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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 (Type 2 Diabetes) จัดเปนหนึ่งในปญหาสําคัญทาง

สาธารณสุขที่สงผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของผูปวย และสรางความลําบากใหกับญาติและ

ครอบครัว เนื่องจากมีจํานวนผูปวยโรคเบาหวานประเภทนี้สูงถึงรอยละ 90-95 ของผูปวย

โรคเบาหวานทั้งหมด [1, 2] โดยพยาธิสภาพที่สําคัญของโรคเบาหวานประเภทนี้ไดแก ภาวะดื้อตอ

อินซูลิน (Insulin resistance) ซึ่งเปนภาวะความผิดปกติหนึ่งในกลุมความผิดปกติที่เสี่ยงตอการ

เกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular disease) เรียกวา metabolic syndrome [3]  

โรคเบาหวานมีอุบัติการณเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจากอดีตจนถึงปจจุบัน และมีแนวโนมจะเพิ่มข้ึนอีก

ในอนาคต  จากรายงานผูปวยโรคเบาหวานทั่วโลกในป ค.ศ.2000 พบผูปวยจํานวนทั้งสิ้นกวา 171 

ลานคน และในป ค.ศ.2030 คาดวาจะมีผูปวยโรคเบาหวานเพิ่มข้ึนเปน 366 ลานคน [4] สงผล

กระทบตอภาวะเศรษฐกิจในหลายประเทศ อาทิ ประเทศที่พัฒนาแลวอยางสหรัฐอเมริกา ตองเสีย

คาใชจายในการบําบัดรักษาผูปวยโรคเบาหวานและภาวะแทรกซอนในป ค.ศ.2002 รวมทั้งสิ้นกวา 

132 พันลานดอลลาร  ซึ่งมากกวารอยละ 50 เปนผูปวยที่มีอายุมากกวา 65 ป [5] ตอมาในป ค.ศ.

2005 สหรัฐอเมริการายงานจํานวนผูปวยโรคเบาหวานที่อายุมากกวา 20 ปเพิ่มข้ึนอีก 1.5 ลานคน 

และไดจัดโรคเบาหวานเปนสาเหตุการตายอันดับตนๆของประเทศ [6] โดยรวมแลวในปดังกลาวมี

จํานวนผูเสียชีวิตจากโรคเบาหวานทั่วโลกประมาณ 1.1 ลานคน เฉลี่ยนาทีละ 2 คน ในขณะที่

ประเทศไทยมีอุบัติการณของโรคเบาหวานเพิ่มข้ึนเชนกัน กระทรวงสาธารณสุขไดจัดให

โรคเบาหวานเปน 1 ใน 5 ของโรครายที่คราชีวิตคนไทยมากที่สุด และเปนที่นาวิตกที่ในปจจุบัน

ประเทศไทยติดอันดับ 4 ของจํานวนผูปวยเบาหวานมากที่สุดในเอเชีย [7] 

ความรุนแรงของโรคเบาหวานสงผลใหหลายประเทศทั่วโลกใหความสําคัญกับ

การปองกันและหาวิธีการในการรักษาดูแลผูปวยเบาหวานมากยิ่งขึ้น  แมวาการศึกษาจํานวนมาก

สามารถพิสูจนไดแลววาโรคเบาหวานสามารถปองกันได โดยการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการ

ดํารงชีวิตและลดปจจัยเสี่ยงตอการเกิดโรค สามารถลดอัตราการเกิดโรคไดถึงรอยละ 58 อยางไรก็

ตาม ปญหาที่พบคือ มีผูปวยจํานวนไมนอยที่เปนโรคเบาหวานโดยไมรูตัว หรือมีการตรวจวินิจฉัยที่

ลาชา  ทําใหรูตัวก็ตอเมื่อเปนโรคแลว ดังตัวอยางในประเทศไทย มีผูปวยกวารอยละ 50 ของผูปวย

เบาหวานทั้งหมดในประเทศหรือประมาณ 1.8 ลานคนที่ไมรูตัววาเปนโรคนี้ [8] ทําใหผูปวยสูญ 

เสียโอกาสในการปองกันการเกิดโรค   



 

 
2 

ปจจุบันจึงไดมีการศึกษาจํานวนมากที่มีวัตถุประสงคในการแสวงหาทางเลือก

ใหม เพื่อใหผูรักสุขภาพไดลดความเสี่ยงตอการเกิดโรคและผูปวยไดรับการบําบัดที่เจ็บตัวนอย

ที่สุด  โดยทางเลือกที่คาดหวังผลไดและกอใหเกิดอันตรายนอยมักเกี่ยวของกับการใชประโยชน

จากสมุนไพร  ผลไม  หรือพืชทองถิ่น  [9] เนื่องจากพืชสวนใหญมีสารในกลุมโพลีฟนอล 

(Polyphenols) ซึ่งมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเปนสารสําคัญ จึงมีบทบาทในการลดอนุมูลอิสระที่เปน

สาเหตุของการทําลายเซลลและเปนปจจัยสําคัญประการหนึ่งที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่แสดงวาสารฟลาโวนอยด (Flavonoids) 

ชนิดโปรแอนโธไซยานิดิน (Proanthocyanidin) ที่พบมากในเมล็ดและเปลือกขององุน มีสรรพคุณ

ทางการแพทยที่หลากหลาย อาทิ สรรพคุณในการตานมะเร็ง ตานการอักเสบ ตานเชื้อจุลชีพ เปน

ตน ทั้งนี้บทบาทที่สําคัญและเปนที่ยอมรับไดแก ฤทธิ์ในการตอตานอนุมูลอิสระทีม่ปีระสิทธภิาพสงู

กวาวิตามินซี อี และเบตาแคโรทีนเมื่อใชในปริมาณที่เทากัน [10] ตอมาจึงเร่ิมมีการศึกษาฤทธิ์ของ

สารสกัดเมล็ดองุนที่เกี่ยวของกับโรคเบาหวานและพบวาสารสกัดจากเมล็ดองุนสามารถลดระดับ

น้ําตาลในเลือดของหนูเบาหวานที่ถูกเหนี่ยวนําดวย streptozotocin และ alloxan ได [11,12]  

นอกจากสารทั้งสองชนิดนี้แลว น้ําตาลฟรุกโตสยังเปนอีกหนึ่งปจจัยที่สงเสริมการเกิดโรคเบาหวาน

และภาวะดื้ออินซูลินไดเชนกัน แมวาการรับประทานน้ําตาลฟรุกโตสเปนสารใหความหวานในขนม

หวานหรือเครื่องดื่มแทนน้ําตาลทรายมีมาอยางตอเนื่อง แตจากการศึกษาวิจัยชี้ใหเห็นวา การ

ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet) ติดตอกันเปนเวลานาน สามารถ

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะระดับน้ําตาล อินซูลินและไตรกลีเซอไรดในเลือดสูง [13-16] และลดการ

แสดงออกรวมถึงการเติมหมูฟอสเฟตของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินอันเปนเหตุใหเกิดความ

บกพรองในการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล [15,17] โดยผลจากเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสซึ่ง

ไมผานการควบคุมอัตราการเกิดปฏิกิริยาโดยเอนไซมภายในเซลล กอใหเกิดการสังเคราะหสารตั้ง

ตนของกระบวนการสังเคราะหกลูโคสในเซลลตับเพิ่มข้ึน อีกทั้งยังเพิ่มการสังเคราะหไตรกลีเซอไรด

ในเซลลตับ [18] และเรงการสลายไขมันในเซลลไขมัน นําไปสูการปลดปลอยกรดไขมันอิสระ 

(Free fatty acids; FFA) ออกสูกระแสเลือดมากขึ้น ซึ่ง FFA เปนตัวการสําคัญหนึ่งที่ทําให

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลเปาหมายของอินซูลินเกิดความบกพรอง กลายเปน

ภาวะดื้ออินซูลินและโรคเบาหวานในที่สุด [19] อยางไรก็ตาม ยังไมมีงานวิจัยที่ศึกษาฤทธิ์ของสาร

สกัดเมล็ดองุนในการปองกันภาวะดื้ออินซูลินและโรคเบาหวานประเภทที่ 2 อันเนื่องมาจากการ

ตอบสนองของเซลลเปาหมายตออินซูลินในระดับการสงสัญญาณภายในเซลล รวมถึงการ

แสดงออกของสารชีวโมเลกุลที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ในระดับโมเลกุล โดย

การเหนี่ยวนําของอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง 
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การศึกษาครั้งนี้จึงมีความสนใจศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอ

การสงสัญญาณในเซลลเปาหมายที่ตอบสนองตอการกระตุนของฮอรโมนอินซูลิน โดยศึกษาผล

ของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับน้ําตาลกลูโคส ฮอรโมนอินซูลิน และไขมันในเลือดของหนูขาวที่ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินจากการใหอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสในปริมาณสูง 

และผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณในเซลลที่ตอบสนองตอ

การทํางานของอินซูลิน รวมถึงผลตอปริมาณการสะสมไกลโคเจนในเซลลกลามเนื้อ ดวยหวังวา

การศึกษานี้จะกอใหเกิดองคความรูใหมที่เปนประโยชนทางการแพทยและเภสัชวิทยาที่จะใชเปน

พื้นฐานและแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑเสริมอาหารหรือตัวยาในการปองกันหรือรักษา

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 ตอไปในอนาคต 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนเกี่ยวกับการลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือด 

ของหนูขาวที่ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลินจากอาหารที่มีน้ําตาลฟรุก

โตสปริมาณสูง 

2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว ระดับอินซูลิน 

ระดับไขมันในเลือด รวมถึงปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อ ของหนูขาวที่

ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลินจากอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง 

3. เพื่อศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของโปรตีน
ตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล  โปรตีนที่ทําหนาที่สงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล  

และโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลลอันเนื่องมาจากการกระตุนของอินซูลิน 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนในเชิงปองกันภาวะดื้ออินซูลินในหนูขาวที่ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง เปนเวลา 8 สัปดาห 

โดยวิเคราะหผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอน้ําหนักตัว ระดับน้ําตาลกลูโคส ระดับอินซูลิน ระดับ

ไขมันในเลือด ปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อ และการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออก

ของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อหนูขาว 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

1. ทราบถึงฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนทั้งในเชิงปองกันและเชิงรักษาความไวของเซลล
ในการตอบสนองตออินซูลินในหนูขาวที่ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลิน

จากอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง 

2. ทราบถึงบทบาทการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของ
โปรตีนตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล  โปรตีนที่ทําหนาที่สงสัญญาณอินซูลินภายใน

เซลล  และโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลลอันเนื่องมาจากการกระตุนของอินซูลินภายใน

เซลลในหนูขาวที่ไดรับการเหนี่ยวนําใหมีภาวะดื้อตออินซูลินจากอาหารที่มีน้ําตาล 

ฟรุกโตสปริมาณสูง 

3. เปนขอมูลในการพิจารณาสารสกัดจากเมล็ดองุนเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมเพื่อ
ปองกันการเกิดโรคเบาหวานและภาวะดื้ออินซูลิน 

4. เปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาวิจัยตอไปในอนาคต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

1.  โรคเบาหวาน 

โรคเบาหวาน (Diabetes Mellitus) จัดอยูในกลุมความผิดปกติที่เรียกวา metabolic 

syndrome ซึ่งเปนกลุมของภาวะที่เสี่ยงตอการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular 

disease) ตามเกณฑที่กําหนดโดยสมาพันธโรคเบาหวานสากล (International Diabetes 

Federation; IDF) ดังนี้  1) มีระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดสูง (Hyperglycemia) รวมกับภาวะดื้อ

อินซูลิน (Insulin resistance)   2) มีระดับไขมันในเลือดที่ผิดปกติ (Dyslipidemia) กลาวคือ ระดับ

คอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอรไรดสูง ในขณะที่ระดับ HDL ต่ํา    3) มีลักษณะอวนลงพุง 

(Abdominal obesity)  และ 4) ความดันในเลือดสูง (Hypertension) โดยผูปวยเบาหวานที่มีภาวะ 

metabolic syndrome ดังกลาวนี้ จะมีโอกาสเสี่ยงในการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดสูงขึ้น เปน

เหตุใหอัตราการเสียชีวิตสูงขึ้นดวย [3] 

โรคเบาหวานจึงเปนปญหาทางสาธารณสุขที่ทุกภูมิภาคทั่วโลกตองใหความสําคัญ เพราะ

ไมเพียงอาจกอใหเกิดการเสียชีวิตดวยสาเหตุจากโรคหัวใจและหลอดเลือดแลว ผูปวยโรคเบา 

หวานยังตองควบคุมดูแลตนเองอยางเขมงวดเพื่อปองกันภาวะแทรกซอนอื่นๆ ที่อาจเกิดขึ้นตาม

อวัยวะตางๆ อาทิ ตา (Diabetic retinopathy) ไต (Diabetic nephropathy) และระบบประสาท 

(Diabetic neuropathy)   องคการอนามัยโลก (World Health Organization; WHO) รายงาน

ความชุกของผูปวยโรคเบาหวานทั่วโลกในป ค.ศ.2000 เปนจํานวนทั้งสิ้นกวา 171 ลานคน และได

คาดการณจํานวนผูปวยเบาหวานในป ค.ศ.2030 จะเพิ่มสูงขึ้นเปน 366 ลานคน [4]  แนวโนม

ดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความรุนแรง  และสรางคาใชจายมหาศาลในการรักษาพยาบาล หาก

ประชากรโลกยังไมหันมาใสใจดูแลสุขภาพและปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการดํารงชีวิตและการบริโภค

อยางจริงจัง ก็ไมอาจหยุดยั้งการเพิ่มข้ึนนี้ได    

 โรคเบาหวานแบงออกเปน 2 ประเภทหลกัๆ ตามความผิดปกติในการหลั่งและการทํางาน

ของฮอรโมนอนิซูลิน 
1. โรคเบาหวานประเภทที ่1  (Type 1 Diabetes Mellitus) 

เดิมเรียกวา Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (IDDM)  ผูปวยจะไดรับการ

รักษาดวยการฉีดฮอรโมนอินซูลินวันละครั้ง เนื่องจากความบกพรองในการผลิตและหลั่งฮอรโมน
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อินซูลินของตับออน จากการที่ β-cell มีความผิดปกติตั้งแตกําเนิดหรือถูกทําลายภายหลังจาก

ปจจัยทางสิ่งแวดลอม เชน การติดเชื้อไวรัสบางชนิด หรือถูกทําลายดวยระบบภูมิคุมกันของ

รางกายเอง ทําใหมีปริมาณอินซูลินไมเพียงพอตอความตองการของรางกายเพื่อใชในการขนสง

น้ําตาลกลูโคสเขาสูเซลล สงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้นในที่สุด นอกจากนี้ ผูปวยเบาหวาน

ประเภทที่ 1 ยังมีภาวะกรดคีโตนคั่งในเลือดจากการที่รางกายใชกรดไขมันเปนแหลงพลังงานแทน

การใชพลังงานจากกลูโคส   ในจํานวนผูปวยเบาหวานทั้งหมดพบผูปวยเบาหวานประเภทนี้เพียง 

5-10 % โดยผูปวยสวนใหญเปนเด็กหรือวัยรุนและมักเกี่ยวเนื่องจากผลทางพันธุกรรม [20] 

2. โรคเบาหวานประเภทที ่2  (Type 2 Diabetes Mellitus) 
เดิมเรียกวา Non Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM) ผูปวย

โรคเบาหวานประเภทนี้ไมตองรับการฉีดอินซูลินในการรักษา เนื่องจากตับออนยังสามารถสราง

และหลั่งฮอรโมนอินซูลินได เพียงแตเซลลเปาหมายไมสามารถตอบสนองตอการกระตุนของ

อินซูลิน นั่นคือ มีอินซูลินแตไมสามารถทํางานได อันเกิดจากความบกพรองบางประการในการสง

สัญญาณภายในเซลล เรียกภาวะนี้วา ภาวะดื้ออินซูลิน (Insulin resistance) ซึ่งสาเหตุของภาวะ

ดื้ออินซูลินนี้เกิดไดหลายทาง ทั้งจากปจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอม ทําใหจํานวนผูปวย

โรคเบาหวานประเภทนี้มีสูงถึง 90-95 % ของจํานวนผูปวยเบาหวานทั้งหมด [20] ผูปวยเบาหวาน

ประเภทที่ 2 จะมีระดับน้ําตาลในเลือดสูงเชนเดียวกับประเภทที่ 1 แตไมมีภาวะกรดคีโตนคั่งใน

เลือดรวมดวย ความเสี่ยงตอการเกิดโรคเบาหวานประเภทนี้มักเพิ่มข้ึนตามอายุ คือพบในผูสูงอายุ

มากกวาในเด็ก นอกจากนี้ ความอวนยังเปนอีกหนึ่งปจจัยสําคัญที่สงเสริมการเกิดภาวะดื้ออินซูลิน

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

    2.1  การดูดซึมน้ําตาลกลูโคส 
  

 
 
ภาพที่ 2.1   การดูดซึมน้ําตาลกลูโคส : หลังจากสารอาหารจําพวกคารโบไฮเดรตถูกยอยใน

ลําใสเล็กสวนตนกลายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ไดแก กลูโคส ฟรุกโตส และกาแลกโตสแลว 

น้ําตาลกลูโคสจะถูกนําเขาสูเซลลผนังลําไส (epithelium cell)  พรอมกับโซเดียม  (Na+) ผาน

โปรตีนขนสงที่มีชื่อวา Na+ glucose co-transporter หรือ SGLT1 [22] จากนั้นดูดซึมเขาสูกระแส

เลือดผานโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใชพลังงานชนิด GLUT2 ขนสงไปยังอวัยวะตางๆ เพื่อผาน

กระบวนการเมตาบอลิซึมและสังเคราะหพลังงานตอไป 

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 จากนั้นลดลงสูระดับปกติภายใน 2 ชั่วโมง โดย

การเรงการนํากลูโคสเขาเซลลเพื่อใชเปนพลังงานในเซลลและเก็บสํารองยามขาดแคลน ในทาง

ตรงกันขาม เมื่อรางกายขาดอาหาร สงผลใหระดับกลูโคสในเลือดลดลง เซลลจะทําหนาที่ชดเชย

กลูโคสในเลือดใหอยูในระดับปกติดวยการสังเคราะหกลูโคสจากพลังงานที่เก็บสํารองเหลานัน้ การ

ตอบสนองของรางกายตอการเปลี่ยนแปลงระดับกลูโคสในเลือดนี้เปนกลไกการรักษาสมดุลกลูโคส 

เพื่อปองกันภาวะน้ําตาลในเลือดสูง (hyperglycemia) ที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะผิดปกติ

โดยเฉพาะโรคเบาหวานซึ่งเปนสาเหตุสําคัญประการหนึ่งของโรคหัวใจและหลอดเลือด นอกจากนี้

ยังเพื่อปองกันภาวะน้ําตาลในเลือดต่ํา (hypoglycemia) ซึ่งเปนอันตรายตอรางกายไดเชนกัน 

เนื่องจากอวัยวะตางๆ โดยเฉพาะสมอง มีความตองการใชกลูโคสในกระบวนการตางๆภายใน

เซลล 

การควบคุมภาวะสมดุลกลูโคสดังกลาวอาศัยการทํางานรวมกันของฮอรโมนจากตับออน 

2 ชนิด ไดแก ฮอรโมนอินซูลิน (Insulin) และฮอรโมนกลูคากอน (Glucagon) ผานการกระตุน

อวัยวะเปาหมายที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิซึมของกลูโคส เพื่อปรับสมดุลระดับน้ําตาลกลูโคสใน

เลือดใหคงที่ อวัยวะเปาหมายดังกลาว ไดแก ตับ กลามเนื้อลาย และเนื้อเยื่อไขมัน 

ตับ เปนอวัยวะหลักที่ทําหนาที่รักษาสมดุลน้ําตาลในเลือดทั้งขณะรับประทานอาหารและ

อดอาหาร โดยหลังรับประทานอาหาร ผลการออกฤทธิ์ของอินซูลินจะกระตุนใหตับเพิ่มการใช

กลูโคสดวยการสังเคราะหพลังงานจากกลูโคสผานวิถีไกลโคไลซิส ลดการสังเคราะหกลูโคสจาก

ภายในเซลล ลดการสลายและเพิ่มการสรางแหลงพลังงานสํารอง  ไดแก ไกลโคเจน และในขณะ

อดอาหาร ฮอรโมนกลูคากอนจะกระตุนใหตับลดการใชกลูโคสในการสังเคราะหพลังงาน เพิ่มการ

สังเคราะหกลูโคสภายในเซลลจากหนวยยอยของโปรตีนและไขมัน ไดแก กรดอะมิโนและกรด

ไขมัน ตามลําดับ ในกรณีที่อดอาหารยาวนาน 6-12 ชั่วโมง ตับจะเรงการสลายไกลโคเจนเพื่อสราง

กลูโคส ทดแทนกลูโคสในเลือดใหมีระดับสูงขึ้นเปนปกติ จึงกลาวไดวา ตับเปนอวัยวะที่ตอบสนอง

ตอสัญญาณที่บงชี้ถึงระดับการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของกลูโคสในเลือด 

กลามเนื้อลายและเนื้อเยื่อไขมัน เปนอวัยวะสวนปลาย (Peripheral tissues) ที่สําคัญตอ

การรักษาระดับน้ําตาลในเลือดโดยเฉพาะอยางยิ่งหลังรับประทานอาหาร ทั้งนี้เนื่องจากสามารถ

เพิ่มการขนสงกลูโคสเขาเซลลไดดวยการกระตุนของฮอรโมนอินซูลิน เพื่อลดระดับกลูโคสในเลอืดสู

ระดับปกติ  
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    2.3  เมตาบอลิซึมของกลูโคสผานวถิีไกลโคไลซสิ 

 ไกลโคไลซิส (Glycolysis) เปนกระบวนการออกซิเดชั่นของกลูโคสเพื่อใหไดสารตั้งตนเขา

สูกระบวนการสรางพลังงานภายในเซลลในรูปของ adenosine triphosphate หรือ ATP โดย

กลูโคสจะผานปฏิกิริยาการเรงดวยเอนไซมหลายขั้นตอนไดเปน pyruvate หรือ lactate ข้ึนอยูกับ

สภาวะการใชออกซิเจน ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน (Aerobic condition) ผลิตภัณฑสวนใหญคือ 

pyruvate (ภาพที่ 2.2) สวนสภาวะที่ขาดออกซิเจน (Anaerobic condition) หรือขณะออกกําลัง

กาย ผลิตภัณฑที่ไดคือ lactate 

 
ภาพที่ 2.2 กระบวนการไกลโคไลซิส : ตัวเลขที่ปรากฏแตละขั้นตอนคือ เอนไซมเรงปฏิกิริยา 

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 ที่ไดจากกระบวนการไกลโคไลซิส จะถูกเปลี่ยนเปน acetyl coenzyme A 

(acetyl CoA) เขาสูวัฏจักรเครปส (Kreb’s cycle/Citric acid cycle) เพื่อสังเคราะห NADH และ 

FADH2 (ภาพที่ 2.3) จากนั้น ขนสงอิเลกตรอนที่ไดผานกระบวนการ electron transport chain 

ภายในไมโตคอนเดรีย เกิดผลิตภัณฑสุดทายคือ H2O และ ATP 

 

 
 
ภาพที่ 2.3 วัฏจักรเครปส  :  Kreb’s cycle หรือ Citric acid cycle เกิดขึ้นในสวน matrix 

ของไมโตคอนเดรีย หลงัจากที ่ pyruvate ซึ่งเปนผลิตภณัฑสุดทายจากกระบวนการไกลโคไลซิสใน

ไซโตซอล ถูกเปลี่ยนเปน acetyl CoA เพื่อเขาสูวัฏจักรดงักลาว 

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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 กระบวนการไกลโคไลซิสถูกควบคุมดวยกลไลการทํางานของเอนไซม 3 ชนิด ดงันี ้

1. เอนไซม Glucokinase และ Hexokinase (HK)  

เปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอกระบวนการไกลโคไลซิสในเซลลตับและกลามเนื้อ 

ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน glucose เปน glucose-6-phosphate (G6P) อยางไรก็ตาม เมื่อ

รางกายขาดน้ําตาลกลูโคสในขณะอดอาหาร เซลลจะใชไกลโคเจนเปนแหลงพลังงานแทนผาน

กระบวนการสลายไกลโคเจน (Glycogenolysis) กระบวนการดังกลาวจะไดผลิตภัณฑเปน G6P 

จํานวนมากพอ จึงไมจําเปนตองอาศัยเอนไซม glucokinase หรือเอนไซม HK ในการเปลี่ยน 

glucose เปน G6P อีก ปฏิกิริยาที่เกิดจากเอนไซมชนิดนี้จึงไมใช major control point ใน

กระบวนการไกลโคไลซิส 

2. เอนไซม Pyruvate kinase (PK) 

เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงระหวาง phosphoenolpyruvate และ 

pyruvate  เมื่อมีปริมาณ ATP มากพอ เอนไซม PK จะมีสวนสําคัญในการกระตุนการสังเคราะห

กลูโคสจากแหลงอื่น (Gluconeogenesis) ผานกระบวนการ reverse glycolysis ดวยเหตุนี้ 

ปฏิกิริยาที่เกิดจากเอนไซมชนิดนี้จึงไมใช major control point ในกระบวนการไกลโคไลซิสเชนกัน 

3. เอนไซม Phosphofructokinase-1 (PFK-1) 

เปน tetrameric enzyme ที่สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางได 2 แบบ ไดแก 

โครงสรางแบบ R และโครงสรางแบบ T ในแตละแบบจะมีบริเวณที่สามารถจับกับ ATP (ATP 

binding site) 2 จุด คือ substrate site และ inhibitory site เนื่องจาก ATP เปนไดทั้งสารตั้งตน

และตัวยับยั้งของเอนไซม PFK-1 โดย ATP จะจับกับ substrate site ไดพอๆกัน ไมวาเอนไซม 

PFK-1 จะอยูในโครงสรางใด  ในขณะที่สามารถจับกับ inhibitory site ของเอนไซม PFK-1 ไดตอ 

เมื่ออยูในโครงสรางแบบ T เทานั้น  นอกจาก ATP แลว fructose-6-phosphate (F6P) ยังเปนสาร

ตั้งตนอีกตัวที่สามารถจับกับเอนไซม PFK-1 ได เมื่อเอนไซมมีโครงสรางแบบ R   

เมื่อใดก็ตามที่ ATP มีปริมาณสูงมากพอ เอนไซม PFK-1 จะมีแนวโนมเปลี่ยน 

เปนโครงสรางแบบ T มากขึ้น เพื่อเพิ่มการจับกันระหวาง ATP กับ inhibitory site ของเอนไซม 

และขัดขวางการจับและเรงปฏิกิริยาของ F6P ใหนอยลง สงผลใหเกิดการควบคุมการทํางานและ

ยับยั้งกระบวนการไกลโคไลซิสได ดังนั้น ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการเรงของเอนไซม PFK-1 จึงเปน 

rate-limiting step ของกระบวนการไกลโคไลซิส 

กลาวไดวา เมตาบอลิซึมของกลูโคสถูกจํากัดดวยความสามารถในการเก็บกักกลูโคส     

ในรูปของไกลโคเจน และการยับยั้งกระบวนการไกลโคไลซิสดวย ATP ผานเอนไซม PFK-1 ซึ่งเปน 

rate-limiting enzyme  
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กระบวนการไกลโคไลซิส นอกจากจําเปนตองมีอะตอมคารบอนจากโมเลกุลของกลูโคส

แลว ยังสามารถรับคารบอนจากแหลงอื่นหรือที่เรียกวา non-glucose carbons เพื่อนํามาใชใน

กระบวนการไกลโคไลซิสไดอีกดวย แหลงคารบอนอ่ืนนอกเหนือจากกลูโคส ไดแก ฟรุกโตส

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

โรเนท (glucuronate)           

 
3.  อินซูลิน 

อินซูลินเปนฮอรโมนชนิดโพลีเปปไทดขนาด 5.808 kDa (ภาพที่ 2.4) สรางและหลั่งจาก 

β-cells ของ Islets of Langerhans ในตับออน  

 
 
ภาพที่ 2.4   โครงสรางสามมิติของฮอรโมนอินซูลิน : โมเลกุลของอินซูลินประกอบดวยกรด  

อะมิโน 51 ตัว โครงสรางของอินซูลินเปนสายเปปไทด 2 สาย ไดแก สายเอ (chain A) และสายบี 

(chain B) เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด ทําใหโมเลกุลของอินซูลินมีลักษณะเปนสายเกลียว 

(helix) ส้ันๆ 3 สาย และสะพานไดซัลไฟด (disulphide bridges) 3 เสน   

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

 

 

http://itech.dickinson.edu/chemistry/?cat=75
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ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นหลังรับประทานสามารถกระตุนการหลั่งอินซูลินจาก

ตับออนได เนื่องจาก β-cell มีโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใชพลังงาน (Facilitative glucose 

transporter) ชนิด glucose transporter 2 (GLUT2) อยูบนผิวเซลล ทําใหกลูโคสในกระแสเลือด

สามารถผานเขาสู β-cell เพื่อกระตุนกระบวนการภายในเซลลใหเกิดการหลั่งอินซูลินเขาสูกระแส

เลือดดวยวิธี exocytosis ดังแสดงในภาพที่ 2.5 

 

 

ภาพที่ 2.5 การหลัง่อินซูลินจากตับออนอันเนื่องมาจากระดับน้ําตาลกลูโคสในเลอืดที่สูงขึ้น  

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

 

อินซูลินมีหนาที่หลักในการรักษาสมดุลของน้ําตาลกลูโคสในเลือด โดยกอใหเกิดการ

ตอบสนองของเซลลหลายรูปแบบที่จะมีผลใหระดับกลูโคสในเลือดลดลง ทั้งเรงการนํากลูโคสเขาสู

เซลลเพื่อใชเปนพลังงาน เรงการสังเคราะหเก็บเปนแหลงพลังงานสํารองยามที่รางกายอดอาหาร

หรือขณะออกกําลังกาย และลดการสลายพลังงานสํารองเหลานั้น (ตารางที่ 2.1)    

เปาหมายหลักที่สําคัญของอินซูลินไดแก ตับ กลามเนื้อ และเนื้อเยื่อไขมัน โดยอินซูลินจะ

มีบทบาทตอการกระตุนกระบวนการไกลโคไลซิสของตับเพื่อสรางพลังงานและเก็บเปนสารชีว

โมเลกุลรูปแบบอื่น ไดแก ไกลโคเจน ไตรกลีเซอไรด และโปรตีน  สวนเซลลกลามเนื้อและเซลล

ไขมัน จะเปนสวนสําคัญที่เพิ่มการขนสงกลูโคสเขาเซลลผานโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใช

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

ตอเนื่อง (Signal transduction) ผานตัวรับอินซูลินบนผิวเซลล (Insulin receptor) และโปรตีน

ตัวกลางตางๆ ภายในเซลล [23, 24] 

 

ตารางที ่2.1   แสดงหนาที่ของฮอรโมนอนิซูลิน 

 
บทบาทตอเมตาบอลิซึม ฤทธิ์ของอินซูลิน เซลลเปาหมาย 

1.คารโบไฮเดรต 1.1 ลดการสังเคราะหกลูโคสในเซลล 

      โดย ยับยั้งกระบวนการ gluconeogenesis และ 

      กระบวนการ glycogenolysis 

1.2 เพ่ิมการสังเคราะหไกลโคเจน (Glycogenesis) 

1.3 เพ่ิมการขนสงกลูโคสเขาเซลล 

      โดยเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนขนสงกลูโคส 

      บนผิวเซลล 

ตับ 

 

 

ตับ, กลามเนื้อลาย 

กลามเนื้อลาย, 

เนื้อเยื่อไขมัน 

2.ไขมัน 2.1 ลดการสลายไตรกลีเซอไรด (Lipolysis) 

2.2 เพ่ิมการสังเคราะหไตรกลีเซอไรดในเซลล 

เนื้อเยื่อไขมัน 

ตับ, เนื้อเยื่อไขมัน 

3.โปรตีน 3.1 เพ่ิมการสังเคราะหโปรตีน เซลลอื่นๆ 

 

4.  การสงสญัญาณอินซูลิน (Insulin signaling pathway) 

อินซูลินสามารถออกฤทธิ์ผานการสงสัญญาณตอเนื่องภายในเซลลเปาหมาย โดยการ

กระตุนของอินซูลินจะสงผลตอกระบวนการภายในเซลล 3 ทาง (ภาพที่ 2.6) ดังนี้  

1) กระบวนการเมตาบอลิซมึของคารโบไฮเดรต โปรตีนและไขมันภายในเซลล และ 

การเคลื่อนตําแหนงไปยังผวิเซลลของโปรตีนตัวขนสงกลูโคสเขาเซลล (Glucose  

transporter 4; GLUT4) ผานวิถ ี Phosphatidylinnositol-3 kinase (PI3K-

dependent pathway) 

2) กระบวนการเจริญและพัฒนาของเซลล (Cell proliferation and differentiation)  

 ผานวิถี Mitogen-activated protein kinase (MAP kinase pathway) 

3) กระบวนการเคลื่อนตําแหนงไปยังผวิเซลลของ GLUT4 ผานวิถ ีCbl-associated  

 protein/Cbl (CAP/Cbl pathway) 
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ภาพที่ 2.6 การกระตุนของอินซูลินผานการสงสัญญาณภายในเซลล 3 ทาง    :  PI3K-

dependent pathway (กลาง),  MAP kinase pathway (ซาย) และ CAP/Cbl pathway (ขวา) 

[25] 

อยางไรก็ตาม  วิถีการสงสัญญาณหลักในการเมตาบอลิซึมของกลูโคส ซึ่งมีความ

เกี่ยวของกับการเกิดโรคเบาหวาน โดยเฉพาะโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ไดแก PI3K-dependent 

pathway 
 
5.  การสงสญัญาณอินซูลินผาน PI3K-dependent pathway 

 อินซูลินที่หลั่งจาก β-cells ของตับออนจะไหลเวียนมาตามกระแสเลือด แลวเขาจับอยาง

จําเพาะกับ insulin receptor ซึ่งเปน tyrosine kinase receptor บนผิวเซลลเปาหมายที่ตอบสนอง

ตออินซูลินตรงสวนของ α-subunit กอใหเกิด autophosphorylation ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 

tyrosine หลายตําแหนงบน β-subunit บริเวณผิวเซลลดานใน ซึ่งเปนจุดเริ่มตนของการสง
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สัญญาณตอเนื่องในลักษณะของการเกิด  phosphorylation ใหกับโปรตีนตัวสงสัญญาณ 

(Signaling proteins) ภายในเซลล [26] 

Insulin receptor substrate (IRS) เปนโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินตัวแรก มีตั้งแต IRS-

1 ถึง IRS-4 โดย IRS-1 จะมีบทบาทมากที่สุดตอการสงสัญญาณตอเนื่องของอินซูลิน   IRS-1 จะ

ถูกเติมหมูฟอสเฟตที่กรดอะมิโนชนิด tyrosine และ serine หลายตําแหนง ซึ่งบางตําแหนงจะเปน

ที่จดจําของโปรตีนที่มีสวนที่เรียกวา src homology 2 (SH2) domain ทําให phosphatidyl 

inositol-3-kinase (PI3K) ซึ่งเปน SH2-protein ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน สามารถเขา

มาจับอยางจําเพาะกับ IRS-1 ได การจับกันดังกลาวเปนการกระตุนการทํางานของ PI3K ตอไป 

Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) เปนโปรตีน kinase ตัวสงสัญญาณที่มี

ความสําคัญ ถือเปน second messenger ของกระบวนสงสัญญาณอินซูลิน  PI3K มีโครงสรางที่

แบงออกเปน 2 สวน ไดแก p85 regulatory subunit ที่จับอยูกับ IRS-1 และ p110 catalytic 

subunit  ที่ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟตใหกับ phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate (PIP2) ที่

ตําแหนง D3 ของวงแหวน inositol เกิดเปน phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphate (PIP3) 

บริเวณผิวเซลลดานใน ซึ่งเปนโมเลกุลที่มีความสําคัญตอการกระตุนการทํางานของ protein 

kinase B ตอไป เนื่องจากโครงสรางของ PIP3 มีสวนที่สามารถจับไดกับ pleckstrin homology 

(PH) domain ที่อยูบนสวนปลายอะมิโนของ protein kinase B  

Protein kinase B (PKB) หรือที่รูจักในชื่อ Akt  เปน serine/threonine kinase ที่มีบทบาท

สําคัญตอการเจริญของเซลล (cell growth) การแบงตัวและอยูรอดของเซลล (cell proliferation 

and survival) รวมถึงปองกันการตายของเซลลแบบ apoptosis นอกจากนี้ยังทําหนาที่ตัวกลาง

การสงสัญญาณภายในเซลล ในกระบวนการสงสัญญาณจากการกระตุนของอินซูลินอีกดวย  Akt 

มี 3 isoforms ไดแก  Akt-1, Akt-2 และ Akt-3  ตรงปลายอะมิโนของ Akt มีสวน PH-domain 

สามารถจับไดกับ inositol lipids  โดยเฉพาะ PIP3 บริเวณผิวเซลลดานใน กลไกการจับกันระหวาง 

Akt และ PIP3 นี้เปนการเพิ่มโอกาสใหสวน kinase domain ของ Akt เขาใกลโปรตีน kinase ที่อยู

บนเยื่อหุมเซลลมากขึ้น เพื่อกระตุนการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ Akt  2 ตําแหนง ไดแก ตําแหนง  

threonine 308 (Thr308) ตรงสวนกลาง catalytic domain ที่เรียกวา activation loop หรือ T-loop  

และตําแหนง  serine 473 (Ser473) ตรงสวนปลาย carboxy ที่เรียกวา hydrophobic motif หรือ 

H-motif  โปรตีน kinase ที่ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟตให Akt ณ ตําแหนง Thr308 และ Ser473 

ดังกลาว คือ  PDK1 และ PDK2 ตามลําดับ [27] 

Phosphoinositide dependent protein kinase (PDK) เปนอีกหนึ่งตัวกลางใน

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนง serine/threonine ของ Akt  
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และ atypical protein kinase C (aPKC)   นอกจากนี้ PDK1 ยังสามารถกระตุนการทํางานดวย

การเติมหมูฟอสเฟตใหกับเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนภายในเซลล คือ เอนไซม 

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

(SGK) เนื่องจากเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ มีทั้งสวน T-loop และ H-motif คลายกับ Akt    ซับสเตรท

ของ S6K ไดแก 1) Ribosomal S6 protein ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการแปลรหัสจาก mRNA เปน

โปรตีน การกระตุนการทํางานของ ribosomal S6 protein จึงเปนการเพิ่มอัตราการสังเคราะห

โปรตีนทางหนึ่ง  2) Elongation factor 2 kinase ทํางานในลักษณะที่ตรงขามกับ ribosomal S6 

protein กลาวคือ การเติมหมูฟอสเฟตใหกับ elongation factor 2 kinase เปนการยับยั้งไมใหมี

การเติมหมูฟอสเฟตตอไปยัง elongation factor 2 (EF2) สงผลใหเกิดการกระตุน elongation 

stage ในการสังเคราะหโปรตีนได [28] 

การกระตุนดวยการเกิด phosphorylation อยางตอเนื่องผานทาง  Akt  สงผลใหเกิดการ

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

ไปที่ผิวเซลล แลวหลอมรวมเขากับเยื่อหุมเซลลเพื่อปลดปลอยใหโมเลกุลของ GLUT4 ทําหนาที่

เปนชองทางใหกลูโคสในกระแสเลือดสามารถผานเขาเซลลได [29] ดังแสดงในภาพที่ 2.7 จน 

กระทั่งน้ําตาลกลูโคสในเลือดอยูในระดับปกติ  GLUT4 จึงจะถูกเรียกกลับเขาสู cytosol ดังเดิม

ดวยวิธี endocytosis โดยโปรตีนที่มีบทบาทในการรีไซเคิล GLUT4 ไดแก clathrin  

นอกจากมีการกระตุนการทํางานของโปรตีนตัวสงสัญญาณภายในเซลลแลว กระบวนการ

สงสัญญาณอินซูลินผาน PI3K-dependent pathway ยังมีโปรตีนที่ทําหนาที่ควบคุมสมดุลการ

ทํางานของโปรตีนตัวสงสัญญาณหรือเอนไซม kinase เพื่อยับยั้งไมใหเกิดการขนสงกลูโคสเขาสู

เซลลมากเกินไป ปองกันการเกิดภาวะระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดต่ํา (hypoglycemia) ซึ่ง

กอใหเกิดอันตรายได โปรตีนดังกลาวไดแก  SHP2 และ  PTP1B ทําหนาที่ยับยั้งการเกิด 

phosphorylation ของ IRS  ในขณะที่ pTEN ทําหนาที่ยับยั้งการทํางานของ PI3K  ดวยสมดุลของ

กระบวนการทํางานและกระบวนการยับยั้งการทํางาน ทําใหการสงสัญญาณอินซูลินเปนไปอยาง

ปกติ โดยเซลลสามารถตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินในการลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือด

ใหเขาสูระดับปกติได  ในทางตรงกันขาม เมื่อใดที่เซลลเกิดความบกพรองในการสงสัญญาณและ

การควบคุมดังกลาวในระยะยาว ยอมสงผลใหเซลลดื้อตอการตอบสนองตออินซูลิน หรือที่เรียกวา 

insulin resistance [17,30] ทั้งนี้ ปจจัยที่เปนไปได อาทิ การแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณ

ลดนอยลง กระบวนการ phosphorylation ถูกขัดขวางดวยปจจัยบางประการ การแสดงออกที่มาก



 

 
18 

เกิน (over expression) ของโปรตีนตัวยับยั้ง เปนตน ลวนเปนสาเหตุใหเกิดความบกพรองในการ

สงสัญญาณอินซูลินไดทั้งสิ้น  [25] 

 

     
 

ภาพที่ 2.7    การสงสัญญาณอินซูลินในเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินผาน 

insulin receptor ใน  PI3K-dependent pathway        

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

 

6.  ภาวะด้ืออินซูลิน 

ภาวะดื้ออินซูลิน หรือ insulin resistance คือ ภาวะที่เซลลมีความไวในการตอบสนองตอ

อินซูลินลดลง ทําใหความสามารถในการขนสงกลูโคสเขาเซลลลดลงดวย สงผลใหกลูโคสคั่งสะสม

ในกระแสเลือดมากและยาวนานกวาปกติ ในระยะเริ่มตนตับออนซึ่งเปนแหลงผลิตอินซูลินจะเรง

การสรางและหลั่งอินซูลินออกสูกระแสเลือด เพื่อกระตุนเซลลเปาหมายใหตอบสนองมากขึ้น และ

พยายามรักษาน้ําตาลในเลือดใหใกลเคียงระดับปกติ ทําใหมีระดับอินซูลินในเลือดสูงรวมดวย 

[31] เนื้อเยื่อที่เกิดภาวะดื้อตออินซูลิน ไดแก เนื้อเยื่อที่เกี่ยวของกับ  glucose homeostasis 

ประกอบดวย กลามเนื้อลาย เนื้อเยื่อไขมัน และตับ  

ภาวะดื้ออินซูลินสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดโรคหลายชนิด โดยเฉพาะกลุมโรคที่เกี่ยวกับ

กระบวนการเมตาบอลิซึมของรางกาย หรือ metabolic syndrome อาทิ โรคเบาหวานประเภทที่ 2   

โรคอวน  โรคหลอดเลือดหัวใจ เปนตน  

 

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


 

 
19 

    6.1  สาเหตุของภาวะดือ้อินซูลิน 

ปจจัยหลักๆที่กอใหเกิดภาวะ insulin resistance ที่ไดมีการศึกษามาแลวไดแก ภาวะ

ระดับน้ําตาลในเลือดสูงและความบกพรองในการสงสัญญาณของอินซูลินภายในเซลล ภาวะ

น้ําหนักเกินและไขมันในเลือดสูงซึ่งทําใหมีกรดไขมันสูงตามมา ระดับฮอรโมนหรือสารที่เกี่ยวกับ

การอักเสบ อนุมูลอิสระและระบบเอนไซมตานอนุมูลอิสระ นอกจากนี้ ปจจัยทางพันธุกรรมก็มีสวน

สงเสริมการเกิดภาวะดื้ออินซูลินไดทั้งทางตรงและทางออม  

 6.1.1  ภาวะระดับน้าํตาลในเลือดสงูและความบกพรองในการสงสัญญาณของอินซูลิน

ภายในเซลล 

ความผิดปกติของโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน (Insulin 

signaling pathway) ที่สงผลใหการเคลื่อนยาย GLUT4 ไปยังเยื่อหุมเซลลลดลง เปนปจจัยสําคัญ

ที่ทําใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้นในผูปวยโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลิน เนื่องจากการขนสง

กลูโคสเขาสูเซลลลดลง [32] 

การศึกษาผลของกรดไขมันอิสระ (free fatty acids; FFA) ตอโมเลกุลที่มีบทบาท

ในการสงสัญญาณของอินซูลิน (Insulin signaling molecules) โดย Yu และคณะ ในป ค.ศ.2002  

พบวา FFA เพิ่มการเกิด phosphorylation ที่ตําแหนง serine ซึ่งเปน inhibitory site บน IRS-1 ทํา

ใหเกิดความบกพรองในการกระตุนตอไปยัง PI3K มีผลใหความไวตออินซูลินของเซลลกลามเนื้อ

ลดลง [33] การศึกษาในเซลลกลามเนื้อพบวา FFA เพิ่มการสราง diacylglycerol ซึ่งกระตุนการ

ทํางานของ PKCθ ใหเติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนง serine/threonine บน IRS-1 มีผลให PI3K 

ทํางานลดลง การขนสงกลูโคสเขาเซลลผานทาง GLUT4 จึงลดลงดวย [34] ในขณะที่ FFA 

เหนี่ยวนําใหตับเพิ่มการสรางกลูโคสผานกระบวนการ gluconeogenesis แลวปลดปลอยออกสู

กระแสเลือดทาง GLUT2 สงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้น  [31] ดังแสดงในภาพที่ 2.8A และ 

2.8B ตามลําดับ 

 6.1.2  ภาวะน้ําหนกัเกินและไขมันในเลือดสูง 

ผูปวยโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ที่มีภาวะดื้ออินซูลิน นอกจากจะมีความผิดปกติ

ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรตแลว ยังพบวาสวนใหญมีความผิดปกติเกี่ยวกับเม

ตาบอลิซึมของไขมันรวมดวย  [21]  รอยละ 80-90 ของผูปวยมีน้ําหนักเกิน  ในขณะที่คนปกติที่

อวนพบวามีภาวะดื้ออินซูลินได  ความอวนจึงเปนปจจัยเสี่ยงประการหนึ่งที่นําไปสูการเกิด

โรคเบาหวานประเภทที่ 2 [35,36] 
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การศึกษาจํานวนมากระบุวา การไดรับไขมันในปริมาณสูงเปนการเพิ่มระดับกรด

ไขมันอิสระ (FFA) ที่ไหลเวียนในกระแสเลือด สามารถสงเสริมใหเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ได โดย

เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน [2,37] และเมื่อลดระดับ FFA ลง พบวา ความไวตอ

อินซูลินของเซลลกลามเนื้อลาย และเซลลไขมันเพิ่มข้ึน [21] ผลของ FFA ตอการเกิดภาวะดื้อ

อินซูลินสวนหนึ่งมาจากการทําใหเกิดความบกพรองโดยตรงตอการสงสัญญาณอินซูลินดังไดกลาว

ขางตน   อยางไรก็ตาม  FFA ยังเกี่ยวของกับการเกิดภาวะดื้ออินซูลินโดยออม  ผานทาง 

Transcription factor-signaling pathway ไดแก  NF-κB pathway และ JNK pathway สงผลตอ

การเพิ่มการแสดงออกของ proinflammatory cytokines เชน IL-6, TNF-α เปนตน ซึ่งสามารถ

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินไดเชนกัน [38] 

 

 
 
ภาพที่ 2.8 กลไกการเกิดภาวะดื้ออินซลิูนอันเนื่องมาจากกรดไขมันอิสระผานกระบวนการสง 

สัญญาณอินซลิูนภายในเซลล : (A) เซลลกลามเนื้อ , (B) เซลลตับ [31] 
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6.1.3  ระดับฮอรโมนหรือสารที่เกี่ยวกับการอักเสบ 

  ระบบการตอบสนองตอการอักเสบในรางกายแบบเรื้อ รัง  อันไดแก  การ

เปล่ียนแปลงการผลิตและหลั่ง cytokine รวมถึงการกระตุนการสงสัญญาณในกระบวนการอักเสบ 

มักเกิดข้ึนกับผูปวยโรคอวน ซึ่งความอวนมีสวนเกี่ยวของกับการเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดังไดกลาว

มาแลวขางตน ความผิดปกติในการตอบสนองตอการอักเสบจึงเปนสาเหตุหนึ่งที่นําไปสูการเกิด

ภาวะดื้ออินซูลินได [39] โดยสวนใหญคนอวนจะมีการแสดงออกที่เพิ่มข้ึนของ proinflammatory 

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

chemotactic protein-1 เปนตน ในขณะที่ adipokine ที่ทําหนาที่ตานการอักเสบและการถูก

ทําลายของหลอดเลือดอยาง adiponectin มีการแสดงออกที่ลดลง [40] จากการศึกษาพบวาภาวะ

ที่มี adiponectin ในเลือดต่ํา พบไดทั้งในผูปวยโรคหลอดเลือดหัวใจและโรคเบาหวานประเภทที่ 2 

ซึ่งมีภาวะดื้ออินซูลินรวมดวย [41] นอกจากนี้ การให adiponectin แกหนูเบาหวานที่มีภาวะอวน

พบวาสามารถลดน้ําหนักตัว ลดภาวะดื้อตออินซูลิน และลดระดับน้ําตาลในเลือดหนูได [42] 

  การศึกษาเกี่ยวกับ Jun kinase 1 (JNK1) ซึ่งเปนโปรตีนในกระบวนการอักเสบ

ชนิดหนึ่งที่สามารถยับยั้งกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล ผานการกระตุนการเติมหมู

ฟอสเฟตที่ตําแหนง inhibitory site ของ IRS-1 พบวา มีการทํางานของ JNK1 เพิ่มขึ้นในเนื้อเยื่อ

ไขมันของหนูและของคนที่มีภาวะอวน  ในทางตรงกันขาม พบวาหนูที่ถูกกดการแสดงออกของ 

JNK1 สามารถเพิ่มความไวของเซลลตออินซูลินไดดียิ่งขึ้น [43] 

 
7.  น้ําตาลฟรุกโตส 

 ฟรุกโตสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (Monosaccharide) เชนเดียวกับกลูโคส และกาแลก

โตส เปนสวนประกอบที่ใหความหวานตามธรรมชาติของพืชผักผลไม รวมกับน้ําตาลกลูโคสและ

ซูโครสในสัดสวนที่แตกตางกันออกไป หากเปรียบความหวานของน้ําตาลซูโครสเปน 100% 

น้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตสจะหวานเปน 73% และ 173% ตามลําดับเมื่อเทียบกับความหวานของ

น้ําตาลซูโครส จึงมักมีการนําน้ําตาลฟรุกโตสมาใชใหความหวานแทนน้ําตาลทรายหรือน้ําตาล

ซูโครส เนื่องจากใชปริมาณนอยกวาในการใหความหวานที่เทากัน 
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ภาพที่ 2.9 โครงสรางโมเลกุลของน้าํตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส    

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

 
    7.1  เมตาบอลิซึมของน้ําตาลฟรกุโตส 

รางกายสามารถดูดซึมน้ําตาลฟรุกโตสจากลําไสเล็กสวนตน  เขาสูเซลลผนังลําไส 

(Epithelium cell) ผานโปรตีนขนสงกลูโคสแบบไมใชพลังงานชนิด glucose transporter 5 

(GLUT5) ทางดาน brush-border membran แลวผาน glucose transporter 2 (GLUT2) เขาสู

กระแสเลือดทางดาน baso-lateral membrane ดังแสดงในภาพที่ 2.10 

 

 
  

ภาพที่ 2.10   การดูดซึมน้ําตาลฟรุกโตส   :   หลังจากน้ําตาลซูโครสถูกยอยในลําใสเล็กสวนตน

แตกตัวเปนน้ําตาลกลูโคส (G;กลมขาว) และฟรุกโตส (F;กลมมวง) จากนั้นน้ําตาลกลูโคสจะถูกดูด

ซึมเขาสู  epithelium cell  พรอมกับโซเดียม  (Na+)    เรียกวา  Sodium-glucose co-transporter 
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หรือ SGLT1  ในขณะที่น้ําตาลฟรุกโตสถูกดูดซึมเขาสู  epithelium cell  ผาน  GLUT5   และเขาสู

กระแสเลือดผานทาง GLUT2  เชนเดียวกับน้ําตาลกลูโคส  

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

 

 หลังจากถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือดแลว โมเลกุลของฟรุกโตสจะถูกลําเลียงไปยังตับ [44]  

และผาน GLUT2 บนผิวเซลลตับโดยไมตองอาศัยฤทธิ์ของอินซูลิน เพื่อเขาสูกระบวนการเมตาบอ 

ลิซึมภายในเซลลตับตอไป   

ภายในเซลลตับ ฟรุกโตสจะถูกเติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนง C-1 กลายเปน  fructose-1-

phosphate ดวยเอนไซม fructokinase  จากนั้นเอนไซม aldolase B จะเปลี่ยน frutose-1-

phosphate ใหเปน glyceraldehyde และ dihydroxyacetone phosphate (DHAP)  ผลิตภัณฑที่

เกิดขึ้นจากเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสทั้งสองชนิดนี้ สามารถถูกเปลี่ยนเปน glyceraldehyde-3-

phosphate (GA-3-P) ดวยเอนไซม triokinase และ triosephosphate isomerase ตามลําดับ 

กอนลัดเขาสูกระบวนการไกลโคไลซิสในข้ันตอน triose phosphate เพื่อสังเคราะหเปน pyruvate 

โดยไมตองผาน rate-limiting step ของกระบวนการไกลโคไลซิส [18, 44] ทําใหบางสวนของฟรุก

โตสถูกสรางเปน pyruvate ไดอยางรวดเร็ว ซึ่งนอกจากเปนการเพิ่มการสราง lactate และ ATP 

แลว ยังสงผลใหปริมาณ acyl-Co A เพิ่มขึ้น ในขณะเดียวกันเซลลสามารถเปลี่ยน DHAP เปน 

glycerol-3-phosphate เพื่อสังเคราะหไขมันภายในเซลลรวมกับ acyl-Co A ไดผลิตภัณฑเปนไตร

กลีเซอไรดสะสมในเซลลตับ [45] และสามารถขนสงออกจากเซลลตับเขาสูกระแสเลือดในรูปแบบ

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   เมตาบอลิซึมของน้าํตาลฟรุกโตสในเซลลตบั [30] 

 

VLDL จากตับที่ลําเลียงผานกระแสเลือดจะถูกไฮโดรไลซดวยเอนไซม lipoprotein lipase 

(LPL) กอนเขาสูเซลลไขมันเพื่อสังเคราะหไตรกลีเซอไรดเก็บสํารองไว  ไตรกลีเซอไรดในเซลลไขมัน

สามารถผานกระบวนการสลายไขมัน (Lipolysis) ใหกรดไขมันอิสระ (FFA) แลวปลดปลอยออกสู

กระแสเลือดไปยังอวัยวะอื่น อาทิ กลามเนื้อลายได [19] การศึกษาจํานวนไมนอยที่แสดงใหเห็นวา 

FFA เปนสาเหตุหนึ่งที่สงเสริมการเกิดภาวะดื้ออินซูลิน [46] เนื่องจาก FFA ที่ผานเขาสูเซลล

กลามเนื้อลาย สามารถยับยั้งการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล สงผลใหความไวของเซลลตอ

อินซูลินลดลง 
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ภาพที่ 2.12   จุดบรรจบกันของผลิตภัณฑจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสและไกล

โคไลซิสของกลูโคสในเซลลตับ  :  เอนไซม aldolase ในเซลลตับ (aldolase B) เรงปฏิกิริยาใหกับ

ซับสเตรท 2 ชนิด ไดแก fructose-1-P ใน fructose pathway (ซาย) และ fructose-1,6-bis-P ใน 

glycolysis(ขวา) ผลิตภัณฑที่ไดจาก fructose-1-P คือ glyceraldehyde และ dihydroxyacetone 

phosphate  สามารถถูกเปลี่ยนดวยเอนไซมตางชนิดกันเกิดเปน  glyceraldehyde-3-P ซึ่งสวน

หนึ่งไดมาจาก fructose-1,6-bis-P ในกระบวนการไกลโคไลซิส [18] 

 

นอกจากฟรุกโตสจะมีสวนสงเสริมการสรางพลังงานจากการสลายกลูโคสในกระบวนการ

ไกลโคไลซิสแลว  สารสําคัญที่ไดจากเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสดังไดกลาวขางตน ยังเปนตัวกลาง

ของกระบวนการที่เกี่ยวเนื่องกับวิถีเมตาบอลิซึมของทั้งกลูโคสและไขมันภายในเซลลหลาย

กระบวนการ  ทั้งกระบวนการสังเคราะหไกลโคเจน  (Glycogenesis) กระบวนการสังเคราะห

กลูโคสจากแหลงอื่น (Gluconeogenesis) และกระบวนการสังเคราะหไขมัน (Lipogenesis) ถือได

วาฟรุกโตสสงเสริมการสังเคราะหกลูโคส ไกลโคเจน และไขมันในเซลลตับได  
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ขอแตกตางระหวางเมตาบอลิซึมของฟรุกโตสและกลูโคสไดแก ฟรุกโตสสามารถถูกขนสง

เขาสูเซลลตับไดตลอด โดยไมมีขอจํากัดเกี่ยวกับระดับเอนไซม phosphofructokinase-1 ทําให 

ฟรุกโตสถูกเมตาบอไลซไดอยางตอเนื่องและรวดเร็ว ในขณะที่เมตาบอลิซึมของกลูโคสมีทั้ง

กระบวนการกระตุนและยับยั้งที่ตองขึ้นอยูกับระดับ rate-limiting enzyme ชนิดนี้ ฟรุกโตสจึงเปน

เสมือนแหลง acetyl-Co A ที่ไมอาจควบคุมได การรับประทานฟรุกโตสจึงเพิ่มอัตราการเกิด de 

novo lipogenesis ในเซลลตับ เนื่องจากสามารถใหอะตอมคารบอนกับทั้งกลีเซอรอล และ acyl 

portion ของไตรกลีเซอไรด  อยางไรก็ตาม ฟรุกโตสไมสามารถกระตุนการทํางานของอินซูลิน หรือ 

เลปติน (Leptin) ไดอยางกลูโคส 

    7.2  บทบาทของน้าํตาลฟรกุโตสตอการเกิดภาวะด้ืออินซูลนิ 

เปนความจริงที่วาภาวะดื้อตออินซูลินเกิดขึ้นไดจากหลายสาเหตุ อยางไรก็ตาม มี

การศึกษาจํานวนไมนอยที่แสดงใหเห็นวา การรับประทานอาหารที่มีสวนประกอบของน้ําตาลฟรุก

โตสในปริมาณสูงติดตอกันเปนระยะเวลานาน (Long-term feeding) มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะ

ดื้อตออินซูลินไดอีกทาง [9] ทั้งนี้เนื่องจาก ฟรุกโตสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่รางกายสามารถดูด

ซึมและเมตาบอไลซไดอยางรวดเร็วที่ตับ เมื่อตับไดรับฟรุกโตสในปริมาณมาก ติดตอกันเปน

เวลานาน จะกระตุนการสังเคราะหไขมันที่เซลล (Lipogenesis) เกิดการสะสมของไตรกลีเซอไรด 

และยังเปนการเพิ่มการสังเคราะหไลโปโปรตีนชนิด very low density lipoprotein หรือ VLDL จาก

เซลลตับออกสูกระแสเลือด (ภาพที่ 2.11) สงเสริมใหมีการสังเคราะหกรดไขมันอิสระมากขึ้น เปน

สาเหตุหนึ่งที่ทําใหความไวของเซลลตออินซูลินลดลง [46]  ดวยเหตุนี้จึงมีการนําน้ําตาล            

ฟรุกโตสมาใชเปนตัวกระตุนการเกิดภาวะดื้อตออินซูลินในงานวิจัยเปนจํานวนมาก [30] 

Blakely และคณะ ไดทําการศึกษาผลระยะยาว (Long-term effects) จากการใหอาหารที่

มีสวนผสมของคารโบไฮเดรตรอยละ 54 ของน้ําหนักอาหารแกหนูทดลอง โดยรอยละ 15  ของ

คารโบไฮเดรตทั้งหมดมาจากฟรุกโตส โดยใชวิธี Oral glucose tolerance test (OGTT) ในการ

ประเมินภาวะระดับน้ําตาลในเลือดสูง พบวา หลังจากไดรับอาหารเปนเวลา 7 เดือน ระดับกลูโคส

และอินซูลินในเลือดหนูทดลองขณะอดอาหาร และหลังจากไดรับกลูโคสทางปาก (250 mg/100g 

ของน้ําหนักตัว) เปนเวลา 30 นาที 1, 2 และ 3 ชั่งโมง มีระดับสูงขึ้นกวาระดับกลูโคสและอินซูลิน

ในเลือดของหนูทดลองที่ไมไดรับฟรุกโตสรอยละ 15 ของอาหารอยางมีนัยสําคัญ [13] 

การศึกษาในสุนัขพบวา การใหอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงรอยละ 60 ของ

ปริมาณแคลอรี่  ทําใหระดับไตรกลีเซอไรดและอินซูลินในเลือดของสุนัขขณะอดอาหารเพิ่มข้ึน
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อยางมีนัยสําคัญทางสถิติภายหลังการใหอาหาร 25 วัน ทั้งยังเพิ่มความดันในเลือดอยางมี

นัยสําคัญภายหลังการใหอาหาร 28 วัน เมื่อเทียบกับสุนัขที่ไดรับอาหารมาตรฐาน [14] 

รายงานเกี่ยวกับผลของน้ําตาลฟรุกโตสตอโปรตีนในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินใน

หนูที่ไดรับน้ําตาลฟรุกโตส รอยละ 66 ของอาหารเปนเวลา 2 สัปดาห พบวา การแสดงออกของ 

insulin receptor ที่ตับและเซลลกลามเนื้อทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนลดลงอยางมีนัยสําคัญ

เมื่อเทียบกับหนูที่ไดรับอาหารมาตรฐาน [17]  นอกจากนี้ การไดรับน้ําตาลฟรุกโตสติดตอกันนาน 

28 วัน สงผลใหเกิดความบกพรองในการสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน กลาวคือ มีการลดลงของ

ระดับการเติมหมูฟอสเฟตของ insulin receptor (autophosphorylation) ที่เซลลตับถึงรอยละ 72  

รวมถึงของ insulin receptor substrate ที่เซลลตับและกลามเนื้อของหนูอยางมีนัยสําคัญ [15] 

 
8.  ยารักษาโรคเบาหวาน Rosiglitazone 

    8.1  รายละเอียดตัวยา 
 ยา Rosiglitazone หรือ Rosiglitazone maleate มีชื่อทางการคาวา Avandia® เปนยา

รักษาโรคเบาหวาน (anti-diabetic drug) ในกลุม thiazolidinediones (TZDs) สามารถใชเดี่ยว

หรือรวมกับยารักษาโรคเบาหวานชนิดอื่น อาทิ metformin, sulfonylurea หรือ glimepiride เพื่อ

ควบคุมระดับน้ําตาลในเลือดของผูปวยโรคเบาหวานประเภทที่ 2 เนื่องจากเปนตัวยาที่มีฤทธิ์เพิ่ม

ความไวของอินซูลิน หรือ insulin sensitizer 

 
 
ภาพที่ 2.13   โครงสรางทางเคมีของ Rosiglitazone : สูตรโครงสราง 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  สรรพคุณและขอบงชี้การใชยา 
เปนยารับประทาน เพื่อลดภาวะดื้ออินซูลินในผูปวยเบาหวานประเภทที่ 2 ขนาดยาทีใ่ชคอื 

2-8 มิลลิกรัมตอวัน โดยรับประทานครั้งเดียวหรือแบงใหวันละ 2 คร้ัง ระยะเวลาในการเริ่มออก

ฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลและอินซูลินประมาณ 1-4 สัปดาห และมักเกิดการตอบสนองสูงสุดหลังจาก

ใชยาไปแลวประมาณ 6-8 สัปดาห 

    8.3  เมตาบอลิซึมของยา 
 หลังจากดูดซึม รอยละ 99.8 ของโมเลกุลยาจะถูกจับและลําเลียงโดยอัลบูมินในกระแส

เลือด ระดับยาในกระแสเลือดสูงสุดประมาณ 1 ชั่วโมงหลังรับประทานยา และมีคาครึ่งชีวิต 3-4 

ชั่วโมง ยาจะถูกเมตาบอไลซที่ตับดวยการปฏิกิริยา N-demethylation, hydroxylation และ 

conjugation กับ sulfate และ glucuronic acid และถูกขับออกทางปสสาวะเปนสวนใหญ 

    8.4  การออกฤทธิ์ของยา 
 ออกฤทธิ์เชนเดียวกับตัวยาในกลุม TZDs ตัวอ่ืนๆ โดยการกระตุนผาน nuclear receptor 

ในกลุม peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) โดยเฉพาะชนิด PPARγ ซึ่งพบ

บนเยื่อหุมนิวเคลียสของเนื้อเยื่อไขมันมากกวาตับ กลามเนื้อ และเนื้อเยื่ออ่ืนๆ โดย Rosiglitazone  

จะเขาจับกับ PPARγ บริเวณ ligand binding กอใหเกิดการกระตุนการแสดงออกของยีนที่เกี่ยว 

ของกับการตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลิน (Insulin-responsive genes) ผานกระบวนการ 

transcription  ชวยสงเสริมการออกฤทธิ์ของอินซูลินได นอกจากนี้ การจับกันระหวาง 

Rosiglitazone และ PPARγ ยังสงผลตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ

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

ยับยั้ง (IκB) จึงชวยลดปฏิกิริยาการเกิดกระบวนการอักเสบตอเนื้อเยื่อตางๆ ภายในรางกายได 

    8.5  ผลขางเคียงที่อาจเกิดขึ้น 
 การใชยาดังกลาวไมวาเปนการใชเดี่ยวหรือใชรวมกับยาตัวอ่ืน อาจกอใหเกิดผลขางเคียง

ไมพึงประสงคบางประการ อาทิ อาการปวดหัว ปวดหลัง ออนเพลีย ทองเสีย ระดับน้ําตาลในเลือด

ต่ํา (hypoglycemia) น้ําหนักตัวเพิ่มสูงขึ้น บางรายอาจเกิดอาการบวมน้ํา (fluid retention) 

นําไปสูภาวะหัวใจลมเหลว (congestive heart failure) [16] นอกจากนี้ยังมีสวนเพิ่มการทํางาน

ของเอนไซมในตับซ่ึงอาจกอใหเกิดภาวะตับอักเสบไดอีกดวย [47] 
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9.  สารโพลฟีนอล (Polyphenols) 

โพลีฟนอลเปนกลุมของสารประกอบทางชีวภาพที่ไดจากผักและผลไม อาทิ  ผลไมจําพวก

เบอรร่ี องุน ชา [48] กาแฟ โกโก [49] ทับทิม ถั่วลิสง ผักใบเขียวบางประเภท เปนตน  มีลักษณะ

โครงสรางเปนวงแหวนเบนซีนที่มีหมูไฮดรอกซี่ (-OH) สรางพันธะอยูโดยรอบ เอื้อตอการจับกับ

อนุมูลอิสระ (free radical)  ทําใหสามารถออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดอยางมีประสิทธิภาพ 

สารชีวภาพที่จัดอยูในกลุมโพลีฟนอล ไดแก กรดฟนอลิก (Phenolic acids) แอนโธไซยา

นิน (Anthocyanins)  และฟลาโวนอยด (Flavonoids)  

 
10.  สารสกดัจากเมล็ดองุน (Grape seed extract) 

ชาวตะวันตกดื่มไวนมาเปนเวลานาน จนกระทั่งมีการศึกษาทางระบาดวิทยาที่แสดงให

เห็นวา  การรับประทานผักและผลไมสดวันละ 5-7 อยาง พรอมกับไวนแดงอีก 2 แกว ชวยใหมี

สุขภาพที่ดีและมีอายุที่ยืนยาวขึ้น การศึกษาประโยชนของไวนองุนจึงมีสืบเนื่องเร่ือยมา จนเปนที่

ทราบกันวา องุนที่ใชผลิตไวนแดง หรือ Vitis vinifera Linn. อุดมไปดวยสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ที่เรียกวา สารโพลีฟนอล ทั้งในกลุมกรดฟนอลิก (Phenolic acids)  ไดแก cinnamic acid, 

benzoic acid   และกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) ไดแก colorless flavan-3-ols, colored 

flavanones, red and blue anthocyanins  (ภาพที่ 2.14)  ในปริมาณที่แตกตางกันไปในแตละ

สวนของผลองุน  และที่สําคัญไปกวานั้นคือการคนพบวา ในเมล็ดองุนมีปริมาณสารในกลุมโพลีฟ

นอลดังกลาวมากกวาในเนื้อองุนที่ใชผลิตไวนประมาณ 2-3 เทา กลาวคือ รอยละ 60–70  ของสาร

โพลีฟนอลในองุนจะพบที่เมล็ด โดยเฉพาะอยางยิ่งสารในกลุมฟลาโวนอยด ชนิดโปรแอนโธไซยานิ

ดิน (Proanthocyanidin) [50] ที่มักพบในรูปโอลิโกเมอริกโปรแอนโธไซยานิดิน (Oligomeric 

proanthocyanidin; OPC)  [51,52] ดังแสดงในภาพที่ 2.15  
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ภาพที่ 2.14 โครงสรางทางเคมีของสารในกลุมโพลีฟนอลที่พบมากในเมล็ดองุน [50] 
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ภาพที่ 2.15 โครงสรางทางเคมีของ Proanthocyanidin : โดยทั่วไปอาจเรียกวา Procyanidin 

เปนโพลิเมอรของสาร flavan-3-ols ในกลุม flavonoids ไดแก catechin  และ epicatechin  มีการ

เรียงตัวของโมโนเมอรไดตั้งแต 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  การศึกษาความเปนพิษและความปลอดภัยของการใชสารสกัดเมล็ดองุน  

   Yamakoshi และคณะ ไดทําการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลัน โดยการปอนสารสกัด

เมล็ดองุน ขนาด 2 และ 4 g/kg คร้ังเดียวใหกับหนูขาวแตละกลุม หลังจากสังเกตผลเปนเวลา 14 

วัน ไมพบอาการเปนพิษ และส่ิงผิดปกติใดๆเกิดขึ้นกับหนูทดลอง [53]  นอกจากนี้ Yamakoshi ยัง

ไดทําการศึกษาความเปนพิษกึ่งเรื้อรังของสารสกัดเมล็ดองุนโดยใชขนาด 0.02, 0.2 และ 2 % 

(w/w) ซึ่งใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Bentivegna ที่ใชขนาด 0.63, 1.25 และ 2.5 % (w/w) 

กลาวคือ ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว  คาทางโลหิต

วิทยา พยาธิวิทยาคลินิก หรือจุลพยาธิสภาพของอวัยวะภายในที่สัมพันธกับขนาดของสารสกัด

เมล็ดองุนที่ให ระหวางหนูที่ไดรับสารสกัดเมล็ดองุนรวมกับอาหารมาตรฐานกับหนูที่ไดรับอาหาร

มาตรฐานเพียงอยางเดียวตอเนื่องกันเปนเวลา 90 วัน  [54] นอกจากนี้ การศึกษาความปลอดภัย

และความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดองุนจากการกินและจากการสัมผัสหรือทาที่ผิวหนัง พบวามีคา 

LD50 มากกวา 5000 mg/kg และมากกวา 2000 mg/kg ของน้ําหนักตัวหนู ตามลําดับ [10] 

 

 

http://apps.who.int/medicinedocs/en/d/Js4927e/14.html
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    10.2  การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาของสารสกดัเมล็ดองุน 

  มีการศึกษาจํานวนไมนอยที่แสดงใหเห็นวา สารสกัดเมล็ดองุนซึ่งมีสารฟลาโวนอยดชนิด

โปรแอนโธไซยานิดินเปนสวนประกอบในปริมาณสูง  เปนสารทางชีวภาพชนิดใหมอีกชนิดหนึ่งที่มี

ประสิทธิภาพและใหประโยชนในเชิงรักษาทางการแพทยที่หลากหลาย ไมวาจะเปนฤทธิ์ในการ

ตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง  ฤทธิ์ตานการอักเสบโดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่

เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ [10,55] ฤทธิ์ในการตานมะเร็ง อาทิ เพิ่มกระบวนการเกิด 

apoptosis ในเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเลี้ยง [56]  ลดผลกระทบทางลบที่เกิดจากการใชยาตาน

มะเร็งในเซลลตับ [57] เปนตน  ดังไดสรุปไวในตารางที่ 2.2 และ 2.3  ทั้งนี้ มีการศึกษาจํานวนหนึ่ง

ที่เสนอแนะแนวทางการออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนเกี่ยวกับโรคเบาหวานโดยสัมพันธกับการ

ตานอนุมูลอิสระ การลดระดับไขมันและการลดระดับน้ําตาลในเลือด 

ตารางที ่ 2.2 แสดงผลการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของสารสกัดเมล็ดองุน (GSE) ในบทบาท

ของสารตานอนุมูลอิสระ 

ฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุน  แบบจําลอง  ผูศึกษา 
     

กําจัดอนุมูลอิสระ  In vitro 

In vitro                                   

Platelets 

 Bagchi et al. 1997 [58] 

Ahn et al. 2002  [59]       

Vitseva et al. 2005  [60] 

ปองกันความเสียหายของเซลลอัน

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] 

เพิ่มการทํางานของเอนไซมตานอนุมูล

อิสระ 

 HepG2 cells  Puiggròs et al. 2005 [64] 

ปองกัน DNA ถูกทําลายจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชั่น 

 Rats  Morin et al. 2008 [65] 

ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใน

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด Lymphocyte 

 Human lymphocytes  Stanković et al. 2008 

[66] 
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ตารางที ่ 2.3 แสดงผลการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของสารสกัดเมล็ดองุน (GSE) ในบทบาท

อ่ืนๆ     

ฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุน  แบบจําลอง  ผูศึกษา 
     

ปองกันแผลในกระเพาะอาหาร  Rats  Saito et al. 1998 [67] 

ปองกันไต  Mice  Ray et al. 1998 [68] 

ลดผลเสียจากการรักษาดวย 

Chemotherapy 

 Chang liver cells  Joshi et al. 2000 [57]            

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  B. cereus, E. coli,            

S. aureus, P. aeruginosa 

 Jayaprakasha et al. 2003 

[69] 

ปองกันหัวใจ  Rats                                

Rats                            

 

Cardiac H9C2 cells 

 Sato et al. 2001 [70]  

Karthikeyan et al. 2007 

[71] 

Du et al. 2007 [72] 

เพิ่มการเกิด apoptosis ในเซลลมะเร็ง  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  การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนในการตานอนุมูลอิสระและลดระดับน้ําตาล
ในเลือด 

  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเมล็ดองุนเทียบกับวิตามินซีและอี โดย 

Bagchi และคณะ ในป ค.ศ.1997 พบวา สารสกัดโพลีฟนอลจากเมล็ดองุนมีความสามารถในการ

กําจัดอนุมูลซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2
- ) และอนุมูลไฮดรอกซี (-OH) สูงกวาวิตามินซี 20 เทา 

และสูงกวาวิตามินอีถึง 50 เทา  [58] จากประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระดังกลาวสงผลใหทั่ว

โลกหันความสนใจมาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดเมล็ดองุนเพิ่มข้ึนเปนจํานวนมาก  

ตอมาในป ค.ศ.1999  Koga และคณะไดศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดเมล็ด

องุนในหนูขาว โดยวัดความสามารถในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นในพลาสมา 

โดยมี copper sulfate หรือ 2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochlorid (AAPH) เปนตัว
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ออกซิไดส หลังจากที่ใหสารสกัดเมล็ดองุนความเขมขน  250 mg/kg เพียงครั้งเดียว พบวา ใน

พลาสมาของหนูขาวที่ไดรับสารสกัดเมล็ดองุนมีการตานการรวมตัวของ cholesteryl ester 

hydroperoxides (CE-OOH) มากกวาในพลาสมาของหนูขาวในกลุมควบคุม และมีระยะพักใน

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันยาวนานขึ้น ซึ่งการไดรับสารสกัดเมล็ดองุน สามารถเพิ่มความ

ตานทานตอ oxidative stress ได [73] 

นอกจากฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระที่มีการศึกษากันอยางกวางขวางแลว  การศึกษาของ 

Pinent และคณะ ป ค.ศ.2004 ยังแสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอการลดระดับ

น้ําตาลในเลือดหนูที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย streptozotocin ในลักษณะที่แปรผันตาม

ปริมาณที่ให (dose dependent) รวมถึงความสามารถในการกระตุนการนํากลูโคสกลับเขาเซลล

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

และจากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนในการปองกันเซลลตับออนจากการทําลายของ

อนุมูลอิสระในหนูที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย alloxan ของ El-Alfy และคณะ ในอีก 1 ป

ตอมา พบวา สารสกัดจากเมล็ดองุนขนาด 50 และ 100 mg/kg สามารถปองกันความเสียหายของ

ตับออนจากอนุมูลอิสระ เพิ่มระดับกลูตาไธโอน และยับยั้งปฏิกิริยาเปอรออกซิเดชันของไขมันใน

ตับออนของหนูขาวได  โดยผลจากการลดความเสียหายของตับออนจากอนุมูลอิสระนี้ สามารถ

รักษาระดับฮอรโมนอินซูลินใหใกลเคียงกับภาวะปกติ และสงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดของหนู

เบาหวานลดลง [12] 

จากขอมูลการศึกษาที่ผานมา ยังไมมีการศึกษาใดที่ศึกษาถึงฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุน

ตอการลดภาวะดื้ออินซูลินผานกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล ทั้งที่ภาวะดื้ออินซูลิน

เปนพยาธิสภาพหลักของโรคเบาหวานชนิดที่ 2 และความบกพรองอยางใดอยางหนึ่งที่เกิดขึ้นตอ

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลก็เปนสาเหตุสําคัญประการหนึ่งที่ทําใหเซลลไมสามารถ

ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินเพื่อลดระดับน้ําตาลในเลือดไดอยางมีประสิทธิภาพเพียงพอ 

การขาดหายของขอมูลนี้จึงทําใหยังไมสามารถตอบคําถามเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิข์องสารสกดั

เมล็ดองุนที่มีตอกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินไดอยางชัดเจน   การศึกษานี้จึงมุงเนนที่จะศึกษา

ฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณ

อินซูลิน  อันสงผลตอความไวในการตอบสนองของเซลลตออินซูลินในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด

ภาวะดื้ออินซูลินจากการไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง โดยใชเทคนิค Western blot 

ในการวิเคราะหเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีนดังกลาวในเซลลเปาหมายที่ตอบสนอง

ตอการกระตุนของอินซูลินของหนูขาวที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงระหวางกลุมที่
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เสริมและไมเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน  ซึ่งการศึกษาดังกลาวจะสามารถนํามาอธิบายถึงความ

เชื่อมโยงกับการเปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดได  เพื่อใหภาพตอของการออกฤทธิ์ที่

เปนประโยชนในเชิงปองกันของสารสกัดเมล็ดองุนมีความสมบูรณมากยิ่งขึ้น 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. น้ํายาและสารเคมี 
รายการ      ยี่หอ/บริษัทผูผลิต, 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      ยี่หอ/บริษัท, ประเทศ 

2.1 ตูแชแข็ง  -20oC     Sanyo, Japan 

2.2 ตูแชแข็ง  -80oC  รุน DF9017    IlShin Europe B.V.,  

        Netherlands 

2.3 ตูอบ  95oC สําหรับ microtubes รุน Vortemp 56 Labnet, USA  

2.4 Lyophilizer  รุน MODULYOD   Thermo Electron  

        Corporation, UK  

2.5 เครื่องชั่ง รุน CP224S     Sartorius, Germany 

2.6 เครื่อง Microplate reader  รุน PowerWave340 BioTek Instruments, USA 

2.7 เครื่องปนเหวี่ยง Ultracentrifuge  รุน Himac CS100 Hitachi, Japan 

2.8 เครื่องปนเหวี่ยง Microcentrifuge  รุน TX-201  TOMY, USA 

2.9 เครื่อง Gel Doc สําหรับถายภาพและวิเคราะหโปรตีน SynGene, UK 

2.10 Orbital shaker รุน OS-10    Boeco, Germany 

2.11 Magnetic stirrer     IKA Labortechnik,  

        Germany

2.12 Vortex mixer  รุน 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      การเตรียมสารสกัดเมล็ดองุน 

นําเมล็ดองุนอบแหง ที่ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท สยามไวนเนอรี่ จํากัด จังหวัด

สมุทรสาคร มาตมที่อุณหภูมิ 60 oC เพื่อลางสิ่งสกปรก เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากคัดแยกเฉพาะ

สวนของเมล็ดแลว จึงบดหยาบดวยเครื่องบดไฟฟา จากนั้นตมสกัดดวยน้ําดวยสัดสวนเมล็ดองุน 1 

ก.ก. ตอน้ํา 1.5 ลิตร ที่อุณหภูมิ 90 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง [67] แยกทิ้งสวนกากของเมล็ดองุน นํา

สวนน้ํามากรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4  แลวแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 oC เปนเวลา 24 

ชั่วโมง เพื่อนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง Lyophilizer ที่อุณหภูมิ -50 oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง บรรจุใส

ภาชนะที่ปดมิดชิดและกันความชื้น  แลวนํามาเก็บที่อุณหภูมิต่ํากวา 0 oC  

หาปริมาณ total flavanols ในสารสกัดเมล็ดองุน ดวยวิธี Vanillin  โดยใช catechin 

เปนสารมาตรฐาน และวิเคราะหปริมาณ monomeric flavanols แตละชนิด อาทิ catechin, 

epicatechin ดวยเทคนิค HPLC จากนั้นนํามาคํานวณหาปริมาณ procyanidin ในสารสกัดเมล็ด

องุนจากผลตางระหวาง total flavanols และ monomeric flavanols พบวา ในสารสกัดเมล็ดองุน

มีปริมาณ total flavanols รอยละ 50.1  ประกอบดวย monomeric flavanols รอยละ 1.02 และ 

procyanidin รอยละ 49.08 

3.2      การเตรียมสัตวทดลองและอาหารสําหรับสัตวทดลอง 

หนูขาวพันธุ Spraque-Dawley เพศผู จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัย 

มหิดล ตําบลศาลายา จังหวัดนครปฐม จํานวน 36 ตัว น้ําหนักประมาณ 100-150 กรัม ไดรับการ

เลี้ยงดูในหองเลี้ยงสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กอนทําการศึกษา

อยางนอย 1 สัปดาห ตามขอปฏิบัติในการดูแลสัตวทดลอง มีการควบคุมอุณหภูมิหองประมาณ 

25oC  ควบคุมความชื้น ความสวางใหเหมาะสม และใหอาหารสําเร็จรูปและน้ําไมจํากัดปริมาณ 

ทั้งนี้ ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนที่เรียบรอย ตามประกาศครั้งที่ 10/2551 (ภาคผนวก ข) 

หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาในการพักเลี้ยง ไดมีการแบงกลุมสัตวทดลองอยางสุม

ออกเปน 6 กลุมๆละ 6 ตัว เพื่อใหไดรับอาหารสําหรับการทดลอง ตลอดระยะเวลาการทดลอง 8 

สัปดาห โดยมีกลุมควบคุม 1 กลุมที่ไดรับอาหารมาตรฐาน (Control diet)  สวนอีก 5 กลุมที่เหลือ

ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสในปริมาณสูง (High-fructose diet) ดังสวนผสมของ

อาหารสําหรับการทดลองที่แสดงไวในตารางที่ 3.1 โดยมีหนูในกลุม High-fructose diet  3 กลุมที่
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ไดรับการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน (Grape seed extract; GSE) ปริมาณ 0.5%, 1.0% และ 

2.0% (w/w) ตามลําดับ และอีก 1 กลุมที่ไดรับยารักษาโรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ทั้งนี้

รูปแบบของการใหอาหารหนูทดลองแตละกลุมโดยสรุปไดแสดงไวในตารางที่ 3.2 

ตารางที ่3.1   แสดงสวนผสมของอาหารสําหรับการทดลอง   (กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม) [74] 

สวนผสม 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   แสดงรูปแบบของการใหอาหารหนูทดลองทัง้ 6 กลุม 

 อาหารที่ไดรับระหวางการทดลอง 8 สัปดาห 

กลุมทดลอง  4 สปัดาหแรก 4 สปัดาหหลัง 

1. Control  Control diet 

2. High-fructose ((HF)  HF diet 

3. HF + 0.5%GSE  HF diet เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน 0.5% ของน้ําหนักอาหาร 

4. HF + 1.0%GSE  HF diet เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน 1.0% ของน้ําหนักอาหาร 

5. HF + 2.0%GSE  HF diet เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน 2.0% ของน้ําหนักอาหาร 

6. HF + Rosiglitazone  HF diet 

    

เร่ิมใหยา Rosiglitazone  

ขนาด 4 mg/kg body weight ตอวัน 
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4. วิธีการวิจัย 

4.1  การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุน (Grape seed extract;  GSE) ตอการ
เปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว พฤติกรรม และลักษณะทางกายภาพของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet; HF)  
ตลอดระยะเวลา 8 สัปดาห 

ข้ันตอน 

1. ชั่งและบันทึกน้ําหนักของหนูทดลองทุกตัวทุกๆ 4 วัน นับต้ังแตวันที่ 0 ถึงวันที่ 56 

2. ชัง่อาหารและตวงน้ําที่เหลือในแตละวันเพื่อคํานวณปริมาณอาหารและน้ําที่หนูทดลองกิน 

3. สังเกตความผิดปกติที่อาจเกิดขึ้นกับหนูทดลอง เชน อาการเบื่ออาหาร อาการเซื่องซึมหรือ

กระตือรือรนผิดปกติ รวมถึงลักษณะสีของใบหูและดวงตา เปนตน 

 
4.2  การศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับน้ําตาลกลูโคส และระดับฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตส
ปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห 

ข้ันตอนการเกบ็ตัวอยางเลือด 

1. งดใหอาหารหนูทดลองเปนเวลาอยางนอย 8 ชั่วโมง กอนทําการเจาะเก็บเลือดในวันที่ 0 

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

2. ในวันที่ 0 และ 28 ของการทดลอง  ทําการเจาะเก็บเลือดหนูทดลองจากเสนเลือดดําที่หาง 

(lateral vein) ดวยเข็มเบอร 261/2  ใหไดปริมาตรอยางนอย 0.25 ml ใสในหลอด 

Eppendorf ที่มีสารกันเลือดแข็ง 

3. ในวันที่ 56 หรือวันสุดทายของการทดลอง ทําการเจาะเก็บเลือดหนูทดลองจากหัวใจ 

(cardiac puncture) ดวยเข็มเบอร 21  และกระบอกฉีดขนาด 5 ml  แลวใสเลือดในหลอด

ทดลองที่มีสารกันเลือดแข็ง  (ข้ันตอนการเตรียมหนูทดลองกอนการเจาะเก็บเลือดจาก

หัวใจจะกลาวในหัวขอการเก็บตัวอยางเลือดและกลามเนื้อนองขาหลังของหนูทดลอง 

หนา 47) 

4. ปนแยกพลาสมาที่ความเร็ว 3500 rpm นาน 5 นาท ี

5. แบงพลาสมาสําหรับตรวจระดับน้ําตาลกลูโคสอยางนอย 10 μl  และระดับอินซูลินอยาง

นอย 50 μl  

6. ระหวางรอการตรวจวิเคราะหใหเก็บพลาสมาในตูแชแข็งอุณหภูมิ  -20oC 
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ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห 

1) การตรวจวัดระดับน้ําตาลกลูโคสดวยวิธ ีGlucose oxidase 

1.1 เตรียมน้ํายา PGO enzyme โดยละลายเอนไซม 1 แคปซูลในน้ํากลั่น 100 ml แลว

เติมสารละลาย o-Dianisidine 1.6 ml   

1.2 เตรียมสารละลาย 2-D-glucose ความเขมขน 0, 50, 100, 200 และ 300 mg/dl 

สําหรับการทํากราฟมาตรฐาน (standard curve) 

1.3 ปเปตสารละลาย 2-D-glucose  แตละความเขมขน และพลาสมาจากแตละตัวอยาง

ปริมาตร 10 μl 

1.4 เติมน้ํายา PGO enzyme ปริมาตร 1 ml ทุกตัวอยาง เขยาแลวอุนที่อุณหภูมิ 37 oC 

เปนเวลา 30 นาที 

1.5 วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 450 nm และ

หาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาโดยเทียบจาก standard curve 

2) การตรวจวัดระดับอินซูลินดวยชุดตรวจทดสอบ Rat Insulin Enzyme Immunoassay 

(SPI-Bio) 

2.1 เตรียมน้ํายาตรวจทดสอบตามคูมือ 

2.2 ลาง 96-well plate ทีม่าพรอมกับชุดตรวจทดสอบ  1 คร้ัง ดวย wash buffer  

2.3 เติมน้ํายา สารละลายมาตรฐาน และพลาสมา ลงใน 96-well plate  ตามขั้นตอน

ดังตอไปนี้ 

 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 

  ปดฝา plate แลว incubate ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 16-20 ชั่วโมง 

  ลาง plate ดวย wash buffer 5 คร้ัง 

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

  นํา plate ไป incubate ในที่มดืที่อุณหภูมิหองบน orbital shaker   

  เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 

 



 

 
43 

2.4 วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 414 nm  

2.5 สราง standard curve จากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลายความ

เขมขน โดยกําหนดใหแกน X เปนคา log ของความเขมขน แลวหาความเขมขนของ

อินซูลินในพลาสมาโดยเทียบจาก standard curve ดังกลาวตามวิธีที่ระบุในคูมือ  

ทั้งนี้ คาการดูดกลืนแสงจะแปรผกผันกับความเขมขนของอินซูลินในพลาสมา 

3) การประเมนิภาวะดื้ออินซูลินจากการคํานวณ HOMA-IR 

3.1 นําคาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในพลาสมา (Fasting plasma glucose) และ

คาความเขมขนของอินซูลินในพลาสมา (Fasting plasma insulin)  ที่หาไดจากการ

เทียบ standard curve มาใชในการคํานวณคา Homeostasis model assessment 

of basal insulin resistance (HOMA-IR) ซึ่งเปนคาดัชนีที่ใชประเมินภาวะดื้ออินซูลิน 

[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 ประเมินภาวะดื้ออินซูลินของหนูขาวที่ถกูเหนีย่วนําใหเกดิภาวะดื้ออินซูลินดวย High-

fructose diet ในแตละกลุมการทดลองจากคา HOMA-IR ที่ได เทยีบกบักลุมควบคุม 
 
4.3  การศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับไขมันในพลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําให

เกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 
สัปดาห 

ข้ันตอนการเกบ็ตัวอยางเลือด 

1. งดใหอาหารหนูทดลองเปนเวลาอยางนอย 8 ชั่วโมง กอนทําการเจาะเก็บเลือดในวันที่ 56       

(8 สัปดาห) ของการทดลอง 

2. เจาะเก็บเลือดหนูทดลองจากหัวใจ (cardiac puncture) ดวยเข็มเบอร 21  และกระบอก

ฉีดขนาด 5 ml  แลวใสเลือดในหลอดทดลองที่มีสารกันเลือดแข็ง (ข้ันตอนการเตรียมหนู

ทดลองกอนการเจาะเก็บเลือดจากหัวใจจะกลาวในหัวขอการเก็บตัวอยางเลือดและ

กลามเนื้อนองขาหลังของหนูทดลอง หนา 47) 

3. ปนแยกพลาสมาที่ความเร็ว 3500 rpm นาน 5 นาที 

4. แบงพลาสมาสําหรับตรวจระดับคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด และ HDL อยางละไมต่ํา

กวา 10 μl 
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5. ระหวางรอการตรวจวิเคราะหใหเก็บพลาสมาในตูแชแข็งอุณหภูมิ  -20oC 

ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห 

1) การตรวจวัดระดับคอเลสเตอรอลดวยชุดตรวจทดสอบ Cholesterol liquicolor (Human®) 

1.1 ปเปตสารละลายมาตรฐาน (standard) ความเขมขน 200 mg/dl หรือตัวอยาง 

พลาสมา (sample) ปริมาตร 10 μl ใสในหลอดทดลอง 

1.2 เติม Enzyme reagent ลงในหลอด standard  หลอด sample และหลอด reagent 

blank หลอดละ 1000 μl 

1.3 เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ 37oC นาน 5 นาที 

1.4 วัดคาการดูดกลืนแสงของ standard, sample และ reagent blank ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 nm ภายในเวลา 60 นาที 

1.5 คาํนวณคาความเขมขนของคอเลสเตอรอลในพลาสมา ดวยสูตร 

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

กําหนดให  

ΔASample  เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ sample กับ reagent blank 

ΔAStandard เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ standard กับ reagent blank 

2) การตรวจวัดระดับไตรกลีเซอไรดดวยชุดตรวจทดสอบ Triglyceride liquicolor (Human®)  

2.1 ปเปตสารละลายมาตรฐาน (standard) ความเขมขน 200 mg/dl หรือตัวอยาง 

พลาสมา (sample) ปริมาตร 10 μl ใสในหลอดทดลอง 

2.2 เติม Enzyme reagent ลงในหลอด standard  หลอด sample และหลอด reagent 

blank หลอดละ 1000 μl 

2.3 เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ 37oC นาน 5 นาที 

2.4 วัดคาการดูดกลืนแสงของ standard, sample และ reagent blank ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 nm ภายในเวลา 60 นาที 

2.5 คาํนวณคาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดในพลาสมา ดวยสูตร 

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

กําหนดให  

ΔASample  เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ sample กับ reagent blank 

ΔAStandard เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ standard กับ reagent blank 
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3) การตรวจวัดระดับ HDL ดวยชุดตรวจทดสอบ HDL Cholesterol (Human®) 

ข้ันตอนการตกตะกอนไขมนัชนิดอืน่ (Precipitation) 

1. เตรียมน้ํายาสําหรับตกตะกอนไขมันชนิดอื่นๆ ดวยการเจือจางน้ํายา Precipitant 

1 ขวด (80 ml) ดวยน้ํากลั่น 20 ml  (หรือน้ํายา 4 สวน ตอน้ํา 1 สวน) 

2. ตกตะกอนไขมันชนิดอื่นๆในตัวอยางพลาสมา ดวยน้ํายา Precipitant  โดยเติม

ตัวอยาง 50 μl และ Precipitant ที่เจือจางแลว 100 μl 

3. เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที 

4. Centrifuge ที่ความเร็ว 10000g อยางนอย 2 นาที หรือ 4000g นาน 10 นาที 

5. แยกสวนใสดานบนซึ่งมี HDL ปนอยู (HDL supernatant) ออกจากตะกอนดาน 

ลางภายใน 1 ชั่วโมง เพื่อนําไปวัดคาความเขมขนของคอเลสเตอรอลดวยน้ํายา 

Cholesterol (จากชุดทดสอบ Cholesterol liquicolor) ตอไป 

ข้ันตอนการวดัปริมาณคอเลสเตอรอล (Cholesterol Determination) 

1. ปเปตสารละลายมาตรฐาน (standard) ความเขมขน 50 mg/dl หรือตัวอยางสวน

ใส (sample) อยางละ 100 μl 

2. เติม Enzyme reagent ลงในหลอด standard  หลอด sample และหลอด 

reagent blank หลอดละ 1000 μl 

3. เขยา แลว incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ 37oC นาน 5 

นาที 

4. วัดคาการดูดกลืนแสงของ standard, sample และ reagent blank ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 nm ภายในเวลา 60 นาที 

5. คาํนวณคาความเขมขนของคอเลสเตอรอลในพลาสมา ดวยสูตร 

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

กําหนดให  

ΔASample  เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ sample กับ reagent blank 

ΔAStandard เปนผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของ standard กับ reagent blank 
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4.4  การศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูขาวที่
ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกัน
เปนเวลา 8 สัปดาห 

ข้ันตอนการสกัด 

1. ชั่งและตัดแบงกลามเนื้อขณะแข็ง ใสใน Hand homogenizer grinder แลวเติม

สารละลาย 0.6 M Perchloric acid  ที่เย็น ในสัดสวน 2:5  โดยน้ําหนัก 

2. บดชิ้นกลามเนื้อจนกระทั่งมีลักษณะเปนสารละลายเนื้อเดียว (homogeneous) ใชเวลา

ประมาณ 15 นาที  โดยหลอน้ําแข็งใหเย็นตลอดเวลา 

3. แบงสารละลาย (homogenate) ที่ไดออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกแบงใสหลอด 

centrifuge ปริมาตร  0.2 ml แชไวในน้ําแข็ง เพื่อใชในขั้นตอนการสลายไกลโคเจน 

(Glycogen hydrolysis) ตอไป  สวนสารละลายที่เหลือ ใหนําไป centrifuge ที่ความเร็ว 

10000g เปนเวลา 10 นาที แลวเก็บสวนใสเพื่อใชวัดปริมาณกลูโคสเริ่มตน (Tissue 

glucose) 

ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห 

1) การสลายไกลโคเจน  (Glycogen hydrolysis) 

1.1 นํา homogenate  0.2 ml ที่แบงใสไวในหลอด centrifuge ในตอนแรก มาเติมสาร 

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

1.2 Incubate ดวย shaking water bath ที่อุณหภูมิ 40oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

1.3 เติมสารละลาย 0.6 M Perchloric acid  0.5 ml เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

1.4 เขยาและ centrifuge ที่ความเร็ว 10000g เปนเวลา 10 นาที แลวเก็บสวนใสเพือ่ใชวดั

ปริมาณกลูโคสรวม (Glucose determination) 

2) การวัดปริมาณกลูโคส (Glucose determination) ดวยวิธ ีGlucose oxidase 

2.1  นําสวนใสที่ไดจากการสลายไกลโคเจน (Glycogen hydrolysate) และสวนใสที่เก็บไว

สําหรับวัดปริมาณกลูโคสเริ่มตน (Tissue glucose) มากําจัดโปรตีนดวยความรอน 

95 oC เปนเวลา 5 นาที   (ในกรณีที่วัดคาปริมาณกลูโคสไดต่ํามาก ใหใชผง NaHCO3 

ในการปรับคา pH ของสวนใสใหเปนกลาง แลว centrifuge แยกเก็บสวนใสอีกครั้ง)  

2.2  เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, และ 0.5 

mg/ml 
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2.3  ปเปตสวนใสทั้งสองสวนที่ไดจากขอ 2.1 และสารละลายกลูโคสมาตรฐานมาอยางละ 

10 μl  

2.4  เติมน้ํายา PGO enzyme ตัวอยางละ  1 ml 

2.5  เขยาใหเขากัน แลว incubate ที่อุณหภูมิ 37oC  เปนเวลา 30 นาที 

2.6  วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 450 nm  

และหาคาความเขมขนของกลูโคสโดยเทียบจาก standard curve 

3) การคํานวณปริมาณไกลโคเจนในกลามเนือ้ 

3.1 คํานวณปริมาณ Total glucose โดยนําคากลูโคสของ Glycogen hydrolysate ที่ได

จากการเทียบ standard curve มาคูณ  21.875  ซึ่งเปนคา factor จากการสกัดและ

จากปฏิกิริยาการสลายไกลโคเจน 

3.2 คํานวณปริมาณกลูโคสเริ่มตน (Tissue glucose) โดยนําคากลูโคสจากการเทียบ 

standard curve มาคูณ  2.5  ซึ่งเปนคา factor จากการสกัดไกลโคเจน  

3.3 หาปริมาณไกลโคเจน ดวยสูตร 

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

3.4 เปรียบเทียบปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูขาวระหวางกลุม High-

fructose diet กับกลุมควบคุม 

 
4.5  การศึกษาผลของ GSE ตอระดับการแสดงออก (Expression) ของโปรตีนที่ทํา

หนาที่ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนูขาวดวยเทคนิค 
Western blot  หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

ข้ันตอนการเกบ็ตัวอยางกลามเนื้อและวเิคราะห 

1) การเก็บตัวอยางเลือดและกลามเนื้อนองขาหลัง (Soleus muscles) ของหนูทดลอง  

1.1 อดอาหารหนูทดลองเปนเวลาอยางนอย 8 ชั่วโมง กอนทําการเจาะเก็บเลือดและ

กลามเนื้อนองขาหลังในวันที่ 56 ของการทดลอง 

1.2 ฉีด Sodium pentobarbital ขนาด 60 mg/kg เขาชองทอง (Intraperitoneal 

injection; i.p.) เพื่อกดการตอบสนองของหนูทดลองในลักษณะหลับลึก ซึ่งใชเวลา

ประมาณ 5-10 นาที 

1.3 เมื่อหนูทดลองมีลักษณะหลับลึกและไรการตอบสนอง ใหนําหนูทดลองมาวางใน

ลักษณะนอนหงาย  
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1.4 ผาเปดชองทองขึ้นมาจนถึงชวงอกซึ่งเปนตําแหนงหัวใจของหนูทดลอง  
1.5 ใชเข็มเบอร 21 และกระบอกฉีดขนาด 5 ml เจาะเก็บตัวอยางเลือดจากหัวใจในขณะที่

หัวใจยังทํางาน  

1.6 ใสเลือดในหลอดทดลองที่มีสารกันเลือดแข็ง เพื่อนําไปปนแยกพลาสมาเก็บไวใชใน
การตรวจวัดระดับน้ําตาลกลูโคส ระดับฮอรโมนอินซูลิน และระดับไขมันตอไป 

1.7 ตัดกลามเนื้อสวนนองขาหลังทั้ง 2 ขาง ในสวนที่เรียกวา Soleus muscles ลางดวย 

normal saline แลวแชในไนโตรเจนเหลว  

1.8 นําไปเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 oC จนกวาจะทําการสกัดโปรตีน 

2) การสกัดโปรตนีจากกลามเนือ้นองขาหลังของหนูทดลอง 
2.1 ตัดแบงกลามเนื้อขณะแข็งเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 0.2 g ใสใน Hand homogenizer 

grinder แลวเติม Homogenizing buffer ที่เย็น (ภาคผนวก ก ขอ 1.)ปริมาตร 0.8 ml  

2.2 บดชิ้นกลามเนื้อเปนเวลา 15–20 นาที หรือจนกระทั่งมีลักษณะเปนสารละลายเนื้อ

เดียว (homogeneous) โดยหลอน้ําแข็งใหเย็นตลอดเวลาเพื่อชวยปองกันการเสีย

สภาพของโปรตีน 

2.3 ปนแยกโปรตีนจากเซลลกลามเนื้อดวยเครื่อง ultracentrifuge ที่ความเร็ว 10,000g 

เปนเวลา 10 นาที  

2.4 นําสวนใสไปวัดปริมาณโปรตีนรวมดวยวิธี Bradford จากนั้นเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ 

-80 oC  จนกวาจะทําการวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค Western blot 

3) การวัดปริมาณโปรตีนรวมดวยวิธ ีBradford 

3.1 เตรียมโปรตีนมาตรฐาน (Bovine serum albumin; BSA) ความเขมขน 0, 25, 50, 

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

เขมขน 1 mg/ml 

3.2 เตรียมตัวอยางโปรตีนจากกลามเนื้อ (Tissue lysate) โดยการเจือจาง 1:50 

3.3 ปเปต BSA แตละความเขมขนและ Tissue lysate ตัวอยางละ 100 μl 

3.4 เติมน้ํายา Bradford working (ภาคผนวก ก ขอ 2.2) ตัวอยางละ 1 ml เขยาแลวตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 

3.5 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer และ

หาความเขมขนของตัวอยางโปรตีนจากกลามเนื้อโดยเทียบจาก standard curve 

แลวคูณดวย 50 ซึ่งเปนคา dilution factor  
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4) การวิเคราะหโปรตีน ดวยเทคนิค Western blot  

Western blot เปนเทคนิคการวิเคราะหโปรตีนที่ใชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยา 

วาดวยเรื่องของการจับกันอยางจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอด้ี เนื่องจากภายใน

เซลลหนึ่งๆ มีการแสดงออกของโปรตีนหลากหลายชนิด ในปริมาณที่มากนอยแตกตางกัน

ไป ข้ึนอยูกับบทบาทหนาที่ของเซลลนั้นๆ การศึกษาปริมาณการแสดงออกของโปรตีนชนดิ

ใดชนิดหนึ่งในเซลล จําเปนตองอาศัยวิธีการที่จําเพาะในการแยกโปรตีนชนิดนั้นออกจาก

โปรตีนชนิดอื่น  เทคนิคนี้มีกระบวนการแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟาตามขนาดของโปรตีน

กอน เรียกวา Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)  จากนั้นจึงใชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยาเรียกวา Immunoblotting โดยใชแอนติ

บอดี้ที่จําเพาะเขาจับกับโปรตีนเปาหมายแลวติดฉลากแอนติบอดี้ดวยเอนไซมที่สามารถ

เรงปฏิกิริยาซับสเตรทใหเกิดเปนผลิตภัณฑที่ตรวจวัดได จึงทําใหสามารถวิเคราะหการ

แสดงออกของโปรตีนที่ตองการไดอยางถูกตอง 

ในที่นี้ทําการวิเคราะหเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนที่ทําหนาที่ใน

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน (PI3K/Akt pathway) ภายในเซลลกลามเนื้อของหนูขาว

ในแตละกลุมทดลอง อันประกอบดวยโปรตีนดังตอไปนี้ 

1. โปรตีนตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล ไดแก Insulin receptor β (IRβ)  

2. โปรตีนตัวสงสญัญาณอินซูลินในเซลล ไดแก Insulin receptor substrate-1 

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

3. โปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลล ไดแก Glucose transporter 4 (GLUT4) 

ข้ันตอนการเตรียมเจล 

1. เตรียมเจลอะคริลาไมด  2 ความเขมขน ไดแก Stacking gel (5%) และ  

Separating gel (8-10% ข้ึนอยูกับขนาดโปรตีน) (ภาคผนวก ก ขอ 4.1-4.3) 

2. หยอด Separating gel ประมาณ 2 ใน 3 สวนของแผนประกบเจล แลวหยอดน้ํา 

Milli-Q ตามทันทีเพื่อใหขอบเจลดานบนเรียบสม่ําเสมอ ตั้งแผนประกบเจลทิ้งไว

ประมาณ 20 นาที หรือจนกระทั่งเจลแข็งตัวจึงเทน้ํา Milli-Q ออก 

3. หยอด Stacking gel แลววางหวี (comb) ตามทันทีเพื่อสรางหลุมสําหรับหยอด

ตัวอยางบนเจล ตั้งแผนประกบเจลทิ้งไวประมาณ 30 นาที หรือจนกระทั่งเจลแข็ง

ตัวจึงดึงหวีออก ดังรูป 
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4. ตั้งแผนประกบเจลลงใน tank สําหรับการทํา electrophoresis แลวเติม running 

buffer (ภาคผนวก ก ขอ 5.) ใหทวมเจล 

 

ข้ันตอนการทาํ Western blot 

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

เปนการแยกโปรตีนตามขนาดดวยกระแสไฟฟาโดยการทําใหโปรตีนเกิด

การเสียสภาพกอน มีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

a) เตรียมตัวอยางโปรตีนโดยการเจือจางดวย 2X Laemmli sample buffer 

(ภาคผนวก ก ขอ 3.) ในสัดสวน 1:1 แลวตมที่อุณหภูมิ 95 oC เปนเวลา  

5 นาที เพื่อทําใหโปรตีนเสียสภาพเปนโครงสรางปฐมภูมิ 

b) หยอดโปรตีนมาตรฐานขนาดตางๆ (Prestained SDS-PAGE marker) 

ปริมาตร 5 μl ลงในหลุมแรกบนเจล 

c) หยอดตัวอยางโปรตีนลงในหลุมถัดมาหลุมละ 1 ตัวอยาง โดยใหมี

ปริมาณโปรตีนรวมเทากันทุกตัวอยาง (ปริมาณ 35-150 μg ข้ึนอยูกับ

ระดับความมากนอยของการแสดงออกของโปรตีนแตละชนิด)  

d) Run electrophoresis ดวยอุปกรณชุด Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) 

ที่อุณหภูมิหอง ดวยความตางศักยคงที่ โดยแบงเปน 2 ชวง ไดแก 

ชวงที่ 1 คือ ชวงที่โปรตีนเคลื่อนที่ผาน Stacking gel ใชความตาง   

ศักย 70 V เปนเวลาประมาณ 30 นาที 
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ชวงที่ 2 คือ ชวงที่โปรตีนเคลื่อนที่ผาน Separating gel ใชความตาง

ศักย 130 V เปนเวลาประมาณ 60 นาที หรือจนกระทั่งสีของ Laemmli 

sample buffer เคลื่อนที่ลงมาถึงขอบเจลดานลาง 

2. Immunoblotting  

เปนการถายโอนโปรตีนจากเจลมายังแผนเมมเบรนดวยกระแสไฟฟา 

เพื่อนํามาจับกับแอนติบอด้ีจําเพาะ (primary antibody) และแอนติบอด้ีที่ติด

ฉลากดวยเอนไซม (secondary antibody) จากนั้นเอนไซมจะทําปฏิกิริยากับ

ซับสเตรท (chemiluminescense substrate) เกิดการเปลงแสงขึ้นบริเวณที่เปน

โปรตีนที่ตองการ สามารถนํามาตรวจวัดปริมาณของโปรตีนได มีข้ันตอนดัง 

ตอไปนี้ 

a) หลังจาก run electrophoresis เสร็จส้ิน ใหลอกเจลออกจากแผนประกบ

แลวแชเจลลงใน transfer buffer ที่เย็น (ภาคผนวก ก ขอ 6.) เปนเวลา

ประมาณ 5 นาที เชนเดียวกับกระดาษกรองและแผนไฟเบอรที่จะใชใน

การประกบเจลกับ PVDF membrane 

b) เตรียมแผน PVDF membrane ดวยการแชใน absolute methanol เปน

เวลา 5 นาที เพื่อให PVDF membrane มีสภาพเปนขั้วบวก 

c) แชแผน PVDF membrane ลงใน transfer buffer ที่เย็น จากนั้นใชตลับ

ประกบในการประกบแผนไฟเบอร (fiber pad) กระดาษกรอง (filter 

paper) เจล และ PVDF membrane เรียงตามลําดับจากขั้วลบไปยัง

ข้ัวบวก ดังรูป 

 

 
 

d) Transfer โปรตีนบนเจลมาที่ membrane ดวยกระแสไฟฟาความตาง

ศักยคงที่ 100 V อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที 
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e) แยก membrane ออกมาแชใน wash buffer (1X TBS-T) (ภาคผนวก ก 

ขอ 7.) เปนเวลาประมาณ 5 นาที เพื่อลาง transfer buffer 

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

ก ขอ 8.) เพื่อกําจัด non-specific binding site บน membrane เปน

เวลา 1 ชั่วโมง บนเครื่อง orbital shaker  

g) ลาง membrane ดวย wash buffer 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

h) แช  membrane ใน primary antibody (แอนติบอด้ีจําเพาะตอโปรตีนแต

ละชนิด) ที่เจือจางดวย antibody dilution buffer (5% non-fat dry milk 

หรือ 5% BSA ข้ึนอยูกับชนิดของแอนติบอด้ี) สัดสวน 1:1000  ที่

อุณหภูมิ 4 oC บน orbital shaker เปนเวลา 1 คืน  

i) ลาง membrane 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

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

antibody) ที่เจือจางดวย antibody dilution buffer สัดสวน 1:2000  ที่

อุณหภูมิหอง บน orbital shaker เปนเวลา 45 นาที  

k) ลาง membrane 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

l) แช membrane ในน้ํายา 1X LumiGLO and Peroxide เปนเวลา 1 นาที 

เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการเปลงแสง chemiluminescense 

m) นําแผนฟลมเอ็กซเรยมาประกบกับ membrane ทุกๆ 2 นาที รวมเปน

เวลา 10 นาที จากนั้นลางแผนฟลมดวยน้ํายา developer และ fixer เปน

เวลา 2 และ 3 นาที ตามลําดับ  (ทําในหองมืด) 

n) ถายรูปแผนฟลมในเครื่อง Gel Doc ดวยโปรแกรม GeneSnap 

(SynGene) แลววัดคาความเขมของแถบโปรตีนที่ตองการของแตละกลุม

ทดลองดวยโปรแกรม GeneTools (SynGene) 

o) เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีนระหวางกลุม High-fructose 

diet กับกลุมควบคุม โดยเทียบในหนวย Relative unit 

ข้ันตอนการทาํ Immunoprecipitation   (เฉพาะ Insulin receptor β) 

1. เตรียม immune complex ดวยการเติมแอนติบอด้ีตอ  Insulin receptor β (IRβ)    

ลงในตัวอยางโปรตีนที่ปรับความเขมขนเปน 5 μg/μl ดวยสัดสวน 1:50 จากนั้น 

incubate ขามคืนที่อุณหภูมิ 4 oC  
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2. นํา immune complex ที่ไดมาตรึงดวย 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 แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 

15 นาที 

2.2 ปนแยกสวนที่ไมถูกตรึงดวย protein A ออก ดวยความเร็ว 4000 rpm  1 

นาที 

2.3 ลางเจลดวย wash buffer แลวปนทิ้ง 3 คร้ัง  

2.4 เติม elution buffer ปริมาตร 190 μl  แลวทิ้งไว 5 นาที เพื่อให immune 

complex หลุดออกจาก protein A  

2.5 ปนเก็บสวนที่หลุดออกมาจาก spin cup เปน fraction 1 

2.6 เติม elution buffer ซ้ํา 2 คร้ัง แลวปนเก็บเปน fraction 2 และ 3  

2.7 นําสวน fraction ดังกลาวไปวิเคราะหดวยเทคนิค Western blot ตอไป โดย

เตรียมตัวอยางดวย sample buffer เชนเดียวกับการทํา SDS-PAGE ปกติ 

แลวหยอดตัวอยาง fraction ละ 15 μl ลงบนเจล 
 
5. การวิเคราะหขอมูล 

วิเคราะหขอมูลดวย One-way analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกตาง

ทางสถิติระหวางกลุมทดลองใช Least Significance Difference (LSD) ที่ระดับนัยสําคัญ           

p < 0.05 โดยใช คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย (Mean ± S.E.M.) ในการนําเสนอ

ขอมูล 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

1.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุน (Grape seed extract; GSE) ตอการ
เปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวของหนูขาวท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มี
น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet; HF) ตลอดระยะเวลา 8 สัปดาห 

1.1) พฤติกรรมและลักษณะทางกายภาพโดยทั่วไป 

ไมพบความผดิปกติดานพฤติกรรมหรือลักษณะทางกายภาพใดๆของหนูทกุกลุม

การทดลอง ตลอดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

 

1.2) น้ําหนกัตัวของหนูทดลอง (Body weight) 

 

* # * # 
* # 

* # * * 
* # # 

# # 
# # 

# 
# 

ภาพที่ 4.1  แสดงผลการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวเฉลี่ยของหนูแตละกลุมทดลองตลอด

ระยะเวลาการทดลอง นับต้ังแตวันที่ 0 ถึงวันที่ 56   

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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น้ําหนักตัวเฉลี่ยของหนูทดลองแตละกลุมที่ชั่งทุกๆ 4 วัน เร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงซึ่ง

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ภายหลังวันที่ 28 หรือสัปดาหที่ 4 ของการทดลอง 

ชวงวันที่ 32 ถึงวันที่ 40 พบวา หนูทดลองกลุมที่ไดรับ High-fructose diet (HF) 

เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน (GSE) 0.5% มีน้ําหนักตัวเฉลี่ยนอยกวาหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF 

เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับ

ยา Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว (เร่ิมใหยาในสัปดาหที่ 5) มีน้ําหนักตัวเฉลี่ย

มากกวาหนูทดลองกลุมควบคุม (Control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ทั้งนี้ น้ําหนักตัว

เฉล่ียของหนูทดลองกลุม Control และกลุมที่ไดรับ HF ไมแตกตางกันทางสถิติ (ภาพที่ 4.1) 

ชวงวันที่ 44 ถึงวันที่ 52 พบวา น้ําหนักตัวเฉลี่ยของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF 

เสริมดวย 0.5% GSE ยังคงนอยกวาหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีน้ําหนักตัว

เฉลี่ยมากกวาหนูทดลองทั้งในกลุม Control และกลุมที่ไดรับ HF อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 4.1 

หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห พบวา หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF มี

น้ําหนักตัวเฉลี่ยมากกวาหนูทดลองกลุม Control แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่หนูทดลอง

กลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีน้ําหนักตัวเฉลี่ยมากกวาหนูทดลองกลุม Control และ

กลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เชนเดียวกับน้ําหนักตัวที่

เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับน้ําหนักตัวเริ่มตน (body weight gain) ดังแสดงไวในตารางที่ 4.1  

ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE มี

น้ําหนักตัวเฉลี่ยหลัง 8 สัปดาห และ body weight gain ไมแตกตางจากกลุม Control และ กลุมที่

ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (ตารางที่ 4.1) 

 

1.3) ปริมาณอาหารและน้ําทีห่นทูดลองกนิในแตละวัน 

การกินอาหารของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE และ

ยา Rosiglitazone มีปริมาณโดยเฉลี่ยไมแตกตางจากปริมาณการกินอาหารตอวันของหนูทดลอง

กลุม Control และกลุมที่ไดรับ HF ดังแสดงในตารางที่ 4.2  

สวนการกินน้ําของหนูทดลอง ไมพบความแตกตางกันทางสถิติระหวางปริมาณ

การกินน้ําโดยเฉลี่ยตอวันของหนูทดลองแตละกลุม (ตารางที่ 4.2) 
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ตารางที ่4.1  แสดงคาเฉลี่ยของน้ําหนักและการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักของหนทูดลองหลงัสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 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  แสดงปริมาณการกินอาหารและน้ําของหนูทดลองโดยเฉลี่ยตอวัน   

 

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 

 

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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2.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับน้ําตาลกลูโคส และระดับฮอรโมนอินซูลินใน 
พลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตส
ปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห 

2.1) ผลของ GSE ตอระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาของหนูทดลอง 

หลังจาก 4 สัปดาหแรกของการใหอาหาร พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF มีระดับ

น้ําตาลกลูโคสในพลาสมาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control 

(ตารางที่ 4.3) จากนั้นจึงเริ่มใหยา Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว ในสัปดาหที่ 5 

จนกระทั่งสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เปนระยะเวลาติดตอกัน 8 สัปดาห มีระดับน้ําตาล

กลูโคสในพลาสมาขณะอดอาหาร (fasting plasma glucose) สูงกวาหนูกลุม Control อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE 

และยา Rosiglitazone มีระดับน้ําตาลต่ํากวากลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 15.7%, 

19.8%, 18.7% และ 21.1% ตามลําดับ) โดยมีเฉพาะหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 1% 

GSE และยา Rosiglitazone เทานั้น ที่มีระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาลดลงอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

 

2.2) ผลของ GSE ตอระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาของหนทูดลอง 

หลังจาก 4 สัปดาหแรกของการใหอาหาร พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF มีระดับ

ฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม 

Control (ตารางที่ 4.3) จากนั้นจึงเริ่มใหยา Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว ใน

สัปดาหที่ 5 จนกระทั่งสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

เมื่อส้ินสุดระยะเวลาการทดลองพบวา หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดยีว

ติดตอกัน 8 สัปดาห ยังคงมีระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาขณะอดอาหาร (fasting plasma 

insulin) สูงกวาหนูกลุม Control อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   

สวนหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone   ในชวง 4 สัปดาหหลัง

ของการใหอาหาร พบวา มีระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาลดลง (คิดเปน 36.0%) หากแตไมมี

นัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกับการลดลงของระดับอินซูลินในพลาสมาของหนูที่ไดรับ HF เสริม

ดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 19.8%, 

24.6% และ 19.1% ตามลําดับ) ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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2.3) การประเมนิภาวะดื้ออินซูลินของหนทูดลองดวย HOMA-IR 

เมื่อคํานวณคา HOMA-IR จากคาน้ําตาลกลูโคสและฮอรโมนอินซูลินในพลาสมา

แลว พบวา หลังจาก 4 สัปดาหแรก หนูทดลองที่ไดรับ HF แสดงภาวะดื้ออินซูลินจากคา HOMA-

IR ที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control (ตารางที่ 4.3) 

หลังสิ้นสุดระยะเวลา 8 สัปดาห พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF เสริมดวย GSE 

สามารถลดภาวะดื้ออินซูลินไดในระดับหนึ่ง ทั้งนี้เนื่องจากมีคา HOMA-IR ลดลงเมื่อเทียบกับหนู

กลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (โดย 1% GSE ลดไดมากที่สุดคือ 37.3%  รองลงมาคือ 2% GSE 

ลดลง 35.0% และนอยที่สุดคือ 0.5% GSE ลดลง 34.4%) หากแตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ   

ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone สามารถลดภาวะดื้ออินซูลินได โดย

มีคา HOMA-IR ต่ําลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียง

อยางเดียว  ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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ตารางที ่4.3 แสดงระดับน้ําตาลกลูโคส ระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมา และคา 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 #

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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ภาพที่ 4.2  แสดงระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาขณะอดอาหารของหนูแตละกลุมทดลอง : 

ระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมากอนการทดลอง (ซาย; Baseline) , ระดับน้ําตาลกลูโคสใน 

พลาสมาหลัง 4 สัปดาห (กลาง; 4 weeks) และระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาหลังสิ้นสุดการ

ทดลอง 8 สัปดาห (ขวา; 8 weeks) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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ภาพที่ 4.3  แสดงระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาขณะอดอาหารของหนูแตละกลุมทดลอง : 

ระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมากอนการทดลอง (ซาย; Baseline) , ระดับฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมาหลัง 4 สัปดาห (กลาง; 4 weeks) และระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาหลังสิ้นสุดการ

ทดลอง 8 สัปดาห (ขวา; 8 weeks) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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ภาพที่ 4.4  แสดงระดับภาวะดื้ออินซูลินจากคา HOMA-IR ของหนูแตละกลุมทดลอง : คา 

HOMA-IR กอนการทดลอง (ซาย; Baseline) , คา HOMA-IR หลัง 4 สัปดาห (กลาง; 4 weeks) 

และคา HOMA-IR หลังสิ้นสุดการทดลอง 8 สัปดาห (ขวา; 8 weeks) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose die
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3.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอระดับไขมันในพลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําให
เกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 
สัปดาห 

3.1) ผลของ GSE ตอระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาของหนูทดลอง 

หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห พบวา หนูทดลองที่ไดรับ HF ทั้งกลุม

ที่เสริมและไมเสริมดวย GSE มีระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาสูงกวาหนูกลุม Control อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยที่การเสริมดวย 0.5%, 1% หรือ 2% GSE ไมมีผลตอการ

เปลี่ยนแปลงระดับคอเลสเตอรอลใน พลาสมาของหนูทดลองที่ไดรับ HF แตอยางใด ในขณะที่หนู

ทดลองกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF ดังแสดงในตารางที่ 4.4 

3.2) ผลของ GSE ตอระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมาของหนูทดลอง 

เมื่อเทียบกับกลุม Control พบวา ไตรกลีเซอไรดในพลาสมาของหนูทดลองกลุมที่

ไดรับ HF นาน 8 สัปดาห มีระดับสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 

4.4 ทั้งนี้ หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE รวมถึงกลุมที่ไดรับ HF 

รวมกับยา Rosiglitazone พบวา มีระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมาลดลง (คิดเปน 22.8%, 25.4%, 

20.3% และ 39.0% ตามลําดับ) ต่ํากวาหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียวอยางมีนัยสําคัญทาง

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

3.3) ผลของ GSE ตอระดับ HDL ในพลาสมาของหนูทดลอง 

หนูทุกกลุมการทดลอง มีระดับ HDL ในพลาสมาหลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 

8 สัปดาห ไมแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
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ตารางที ่4.4 แสดงระดับคอเลสเตอรอล ระดับไตรกลีเซอไรด และระดับ HDL ในพลาสมาของหนูทดลอง 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 

  

 

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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ภาพที่ 4.5  แสดงระดับไขมันในพลาสมาของหนูแตละกลุมทดลองหลังสิ้นสุดระยะเวลาการ

ทดลอง 8 สัปดาห : ระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมา (ซาย; Total cholesterol) , ระดับไตรกลีเซอ

ไรดในพลาสมา (กลาง; Triglyceride) และระดับ HDL ในพลาสมา (ขวา; HDL) 

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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4.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของ GSE ตอปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูขาวที่
ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกัน
เปนเวลา 8 สัปดาห   

4.1) ผลของ GSE ตอปริมาณไกลโคเจนในกลามเนื้อของหนทูดลอง 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว นาน 8 สัปดาห มีปริมาณไกลโคเจนที่

สะสมในกลามเนื้อต่ํากวาปริมาณไกลโคเจนในกลามเนื้อของหนูกลุม Control อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.5 

ทั้งนี ้เมื่อเทียบกับหนูกลุมทีไ่ดรับ HF เพียงอยางเดียว พบวา หนทูดลองกลุมที่ได 

รับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE และกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีปริมาณ

ไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อสูงขึ้น (คิดเปน  22.2%, 37.0%, 25.9% และ 29.6% ตามลาํดับ) 

โดยกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 1% GSE และกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีปริมาณ

ไกลโคเจนสะสมในกลามเนือ้สูงขึ้นกวาหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดยีวอยางมีนยัสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) หลังสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห (ตารางที ่4.5) 
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ตารางที ่4.5 แสดงปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนทูดลอง 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 #

 

 

 

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 
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ภาพที่ 4.6  แสดงปริมาณไกลโคเจนที่สะสมในกลามเนื้อของหนูแตละกลุมทดลองหลังสิ้นสุด

ระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห  

(กําหนดให  *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet) 
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5.   ผลการศึกษาผลของ GSE ตอระดับการแสดงออก (Expression) ของโปรตีนที่ทํา
หนาที่ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนูขาวดวยเทคนิค 
Western blot หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

5.1) โปรตีนตัวรับอินซูลินบนเยื่อหุมเซลล  ไดแก  Insulin receptor β (IRβ)  

การแสดงออกของ IRβ ในเซลลกลามเนื้อของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF ติดตอกันเปน

ระยะเวลานานถึง  8 สัปดาห พบวา มีระดับการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control ดังภาพที่ 4.7 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE มีระดับการแสดงออกของ 

IRβ ที่เพิ่มข้ึน (คิดเปน 29.2%, 14.6% และ 27.1% ตามลําดับ) แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ

เทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว สวนในหนูทดลองกลุมที่ไดรับ  HF รวมกับยา 

Rosiglitazone พบวามีการแสดงออกของ IRβ ที่เพิ่มข้ึน เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียง

อยางเดียว (คิดเปน 50.0%) อยางไรก็ตาม การแสดงออกที่เพิ่มข้ึนดังกลาวไมแตกตางกันทางสถิติ

เชนกัน (ตารางที่ 4.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

 

 

 

 

                                                       

 

ภาพที่ 4.7 แสดงระดับการแสดงออกของ Insulin receptor β (IRβ) ในเซลลกลามเนื้อหนู

ทดลอง  (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control)  
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5.2) โปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในเซลล  ไดแก Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) และ 

Protein kinase B (PKB/Akt) 

5.2.1 Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) 

การแสดงออกของ IRS-1 ในเซลลกลามเนื้อของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF 

ติดตอกันเปนระยะเวลานานถึง 8 สัปดาห พบวา มีระดับการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control ดังภาพที่ 4.8 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1% และ 2% GSE มีระดับการแสดง 

ออกของ IRS-1 ไมแตกตางจากหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว ในขณะที่หนูทดลองกลุมที่

ไดรับ HF รวมกับยา Rosiglitazone มีระดับการแสดงออกของ IRS-1 เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF (คิดเปน 43.3%) (ตารางที่ 4.6) 

5.2.2 Protein kinase B (PKB/Akt) 

การแสดงออกของ Akt ในเซลลกลามเนื้อของหนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF ติดตอ 

กันเปนระยะเวลานานถึง 8 สัปดาห พบวา มีระดับการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุม Control ดังภาพที่ 4.9 

  หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5%, 1%, 2% GSE และกลุมที่ไดรับ HF 

รวมกับยา Rosiglitazone มีระดับการแสดงออกของ Akt เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 43.8%, 47.9%, 41.7% และ 

104.2% ตามลําดับ) อยางไรก็ตาม ระดับการแสดงออกของ Akt ในเซลลกลามเนื้อของหนูที่ไดรับ 

HF เสริมดวย GSE ยังคงต่ํากวาหนูกลุม Control อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 

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

กลามเนื้อหนทูดลอง   (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05  เมื่อเทียบกบั

กลุม High-fructose diet) 
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ภาพที่ 4.9 แสดงระดับการแสดงออกของ Protein kinase B (PKB/Akt) ในเซลลกลามเนื้อ

หนูทดลอง   (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม High-

fructose diet) 
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5.3) โปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลล (Glucose transporter 4; GLUT4) 

การแสดงออกของ GLUT4 ในเซลลกลามเนื้อของหนทูดลองกลุมที่ไดรับ HF ติด 

ตอกันเปนระยะเวลานานถงึ 8 สัปดาห พบวา มีระดบัการแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสาํคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเทยีบกับหนกูลุม Control ดังภาพที่ 4.10 

หนูทดลองกลุมที่ไดรับ HF เสริมดวย 1% GSE และกลุมที่ไดรับ HF รวมกับยา 

Rosiglitazone มีระดับการแสดงออกของ GLUT4 เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อเทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว (คิดเปน 82.2% และ 77.8% ตามลําดับ) ในขณะ

ที่ระดับการแสดงออกของ GLUT4 ในเซลลกลามเนื้อของหนูที่ไดรับ HF เสริมดวย 0.5% และ 2% 

GSE เทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ HF เพียงอยางเดียว พบวา มีการแสดงออกที่เพิ่มข้ึน (คิดเปน 

24.4% และ 11.1% ตามลําดับ) แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.6) 
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ภาพที่ 4.10 แสดงระดับการแสดงออกของ Glucose transporter 4 (GLUT4) ในเซลล

กลามเนื้อหนูทดลอง   (กําหนดให  *p<0.05  เมื่อเทียบกับกลุม Control และ #p<0.05  เมื่อเทียบกับ

กลุม High-fructose diet) 
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ตารางที ่4.6   แสดงระดับการแสดงออกของโปรตีนที่ทาํหนาที่ในกระบวนการสงสญัญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนทูดลอง 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 #

ขอมูลแสดงในรูปแบบของ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนของคาเฉลีย่ (mean ± SEM); N=6 โดยกําหนดให *p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม Control  

และ #p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุม High-fructose diet 

                    การทดลอง 8 สัปดาห 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

1.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว
ของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณ
สูงตลอดระยะเวลา 8 สัปดาห 

การใหอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปนเวลา 8 

สัปดาห เพื่อเหนี่ยวนําใหหนูเปนโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลิน พบวา ไมทําใหน้ําหนักตัวหนู

เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ เชนเดียวกับการใหสารสกัดเมล็ดองุน ขนาด 0.5%, 1% และ 2% เสริมใน

อาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกัน  8 สัปดาห พบวา ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

น้ําหนักตัวหนูที่แตกตางจากหนูปกติและหนูเบาหวาน  ในขณะที่การใหยารักษาโรคเบาหวานชนิด 

Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว แกหนูเบาหวานในชวง 4 สัปดาหหลังของการ

ทดลอง สงผลใหหนูมีน้ําหนักตัวเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 
2.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับน้ําตาลกลูโคสและระดับ

ฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหาร
ที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห  

  อาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 สามารถเหนี่ยวนํา

ใหหนูเปนโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลินไดใน 28 วัน หรือ 4 สัปดาหแรกของการทดลอง จาก

ผลระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมา ระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมา และระดับภาวะดื้ออินซูลิน

จากการประเมินดวย HOMA-IR ของหนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงหลัง 4 

สัปดาหแรกของการทดลอง พบวามีระดับสูงขึ้นกวาหนูปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ในขณะที่หนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนตลอด

ระยะเวลา 4 สัปดาหแรกของการทดลอง มีระดับน้ําตาลในพลาสมา ระดับฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมา และ คา HOMA-IR ไมแตกตางจากหนูปกติ  

หนูเบาหวานไดรับยารักษาโรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด  4 mg/kg 

ของน้ําหนักตัว ในชวง 4 สัปดาหหลังของการทดลอง พบวา ระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาลดลง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สามารถลดระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาได แตไมมี
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นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตาม หลังจากนําคาน้ําตาลกลูโคสและคาฮอรโมนอินซูลินใน 

พลาสมามาคํานวณคา  HOMA-IR เพื่อประเมินภาวะดื้ออินซูลิน  พบวา  การใหยารักษา

โรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว แกหนูเบาหวานเปนระยะเวลา 

4 สัปดาห สามารถลดภาวะดื้ออินซูลินของหนูเบาหวานไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

หลัง 8 สัปดาหของการทดลอง พบวา สารสกัดเมล็ดองุนชวยลดระดับน้ําตาล

กลูโคสในพลาสมาของหนูเบาหวานได โดยเฉพาะการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% 

สามารถลดระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสมาของหนูเบาหวานไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ในขณะที่ผลการลดระดับฮอรโมนอินซูลินในพลาสมาและคา HOMA-IR ของสารสกัด

เมล็ดองุน ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 

3.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับไขมันในพลาสมาของ
หนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะด้ืออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง
ติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห  

การที่หนูไดรับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปน

เวลา 8 สัปดาห สงผลใหระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดในพลาสมาสูงขึ้นกวาหนูปกติ

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่ระดับ HDL ในพลาสมาไมเปล่ียนแปลง 

หลัง 8 สัปดาหของการทดลอง หนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง

เสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน ขนาด 0.5%, 1% และ 2% มีระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดต่ํากวาหนู

เบาหวานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) อยางไรก็ตาม สารสกัดเมล็ดองุนไมมีสวนชวยลด

ระดับคอเลสเตอรอลในพลาสมาของหนูเบาหวาน และไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับ HDL 

ในพลาสมาที่แตกตางจากหนูปกติ 

หนูเบาหวานที่ไดรับยารักษาโรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด  4 mg/kg 

ของน้ําหนักตัว ในชวง 4 สัปดาหหลังของการทดลอง มีระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใน 

พลาสมาต่ํากวาหนูเบาหวานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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4.  ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอปริมาณไกลโคเจนที่สะสมใน
กลามเนื้อของหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลิน ดวยอาหารที่มีน้ําตาลฟรุก
โตสปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลา 8 สัปดาห   

หนูเบาหวานที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินดวยอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปนเวลา 8 สัปดาห มีปริมาณการสะสมไกลโคเจนใน

กลามเนื้อลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูปกติ   

หลัง 8 สัปดาหของการทดลอง การเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนพบวา สามารถ

เพิ่มปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อของหนูเบาหวานได ทั้งนี้ พบวา หนูที่ไดรับอาหารที่มี

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% และหนูเบาหวานทีไ่ดรับยารักษา

โรคเบาหวานชนิด Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว มีปริมาณไกลโคเจนสะสมใน

กลามเนื้อเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 
5. ผลการศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของโปรตีน

ที่ทําหนาที่ในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินในเซลลกลามเนื้อของหนูขาวดวยเทคนิค 
Western blot หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห 

โปรตีนตัวรับอินซูลินบนผิวเซลล ไดแก Insulin receptor β (IRβ) โปรตีนตัวกลาง

ที่ทําหนาที่สงสัญญาณภายในเซลล ไดแก Insulin receptor substrate-1 (IRS-1), Protein 

kinase B (PKB/Akt) และโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลล ไดแก Glucose transporter 4 (GLUT4) 

เปนโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลกลามเนื้อ โดย IRβ 

และ  IRS-1 จัดเปนโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน ในขณะที่ Akt และ GLUT4 เปน

โปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงปลาย 

จากผลการทดลองพบวา การที่หนูไดรับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตส

ปริมาณสูง รอยละ 63 เปนเวลา 8 สัปดาห ทําใหระดับการแสดงออกของโปรตีนดังกลาวลดลง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหนูปกติ และเมื่อไดรับยารักษาโรคเบาหวาน

ชนิด Rosiglitazone ขนาด 4 mg/kg ของน้ําหนักตัว ในชวง 4 สัปดาหหลังของการทดลอง พบวา 

สามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินทั้งในชวงตนและชวงปลายให

ใกลเคียงกับหนูปกติได อยางไรก็ตาม กรณีของ IRβ ไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติ 

ผลการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนพบวา ระดับการแสดงออกของ IRβ และ    

IRS-1 ในเซลลกลามเนื้อหนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัดเมล็ด
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องุนขนาด 0.5%, 1% และ 2% ไมแตกตางจากหนูเบาหวาน กลาวคือ สารสกัดเมล็ดองุน ไมมีสวน

ชวยเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน ในขณะที่ระดับการ

แสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงปลายมีการเปลี่ยนแปลงที่แตกตางจากหนู

เบาหวานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน โดย Akt มี

ระดับการแสดงออกที่เพิ่มข้ึนในหนูที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเสริมดวยสารสกัด

เมล็ดองุนทั้งขนาด 0.5%, 1% และ 2%  สวนในกรณีของ GLUT4 พบวา มีระดับการแสดงออกที่

เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เฉพาะในกลุมที่ไดรับการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน

ขนาด 1%  

 
อภิปรายผลการวิจัย 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากธรรมชาติตอการบรรเทาโรคตางๆมีมาอยาง

ตอเนื่อง ในขณะที่สารสกัดเมล็ดองุนซึ่งมีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงกวาวิตามินซี

และอีถึง 20 และ 50 เทาตามลําดับ [58] ไดรับความสนใจมากขึ้นเชนกัน เนื่องมาจากมีการศึกษา

ที่แสดงใหเห็นถึงความปลอดภัยในการนําไปใช [53,54] และสารสําคัญในเมล็ดองุนเปนสารโพลีฟ

นอล (Polyphenol) ในกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) ชนิดโปรไซยานิดีน (Procyanidin) เปน

สวนใหญ [50,67] ซึ่งพบวามีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย แมแตความสามารถในการลดระดับ

น้ําตาลในเลือดหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย alloxan [12] และ streptozotocin 

โดยการออกฤทธิ์เสมือนอินซูลิน (Insulinomimetic activity) [11] หากแตผลการศึกษาในเรื่องนี้ยัง

มีนอย ทําใหกลไกการออกฤทธิ์ยังไมเปนที่ทราบแนชัด การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคใน

การศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดองุนในเชิงปองกันการเกิดภาวะดื้ออินซูลินและโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 2 ในเชิงลึกถึงระดับการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล    

นอกจาก alloxan และ streptozotocin ที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 1 และ 2 ตามลําดับแลว ยังมีการศึกษาจํานวนมากที่เลือกใชอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง (High-fructose diet) เปนตัวกระตุนการเกิดภาวะดื้ออินซูลินในสัตว 

ทดลอง  จากการศึกษาที่ผานมาถึงผลระยะยาว (Long-term effects) ของอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสรอยละ 15 ของคารโบไฮเดรตทั้งหมดในอาหารพบวา ขณะอดอาหารและหลังจาก

การทดสอบ OGTT หนูทดลองมีระดับน้ําตาลกลูโคสและอินซูลินในเลือดสูงขึ้น หลังจากไดรับ

อาหารเปนเวลา 7 เดือน [13] การศึกษาของ  Liu และคณะ ไดทําการประเมินภาวะดื้ออินซูลินของ

หนูทดลองดวยดัชนีแสดงภาวะดื้ออินซูลินหรือ HOMA-IR พบวา หนูทดลองแสดงภาวะดื้ออินซูลิน
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จากการที่ระดับน้ําตาลกลูโคสและอินซูลินในเลือดขณะอดอาหารสูงขึ้น หลังจากไดรับอาหารที่มี

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 60 เปนเวลา 6 สัปดาห และยังพบวา อาหารที่มีน้ําตาลฟรุก

โตสปริมาณสูงดังกลาว กอใหเกิดการเพิ่มขึ้นของระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดหนูทดลองรวมดวย  

[16] เชนเดียวกับการศึกษาในสุนัขที่ไดรับอาหารที่มีน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงพบวา ระดับ

อินซูลินและไตรกลีเซอไรดในเลือดของสุนัขขณะอดอาหารเพิ่มสูงขึ้นภายหลังการใหอาหารเพียง 

25 วัน [14] นอกจากนี้ การศึกษาของ Ueno และคณะ ยังแสดงใหเห็นวา หนูที่ไดรับอาหารที่มี

สวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 66 เปนเวลา 28 วัน สามารถเหนี่ยวนําใหหนูเกิด

ภาวะดื้ออินซูลิน  ทั้งยังสงผลใหระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดสูงขึ้น  โดยไมกอใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัว  [15] การศึกษาดังกลาวชี้ใหเห็นวา น้ําตาลฟรุกโตสเปนอีกหนึ่งปจจัยที่

สามารถสงเสริมใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินซึ่งเปนพยาธิสภาพสําคัญของโรคเบาหวานประเภทที่ 2 

ทั้งนี้ ข้ึนอยูกับปริมาณและระยะเวลาที่ไดรับ  

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา น้ําตาลฟรุกโตสรอยละ 63 ของอาหารสามารถกระตุน

การเกิดภาวะดื้ออินซูลิน เชนเดียวกับการศึกษาที่ผานมา โดยสงผลใหเกิดการเพิ่มข้ึนของระดับ

น้ําตาลกลูโคสในเลือดในระยะยาว ระดับอินซูลินในเลือดที่เพิ่มสูงขึ้นกวาปกติแมในชวงอดอาหาร 

ทําใหคา HOMA-IR ซึ่งใชเปนดัชนีมาตรฐานหนึ่งในการประเมินภาวะดื้ออินซูลิน [75] เพิ่มสูงขึ้น

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ ยังกอใหเกิดความผิดปกติของระดับไขมันในเลือด โดยทําให

ระดับไตรกลีเซอไรดสูงขึ้น สอดคลองกับผลการทดลองกอนหนานี้ [14-16] รวมถึงมีปริมาณ

คอเลสเตอรอลในเลือดสูงขึ้นดวย  

การที่ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดสูงขึ้น (hyperglycemia) โดยอาหารที่มี

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง อาจเนื่องมาจากเมตาบอลิซึมของน้ําตาลฟรุกโตสในเซลลตับที่สามารถ

เขาสูกระบวนการไกลโคไลซิสโดยไมผาน  rate-limiting step ของปฏิกิริยา ทําใหสามารถผาน

กระบวนการเมตาบอลิซึมไดอยางรวดเร็ว ตอเนื่อง และไรการควบคุม กอใหเกิดผลิตภัณฑไดแก 

pyruvate และ lactate ปริมาณมาก [18] สารเหลานี้ยังเปนซับสเตรท (substrate) ของกระบวน 

การ gluconeogenesis หรือกระบวนการผันกลับของไกลโคไลซิส ซึ่งเปนทางหนึ่งที่เพิ่มการ

สังเคราะหกลูโคสและปลดปลอยกลูโคสออกสูกระแสเลือด ดังนั้น การไดรับน้ําตาลฟรุกโตส

ปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลานาน จึงมีสวนสงเสริมใหปริมาณกลูโคสในเลือดสูงขึ้นได 

การเพิ่มสูงขึ้นของระดับอินซูลินในเลือด (hyperinsulinemia) บงบอกถึงภาวะดื้อ

อินซูลินในเนื้อเยื่อสวนปลาย เนื่องจากตับออนยังสามารถหลั่งอินซูลินเพื่อตอบสนองตอระดับ

น้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นได หากแตอวัยวะสวนปลายตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินได

นอยลงดวยสาเหตุหรือปจจัยสงเสริมบางประการที่เปนผลมาจากการไดรับน้ําตาลฟรุกโตส
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ปริมาณสูงเปนเวลานาน จากรายงานเกี่ยวกับผลของน้ําตาลฟรุกโตสตอกระบวนการสงสัญญาณ

อินซูลิน พบวา การแสดงออกของโปรตีนตัวรับอินซูลินบนผิวเซลล (Insulin receptor) ที่เซลลตับ

และกลามเนื้อทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับหนูที่ไดรับอาหาร

มาตรฐาน [17]   นอกจากนี้ ยังกอใหเกิดความบกพรองในการเติมหมูฟอสเฟตของ insulin 

receptor และ insulin receptor substrate ในเซลลตับและกลามเนื้อของหนูอยางมีนัยสําคัญ 

[15] เมื่อกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลบกพรอง อินซูลินจึงไมสามารถทํางานเพื่อ

ลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดไดตามปกติ ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นจึงกระตุนการหลั่ง

อินซูลินจากตับออนอยางตอเนื่อง สงผลใหอินซูลินคั่งอยูในกระแสเลือดมากและยาวนานขึ้น จน

เปนเหตุใหเกิดภาวะ hyperinsulinemia ไดในที่สุด [76] 

การเพิ่มข้ึนของระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด (hypertriglyceridemia) เปนอีกหนึ่ง

ภาวะที่มักพบรวมกับความผิดปกติอ่ืนๆ ในกลุม metabolic syndrome รวมถึงโรคเบาหวานที่มี

ภาวะดื้ออินซูลิน [3,77] การไดรับฟรุกโตสปริมาณสูงเปนเวลานานสามารถกระตุนการสังเคราะห

ไขมันในรูปของไตรกลีเซอไรดในเซลลตับเพิ่มข้ึน เนื่องจากผลิตภัณฑจากเมตาบอลิซึมของฟรุก

โตสไดแก glyceraldehyde และ dihydroxyacetone phosphate (DHAP) สามารถเปลี่ยนเปน 

glycerol ซึ่งเปน substrate ในการสังเคราะหไตรกลีเซอไรดได จากนั้นไตรกลีเซอไรดในตับจะ

รวมตัวกับคอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิปด และ apolipoprotein B (Apo B) เพื่อสังเคราะหไลโป

โปรตีนชนิด very low density lipoprotein (VLDL) แลวนําออกสูกระแสเลือดไดมากขึ้น [18,45] 

หนูทดลองที่เกิดภาวะดื้ออินซูลินจากการเหนี่ยวนําของน้ําตาลฟรุกโตส จึงแสดงภาวะระดับไขมัน

ในเลือดผิดปกติ (dyslipidemia) รวมดวย กลาวคือ มีระดับไตรกลีเซอไรดและคอเลสเตอรอลใน

เลือดสูงขึ้น  ภาวะดังกลาวนี้ เปนปจจัยเสี่ยงที่สงเสริมการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งตัว 

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

ภาวะอวน (Obesity) มักเกี่ยวของกับภาวะดื้ออินซูลินและเปนปจจัยเสี่ยงหลัก

ของโรคเบาหวานประเภทที่ 2  [35,36] เนื่องจากเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรตและไขมันเปลี่ยน 

แปลงไป มีการสังเคราะหกรดไขมันอิสระจากเซลลไขมันออกสูกระแสเลือดเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนเหตุให

เกิดภาวะดื้ออินซูลินในเนื้อเยื่ออ่ืนๆตามมา [77] บางครั้งเกี่ยวของกับความผิดปกติในการหลั่ง 

cytokine ในกระบวนการอักเสบ ที่ทําใหเซลลไขมันเกิดการอักเสบและบวม [40] นอกจากนี้ยัง

กอใหเกิดการสะสมไขมันที่เซลลไขมันโดยเฉพาะบริเวณหนาทอง ทําใหน้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน [39] 

อยางไรก็ตาม ภาวะดิ้ออินซูลินที่เกิดขึ้นจากการไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง รอยละ 63 เปน

เวลา 8 สัปดาหจากการศึกษานี้ ไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวของสัตวทดลองอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกับการศึกษาในสัตวทดลองบางการศึกษา [13-16] 
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ผูปวยโรคเบาหวานที่มีภาวะดื้ออินซูลินนอกจากตองควบคุมเรื่องอาหารและการ

ออกกําลังกาย การไดรับยาที่ชวยเพิ่มความไวของอินซูลินก็เปนสิ่งจําเปนในการรักษา ยาที่มีฤทธิ์

ดังกลาวคือยาในกลุม thiazolidinediones (TZDs) ยากลุมนี้มีกลไกการออกฤทธิ์ผาน nuclear 

receptor ภายในเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลิน ในกลุม peroxisome proliferator-

activated receptors (PPARs) โดยเฉพาะชนิด PPARγ โดยเขาจับบริเวณ ligand binding ของ 

PPARγ กอใหเกิดการกระตุนกระบวนการ transcription ของยีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองตอ

อินซูลิน (Insulin-responsive genes) อาทิ ยีนที่ควบคุมการแสดงออกของโปรตีนขนสงกลูโคส 

(Glucose transporter; GLUT) สงเสริมการออกฤทธิ์ของอินซูลินในการนําน้ําตาลกลูโคสจาก

กระแสเลือดเขาสูเซลลได [80] การศึกษานี้ไดเลือกใชยา Rosiglitazone ซึ่งเปนตัวยาในกลุม 

TZDs เปน positive control ในการลดภาวะดื้ออินซูลินจากการไดรับอาหารที่มีฟรุกโตสปริมาณสูง 

โดยมีระยะเวลาในการใหยา 4 สัปดาหภายหลังจากหนูทดลองแสดงภาวะดื้ออินซูลิน ผลของยา

สามารถปรับปรุงภาวะดื้ออินซูลิน ภาวะ hyperglycemia และ hypertriglyceridemia ที่เกิดกับหนู

เบาหวานใหกลับมาใกลเคียงภาวะปกติได เชนเดียวกับการศึกษากอนหนานี้ [16] ในขณะที่

ความสามารถในการลดภาวะ hyperinsulinemia ไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้ อาจเปนไปได

วาระยะเวลาที่ใหยาไมเพียงพอที่ยาจะออกฤทธิ์ไดอยางเต็มที่ในแงของการลดระดับอินซูลินใน

กระแสเลือด นอกจากนี้แลว ผลขางเคียงที่เกิดขึ้นจากการใชยา Rosiglitazone จากการศึกษานี้ยัง

สอดคลองกับการศึกษาที่ผานมา กลาวคือ หนูเบาหวานที่ไดรับการรักษาดวยยา Rosiglitazone มี

การเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวที่เพิ่มข้ึนอยางเห็นไดชัดเมื่อเทียบกับหนูเบาหวานที่ไมไดรับยา [16,81] 

จากการศึกษาฤทธิ์เชิงปองกันและลดความเสี่ยงของภาวะดื้ออินซูลินโดยสาร

สกัดเมล็ดองุนตอการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทางคลินิกในหนูทดลองครั้งนี้ พบวา การให

สารสกัดเมล็ดองุนพรอมกับอาหารที่มีสวนผสมของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงเปนเวลารวม 8 

สัปดาห ไมสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงปริมาณการกินอาหารและน้ําโดยเฉลี่ยตอวันที่แตกตาง

จากหนูปกติ และไมทําใหน้ําหนักตัวของหนูทดลองเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญ ที่เปนเชนนี้อาจ

อธิบายไดจากการศึกษากอนหนานี้ที่พบวา สารสกัดเมล็ดองุนมีฤทธิ์ในการยับยั้งการทํางานของ

เอนไซม pancreatic lipase (PL) และ lipoprotein lipase (LPL) โดย PL เปนเอนไซมยอยไตรกลี

เซอไรดในอาหารกอนดูดซึมเขาสูกระแสเลือดและนําไปเมตาบอไลซที่ตับตอไป [82] ในขณะที่

เอนไซม LPL ทําหนาที่ไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดจากไลโปโปรตีนชนิด chylomicron และ very low 

density lipoprotein (VLDL) ในกระแสเลือด เพื่อเก็บสะสมไขมันในเซลลไขมัน [82] LPL จึงเปน

อีกหนึ่งปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคอวน และสัมพันธกับการเกิดโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได 

[83,84] การที่เอนไซม PL และ LPL ถูกยับยั้งการทํางานจึงสงผลใหการดูดซึมไขมันและการสะสม
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ไขมันในเซลลไขมันลดลง ทําใหน้ําหนักตัวไมเพิ่มข้ึน [82] นอกจากนี้ การศึกษาครั้งนี้ยังพบวาสาร

สกัดเมล็ดองุนสามารถลดภาวะ hypertriglyceridemia ได สอดคลองกับการศึกษาหนึ่งที่แสดงให

เห็นวา สารฟลาโวนอยด (Flavonoids) ชนิด procyanidin ที่พบมากในเมล็ดองุน สามารถยับยั้ง

การขนสงไตรกลีเซอไรดและ Apo B ออกจากเซลลมะเร็งตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) และลด

ระดับไตรกลีเซอไรดในเลือดหนูทดลอง [79] ตอมาไดเสนอวา procyanidin สามารถออกฤทธิ์ใน

การลดระดับไตรกลีเซอไรดโดยยังยั้งการสังเคราะหกรดน้ําดีผานการกระตุน nuclear receptor 

ชนิด farnesoid X receptor (FXR) รวมถึงลดการแสดงออกของ transcription factor ชนิด 

steroid response element binding protein 1 (SREBP1) และยีนเปาหมายของ SREBP1 ที่

เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหไขมัน (Lipogenesis) [85] ซึ่งจากผลการวิเคราะหสารสกัด

เมล็ดองุนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ดวยเทคนิค HPLC พบวามีปริมาณ total flavanols รอยละ 50.1 

ประกอบดวย procyanidin รอยละ 49.08 ซึ่งนับเปนสารฟลาโวนอยดหลักที่พบในสารสกัดเมล็ด

องุน ดังนั้น กลไกดังกลาวจึงนาจะอธิบายความสามารถในการลดภาวะ hypertriglyceridemia 

คร้ังนี้ได  และเหตุผลอีกประการหนึ่งที่มีความเปนไปไดคือ สารสกัดเมล็ดองุนสามารถยับยั้งการ

ทํางานของเอนไซม hormone-sensitve lipase (HSL) ซึ่งเปน rate-limiting enzyme ใน

กระบวนการสลายไขมัน (Lipolysis) ภายในเซลลไขมัน [82] ผลจากกระบวนการ lipolysis ทําใหมี

กรดไขมันอิสระ (free fatty acid; FFA) ปลอยสูกระแสเลือดมากขึ้น [86] ซึ่ง FFA เหลานี้สามารถ

เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะดื้ออินซูลินที่ตับและกลามเนื้อได โดย FFA สามารถผานเขาสูเซลลตับเพื่อ

รวมกับกลีเซอรอล สังเคราะหเปนไตรกลีเซอไรด แลวรวมตัวกับคอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิปด และ 

apo B-100 กอนนํากลับสูกระแสเลือดในรูปแบบของ VLDL มากขึ้น [19] ดังนั้นการที่สารสกัด

เมล็ดองุนสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม HSL จึงมีสวนใหระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด

ลดลงได อยางไรก็ตาม ปริมาณคอเลสเตอรอลรวมในกระแสเลือดยังคงไมแตกตางจากหนู

เบาหวาน  นอกจากนี้ สารสกัดเมล็ดองุนยังมีสวนชวยลดความเสี่ยงของภาวะดื้ออินซูลิน จากการ

ลดภาวะ hyperglycemia, hyperinsulinemia และคา HOMA-IR ในหนูที่ไดรับอาหารที่น้ําตาล 

ฟรุกโตสปริมาณสูงได โดยเฉพาะการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% สามารถลดระดับ

น้ําตาลในเลือดไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่ผลการลดระดับอินซูลินในเลือดและระดับ

ความดื้ออินซูลินจากคา HOMA-IR ไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้มีความเปนไปไดวา สารสกัด

เมล็ดองุนอาจเขาไปมีบทบาทตอกลไกที่เกี่ยวของกับการขนสงน้ําตาลกลูโคสเขาเซลลโดยตรง

มากกวาการลดระดับอินซูลิน กลาวคือ ไมสามารถยับยั้งการหลั่งอินซูลินของตับออนได แตการที่

ระดับอินซูลินในเลือดลดลงอาจเปนผลตอเนื่องมาจากความสามารถอยางใดอยางหนึ่งตอ

กระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลที่สงเสริมใหอัตราการขนสงน้ําตาลกลูโคสเขาเซลล
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เพิ่มข้ึน ในขณะที่อาจตองใชเวลาระยะหนึ่งที่ตับออนจะรับรูถึงความไวตออินซูลินของเนื้อเยื่อสวน

ปลายที่เพิ่มข้ึนแลวยับยั้งการผลิตและหลั่งอินซูลินออกสูกระแสเลือด 

นอกจากฟรุกโตสจะกอใหเกิดผลการเปลี่ยนแปลงทางคลินิกแลว ยังมีการศึกษา

อีกจํานวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นวา การไดรับฟรุกโตสปริมาณสูงเปนเวลานานสามารถเหนี่ยวนําให

เกิดภาวะดื้ออินซูลินไดจากภายในเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนของอินซูลินโดยตรง โดย

กอใหเกิดความบกพรองของกลไกการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลตับ เซลลกลามเนื้อ และ

เซลลไขมัน [15,17] ซึ่งนาจะเปนมูลเหตุสําคัญประการหนึ่งที่ทําใหระดับน้ําตาลกลูโคสและ

อินซูลินในเลือดสูงขึ้น จากการศึกษาในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวา น้ําตาลฟรุกโตสรอยละ 63 ของ

อาหาร สงผลใหระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลลกลามเนื้อหนู

ทดลองลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งโปรตีนตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงตน ไดแก Insulin 

receptor β (IRβ), Insulin receptor substrate-1 (IRS-1) และโปรตีนตัวสงสัญญาณในชวงปลาย 

ไดแก Protein kinase B (Akt), Glucose transporter 4 (GLUT4) ทั้งนี้ ยารักษาโรคเบาหวานชนิด 

Rosiglitazone สามารถปรับปรุงกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินโดยเพิ่มระดับการแสดงออกของ

โปรตีนดังกลาว เพียงแตไมแสดงนัยสําคัญทางสถิติในกรณีของ IRβ 

จากผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอกระบวนการสงสัญญาณอินซูลินภายในเซลล

กลามเนื้อในครั้งนี้ แสดงใหเห็นถึงความเชื่อมโยงกับผลการลดระดับน้ําตาลในเลือดหนูที่ไดรับ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงโดยสารสกัดเมล็ดองุน แมวาระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับ

อินซูลินบนผิวเซลล (IRβ) และโปรตีนตัวสงสัญญาณชนิด IRS-1 ไมเพิ่มขึ้นในหนูที่ไดรับน้ําตาล 

ฟรุกโตสเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุน แตโปรตีนตัวสงสัญญาณชนิด Akt ซึ่งเปนตัวกลางที่มี

ความสําคัญตอการสงสัญญาณหลายวิถีภายในเซลลรวมถึงการสงสัญญาณอินซูลิน [27] พบวามี

การแสดงออกที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญจากการเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 0.5%, 1% 

และ 2%  นอกจากนี้ยังพบวา ระดับการแสดงออกของโปรตีนขนสงกลูโคสเขาเซลลชนิด GLUT4 

เพิ่มข้ึนในเซลลกลามเนื้อหนูที่ไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงรวมกับสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% 

การที่สารสกัดเมล็ดองุนชวยลดภาวะดื้ออินซูลินดวยการเพิ่มระดับการแสดงออกของ GLUT4 มี

สวนอยางมากตอการลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดที่สูงขึ้นจากการไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณ

สูง เนื่องจาก GLUT4 เปนโปรตีนที่มีหนาที่ขนสงน้ําตาลกลูโคสจากกระแสเลือดเขาสูเซลลจากการ

กระตุนของอินซูลิน โดยเฉพาะเซลลกลามเนื้อและเซลลไขมัน เปนกลไกอีกทางในการลดภาวะ 

hyperglycemia [29] ผลการกระตุน GLUT4 สวนหนึ่งมาจากการทํางานของ Akt ดังนั้น ระดับ

การแสดงออกของ Akt ที่เพิ่มข้ึนโดยสารสกัดเมล็ดองุนจึงเปนปจจัยสงเสริมอีกทางที่ชวยปรับปรุง

ความบกพรองของกระบวนสงสัญญาณอินซูลินที่เกิดขึ้นจากการไดรับฟรุกโตสปริมาณสูง อยางไร
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ก็ตาม ดังผลการศึกษาที่กลาวมาขางตน เมื่อตัวรับอินซูลินบนผิวเซลลลดระดับการแสดงออกลง

จากการไดรับฟรุกโตส อินซูลินจึงทํางานไดนอยลง ทําใหเกิดความบกพรองในกระบวนการสง

สัญญาณอินซูลินในเซลล สงผลใหการขนสงกลูโคสเขาเซลลลดลง น้ําตาลกลูโคสในเลือดจึงยังคง

อยูในระดับสูงเปนเวลานาน กระตุนให β cells ของตับออนสรางและหลั่งอินซูลินออกสูกระแส

เลือดมากขึ้น [20] ในขณะที่การแสดงออกของตัวรับอินซูลินบนผิวเซลลเปาหมายไมไดเพิ่มข้ึนดวย 

อินซูลินในเลือดจึงมีระดับสูงขึ้นตามมา สารสกัดเมล็ดองุนไมไดเพิ่มระดับการแสดงออกของ IRβ 

แตเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนตัวสงสัญญาณสวนปลายคือ Akt และ GLUT4 จึงทําใหความ

บกพรองในการสงสัญญาณดีข้ึน แมวาจะชวยลดระดับอินซูลินในเลือดไดไมมากก็ตาม แตก็สงผล

ใหระดับน้ําตาลในเลือดลดลงได 

เมื่อสารสกัดเมล็ดองุนไมเพิ่มระดับการแสดงออกของ IRβ ซึ่งเปนจุดเริ่มตนของ

กระบวนการสงสัญญาณตอเนื่องภายในเซลล (Signal transduction) [26] IRS-1 ซึ่งเปนตัวสง

สัญญาณตัวถัดมาก็ไมมีการเปลี่ยนแปลงเชนกัน ดังนั้นจึงเปนไปไดวา การแสดงออกที่เพิ่มข้ึนของ 

ตัวสงสัญญาณอินซูลินในชวงปลาย อาจไดรับอิทธิพลจากการสงสัญญาณทางอื่นรวมดวย 

การศึกษาที่ผานมาพบวา adiponectin ซึ่งเปน adipokine ตอตานกระบวนการอักเสบ (Anti-

inflammatory cytokine) ที่หลั่งจากเซลลไขมัน มีระดับลดลงในผูปวยโรคอวนและโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 2 แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิงบวกระหวางความไวของอินซูลินกับระดับ 

adiponectin ในเลือด  นอกจากนี้ บนผิวเซลลกลามเนื้อและเซลลตับยังมีการแสดงออกของโปรตนี

ตัวรับ adiponectin ไดแก adipoR1 และ adipoR2 ตามลําดับ [87] จึงเปนไปไดวา การเพิ่มระดับ

การแสดงออกของ adiponectin และระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับ adiponectin บนผิว

เซลลเปาหมายของอินซูลิน อาจสงผลตอการลดภาวะดื้ออินซูลินผานการสงสัญญาณภายในเซลล

ที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณอินซูลินได การศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอการ

แสดงออกของ adiponectin และโปรตีนตัวรับ adiponectin ในเซลลกลามเนื้อที่มีภาวะดื้ออินซูลิน 

จึงอาจเปนอีกทางที่ชวยตอบคําถามนี้ได 

การศึกษาในครั้งนี้ยังพบวา การเสริมดวยสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% สามารถ

สงผลตอการเพิ่มปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อหนูที่ไดรับน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูงได

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   ตัวกลางที่สามารถกระตุนการสังเคราะหไกลโคเจนในเซลลไดคือ Akt 

โดยการทํางานของ Akt สามารถควบคุมการทํางานของโปรตีน kinase ที่ชื่อวา glycogen 

synthase kinase-3 (GSK-3) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีบทบาทตอการยับยั้งเอนไซม glycogen synthase 

ดวยการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ glycogen synthase สงผลใหเอนไซมชนิดนี้ไมสามารถทําหนาที่

ในการสังเคราะหไกลโคเจนจากน้ําตาลกลูโคสในเซลลได [88,89] ดังนั้น การที่ Akt เติมหมู
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ฟอสเฟตใหกับ GSK-3 จึงเปนการยับยั้งการทํางานของ GSK-3 กลาวคือ ขัดขวางไมใหมีการเติม

หมูฟอสเฟตตอไปยังเอนไซม glycogen synthase ทําใหเอนไซมทําหนาที่สังเคราะหไกลโคเจนได 

เรียกกระบวนการนี้วา glycogenesis [20] ผลการเพิ่มปริมาณการสะสมไกลโคเจนในกลามเนื้อ

โดยสารสกัดเมล็ดองุนมีความสอดคลองกับผลการเพิ่มระดับการแสดงออกของ Akt ในเซลล

กลามเนื้อ จึงอาจเปนไปไดวา การออกฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนมีความเกี่ยวของกับกระบวนการ

สังเคราะหไกลโคเจน ซึ่งเปนกลไกอีกทางที่สามารถลดภาวะ hyperglycemia ไดเชนกัน อยางไรก็

ตาม จําเปนตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดเมล็ดองุนตอเอนไซม GSK-3 และ 

glycogen synthase ซึ่งมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะหไกลโคเจน 

กลาวโดยสรุปไดวา สารสกัดเมล็ดองุนซึ่งมีสวนประกอบของ procyanidin 

ปริมาณสูง สามารถเพิ่มความไวตออินซูลินของเซลลกลามเนื้อหนูที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของ

น้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง โดยเฉพาะสารสกัดเมล็ดองุนขนาด 1% ที่ใหผลดีที่สุดในการเพิ่มระดับ

การแสดงออกของโปรตีนในชวงปลายของกระบวนการสงสัญญาณอินซูลิน ทําใหมีการขนสง

น้ําตาลกลูโคสเขาเซลลเพิ่มข้ึน ทั้งยังเพิ่มการสะสมกลูโคสเปนพลังงานสํารองในรูปของไกลโคเจน

ในเซลลกลามเนื้อ สงผลใหระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดลดลง ระดับอินซูลินในเลือดมีการ

เปลี่ยนแปลงในทางที่ลดลง เชนเดียวกับการลดลงของระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด โดยไม

กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวของหนูทดลอง ดวยบทบาทของสารสกัดเมล็ดองุนตอการลด

ภาวะดื้ออินซูลินนี้ จึงเปนอีกหนึ่งขอมูลที่สงเสริมใหเกิดการพิจารณาใชสารสกัดเมล็ดองุนเปน

อาหารเสริมในเชิงการปองกันโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ได  
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ขอเสนอแนะ 

1. ศึกษาเพิ่มเกี่ยวกับผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับการแสดงออกของ 

adiponectin และโปรตีนตัวรับ adiponectin ในกลามเนื้อหนูที่เกิดภาวะดื้ออินซูลินจากการ

เหนี่ยวนําของน้ําตาลฟรุกโตสปริมาณสูง  

2. ศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของสารสกัดเมล็ดองุนตอระดับเอนไซม glycogen synthase 

kinase-3 (GSK-3) และ glycogen synthase ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอกระบวนการสังเคราะหไกลโค

เจน 
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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  (เก็บที่อุณหภูมิหอง) 

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 

* เติมเมื่อพรอมประกบเจล เนื่องจากเปนสวนประกอบทีท่ําใหเจลแข็งตัว 
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5. การเตรียม 1X  Running buffer  (เก็บที่อุณหภูมิหอง) 

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)  (เก็บที่อุณหภูมหิอง) 

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              ใหครบ      100       ml 
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ภาคผนวก ข 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว อรามศรี มีพรอม เกิดเมื่อวันอังคารที่ 28 สิงหาคม พ.ศ. 2527 ที่จังหวัดสุรินทร 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย) เกียรตินิยมอันดับสอง 

สาขาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2549 ตอมาได

เขาศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีวเคมี

คลินิกและอณูทางการแพทย ภาควิชาเคมีคลินิก คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน

ปการศึกษา 2550 โดยไดรับทุนอุดหนุนการวิจัย “90 ป จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กองทุนรัชดา 

ภิเษกสมโภช” จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2552 
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