนเหวี่ยง Ultracentrifuge  รุน Himac CS100 Hitachi, Japan 

2.8 เครื่องปนเหวี่ยง Microcentrifuge  รุน TX-201  TOMY, USA 

2.9 เครื่อง Gel Doc สําหรับถายภาพและวิเคราะหโปรตีน SynGene, UK 

2.10 Orbital shaker รุน OS-10    Boeco, Germany 

2.11 Magnetic stirrer     IKA Labortechnik,  

        Germany

2.12 Vortex mixer  รุน VX-100    Labnet, USA 

2.13 Mini Trans-Blot cell (7.5 x 10 cm)   Bio-Rad, USA 

2.14 Immobilon-P Polyvinylidene difluoride (PVDF)  

 membranes (0.45  μm poresize, 10x10 cm)  Sigma-Aldrich, USA 

2.15 Kodak Light film 18x24 cm     Sigma-Aldrich, USA 
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3. การเตรียมเครื่องมือวิจัย 

3.1      การเตรียมสารสกัดเมล็ดองุน 

นําเมล็ดองุนอบแหง ที่ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท สยามไวนเนอรี่ จํากัด จังหวัด

สมุทรสาคร มาตมที่อุณหภูมิ 60 oC เพื่อลางสิ่งสกปรก เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากคัดแยกเฉพาะ

สวนของเมล็ดแลว จึงบดหยาบดวยเครื่องบดไฟฟา จากนั้นตมสกัดดวยน้ําดวยสัดสวนเมล็ดองุน 1 

ก.ก. ตอน้ํา 1.5 ลิตร ที่อุณหภูมิ 90 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง [67] แยกทิ้งสวนกากของเมล็ดองุน นํา

สวนน้ํามากรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4  แลวแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 oC เปนเวลา 24 

ชั่วโมง เพื่อนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง Lyophilizer ที่อุณหภูมิ -50 oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง บรรจุใส

ภาชนะที่ปดมิดชิดและกันความชื้น  แลวนํามาเก็บที่อุณหภูมิต่ํากวา 0 oC  

หาปริมาณ total flavanols ในสารสกัดเมล็ดองุน ดวยวิธี Vanillin  โดยใช catechin 

เปนสารมาตรฐาน และวิเคราะหปริมาณ monomeric flavanols แตละชนิด อาทิ catechin, 

epicatechin ดวยเทคนิค HPLC จากนั้นนํามาคํานวณหาปริมาณ procyanidin ในสารสกัดเมล็ด

องุนจากผลตางระหวาง total flavanols และ monomeric flavanols พบวา ในสารสกัดเมล็ดองุน

มีปริมาณ total flavanols รอยละ 50.1  ประกอบดวย monomeric flavanols รอยละ 1.02 และ 

procyanidin รอยละ 49.08 

3.2      การเตรียมสัตวทดลองและอาหารสําหรับสัตวทดลอง 

หนูขาวพันธุ Spraque-Dawley เพศผู จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัย 

มหิดล ตําบลศาลายา จังหวัดนครปฐม จํานวน 36 ตัว น้ําหนักประมาณ 100-150 กรัม ไดรับการ

เลี้ยงดูในหองเลี้ยงสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กอนทําการศึกษา

อยางนอย 1 สัปดาห ตามขอปฏิบัติในการดูแลสัตวทดลอง มีการควบคุมอุณหภูมิหองประมาณ 

25oC  ควบคุมความชื้น ความสวางใหเหมาะสม และใหอาหารสําเร็จรูปและน้ําไมจํากัดปริมาณ 

ทั้งนี้ ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนที่เรียบรอย ตามประกาศครั้งที่ 10/2551 (ภาคผนวก ข) 

หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาในการพักเลี้ยง ไดมีการแบงกลุมสัตวทดลองอยางสุม

ออกเปน 6 กลุมๆละ 6 ตัว เพื่อใหไดรับอาหารสําหรับการทดลอง ตลอดระยะเวลาการทดลอง 8 

สัปดาห โดยมีกลุมควบคุม 1 กลุมที่ไดรับอาหารมาตรฐาน (Control diet)  สวนอีก 5 กลุมที่เหลือ

ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสในปริมาณสูง (High-fructose diet) ดังสวนผสมของ

อาหารสําหรับการทดลองที่แสดงไวในตารางที่ 3.1 โดยมีหนูในกลุม High-fructose diet  3 กลุมที่
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ไดรับการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน (Grape seed extract; GSE) ปริมาณ 0.5%, 1.0% และ 

2.0% (w/w) ตามลําดับ และอีก 1 กลุมที่ไดรับยารักษาโรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ทั้งนี้

รูปแบบของการใหอาหารหนูทดลองแตละกลุมโดยสรุปไดแสดงไวในตารางที่ 3.2 

ตารางที ่3.1   แสดงสวนผสมของอาหารสําหรับการทดลอง   (กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม) [74] 

สวนผสม Control diet High-fructose diet 

Casein (vitamin free) 200 200 

Cornstarch 530  - 

Sucrose 100  - 

Fructose  - 630 

Soybean oil 70 70 

Mineral mix 35 35 

Vitamin mix 10 10 

Fiber 50 50 

Methionine 3 3 

Choline bitartrate 2.5 2.5 

 
ตารางที ่3.2   แสดงรูปแบบของการใหอาหารหนูทดลองทัง้ 6 กลุม 

 อาหารที่ไดรับระหวางการทดลอง 8 สัปดาห 

กลุมทดลอง  4 สปัดาหแรก 4 สปัดาหหลัง 

1. Control  Control diet 

2. High-fructose ((HF)  HF diet 

3. HF + 0.5%GSE  HF diet เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน 0.5% ของน้ําหนักอาหาร 

4. HF + 1.0%GSE  HF diet เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน 1.0% ของน้ําหนักอาหาร 

5. HF + 2.0%GSE  HF diet เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน 2.0% ของน้ําหนักอาหาร 

6. HF + Rosiglitazone  HF diet 

    

เร่ิมใหยา Rosiglitazone  

ขนาด 4 mg/kg body weight ตอวัน 

 



 

 
41 

4. วิธีการวิจัย 

4.1  การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุน (Grape seed extract;  GSE) ตอการ
เปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว พฤติกรรม และลักษณะทางกายภาพของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet; HF)  
ตลอดระยะเวลา 8 สัปดาห 

ข้ันตอน 

1. ชั่งและบันทึกน้ําหนักของหนูทดลองทุกตัวทุกๆ 4 วัน นับต้ังแตวันที่ 0 ถึงวันที่ 56 

2. ชัง่อาหารและตวงน้ําที่เหลือในแตละวันเพื่อคํานวณปริมาณอาหารและน้ําที่หนูทดลองกิน 

3. สังเกตความผิดปกติที่อาจเกิดขึ้นกับหนูทดลอง เชน อาการเบื่ออาหาร อาการเซื่องซึมหรือ

กระตือรือรนผิดปกติ รวมถึงลักษณะสีของใบหูและดวงตา เปนตน 

 
4.2  การศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับน้ําตาลกลูโคส และระดับฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตส
ปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห 

ข้ันตอนการเกบ็ตัวอยางเลือด 

1. งดใหอาหารหนูทดลองเปนเวลาอยางนอย 8 ชั่วโมง กอนทําการเจาะเก็บเลือดในวันที่ 0 

(baseline)  วันที่ 28 (4 สัปดาห) และวันที่ 56 (8 สัปดาห) ของการทดลอง 

2. ในวันที่ 0 และ 28 ของการทดลอง  ทําการเจาะเก็บเลือดหนูทดลองจากเสนเลือดดําที่หาง 

(lateral vein) ดวยเข็มเบอร 261/2  ใหไดปริมาตรอยางนอย 0.25 ml ใสในหลอด 

Eppendorf ที่มีสารกันเลือดแข็ง 

3. ในวันที่ 56 หรือวันสุดทายของการทดลอง ทําการเจาะเก็บเลือดหนูทดลองจากหัวใจ 

(cardiac puncture) ดวยเข็มเบอร 21  และกระบอกฉีดขนาด 5 ml  แลวใสเลือดในหลอด

ทดลองที่มีสารกันเลือดแข็ง  (ข้ันตอนการเตรียมหนูทดลองกอนการเจาะเก็บเลือดจาก

หัวใจจะกลาวในหัวขอการเก็บตัวอยางเลือดและกลามเนื้อนองขาหลังของหนูทดลอง 

หนา 47) 

4. ปนแยกพลาสมาที่ความเร็ว 3500 rpm นาน 5 นาท ี

5. แบงพลาสมาสําหรับตรวจระดับน้ําตาลกลูโคสอยางนอย 10 μl  และระดับอินซูลินอยาง

นอย 50 μl  

6. ระหวางรอการตรวจวิเคราะหใหเก็บพลาสมาในตูแชแข็งอุณหภูมิ  -20oC 
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ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห 

1) การตรวจวัดระดับน้ําตาลกลูโคสดวยวิธ ีGlucose oxidase 

1.1 เตรียมน้ํายา PGO enzyme โดยละลายเอนไซม 1 แคปซูลในน้ํากลั่น 100 ml แลว

เติมสารละลาย o-Dianisidine 1.6 ml   

1.2 เตรียมสารละลาย 2-D-glucose ความเขมขน 0, 50, 100, 200 และ 300 mg/dl 

สําหรับการทํากราฟมาตรฐาน (standard curve) 

1.3 ปเปตสารละลาย 2-D-glucose  แตละความเขมขน และพลาสมาจากแตละตัวอยาง

ปริมาตร 10 μl 

1.4 เติมน้ํายา PGO enzyme ปริมาตร 1 ml ทุกตัวอยาง เขยาแลวอุนที่อุณหภูมิ 37 oC 

เปนเวลา 30 นาที 

1.5 วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 450 nm และ

หาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาโดยเทียบจาก standard curve 

2) การตรวจวัดระดับอินซูลินดวยชุดตรวจทดสอบ Rat Insulin Enzyme Immunoassay 

(SPI-Bio) 

2.1 เตรียมน้ํายาตรวจทดสอบตามคูมือ 

2.2 ลาง 96-well plate ทีม่าพรอมกับชุดตรวจทดสอบ  1 คร้ัง ดวย wash buffer  

2.3 เติมน้ํายา สารละลายมาตรฐาน และพลาสมา ลงใน 96-well plate  ตามขั้นตอน

ดังตอไปนี้ 

 Blank Non Specific Binding Maximum Binding Standard  Sample 

Buffer  - 100 μl 50 μl -   - 

Standard  -  -  - 50 μl  - 

Sample  - -  -   - 50 μl 

Tracer  - 50 μl 50 μl 50 μl 50 μl 

Antiserum  -  - 50 μl 50 μl 50 μl 

  ปดฝา plate แลว incubate ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 16-20 ชั่วโมง 

  ลาง plate ดวย wash buffer 5 คร้ัง 

Ellman's reagent 200 μl 200 μl 200 μl 200 μl 200 μl 

  นํา plate ไป incubate ในที่มดืที่อุณหภูมิหองบน orbital shaker   

  เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 
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2.4 วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 414 nm  

2.5 สราง standard curve จากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลายความ

เขมขน โดยกําหนดใหแกน X เปนคา log ของความเขมขน แลวหาความเขมขนของ

อินซูลินในพลาสมาโดยเทียบจาก standard curve ดังกลาวตามวิธีที่ระบุในคูมือ  

ทั้งนี้ คาการดูดกลืนแสงจะแปรผกผันกับความเขมขนของอินซูลินในพลาสมา 

3) การประเมนิภาวะดื้ออินซูลินจากการคํานวณ HOMA-IR 

3.1 นําคาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในพลาสมา (Fasting plasma glucose) และ

คาความเขมขนของอินซูลินในพลาสมา (Fasting plasma insulin)  ที่หาไดจากการ

เทียบ standard curve มาใชในการคํานวณคา Homeostasis model assessment 

of basal insulin resistance (HOMA-IR) ซึ่งเปนคาดัชนีที่ใชประเมินภาวะดื้ออินซูลิน 

[75]  ตามสูตรดังนี้ 

HOMA-IR    =     Fasting glucose (mmol/L) x Fasting insulin (μIU/mL) / 22.5 

                                  โดย 1 μIU/mL =  6.945 pmol/L (SI units) 

3.2 ประเมินภาวะดื้ออินซูลินของหนูขาวที่ถกูเหนีย่วนําใหเกดิภาวะดื้ออินซูลินดวย High-

fructose diet ในแตละกลุมการทดลองจากคา HOMA-IR ที่ได เทยีบกบักลุมควบคุม 
 
4.3  การศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับไขมันในพลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําให

เกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 
สัปดาห 

ข้ันตอนการเกบ็ตัวอยางเลือด 

1. งดใหอาหารหนูทดลองเปนเวลาอยางนอย 8 ชั่วโมง กอนทําการเจาะเก็บเลือดในวันที่ 56       

(8 สัปดาห) ของการทดลอง 

2. เจาะเก็บเลือดหนูทดลองจากหัวใจ (cardiac puncture) ดวยเข็มเบอร 21  และกระบอก

ฉีดขนาด 5 ml  แลวใสเลือดในหลอดทดลองที่มีสารกันเลือดแข็ง (ข้ันตอนการเตรียมหนู

ทดลองกอนการเจาะเก็บเลือดจากหัวใจจะกลาวในหัวขอการเก็บตัวอยางเลือดและ

กลามเนื้อนองขาหลังของหนูทดลอง หนา 47) 

3. ปนแยกพลาสมาที่ความเร็ว 3500 rpm นาน 5 นาที 

4. แบงพลาสมาสําหรับตรวจระดับคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด และ HDL อยางละไมต่ํา

กวา 10 μl 
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5. ระหวางรอการตรวจวิเคราะหใหเก็บพลาสมาในตูแชแข็งอุณหภูมิ  -20oC 

ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห 

1) การตรวจวัดระดับคอเลสเตอรอลดวยชุดตรวจทดสอบ Cholesterol liquicolor (Human®) 

1.1 ปเปตสารละลายมาตรฐาน (standard) ความเขมขน 200 mg/dl หรือตัวอยาง 

พลาสมา (sample) ปริมาตร 10 μl ใสในหลอดทดลอง 

1.2 เติม Enzyme reagent ลงในหลอด standard  หลอด sample และหลอด reagent 

blank หลอดละ 1000 μl 

1.3 เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ 37oC นาน 5 นาที 

1.4 วัดคาการดูดกลืนแสงของ standard, sample และ reagent blank ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 nm ภายในเวลา 60 นาที 

1.5 คาํนวณคาความเขมขนของคอเลสเตอรอลในพลาสมา ดวยสูตร 

C   =   200  x   (ΔASample/ ΔAStandard) mg/dl 

กําหนดให  

ΔASample  เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ sample กับ reagent blank 

ΔAStandard เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ standard กับ reagent blank 

2) การตรวจวัดระดับไตรกลีเซอไรดดวยชุดตรวจทดสอบ Triglyceride liquicolor (Human®)  

2.1 ปเปตสารละลายมาตรฐาน (standard) ความเขมขน 200 mg/dl หรือตัวอยาง 

พลาสมา (sample) ปริมาตร 10 μl ใสในหลอดทดลอง 

2.2 เติม Enzyme reagent ลงในหลอด standard  หลอด sample และหลอด reagent 

blank หลอดละ 1000 μl 

2.3 เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ 37oC นาน 5 นาที 

2.4 วัดคาการดูดกลืนแสงของ standard, sample และ reagent blank ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 nm ภายในเวลา 60 นาที 

2.5 คาํนวณคาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดในพลาสมา ดวยสูตร 

C   =   200  x   (ΔASample/ ΔAStandard) mg/dl 

กําหนดให  

ΔASample  เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ sample กับ reagent blank 

ΔAStandard เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ standard กับ reagent blank 
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3) การตรวจวัดระดับ HDL ดวยชุดตรวจทดสอบ HDL Cholesterol (Human®) 

ข้ันตอนการตกตะกอนไขมนัชนิดอืน่ (Precipitation) 

1. เตรียมน้ํายาสําหรับตกตะกอนไขมันชนิดอื่นๆ ดวยการเจือจางน้ํายา Precipitant 

1 ขวด (80 ml) ดวยน้ํากลั่น 20 ml  (หรือน้ํายา 4 สวน ตอน้ํา 1 สวน) 

2. ตกตะกอนไขมันชนิดอื่นๆในตัวอยางพลาสมา ดวยน้ํายา Precipitant  โดยเติม

ตัวอยาง 50 μl และ Precipitant ที่เจือจางแลว 100 μl 

3. เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที 

4. Centrifuge ที่ความเร็ว 10000g อยางนอย 2 นาที หรือ 4000g นาน 10 นาที 

5. แยกสวนใสดานบนซึ่งมี HDL ปนอยู (HDL supernatant) ออกจากตะกอนดาน 

ลางภายใน 1 ชั่วโมง เพื่อนําไปวัดคาความเขมขนของคอเลสเตอรอลดวยน้ํายา 

Cholesterol (จากชุดทดสอบ Cholesterol liquicolor) ตอไป 

ข้ันตอนการวดัปริมาณคอเลสเตอรอล (Cholesterol Determination) 

1. ปเปตสารละลายมาตรฐาน (standard) ความเขมขน 50 mg/dl หรือตัวอยางสวน

ใส (sample) อยางละ 100 μl 

2. เติม Enzyme reagent ลงในหลอด standard  หลอด sample และหลอด 

reagent blank หลอดละ 1000 μl 

3. เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ 37oC นาน 5 

นาที 

4. วัดคาการดูดกลืนแสงของ standard, sample และ reagent blank ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 nm ภายในเวลา 60 นาที 

5. คาํนวณคาความเขมขนของคอเลสเตอรอลในพลาสมา ดวยสูตร 

C   =   150  x   (ΔASample/ ΔAStandard) mg/dl 

กําหนดให  

ΔASample  เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ sample กับ reagent blank 

ΔAStandard เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ standard กับ reagent blank 
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4.4  การศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูขาวที่
ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกัน
เปนเวลา 8 สัปดาห 

ข้ันตอนการสกัด 

1. ชั่งและตัดแบงกลามเนื้อขณะแข็ง ใสใน Hand homogenizer grinder แลวเติม

สารละลาย 0.6 M Perchloric acid  ที่เย็น ในสัดสวน 2:5  โดยน้ําหนัก 

2. บดชิ้นกลามเนื้อจนกระทั่งมีลักษณะเปนสารละลายเนื้อเดียว (homogeneous) ใชเวลา

ประมาณ 15 นาที  โดยหลอน้ําแข็งใหเย็นตลอดเวลา 

3. แบงสารละลาย (homogenate) ที่ไดออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกแบงใสหลอด 

centrifuge ปริมาตร  0.2 ml แชไวในน้ําแข็ง เพื่อใชในขั้นตอนการสลายไกลโคเจน 

(Glycogen hydrolysis) ตอไป  สวนสารละลายที่เหลือ ใหนําไป centrifuge ที่ความเร็ว 

10000g เปนเวลา 10 นาที แลวเก็บสวนใสเพื่อใชวัดปริมาณกลูโคสเริ่มตน (Tissue 

glucose) 

ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห 

1) การสลายไกลโคเจน  (Glycogen hydrolysis) 

1.1 นํา homogenate  0.2 ml ที่แบงใสไวในหลอด centrifuge ในตอนแรก มาเติมสาร 

ละลาย  1M NaHCO3  0.05 ml  และเอนไซม Glucoamylase (≥ 10 kU/l)  1 ml  

1.2 Incubate ดวย shaking water bath ที่อุณหภูมิ 40oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

1.3 เติมสารละลาย 0.6 M Perchloric acid  0.5 ml เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

1.4 เขยาและ centrifuge ที่ความเร็ว 10000g เปนเวลา 10 นาที แลวเก็บสวนใสเพือ่ใชวดั

ปริมาณกลูโคสรวม (Glucose determination) 

2) การวัดปริมาณกลูโคส (Glucose determination) ดวยวิธ ีGlucose oxidase 

2.1  นําสวนใสที่ไดจากการสลายไกลโคเจน (Glycogen hydrolysate) และสวนใสที่เก็บไว

สําหรับวัดปริมาณกลูโคสเริ่มตน (Tissue glucose) มากําจัดโปรตีนดวยความรอน 

95 oC เปนเวลา 5 นาที   (ในกรณีที่วัดคาปริมาณกลูโคสไดต่ํามาก ใหใชผง NaHCO3 

ในการปรับคา pH ของสวนใสใหเปนกลาง แลว centrifuge แยกเก็บสวนใสอีกครั้ง)  

2.2  เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, และ 0.5 

mg/ml 
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2.3  ปเปตสวนใสทั้งสองสวนที่ไดจากขอ 2.1 และสารละลายกลูโคสมาตรฐานมาอยางละ 

10 μl  

2.4  เติมน้ํายา PGO enzyme ตัวอยางละ  1 ml 

2.5  เขยาใหเขากัน แลว incubate ที่อุณหภูมิ 37oC  เปนเวลา 30 นาที 

2.6  วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 450 nm  

และหาคาความเขมขนของกลูโคสโดยเทียบจาก standard curve 

3) การคํานวณปริมาณไกลโคเจนในกลามเนือ้ 

3.1 คํานวณปริมาณ Total glucose โดยนําคากลูโคสของ Glycogen hydrolysate ที่ได

จากการเทียบ standard curve มาคูณ  21.875  ซึ่งเปนคา factor จากการสกัดและ

จากปฏิกิริยาการสลายไกลโคเจน 

3.2 คํานวณปริมาณกลูโคสเริ่มตน (Tissue glucose) โดยนําคากลูโคสจากการเทียบ 

standard curve มาคูณ  2.5  ซึ่งเปนคา factor จากการสกัดไกลโคเจน  

3.3 หาปริมาณไกลโคเจน ดวยสูตร 

Glycogen (mg glucose/g tissue)    =   Total glucose – Tissue glucose 

3.4 เปรียบเทียบปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูขาวระหวางกลุม High-

fructose diet กับกลุมควบคุม 

 
4.5  การศึกษาผลของ GSE ตอระดับการแสดงออก (Expression) ของโปรตีนที่ทํา

หนาที่ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนูขาวดวยเทคนิค 
Western blot  หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

ข้ันตอนการเกบ็ตัวอยางกลามเนื้อและวเิคราะห 

1) การเก็บตัวอยางเลือดและกลามเนื้อนองขาหลัง (Soleus muscles) ของหนูทดลอง  

1.1 อดอาหารหนูทดลองเปนเวลาอยางนอย 8 ชั่วโมง กอนทําการเจาะเก็บเลือดและ

กลามเนื้อนองขาหลังในวันที่ 56 ของการทดลอง 

1.2 ฉีด Sodium pentobarbital ขนาด 60 mg/kg เขาชองทอง (Intraperitoneal 

injection; i.p.) เพื่อกดการตอบสนองของหนูทดลองในลักษณะหลับลึก ซึ่งใชเวลา

ประมาณ 5-10 นาที 

1.3 เมื่อหนูทดลองมีลักษณะหลับลึกและไรการตอบสนอง ใหนําหนูทดลองมาวางใน

ลักษณะนอนหงาย  
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1.4 ผาเปดชองทองขึ้นมาจนถึงชวงอกซึ่งเปนตําแหนงหัวใจของหนูทดลอง  
1.5 ใชเข็มเบอร 21 และกระบอกฉีดขนาด 5 ml เจาะเก็บตัวอยางเลือดจากหัวใจในขณะที่

หัวใจยังทํางาน  

1.6 ใสเลือดในหลอดทดลองที่มีสารกันเลือดแข็ง เพื่อนําไปปนแยกพลาสมาเก็บไวใชใน
การตรวจวัดระดับน้ําตาลกลูโคส ระดับฮอรโมนอินซูลิน และระดับไขมันตอไป 

1.7 ตัดกลามเนื้อสวนนองขาหลังทั้ง 2 ขาง ในสวนที่เรียกวา Soleus muscles ลางดวย 

normal saline แลวแชในไนโตรเจนเหลว  

1.8 นําไปเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 oC จนกวาจะทําการสกัดโปรตีน 

2) การสกัดโปรตนีจากกลามเนือ้นองขาหลังของหนูทดลอง 
2.1 ตัดแบงกลามเนื้อขณะแข็งเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 0.2 g ใสใน Hand homogenizer 

grinder แลวเติม Homogenizing buffer ที่เย็น (ภาคผนวก ก ขอ 1.)ปริมาตร 0.8 ml  

2.2 บดชิ้นกลามเนื้อเปนเวลา 15–20 นาที หรือจนกระทั่งมีลักษณะเปนสารละลายเนื้อ

เดียว (homogeneous) โดยหลอน้ําแข็งใหเย็นตลอดเวลาเพื่อชวยปองกันการเสีย

สภาพของโปรตีน 

2.3 ปนแยกโปรตีนจากเซลลกลามเนื้อดวยเครื่อง ultracentrifuge ที่ความเร็ว 10,000g 

เปนเวลา 10 นาที  

2.4 นําสวนใสไปวัดปริมาณโปรตีนรวมดวยวิธี Bradford จากนั้นเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ 

-80 oC  จนกวาจะทําการวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค Western blot 

3) การวัดปริมาณโปรตีนรวมดวยวิธ ีBradford 

3.1 เตรียมโปรตีนมาตรฐาน (Bovine serum albumin; BSA) ความเขมขน 0, 25, 50, 

100, 200 และ 500 μg/ml โดยการทํา serial dilution จากสารละลาย stock ความ

เขมขน 1 mg/ml 

3.2 เตรียมตัวอยางโปรตีนจากกลามเนื้อ (Tissue lysate) โดยการเจือจาง 1:50 

3.3 ปเปต BSA แตละความเขมขนและ Tissue lysate ตัวอยางละ 100 μl 

3.4 เติมน้ํายา Bradford working (ภาคผนวก ก ขอ 2.2) ตัวอยางละ 1 ml เขยาแลวตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 

3.5 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer และ

หาความเขมขนของตัวอยางโปรตีนจากกลามเนื้อโดยเทียบจาก standard curve 

แลวคูณดวย 50 ซึ่งเปนคา dilution factor  
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4) การวิเคราะหโปรตีน ดวยเทคนิค Western blot  

Western blot เปนเทคนิคการวิเคราะหโปรตีนที่ใชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยา 

วาดวยเรื่องของการจับกันอยางจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอด้ี เนื่องจากภายใน

เซลลหนึ่งๆ มีการแสดงออกของโปรตีนหลากหลายชนิด ในปริมาณที่มากนอยแตกตางกัน

ไป ข้ึนอยูกับบทบาทหนาที่ของเซลลนั้นๆ การศึกษาปริมาณการแสดงออกของโปรตีนชนดิ

ใดชนิดหนึ่งในเซลล จําเปนตองอาศัยวิธีการที่จําเพาะในการแยกโปรตีนชนิดนั้นออกจาก

โปรตีนชนิดอื่น  เทคนิคนี้มีกระบวนการแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟาตามขนาดของโปรตีน

กอน เรียกวา Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)  จากนั้นจึงใชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยาเรียกวา Immunoblotting โดยใชแอนติ

บอดี้ที่จําเพาะเขาจับกับโปรตีนเปาหมายแลวติดฉลากแอนติบอดี้ดวยเอนไซมที่สามารถ

เรงปฏิกิริยาซับสเตรทใหเกิดเปนผลิตภัณฑที่ตรวจวัดได จึงทําใหสามารถวิเคราะหการ

แสดงออกของโปรตีนที่ตองการไดอยางถูกตอง 

ในที่นี้ทําการวิเคราะหเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนที่ทําหนาที่ใน

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน (PI3K/Akt pathway) ภายในเซลลกลามเนื้อของหนูขาว

ในแตละกลุมทดลอง อันประกอบดวยโปรตีนดังตอไปนี้ 

1. โปรตีนตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล ไดแก Insulin receptor β (IRβ)  

2. โปรตีนตัวสงสญัญาณอินซูลินในเซลล ไดแก Insulin receptor substrate-1 

(IRS-1) และ Protein kinase B (PKB/Akt) 

3. โปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลล ไดแก Glucose transporter 4 (GLUT4) 

ข้ันตอนการเตรียมเจล 

1. เตรียมเจลอะคริลาไมด  2 ความเขมขน ไดแก Stacking gel (5%) และ  

Separating gel (8-10% ข้ึนอยูกับขนาดโปรตีน) (ภาคผนวก ก ขอ 4.1-4.3) 

2. หยอด Separating gel ประมาณ 2 ใน 3 สวนของแผนประกบเจล แลวหยอดน้ํา 

Milli-Q ตามทันทีเพื่อใหขอบเจลดานบนเรียบสม่ําเสมอ ตั้งแผนประกบเจลทิ้งไว

ประมาณ 20 นาที หรือจนกระทั่งเจลแข็งตัวจึงเทน้ํา Milli-Q ออก 

3. หยอด Stacking gel แลววางหวี (comb) ตามทันทีเพื่อสรางหลุมสําหรับหยอด

ตัวอยางบนเจล ตั้งแผนประกบเจลทิ้งไวประมาณ 30 นาที หรือจนกระทั่งเจลแข็ง

ตัวจึงดึงหวีออก ดังรูป 
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4. ตั้งแผนประกบเจลลงใน tank สําหรับการทํา electrophoresis แลวเติม running 

buffer (ภาคผนวก ก ขอ 5.) ใหทวมเจล 

 

ข้ันตอนการทาํ Western blot 

1. SDS-PAGE  (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)  

เปนการแยกโปรตีนตามขนาดดวยกระแสไฟฟาโดยการทําใหโปรตีนเกิด

การเสียสภาพกอน มีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

a) เตรียมตัวอยางโปรตีนโดยการเจือจางดวย 2X Laemmli sample buffer 

(ภาคผนวก ก ขอ 3.) ในสัดสวน 1:1 แลวตมที่อุณหภูมิ 95 oC เปนเวลา  

5 นาที เพื่อทําใหโปรตีนเสียสภาพเปนโครงสรางปฐมภูมิ 

b) หยอดโปรตีนมาตรฐานขนาดตางๆ (Prestained SDS-PAGE marker) 

ปริมาตร 5 μl ลงในหลุมแรกบนเจล 

c) หยอดตัวอยางโปรตีนลงในหลุมถัดมาหลุมละ 1 ตัวอยาง โดยใหมี

ปริมาณโปรตีนรวมเทากันทุกตัวอยาง (ปริมาณ 35-150 μg ข้ึนอยูกับ

ระดับความมากนอยของการแสดงออกของโปรตีนแตละชนิด)  

d) Run electrophoresis ดวยอุปกรณชุด Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) 

ที่อุณหภูมิหอง ดวยความตางศักยคงที่ โดยแบงเปน 2 ชวง ไดแก 

ชวงที่ 1 คือ ชวงที่โปรตีนเคลื่อนที่ผาน Stacking gel ใชความตาง   

ศักย 70 V เปนเวลาประมาณ 30 นาที 
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ชวงที่ 2 คือ ชวงที่โปรตีนเคลื่อนที่ผาน Separating gel ใชความตาง

ศักย 130 V เปนเวลาประมาณ 60 นาที หรือจนกระทั่งสีของ Laemmli 

sample buffer เคลื่อนที่ลงมาถึงขอบเจลดานลาง 

2. Immunoblotting  

เปนการถายโอนโปรตีนจากเจลมายังแผนเมมเบรนดวยกระแสไฟฟา 

เพื่อนํามาจับกับแอนติบอด้ีจําเพาะ (primary antibody) และแอนติบอด้ีที่ติด

ฉลากดวยเอนไซม (secondary antibody) จากนั้นเอนไซมจะทําปฏิกิริยากับ

ซับสเตรท (chemiluminescense substrate) เกิดการเปลงแสงขึ้นบริเวณที่เปน

โปรตีนที่ตองการ สามารถนํามาตรวจวัดปริมาณของโปรตีนได มีข้ันตอนดัง 

ตอไปนี้ 

a) หลังจาก run electrophoresis เสร็จส้ิน ใหลอกเจลออกจากแผนประกบ

แลวแชเจลลงใน transfer buffer ที่เย็น (ภาคผนวก ก ขอ 6.) เปนเวลา

ประมาณ 5 นาที เชนเดียวกับกระดาษกรองและแผนไฟเบอรที่จะใชใน

การประกบเจลกับ PVDF membrane 

b) เตรียมแผน PVDF membrane ดวยการแชใน absolute methanol เปน

เวลา 5 นาที เพื่อให PVDF membrane มีสภาพเปนขั้วบวก 

c) แชแผน PVDF membrane ลงใน transfer buffer ที่เย็น จากนั้นใชตลับ

ประกบในการประกบแผนไฟเบอร (fiber pad) กระดาษกรอง (filter 

paper) เจล และ PVDF membrane เรียงตามลําดับจากขั้วลบไปยัง

ข้ัวบวก ดังรูป 

 

 
 

d) Transfer โปรตีนบนเจลมาที่ membrane ดวยกระแสไฟฟาความตาง

ศักยคงที่ 100 V อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที 
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e) แยก membrane ออกมาแชใน wash buffer (1X TBS-T) (ภาคผนวก ก 

ขอ 7.) เปนเวลาประมาณ 5 นาที เพื่อลาง transfer buffer 

f) แช membrane ใน blocking buffer (5% Non-fat dry milk) (ภาคผนวก 

ก ขอ 8.) เพื่อกําจัด non-specific binding site บน membrane เปน

เวลา 1 ชั่วโมง บนเครื่อง orbital shaker  

g) ลาง membrane ดวย wash buffer 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

h) แช  membrane ใน primary antibody (แอนติบอด้ีจําเพาะตอโปรตีนแต

ละชนิด) ที่เจือจางดวย antibody dilution buffer (5% non-fat dry milk 

หรือ 5% BSA ข้ึนอยูกับชนิดของแอนติบอด้ี) สัดสวน 1:1000  ที่

อุณหภูมิ 4 oC บน orbital shaker เปนเวลา 1 คืน  

i) ลาง membrane 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

j) แช membrane ใน secondary antibody (Anti-IgG HRP linked 

antibody) ที่เจือจางดวย antibody dilution buffer สัดสวน 1:2000  ที่

อุณหภูมิหอง บน orbital shaker เปนเวลา 45 นาที  

k) ลาง membrane 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

l) แช membrane ในน้ํายา 1X LumiGLO and Peroxide เปนเวลา 1 นาที 

เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการเปลงแสง chemiluminescense 

m) นําแผนฟลมเอ็กซเรยมาประกบกับ membrane ทุกๆ 2 นาที รวมเปน

เวลา 10 นาที จากนั้นลางแผนฟลมดวยน้ํายา developer และ fixer เปน

เวลา 2 และ 3 นาที ตามลําดับ  (ทําในหองมืด) 

n) ถายรูปแผนฟลมในเครื่อง Gel Doc ดวยโปรแกรม GeneSnap 

(SynGene) แลววัดคาความเขมของแถบโปรตีนที่ตองการของแตละกลุม

ทดลองดวยโปรแกรม GeneTools (SynGene) 

o) เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีนระหวางกลุม High-fructose 

diet กับกลุมควบคุม โดยเทียบในหนวย Relative unit 

ข้ันตอนการทาํ Immunoprecipitation   (เฉพาะ Insulin receptor β) 

1. เตรียม immune complex ดวยการเติมแอนติบอด้ีตอ  Insulin receptor β (IRβ)    

ลงในตัวอยางโปรตีนที่ปรับความเขมขนเปน 5 μg/μl ดวยสัดสวน 1:50 จากนั้น 

incubate ขามคืนที่อุณหภูมิ 4 oC  
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2. นํา immune complex ที่ไดมาตรึงดวย protein A ตามขั้นตอนที่ระบุใน Seize® 

Classic (A) Immunoprecipitation kit ดังนี้ 

2.1 เติม immune complex ลงใน spin cup ที่บรรจุ protein A agarose gel  

0.4 ml ผสมโดยการกลับหลอดไปมาเบาๆ แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 

15 นาที 

2.2 ปนแยกสวนที่ไมถูกตรึงดวย protein A ออก ดวยความเร็ว 4000 rpm  1 

นาที 

2.3 ลางเจลดวย wash buffer แลวปนทิ้ง 3 คร้ัง  

2.4 เติม elution buffer ปริมาตร 190 μl  แลวทิ้งไว 5 นาที เพื่อให immune 

complex หลุดออกจาก protein A  

2.5 ปนเก็บสวนที่หลุดออกมาจาก spin cup เปน fraction 1 

2.6 เติม elution buffer ซ้ํา 2 คร้ัง แลวปนเก็บเปน fraction 2 และ 3  

2.7 นําสวน fraction ดังกลาวไปวิเคราะหดวยเทคนิค Western blot ตอไป โดย

เตรียมตัวอยางดวย sample buffer เชนเดียวกับการทํา SDS-PAGE ปกติ 

แลวหยอดตัวอยาง fraction ละ 15 μl ลงบนเจล 
 
5. การวิเคราะหขอมูล 

วิเคราะหขอมูลดวย One-way analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกตาง

ทางสถิติระหวางกลุมทดลองใช Least Significance Difference (LSD) ที่ระดับนัยสําคัญ           

p < 0.05 โดยใช คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย (Mean ± S.E.M.) ในการนําเสนอ

ขอมูล 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

1.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุน (Grape seed extract; GSE) ตอการ
เปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวของหนูขาวท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มี
น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet; HF) ตลอดระยะเวลา 8 สัปดาห 

1.1) พฤติกรรมและลักษณะทางกายภาพโดยทั่วไป 

ไมพบความผดิปกติดานพฤติกรรมหรือลักษณะทางกายภาพใดๆของหนูทกุกลุม

การทดลอง ตลอดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

 

1.2) น้ําหนกัตัวของหนูทดลอง (Body weight) 

 

* # * # 
* # 

* # * * 
* # # 

# # 
# # 

# 
# 

ภาพที่ 4.1  แสดงผลการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวเฉลี่ยของหนูแตละกลุมทดลองตลอด

ระยะเวลาการทดลอง นับต้ังแตวันที่ 0 ถึงวันที่ 56   

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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น้ําหนักตัวเฉลี่ยของหนูทดลองแตละกลุมที่ชั่งทุกๆ 4 วัน เร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงซึ่ง

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ภายหลังวันที่ 28 หรือสัปดาหที่ 4 ของการทดลอง 

ชวงวันที่ 32 ถึงวันที่ 40 พบวา หนูทดลองกลุมที่ไดรับ High-fructose diet (HF) 

เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน (GSE) 0.5% มีน้ําหนักตัวเฉลี่ยนอยกวาหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF 

เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับ

ยา Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว (เร่ิมใหยาในสัปดาหที่ 5) มีน้ําหนักตัวเฉลี่ย

มากกวาหนูทดลองกลุมควบคุม (Control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ทั้งนี้ น้ําหนักตัว

เฉล่ียของหนูทดลองกลุม Control และกลุมที่ไดรับ HF ไมแตกตางกันทางสถิติ (ภาพที่ 4.1) 

ชวงวันที่ 44 ถึงวันที่ 52 พบวา น้ําหนักตัวเฉลี่ยของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF 

เสริมดวย 0.5% GSE ยังคงนอยกวาหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีน้ําหนักตัว

เฉลี่ยมากกวาหนูทดลองทั้งในกลุม Control และกลุมที่ไดรับ HF อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 4.1 

หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห พบวา หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF มี

น้ําหนักตัวเฉลี่ยมากกวาหนูทดลองกลุม Control แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่หนูทดลอง

กลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีน้ําหนักตัวเฉลี่ยมากกวาหนูทดลองกลุม Control และ

กลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เชนเดียวกับน้ําหนักตัวที่

เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับน้ําหนักตัวเริ่มตน (body weight gain) ดังแสดงไวในตารางที่ 4.1  

ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE มี

น้ําหนักตัวเฉลี่ยหลัง 8 สัปดาห และ body weight gain ไมแตกตางจากกลุม Control และ กลุมที่

ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (ตารางที่ 4.1) 

 

1.3) ปริมาณอาหารและน้ําทีห่นทูดลองกนิในแตละวัน 

การกินอาหารของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE และ

ยา Rosiglitazone มีปริมาณโดยเฉลี่ยไมแตกตางจากปริมาณการกินอาหารตอวันของหนูทดลอง

กลุม Control และกลุมที่ไดรับ HF ดังแสดงในตารางที่ 4.2  

สวนการกินน้ําของหนูทดลอง ไมพบความแตกตางกันทางสถิติระหวางปริมาณ

การกินน้ําโดยเฉลี่ยตอวันของหนูทดลองแตละกลุม (ตารางที่ 4.2) 
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ตารางที ่4.1  แสดงคาเฉลี่ยของน้ําหนักและการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักของหนทูดลองหลงัสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห   

 

Parameters  Control HF  HF+0.5%GSE HF+1%GSE HF+2%GSE HF+Rosiglitazone 

Body weight (g) 380.2 ± 7.5   392.0 ± 8.1 373.5 ± 7.3      374.2 ± 8.1   380.5 ± 3.5   429.0 ± 5.5 *#

Body weight gain (g) 212.7 ± 8.1   224.8 ± 8.6 209.2 ± 6.7      209.3 ± 8.4   215.2 ± 4.0   261.5 ± 5.9 *#

 

ตารางที ่4.2  แสดงปริมาณการกินอาหารและน้ําของหนูทดลองโดยเฉลี่ยตอวัน   

 

Parameters Control HF  HF+0.5%GSE HF+1%GSE HF+2%GSE HF+Rosiglitazone 

Food consumption (g/day) 17.4 ± 0.3    17.5 ± 0.3 17.3 ± 0.2      17.4 ± 0.4    17.2 ± 0.3   17.7 ± 0.1 

Water consumption (ml/day) 30.8 ± 1.4    31.5 ± 2.1 28.4 ± 1.0      28.5 ± 1.3    28.7 ± 1.7   29.8 ± 0.9 

 

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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2.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับน้ําตาลกลูโคส และระดับฮอรโมนอินซูลินใน 
พลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตส
ปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห 

2.1) ผลของ GSE ตอระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาของหนูทดลอง 

หลังจาก 4 สัปดาหแรกของการใหอาหาร พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF มีระดับ

น้ําตาลกลูโคสในพลาสมาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control 

(ตารางที่ 4.3) จากนั้นจึงเริ่มใหยา Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว ในสัปดาหที่ 5 

จนกระทั่งสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เปนระยะเวลาติดตอกัน 8 สัปดาห มีระดับน้ําตาล

กลูโคสในพลาสมาขณะอดอาหาร (fasting plasma glucose) สูงกวาหนูกลุม Control อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE 

และยา Rosiglitazone มีระดับน้ําตาลต่ํากวากลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 15.7%, 

19.8%, 18.7% และ 21.1% ตามลําดับ) โดยมีเฉพาะหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 1% 

GSE และยา Rosiglitazone เทานั้น ที่มีระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาลดลงอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

 

2.2) ผลของ GSE ตอระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาของหนทูดลอง 

หลังจาก 4 สัปดาหแรกของการใหอาหาร พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF มีระดับ

ฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม 

Control (ตารางที่ 4.3) จากนั้นจึงเริ่มใหยา Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว ใน

สัปดาหที่ 5 จนกระทั่งสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

เมื่อส้ินสุดระยะเวลาการทดลองพบวา หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดยีว

ติดตอกัน 8 สัปดาห ยังคงมีระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาขณะอดอาหาร (fasting plasma 

insulin) สูงกวาหนูกลุม Control อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   

สวนหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone   ในชวง 4 สัปดาหหลัง

ของการใหอาหาร พบวา มีระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาลดลง (คิดเปน 36.0%) หากแตไมมี

นัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกับการลดลงของระดับอินซูลินในพลาสมาของหนูที่ไดรับ HF เสริม

ดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 19.8%, 

24.6% และ 19.1% ตามลําดับ) ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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2.3) การประเมนิภาวะดื้ออินซูลินของหนทูดลองดวย HOMA-IR 

เมื่อคํานวณคา HOMA-IR จากคาน้ําตาลกลูโคสและฮอรโมนอินซูลินในพลาสมา

แลว พบวา หลังจาก 4 สัปดาหแรก หนูทดลองที่ไดรับ HF แสดงภาวะดื้ออินซูลินจากคา HOMA-

IR ที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control (ตารางที่ 4.3) 

หลังสิ้นสุดระยะเวลา 8 สัปดาห พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF เสริมดวย GSE 

สามารถลดภาวะดื้ออินซูลินไดในระดับหนึ่ง ทั้งนี้เนื่องจากมีคา HOMA-IR ลดลงเมื่อเทียบกับหนู

กลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (โดย 1% GSE ลดไดมากที่สุดคือ 37.3%  รองลงมาคือ 2% GSE 

ลดลง 35.0% และนอยที่สุดคือ 0.5% GSE ลดลง 34.4%) หากแตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ   

ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone สามารถลดภาวะดื้ออินซูลินได โดย

มีคา HOMA-IR ต่ําลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียง

อยางเดียว  ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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ตารางที ่4.3 แสดงระดับน้ําตาลกลูโคส ระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมา และคา HOMA-IR ของหนูทดลอง  

 

Parameters  Control HF  HF+0.5%GSE HF+1%GSE HF+2%GSE HF+Rosiglitazone 

Plasma glucose (mg/dl)       

     Baseline 100.0 ± 11.6     82.8 ± 7.9   93.7 ± 6.3     92.2 ± 4.3   93.9 ± 5.5 102.8 ± 10.1 

     4 weeks    112.2 ± 7.3 141.1 ± 16.8 * 126.5 ± 2.5   124.4 ± 2.0 121.6 ± 3.7   142.6 ± 10.3 * 

     8 weeks 128.7 ± 14.2 165.4 ± 15.8 * 139.4 ± 5.9 132.6 ± 11.4 # 134.5 ± 5.2 130.5 ± 7.1 #

Plasma insulin (μIU/ml)       

    Baseline 16.1 ± 3.3     17.2 ± 6.8   16.1 ± 3.2     14.0 ± 2.1   15.9 ± 4.9 12.6 ± 1.8 

    4 weeks 29.4 ± 5.1     47.4 ± 2.7 *   35.6 ± 4.5     36.3 ± 7.2   42.1 ± 5.3   49.6 ± 9.6 * 

    8 weeks   62.1 ± 14.1   114.4 ± 15.9 *    91.7 ± 14.4 86.3 ± 15.9    92.5 ± 16.1 73.2 ± 9.7 

HOMA-IR score       

    Baseline   4.0 ± 0.9 3.8 ± 1.7    3.6 ± 0.6 3.3 ± 0.6   3.5 ± 1.0 3.2 ± 0.5 

    4 weeks   8.2 ± 1.5 16.9 ± 3.0 *  11.0 ± 1.3     11.2 ± 2.2 12.5 ± 1.3 17.2 ± 3.2 * 

    8 weeks 19.3 ± 4.9   48.3 ± 11.0 *  31.7 ± 5.7     30.3 ± 7.3 31.4 ± 6.0 23.8 ± 3.6 #

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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ภาพที่ 4.2  แสดงระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาขณะอดอาหารของหนูแตละกลุมทดลอง : 

ระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมากอนการทดลอง (ซาย; Baseline) , ระดับน้ําตาลกลูโคสใน 

พลาสมาหลัง 4 สัปดาห (กลาง; 4 weeks) และระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาหลังสิ้นสุดการ

ทดลอง 8 สัปดาห (ขวา; 8 weeks) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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ภาพที่ 4.3  แสดงระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาขณะอดอาหารของหนูแตละกลุมทดลอง : 

ระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมากอนการทดลอง (ซาย; Baseline) , ระดับฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมาหลัง 4 สัปดาห (กลาง; 4 weeks) และระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาหลังสิ้นสุดการ

ทดลอง 8 สัปดาห (ขวา; 8 weeks) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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ภาพที่ 4.4  แสดงระดับภาวะดื้ออินซูลินจากคา HOMA-IR ของหนูแตละกลุมทดลอง : คา 

HOMA-IR กอนการทดลอง (ซาย; Baseline) , คา HOMA-IR หลัง 4 สัปดาห (กลาง; 4 weeks) 

และคา HOMA-IR หลังสิ้นสุดการทดลอง 8 สัปดาห (ขวา; 8 weeks) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose die
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3.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับไขมันในพลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําให
เกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 
สัปดาห 

3.1) ผลของ GSE ตอระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาของหนูทดลอง 

หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF ทั้งกลุม

ที่เสริมและไมเสริมดวย GSE มีระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาสูงกวาหนูกลุม Control อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยที่การเสริมดวย 0.5%, 1% หรือ 2% GSE ไมมีผลตอการ

เปลี่ยนแปลงระดับคอเลสเตอรอลใน พลาสมาของหนูทดลองที่ไดรับ HF แตอยางใด ในขณะที่หนู

ทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF ดังแสดงในตารางที่ 4.4 

3.2) ผลของ GSE ตอระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมาของหนูทดลอง 

เมื่อเทียบกับกลุม Control พบวา ไตรกลีเซอไรดในพลาสมาของหนูทดลองกลุมที่

ไดรับ HF นาน 8 สัปดาห มีระดับสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 

4.4 ทั้งนี้ หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE รวมถึงกลุมที่ไดรับ HF 

รวมกับยา Rosiglitazone พบวา มีระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมาลดลง (คิดเปน 22.8%, 25.4%, 

20.3% และ 39.0% ตามลําดับ) ต่ํากวาหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห (ตารางที่ 4.4) 

3.3) ผลของ GSE ตอระดับ HDL ในพลาสมาของหนูทดลอง 

หนูทุกกลุมการทดลอง มีระดับ HDL ในพลาสมาหลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 

8 สัปดาห ไมแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
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ตารางที ่4.4 แสดงระดับคอเลสเตอรอล ระดับไตรกลีเซอไรด และระดับ HDL ในพลาสมาของหนูทดลอง หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห  

 

Parameters  Control HF  HF+0.5%GSE HF+1%GSE HF+2%GSE HF+Rosiglitazone 

Total cholesterol (mg/dl) 86.0 ± 2.5    99.2 ± 2.1 *     99.4 ± 3.0 *  98.6 ± 2.7 *   97.2 ± 0.8 *   91.0 ± 3.0 #

Triglyceride (mg/dl) 44.8 ± 3.7    76.7 ± 9.2 *     59.2 ± 4.3  #      57.2 ± 3.1 #    61.1 ± 5.4 * #   46.8 ± 4.5 #

HDL cholesterol (mg/dl) 64.3 ± 2.8    70.2 ± 3.0   68.6 ± 2.7      68.6 ± 1.9     68.5 ± 2.0  63.8 ± 2.7 

  

 

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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ภาพที่ 4.5  แสดงระดับไขมันในพลาสมาของหนูแตละกลุมทดลองหลังสิ้นสุดระยะเวลาการ

ทดลอง 8 สัปดาห : ระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมา (ซาย; Total cholesterol) , ระดับไตรกลีเซอ

ไรดในพลาสมา (กลาง; Triglyceride) และระดับ HDL ในพลาสมา (ขวา; HDL) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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4.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูขาวที่
ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกัน
เปนเวลา 8 สัปดาห   

4.1) ผลของ GSE ตอปริมาณไกลโคเจนในกลามเนื้อของหนทูดลอง 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว นาน 8 สัปดาห มีปริมาณไกลโคเจนที่

สะสมในกลามเนื้อต่ํากวาปริมาณไกลโคเจนในกลามเนื้อของหนูกลุม Control อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.5 

ทั้งนี ้เมื่อเทียบกับหนูกลุมทีไ่ดรับ HF เพียงอยางเดียว พบวา หนทูดลองกลุมที่ได 

รับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE และกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีปริมาณ

ไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อสูงขึ้น (คิดเปน  22.2%, 37.0%, 25.9% และ 29.6% ตามลาํดับ) 

โดยกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 1% GSE และกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีปริมาณ

ไกลโคเจนสะสมในกลามเนือ้สูงขึ้นกวาหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดยีวอยางมีนยัสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห (ตารางที ่4.5) 
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ตารางที ่4.5 แสดงปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนทูดลอง หลังสิน้สดุระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห  

 

   Control HF  HF+0.5%GSE HF+1%GSE HF+2%GSE HF+Rosiglitazone 

Glycogen  

(mg glucose/g tissue)   3.8 ± 0.3  2.7 ± 0.3 * 3.3 ± 0.2       3.7 ± 0.1#      3.4 ± 0.3   3.5 ± 0.1 #

 

 

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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ภาพที่ 4.6  แสดงปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูแตละกลุมทดลองหลังสิ้นสุด

ระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห  

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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5.   ผลการศึกษาผลของ GSE ตอระดับการแสดงออก (Expression) ของโปรตีนที่ทํา
หนาที่ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนูขาวดวยเทคนิค 
Western blot หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

5.1) โปรตีนตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล  ไดแก  Insulin receptor β (IRβ)  

การแสดงออกของ IRβ ในเซลลกลามเนื้อของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF ติดตอกันเปน

ระยะเวลานานถึง  8 สัปดาห พบวา มีระดับการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control ดังภาพที่ 4.7 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE มีระดับการแสดงออกของ 

IRβ ที่เพิ่มข้ึน (คิดเปน 29.2%, 14.6% และ 27.1% ตามลําดับ) แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ

เทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว สวนในหนูทดลองกลุมที่ไดรับ  HF รวมกับยา 

Rosiglitazone พบวามีการแสดงออกของ IRβ ที่เพิ่มข้ึน เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียง

อยางเดียว (คิดเปน 50.0%) อยางไรก็ตาม การแสดงออกที่เพิ่มข้ึนดังกลาวไมแตกตางกันทางสถิติ

เชนกัน (ตารางที่ 4.6) 
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ภาพที่ 4.7 แสดงระดับการแสดงออกของ Insulin receptor β (IRβ) ในเซลลกลามเนื้อหนู

ทดลอง  (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control)  
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5.2) โปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในเซลล  ไดแก Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) และ 

Protein kinase B (PKB/Akt) 

5.2.1 Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) 

การแสดงออกของ IRS-1 ในเซลลกลามเนื้อของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF 

ติดตอกันเปนระยะเวลานานถึง 8 สัปดาห พบวา มีระดับการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control ดังภาพที่ 4.8 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE มีระดับการแสดง 

ออกของ IRS-1 ไมแตกตางจากหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่

ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีระดับการแสดงออกของ IRS-1 เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF (คิดเปน 43.3%) (ตารางที่ 4.6) 

5.2.2 Protein kinase B (PKB/Akt) 

การแสดงออกของ Akt ในเซลลกลามเนื้อของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF ติดตอ 

กันเปนระยะเวลานานถึง 8 สัปดาห พบวา มีระดับการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control ดังภาพที่ 4.9 

  หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE และกลุมที่ไดรับ HF 

รวมกับยา Rosiglitazone มีระดับการแสดงออกของ Akt เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 43.8%, 47.9%, 41.7% และ 

104.2% ตามลําดับ) อยางไรก็ตาม ระดับการแสดงออกของ Akt ในเซลลกลามเนื้อของหนูที่ไดรับ 

HF เสริมดวย GSE ยังคงต่ํากวาหนูกลุม Control อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 

4.6) 
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ภาพที่ 4.8 แสดงระดับการแสดงออกของ Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) ในเซลล

กลามเนื้อหนทูดลอง   (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05  เมื่อเทียบกบั

กลุม High-fructose diet) 
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ภาพที่ 4.9 แสดงระดับการแสดงออกของ Protein kinase B (PKB/Akt) ในเซลลกลามเนื้อ

หนูทดลอง   (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม High-

fructose diet) 
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5.3) โปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลล (Glucose transporter 4; GLUT4) 

การแสดงออกของ GLUT4 ในเซลลกลามเนื้อของหนทูดลองกลุมที่ไดรับ HF ติด 

ตอกันเปนระยะเวลานานถงึ 8 สัปดาห พบวา มีระดบัการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสาํคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเทยีบกับหนกูลุม Control ดังภาพที่ 4.10 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 1% GSE และกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา 

Rosiglitazone มีระดับการแสดงออกของ GLUT4 เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 82.2% และ 77.8% ตามลําดับ) ในขณะ

ที่ระดับการแสดงออกของ GLUT4 ในเซลลกลามเนื้อของหนูที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5% และ 2% 

GSE เทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว พบวา มีการแสดงออกที่เพิ่มข้ึน (คิดเปน 

24.4% และ 11.1% ตามลําดับ) แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.6) 
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ภาพที่ 4.10 แสดงระดับการแสดงออกของ Glucose transporter 4 (GLUT4) ในเซลล

กลามเนื้อหนูทดลอง   (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05  เมื่อเทียบกับ

กลุม High-fructose diet) 
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ตารางที ่4.6   แสดงระดับการแสดงออกของโปรตีนที่ทาํหนาที่ในกระบวนการสงสญัญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนทูดลอง หลังสิน้สุดระยะเวลา 

Expression of proteins  Control HF  HF+0.5%GSE HF+1%GSE HF+2%GSE HF+Rosiglitazone 

Insulin receptor β 1.00 ± 0.08 0.48 ± 0.11 *   0.62 ± 0.07 *  0.55 ± 0.09 * 0.61 ± 0.07 *   0.72 ± 0.09 * 

Insulin receptor substrate-1 1.00 ± 0.07   0.60 ± 0.05 *   0.64 ± 0.05 *      0.60 ± 0.04 *  0.69 ± 0.08 *   0.86 ± 0.05 #

Protein   kinase B 1.00 ± 0.04   0.48 ± 0.05 *      0.69 ± 0.06 * #   0.71 ± 0.02 * #  0.68 ± 0.02 * #  0.98 ± 0.04 #

Glucose transporter 4 1.00 ± 0.07   0.45 ± 0.06 *  0.56 ± 0.08 *      0.82 ± 0.10 #  0.50 ± 0.10 *  0.80 ± 0.08 #

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 

                    การทดลอง 8 สัปดาห 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

1.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว
ของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณ
สูงตลอดระยะเวลา 8 สัปดาห 

การใหอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปนเวลา 8 

สัปดาห เพื่อเหนี่ยวนําใหหนูเปนโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลิน พบวา ไมทําใหน้ําหนักตัวหนู

เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ เชนเดียวกับการใหสารสกัดเมล็ดองุน ขนาด 0.5%, 1% และ 2% เสริมใน

อาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกัน  8 สัปดาห พบวา ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

น้ําหนักตัวหนูที่แตกตางจากหนูปกติและหนูเบาหวาน  ในขณะที่การใหยารักษาโรคเบาหวานชนิด 

Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว แกหนูเบาหวานในชวง 4 สัปดาหหลังของการ

ทดลอง สงผลใหหนูมีน้ําหนักตัวเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 
2.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับน้ําตาลกลูโคสและระดับ

ฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหาร
ที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห  

  อาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 สามารถเหนี่ยวนํา

ใหหนูเปนโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลินไดใน 28 วัน หรือ 4 สัปดาหแรกของการทดลอง จาก

ผลระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมา ระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมา และระดับภาวะดื้ออินซูลิน

จากการประเมินดวย HOMA-IR ของหนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงหลัง 4 

สัปดาหแรกของการทดลอง พบวามีระดับสูงขึ้นกวาหนูปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ในขณะที่หนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนตลอด

ระยะเวลา 4 สัปดาหแรกของการทดลอง มีระดับน้ําตาลในพลาสมา ระดับฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมา และ คา HOMA-IR ไมแตกตางจากหนูปกติ  

หนูเบาหวานไดรับยารักษาโรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด  4 mg/kg 

ของน้ําหนักตัว ในชวง 4 สัปดาหหลังของการทดลอง พบวา ระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาลดลง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สามารถลดระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาได แตไมมี
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นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตาม หลังจากนําคาน้ําตาลกลูโคสและคาฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมามาคํานวณคา  HOMA-IR เพื่อประเมินภาวะดื้ออินซูลิน  พบวา  การใหยารักษา

โรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว แกหนูเบาหวานเปนระยะเวลา 

4 สัปดาห สามารถลดภาวะดื้ออินซูลินของหนูเบาหวานไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

หลัง 8 สัปดาหของการทดลอง พบวา สารสกัดเมล็ดองุนชวยลดระดับน้ําตาล

กลูโคสในพลาสมาของหนูเบาหวานได โดยเฉพาะการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% 

สามารถลดระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาของหนูเบาหวานไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ในขณะที่ผลการลดระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาและคา HOMA-IR ของสารสกัด

เมล็ดองุน ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 

3.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับไขมันในพลาสมาของ
หนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง
ติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห  

การที่หนูไดรับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปน

เวลา 8 สัปดาห สงผลใหระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดในพลาสมาสูงขึ้นกวาหนูปกติ

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่ระดับ HDL ในพลาสมาไมเปล่ียนแปลง 

หลัง 8 สัปดาหของการทดลอง หนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง

เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน ขนาด 0.5%, 1% และ 2% มีระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดต่ํากวาหนู

เบาหวานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) อยางไรก็ตาม สารสกัดเมล็ดองุนไมมีสวนชวยลด

ระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาของหนูเบาหวาน และไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับ HDL 

ในพลาสมาที่แตกตางจากหนูปกติ 

หนูเบาหวานที่ไดรับยารักษาโรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด  4 mg/kg 

ของน้ําหนักตัว ในชวง 4 สัปดาหหลังของการทดลอง มีระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใน 

พลาสมาต่ํากวาหนูเบาหวานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

 

 

 



79 
 

 

4.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอปริมาณไกลโคเจนที่สะสมใน
กลามเนื้อของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุก
โตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห   

หนูเบาหวานที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินดวยอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปนเวลา 8 สัปดาห มีปริมาณการสะสมไกลโคเจนใน

กลามเนื้อลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูปกติ   

หลัง 8 สัปดาหของการทดลอง การเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนพบวา สามารถ

เพิ่มปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อของหนูเบาหวานได ทั้งนี้ พบวา หนูที่ไดรับอาหารที่มี

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% และหนูเบาหวานทีไ่ดรับยารักษา

โรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว มีปริมาณไกลโคเจนสะสมใน

กลามเนื้อเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 
5. ผลการศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของโปรตีน

ที่ทําหนาที่ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนูขาวดวยเทคนิค 
Western blot หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

โปรตีนตัวรับอินซูลินบนผิวเซลล ไดแก Insulin receptor β (IRβ) โปรตีนตัวกลาง

ที่ทําหนาที่สงสัญญาณภายในเซลล ไดแก Insulin receptor substrate-1 (IRS-1), Protein 

kinase B (PKB/Akt) และโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลล ไดแก Glucose transporter 4 (GLUT4) 

เปนโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลกลามเนื้อ โดย IRβ 

และ  IRS-1 จัดเปนโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน ในขณะที่ Akt และ GLUT4 เปน

โปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงปลาย 

จากผลการทดลองพบวา การที่หนูไดรับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตส

ปริมาณสูง รอยละ 63 เปนเวลา 8 สัปดาห ทําใหระดับการแสดงออกของโปรตีนดังกลาวลดลง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูปกติ และเมื่อไดรับยารักษาโรคเบาหวาน

ชนิด Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว ในชวง 4 สัปดาหหลังของการทดลอง พบวา 

สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินทั้งในชวงตนและชวงปลายให

ใกลเคียงกับหนูปกติได อยางไรก็ตาม กรณีของ IRβ ไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติ 

ผลการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนพบวา ระดับการแสดงออกของ IRβ และ    

IRS-1 ในเซลลกลามเนื้อหนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัดเมล็ด
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องุนขนาด 0.5%, 1% และ 2% ไมแตกตางจากหนูเบาหวาน กลาวคือ สารสกัดเมล็ดองุน ไมมีสวน

ชวยเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน ในขณะที่ระดับการ

แสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงปลายมีการเปลี่ยนแปลงที่แตกตางจากหนู

เบาหวานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน โดย Akt มี

ระดับการแสดงออกที่เพิ่มข้ึนในหนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัด

เมล็ดองุนทั้งขนาด 0.5%, 1% และ 2%  สวนในกรณีของ GLUT4 พบวา มีระดับการแสดงออกที่

เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เฉพาะในกลุมที่ไดรับการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน

ขนาด 1%  

 
อภิปรายผลการวิจัย 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากธรรมชาติตอการบรรเทาโรคตางๆมีมาอยาง

ตอเนื่อง ในขณะที่สารสกัดเมล็ดองุนซึ่งมีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงกวาวิตามินซี

และอีถึง 20 และ 50 เทาตามลําดับ [58] ไดรับความสนใจมากขึ้นเชนกัน เนื่องมาจากมีการศึกษา

ที่แสดงใหเห็นถึงความปลอดภัยในการนําไปใช [53,54] และสารสําคัญในเมล็ดองุนเปนสารโพลีฟ

นอล (Polyphenol) ในกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) ชนิดโปรไซยานิดีน (Procyanidin) เปน

สวนใหญ [50,67] ซึ่งพบวามีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย แมแตความสามารถในการลดระดับ

น้ําตาลในเลือดหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย alloxan [12] และ streptozotocin 

โดยการออกฤทธิ์เสมือนอินซูลิน (Insulinomimetic activity) [11] หากแตผลการศึกษาในเรื่องนี้ยัง

มีนอย ทําใหกลไกการออกฤทธิ์ยังไมเปนที่ทราบแนชัด การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคใน

การศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดองุนในเชิงปองกันการเกิดภาวะดื้ออินซูลินและโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 2 ในเชิงลึกถึงระดับการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล    

นอกจาก alloxan และ streptozotocin ที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 1 และ 2 ตามลําดับแลว ยังมีการศึกษาจํานวนมากที่เลือกใชอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet) เปนตัวกระตุนการเกิดภาวะดื้ออินซูลินในสัตว 

ทดลอง  จากการศึกษาที่ผานมาถึงผลระยะยาว (Long-term effects) ของอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสรอยละ 15 ของคารโบไฮเดรตทั้งหมดในอาหารพบวา ขณะอดอาหารและหลังจาก

การทดสอบ OGTT หนูทดลองมีระดับน้ําตาลกลูโคสและอินซูลินในเลือดสูงขึ้น หลังจากไดรับ

อาหารเปนเวลา 7 เดือน [13] การศึกษาของ  Liu และคณะ ไดทําการประเมินภาวะดื้ออินซูลินของ

หนูทดลองดวยดัชนีแสดงภาวะดื้ออินซูลินหรือ HOMA-IR พบวา หนูทดลองแสดงภาวะดื้ออินซูลิน
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จากการที่ระดับน้ําตาลกลูโคสและอินซูลินในเลือดขณะอดอาหารสูงขึ้น หลังจากไดรับอาหารที่มี

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 60 เปนเวลา 6 สัปดาห และยังพบวา อาหารที่มีน้ําตาลฟรุก

โตสปริมาณสูงดังกลาว กอใหเกิดการเพิ่มขึ้นของระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดหนูทดลองรวมดวย  

[16] เชนเดียวกับการศึกษาในสุนัขที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงพบวา ระดับ

อินซูลินและไตรกลีเซอไรดในเลือดของสุนัขขณะอดอาหารเพิ่มสูงขึ้นภายหลังการใหอาหารเพียง 

25 วัน [14] นอกจากนี้ การศึกษาของ Ueno และคณะ ยังแสดงใหเห็นวา หนูที่ไดรับอาหารที่มี

สวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 66 เปนเวลา 28 วัน สามารถเหนี่ยวนําใหหนูเกิด

ภาวะดื้ออินซูลิน  ทั้งยังสงผลใหระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดสูงขึ้น  โดยไมกอใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว  [15] การศึกษาดังกลาวชี้ใหเห็นวา น้ําตาลฟรุกโตสเปนอีกหนึ่งปจจัยที่

สามารถสงเสริมใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินซึ่งเปนพยาธิสภาพสําคัญของโรคเบาหวานประเภทที่ 2 

ทั้งนี้ ข้ึนอยูกับปริมาณและระยะเวลาที่ไดรับ  

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา น้ําตาลฟรุกโตสรอยละ 63 ของอาหารสามารถกระตุน

การเกิดภาวะดื้ออินซูลิน เชนเดียวกับการศึกษาที่ผานมา โดยสงผลใหเกิดการเพิ่มข้ึนของระดับ

น้ําตาลกลูโคสในเลือดในระยะยาว ระดับอินซูลินในเลือดที่เพิ่มสูงขึ้นกวาปกติแมในชวงอดอาหาร 

ทําใหคา HOMA-IR ซึ่งใชเปนดัชนีมาตรฐานหนึ่งในการประเมินภาวะดื้ออินซูลิน [75] เพิ่มสูงขึ้น

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ ยังกอใหเกิดความผิดปกติของระดับไขมันในเลือด โดยทําให

ระดับไตรกลีเซอไรดสูงขึ้น สอดคลองกับผลการทดลองกอนหนานี้ [14-16] รวมถึงมีปริมาณ

คอเลสเตอรอลในเลือดสูงขึ้นดวย  

การที่ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดสูงขึ้น (hyperglycemia) โดยอาหารที่มี

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง อาจเนื่องมาจากเมตาบอลิซึมของน้ําตาลฟรุกโตสในเซลลตับที่สามารถ

เขาสูกระบวนการไกลโคไลซิสโดยไมผาน  rate-limiting step ของปฏิกิริยา ทําใหสามารถผาน

กระบวนการเมตาบอลิซึมไดอยางรวดเร็ว ตอเนื่อง และไรการควบคุม กอใหเกิดผลิตภัณฑไดแก 

pyruvate และ lactate ปริมาณมาก [18] สารเหลานี้ยังเปนซับสเตรท (substrate) ของกระบวน 

การ gluconeogenesis หรือกระบวนการผันกลับของไกลโคไลซิส ซึ่งเปนทางหนึ่งที่เพิ่มการ

สังเคราะหกลูโคสและปลดปลอยกลูโคสออกสูกระแสเลือด ดังนั้น การไดรับน้ําตาลฟรุกโตส

ปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลานาน จึงมีสวนสงเสริมใหปริมาณกลูโคสในเลือดสูงขึ้นได 

การเพิ่มสูงขึ้นของระดับอินซูลินในเลือด (hyperinsulinemia) บงบอกถึงภาวะดื้อ

อินซูลินในเนื้อเยื่อสวนปลาย เนื่องจากตับออนยังสามารถหลั่งอินซูลินเพื่อตอบสนองตอระดับ

น้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นได หากแตอวัยวะสวนปลายตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินได

นอยลงดวยสาเหตุหรือปจจัยสงเสริมบางประการที่เปนผลมาจากการไดรับน้ําตาลฟรุกโตส
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ปริมาณสูงเปนเวลานาน จากรายงานเกี่ยวกับผลของน้ําตาลฟรุกโตสตอกระบวนการสงสัญญาณ

อินซูลิน พบวา การแสดงออกของโปรตีนตัวรับอินซูลินบนผิวเซลล (Insulin receptor) ที่เซลลตับ

และกลามเนื้อทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับหนูที่ไดรับอาหาร

มาตรฐาน [17]   นอกจากนี้ ยังกอใหเกิดความบกพรองในการเติมหมูฟอสเฟตของ insulin 

receptor และ insulin receptor substrate ในเซลลตับและกลามเนื้อของหนูอยางมีนัยสําคัญ 

[15] เมื่อกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลบกพรอง อินซูลินจึงไมสามารถทํางานเพื่อ

ลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดไดตามปกติ ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นจึงกระตุนการหลั่ง

อินซูลินจากตับออนอยางตอเนื่อง สงผลใหอินซูลินคั่งอยูในกระแสเลือดมากและยาวนานขึ้น จน

เปนเหตุใหเกิดภาวะ hyperinsulinemia ไดในที่สุด [76] 

การเพิ่มข้ึนของระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด (hypertriglyceridemia) เปนอีกหนึ่ง

ภาวะที่มักพบรวมกับความผิดปกติอ่ืนๆ ในกลุม metabolic syndrome รวมถึงโรคเบาหวานที่มี

ภาวะดื้ออินซูลิน [3,77] การไดรับฟรุกโตสปริมาณสูงเปนเวลานานสามารถกระตุนการสังเคราะห

ไขมันในรูปของไตรกลีเซอไรดในเซลลตับเพิ่มข้ึน เนื่องจากผลิตภัณฑจากเมตาบอลิซึมของฟรุก

โตสไดแก glyceraldehyde และ dihydroxyacetone phosphate (DHAP) สามารถเปลี่ยนเปน 

glycerol ซึ่งเปน substrate ในการสังเคราะหไตรกลีเซอไรดได จากนั้นไตรกลีเซอไรดในตับจะ

รวมตัวกับคอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิปด และ apolipoprotein B (Apo B) เพื่อสังเคราะหไลโป

โปรตีนชนิด very low density lipoprotein (VLDL) แลวนําออกสูกระแสเลือดไดมากขึ้น [18,45] 

หนูทดลองที่เกิดภาวะดื้ออินซูลินจากการเหนี่ยวนําของน้ําตาลฟรุกโตส จึงแสดงภาวะระดับไขมัน

ในเลือดผิดปกติ (dyslipidemia) รวมดวย กลาวคือ มีระดับไตรกลีเซอไรดและคอเลสเตอรอลใน

เลือดสูงขึ้น  ภาวะดังกลาวนี้ เปนปจจัยเสี่ยงที่สงเสริมการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งตัว 

(Atherosclerosis) [78] และโรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular disease) [79] ตามมา  

ภาวะอวน (Obesity) มักเกี่ยวของกับภาวะดื้ออินซูลินและเปนปจจัยเสี่ยงหลัก

ของโรคเบาหวานประเภทที่ 2  [35,36] เนื่องจากเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรตและไขมันเปลี่ยน 

แปลงไป มีการสังเคราะหกรดไขมันอิสระจากเซลลไขมันออกสูกระแสเลือดเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนเหตุให

เกิดภาวะดื้ออินซูลินในเนื้อเยื่ออ่ืนๆตามมา [77] บางครั้งเกี่ยวของกับความผิดปกติในการหลั่ง 

cytokine ในกระบวนการอักเสบ ที่ทําใหเซลลไขมันเกิดการอักเสบและบวม [40] นอกจากนี้ยัง

กอใหเกิดการสะสมไขมันที่เซลลไขมันโดยเฉพาะบริเวณหนาทอง ทําใหน้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน [39] 

อยางไรก็ตาม ภาวะดิ้ออินซูลินที่เกิดขึ้นจากการไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปน

เวลา 8 สัปดาหจากการศึกษานี้ ไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวของสัตวทดลองอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกับการศึกษาในสัตวทดลองบางการศึกษา [13-16] 
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ผูปวยโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลินนอกจากตองควบคุมเรื่องอาหารและการ

ออกกําลังกาย การไดรับยาที่ชวยเพิ่มความไวของอินซูลินก็เปนสิ่งจําเปนในการรักษา ยาที่มีฤทธิ์

ดังกลาวคือยาในกลุม thiazolidinediones (TZDs) ยากลุมนี้มีกลไกการออกฤทธิ์ผาน nuclear 

receptor ภายในเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลิน ในกลุม peroxisome proliferator-

activated receptors (PPARs) โดยเฉพาะชนิด PPARγ โดยเขาจับบริเวณ ligand binding ของ 

PPARγ กอใหเกิดการกระตุนกระบวนการ transcription ของยีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองตอ

อินซูลิน (Insulin-responsive genes) อาทิ ยีนที่ควบคุมการแสดงออกของโปรตีนขนสงกลูโคส 

(Glucose transporter; GLUT) สงเสริมการออกฤทธิ์ของอินซูลินในการนําน้ําตาลกลูโคสจาก

กระแสเลือดเขาสูเซลลได [80] การศึกษานี้ไดเลือกใชยา Rosiglitazone ซึ่งเปนตัวยาในกลุม 

TZDs เปน positive control ในการลดภาวะดื้ออินซูลินจากการไดรับอาหารที่มีฟรุกโตสปริมาณสูง 

โดยมีระยะเวลาในการใหยา 4 สัปดาหภายหลังจากหนูทดลองแสดงภาวะดื้ออินซูลิน ผลของยา

สามารถปรับปรุงภาวะดื้ออินซูลิน ภาวะ hyperglycemia และ hypertriglyceridemia ที่เกิดกับหนู

เบาหวานใหกลับมาใกลเคียงภาวะปกติได เชนเดียวกับการศึกษากอนหนานี้ [16] ในขณะที่

ความสามารถในการลดภาวะ hyperinsulinemia ไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้ อาจเปนไปได

วาระยะเวลาที่ใหยาไมเพียงพอที่ยาจะออกฤทธิ์ไดอยางเต็มที่ในแงของการลดระดับอินซูลินใน

กระแสเลือด นอกจากนี้แลว ผลขางเคียงที่เกิดขึ้นจากการใชยา Rosiglitazone จากการศึกษานี้ยัง

สอดคลองกับการศึกษาที่ผานมา กลาวคือ หนูเบาหวานที่ไดรับการรักษาดวยยา Rosiglitazone มี

การเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวที่เพิ่มข้ึนอยางเห็นไดชัดเมื่อเทียบกับหนูเบาหวานที่ไมไดรับยา [16,81] 

จากการศึกษาฤทธิ์เชิงปองกันและลดความเสี่ยงของภาวะดื้ออินซูลินโดยสาร

สกัดเมล็ดองุนตอการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทางคลินิกในหนูทดลองครั้งนี้ พบวา การให

สารสกัดเมล็ดองุนพรอมกับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเปนเวลารวม 8 

สัปดาห ไมสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงปริมาณการกินอาหารและน้ําโดยเฉลี่ยตอวันที่แตกตาง

จากหนูปกติ และไมทําใหน้ําหนักตัวของหนูทดลองเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญ ที่เปนเชนนี้อาจ

อธิบายไดจากการศึกษากอนหนานี้ที่พบวา สารสกัดเมล็ดองุนมีฤทธิ์ในการยับยั้งการทํางานของ

เอนไซม pancreatic lipase (PL) และ lipoprotein lipase (LPL) โดย PL เปนเอนไซมยอยไตรกลี

เซอไรดในอาหารกอนดูดซึมเขาสูกระแสเลือดและนําไปเมตาบอไลซที่ตับตอไป [82] ในขณะที่

เอนไซม LPL ทําหนาที่ไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดจากไลโปโปรตีนชนิด chylomicron และ very low 

density lipoprotein (VLDL) ในกระแสเลือด เพื่อเก็บสะสมไขมันในเซลลไขมัน [82] LPL จึงเปน

อีกหนึ่งปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคอวน และสัมพันธกับการเกิดโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได 

[83,84] การที่เอนไซม PL และ LPL ถูกยับยั้งการทํางานจึงสงผลใหการดูดซึมไขมันและการสะสม
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ไขมันในเซลลไขมันลดลง ทําใหน้ําหนักตัวไมเพิ่มข้ึน [82] นอกจากนี้ การศึกษาครั้งนี้ยังพบวาสาร

สกัดเมล็ดองุนสามารถลดภาวะ hypertriglyceridemia ได สอดคลองกับการศึกษาหนึ่งที่แสดงให

เห็นวา สารฟลาโวนอยด (Flavonoids) ชนิด procyanidin ที่พบมากในเมล็ดองุน สามารถยับยั้ง

การขนสงไตรกลีเซอไรดและ Apo B ออกจากเซลลมะเร็งตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) และลด

ระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดหนูทดลอง [79] ตอมาไดเสนอวา procyanidin สามารถออกฤทธิ์ใน

การลดระดับไตรกลีเซอไรดโดยยังยั้งการสังเคราะหกรดน้ําดีผานการกระตุน nuclear receptor 

ชนิด farnesoid X receptor (FXR) รวมถึงลดการแสดงออกของ transcription factor ชนิด 

steroid response element binding protein 1 (SREBP1) และยีนเปาหมายของ SREBP1 ที่

เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหไขมัน (Lipogenesis) [85] ซึ่งจากผลการวิเคราะหสารสกัด

เมล็ดองุนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ดวยเทคนิค HPLC พบวามีปริมาณ total flavanols รอยละ 50.1 

ประกอบดวย procyanidin รอยละ 49.08 ซึ่งนับเปนสารฟลาโวนอยดหลักที่พบในสารสกัดเมล็ด

องุน ดังนั้น กลไกดังกลาวจึงนาจะอธิบายความสามารถในการลดภาวะ hypertriglyceridemia 

คร้ังนี้ได  และเหตุผลอีกประการหนึ่งที่มีความเปนไปไดคือ สารสกัดเมล็ดองุนสามารถยับยั้งการ

ทํางานของเอนไซม hormone-sensitve lipase (HSL) ซึ่งเปน rate-limiting enzyme ใน

กระบวนการสลายไขมัน (Lipolysis) ภายในเซลลไขมัน [82] ผลจากกระบวนการ lipolysis ทําใหมี

กรดไขมันอิสระ (free fatty acid; FFA) ปลอยสูกระแสเลือดมากขึ้น [86] ซึ่ง FFA เหลานี้สามารถ

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินที่ตับและกลามเนื้อได โดย FFA สามารถผานเขาสูเซลลตับเพื่อ

รวมกับกลีเซอรอล สังเคราะหเปนไตรกลีเซอไรด แลวรวมตัวกับคอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิปด และ 

apo B-100 กอนนํากลับสูกระแสเลือดในรูปแบบของ VLDL มากขึ้น [19] ดังนั้นการที่สารสกัด

เมล็ดองุนสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม HSL จึงมีสวนใหระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด

ลดลงได อยางไรก็ตาม ปริมาณคอเลสเตอรอลรวมในกระแสเลือดยังคงไมแตกตางจากหนู

เบาหวาน  นอกจากนี้ สารสกัดเมล็ดองุนยังมีสวนชวยลดความเสี่ยงของภาวะดื้ออินซูลิน จากการ

ลดภาวะ hyperglycemia, hyperinsulinemia และคา HOMA-IR ในหนูที่ไดรับอาหารที่น้ําตาล 

ฟรุกโตสปริมาณสูงได โดยเฉพาะการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% สามารถลดระดับ

น้ําตาลในเลือดไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่ผลการลดระดับอินซูลินในเลือดและระดับ

ความดื้ออินซูลินจากคา HOMA-IR ไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้มีความเปนไปไดวา สารสกัด

เมล็ดองุนอาจเขาไปมีบทบาทตอกลไกที่เกี่ยวของกับการขนสงน้ําตาลกลูโคสเขาเซลลโดยตรง

มากกวาการลดระดับอินซูลิน กลาวคือ ไมสามารถยับยั้งการหลั่งอินซูลินของตับออนได แตการที่

ระดับอินซูลินในเลือดลดลงอาจเปนผลตอเนื่องมาจากความสามารถอยางใดอยางหนึ่งตอ

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลที่สงเสริมใหอัตราการขนสงน้ําตาลกลูโคสเขาเซลล
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เพิ่มข้ึน ในขณะที่อาจตองใชเวลาระยะหนึ่งที่ตับออนจะรับรูถึงความไวตออินซูลินของเนื้อเยื่อสวน

ปลายที่เพิ่มข้ึนแลวยับยั้งการผลิตและหลั่งอินซูลินออกสูกระแสเลือด 

นอกจากฟรุกโตสจะกอใหเกิดผลการเปลี่ยนแปลงทางคลินิกแลว ยังมีการศึกษา

อีกจํานวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นวา การไดรับฟรุกโตสปริมาณสูงเปนเวลานานสามารถเหนี่ยวนําให

เกิดภาวะดื้ออินซูลินไดจากภายในเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินโดยตรง โดย

กอใหเกิดความบกพรองของกลไกการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลตับ เซลลกลามเนื้อ และ

เซลลไขมัน [15,17] ซึ่งนาจะเปนมูลเหตุสําคัญประการหนึ่งที่ทําใหระดับน้ําตาลกลูโคสและ

อินซูลินในเลือดสูงขึ้น จากการศึกษาในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวา น้ําตาลฟรุกโตสรอยละ 63 ของ

อาหาร สงผลใหระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลกลามเนื้อหนู

ทดลองลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน ไดแก Insulin 

receptor β (IRβ), Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) และโปรตีนตัวสงสัญญาณในชวงปลาย 

ไดแก Protein kinase B (Akt), Glucose transporter 4 (GLUT4) ทั้งนี้ ยารักษาโรคเบาหวานชนิด 

Rosiglitazone สามารถปรับปรุงกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินโดยเพิ่มระดับการแสดงออกของ

โปรตีนดังกลาว เพียงแตไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติในกรณีของ IRβ 

จากผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล

กลามเนื้อในครั้งนี้ แสดงใหเห็นถึงความเชื่อมโยงกับผลการลดระดับน้ําตาลในเลือดหนูที่ไดรับ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงโดยสารสกัดเมล็ดองุน แมวาระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับ

อินซูลินบนผิวเซลล (IRβ) และโปรตีนตัวสงสัญญาณชนิด IRS-1 ไมเพิ่มขึ้นในหนูที่ไดรับน้ําตาล 

ฟรุกโตสเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน แตโปรตีนตัวสงสัญญาณชนิด Akt ซึ่งเปนตัวกลางที่มี

ความสําคัญตอการสงสัญญาณหลายวิถีภายในเซลลรวมถึงการสงสัญญาณอินซูลิน [27] พบวามี

การแสดงออกที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญจากการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 0.5%, 1% 

และ 2%  นอกจากนี้ยังพบวา ระดับการแสดงออกของโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลลชนิด GLUT4 

เพิ่มข้ึนในเซลลกลามเนื้อหนูที่ไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงรวมกับสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% 

การที่สารสกัดเมล็ดองุนชวยลดภาวะดื้ออินซูลินดวยการเพิ่มระดับการแสดงออกของ GLUT4 มี

สวนอยางมากตอการลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นจากการไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณ

สูง เนื่องจาก GLUT4 เปนโปรตีนที่มีหนาที่ขนสงน้ําตาลกลูโคสจากกระแสเลือดเขาสูเซลลจากการ

กระตุนของอินซูลิน โดยเฉพาะเซลลกลามเนื้อและเซลลไขมัน เปนกลไกอีกทางในการลดภาวะ 

hyperglycemia [29] ผลการกระตุน GLUT4 สวนหนึ่งมาจากการทํางานของ Akt ดังนั้น ระดับ

การแสดงออกของ Akt ที่เพิ่มข้ึนโดยสารสกัดเมล็ดองุนจึงเปนปจจัยสงเสริมอีกทางที่ชวยปรับปรุง

ความบกพรองของกระบวนสงสัญญาณอินซูลินที่เกิดขึ้นจากการไดรับฟรุกโตสปริมาณสูง อยางไร
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ก็ตาม ดังผลการศึกษาที่กลาวมาขางตน เมื่อตัวรับอินซูลินบนผิวเซลลลดระดับการแสดงออกลง

จากการไดรับฟรุกโตส อินซูลินจึงทํางานไดนอยลง ทําใหเกิดความบกพรองในกระบวนการสง

สัญญาณอินซูลินในเซลล สงผลใหการขนสงกลูโคสเขาเซลลลดลง น้ําตาลกลูโคสในเลือดจึงยังคง

อยูในระดับสูงเปนเวลานาน กระตุนให β cells ของตับออนสรางและหลั่งอินซูลินออกสูกระแส

เลือดมากขึ้น [20] ในขณะที่การแสดงออกของตัวรับอินซูลินบนผิวเซลลเปาหมายไมไดเพิ่มข้ึนดวย 

อินซูลินในเลือดจึงมีระดับสูงขึ้นตามมา สารสกัดเมล็ดองุนไมไดเพิ่มระดับการแสดงออกของ IRβ 

แตเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณสวนปลายคือ Akt และ GLUT4 จึงทําใหความ

บกพรองในการสงสัญญาณดีข้ึน แมวาจะชวยลดระดับอินซูลินในเลือดไดไมมากก็ตาม แตก็สงผล

ใหระดับน้ําตาลในเลือดลดลงได 

เมื่อสารสกัดเมล็ดองุนไมเพิ่มระดับการแสดงออกของ IRβ ซึ่งเปนจุดเริ่มตนของ

กระบวนการสงสัญญาณตอเนื่องภายในเซลล (Signal transduction) [26] IRS-1 ซึ่งเปนตัวสง

สัญญาณตัวถัดมาก็ไมมีการเปลี่ยนแปลงเชนกัน ดังนั้นจึงเปนไปไดวา การแสดงออกที่เพิ่มข้ึนของ 

ตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงปลาย อาจไดรับอิทธิพลจากการสงสัญญาณทางอื่นรวมดวย 

การศึกษาที่ผานมาพบวา adiponectin ซึ่งเปน adipokine ตอตานกระบวนการอักเสบ (Anti-

inflammatory cytokine) ที่หลั่งจากเซลลไขมัน มีระดับลดลงในผูปวยโรคอวนและโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 2 แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิงบวกระหวางความไวของอินซูลินกับระดับ 

adiponectin ในเลือด  นอกจากนี้ บนผิวเซลลกลามเนื้อและเซลลตับยังมีการแสดงออกของโปรตนี

ตัวรับ adiponectin ไดแก adipoR1 และ adipoR2 ตามลําดับ [87] จึงเปนไปไดวา การเพิ่มระดับ

การแสดงออกของ adiponectin และระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับ adiponectin บนผิว

เซลลเปาหมายของอินซูลิน อาจสงผลตอการลดภาวะดื้ออินซูลินผานการสงสัญญาณภายในเซลล

ที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณอินซูลินได การศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอการ

แสดงออกของ adiponectin และโปรตีนตัวรับ adiponectin ในเซลลกลามเนื้อที่มีภาวะดื้ออินซูลิน 

จึงอาจเปนอีกทางที่ชวยตอบคําถามนี้ได 

การศึกษาในครั้งนี้ยังพบวา การเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% สามารถ

สงผลตอการเพิ่มปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อหนูที่ไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงได

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   ตัวกลางที่สามารถกระตุนการสังเคราะหไกลโคเจนในเซลลไดคือ Akt 

โดยการทํางานของ Akt สามารถควบคุมการทํางานของโปรตีน kinase ที่ชื่อวา glycogen 

synthase kinase-3 (GSK-3) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีบทบาทตอการยับยั้งเอนไซม glycogen synthase 

ดวยการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ glycogen synthase สงผลใหเอนไซมชนิดนี้ไมสามารถทําหนาที่

ในการสังเคราะหไกลโคเจนจากน้ําตาลกลูโคสในเซลลได [88,89] ดังนั้น การที่ Akt เติมหมู
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ฟอสเฟตใหกับ GSK-3 จึงเปนการยับยั้งการทํางานของ GSK-3 กลาวคือ ขัดขวางไมใหมีการเติม

หมูฟอสเฟตตอไปยังเอนไซม glycogen synthase ทําใหเอนไซมทําหนาที่สังเคราะหไกลโคเจนได 

เรียกกระบวนการนี้วา glycogenesis [20] ผลการเพิ่มปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อ

โดยสารสกัดเมล็ดองุนมีความสอดคลองกับผลการเพิ่มระดับการแสดงออกของ Akt ในเซลล

กลามเนื้อ จึงอาจเปนไปไดวา การออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนมีความเกี่ยวของกับกระบวนการ

สังเคราะหไกลโคเจน ซึ่งเปนกลไกอีกทางที่สามารถลดภาวะ hyperglycemia ไดเชนกัน อยางไรก็

ตาม จําเปนตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอเอนไซม GSK-3 และ 

glycogen synthase ซึ่งมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะหไกลโคเจน 

กลาวโดยสรุปไดวา สารสกัดเมล็ดองุนซึ่งมีสวนประกอบของ procyanidin 

ปริมาณสูง สามารถเพิ่มความไวตออินซูลินของเซลลกลามเนื้อหนูที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง โดยเฉพาะสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% ที่ใหผลดีที่สุดในการเพิ่มระดับ

การแสดงออกของโปรตีนในชวงปลายของกระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน ทําใหมีการขนสง

น้ําตาลกลูโคสเขาเซลลเพิ่มข้ึน ทั้งยังเพิ่มการสะสมกลูโคสเปนพลังงานสํารองในรูปของไกลโคเจน

ในเซลลกลามเนื้อ สงผลใหระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดลดลง ระดับอินซูลินในเลือดมีการ

เปลี่ยนแปลงในทางที่ลดลง เชนเดียวกับการลดลงของระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด โดยไม

กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวของหนูทดลอง ดวยบทบาทของสารสกัดเมล็ดองุนตอการลด

ภาวะดื้ออินซูลินนี้ จึงเปนอีกหนึ่งขอมูลที่สงเสริมใหเกิดการพิจารณาใชสารสกัดเมล็ดองุนเปน

อาหารเสริมในเชิงการปองกันโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได  
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ภาคผนวก ก 
 
1. การเตรียม  Homogenizing buffer  (เก็บที่ 4oC) 

250 mM Sucrose 

20 mM Tris , pH 7.5 

2 mM EDTA              

0.5 mM EGTA   

20 μg/ml Leupeptin    

10 μg/ml Aprotinin   

174.2 μg/ml Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

20 mM Dithiothreitol (DTT) 

5% Triton X-100 

2. การเตรียม Bradford reagent   

2.1    Bradford stock reagent  ปริมาตร 30 ml  (เก็บที่อุณหภูมิหอง) 

Coomassie brilliant blue G-250 35 mg       

95% Ethanol    10        ml 

85% Phosphoric acid   20        ml 

2.2    Bradford working reagent  ปริมาตร 100 ml  (เก็บที ่4oC) 

Bradford stock reagent        6        ml 

95% Ethanol      3        ml 

85% Phosphoric acid     6        ml 

Milli-Q water    85        ml 
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3. การเตรียม 2X Laemmli sample buffer (เก็บที ่-20oC) 

125 M Tris-HCl, pH 6.8 

10% 2-Mercaptoethanol หรือ DTT 

20% Glycerol 

4% SDS  

0.004% Bromphenol blue 

4. การเตรียม  polyacrylamide gel 

4.1    10 % Separating gel   ปริมาตร 5 ml / 1 mini gel 

Milli-Q water     1.9       ml  

30% acrylamide mix  37.5 : 1 (Bio-Rad) 1.7       ml 

1.5 M Tris  pH 8.8    1.3       ml 

10% SDS      50        μl 

10% ammonium persulfate (APS)*   50        μl 

TEMED*        2        μl 

4.2   8 % Separating gel   ปริมาตร 5 ml / 1 mini gel   

Milli-Q water     2.3       ml  

30% acrylamide mix  37.5 : 1 (Bio-Rad) 1.3       ml 

1.5 M Tris  pH 8.8    1.3       ml 

10% SDS      50        μl 

10% ammonium persulfate (APS)*   50        μl 

TEMED*        3        μl 

4.3   5 % Stacking gel    ปริมาตร 3 ml / 1 mini gel   

Milli-Q water     2.1       ml  

30% acrylamide mix  37.5 : 1 (Bio-Rad) 0.5       ml 

1.0 M Tris  pH 6.8             0.38       ml 

10% SDS      30        μl 

10% ammonium persulfate (APS)*   30        μl 

TEMED*        3        μl 

* เติมเมื่อพรอมประกบเจล เนื่องจากเปนสวนประกอบทีท่ําใหเจลแข็งตัว 
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5. การเตรียม 1X  Running buffer  (เก็บที่อุณหภูมิหอง) 

25 mM Tris 

192 mM Glycine 

0.1%  SDS 

6. การเตรียม  1X  Transfer buffer  (เก็บที ่4oC) 

25 mM Tris 

192 mM Glycine 

20% Methanol 

7. การเตรียม  Wash buffer (1X TBS-T)  (เก็บที่อุณหภูมหิอง) 

20 mM Tris-HCI , pH 7.5 

150 mM NaCl 

0.1% Tween-20 

8. การเตรียม  Blocking buffer  (5% non-fat dry milk) ปริมาตร 100 ml   

Non-fat dry milk      5       g 

TBS-T              ใหครบ      100       ml 
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ภาคผนวก ข 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว อรามศรี มีพรอม เกิดเมื่อวันอังคารที่ 28 สิงหาคม พ.ศ. 2527 ที่จังหวัดสุรินทร 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย) เกียรตินิยมอันดับสอง 

สาขาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2549 ตอมาได

เขาศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีวเคมี

คลินิกและอณูทางการแพทย ภาควิชาเคมีคลินิก คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน

ปการศึกษา 2550 โดยไดรับทุนอุดหนุนการวิจัย “90 ป จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กองทุนรัชดา 

ภิเษกสมโภช” จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2552 
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