
 

สารต้านอนุมูลอิสระในข้าวด า ข้าวเหนียวด า และข้าวแดง: การป้องกันการเป็นพิษต่อเซลล์และสารพันธุกรรมจาก
อนุมูลอิสระและการแสดงออกของยีนสะสมไขมันในเซลล์เพาะเลี้ยง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาว อฑิตยา โรจนสโรช 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  
สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ ภาควิชาเคมีคลินิก 

คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา  2551 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 



 
ANTIOXIDANTS IN BLACK RICE, BLACK STICKY RICE  AND RED RICE: PROTECTIVE EFFECT ON CYTOTOXICITY 

AND GENOTOXICITY BY FREE RADICALS  AND GENE EXPRESSION ON LIPID ACCUMULATION  
IN CULTURE CELLS 

      
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Atittaya Rocejanasaroj 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Clinical Biochemistry and Molecular Medicine 
Department of Clinical Chemistry 
Faculty of Allied Health Sciences 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2008 

Copyright of Chulalongkorn University 
 
 

 



~1'l11fj'l!1 

tl191)'cl"~mm~t1fj'VltJ1uYmff 

tl191)'cl"~mmt1fj'VltJ1uYl'Wff1'JJ.,J 

n1nL~t'l'ltltlmJtl'lu'W~:::~J.,Jl 'lIlJ'WL 'WL"llrliLVn :::Li~N 
'W1'l~1'J tlsnj;]tJ1 h9'W~h'l! 

··········· ····· ······b/·············· .. · 

........ 1. (r0 .... d.?~.~ .~. ~ , ... .... lh:::n1'Wm),J.,Jn1), 

()'tl'lPl1~j;]n91),cl" m. f'lI'W1 Pl1'W~tJ1'W'W'Vl) 

out, I v-'7 rJ\-} ~ ...... ~ ......................... . . .................. . .. ... tl191)'tJ'Vlu)'n'jj'1 

(),tl'lPl1~j;]),191),cl" t'l)'.'J11''W LL~'ln~tnJ.,Jrl) 

........... ... ~ .. 4 ...... ............ tl191)'cl"~mn'jj'11'JJ.,J 
(~'ll'JUPl1~j;]n91),cl" m.L'Vlfj'W L'Vl'W~1L'W11) 

'IJ 

'-~ "i~ ........ ..... ...... ....... ....... r. ... .. ... ... ..... nnJ.,Jn1)' 

()'tl'lPl1~j;])'191)'cl" LViu'W-nu hmPl),'jj'j) 



tl;;lJ1m LT"llJ~L1"ll : ~ITiXllJtl'4~~~M::;1lJifl,)~1 if,')miltJ')~, LL~::;ifl,)LL!1l\l : mTUtl\lnlJmTLtllJ~~l1ltl 

L'lI~~LL~::;~IT~lJ~nTT)J"llntl'4~~~M::;LL~::;nlTLL~!1l\ltltln~tl\lulJ~::;~)Jl~arlJ1lJL'lI~~LYn::;L~tJ\l. 
(ANTIOXIDANTS IN BLACK RICE. BLACK STICKY RICE AND RED RICE: PROTECTIVE EFFECT 

ON CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY BY FREE RADICALS AND GENE EXPRESSION ON 

LIPID ACCUMULATION IN CULTURE CELLS) tl1"lIT6~mn~I'lYlmilY'MfVl~n : TPI . !1lT. ,)11-lJ 

LL~\ln~Lm,J~ . tll"lIT6~mn~'lYlm{j~lJM'))J : c.JPI . !1lT . LYl'llJ LYllJ~'LlJ,1. 149 Vliil . 

tl'4~~tiM::; LtllJ~lml?J'lJtl\lhFl~ Lii!1l"llnrl')I)JL~tll-J'lJtl\l11\lmtJ L'IllJ hFl,x') 1"l LL~::;VI~tl!1lL~tl!1l hFlVl~tl!1l 

L~tl!1l~l-Jtl\l l-J::;L1\l LL~::;rl')Il-J'lITI ~ITiXllJtl'4~~~~T::;tiuJ\lmTvil~ltJ~tl\ltl'4~~~M::;l~ \lllJ'l4'tJ;1~n~ifl ,)~~ 
'i' 1 -.£.Q ~ " _ ... I 1 o'~ ... 'i'...l;' " U 1 " . 

~lnLtllJ~Yl 'lImlJlJfj"l1\l1'IJ'Uffl~lJ11lJtl'4~~tl~T::;)JlJ~:: V'Il"U L'\.JnUff\llff~)J"l'IJfl1'Yj ~!1lm~'fln'lltl~l,) 3 T::;LI1Yl ~LLn 

;J',)~' ;Jl,)LL!1l\l LL~::;;J,')miltJ')~, n~)J~::; 7 'lI{j!1lT'))J 21 'll{j!1l ~'fl)Jl"lln"'~1!1l1lJnt\lLYl'Yj )JllJ1T,)"lVllm)Jlrun)J 

~ITiXllJtl'4~~tiM::; 4 'lfi l~LLri Oxygen Radical Absorbance Capacity assay (ORAC). Folin Ciocalteu 

Phenol Reagent assay (FCP). Vanillin assay (VA) LL~::; Total Anthocyanins Content assay (TAC) ~Uil~IT 

iXllJtl'4~~tiM::;1lJ~IT~n!1l"llnifl,)~lJ11')"l 3 'lfiLLm L!1ltJ~Fl,)I)J~'i)!1lFl~tl\lnlJ~)Jln (r>0.9) ;J',)LVliJtJ')~,~ 

Fil~\li'l!1l Ttl\l~\l)Jl~tlifl,)LL!1l\l LL~::;if,,)~, LLmfi TAC assay 1,xc.J~LL"'nI1l1\lL!1ltJifl,)~I~~ITiXllJtl'4~~~M::;~\lni l 

;Jl,)LL!1l\l L~tJ~ifl')miltJ')~Ii1Fil~\li'l!1l ~tl 1368.34 ± 41 .27 TE mM/kg dry wt .. 922 .03 ± 9.42 GE mM/kg dry 
s-

0..... ... 0 .... '" .... 0 

wt .. 218.97 ± 1.82 CE mM/kg dry wt. LL~::; 690 mg/kg dry wt. lJ1/)J~I!1lU "llnlJlJlJl~ITM!1l~I')LVllJtJ')!1l1)Jl 

Yl ~~tlunu L 'lI~~ 'YjUil~Il-J1Tt'ltiUJ\ltl'4~~ti~T::; 1lJmTvil~ltJ DNA ~tl\l Lil!1l L~tl !1l~I,) L~tllJ1T,)"l ~')tJ'lfi Comet 

Assay ~\lc.J~mTtiuJ\I LLUTeTlJlJ1/)J rl')1)J L ;J)J;JlJ~tl\l~IT~n !1l;Jl,) L VliltJ')~, LL~::;lJ1T,)"l~Um TtiuJ\ltl'4~~tiM::; 1 lJmT 

vi'~ltJLUT~lJLL~::;l~arlJ~tl\lLil!1lL~'i)!1lLL!1l\lL!1ltJ~IT~n!1l;Jl')miJtJ')~, 100-600 I-Ig/ml tiuJ\I hemolysis LL~::;~Fl,)I)J 

L;J)J;JlJ600 I-Ig/ml tiuJ\lmTLii!1l Heinz bodies 1~ LLI1l~IT~n!1lif',)LVliJtJ')~, 700-1000 I-Ig/ml vil1,xLil!1lL~'i)~LL!1l\l 
LLlJ1nLtl\l fin~\l~1)J1Tt'ltiuJ\lmTtl~Ttl!1l'lJtl\lL'lI~~)J::;L1\1L~I::;L~tJ\I HepG2 LL~::; Jurkat L!1ltJ~c.J~l1ltlL'lI~~L~I::; L~tJ\I 
LLUTerlJlJ11)JT::;~Url')I)JLif)JiflJLL~::;L,)~I~L~)J~lJ~1fllJmTYl!1l~tlU (Dose and Time dependent manner) 

lJtln"lln;1~IT~n!1l;Jl')miJtJ')~1 600-1000 I-Ig/ml ~!1lT::;~U Oxidative stress mtJ1lJL'lI~~ HepG2 (p<0.05) LL~::; 

~IT~n!1l;Jl')miJtJ')~, 200 I-Ig/ml L~)JmTLL~~\ltltln~tl\lUlJ LDLR (p<0.05) ~tl\lL'lI~~ HepG2 ~\lLtllJUlJ~vil 

Vliil~Fl,)uFll-JmT~~I\1 LDL receptor UlJc.J,r\lL'lI~~1lJmrul LDL-cholesterol L;J1L'lI~~ , 

- ~ ~ ~ ~1~1')'llI'll,) LFl)J LL~::;tln:Yll\1mnL'YjYltJ 

nmT~n~ 2551 

~ltJ$jtl~tl{j~lJ1 ...... ~~.~~7. .. ... f.~:Y. tlf. ......... ..................... . 
~ltJ$jtl~tl tl.~mn~'lYlm{j~lJffVl~n ...... ... (>~.~ ... I~.~ 

.... ....r.! - -... /'" 4-~ltJ)Jtl'lltl tl. YllJm~I,)YlmlJ~lJfiT'))J .... ~ ..... :.: ... .... ... ..... . 



# # 4977209637 : MAJOR CLINICAL BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR MEDICINE 

KEY WORD: ANTHOCYANINS, ANTIOXIDANTS, BLACK RICE, BLACK STICK RICE, RED RICE. 

ATITIAYA ROCEJANASAROJ : ANTIOXIDANTS IN BLACK RICE, BLACK STICKY RICE AND 
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Pigments, Anthocyanins, in black and red rice are reported to have health promoting 

properties. Oxidative stress is a major role in pathogenesis of many degenerative diseases induced by 

free rad icals such as cardiovascular disease, stroke , cancer and aging. Antioxidant properties of rice 

pigments may improve antioxidant status of blood cells and decrease oxidative damage to DNA, 

proteins, lipids and other biomolecules. To find out which rice possesses the highest antioxidant level 

from 7 kinds of red rice , 7 kinds of black rice and 7 kinds of black sticky rice, bought from supermarket 

in Bangkok, were analyzed by 4 different methods. We found that the results of 3 methods; Oxygen 

Radical Absorbance Capacity assay (ORAC) , Folin Cioculteau Phenol assay (FCP), and Vanillin assay 

(VA), were very good correlation (r>0.9). Black sticky rice had the highest antioxidant level and followed 

by red and black rice. But Total anthocyanins content assay (TAC) gave black rice was second highest 

antioxidant level and red rice was the third. Black sticky rice had the highest antioxidant level within the 

range 1368.34 ± 41 .27 TE mMlkg dry wt. , 922.03 ± 9.42 GE mMlkg dry wt. and 218.97 ± 1.82 CE 

mMlkg dry wt., 690 mglkg dry wt. respectively. Rice pigments from the highest one at the concentration 

range from 100-600 !-Ig/ml could inhibit proteins and lipids from oxidative damage by inhibition of 

hemolysis induced by 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) hydrochloride and 600 !-Ig/ml could completely 

inhibit Heinz body formation in human red blood cells induced by N-acethylphenylhydrazine, 

respectively. But rice pigments range from 700-1 ,000 !-Ig/ml could induce hemolysis. Comet assay 

showed inhibition effect of rice pigments, range from 200-1000 !-Ig/ml , on DNA oxidative damage of 

mononuclear cells in dose and time dependent manner. However, rice pigments range from 800-1000 

!-Ig/ml showed slightly toxic and reduced HepG2 and Jurkat cancer cells viability in dose-time 

dependent manner. Moreover, rice pigments range from 600-1000 !-Ig/ml could decrease intracellular 

oxidative stress (p<0 .05) and 200 !-Ig/ml of rice pigments could enhance expression of LDLR gene of 

HepG2 cells (p<0.05) . This LDLR gene regulates the production of LDL receptor on cell-surface 

membrane that mediates the endocytosis of LDL-cholesterol. 
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วิจัย 

ขอขอบพระคุณ ทุนอุดหนุนการท าวิทยานิพนธ์ระดับบัณฑิตศึกษา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ทุน
ค่าลงทะเบียน และทุนอุดหนุนการศึกษาเพื่อท าหน้าที่ผู้ช่วยสอน ของคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 

ขอขอบพระคุณ บุคลากรทุกท่านในคณะสหเวชศาสตร ์ และศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ที่กรุณาให้ความสะดวกในด้านสถานท่ี อุปกรณ์ และสารเคมีบางส่วนในการศึกษาวิจัย 

สุดท้ายนี้ ลูกขอก้มกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ ที่ เป็นส่ิงที่ดีและสวยงามที่สุดในโลก เป็นความ
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ความดีของการศึกษาและคุณค่าของวิทยานิพนธ์น้ี ข้าพเจ้าขออุทิศแด่บูรพาจารย์และผู้มีพระคุณทุก

ท่าน



สารบัญ 
 

                                                                                                                                        หน้า 
บทคัดย่อภาษาไทย ง 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ   จ 
กิตติกรรมประกาศ ฉ 
สารบัญ ช 
สารบัญตาราง ญ 
สารบัญภาพ ฎ 
ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ ฐ 
1 บทน า 1 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 1 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 3 
ขอบเขตของงานวิจัย 4 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 4 

2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 5 
อนุมูลอิสระ 5    
สารต้านอนุมูลอิสระ 10 
โพลีฟีนอลและฟลาโวนอยดส์ 15 
แอนโทไซยานินส์ 22 
ข้าว ลักษณะและประโยชน ์ 27 
โรคหลอดเลือดและหัวใจ 32 

3 วิธีการด าเนินการวิจัย 47 
ตัวอย่างข้าว เซลล์ และอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 47 
การเตรียมสารสกัดจากข้าว 52 
การตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC assay 53 
การตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธ ีFCR assay 55 
การตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธ ีVanillin assay 56 
การตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี TAC assay 57 
การตรวจสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกัน DNA ของ                          
เซลล์เม็ดเลือดขาวจากอนุมูลอิสระด้วยวิธี Comet assay 57 
การตรวจสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันโปรตีนฮีมของ                                 
เซลล์เม็ดเลือดแดงจากอนุมูลอิสระด้วยวิธี Heinz body Inhibition assay 60 
การตรวจสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันผนังเซลล์ของ                      
เซลล์เม็ดเลือดแดงจากอนุมูลอิสระด้วยวิธี Hemolysis Inhibition assay 61 
การเพาะเล้ียงเซลล์ในการวิจัย 62 



บทที่                                                                                                                                          หน้า 

ซ 

การตรวจสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์เพาะเล้ียงด้วยวิธี MTT assay 64 
การตรวจสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์เพาะเล้ียงด้วยวิธ ี                                
Trypan Blue dye exclusion assay 65 
การตรวจสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์เพาะเล้ียงด้วยวิธ ี                                   
Neutral Red Dye Accumulation assay 65 
การตรวจสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันเซลล์เพาะเล้ียง                    
จากภาวะ Oxidative stress ด้วยวิธี DCFH-DA assay  66 
การตรวจสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้อง                         
กับกระบวนการเมแทบอลิซึมไขมันในเซลล์ HepG2 67 
การสกัด RNA จากเซลล์ HepG2 67 
การวัดค่า Optical Density (OD) เพื่อหาความเข้มข้นของ RNA ท่ีสกัดได้ 68 
การเตรียม cDNA ด้วยเอนไซม์ Reverse transcriptase 68 
การเพิ่มจ านวนชิ้นส่วน  DNA ของยีนท่ีศึกษาด้วยวิธี PCR 70 
การวิเคราะห์ทางสถิต ิ 72 

4 ผลการทดลอง 73 
   การเปรียบเทียบค่าสารต้านอนุมูลอิสระท่ีตรวจวัดด้วยวิธีต่าง  ๆ 73 

ผลการตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC assay  73 
ผลการตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธ ีFCR assay 73 
ผลการตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธ ีVanillin assay 74 
ผลการตรวจสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี TAC assay 74 
การเปรียบเทียบค่าสารต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดจากข้าวชนิดต่าง  ๆ 74 
ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกัน DNA ของเซลล์เม็ดเลือดขาว                     
จากอนุมูลอิสระ 77 
ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันโปรตีนฮีมของเซลล์เม็ดเลือดแดง                
จากอนุมูลอิสระ 80 
ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันชั้นผนังเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือด                  
แดงจากอนุมูลอิสระ 82 
ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง Jurkat ตรวจสอบด้วย                             
วิธี MTT assay 84 
ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 ตรวจสอบด้วย                            
วิธี MTT assay 84 
ผลกระทบของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์ปกติเพาะเล้ียง PBMCs ตรวจสอบด้วย                   
วิธี MTT assay 84 



บทที่                                                                                                                                          หน้า 

ฌ 

ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 ตรวจสอบด้วย                           
วิธ ีNeutral Red dye Accumulation assay 86 
ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง Jurkat ตรวจสอบด้วย                             
วิธี Trypan Blue dye exclusion assay 87 
ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการลดระดับ Oxidative stress จาก                          
เซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง Jukat 88 
ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการลดระดับ Oxidative stress จาก                           
เซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 88 
ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2                    
จากภาวะ Oxidative stress  90 
ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับเมตาบอลิซึม                   
ไขมันในเซลล์ HepG2 91 

5 อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 94 
รายการอ้างอิง 111 
บรรณานุกรม 134 
ภาคผนวก 136 
ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์ 150 



สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่                                                                                                                                         หน้า 

 

2.1  โครงสร้าง ชื่อ และแหล่งที่พบของฟลาโวนอยดส์ประเภทต่าง ๆ 21 
2.2  ชื่อ ตัวย่อ และหมู่ฟังก์ชันที่เกาะบนโมเลกุลแอนโทไซยานินส์ 24  
2.3  ปริมาณสารอาหารต่าง ๆ ท่ีพบได้ในเมล็ดข้าว 28 
3.1  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC assay 55 
3.2  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FCR assay 56 
3.3  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Vanillin assay 57 
3.4  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดค่าการป้องกัน DNA จากสารออกซิไดซ์ด้วยวิธี                                 

Comet assay 58 
3.5  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดค่าการป้องกันโปรตีนและไขมันบนผนังเซลล์เสียสภาพ                     

จากอนุมูลอิสระด้วยวิธี Heinz body inhibition assay และ Hemolysis inhibition assay 61 
3.6  ขนาดจานเลี้ยงเซลล์ เวลา และจ านวนเซลล์เพาะเล้ียง ที่ใช้ในการทดสอบกับสารสกัด                       

ข้าวเหนียวด า 63 
3.7  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการอยู่รอดเซลล์ในการ               

ทดสอบกับเซลล์เพาะเล้ียงด้วยวิธี MTT assay, Neutral Red dye accumulation assay,            
Trypan Blue dye exclusion assay และผลต่อค่า Oxidative stress ภายในเซลล์โดย                        
การทดสอบด้วยวิธี DCFHDA assay 63 

3.8 ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงของของยีน 68 
3.9  ขั้นตอนการเติมสารในการขจัด DNA ปนเปื้อนออกจากตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้ 69 
3.10 ขั้นตอนการเติมสารเพื่อสร้าง cDNA จาก RNA ที่สกัดได ้ 70 
3.11  ขั้นตอนการเติมสารเพื่อเพิ่มจ านวนชิ้นส่วน DNA ของยีนท่ีสนใจศึกษา 71 
3.12  Primers จ าเพาะที่ใช้ในการตรวจวัดการแสดงออกของยีนและขนาดผลิตภัณฑช์ิ้นส่วน                    

DNA ที่คาดว่าจะได ้ 71 
3.13  ปฏิกิริยาและอุณหภูมิที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน cDNA ของยีนท่ีสนใจศึกษา 72 
4.1  ค่าสารต้านอนุมูลอิสระที่ตรวจสอบด้วยวิธี ORAC Assay, FCP Assay, Vanillin Assay                   

และ TAC Assay ของข้าวด า ข้าวแดง และข้าวเหนียวด า 76 
4.2  ค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ระหว่างวิธีการตรวจสารต้านอนุมูลอิสระ 4 วิธี ของสารสกัด                    

ข้าวด า ข้าวแดง และข้าวเหนียวด า 77 
4.3  ผลการ ท าลาย DNA ของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด า                  

ความเข้มข้นต่างๆ ที่ใส่และไม่ใส่ H2O2 78 
4.4  ผลของ สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่าง ๆ ในการป้องกันการเกิด Heinz body                    

ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงปกต ิ 81 
4.5   ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงออกของยีน (mRNA) 5 ชนิดที่เกี่ยวข้องใน                   

กระบนการเมแทบอลิซึมไขมันในเซลล์ HepG2  92

ญ 



สารบัญภาพ 
 

ภาพประกอบ                                                                                                                                      หน้า 

 

1.1  โครงสร้างโมเลกุลแอนโทไซยานินส์  2 
2.1  การท าปฏิกิริยาระหว่างเบส guanine และอนุมูลอิสระ peroxyl 8 
2.2  แหล่งที่มาอนุมูลอิสระ และภาวะ  Oxidative Stress  9  
2.3  โครงสร้างของ GSH, GSSG และเครือข่ายสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์  12 
2.4  ลักษณะโครงสร้างพื้นฐาน ชนิดของโพลีฟีนอล และหมู่ฟังก์ชันบนโครงสร้าง                                    

ฟลาโวนอยดส์ท่ีมีผลต่อการออกฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  16 
2.5  การจับพันธะระหว่างฟลาโวนอยดส์และโลหะไอออน  18 
2.6   ลักษณะโครงสร้างของแอนโทไซยานดิิน  23 
2.7  ลักษณะทางกายภาพ เมล็ดข้าวชั้น Aleurone และ Kernel layer   27 
2.8   พยาธิสภาพการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจตีบตันจากการสะสมของไขมันบริเวณ                                  

ผนังหลอดเลือด  33 
2.9 การสร้างไนตริกออกไซด์จากเซลล์ผนังหลอดเลือด  34 
2.10  ลักษณะของ ไลโปโปรตีนและหน้าที่ในการขนส่งไขมัน  35 
2.11  พยาธิสภาพการเกิดพังผืดไขมันในผนังหลอดเลือด   37 
2.12  กลไกการควบคุมปริมาณไขมันภายในเซลล์ตับ  39 
2.13   กลไกควบคุมโปรตีน LDLR บนผนังเซลล์ตับ  40 
2.14  nuclear factor ที่ควบคุมสมดุลโคเรสเตอรอลภายในเซลล์  43 
3.1  ชนิดข้าวเมล็ดสีท่ีพบได้ทั่วไปในประเทศไทย  47 
3.2  ลักษณะและรูปร่างของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat  48 
3.3  ลักษณะและรูปร่างของเซลล์มะเร็งตับเพาะเล้ียง HepG2  49 
3.4  วิธีการสกัดสารธรรมชาติจากผงข้าวเมล็ดสีด้วยการ Reflux  53 
3.5  ลักษณะกราฟที่ได้จากการตรวจสอบสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC assay  54 
3.6  ลักษณะ  DNA ที่วิ่งออกมาจากนิวคลีอายเมื่อท าการวิ่งแยกบนสนามไฟฟ้า  59 
3.7 ลักษณะ Heinz bodies ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง  60 
3.8  ตะกอนสีม่วงด าที่ไม่ละลายน้ าในการทดสอบด้วยวิธ ีMTT assay  64 
3.9  วิธีการสกัด RNA จากเซลล์เพาะเล้ียงด้วยน้ ายาฟีนอล-คลอโรฟอร์ม  67 
3.10  ขั้นตอนการสร้าง cDNA จาก RNA  69 
4.1  การทดสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกัน DNA ของ                                  

เม็ดเลือดขาว (PBMCs) จากการท าลายด้วย H2O2  79 
4.2  ลักษณะ Heinz bodies ทีต่รวจพบภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง เมื่อทดสอบด้วยวิธี                              

Heinz body Inhibition assay  82 
4.3  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่าง ๆ ในการป้องกันการเกิดเม็ดเลือดแดงแตก  83  

ฎ 



ภาพประกอบ                                                                                                                                      หน้า 

 

ฏ 

4.4  ผล ของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อ %Viability ของเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง Jurkat                             
เมื่อทดสอบด้วยวิธี MTT assay  85 

4.5  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อ %Viability ของเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2                           
เมื่อทดสอบด้วยวิธี MTT assay  85 

4.6  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อ %Viability ของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ PBMC                           
เมื่อทดสอบด้วยวิธ ีMTT assay  86 

4.7  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อ %Viability ของเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2                           
เมื่อทดสอบด้วยวิธี Neutral Red dye accumulation assay  87 

4.8 ลักษณะเซลล์ย้อมสี Trypan Blue  87  
4.9  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อจ านวนเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง Jurkat ด้วยวิธี                           

Trypan Blue dye exclusion assay  88 
4.10 ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อระดับ Oxidative stress ภายในเซลล์มะเร็ง                            

เพาะเล้ียง Jurkat  89 
4.11  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อระดับ Oxidative stress ภายในเซลล์มะเร็ง                              

เพาะเล้ียง HepG2  90   
4.12  ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มตี่อระดับ Oxidative stress ภายในเซลล์มะเร็ง                               

เพาะเล้ียง HepG2 เมื่อทดสอบพร้อมกับ H2O2  91 
4.13  ผลการแสดงออกของยีน LDLR และยีน HMG-CoA reductase ของเซลล์มะเร็งตับ                        

เพาะเล้ียง HepG2 เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด า  93 
4.14  ผลการแสดงออกของยีน PPAR ของเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 เมื่อทดสอบกับ                        

สารสกัดข้าวเหนียวด า  93 
4.15  ผลการแสดงออกของยีน PPAR และ LXR ในเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 เมื่อ                     

ทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด า  93 
5.1  โครงสร้างเชิงซ้อนระหว่าง Cyanidins กับสาย DNA  96 
5.2  การสร้างอนุมูลอิสระจากฟลาโวนอยดส ์เมื่อท าปฏิกิริยากับอากาศ และผลของหมู่ฟังก์ชัน                    

ต่อลักษณะความเรียบของโมเลกุลแอนโทไซยานินส์  103 
5.3  การตอบสนองของเซลล์ต่อภาวะ Oxidative stress  105 
5.4  การจ าแนกประเภทของ nuclear receptor  108 
5.5  กลไกของโพลีฟีนอลที่มีประโยชน์ ลดการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด   110



 

 

ฐ 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

สัญลักษณ์และค าย่อ ความหมาย  

% Per cent 
/  Per 
 Alpha 
β Beta 
 Gamma 
 Micro 
μl  Microlitre 
μM  Micromolar 
ρ Pico 
ρM Picomolar 
oC Degree Celsius 
8-OHdG   8-Hydroxy-z’-deoxyguanosine 
AA Arachidonic acid 
AAPH Azobis (2-amidinopropane) hydrochloride 
ABCA Adenosine triphosphate-binding cassette protein 
Abs. Absorbance  
ACAT Acyl-CoA: cholesterol acyltransferase  
ACC Acyl-CoA carboxylase 
Ahr Aryl hydrocarbon receptor  
AMP Adenosine monophosphate 
AMPK AMP-activated protein kinase 
AP-1 Activation protein-1 
APHZ N-acetylphenylhydrazine 
apo Apolipoprotein 
ARE Antioxidant response element   
AR Aldose reductase 
ATP Adenosine triphosphate 
AUC Area Under Curve 
bp  Base pairs 
BPDE Benzo(a)pyrene-7, 8-diol-9, 10-exoixide  
cAMP  3', 5’-Cyclic AMP 
Cat Catalase 



 

 

ฑ 

CD Circular dichroism 
CZE Capillary zone electrophoresis 
cDNA  Complementary deoxyribonucleic acid 
CE Cholesterol ester 
CE. Catechin equivalent 
CETP Cholesterol ester transport protein 
CH3„ Methyl radical  
ChREBP Carbohydrate response element-binding protein 
CHD Coronary heart disease 
CO2 Carbon dioxide 
CoA  Coenzyme A 
COX Cyclooxygenase 
CRP C-reactive protein 
CVD Cardiovascular disease 
Cy Cyanidin 
CYP Cytochrome 
CYP7A1 Cholesterol 7α  hydrolase 
DCFH-DA  2', 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate 
DEPC  Diethyl pyrocarbonate 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
DNase  Deoxyribonuclease 
Dox Doxorubicin 
Dp Delphinidin 
DPPH  Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay 
DR Direct repeat motif 
DTT Dithiothreitol 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGCG  Epigallocatechin-3-gallate 
EGF Epidermal growth factor  
ER Endoplasmic reticulum  
ERK Extracellular signal regulated kinase 
FAS Fatty acid synthase 
FAS Fast atom bombardment mass spectroscopy 



 

 

ฒ 

FBS  Fetal Bovine Serum 
FCP Folin Ciocalteu Phenol Reagent   
FFA Free fatty acid 
FH Familial hypercholesterolemia 
FRAP method Ferric reducing ability of plasma 
FTIR Fourier Transform infrared spectroscopy 
g Gram 
g  G-force 
GE  Gallic Acid Equivalent 
GLUT Glucose transporter 
GK Glucokinase 
GPB Glucose phosphate buffer 
GPDH Glycerol 3-phosphate dehydrogenase 
GTP Guanosine triphosphate 
GPx Glutathione oxidase 
GRed Glutathione reductase 
GSH Glutathione 
GSHPX Glutathione peroxidase  
GSSG Oxidized Glutathione, Glutathione disulfide 
GTP Guanosine triphosphate   
H  Enthalpy of a system 
HDL High density lipoprotein 
HepG2  Human hepatocellular carcinoma cell line 
HGF Hepatocyte growth factor  
HIF Hypoxia inducible factor 
HMG-CoA 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-CoA  
HMP Hexose monophophate shunt  
HNE  4-Hydroxynonenal 
HO„ Hydroxyl radical  
H2O2 Hydrogen peroxide 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
HSC Hepatic Stellate cells 
IC50  Inhibitory Concentration at 50% 
ICAM Intercellular adhesion molecule  
IFNs Interferon  



 

 

ณ 

IGF Insulin-like growth factor 
ILs Interleukins 
IPs Isoprostanes  
JNK Jun N-terminal kinase  
Jurkat Human T cell Lymphoblast-like cell line 
Ka Association constant 
kg. Kilogram 
LC-MS Liquid chromatography-mass spectrometry 
LDL Low density lipoprotein 
LDLR Low density lipoprotein receptor 
LOO• Peroxyl radical 
LOOH Linoleic acid hydroperoxide  
LPL Lipoprotein lipase 
LPS Lipopolysacchoride 
LTD  LeukotieneB4 dehydrogenase 
LXR Liver X receptor   
LXRE Liver X receptor response element 
M Molar 
MAPK Mitrogen-activated protein kinase 
MCP Monocyte  chemoattractant protein 
MDA Malondialdehyde  
MEC Miscellar electrokinetic chromatography 
MgCl2  Magnesium Chloride 
mg Milligram 
MIP Macrophage inflammation protein 
ml Millilitre 
mm Millimeter 
mM  Millimolar 
MMP  Matrix metalloproteinase 
MTP Microsomal triglyceride transfer protein 
MTT 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-Diphenyl tetrazolium 

bromide  
mRNA  Messenger Ribonucleic acid 
Mv Malvidin 
MRP Multidrug resistance-associated protein  



 

 

ด 

NADP Nicotinamide adenine dinucleotide (reduced) 
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
 (reduced) 
N-CoR Nuclear receptor Corepressor 
NF-B Nuclear factor kappa B 
nm Nanometer 
NMR Nuclear magnetic resonance 
NO Nitric oxide 
NOS Nitric oxide synthase 
1O2 Singlet oxygen 
O2

„- Superoxide anion radical 
OD  Optical Density 
ODQ Guanylyl cyclase inhibitor  
OLR Oxidized LDL receptor 
ONOO„ Peroxynitrite  
ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity  
p P-value  
PAA  3, 4‟Dihydroxyphenylacetic acid  
PAI Plasminogen activator inhibitor 
PBMC Peripheral blood mononuclear cells 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PC Phospholipid 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PDE Phosphodiesterase 
PDGF Platelet‟derived growth factor   
Pg Pelargonidin 
PLC  Phytochemoluminescence assay  
PLTP Phospholipid transfer protein 
pH  negative logarithm of the hydrogen ion 
 concentration 
PHA Phytohemagglutinin  
PHGPx Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase  
PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate 
pO2 Partial pressure of oxygen 
PPAR Peroxisome proliferators-activated receptors 



 

 

ต 

ppm Part per million 
PRE Pigmented Rice Extract 
Pt Petunidin 
QR NAD(P)H : quinine reductase  
r Linear Association 
RBC Red blood cell 
RDI Recommended Daily Intakes 
RNA Ribonucleic acid 
RNase Ribonuclease 
RNS Reactive nitrogen species  
ROO„ Peroxyl radical  
RONS Reactive oxygen and nitrogen species  
ROS Reactive oxygen species   
rpm  Revolution per minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute -1640 Medium 
RT- PCR Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
RXR Retinoid X receptor  
S  Entropy of a system 
SCD Stearoyl-CoA desaturase 
S.D. Standard deviation 
S.E.M Standard Error of Mean 
SGLT Sodium-dependent glucose transporter 
SMAT Silence mediator of retinoic acid and thyroid hormone 

receptor 
SODs Superoxides dismutase  
SR-BI   Scavenger receptor class B type I  
SRE Sterol regulatory element 
SREBPs Sterol regulatory element binding protein  
TAC Total anthocyanins content 
TBARS  Thiobarbituric acid reactive substances 
TE Trolox Equivalent 
TEAC  Trolox equivalence antioxidant capacity 
TG Triglyceride 
TLC Thin layer chromatography 
TOSCA  Total antioxidant scavenging assay  



 

 

ถ 

TNF Tumor Necrosis Factor 
TPA 12-O-Tetradecanoyl phorbol-13-acetate 
TRAP  Total radical trapping antioxidant parameter 
Trx Thioredoxin 
TZDs Thiazolidinediones   
u-PA Urokinase‟type plasminogen activator   
U Unit 
UV Ultraviolet 
VA Vanillin assay 
VCAM Vascular cell adhesion molecule 
VLDL Very low density lipoprotein 
wt. Weight 
w/v  Weight by volume 
XOD Xanthine oxidase 
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บทที่  1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 อนุมูลอิสระ (Free radical)  เป็นอะตอมหรือโมเลกุลของสารใดๆ ที่มีอิเล็กตรอนอิสระท่ีขาด
คู่   (unpaired electron) สารดังกล่าวไวต่อการเกิดปฏิกิริยาและมีความเป็นพิษสูงมาก สารอนุมูลอิสระท่ีมี
การศึกษามากคือ  Reactive oxygen species  (ROS) และ Reactive nitrogen species (RNS) ตัวอย่างของ
อนุมูลอิสระ ( free radicals) ได้แก่ superoxide anion radical (O2

„-), hydroxyl radical (HO„), peroxyl 
radical (ROO„), peroxynitrite (ONOO„), methyl radical (CH3

„) เป็นต้น เนื่องจากเป็นสารอนุมูลอิสระส่วน
ใหญ่ท่ีพบในร่างกายมนุษย์  จากการศึกษาพบว่า ROS สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการ
เจริญเติบโต การเปล่ียนแปลงรูปร่าง การตายของเซลล์ และ  ROS ท าหน้าที่ส่งสัญญาณต่างๆ ในเซลล์  หากมี
ระดับอนุมูลอิสระ  ROS ท่ีไม่สมดุล สารอนุมูลอิสระส่วนเกินไปท าอันตรายส่วนประกอบของเซลล์และเนื้อเยื่อ 
เช่น ดีเอ็นเอ โปรตีน และกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัว หากมีอนุมูลอิสระปริมาณสูงในร่างกายจะส่งผลให้เซลล์
ผิดปกติทั้งการท างานและองค์ประกอบของเซลล์ท าให้เกิดโรค และพยาธิสภาพต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดและ
หัวใจ  โรคหัวใจวาย  โรคไตวาย   โรคเบาหวาน โรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง โรคมะเร็ง การอักเสบและความแก่ชรา 
เป็นต้น อนุมูลอิสระสามารถผลิตขึ้นได้ในร่างกายจากปฏิกิริยาต่างๆ เช่น 1. กระบวนการเมแทบอลิซึมของการ
หายใจและการสันดาปให้เกิดพลังงานของเซลล์ทั่วไป  2. กลไกการท าลายเชื้อโรคของเม็ดเลือดขาว 
(phagocytes) 3. ระบบส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ (signal transduction) 4. การตอบสนองต่อการได้รับรังสี
อัลตราไวโอเลต สารมลพิษต่างๆ การสูบบุหรี่ การออกก าลังกายที่หนักเกินไป  เป็นต้น (1)  อนุมูลอิสระแต่ละ
โมเลกุลท่ีสร้างขึ้นในร่างกายสามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ของการท าลาย  ซึ่งจะด าเนินต่อไปเรื่อยๆ จนกว่า
อนุมูลอิสระจะถูกก าจัดทิ้ง โดยปกติร่างกายจะซ่อมแซมส่วนท่ีเสียหายได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วย สารต้าน
อนุมูลอิสระท่ีร่างกา ยผลิตขึ้นเอง  เช่น  superoxide  dismutase,  glutathione  peroxidase ,  ferritin, 
ceruloplasmin  และได้รับจากอาหาร เช่น ซีลีเนียม วิตามินเอ  วิตามินซี  วิตามินอี (2)  และโพลีฟีนอล  
(polyphenol) ที่ได้จากผักผลไม้สมุนไพรและเครื่องดื่มจากสมุนไพร ซึ่งสารในกลุ่ม โพลีฟีนอล  ที่มีปริมาณมาก
ที่สุดในธรรมชาติคือฟลาโวนอยดส์  (flavonoids)  มีประโยชน์และ ส าคัญต่อร่างกาย เช่น ท าหน้าที่เป็น         
anti-inflammatory, antioxidative stress,  antimutagenesis,  และ anticarcinogenesis(3) จากงานวิจัยพบว่า
สมุนไพรไทย  เช่น เบญจกานี  ผลหมาก สมอเทศ  มะขามป้อม เปลือกทับทิม  ชาเขียว ดอกกานพลู ยอด
มะม่วง  ใบฝรั่ง  ผักเม็ก ผักบุ้งนา และใบแปะก๊วย  มสีารต้านอนุมูลอิสระสูงมาก สามารถห้ามการท าลายไขมัน 
โปรตีนของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงได้(4-6) มีรายงานเพิ่มเติมอีกว่า  เบญจกานีและมะขามป้อม สามารถป้องกัน
การท าลายสารพันธุกรรมหรื อ DNA (antigenotoxicity) แต่ทว่า กานพลู อบเชย ขมิ้นชัน และเพกา สามารถ
ท าลายสารพันธุกรรม  (genotoxicity)(7) เมื่อทดสอบโดยวิธี  Single cell gel electrophoresis (Comet  
Assay)(8) นอกจากนี้  มีรายงานวิจัยที่ชี้ว่าสารโพลีฟีนอลยังมีความสามารถอื่นๆ ที่มีประโยชน์ต่อร่างกายอีก 
เช่น Kaemferol ซึ่งเป็นฟลาโวนอยดส์ชนิดหนึ่งก็สามารถห้ามการเกิด  oxidative stress ที่น าไปสู่การตายของ
เซลล์ (apoptosis)(9)   
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              เนื่องจากประเทศไทยผลิตข้าวเล้ียงคนทั่วโลก คนในประเทศควรได้รับรู้ในคุณค่าของข้าว 
และเลือกบริโภคข้าวที่ให้ประโยชน์สูงสุดเพื่อความแข็งแรงของร่างกาย  แต่ในปัจจุบัน คนให้ความนิยมในการ
บริโภคข้าวที่ดูขาวสะอาด หอม ทานแล้วนุ่มล้ิน  ข้าวจึงถูกขัดสีเอาสารส าคัญทางโภชนาการออกไปเกือบหมด
เหลือแต่แป้งไว้  ข้าวแดงหรือข้าวมันปู ข้าวด าหรือข้าวสีนิล และข้าวเหนียวด ามีสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด 
เช่น ferulic acid, phytic acid(10), -Oryzanol  และ   tocopherol(11) นอกจากนี้ยังมีสาร สีม่วงแดง คือ         
แอนโทไซยานินส์  (anthocyanins) ซึ่งเป็นสารโพลีฟีนอลชนิดหนึ่งที่จัดอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยดส์  มีคุณสมบัติ
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระให้คุณประโยชน์ในการเสริมสุขภาพ  ตั้งแต่โบราณในประเทศจีนใช้ข้าวด าเป็นอาหาร
บ ารุงสุขภาพ เพื่อให้คนไทยกลับมารับประทานข้าวแดงหรือข้าวมันปู  ข้าวด าหรือข้าวสีนิล และข้าวเหนียวด า
เป็นอาหารประจ าวัน  ซึ่งจะท าให้ร่างกายแข็งแรงมีระดับสารต้านอนุมูลอิสระอย่างพอเพียงในการช่วยต้าน
โรคภัยต่างๆ (12-13)   จากงานวิจัยพบว่า กระต่ายที่กินข้าวแดงและข้าวด าสามารถลดไขมันท่ีเกาะบน ผนังหลอด
เลือด (plaque) ได้ถึง 50% และมีระดับ HDL และระดับเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ superoxide dismutase มาก
ขึ้นเมื่อเทียบกับกระต่ายที่กินข้าวขาว(14)  สารสกัดจากข้าวด ายังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง
มนุษย์ชนิดต่างๆ เช่น Human breast carcinoma, Lewis lung carcinoma(15) และมีฤทธิ์ลดการแสดงออก
ของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการรุกรานของเซลล์มะเร็ง matrix metalloproteinase (MMP)-9 และ urokinase-type 
plasminogen activator (u-PA) ในเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงหลายชนิด (16) สามารถช่วยป้องกันเซลล์ผิวหนัง 
HaCaT จากรังสีอัลตราไวโอเล็ต(12)   นอกจากนี้แอนโทไซยานินส์ยังพบได้มากในองุ่น เมล็ดองุ่น ผลเบอร์รี่ชนิด
ต่างๆ ธัญพืชที่มีสีม่วงด าและดอกไม้ ซึ่งพบว่า เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถลดปริมาณไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์และปริมาณไนตริกออกไซด์ภายในเซลล์เพาะเล้ียง (17) มีฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยลดการแสดงออกของ
ยีน cyclooxygenase-2 (COX-2)(18) ยับยั้งเกร็ดเลือดเกาะตัว(19,20) มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง (21) โดยสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง (22,23) ยับยั้งไม่ให้เซลล์มะเร็งแพร่กระจาย (24) กระตุ้นให้เซลล์มะเร็งตาย
แบบ apoptosis(25,26) ปกป้องเซลล์เรตินาจากภาวะ photooxidation(27) มีรายงานวิจัยว่า สารสกัดจากเมล็ด
องุ่นยังสามารถควบคุมระดับน้ าตาลในหนูทดลองที่เป็นโรคเบาหวาน(28) มีรายงานอีกว่า ร่างกายสามารถดูดซึม 
anthocyanidin-3-glycosides เข้าสู่กระแสเลือดได้และถูกขับออกทางปัสสาวะเมื่อดื่มน้ าองุ่นแดงและไวน์แดง
(29)  ไวน์แดงที่ปราศจากแอลกอฮอล์สามาร ถห้ามการเกิดโรคหลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) ใน
กระต่ายที่เป็นโรคไขมันในเลือดสูง  (hypercholesterolemia)(30)  คณะผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดจากข้าวแดง ข้าว
ด า และข้าวเหนียวด า ซึ่งตรวจพบว่ามีแอนโทไซยานินส์ (15) น่าจะให้ผลประโยชน์ในการป้องกันร่างกาย
เช่นเดียวกัน   
  
                                                  
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1.1: สารประกอบแอนโทไซยานินส์(ก)  
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                        ในการวิจัยนี้ ได้แบ่งการทดสอบเป็น 2 ส่วนคือ ประการแรก ศึกษาระดับสารต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดได้จากข้าวแดง ข้าวด า และข้าวเหนียวด า เนื่องจากการตรวจสารต้านอนุมูลอิสระในอาหาร
และสมุนไพรมีหลายวิธี ยากต่อการน ามาเปรียบเทียบ จึงมีนักวิจัย 2 คณะคือ  คณะของ Prior(31) และคณะของ 
Huang(32) ท าการศึกษาและสรุปวิธีตรวจสารต้านอนุมูลอิสระให้ใช้เป็นมาตรฐานสากล 2 วิธีตรงกันคือ  วิธี 
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) ซึ่งเป็นวิธีตรวจวัดความสามรถของสารต้านอนุมูลอิสระใน
การท าหน้าที่จับอนุมูลอิสระ (radical scavenging capacity) โดยใช้เครื่องวัดการ เปล่งแสง (fluorometer)(33)  
และวิธี Folin Ciocalteu Phenol Reagent (FCP) เป็นวิธีตรวจวัดความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการ
ท าหน้าที่รีดิวซ์  (reducing capacity)  โดยใช้เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)(34)  ในงานวิจัย
ครั้งนี้จะท าการตรวจเพิ่มเติมอีก 2 วิธีที่นิยมใช้ เนื่องจากท าการตรวจสอบได้ง่าย คือ วิธี  Vanillin assay ใช้ใน
ตรวจสารฟลาโวนอยดส์ โดยเฉพาะแอนโทไซยานินส์ และคาเทชิน  (catechin) ท าปฏิกิริยารวมตัว (coupling 
reaction) กับ vanillin เกิดสารประกอบเชิงซ้อนสีชมพูแดง (35)  และวิธีค านวณค่า แอนโทไซยานินส์จากการ วัด
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตรโดยตรง(36)    

                    ประการท่ีสองคือ การ ศึกษาผลของสารสกัดข้าวเมล็ดสีท่ีมีต่อเซลล์ร่างกายมนุษย์ โดย
ป้องกันการเกิดภาวะ oxidative damage ในเซลล์โดยใช้เม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวเป็นแบบในการ
ทดสอบ (5-6,37)  ศึกษาผลกระทบต่อการท าลาย ไขมัน โปรตีนของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง โดยใช้การตรวจ  
hemolysis และการเกิด Heinz body  ศึกษาผลกระทบที่มีต่อสารพันธุกรรม  DNA  โดยใช้การตรวจวิธี Comet 
Assay(7-8)  ผลต่อระดับ oxidative stress ภายในเซลล์ และผลกระทบต่อการแสดงออกของยีน (genes) ที่
เกี่ยวข้องกับการการสะสมไขมันของเซลล์เพาะเล้ียงในหลอดทดลอง  โดยตรวจปริมาณของ mRNA ในเซลล์ 
ได้แก่ LDLR mRNA ซึ่งจะท าการสร้าง LDL receptor บนผนังเซลล์ ท าหน้าที่จับไขมัน  LDL เข้าไปใช้ในเซลล์  
HMG-CoA reductase mRNA ท าหน้าที่สร้าง เอนไซม์ HMG-CoA reductase ท่ีใช้ผลิตโคเรสเตอรอลภายใน
เซลล์ Peroxisome proliferators-activated receptors  และ  (PPAR และ PPAR) mRNA และ Liver X 
receptor   (LXR) mRNA ซึ่งเป็น nuclear receptors ทีค่วบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดที่เกี่ยวข้อง
ในกระบวนการเมแทบอลิซึมของไขมันในเซลล์โดยใช้ วิธี reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)(38-39) โดยศึกษาใน เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (peripheral blood mononuclear cells: PBMC) และ
เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ได้แก่ เซลล์มะเร็งตับ HepG2 และเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1.  เพื่อพัฒนาองค์ความรู้ในเรื่องความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในข้าวเมล็ดสีพันธุไทยคือ ข้าวด า 

ข้าวแดง และข้าวเหนียวด า และในการต้านการเกิด  cytotoxicity และ DNA oxidation ของเซลล์จาก
อนุมูลอิสระและผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมของไขมันที่จะน าไปสู่
โรคไขมันสูงและโรคหัวใจและหลอดเลือดของสารสกัดข้าวเหนียวด า 

2.  เพื่อให้ทราบถึงความเป็นได้และปัญหาเพื่อใช้ในการปรับปรุงเทคโนโลยีในการตรวจวิเคราะห์ให้มี
ความเหมาะสมและใช้ประโยชน์จากเทคโนโลยีได้อย่างเป็นรูปธรรม  
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ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยนี้จะท าการทดสอบข้าวเมล็ดสีท่ีมีอยู่ทั่วไปในประเทศไทยและน ามาท าปฏิกิริยากับเซลล์มนุษย์เท่านั้น 

ปัญหาการวิจัย 
สารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีใน ข้าวด า ข้าวแดง และข้าวเหนียวด าพันธุ์ ไทยสามารถป้องกันเซลล์มนุษย์จาก ภาวะ
oxidative stress ต่างๆ ได้หรือไม่ หากป้องกันได้จะป้องกันด้วยประสิทธิภาพดีเพียงใด และมีผลต่อยีนที่
เกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึมไขมันอย่างไร 

เป้าหมาย 
โครงการวิจัยนี้มีเป้าหมายในการเพิ่มคุณค่าของ ข้าวเมล็ดสีพันธุ์ ไทยโดยการใช้วิทยา ศาสตร์และเทคโนโลยี
พัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะห์ระดับสารต้านอนุมูลอิสระและปฏิกิริยาที่มีต่อเซลล์ส่ิงมีชีวิตตลอดจน
พัฒนาองค์ความรู้พื้นฐานด้านเทคโนโลยีชีวภาพให้เข้ามามีส่วนในระบบการวิเคราะห์ โดยมีเป้าหมายในการ
วิเคราะห์ข้าวเมล็ดสีให้ได้อย่างน้อย 3 ชนิด ภายในระยะเวลา 1 ปีหรือภายในปี พ.ศ. 2551 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.  สามารถน าความรู้ที่ได้มาใช้เป็นแนวทางเพื่อให้ค าแนะน าในการบริโภคอาหารที่มีสารต้านอนุมูลอิสระ

สูง มีข้อมูลการบริโภคให้มีสุขภาพดีออกเผยแพร่ให้ประชาชนทั่วไปสามารถน าไปใช้ประโยชน์กับ
ตนเองเพื่อการมีสุขภาพท่ีดีและท าให้คนไทยนิยมใช้สมุนไพรไทยมากขึ้น 

2.  เป็นการยกระดับมาตรฐานสุขภาพประชาชนให้ดขีึ้น 
3.   สามารถน าความรู้ที่ได้ไปใช้เป็นข้อมูลเพื่อใช้ผลิตอาหารเสริมจากสารเคมีจากพืช                       

(Phytonutrients) ใช้สร้างเสริมสุขภาพให้แข็งแรงและป้องกันโรคจากความเส่ือมของร่างกาย 
4.  สามารถน าข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการผลิตยาใช้รักษาและป้องกันโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคติดเชื้อ 
5.  อาจน าสารสกัดที่ได้ไปพัฒนาและส่งเสริมผลิตภัณฑ์ยาจากธรรมชาติให้เหมาะสมกับโครงสร้างทาง

พันธุกรรมของคนไทยและลดผลข้างเคียงที่เกิดจากการรับประทานยาสังเคราะห์ให้น้อยที่สุดเนื่องจาก
เป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติและสามารถหาได้ง่าย ท าให้สามารถน ามาผลิตและจ าหน่ายแก่ประชาชนได้
ในราคาถูก ลดการน าเข้าผลิตภัณฑ์ยาและอาหารเสริมราคาแพงจากต่างประเทศ 

หน่วยงานที่สามารถน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ได้ 
    1. หน่วยงานท้ังภาครัฐและเอกชนที่เกี่ยวข้องทางด้านสาธารณสุข 
    2. บุคลากรทางด้านสาธารณสุขและผู้สนใจทั่วไป 

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
  1. น าเสนอในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาติหรือระดับชาติ 
  2. ตีพิมพ์ในวารสาร หนังสือ 
  3. ออกรายการวิทยุ  
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บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

อนุมูลอิสระ (Free Radical) 

อิเล็กตรอนในอะตอมจะอยู่ในออร์บิทัล ทุกออร์บิทัลจะบรรจุอิเล็กตรอนได้สองตัวและ
อิเล็กตรอนเหล่านี้จะวิ่งวนตรงข้ามกันและมีความเสถียร ดังนั้นอนุมูลอิสระคือ อะตอมหรือโมเลกุลท่ีอิเล็กตรอน
ในออร์บิทัลไม่ครบคู่โดยอาจขาดหายไปหน่ึงตัวหรือมากกว่า เช่น ไฮโดรเจนอะตอมเป็นอนุมูลอิสระอย่างง่าย
สุด เนื่องจากมีอิเล็กตรอนอิสระหนึ่งตัว (40) เช่นเดียวกับธาตุโลหะทรานซิชันและโมเลกุลออกซิเจน ซึ่งอะตอม
เหล่านี้ไม่มีความเสถียร มีความสามารถในการท าปฏิกิริยากับสสารอื่นสูงโดยอาจท าปฏิกิริยาบริจาค 
อิเล็กตรอนไม่ครบคู่ให้ ( reducing agent: ปฏิกิริยาออกซิเดชัน) หรือแย่งจากสารอื่น ( oxidizing agent: 
ปฏิกิริยารีดักชัน) เป็นการชดเชยอิเล็กตรอนท่ีขาดไป และการสร้างพันธะโควาเลนท์เพื่อขอใช้อิเล็กตรอนร่วม 
ยกตัวอย่างเช่น ธาตุโลหะทรานซิชันท่ีพบบริเวณแอคทีฟของเอนไซม์ oxidases และ oxygenases เนื่องจาก
ความสามารถในการรับและให้อิเล็กตรอน(41) โดยมากโมเลกุลในร่างกายจะเป็นสารธรรมดา เมื่ออนุมูลอิสระมา
กระทบก็ท าให้สารธรรมดามีอิเล็กตรอนไม่ครบคู่เกิดขึ้นได้อนุมูลอิสระตัวใหม่ เกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ไปเรื่อยๆ 
ส่ิงมีชีวิตทั้งหลายต้องใช้พลังงานในการด ารงชีวิต โดยใช้ออกซิเจนในการผลิตพลังงานและเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ ส่ิงมีชีวิตจะควบคุมการขนส่งออกซิเจนและมีระบบป้องกันอย่างดี
โดยไมโทคอนเดรียจะเปล่ียน O2 มากกว่า 95% ท่ีได้รับให้เป็นน้ าโดยใช้เอนไซม์ Cytochrome oxidase เพื่อ
ไม่ให้เกิดพิษจากออกซิเจนได้เพราะออกซิเจนจัดว่าเป็น diradical และเป็นตัวออกซิไดซ์อย่างแรง เนื่องจาก
เซลล์ส่วนใหญ่ในร่างกายไม่ได้สัมผัสออกซิเจนมากนัก และพบว่าค่า pO2 ในกระแสเลือดต่ านั้นกว่าใน
บรรยากาศมาก(40) สารอนุมูลอิสระท่ีพบมากในระบบชีวภาพจึงมักเกี่ยวข้องกับออกซิเจนและตัวอื่นๆ โดยเรียก
รวมๆ ว่า Reactive oxygen and nitrogen species [RONS] ซึ่งในท่ีนี้ reactive species ใช้เป็นชื่อเรียก 
อนุมูลอิสระออกซิเจนและออกซิเจนที่ไม่ใช่อนุมูลอิสระแต่มีฤทธิ์ออกซิไดซ์ เช่น H2O2, HOCl รวมถึงอนุมูลอิสระ
ไนโตรเจน คลอรีน โบรมีน ด้วย(40) ตัวอย่างของ RONS ท่ีมีความส าคัญทางชีวภาพดังต่อไปนี้  

1. Superoxide anion radical (O2
•-) พบในส่ิงมีชีวิตที่ใช้ออกซิเจนทุกชนิด  O2

„- เกิดจาก
การเติมอิเล็กตรอนอิสระหนึ่งตัวให้โมเลกุลออกซิเจน O2

„- ไม่สามารถผ่านผนังเซลล์ได้นอกจากการผ่านทาง 
channel บางชนิด O2

„- มีความส าคัญต่อร่างกายคือ ใช้ในการท าลายสิ่งแปลกปลอมและกระตุ้น immune 
complex ของเม็ดเลือดขาว เช่น นิวโทรฟิล อีโอซิโนฟิล โมโนไซด์ แมคโครฟาจ (41) หากไม่มีสารน้ีจะท าให้
ร่างกายต้านทานเชื้อโรคได้น้อย เช่น ผู้ป่วย Chronic granulomatous disease(42) ถ้าหากนิวโทรฟิลปล่อย O2

„- 
จ านวนมากเกินไป เช่น จากเอนไซม์ NADH dehydrogenase complex(43)  O2

„- จะท าปฏิกิริยากับสารน้ านอก
เซลล์ กระตุ้นเคโมแทกติกเฟคเตอร์ก่อให้เกิดการอักเสบ ยับยั้งการท างานเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการผลิต
พลังงาน และเมแทบอลิซึมของกรดอะมิโน O2

„- ยังเป็นสารรีดิวซ์ ซึ่งท าให้เหล็กถูกปลดปล่อยออกจาก ferritin 
ในกระแสเลือด หากมีธาตุเหล็กอิสระปริมาณมาก (โดยเฉพาะในเวลาที่ร่างกายมีสภาวะเป็นกรด ซึ่งมักเกิดจาก
การขาดอากาศ พบมากในกรณีของโรคหัวใจขาดเลือด) จะก่อให้เนื้อเยื่อเสียหายรุนแรงเรียกว่า Reperfusion 
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injury(44) เซลล์ของผนังหลอดเลือดจะผลิตไนตริกออกไซด ์ (Nitric Oxide: NO„) เพื่อใช้เป็นสาร vasodilator 
มาท าปฏิกิริยากับ O2

„- ที่พบได้ในกระแสเลือด เกิดเป็นไนเทรทไอออน (ONOO„) เป็นการก าจัด O2
„-  

2. Hydrogen peroxide (H2O2) เมื่อเติมอิเล็กตรอนอิสระสองตัวให้โมเลกุลออกซิเจนจะเกิด
เป็น O2

2- ซึ่งไม่มีอิเล็กตรอนขาดคู่และไม่ได้เป็นอนุมูลอิสระ แต่ O2
2- เมื่ออยู่ใน pH ร่างกายปกติจะเกิดปฏิกิริยา 

dismutation reaction ได้รับโปรตอนเกิดเป็น H2O2 แต่หากอยู่ในสภาวะที่เป็นกรด ปฏิกิริยานี้จะเกิดเร็วขึ้น
เนื่องจากค่า pKa ของ H2O2 สูง H2O2 มีอัตราการท าปฏิกิริยาต่ าแต่สามารถผ่านผนังเซลล์ได้ง่าย

(41) โดย H2O2 
จะท าปฏิกิริยา 2 แบบคือ 1. เป็น secondary messenger ส่งเสริม transcription factor คือ NF-B ให้เข้าจับ
กับ DNA ดังนั้นจึงมีผลกระตุ้นการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมโดย  NF-B รวมทั้งยีนอื่นๆ เช่น ยีนท่ีเกี่ยวข้อง
กับไวรัส provirus HIV-1  2. เป็นตัวออกซิไดซ์เข้าท าลายผนังเซลล์ โปรตีน และ  DNA ให้เสียหาย ท าให้ Ca2+ 
รั่วไหลออกมาจากแหล่งเก็บภายในเซลล์ไปกระตุ้นเอนไซม ์ proteolytic ให้ท าลายระบบการสร้างพลังงานของ
เซลล์ เช่น เอนไซม์ในกระบวนการ glycolytic คือ glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase ท าให้
เซลล์ขาดแคลนพลังงานและตาย อย่างไรก็ตาม H2O2 ก็ยังเป็นส่ิงที่ร่างกายเราขาดไม่ได้เพราะ H2O2 ท าหน้าที่
เป็นตัวส่งสัณญาณระดับเซลล์และ thyroid oxidase ใช้ H2O2 ในการสร้างฮอร์โมนไทรอยด์ เป็นต้น

(43) 

3. Hydroxyl radical (OH•) เกิดได้จากหลายปฏิกิริยา เช่น เกิดจากโมเลกุลน้ าในร่างกาย
แตกตัว เกิดจากการแตกของพันธะ O-O ของ H2O2 เกิดจากการรับรังสีหรือความร้อน

(42) หรือเกิดจากปฏิกิริยา 
Haber-Weiss reaction ระหว่าง  H2O2 และ  O2

„- เป็นต้น อัตราการเกิด OH„ ในร่างกายโดยอาศัยการแตกตัว
ของสารตั้งต้นอย่างเดียวนั้นต่ ามาก หากเราผสม H2O2 กับเกลือของเหล็ก ( Fe2+) ก็จะท าให้เร่งการสร้าง  OH„ 
ได้มากขึ้น เนื่องจากโลหะไอออนสามารถรับอิเล็กตรอนส่วนเกินท าให้แตกพันธะ O-O ได้ง่าย(44) ทองแดง 
(Cu1+) ก็สามารถเร่งปฏิกิริยาสร้างอนุมูลไฮดอกซิลได้ด้วยอัตราที่รวดเร็วกว่าเหล็กเสียอีก เราเรียกปฏิกิริยาที่มี
โลหะเป็นตัวเร่งนี้ว่า Fenton reaction ดังสมการ  

Fe2++H2O2                               intermediate complexes Fe3+ + OH- + OH„ 
เนื่องจาก H2O2 และ  Fe2+ หรือ Cu1+ พบได้ในร่างกายจึงมีการสร้าง  OH„ ตลอดเวลาโดย

อัตราเร็วจะขึ้นกับ pH ของร่างกาย OH„ มีอัตราการท าปฏิกิริยาที่สูงมากท าให้สามารถท าปฏิกิริยาได้กับ
โมเลกุลทุกอย่างที่พบในเซลล์ส่ิงมีชีวิต แต่เนื่องจาก OH„ ไม่สามารถผ่านข้ามผนังเซลล์ได้และมี half-life ที่ส้ัน
มาก ดังนั้นจึงมักท าปฏิกิริยากับผนังเซลล์ที่พบใกล้ที่สุดโดยเฉพาะส่วนของหมู่คาบอนิลที่เชื่อมส่วนกรดไขมัน 
(fatty acids) กับกลีเซอรอล (glycerol) บนโมเลกุลฟอสโฟลิปิด ในอวัยวะของร่างกายที่มีสารรีดิวซ์สูงและ
สัมผัสกับออกซิเจนมาก เช่น นัยน์ตาและปอด   ซึ่งมีแอสคอร์เบสความเข้มข้นสูง ท าให้เกิดปฏิกิริยาที่เปล่ียน 
Fe3+  ไปเป็น Fe2+ ตลอดเวลา ท าให้เกิดการสร้าง OH„ ปริมาณมากในอวัยวะดังกล่าว(41) 

4. Singlet oxygen (1O2) เกิดจากการดึงอิเล็กตรอนอิสระหนึ่งตัวออกจากโมเลกุล
ออกซิเจนหรือเติมพลังงานให้โมเลกุลออกซิเจน(40) นั่นคือ 1O2 เป็นภาวะกระตุ้นของ

 O2 (O2
1
g) ท าให้ 1O2 ไม่

มีอิเล็กตรอนขาดคู่และไม่ได้เป็นอนุมูลอิสระ พบได้มากในบริเวณที่สารชีวภาพสัมผัสกับออกซิเจน เช่น เลนส์  
เรติน่า(41) และผิวหนัง 1O2 ในร่างกายมักท าหน้าที่เป็นโมเลกุลส่งสัณญาณ หากมีมากเกินไป 1O2 เข้าท า
ปฏิกิริยาโดยตรงกับกรดไขมันไม่อิ่มตัวของผนังเซลล์เกิดเป็น Peroxide radical (ROO„)(40) 
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5. Peroxynitrite (ONOO•) เป็นสารออกซิไดซ์อย่างแรง เกิดจาก NO„ ท าปฏิกิริยาสร้าง
พันธะโควาเลนท์ กับ  O2

„- อย่างรวดเร็ว(40) ได้เป็น ONOO„ NO„ เป็นตัวส่งสัณญาณที่ส าคัญและเป็นอนุมูล
อิสระท่ีสร้างโดยเซลล์บุผนังหลอดเลือด เซลล์สมอง เซลล์เม็ดเลือดขาว นอกจากนี้ NO„ ยังมีหน้าที่ควบคุมการ
บีบตัวกล้ามเนื้อเรียบรอบหลอดเลือด การส่งกระแสประสาท  และสามารถป้องกันเซลล์ผนังหลอดเลือดจาก
ภาวะ Oxidative damage(43)  

6. Peroxyl radical (LOO•)  เกิดจากการท่ี OH„ เข้าท าปฏิกิริยากับส่วนฟอสโฟลิปิดบน
ผนังเซลล์ในส่วนของกรดไขมันไม่อิ่มตัว หรือในบริเวณที่มีพันธะคู่มากโดยเฉพาะที่กรดไขมันต าแหน่งที่ 2 ของ 
glycerophospholipids เช่น phosphatidylcholine และ arachidonic acid เกิดเป็น hydroxyl aldehydes 
LOO„ ท่ีเกิดขึ้นท าปฏิกิริยากับกรดไขมันตัวอื่น เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ต่อไปเรียกว่า  lipid peroxidation รวมทั้งท า
ให้เกิดการออกซิเดชันโปรตีนบนผนังเซลล์ด้วย เช่น รีแซพเตอร์ ช่อง channel และเอนไซม์ต่างๆ(40) ส่งผลให้
ผนังเซลล์สูญเสียความยืดหยุ่น องค์ประกอบต่างๆ ในเซลล์สามารถหลุดออกมาท าให้เซลล์ตาย อีกทั้ง
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการแตกตัวของผนังเซลล์ เช่น พวก Isoprostanes (IPs) epoxides แอลดีไฮด์ คีโตน และ
ไฮโดรคาร์บอน สามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพในร่างกายได้เช่นเดียวกัน 

สาร Reactive species ส่วนใหญ่เกิดขึ้นโดยไม่ตั้งใจ (accidental generation) จาก
กระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ เช่น การหายใจของเซลล์ โดยมักหลุดรอดจากกระบวนการส่งต่ออิเล็กตรอน
โดยเฉพาะช่วง ubiquinone ส่งต่อไป Cytochrome c1 กับช่วง NADH-dehydrogenase(44) กระบวนการก าจัด
สารพิษของเซลล์โดย Cytochrome P450 การย่อยอาหาร รวมถึงกระบวนการ autooxidation และการท่ีสารใน
ร่างกายท าปฏิกิริยา Fenton reaction กับโมเลกุลออกซิเจน เช่น catecholamines, ascorbic acid และ 
reduced flavin  สาร reactive species ที่เกิดแบบตั้งใจ (Deliberate Synthesis) มักเกิดจากการผลิตของ
เอนไซม์ NADPH oxidase และ myoperoxidase บนผนังเซลล์เม็ดเลือดขาว ไฟโบรบลาส เซลล์บุผนังหลอด
เลือด และเอนไซม์ oxidases อ่ืนๆ เช่น glycolate oxidase, xanthine oxidase  เป็นต้น(43) ไว้ใช้ในการป้องกัน
ร่างกายจากสิ่งแปลกปลอม ในปัจจุบันเชื่อว่าสาเหตุโรคมากมายเกิดจากการเสื่อมของเซลล์และสารต่างๆ ใน
ร่างกายที่เกิดจากการท าลายของอนุมูลอิสระท้ังที่เกิดจากร่างกายสร้างขึ้นมาเอง เช่น ระบบภูมิคุ้มกันในการ
ต่อสู้เชื้อโรค และที่ได้รับมาจากภายนอกร่างกาย เช่น มลภาวะจากสิ่งแวดล้อม อาหาร การออกก าลังกายอย่าง
หนัก ดังภาพท่ี 2.2 อนุมูลอิสระนีจ้ะไปท าอันตรายส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์และเนื้อเยื่อ เช่น ผนังเยื่อหุ้ม
เซลล์ ไซโทพลาซึม ไมโทคอนเดรีย และนิวเคลียส ท าให้สูญเสียโครงสร้าง หน้าที่การท างาน และท าให้เซลล์
ตาย เกิดเป็นพยาธิสภาพของโรคต่างๆ (45-47) ยกตัวอย่างเช่น คนท่ีสูบบุหร่ีจะแก่เร็วกว่าคนที่ไม่ได้สูบ เนื่องจาก
สาร reactive species โดยเฉพาะ H2O2 (พบมากโดยเฉพาะจากการสูบบุหร่ี) จะท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 
myeloperxidase เกิดเป็น HOCl ไปท าลายเอนไซม์ 1-antiproteinase ซึ่งเป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ serine  
proteinase  เช่น  elastase  และ collagenase ท าให้เอนไซม์เหล่านี้ย่อยโปรตีนโครงสร้างร่างกายตลอดเวลา 
จึงท าให้คนสูบบุหร่ีดูแก่กว่าคนที่ไม่สูบ(48) อีกหนึ่งตัวอย่างคือ การเกิด  Fatty  liver  ในผู้ป่วยโรคอ้วน พบว่ามี
ระดับ oxidative  stress และมีการแสดงออกของเอนไซม ์CYP2E1 (เป็นเอนไซม์ cytochrome P450 ท่ีมี pro-
oxidant activity สูง) เพิ่มขึ้นและมีสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายลดลง จึงท าให้พัฒนาไปเป็นโรคตับแข็งอย่าง
รวดเร็ว(49) ที่อันตรายที่สุดคือ อนุมูลอิสระจะโจมตีสารพันธุกรรมที่ใช้ควบคุมให้เซลล์ด ารงชีวิตต่อไปคือ DNA 
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และ RNA ในนิวเคลียสและไมโทคอนเดรีย ซึ่ง  DNA ของไมโทคอนเดรียไม่มีโปรตีนฮีสโตน (histone) ป้องกัน
ดังเช่น DNA ในนิวเคลียส จึงถูกท าลายได้ง่ายกว่า นักวิทยาศาสตร์เชื่อว่า DNA ในไมโทคอนเดรียที่เสียหายนี้มี
บทบาทส าคัญในพยาธิสภาพโรคทางประสาท(50) อนุมูลอิสระยังท าปฏิกิริยาให้โครงสร้างสาย DNA หรือ
โครโมโซมให้ผิดปกติจากกระบวนการ oxidation,  methylation,  depurination  และ  deamination  
โดยเฉพาะบริเวณ microsatellites บนสาย DNA เป็นบริเวณที่อนุมูลอิสระเข้าโจมตีสูง ซึ่งการมีความผิดปกติ  
ณ  บริเวณนี้จะมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็ง พบว่าเบสที่ถูกโจมตีบ่อยที่สุดคือ guanine เปล่ียนไปเป็น 
hydroxyguanine ดังภาพท่ี 2.1 ซึ่งมีลักษณะคล้ายคลึงกับเบส cytosine ท าให้เกิดการถอดรหัสที่ผิดพลาด
และ oxidized base เหล่านี้มักเป็นสารไม่มีขั้ว (เบสธรรมดาเป็นสารท่ีมีขั้ว) จึงท าให้โครงสร้าง DNA เปล่ียนไป 
อีกทั้งการเกิดปฏิกิริยาเติมหมู่เมทิล (methylation) ให้ cytosine จะส่งผลกระทบต่อการควบคุมการแสดงออก
ของยีน โดยที่อนุมูลอิสระแต่ละตัวจะท าปฏิกิริยาแตกต่างกัน เช่น  O2  และ  H2O2  จะไม่ท าปฏิกิริยากับเบส 
DNA ส่วน 1O2 จะเลือกท าปฏิกิริยากับเบส guanine  เท่านั้น เป็นต้น (50) การท่ีร่างกายมีอนุมูลอิสระไม่สมดุล
กับสารต้านอนุมูลอิสระอาจเกิดจาก 1. การมีอนุมูลอิสระมากเกินไป เช่น ภาวะเหล็กเกินในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย 
(iron overload และ ferritin ลดลง) ผู้ป่วยจากพิษยาฆ่าวัชพืช Paraquat และผู้ที่มีภาวะน้ าตาลในเลือดต่ า 
(hypoglycemia) เป็นต้น  2. การมีระดับสารต้านอนุมูลอิสระลดลงจึงป้องกันอนุมูลอิสระไม่ได้ เช่น ในผู้ป่วย
โรค Kwashiorkor ซึ่งเป็นโรคที่ร่างกายขาดสารอาหารโดยเฉพาะโปรตีนท าให้มีระดับ GSH (ซึ่งเป็น peptide) 
ลดลง เรียกว่าภาวะ  oxidative stress นอกจากนี้ oxidative stress ยังอาจเป็นปรากฏการณ์ต่อเนื่องจาก
โรคภัยที่เป็นอยู่ปัจจุบัน เพราะเมื่อเนื้อเยื่อได้รับความเสียหายจะสร้างสารก่อการอักเสบและสารก่อบาดแผล 
(injury mediators) หลายชนิด เช่น prostaglandins, leukotrienes, interleukins (ILs), interferons (IFNs), 
tumor necrosis factor (TNF)(43) เพิ่มความเสียหายมากขึ้น(42) ตัวบ่งชี้ภาวะ  oxidative stress  ระยะเริ่มต้น 
ได้แก่ GSH ภายในเซลล์ลดลง และการผลิต  ROS  ภายในเซลล์ที่เพิ่มขึ้น(51)  หากม ี oxidative stress มาก 
ร่างกายจะถูกท าลายโดยอนุมูลอิสระเหล่านี้ ส่งผลให้เซลล์สูญเสียสภาพและหน้าที่เรียกว่า oxidative damage  
นอกจากนี้ยังท าให้ระบบซ่อมแซมส่วนท่ีเสียหายล้มเหลว ท าให้เอนโดพลาสมิก เรทิคูลัม (endoplasmic 
reticulum: ER) ซึ่งเป็นตัวควบคุมและเก็บ Ca2+ ภายในเซลล์สูญเสียหน้าที่ ปลดปล่อย  Ca2+ อิสระออกมาสูง
เกินจนยับยั้งกระบวนการหายใจระดับเซลล์ ท าให้ผนังเซลล์เปล่ียนสภาพ และกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
endonuclease ย่อย DNA(43) ท าลายเซลล์ให้ตายไปในท่ีสุด(52) เซลล์หลายชนิดสามารถทนและตอบสนองต่อ
ภาวะ oxidative stress  อ่อนๆ ได้โดยการเพิ่มการแบ่งตัวและเพิ่มการแสดงออกของระบบป้องกัน/ซ่อมแซม ซึ่ง
เป็นประโยชน์ในกรณีการรักษาบาดแผล แต่เป็นผลเสียในกรณีมีแบ่งตัวมากเกินไปกลายเป็นเนื้อเยื่อผังพืด(40) 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1: แสดงปฏิกิริยาระหว่าง guanine และ OH„ กลายเป็นเบสเสียสภาพและแตกออกจากสาย DNA 
สามารถตรวจวัดได้ในสารคัดหล่ังจากร่างกาย เช่น เลือด น้ าไขข้อ หรือปัสสาวะ 
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ภาพท่ี 2.2: อนุมูลอิสระเกิดขึ้นตลอดเวลารอบตัวเราทั้งจากสิ่งแวดล้อมเช่นจากเชื้อจุลินทรีย์ รังสีจาก
แสงอาทิตย์ สารพิษจากโรงงาน รวมถึงอาหารท่ีเรารับประทาน และสามารถเกิดขึ้นได้
ภายในเซลล์เอง เช่น กระบวนการหายใจของเซลล์ ซึ่งอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นจะเข้าท าลายสาร
ชีวโมเลกุล เช่น DNA โปรตีน และไขมัน ท าให้การท างานของเซลล์ผิดพลาด การถอดรหัส
พันธุกรรมผิดพลาด การผลิตพลังงานของไมโทคอนเดรียลดลง อนุมูลอิสระจะถูกสะเทิน
ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ จนไม่สามารถเกิดปฏิกิริยากับสารอื่นได้ ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระท่ี
ส าคัญมาจากอาหาร ผักผลไม้ และโปรตีนที่เซลล์สร้างขึ้นมา (A), สมดุลระหว่างสารต้าน
อนุมูลอิสระ (AOX) และอนุมูลอิสระ (ROS) หากมีอนุมูลอิสระท่ีมากเกินไป [1] หรือมีสาร
ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ลดลง [2] จะท าให้เกิดภาวะ oxidative stress (B) 

อนุมูลอิสระมีประโยชน์ต่อร่างกายเหมือนกัน จากการท าหน้าที่ในการต่อต้านเชื้อโรคและมี
บทบาทในการส่งสัณญาณส่ือสารของเซลล์ (cell signaling) การสร้าง ROS ในร่างกายจะอยู่ในบริเวณที่จ ากัด
และเป็นสัณญาณที่จ าเพาะ กลไกสมดุลรีดอกซ์ (สมดุลปฏิกิริยาออกซิเดชันและรีดักชัน) หรือ Redox state จะ
คงให้เซลล์อยู่ในสภาวะรีดิวซ์ตลอดเวลาเพื่อท่ีจะได้ใช้สัณญาณ ROS ได้ตรงจุดและถูกต้องแม่นย าสูงสุดใน
การส่ือสารท้ังในและระหว่างเซลล์ สารส่งสัณญาณที่ส าคัญมี  2 ชนิดคือ แคลเซียมและ ROS โดยใช้
กระบวนการเติม/ดึงหมู่ฟอสเฟตให้โปรตีนและเอนไซม์ต่างๆ ( phosphorylation-dephosphorylation) ในการ
ควบคุมการท างานของเซลล์เช่นเดียวกัน ท าให้โปรตีนดังกล่าวเปล่ียนแปลงโครงสร้างการจัดเรียงตัวมีผลให้
โปรตีนนั้นท างานหรือหยุดการท างาน แต่กลไกต่างกันคือแคลเซียมจะใช้การเข้าจับกับโปรตีนโดยตรง ส่วน 
ROS จะใช้การออกซิไดซ์หมู่ซัลไฟด์ของโปรตีน(53) โดยการส่งสัณญาณส่ือสารของ ROS มักจะเกี่ยวกับการ
แบ่งตัว การเจริญเติบโต และการตายของเซลล์ โดยส่งกระตุ้นผ่านทางเอนไซม์ transcription factors และ 
nuclear factors ต่างๆ เช่น NF-B, MAP-kinase/AP-1, peroxisome proliferation-activated receptor 
(PPARs), extracellular signal regulated kinase1/2 (ERK1/2) และ Na+/H+ exchanger ฯลฯ เป็นต้น ซึ่ง
โปรตีนเหล่านี้มีกรดอะมิโน cystein เป็นองค์ประกอบสูงท าให้ค่า reduction potential ต่ า มีความว่องไวต่อ
การเปล่ียนแปลงภาวะรีดอกซ์ภายในเซลล์เรียกว่า redox sensitive protein ยกตัวอย่างเช่น การจับระหว่าง  
growth factor กับ growth factor receptor มีผลเพิ่มระดับ cAMP ภายในเซลล์ท าให้ภาวะรีดอกซ์ภายในเซลล์
เปล่ียนแปลง เกิดการกระตุ้นโปรตีนไคเนส ( kinase) ท าให้เกิดปฏิกิริยา phosphorylation นักวิทยาศาสตร์

[1] 

[2] 
(A) 

(B) 
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พบว่าโดยมาก ROS จะไม่กระตุ้นการ  phosphorylation โดยตรง แต่มักจะยับยั้งการ  dephosphorylation จึง
ท าให้การ phosphorylation โดยรวมเพิ่มขึ้น อีกทั้งเอนไซม์ kinase เช่น protein kinase c ก็ถูกกระตุ้นจาก 
ROS ได้โดยตรง (40) 

สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

ร่างกายมนุษย์เรามีระบบการป้องกันอันตรายจากอนุมูลอิสระไม่ให้มาท าอันตรายนั่นก็คือ 
สารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นสารท่ีมีความสามารถในการสะเทิน (neutralize) อนุมูลอิสระโดยการให้อิเล็กตรอน
หรือไฮโดรเจนอะตอมหนึ่งตัวหรือมากกว่าแก่อนุมูลอิสระ ท าให้อนุมูลอิสระมีความไวในการท าปฏิกิริยากับสาร
อื่นลดลงหรือหมดไปโดยเมื่อสารต้านอนุมูลอิสระให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระไปแล้วก็จะกลายเป็นอนุมูลอิสระ
ที่เฉื่อย ไม่ไวต่อปฏิกิริยา  สารต้านอนุมูลอิสระสามารถป้องกันหรือหน่วงเหน่ียวอันตรายอันเกิดจากอนุมูลอิสระ
ได้จากหลายกระบวนการ เช่น ท าปฏิกิริยาจับโลหะไม่ให้เข้าร่วมในปฏิกิริยาสร้างอนุมูลอิสระ เก็บกินอนุมูล
อิสระ ท าลายปฏิกิริยาลูกโซ่อนุมูลอิสระ หรือเข้าเป็นส่วนหนึ่งของเครือข่าย redox antioxidant ของร่างกาย ดัง
ภาพท่ี 2.3 และควบคุมการแสดงออกของยีนของเซลล์ต่างๆ ให้เหมาะสม มนุษย์รู้จักการน าสารต้านอนุมูล
อิสระมาใช้เป็นเวลานานมาแล้ว ในสมัยจีนโบราณเชื่อว่า การมีอายุวัฒนะนั้นเกิดการมีธาตุหยิน (เย็น : 
antioxidant) และหยาง (ร้อน: oxidant) ในร่างกายสมดุลกัน แพทย์จีนโบราณใช้การรักษาสมดุลนี้ในการรักษา
สุขภาพผู้ป่วยให้แข็งแรง ปัจจุบันความรู้ทางวิทยาศาสตร์สรุปว่า สมดุลหยินและหยางก็คือ สมดุลสารต้าน
อนุมูลอิสระ-อนุมูลอิสระน่ันเอง(54) ร่างกายเรามีสารต้านอนุมูลอิสระรูปแบบต่างๆ มากมาย ทั้งที่สร้างขึ้นเองใน
ร่างกายซึ่งจะเป็นพวกเอนไซม์หรือโปรตีนต่างๆ ท่ีสามารถจับอนุมูลอิสระไว้กับตัวเอง เช่น albumin หรือเปลี่ยน
อนุมูลอิสระให้เป็นรูปที่ไม่ไวท าให้ไม่สามารถท าปฏิกิริยากับสารอื่น เช่น ferritin ซึ่งเป็นโปรตีนจับเหล็กที่อยู่ใน
กระแสเลือด แต่ถ้าเรามีภาวะอนุมูลอิสระมากกว่าที่สารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายเราจะต้านทานได้ ซึ่งอาจจะ
เกิดจากการบาดเจ็บ ป่วยไข้ ฯลฯ จึงต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระจากภายนอกมาเสริม แหล่งที่พบสารต้าน
อนุมูลอิสระมากและหาง่ายก็คืออาหารที่เรารับประทานนั่นเอง ไม่ว่าจะเป็นเนื้อสัตว์ ไขมัน ผัก ผลไม้ ธัญญา
พืชและสมุนไพรต่างๆ ต่างก็มีสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประโยชน์ท้ังส้ิน สารต้านอนุมูลอิสระท่ีพบในร่างกายได้
แบ่งเป็นสองประเภทคือ สารต้านอนุมูลอิสระท่ีเป็นเอนไซม์ซึ่งเป็นหลักในการป้องกันอนุมูลอิสระและที่ไม่ใช่
เอนไซม์ได้แก่ โปรตีนและไขมัน และสารอื่นๆ  เอนไซม์และโปรตีนที่ท าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระท่ีส าคัญ ได้แก ่

1. Superoxides dismutase (SODs) เอนไซม์นี้มีอยู่ 2 ชนิดคือ SODs ที่บริเวณแอคทีฟมี
แมงกานีสเป็นองค์ประกอบ ( MnSOD) พบในเมทริกซ์ของไมโทคอนเดรียและ SODs ที่บริเวณแอคทีฟมี
ทองแดงกับสังกะสีเป็นองค์ประกอบ ( CuZnSOD) พบในช่องว่าง inter-membrane ของไมโทคอนเดรียและ
กระจายอยู่ตามส่วนอื่นๆ ในเซลล์ เป็นเอนไซม์ที่ใช้ส าหรับก าจัด  O2

„- โดยเฉพาะ โดยจะเปล่ียน  O2
„- ให้เป็น 

H2O2 และออกซิเจนดังสมการ 
 2O2

„- +2H+            SODs              H2O2+ O2  
เมื่อ H2O2 เกิดขึ้นดังนั้นจึงต้องมีเอนไซม์ที่ใช้ก าจัด H2O2 ต่อ เช่น glutathione peroxidase 

และ catalase  SODs มีประโยชน์ในการป้องกันร่างกายในภาวะขาดออกซิเจน (reoxygenation injury)(55) 
โดยเฉพาะในผู้ป่วยที่ผ่าตัดหัวใจแต่หากร่างกายมีเอนไซม์ SODs มากเกินไปอาจก่อให้เกิดกระบวนการ lipid 
peroxidation ได้จาก H2O2 ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาท าให้ปลดปล่อยเหล็กอิสระออกมาจาก ferritin(44)  เพิ่ม activity 
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ของเซลล์โดยเฉพาะเซลล์ไม่ปกติ จากงานวิจัยพบว่า เซลล์มะเร็งที่มีปริมาณเอนไซม์นี้สูงจะมีการพยากรณ์โรค
ที่เลว เซลล์มะเร็งสามารถแพร่กระจายได้รวดเร็วเนื่องจาก SODs สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
Matrix metalloproteinase (MMP) ได้(1) SODs ที่มากเกินไปยังก่อโรคทางเมแทบอลิซึมหลายโรค เนื่องจาก
ปริมาณทองแดงและสังกะสีท่ีสูงมากดังกล่าวอาจท าให้ระบบประสาทท างานผิดปกติ เช่น ในผู้ป่วย Down 
syndrome เป็นท่ีน่าสังเกตว่ารหัสพันธุกรรมของเอนไซม์ Cu-ZnSOD ก็อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 21 เช่นเดียวกัน(56-

58)   

2. Catalase (Cat) ส่วนมากจะอยู่ใน peroxisomes ใช้เพื่อก าจัด H2O2 ท่ีเกิดจากเอนไซม์ 
oxidase ทั้งหลายภายในไซโทพลาซึมแต่พบน้อยมากในไมโทคอนเดรียจึงไม่มีความส าคัญในการก าจัดอนุมูล
อิสระท่ีหลุดจากกระบวนการหายใจระดับเซลล์  

3. Glutathione peroxidase (GPX) ภาพท่ี 2.3 เป็นเอนไซม์ชนิดเดียวในร่างกายมนุษย์ ท่ี
มีธาตุซีลิเนียมเป็นองค์ประกอบ ซึ่งจับอยู่ในรูป selenocysteine ที่แอคทีฟของเอนไซม์ เอนไซม์นี้ท าหน้าที่
ก าจัด H2O2 เช่นเดียวกับ catalase แต่พบมากในไมโทคอนเดรียจึงท างานร่วมกับ SODs โดยดึง glutathione 
(GSH เป็น tripeptide: glu-cys-gly) รูปรีดิวซ์ให้มารับอิเล็กตรอนอิสระกลายเป็น  glutathione รูปออกซิไดซ์ 
GSSG (GSH สองโมเลกุลท่ีเชื่อมกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์) ดังสมการ 

2GSH + H2O2             
GPX                   GSSG + H2O  

GSSG ท่ีเกิดขึ้นสามารถเปลี่ยนกลับเป็น GSH ได้ด้วยเอนไซม์ glutathione reductase ดังสมการ 
  GSSG + NADPH + H+

             
  Gred                2GSH + NADP+ 

4. Glutathione reductase (Gred) เป็นโปรตีนท าหน้าที่เปล่ียน GSSG กลับคืนเป็น GSH 
ได้โดยใช้ NADPH ซึ่งเป็นสารรีดิวซ์ที่พบได้ในร่างกาย ท าหน้าที่ในการบริจาคเอนไซม์นี้มีด้วยกัน 4 ชนิดคือ 
GPx1 พบมากที่สุด GPx2 พบในเซลล์ทางเดินอาหารมีส่วนช่วยในการย่อยอาหารจ าพวกไขมัน GPx3 พบใน
สารน้ าในร่างกายและ GPx4 ซึ่งมีชื่อเรียกอีกอย่างว่า phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 
(PHGPx) ที่นอกจากก าจัด H2O2 แล้วยังสามารถเปลี่ยน fatty acid hydroperoxide ที่เกิดจาก Lipid 
peroxidation ไปเป็นแอลกอฮอล์  

5. Glutathione (GSH) มีความส าคัญท าให้เซลล์ทนต่อภาวะ oxidative damage เพราะ
เป็นสารรีดิวซ์หลักที่ท าหน้าที่ก าจัดอนุมูลอิสระ peroxide และสาร reactive species โดย GSH จะใช้ส่วน 
thiol ที่มีหมู่ sulfhydryl (-SH) ท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระไม่ให้ไปท าปฏิกิริยากับสารอื่นในเซลล์(59-60) 
นอกจากนี้ยังมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึม เช่น ร่วมกับเอนไซม์ NAD(P)H : quinine reductase (QR) 
ดึงอิเล็กตรอนสองตัวออกจากสารเมแทบอไลต์ต่างๆ(61) เป็นต้น การที่ GSH  ภายในเซลล์ลดลงจะส่งผลให้ผนัง
ของไมโทคอนเดรียเกิดความเสียหาย (เนื่องจากขาดการป้องกันจาก GSH) ท าให ้ Cytochrome c สามารถ
หลุดลอดออกมาไปกระตุ้นเอนไซม์ caspase และไปรบกวนการเปิด-ปิดของ channel ของผนังด้านในไมโท
คอนเดรียท าใหก้ระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนในการหายใจระดับเซลล์ผิดปกตจินระดับพลังงานของเซลล์  
(ATP)  ลดลงจน เซลล์ไม่สามารถด ารงชีวิตได้(62) ซึ่งพบว่าเป็นกลไกพิษยาหลายชนิดที่มีต่อตับ ส่วนใหญ่เกิด
จากการท่ีปริมาณ  NADPH  ลดลงเนื่องจากกระบวนการ  Hexose monophophate shunt (HMP)    ซึ่งเป็น
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กระบวนการหลักในการผลิต NADPH ของเซลล์ตับเสียหายจนท าให้การเปล่ียน  GSSG  เป็น  GSH  เกิดขึ้น
ไม่ได้(51-63)    

6. Peroxiredoxin เป็นระบบท่ีใช้ในการก าจัด H2O2 ที่ส าคัญที่สุดในสัตว์ พืชและแบคทีเรีย 
มีรูปร่างเป็น homodimer มีกรดอะมิโนซิสทีนเป็นองค์ประกอบบริเวณแอคทีฟ มีความสามารถในการก าจัด 
H2O2 น้อยกว่า GPx แต่มีปริมาณมากกว่า พบในทุก organelle และในไซโทพลาซึม(40) 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.3: ลักษณะโครงสร้างของ GSH และ GSSG (A), เครือข่ายสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ 
glutathione (GSH) และสารต้านอนุมูลอิสระอื่นๆ ภายในเซลล์ (วิตามินอี, วิตามินซี, lipoic acid) 
(1): ซูเปอร์ออกไซด์ถูกเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) เปล่ียนไปเป็น H2O2 (2): H2O2 
ถูกเอนไซม์ glutathione peroxidase (GPx) ท าลายอย่างรวดเร็วโดยมี GSH เป็นตัวบริจาค
อิเล็กตรอนให้ (3): oxidized glutathione (GSSG) ถูกเปล่ียนกลับไปเป็น GSH ด้วยเอนไซม์ 
glutathione reductase (Gred) โดยใช้ NADPH เป็นตัวบริจาคอิเล็กตรอนให้ (4): โลหะเช่น 
Fe2+, Cu+ สามารถแตก H2O2 ไปเป็น reactive hydroxyl radical (Fenton reaction) (5): OH 
มักท าปฏิกิริยาดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลท่ีอยู่ใกล้ท่ีสุดเช่นกรดไขมันไม่อิ่มตัว (LH) เกิดเป็น 
carbon-centered lipid radical (L) (6): L ท าปฏิกิริยากับโมเลกุลออกซิเจนต่อเกิดเป็น lipid 
peroxyl radical (LOO) (7): LOO ถูกรีดิวซ์โดยวิตามินอี (T-OH) ได้เป็น lipid hydroperoxide 
และอนุมูลอิสระของวิตามินอี (T-O) (8): T-O จะถูกเปล่ียนกลับเป็นวิตามินอีโดย ascorbic 
acid (AscH-) เกิดเป็น ascorbyl radical (Asc-) (9): การเปล่ียน T-O กลับเป็นวิตามินอีโดย 
GSH (10): oxidized glutathione (GSSG) และ ascorbyl radical (Asc-) รีดิวซ์กลับไปเป็น 

GSH และวิตามินซี (11): Dihydrolipoic acid (DHLA) โดยสามารถเปลี่ยนกลับไปเป็น -lipoic 
acid (ALA) โดยใช้ NADPH เป็นตัวบริจาคอิเล็กตรอนให้ (12): lipid hydroperoxide แตกสลาย
ไปเป็นแอลดีไฮด์ซึ่งเป็นสารออกซิไดซ์ที่มีบทบาทส าคัญ เช่น 4-hydroxynonenal (13): 4-
hydroxynonenal เปล่ียนไปเป็น innocuous glutathiyl adduct โดยเอนไซม์ glutathione S-
transferase (GST) (14): lipid hydroperoxide ถูกรีดิวซ์ไปเป็นแอลกอฮอล์และออกซิเจนโดย
เอนไซม์ GPx โดยใช้ GSH เป็นตัวบริจาคอิเล็กตรอนให้ (B) 

(A) (B) 
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7. เอนไซม์เฟส II (phase II xenobiotic detoxification enzyme) เป็นเอนไซม์ที่อยู่ใน   
ไมโทคอนเดรียที่ท าหน้าที่เปล่ียนสารต่างๆ ให้สามารถละลายในน้ าได้มากขึ้นเพื่อท่ีร่างกายจะได้ขับสารเหล่านี้
ออกทางปัสสาวะ พบมากในเซลล์ตับ เช่น glutamate-cysteine ligase (GCL), hemeoxygenase-1 (HO-1), 
Mn-superoxide dismutase (Mn-SOD), quinine reductase (QR), dihyrodiol dehydrogenase (3-HSD), 
expoxide hydrolase (EPHX1), leukotieneB4 dehydrogenase (LTD), aflatoxinB1 dehydrogenase เป็น
ต้น 

8. โปรตีนที่ท าหน้าที่จับโลหะ มีหน้าที่จับและเก็บกักโลหะ เช่น เหล็กและทองแดง ให้
เพียงพอกับท่ีร่างกายต้องการใช้โดยไม่ให้มีโลหะอิสระหลงเหลือในพลาสมา เนื่องจากโลหะอิสระสามารถเร่ง
ปฏิกิริยาในกระบวนการสร้างอนุมูลอิสระ แต่ร่างกายไม่มีกระบวนการก าจัดโลหะส่วนเกินน้ี(44) เหล็กในร่างกาย
มีประมาณ 4 กรัม 60% จับอยู่กับ hemoglobin 10% พบใน myoglobin และที่เหลือเป็นเอนไซม์ที่มีเหล็กเป็น
องค์ประกอบหรือจับกับโปรตีนเช่น transferrin, ferritin, ceruloplasmin, hemoglobin และอัลบูมิน ส่วน
โปรตีนจับทองแดงคือ ceruloplasmin ในร่างกายมีทองแดงประมาณ 80 มิลลิกรัม ส่วนใหญ่ ( 95%) จับกับ
โปรตีนชนิดนี้(41) 

9. สารอื่นๆ ท่ีแสดงคุณสมบัติในการป้องกันเซลล์ เช่น กรดอะมิโน Carnosine และ 
Ansenine ที่พบได้ในกล้ามเนื้อสัตว์มีกระดกูสันหลังทั่วไป สามารถป้องกันการท าลาย DNA จาก Fe2+ และ 
Cu1+ แต่ไม่สามารถป้องกันการท าลายที่เกิดจาก H2O2 แสดงว่ากรดอะมิโนทั้งสองตัวนี้มีสมบัติในการดึงโลหะ
ออกจากปฏิกิริยาแต่ไม่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระนั่นเอง(64) มีรายงานวิจัยอีกว่า เมลาโทนิน 
(melatonin) ระดับ ความเข้มข้นต่ าๆ สามารถเพิ่มปริมาณ GSH ภายในเซลล์ และเพิ่มการอยู่รอดของ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 แต่หาก ทดสอบกับเซลล์เพาะเล้ียงนานขึ้นพบว่า ณ ความเข้มข้นเดียวกันนี้ กลับ
สามารถลดอัตราการอยู่รอดของเซลล์ลง หากเพิ่มความเข้มข้นขึ้นกลับท าให้ GSH ลดลง อีกทั้งเพิ่มภาวะ 
oxidative stress ในเซลล์อย่างรวดเร็ว (15 นาทีหลังทดสอบกับเมลาโทนิน)(51) อัลบูมิน กลูโคส กรดยูริค บิ
ลิรูบิน สารเหล่านี้แม้จะไม่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาก าเนิด OH„ แต่สามารถท าตัวเป็นเป้าหมายของ OH„ โดย
ให้ OH„ ท าลายตัวเองเท่านั้นไม่ไปกับปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่นๆ เรียกว่าเป็น sacrificial antioxidant  นอกจากนี้ 
กรดยูริคและแอสคอร์เบสในพลาสมายังท าหน้าที่เป็น free radical scavenger เก็บกิน O3 และ NO2

„ ซึ่งมิให้
เกิด lipid peroxidation ต่อไปและพบว่ามีปริมาณสูงหากร่างกายเกิดภาวะ acute oxidative stress(43) 

สารต้านอนุมูลอิสระอื่นๆ จะได้รับจากภายนอกร่างกาย ส่วนมากจะได้รับจากอาหารที่เรา
รับประทานได้แก่  

1. วิตามิน เป็นสารท่ีร่างกายต้องการน้อยแตข่าดไม่ไดม้ีความจ าเป็นต่อการท างานของ
ร่างกาย มีหน้าทีน่ าสารอาหารหลัก เช่น โปรตีน ไขมันและคาร์โบไฮเดรตไปใช้ในการสร้างเนื้อเยื่อและผลิต
พลังงานส าหรับการด ารงชีวิต และจ าเป็นส าหรับการท างานของอวัยวะต่างๆ เช่น การสร้างเม็ดเลือดแดง  การ
แข็งตัวของเลือด การสร้างกระดูก การมองเห็น และการท างานของระบบประสาท วิตามินแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มคือ 
ก. วิตามินที่ละลายในน้ า เช่น กลุ่มวิตามินบีและวิตามินซี นักวิทยาศาสตร์พบว่า pyridoxine และ niacin มี
ส่วนช่วยป้องกันการเกิดภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวาน(65) และ ข . วิตามินที่ละลายในไขมัน เช่น แคโรทีน
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และเบตาแคโรทีน วิตามินด ีวิตามินเค และวิตามินอี ซึ่งมีด้วยกันหลายไอโซฟอร์มโดย -tocopherol เป็นตัวที่
มีประสิทธิภาพมากที่สุดและเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในส่วนไขมันที่ส าคัญที่สุดในร่างกาย ท าหน้าที่เป็นตัว
ยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่จาก lipid peroxidation(42) 

2. เกลือแร่ มีบทบาทความส าคัญเช่นเดียวกับวิตามินคือร่างกายต้องการน้อยแต่ขาดไม่ได้ 
ท าหน้าที่เป็นโครงสร้างของร่างกาย องค์ประกอบของเซลล์เนื้อเยื่อ เส้นประสาทและเอนไซม์รวมถึงฮอร์โมนต่าง 
ๆ ช่วยควบคุมการท างานของกล้ามเนื้อในทุกอวัยวะ สามารถแบ่งเกลือแร่ออกเป็น 2 กลุ่ม  คือ 1. เกลือแร่หลัก 
เช่น ก ามะถัน คลอรีน แคลเซียม โคบอลต์ ซิลิคอน โซเดียม โป ทัสเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม แมงกานีส 
เหล็ก และไอโอดีน 2. เกลือแร่ส่วนน้อย เช่น   โครเมียม  ซีลีเนียม ทองแดง นิกเกิล โบรมีน โบรอน ฟลูรีน โม
ลิบดินัม วานาเดียม สตรอนเทียม สังกะสี อะลูมิเนียม  

3. กรดไขมันจ าเป็น (Essential Fatty acid) คือ linoleic acid (ω-3) พบมากในน้ ามันพืช 
และ γ-linoleic acid (ω-6) พบมากในน้ ามันปลา 

4. โพลีฟีนอลและไบโอฟลาโวนอยดส์  ซึ่งจะกล่าวถึงในหัวข้อถัดไป นอกจากสารหลักๆ 
ดังที่กล่าวมาแล้วยังมีสารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพอื่นๆ เช่น ผักกล่ินแรงจ าพวกหัวหอม กระเทียม จะมี
สารประกอบซัลเฟอร์จ านวนมากซึ่งจะถูก hydrolyze ด้วยเอนไซม์ myrosinase ในร่างกาย ให้เป็นสาร 
sulforaphane ซึ่งสามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม ์ phase II ท าให้สามารถหยุดกระบวนการเพิ่ม
ประสิทธิภาพสารก่อมะเร็งได้หลายชนิด(66) หรือสาร phytosterols ซึ่งเป็นไขมันชนิดหน่ึงทีส่กัดได้จากพืช 
นักวิทยาศาสตร์พบว่า มาร์การีนมี sterol จ าพวก stigmasterol, campesterol และ β-sitosterol สามารถช่วย
ลดการหล่ังโปรตีน apoB100 และระดับโคเรสเตอรอลเอสเตอรใ์นเซลล์ตับ HepG2 แล้วยังสามารถลดการหล่ัง
โปรตีน apoB48 จากเซลล์ล าไส้เล็ก CaCo-2 อีกด้วย(67) 

             บทบาทของสารต้านอนุมูลอิสระยังเป็นที่ถกเถียงกันอยู่ในปัจจุบันเนื่องจากยังมีบทความ 
และงานวิจัยมากมายให้ผลที่ไม่สอดคล้องกัน ในการศึกษาความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระภายนอก
ร่างกาย (In vitro) โดยการวัดด้วยวิธีทางเคมี Oxygen radical absorbance assay (ORAC), 
phytochemoluminescence assay (PLC), Trolox equivalence antioxidant capacity (TEAC), Total 
antioxidant scavenging assay (TOSCA), Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay (DPPH), Total radical 
trapping antioxidant parameter (TRAP), Ferric reducing ability of plasma method (FRAP), 
Thiobarbituric acid reactive substances test (TBARS)  พบว่าให้ผลค่าสารต้านอนุมูลอิสระสูงแต่เมื่อ
ทดลองกับเซลล์เพาะเล้ียง สัตว์ทดลอง (In vivo) หรือการทดสอบทางคลินิก (Clinical trial) แล้วกลับไม่เห็นผล
หรือผลไม่เป็นไปตามคาดหมาย เช่น การทดสอบแบบ In vitro สารบางชนิดกลับสร้างผลเสียต่อร่างกายเลย
ด้วยซ้ า เช่น β-carotene ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสร้างวิตามินเอที่ตับและมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
แต่รายงานการทดสอบการป้องกันโรคแบบ randomized lung cancer chemoprevention trial 3 ฉบับกลับ
สรุปว่า β-carotene ทั้งแบบให้เดี่ยวและให้รวมกับสารต้านอนุมูลอิสระตัวอื่นไม่สามารถป้องกันโรคหัวใจและ
มะเร็งในอาสาสมัคร แต่ยังเพิ่มอุบัติการณ์เกิดโรคมะเร็งปอด โรคหัวใจและอัตราการตายโดยเฉพาะผู้ป่วยที่สูบ
บุหรี่และดื่มจัด(68-71) นอกจากนี้วิตามินเอยังลดการดูดซึมของวิตามินอีอีกด้วย (72) รายงานท่ีเกี่ยวกับวิตามินอี
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หรือวิตามินซีก็มีความขัดแย้งกันอย่างมากคือ รายงานบางส่วนกล่าวว่าวิตามินอีขนาดสูงๆ น้ันสามารถลด
อัตราตายและป้องกันโรคหัวใจได้ แต่งานวิจัยบางส่วนท่ีไม่พบผลต่อการป้องกันโรคอีกทั้งเชื่อว่าเมื่ออยู่ใน
สภาพท่ีไม่มีอนุมูลอิสระแล้ววิตามินทั้งคู่จะเป็นอนุมูลอิสระเสียเอง(73) ซึ่งอาจเป็นเพราะปัจจัยต่างๆ ท่ีแตกต่าง
กันในแต่ละการทดลอง เช่น คนเชื้อชาติหนึ่งอาจให้ผลการทดลองดีกว่าอีกเชื้อชาติหนึ่งหรือช่วงที่ศึกษา เช่น 
หากให้ในคนก่อนเกิดโรค ( primary prevention) จะให้ผลลดความเส่ียงที่ดีกว่ากลุ่มที่เกิดโรค ( secondary 
prevention) และสภาวะในการทดลองต่างๆ ว่ามีการควบคุมดีเพียงใด และใช้เวลาในการติดตามผลนาน
เท่าใด อีกทั้ง biomarkers ที่ใช้ก็มีประสิทธิภาพ ความไว ความแม่นย า ความถูกต้องสะท้อนถึงภาวะในร่างกาย
จริงๆ ได้ไม่เหมือนกัน (74) บางการวิจัยใช้ biomarker ตรวจวัดเพียงตัวเดียวก็รายงานการวิจัยแล้วไม่ได้
ตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายจริงๆ เนื่องจากสภาวะแวดล้อมที่แตกต่างกัน
ระหว่างภายนอกและภายในร่างกายอาจท าให้สารต้านอนุมูลอิสระน้ันแสดงคุณสมบัติเปลี่ยนไป เช่น ขนาดการ
ดูดซึมและการสะสมในร่างกาย ขนาดความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของสารที่ให้ในแต่ละการทดลอง ต าแหน่ง
ออกฤทธิ์ภายในเซลล์เนื้อเยื่อหรือสารน้ านอกเซลล์ การท าปฏิกิริยากับสารหรือเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระตัวอื่น
ภายในเซลล์ การท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ต่างๆ กลายเป็นสารเมแทบอไลต์ซึ่งมีความสามารถในการเก็บกิน
อนุมูลอิสระ การก าจัดสารก่อมะเร็ง ลดภาวะ oxidative stress และมีผลต่อการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่าง
จากสารเดิม(75) ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการก าหนดมาตรฐานการวิจัยด้านน้ีให้ครบถ้วนตรงกันเพื่อผลที่ถูกต้อง 
สามารถน าไปพัฒนาเป็นสารหรือยารักษาโรคได้จริง 

โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยดส์และสารประกอบอื่นๆ  

นอกจากวิตามินและเกลือแร่แล้ว สมุนไพรและพืชหลายชนิดยังมีสารต้านอนุมูลอิสระ
ปริมาณสูงซึ่งไม่ใช่วิตามินหรือเกลือแร ่ยกตัวอย่างเช่น Garcinia indica (kokam) ซึ่งเป็นเครื่องเทศที่ใช้แกงใน
ประเทศอินเดีย(76), เปลือกต้น Astronium urnuderuva ท่ีใช้กันมากในบราซิล(77) ถั่วสีชนิดต่างๆ เช่น ถั่วแดง ถั่ว
สีน้ าตาล และด า ( Phaseolus Vulgaris L.)(78) สารสกัดจากต้น Achillea santolina  เป็นยาสมุนไพรโบราณใช้
ในการรักษาโรคเบาหวานและอาการอักเสบท่ีประเทศอิรัก และ Phyllanthus niruri  ซึ่งใช้ในการรักษาโรคตับ  
อักเสบและความเจ็บปวดต่าง ๆ  ที่ประเทศอินเดีย(79) สารเหล่านี้สามารถเก็บกินอนุมูลอิสระต่างๆ และเป็นตัว
ให้อิเล็กตรอนที่ขาดแก่อนุมูลอิสระและยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่(80) จึงมีการน าพืชผักสมุนไพรเหล่านี้มาใช้
อย่างแพร่หลายในการรักษาและบ ารุงสุขภาพจากอดีตจนถึงปัจจุบัน สารดังกล่าวนี้เรียกว่า โพลีฟีนอล  
(polyphenol) ซึ่งเป็นสารท่ีพืชสร้างขึ้นเพื่อใช้ป้องกันตนเองจากสิ่งแวดล้อมที่เป็นอันตราย มีสูตรโครงสร้างเป็น
หมู่ phenol (hydroxybenzenes) ต่อกันมากกว่า 2 หมู่ขึ้นไป ดังภาพท่ี 2.4 A-B ในธรรมชาติ โพลีฟีนอลมี
รูปแบบที่หลากหลายจากการบิดของโครงสร้างและการปลดน้ าออกจากโมเลกุลฟีโนลิกหลายแห่งจึงมีหลายไอ
โซเมอร์ นอกจากนี้โพลีฟีนอลยังเชื่อมกับโพลีฟีนอลตัวอื่นและหมู่น้ าตาล มักเป็นน้ าตาลพวกกลูโคสและแรม
โนส 1, 2 หรือ 3 โมเลกุล โดยหมู่น้ าตาลนี้มีอิทธิพลต่อลักษณะทางเคมี ลักษณะทางกายภาพ และฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของโพลีฟีนอล เนื่องจากท าให้สมบัติการละลายน้ าของโพลีฟีนอลลดลง แต่อาจมีประโยชน์ช่วยในการ
แพร่แบบ passive transport ผ่านเข้าผนัง brush border ของเซลล์ล าไส้ เมื่อผ่านเข้าสู่เซลล์ล าไส้แล้วโพลีฟี
นอลจะถูกแยกหมู่น้ าตาลออกเป็นล าดับแรกโดยเอนไซม์ glycosidase ส่วนมากโพลีฟีนอลในพืชมักสูญเสีย 
และแตกสลายไปตั้งแต่ในกระบวนการปรุงอาหารแล้วโดยจะสลายเปล่ียนเป็นตัวที่มีโครงสร้างเล็กลงไป เหตุนี้
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ร่างกายจึงมักได้รับฟลาโวนอยดส์ในปริมาณที่ต่ ากว่ากรดฟีโนลิก (phenolic acid) เสมอแต่มีข้อยกเว้นส าหรับ
โปรแอนโทไซยานินและแอนโทไซยานินส์ ซึ่งทนทานต่อการแตกสลายมากกว่าฟลาโวนอยดส์ตัวอื่น  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.4: ลักษณะโครงสร้างพื้นฐานของโพลีฟีนอลเรียกว่าหมู่ phenol (A),  ลักษณะโครงสร้างของโพลีฟี
นอลหลัก 4 ประเภท (B)  คือ Phenolic acid (B-1), Lignans (B-2), Flavonoids (B-3) และ 
Stilbenes (B-4), หมู่ฟังก์ชันบนโครงสร้างฟลาโวนอยดส์ท่ีมีผลต่อการออกฤทธิ์เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระมีดังต่อไปนี้ 1. หมู่ไฮดรอกซิล ณ ต าแหน่งคาร์บอนท่ี 3 บนวงแหวน  A/C และ
ต าแหน่งคาร์บอน 3 และ 4 บนวงแหวน   B เมื่อมีทั้งหมู่ไฮดรอกซิลอยู่ทั้งต าแหน่งคาร์บอน 3 และ 
4 รวมกันเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า Catechol o-dihydroxy จะเสริมฤทธิ์ป้องกันเซลล์ได้ดีกว่าการมี
หมู่ไฮดรอกซิล ณ คาร์บอนต าแหน่งคาร์บอน 3 หรือ 4 เพียงตัวเดียว 2. พันธะคู่ระหว่างคาร์บอน
ต าแหน่งที่  2 และ 3 รวมทั้งออกซิเจนในต าแหน่งที่ 4 บนวงแหวน  C ท าให้อิเล็กตรอนวิ่งบนวง
แหวนอย่างเสถียรไม่ไปท าปฏิกิริยากับสารอื่น(81) 3. หมู่ไฮดรอกซิล ณ ต าแหน่งคาร์บอนท่ี 3 บนวง
แหวน C และ/หรือ 5, 7 บนวงแหวน A(60) (C) 

ฤทธิ์ทางชีวภาพของโพลีฟีนอลในการป้องกันและยับยั้งอนุมูลอิสระขึ้นกับหมู่ฟังก์ชัน เช่น 
ภาพท่ี 2.4C เนื่องจากบริเวณเหล่านี้มคีวามสามารถในการดึงดูดอิเล็กตรอนมากที่สุดและเป็นบริเวณท า
ปฏิกิริยากับโปรตีนและโลหะไอออนต่างๆ สามารถรับอิเล็กตรอนอิสระได้ดีและคงตัวอยู่ได้หลังจากรับ
อิเล็กตรอนอิสระไปแล้ว(82)  จึงท าให้โพลีฟีนอลมีความสามารถในการยับยั้งอิเล็กตรอนอิสระมากกว่าวิตามินอี
หรือวิตามินซี เนื่องจากโพลีฟีนอลมีวงแหวนอะโรมาติกที่มีหมู่ไ ฮดรอกซิลเกาะอยู่มากกว่าและเมื่อบริจาค
อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมให้อนุมูลอิสระแล้วก็จะกลายเป็นอนุมูลอิสระเฉื่อยที่มีอิเล็กตรอนท่ีไม่ครบคู่ วิ่ง
รอบโครงสร้างวงแหวนอะโรมาติกไปเรื่อยๆ ซึ่งมีความเสถียรมากกว่าและความสามารถท าปฏิกิริยาน้อยกว่า
อนุมูลอิสระอื่นๆ ต่างจากวิตามินอีที่เมื่อรับอิเล็กตรอนอิสระเข้าไปจะต้องมีตัวรีดิวซ์ เช่น วิตามินซี มารับ
อิเล็กตรอนและเปล่ียนวิตามินอีรูป oxidized form กลับเป็นรูป reduced form ดังเดิม กล่าวคือโพลีฟีนอล
สามารถ form stable free radical ได้ดีกว่านั่นเอง(83)  โพลีฟีนอล (PPH) ยังท าหน้าที่เป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัว
สุดท้ายของปฏิกิริยาลูกโซ่ โดยการบริจาคไฮโดรเจนอะตอมให้อนุมูลอิสระอย่างรวดเร็วดังสมการ  

RO„ +PPH                                 ROH+ PP„  
ฟีนอลิล (PP„) ที่เกิดขึ้นจะเสถียร และท าหน้าที่เป็นตัวจบปฏิกิริยาลูกโซ่ จากการท า

ปฏิกิริยากับสารอนุมูลอิสระตัวอื่นดังสมการ(84)    

(A) 

(C) 

(B-1) (B-4) 

(B-3) (B-2) 

1 

1 

2 

3 

2 
3 4 5 6 

7 

3 
4 



17 
 

 

RO„+PP„                                 ROPP         
นอกจากนี้โพลีฟีนอลยังกระตุ้นการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระอื่นๆ เช่น เอนไซม์  

phase II ท่ีจะเร่งการขับสารพิษ สารออกซิเดนซ์ ออกจากร่างกาย และเหน่ียวน าระบบเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ
ภายในเซลล์ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น รวมทั้งยับยั้งการท างานเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 บางตัวได้
อย่างเฉพาะ(85) รวมถึงเอนไซม์ก่อการอักเสบ เช่น  cyclooxygenase และ lipoxygenase ด้วย(84) การป้องกัน
ร่างกายดังกล่าวนี้ขึ้นกับปริมาณโพลีฟีนอลที่ร่างกายดูดซึมได้เป็นหลัก ซึ่งการดูดซึมมักแปรตามความสามารถ
ในการละลายน้ าของโพลีฟีนอลนั่นเอง การละลายน้ าของโพลีฟีนอลก็จะขึ้นกับโครงสร้างโมเลกุลเช่น หมู่เมทิล 
หมู่ไฮดรอกซิลหรือหมู่น้ าตาล และมวลโมเลกุลเป็นส าคัญ โดยพบว่าการละลายน้ าจะ ลดลงเมื่อมีการเติมหมู่
น้ าตาล หมู่ไฮดรอกซิลหรือไอออนใหก้ับโมเลกุลโพลีฟีนอล แต่จะท าใหส้ามารถผ่านเข้าผนังเซลล์ได้ง่ายขึ้น(81)  
โครงสร้างโพลีฟีนอลแต่ละชนิดที่แตกต่างกันท าให้การดูดซึมต่างกันด้วยเป็นเหตุให้ปริมาณโพลีฟีนอลที่พบใน
ร่างกายแต่ละชนิดมีปริมาณมากน้อยไม่เท่ากัน นอกจากนี้การตัดหมู่น้ าตาลออกโดยแบคทีเรียในทางเดิน
อาหารให้เป็นสารฟีโนลิกรูปแบบง่ายๆ อาจท าให้การดูดซึมเปล่ียนไป โพลีฟีนอลมักมีการดูดซึมบริเวณ brush 
border membrane ที่ล าไส้เล็ก(86) ปริมาณโพลีฟีนอลในพลาสมาจะขึ้นสูงสุดหลังจากดูดซึม 1-2 ชั่วโมงและจะ
ลดลงอย่างรวดเร็ว เมื่อดูดซึมเข้ามาในร่างกายแล้ว โพลีฟีนอลจะเข้าสู่กระบวนการเมแทบอลิซึมโดยเอนไซม์ใน
ร่างกายให้อยู่ในรูปอะไกโคน (aglycone: ไม่มีหมู่น้ าตาลเกาะ)  และถูกเติมหมู่ฟังก์ชันต่างๆ เช่น หมู่เมทิล หมู่
ซัลไฟด์ หมู่น้ าตาล อย่างรวดเร็ว หากได้รับในปริมาณน้อยๆ กระบวนการเมแทบอลิซึมเหล่านี้จะเกิดที่ชั้น 
mucosa ของล าไส้เล็กเลย(86) แต่หากได้รับโพลีฟีนอลในปริมาณมากๆ เช่น ระดับ pharmacological dose 
แหล่งที่เกิดขบวนการเมแทบอลิซึมหลักคือ ตับ เอนไซม์หลักในการเมแทบอลิซึมโพลีฟีนอลคือ  CYP1A2 และ 
CYP2E1(87) มีรายงานวิจัยว่า สามารถตรวจพบโพลีฟีนอลรูปอะไกโคนได้ในพลาสมาโดยมี half-life ยาวนาน
กว่าและร่างกายขับออกช้ากว่ารูปที่มีหมู่น้ าตาลเกาะ จึงท าให้ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ดีกว่า(88)  

โพลีฟีนอลแบ่งเป็น 4 ประเภท  

1. กรดฟีโนลิก (Phenolic acid) มีประมาณ 30% ของโพลีฟีนอลทั้งหมด ท่ีพบมากที่สุด
คือ Caffeic acid รองมาคือ Ferulic acid กรดฟีโนลิกในธรรมชาติจะสร้างพันธะเอสเตอร์กับน้ าตาลส่วนมาก
คือกลูโคส อยู่ในรูป  polyol เช่น Garlic acid(88) มีรายงานวิจัยชี้ว่ากรดฟีโนลิกที่พบมากในอาหารเช่น Caffeic 
acid, 3,4‟dihydroxy-phenylacetic acid (PAA) มีผลในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเต้านม T47D 
ซึ่งเกิดจากการท่ี PAA สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ nitric oxide synthase และ caffeic acid 
สามารถจับกับรแีซพเตอรค์ือ Aryl hydrocarbon receptor (Ahr) ท าให้มีผลลดการแสดงออกของยีนและการ
ท างานของเอนไซม์ CYP1A1 และกระตุ้นให้เซลล์ตาย(89) Chlorogenic acid พบมากในผลไม้ เช่น พลัม 
แอปเปิล เชอร์ร่ี มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระและสามารถจับกับ Benzodiazepine receptor ลดอาการกังวล 
(anxiety) ได้(90) 

2. ลิกนิน (Lignin) พบไม่มาก ส่วนใหญ่พบในเมล็ดปอ (flaxseed) และน้ ามันเมล็ดปอจัด
ว่าเป็นสาร phytoestogens สามารถจับกับ estrogen receptor ยับยั้งการเจริญเติบโตของมะเร็งเต้านม 
นอกจากนี้เมล็ดปอยังมีปริมาณเส้นใยสูง สามารถลดการดูดซึมไขมันเข้าเซลล์ล าไส้ 
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3. สติเบนส์ (Stibenes) พบไม่มาก โดยตัวที่เป็นหลักของกลุ่มนี้คือ Resveratrol พบในพืช 
สมุนไพรต่างๆ และไวน์แดง มีฤทธิ์ต้านการเกิดมะเร็งโดยการยับยั้งเอนไซม์ cytochrome P450 1B1(91) 

4. ฟลาโวนอยดส ์(Flavonoids) มีประมาณ 60%  

ฟลาโวนอยดส์เป็นโพลีฟีนอลที่พบมากสุดในอาหาร มีสูตรโครงสร้างเป็น  3-คาร์บอนเชื่อม
กับวงแหวนไพแรนหรือวงแหวนไพรอนเรียกว่า CHO Tricyclic flavalium cation (C6-C3-C6) หรือ Flavone 
Skeleton มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระป้องกันเซลล์ดังนี้ 1) ฟลาโวนอยดส์จับกับโลหะป้องกันไม่ให้เข้า
ร่วมปฏิกิริยาในการสร้างอนุมูลอิสระ เก็บกินโมเลกุลออกซิเจนและไนโตรเจนที่ไวต่อการท าปฏิกิริยา และ
ถึงแม้ว่า  ฟลาโวนอยดส์จะจับเป็นคอมเพล็กซ์กับโลหะไอออนแล้วก็ยังมีความสามารถในการเก็บกินอนุมูล
อิสระได้อีก 2) เหน่ียวน าการท างานเอนไซม์เฟส II ซึ่งเป็นกลไกส าคัญในการป้องกันและก าจัดสารพิษจากเซลล์      
3) ฟลาโวนอยดส์อาจไม่ได้ป้องกันเซลล์ผ่านการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระหรือท าปฏิกิริยากับโลหะ แต่จากการ
เข้าจับกับเป้าหมายเฉพาะได้โดยตรง เช่น รีแซพเตอร์ ผนังเซลล์ เอนไซม์ ท่ีเกี่ยวข้องกับการส่งสัณญาณส่ือสาร
ของเซลล์และควบคุมการแสดงออกของยีนท้ังในระดับ transcription และระดับ down-regulation pathway 
เช่น ระดับ post-transcription, translation และ post-translation ทั้งนี้ฟลาโวนอยดส์ต่างชนิดกันก็จะมีการดูด
ซึมแตกต่างกันดังที่กล่าวไปแล้ว โดยน้ าตาลที่จับกับฟลาโวนอยดส์จะมีส่วนช่วยในการดูดซึมเข้าทางล าไส้เล็ก
ผ่านทาง sodium-dependent glucose transporter 1 (SGLT1) เช่น ร่างกายจะดูดซึม Quercertin aglycone 
ประมาณ 24% แต่หากเป็น quercertin glycoside จะดูดซึมถึง 52% ฟลาโวนอยดส์ท่ีไม่ถูกดูดซึมก็มีประโยชน์
เช่นกันในการช่วยดูแลรักษาระบบทางเดินอาหารโดยเฉพาะเซลล์กระเพาะอาหารและล าไส้ แต่ฟลาโวนอยดส์ท่ี
รับประทานเข้าไปน้ีก็มักถูกแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารและกรดในกระเพาะอาหารสลายไปเสียก่อน 
ดังนั้นการรวมตัวเป็นโอลิโกเมอร์จึงท าให้ฟลาโวนอยดส์ทนทานต่อการสลายได้มากกว่า อีกทั้งเซลล์ล าไส้จะมี
โปรตีน Multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) บนผนังเซลล์ท าหน้าที่เป็นช่องทางขับฟลาโว
นอยดส์ไกลโคไซด์ออกจากเซลล์ รวมทั้งการท่ีโปรตีนพลาสมาจะจับกับฟลาโวนอยดส์ไว้ถึง 99.1 % ซึ่งมีผลต่อ
ลักษณะเภสัชจนลศาสตร์ของฟลาโวนอยดส์(87) ด้วยเหตุนี้ปริมาณฟลาโวนอยดส์รูป active ในร่างกายจึงต่ า
มาก ดังนั้นการศึกษาที่จะใช้ประโยชน์จากฟลาโวนอยดส์ในการเสริมหรือรักษาสุขภาพจึงต้องค านึงถึง
ความสามารถในการรับฟลาโวนอยดส์และการขับฟลาโวนอยดส์ออกจากเซลล์(92) รวมถึงขนาดฟลาโวนอยดส์ท่ี
จะใช้ศึกษาด้วยเพราะการได้รับฟลาโวนอยดส์ท่ีมากเกินไปจะเป็นอันตราย พิษของฟลาโวนอยดส์มักเกิดจาก
การรับในปริมาณมากแบบเรื้อรัง (Chronic pharmacologic dose) เช่น การรับประทาน Genistein มากกว่า 
500 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน มีผลเสียต่อโครงสร้างและการท างานของเซลล์ตับ(93) 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5  : การจับพันธะระหว่างฟลาโวนอยดส์และโลหะไอออนไม่ให้ไปเร่งปฏิกิริยาสร้างอนุมูลอิสระ ซึ่งแม้จะ
จับเป็นโครงสร้างเชิงซ้อนกับโลหะ ฟลาโวนอยดส์ก็ยังสามารถเก็บกินอนุมูลอิสระอื่นๆ ต่อได ้

ฟลาโวนอยดส์จะใช้หมู่ไฮดรอซิล
สร้างพันธะกับโลหะ เพื่อมิให้มี
โลหะอิสระไปเร่งปฏิกิริยา Fenton 
reaction ได้ 
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รายงานวิจัยหลายฉบับมีหลักฐานว่าฟลาโวนอยดส์ในอาหารอาจมีประโยชน์ต่อร่างกาย 
จากงานวิจัยพบว่า สารสกัดจากรวงผ้ึง (propolis) อาจมีส่วนลดพิษของยาต่อตับและเม็ดเลือด เช่น พาราเซตา
มอลและยาตา้นมะเร็ง Cyclophophamide และ Vinblastine(60) การรับประทานแอบเปิล 600 กรัมต่อวันมีผล
ป้องกันการแตกสลาย DNA ของลิมโฟไซด์คนปกติจาก H2O2

(94) สารสกัดรากต้น English Spinach สามารถลด
การท าลายไขมันและ DNA จากสารออกซิไดซ์ Ferric nitrilotriacetate (Fe-NTA) ที่ท าลายเซลล์ตับ(61) สาร
สกัดจากต้นสะเดา (Neem) และใบกะเพรา (Holy basil) สามารถปรับการแสดงออกของยีนควบคุมการเม
แทบอลิซึมไขมันและการสังเคราะห์สารไซโตคายที่มีความส าคัญต่อความเส่ียงในการเกิดโรคหัวใจ เช่น LDLR, 
LXR, PPAR, CD-36, c-myc และ PPAR(38) สมุนไพร Chamomile, rosehip, hawthorn, lemon rerbena 
และชาเขียว สามารถรักษาการติดต่อส่ือสารของเซลล์ผ่านทาง Gap-junction ซึ่งมีความจ าเป็นในการคงความ
สมดุลระหว่างการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตของเซลล์ให้เป็นปกติ(95) สารสกัดโพลีฟีนอลที่พบในเมล็ดของ 
Silybum marianum สามารถรักษาระดับ GSH ต้านการผลิต ROS และ lipid peroxidation ในเซลล์ผิวหนัง 
HaCaT ท่ีฉายด้วยแสงอัลตราไวโอเล็ตเอ  และลดการแตกสลายของ DNA มีประโยชน์ท่ีจะใช้ในการรักษาผิว
ไหม้แดดหรือผิวหนังอักเสบได้(62) แครอท, ขื้นฉ่าย, ผักชี, ยี่หร่า, ผักชีฝรั่ง รวมถึงขมิ้นชันสามารถกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ เนื่องจากสามารถกระตุ้นการเพิ่มจ านวน การท างานและการหล่ังไซโตคายน์ 
IFN-8(96) ในประเทศฝร่ังเศสและแถบเมดิเตอร์เรเนียนซึ่งผู้คนมีปัจจัยเส่ียงต่อการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด
สูงแต่อุบัติการณ์ที่เกิดจริงนั้นต่ ามากเรียกปรากฏการณ์นี้ว่า  French paradox  เนื่องจากคนในแถบนี้นิยมดื่ม
ไวน์แดงซึ่งมีปริมาณฟลาโวนอยดส์เข้มข้นที่สามารถป้องกันมิให้  platelet‟derived growth factor  (PDGF)  
ซึ่งเป็นสาร  mitogenic  และ  chemotatic  อย่างแรง กระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและเหนี่ยว
ท าให้เม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดมาบริเวณอักเสบดังกล่าว(97) นักวิจัยคาดว่าประโยชน์ต่อร่างกายนี้เกิดจาก
กลไกที่ฟลาโวนอยดส์เหล่านีช้่วยเพิ่มระดับเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น catalase และ superoxide 
dismutase (SODs)(95) ช่วยในการคงระดับ GSH ในเซลล์ไวเ้พื่อใช้ป้องกันอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้น(60) ช่วยลดระดับ 
oxidative stress ภายในเซลล์ ยับยั้งการท าลาย  DNA จากสารพิษ(94) ออกฤทธิ์ส่งเสริมสัณญาณที่ ห้าม
กิจกรรมโปรตีน caspase-3(62) และรบกวนการท างานโปรตีนซึ่งส่งสัญญาณเป็น  chemotaxis  และ  
mitogenic(97) รวมถึงช่วยเพิ่มปริมาณ Ca2+ อิสระภายในเซลล์โดยการปลดปล่อยจากแหล่งเก็บภายในเซลล์
และรับเพิ่มจากภายนอก ส่งผลให้มีการผลิต  NO„  เพิ่มขึ้น(98) จากที่กล่าวมาทั้งหมดนี้ จะเห็นได้ว่า ฟลาโว
นอยดสม์ักไม่ได้มีผลต่อร่างกายผ่านทางการต้านอนุมูลอิสระมากนัก แต่ฟลาโวนอยดส์มีผลดีต่อร่างกายโดย
การท าตัวเป็นสารส่ือสัณญาณเสียมากกว่า(99) เราสามารถแบ่ง ฟลาโวนอยดสต์ามโครงสร้างระหว่างวงแหวน 
B หรือ C และการออกซิเดชันของออกซิเจนบนวงแหวนได้เป็น  6 ประเภทคือ Flavonol, Flavones, 
Flavanones, Flavanols หรือ Catechins, Isoflavones และ Anthocyanidins ฟลาโวนอยดส์ในธรรมชาติจะมี
หมู่น้ าตาลเกาะเรียกว่าพวก glycoside (ชื่อสารจะลงท้ายด้วย “in”) และกลุ่มที่ไม่มีหมู่น้ าตาลเกาะเรียกว่า 
aglycone (ชื่อสารจะลงท้ายด้วย “etin” หรือ “ idin”)(100) นอกจากนี้ยังมีฟลาโวนอยดส์ท่ีจับต่อกันเป็นโมเลกุล
ใหญ่เรียกว่าแทนนิน (tannin) มักรวมตัวกันแน่นเรียกว่า โปรแอนโทไซยานิน ปัจจุบันค้นพบโปรแอนโทไซยานิน
ในอาหารจากพืชเพียง 3 ชนิดคือ procyanidins([epi]catechin-polymers), 
prodelephinidins([epi]gallocatechin polymers) และ propelargonidins([epi]afselechin)(101) 
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1. ฟลาโวนอลส์ ( Flavonols) ฟลาโวนอลส์ตัวหลักที่พบมากคือ Myricetin, Fisetin, 
Kaempferol และตัวที่พบได้ในอาหารมากที่สุดคือ Quercetin โดยเฉพาะในหัวหอมและชา Quercetin ความ
เข้มข้นต่ า (5-10 M) เสริมฤทธิ์กับ Eallagic acid ยับยั้งการแบ่งตัวเพิ่มและกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว MOLT-4(102) และมีงานวิจัยพบว่า Fesitin, Quercetin, Chysin, Morin และ 3-hydroxyflavones 
สามารถยับยั้งการเกิด lipid peroxidation ของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง เข้าเกาะกับไขมันและโปรตีน
องค์ประกอบบนผนังเซลล์โดยเฉพาะทริปโตเฟน ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างของโปรตีน เพิ่มความคงตัว
ของเซลล์เม็ดเลือดแดงเมื่ออยู่ในสภาวะ hypotonic(103) 

2. ไอโซฟลาโวนส์ ( Isoflavones) ไอโซฟลาโวนส์หลักที่พบมากคือ Genistein, Daidzein 
และ Glycetein พบมากในถั่วเหลือง มีคุณสมบัติคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจน จึงมีส่วนช่วยในการป้องกันมะเร็ง
เต้านมและโรคกระดูกพรุน(104) อีกทั้งยัง มีผลเพิ่มระดับสเตอรอยด์ภายในเซลล์ตับ HepG2 โดยการเพิ่มระดับ 
Sterol regulatory element binding proteins (SREBP) และเพิ่มการแสดงออกของยีนเอนไซม์ HMG-CoA 
synthase(105) และ LDLR แต่ลดระดับ HMG-CoA reductase(106) ท าให้สามารถลดระดับโคเรสเตอรอลจาก
พลาสมาได ้

3. ฟลาวาโนนส์ ( Flavanones)  ฟลาวาโนนส์หลักที่พบมากคือ Taxifolin, Naringenin 
และ Hesperetin พบมากในผลไม้รสเปร้ียว เช่น ส้ม  มีรายงานวิจัยที่พบว่า มีฤทธิ์ ยังลดการหล่ัง apo-B จาก
เซลล์ตับ HepG2 โดยเกิดจากการลดการ hydrolysis และลดปริมาณของโคเรสเตอรอลเอสเตอร์ภายในเซลล์
ซึ่งเป็นผลจากการลดการแสดงออกแบบจ าเพาะต่อยีนที่ถอดรหัสเอนไซม ์ ACAT2 ลดกิจกรรมของเอนไซม์ 
ACAT ท้ัง 2 ไอโซฟอร์ม และโปรตีน Microsomal triacylglycerol transfer protein (MTP) ซึ่งเป็นโปรตีนที่น า 
โคเรสเตอรอลเอสเตอร์ใส่ให้ apoprotein แต่จะเ พิ่มการแสดงออกของยีน LDLR  ผู้วิจัยชี้ว่าผลที่เกิดขึ้นนี้อาจ
เกิดจากการจับระหว่างฟลาวาโนนส์กับ p-glycoprotein ซึ่งเป็น efflux pump ที่ท าหน้าที่ในการขับสาร
โดยเฉพาะสาร lipophilic โมเลกุลเล็กๆ อีกทั้งคุณสมบัติที่สามารถเพิ่มการแสดงออกของ LDLR แต่ไม่เพิ่มการ
แสดงออกของ HMG-CoA reductase นั้นเป็นคุณสมบัติที่คล้ายคลึงกับผลการทดสอบของฮอร์โมนเอสโตรเจน
กับเซลล์ จึงเชื่อว่าใช้กลไกในการออกฤทธิ์แบบเดียวกัน(107)  
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ตารางที่ 2.1: โครงสร้าง ชื่อ และแหล่งที่พบของฟลาโวนอยดส์ประเภทต่าง  ๆ

Flavonoid subgroup Representative 
flavonoid 

Food source 

 

Flavonoid subgroup Rrepresentative 
flavonoid 

Food source 

 

Flavanols 

 

 
 

EGCG 

Epigallocatechin 

Catechin 

Epicatechin 

Chocolate, 
beans, tea, 
red wine, 

apple, cherry, 
apricot 

Flavonols 

 

Quercetin 

Myricetin 

Kaempherol 

Rutin 

Onion, apple, 
cherry, broccoli, 
tomato, berries, 

tea, red wine, leek 

Flavones 

 

 
 

Luteolin 

Apigenin 

Chrysin 

Capsicum 
pepper, 
thyme, 
Celery, 
Parsley 

Isoflavonoids 

 

 

Genistein 

Daidzein 

Soya beans, 
legumes 

Flavanones 

 

 
 

Naringenin 

Hesperidin 

Eriodictyol 

Orange, 
Grapefruit 

Anthocyanidins Pelargonidin 

Cyanidin 

Malvidin 

Rhubarb, cherry, 
stawberry, red 

wine, black rice, 
red rice 

4. ฟลาวานอลส์ ( Flavanols) ฟลาวานอลส์ตัวหลักที่พบคือ Catechin และ 
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) พบมากในใบชาโดยเฉพาะชาเขียว ส่วนชาด าและชาอูหลงจะพบได้
น้อยกว่าเนื่องจากกระบวนการหมักใบชาท าให ้ Catechin เกิดการออกซิเดชันเป็นสารประกอบโพลีฟีนอล
เชิงซ้อนหรือเรียกอีกอย่างว่า โปรแอนโทไซยานิน ชาเขียวสกัดสามารถลดผลข้างเคียงและป้องกันเซลล์ตับจาก
การใช้ยารักษาโรคมะเร็งเต้านมชนิดพึ่งพาฮอร์โมน Tamoxifen ซึ่งจะผลิตอนุมูลอิสระออกมาปริมาณมากเมื่อ
เข้าสู่กระบวนการเมแทบอลิซึมที่ตับท าให้เซลล์ตับได้รับความเสียหาย(63) Catechin ยังสามารถเพิ่มค่า 
antioxidant activity ในเลือดของสัตว์ทดลองให้สูงขึ้น(108) EGCG เป็นฟลาวานอลอีกชนิดหน่ึงที่สามารถ
กระตุ้นให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว B-lymphocyte ให้ตายได้โดย EGCG จะออกฤทธิ์เป็น pro-oxidant ไปเพิ่ม
ระดับการผลิต ROS ภายในเซลล์ ท าลายผนังไมโทคอนเดรียเสียหายจนท าให้ Cytochrome c หลุดรั่วออกมา
ในไซโทพลาซึมไปกระตุ้นกระบวนการตายของเซลล์และ EGCG ยังจับกับ Ca2+ channel ไม่ให้เปิดออก(109) อีก
ทั้งยังรบกวนเซลล์มะเร็งตับมิให้จับกับฮอร์โมนเจริญเติบโต เช่น insulin-like growth factor-1 (IGF-1)(110) 
รวมถึงมีประโยชน์โดยการเพิ่มมวลกระดูกและยับยั้งเซลล์ osteoblast ไม่ให้กลายเป็นตัวแก่(111) ป้องกันเซลล์
ประสาท(112) และยังเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ กระตุ้นและเร่งการก าจัดสารพิษออกจากร่างกายด้วยกลไกต่างๆ 
โดยเฉพาะผ่านทางกระบวนการ tyrosine kinase(113) 
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5. ฟลาโวนส์ ( Flavones) ฟลาโวนส์ตัวหลักที่พบคือ Luteolin พบมากในพริกหวานและ 
Apigenin พบในขื้นฉ่ายและโวโกนิน Luteolin มีฤทธิ์เป็นสารต้านอักเสบท่ีแรงที่สุดในบรรดาฟลาโวนอยดส์
ทั้งหมดโดยยับยั้งการหล่ังสาร TNF-α และ TNF- จากเม็ดเลือดขาวมิให้ออกมาในซีรัม (114) อีกทั้งลดการ
แสดงออกของ COX-2 ในสัตว์ทดลองที่มีภาวะอักเสบท้ังแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง(115) Luteolin ยังสามารถลด
อัตราการสร้าง O2

„- ในร่างกายและมีส่วนส าคัญในการลดการอักเสบในสัตว์ทดลองแบบ In vivo แต่กลับไม่
พบว่ามีผลดีอย่างไรกับอาการโรคหัวใจ(116-117)  

6. แอนโทไซยานินส์ (Anthocyanins) ซึ่งจะขอกล่าวในหัวข้อถัดไป  

นอกจากทั้งหมดที่กล่าวมาแล้วยังมีฟลาโวนอยดส์อีก 2 ชนิดที่พบได้ปริมาณน้อยนั่นคือ 
ชาลโคน (Chalcone) สามารถสกัดได้จาก Zucagnia punctata พบว่าสามารถป้องกัน DNA จากสารพิษที่มี
ฤทธิ์เป็น genotoxic เช่น 4- nitroquinline-n-oxide (4-NQO) และ benzo[a]pyrene ได้(118) และฟลาโว
นอยดสเ์ชิงซ้อน (Proanthocyanidin) ซึ่งเป็นฟลาโวนอยดส์ท่ีรวมตัวกันแน่น (condense tennin) มีโมเลกุล 
ฟลาโวนอยดส์ต่อกัน 17 ตัวขึ้นไปจึงท าให้มีต าแหน่ง catechol หรือ pyrogallol site มากขึ้นและมีน้ าหนัก
โมเลกุลมาก โปรไซยานิดิน (procyanidin) แบบ di หรือ trimer  ที่ไม่ใหญ่เกิน 7 ยูนิตจะสามารถผ่านเซลล์ผนัง
ล าไส้เล็กโดยจับกับ organic anion membrane carrier ที่ชื่อ bilitranslocase เข้าสู่กระแสเลือดได้โดยตรง 
จากงานวิจัยพบว่าโปรไซยานิดินของ flavan-3-ols แบบ di, tri, หรือ oligo-mer ที่พบในเมล็ดองุ่น (PA) 
สามารถป้องกันสารก่อมะเร็ง phorbol-12-myristate-13-aetate (PMA) ท่ีออกฤทธิ์คล้าย epidermal growth 
factor (EGF) ยกตัวอย่างเช่น s-phenylmercapturic acid  ไม่ให้ท าอันตราย DNA และลดกิจกรรมของ 
respiratory burst ของเซลล์ fibroblast ของหนู อีกทั้งลดการปลดปล่อย  H2O2 จากเม็ดเลือดขาวที่ถูกกระตุ้น
ด้วย PMA ผลการทดลองชี้ว่า PA มีคุณสมบัติป้องกันเซลล์จากสารก่อมะเร็งและป้องกันพิษแบบ genotoxic 
damage ได้ (119) นอกจากนี้ช่วยส่งเสริมการท างานของระบบสืบพันธุ์เพศหญิงโดยเข้าปรับการแสดงออกของ
ยีนที่เกี่ยวข้องเช่น PGHS-2, TIS116 และ FOXO3 เป็นต้น(120)  

แอนโทไซยานินส ์สารสีในพืชผักและมีประโยชน์ต่อสุขภาพ 

แอนโทไซยานินส์คือ สารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยดส์แบ่งได้เป็นประเภทท่ีไม่มีหมู่
น้ าตาลเกาะเรียกว่า แอนโทไซยานิดิน ( Anthocyanidin) มีมากกว่า 400 ชนิดในธรรมชาติ แต่ที่พบมากมี
ประมาณ 6 ชนิดคือ Pelargonidin (Pg), Cyanidin (Cy), Malvidin (Mv), Petunidin (Pt) และ  Delphinidin 
(Dp) ส่วนอีกประเภทคือ มีหมู่น้ าตาลเกาะเรียกว่า แอนโทไซยานิน ( Anthocyanin) ที่มักพบมี 3 ชนิดคือ 
Cyanidin glycoside (Cy-g), Delphinidin glycoside (Dp-g) และ Pelargonidin glycoside (Pg-g)(121) แอน
โทไซยานินส์สามารถละลายน้ าได้ดีมีสูตรโครงสร้าง ดังภาพท่ี 2. 6 และชื่อเรียกแอนโทไซยานินส์ ดังตารางที่ 
2.2 แอนโทไซยานินส์พบมากในพืชหลายชนิดโดยเป็นสารรงควัตถุที่มีสีเหลืองเข้ม แดง ชมพู บานเย็น ม่วง น้ า
เงิน และด า มีมากในชั้น kernel, aleurone และ percarp ของพืช(36) ในธรรมชาติแอนโทไซยานินส์มักไม่อยู่ใน
รูปแอนโทไซยานิดิน แต่จะจับรวมเป็นโครงสร้างเชิงซ้อนกับสารสีชนิดอื่นๆ ( intermolecular copigment) เช่น 
flavone, flavonol และ tannin หรือจับกับโลหะกลายเป็นสารรงควัตถุสีน้ าเงิน(122) และเกาะกับหมู่น้ าตาล  (O-
glucosylated)  ซึ่งส่วนใหญ่มี 4 แบบคือ 3 ‟monosides,  3‟binosides, 3’5’ diglycosides และ 3’7’ 
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diglycosides(121) แต่สามารถพบแอนโทไซยานิดินในพืชได้เช่นกัน โดยสามารถตรวจพบสาร  Apigeninidin 
จากต้น Sorgham(123) พืชที่พบแอนโทไซยานินส์มากจะเป็นผลไม้สีแดงด านั่นเอง เช่น เชอร์ร่ี บลูเบอร่ี พลัม 
องุ่น  สตรอเบอรี่ ราสเบอรี่ เป็นต้น นอกจากจะพบในผลไม้หรือดอกไม้แล้วยังสามารถพบได้ในธัญญาพืช เช่น  
ข้าวโอ๊ตสีน้ าเงินด า  ( Triticum aestirum L.CV. Hedong Wumai)  ตรวจพบ  Cyanidin-3-glucoside, 
Cyanidin-3-galactoside, Pelargonidin-3-glucoside และ Peonidin-3-glucoside  สูงและสามารถลดพิษ
ของ H2O2 และ lipopolysaccharide ซึ่งเป็น endotoxin จากแบคทีเรียแกรมลบได้(17) ต้น buckwheat sprout 
และกากกาแฟก็พบ cyanidin-3-O-rutinoside มาก(124-125) ร่างกายมนุษย์เราได้รับแอนโทไซยานินส์จากอาหาร
ประมาณ  180  ถึง  250  มิลลิกรัมต่อวัน (126) แอนโทไซยานินส์สามารถผ่านกระเพาะอาหารได้ในปริมาณที่
มากกว่าฟวาโวนอยด์ตัวอื่นๆ เนื่องจากสามารถทนและคงสภาพในสภาวะเป็นกรดของกระเพาะอาหารได้ดี
(27,127) แอนโทไซยานินส์จะถูกดูดซึมที่กระเพาะอาหารและล าไส้ได้โดยตรงหลังจากรับประทานเนื่องจากตรวจ
พบได้ในกระแสเลือดทันที(128-129) แม้ว่าเป็นปริมาณที่ต่ ามาก (1% ของขนาดที่รับประทาน) อีกทั้งแอนโทไซยา
นินส์มีประจุบวกบนวงแหวน ซึ่งต่างจากฟลาโวนอยดส์ตัวอื่นท าให้ยากต่อการขับออกจากเซลล์ล าไส้ผ่าน
ช่องทาง Multidrug resistance-associated protein 2 ( MRP2) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าให้ร่างกายดูดซึมฟลาโว
นอยดส์ไกลโคไซด์อย่างมีขีดจ ากัด(87) นักวิทยาศาสตร์คาดว่าแอนโทไซยานินส์มีการดูดซึม เมแทบอลิซึม และ
ขับออกจากร่างกายอย่างรวดเร็ว มีรายงานว่าร่างกายจะมีปริมาณแอนโทไซยานินส์ในพลาสมาสูงสุดหลัง
รับประทานไป 2 ถึง 8 ชั่วโมง ซึ่งเป็นแอนโทไซยานินส์เพียง 32 % และเป็นรูปเมแทบอไลต์ 68 % และขับออก
จากร่างกายทางปัสสาวะสูงสุดหลังรับประทาน 3.72 ชั่วโมงในรูปแอนโทไซยานินส์ 32.5% และเมแทบอไลต์ 
67.5%(130) ซึ่งคาดว่าเกิดจากการย่อยด้วยเอนไซม์ของตับอ่อน (pancreatic digestion)(131) โดยสารเมแทบอ
ไลต์ส่วนใหญ่จะอยู่ในรูป glucuro‟ และ sulfo‟conjugation(132) การเมแทบอลิซึมมีความแตกต่างกันในแอนโท
ไซยานินส์แต่ละชนิดขึ้นกับความเข้มข้น ปริมาณที่รับประทานและหมู่น้ าตาลที่เกาะ เช่น delphinidin ไม่พบเม
แทบอลิซึมใดๆ ต่างจาก cyanidin ซึ่งจะมีการเติมหมู่น้ าตาลและหมู่ methyl เข้าไป หรือหากหมู่น้ าตาลที่เกาะ
เป็น rutinose หรือ sambubinose จะท าให้การก าจัดออกจากร่างกายช้าลง และแอนโทไซยานินส์ที่เกาะกับ
น้ าตาลแบบ diglycosides จะคงสภาพได้มากกว่าหมู่น้ าตาล monoglycosides(133)  นอกจากนี้หมู่น้ าตาลยังมี
อิทธิพลต่อการรับแอนโทไซยานินส์เข้าเซลล์ล าไส้อีกด้วย(134) โดยพบว่าน้ าตาลที่ต าแหน่งคาร์บอนท่ี 3 ซึ่งมีผล
ต่อความคงตัวของแอนโทไซยานินส์ แต่การเกาะของหมู่น้ าตาล ณ ต าแหน่งนี้จะมีผลต่อแอนโทไซยานิน ส์
เฉพาะบางตัวเท่านั้นคือ malvidin (Mv) แต่ไม่มีผลต่อความคงตัวของ cyanidin (Cy), delphinidin (Dp), และ 
petunidin (Pt) ซึ่งน้ าตาลที่มีผลต่อ malvidin มากที่สุดเรียงตามล าดับดังนี้ 
glucosides>galaetosides>arabinosides(26)  

 

 

 

ภาพท่ี 2.6: ลักษณะโครงสร้างของแอนโทไซยานิดิน 
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ตารางที่ 2.2: ชื่อ ตัวย่อ และหมู่ฟังก์ชันที่เกาะ ณ ต าแหน่งต่างๆ บนโมเลกุลแอนโทไซยานินส์ 
  Substitution pattern 

Name Abbreviation 3 5 6 7 3 4 5 Color 

Apigeninidin Ap H OH H OH H OH H Orange 

Aurantinidin Au OH OH OH OH H OH H Orange 

Capensinidin Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Bluish-red 

Cyanidin Cy OH OH H OH OH OH H Orange-red 
Delphinidin Dp OH OH H OH OH OH OH Bluish-red 

Europinidin Eu OH OMe H OH OMe OH OH Bluish-red 

Hirsutidin Hs OH OH H OMe OMe OH OMe Bluish-red 

6-Hydroxycyanidin 6OHCy OH OH OH OH OH OH H Red 
Luteolinidin Lt H OH H OH OH OH H Orange 

Malvidin Mv OH OH H OH OMe OH OMe Bluish-red 

5-Methylcyanidin 5-MCy OH OMe H OH OH OH H Orange-red 

Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H Orange 
Peonidin Pn OH OH H OH OMe OH H Orange-red 

Petunidin Pt OH OH H OH OMe OH OH Bluish-red 

Pulchellidin Pl OH OMe H OH OH OH OH Bluish-red 

Rosinidin Rs OH OH H OMe OMe OH H Red 

Tricetinidin Tr H OH H OH OH OH OH Red 

ลักษณะทางเคมีของแอนโทไซยานินส ์

แอนโทไซยานินส์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ(135-139) สามารถจับกับโลหะต่างๆ เช่น Cu+ ไม่ให้
เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ต่อได้(140) โดยธรรมชาติแล้วแอนโทไซยานินส์เป็นสารท่ีขาดอิเล็กตรอนอยู่ 1 ตัวจึงท าให้มี
ความไวต่อการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิและความเป็นกรดด่าง(141-144) ท าให้เกิดเป็นลักษณะเฉพาะของแอนโทไซ
ยานินส์ที่สามารถเปลี่ยนแปลงสีสันไปมาตามสภาวะแวดล้อม เช่น สีแดง (flavylium cation), สีฟ้า 
(quinonoidal anhydro base), สีเหลือง (chalcone) และไม่มีสี (carbinol pseudo base) ได้ดังที่เราพบเห็น
ได้จากการเปล่ียนสีสันของดอกบานเย็น ซึ่งสามารถอธิบายได้จากการเพิ่มขึ้นของความเป็นกรดด่างท าให้แอน
โทไซยานินส์เกิด  bathochromic shift คือ การเกิด transformation ของโครงสร้างโมเลกุลท าให้มีการดูดกลืน
แสงและสีที่เปล่ียนไป(122) ณ ความเป็นกรดด่าง  เช่น ท่ี pH ประมาณ 3 หรือต่ ากว่าแอนโทไซยานินส์จะ shift 
ไปเป็น flavylium cation ซึ่งมีสีแดง เมื่อความเป็นกรดลดลงจนเป็นกลางจะมีเปล่ียนแปลง เกิดกระบวนการดึง
น้ าออก (dehydration) และ photon-transfer reaction เปล่ียนเป็น quinonoidal base มีประจุลบ เปล่งสีน้ า
เงินออกมาและแตกสลายได้ง่ายขึ้นจึงท าให้แอนโทไซยานินส์ไม่เสถียรเมื่ออยู่ในภาวะเป็นกลางหรือด่างแต่จะ
คงสภาพได้มากกว่าในสภาพท่ีเป็นกรด(145-146) ในพืชผักผลไม้ก็จะมีแอนโทไซยานินส์แต่ละรูปผสมปนเปกัน
อย่างเท่าเทียม(26) ความเสถียรของแอนโทไซยานินส์ยังขึ้นกับหมู่ฟังก์ชันท่ีเกาะอยู่บนโมเลกุลด้วย เช่น หมู่
น้ าตาลที่เกาะ  ณ  ต าแหน่งคาร์บอนท่ี  3  ด้วยเนื่องจากท าให้เกิด  hypsochromic shift  นั่นคือ มีการเปล่ียน
ค่า  pKa  เพิ่มขึ้น ส่วนหมู่ไฮดรอกซิลที่เกาะ ณ  ต าแหน่งคาร์บอนท่ี  5  จะมีผลให้ค่า  pKa  ลดลง ทั้งหมดที่
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กล่าวมานี้มีผลต่อการรับจ่ายโปรตอนจาก  flavylium cation  ของแอนโทไซยานินส์ทั้งสิ้น โดยพบว่า  
Cyanidin-3-0-glucoside  มีความเสถียรมากที่สุด(147)   ท าให้การเก็บรักษาสารสกัดฟลาโวนอยดส์โดยเฉพาะ
แอนโทไซยานินส์จึงเป็นเรื่องยาก เนื่องจากแอนโทไซยานินส์ไวต่อสภาพแวดล้อมรอบข้างมากดังที่กล่าวมาแล้ว 
จากการวิจัยพบว่า monomeric anthocyanins  50% จะคงสภาพได้นานประมาณ  6  เดือนที่อุณหภูมิ  -20  
องศาเซลเซียสและมักสูญเสียไป  25  ถึง  30%  จากกระบวนการคั้นน้ า  แอนโทไซยานินส์จะทนทานความร้อน
อุณหภูมิ  75 องศาเซลเซียส แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น  80 องศาเซลเซียส จะท าให้ปริมาณแอนโทไซยานินส์
ลดลง 20% และ ณ อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส  ปริมาณแอนโทไซยานินส์จะลดลงถึง  53 %  Cyanidin-3-
rutinoside  สามารถทนต่อการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิสูงที่สุด  ส่วน Delphinidin-3-glucoside  และ  
Cyanidin-3-glucoside  จะลดลงถึง  48.3 และ 47 % เมื่อเก็บรักษาสารสกัดไว้ในหลอดทดลองปิดแน่น  ณ  
อุณหภูมิ  8  องศาเซลเซียสในที่มืดเป็นเวลา 1 ปี (148) การตรวจวัดปริมาณแอนโทไซยานินส์ในส่ิงตัวอย่างก็เป็น
เรื่องยากเนื่องจากต้องใช้สารเทียบหลายชนิด ซึ่งหาใช้ได้ยากและมีราคาแพง ส่วนเทคนิคที่ใช้ตรวจวัดก็
ต้องการเครื่องมือราคาแพง เช่น NMR, FAB-MS, LC-MS, API-MS, MAIDI-TOF-MS, FTIR(149),  CZE, 
MEKC(121) และ  HPLC ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการแยกวิเคราะห ์เป็นต้น   

รายงานการวิจัยที่พบว่าแอนโทไซยานินส์มีผลในการป้องกันและยับยั้งการเกิดมะเร็งมี
มากมาย ซึ่งสามารถแบ่งเป็นชนิดของแอนโทไซยานินส์ได้ดังนี้ กลุ่มแอนโทไซยานิดิน เช่น Cyanidin (Cy) มีผล
ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเต้านม(22) และหยุดการเจริญเซลล์ fibroblast ปกติไว้ในระยะ S phase 
Delphinidin (Dp) มีผลหยุดการเจริญของเซลล์ fibroblast ปกติและเซลล์มะเร็งปากมดลูก Hela ไว้ในระยะ 
G1/S phase และหยุดการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้เล็ก CaCo-2 ไว้ในระยะ G2/M phase(134) รวมถึงยับยั้ง
การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเต้านมได้(22,134) Petunidin (Pt) สามารถยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเต้านม(22)  
Malvidin (Mv) มีฤทธิ์กระตุ้นการท างานของ caspase-3 จึงสามารถระงับการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งทางเดิน
อาหาร gastric adenocarcinoma (AGS) ไว้ในระยะ sub-G1 phase อีกทั้งยังยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ HCT-116, มะเร็งปอด NCI-H460, มะเร็งเต้านม MCF-7, และมะเร็งเซลล์ประสาท
ส่วนกลาง SF-268(27) Pelargonidin (Pg) ลดการแบ่งตัวของเซลล์ AGS, HCT-116, NCI-H40, MCF-7 และ 
SF-268 ได้มากกว่า Malvidin(22) นักวิทยาศาสตร์เชื่อว่าหมู่ไฮดรอกซิล ณ ต าแหน่งคาร์บอน 3 บนวงแหวน  
flavalium(22-134) นั่นเป็นตัวแสดงฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง หากมีหมู่น้ าตาลมาจับบริเวณดังกล่าว 
(พบได้ในแอนโทไซยานินทุกตัว) จะมีผลให้ฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ลดลงเช่นเดียวกับการมีหมู่ไฮดรอซิล 
และเมทิลเกาะบนวงแหวน B(22)  ส่วนกลุ่มแอนโทไซยานิน เช่น  Cyanidin-3-0-β-glucoside ยับยั้งการแบ่งตัว
ของเซลล์มะเร็งปอดชนิดแพร่กระจายเร็ว A549(150) สามารถท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ตาย 
(necrosis) แต่ท าให้เซลล์ HL-60 เกิดการเจริญเติบโตเป็น macrophage หรือ granulocyte ตัวแก่ 
(Cytodiferentiation) แทนการตาย (24) เช่นเดียวกับเซลล์มะเร็ง melanoma TVM-A12 ซึ่ง Cyanidin-3-0-β-
glucoside จะยับยั้งการแบ่งตัวเซลล์ไว้ที่ S phase แล้วเพิ่มระดับ  AMP ในเซลล์จึงท าให้เซลล์เริ่มเปล่ียนแปลง
รูปร่างมีลักษณะของการเป็นเซลล์ประสาทมากขึ้น(151) Cyanidin-3-0-β-glucoside ยังลดจ านวนเนื้องอกและ
เนื้อร้ายในหนูท่ีได้รับสารก่อมะเร็ง 12-O-tetradecanoly phorbol-13-acetate (TPA) รวมทั้งป้องกันเซลล์
ผิวหนังหนูจากแสงอัลตราไวโอเล็ตบี (UVB) และสารก่อมะเร็ง TPA ลดขนาดของก้อนมะเร็งและยับยั้งการ
แพร่กระจายและรุกรานของเซลล์มะเร็ง(23) Cyanidin-3-glucoside ยังเพิ่มการแสดงออกของ COX-2 และ 
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TNF- ชี้ว่า Cyanidin-3-glucoside อาจมีคุณสมบัติเป็นทั้ง chemopreventive และ chemotherapeutic(152) 
Cyanidin-3-0-(2G-xylosyslrutinoside) และ Cyanidin-3-0-rutinnoside ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง
ปอดมนุษย์ชนิดแพร่กระจายเร็ว A549 ได้อีกทั้งยังสามารถป้องกันเซลล์ผิวหนังหนู JB6Cl41 จากสารก่อมะเร็ง 
benzo(a)pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide (BPDE)(150)  อีกด้วย นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกว่า Peonidin-3-
glucoside ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเต้านม HS578T และเซลล์มะเร็งปอด Lewis LLC แต่ไม่มีผลต่อ
การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร AGS, เซลล์มะเร็งตับ SKHep-1 และ Huh-7 หรือเซลล์มะเร็งปาก
มดลูก Hela โดย  cyanidins-3-glycoside และ peonidin-3-glycoside จะยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ไว้ใน
ระยะ G2/M เฟส(15)  นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยที่ชี้ว่าแอนโทไซยานินส์ยังมีประโยชน์อื่นๆ อีก เช่น Cyanidin-
3-glucoside มีผลการถอดรหัสโปรตีน glucose transporter 4 (GLUT4)  ส่งผลให้เซลล์รับกลูโคสได้น้อยลง
(153) Cyanidin-3-glucoside ยังช่วยลดการแสดงออกยีนถอดรหัสเอนไซม์ iNOS แล้วเพิ่มปริมาณเอนไซม์  
eNOS(154) และป้องกันมิให ้ lipopolysaccharide  กระตุ้นกระบวกการอักเสบ(155) 

แอนโทไซยานิดินยังช่วยเสริมระบบภูมิคุ้มกันและป้องกันเซลล์จากสารพิษและอนุมูลอิสระ 
เช่น Cyanidin, Pelargonidin และ Delphinidin มีประสิทธิภาพในการป้องกันเซลล์ fibroblast TIG-7 จากพิษ
ของอนุมูลอิสระ linoleic acid hydroperoxide (LOOH) ได้ (145) Cyanidin และ Delphinidin ยังมีผลป้องกัน
เซลล์หัวใจ H9c2 จากพิษยา Doxorubicin (Dox) ซึ่งเป็น anthracyclin antibiotic และเป็นยาต้านมะเร็งหลาย
ชนิด แต่มีผลข้างเคียงคือ ท าให้หัวใจท างานผิดปกติรุนแรงหรือหัวใจวาย เนื่องจากหัวใจมีการเมแทบอลิซึมสูง
แต่หัวใจกลับมีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระป้องกันต่ ากว่าอวัยวะอื่นๆ จึงเป็นเนื้อเยื่อที่ไวต่อภาวะ oxidative 
stress(156)  Delphinidin ก็สามารถป้องกันเซลล์  endothelial  มิให้ตายจากพิษ dioxin หรือ ODQ โดยเพิ่มการ
ท างานและปริมาณของเอนไซม์  guanylyl  cyclase ให้ตัด  guanosine triphosphate (GTP) เป็น cGMP มาก
ขึ้น ซึ่งเป็นตัวควบคุมให้ระดับ Ca2+ ภายในเซลล์สมดุล อีกทั้ง  delphinidin สามารถเพิ่มการแสดงออกของ
เอนไซม์ eNOS ท าให้มีปริมาณ Nitric oxide เพียงพอท่ีจะป้องกันเซลล์(157) Delphinidin ยังมีฤทธิ์ยับยั้งไม่ให้ 
lipopolysaccharide (LPS) endotoxin จากแบคทีเรียแกรมลบเข้ากระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจของหนู RAW264 
ยับยั้งมิให้เพิ่มการแสดงออกของเอนไซม์ COX-2 ซึ่งเป็นเอนไซม์ในการสังเคราะห์ dienoic eicosanoids เช่น 
prostaglandin(PG)E2 ในกระบวนการอักเสบ

(18) Cyanidin สามารถเพิ่มการแสดงออกของ thioredoxin (Trx) 
ซึ่งเป็นสารยับยั้งการท างาน caspase-3 และ apoptosis signal-regulating kinase (ASK) และป้องกัน TNF-
 มิให้เหนี่ยวน าระดับ glutathione ภายในเซลล์ให้ลดลงจนเกิด lipid peroxidation(158) Cyanidin-3-0-β-
glucopyranoside มีฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของ hepatic stellate cells ( HSC) ท่ีเกิดจากพิษของ ferric 
nitrilotriacetate ไม่ให้พัฒนาเป็น  myofibroblast-like phenotype ท่ีอาจพัฒนากลายเป็นตับแข็ง (25) 
Delphinidin, Cyanidin, Petunidin และ Malvidin สามารถก าจัด singlet oxygen ท าให้ระงับการเกิด 
photooxidation  ของเรตินามิให้กลายเป็น bisretinoid fluorophore A2E ซึ่งมีลักษณะคล้ายสารซักฟอกและ
เป็นสาเหตุของโรคตาหลายชนิดและท าให้ผนังเซลล์เรตินาทนทาน A2E มากขึ้น(26) คาดว่าฤทธิ์ของแอนโทไซยา
นินส์น่าจะเกิดจาก 1. โครงสร้าง ortho-dihydroxyphenyl (catechol) บนวงแหวน B 2. โครงสร้าง Diene  บน
วงแหวน C  (Pyrane)(18,26,145) นอกจากนี้คาดว่าการเกิด glycosylation หรือ methylation จะท าให้แอนโทไซยา
นินส์ลดสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระรวมทั้งการรับแอนโทไซยานินส์เข้าเซลล์(156)  
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ข้าวด า ข้าวแดง และข้าวเหนียวด าเป็นแหล่งส าคัญของสารแอนโทไซยานินส์เช่นกัน มีราย
งานวิจัยพบว่าสีจากข้าวมีประโยชน์ต่อสุขภาพหรือป้องกันโรคภัยต่างๆ ได้ ตัวอย่างเช่น สีสกัดจากข้าวญี่ปุ่นมี

คุณสมบัติจ ับ ROS ท่ีเกิดจากเซลล์ผิวหนัง HaCaT ได้รับแสงอัลตราไวโอเล็ตบี  เมื่อน า สีสกัดจากข้าวแยก

องค์ประกอบก็พบว่าเป็น Cyanidin-3-glucoside และ Cyanidin ที่ออกฤทธิ์ดังกล่าวนี้ และยังพบว่าสารสกัดมี
แร่ธาตุเช่นแมงกานีส (Mn) และเหล็ก ( Fe) ในปริมาณสูง จึง เป็นไปได้ว่าแอนโทไซยานินส์อาจเกาะกับแร่ธาตุ
เหล่านี้และ/หรือสารอินทรีย์อื่นๆ เช่น  กรดอะมิโน ช่วยกันเสริมฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระให้แรงยิ่งขึ้น(12) นอกจากนี้
ยังพบว่าสีสกัดข้าวในเกาหลีมีคุณสมบัตเิป็นสารรีดิวซ ์สามารถ ป้องกันผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงจากอนุมูลอิสระ 
lipid peroxyl ไม่ให้เกิด peroxidation และท าหน้าที่ก าจัด O2

„- ผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดอาจมีฤทธิข์ัดขวางการ
ท างานของเอนไซม ์ xanthine oxidase (XOD)   และ ก าจัดอนุมูลอิสระ OH และยังรายงานด้วยว่าสารสกัด
ข้าวดังกล่าวสามารถก าจัด O2

„- ได้ดีกว่าอนุมูลอิสระ OH
(159)   

ข้าว: ลักษณะ สารอาหาร ประโยชน์  

ข้าว (Rice) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Oryza sativa เป็นพืชในกลุ่ม POACEAE 
(GRAMINEAE) เพาะปลูกมากในเขตอากาศอบอุ่นโดยเฉพาะที่ทวีปเอเชีย เช่น ไทย อินเดีย อินโดจีน จีน และ 
ทวีปแอฟริกาตะวันออก 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.7: ภาพหน้าตัดของเมล็ดข้าว ส่วนร าข้าว คือ ชั้น Aleurone layer และ Kernel เป็นชั้นที่มีแอนโทไซ-
ยานินส์ ส่วนของเมล็ดที่สะสมแป้งจะอยู่ที่ชั้น endosperm 

ข้าวเปลือกเมื่อต าเพื่อแยกเปลือกออกจะได้เมล็ดข้าวสีน้ าตาล 80% เมื่อน าข้าวผ่าน
กระบวนการขัดสีก็จะได้ข้าวขาวและร าข้าว ร าข้าวจะอุดมไปด้วยน้ ามันปริมาณมากถึง 20-22% โดยเฉพาะ
กรดไขมันไม่อิ่มตัวจ าพวก oleic, linoleic, linolenic acid และใยอาหาร สามารถแบ่งได้เป็นส่วนท่ีละลายน้ า
ไม่ได้ 42% ที่เหลือเป็นใยอาหารที่ละลายน้ าได้เป็นพวก non-starchy polysaccharides ซึ่งคุณภาพ
คาร์โบไฮเดรตและใยอาหารน้ันพบว่าสูงเมื่อเทียบกับร าโอ๊ต มีรายงานวิจัยพบว่า ร าข้าวทั้งส่วนที่เป็นแป้งและ
น้ ามันสามารถลดระดับโคเรสเตอรอลในพลาสมาหนู(160-162) โดยเฉพาะ LDL และ apo-B แต่ไม่มีผลต่อ 
HDL(160)  และสามารถลดระดับไตรกลีเซอไรด์ในเซลล์ตับ (161) น้ ามันร าข้าว ซึ่งมีปริมาณ γ-Oryzanol และ γ-
tocotrienol สูง สามารถเพิ่มความไวต่ออินซูลินในหนูที่เป็นเบาหวาน กระตุ้นการสันดาปและสังเคราะห์โค
เรสเตอรอลโดยเพิ่มการแสดงออกของยีน LDLR และ HMG-CoA reductase(162) โปรตีนร าข้าวจัดเป็นแหล่ง

oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one] 
(ODQ) 
เป็น inhibitor ของ guanylyl  cyclase 
ท าไมใส่ลงในวงเล็บ 
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โปรตีนอย่างดี พบว่าค่าประสิทธิภาพโปรตีน ( Protein efficiency ratio: PER) คือ 2.0 ซึ่งถือว่าสูง อีกทั้งยังมี
กรดอะมิโนครบถ้วน โดยกรดอะมิโนส่วนใหญ่คือ threonine และ isoleucine ท าให้เกิดอาการแพ้ต่ า 
สารอาหารอื่นๆ ในร าข้าว เช่น inositol ปริมาณสูง ส่วน niacin, riboflavin, tocopherols, tocotrienols 
แมกนีเซียม โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส ก็พบในปริมาณที่สูงกว่าที่ RDI ก าหนดไว้ นอกจากนี้ยังมีสารต้านอนุมูล
อิสระพวก -oryzanol, phytosterol และโพลีฟีนอลอื่นๆ ดังตารางที่ 2.3 ข้าวเมล็ดสีได้ถูกน ามาใช้ในการรักษา
ทางแพทย์แผนโบราณทั่วโลก เช่น ที่ประเทศจีนและไต้หวันให้ผู้ป่วยดื่มน้ าข้าวต้มเพื่อรักษาโรคตับอักเสบ ที่
ประเทศอินเดียนิยมดื่มน้ าข้าวต้มเพื่อรักษาโรคดีซ่านและรับประทานผงเมล็ดข้าวบดเพื่อรักษาโรคไทรอยด์ ที่
ประเทศอิหร่านจะให้ผู้ป่วยรับประทานข้าวเพื่อรักษาล าไส้อักเสบและใช้น้ าข้าวสวนทวารเพื่อรักษาโรคท้องร่วง 
ประเทศเม็กซิโกใช ้เมล็ดรักษาโรคท้องร่วง ส่วนท่ีประเทศญี่ปุ่นนิยมใช้ข้าวด าในการบ ารุงร่างกาย(163)    

ตารางที ่2.3: ปริมาณสารอาหารต่างๆ ท่ีพบได้ในเมล็ดข้าว 
-Oryzanol 
2200-3000 ppm 
Cycloatenyl ferulate 
24-methylene 
Cycloartenyl ferulate 
Campesteryl ferulate 
β-Sitosteryl ferulate 
Stigmastery ferulate 

Tocopherols/Tocotrienols 
220-320 ppm  
-Tocopherol 
β-Tocopherol 
-Tocopherol 
-Tocopherol 
-Tocotrienol 
β-Tocotrienol 
-Tocotrienol 
-Tocotrienol 

Polyphenols 
Ferulic acid 
-Lipoic acid 
Methyl ferulate 
-Coumaric acid 
-Sinapic acid 
Isovitexin 
Proanthocyanidins 

Minerrals 
Megnesium (6250-6440) 
Calcium (303-500) 
Phosphorous (14700-17000) 

Polysaccharides 
Cycloartenol ferulic acid  
Glycoside 
Diferulic-acid complex 
Diferulic-acid-3 Glucose-2-
calcium complex 

Carotenoids 0.9-1.6 ppm 
-Carotene 
-Carotene 
Lycopene 
Lutein 
Zeaxanthone 

Amino acids 
Tryptophen (2100) 
Histidine (3800) 
Methionine (2500) 
Cystein (336-448) 
Cystine (336-448) 
Argenine (108000) 

 

Phytosterols 2230-4400 ppm 
β-Sitosterol 
Campesterol 
Stigmasterol 
5 Avinsterol 
7 Stigmastenol 
Isofucosterol 
Gramisterol 
Citrostdienol 
Obtusifoloiol 
Branosterol 
28-Homotyphasterol 
28-Homosteasteronic acid 
6-Deoxycastasterone 
β-Amyrin 

Phospholipids 
Phosphatidylcholine 
Ethanolamine 
Lysolecithin 

Enzymes 
Glutathione peroxidase 
Methionine reductase 
Superoxidase dismutase 
Polyphenol oxidase 
Aspartate amino transferase 
Isozymes  AAT-1, AAT-2 
Coenzyme Q 10 

B-vitamins 
Thiamin (22-31) 
Riboflavin (2.2-3.5) 
Niacin (370-660) 
Pantothenic acid (36-50) 
Pyridoxin (29-42) 
Inositol/myoninositol 
(1200/1880) 
Biotin (0.1-0.22) 
Choline (930-1150) 
Phytates (1500-1710) 

ข้าวมีประโยชน์ต่อสุขภาพ(164) เนื่องจากมีสารต้านอนุมูลอิสระท าหน้าที่เป็นตัวให้
อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอม เป็นตัวจับโลหะ (metal-chelating) ยับยั้งการเกิด peroxide และ singlet 
oxygen ท าให ้ RONS ถูกก าจัด ยับยั้งเอนไซม์เฟส I ซึ่งเปล่ียนสารก่อมะเร็งให้อยู่ในรูป active แต่เพิ่ม
ประสิทธิภาพและการท างานของเอนไซม์เฟส II ซึ่งท าหน้าที่ในระบบก าจัดสารพิษออกจากร่างกาย เช่น Ferulic 
acid ซึ่งเป็นโพลีฟีนอลที่พบมากในข้าว ท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้งแบบแย่งจับโดยเฉพาะเอนไซม์ที่กระตุ้นสารก่อ
มะเร็งไม่ให้จับกับสารก่อมะเร็ง อีกทั้งยังท าหน้าที่เป็นตัวส่งสัณญาณระหว่างเซลล์และควบคุมการท างานของ
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เซลล์ให้สมดุล เช่น สาร inositol-hexa-phosphate อีกทั้งเนื่องจากสาร phytochemical ที่พบในร าข้าวนั้นจะมี
โครงสร้างโมเลกุลคล้ายคลึงกับสาร bioactive ในร่างกาย เช่น cycloartenol ซึ่งเป็นสารกลุ่มเดียวกับ -
oryzanol จะมีโครงสร้างที่คล้ายกับโคเรสเตอรอล ดังนั้น cycloartenol จึงสามารถแย่งจับกับ active binding 
sites ของ       โคเรสเตอรอลในตับ และสามารถขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์ โดยเปล่ียนเป็นกรดน้ าดีและสี
น้ าดีทางล าไส้เล็ก ส่งผลให้เกิดภาวะ hypocholesterolemic  propionic acid ซึ่งเป็นโพลีฟีนอลที่พบมากใน
ข้าวเช่นกันจะขัดขวางมิให้ร่างกายดูดซึมไขมัน จึงช่วยลดระดับโคเรสเตอรอล LDL และไตรกลีเซอไรด์ในซีรัมได้
(161) สารชีวภาพในข้าวที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย มีดังนี้ carotenoids พบ 130 ไมโครกรัมต่อข้าว 100 กรัม 
วิตามินบีต่างๆ เช่น Niacin มีหน้าที่ในการคงระดับน้ าตาลในเลือด ป้องกันภาวะ hyperglycemia และควบคุม
การผลิตพลังงานของเซลล์ Pyridoxin เป็นตัวส าคัญในการป้องกันการเกิดภาวะแทรกซ้อนทางประสาทใน
ผู้ป่วยเบาหวาน Biotin ควบคุมการเผาผลาญน้ าตาลของเซลล์ และยังท าหน้าที่คงระดับน้ าตาลในเลือด  

Inositol เป็นสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ ช่วยลดระดับโคเรสเตอรอล ยับยั้งเกร็ดเลือดเกาะผนังหลอด
เลือด ลดไขมันในตับ กระตุ้นการหล่ังอินซูลิน และยับยั้งการเจริญของมะเร็งหลายชนิดเช่นมะเร็งตับ ผิวหนัง 
ล าไส้ และเต้านม วิตามินอ ีเป็นชื่อเรียกโดยรวมของกลุ่มสาร tocopherols และ tocotrienols ซึ่งมีโครงสร้างที่
ประกอบด้วย ส่วนหัวเป็นหมู่ chromanol ต่อกับสาย phytyl- หรือ farnesyl- วิตามินอี และไอโซเมอร์เป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูง สามารถละลายในไขมัน นักวิทยาศาสตร์พบว่า tocopherols สามารถ
ป้องกันสารที่เป็นพิษต่อหัวใจ และพบว่า  tocotrienols(T3) เป็นสารต้านมะเร็งอย่างแรงสามารถยับยั้งเอนไซม์ 
HMG-CoA reductase ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญในการสังเคราะห์โคเรสเตอรอลของเซลล์ตับ ท าให้ลดปริมาณโค
เรสเตอรอล, LDL, apo-B รวมถึง thromboxaneB2 และ platelet factor4 ในกระแสเลือด ท่ีอาจเป็นปัจจัย
เส่ียงต่อการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ -oryzanol เป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีพบได้เฉพาะในร าข้าว มีโครงสร้าง
คล้ายการผสมระหว่าง ferulic acid esters ของ triterpene alcohol กับ phytosterols แบ่งย่อยได้เป็น 5 ชนิด 
ดังตารางที่ 2.3 -oryzanol สามารถป้องกันแสงอัลตราไวโอเล็ต จึงนิยมผสมลงในผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว 
นอกจากนี้ -oryzanol ยังจัดเป็นสาร hypolipidemic และ antiatherogenic เนื่องจากสามารถลดการเกาะ
กลุ่มของเกร็ดเลือดกับผนังหลอดเลือด ยับยั้งการเกิดผังพืดบนหลอดเลือด aortic และการเกิด oxidized-LDL 
นอกจากนี ้ -oryzanol ยังเป็น neuroregulator โดยจะออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทอัตโนมัติคล้ายสเตอรอยด์ 
ควบคุมการเพิ่มปริมาณกล้ามเนื้อในร่างกาย และเป็นสารต้านการกลายพันธุ์และต้านมะเร็ง (164) Oryzafuran 
เป็นผลึกคลิสตัลสีน้ าตาลซีดที่พบได้เฉพาะในข้าวเช่นเดียวกับ γ-oryzanol รายงานวิจัยชี้ว่าสามารถยับยั้ง
อนุมูลอิสระ DPPH„ ได้(11) Phytosterol เป็นสารท่ีมีโครงสร้างที่คล้ายโคเรสเตอรอลจึงแข่งขันกับโคเรสเตอรอ
ลแย่งจับเข้าเซลล์ล าไส้ ด้วยเหตุนี้  phytosterol จึงช่วยลดการดูดซึมและขับ โคเรสเตอรอลออกจากร่างกาย 
นอกจากนี้ phytosterol ยังยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ เต้านม และอัณฑะ จากการเปล่ียนแปลง
สภาพผนังเซลล์และลดกระบวนการอักเสบ โพลีฟีนอล พบ 85.6 มิลลิกรัมต่อข้าว 1 กิโลกรัม ประกอบด้วย 
Cinnamic acid, Ferulic acid, -Coumeric acid, -Lipoic acid และ Sinapic acid เป็นต้น ข้าวด าและข้าว
แดงมีกรดฟีโนลิกประมาณ 1-3% ของน้ าหนักข้าว จะอยู่ในชั้น outer layer ท าหน้าที่หน่วงปฏิกิริยา Fenton 
reaction  โดยกลไกที่ใช้จะต่างจากสาร metal-chelating ตัวอื่นๆ คือจะสร้างสารประกอบเชิงซ้อนกับ Fe3+ ท า
ให้เหล็กไม่สามารถเข้าร่วมในปฏิกิริยา Fenton และ Haber-Weiss เพื่อสร้างอนุมูลอิสระ  OH   แร่ธาตุ ที่พบ
มากในข้าวด าและข้าวแดงคือแมงกานีส (Mn) เหล็ก (Fe), ทองแดง (Cu), สังกะสี (Zn), แอลลูมิเนียม (Al) และ
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โครมเมียม(Cr)(165) โดยเฉพาะแมงกานีส มีงานวิจัยที่พบว่าเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและก าจัด ROS หลักที่พบ
ในข้าวแดง สามารถรถจับกับ O2, 

1O2, OH และ TBARS ไม่ให้ไปท าปฏิกิริยากับสารอื่นเช่นเดียวกับ โครเมียม
ในข้าวแดงจะเข้าจับกับ O2 และ OH ไม่ให้ไปท าปฏิกิริยากับสารอื่น โดยเรียงล าดับความสามารถของสารต้าน
อนุมูลอิสระในข้าวดังนี้ ข้าวแดง >ข้าวด า>ข้าวขาว(166) มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับพบว่าข้าวแดงที่ปลูกในอิตาลี
พบว่า มีแร่ธาตุซิลีเนียมสูงกว่าข้าวขาว(167) ใยอาหาร ข้าวแดงเป็นแหล่งส าคัญของแป้งย่อยยาก ( resistant 
starch) และสารโพลีแซกคาไรด์อื่นท่ีมิใช่แป้ง (Non-starch polysaccharide) ท่ีเรียกว่า ใยอาหาร แบคทีเรียใน
ล าไส้จะย่อยใยอาหารได้เป็น กรดไขมันสายสั้นๆ (short chain fatty acid) จ าพวก acetate, propionate และ 
butyrate ซึ่งกรดไขมันเหล่านี้มีผลในการลดระดับ pH ในล าไส้ใหญ่ท าให้ดูดซึมอิเล็กโทรไลท์และเกลือแร่ เช่น 
Ca2+ กลับได้เพิ่มมากขึ้น จึงมีส่วนในการป้องกันอาการท้องร่วง -ท้องเสียได้อีกทั้ง butyrate ยังเป็นแหล่ง
พลังงานของเซลล์เยื่อบุล าไส้ สามารถลดอาการแผลในล าไส้ และเพิ่มปริมาณ  buck mass(168) แต่ถ้ามีใย
อาหารปริมาณมากเกินไป ใยอาหารจะจับกับสารต้านอนุมูลอิสระหรือสารอาหารอื่นๆ ท าให้การดูดซึม
สารอาหารตัวอื่นๆ ลดลงเรียกว่า “anti-nutrient” 

สีของเมล็ดข้าวที่พบมากมักมีสี แดง น้ าตาล ม่วง และด า มีหลายสายพันธุ์ เช่น Indica, 
Japonica, Heugjinjubyes และ Javanica เป็นต้น ข้าวตระกูลเหล่านี้จะมีปริมาณสารอาหารที่สูงกว่าข้าวขาว
โดยเฉพาะส่วนโปรตีน ใยอาหาร และวิตามินบี (165) ในข้าว Oryza sativa Linn. Indica สารรงควัตถุอยู่ที่ชั้น 
aleurone(169) เมื่อน าสารสกัดรงควัตถุนี้มาท าการทดสอบ พบว่าสารรงควัตถุส่วนใหญ่จะเป็นแอนโทไซยานินส์ 
ซึ่งแอนโทไซยานินส์หลักที่พบจากข้าวเมล็ดสีพันธุ์ Indica คือ Cyanidin‟3-glucoside และ Peonidin-3-0-
glucoside(170-172) นอกจากนี้ยังพบรงควัตถุปริมาณน้อยอื่นๆ เช่น แอนโทไซยานินส์ Cyanidine-3-O-
glucopyranoside, Peonidin-3-0-β-gluecopyranoside แอนโทไซยานิดิน เช่น Cyanidin, Malvidin(173), 
polymeric procyanidin(174) สารฟีโนลิกจ าพวก Anisole เช่น 4-hydroxycinnamic acid (-coumaric), 4,7-
dihydroxyvanillic acid, Photocatechuic acid methyl ester, Syringaldehyde, Vanillin(175-178) สารฟีโนลิก
จ าพวก Ferulic เช่น Sinapinic acids sucrose esters 6’-O-(E)-feruoylsucrose, 6’-O-(E)-sinapoylsucrose 
(179), Ferulic acid sterol ester, -Oryzanol(180) สาร Alkaloid เช่น 4-carbomethoxy-6-hydroxy-2-
quinolone(181)  Phytic acid(182-184) นักวิจัยพบว่า Cyanidin‟3-glucoside และ Peonidin-3-0-glucoside ใน
ข้าวเมล็ดสีมีฤทธิล์ดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งตับ SKHep-1 โดยลดการแสดงออกของเอนไซม์ matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) และ urokinase‟type plasminogen activator (u-PA) ซึ่ง MMPs เป็น
เอนไซม์ proteolytic ท่ีย่อย  extracellular matrix และ basal membrane ท าให้เซลล์มะเร็งรุกรานจากอวัยวะ
แรกแพร่กระจายไปทั่วร่างกาย ส่วน u-PA จะกระตุ้นเอนไซม์ในกระบวนการเปล่ียน plasminogen ไปเป็น 
plasmin และยังกระตุ้นเอนไซม์ MMP(16) แอนโทไซยานินส์และฟีโนลิกที่แยกได้จากข้าวพันธุ ์ Japonica 
สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ aldose reductase เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกระบวนการ polyol pathway 
ท าหน้าที่เปล่ียนน้ าตาล aldose เป็น sorbitol ซึ่งเป็น sugar alcohol มีผลท าให้เนื้อเยื่อเสียหายและเป็น
อันตรายมากในผู้ป่วยโรคเบาหวาน ท า ให้เกิดภาวะแทรกซ้อนหลายประการ เช่น retinopathy และ 
neuropathy(185) มีรายงานวิจัยพบว่า แอนโทไซยานินส์ลดการเกิด lens opacity ในหนูที่เป็นเบาหวาน ผู้วิจัย
คาดวา่ Malvidin-3-glucoside และ Delphinidin-3-glucoside (พบในปริมาณน้อยในข้าวด า) มีฤทธิ์ระงับทีสู่ง
กว่า Cyanidin-3-glucoside, Petunidin-3-glucoside และ Peonidin-3-glucoside (พบปริมาณมาก)(186) 
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งานวิจัยหลายฉบับแสดงว่าสารสกัดข้าวมีประโยชน์ต่อสุขภาพมาก เช่น สามารถลดจ านวนเซลล์อีโอซิโนฟิล 
(eosinophil) ทีก่่ออาการแพ้จากน้ าล้างช่องหลอดลม ( bronchoalveolar lavage fluid) ลดสารก่ออาการ
อักเสบจากลิมโฟไซต์ชนิด helper T-lymphocyte 2 (Th2) และ B-cell เช่น interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-13 
รวมทั้งลดอิมมูโนโกลบูลิน G และ E (IgG, IgE) จาก mast cell ไม่ให้ปล่อย histamine ออกมาจึงสามารถลด
อาการแพ้และอาการอักเสบของหลอดลมหนู ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญในโรคหอบหืด นอกจากนี้รายงานยังกล่าวว่า 
ข้าวด าสามารถป้องกันอีโอซิโนฟิลไม่ให้เข้ามาในอวัยวะเป้าหมาย ท าให้สามารถใช้รักษาโรคภูมิแพ้ต่างๆ  ที่มีอี
โอซิโนฟิลเกี่ยวข้อง เช่น allergic rhinithis, allergic conjunctivitis, asthma, acronic obstructive pulmonary 
disease, atopic dermatitis และ allergic diarrhea(187)  Protocatechuic acid ซึ่งเป็นฟีโนลิกที่สามารถพบได้
ในข้าวเมล็ดสีก็มีฤทธิย์ับยั้งเอนไซม์ tyrosinase (monophenol monooxygenase) ที่อยู่ใน melanosome ของ
เซลล์ผิวหนังไม่ให้เปล่ียนกรดอะมิโน L-tyrosine ไปเป็น DOPA ซึ่งจะเปล่ียนต่อไปเป็นเม็ดสีผิว (melanin)(178) 
สารสกัดจากข้าวดังกล่าวยังขัดขวางสารก่อมะเร็งต่างๆ เช่น ป้องกัน มิให้สารก่อมะเร็ง 12- O-tetradecanoly 
phorbol-13-acetate (TPA) กระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ติดเชื้อไวรัส Estein-Barr กลายพันธุ์เป็นเซลล์มะเร็ง
(188) รวมทั้งลดภาวะไขมันในเลือดสูง ภาวะดื้อฮอร์โมนอินซูลิน ระดับ thiobarbituric acid reative substance 
(TBARS) และ  oxidized glutathione ในเลือดของหนูท่ีรับประทานอาหารที่มีน้ าตาลฟรุคโตสสูง(189) นอกจาก
แอนโทไซยานินส์แล้ว ยังพบ Quinolone alkaloid และ Phenolic acid อื่นๆ ซึ่งเป็นสารเมแทบอไลต์ที่ส าคัญ
จากข้าวเมล็ดสีพันธุ์ Heugjinjubyes ซึ่งสารดังกล่าวมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ(11)  เช่น เดียวกับ -
Oryzanol, tocopherol, polymeric procyannidin และ Oryzafuran(190)  สารสกัดจากข้าวยังเก็บกัก Fe3+ ไว้
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ คาดว่าเกิดจาก phytic acid ที่พบมากบริเวณ aleurone layer ของเมล็ดข้าว(10) 
นอกจากนี้ยังมีสารอื่นๆ ที่มีปริมาณน้อยมากและยังวิเคราะห์ไม่ได้ว่าเป็นอะไร แต่ทราบว่ามีประโยชน์ต่อ
สุขภาพ เช่น กรณีของ ข้าวพันธุ์ไทย RD-7 ที่ออกฤทธิ์เป็นพิษต่อมะเร็ง 4 ชนิดคือ  เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวหนู 
P388, เซลล์กระดูกมนุษย์ HSOS-1, เซลล์มะเร็ง Myeloma หนู X-63‟Ag และเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมนุษย์ 
Jurkat จากทั้งหมด 17  ชนิดที่ใช้ทดสอบแต่ไม่แสดงฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ปกติคือ เซลล์มนุษยe์mbryo 
fibroblasts YH-3, เซลล์จากสายสะดือมนุษย์ KC-T1 และเซลล์บุหลอดเลือดแดงใหญ่วัว PAE โดยโมเลกุลท่ี
ออกฤทธิ์ดังกล่าวพบว่าเป็นโปรตีนขนาด 40 กิโลเดลตัน  สามารถ ทนทานต่อความเย็นความร้อนและ pH ต่ า -
สูง แต่กลับไม่ทนทานต่อเอนไซม ์ trypsin ผู้วิจัยคาดว่าโมเลกุลโปรตีนดังกล่าวน่าจะเป็น DNase หรือ 
RNase(191)  

เมื่อท าการทดสอบผสมข้าวแดงและข้าวด ากับอาหารไขมันสูงให้สัตว์ทดลองรับประทาน
พบว่า กระต่ายมีแผ่นไขมันตามผนังหลอดเลือดน้อยกว่า 50% และมีระดับสารต้านอนุมูลอิสระในกระแสเลือด
เอนไซม์ SODs ในเม็ดเลือดแดง และระดับ HDL รวมทั้ง Apo-AI ในพลาสมาเพิ่มขึ้น อีกทั้งการผลิต ROS และ 
malondialdehyde  จากตับก็ลดลง  เมื่อเทียบกับ กระต่ายที่รับประทานข้าวขาวผสมกับอาหารไขมันสูง ผู้วิจัย
คาดว่าเกิดจากการท่ีข้าวเมล็ดสีมีปริมาณแร่ธาตอุื่น เช่น ซิลิเนียมและสังกะสีและวิตามินสูงกว่าข้าวขาว (14) จึง
ผสมเปลือกนอกข้าวด ากับอาหารไขมันสูงให้กระต่ายรับประทานพบว่า กระต่ายที่รับประทานอาหารท่ีผสม
เปลือกนอกข้าวด ามีปริมาณแผ่นไขมันที่เกาะผนังหลอดเลือด ปริมาณ 8-hydroxyl-z’-deoxyguanosine      
(8-OHdG)  ซึ่งเป็นตัวชี้วัดของการท าลาย DNA และระดับ malondialdehyde  จากหลอดเลือดแดงใหญ่ 
aorta น้อยกว่ากระต่ายที่รับประทานอาหารผสมเปลือกนอกข้าวขาวกับอาหารไขมันสูง ( 66%) แต่ผู้วิจัยไม่พบ
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ความแตกต่างของระดับโคเรสเตอรอล LDL และ  HDL หรือระดับวิตามิ นอใีนพลาสมา รวมทั้งระดับเอนไซม์ 
SODs ในกระต่ายทั้งสามกลุ่ม ผู้วิจัยในการทดลองนี้จึงสรุปว่าปรากฏการณ์ลดแผ่นไขมันบุผนังหลอดเลือดของ
ข้าวสีด าไม่ได้เกิดจากน้ ามันร าข้าว แต่น่าจะเกิดจากสารฟลาโวนอยดส์ท่ีพบมากในชั้นเปลือกนอกของข้าวด า
(192)  ผู้วิจัยจึงท าการทดสอบต่อไปอีก โดยผสมเปลือ กชั้นนอกข้าวด าและเปลือกชั้นนอกของข้าวขาวกับอาหาร
พิเศษ AIN-93G ให้หนูที่ขาด ApoE มาแต่ก าเนิด (apo-proteinE null mice) รับประทานพบว่า หนูที่
รับประทานอาหารผสมกับเปลือกชั้นนอกของข้าวด ามีแผ่นไขมันเกาะผนังหลอดเลือดน้อยกว่าหนูที่รับประทาน
เฉพาะอาหาร AIN-93G และอาหารผสมเปลือกชั้นนอกของข้าวขาว (48 และ 46% ตามล าดับ) ในการทดลอง
ครั้งนี้พบว่าระดับโคเรสเตอรอลในซีรัมจาก plague และหลอดเลือดแดงใหญ่, ลิมโฟไซต์ CD4+, แอนติบอดีต่อ 
Ox-LDL และการแสดงออกโปรตีนและ mRNA ของเอนไซม ์iNOS ลดลง แต่ระดับ HDLในซีรัมเพิ่มขึ้น(193)   

โรคหัวใจและหลอดเลือด 

โรคหัวใจขาดเลือด หรือโรคหลอดเลือดหัวใจตีบ หรือโรคหลอดเลือดโคโรนารี หมายถึง
โรคหัวใจที่เกิดจากการตีบตันของหลอดเลือดแดงที่ส่งเลือดหล่อเลี้ยงกล้ามเนื้อหัวใจ ท าให้เลือดที่ไปเลี้ยง
กล้ามเนื้อหัวใจลดลงหรือชะงักไป เมื่อผู้ป่วยมีภาวะที่กล้ามเนื้อหัวใจต้องการออกซิเจนมากขึ้น เช่น การออก
ก าลังกาย รู้สึกโกรธ เครียด ก็จะท าให้มีอาการเจ็บหน้าอกเป็นครั้งคราว โดยที่ยังไม่มีการตายของกล้ามเนื้อ
หัวใจเกิดขึ้นเรียกว่า โรคหัวใจขาดเลือดชั่วขณะ ( angina pectoris) แต่ถ้ากล้ามเนื้อหัวใจมีการตายเกิดขึ้น
บางส่วน เนื่องจากหลอดเลือดโคโรนารีเกิดอุดตันจากลิ่มเลือดท าให้เลือดไปเลี้ยงหัวใจไม่ได้เลย ผู้ป่วยจะเกิด
อาการเจ็บหน้าอกรุนแรง (angina) ซึ่งผู้ป่วยมักมีภาวะช็อกและหัวใจวายร่วมด้วยเรียกว่า โรคกล้ามเนื้อหัวใจ
ตาย (myocardial infarction) ภาวะที่มีการตีบตันของหลอดเลือด cardiovascular disease (CVD หรือstoke) 
และ coronary heart disease (CHD) นี้พบท่ัวโลกโดยผู้ชายมีโอกาสเส่ียงมากกว่าผู้หญิง และอัตราเส่ียงจะ
เพิ่มขึ้นตามอายุ ส่วนมากมีอาการเริ่มแรกเมื่ออายุมากกว่า 40 ปี การตีบตันของหลอดเลือดแดงนี้มักเป็นผล
จากภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง เนื่องจากมีไขมันเกาะเรียกว่า atherosclerosis ดังภาพท่ี 2.8 ซึ่งอาจมาจากการ
ที่ร่างกายเส่ือมตามวัย นอกจากนี้ยังมีอีกหลายปัจจัยที่ท าให้หลอดเลือดแดงแข็งเร็วขึ้น เช่น การสูบบุหร่ีจัด 
ภาวะไขมันในเลือดสูง โรคความดันโลหิตสูง ความอ้วน ขาดการออกก าลังกาย และเบาหวาน ซึ่งมีรายงานว่า
การฉีดอินซูลินจะลดระดับสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายและเพิ่มการท างานของ growth  factor เช่น rennin-
angiotensin ที่จ าเพาะต่อเซลล์หัวใจแทน ซึ่งอาจเป็นสาเหตุหน่ึงของการเกิดโรคหัวใจในผู้ป่วยเบาหวาน (194)  
atherosclerosis เกิดจาก plaque ที่อุดมด้วยโคเรสเตอรอลเข้าเกาะและสะสมเรื้อรังกับผนังหลอดเลือด 
arteries ขนาดกลางและขนาดใหญ่ อาจไม่แสดงอาการเป็นเวลานาน 20‟30 ปี จนมีขนาดของ plaque ท่ีใหญ่
มาก เมื่อโดนบีบหรือสะกิดจะแตกออกไปกระตุ้นการท างานระบบการแข็งตัวของเลือด เกิดเป็นล่ิมเลือด 
(thrombosis) เข้ากีดขวางทางเดินเลือดไปเล้ียงอวัยวะต่างๆ  กล้ามเนื้อท่ีหล่อเลี้ยงโดยหลอดเลือด Artery จะ
ขาดออกซิเจนและตาย (infraction) คาดว่า Coronary thrombosis เป็นสาเหตุหลักของการเกิดหัวใจวาย และ
หากล่ิมเลือดไปอุดตันที ่ Artery ขนาดเล็ก เช่น Carotid หรือ Basilar ก็เป็นสาเหตุของการเกิดหลอดเลือดใน
สมองแตก (Cerebral infraction)  
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ภาพท่ี 2.8: พยาธิสภาพการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจตีบตันจากการสะสมของไขมันบริเวณผนังหลอดเลือด 
โดย (1): หลอดเลือดปกติ, (2): เริ่มมีแผ่นไขมันมาเกาะตามผนังหลอดเลือดเป็นบางจุด (mild 
atherosclerosis), (3): มีแผ่นไขมันเกาะรอบผนังหลอดเลือดโดยรอบและมีความหนาเพิ่มขึ้น ท า
ให้ทางเดินกระแสเลือดตีบตัน (severe atherosclerosis), (4): เยื่อที่หุ้มแผ่นไขมันแตกออก ไป
กระตุ้นการท างานของระบบการแข็งตัวของเลือดและเกร็ดเลือด จนเกิดเป็นล่ิมเลือดอุดตันกระแส
เลือด ภาพหน้าตัดของหลอดเลือด (A), ภาพตัดขวางของหลอดเลือด (B) 

ปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด 

1. ความดันเลือด  

ความดันเลือดคือ ความแรงที่หัวใจบีบน าเลือดออกจากหัวใจและความต้านทานของหลอด
เลือดขนาดเล็ก โดยความดันเลือดคนปกติคือ 120/80 มิลลิเมตรปรอท ความดันเลือดจะถูกควบคุมโดยการ
เพิ่มปริมาณหรือการท างานของไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide: NO„) ซึ่งสร้างจาก L-arginine โดยใช้เอนไซม์ 
nitric oxide synthetase (NOS) ในร่างกายมีด้วยกัน 3 ไอโซฟอร์มคือ neuronal NOS (nNOS), inducible 
NOS (iNOS) และ  endothelial NOS (eNOS) ซึ่ง nNOS และ eNOS จะถูกควบคุมโดยกลไก 
Ca2+/Calmodulin ภายในเซลล์ผนังหลอดเลือด (endothelium) ส่วน iNOS สามารถผลิต NO„ ได้รวดเร็วโดย
อาศัยการกระตุ้นจากกระบวนการอักเสบหรือจากสารพิษ เช่น lipopolysaccharide และไซโตคายน์ โดยไม่
ขึ้นกับกลไก Ca2+/calmodulin ภายในเซลล์(154) NO„ จะออกฤทธิ์โดยแพร่เข้าเซลล์กล้ามเนื้อเรียบแล้วกระตุ้น
การท างานเอนไซม์  guanyl  cyclase  ซึ่งท าหน้าที่ในการผลิต  cGMP  จนเพิ่มขึ้นไปกระตุ้นการท างานของ 
protein kinase G ท าให้หลอดเลือดขยายตัว(195) นอกจากนี้ NO„ ยังมีคุณสมบัติเป็นสาร antiadhesive, 
antithrombotic และ antiproliferative มีบทบาทส าคัญในการควบคุม tone ของหลอดเลือด การแบ่งตัวของ
เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ การเกาะของเซลล์เม็ดเลือดขาวและล่ิมเลือด การส่ือประสาท ฆ่าเชื้อโรคและเซลล์มะเร็ง 
และปรับสมดุลร่างกาย(153) หากมีปริมาณที่พอเหมาะและช่วยป้องกันการเกิดหลอดเลือดอุดตันได้ ดังภาพท่ี 
2.9 แต่หากมีมากเกินไปจากการอักเสบจะรวมตัวกับ O2

- เป็น  peroxynitrite(193) ก่อให้เกิดพยาธิสภาพหลาย
ประการ เช่น circulatory shock, การอักเสบ และมะเร็ง (154) NO„ ยังสามารถยับยั้งการตายของเซลล์ผนัง
หลอดเลือดได้โดยป้องกันการเพิ่มขึ้นของ caspase 3 ภายในเซลล์(157)  โรคความดันโลหิตสูงจึงหมายถึง การมี

หลอดเลือดปกติ 

หลอดเลือดท่ีมี
พังผืดไขมันเกาะ

โดยรอบ 
ลิ่มเลือด
อุดตัน 

เริ่มมีการ
สะสมของ
ไขมัน
บริเวณ

ผนังหลอด
เลือด 

(B) (A) 
(4) (3) 

(1) (2) 

(2) (1) (3) 
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ความดันเลือดสูงกว่า 140/90 มิลลิเมตรปรอท หากเกิน 160/105 มิลลิเมตรปรอทจะเป็นภาวะความดันโลหิต
สูงรุนแรง ความดันเลือดจะเพิ่มขึ้นตามอายุและในผู้ชายจะสูงกว่าผู้หญิงจนถึงช่วงหมดประจ าเดือนจากนั้นจะ
ไม่ต่างกันมากนัก สาเหตุหลักของความดันสูงมาจากความต้านทานของหลอดเล็กขนาดเล็กที่เพิ่มขึ้น โรคความ
ดันโลหิตสูงมักจะพบในผู้ป่วยที่มีค่า BMI สูง รับประทานโซเดียมและแอลกอฮอล์ปริมาณมาก แต่รับประทาน
โพแทสเซียมน้อย ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อระบบความดันเลือดในวัยกลางคนขึ้นไปมากกว่าคนอายุน้อย เนื่องจาก
การท างานของระบบ rennin-angiotensin ในคนวัยเยาว์ที่ท างานได้เต็มที่ แต่จะเส่ือมลงตามวัยที่มากขึ้น เช่น 
ในการทดลองแบบ randomized controlled trial หน่ึงในผู้ป่วยโรคความดันโลหิตสูงที่มีอายุ 50 ปีขึ้นไปพบว่า 
การรับประทานเกลือลดลงจะช่วยลดความดัน systolic ได้ประมาณ 5‟10 มิลลิเมตรปรอท แต่ไม่มีผลในกลุ่ม
คนปกติ ธาตุโพแทสเซียมซึ่งมักพบมากในผักผลไม้และเนื้อขาวจะช่วยลดความดันเลือดได้ประมาณ 2‟5 
มิลลิเมตรปรอท อาจเป็นเพราะการรับประทานผักผลไม้มากขึ้นจะท าให้การรับประทานเกลือลดลงนั่นเอง มี
การศึกษาพบว่าความดันเลือดที่เพิ่มขึ้นเป็นปัจจัยเส่ียงอันดับหนึ่งของ CVD ส่วนปัจจัยอื่นๆ นั้นแบ่งเป็น
ประเภทท่ีควบคุมไม่ได้ เช่น อายุ เพศ ลักษณะทางพันธุกรรม และปัจจัยเส่ียงที่ควบคุมได้ เช่น การออกก าลัง
กาย การสูบบุหร่ี อาหารที่รับประทาน อาหารมีอิทธิพลต่อการเสี่ยงเป็น CHD ในหลายๆ ทาง แต่ที่ส าคัญและ
ให้ความสนใจมากที่สุดก็คือ 1. ผลของอาหารกับความดันเลือดและระดับโคเรสเตอรอลในกระแสเลือดและ 2. 
ความเส่ียงต่อการเกิดโรคความดันโลหิตสูงจะเพิ่มขึ้น เมื่อผู้ป่วยมีน้ าหนักเกินและเป็นโรคเบาหวานหรือดื่ม
แอลกอฮอล์อย่างหนัก เนื่องจากแอลกอฮอล์จะไปกดการหล่ัง vasopressin ท าให้ปริมาณ rennin ในกระแส
เลือดเพิ่มขึ้น(196)  ดังที่กล่าวมาแล้วว่า ความสมดุลระหว่างระบบ  Vasodilatation-vasoconstriction,  
procoagulant-antithrombotic  effect,  การโต-ตายของเซลล์  จะช่วยกันขับเคลื่อนให้เซลล์บุผนังหลอดเลือด
ท างานต่อไปได้อย่างปกติ ดังนั้นสารต้านอนุมูลอิสระ oxidized LDL, Tumor necrosis factor (TNF) และ  
interleukin ที่มีผลต่อ Vasomotricity และการผลิต  NO„  จึงมีความส าคัญอย่างยิ่งในการเกิดพยาธิสภาพของ
โรคหลอดเลือดและหัวใจ(195)   

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.9: ไนตริกออกไซด์จะถูกสร้างจากเซลล์บุผนังหลอดเลือดจาก L-arginine โดยเอนไซม์ NOS เพื่อใช้ใน
การปรับสมดุลการท างานของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบ เซลล์เม็ดเลือดขาว เกร็ดเลือด และเซลล์บุผนัง
หลอดเลือดเอง นอกจากนี้ ไนตริกออกไซด์ยังมีหน้าที่ในการเก็บกินอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นในกระแส
เลือด เช่น O2

„- อีกด้วย 

 

เกร็ดเลือด 

เซลล์บุผนังหลอดเลือด 
เซลล์กล้ามเน้ือเรียบคลายตัว 

นิวโทรฟิล 
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2. ไขมันในกระแสเลือด 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.10: ขนาดของอะโปไลโปโปรตีนชนิดต่างๆ เปรียบเทียบกัน (A), (1): ไขมันจากอาหารจะถูกดูดซึมผ่าน
เข้าล าไส้เล็ก ขนส่งโดย chylomicron ไปยังตับ, (2): เซลล์ตับจะสร้าง VLDL ซึ่งมีไขมัน      โค
เรสเตอรอลและไตรกลีเซอไรด์รวมกับ Apo B100 apo E  และ apo C  ซึ่ง VLDL จะถูกส่งไปยัง
เซลล์ของอวัยวะต่างๆ ทางกระแสเลือด, (3): เซลล์ต่างๆ เช่น เซลล์กล้ามเนื้อ เซลล์ไขมัน เซลล์
หลอดเลือด จะมีเอนไซม์ lipoprotein lipase ใช้ย่อยส่วนไตรกลีเซอไรด์จาก VLDL ได้เป็นกรด
ไขมันน าไปน าไปใช้สร้างพลังงาน, (4): เมื่อ VLDL สูญเสียไตรกลีเซอไรด์ไปก็จะท าให้ในโมเลกุล
อุดมไปด้วยโคเรสเตอรอลเรียกว่า IDL, (5): IDL สูญเสีย apoE ไปเปล่ียนเป็น LDL และ            
โคเรสเตอรอลบางส่วนของ LDL จะถูกน าไปสร้างฮอร์โมน เช่น เอสโตรเจน, (6): ทั้ง IDL และ LDL 
จะเข้าจับกับรีแซพเตอร์บนเซลล์ตับที่เรียกว่า LDLR และถูกก าจัดทิ้งในรูปกรดน้ าด ี(B) 

ไขมันในกระแสเลือดที่ถูกขนส่งโดยรวมกับโปรตีนเป็น particles ที่เรียกว่า ไลโปโปรตีน 
(lipoprotein) สามารถแบ่งประเภทตามความหนาแน่นได้เป็น 5 ประเภท ดังภาพท่ี 2.10A คือ  chylomicrons, 
very low density lipoprotein (VLDL), low density lipoprotein (LDL) และ high density lipoprotein (HDL) 
และส่วนท่ีเหลือจะเป็น intermediate density lipoprotein (IDL) โปรตีนในไลโปโปรตีนเหล่านี้เรียกว่า 
apoprotein ซึ่งแบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ ApoA แบ่งเป็น 3 กลุ่มคือ apoAI, apoAI: AII, apo AII กลุ่มนี้ยัง
รวมถึง apoC และ apoE อีกด้วย และ ApoB แบ่งเป็น 5 กลุ่มคือ apoB, apoB:C, apoB:E, apoB:C:E และ 
apoAII:B:C:E  ApoB ยังสามารถแบ่งเป็น 2 ชนิด ที่มีความส าคัญคือ apoB48 สร้างจากเซลล์ล าไส้ ใช้เป็น
ส่วนประกอบของ chylomicron และ apoB100 สร้างจากเซลล์ตับ ใช้เป็นส่วนประกอบของ VLDL IDL และ 
LDL apoB100 จะถูกจดจ าด้วย LDL receptor (LDLR) บนผนังเซลล์ท าหน้าที่รับ LDL เข้าเซลล์ ส่วนใหญ่จะ
แสดงออกมากที่ตับ apoprotein เหล่านี้มีหน้าที่เป็นตัวก าหนดกระบวนการเมแทบอลิซึมของไลโปโปรตีนโดย
การกระตุ้นเอนไซม์และเป็น ligand ส าหรับรีแซพเตอร์ต่างๆ ไขมันที่ถูกขนส่งส่วนใหญ่คือโคเรสเตอรอล, โค
เรสเตอรอลเอสเตอร์ ไตรกลีเซอไรด์ และฟอสโฟลิปิด VLDL จะขนส่งไตรกลีเซอไรด์ที่สร้างขึ้นภายในเซลล์ตับ
ไปสู่เนื้อเยื่อต่างๆ เช่น กล้ามเนื้อและเนื้อเยื่อไขมันโดย VLDL จะกระตุ้นเอนไซม์ lipoprotein lipase (LPL) จาก
เซลล์บุผนังหลอดเลือดให้เข้าย่อยไตรกลีเซอไรด์ใน VLDL แล้วปลดปล่อยกรดไขมันออกมา เซลล์บุผนังหลอด
เลือดจะน ากรดไขมันนี้ไปใช้หรือส่งต่อไปที่กล้ามเนื้อและเนื้อเยื่อไขมันต่อไป VLDL ท่ีได้ส่งถ่ายไตรกลีเซอไรด์

(A) 
(6) (5) (B) 

(1) 
(2) 

(3) 

(4) 
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แล้วจะกลายเป็น IDL และจะเปล่ียนต่อไปเป็น LDL ท่ีอุดมด้วยโคเรสเตอรอลแต่มีไตรกลีเซอไรด์น้อย ดังภาพท่ี 
2.10B ซึ่งท าหน้าที่ในการขนส่งโคเรสเตอรอลที่ใช้ในการสร้างผนังเซลล์และสเตอรอยด์ฮอร์โมนไปเนื้อเยื่อต่างๆ 
ส่วน         โคเรสเตอรอลในพลาสมาที่เหลือประมาณหน่ึงในส่ีและโคเรสเตอรอลจากผนังเซลล์ตามเนื้อเยื่อ
ต่างๆ จะถูกขนส่งกลับไปท่ีตับด้วย HDL(198) ส่วน apoprotein อื่นๆ ที่ส าคัญคือ  apoE เป็นส่วนประกอบของ 
VLDL และ IDL สามารถจับกับรีแซพเตอร์บนเซลล์ตับได้เช่นเดียวกับ apoB100 เพื่อให้เซลล์ตับรับไขมันเข้า
เซลล์ แต่ในระหว่างนั้น IDL บางตัวอาจจะถูกเอนไซม์ lipase ที่เซลล์ตับหล่ังออกมาย่อยกลายเป็น LDL ท่ีอุดม
ไปด้วย                โคเรสเตอรอลเอสเตอร์ดังที่ได้กล่าวไปแล้ว กระบวนการรับโคเรสเตอรอลเข้าเซลล์นี้จะถูก
ควบคุมโดยการสร้างโคเรสเตอรอลภายในเซลล์ตับ เพื่อให้เซลล์ตับมีโคเรสเตอรอลที่สมดุล หรือกล่าวได้ว่า 
ปริมาณโคเรสเตอรอลในเซลล์นั้นควบคุมการสร้าง LDLR บนเซลล์นั่นเองซึ่งจะได้กล่าวในหัวข้อต่อไป  ไขมัน
โดยเฉพาะผลึกของ         โคเรสเตอรอลที่ฝังตัวบริเวณ  atherosclerosis plaque ส่วนมากมาจาก  LDL ท่ี
เส่ือมสภาพจากกระบวนการต่างๆ ท้ังจากการถูกออกซิไดซ์ การไกลเคชัน (เติมหมู่น้ าตาล) และอื่นๆ รวม
เรียกว่า oxidized LDL (Ox-LDL) เชื่อว่าเกิดขึ้นในช่องว่างผนังบุหลอดเลือด โดยเอนไซม์ที่ผลิตจากเซลล์บุ
หลอดเลือดและเซลล์เม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด Ox-LDL น้ีมี  epitopes เปล่ียนไปจ านวนมาก  
(neoepitopes)  เช่น เกิดพันธะโควาเลนธ์ระหว่างกรดอะมิโน  lysine  และ  histidine  ใน apoB เป็น  
malondialdehyde lysine  และ  4- hydroxynonenal lysine  ซึ่งสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของลิมโฟไซต์ 
CD4+ และ B-cell ให้ผลิตแอนติบอดีต่อ Ox-LDL และผลิตไซโตคาย  Interleukin (IL-2) และ  Interferon- 
(IFN-)  ท าให้เกิดการอักเสบบริเวณหลอดเลือด (193)  ในภาวะร่างกายปกติ  Ox-LDL จะเกิดขึ้นปริมาณน้อย
มาก แต่จะเกิดขึ้นมากหากมีภาวะไขมันและปริมาณ LDL ในกระแสเลือดสูง  Ox-LDL ปริมาณมากท าให้แมค
โครฟาจอยู่ตามเนื้อเยื่อเข้าไปภายในช่องว่างผนังหลอดเลือดเพื่อเก็บกิน Ox-LDL แต่เมื่อ apoB ของ LDL ถูก
เปล่ียนโครงสร้างไปจากการถูกออกซิเดชันหรือไกลเคชันจึงท าให้แมคโครฟาจจับกับ Ox-LDL ด้วย LDLR ได้ไม่
แน่น (low affinity) แต่จะจับผ่านรีแซพเตอร์ท่ีจ าเพาะกว่านั่น คือ scavenger receptor CD36 ท่ีเป็นรีแซพเตอร์
ที่เก็บกินของเสียทุกชนิดไม่ว่าจะเป็น Ox-LDL ฟอสโฟลิปิด เซลล์ที่ตายแล้ว และกรดไขมันสายโซ่ยาว แต่
เนื่องจากการเก็บกินน้ีไม่ได้ผ่านทาง LDLR ปกติจึงท าให้ไม่มีกระบวนการยับยั้งแบบป้อนกลับ (negative 
feedback loop) ต่อการสร้าง scavenger receptor เช่นเดียวกับ LDLR ท าให้เกิดการสะสมไขมันท่ี
เส่ือมสภาพภายในเซลล์มากมาย แต่แมคโครฟาจก็สามารถขับไขมันในเซลล์ออกทาง  channel เช่น ATP-
binding cassette protein (ABCA) บนผนังเซลล์ซึ่งเป็นกระบวนการขนส่งสารออกจากเซลล์ (efflux pump) 
โดย ABCAI ท าหน้าที่ควบคุมการขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์ให้กับ apoAI ของ HDL หากยีนท่ีควบคุม
โปรตีนนี้กลายพันธุ์จะท าให้ผู้ป่วยเป็นโรค Familial high-density lipoprotein deficiency(199) เช่น Tangier 
disease  แมคโครฟาจเนื้อเยื่อของผู้ป่วยเหล่านี้จะมีปริมาณโคเรสเตอรอลสูงมาก(200) หากร่างกายอยู่ในภาวะ 
oxidative stress  เช่น การอักเสบ จะมีผลต่อการขับไขมันออกจากแมคโครฟาจโดยตรง ดังภาพท่ี 2.14C คือ 
เมื่อลองน าเหล็กและ ascorbate มาทดสอบกับแมคโครฟาจ THP-1 จะตรวจพบ malondialdehyde  (MDA) 
ซึ่งเป็นผลผลิตของกระบวนการ lipid peroxidation  เกิดขึ้นและ  MDA  ดังกล่าวมีผลลดการแสดงออกของยีน
และโปรตีน  ABCAI  แต่ไม่กระทบกับยีนและโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการรับโคเรสเตอรอลเข้าเซลล์ เช่น  
scavenger receptor class B type I (SR-BI) และ CD 36 คาดว่า MDA สามารถลดการแสดงออกของ 

nuclear factor เช่น LXRx, PPAR และ PPAR  และเสนอว่าภาวะ  lipid peroxidation มีผลต่อ
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กระบวนการขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์เพียงอย่างเดียว(199)  ดังนั้นเมื่อการขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์
ลดลงแต่การรับยังคงเดิมจึงท าให้แมคโครฟาจมีปริมาณไขมันในเซลล์สะสมมากขึ้นเรียกว่า Form cell ไป
ขัดขวางการท างานของเซลล์และท าให้เซลล์ตายบริเวณช่องว่างในผนังหลอดเลือดดังกล่าว การที่แมคโครฟา
จแปรสภาพเป็น Form cell ถือได้ว่าเป็นระยะเริ่มต้นของโรคหลอดเลือดและหัวใจ เพราะในภาวะปกติ Form 
cell จะถูกก าจัดและไม่เป็นอันตรายนัก แต่หากมีปริมาณ Form cell ตายจ านวนมากจะผนึกเป็นแผ่นไขมัน
บริเวณผนังหลอดเลือดก่อเกิดพยาธิสภาพต่อไป ดังภาพท่ี 2.11 หากสามารถลดระดับโคเรสเตอรอลในพลา
สมาได้ก็จะสามารถลดการเกิดแผ่นไขมันบริเวณผนังหลอดเลือดได้เช่นกัน  

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 2.11: พยาธิสภาพการเกิดพังผืดไขมันในผนังหลอดเลือด (1): เมื่อระดับไขมันในเลือดสูงจะเกิดการ

สะสมของไขมันบริเวณช่องว่างชั้นผนังหลอดเลือด และเส่ือมสภาพจนกระตุ้นให้เซลล์ผนังหลอด
เลือดจะเพิ่มการแสดงออกของ adhesion molecule คือ P- และ E-selectin, intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), (2):เซลล์
ในระบบภูมิคุ้มกันในกระแสเลือดเข้าจับกับ adhesion molecule ดังกล่าว, (3): แทรกผ่าน
ช่องว่างระหว่างเซลล์ผนังหลอดเลือดเข้าไปในชั้น Intima และ, (4): เซลล์จะเข้าเก็บกินไขมัน
เส่ือมสภาพดังกล่าวจนเซลล์มีไขมันสะสมในเซลล์มากเกินและ, (5): ปลดปล่อยสาร cytokines 
และ chemokines ออกมาหลายชนิด เช่น monocyte chemottractant protein-1 (MCP-1) 
และ macrophage inflammation protein (MIP), นอกจากนี้ (6): ลิมโฟไซด์ชนิด T-cell ยัง
ปลดปล่อยสาร IFN- และ lymphotoxin กระตุ้นให้เซลล์โดยรอบสร้างสาร TNF- และ IL-6 
ในบริเวณ artheroma กระตุ้นการจับของ CD40 กับ CD40 ligand ท าให้เพิ่มการแสดงออกและ
การท างานของเอนไซม์ MMP ท าหน้าที่ย่อยสลาย collagen จนผนัง artherosclerotic plaque 
แตกออกเกิดภาวะ thromsis 

ยีนที่เกี่ยวข้องในการควบคุมระดับไขมันในกระแสเลือดที่ส าคัญในการศึกษาวิจัยครั้งนี ้

1. LDL receptor: LDLR หรือ B/E receptor เป็นโปรตีนที่มีหมู่อะมิโนต่อกัน 839 ตัว มี
น้ าหนักโมเลกุล 120 กิโลเดลตัน เซลล์ทั่วไปมีการสร้าง LDLR โดยจะสังเคราะห์ LDLR ภายในเอนโดพลาสมิก 
เรคติคูลัมแบบหยาบ (rough ER) และส่งไปในบริเวณพิเศษที่ผนังเซลล์ที่เรียกว่า Coated pits ซึ่งเป็นบริเวณที่
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ไซโทพลาซึมบุ๋มลงไป LDLR สามารถจดจ า apoB และ apoE ของ LDL ได้ เมื่อ LDL จับกับเซลล์จะเกิดการ
โอบหุ้ม (endocytosis) ดึง LDL เข้าเซลล์ และน าโคเรสเตอรอลจาก LDL ไปใช้ ดังนั้น LDLR จึงมีบทบาท
ส าคัญในการคงระดับโคเรสเตอรอลในพลาสมาและในเซลล์ตับให้เป็นปกติโดยควบคุมการรับ LDL เข้าเซลล์
(201-202) นั่นคือ หากมีการดูดซึมโคเรสเตอรอลจากทางเดินอาหารมากจะท าให้การสร้าง LDLR เพิ่มขึ้น (203)  เมื่อ  
LDL เข้ามาในเซลล์แล้วจะถูกส่งไปไลโซโซมที่ซึ่งย่อยโคเรสเตอรอลเอสเตอร์ด้วยเอนไซม์ lysosomal acid 
hydrolases (LAH) เป็นโคเรสเตอรอลแล้วไปสะสมในคลังโคเรสเตอรอลภายในเซลล์ ซึ่งปริมาณของ             
โคเรสเตอรอลที่เซลล์เก็บสะสมไว้นี้จะเป็นตัวควบคุมการสร้าง LDLR เช่นกัน การกลายพันธุ์จะท าให้โปรตีน
ชนิดนี้สูญเสียหน้าที่การน า LDL เข้าไปในเซลล์ ส่งผลให้ระดับ LDL ในพลาสมาเพิ่มสูงขึ้นอย่างรุนแรงดังที่พบ
ในผู้ป่วย Familial Hypercholesterolaemia (FH) พบว่าผู้ป่วยเหล่านี้ขาด LDLR ท าให้เป็นโรคหลอดเลือด
หัวใจตั้งแต่อายุยังน้อย หากผู้ป่วยผ่าตัดเปล่ียนตับ (ของคนปกต)ิ จะท าให้ระดับความเข้มข้นโคเรสเตอรอลใน 
พลาสมาลดลงอย่างรวดเร็ว ยีนถอดรหัสโปรตีน LDLR พบอยู่บนโครโมโซมที่ 19 เช่นเดียวกับยีนถอดรหัส
โปรตีน apoE  ยีน LDLR มีความยาวประมาณ 50000 นิวคลีโอไทด์ แยกเป็นส่วนๆ โดย intron จ านวนมาก 
ลักษณะ mRNA ของยีนน้ีจะมีส่วนปลาย 5’ ยาวประมาณ 13 นิวคลีโอไทด์ และปลาย 3 ’ ยาวถึง 2500 นิวคลี
โอไทด์ เป็นกลุ่มล าดับเบสซ้ าหลายต าแหน่ง และถูกควบคุมการถอดรหัสยีนโดย Sterol regulatory element 
binding protein (SREBPs) ซึ่งเป็น transcription factor ที่ควบคุมการถอดรหัสยีนหลายตัวที่เกี่ยวข้องกับ     
เมแทบอลิซึมของโคเรสเตอรอล และกรดไขมันอิสระ พบมากในเซลล์ตับและต่อมหมวกไต โดย activated 
SREBP จะเข้าสู่นิวเคลียสไปจับกับ Sterol regulatory element (SRE) เพื่อกระตุ้นการถอดรหัสยีน(204-205) 
เนื่องจากยีน LDLR มีล าดับเบสบริเวณ promoter ที่ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 8 ตัว(206) เรียกว่า Sterol 
regulatory element-1 (SRE-1) (5’-CACCCCAC-3’) SREBPs จึงสามารถจับส่วน promoter ดังกล่าวเพื่อ
เพิ่มการถอดรหัสยีน LDLR ได้โดยเฉพาะในภาวะที่เซลล์ขาด sterol จะมีเอนไซม์ proteinase ชนิดพิเศษมา
ย่อยและปลดปล่อย SREBP ให้เข้าไปในนิวเคลียสเพื่อถอดรหัสยีนต่อไป(207) SREBP มีด้วยกันท้ังหมด 3 รูปคือ 
SREBP-1a, SREBP-1c และ SREBP-2 โดย SREBP-1a ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนถอดรหัส
เอนไซม์สังเคราะห์โคเรสเตอรอลต่างๆ เช่น  HMG-CoA synthase, squalene synthase ยีนถอดรหัสเอนไซม์
สังเคราะห์กรดไขมันเช่น acetyl-CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS), stearoyl-CoA 
desaturase-1 ( SCD-1)(208) เป็นต้น  และยังควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการเผาผลาญ ‟สร้าง
น้ าตาล (Glucolysis-Gluconeogenesis) เช่น การศึกษาในเซลล์ตับ  HepG2  พบว่า SREBP-1c  ควบคุมการ
แสดงออกของเอนไซม์ Glucokinase ซึ่งจ าเป็นในการควบคุมระดับน้ าตาลในร่างกายให้สมดุล(209) LDLR ยัง
ถูกควบคุมด้วยสเตอรอยด์ด์ฮอร์โมน เช่น ไทรอยด์ฮอร์โมน และเอสโตรเจน การรับประทานโปรตีนถั่วเหลือง ซึ่ง
มีไอโซฟลาวอยด์ที่มีคุณสมบัติคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจนจึงสามารถลดระดับโคเรสเตอรอลในพลาสมาได้ ส่วน
ฮอร์โมนอื่นๆ เช่น corticosteroids จะยับยั้งการสร้าง LDLR 
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ภาพท่ี 2.12: การควบคุมปริมาณไขมันภายในเซลล์ตับทั้งการรับเข้า การสังเคราะห์ และการขับออกจากเซลล์
ตับ การควบคุมระดับโคเรสเตอรอลภายในเซลล์สามารถแบ่งเป็น 3 ลักษณะนั่นคือ 1. ควบคุม
การรับโคเรสเตอรอลจาก LDL ทางโปรตีน LDLR 2. ควบคุมการสังเคราะห์ โคเรสเตอรอลจาก 
Acetyl-CoA เองภายในเซลล์ เช่น เอนไซม์ HMG-CoA reductase 3. การขับโคเรสเตอรอลออก
จากเซลล์โดยใช้เอนไซม์ CYP7A ซึ่งท าหน้าที่เปล่ียนโคเรสเตอรอลไปเป็นกรดน้ าดี SREBPs เป็น 
transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน LDLR และ HMG-CoA, LXRs เป็น nuclear 
receptor ที่ตอบสนองต่อสารก่ออาการอักเสบ โคเรสเตอรอล oxysterols หลายชนิด รวมถึง
สารพิษจากเชื้อโรคต่างๆ ด้วย 

           2. HMG-CoA reductase สมดุลระดับโคเรสเตอรอลภายในเซลล์ นอกจากจะ
ควบคุมด้วยการรับโคเรสเตอรอลเข้าทาง LDLR แล้วยังถูกควบคุมด้วยกระบวนการสังเคราะห์โคเรสเตอรอลเอง
ภายในเซลล์ เมื่อปริมาณโคเรสเตอรอลภายในเซลล์ลดลง จะมีสัณญาณกระตุ้นให้เซลล์สังเคราะห์ cholesterol 
เพื่อรักษาสมดุลดังกล่าว(205) ในกระบวนการสังเคราะห์โคเรสเตอรอล มีเอนไซม์เข้าร่วมด้วยกันหลายตัว แต่
เอนไซม์ที่เป็นตัวควบคุมปฏิกิริยา (key limiting enzyme) คือ 3 ‟hydroxyl‟3‟methylglutaryl coenzyme A 
reductase เรียกสั้น ๆ ว่า HMG-CoA reductase (HMGCOAR E.C. 1.1.1.34) ซึ่งเป็นglycoprotein ขนาด 97 
กิโลเดลตัน ต่อกันด้วยหมู่อะมิโน 887 ตัว จับอยู่กับผนังนิวเคลียส (207) และผนังด้านในของเอนโดพลาสติกเรคทิ
คูลัมท าหน้าที่หลักในการสังเคราะห์ isoprenoid ต่างๆ เช่น cholesterol, ubiquinone, dolichol ฯลฯ HMG-
CoA reductase ถูกควบคุมอย่างเข้มงวดด้วยกระบวนการมากมาย ทั้งการควบคุมแบบระยะส้ันโดยใช้
กระบวนการ dephosphorylation เพื่อเพิ่ม-ลด activity ของเอนไซม์ เช่น  dephosphorylation ณ กรดอะมิโน 
Serine ต าแหน่ง 871 โดย protein kinase จะลด activity ของเอนไซม ์HMG-CoA reductase ลง(205) และการ
ควบคุมแบบระยะยาวจากการเพิ่ม‟ลดปริมาณเอนไซม์พบว่า ฮอร์โมนหลายตัว เช่น ไทรอยด์ฮอร์โมนและ
อินซูลิน สามารถเพิ่มการสังเคราะห์เอนไซม์นี้ และลดปริมาณจากการถูกย่อยสลายในเอนโดพลาสมิกเรคติ
คูลัมด้วยระบบ Ubiquitin‟proteosome(210) ยีนถอดรหัสเอนไซม์นี้จะถูกควบคุมการแสดงออกโดยด้วย SREBP 
เช่นเดียวกับยีน LDLR แต่ยีน HMGCoAR ไม่มีส่วน TATA box ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นการถอดรหัสยีนบริเวณ 
promoter เช่น ยีนอื่นๆ แต่จะมีบริเวณ GC rich อยู่หลายต าแหน่งท าให้สามารถถอดรหัสได้หลายต าแหน่ง 
ลักษณะ mRNA ของยีนน้ีจะมีส่วนปลาย 5’ ท่ีค่อนยาวประมาณ 670        นิวคลีโอไทด์และปลาย 3 ’ มีความ
ยาวถึง 1942 นิวคลีโอไทด์ สารกลุ่ม non-sterol เช่น สารในกลุ่ม mevalonate จะเข้าจับบริเวณนี้ท าให้เพิ่ม-ลด
การถอดรหัสได ้ ส่วนโคเรสเตอรอลนั้นจะควบคุมการแสดงออกในระดับ post-transcription(205) หากสารท่ีไม่มี
ผลต่อการสังเคราะห์และปริมาณโคเรสเตอรอลเอสเตอร์ภายในเซลล์ก็จะไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีนน้ี(211) 
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มีรายงานว่าเอนไซม์ AMP-activated protein kinase (AMPK) ซึ่งควบคุมระดับ ATP ภายในเซลล์ให้ลดลง 
สามารถยับยั้ง HMG-CoA reductase โดยการเติมหมู่ฟอสเฟต และยังยับยั้งเอนไซม์ hormone dependent 
lipase ท าให้การสังเคราะห์โคเรสเตอรอลลดลง เพื่อรักษาแหล่งพลังงานของเซลล์เอาไว้ (207) และยังพบอีกว่า 
cAMP ควบคุม SREBP ในระดับ post-translocation โดยเป็นสารยับยั้งมิให้ SREBP active จึงคาดว่าฟลาโว
นอยดส์ท่ีสามารถเพิ่มระดับ cAMP อาจท าให้กระบวนการสังเคาระห์ไขมันเชื่องช้าลงได้(198)   

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.13: การควบคุมจ านวนโปรตีน LDLR บนผนังเซลล์ตับ (1): เมื่อเซลล์รับโคเรสเตอรอลจาก LDL หรือ 
(2): จากกระบวนการ lipogenesis และ glycolysis ท าให้โคเรสเตอรอลภายในเซลล์เพิ่มมากขึ้น 
(3): โคเรสเตอรอลจะผ่านเข้าผนังนิวเคลียสไปมีผลต่อการถอดรหัสยีน LDLR และยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การสังเคราะห์โคเรสเตอรอลภายในเซลล์ (A), (5): เมื่อท าให้โคเรสเตอรอลภายในเซลล์เพิ่มมากขึ้น 
เซลล์จะเปล่ียนโคเรสเตอรอลให้เป็นโคเรสเตอรอลเอสเตอร์ เก็บสะสมไว้ในแหล่งสะสมภายในเซลล์ 
เพื่อใช้ในภาวะขาดแคลนต่อไป โดยกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ Acyl-CoA: cholesterol 
acyltransferase (ACAT) บริเวณ SER ซึ่งจะเปล่ียนโคเรสเตอรอลให้อยู่ในรูปโคเรสเตอรอลเอ
สเตอร์ หากแหล่งสะสมเต็ม เซลล์จะเปล่ียนโคเรสเตอรอลส่วนเกินไปเป็นกรดน้ าดีและขับออกจาก
เซลล์ (6): เมื่อ LDLR แยกจากโคเรสเตอรอลในไลโซโซมแล้วเซลล์จะน ารีแซพเตอร์น้ีกลับไปใช้ใหม่
หรือท าลายทิ้ง (post-translation) ขึ้นกับสภาพแวดล้อมที่กระตุ้นเซลล์ (B) 

3. Liver X receptors (LXRs) เป็น adopted-orphan nuclear receptor มีด้วยกัน 
2 ไอโซฟอร์มนั่นคือ LXR (NR1H3) และ LXRβ (NR1H2) โดย LXR พบมากที่ตับและแสดงออกเล็กน้อยที่
ล าไส้ ม้าม ไต ปอด แมคโครฟาจ และเซลล์ไขมัน ส่วน  LXRβ พบในเซลล์ทั่วไป เมื่อ LXR ถูกกระตุ้นโดยสาร   
เมแทบอไลต์ของ oxysterols มีที่พบในธรรมชาติและท่ีสังเคราะห์ขึ้น รวมทั้งฮอร์โมนอินซูลิน (212) LXR ที่ถูก
กระตุ้นจะเข้าจับ Retinoid X receptor (RXR)  เป็น heterodimer “LXRs/RXRs” เข้าจับกับ LXR response 
elements (LXREs) ที่นิวเคลียส ซึ่งประกอบด้วยล าดับเบสคู่ซ้ า 6 ตัว (AGGTCA) ที่แยกกันด้วยนิวคลีโอไทด์ 4 
ตัวเรียกว่า DR-4 recognition sequence ในบริเวณ promoter ของยีนเป้าหมายในการจับมี Co-represser 
เช่น silence mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor (SMRT) และ nuclear receptor 
corepressor (N-CoR) เข้าร่วมเป็น complex ดังภาพท่ี 2.14A-B เมื่อมี ligand ซึ่งก็คือ oxysterol มาจับเพิ่ม
จะท าให ้ complex น้ีเกิดการเปล่ียนแปลงลักษณะโครงสร้างบางส่วนท่ีเอื้อให้ Co-activator เข้าจับเป็น 
complex แทน corepresser และเกิดการถอดรหัสยีนต่อไป ดังภาพท่ี 2.14A ยีนตัวแรกที่ได้รับการยืนยันว่า

(A) (B) 

(2) 

(1) (3) 

(4) (5) 

(6) 
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ควบคุมโดย LXRs คือ Cytochrome P450 7A1 (CYP7A1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ควบคุมการเปล่ียนโคเรสเตอรอล
ไปเป็นน้ าดี(213) มีงานวิจัยพบว่า LXRs เป็น whole-body cholesterol sensors เนื่องจากหน้าที่หลักของ LXRs 
คือ 1. ควบคุมการถอดรหัสยีนในกระบวนการเมแทบอลิซึมไขมันและน้ าดี โดยเฉพาะโปรตีนท่ีท างานใน
กระบวนการดูดซึม ขับออก ขนส่ง การหล่ังของโคเรสเตอรอลและกรดไขมัน เช่น SREBP-1c และ fatty acid 
synthase รวมทั้งเอนไซม์ที่ใช้ในการ remodeling ไขมัน โดยเฉพาะ HDL เช่น Lipoprotein lipase (LPL), 
cholesterol ester transport protein (CETP) และ phospholipid transfer protein (PLTP)(214) 2. ควบคุมการ
ขับและขนส่งโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์ ผ่านทาง adenosine triphosphate-binding cassette (ABC) 
protein เช่น ABCA1(215-216), ABCG1(217-219) และ ABCG5/ABCG8(220-221) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ช่วยป้องกันเซลล์มิ
ให้รับไขมันมากเกินไป และเกี่ยวข้องในการขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์ตับ โดยเปล่ียนโคเรสเตอรอลไปเป็น
น้ าดี หากขาดยีน  ABCA1 จะท าให้เกิดโรค Tangier 3. ควบคุม transcription factor ตัวอื่นๆ เช่น  
Carbohydrate-response element-binding protein (ChREBP) ซึ่งเป็น glucose-sensitive transcription 
factor กระตุ้นให้เปล่ียนกลูโคสส่วนเกินไปเป็นไขมัน (222)  LXRx ยังสามารถควบคุมการถอดรหัส LXR เอง
เรียกว่าเป็น positive feedback loop ซึ่งลักษณะนี้จะพบเฉพาะในเซลล์แมคโครฟาจของมนุษย์เท่านั้น(223)  
และมีอิทธิพลต่อระบบภูมิคุ้มกัน และ 4. การตอบสนองต่อภาวะอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ(224) รายงานวิจัย
ยังระบุว่ายาในกลุ่ม LXR ligand คือ ยา GW3965 สามารถลด atherosclerosis lesion ในหนูท่ีขาด LDLR 
และ ApoE แต่ก าเนิด (LDLR-/- และ ApoE-/-)(225) LXR ยังควบคุมการเมแทบอลิซึมกลูโคสของเซลล์ตับด้วยมี
รายงานท่ีพบว่า ยา  T0901317 ซึ่งเป็น LXRs agonist สามารถยับยั้งการถอดรหัสยีนในกระบวนการ 
gluconeogenesis ของเซลล์ตับ เช่น phosphoenolpyruvate carboxykinase(214) และ Glucose-6-
phosphatase ไม่นานมานี้มีรายงานท่ีพบว่าตับของหนูที่ขาด LXR และ LXR β แต่ก าเนิด (LXR-/β-) ไม่มี
การเมแทบอไลต์โคเรสเตอรอล มีลักษณะดื้อต่อการอ้วนเมื่อได้รับอาหารไขมันสูงและโคเรสเตอรอลสูง ซึ่ง
พบว่า ปริมาณโคเรสเตอรอลในอาหารจะเป็นตัวกระตุ้นฟีโนไทป์เช่นนี้ ยังพบว่า เซลล์ตับของหนูสามารถผลิต
ฮอร์โมนไทรอยด์เพิ่มขึ้น ท าให้มีการเผาผลาญพลังงานในกล้ามเนื้อและเนื้อเยื่อไขมันเพิ่มขึ้น(226) โคเรสเตอรอล
ที่มากเกินในตับจะกระตุ้นการผลิต oxysterols ซึ่งท าให้ LXR เพิ่มการถอดรหัสยีน CYP7A1 เพื่อเปล่ียนโค
เรสเตอรอลไปเป็นกรดน้ าด ีและ การกระตุ้น LXR พบว่าท าให้มีการ สะสมไตรกลีเซอไรด์ในเซลล์ตับจนอาจเกิด
ภาวะ hypertriglyceridemia ได้ ซึ่งร่างกายจะสามารถป้องกันภาวะดังกล่าวได้โดยเพิ่มการท างานของ (FXR) 
ซึ่งเป็น nuclear receptor อีกชนิดที่ควบคุมการขับกรดน้ าดีและสีน้ าดีออกจากเซลล์ ดังภาพท่ี 2.12 (227) 

4. Peroxisome proliferators–activated receptors (PPARs) เป็น adopted-orphan 
nuclear  receptor และจับกับ RXRs เป็น herterodimer ไปกระตุ้นการถอดรหัสยีนเช่นเดียวกับ LXRs โดยจะ
เข้าจับส่วน peroxisome proliferators-activated response element (PPREs) ในบริเวณ promoter บนยีน
เป้าหมายที่ประกอบด้วยล าดับเบสคู่ซ้ า 6 ตัวเช่นเดียวกับ LXR แต่แยกกันด้วยนิวคลีโอไทด์เพียง 1 ตัวเรียกว่า 
DR-1 (เป็น motifs RGGTCA ที่คั่นเป็นช่องว่างด้วยนิวคลีโอไทด์ 1 ตัวซึ่งต่างจาก DR-4 ที่ช่องว่างคั่นด้วย       
นิวคลีโอไทด์ 4 ตัว) ยีนเป้าหมายของ PPARs เกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึมคาร์โบไฮเดรตและไขมันเป็นส่วน
ใหญ่ จึงเชื่อว่าสามารถใช้เป็นเป้าหมายในการรักษาโรคหัวใจและโรคของระบบเมแทบอลิซึมต่างๆ เช่น
โรคเบาหวาน โรคไขมันในเลือดสูง PPARs พบว่ามีด้วยกัน  3 ไอโซฟอร์มคือ , β/ และ   แต่นิยมศึกษา 
PPAR และ  PPAR กันมากโดย PPAR จะแสดงออกมากในตับ จัดได้ว่าเป็น nutrient sensor มีหน้าที่ใน
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ควบคุมการสร้าง apolipoprotein กระบวนการ ketogenesis ยับยั้งการเผาผลาญกรดอะมิโนและการผลิตยู
เรีย(228) การเก็บสะสมและเผาผลาญกรดไขมัน (β-oxidation)(229) และกลีเซอรอลของตับ นอกจากนี้ยังควบคุม
ยีนที่มีบทบาทในกระบวนการ gluconeogenesis จากกลีเซอรอล เช่น cytosolic glycerol 3-phosphate 
dehydrogenase (cGPDH), glycerol kinase, glycerol transporters aquaporin 3/9(230)  เพื่อผลิตเป็น
กลูโคสแจกจ่ายไปตามเนื้อเยื่อต่างๆ โดยเฉพาะในช่วงอดอาหาร(230-231) เป็นการช่วยลดระดับกรดไขมันอิสระใน
พลาสมาเพราะกรดไขมันจะถูกปลดปล่อยออกมาในซีรัมเมื่อร่างกายต้องการใช้พลังงาน การมีปริมาณกรด
ไขมันในซีรัมสูงและการเพิ่มขึ้นของไตรกลีเซอไรด์ตามเซลล์กล้ามเนื้อจะท าให้เกิดการดื้ออินซูลิน(232-233) 
นอกจากนี้ งานวิจัยยังพบว่ายากลุ่ม Fibrates ซึ่งเป็น PPAR agonists มีผลเป็น antiatherogenic effect ใน
หนู และสามารถลดอุบัติการณ์โรคหัวใจในผู้ป่วยที่รับยาชนิดนี้ (234-235) PPAR มีการแสดงออกสูงสุดที่เซลล์
ไขมันโดยเฉพาะส่วนไขมันขาว รองมาคือ แมคโครฟาจ ligand (เรียกว่าเป็น peroxisome proliferators ก็ได)้ ที่
สามารถจับรีแซพเตอร์นี้อาจเป็น กรดไขมันไม่อิ่มตัว, ไขมันเส่ือมสภาพ เช่น 9- hydroxy-(S)-10,12-
octadecadienoic acid (9(S)-HOSE) และ (13( S)-HOSE), ยาลดระดับน้ าตาลในเลือดหลายชนิด, 

eicosanoids หรือ prostaglandins เช่น 15- deoxy-12,14-prostaglandin J2 (15 d-PGJ2)(236-238) PPAR มี
หน้าที่ช่วยส่งเสริมให้เซลล์ไขมันเปล่ียนเป็นเซลล์ตัวแก่ (differentiation) และควบคุมการเก็บสะสม เผาผลาญ 
และแปรสภาพกรดไขมัน โคเรสเตอรอล และกลีเซอรอลของเซลล์ไขมัน รวมทั้งควบคุมการถอดรหัสยีน ABCA1 
และ ABCG1 ซึ่งมีบทบาทในการขับโคเรสเตอรอลจากเซลล์ให้กับ HDL(200) นอกจากนี้ยังพบอีกว่า PPAR มี
ความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดต่อการเกิดพยาธิสภาพ และการตายของเซลล์มะเร็งปอดหลายชนิด โดยเพิ่มการ
แสดงออกของเอนไซม์ caspase 3(239)  และมีฤทธิ์เป็น antitumor ต่อเซลล์มะเร็งอีกหลายชนิด เช่น HL-60(240)  
เนื่องจากมีอิทธิพลต่อการท างานของโปรตีน Bcl-xL และ Bcl-2(241)  Thiazolidinediones (TZDs) เป็นยาใน
กลุ่ม PPAR agonists พบว่าเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน leptin-like oxidized LDL receptor 1 (OLR1) ซึ่ง
เป็น receptor ที่สามารถจดจ า LDL ที่เสื่อมภาพได้ทุกรูปแบบ ท าให้เซลล์ไขมันรับ oxLDL เข้าเซลล์ได้จึง
สามารถลดระดับ oxLDL ในซีรัม(242) และยังสามารถเพิ่มการแสดงออกของ hepatocyte growth factor (HGF) 
ซึ่งควบคุมการการเจริญเติบโต การเกิดใหม่ ของเซลล์ตับและเซลล์อวัยวะอื่นอีกหลายชนิด เช่น ปอด และไต
(243) พบว่า PPARs ligands ยังช่วยเร่งการใช้ไขมันในร่างกายโดยเฉพาะกรดไขมันและพอสตาแกลนดิน(198)  
PPAR และ PPAR จึงสามารถป้องกันการเกิด atherosclerosis เช่นมีงานวิจัยที่พบว่า PPAR และ 
PPAR และ LXR ที่แสดงออกในเซลล์บุผนังหลอดเลือด เซลล์กล้ามเนื้อเรียบรอบหลอดเลือด T-lymphocyte 
และโมโนไซต์จะควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวกับ vascular remodeling  รวมถึงยีนที่เพิ่มการขับโค
เรสเตอรอลออกจากเซลล์ เช่น ABCA1 ระดับไตรกลีเซอไรด์และ HDL และความไวต่ออินซูลินของเซลล์(38)  ซึ่ง
ฤทธิ์นี้กลับไม่พบว่าเกิดจาก PPARβ  แต่อย่างใดและนักวิจัยยังพบว่า cyanidin-3-glucoside  สามารถกระตุ้น
การเพิ่มปริมาณโปรตีน  PPAR  และ  LXR ในแมคโครฟาจจึงส่งผลให้มีการแสดงออกของยีน  ABCA1  
มากขึ้น ท าให้หนูทดลองขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์ได้มากขึ้น (200) นอกจากนี้ phytol ซึ่งเป็นไขมัน
แอลกอฮอล์ที่พบในพืชก็มีผลเพิ่มการท างานของ PPAR ในเซลล์ตับ HepG2 โดยตรงจากการจับ PPAR 
ligand ไขมันแอลกอฮอล์ตัวอื่น เช่น  geraniol,  fernesol  มีผลในลักษณะเดียวกันกับ phytol(229) 
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รูปที่ 2.14: ligand จะสามารถกระตุ้นการท างานของ LXR โดยการเข้าจับกับ RER/LXR complex บนส่วนของ 
promoter ท าให้ complex ดังกล่าวเปล่ียนรูปร่างของโครงสร้างไปซึ่งไม่เหมาะต่อการจับของ 
corepressor ท าให้ corepressor หลุดออก coactivators จึงสามารถเข้ามาจับแทนเกิดการกระตุ้น
การถอดรหัสยีนต่อไป (A), ลักษณะรูปร่างของ RER heterodimers ในการเข้าจับกับช่วง core 
recognition elements motif ของสาย DNA ช่วงล าดับเบสซ้ าแบบจ าเพาะโดย PPAR ligand จะ
จับ motif ที่มีช่วงเบสซ้ าที่คั่นด้วย 1 เบส LXR ligand จะจับ motif ที่มีช่วงเบสที่คั่นด้วย 4 เบส(240) 

(B) ,  Oxidative stress มีอิทธิพลต่อการถอดรหัสยีน ABCA1 โดย (1): กดการท างานของ PPAR 
และ PPAR ซึ่งมีอิทธิพลต่อการท างานของ LXR และ LXRβ หรือ (2): เข้าท าลาย ligand ของ 
LXRs โดยตรง เมื่อแมคโครฟาจเข้าสู่บริเวณที่มีการอักเสบของผนังหลอดเลือดที่มีภาวะ oxidative 
Stress การขับไขมันออกจากเซลล์แมคโครฟาจจะลดลง ซึ่งเป็นปัจจัยหลักอันหน่ึงในการเกิดภาวะ
หลอดเลือดตีบตัน (C) 

         เอนไซมท่ี์มบีทบาทส าคญัในการเมแทบอลิซมึไขมนัอ่ืนๆ เชน่เอนไซมท่ี์ใชใ้นการ
สังเคราะห์โคเรสเตอรอลเอสเตอร์ภายในเซลล์คือ  Acyl coenzymeA: choresterol  acyltransferase  (ACAT)  
มี  2  ไอโซฟอร์มคือ  ACAT1  และ  ACAT2 โดยเฉพาะ ACAT2 ที่พบมากในเซลล์ทางเดินอาหารและเซลล์ตับ 
ถูกควบคุมในระดับการถอดรหัสยีนด้วยโคเรสเตอรอล เมื่อทานอาหารที่มีไขมันสูงจะมีผลเพิ่มการแสดงออก
ของยีนและโปรตีน ACAT2 ท าให้ปริมาณ LDL และโคเรสเตอรอลภายในเซลล์เพิ่มขึ้น(204) เราอาจกล่าวแบบ
สรุปได้ว่า HMG-CoA reductase ควบคุมปริมาณโคเรสเตอรอล ส่วน  ACAT ควบคุมปริมาณโคเรสเตอรอล   
เอสเตอร์ภายในเซลล์ เพื่อใช้ในการผลิต lipoprotein โดยมีโปรตีน microsomal triglyceride transfer protein 
ในเอนโดพลาสมิก เรคติคูลัมท าหน้าที่ดึงโคเรสเตอรอลเอสเตอร์ไปสร้าง apoB ดังนั้น หากโคเรสเตอรอล         
เอสเตอร์ภายในเซลล์ลดลงก็จะท าให้การสร้าง apoB จากเซลล์ตับลดลงด้วย(29)  ACAT ยังเป็นตัวควบคุมการ

(A) 

(B) (C) 

(2) (1) 
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หล่ัง apoprotein มาจาก ER สู่ภายนอกเซลล์อีกด้วย(38)  และยีนถอดรหัสเอนไซม์ที่เปล่ียนโคเรสเตอรอลให้เป็น
กรดน้ าดีในเซลล์ตับที่ส าคัญม ี 2 ชนิดคือ cholesterol 7--hydroxylase (CYP7A1) ซึ่งควบคุม Classical 
pathway และ mitochondria sterol 27-hydroxylase (CYP27A1) ควบคุม Alternative pathway(245) ปัจจุบัน
การรักษาโรคไขมันในเลือดสูงจะมุ่งประเด็นการรักษาไปท่ี  1)  ยับยั้งเอนไซม์  HMG-CoA reductase โดยใช้
ยาในกลุ่ม Statin พบว่าสามารถลดระดับโคเรสเตอรอลในพลาสมาและลดอัตราการตายจากโรคหัวใจได ้  2)  
ลดการหล่ัง  VLDL  จากเซลล์ตับโดยยาในกลุ่ม nicotinic acid  3)  ยับยั้งเซลล์ล าไส้ไม่ให้ดูดซึมกรดน้ าดีและ
โคเรสเตอรอลกลับ 4) กระตุ้นการท างานของ PPAR โดยยาในกลุ่ม fibric acid เช่น Fenofibrate และ ยากลุ่ม 
TZD เช่น Rosiglitazone ปัจจุบันก็มีการพัฒนายาส าหรับลดไขมันในเลือดหลายชนิด เช่น ยา 4-amino-2(4,4-
dimethyl-z-oxo-1-imidazolidinyl)pyrimidine-5-N-(trifluoromethyl-phenyl)carboxamide 
monohydrochloride (HOE402) ซึ่งพบว่าสามารถลดระดับโคเรสเตอรอลในหนูท่ีขาด LDLR แต่ก าเนิด 
(LDLR-/-) โดยใช้กลไกการปรับขนาดไตรกลีเซอไรด์ใน VLDL มากกว่าลดการหล่ังของ VLDL จึงท าให้  
HOE402  ลดไขมันอุดตันหลอดเลือดได้ (211)   

ปัจจัยอื่นที่มีผลต่อการเกิดโรคหลอดเลือดและหัวใจ 

การเกาะตัวของเกร็ดเลือดเป็นล่ิมเลือดกับผนังหลอดเลือด (platelet aggregation และ 
adhesion) เป็นปัจจัยส าคัญในการเกิดภาวะหลอดเลือดอุดตัน ซึ่งเกร็ดเลือดเกาะรวมตัวกันเป็นล่ิมเลือดมัก
เกิดภาวะอักเสบ ปลดปล่อย  ThromboxaneA2 ซึ่งเป็น eicosanoid โดยการย่อยด้วยเอนไซม ์ cyclo-
oxygenase (COX) จาก arachidonic acid (AA) ที่เป็นส่วนประกอบของผนังเกร็ดเลือด ดังนั้นยาต้านการ
อักเสบ เช่น ยาแอสไพรินสามารถยับยั้งการท างานของ COX จึงมีฤทธิ์ป้องกันการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด 
มีหลักฐานพบว่ากรดไขมันไม่อิ่มตัว n-3 ในอาหารที่พบมากในน้ ามันปลาเรียกว่า โอเมก้า -3 (ω-3) ก็สามารถ
ช่วยยับยั้งการเกาะเกิดล่ิมเลือดได้เช่นกัน นักวิจัยยังพบอีกว่าระบบการแข็งตัวของเลือดโดยเฉพาะ Cofactor7a 
อาจมีความเกี่ยวข้องโดยตรงกับการเผาผลาญไตรกลีเซอไรด์ และการเพิ่มระดับ cAMP ภายในเซลล์จะยับยั้งมิ
ให้ Ca2+ เคลื่อนที่ ส่งผลให้เกร็ดเลือดไม่อาจท างาน (198) นอกจากกรดไขมันอิสระ (FFAs) ส่วนเกินในพลาสมา
ยังมีบทบาทส าคัญที่อาจเพิ่มอุบัติการณ์เกิดโรคต่างๆ ดังที่กล่าวแล้ว FFAs ยังสามารถกระตุ้นการหล่ัง VLDL 
อีกทั้งรบกวนการส่งสัญญาณของอินซูลินโดยตรง จากการยับยั้งกระบวนการขนส่งกลูโคสและกระบวนการ 
Protein phosphorylation ของเซลล์(189) ท าให้หลอดเลือดมีความเครียดสูงจนสูญเสียจังหวะหน้าที่ 
(ventricular dysrhythmias) ซึ่งกรดไขมันอิสระในกระแสเลือดจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อรับประทานอาหารที่มีไขมัน
สูงทั้งกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไม่อิ่มตัว(67)  โดยเฉพาะ arachidonic acid  ซึ่งเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัวสาย
ส้ัน (n=6) ที่ถูกปลดปล่อยมาจาก  linoleic  acid  มีรายงานว่า  arachidonic acid  จะถูกรับเข้าเซลล์ตับและ
ถูกเมแทบอลิซึมอย่างรวดเร็วโดยเอนไซม์ cyclooxygenase, lipoxygenase หรือ cytochrome P450-
dependent oxygenase เปล่ียนเป็น prostaglandines, leukotrienes และ  epoxy eicosatrienoic acid  
ก่อให้เกิด  ROS  ปริมาณมากภายในเซลล์ เข้ารบกวนกลไกของยีนที่มีผลให้การแบ่งตัวของเซลล์ตับลดลงและ
ท าให้เซลล์ตายแบบ apoptosis(246) นักวิจัยจึงน าสารต้านอนุมูลอิสระต่างๆ มาทดลองเพื่อหาทางป้องกันและ
ลดอัตราเส่ียงของการเกิดโรค เชื่อว่า สารต้านอนุมูลอิสระน่าจะสามารถต่อต้านและป้องกัน LDL oxidation 
ช่วยป้องกันการสูญเสียความยืดหยุ่นของผนังหลอดเลือด และต้านการอักเสบ สาร ต้านอนุมูลอิสระที่ศึกษากัน
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มากและท ากันอย่างแพร่หลายคือ วิตามินต่างๆ เช่น วิตามินเอ วิตามินอี วิตามินซี และอนุพันธุ์ของวิตามิน
เหล่านี้ เนื่องจากพบวิตามินมีปริมาณมากในอาหารทั่วไปและมีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีดีสามารถช่วย
ลดความเส่ียง ความรุนแรง และอัตราการเกิดโรคในสัตว์ทดลอง (247) และพบว่าในผู้ป่วยโรคหัวใจจะมีระดับ    
β-carotene วิตามินอี และวิตามินซีต่ ากว่าคนปกติ(248)  การศึกษาทาง clinical trial หลายฉบับซึ่งท าการศึกษา
ในคนสุขภาพแข็งแรงและผู้ป่วยที่เป็นโรคหัวใจพบผลการทดลองที่สนับสนุนว่าสารต้านอนุมูลอิสระมีประโยชน์ 
เช่น การรับประทานผักผลไม้ที่มีระดับ β-carotene สูงเป็นเวลาติดต่อกันนานๆ ช่วยลดอัตราการเป็นโรคเรื้อรัง
ต่างๆ ได้ (249)  สารต้านอนุมูลอิสระมีผลดีต่อร่างกายและลดอุบัติการณ์โรคหัวใจขาดเลือดได้จริง โดย ฤทธิ์ของ
วิตามินที่ให้ประโยชน์แบบเด่นชัดจะอยู่ในรูปของผักและผลไม้สดมากกว่าสารสกัดหรือตัววิตามินโดยตรง(51,250) 
แต่ก็มีรายงานวิจัยที่ให้ผลขัดแย้ง เช่น β-carotene ลดอัตราเส่ียงการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดได้เพียง
เล็กน้อยเมื่อได้รับในปริมาณปกติ หลายการวิจัยที่ชี้ว่าไม่สามารถป้องกันการเกิดโรคและลดอัตราการตายจาก
โรคหัวใจได้เลย(69-71) และสรุปว่า β-carotene มีประโยชน์เพียงเป็นตัวบ่งชี้พฤติกรรมการรับประทานอาหารของ
ผู้ป่วยเท่านั้น(249) การศึกษาแบบ meta-analysis  ส าหรับวิตามินอีพบว่า ไม่มีประโยชน์ในการป้องกันอัตราการ
ตายจากโรคหัวใจ ลดความเส่ียงจากการเสียชีวิตด้วยโรคหัวใจ หรืออุบัติการณ์เส้นเลือดในสมองแตกแต่อย่าง
ใด(251) ระดับวิตามินอีที่เพิ่มขึ้นในกระแสเลือดก็ไม่มีผลลดอัตราการแตกสลายของ lipid peroxidation(252) การ
วิจัยส่วนใหญ่ยังระบุว่า การรับประทานวิตามินอีในปริมาณปกติไม่สามารถป้องกันการเกิดโรคหัวใจ แต่อาจให้
ประโยชน์ในการลดการด าเนินของโรคไม่ให้รุนแรงกว่าเดิมได้ (secondary prevention) วิตามินอีจึงอาจเป็น
ทางเลือก adjuvant therapy ส าหรับผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วยยารักษาโรคหัวใจอยู่(253) เช่น การรับประทาน
วิตามินอีควบคู่ไปกับยา platelet antiaggregating agent เช่น แอสไพริน อาจมีส่วนเสริมประสิทธิภาพยาใน
การป้องกัน transient ischemic attack และ ischemic cerebrovascular อื่นๆ(254)  นอกจากนี้ยังมีรายงาน
วิจัยแบบ prospective สองฉบับพบว่า หากรับประทานวิตามินอีเป็นระยะเวลานานมากกว่าสองปีขึ้นไป มีส่วน
ช่วยในการลดอัตราการเกิดโรคได้(255) ส าหรับวิตามินซีนั้นไม่มีผลในการลดอัตราเกิดโรคหัวใจ อีกทั้งการศึกษา
ในผู้ป่วยความดันโลหิตสูงพบว่า วิตามินซีและวิตามินอี นอกจากไม่มีฤทธิ์ลด  oxidative stress แล้วยังอาจมี
ผลเพิ่มความดันโลหิตขึ้นไปอีก ซึ่งผู้วิจัยชี้ว่า เป็นเหตุผลที่อธิบายว่าเหตุใดอัตราการตายจึงเพิ่มขึ้นในผู้ป่วยที่
ได้รับวิตามินอีและซีปริมาณสูง(256) และส่ิงส าคัญที่ต้องค านึงคือ สารต้านอนุมูลอิสระ เมื่อถูกดูดซึมเข้าร่างกาย
แล้วก็จะเกิดการแตกสลายและขับออกจากร่างกายตลอดเวลา ท าให้ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้ใน
ร่างกายมีระดับต่ า ดังนั้นสารต้านอนุมูลอิสระจึงมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการด าเนินของโรคระยะแรกๆ ที่
ความผิดปกติยังไม่มากนัก สารต้านอนุมูลอิสระยังพอยับยั้งได้ เช่น ลดการเกิด fatty steak ได้มากกว่าในระยะ
หลังที่การด าเนินโรคเป็นไปมากแล้ว(251)  เช่น การใช้วิตามินอีในการป้องกันภาวะ vasculopathy ระยะแรกๆ 
ในผู้ป่วยที่ท าการผ่าตัดเปล่ียนหัวใจ(253)  นอกจากวิตามินที่กล่าวมาแล้วสารต้านอนุมูลอิสระอื่นๆ ท่ีน ามา
ทดลองเช่นสารสกัดจากพืชสมุนไพร เช่น โพลีฟีนอลกลุ่มต่างๆ การศึกษาทางระบาดวิทยาคลินิกพบว่า การรับ
สารต้านอนุมูลอิสระโพลีฟีโนลิกเพิ่มขึ้นจะลดอัตราเส่ียงการเป็นโรคหัวใจ(257) และมีหลักฐานมากมายที่ชี้ว่า  โพ
ลีฟีนอลอาจมีประโยชน์ลดการเกิดโรคหัวใจ เช่น โพลีฟีนอลสามารถลดการท างานของเกร็ดเลือดโดยการยับยั้ง
การสร้าง ThromboxaneA2 และออกฤทธิ์ควบคุม NO ซึ่งเป็นสารท่ีควบคุมการท างานของเซลล์บุหลอดเลือด
(195) นอกจากนี้โพลีฟีนอลสามารถจับกับ P-glycoprotein pump บนผนังเซลล์ตับ ส่งสัญญาณลดการสร้างโค
เรสเตอรอลเอสเตอร์ท าให้ลดการผลิต apo-B และยังเพิ่มการท างานและแสดงออกของ  LDLR  เกิดการ
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ควบคุมย้อนกลับไมให้สร้างโคเรสเตอรอลภายในเซลล์(258) มีการค้นพบว่าข้าวสามารถลดความเส่ียงโรคหัวใจ
ได้โดย 1. สามารถยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการเมแทบอลิซึมไขมัน เช่น Tocotrienol ยับยั้งเอนไซม์ HMG-

CoA reductase, -Oryzanol ยับยั้งเอนไซม์ ACAT และ cholesterol esterase ซึ่งท าหน้าที่เปล่ียน   โค
เรสเตอรอลเอสเตอร์ให้อยู่ในรูปโคเรสเตอรอลอิสระ ท าให้ก าจัดโคเรสเตอรอลออกจากร่างกายดีขึ้น เพิ่มระดับ 
HDL และลดระดับการสังเคราะห์ VLDL 2. ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ป้องกันการเกิด LDL oxidation 3. ลด
เกร็ดเลือดรวมตัวกันเป็นล่ิมเลือด รวมทั้งยับยั้งการหล่ังสาร leucotrienes จากแมคโคฟาจ 4. ลดการดูดซึมและ
เพิ่มการเมแทบอไลต์ของโคเรสเตอรอลจากทางเดินอาหาร โดยใยอาหารและในข้าวยังมี phytosterol ช่วยลด
การดูดซึมโคเรสเตอรอลจากทางเดินอาหาร ขับออกจากร่างกายได้รวดเร็ว และดูดกลับน้อยลง 5. กรดอะมิโน
ในร าข้าวจะช่วยคงระดับโคเรสเตอรอลในร่างกายให้ปกติ ปัจจุบันมีการพัฒนาการตรวจ  biomarkers ตัวใหม่
ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์เพื่อใช้บ่งบอกภาวะเส่ียงและควบคุมโรคหัวใจในผู้ป่วย  biomarkers ท่ีได้รับ
การวิจัยและพัฒนามากคือ COX-2 ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบมากในโรคที่มีการอักเสบหลายชนิด เช่น  ข้ออักเสบ  
มะเร็ง  โรคหัวใจ  แต่งานวิจัยทางคลินิกที่พบว่าผู้ป่วยหลายรายที่ใช้ยากดการสร้างเอนไซม์  COX-2 กลับมี
อาการโรคหัวใจ การศึกษาในหนูท่ีขาดเอนไซม์  COX แต่ก าเนิด (COX-/-) ให้รับประทานอาหารก่อโรคหัวใจ
พบว่า มีไขมันเกาะใน aorta, สาร eicosanoid เช่น TXA2, PGE2 และ PGI2 ในกระแสเลือดของหนูเหล่านี้ไม่
สมดุลอย่างรุนแรง มีการเพิ่มขึ้นของ cytokines เช่น TNF และ IL-6 นักวิจัยคาดว่า COX-2 มีประโยชน์ในการ
คงระดับ prostanoid และสารก่ออาการอักเสบ เช่น 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2 ให้สมดุลและยับยั้งการเกิด pro-
inflammatory HDL ซึ่งประสิทธิภาพในการขนส่งโคเรสเตอรอลลดลง และอาจส่งเสริมการเกิด Ox-LDL อีก
ด้วย จึงรับการพัฒนาเพื่อใช้เป็น biomarker ตัวใหม่ใช้ควบคุมการรักษาโรคหัวใจอีกตัวหน่ึงเช่นกัน(259)    
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บทที่  3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 

กลุ่มตัวอย่างที่เกี่ยวข้องที่ใช้ในการวิจัยมีดังนี ้

1. ตัวอย่างข้าวเมล็ดสี ข้าวเมล็ดสีท่ีน ามาวิจัยเป็นพันธุ์ข้าวที่ปลูกในประเทศไทย โดยผู้วิจัยท าการเก็บ
ตัวอย่างข้าวเมล็ดสีชนิดต่างๆ โดยแบ่งตามลักษณะสีและรูปร่างเมล็ดข้าว แบบสุ่มจากแหล่งการค้าใน
แถบกรุงเทพมหานครและปริมณฑลระหว่าง 1 กุมภาพันธ์ ถึง 31 มีนาคม พ.ศ. 2550 ทั้งนี้เพื่อป้องกัน
ความแปรปรวนของสิ่งแวดล้อมที่อาจมีผลต่อปริมาณสารต่างๆ ท่ีมีในเมล็ดข้าว รวมทั้งหมด 21 ตัวอย่าง 
สามารถแบ่งได้เป็น 3 สายพันธุ์ดังนี ้

1.1. ข้าวกล้องแดงหรือข้าวแดงมันปู รวมทั้งสิ้น 7 ตัวอย่าง 
1.2. ข้าวกล้องด าหรือข้าวสีนิล รวมทั้งส้ิน 7 ตัวอย่าง 
1.3. ข้าวเหนียวด า รวมทั้งส้ิน 7 ตัวอย่าง  

 

 

 

 

        ภาพท่ี 3.1: ชนิดข้าวเมล็ดสีท่ีพบได้ทั่วไปในประเทศไทย ข้าวแดง (A), ข้าวด า (B), และข้าวเหนียวด า (C) 

2. ตัวอย่างเซลล์ที่ใช้ในการวิจัย ตัวอย่างเซลล์ทั้งหมดเป็นเซลล์ร่างกายมนุษย์ซึ่งสามารถแบ่งเป็น 2 ประเภท
คือ  
2.1. ตัวอย่างเซลล์ร่างกายปกติมีดังนี ้

2.1.1. เซลล์เม็ดเลือดแดงปกติ (Red blood cells) โดยเก็บตัวอย่างจากอาสาสมัครหญิงชายที่มีอายุ
ระหว่าง 18-30 ปี สุขภาพแข็งแรง ไม่รับประทานยาในช่วงที่ท าการเจาะเก็บตัวอย่าง โดยท า
การเจาะเก็บตัวอย่างเลือดครบปริมาณ 5 ml ใส่หลอดเก็บที่มีเฮบพารินเป็นสารกันเลือด
แข็งตัว ป่ัน  1500 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูดเฉพาะส่วนเม็ดเลือดแดงออกมาใช้ เตรียมเซลล์
ใหม่ทุกครั้งก่อนการทดลอง 

2.1.2. เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (Peripheral blood mononuclear cells : PBMCs) โดยเก็บตัวอย่าง
จากอาสาสมัครหญิงชายที่มีอายุระหว่าง 18-30 ปี สุขภาพแข็งแรง ไม่รับประทานยาในช่วงที่
ท าการเจาะเก็บตัวอย่าง โดยท าการเจาะเก็บตัวอย่างเลือดครบปริมาณ 12 ml ใส่หลอดเก็บที่
มีเฮบพารินเป็นสารกันเลือดแข็งตัวเช่นเดียวกับเซลล์เม็ดเลือดแดง แล้วท าการแยกตัวอย่าง

(A) (B) (C) 
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เซลล์เม็ดเลือดขาวด้วยหลักการ Density gradient centifution โดยใช้น้ ายา Ficoll-hypaque 
solution ซึ่งมีความหนาแน่น 1.077 เท่าของน้ า เตรียมเซลล์ใหม่ทุกครั้งก่อนการทดลอง วิธีการ
เป็นดังนี ้

2.1.2.1. เจาะเลือดใส่ใน accuspin tube รินด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในอัตราส่วนเลือด 1 ส่วนต่อ
บัฟเฟอร์  2 ส่วน น าไปปั่นที่อุณหภูมิห้องด้วยความเร็ว 800 g เป็นเวลา 15 นาที 

2.1.2.2. ดูดส่วนพลาสมาทิ้งแล้วเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้เท่ากับปริมาณที่ท้ิงไปแล้วค่อยๆ เทลง
บน Ficoll-hypaque solution ที่เตรียมไว้ในหลอดขนาด 50 ml ในอัตราส่วนเลือด 4 
ส่วนต่อ Ficoll-hypaque solution  3 ส่วน ปั่นที่อุณหภูมิห้องด้วยความเร็ว 400 g เป็น
เวลา 20 นาที 

2.1.2.3. ดูดชั้นขุ่นที่อยู่ระหว่าง Ficoll-hypaque solution และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ออกมาแล้วปั่น
ล้างเซลล์ที่ได้ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่อุณหภูมิห้องด้วยความเร็ว 400 g เป็นเวลา 5 นาที 
ท าซ้ าเดิม 2-3 ครั้ง เทส่วนน้ าใสทิ้งไปแล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 2 ml  นับจ านวน
เซลล์แล้วค านวณเพื่อท าการทดสอบต่อไป 

2.2. ตัวอย่างเซลล์เพาะเล้ียงมีดังนี ้

2.2.1. เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat (Human T cell lymphoblast-like cell line) ได้รับการ
อนุเคราะห์เซลล์จาก ศ.นพ.ดร.อภิวัฒน์ มุทิรางกูร ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.2: ลักษณะและรูปร่างของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat เมื่อย้อมด้วยสีกิมซ่าถ่ายจากกล้อง
จุลทรรศน์ก าลังขยาย 400 เท่า (A),  ถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Invert Microscopy) 
โดยตรงก าลังขยาย 40 เท่า (B) 

2.2.2. เซลล์มะเร็งตับ HepG2 (Human hepatocellular liver carcinoma cell line) ได้รับการ
อนุเคราะห์ตัวอย่างเซลล์จาก รศ.ดร.ภาวพันธ์ ภัทรโกศล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

(A) (B) 



49 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.3: ลักษณะและรูปร่างของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 เมื่อย้อมด้วยสีกิมซ่าถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 1000 เท่า (A),  ถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Invert Microscopy) โดยตรง
ก าลังขยาย 40 เท่า (B) 

เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

สารเคมีที่ใช้ในการวิจัยสามารถแบ่งได้เป็น 4 หมวดคือ 

I. สารเคมีที่ใช้ในการตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระ 
AAPH Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Catechin Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Fluorescien  Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Folin Ciocalteu’s phenol reagent Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Gallic acid Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Methanol Merck, เยอรมน ี
Sodium carbonate Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Sodium phosphate Merck, เยอรมน ี
Sulfuric acid Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

II. สารเคมีที่ใช้ในการตรวจวัดการป้องกันเซลล์ร่างกายปกติจากอนุมูลอิสระ 
Acetphenylhydrazide General purpose reagent, อังกฤษ 
Crystal violet Merck, เยอรมน ี
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Mayer&Barker, อังกฤษ 
Hydrogen peroxide Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Low temperature melting point agarose gel Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
Normal temperature melting point agarose gel Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
Sodium chloride Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา  

(B) (A) 
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Sodium hydroxide          Merck, เยอรมน ี
Titan-X 100                                       Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Tris base Riedel-de Haen, เยอรมน ี

III. สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยากับเซลล์เพาะเล้ียง 
2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Dimethyl Sulphoxide (DMSO) Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Dulbecco’s modifies Eagle’s medium (DMEM : HyClone, สหรัฐอเมริกา                             
with 4 mM/L Glutamine, 4500 mg/L Glucose   
without Sodium Pyruvate)            
EDTA-Trypsin 0.25% (1X) HyClone, สหรัฐอเมริกา 
Ethanol Merck, เยอรมน ี
Ethidium Bromide Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Fetal Bovine Serum (FBS) HyClone, สหรัฐอเมริกา 
Fungizone Amphotericin B 250 µg/ml Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
Isoprep Ficoll-Hypaque 1077 Robbins Scientific corp., สหรัฐอเมริกา 
Neutral Red Dye Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Penicillin-Streptomycin Solution Biochrom  AG, เยอรมนี                   
(10,000 units/ml Penicillin, 10,000 µg/ml Streptomycin) 
Phosphate Buffered Saline (PBS : without calcium HyClone, สหรัฐอเมริกา                            
without magnesium)  
Phytohemagglutinin (PHA) Biochrom  AG, เยอรมนี 
Roswell Park Memorial Institute -1640 Medium HyClone, สหรัฐอเมริกา                       
(RPMI-1640 medium with 2.05 mM L-Glutamine) 
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Trypan Blue Stain 0.4% Invitrogen, สหรัฐอเมริกา  

IV.สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบสารสกัดที่มีผลต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับไขมัน 
Chloroform Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Deoxyribonuclease I  Biobasic, แคนาดา   
Diethyl pyrocarbonate (DEPC)                                   Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
DNA Ladder 100 bp Biobasic, แคนาดา   
Isopropanol Sigma  Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
i-Tag DNA polymerase with dNTPs 10 mM iNtron biotechnology, เกาหลีใต ้
M-Mllv-Reverse transcriptase Finnzymes, ฟินแลนด์ 
Oligo-dT 20-mer Biobasic, แคนาดา   
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Primer Biobasic, แคนาดา   
RNAse Inhibitor Biobasic, แคนาดา   

เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัยมีดังนี ้
-20 oC Freezer Sanyo Electric, ญ่ีปุน่ 
-80 oC ULT Deep Freezer IlShin Lab, เกาหลีใต ้
4 oC Refrigerator Sharp, ญ่ีปุน่ 
6 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก์ 
12 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก์ 
96 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, เดนมารก์ 
Analytical Balances Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด ์
Auto pipette GILSON, ฝรั่งเศส  
Block heater Wealtec Corp., สหรัฐอเมริกา 
Cell Culture Flask (25 cm2) Nunc, เดนมารก์ 
Centrifuge tube 15, 50 ml Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 
CO2 incubator Sheldon Manufacturing, สหรัฐอเมริกา 
Cryovial tube 2.0 ml Nunc, เดนมารก์ 
Disposable Serological pipette (5, 10 ml) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 
Electrophoresis power supply Bio-Rad Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
Fluorescence microscope Olympus Optical, ญ่ีปุ่น 
Freeze dryer Thermo Electron Corporation,                                  

สหรัฐอเมริกา 
Gel documentation (gel doc) systems Syngene, อังกฤษ 
Gel Electrophoresis Apparatus Bio-Rad Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
Glassware Pyrax, สหรัฐอเมริกา 
Hemocytometer Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา 
High-Pressure Steam Sterilizer Tomy Kogyo, ญ่ีปุน่ 
Incubator                                                               Memmert, เยอรมน ี
Inverted microscope Olympus Optical, ญ่ีปุ่น 
Larminar Flow Cabinet E.S.I. Flufrance, ฝรั่งเศส 
Light microscope Olympus Optical, ญ่ีปุ่น 
Liquid Nitrogen Tank Taylor-Wharton, สหรัฐอเมริกา 
Luminometer Plate                                                 PerkinElmer, ฟินแลนด์ 
Microcentrifuge Denver Instrument, สหรัฐอเมริกา 
Microcentrifuge tube (1 .5 ml) BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 
Micro Refrigerated Centrifuge Vision Scientific, เกาหลีใต ้
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Microscope slide (1"x3"), Cover glass Sail Brand, จีน 
Multichannel pipette Brand, เยอรมน ี
PCR tube Bioscience Inc., สหรัฐอเมริกา 
Pipette controller Jencons (Scientific), อังกฤษ 
Pipette tips (10, 200, 1000 µl)                                       Biobasic, แคนาดา BIORAD, สหรัฐอเมริกา 
Rotary Evaporator Heidolph Instruments, เยอรมน ี
Sonicator Soniclean, สหรัฐอเมริกา 
Sterile aerosol pipette tip (10, 200, 1000 µl) Labcon, สหรัฐอเมริกา 
SUB CELL electrophoresis tray BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 
Thermal Cycler MJ Research Inc., สหรัฐอเมริกา     
UV Transilluminator UVItec, อังกฤษ 
UV-Visible Spectrophotometer Shimadzu, ญ่ีปุน่ 
UV-Visible Spectrophotometer for RNA Beckman Coulter Inc., สหรัฐอเมริกา   
Vacuum Concentrator (DNA SpeedVacs) Thermo Electron Corporation,

สหรัฐอเมริกา 
Vortex Mixer FINEPCR, เกาหลีใต ้   
Wallac 1420 VICTOR2 Multilabel Counter flourometer PerkinElmer Life and Analytical  

Sciences, ฟินแลนด์ 
Water Bath Memmert, เยอรมน ี

น้ าที่ใช้ในการวิจัยทั้งหมดเป็นน้ า Milli-Q™ ซึ่งเป็นน้ าที่ผ่านความต่างศักย์ 18 m แสงอัล
ตราไวโอเล็ต และรูกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตรเพื่อดึงแร่ธาตุและสารปนเปื้อนออกจนเกือบหมด  

วิธีการวิจัย 

1. การสกัดแยกสารรงควัตถุจากข้าวเมล็ดสีเพื่อน ามาวิจัย ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ดังนี ้
1. การสกัดสารรงควัตถุจากเมล็ดข้าวโดยใช้การต้มกล่ัน ( reflux) ด้วยตัวท าละลายเมทานอล 

(methanol) ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการสกัดสารต่างๆ โดยเฉพาะสารจากธรรมชาติและดัดแปลง
วิธีการบางส่วนจาก Kaneda และคณะ(12) วิธีการเป็นดังนี ้

1.1. น าตัวอย่างข้าวแต่ละตัวอย่างประมาณ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง ป่ันให้ละเอียดด้วยเครื่องปั่น
จากนั้นน ามาบดด้วยครกต่ออีกจนรู้สึกว่าละเอียดพอสมควร แล้วร่อนผงเมล็ดข้าวปั่นด้วย
ตะแกรงร่อนท่ีมีซี่ตะแกรงถี่ประมาณ 1-2 มิลลิเมตรเพื่อแยกส่วนที่ยังหยาบออก 

1.2. ชั่งผงข้าวเมล็ดสี 10 กรัมผสมกับ 80% เมทานอล 100 ml ท าการต้มกล่ัน ณ อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 90 นาที ดังภาพท่ี 3.4 แยกส่วนที่เป็นน้ า supernatant ออกแล้วเติม  80 % 
เมทานอลลงไปใหม่ 100 ml ท าการต้มกล่ันต่ออีก 90 นาที  เทน้ า supernatant ท้ังหมดลงขวด
ฝาปิด  
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ภาพท่ี 3.4: การสกัดสารธรรมชาติจากผงข้าวเมล็ดสีด้วยวิธี Reflux 
1.3. ส่ันด้วยเครื่อง sonicator คลื่นเสียงความถี่สูงเพื่อให้ผนังเซลล์แตกปลดปล่อยสารต่างๆ ออกมา

ได้มากยิ่งขึ้น เป็นเวลา 30 นาทีแล้วเก็บสารสกัดที่ได้ในท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 7 วัน 

1.4. ปั่นเพื่อแยกส่วนน้ าใสที่ความเร็ว 3000 rpm เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูด
เก็บส่วนน้ าใสไว้ส่วนหนึ่งเพื่อท าการตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระและส่วนท่ีเหลือให้ท าการ
ระเหิดแห้งเก็บ 

2. การระเหิดและการระเหยแห้ง วิธีการเป็นดังนี้ 
2.1. น าสารสกัดข้าวระเหยเพื่อแยกตัวท าละลายที่มิใช่น้ าในท่ีนี้คือ เมทานอล ออกโดยน าสารสกัด

เข้าเครื่อง rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสแล้วน าสารสกัดที่เหลือแช่ที่ตู้แช่เย็น  
-80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 วัน 

2.2. น าสารสกัดแข็งจากตู้เย็น -80 องศาเซลเซียสเข้าเครื่อง  Freeze dryer ซึ่งเป็นเครื่องเตรียมสาร
ให้แห้งด้วยวิธีการระเหิด (Sublimation) โดยใช้ความเย็นในสภาวะสุญญากาศ ท าให้สามารถ
ระเหิดส่วนที่เป็นน้ าแข็งออกจากสารตัวอย่างได้ ไม่ท าให้สารตัวอย่างเสียคุณสมบัติ โดยท าการ
ระเหิดที่อุณหภูมิ -47 องศาเซลเซียสความดัน 35x10-3 มิลลิบาร์เป็นเวลา 19 ชั่วโมงหรือจนกว่า
สารสกัดจะแห้งเป็นผง ใส่หลอดฝาปิดแยกเป็นหลอดเล็กๆ แล้วเก็บเข้าตู้แช่แข็ง  -80 องศา
เซลเซียส 

2.  การตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวเมล็ดสปีระกอบด้วย 4 ขั้นตอน(260-262)  ดังนี ้

2.1     การตรวจวัดคุณสมบัติในการเก็บกวาดอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) ของสารสกัด
ข้าวด้วยวิธี Oxygen Radical Absorbance Capacity assay (ORAC Assay)(31,263-264)  

 ORAC assay เป็นการตรวจวัดความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระ ในส่ิงตัวอย่างไปกวาดจับ
อนุมูลอิสระ  มีที่มาจากทฤษฏี Hydrogen atom transfer base (HAT)  อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจากสาร 2,2’ 
azobis (2-amidinopropane) hydrochloride (AAPH)(265) จะท าปฏิกิริยากับออกซิเจนเกิดเป็นอนุมูลอิสระ
เปอร์รอกซิลเข้าไปท าลายสีฟลูออเรสซีน (fluorescein) ท าใหโ้ครงสร้างสีเปล่ียนไป ส่งผลให้คุณสมบัติการเรือง
แสงค่อยๆ ลดลง สารต้านอนุมูลอิสระในส่ิงตัวอย่างทีใ่ส่เข้าไปจะมีผลในการยับยั้งการท าลายสีฟลูออเรสซีนจึง
ท าให้สียังคงเรืองแสงอยู่ ความเข้มของการเรืองแสงจะแปรผันตามปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในส่ิง
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ตัวอย่าง  ท าการตรวจวัดด้วยเครื่อง Fluorometer แล้วค านวณความแตกต่างของพื้นที่ใต้กราฟระหว่าง แบงค์ 
(blank) และส่ิงตัวอย่าง (sample) หรือสารมาตรฐาน ( Standard) วิธีนี้ใช้ Trolox ซึ่งเป็นอนุพันธ์วิตามินอีที่
ละลายน้ าได้เป็นสารมาตรฐาน(266)  สารต้านอนุมูลอิสระในสิ่งตัวอย่างที่ได้แสดงค่าในหน่วย mM โดยเทียบกับ 
Trolox  ต่อน้ าหนักข้าวที่น ามาสกัด 1 กิโลกรัม (Trolox equivalents (TE) mM/kg of dry wt.) วิธีการเป็นดังนี้      

2.1.1 เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
 2.1.1.1 สารละลาย AAPH ความเข้มข้น 153 mM ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

 2.1.1.2 สีฟลูออเรสซีน  (fluorescein stock solution) ให้เตรียมความเข้มข้น  40 M ในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ ก่อนใช้เจือจางในอัตราส่วน 1 ต่อ 1000 เป็น working fluorescein solution 

 2.1.1.3 สารละลาย Trolox ความเข้มข้น 10, 20, 30, 40, 60, 80 และ 100 M/ml 
2.1.2 ผสมสีฟลูออเรสซีน ( working sodium fluorescein solution) ปริมาตร 80 l กับสารท่ีต้องการทดสอบ
ลงถาดด าขนาด 96 หลุม ดังตารางที่ 3.1 ประกอบด้วย 1) blank 2) สารมาตรฐาน  7 หลุมนั่นคือ สารละลาย  
Trolox ความเข้มข้น  10, 20, 30, 40, 60, 80,100 M/ml 3) ตัวอย่างสารสกัดข้าว (ที่เจือจางได้ความเข้มข้น
เหมาะสม) จากนั้นน าถาด 96 หลุมนี้มาวางในเครื่อง  VICTOR2 Fluorometer  ให้ตั้งเครื่องท างานอัตโนมัติใน
การเติมสีฟลูออเรสซีนโดยใช้ระบบป๊ัมภายในเครื่องจ่าย จากนั้นให้ท าการเขย่าให้สารในหลุมผสมกันนาน 10 
วินาที ตั้งถาดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและมืดเป็นเวลา 30 นาที  
2.1.3 เริ่มปฏิกิริยาโดยใช้ระบบป๊ัมภายในเครื่องตัวที่ 2 จ่ายสารละลาย  AAPH ปริมาตร 25 l จนได้ปริมาตร
สุดท้าย 130 l เขย่าถาดนาน 10 วินาทีแล้วเริ่มกระตุ้นการเรืองแสงของปฏิกิริยาทันทีท่ีความยาวคลื่นแสง
กระตุ้น 485 นาโนเมตรและวัดการเรืองแสงความยาวคลื่นแสงปลดปล่อย  535 นาโนเมตรซึ่งจะท าการวัดทุกๆ 
นาทีจนครบ 35 นาที โดยที่มีปริมาณการเรืองแสงที่นาทีที่ 35 ได้น้อยกว่า 5% ของการเรืองแสงเริ่มต้น เครื่อง
จะบันทึกการวัดแบบต่อเนื่องเป็นกราฟ ดังภาพท่ี 3.5 โดยใช้ซอฟแวร์ Wallac1420 เวอร์ชัน 3.00 โดยโปรแกรม
จะค านวณพื้นท่ีใต้กราฟส่ิงตัวอย่าง หรือกราฟสารมาตรฐาน มาหักลบจากพื้นท่ีใต้กราฟ Blank ได้เป็นพื้นที่ใต้
กราฟสุทธิ (Net AUC) ค่าพื้นที่ใต้กราฟสุทธิท่ีได้จะน ามาเทียบกับกราฟสารมาตรฐาน  

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3.5:  ลักษณะกราฟที่ได้จากการตรวจสอบค่าความสามารถสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC (A), 

ลักษณะการเรืองแสงของสีฟลูออเรสซีนที่ได้จากการบันทึกอย่างต่อเนื่องของเครื่อง Fluorometer c]t
แสดงการค านวณพื้นท่ีใต้กราฟ (AUC) (B)  

(A) (B) 
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ตารางที่ 3.1: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดค่าระดับสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC assay 

Reagents Blank (l) Sample (l) Standard (l) 

1. สารสกัดข้าวเมล็ดส ี - 25 - 
2. สารละลาย phosphate buffer (pH 7.4) 25 - - 
3. สารละลาย Trolox - - 25 
4. สี Working Fluorescein 80 80 80 

เขย่าและตั้งที่อุณหภูม ิ37 ๐C 30 นาที 

 5. AAPH solution 25 25 25 

ผสมและวัดทันทีและวัด ต่อเนื่อง ทุกๆ นาที จนครบ 35 นาที โดยใช้ ความยาวคลื่น  excitation 485 nm, 
emission 528 nm  เขียน curve โดยน าค่า Net AUC standard ที่ได้จาก Trolox ความเข้มข้นต่างๆ มาเขียนกราฟ
เส้นตรงและน าค่า Net AUCSample มาอ่านค่าเปรียบเทียบ ซึ่ง   AUC (area under curve) สามารถค านวณค่า
ได้จากสูตรดังนี้ 
                        AUC = 0.5+(R2/R1)+(R3/R1)+(R4/R1)+….+0.5(Rn/R1)  
โดย R1 คือการเรืองแสงเริ่มต้น ณ เวลา 0 นาท,ี R2 คือการเรืองแสงครั้งที่ 2 ณ เวลา 1 นาที และ Rn คือการ
เรืองแสงสุดท้าย 

            Net AUC Standard  = AUC standard – AUC blank 

            Net AUC Sample    = AUC Sample  – AUC blank 

 
2.2     การตรวจวัดคุณสมบัติรีดิวซ์ของสารโพลีฟีนอล  (reducing property) จากสารสกัดข้าวด้วยวิธี  Folin 

Cioculteau Phenol assay (FCP)(34)  
 Folin Ciocalteau Phenol assay เป็นวิธีการตรวจความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระใน
ส่ิงตัวอย่างบริจาคอิเล็กตรอนหรือรีดิวซ์สารประกอบอื่นๆ มีที่มาจากทฤษฏี Single electron transfer base 
(SET) แอนโทไซยานินส์ ที่มีโครงสร้างเป็นโพลีฟีโนลิก สามารถ รีดิวซ์สารละลาย Folin Ciocalteau Phenol 
reagent ที่มีสีเหลืองเปล่ียนไปเป็นสารละลายที่มีสีฟ้าน้ าเงิน ความเข้มของสีจะแปรผันตามปริมาณสารต้าน
อนุมูลอิสระท่ีมีในส่ิงตัวอย่าง การตรวจวิธีนี้ใช้  Gallic acid เป็นสารมาตรฐาน ค่า ปริมาณโพลีฟีนอลทั้งหมด 
(Phenolic content) ในส่ิงตัวอย่างแสดงค่าในหน่วย mM โดยเทียบกับ  Gallic acid ต่อน้ าหนักข้าวที่น ามา
สกัด 1 กิโลกรัม (Gallic acid equivalent (GE) mM /kg of dry wt.)  

2.2.1 เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
 2.2.1.1 สารละลาย Working Folin Ciocalteu’s Phenol Reagent  
 2.2.1.2 สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 1.0 M  
 2.2.1.3 สารละลาย Gallic acid ความเข้มข้น 1.56 , 3.125, 6.25, 12.50, 25.00 และ 50.00  

g/ml 
2.2.2 ผสมสารละลาย ดังตารางที่ 3.2 ดังนี้ 1) blank 2) สารมาตรฐาน 3) สารสกัดข้าว กับ 10% Folin-
Ciocalteu’s phenol reagent 500 l ตั้งไว้ในท่ีมืดอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วเติม
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สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 350 l ลงไปเขย่าเบาๆ ให้เข้ากัน ตั้งไว้ในท่ีมืด
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสต่อเป็นเวลา 20 นาที หากมีสารประกอบฟีโนลิกในตัวอย่างจะเห็นสีน้ าเงินเกิดขึ้นซึ่ง
แปรผันตามปริมาณสารประกอบฟีโนลิกที่มีอยู่ในตัวอย่าง 
2.2.3 น าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์โดยใช้
สารละลาย gallic acid ความเข้มข้น 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 และ 50 g/ml เป็นสารมาตรฐาน  

ตารางที่ 3.2: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดค่าระดับสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FCP assay 

Reagents Blank (l) Sample (l) Standard (l) 

1. สารสกัดข้าวเมล็ดสี - - 500  
2. สารละลาย Gallic acid - 500  - 
3. Deionized distilled water 500  - - 
4.สารละลาย Working  Folin Ciocalteu’s  
Phenol Reagent  

500  500  500  

เขย่าและตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที 

5. สารละลาย Na2CO3  350  350  350  

ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง (Abs.) ของทั้งสารมาตรฐานและส่ิง
ตัวอย่างที่ 750 nm เทียบกับ blank 

2.3     การตรวจวัดคุณสมบัติการเป็นสารประกอบฟลาโวนอยดส์ด้วยวิธ ีVanillin assay(77)   
  สารประกอบจ าพวกโปรแอนโทไซยานิดิน (Proanthocyanidins) ในสารสกัดข้าวเมล็ดสี
เมื่ออยู่ในสภาวะที่เป็นกรด (70% H2SO4) จะเกิดปฏิกิริยา  depolymerization และเกิดปฏิกิริยา coupling กับ
สารประกอบแวนนาลิน (Vanillin) เป็นแวนนาลินแอดดัก (Vanillin adduct) ซึ่งเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีชมพู
แดงดูดกลืนความยาวคลื่นแสง 500 นาโนเมตร   ความเข้มของสีจะแปรผันตามปริมาณสาร โปรแอนโทไซยานิ
ดินที่มีในส่ิงตัวอย่าง และใช้คาเทชิน (Catechin) ความเข้มข้นระหว่าง  2, 5, 10, 20, และ 40 g/ml เป็นสาร
มาตรฐาน การทดสอบนี้จะจ าเพาะกับฟลาโวนอยดส์  ค่าปริมาณฟลาโวนอยดส์ท้ังหมดในส่ิงตัวอย่างจะแสดง
ค่าในหน่วย mM โดยเทียบกับ   Catechin ต่อน้ าหนักข้าวที่น ามาสกัด 1 กิโลกรัม  (Catechin equivalent (CE) 
mM /kg of dry wt.)  

2.3.1 เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
 2.3.1.1 สารละลาย 1% Vanillin reagent  ใน  70% H2SO4 
 2.3.1.2 สารละลาย Catechin ความเข้มข้น 2, 5, 10, 20, และ 40 g/ml 
2.3.2 ผสมสารละลาย ดังตารางที่ 3.3 ดังนี้ 1) blank 2) สารมาตรฐาน 3) สารสกัดข้าวเมล็ดสี ปริมาตร 1 ml 
กับสารละลาย 1% Vanillin reagent ใน 70% H2SO4 (Vanillin reagent) ปริมาตร 2 ml เขย่าเบาๆ ให้เข้ากัน
แล้วตั้งไว้ในท่ีมืด อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที จะเห็นสารละลายสีชมพูเกิดขึ้นโดยความเข้ม
ของสีจะแปรผันตรงกับปริมาณสารประกอบโปรแอนโทไซยานิดินในสารสกัดตัวอย่าง 
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2.3.3 วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 500 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์โดยใช้คาเทชิน
ความเข้มข้น 2, 5, 10, 20, และ 40 g/ml เป็นสารมาตรฐาน ผลที่ได้จะแสดงในรูป  

ตารางที่ 3.3: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดค่าระดับสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Vanillin assay 

Reagents Blank (ml) Sample (ml) Standard (ml) 

1. สารสกัดข้าวเมล็ดสี - - 1.0  
2. สารละลาย Catechin - 1.0  - 
3. Deionized distilled water 1.0  - - 
4. สารละลาย Vanillin reagent   2.0  2.0  2.0 

เขย่าเบาๆ ให้เข้ากัน ตั้งไว้ในท่ีมืด อุณหภูมิ 20 oC เป็นเวลา 15 นาทีแล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง (Abs.) 
ของทั้งสารมาตรฐานและส่ิงตัวอย่างที่ 500 nm เทียบกับ blank 

2.4 การตรวจวัดคุณสมบัติในการดูดกลืนคล่ืนแสงความยาว 535 นาโนเมตรของสารแอนโทไซยานินส์ด้วย
วิธีวัดการดูดกลืนแสงอย่างง่าย(36)  

 น าสารสกัดข้าวเมล็ดสีเข้าวัดค่าการดูดกลืนแสง ณ ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตรโดยตรง
ด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอรโ์ดยเตรียมสารสกัดตัวอย่างละ 1 ml ทั้ง 21 ตัวอย่าง แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่
ได้เข้าสูตร TAC = A x 288.21 (A= ค่าการดูดกลืนของแสงที่วัดได้) ตามสูตรของ Abdel‟Aol et al. 1999(36) 
แสดงผลเป็นจ านวนมิลลิกรัม (mg) ของแอนโทไซยานินส์ต่อสารตัวอย่าง 10 กรัม  

3. การตรวจวัดความสามารถของสารสกัดจากข้าวในการป้องกันการท าลาย DNA ในนิวเคลียส
ของเม็ดเลือดขาว ไขมันและโปรตีน  ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงจากการ
ออกซิเดชันโดยใช้เซลล์เม็ดเลือดจากเลือดครบเป็นแบบ ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ดังนี ้

3.1. การตรวจวัดความสามารถในการป้องกันการท าลาย DNA ( Genotoxicity) จากสารออกซิไดซ์โดยใช้  
DNA เม็ดเลือดขาวปกติเป็นแบบ ด้วยวิธี Comet assay (268) 

 Comet  assay หรือ single cell gel electrophoresis ใช้เพื่อการศึกษาและตรวจวัดการ
แตกสลายของสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ (DNA) เป็นชิ้นเล็กๆ จากการท าลายโดยอนุมูลอิสระ สารพิษ และสารออก
ซิเดนซ ์ในการทดสอบนี้จะใช้ H2O2 (100 mM) และใช้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติเป็นเซลล์ตัวอย่าง หากนิวเคลียส
ของเซลล์ถูกออกซิไดซ์จน DNA แตกเสียหาย เมื่อน าไปวิ่งแยกบนสนามไฟฟ้า (electrophoresis)(269)  ใช้วิธี 
microgel DNA electrophoresis(270) จะเห็นเศษ DNA ท่ีเสียหายแตกสลายเป็นชิ้นเล็กๆ  กระจายออกมาจาก
นิวเคลียสดูคล้ายดาวหางเมื่อดูด้วยกล้อง Fluorescence  หางยิ่งยาวมากแสดงถึงสาย DNA ที่แตกสลายมาก 
ในการทดสอบนี้จะใช้เม็ดเลือดคนปกติที่เจาะจากอาสาสมัคร โดยก าหนดว่า อาสาสมัครจะต้องมีสุขภาพ
แข็งแรง  ณ  ช่วงที่เจาะเลือดและไม่พบในสิ่งต่อไปน้ี  สูบบุหร่ี  ดื่มแอลกอฮอล์  ใช้ยารักษาโรคหรือยาคุมก าเนิด  
ติดเชื้อรุนแรงหรือติดไวรัสก่อนหน้าอย่างน้อย 6 เดือน  รับวัคซีน  มีโรคทางพันธุกรรมแต่ก าเนิดหรือโรคติดเชื้อ
เรื้อรัง  อาบแดด  รับการรักษาด้วยรังสีเอ็กซ์เรย์ (X-rays)  หรือรับประทานยาต้านมะเร็ง(143) ข้อดีของวิธีนี้คือ มี
ความไวในการตรวจจับการท าลายแม้เพียงเล็กน้อย  
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3.1.1 เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
 3.1.1.1 แผ่นสไลด์เคลือบ 1% Normal melting point agarose Gel (NMP)  
 3.1.1.2 1% Low melting point agarose gel (LMP)  
 3.1.1.3 Lysis solution, pH 10 เตรียมก่อนทดลองไม่เกิน 24 ชั่วโมง 
 3.1.1.4 Alkaline electrophoresis solution, pH>13  ใช้เป็นบัฟเฟอร์สนามไฟฟ้า  
 3.1.1.5 Neutralization buffer, pH 7.5 
 3.1.1.6 สีเอทิเดียมโบรมาดย์  ความเข้มข้น 20 mg/l 
 3.1.1.7 H2O2 ความเข้มข้น 10 mM 
3.1.2 เจาะเลือดโดยใช้เฮบพารินเป็นสารกันเลือดแข็ง ควรเจาะก่อนการทดลองไม่เกิน 2-3 ชั่วโมงแล้วผสม
เลือดครบ 80 l กับสารละลาย ดังตารางที่ 3.4 ดังนี้ 1) สารสกัดข้าวเมล็ดสีความเข้มข้น 200, 400, 600, 800 
และ 1000 g/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2) สารสกัดข้าวเมล็ดสีความเข้มข้น 200, 400, 600, 800 และ 1000 
g/ml ใส่พร้อมกับ H2O210 mM 3) H2O210 mM (Positive control) 4) ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Negative control) 
จนได้ปริมาตรสุดท้าย 1 ml ตั้งไว้ในท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมงในหลอดที่มีฝาปิดขนาด 
1.5 ml เพื่อป้องกันผลกระทบจากออกซิเจนในอากาศ  
3.1.3 ปั่นล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2-3 ครั้งแล้วดูดตะกอนเซลล์ 10 l ผสมกับเจล LMP 75 l ท่ีเตรียม
ไว้ให้เข้ากันแล้วหยดบนสไลด์ 3.1.1.1 ปิดด้วย cover slip ทันที จากนั้นน าไปแช่ที่ 4 องศาเซลเซียสจนเจลแข็ง
ตัว ค่อยๆ ดึง cover slip ออกแล้วทาเจล LMP 120 l ที่เตรียมไว้ทับอีกชั้น ปิดด้วย cover slip ทันทีน าไปแช่ที่ 
4 องศาเซลเซียสจนเจลแข็งตัว  
3.1.4 น าสไลด์แช่ใน lysis solution เย็นที่เตรียมไว้ที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วล้าง
ด้วย Alkaline electrophoresis solution, pH>13  3-4 ครั้งเบาๆ จากนั้นน าไปวางในถาดสนามไฟฟ้าแบบข้าง
ต่อข้าง  (side-by-side) ใน horizontal electrophoresis chamber ให้ปริมาณบัฟเฟอร์ท่วมเหนือสไลด์
ประมาณ 2 มิลลิเมตร ตั้งไว้ประมาณ 40 นาทีเพื่อให้ DNA คลายเกลียวแล้วท าการวิ่งแยกบนสนามไฟฟ้าด้วย
ไฟก าลัง 300 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 25 นาทีในท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตารางที่ 3.4: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดความสามารถในการป้องกันสาย DNA จากสารออกซิไดซ์ด้วยวิธี 
Comet assay 

Reagents Negative Control 
(l) 

sample (l) Positive Control (l) 
เท่านั้น พร้อม H2O2 

เลือดครบ 80 80 80 80 
สารละลาย PBS, pH 7.4 920 - - - 
สารสกัดข้าวเหนียวด า - 920* 460** - 
H2O2 10 mM - - 460** 920 

เขย่าเบาๆ ให้เข้ากัน ตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC ในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วปั่นน าตะกอนเซลล์มาท าการทดสอบต่อ 

 * สารสกัดข้าวเหนียวด าใช้ความเข้มข้น 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml 
** ความเข้มข้นเป็น 2 เท่าของความเข้มข้นท่ีใช้เพื่อให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน 
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3.1.5 ล้างสไลด์ด้วย  neutralization buffer 3-4 ครั้ง ย้อมสไลด์ด้วยเอทิเดียมโบรมาดย์แล้วส่องดูใต้กล้อง
ฟลูออโรเรสซีน โดยสุ่มนับคะแนนด้วย ระบบ microscope digital camera system  ที่ก าลังขยาย  200x เท่า
ทั้งหมด 200 นิวคลิอายโดยหลักการให้คะแนนเป็นดังภาพท่ี 3.6 คือ 0(N0) = ไม่เห็นหาง, 1(N1) = มีหางเล็ก
มาก, 2(N2) = เห็นหางเล็กๆ ออกจากนิวคลีอาย, 3(N3) = เห็นหางออกจากนิวคลีอายชัดเจน  และ4(N4) = 
DNA ทั้งหมดอยู่ที่หาง คะแนนจะอยู่ระหว่าง 0 ถึง 800 โดยคะแนนมากแสดงว่ามีการท าลายสารพันธุกรรม
มาก โดยสามารถค านวณ %การท าลายสารพันธุกรรมได้จากสูตร 

  Total damage (%) = (N0x0) + (N1x1) + (N2x2) + (N3x3) + (N4x4)  

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3.6:  ภาพลักษณะ DNA ที่วิ่งออกมาจากนิวเคลียสเมื่อท าการวิ่งแยกบนสนามไฟฟ้า สามารถแบ่งเป็น
ระดับต่างๆ ได้ 5 ระดับคือ ระดับ 4 = DNA ทั้งหมดอยู่ที่หางไม่เห็นนิวเคลียสหลงเหลือ (1), 
ระดับ 3 = เห็นหางออกจากนิวเคลียสชัดเจนเป็นทางยาว ( 2), ระดับ 2 = เห็นหางเล็กๆ ออก
จากนิวเคลียส (3) , ระดับ 1 = มีหางเล็กมากกระจุกอยู่ใกล้นิวเคลียส  (4) , และระดับ 0 = 
นิวเคลียสเป็นก้อนกลมไม่เห็นหาง (5)  

 

 

 

(3) 

(2) 

(1) 

(4) 

 (2) 

(5) 

พบ DNA แตกออกมา 80 ถึง 100% 
(ลูกศรชี้) สังเกตไม่พบส่วนหัวขดแน่น
ของนิวเคลียส คล้ายหยดน้ าตา 
เรียกว่า Apoptotic comet ซึ่งพบได้
จากเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis 

พบ DNA แตกออกมาประมาณ 20 ถึง 
50% แต่ไม่เป็นทางยาวเด่นชัดเหมือน state 
3 และ 4 พบส่วนหัวขดกลมของนิวเคลียส 
ชัดเจน 

พบ DNA แตกออกมามากกว่า 50% 
แต่ยังพบส่วนหัวขดกลมของ
นิวเคลียส   

พบ DNA แตกออกมาน้อยกว่า 
10% ใกล้ส่วนหัวนิเคลียส(4), 
ไม่พบเศษ DNA แตกออกมา
จากนิวเคลียสเลย (5) 
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3.2. การตรวจวัดความสามารถในการป้องกันโปรตีนเสียสภาพจากสารออกซิไดซ์โดยใช้โปรตีนฮีม (Heme) 
เป็นแบบ ด้วยวิธี Heinz body Inhibition assay(5)  

   N-acetylphenylhydrazine (APHZ) เป็นสารผลิต  intermediate ของอนุมูลอิสระไป
ออกซิไดซ์กรดไขมันไม่อิ่มตัว (polyunsaturated fatty acid) บนผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ของ
อนุมูลอิสระไปออกซิไดซ์ฮีโมโกลบินที่มีธาตุเหล็ก (Fe2+) เป็นองค์ประกอบ  ซึ่งมีมากในเม็ดเลือดแดง โดย Fe2+ 
จะท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาท าให้โมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดปกติมากขึ้นแล้วจับตัวตกตะกอนเกาะบนผนัง
เม็ดเลือดแดงเรียกว่า Heinz body พบมากในผู้ป่วยโรคโลหิตจาง (hemolytic anemia) หรือได้รับสารพิษ เช่น 
Nitrobenzene ดังภาพท่ี 3.7A โดยการทดสอบนี้จะเป็นตังบ่งชี้ภาวะการเกิด Oxidative stress ของโปรตีน  

3.2.1 เตรียมสารก่อนการทดสอบ ดังนี ้
 3.2.1.1 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ประกอบด้วย KH2PO4 1/15 โมล 1.3 ส่วนและ Na2HPO4 1/15 โมล 8.7  

ส่วน, pH 7.4 กลูโคส 200 mg% 
 3.2.1.2  APHZ 100 mg% ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
 3.2.1. 3 คลิสตัลไวโอเล็ต 1 g% (w/v) ใน 0.73% NaCl 
3.2.2 เจาะเลือดโดยใช้เฮบพารินเป็นสารกันเลือดแข็ง ก่อนการทดลองไม่เกิน 2-3 ชั่วโมง ป่ันท่ี 1500 rpm เป็น
เวลา 2-3 นาทีให้เม็ดเลือดแดงตกตะกอนแล้วดูดเฉพาะส่วนเม็ดเลือดแดง  100  l ผสมกับสาร ดังตารางที่ 
3.5 คือ 1) สารสกัดข้าวเมล็ดสีความเข้มข้น 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
2) สารสกัดข้าวเมล็ดสีความเข้มข้น 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml ผสมพร้อมกับ APHZ 100 
mg% 3) APHZ 100 mg% ( Positive control) 4) ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ( Negative control) ปริมาตรสุดท้าย
ทั้งหมดเท่ากับ  2  ml  
3.2.3 เขย่าหลอดทดลองใน  waterbath ที่มืด อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมงโดยใช้ pipette 
เป่าให้อากาศถ่ายเททุกๆ 30 นาที  
3.2.4 ดูดน้ าเลือดจากหลอดทดสอบมาหยดบนสไลด์แล้วย้อมด้วยคลิสตัลไวโอเล็ตปริมาณเท่ากันเป็นเวลา 5 
นาทีที่อุณหภูมิห้องแล้วดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า นับเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 1000 เซลล์ ผลที่
ได้จะรายงานเป็นเปอร์เซ็นต์ของ Heinz body formation 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.7: ลักษณะ Heinz body ที่เกิดขึ้นในเม็ดเลือดแดง (A), ลักษณะสารละลายเมื่อเม็ดเลือดแดงแตก 
ปลดปล่อยฮีโมโกลบินออกมา(หลอดทดลองทางขวา) เมื่อน าไปป่ันเพื่อให้เซลล์ตกตะกอน จะไม่
เห็นเซลล์เม็ดเลือดแดงตกตะกอนดังเช่นหลอดทดลองทางซ้าย (B) 

(A) (B) 

เม่ือเม็ดเลือดแดงแตก จะ
ปลดปล่อยฮีโมโกลบิน

ออกมา เม่ือน าไปปั่นจะไม่
เห็นเซลล์ตกตะกอน 

(หลอดขวา) เปรียบเทียบ
กับเม็ดเลือดแดงปกติที่ยัง
ไม่แตก (หลอดซ้าย) 
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ตารางที่ 3.5: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดค่าการป้องกันโปรตีนและไขมันบนผนังเซลล์เสียสภาพจากอนุมูล
อิสระด้วยวิธีการ Heinz body inhibition assay และ Hemolysis inhibition assay 

a= ปริมาตรสุดท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 2 ml 
b= ปริมาตรสุดท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 1 ml 
* สารสกัดข้าวเหนียวด าใช้ความเข้มข้น 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 µg/ml 
** ความเข้มข้นเป็น 2 เท่าของความเข้มข้นท่ีใช้เพื่อให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน 

3.3. การตรวจวัดความสามารถในการป้องกันการเกิดออกซิเดชันของไขมันจากสารออกซิไดซ์โดยใช้ผนัง
เซลล์เม็ดเลือดแดงเป็นแบบ ด้วยวิธ ีHemolysis Inhibition assay(6) 

 สาร 2 ,2-Azobis (2-amidinopropane) hydrochloride (AAPH) ซึ่งเป็นสารกระตุ้นให้เกิด
อนุมูลอิสระเข้าท าลายชั้นไขมัน ( lipid peroxidation) ของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงท าให้เม็ดเลือดแดงแตกและ
ปล่อยฮีโมโกลบินที่อยู่ภายในเซลล์ออกมา ข้อดีของวิธีนี้คือเป็นวิธีที่ง่ายและสะดวกต่อการทดสอบอีกทั้งให้ผลที่
ใกล้เคียงกับความเป็นจริงอีกด้วย   

3.3.1   เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 

 3.3.1.1. AAPH ความเข้มข้น 200 mM ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.4 
3.3.2  เจาะเลือด ใส่หลอดเฮบพารินเป็นสารกันเลือดแข็งก่อนการทดลองไม่เกิน 2-3 ชั่วโมงแล้ว ป่ันท่ี 1500 
rpm เป็นเวลา 2-3 นาทีจนเม็ดเลือดแดงตกตะกอน ดูดเฉพาะส่วนเม็ดเลือดแดงไปท าการทดสอบโดย เติมเม็ด
เลือดแดง  100 l ผสมสาร ดังตารางที่ 3.5 ดังนี้ 1) สารสกัดความเข้มข้นสุดท้าย 100, 200, 400, 600, 800 

Reagents Negative 
Control 

(l) 

Sample (l) Positive Control 
(l) 

Hemolysis 
reference 

(l) 
Heinz body 

inhibition assaya 
Hemolysis 

inhibition assayb Heinz 
body 

inhibition 
assay 

Hemolysis 
inhibition 

assay 
เท่านั้น พร้อม 

AAPH 
เท่านั้น พร้อม 

APHZ 

เลือดครบ 100 100 100 100 100 100 100 100 
PBS, pH 
7.4 

900b 
1900a 

- - - - - - - 

สารสกัด
ข้าวเหนียว
ด า 

- 900* 450** 1800* 900** - - - 

AAPH - - - - 900** - 900 - 
APHZ - - 450** - - 900 - - 
น้ า Milli-Q - - - - - - - 900 

เขย่าเบาๆ ให้เข้ากันและตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 37oC ในท่ีมืดตามเวลาที่ก าหนด ปั่นน าตะกอนเซลล์มาท าการทดสอบ
ต่อไป 
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และ 1000 g/ml 2) สารสกัดความเข้มข้นสุดท้าย 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml ผสมพร้อมกับ 
AAPH ความเข้มข้น 100 mM ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 3) AAPH ความเข้มข้น 100 mM โดยในฟอสเฟตบัฟเฟอร์
(Positive control) 4) ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  (Negative control) 5) น้ ากล่ันแทนสภาวะที่เม็ดเลือดแดงแตกตัว
สมบูรณ์ ปริมาตรสุดท้ายทั้งหมดเท่ากับ   1  ml น าไปเขย่าใน  waterbath ท่ีมืดอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ณ 
บริเวณที่มีอากาศถ่ายเทเป็นเวลา 240 นาที  
3.3.3  ทุกครั้งที่ครบเวลาที่ 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 นาที ดูดสารละลายเลือดจากหลอด
ทดสอบมา 100 l ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์เย็น 4  องศาเซลเซียส เพื่อหยุดปฏิกิริยาแล้วปั่นที่ 3500 rpm เป็น
เวลา 10 นาทีเพื่อให้เม็ดเลือดแดงและเศษเซลล์ตกตะกอน ดูดส่วนน้ าด้านบนไป อ่านการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวแสง 540 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์ 

4. การท าปฏิกิริยาระหว่างสารสกัดกับเซลล์เพาะเลี้ยง 

 การเพาะเล้ียงเซลล์(271)   
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)(272) 
ส่วนเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat และเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ PBMC เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 โดยทั้งคู่จะเติมซีรัม 10% และยาต้านแบคทีเรีย ( 100 
Unit/100 g/ml Penicillin-Streptomycin) 1% และยาต้านเชื้อรา (0.25 g/ml Fungizone Amphotericin B) 
0.1% และเพาะเล้ียงเซลล์ในตู้อบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีความเข้มข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ในกรณี PBMC จะกระตุ้นการแบ่งตัวด้วย Phytohemagglutinin (PHA) ความเข้มข้น 
5 g/ml ก่อนท าการทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

การเก็บรักษาเซลล์เพาะเล้ียง 
การแช่แข็งเซลล์ (Freezing Cell) 
เตรียมเซลล์ที่ต้องการแช่แข็งโดยใช้หลอด cryovial ซึ่งหน่ึงหลอดจะเก็บได้ประมาณ 2-5 ล้านเซลล์ต่อมิลลิลิตร 
เริ่มต้นโดยผสมเซลล์กับซีรัมเย็น 925 l แล้วค่อยๆ เติม DMSO ซึ่งใช้เป็นสารป้องกันเซลล์จากเกล็ดน้ าแข็ง 75 
l ท าการแช่แข็งเซลล์อย่างช้า ๆ โดยย้ายเซลล์เข้าตู้เย็นเป็นล าดับดังนี้ เก็บหลอดไปที่ 4 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 30 นาทีแล้วย้ายไปตู้ -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 วัน แล้วย้ายไปตู้ -39 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 วัน
แล้วย้ายไปตู้ -80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 วัน สุดท้ายจึงน าเข้าถังไนโตเจนเหลว  -190 องศาเซลเซียสเก็บ
เซลล์ได้นานหลายป ี
การละลายเซลล์ (Thawing Cell) 
น าหลอด cryovial ออกจากถังไนโตเจนเหลว อุ่นใน waterbath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสประมาณ 1 นาที
จนเห็นซีรัมเริ่มละลาย เททั้งหมดใส่ในอาหารเล้ียงเซลล์ที่เตรียมไว้ก่อนแล้ว 5 ml แล้วปั่นที่ความเร็ว 1500 rpm 
เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารเก่าทิ้งแล้วเก็บเฉพาะเซลล์ เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ 5 ml ลง flask เล้ียงเซลล์ต่อไป 

การเตรียมเซลล์เพาะเล้ียงเพื่อใช้ในการทดลอง  
เพาะเล้ียงเซลล์กับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ และสารละลายอื่นๆ ตามเวลาที่ก าหนด  ดังตาราง
ที่ 3.6  ณ ตู้เพาะเล้ียงเซลล์ มืด อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาจึงน าเซลล์ไปท าการทดสอบต่อไป 
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ตารางที่ 3. 6: จ านวนเซลล์ ขนาดจานเลี้ยงเซลล์ และเวลาที่ใช้ในการทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด า ของ
เซลล์ชนิดต่างๆ คือ เซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง HepG2, Jurkat และเซลล์ปกติเพาะเล้ียง PBMCs  

 HepG2 Jurkat PBMC 

ขนาด 
จานเลี้ยง 

ปริมาตรต่อ
หลุม 

เวลาในการบ่มกับสารสกัดจากข้าว** 

29 ชั่วโมง 58 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 
 

6 well 
plate 

5 มิลลิลิตร 1x106 - - - - - - จ านวนเซลล์ต่อหลุม* 

12 well 
plate 

2 มิลลิลิตร - - 1x105 5x104 2.5x104 - - 

96 well 
plate 

200
ไมโครลิตร 

1x104 5x103 1x104 5x103 - 2x105 1x105 

*เพื่อให้จ านวนเซลล์สุดท้ายของทุกเวลามีปริมาณเท่ากันจึงเริ่มต้นเพาะเลี้ยงด้วยจ านวนท่ีแตกต่างกัน โดยค านวณจ านวนเซลล์สุดท้ายจาก

สูตร จ านวนเซลล์สุดท้าย=จ านวนเซลล์เริ่มต้น x 2[เวลาที่ใช้เล้ียงเซลล์ /เวลา doubling time] 

** เวลาที่ใช้ในการทดสอบเซลล์กับสารสกัดข้าวเหนียวด าจะก าหนดตามเวลา Doubling time ของเซลล์แต่ละชนิด 

 ตารางที่ 3.7: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการอยู่รอดเซลล์ในการทดสอบ
กับเซลล์เพาะเล้ียงด้วยวิธี MTT assay, NR assay, Trypan Blue dye exclusion assay และเพื่อตรวจวัดผล
ต่อค่า Oxidative stress ภายในเซลล์ในการทดสอบด้วยวิธี DCFH-DA assay 

Reagents Negative 
control(-) 

(l) 
 

Positive control(+) (l) Sample (l) ทดสอบตัว
ท าละลายที่

ใช้ 

(l) 

MTT assay 
NR assaya

และ Trypan 
Blue dye 

exclusion b 

DCFHDA 
assay 

 
 

MTT assay 
NR assaya

และ Trypan 
Blue dye 

exclusion b 

DCFHDA assay 

เท่านั้น พร้อมสารพิษ 

เซลล์เพาะเลี้ยง 200 150a /1500b 150 150a/1500b 150 150 150 
PBS, pH 7.4 - - - - - - 50 
สารสกัดข้าว
เหนียวด า 

- - - 50a /500b 50 25 - 

H2O2ความเข้มข้น 
25 mMc หรือ 0.25 

mMd 

- 50a /500b 50 - - 25 - 

a=ปริมาตรสุดท้ายของปฏิกิริยาเท่ากับ 200 l b=ปริมาตรสุดท้ายของปฏิกิริยาเท่ากับ 2 ml c= H2O2 ความเข้มข้น 25 mM ใช้เป็นกลุ่ม
ควบคุมบวกในการทดสอบด้วยวิธี MTT assay, NR assay และ Trypan Blue dye exclusion d= H2O2 ความเข้มข้น 0.25 mM ใช้เป็นกลุ่ม
ควบคุมบวกในการทดสอบด้วยวิธ ีDCFH-DA assay
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4.1 การตรวจวัดการท างานของเซลล์เพื่อการด ารงชีวิต (Cellular Metabolism) โดยการตรวจวัดความสามารถ
ในการเมแทบอลิซึมของไมโทคอนเดรีย (Metabolic capacity) ด้วยวิธ ีMTT assay 
 MTT assay เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจวัดความอยู่รอดของเซลล์ โดยวิธีนี้จะขึ้นกับปริมาณ 
สารรีดิวซ์คือ NADPH ซึ่งเกิดจากการขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ ท่ีสะสมอยู่ภายใน
เซลล์และเอนไซม์ที่ผลิตจากบริเวณผนังด้านในของไมโทคอนเดรียและเอนโดพลาสมิก เรทิคูลัม ซึ่งจะหลั่ง
ออกมาท าปฏิกิริยากับสารละลายน้ าสีเหลือง 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tatrazolium 
bromide (MTT) ที่แพร่เข้าไปในเซลล์โดยมี NADPH เป็นตัวบริจาคอิเล็กตรอนให้ เกิดเป็นสารประกอบสีม่วงด า
ซึ่งไม่ละลายน้ า ปริมาณตะกอนจะแปรผันตรงกับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่และเป็นวิธีที่มีประโยชน์ในการ
ตรวจวัดเซลล์ที่ไม่เจริญเติบโตแต่ทว่ายังมีชีวิตอยู่(273-274)    

4.1.1   เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
 4.1.1.1 สารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 mg/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.5   
4.1.2 เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2, Jurkat และ PBMCs ในจานขนาด 96 หลุมกับสารทดสอบ ดังตารางที ่ 3.7 
ดังนี้ 1) ฟอสเฟตบัฟเฟอร์   2) สารสกัดจากข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 
g/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 3) H2O2 ความเข้มข้น 25 mM (Positive control) 4) อาหารเลี้ยงเซลล์ (Negative 
control) ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, CO2 5% เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมงส าหรับเซลล์ 
Jurkat และ PBMCs และ  29 และ 58 ชั่วโมงส าหรับเซลล์ HepG2 
4.1.3 หลังจากบ่มกับสารสกัดข้าวเหนียวด าครบตามเวลาที่ก าหนด เติมสารละลาย MTT reagent 20 l ลงไป
แล้ววางในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส , CO2 5% เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  จะเห็นตะกอนสีม่วงด า
ไม่ละลายน้ า ดังภาพท่ี 3.8  

 
 
 
 
 
 

 
      ภาพท่ี 3.8: ลักษณะของตะกอนสีม่วงด าที่ไม่ละลายน้ าเมื่อทดสอบการอยู่รอดของเซลล์ด้วยเทคนิค MTT 

4.1.4 ปั่นถาดเล้ียงเซลล์ที่ความเร็ว 2500 rpm เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้เซลล์ทั้งหมดตกตะกอนอยู่ที่พื้น ดูด
ส่วนน้ า supernatant ด้านบน 150 l ทิ้งแล้วเติมตัวท าละลายผสมของ 50 % เอทานอลกับ 50 % DMSO 
ปริมาณเท่ากันลงไป ดูดขึ้นลงเบาๆ จนไม่เห็นตะกอน  
4.1.5 ปั่นถาดเล้ียงเซลล์อีกครั้งที่ความเร็ว 2500 rpm เป็นเวลา 10 นาทีแล้วดูดส่วนน้ า  supernatant 100 l 
ไปอ่านการดูดกลืนแสงที่ความยาวแสง 550 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์และค านวณดังนี ้
               การอยู่รอดของเซลล์ (% Cellular viability) = ความเข้มสีที่วัดจากตัวอย่าง x 100 
                                                                               ความเข้มสีที่วัดจากกลุ่มควบคุมลบ 
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4.2 การตรวจวัดจ านวนเซลล์มีชีวิตและการเพิ่มจ านวนเซลล์ (Cell proliferation) ด้วยวิธี  Trypan Blue Dye 
Exclusion Method(275)   
 Trypan Blue Dye Exclusion Method เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ประเมินความเสียหายของเซลล์ 
นั่นคือ ขณะท่ีผนังเซลล์ได้รับความเสียหายหรือเซลล์ตายจะท าให้ผนังเซลล์ไม่สามารถควบคุมการเข้าออกของ
สารต่างๆ ได้อีก ดังนั้นสี Trypan Blue จึงสามารถผ่านผนังเซลล์เข้าไปจับกับโปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์เมื่อมอง
จากกล้องจุลทรรศน์จึงเห็นเซลล์เหล่านี้มีสีฟ้าของ Trypan Blue ในขณะที่เซลล์ที่มีสุขภาพดีจะไม่ติดสีดังกล่าว 

4.2.1 เพาะเล้ียงเซลล์ Jurkat ลงบนจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 12 หลุมกับสารทดสอบ ดังตารางที่  3.7 ดังนี้ 1)  
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2) สารสกัดจากข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 g/ml ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 3) H2O2 ความเข้มข้น 25 mM (Positive control) 4) อาหารเลี้ยงเซลล์ (Negative control) 
ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีความเข้มข้น CO2 5% เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
4.2.2 ปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ 1500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดูดเซลล์มา 20 l ผสมกับสี Trypan Blue 80 l (หรือ
ในอัตราส่วนเซลล์ต่อสี 1:5) แล้วนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ไม่มีชีวิตและเซลล์ทั้งหมดด้วย Hemocytometer 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ธรรมดาก าลังขยาย 400 เท่าแล้วค านวณร้อยละเซลล์ที่มีชีวิตดังนี ้

ร้อยละเซลล์ที่มีชีวิต (% Live cells viability) = จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต x 100 
                                                                                    จ านวนเซลล์ท้ังหมด  

4.3 การตรวจวัดกิจกรรมของเซลล์ (Cellular activity) โดยการตรวจวัดความสามารถในการเก็บกินเม็ดสี ด้วย
วิธ ีNeutral Red accumulation assay (276)   
 สี Neutral Red (3-amino-7-dimethyl-2-methylphenazine hydrochloride) เป็นสีที่มี
ประจุลบอ่อนๆ ซึ่งสามารถละลายน้ าได้ สีจะเข้าเซลล์โดยการจับกินของเซลล์เองซึ่งเป็นขบวนการท่ีต้องใช้
พลังงาน ATP จากกระบวนการเมแทบอลิซึม สีจะเข้าไปเกาะกับสายโพลีแซคคาไรด์ซึ่งมีความเป็นกรดอ่อนๆ ที่
ติดอยู่บนผิวไลโซโซมหรือเข้าจับกับโปรตอนในก้อนกรดไลโซโซมติดอยู่ภายในเซลล์ หากเซลล์ถูกท าลายหรือ
ตายจะไม่มีพลังงานในการเก็บกินสีดังกล่าวหรือสีจับกินเข้าไปจะหลุดออกจากถุงในไซโทพลาซึมผ่านผนังเซลล์
ออกมาเนื่องจากผนังเซลล์เสียหายไม่สามารถกักเก็บสีไว้ในเซลล์ต่อไปได ้ 

4.3.1   เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
4.3.1.1 สารละลายสี Neutral Red ความเข้มข้น 4 mg/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.5   
4.3.1.2 สารละลาย 0.5% ฟอร์มาดีไฮด์, 1% แคลเซียมคลอไรด์ 
4.3.1.3 สารละลาย 1% เกเชียลแอซิติกเอซิก, 50% เอทานอล 

4.3.2 เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ลงบนจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม กับสารทดสอบ ดังตารางที่ 3.7 ดังนี ้1) 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2) สารสกัดจากข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 2000 และ 
3000 g/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 3) H2O2 ความเข้มข้น 25 mM (Positive control) 4) อาหารเลี้ยงเซลล์ 
(Negative control) ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีความเข้มข้น CO2 5% เป็นเวลา 2 9 
และ 58 ชั่วโมง  
4.3.3 หลังจากบ่มกับสารสกัดครบตามเวลาที่ก าหนด ดูดน้ าด้านบนออก 100 l แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ผสมสี Neutral Red กลับไปในปริมาณเท่าเดิมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตู้เพาะเซลล์เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
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4.3.4. คว่ าจานเพื่อเอาสีส่วนเกินออกแล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 0.5% ฟอร์มาดีไฮด์, 1% แคลเซียมคลอไรด์ 
50 l ซึ่งสารละลายนี้จะช่วยส่งเสริมเซลล์ให้เกาะกับพื้นดียิ่งขึ้นไม่หลุดไปกับการล้างเซลล์และจะเห็นตะกอนสี
ชมพูภายในเซลล์ 
4.3.5. เติมตัวท าละลายตะกอน  1% เกเชียลแอซิติกเอซิก, 50% เอทานอล 200 l ลงไปแล้วเขย่าเบาๆ ให้
ตะกอนละลายหมด 
4.3.6. ปั่นจานท่ีความเร็ว 2500 rpm เป็นเวลา 10 นาทีแล้วดูดส่วนน้ าด้านบน 100 l ไปอ่านการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวแสง 550 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์และค านวณดังนี้  

การอยู่รอดของเซลล์ (% Cellular viability) = ความเข้มสีที่วัดจากตัวอย่าง x 100 
                                                                  ความเข้มสีที่วัดจากกลุ่มควบคุมลบ 

4.4 การตรวจวัดค่าความเครียดออกซิเดชัน (Oxidative Stress) จากเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงด้วยวิธี DCFH-DA 
assay (277-281)   
 DCFH-DA assay เป็นเทคนิคที่นิยมในการตรวจวัดระดับ ROS ภายในเซลล์กันมาก สาร  
DCFH-DA ( Dichlorofluorescin-diacetate) สามารถผ่านเข้าเซลล์ได้ด้วยกระบวนการแพร่ผ่าน เมื่อเข้าไปอยู่
ในเซลล์แล้ว DCFH-DA จะถูกเอนไซม์ esterase ภายในเซลล์ตัดหมู่อะซิเตตออกกลายเป็น DCFH ซึ่งไม่
สามารถออกจากเซลล์ได้และจะถูกออกซิไดซ์ต่อโดยสารออกซิเดนซท์ั้งหมดภายในเซลล์ได้แก่ ONOO-, O2

„-, 
H2O2, OH„ และ lipid hydreperoxides เปล่ียนเป็นสารเรืองแสง 2’,7’-dichlorouorescein (DCF) สามารถวัด
การเรืองแสงด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอรโ์ดยใช้ความยาวคลื่นแสงกระตุ้นที่ 485 นาโนเมตรและวัดการเรืองแสงที่ 
535 นาโนเมตร  

4.4.1   เตรียมสารก่อนการทดลองดังนี้ 
 4.4.1.1 DCFH-DA dye ความเข้มข้น 10 mM ในเอทานอลบริสุทธ ์
4.4.2 เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2, Jurkat ในจานขนาด 96 หลุมกับสารทดสอบ ดังตารางที่ 3.7 ดังนี ้1) ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 2) สารสกัดจากข้าวเหนียวด าความ เข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 3) H2O2 ความเข้มข้น 0.25 mM (Positive control) 4) อาหารเลี้ยงเซลล์ (Negative control) 
ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีความเข้มข้นของ CO2 5% เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง
ส าหรับเซลล์ Jurkat  และ  29 และ 58 ชั่วโมงส าหรับเซลล์ HepG2 
4.4.3 ปั่นล้างเซลล์ที่ความเร็ว 2500 rpm เป็นเวลา 10 นาทีด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.4 2-3 ครั้งแล้วดูดน้ า
ส่วนบน 100 l ทิ้ง เติม DCFH-DA 100 M ปริมาณเท่าเดิมลงไป วางในตู้อบเพาะเล้ียง อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีความเข้มข้น CO2 5% และมืดเป็นเวลา 90 นาที 
4.4.4 ปั่นล้างเซลล์ที่ความเร็ว 2500 rpm เป็นเวลา 10 นาทีด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.4 2 ครั้งแล้วน าไป
เซลล์ไปอ่านการเรืองแสงโดยใชค้วามยาวคลื่นแสงกระตุ้น 485 นาโนเมตรและความยาวคลื่นแสงดูดกลืน 535 
นาโนเมตรด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอร ์
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5. การทดสอบผลกระทบของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงออกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเม
แทบอลิซึมไขมันด้วยวิธี RT-RCR(282)   
 ในการตรวจวัดอิทธิพลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการเปล่ียนแปลงการท างานและ
กิจกรรมของเซลล์นั้น ปัจจุบันนิยมตรวจวัดด้วยเทคนิคทางอณูชีวภาพ เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไว ให้ผล
เที่ยงตรงและสะดวกมากกว่าวิธีในอดีต สามารถตรวจวัดได้ลึกถึงระดับการแสดงออกของยีนถอดรหัสโปรตีนที่
สนใจศึกษา ในการทดลองนี้จะเปรียบเทียบปริมาณ mRNA ของยีนท่ีสนใจเป็นตัวบ่งชี้โดยใช้วิธีคือ Reverse 
Transcriptase‟Polymerase Chain Reaction assay ซึ่งจะท าการเปล่ียน mRNA ทั้งหมดภายในเซลล์ให้เป็น 
cDNA ก่อนแล้วจึงใช้ primer จ าเพาะจับเพื่อเพิ่มชิ้นยีนท่ีสนใจเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม  

5.1 การสกัด RNA ดังภาพท่ี 3.9 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.10: วิธีการสกัด RNA จากเซลล์เพาะเล้ียง (A), การแยกชั้นของ DNA และ RNA เมื่อสกัดด้วยน้ ายาฟี
นอล-คลอโรฟอร์ม (B)(บ) 

 5.1.1 เตรียมสารก่อนการทดสอบดังนี ้
  5.1.1.1 ไอโซโพพานอลบริสุทธิ์อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  5.1.1.2 70% เอทานอลอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  5.1.1.3 สารละลายคลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  5.1.1.4 ก่อนการทดสอบในขั้นนี้จ าเป็นต้องล้างอุปกรณ์จ าพวกแก้วด้วย Diethyl pyrocarbonate 
(DEPC) ซึ่งเป็น Anti-RNase agent ความเข้มข้น 0.1% ก่อนข้ามคืน น้ ากลั่นทั้งหมดที่ใช้ในปฏิกิริยาก็จะต้อง
ผสมกับ DEPC ก่อนเช่นกันเรียกว่า DEPC-treated water จากนั้นท าให้ปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 220 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมงเพื่อฆ่าเชื้อและก าจัด DEPC ท้ิง 
5.1.2 เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ลงบนจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุมสารทดสอบ ดังตารางที่ 3.8 ดังนี้ 1) ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 2) สารสกัดจากข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 600 g/ml ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 3) อาหาร

(B) 

(A) RNA จะอยู่ในชั้นส่วนบน 

DNA และโปรตีนจะอยู่
ในชั้นล่าง 
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เล้ียงเซลล์ (Negative control) ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีความเข้มข้นของ CO2 5% 
เป็นเวลา 29 ชั่วโมง 

5.1.3 ล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์เย็นก่อน 1 ครั้งแล้วเติมน้ ายา Easy-Blue RNA extraction ปริมาตร 1 
ml ลงไปในจานเลี้ยงเซลล์แล้วถ่ายสารละลายเซลล์นี้ใส่หลอดขนาด 1.5 ml เขย่าอย่างแรงจนไม่เห็นตะกอน
เซลล์จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์มไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) เย็นลงไป 200 l ต่อน้ ายา Easy-Blue 
RNA extraction 1 ml แล้วเขย่าอย่างแรงจากนั้นน าไปป่ันท่ีความเร็ว 13000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 10 นาที 
5.1.4 สารละลายที่ได้จะแยกเป็นชั้นโดยชั้นล่างสุดคือชั้น organic phase (phenol-chloroform phase) ถัด
ขึ้นมาเป็นชั้น interphase และบนสุดคือชั้นน้ าที่ไม่มีสีเป็นชั้นของ aqueous phase ซึ่ง RNA จะอยู่ในชั้นนี ้ดัง
ภาพท่ี 3.8(B) ใหดู้ดเฉพาะส่วนน้ าใสชั้นบนสุดประมาณ 400 l ใส่ในหลอดใหม่แล้วตกตะกอน RNA โดยเติม 
100% ไอโซโพพานอลเย็นลงไป 4 00 l ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลา
น าไปปั่นความเร็ว 13,000 g นาน 5 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจะเห็นตะกอนสีขาวขุ่นท่ีก้นหลอด ท้ิงน้ า
ส่วนบนและล้างตะกอน RNA ให้บริสุทธิด์้วย 70% เอทานอลเย็นปริมาตร 1 ml ท าการล้างซ้ า 3 รอบ 
5.1.5 ตากตะกอน RNA ให้แห้งแล้วละลายด้วยน้ าที่ปราศจากเอนไซม ์ RNase (DEPC-treated water) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานไม่เกิน 5 นาทีเพื่อป้องกันการแตกสลายของ  RNA ซึ่งสารละลาย RNA ท่ีสกัด
ได้นี้สามารถเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสได้นานหลายเดือน  

ตารางที่ 3.8: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อตรวจวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงออกของยีนซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการเมแทบอลึซึมไขมันในเซลล์ HepG2 

Reagent** Untreated (ml) Sample (ml) 

เซลล์เพาะเล้ียง HepG2 2.5 2.5 
อาหารเลี้ยงเซลล์ 2.5 - 
สารสกัดข้าวเหนียวด า* - 2.5 
เพาะเล้ียงเซลล์ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ มืด อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 29 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์ไปสกัด RNA ต่อไป 

*สารสกัดข้าวเหนียวด าใช้ความเข้มข้น 200, 400 และ 600 µg/ml 
**ปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์และเซลล์สุดท้ายเท่ากับ 5 ml โดยในการทดลองนี้จะใช้อาหารเลี้ยงเซลล์เป็นตัวท าละลายสารสกัดข้าวเหนียวด า 

5.2 การวัดความเข้มข้นของ RNA ที่สกัดได้ด้วยการวัดค่า OD (Optical Density) 
 แบ่ง  RNA ท่ีสกัดได้มา  3 l ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร
และ 280 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์เฉพาะส าหรับปริมาณ RNA โดยให้ค่า OD260 ที่มีค่าเท่ากับ 
1.00 เทียบได้กับปริมาณ RNA 40 g/ml โดยมิต้องเจือจางด้วยน้ ากลั่นก่อนแต่อย่างใด โดยเครื่องจะท าการ
ค านวณความเข้มข้น RNA ท่ีสกัดได้ให้เลยจากสูตร  [RNA] = OD260 x 40 x ค่าการเจือจาง x 10-3 

5.3 การสร้าง cDNA จาก RNA  
5.3.1 น า RNA มาท าปฏิกิริยากับเอนไซม์  Deoxyribonuclease I (DNase I) เพื่อก าจัด DNA ที่อาจปนเปื้อน
มาจากการสกัดโดยผสม RNA ความเข้มข้น 1 g/l กับสาร ดังตารางที ่ 3.9 แล้วน าไปวางที่อุณหภูม ิ 37 
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องศาเซลเซียสนาน 15 นาทีเมื่อครบเวลาใหห้ยุดปฏิกิริยาของเอนไซม ์DNase I ด้วย 25 mM EDTA, pH 8.0 ที่
อุณหภูมิ 65 องซาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาท ี

ตารางที่ 3.9: ขั้นตอนการเติมสารในการขจัด DNA ปนเปื้อนออกจากตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้ 

Reagents ความเข้มข้นเริ่มต้น ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (l) 

RNA 1 g /l 2 
10x DNase I Reaction buffer 10x 1 
DNase I 0.1 Unit/ml 1 
น้ า DEPC treated water  - 6 

รวมปริมาณทั้งหมดเป็น 10 l แล้วน าไปวางที่อุณหภูมิ 37oC นาน 15 นาท ี

EDTA, pH 8.0 25 mM 1 

ตั้งที่อุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 10 นาท ี

5.3.2 น า RNA ท่ีได้ มาเป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยาเปล่ียน RNA เป็น  cDNA โดยผสม RNA ต้นแบบ จาก
ขั้นตอนท่ี 5.3.1 ปริมาตร 5 l กับสาร ดังตารางที่ 3.10 แล้วตั้งที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส 5 นาทีเพื่อกระตุ้น
ให ้ RNA คลายโครงสร้างมาจับกับ primer จากนั้นวางบนน้ าแข็งทันทีเพื่อมิให ้ RNA กลับมาจับโครงสร้าง
แบบเดิมแล้วเติมน้ ายา ดังตารางที่ 3.10 ตั้งที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสก่อน 1-2 นาทีแล้วเติมเอนไซม์ 
Reverse Transcriptase จนรวมปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 l ตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 
นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยตั้งที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-3 นาที แล้วน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไป
ทดสอบต่อหรือเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส ปฏิกิริยาการสร้าง cDNA จาก mRNA อาจสรุปได้ ดังภาพท่ี 3.10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.10:  การสร้าง cDNA จาก mRNA โดยสังเขปในกระบวนการ RT-PCR ท่ีใช้ตรวจวัดการแสดงออกของ

ยีนจากเซลล์เพาะเล้ียง HepG2(ป) 
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ตารางที่ 3.10: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อเปล่ียน RNA ที่สกัดได้ให้เป็น cDNA 

Reagents ความเข้มข้นเริ่มต้น ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (l) 

RNA 1 g/l 5 
dNTPs 10 mM 1 
Oligo-dT20mer 10 M/l 2 
DEPC treated water - 7 

รวมปริมาณทั้งหมดเป็น 15 l บ่มที่อุณหภูมิ 75 oC เป็นเวลา 5 นาทีเพื่อกระตุ้นให ้RNA คลายโครงสร้างมาจับ
กับไพรเมอร์จากนั้นวางบนน้ าแข็งทันทีเพื่อมิให ้RNA กลับมาจับโครงสร้างแบบเดิม 

10x reaction buffer 500 mM Tris-HCl, 30 mM  MgCl2, 
750mM KCl, 100 mM DTT 

2 

RNase inhibitor 40 Unit/l 1 
น้ ากล่ัน DEPC-treated water - 0.5 

ตั้งที่อุณหภูมิ 42oC ก่อน 1-2 นาท ี

เอนไซม์ Reverse Transcriptase 200 Unit/l 1.5 

รวมปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 l ตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 42oC ต่อไปอีกเป็นเวลา 60 นาที ท าการหยุดปฏิกิริยาโดย
ตั้งที่อุณหภูมิ 95oC เป็นเวลา 2-3 นาที น าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปท า PCR ต่อหรือเก็บที่ -20oC 

5.4 การทดสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 การท า PCR เพื่อศึกษา ผลการแสดงออกของยีน LDLR, HMG-CoA reductase, PPARγ, 
PPARα และ LXRα ของเซลล์เพาะเล้ียง HepG2 โดยใช ้cDNA จากขั้นตอน 5.3.2 เป็นต้นแบบจ านวน 10 l 
ผสมกับน้ ายา ดังตารางที่ 3.11 และ primer ที่จ าเพาะส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนสนใจศึกษา ดัง
ตารางที ่3. 12 รวมปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 l จากนั้นเพิ่มจ านวน  DNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้เครื่อง  
ThermalCycler มีสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา ดังตารางที่ 3.13 แล้วตรวจสอบขนาดของชิ้น DNA ที่
ได้ด้วยกระแสไฟฟ้าบน agarose gel ความเข้มข้น 2% ด้วยความต่างศักย์ 100 volt (gel electrophoresis) 
ย้อมด้วยสีเอทีเดียมโบรมายดแ์ละถ่ายภาพเจลที่ย้อมแล้วจากเครื่องถ่ายภาพเจลเปรียบเทียบความเข้มของชิ้น
ผลิตภัณฑ์ ( product band) เพื่อดูระดับการแสดงออกของ mRNA เทียบกับชิ้นผลิตภัณฑ์ของยีนควบคุม (β-
actin band)  

 

 

 

 



 71 
 

 

ตารางที่ 3.11: ขั้นตอนการเติมสารเพื่อเพิ่มจ านวนชิ้นส่วน DNA ของยีนท่ีสนใจศึกษา 

Reagents ความเข้มข้นเริ่มต้น ปริมาตรต่อ 1 
ปฏิกิริยา (l) 

cDNA 0.5 g/l หรือประมาณ 104-107 โมเลกุล 10 
10x Reaction buffer 100 mM Tris-HCl, 20 mM  MgCl2, 500 

mM KCl, Enchancer solution 
2 

dNTPs 10 mM* 2 
Primer จ าเพาะ 10 M 2** 
น้ า Milli-Q water - 8.8 
เอนไซม์ Taq-DNA polymerase*** 5 Unit/l 0.2 

ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 l จากนั้นเพิ่มจ านวน DNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้เครื่อง ThermalCycler 

*ความเข้มข้นสุดท้ายของ dNTPs จะต้องอยู่ระหว่าง 20-200 µM หากมีปริมาณ dNTPs มากเกินไปจะท าให้เอนไซม์ Taq DNA polymerase 
ท างานผิดพลาด 
** primer ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนชิ้นส่วน DNA ท่ีสนใจจะมี 1 คู่ (2 เส้น: Forward และ Reverse) โดยจะใส่ในปฏิกิริยาเส้นละ 1 µl รวม 2 µl 
*** เอนไซม์ Taq DNA polymerase มีค่าครึ่งชีวิต 40 นาที ที่อุณหภูมิ 95oC 

  ตารางที่ 3.12: Primers* จ าเพาะที่ใช้ในการตรวจวัดการแสดงออกของยีนและขนาดผลิตภัณฑ์ที่คาดว่าจะได ้

*ขนาด primer ท่ีใช้ในการวิจัยน้ีจะมีขนาดระหว่าง 18-28 base pair โดยใช้โปรแกรม Primer Quest และค่า melting temperature (Tm) 
ค านวณจากสูตร   Tm =    ΔH        -273.15 + 16.6log[Na+]  และ [Na+] = 4 x [Mg2+] 
                        ΔS + R In(C) 

 

ยีน ล าดับเบส ขนาดผลผลิต
mRNAที่จะได ้

LDLR sense primer 5’-CAA TGT CTC ACC AAG CTC TG-3’ 258 bp 
LDLR anti-sense primer 5’-TCT GTC TCG AGG GGT AGC TG-3’ 

HMGCoA-red sense primer 5’-CTT GTG TGT CCT TGG TAT TAG AGC TT-3’ 247 bp 
HMGCoA-red anti-sense primer 5’-TTA TCA TCT TGA CCC TCT GAG TTA CAG-3’     

PPAR  sense primer 5’-AGT CTC CCA GTG GAG CAT TGA ACA-3’ 728 bp 
PPAR   anti-sense primer 5’-ATA CGC TAC CAG CAT CCC GTC TTT-3’ 

PPAR  sense primer 5’-AGC CTC ATG AAG AGC CTT CCA ACT-3’ 434 bp 
PPAR   anti-sense primer 5’-TGT CTT TCC TGT CAA GAT CGC CCT-3’ 

LXR  sense primer 5’-AAC CCA CAG AGA TCC GTC CAC AAA-3’ 818 bp 
LXR   anti-sense primer 5’-ATT CAT GGC CCT GGA GAA CTC GAA-3’ 

β-actin sense primer 5’-ACG GGT CAC CCA CAC TGT GC-3’ 656 bp 
β-actin anti-sense primer 5’-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT G-3’ 



 72 
 

 

ตารางที่ 3.13: ปฏิกิริยาและอุณหภูมิที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน DNA ของยีนท่ีสนใจศึกษา 

*ใช้เวลาในขั้นตอน Extension 1 นาทีเน่ืองจากผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีความยาวมากกว่า 500 base pair 
**อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing จะค านวณโดยใช้โปรแกรม  Oligo-PCR Ta

OPT Calculator จาก  www.webu.co.uk 

การวิเคราะห์ทางสถิต ิ
1) การทดสอบปริมาณและคุณภาพสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวเมล็ดสีท้ัง 3 กลุ่ม จะแสดงผลเป็นค่า
สารต้านอนุมูลอิสระเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard  Deviation)  และค านวณความสัมพันธ์ 
(Correlation) ด้วยสมการ linear  regression และค่าประสิทธิสัมพันธ์ Person’s correlation coefficient (r) 
2) การทดสอบผลสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันสารพันธุ์กรรมจากสารออกซิเดนซ์ ที่ได้รับสารสกัดความ
เข้มข้นต่างๆ กับกลุ่มควบคุม แสดงผลเป็นคะแนน 0 ถึง 800  และค านวณความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้
สูตรสถิติ One-way ANOVA  
3) การทดสอบผลสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันโปรตีนฮีมและชั้นไขมันบนผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงจะ
แสดงผลร้อยละ Heinz body ที่เกิดขึ้นและการดูดกลืนแสงของฮีโมโกลบินในสารละลายเฉล่ีย 
4) การทดสอบผลสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการด ารงชีวิตของเซลล์ปกติและเซลล์เพาะเล้ียง  แสดงผลเป็นค่า 
%Viability เฉล่ีย ± ค่าเบียงเบนมาตรฐาน และค านวณความแตกต่างระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารสกัดความเข้มข้น
ต่างๆ กับกลุ่มควบคุมโดยใช้สูตรสถิติ One-way ANOVA  
5) การทดสอบผลสารสกัดข้าวเหนียวด าในการลดค่า Oxidative  Stress ของเซลล์แสดงผลเป็นค่า 
%Oxidative  Stress เฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและค านวณความแตกต่างระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารสกัด
ความเข้มข้นต่างๆ กับกลุ่มควบคุมโดยใช้สูตรสถิติ One-way ANOVA 
6) การทดสอบผลสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึมไขมัน 5 ชนิด
คือ LDLR, HMG-CoA reductase, PPARγ, PPARα และ LXRα ของเซลล์ตับ แสดงผลเป็นค่าการแสดงออก
ของยีนดังกล่าวกับยีนควบคุม β-actin ของเซลล์กลุ่มได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ กับกลุ่ม
เซลล์ที่ไม่ได้รับสารสกัด (กลุ่มควบคุม) เป็นเท่าและค านวณความแตกต่างระหว่างกลุ่มดังกล่าวโดยใช้สูตรสถิติ 
One-way ANOVA 
 การทดสอบท้ังหมดจะถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อค่า  p-value น้อย
กว่าหรือเท่ากับ 0.05 (ความมั่นใจ 95 %) โดยใช้โปรแกรมค านวณทางสถิติ SPSS เวอร์ชัน 15.0 (SPSS, 
สหรัฐอเมริกา) และแสดงผลเป็น รูป ตาราง และกราฟ โดยใช้โปรแกรม Microsoft office Excel เวอร์ชัน 2007 
(Microsoft, สหรัฐอเมริกา) 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°c) เวลา No. 
cycle LDLR HMGCoAR LXR PPAR PPAR β-actin 

Pre- Denature 94 94 94 94 94 94 4 min 1 
Denature 

Annealing** 
Extension 

94 
58.5 
72 

94 
56.5 
72 

94 
62.9 
72* 

94 
60.2 
72* 

94 
59.4 
72 

94 
58 
72* 

30 sec 
30 sec 

30 sec/1 min* 

 
35 

Final extension 
Hold temp 

72 
4 

7 min 
forever 

1 
- 
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บทที่  4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิจัย 

4.1 ผลการตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวเมล็ดส ี4 วิธี ดังนี ้

 การเปรียบเทียบปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระของข้าว 3 กลุ่ม คือ ข้าวเหนียวด า ข้าวแดง 
และข้าวด า อย่างละ 7 ชนิด รวม 21 ชนิด ที่ซื้อมาจากตลาดในกรุงเทพมหานคร  จากการตรวจวิเคราะห์ 4 วิธี 
คือวิธ ีORAC Assay, FCP Assay, Vanillin Assay และ TAC assay ค่าที่ได้แสดงใน ตารางที ่4.1  ซึ่งท าการ
เปรียบเทียบปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างสารสกัดข้าว 3 กลุ่มที่ตรวจด้วยวิธีเดียวกัน  เปรียบ 
เทียบปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าวกลุ่มเดียวกัน และหาค่าสัมประสิทธิ์ความ 
สัมพันธร์ะหว่างวิธี 4 วิธี โดย ORAC Assay เป็นวิธีการตรวจความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการ
กวาดจับอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) Folin Ciocalteau Phenol Assay เป็นวิธีการตรวจ
ความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการรีดิวซ์ (reducing property) Vanillin Assay  เป็นวิธีการตรวจวัด
ปริมาณสารประกอบโปรแอนโทไซยานิดิน (Proanthocyanidins) ด้วยปฏิกิริยาเคมี และ  TAC assay เป็นการ
วัดการดูดกลืนแสงของสีแอนโทไซยานินส์โดยตรงในส่ิงตัวอย่าง 

4.1.1 เปรียบเทียบปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างสารสกัดข้าว 3 กลุ่มที่ตรวจด้วยวิธี
เดียวกัน 

4.1.1.1 ผลของสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าวตรวจด้วยวิธี ORAC Assay 
                               กลุ่มข้าวเหนียวด ามีค่าสารต้านอนุมูลอิสระเฉล่ีย 1074.56 ± 83.95  mM TE/kg dry wt. 
ค่าน้อยที่สุดคือ 722.96 ±15.50  mM TE/kg dry wt. ค่ามากที่สุดคือ 1368.34 ± 41.27  mM TE/kg dry wt. 
กลุ่มข้าวแดงมีค่าสารต้านอนุมูลอิสระเฉล่ีย 525.43 ± 46.33 mM TE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด คือ 371.18 ± 
27.11 mM TE/kg dry wt. ค่ามากที่สุดคือ 724.66  ± 51.52  mM TE/kg dry wt. กลุ่มข้าวด ามีค่าสารต้าน
อนุมูลอิสระเฉล่ีย 446.22 ± 20.98 mM TE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุดคือ 405.94 ± 54.66  mM TE/kg dry wt. 
ค่ามากที่สุดคือ 564.84 ± 36.68 mM TE/kg dry wt. เมื่อน ามาเปรียบเทียบกลุ่มข้าวแดงและข้าวด ามีปริมาณ
รวมสารต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกบักลุ่มข้าวเหนียวด าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ (p<0.05) แต่กลุ่มข้าวด าและ
ข้าวแดงมีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกนั (p=0.276)  

4.1.1.2 ผลของสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าวเมื่อตรวจด้วยวิธ ีFCP Assay   
                             กลุ่มข้าวเหนียวด ามปีริมาณรวมสารตา้นอนุมลูอิสระเฉล่ีย 702.46±60.82 mM GE/kg 
dry wt. ค่าน้อยที่สุดคือ 471.88±5.84  mM GE/kg dry wt. ค่ามากที่สุดคือ 922.03±9.42  mM GE/kg dry 
wt. กลุ่มข้าวแดงมีค่าเฉล่ีย  385.77±34.64  mM GE/kg dry wt.  ค่าน้อยที่สุดคือ 233.38±5.46 mM GE/kg 
dry wt. มากที่สุดคือ 516.83±7.34 mM GE /kg dry wt.  กลุ่มข้าวด ามีค่าเฉล่ีย 250.50±18.91 mM GE /kg 
dry wt. ค่าน้อยที่สุดคือ 199.56±2.40 mM GE /kg dry wt.  ค่ามากที่สุดคือ 347.46±1.39 mM GE/kg dry 
wt. เมื่อน าปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระมาเปรียบเทียบกันสารสกัดจากข้าว 3 กลุ่มมีปริมาณรวมสารต้าน
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อนุมูลอิสระแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ (p<0.05) ข้าวเหนียวด ามีสารต้านอนุมูลอิสระสูงสุดรองมา
เป็นข้าวแดงและข้าวด า 

4.1.1.3 ผลของสารอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าวเมื่อตรวจด้วยวิธ ี Vanillin assay 
                           กลุ่มข้าวเหนียวด ามปีริมาณรวมสารตา้นอนุมลูอิสระเฉล่ีย 166.74 ± 15.75  mM CE/kg 
dry wt  ค่าน้อยที่สุด 111.96 ± 2.37  mM CE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 218.97 ± 1.82 mM CE/kg dry wt.  
กลุ่มข้าวแดงมีค่าเฉล่ีย 70.62 ± 8.72 mM CE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 34.77 ± 0.17 mM CE/kg dry wt. ค่า
มากที่สุด 102.88 ± 0.26 mM CE/kg dry wt. กลุ่มข้าวด ามีค่าเฉล่ีย 29.40 ± 8.40 mM CE/kg dry wt. ค่า
น้อยที่สุด 16.77 ± 0.03 mM CE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 57.70 ± 2.25 mM CE/kg dry wt. เมื่อน าปริมาณ
รวมสารต้านอนุมูลอิสระมาเปรียบเทียบกันสารสกัดจากข้าว 3 กลุ่มมีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05) ข้าวเหนียวด ามีสารต้านอนุมูลอิสระสูงสุดรองมาเป็นข้าวแดงและข้าวด า 

4.1.1.4 ผลของสารอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าวเมื่อตรวจด้วยวิธ ีTAC Assay 
 กลุ่มข้าวเหนียวด ามีปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระเฉล่ีย 518 ± 41 mg/kg dry wt. ค่า
น้อยที่สุด 393 mg/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 690 mg/kg dry wt.  กลุ่มข้าวแดงมีค่าเฉล่ีย 69.7 ± 11 mg/kg dry 
wt. ค่าน้อยที่สุด 39 mg/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 116  mg/kg dry wt. กลุ่มข้าวด ามีค่าเฉล่ีย 157 ± 25 mg/kg 
dry wt.  ค่าน้อยที่สุด  81 mg/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 245 mg/kg dry wt. เมื่อน าปริมาณรวมสารต้านอนุมูล
อิสระมาเปรียบเทียบกันสารสกัดจากข้าว 3 กลุ่มมีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิต ิ(p<0.05) ข้าวเหนียวด ามีสารต้านอนุมูลอิสระสูงสุดรองมาเป็นข้าวด าและข้าวแดง 

                             ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าว 3 กลุ่มเมื่อตรวจด้วยวิธี  ORAC assay มี
ความแตกต่างจากค่าเฉล่ียสูงสุดกับค่าเฉล่ียต่ าสุดประมาณ 2 เท่า ตรวจด้วยวิธี  FCP assay มีความแตกต่าง
กันประมาณ 3 เท่า ตรวจด้วยวิธ ี Vanillin assay มีความแตกต่างกันประมาณ  5 เท่า และตรวจด้วยวิธ ี TAC 
assay มีความแตกต่างกันประมาณ  7 เท่า 

4.1.2 เปรียบเทียบปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างวิธี ORAC Assay, FCP Assay Vanillin   
assay และ TAC assay ในสารสกัดจากข้าวกลุ่มเดียวกัน        

4.1.2.1. ผลปริมาณรวมสารอนุมูลอิสระในกลุ่มข้าวเหนียวด า  
                           ค่าปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระท่ีตรวจด้วยวิธ ี ORAC Assay ได้ค่าเฉล่ีย 1074.56 ±  
83.95 mM TE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 722.96 ± 15.50 mM TE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 1368.34 ± 41.27  
mM TE/kg dry wt.  ตรวจด้วยวิธ ีFCP Assay ได้ค่าเฉล่ีย 702.46 ± 60.82 mM GE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 
471.88 ± 5.84 mM GE/kg dry wt ค่ามากที่สุด 922.03 ± 9.42 mM GE/kg dry wt. ตรวจด้วยวิธ ี Vanillin 
assay ได้ค่าเฉล่ีย 166.74 ± 15.75 mM CE/kg dry wt.  ค่าน้อยที่สุด 111.96 ± 2.37 mM CE/kg dry wt. ค่า
มากที่สุด  218.97 ± 1.82  mM CE/kg dry wt. และตรวจด้วยวิธ ีTAC assay ได้ค่าเฉล่ีย  518 ± 41 mg/kg 
dry wt. ค่าน้อยที่สุด 393 mg/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 690 mg/kg dry wt. เมื่อเปรียบเทียบปริมาณรวมสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่ตรวจด้วยวิธีต่างกัน 4 วิธี พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05)   
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 4.1.2.2 ผลปริมาณรวมสารอนุมูลอิสระในกลุ่มข้าวแดง 
 ค่าปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระท่ีตรวจด้วยวิธ ี ORAC Assay ได้ค่าเฉล่ีย 525.43 ± 
46.33 mM TE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 371.18 ± 27.11 mM TE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 724.66 ± 51.52  mM 
TE/kg dry wt.  ตรวจด้วยวิธ ีFCP Assay ได้ค่าเฉล่ีย 385.77 ± 34.64 mM GE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 233.38 
±  5.46  mM GE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 516.83 ± 7.34 mM GE/kg dry wt. ตรวจด้วยวิธ ีVanillin assay ได้
ค่าเฉล่ีย  70.62 ± 8.72  mM CE/kg dry wt.  ค่าน้อยที่สุด 34.77 ± 0.17 mM CE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 
102.88 ± 0.26mM CE/kg dry wt. และตรวจด้วยวิธ ีTAC assay ได้ค่าเฉล่ีย  69.7 ± 11 mg/kg dry wt. ค่าน้อย
ที่สุด 39 mg/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 116 mg/kg dry wt. เมื่อเปรียบเทียบปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระที่
ตรวจด้วยวิธีต่างกัน 4 วิธี พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05)       

4.1.2.3 ผลปริมาณรวมสารอนุมูลอิสระในกลุ่มข้าวด า 
   ค่าปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระท่ีตรวจด้วยวิธ ี ORAC ได้ค่าเฉล่ีย 446.22 ± 20.98 mM 
TE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 405.94 ± 54.66 mM TE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 564.84 ± 36.68  mM TE/kg dry 
wt.  ตรวจด้วยวิธ ี FCP ได้ค่าเฉล่ีย 250.50 ± 18.91 mM GE/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด  199.56 ± 2.40 mM 
GE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 347.46 ± 1.39 mM GE/kg dry wt. และตรวจด้วยวิธ ี Vanillin assay ได้ค่าเฉล่ีย 
29.40 ± 8.40 mM CE/kg dry wt.  ค่าน้อยที่สุด 16.77 ± 0.03 mM CE/kg dry wt. ค่ามากที่สุด 57.70 ± 2.25 
mM CE/kg dry wt. และตรวจด้วยวิธ ีTAC assay ได้ค่าเฉล่ีย  157 ± 25 mg/kg dry wt. ค่าน้อยที่สุด 81 mg/kg 
dry wt. ค่ามากที่สุด 245 mg/kg dry wt. เมื่อเปรียบเทียบปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระที่ตรวจด้วยวิธีต่างกัน 
4 วิธี พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05)       

                           ผลการตรวจหาคา่สัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ของ 3วิธี (ตารางที่ 4.2) ที่ตรวจปริมาณรวมสาร
ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดจากข้าว 3 กลุ่มพบว่ามีความสอดคล้องกัน (correlation) ดีเยี่ยม จากการ
เปรียบเทียบผลการตรวจระหว่าง วิธี ORAC กับวิธี FCP ได้ค่า r = 0.983 (p<0.01) ซึ่งวิธี ORAC และวิธี FCP 
เป็นวิธีมาตรฐานสากล เมื่อเปรียบเทียบวิธี Vanillin กับวิธี ORAC ได้ค่า r=0.984 (p<0.01) และวิธี Vanillin 
กับวิธี FCP ได้ค่า r = 0.992 (p<0.01) โดยมีความสอดคล้องกัน (correlation) ดีเยี่ยมเช่นกัน ดังนั้น วิธี 
Vanillin ให้ผลการตรวจที่สอดคล้องดีเยี่ยมเช่นเดียวกับวิธี  ORAC กับวิธี FCP เมื่อเปรียบเทียบท้ัง 3 วิธีดังที่
กล่าวไปแล้วกับวิธี TAC assay พบว่าสอดคล้องกับวิธี  ORAC assay  r = 0.921 (p<0.01), วิธี FCP assay r 
= 0.870 (p<0.01)  และวิธี Vanillin assay  r = 0.872 (p<0.01)  สามารถสรุปได้ว่าการตรวจเพื่อค่าสารต้าน
อนุมูลอิสระ 3 วิธีแรก  คือ ORAC assay, FCP assay  และ  Vanillin assay สามารถน ามาใช้วิเคราะห์ท่ีมี
ความถูกต้องใกล้เคียงกันอย่างมาก (r>0.9)  ส าหรับผลจากการตรวจวัด ด้วยวิธี TAC assay มีความถูกต้องที่
น้อยกว่า 3 วิธีแรก (r>0.8)  สามารถเรียงล าดับปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระจากมากไปน้อยได้ดังนี้  ข้าวเหนียว
ด า>ข้าวแดง>ข้าวด า เมื่อตรวจด้วยวิธี ORAC assay, FCP assay และ Vanillin assay  และ ข้าวเหนียวด า>
ข้าวด า>ข้าวแดง เมื่อตรวจด้วยวิธี TAC assay 

 ผู้วิจัยจึงเลือกน าสารสกัดจากข้าวเหนียวด าซึ่งมีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูงสุดมาท า
การทดสอบกับเซลล์มนุษย์ในขั้นต่อไป 
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ตารางที่ 4.1: แสดงค่าสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ORAC Assay, FCP Assay, Vanillin Assay และ TAC Assay 
                       ของข้าวด า ข้าวแดง และข้าวเหนียวด า  

สารสกัดจากข้าว 
ORAC Assay 

(TE mM/kg. dry wt.) 
(Mean ± SD) 

FCP Assay 
(GE mM/kg. dry wt.) 

(Mean ± SD) 

Vanillin Assay 
(CE mM/kg. dry wt.) 

(Mean ± SD) 

TAC assay  
(mg/kg dry wt.) 

(Mean ± SD) 

ข้าวด า 
หมายเลข 1         564.84±36.68 347.46 ± 1.39 57.70 ± 2.25 245 

หมายเลข 2        476.02±61.64 282.96 ± 6.62 35.44 ± 2.04 230 
หมายเลข 3       454.04±49.37 240.07 ± 1.92 30.57 ± 0.94 197 
หมายเลข 4         427.84±34.79 199.56 ± 2.40 16.77 ± 0.03 81 
หมายเลข 5       422.85±37.65 215.77 ± 4.50 21.32 ± 1.55 101 

หมายเลข 6       419.65±43.77 240.82 ± 0.65 21.84 ± 0.60 143 
หมายเลข 7      405.94±54.66 226.81 ±10.27 22.14 ± 0.76 103 

ค่าเฉลี่ย ± SEM 446.22±20.98 250.50±18.91 29.40 ± 8.40 157 ± 25 

ข้าวแดง 
หมายเลข 1        724.66 ± 51.52 475.03 ± 5.45 102.88 ± 0.26 67 
หมายเลข 2        658.22 ± 55.01 516.83 ± 7.34 94.19 ± 0.27 105 

หมายเลข 3       529.89 ± 26.19 393.88 ± 2.24 72.22 ± 0.06 58 
หมายเลข 4         513.75 ± 66.00 364.69 ± 3.78 71.06 ± 1.12 39 
หมายเลข 5         504.30 ± 10.72 359.51 ± 5.30 65.30 ± 0.63 50 
หมายเลข 6         491.31 ± 49.44   357.07 ± 11.69 53.89 ± 1.78 116 

หมายเลข 7         371.18 ± 27.11  233.38 ± 5.46 34.77 ± 0.17 53 

ค่าเฉลี่ย ± SEM 525.43 ± 46.33  385.77 ± 34.64 70.62 ± 8.72 69.7 ± 11 

ข้าวเหนียวด า 
หมายเลข 1         1368.34 ± 41.27 922.03 ± 9.42 218.97 ± 1.82 690 
หมายเลข 2         1254.01 ± 31.96 864.68 ± 7.58 210.96 ± 4.40 610 

หมายเลข 3         1199.93 ± 74.15 737.12 ± 1.95 191.11 ± 1.90 534 
หมายเลข 4         1095.09 ± 83.64 723.99 ± 5.38 163.54 ± 1.83 537 
หมายเลข 5        985.19 ± 42.61  646.19 ± 10.85 144.23 ± 1.28 452 
หมายเลข 6         898.13 ± 77.05 551.34 ± 9.01 126.42 ± 0.28 411 

หมายเลข 7         722.96 ± 15.50 471.88 ± 5.84 111.96 ± 2.37 393 

ค่าเฉลี่ย ± SEM 1074.56 ± 83.95  702.46 ± 60.82  166.74 ± 15.75 518 ± 41 

ค่าเฉลี่ยโดยรวม ± SEM 689.91 ± 68.65 446.24 ± 48.16 88.92 ± 14.17 248.6 ± 46 

ทุกตัวอย่างสารสกัดท าซ้ า 3 ครั้งและยืนยัน  4 ครั้งการทดสอบ  เมื่อเปรียบเทียบปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระของข้าวแต่ละกลุ่มท่ีตรวจด้วยวิธี
ต่างกัน 4 วิธด้ีวย ANOVA พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)     
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ตารางที่ 4.2: แสดงค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธร์ะหว่างวิธกีารตรวจสารต้านอนุมูลอิสระ 4 วิธี ของสารสกัด                    
ข้าวด า ข้าวแดง และข้าวเหนียวด า  

    ORAC FCP Vanillin TAC 

ORAC 
 

Pearson Correlation 1 .983(**) .984(**) .921(**) 
Sig. (2-tailed)   0.000 0.000 0.000 

FCP 
 

Pearson Correlation .983(**) 1 .992(**) .870(**) 
Sig. (2-tailed) 0.000   0.000 0.000 

Vanillin 
 

Pearson Correlation .984(**) .992(**) 1 .872(**) 
Sig. (2-tailed) 0.000 0.000   0.000 

TAC 
 

Pearson Correlation .921(**) .870(**) .872(**) 1 
Sig. (2-tailed) 0.000 0.000 0.000   

        ** มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติโดยค่า p value< 0.01 (2-tailed) 

4.2 ผลการตรวจวัดความสามารถ ของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าในการป้องกันการท าลายดีเอ็นเอใน
นิวเคลียสของเม็ดเลือดขาว ไขมัน และโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงจาก
การออกซิเดชันโดยใช้เซลล์เม็ดเลือดจากเลือดครบเป็นแบบในการทดลอง 3 วิธี ดังนี ้

4.2.1 ผลการตรวจวัดความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าในการป้องกันการท าลาย DNA ใน
นิวเคลียส (Genotoxicity) ของเม็ดเลือดขาว จากสารออกซิไดซ์โดยใช้วิธี Comet assay  

เมื่อทดสอบเม็ดเลือดขาวจากการใส่เลือดครบ (whole blood) กับสารชนิดต่างๆ   ดังตารางที่ 
4.3 จากนั้นแยกส่วนเม็ดเลือดขาวมา ตรวจด้วยวิธี Comet assay พบว่าเม็ดเลือดขาวที่ได้รับสารสกัดข้าว
เหนียวด าความเข้มข้น  800 และ 1000 g/ml มี DNA เสียหายเล็กน้อยคิดเป็น 18 และ 12 คะแนน เมื่อเทียบ
กับเม็ดเลือดขาวกลุ่มควบคุมบวกที่ได้รับ H2O2 ความเข้มข้น 10 mM ซึ่งมีคะแนนการท าลายเป็น  533 คะแนน 
และกลุ่มควบคุมลบ ซึ่งได้รับเฉพาะฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ไม่พบการแตกสลายของ DNA ได้ 0 คะแนน จึงสรุปได้ว่า 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นสูงๆ ท าให้  DNA ของเซลล์เม็ดเลือดขาวแตกสลายได้เล็กน้อย คาดว่า ณ 
ความเข้มข้นดังกล่าว สารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถผ่านเข้าผนังเซลล์ได้มากพอจนสามารถเข้าไปท าปฏิกิริยา
กับ DNA ได้ เม็ดเลือดขาวที่ใส่สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200 , 400 และ 600 g/ml ไม่พบการ
ท าลาย DNA ได้ 0 คะแนน เมื่อทดสอบเลือดครบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าพร้อมกับ  H2O2 ความเข้มข้น  10 
mM พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200 , 400, 600, 800 และ 1000 g/ml พบ DNA แตกสลาย
ออกมา ซึ่งค านวณคะแนนการท าลาย DNA ได้เป็น 232, 228 , 171, 131 และ 81 คะแนน ตามล าดับ  ซึ่งสาร
สกัดข้าวเหนียวด า ทุกความเข้มข้นที่ใช้ในการทดลองนี้ มีคะแนนการแตกสลาย DNA น้อยกว่าเม็ดเลือดขาว
ของกลุ่มควบคุมบวกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยการยับยั้งการแตกสลายของ DNA ของสารสกัด
ข้าวเหนียวด าจะ แปรผันตามความเข้มข้นของสารสกัดข้าวเหนียวด า ( Dose-dependent) ดังภาพท่ี 4.1
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ตารางที ่4.3: แสดงผลการท าลาย DNA ของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกต ิเมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้นระหว่าง 50 ถึง 1000 µg/ml ในสารละลาย phosphate buffer saline ท่ีใส่และไม่ใส่ H2O2 

ท าการตรวจสอบซ้ า 3 ครั้งทุกตัวอย่างการทดลอง โดย Cell=เซลล์เม็ดเลือดขาว PBS=phosphate buffer saline,  

PRE= pigmented rice extract in µg/ml  

* มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
** นับเซลล์แบบสุ่มจ านวน 200 เซลล ์
*** H2O2 ที่ใช้ในการทดสอบนี้มีความเข้มข้น 10 mM 

 
 

ตัวอย่างทดสอบ 

จ านวน nuclei ในแต่ละระดับการท าลาย คะแนนการท าลาย 
(arbitrary units) 

(0-800)** 
ระดับ 

 0 
ระดับ  

1 
ระดับ 

2 
ระดับ   

 3 
ระดับ  

4 

1.  Cells+PBS+PRE 200 µg/ml + H2O2*** 109 20 27 18 26 232* 

2.  Cells+PBS+PRE 400 µg/ml + H2O2 125 14 9 12 40 228* 

3.  Cells+PBS+PRE 600 µg/ml + H2O2 138 14 10 15 23 171* 

4.  Cells+PBS+PRE 800 µg/ml + H2O2 152 11 8 12 17 131* 

5.  Cells+PBS+PRE 1000 µg/ml + H2O2 165 14 5 7 9 81* 

6.  Cells+PBS+PRE 200  µg/ml 200 0 0 0 0 0 

7.  Cells+PBS+PRE 400  µg/ml 200 0 0 0 0 0 

8.  Cells+PBS+PRE 600  µg/ml 200 0 0 0 0 0 

9.  Cells+PBS+PRE 800  µg/ml 193 1 3 1 2 18 

10. Cells+PBS+PRE 1000  µg/ml 195 1 2 1 1 12 

11. Cells+PBS  (Negative control) 200 0 0 0 0 0 

12. Cells+PBS+ H2O2 (Positive control) 4 36 51 41 68 533 
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ภาพที่ 4.1:  ภาพจากการทดสอบความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าในการป้องกัน DNA ของเม็ด
เลือดขาว (PBMCs) จากการท าลายของ H2O2, nuclei ของเม็ดเลือดขาว (PBMCs) ทดสอบกับ
สารสกัดจากข้าวเหนียวด าและ H2O2ความเข้มข้น 0. 01 M (1) , PBMCs ท่ีได้รับเฉพาะตัวท า
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (2), PBMCs ท่ีได้รับสารสกัดความเข้มข้นสูงๆ เช่น 800, 1000 g/ml 
(3), PBMCs ท่ีได้รับสารสกัดความเข้มข้นต่ าๆ เช่น 200, 400, 600 µg/ml (4), PBMCs ท่ีได้รับ
ทั้ง H2O2 และสารสกัดความเข้มข้นสูง ๆ เช่น 800, 1000 g/ml (5), PBMCs ท่ีได้รับท้ัง  H2O2 
และสารสกัดความเข้มข้นต่ าๆ เช่น 200, 400, 600 g/ml (6) ลูกศรชี้คือ DNA ที่แตกสลายและ
เห็นเป็นลักษณะดาวหางเมื่อตรวจสอบด้วยวิธี Comet assay 

(2) (1) 

(6) (5) 

(4) (3) 
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4.2.2 ผลการตรวจวัดความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าในการป้องกันโปรตีนเสียสภาพ
จากสารอนุมูลอิสระโดยใช้โปรตีนฮีม (Heme) เป็นแบบ ด้วยวิธี Heinz body Inhibition assay 

เมื่อทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml ใน
สารละลาย buffer กับเซลล์เม็ดเลือดแดงปกตจิากเลือดครบ (whole blood) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ผลเป็นดัง
ตารางที่ 4.4 คือพบว่า เมื่อใส่สารสกัดข้าวเหนียวด ากับเซลล์เม็ดเลือดแดงเพียงอย่างเดียว ที่ระดับความเข้มข้น 
700, 800 และ 1000 g/ml แสดงความเป็นพิษและท าลายผนังเม็ดเลือดแดงจนเกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตก 
(hemolysis) สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นระหว่าง 100 ถึง 600 g/ml เมื่อทดสอบกับเม็ดเลือดแดงนั้น
ตรวจไม่พบว่าท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตก และไม่พบลักษณะ Heinz body ภายในเซลล์ดังกล่าว จึงอาจสรุป
ได้ว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100 ถึง 600 g/ml ไม่แสดงความเป็นพิษต่อผนังเซลล์และโปรตีน
ภายในเซลล์ เมื่อทดสอบเซลล์เม็ดเลือดแดงกับสารสกัดจากข้าวเหนียวด าพร้อมสาร APHZ ซึ่งเป็นสารออกซิ
เดนซค์วามเข้มข้น 100 mg% พบว่าท าให้เกิดลักษณะ Heinz bodies ในเม็ดเลือดแดง (positive control) และ
ที่ระดับความเข้มข้น 100, 200, 400 g/ml ของสารสกัดข้าวเหนียวด านั่นตรวจไม่พบเม็ดเลือดแดงแตกแต่พบ
ลักษณะ Heinz bodies ในเม็ดเลือดแดง มีเพียงสารสกัดความเข้มข้น 600 g/ml เท่านั้นทีต่รวจไม่พบทั้งการ
แตกสลายของเม็ดเลือดแดงและลักษณะ Heinz body ในเม็ดเลือดแดง ดังภาพท่ี 4.2(2) จึงสรุปได้ว่าสารสกัด
ข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 600 g/ml มีฤทธิ์ป้องกันทั้งผนังเซลล์และโปรตีนฮีมจากสารออกซเิดนซ์ APHZ 
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็น 700 g/ml พบว่า เซลล์เม็ดเลือดแดงส่วนใหญเ่กิดการแตก
สลายไป แต่ยังคงเหลือเซลล์เม็ดเลือดแดงอยูบ่างส่วน ซึ่งในเซลล์เม็ดเลือดแดงเหล่านี้ตรวจ ไม่พบลักษณะ 
Heinz body ส่วนสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800 และ 1000 g/ml นั่นสามารถท าใหเ้ซลล์เม็ดเลือด
แดงแตกหมด ดังภาพท่ี 4.2(4) 
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ตารางที่ 4.4:  แสดงฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ ในการป้องกันการเกิด  Heinz body 
ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงปกติ  

กลุ่มตัวอย่างทดสอบ 
จ านวนเซลล์เม็ดเลือด
แดงปกติที่นับได้

ทั้งหมด* 

เซลล์เม็ดเลือด
แดงที่พบลักษณะ 

Heinz body  

% การยับยั้งการ
เกิด  

Heinz body 

1.  RBC+GPB+PRE 100 µg/ml 1,000 0 100 
2.  RBC+GPB+PRE 200 µg/ml 1,000 0 100 
3.  RBC+GPB+PRE 400 µg/ml 1,000 0 100 
4.  RBC+GPB+PRE 500 µg/ml 1,000 0 100 
5.  RBC+GPB+PRE 600 µg/ml 1,000 0 100 
6.  RBC+GPB+PRE 700 µg/ml (hemolysis) 0 0 - 
7.  RBC+GPB+PRE 800 µg/ml (hemolysis) 0 0 - 
8.  RBC+GPB+PRE 1,000 µg/ml (hemolysis) 0 0 - 
9.  RBC+GPB+APHZ+PRE 100 µg/ml 0 1,000 0 
10. RBC+GPB+APHZ+PRE 200 µg/ml 0 1,000 0 
11. RBC+GPB+APHZ+PRE 400 µg/ml 0 1,000 0 
12. RBC+GPB+APHZ+PRE 500 µg/ml 0 1,000 0 
13. RBC+GPB+APHZ+PRE 600 µg/ml 1,000 0 100 
14. RBC+GPB+APHZ+PRE 700 µg/ml (partial hemolysis  

left some RBC) 100 
0 100 

15. RBC+GPB+APHZ+PRE 800 µg/ml (hemolysis) 0 0 - 
16. RBC+GPB+APHZ+PRE 1000 µg/ml (hemolysis) 0 0 - 
17. RBC+GPB  (negative control) 1,000 0 100 
18. RBC+GPB+APHZ  (positive control) 0 1,000 0 

ท าการตรวจสอบซ้ า 3 ครั้งทุกตัวอย่างการทดลอง RBC = red blood cells, GPB = glucose phosphate buffer,  
PRE = pigmented rice extract in µg/ml, APHZ = N-acetylphenylhydrazine 
* น าเซลล์เม็ดเลือดแดงจากการท าซ้ า 3 ครั้งมารวมกันและนับเซลล์แบบสุ่มทั้งหมด 1000 เซลล์ 
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ภาพที่ 4.2: ลักษณะ Heinz bodies ตรวจพบในเซลล์เม็ดเลือดแดง เมื่อทดสอบกับสารออกซิเดนซ ์ APHZ 

(positive control) (1), เมื่อใส่สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 600 g/ml พร้อม APHZ ตรวจ
ไม่พบลักษณะ Heinz body เกิดขึ้น (2), เมื่อใส่สารสกัดความเข้มข้น 100, 200, 400 g/ml พร้อม 
APHZ ตรวจพบลักษณะ Heinz bodies (3), สารสกัดความเข้มข้นสูงเช่น 700, 800, 1000 g/ml 
จะก่อให้เม็ดเลือดแดงแตกสลายเหลือให้เห็นเศษของผนังเซลล์ (4)  

4.2.3 ผลการตรวจวัดความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าในการป้องกันการเกิดออกซิเดชัน
ของไขมันจากสารออกซิไดซ์โดยใช้ผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงเป็นแบบ ด้วยวิธี Hemolysis Inhibition 
assay 

 เมื่อทดสอบเลือดครบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100, 200, 400, 600, 800 และ  1000 
g/ml เป็นเวลา 0 , 30, 60, 90, 120, 180, 210 และ 240  นาที  พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความ เข้มข้น 0 , 
200, 400 และ 600  g/ml ไม่ก่อให้เกิดเม็ดเลือดแดงแตกตลอดช่วงเวลาที่ใช้ท าการทดลองนี้ แต่สารสกัดข้าว
เหนียวด าความเข้มข้น 800 และ 1000 g/ml ท าลายเซลล์เม็ดเลือดแดง แตกและปล่อยฮีโมโกลบินออกมาใน
สารละลาย เมื่อวัดค่าการดูดกลืนแสงของฮีโมโกลบิน  พบว่า เพิ่มขึ้นทันทีหลังใส่สารสกัดข้าวเหนียวด า  โดย
เปรียบเทียบกับเม็ดเลือดแดง ที่ใส่น้ ากล่ัน เพื่อให้ เกิดการแตก ของเม็ดเลือดแดงอย่าง สมบูรณ์ ( วัดได้ค่าการ
ดูดกลืนแสง ณ ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร  = 0.65) และหลอดควบคุมบวก  ซึ่งได้ค่าการดูดกลืนแสง
เพิ่มขึ้นตามเวลาอย่างช้าๆ แสดงว่าเม็ดเลือดแดงแดงแตกหลังจากใส่ AAPH  ฮีโมโกลบินถูกปล่อยออกมา ใน
สารละลายเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ตามเวลา ดังภาพที่ 4.3(A)  เมื่อท าการทดลองโดยผสมเซลล์เม็ดเลือดเข้ากับสารสกัด

(4) 

(2) 

(3) 

(1) 
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(B) เม็ดเลือดแดงทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ พร้อมกับ AAPH 100 mM 

ข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ พร้อมกับ AAPH (สาร oxidant)  ความเข้มข้นสุดท้าย 100 mM  พบว่า เม็ด
เลือดแดงที่ได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100, 200, 400 และ 600 g/ml สามารถป้องกันการแตก
ของเม็ดเลือดแดงจากการกระตุ้นสาร  AAPH  แต่ว่าเม็ดเลือดแดงที่ใส่สารสกัดสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 
800 และ 1000   g/ml พร้อมกับสารละลาย  AAPH  มีเม็ดเลือดแดงแตก  เช่นเดียวกับ เม็ดเลือดแดงที่ ได้รับ
สาร  AAPH ความเข้มข้น 100  mM และเม็ดเลือดแดงที่รับเฉพาะสารสกัดสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800 
และ 1000 g/ml เพียงอย่างเดียว   แต่เป็นไปในลักษณะที่ช้ากว่า คาดว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าอาจท า
ปฏิกิริยากับสาร AAPH จนท าให้ความเป็นพิษน้อยลง ดังภาพที่ 4.3(B)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.3: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ ในการป้องกันการเกิด  hemolysis โดยวัด การ
ดูดกลืนแสงของฮีโมโกลบินทีป่ล่อยออกจากเม็ดเลือดแดงที่แตก ณ ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร เมื่อเวลาต่างๆ ดังนี ้0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 และ 240 นาที ของการทดสอบ ผล
การทดสอบของเม็ดเลือดแดงกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 0 ถึง 1000 g/ml (A), 
ผลการทดสอบของเม็ดเลือดแดงกับสารสกัดข้าวเหนียวด าตั้งแต่ 0 ถึง 1000 g/ml พร้อมกับ 
AAPH ความเข้มข้น 100 mM  (B), RBC = red blood cells,  PRE = pigmented rice extract 

(A) เม็ดเลือดแดงทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ เพียงอย่างเดียว 

สารสกัดข้าวเหนียวด า 

สารสกัดข้าวเหนียวด า 
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4.3 ผลการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่างๆ ต่อการอยู่รอดของเซลล ์(Cell Viability)  

 ในทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 
2000 และ 3000 g/ml กับเซลล์เพาะเล้ียงทั้งหมด 3 ชนิดคือ เซลล์มะเร็งตับ HepG2, เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว Jurkat และเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติโดยใช้วิธ ีMTT assay ซึ่งเป็นวิธีตรวจวัดระดับการเมแทบอลิซึมของไม
โทคอนเดรีย (Mitocondria’s Metabolism), Neutral Red (NR) accumulation assay ใช้ตรวจวัดระดับ
กิจกรรมของเซลล์ (Cell Activity) และ Trypan Blue dye exclusion assay ใช้ตรวจสอบความเสียหายของ
ผนังเซลล์ ในการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด ากับเซลล์ HepG2 จะใช้เวลา 29 และ 58 ชั่วโมง, เซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว Jurkat และเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติใชเ้วลา 24 และ 48 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ
สารใดๆ เมื่อตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าเซลล์มีรูปร่าง การเจริญเติบโต การเมแทบอลิซึม และ การแบ่งตัว
เซลล์ (cell proliferation) เป็นปกติจะให้ค่า viability เป็น 100% (negative control) ส่วน  positive control 
เป็นเซลล์ที่ทดสอบกับ H2O2 ความเข้มข้น 25 mM ตามเวลาที่ก าหนด เมื่อตรวจดูสภาพเซลล์ทางกล้อง
จุลทรรศน์พบว่า เซลล์ตายทั้งหมด จึงมีค่า viability เป็น 0% ผลที่ได้ทั้งหมดจะแสดงค่าเป็น %viability 
เปรียบเทียบกับ negative control 

4.3.1 ผลการทดสอบของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการอยู่รอดของเซลลโ์ดยใชว้ิธี  MTT assay ผล
การทดลองทั้งหมดแสดงใน ตารางที่ 1 ภาคผนวก ก 

 เมื่อทดสอบเซลล์เม็ดเลือดขาว Jurkat  กับสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่าสารสกัด
ความเข้มข้น 3000 g/ml ลด %viability ของเซลล์ (p<0.05) มากที่สุดถึง 15.7% เมื่อลดระดับความเข้มข้น
ของสารสกัดข้าวเหนียวด าลงมาที่ระดับ 400, 600 และ 800 g/ml พบว่าสารสกัดกลับเพิ่ม %viability ของ
เซลล์อย่างมีนัยส าคัญ ( p<0.05) โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ที่มีการเจริญเติบโตเป็นปกติ ที่ระดับความเข้มข้น 
400 g/ml จะเพิ่ม  %viability สูงที่สุดคือ 31.6% เมื่อเพิ่มเวลาในการทดสอบเป็น 48 ชั่วโมง  พบว่าสารสกัด
ความเข้มข้น 1500, 2000 และ  3000 g/ml ลด %viability ของเซลล์ (p<0.05) ลง โดยที่ความเข้มข้น 3000 
g/ml ลด %viability ของเซลล์มากที่สุดคือ 34.5% โดยที่ความเข้มข้นสารสกัดข้าว 400 และ 600 g/ml กลับ
สามารถเพิ่ม %Viability ของเซลล์ ( p<0.05) โดยความเข้มข้น 400 g/ml มีผลเพิ่ม  %viability สูงที่สุดคือ 
27.4% ดังภาพท่ี 4.4  

เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด ากับเซลล์ HepG2 เป็นเวลา 29 ชั่วโมงพบว่าสารสกัดข้าวเหนียว
ด า ไม่มีผลต่อ %viability แต่เมื่อทดสอบต่อไปเป็น 58 ชั่วโมง จึงพบว่าสารสกัดความเข้มข้น 2000 และ 3000 
g/ml ลด %viability ของเซลล์ (p<0.05) โดยสามารถลดได้ถึง 23.9% ที่ความเข้มข้น 3000 g/ml และสาร
สกัดความเข้มข้น 100, 200 และ 400 g/ml สามารถเพิ่ม %viability (p<0.05) ได้เช่นเดียวกับที่พบในการ
ทดสอบกับเซลล์ Jurkat โดยพบว่าที่ระดับความเข้มข้น 400 g/ml สามารถเพิ่ม %viability มากที่สุดคือ  
34.6% ดังภาพท่ี 4.5  

เมื่อท าการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด ากับ เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ PBMCs เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าไม่มีผลต่อ %viability แต่เมื่อทดสอบต่อไปจนครบ 48 ชั่วโมงพบว่าสารสกัดความ
เข้มข้น 400, 600, 800 และ 1000 g/ml สามารถลด %Viability (p<0.05) โดยสังเกตพบว่าค่า %viability 
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ของเซลล์จะลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อเพิ่มความเข้มข้นสูงขึ้นเป็น 800 และ 1000 g/ml ซึ่งสามารถลด %viability 
ของเซลล์ 53.4% และ 64.6% ตามล าดับ สามารถค านวณค่า IC50 ได้เท่ากับ 876.61 g/ml ดังภาพท่ี 4.6 

 

 

 

 

 
 
 
 

ภาพท่ี 4.4: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 50 ถึง 3000  g/ml ต่อ %viability ของเซลล์ 
Jurkat เมื่อทดสอบเป็นเวลา 24(ฟ้า)-48(แดง) ชั่วโมงด้วยวิธี MTT assay โดย M=อาหารเลี้ยง

เซลล์, C=เซลล์, A=เซลล์เพาะเล้ียง(C)กับอาหารเลี้ยงเซลล์, PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้นเป็น g/ml, H2O2=H2O2,         = มีความต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05) 
(ท าการทดสอบแต่ละตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง) 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 4.5: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 50 ถึง 3000  g/ml ต่อ %viability ของเซลล์ 
HepG2  เมื่อทดสอบเป็นเวลา 29(ฟ้า)-58 (แดง) ชั่วโมงด้วยวิธี MTT assay โดย M=อาหารเลี้ยง
เซลล์, C=เซลล์,  A=เซลล์เพาะเล้ียง(C)กับอาหารเลี้ยงเซลล์, PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความ
เข้มข้นเป็น g/ml, H2O2=H2O2,        = มีความต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05)   
(ท าการทดสอบแต่ละตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง) 
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เซลลP์BMCs ทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่าง ๆ (g/ml )

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
     

 
ภาพท่ี 4.6: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 50 ถึง 1000  g/ml ต่อ %viability ของเซลล์เม็ด

เลือดขาวปกติ PBMC เมื่อทดสอบเป็นเวลา 24 (ฟ้า)- 48 (แดง) ชั่วโมงด้วยวิธี MTT assay โดย M=
อาหารเลี้ยงเซลล์, C=เซลล์, A=เซลล์เพาะเล้ียง(C)กับอาหารเลี้ยงเซลล์, PRE=สารสกัดข้าวเหนียว
ด าความเข้มข้นเป็น g/ml, H2O2=H2O2,     = มีความต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
(p<0.05)  (ท าการทดสอบแต่ละตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง) 

4.3.2 ผลการทดสอบของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการอยู่รอดของเซลล์ HepG2 โดยวิธี Neutral red 
accumulation assay 

 ผล ความอยู่รอดของเซลล์ HepG2 เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 
50 ถึง 3000 g/ml โดยใช้วิธี Neutral Red accumulation assay ผลการทดลองทั้งหมดแสดงใน ตารางที่ 2 
ภาคผนวก ก หากทดสอบเซลล์กับสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็นเวลา 29 ชั่วโมง  พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 3000 g/ml ลด %viability ของเซลล์ (p<0.05) ถึง 30.5% เมื่อทดสอบจนครบเวลา 58 ชั่วโมง
พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800, 1000, 1500, 2000 และ 3000 g/ml ลด %viability 
(p<0.05) โดยสารสกัดความเข้มข้น 3000 µg/ml ลด %viability ของเซลล์มากที่สุด คือ 65.5% โดยค านวณค่า 
IC50 ได้เท่ากับ 2722.07 g/ml ดังภาพท่ี 4.7 
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เซลล์ HepG2  ท าปฏิกิริยากับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่าง ๆ (g/ml )

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.7: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 50 ถึง 3000 g/ml ต่อ %viability ของเซลล์ 
HepG2  เมื่อทดสอบเป็นเวลา 29(ฟ้า)-58(แดง)  ชั่วโมงด้วยวิธี NR assay โดย M=อาหารเลี้ยง
เซลล์, C=เซลล์,  A=เซลล์เพาะเล้ียง(C)กับอาหารเลี้ยงเซลล์, PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความ
เข้มข้นเป็น g/ml, H2O2=H2O2,         = มีความต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ (p<0.05)  
(ท าการทดสอบแต่ละกลุ่มตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง) 

4.3.3 ผลการทดสอบของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการอยู่รอดของเซลล ์Jurkat โดยใช้วิธี Trypan 
Blue dye Exclusion   

  เมื่อเซลล์เกิดความเสียหาย สี Trypan Blue จะสามารถแทรกผ่านรูท่ีผนังเซลล์เข้าไปใน
เซลล์ ท าให้เซลล์ที่มีผนังเซลล์เสียหายจะติดสีฟ้า เมื่อทดสอบเซลล์เม็ดเลือดขาว Jurkat กับสารสกัดข้าวเหนียว
ด าความเข้มข้น 50 ถึง 1000 g/ml เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด ามีผลต่อการ
นับจ านวนเซลล์มีชีวิตทั้งหมด (Total live cell count) ผลการทดลองทั้งหมดแสดงใน ตารางที่ 3 ภาคผนวก ก  
เมื่อตรวจสอบทางกล้องจุลทรรศน์ ณ เวลา 24 ชั่วโมงสังเกตพบ เซลล์ตายอย่างมากเมื่อทดสอบกับสารสกัด
ข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800, 1000 g/ml และเซลล์ที่เป็น Positive control เท่านั้น เมื่อเพิ่มเวลาในการ
ทดสอบต่อไปเป็น 48 และ 72 ชั่วโมงพบว่า กลุ่มเซลล์ที่ได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด ามีจ านวนเซลล์ตายมากขึ้น
และจ านวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด า จึงอาจสรุปได้ว่าสาร
สกัดข้าวเหนียวด ามีผลยับยั้งการด ารงชีวิตของเซลล์ได้แปรผันตามระดับความเข้มข้นของสารสกัดข้าวเหนียว
ด าและเวลาที่นานขึ้น ท่ีใช้ในการทดสอบ (Dose and Time dependent manner) ดังภาพท่ี 4.8 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.8: เมื่อย้อมเซลล์ด้วยสี Trypan Blue จะเห็นเซลล์ 2 เซลล์คือ เซลล์ที่ติดสีฟ้าเป็นเซลล์ผนังเซลล์

เสียหาย (ลูกศรสีด าชี้) ส่วนเซลล์ที่ผนังเซลล์ไม่เสียหายจะไม่ติดสีฟ้า (ลูกศรสีเหลืองชี้) 
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ภาพท่ี 4.9: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นตั้งแต่ 50 ถึง 1000 g/ml ที่มีต่อจ านวนเซลล์ Jurkat มี

ชีวิต (live cells) เมื่อทดสอบเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง โดย Negative control=เซลล์ที่
เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์เท่านั้น, Positive control=เซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลล์พร้อม H2O2 
ความเข้มข้น 0.25 mM, PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นเป็น g/ml,             = มีความ
ต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ท าการทดสอบซ้ า 2 ครั้งและเลือกนับแบบสุ่ม
ทั้งหมด 100 เซลล์ต่อ 1 กลุ่มตัวอย่างที่ท าการทดสอบ)  

                           จากการทดสอบผลของสารสกดัข้าวเหนียวด าตอ่ความอยู่รอดของเซลล์ อาจสรุปได้วา่สาร
สกัดข้าวเหนียวด ามีผลต่อเซลล์เพาะเล้ียงแปรผันตามระดับความเข้มข้นและเวลาที่เพิ่มขึ้นที่ใช้ในการทดสอบ 
(Dose and Time dependent manner) คือเมื่อเพิ่มความเข้มข้นและเวลามากขึ้น สารสกัดข้าวเหนียวด าลด 
%viability ของเซลล์มากขึ้นตามกันไป  

4.4 ผลการทดสอบของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการลดภาวะเครียด (Oxidative Stress) ของเซลล์โดย
ใช้วิธี DCFH-DA assay 

4.4.1 ทดสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อเซลล ์

                      ท าการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 ถึง 1000 g/ml กับเซลล์ 2 ชนิดคือ 
เซลล์ Jurkat เป็นเวลา 24, 48 ชั่วโมง ดังภาพท่ี 4.9 และเซลล์ HepG2 เป็นเวลา 29, 58 ชั่วโมง ดังภาพท่ี 4.10 
ผลการทดลองทั้งหมดแสดงใน ตารางที่ 4 ภาคผนวก ก โดยให้ระดับของกลุ่มเซลล์ที่ไม่ได้รับสารใดๆ เป็นกลุ่ม
ที่มีระดับ %oxidative stress ภายในเซลล์ปกตเิท่ากับ 100% ให้เป็น Negative control และกลุ่มเซลล์ที่ได้รับ 
H2O2 ความเข้มข้น 0.25 mM ซึ่งเป็นสารออกซิไดซ์ที่ผ่านผนังเซลล์และเพิ่มระดับ  %oxidative stress ภายใน
เซลล์อย่างมากให้เป็น Positive control ซึ่งเซลล์ในกลุ่ม positive control นี้จะมีค่า %oxidative stress เพิ่มขึ้น 
50.6% จากค่าของเซลล์ในกลุ่ม negative control เมื่อครบเวลา 29 ชั่วโมงและเพิ่มขึ้น 35.2% เมื่อครบเวลา 
58 ชั่วโมง จากการทดสอบกับเซลล์ Jurkat พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าไม่มีผลต่อระดับ %oxidative stress 
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ภายในเซลล์ Jurkat ท้ังเวลา 24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง เมื่อทดสอบเซลล์ HepG2 กับสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็น
เวลา 29 ชั่วโมงพบว่า สารสกัดความเข้มข้น 600, 800 และ 1000 g/ml ลดระดับ %oxidative stress ภายใน
เซลล์ (p<0.05) โดยความเข้มข้น 800 g/ml และ 1000 g/ml สามารถลด %oxidative stress ภายในเซลล์
ได้มากใกล้เคียงกันคือ 36.7% และ 35.93% ตามล าดับ เมื่อท าการทดสอบเซลล์กับสารสกัดข้าวเหนียวด าครบ 
58 ชั่วโมง  พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800 และ 1000 g/ml ลด %oxidative stress ภายใน
เซลล์ได้ (p<0.05) โดยความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด า 1000 g/ml สามารถลด  %oxidative stress 
ภายในเซลล์ได้มากที่สุดคือ 44.9% จึงอาจสรุปได้ว่าสารสกัดข้าวเหนียวด ามีความจ าเพาะในการลด 
%oxidative stress ภายในเซลล์แต่ละชนิดแตกต่างกัน (cell specific) น่ันคือสารสกัดข้าวเหนียวด าไม่มีผลต่อ
ค่า %oxidative stress ภายในเซลล์ Jurkat แต่สามารถลดค่า %oxidative stress ภายในเซลล์ HepG2 ได้
ตามระดับความเข้มข้นและเวลาที่ใช้ในการทดสอบ (Dose and Time dependent manner)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.10: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50  ถึง 1000 g/ml ต่อค่า %oxidative stress 
ภายในเซลล์ Jurkat เมื่อทดสอบเป็นเวลา 24(ฟ้า)-48(แดง) ชั่วโมงด้วยวิธี DCFH-DA assay โดย 
M=อาหารเลี้ยงเซลล์, C=เซลล์, A=เซลล์เพาะเล้ียง(C)กับอาหารเลี้ยงเซลล์, PBS=ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์, PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นเป็น g/ml  (ท าการทดสอบแต่ละกลุ่ม
ตัวอย่างซ้ า 4 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง)      
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ภาพท่ี 4.11: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 -1000 g/ml ต่อ %oxidative stress ภายในเซลล์ 

HepG2  เมื่อทดสอบเป็นเวลา 29(ฟ้า)-58(แดง)  ชั่วโมงด้วยวิธี DCFH-DA assay โดย M=อาหาร
เล้ียงเซลล์, C=เซลล์,  A=เซลล์เพาะเล้ียง(C)กับอาหารเลี้ยงเซลล์, PBS= ฟอสเฟตบัฟเฟอร์, 
PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นเป็น g/ml,          = มีความต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) (ท าการทดสอบแต่ละกลุ่มตัวอย่างซ้ า 4 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง)      

4.4.2 ผลการทดสอบของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันภาวะ Oxidative stress ที่เกิดจากสาร
ออกซิไดซ์ H2O2 

                      ในการทดสอบนี้จะท าการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 ถึง 1000 g/ml 
กับเซลล์ HepG2 เป็นเวลา 29, 58 ชั่วโมงเท่านั้น เนื่องจากพบว่าสามารถลด  %oxidative stress ได้ในการ
ทดลองที่ 4.4.1 โดยให้กลุ่มเซลล์ได้รับ H2O2 ความเข้มข้น 0.25 mM  พบว่าไม่ท าให้เซลล์ตาย (เมื่อตรวจสอบ
ด้วยกล้องจุลทรรศน)์ เท่ากับ 100 % ผลการทดลองที่ได้แสดงในตารางที่ 5 ภาคผนวก ก  เมื่อทดสอบกับสาร
สกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400, 600, 800 และ 1000 g/ml เป็นเวลา 29 ชั่วโมง  พบว่าสามารถ
ป้องกันภาวะ oxidative  stress ภายในเซลล์ที่เกิดจาก H2O2 ความเข้มข้น 0.25 mM  ได้ (p<0.05) โดยสาร
สกัดความเข้มข้น 1000 g/ml มีผลในการป้องกันเซลล์มากที่สุด เมื่อเพิ่มเวลาในการทดสอบจนครบ 58 
ชั่วโมงพบว่า สารสกัดความเข้มข้น 800 และ 1000 g/ml สามารถป้องกันเซลล์จากภาวะ oxidative  stress 
ได้ (p<0.05) โดยความเข้มข้น 1000 g/ml มีผลในการป้องกันมากที่สุด จากการทดลองทั้งหมดอาจสรุปได้ว่า
สารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถป้องกันเซลล์จากภาวะ oxidative  stress ท่ีเกิดจาก H2O2 โดยแปรผันตามระดับ
ความเข้มข้นของสารสกัดข้าวเหนียวด าและแปรผกผันกับเวลาที่ใช้ในการทดสอบ (Dose and Time 
dependent manner)  
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ภาพท่ี 4.12: ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 ถึง 1000 g/ml ต่อ %oxidative stress ภายใน

เซลล์ HepG2 เมื่อทดสอบร่วมกับ H2O2 ความเข้มข้น 0.25 mM เป็นเวลา 29 (ฟ้า)-58(แดง) 
ชั่วโมงด้วยวิธี DCFH-DA assay โดย M=อาหารเลี้ยงเซลล์, C=เซลล์,  A=เซลล์เพาะเล้ียง(C) กับ
อาหารเลี้ยงเซลล์, PBS=ฟอสเฟตบัฟเฟอร์, H2O2=H2O2, PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด าความ
เข้มข้นเป็น g/ml,         = มีความต่างแตกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05) (ท าการทดสอบ
แต่ละกลุ่มตัวอย่างซ้ า 4 ครั้ง จ านวน 3 ครั้งการทดลอง)   

4.5 ผลการทดสอบเพื่อวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ      
เมแทบอลิซึมของไขมันในเซลล์ HepG2  

 ท าการทดสอบในเซลล์ตับเนื่องจากตับเป็นแหล่งเมแทบอลิซึมหลักที่ท าการเก็บสะสม แปร
สภาพ ขนส่ง และขจัดไขมันของร่างกาย โดยจะใช้เซลล์ HepG2 ซึ่งเป็นเซลล์ตับที่มีการแสดงออกของยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมของไขมันคล้ายคลึงกับเซลล์ตับปกติมาทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าควาเข้มข้น 
200, 400 และ 600 g/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไมเ่ป็นพิษต่อเซลล์เป็นเวลา 29 ชั่วโมง ผลการ แสดงออกของ
ยีนทั้ง 5 ชนิดเป็นจ านวนเท่า ซึ่งน ามาเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่ได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด า แสดงใน
ตารางที่ 4.8 (ค านวณจากการเทียบกับยีนของกลุ่มควบคุม โดยน าผลการแสดงออกของยีนดังกล่าวในกลุ่ม
เซลล์ที่ได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด า หารด้วยยีนท่ีแสดงออกในกลุ่มเซลล์ที่ไม่ได้รับสารสกัดข้าวเหนียวด า ค่าที่
ได้จะเป็นจ านวนเท่า  เช่นยีนกลุ่มเซลล์ได้รับสาร  A มีการแสดงออกของยีน D=10  ส่วนในกลุ่มเซลล์ควบคุมมี
การแสดงออกของยีน D=5 ดังนั้นกลุ่มเซลล์ที่ได้รับสาร A จึงมีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นเป็น 2 เท่า  เป็นต้น) 

4.5.1  ผลการทดสอบเพื่อวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีน LDLR : Low 
Density Lipoprotein  Receptor พบว่าผลของสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200 g/ml เพิ่มการแสดงออก
ของยีน LDLR  อย่างมมีีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  โดยเพิ่ม 2.057 เท่า สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 
600 และ 400 g/ml มีแนวโน้มในการเพิ่มการแสดงออกของยีนแต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05)   
ดังกล่าว ดังภาพท่ี 4.12 (A) และตารางที่ 4.8 
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4.5.2  ผลการทดสอบเพื่อวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีน HMGCoAR : 3-
hydroxyl-3-methylglutaryl-CoA reductase พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 600 
g/ml ไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน HMGCoAR ในเซลล์ตับ HepG2 ดังภาพท่ี 4.12(B) และตารางที่ 4.8 

4.5.3  ผลการทดสอบเพื่อวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีน PPAR :  
Peroxisome proliferators-activated receptors  พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 
600 g/ml ไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน PPAR ในเซลล์ตับ HepG2 ดังภาพท่ี 4.13 และตารางที่ 4.8 

4.5.4  ผลการทดสอบเพื่อวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีน PPAR :  
Peroxisome proliferators-activated receptors  พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 
600 g/ml ไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน PPAR ในเซลล์ตับ HepG2 ดังภาพท่ี 4.14(A) และตารางที่ 4.8 

4.5.5  ผลการทดสอบเพื่อวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีน LXR : Liver X 
receptor  พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 600 g/ml ไม่มีผลต่อการแสดงออกของ
ยีน LXR  ในเซลล์ตับ HepG2 ดังภาพท่ี 4.14(B) และตารางที่ 4.8 

ตารางที่ 4.5: แสดงผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อการแสดงออกของยีน (mRNA) 5 ชนิดที่เกี่ยวข้องในการ               
เมแทบอลิซึมไขมันในเซลล์ HepG2   

Treatment 
mRNA 

LDLR HMGCoAR PPAR PPAR LXR 

Control (-) 1 1 1 1 1 
PRE 600 

g/ml 
1.393 

(p=0.613) 
0.943 

(p=1.000) 
1.014 

(p=1.000) 
0.840 

(p=0.758) 
0.965 

(p=0.998) 

PRE 400 

g/ml 
1.516 

(p=0.369) 
1.043 

(p=1.000) 
1.076 

(p=0.991) 
0.986 

(p=0.716) 
0.909 

(p=0.942) 

PRE 200 

g/ml 
2.057* 

(p=0.014) 
1.045  

(p=1.000) 
1.487 

(p=0.268) 
1.048 

(p=0.845) 
1.021 

(p=0.963) 

* มีผลเพ่ิมการแสดงออกของยีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05)  

PRE=สารสกัดข้าวเหนียวด า มีหน่วยความเข้มข้นเป็น g/ml 
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ภาพที่ 4.13: ผลการแสดงออกของยีน LDLR (A), HMG-CoAR (B) ของเซลล์ตับ HepG2 เมื่อทดสอบเซลล์กับ

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 600 g/ml เป็นเวลา 29 ชั่วโมง 
Lad=Ladder,  bp=base pair 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 4.14: ผลการแสดงออกของยีน PPAR ของเซลล์ HepG2 เมื่อทดสอบเซลล์กับสารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 200, 400 และ 600 g/ml เป็นเวลา 29 ชั่วโมง Lad=Ladder, bp=base pair 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.15: ผลการแสดงออกของยีน PPAR (A), LXR (B) ในเซลล์ HepG2 เมื่อทดสอบเซลล์กับสารสกัด
ข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 600 g/ml เป็นเวลา 29 ชั่วโมง Lad=Ladder, 
bp=base pair 
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บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

วิธีการสกัดสารจากข้าวเมล็ดสีท้ัง 3 สายพันธุ ์ 

ผู้วิจัยเลือกใช้ 80 % เมทานอลเป็นตัวท าละลายในการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระจากเมล็ด
ข้าวทั้ง 3 สายพันธุ์ เพราะว่าเป็นตัวท าละลายที่ดีที่สุดที่ใช้ในการสกัด เมื่อเทียบกับน้ ากลั่น แอลกอฮอล์ 100% 
และสารละลายอื่นๆ(283-285) การสกัดด้วยตัวท าลายที่ผสมกัน เช่น แอลกอฮอล์ผสมน้ าหรือแอลกอฮอล์ผสมกรด 
จะถูกดูดซึมและกระจายสู่เนื้อเยื่อได้ดีกว่าการใช้แอลกอฮอล์เพียงอย่างเดียว(75) ท าให้สามารถแยกสารต้าน
อนุมูลอิสระออกมาได้มากกว่า แต่ผู้วิจัยไม่ใช้กรด HCl หรือกรด Formic acid ท่ีนิยมใช้ในกระบวนการสกัดสาร
ธรรมชาติมาผสมเป็นตัวท าละลายแม้จะมีข้อดีในการแยกสารจ าพวกแอนโทไซยานินส์ออกมาได้มากว่าและคง
สภาพแอนโทไซยานินส์จะได้ดีกว่า แต่เมื่อท าการระเหยแอลกอฮอล์ออก กรดที่เข้มข้นขึ้นอาจท าลายแอนโทไซ
ยานินส์ให้แตกสลายได้จากการดึงน้ าออกจากโมเลกุล นอกจากนี้กรดที่ปนเปื้อนมีผลรบกวนในการท าปฏิกิริยา 
เมื่อน าสารสกัดมาทดสอบกับเซลล์  และจะต้องควบคุมอุณหภูมิไม่ให้เกิน 75 องศาเซลเซียสในทุกขั้นตอนของ
การสกัดสารต้านอนุมูลอิสระจากข้าวเพราะ ณ อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส พบว่าไม่มีผลท าให้แอนโทไซยา
นินส์แตกสลาย(147) เมื่อสกัดสารได้แล้วได้ท าให้อยู่ในรูปผงแห้งใส่ในหลอดที่ปิดสนิทและเก็บที่ -80  องศา
เซลเซียส เพื่อรักษาคุณสมบัติของสารสกัดให้คงที่ตลอดเวลาการทดสอบ  ผู้วิจัยใช้ฟอสเฟสบัฟเฟอร์, pH 7.4 
เป็นตัวท าละลายผงสารสกัดข้าวในการทดสอบกับเซลล์ชนิดต่างๆ  แทนการใช้ DMSO ซึ่งนิยมใช้ในการทดลอง
อื่นๆ เนื่องจากพบว่าสารสกัดสามารถละลายในน้ าได้ดีและมีรายงานการทดลองที่ว่าค่าสารต้านอนุมูลอิสระ
ของ Cyanidins และ Cyanidin-3-glycoside  ลดลงอย่างมากเมื่อละลายด้วย DMSO เมื่อเปรียบเทียบกับการ
ใช้ตัวท าละลายแอลกอฮอล์อ่ืนๆ(286)   

การตรวจสอบคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวเมล็ดส ี

                   การตรวจปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระทางเคมีที่เป็นวิธีมาตรฐานสากล 2 วิธีนั่นคือ วิธี
ที่ 1  ORAC assay โดยวัดความสามรถของสารต้านอนุมูลอิสระในกลไกการท าหน้าที่รับส่งไฮโดรเจนอะตอม 
(hydrogen atom transfer based assay: HAT) ซึ่งเป็นการทดสอบคุณสมบัติในการกวาดจับอนุมูลอิสระ 
(free radical scavenging capacity) ที่เกิดขึ้นจาก AAPH ไปท าลายสีฟลูออเรสซีนท าให้โครงสร้างเปล่ียนไป 
ส่งผลให้การเรืองแสงค่อยๆ ลดลง สารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างมีผลยับยั้งการท าลายสี ฟลูออเรสซีนจึงท าให้
สียังคงเรืองแสงอยู่ ความเข้มของการเรืองแสงจะแปรผันตามปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในตัวอย่าง วิธทีี่ 2  

FCP assay  เป็นวิธีตรวจวัดการท าหน้าที่รับส่งอิเล็กตรอน (single electron transfer based assay: SET) ซึ่ง
เป็นการทดสอบคุณสมบัติในการบริจาคอิเล็กตรอนหรือรีดิวซ์ (electron donating capacity) ของ สารต้าน
อนุมูลอิสระ สารประกอบแอนโทไซยานินส์และสารที่มีโครงสร้างเป็นโพลีฟีโนลิกอื่นๆ สามารถรีดิวซ์สารละลาย 
Folin Ciocalteau Phenol reagent ที่มีสีเหลืองให้เปล่ียนเป็นสารละลายที่มีสีฟ้าน้ าเงิน ความเข้มของสีจะแปร
ผันตามปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในตัวอย่าง วิธีที่ 3 ซึ่งเป็นวิธีดั้งเดิมคือ Vanillin assay แอนโทไซยานินส์
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ท าปฏิกิริยารวมตัว (coupling reaction) กับ vanillin เกิดสารประกอบเชิงซ้อนสีชมพูแดง  ความเข้มของสีจะ
แปรผันตามปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในตัวอย่าง  การตรวจทั้ง 3 วิธีนี้ใช้ความสามารถของสารต้านอนุมูล
อิสระท่ีแตกต่างกันในการท าปฏิกิริยาทางเคม ี โดยสรุปแล้วทั้ง 3 วิธีนี้สามารถใช้ตรวจหาปริมาณรวมสารต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดจากข้าวได้ดมีาก เพราะเมื่อน าผลจากการตรวจ 3 วิธ ี มาเปรียบเทียบทางสถิตหิาค่า
สัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ พบว่ามีความสอดคล้องกันดีเยี่ยม (r>0.9) ซึ่ง ORAC assay และ FCP assay เป็น
วิธีมาตรฐานสากล จึงสรุปว่า  Vanillin assay น่าจะเป็นวิธีมาตรฐานสากลอีก 1 วิธีในการ ตรวจหาสารต้าน
อนุมูลอิสระจากสารสกัดข้าว  จากผลการตรวจปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากข้าวทั้ง 3 สาย
พันธุ์ด้วย 3 วิธีดังกล่าว ข้าวเหนียวด าน่าจะเปน็ตัวเลือกที่ดีในการน ามาสกัดแยกเอาสารต้านอนุมูลอิสระเพื่อใช้
ประโยชน์ในการทดสอบต่อไป เพราะมีปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระสูงสุด  รองลงมาคือ ข้าวแดง และข้าว
ด ามีค่าสารต้านอนุมูลอิสระน้อยที่สุด 

                    วธิท่ีี 4 TAC assay เป็นการวัดการดูดกลืนสี (absorption) ของแอนโทไซยานินส์รวมโดยตรง ซึ่ง
เป็นวิธีการตรวจวัดที่นิยมใช้วัดค่าแอนโทไซยานินส์ทางด้านการเกษตร ในการทดสอบนี้พบว่า กลุ่มสารสกัด
ข้าวเหนียวด าให้ค่าสารต้านอนุมูลอิสระสูงสุด เช่นเดียวการทดลองที่ผ่านมาทั้ง 3 วิธี แต่พบว่าสารสกัดจาก
กลุ่มข้าวด ากลับมีค่าสูงกว่าสารสกัดข้าวแดง ผู้วิจัยคาดว่าสาเหตุที่เป็นเช่นน้ี เนื่องจากในการตรวจสอบแบบ 
TAC เป็นเพียงการน าตัวอย่างสารสกัดมาวัดความเข้มของสีม่วง-แดง ณ ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตรเท่านั้น  
และสารในกลุ่มแอนโทไซยานินส์หลายตัวมิได้มีสีม่วงแดงตัว ยกตัวอย่างเช่น Pelargonidin มีสีส้มแต่ก็มี
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระสูง(121,135) นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับการดูดกลืนสีของข้าวเมล็ดสีท่ีพบว่า 
ข้าวแดงมีการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรต่างจากข้าวด าที่มีการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร(287) ดังนั้นการ
ตรวจสอบด้วยวิธีนี้จึงมีความถูกต้องน้อยกว่า 3 วิธีแรกซึ่งเป็นการทดสอบทางเคมี เหตุที่ผู้วิจัยท าการทดสอบค่า
สารต้านอนุมูลอิสระใช้หลายวิธีเป็นเพราะการตรวจวัดคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระใช้เพียงวิธีเดียว
นั้นอาจให้ผลที่ไม่ถูกต้อง เนื่องจากแต่ละวิธีใช้จะตรวจวัดคุณสมบัติที่แตกต่างกันของสารต้านอนุมูลอิสระ การ
ตรวจอาจพบด้วยวิธีหน่ึงแต่อาจไม่พบในอีกวิธีก็เป็นได้ นอกจากนี้สาร สกัดจากพืชยังเป็นสารหลายๆ ชนิดที่มี
คุณลักษณะแตกต่างกันผสมกันอยูแ่ละค่า activity ของสารเหล่านีม้ักขึ้นกับระบบที่ใช้ในการตรวจสอบ(78)  เช่น 
ascorbic acid ท าให้ผลการตรวจโดยเฉพาะวิธี FCP assay มีค่าสูงขึ้น เนื่องจาก ascorbic acid มีสมบัติเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระและสารรีดิวซ์อย่างแรง ดังนั้นจึงควรใช้หลายวิธีในการตรวจสอบเพื่อยืนยันคุณสมบัติ
ความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ มิได้มีเพียงคุณสมบัติเป็นสารรีดิวซ์ หรือเป็น metal-chelating เท่านั้น จะต้องมี
คุณสมบัติในการเก็บกินหรือยับยั้งอนุมูลอิสระมิให้ท าปฏิกิริยากับสารอื่นๆ(288) ซึ่งสามารถตรวจวัดด้วยวิธ ี
ORAC assay ซึ่งมีข้อดีคือกลไกในการตรวจด้วยวิธ ี ORAC assay จะอิงตามกลไก HAT (hydrogen atom 
transfer based assay) เป็นการตรวจวัดความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการตัดโซ่ปฏิกิริยาลูกโซ่จาก
อนุมูลอิสระ OH• โดยตรงและเป็นการวัดทั้งเวลาที่ยับยั้งและระดับการยับยั้งสารอนุมูลอิสระ อีกทั้งไม่แปรผัน
ตามค่า pH และตัวท าละลายที่ใช้สกัดสาร จึงบ่งบอกค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ใกล้เคียงความ
เป็นจริงมากกว่าวิธีอื่นๆ ส่วนวิธี FCP assay  และ Vanillin assay เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการวัดปริมาณโพลีฟีนอล 
และโปรแอนโทไซยานิดินในสารสกัดจากพืชแต่ก็มีข้อเสียเนื่องจากวิธีการท้ังสองอย่างนี้มิใช่การตรวจวัดที่
จ าเพาะ ยกตัวอย่างเช่น Vanillin assay สามารถใช้ในการวัดฟลาโวนอยดส์อ่ืนๆ เช่น Dihydro-chalcone หรือ
โปรแอนโทไซยานินได้ และการใช้  Catechin เป็นสารมาตรฐานอาจมีส่วนท าให้ผลการทดลองคาดเคลื่อน
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เนื่องจากความเร็วในการท าปฏิกิริยากับ vanillin ของ Catechin อาจแตกต่างจากสารในส่ิงตัวอย่างที่อาจมี
โมเลกุลใหญ่กว่าซึ่งท าให้ท าปฏิกิริยากับ vanillin ได้ช้ากว่า(289) 

การตรวจวัดความสามารถในการป้องกันการท าลาย DNA (Genotoxicity) จากสารออกซิไดซ์โดยใช ้DNA เม็ด
เลือดขาวปกติเป็นแบบ ด้วยวิธี Comet assay 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5.1:  แสดงการจับเป็นโครงสร้างเชิงซ้อนระหว่าง Cyanidins และสาย DNA เป็น DNA-Cyanidins 
complex(ญ) 

 Comet assay นิยมใช้ในการศึกษาการแตกสลายของ DNA แบบ  endpoint ซึ่งจะวัดการ
เคลื่อนที่ของ DNA แตกสลายขนาดต่างๆ กันในสนามไฟฟ้า โดยระยะที่  DNA เคลื่อนที่ไปน้ันจะเป็นเครื่องบ่งชี้
ถึงปริมาณ DNA ท่ีถูกท าลายในระดับเซลล์เดี่ยว(290)  ค่าที่ได้จาก  Comet  assay สามารถเป็น biomarker ที่
บ่งชี้ว่าร่างกายอาจได้รับสารพิษเป็นระยะเวลาส้ันๆ ก่อนการตรวจวัดไม่นาน (ประมาณ 2-3 สัปดาห)์ (143) ใน
การทดสอบนี้ ผู้วิจัยเลือกใช้เลือดครบ (whole blood) มาท าปฏิกิริยากับ H2O2 เพราะว่ากระบวนการคัดแยก
เซลล์อาจท าให้สาย DNA เสียหาย ซึ่งอาจส่งผลกระทบการทดสอบผิดพลาดได้ มีรายงานวิจัยว่า H2O2 ซึ่งนิยม
ใช้ในการตรวจทาง toxicity เป็นสารท่ีละลายได้ในไขมัน สามารถแพร่ผ่านผนังเซลล์และตรวจพบได้ภายใน
เซลล์และมีผลต่อเซลล์หลายประการ เช่น เพิ่มการท างานของเอนไซม์ที่ใช้ในการขจัด H2O2 เพิ่มระดับ Ca2+ 
ภายในเซลล์ กดการแสดงออกของยีนบางชนิด รบกวนสมดุลรีดอกซ์ภายในเซลล์รวมทั้งการท างานของโปรตีน
และยีนที่ตอบสนองต่อภาวะเครียด เช่น c-Jun N-terminal kinase (JNK) H2O2 จึงถูกเลือกให้เป็นตัวแทนของ
สารท่ีมีคุณสมบัติ genotoxic ในการทดลองนี้(291) จากการวิจัยนี้พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถลดความ
เสียหาย DNA ของเม็ดเลือดขาวปกติในเลือดครบจากการท าลายของ  H2O2 ความเข้มข้น  10 mM โดย 
ความสามารถในการป้องกัน DNA แปรผันตามความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าที่ใช้  จึงสรุปว่าสารสกัดข้าว
เหนียวด าสามารถป้องกันการแตกสลายของ DNA จาก H2O2 ได้และระดับที่ป้องกันจะมากขึ้นตามความ
เข้มข้นที่ใช้เพิ่มขึ้น คาดว่ากลไกการป้องกัน DNA ดังกล่าวน่าจะเกิดจากการท่ีสารสกัดข้าวเหนียวด าเข้าท า
ปฏิกิริยากับ H2O2 โดยตรงและอาจเกิดจากการจับเป็นโครงสร้างเชิงซ้อนระหว่างแอนโทไซยานินส์ในสารสกัด
ข้าวเหนียวด ากับ DNA เป็นโครงสร้างเชิงซ้อนที่เรียกว่า Cyanin-DNA copigmentation ดังภาพท่ี 5.1 โดย 
Cyanins จะใช้ตัวเองเป็นปราการในการป้องกัน DNA จากภาวะ oxidative stress ต่างๆ ท าให้ DNA สามารถ
คงรูปร่างแบบ triple-helical complex ไว้ได้(292) นอกจากนี้สารสกัดแอนโทไซยานินส์ชนิดอื่นๆ ก็สามารถ

เช่น.... 

มี reference มาอ้างอิงหรือเปล่า ?   
ไปหา ref ที่พบว่ามีแอนในข้าวมา  

เช่น....+ref ด้วย 
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ป้องกัน DNA แตกสลายได้เช่นเดียวกัน Cyanins(293) แต่ก็มีรายงานว่าภาวะ DNA damage  อาจหมายความ
ถึงอัตราการแตกสลายต่ออัตราการซ่อมแซมของ DNA ก็ได้ ยกตัวอย่างเช่นการมี DNA damage ต่ า อาจ
หมายความว่ามีปริมาณการแตกสลาย DNA น้อยกว่าประสิทธิภาพในการซ่อมแซม เช่น มีรายงานวิจัยกล่าวว่า
นิลเกิล (Ni) ถือเป็นสาร genotoxic เนื่องจากสามารถเสริมฤทธิ ์H2O2 โดยสามารถยับยั้งเอนไซม์ที่ใช้ซ่อมแซม
สาย DNA และท าให้ระดับสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ลดลง (291) แต่ถึงแม้ว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าจะ
สามารถลด H2O2 มิท าลายสาย DNA แตกสลายได้แต่ก็มิได้หมายความว่าจะป้องกันการเกิดออกซิไดซ์ของเบส 
DNA ไปด้วย มีรายงานการวิจัยที่พบว่า สารฟลาโวนอยดส์ Catechin และ Quercetin ในระดับท่ีตรวจพบได้ใน
ร่างกาย (ความเข้มข้น 0.1 M) พบว่าสามารถลดปริมาณเบสผิดปกติ  7,8-dihydro-8-oxo-2’-deoxy-
guanosine (8-OHdG) adduct formation ได้แต่ในขณะเดียวกันก็แสดงสมบัติ Pro-oxidant โดยเพิ่มปริมาณ
เบสผิดปกติอีกชนิดคือ 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine (Fapy-adenine) ซึ่งเป็น  adduct formation 
เช่นกัน ผู้วิจัยในการทดลองนี้เสนอว่าการตรวจวัด  adduct formation  เพียงตัวเดียวนั้นอาจท าให้ผลการ
ทดลองผิดพลาดจากความเป็นจริงได้ อีกทั้งยังมีรายงานวิจัยที่พบว่า ROS ไม่ได้ท าปฏิกิริยาเฉพาะกับเบส
เท่านั้นยังท าปฏิกิริยากับ deoxyribose backbone ของ DNA ด้วย (290) ผู้วิจัยจึงเสนอว่าควรจะท าการศึกษา
การป้องกันการท าลายเบส DNA ของสารสกัดข้าวเหนียวด าเพิ่มเติมต่อไป นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ควบคุมการเก็บ
ตัวอย่างเลือดครบในการวิจัยครั้งนี้อย่างรัดกุมเนื่องจากพบว่าระดับการแตกสลายของ DNA ยังได้รับอิทธิพล
จากพฤติกรรมในการด ารงชีวิตของแต่ละบุคคลอีกด้วย เช่น  การสูบบุหรี่  การเข้ารับการรักษาโรคที่ใช้รังสี  X-
ray(291)  ในการทดลองนี้ยังพบอีกว่า ณ ความเข้มข้นของสารสกัดข้าวเหนียวด าสูงๆ คือระดับ 800 และ 1000  

g/ml จะท าให ้DNA เกิดการแตกสลายได้เองปริมาณเล็กน้อย คาดว่าลักษณะดังกล่าวน่าจะเกิดจาก A) สาร
สกัดข้าวเหนียวด าอาจกระตุ้นระบบเอนไซม์ซ่อมแซมสาย DNA(294) เช่นเดียวกับสารฟลาโวนอยดส์ 
Myricetin(295) ซึ่งกระบวนการซ่อมแซมดังกล่าวจ าเป็นต้องมีการตัดเบสส่วนท่ีเสียหายทิ้งเสียก่อนแล้วจึงท าการ
เติมเบสใหม่ทดแทน ท าให้เห็นเบสที่ถูกตัดกระจายออกมาปริมาณเล็กน้อย หรือ B) สารสกัดข้าวเหนียวด าอาจ
แสดงคุณสมบัติเป็น  Co-mutagens จากงานวิจัยอื่นๆ พบว่าสารฟลาโวนอยดส์และสารต้านอนุมูลอิสระอื่นๆ ก็
ให้ผลการทดสอบในลักษณะเช่นเดียวกันนี้(291) ตัวอย่างเช่น Quercetin(296)  Luteolin(297)  Vanillin และ Tannic 
acid(298-300) จะแสดงลักษณะเป็น mutagens ในบางสภาวะโดยเฉพาะ Quercetin ซึ่งพบว่าเป็น  mutagen ท่ี
แรงที่สุดกลุ่มฟลาโวนอยดส์(301)  นักวิจัยคาดว่าสมบัติดังกล่าวของโพลีฟีนอลน่าจะเกิดจาก B-1) โพลีฟีนอลท า
หน้าที่เป็นสาร catalyse ในกระบวนการ nitrosylation (เป็นกระบวนการเปล่ียนสารประกอบจ าพวก nitrite 
และ nitrates ในอาหารให้เป็น N-nitrosamines ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็งและจะเกิดปฏิกิริยาได้ดีเมื่อมี pH ต่ า
โดยเฉพาะในกระเพาะอาหาร) B-2) โพลีฟีนอลอาจเหน่ียวน าให้เกิด oxidative stress เมื่อมีสารรีดิวซ์ภายใน
เซลล์ เช่น ascorbate และ thiol รวมถึงเอนไซม์หรือสารจากกระบวนส่งถ่ายอิเล็กตรอนซึ่งสามารถหมุนเวียน
อนุมูลอิสระ phenoxyl กลับไปเป็น phenolic ดังเดิมแต่ในขั้นตอนนี้จะมีการผลิตอนุมูลอิสระตัวใหม่ขึ้นมา 
(secondary radicals) เช่น OH•  ไปท าปฏิกิริยากับผนังนิวเคลียสและ DNA นอกจากนี้โพลีฟีนอลยังเป็นสาร
ออกซิเดนซ์ได้ เช่น Morin จะแสดงความเป็น pro-oxidant เมื่อพบกับ NO ส่วนโพลีฟีนอลอื่นๆ จะแสดงความ
เป็น pro-oxidant เมื่อมีความเข้มข้นสูง   B-3) โพลีฟีนอลหลายชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ใน
กระบวนการ replication และ transcription คือ topoisomerase II โดยที่สารโพลีฟีนอล เช่น Tannins, 
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Catechin, flavones และ Genistein จะขัดขวางการท างานของเอนไซม์ไม่ให้ relegation สาย DNA ที่ขาดจน
สะสมมากและเกิดการกลายพันธุ์เรียกว่า เป็น topo II “poison”(84) 

การทดสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันไขมันผนังเซลล์และโปรตีนจากอนุมูลอิสระ 

 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันเม็ดเลือดแดงมิให้เสียสภาพจาก
ภาวะ oxidative stress โดยใช้การทดสอบ 2 วิธีคือ  Heinz body inhibition assay ซึ่งใช้เป็นแบบในการศึกษา
การป้องกันโปรตีนโดยเฉพาะฮีมซึ่งเป็นโปรตีนส าคัญในเม็ดเลือดแดงจากสารออกซิเดนซ์ และ Hemolysis 
inhibition assay  เพื่อใช้ศึกษาการป้องกันผนังเซลล์มิให้ได้รับอันตรายจากอนุมูลอิสระ โดยผู้วิจัยใช้เม็ดเลือด
แดงเป็นแบบในการศึกษาเนื่องจากสามารถเก็บตัวอย่างได้ง่ายและเป็นตัวแทนโปรตีน ไขมัน และผนังเซลล์ใน
ร่างกายมนุษย์ได้อย่างด ี เม็ดเลือดแดงเป็นเซลล์ที่มีปริมาณมากที่สุดในกระแสเลือดและมีหน้าที่ส าคัญในการ
ล าเลียงอาหารและออกซิเจนไปหล่อเลี้ยงอวัยวะต่างๆ ชั้น  lipid bilayer ของผนังเม็ดเลือดแดงจะประกอบด้วย
โปรตีน 50% ไขมัน 40% ซึ่งประมาณครึ่งหนึ่งเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัว และคาร์บอไฮเดรตอีก 10%  โปรตีนใน  
ไซโทพลาซึมประมาณ 95% คือ ฮีโมโกลบิน ( 5mM) ซึ่งท าหน้าที่ในการตรึงออกซิเจนไว้ด้วย Fe2+ ดังนั้นหาก
ร่างกายเกิดภาวะ oxidative stress จึงท าให้เม็ดเลือดแดงซึ่งไม่มีการผลิตโปรตีนมาป้องกันได้เช่นเดียวกับเซลล์
อื่นๆ ในร่างกายเสียสภาพได้ง่าย ซึ่งอาจท าให้  Fe2+ ท่ีบรรจุอยู่ภายในถูกปลดปล่อยออกมาและเร่งการ
ออกซิเดชันกรดไขมันไม่อิ่มตัวบริเวณผนังเซลล์ไปเป็นสาร prostaglandins, leukotrienes หรือผลิตภัณฑ์จาก
กระบวนการ lipid peroxidation อื่นๆ ซึ่งอาจท าให้เกิดพยาธิสภาพ เช่น การอักเสบ ณ บริเวณอื่นๆ ของ
ร่างกายต่อไปโดยเฉพาะบริเวณหลอดเลือดหัวใจเนื่องจากสามารถรบกวนกระบวนการสร้างไนตริกออกไซด์ของ
เซลล์บุหลอดเลือด และพบว่าสารท่ีเกิดจากปฏิกิริยา lipid peroxidation เหล่านี้ยังมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์และ 
สามารถกระตุ้นให้ DNA แตกสลายซึ่งอาจท าให้เซลล์กลายพันธุ์เป็นมะเร็งได้(302-303) จากงานวิจัยนี้พบว่า สาร
สกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100, 200, 400 และ 600  g/ml สามารถป้องกันผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงมิให้
แตกสลาย เมื่อท าปฏิกิริยากับสารออกซิเดนซ์ แต่สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100, 200, 400 g/ml ไม่
สามารถป้องกันโปรตีนฮีมมิให้เสียสภาพจึงพบลักษณะ oxidized hemoglobin ตกตะกอนอยู่ตามผนังเซลล์ที่
เรียกว่า Heinz body เมื่อเพิ่มความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็น 600 g/ml จึงสามารถป้องกันโปรตีนฮีม 
ไม่ให้เสียสภาพจากอนุมูลอิสระได้ ผู้วิจัยจึงสรุปว่าสารสกัดข้าวเหนียวด ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีสามารถ
ป้องกันเม็ดเลือดแดงทั้งการป้องกันผนังเซลล์มิให้สูญเสียสภาพจาก lipid peroxidation และการเกิด protein 
oxidation คือที่ระดับความเข้มข้น 600 g/ml เมื่อเพิ่มความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อไปที่ระดับ 800  
และ 1000  g/ml จะท าให้เม็ดเลือดแดงแตก (Hemolysis) ทั้งในการทดสอบ  Heinz body inhibition assay 
และ Hemolysis inhibition assay  ผู้วิจัยคาดว่า ณ ความเข้มข้นน้อยๆ น้ัน ฟลาโวนอยดส์ในสารสกัดข้าว
เหนียวด าจะจับกับ 1. โปรตีนบนผนังเซลล์โดยเฉพาะส่วน tryptophan ท าให้โปรตีนเปล่ียนโครงร่าง 
(conformation) ทนทานต่อสภาวะแวดล้อมมากขึ้น 2. จับกับไขมันบนผนังเซลล์ท าให้เกิด lipid peroxidation 
ได้ยากขึ้น(103)   ซึ่งมีงานวิจัยที่พบว่า ระดับ  lipid  peroxidation  จะแปรผกผันกับระดับสารต้านอนุมูลอิสระ(304)  
คือเมื่อเพิ่มความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าปริมาณมากขึ้นจะท าให้การเกิด lipid peroxidation และ 
protein oxidation ลดลงได้จริง แต่เนื่องจากมีรายงานว่าฟลาโวนอยดส์จะแทรกผ่านผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงได้
น้อยมาก(305)และ ณ ระดับ pH ในร่างกาย โพลีฟีนอลมักท าปฏิกิริยากับส่วนฟอสโฟลิปิดบนผนังเซลล์ (306) ณ 
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ระดับความเข้มข้นที่สูงมาก ผู้วิจัยคาดว่าแอนโทไซยานินส์ในสารสกัดข้าวเหนียวด าซึ่งเข้มข้นมากจะรวมตัวกัน 
ณ บริเวณระหว่างชั้นน้ าและไขมันบนผนังเซลล์เหมือนฟลาโวนอยดส์อีกหลายตัวจากงานวิจัยอื่นๆ (307-308)  เมื่อ
มีปริมาณมากจึงก่อให้เกิดสภาวะล้อมรอบเซลล์ไม่เหมาะสม เช่น ไม่เป็น isotonic จึงท าให้ผนังเซลล์สูญเสีย
ความยืดหยุ่น อีกทั้งฟลาโวนอยดส์ท่ีมีสมบัติเป็นสารรีดิวซ์อย่างแรง อย่างเช่น แอนโทไซยานินส์นั้นมักจะมี
ความไวในการท าปฏิกิริยากับอากาศ เกิดปฏิกิริยา  autooxidation ได้ง่ายและสร้างอนุมูลอิสระขึ้น(309) เพราะ
โปรตีนส่วนใหญ่ที่พบในไซโทพลาซึมจะคงอยู่ในรูปรีดิวซ์ เมื่อความ เข้มข้นของฟลาโวนอยดส์ภายในเซลล์ต่ า
กว่าภายนอกเซลล์ (transmembrane gradient) เนื่องจากฟลาโวนอยดส์ผ่านเข้าผนังเซลล์ได้น้อย เป้าหมาย
ของอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นส่วนใหญ่ตกอยู่ที่ผนังเซลล์ด้านนอก(51,310-311) ทั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ lipid peroxidation  
และ  protein membrane oxidation แต่จากการศึกษารายงานวิจัยสารพิษชนิดอื่นพบว่า พิษของ  ROS ที่
เกิดขึ้นจากปรอทที่มีต่อเนื้อเยื่อไม่ได้เกิดจาก Lipid peroxidation และการเติมสารต้านอนุมูลอิสระซึ่งสามารถ
ยับยั้งการเกิด Lipid peroxidation กลับไม่สามารถยับยั้งพิษของปรอทหรือพาราเซตามอลในร่างกายได้ แต่
กลับพบว่า การที่ระดับ GSH ลดลงอย่างรุนแรง DNA เสียหาย และการสูญเสียการควบคุม Ca2+ ภายในเซลล์ 
ดังกล่าวนี้ท่ีพบว่าเป็นฤทธิ์ของสารพิษเหล่านี้(55) อีกทั้งยังมีรายงานว่า การแตกสลายของเม็ดเลือดแดงส่วน
ใหญ่มักเกิดจากการลดลงของระดับ GSH ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีส าคัญและมีบทบาทมากที่สุดภายใน
เซลล์เม็ดเลือดแดง(312) ดังนั้นการท่ีสารสกัดข้าวเหนียวด าก่อให้เม็ดเลือดแดงแตกนั้นอาจเกิดจากกลไกการลด
ระดับ GSH ภายในเซลล์ก็เป็นได้ จึงควรศึกษาถึงกลไกที่แท้จริงต่อไป 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อเซลล์ต่างๆ จากร่างกายมนุษย ์

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อเซลล์ทั้งเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง 
ผู้วิจัยใช้เซลล์ทั้งหมด 3 ชนิดในการศึกษาวิจัยนี้คือ 1. เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ซึ่งนิยมใช้เป็นตัวอย่างใน
การศึกษาด้านไขมันวิทยาและด้านพิษวิทยาของสารพิษ ซึ่งทางสมาคม Multicentre  Evaluation  of  In  vitro  
cytotoxicity  แนะน าให้ใช้เซลล์ HepG2  ท าปฏิกิริยากับสารท่ีต้องการทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมงและยอมรับ
ว่าเป็นวิธี  In vitro ในการตรวจสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลันของสารพิษต่อร่างกายที่ดีที่สุด(313)  นอกจากนี้
ยังนิยมใช้ในการศึกษาสมบัติของสารต้านหรือก่ออนุมูลอิสระและใช้เป็นตัวอย่างที่ดีในการศึกษาด้าน  
genotoxicity  เช่น การศึกษาพิษของสาร Acrylamide(289) รวมถึงกลไกในการเมแทบอลิซึมยาของเซลล์ซึ่ง
พบว่าดีกว่าเซลล์ในร่างกายอื่นๆ อีกหลายชนิดเนื่องจาก  HepG2  ยังคงลักษณะของเซลล์ตับปกติอยู่อีกหลาย
ประการเช่น การท างานของเอนไซม์เฟส I และ II โดยเฉพาะเอนไซม์ CYP1A1 CYP1A2 CYP2A1 และ 
CYP3A4 ซึ่งท าหน้าที่ในการเมแทบอไลต์ยาและสารพิษหลายชนิด(314) ผู้วิจัยจึงเลือกใช ้ HepG2 เพื่อศึกษา 1. 
ฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าและสารเมแทบอไลต์ที่เกิดขึ้นของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อตับ ทั้งแบบระยะ
ส้ันและระยะยาวเนื่องจากตับเป็นอวัยวะหลักที่ท าการปรับเปล่ียนสารต่างๆ เช่น สารพิษ ยาต่างๆ รวมถึงโพลีฟี
นอลทุกชนิดเพื่อก าจัดสารที่อาจเป็นพิษต่อร่างกายทิ้งไป โดยมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องอยู่ 2 ระบบน่ันคือระบบ
เอนไซม์ CytochromeP450 หรือเอนไซม์เฟส I monooxygenase ท าหน้าที่ปรับเปล่ียนโครงสร้างสารให้มีประจุ
มากขึ้น ท าให้สารเมแทบอไลต์ที่เกิดขึ้นมีความเป็นพิษลดลงหรือเพิ่มขึ้นก็ได้ และเอนไซม์เฟส II xenobiotic 
detoxification ที่จะท าการปรับเปล่ียนสารเพื่อให้สามารถละลายน้ าได้มากขึ้นจนสามารถขับออกทางปัสสาวะ
หรือระบบน้ าดี โดยมากมักเติมหมู่น้ าตาลหรือหมู่ซัลไฟด์ให้ นอกจากนี้ตับยังเป็นผลิตโปรตีนหลักของร่างกาย

เช่น 
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หลายชนิดทั้งเอนไซม์ ฮอร์โมน สารในระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ และโปรตีนขนส่ง การที่ตับเกิดภาวะผิดปกติ เช่น 
เกิดภาวะ oxidative stress จากพิษของยา แอลกอฮอล์ หรือการติดเชื้อ เช่น ไวรัสตับอักเสบ อาจท าให้เซลล์ตับ
ได้รับความเสียหายจนการท างานของเซลล์ตับเปล่ียนไป เกิดการกระตุ้นยีนท่ีตอบสนองต่อภาวะ oxidative 
stress เช่น NF-B เพิ่มการผลิตโปรตีน pro-inflammation และ acute phase reactants หลายชนิด เช่น 
Fibrinogen, C-reactive protein (CRP), IL-6, TNF- และ IL-1β ออกมาปริมาณมาก ซึ่งโปรตีนเหล่านี้จะ
แพร่ไปและมีผลกระทบต่ออวัยวะอื่นๆ ในร่างกาย เช่น ระบบความดันเลือด ระบบประสาท ระบบกล้ามเนื้อ (315) 
2. ศึกษาผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการเมแทบอลิซึมไขมันเนื่องจากตับเป็นอวัยวะหลักที่ท าหน้าที่รักษา
ระดับโคเรสเตอรอลในร่างกายและเป็นอวัยวะหลักในการสังเคราะห์ apolipoprotein ชนิด apoB100 ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบของ VLDL(198) และผู้วิจัยได้เลือกใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวลิมโฟไซต์ Jurkat และเซลล์เม็ดเลือด
ขาวลิมโฟไซต์ปกติ ในการศึกษาพิษของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการเหนี่ยวน าให้เซลล์ตาย ซึ่งเซลล์ลิมโฟไซต์
เป็นเซลล์ที่นิยมใช้เป็นแบบในการศึกษากลไกการตายแบบ Apoptosis(316) ลักษณะของเซลล์จะเปล่ียนไป
ดังนี้คือ มีรูปร่างผิดปกติ โครมาทินขดกลมแน่น DNA แตกสลายออกมาและมีถุงอากาศในไซโทพลามซึมจน
เซลล์ไม่สามารถท างานได้และตายในท่ีสุด ซึ่งเป็นการตายของเซลล์ภายใต้ภาวะปกติหรือการรับยาบางชนิด
อย่างเช่น ยาต้านมะเร็ง  Cycloheximide หรือ ActinomycinD เป็นต้น นอกจากนี้อนุมูลอิสระหรือออกซิเจนก็
สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์ตายได้โดยเปล่ียนแปลงโครงสร้างของผนังเซลล์และจับกับ DNA รวมถึงขัดขวางการ
สังเคราะห์ DNA ซึ่งส่งผลกระทบต่อการสังเคราะห์โปรตีน และ RNA ต่อไป จนเซลล์ไม่สามารถด ารงชีวิต ผู้วิจัย
ใช้เวลาในการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าตามเวลาในการแบ่งตัว (doubling time) ของเซลล์แต่ละชนิดเป็น
หลักเพื่อให้ปริมาณเซลล์สุดท้ายในทุกการทดลองมีจ านวนเท่ากันหมด อีกทั้งผู้วิจัยพบว่าฟลาโวนอยดส์แต่ละ
ชนิดมีต่อการแบ่งตัวของเซลล์แตกต่างกันเช่น Quercetin จะเหน่ียวน าให้เซลล์ตายโดยกระตุ้นระดับ oxidative 
stress  ให้เพิ่มขึ้น ในขณะท่ี Luteolin เหน่ียวน าใหเ้ซลล์ตับหนู H4IIE ตายโดยการขัดขวางการท างานของ  
Topoisomerase  II  ท าให้เกิดการแตกของสาย DNA สะสมไปเรื่อยๆ(298)  แม้แต่สารที่อยู่ในกลุ่มแอนโทไซยา
นินส์เหมือนกันก็มีฤทธิ์ในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์แตกต่างกัน เช่น  Cyanidin-3-glucoside และ  
Peonidin-3-glucoside ท้ังคู่เพิ่มกิจกรรมของ caspase 3 และสามารถลดระดับโปรตีน Cyclin‟dependent 
Kinase (CDK)-1, CDK-2, CylinB1 เช่นเดียวกันแต่ต่างกันที่  Peonidin-3-glucoside จะลดปริมาณ CyclinE 
ส่วน Cyanin-3-glucoside จะลดปริมาณ CyclinD1(15) ดังนั้นการใช้เวลาทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าที่
เท่ากัน (เช่น 24 หรือ 48 ชั่วโมงเท่ากันในทุกชนิดของเซลล์) ผู้วิจัยคิดว่าอาจไม่ครอบคลุมจุดใดจุดหนึ่งซึ่งอาจ
เป็นกลไกของสารท่ีมีผลกระทบต่อเซลล์ชนิดนั้น เนื่องจากเซลล์แต่ละชนิดใช้เวลาในการแบ่งตัวไม่เท่ากัน ผู้วิจัย
คาดว่าการใช้เวลาทดสอบสารตามเวลา doubling time ของเซลล์นั้นๆ น่าจะให้ผลการทดสอบที่ถูกต้องตาม
ความเป็นจริงมากกว่า เมื่อทดสอบเซลล์ HepG2 กับสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็นเวลา 29 ชั่วโมง ผู้วิจัยพบว่า
สารสกัดข้าวเหนียวด าแทบไม่มีผลต่อ Viability เซลล์เลยมีเพียงสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นสูงมากๆ 
เท่านั้นท่ีเริ่มมีผลลด viability (ความเข้มข้น 3000 g/ml เมื่อทดสอบด้วยวิธี NR) เมื่อผู้วิจัยท าการทดสอบสาร
สกัดข้าวเหนียวด ากับเซลล์เป็นเวลาที่นานขึ้นคือ 58 ชั่วโมง  สังเกตพบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถลด 
viability เซลล์ได้มากขึ้น (ความเข้มข้น 2000, 3000 g/ml เมื่อทดสอบด้วยวิธ ีMTT และ 1500, 2000, 3000 
g/ml เมื่อทดสอบด้วยวิธี NR)  และเมื่อลองท าการทดสอบกับเซลล์ชนิดอื่นคือ เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ 
(PBMCs) พบว่าเริ่มแรก (24 ชั่วโมง) สารสกัดข้าวเหนียวด าจะไม่มีผลต่อเซลล์ แต่เมื่อทดสอบเซลล์กับสารสกัด
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เป็นเวลานานขึ้น (48 ชั่วโมง) จะท าให้ viability เซลล์ลดลงอย่างรวดเร็ว (ความเข้มข้น 800, 1000  g/ml เมื่อ
ตรวจสอบโดยใช้วิธี MTT) ในกรณีเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ก็พบลักษณะเดียวกันนั่นคือ เฉพาะสารสกัด
ความเข้มข้นสูงมากๆ เท่านั้น (ความเข้มข้น 3000 g/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง และ  1500, 2000, 3000 g/ml 
ณ เวลา 48 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบโดยใช้วิธี MTT) ที่ลด  viability เซลล์ ผลการทดสอบบางประการท่ีน่าสนใจก็
คือ เมื่อทดสอบด้วย MTT การลดความเข้มข้นลงมาอยู่ในช่วงระหว่าง 400 ถึง 800 g/ml กลับเพิ่ม viability 
เซลล์ทั้ง HepG2 (ความเข้มข้น 100, 200, 400 g/ml ณ เวลา 58 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบโดยใช้วิธี MTT) และ 
Jurkat (ความเข้มข้น 400, 600, 800 g/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง และ 400, 600 g/ml ณ เวลา 48 ชั่วโมง เมื่อ
ตรวจสอบโดยใช้วิธี MTT) ซึ่งเมื่อทดสอบ  HepG2 ด้วยวิธี NR ก็ไม่พบค่า viability ที่เพิ่มขึ้นนี ้ ผู้วิจัยจึงลอง
ทดสอบค่า viability ด้วยอีกวิธีหน่ึงคือ Trypan Blue Dye Exclusion กับเซลล์ Jurkat พบว่าเซลล์ลดการ
แบ่งตัวลงเมื่อความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าและเวลาที่ท าการทดสอบเพิ่มขึ้น (24, 48, 72 ชั่วโมง) (Dose 
and time-dependent manner) (ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบ Acridine-Orange Stain เพื่อยืนยันผลการทดสอบนี้
และไม่พบลักษณะเซลล์ตายแต่อย่างใดเมื่อทดสอบเซลล์กับสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 ถึง 600 
g/ml แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นขึ้นเป็น 800 และ 1000 g/ml กลับพบลักษณะเซลล์ตายทั้งแบบ apoptosis 
และ necrosis : ไม่แสดงข้อมูล) ในการทดสอบนี้ ผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 400 และ 
600 g/ml นั้นอาจเพิ่มประสิทธิภาพการท างานของ organelle เช่นไมโทคอนเดรียหรือเอนโดพลาสมิก เรคติ -
คูรัมเท่านั้น โดยไม่มีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์แต่สามารถลดการแบ่งตัวของเซลล์ Jurkat ซึ่งเป็น
ลักษณะที่เรียกว่า cytostatic เช่นเดียวกับฟลาโวนอยดส์  Tangerelin และ Nobietin ในผลไม้รสเปร้ียวซึ่ง
สามารถหยุดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-435, MCF-7 และเซลล์มะเร็งล าไส้ HT-29 ไว้ใน
ระยะ G1 เฟสโดยไม่มีผลท าให้เซลล์ตายในลักษณะ Dose-time dependent manner(317) ซึ่งสารท่ีแสดงสมบัติ
เป็น cytostatic มีข้อดีคือสามารถเพิ่มช่องว่างระหว่าง effective dose และ toxic dose ดังนั้นผู้ป่วยจะมี
อาการข้างเคียงน้อยกว่ายาที่เป็น cytotoxic เมื่อศึกษาปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการตรวจทั้ง 3 วิธีแล้วจะพบว่า
การรีดิวซ์สารประกอบ MTT มักจะขึ้นกับ 1. ปริมาณสาร NADH และ NAD(P)H ภายในเซลล์ซึ่งผลิตจาก
ขบวนการ glycolytic และจะเป็นตัวรีดิวซ์สี MTT และ 2. เอนไซม์ภายในเอนโดรพลาสมิก เรติคูลัมและไมโท
คอนเดรียเพื่อท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาดังกล่าว ดังนั้นค่าที่ได้จึงมักใช้บ่งชี้ภาวะเสียหายของเอนโดรพลาสมิก เรติ
คูลัมและไมโทคอนเดรีย ส่วนค่าที่ได้จากการทดสอบด้วย NR assay มักบ่งชี้ถึงระดับพลังงานและกิจกรรมของ
เซลล์ซึ่งใช้ในการเก็บกินสี Neutral red และวิธ ีTrypan Blue Dye Exclusion จะเป็นการตรวจวัดความเสียหาย
ของผนังเซลล์ ค่าทั้ง  3 จึงไม่จ าเป็นต้องเท่ากันเพราะกลไกปฏิกิริยาและความไวในการตรวจวัดทั้ง 3 วิธีนี้
แตกต่างกัน จากผลงานวิจัยอื่นพบว่า ฟลาโวนอยดส์อ่ืนๆ จะมีประโยชน์ในการป้องกันเซลล์เมื่อมีความเข้มข้น
ต่ าและเมื่อเพิ่มความเข้มข้นขึ้นก็มักจะมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งค่าความเข้มข้นที่จัดว่าสูงนั้นจะมีค่าตั้งแต่ 50 
M ขึ้นไป เช่น  Quercetin และ Fisetin (10-25 M/L) จะมีฤทธิ์ป้องกันเซลล์ตับหนู H4IIE และ DNA จาก 
H2O2

(296)   Quercetin (10 M) สามารถกระตุ้นการแบ่งตัวและเพิ่มระดับปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระของ
เซลล์มะเร็งปอด A549(318) แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้น ( 50-250 M/L) พบว่าทั้งสอง ออกฤทธิเ์ป็นพิษต่อเซลล์
สามารถท าลาย DNA และกระตุ้นการท างานของ caspase อย่างเดียว โดยไม่พบ lipid peroxidation และไม่มี
การสร้าง ROS เพิ่มขึ้นในเซลล์(296)  Quercetin ยังมีผลลดจ านวนเซลล์มีชีวิต ( live cell), ปริมาณ สาร thiol 
ภายในเซลล์ รวมทั้งเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น SOD, Cat และ GST และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ตัว
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อื่นๆ โดยรวมของเซลล์(318) Luteolin ที่พบมากในบล็อกโคล่ี พริกหวาน และต้นหอมก็มีความเป็นพิษ
เช่นเดียวกันหากใช้ในปริมาณมาก (Efficiency concentration : EC50 =95 M) โดยมีฤทธิ์เป็น pro-oxidant 
สามารถผลิตอนุมูลอิสระ OH• จากกระบวนการ  autooxidation และ redox-cycling เข้าสลาย  DNA และ
กระตุ้นระบบ caspase ภายในเซลล์รวมทั้งก่อให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ lipid peroxidation ในเซลล์ตับหนู 
H4IIE(297) Kaempferol (50 M) ท่ีเข้าสู่เซลล์ตับหนู H4IIE อย่างรวดเร็วและสามารถป้องกันเซลล์ตับหนูจาก 
H2O2 ( 500 M) มิให้ท าลาย DNA ลด oxidative stress ภายในเซลล์  และลดการกระตุ้น caspase แต่  
Kaepmterol ความเข้มข้นเดียวกันนี้  ก็กลับก่อให้เกิด lipid peroxidation ลดปริมาณ เซลล์มีชีวิตลงกว่าครึ่ง 
เพิ่มการแตกสลายของ DNA จนเป็นเห็นเป็นลักษณะ DNA Ladder(9) ผู้วิจัยสรุปว่าสารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้นสูงมาก (3000 g/ml) เท่านั้นท่ีมีฤทธิ์เป็นพิษ สามารถลด viability ของเซลล์มะเร็งทั้ง HepG2 
และ Jurkat  ในเวลาอันส้ันหรือแบบเฉียบพลัน (ภายใน 24-29 ชั่วโมง) ส่วนสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น
สูงระดับอื่นๆ (800,1000,1500 และ 2000 g/ml) จะก่อพิษเมื่อทดสอบกับเซลล์เป็นระยะเวลาที่นานขึ้น ส่วน
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นต่ า (400 และ 600 g/ml) และความเข้มข้นที่ต่ ามากๆ (50, 100 และ 200 
g/ml) ไม่มีผลใดๆ ต่อ Viability ของเซลล์  

 ผู้วิจัยคาดว่าลักษณะที่เป็นพิษของสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้นสูงนี้อาจเกิดจาก
ประการแรก สารสกัดข้าวเหนียวด าเมื่อมีปริมาณความเข้มข้นสูงจะเก็บกินอนุมูลอิสระจนหมด เมื่อในสภาวะ
แวดล้อมไม่มีอนุมูลอิสระหลงเหลือ สารสกัดก็จะแสดงสมบัติเป็น pro-oxidant สามารถสร้างอนุมูลอิสระไดจ้าก
กระบวนการ autooxidation และ redox-cycling ดังที่กล่าวไปแล้วหรือเกิดเป็นสาร Quinone ซึ่งเป็นสารท่ีไว
ต่อการท าปฏิกิริยามาก โดยเฉพาะกับหมู่ฟังก์ชันท่ีเป็น nucleophiles เช่น หมู่ thiol บนกรดอะมิโน cysteine 
ให้กลายเป็นสารประกอบ quinone-thiol หรือ Michael adduct  ซึ่งมีความเป็นพิษต่อเซลล์รุนแรงเพราะรบกวน
การเชื่อมพันธะ Disulfide ของโปรตีนให้ผิดพลาดเกิดเป็นโปรตีนโครงสร้างที่ไม่ถูกต้องสะสมอยู่ในเอนโดรพ
ลาสมิก เรติคูลัมท าให้เกิดความเครียด  (ER  Stress)(319) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า เมื่อผสมสารฟลาโวนอยดส์
กับอาหารเลี้ยงเซลล์ ฟลาโวนอยดส์จะบริจาคไฮโดรเจนอะตอมบนโครงสร้าง chatechol บนวงแหวน B ให้กับ
ออกซิเจนในกระบวนการ autooxidation ดังภาพท่ี 5.2(A) เพื่อจับตัวเป็นโครงสร้างเชิงซ้อน dimer และ
ปลดปล่อย ROS เช่น H2O2 และ O2

•- ออกมาในอาหารเล้ียงเซลล์(320-322) ผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 400 หรือ 600 g/ml น่าจะเก็บกินอนุมูลอิสระในระบบทั้งหมดได้แล้วจึงเริ่มแสดงสมบัติเป็น pro-
oxidant บ้าง ท าให้เซลล์เกิดการตอบสนองโดยการเพิ่มการท างานของเอนไซม์ต่างๆ โดยเฉพาะเอนไซม์ขจัด
สารพิษเพื่อป้องกันตนเองทันที(51,99) นอกจากนี้ผู้วิจัยยังคาดว่ายังมีเหตุผลอีกประการหนึ่งที่เป็นไปได้นั่นคือ ยีน
ถอดรหัสเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น GST และเอนไซม์ที่สามารถผลิตอนุมูลอิสระ เช่น CytochromeP450 จะ
มีบริเวณ antioxidant response element (ARE) บนส่วน promoter ซึ่งตอบสนองต่อภาวะเครียดต่างๆ โพลีฟี
นอลอาจจับกับส่วน ARE โดยตรงหรือผลิตสาร pro-oxidant ขึ้นจนกระตุ้นให้ ARE นี้เริ่มการท างานก็เป็นได้(84) 
เมื่อความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าเพิ่มขึ้นคุณสมบัติในการเป็น pro-oxidant ก็จะมากขึ้นด้วย ท าให้เซลล์
ไม่อาจต้านทานหรือซ่อมแซมส่วนที่ถูกท าลายไม่ไหวจนตายไปในท่ีสุด(50) ประการท่ีสอง สารสกัดข้าวเหนียวด า
อาจถูกเมแทบอไลต์เป็นสารท่ีคุณสมบัติเปลี่ยนไป ผู้วิจัยพบว่าการเติมหรือตัดหมู่บนโครงสร้างฟลาโวนอยดส์
เช่น การ conjugation บนวงแหวน C จะมีผลต่อความราบของโมเลกุล (planarity) ท าให้สารทนทานต่อสภาวะ
แวดล้อม สามารถรับส่งอิเล็กตรอนได้มากขึ้น รวมทั้งมีอิทธิพลต่อมุมบิดตัวของวงแหวน  B ให้ราบโดยการลด 
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rotational energy barrier  ซึ่งจะมีผลต่อการจับกับสารชีวโมเลกุล เช่น  DNA(323) รวมถึงการผ่านเข้าผนังเซลล์
ของสารอีกด้วย  หรือการเติมหมู่เมทิลให้วงแหวน  B ก็มีอิทธิพลต่อคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระและสมบัติ
การเป็น pro-oxidant ของฟลาโวนอยดส์(324-325) ดังภาพท่ี 5.2(B)  

 

 

 

 

ภาพท่ี 5.2: การสร้างอนุมูลอิสระเมื่อฟลาโวนอยดส์ท าปฏิกิริยากับอากาศจะเกิดอนุมูลอิสระ เช่น O2
„- และ 

H2O2ขึ้น
(320) โดยฟลาโวนอยดส์ยิ่งมีหมู่ OH บนวงแหวน B มากเท่าใดก็จะยิ่งท าให้ 1. สามารถ

ต้านอนุมูลอิสระได้มาก 2. เกิดปฏิกิริยาสร้างอนุมูลอิสระได้มาก (A), ผลการเกาะของหมู่ 
Hydroxyl บนวงแหวน C จะมีผลต่อความราบของโมเลกุลฟลาโวนอยดส์ ตัวอย่างในภาพคือ 
pelargonidin เปล่ียนแปลงไป ซึ่งมีผลต่อคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสาร(122)(B) 

นอกจากนี้ต้องค านึงด้วยว่าการทดสอบแบบ In vitro นั้นมักได้รับอิทธิพลจากสภาวะ
แวดล้อมที่ใช้ในการทดสอบ เช่น pH, ปริมาณไอออนในอาหารเล้ียงเซลล์รวมถึงสภาวะรีดอกซ์ของสิ่งแวดล้อม 
และวิธีการตรวจสอบซึ่งล้วนมีผลกระทบต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระหรือรก่ออนุมูลอิสระของสาร 
(pH มีผลต่อโครงสร้างฟลาโวนอยดส์และความสามารถในการท าปฏิกิริยา ปริมาณไอออนมีผลโดยตรงต่อค่า 
reducing  power ของฟลาโวนอยดส)์(323) ฟลาโวนอยดส์อาจถูกออกซิไดซ์ได้ทันที ณ สภาวะที่อุณภูมิสูง
โดยเฉพาะกับอาหารเล้ียงเซลล์ (โดยเฉพาะ DMEM ที่มีปริมาณเหล็กไอออนสูง) เกิดเป็นสารอนุมูลอิสระ เช่น  
phenoxyl radical(321-322)  นอกจากนี้มีรายงานว่า ฟลาโวนอยดส์ยังเก็บกินอนุมูลอิสระได้ลดลงเมื่ออยู่ใน
สภาวะที่มี HCO3

-/CO2 เป็นระบบบัฟเฟอร ์ซึ่งจะท าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็วกับ peroxynitrite เกิดเป็นอนุมูลอิสระ
ที่ฟลาโวนอยดส์เก็บกินได้ไม่ค่อยดี(109) อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นจากการท่ี         ฟลาโวนอยดส์ท าปฏิกิริยากับ
ส่ิงแวดล้อมมักท าให้นักวิจัยส่วนมากเข้าใจผิดว่า ฟลาโวนอยดส์สามารถแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง การ
แยกผลของฟลาโวนอยดส์จริงกับผลหลอกดังกล่าวนี้ได้เป็นไปได้ยากมากเนื่องจากต้องควบคุมการทดลองให้
อยู่ในสภาวะที่การเกิด phenol oxidation น้อยที่สุด(325) อีกทั้งการทดสอบแบบ        In vitro มักใช้ความเข้มข้น
ที่สูงมากและไม่อาจพบได้ในร่างกาย หากท าการทดสอบเซลล์กับความเข้มข้นที่ใกล้เคียงกับที่พบในร่างกาย
หรือการศึกษาแบบ In  vivo  แล้วจึงมักไม่ได้ผลในการป้องกันร่างกายดังเช่นที่พบจากการทดลองแบบ In vitro 
ตัวอย่างเช่น แอนโทไซยานินส์ความเข้มข้น 0.5 M ซึ่งเป็นระดับท่ีใกล้เคียงกับที่พบในร่างกายกลับไม่สามารถ
ป้องกันพิษของยา Dioxin (0.1 nM) ซึ่งท าให้เกิดการ transformation ของ  Aryl hydrocarbon receptor (Ahr) 
ซึ่งเป็น transcription factor ที่ควบคุมการถอดรหัสเอนไซม์ เช่น CYP1A1, GST และ  NADP(H) Guinine-
oxidoreductase (NQO)  ทั้งที่ความเข้มข้นสารที่สูงขึ้นจะป้องกันพิษยาดังกล่าวได้ (286)  บางการวิจัยจะท าการ
ทดลองในเซลล์และสัตว์ที่ถูกกระตุ้นให้เกิดพยาธิสภาพ มิได้ท าการทดลองในสภาวะปกติ ยกตัวอย่างเช่น หนู
ปกติที่ได้รับไวน์แดงซึ่งมีปริมาณฟลาโวนอยดส์สูงพบว่า ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมในพลาสมาสูงขึ้น

(A) (B) สมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระลดลง 
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จริงแต่ไม่พบฟลาโวนอยดส์ท่ีเพิ่มขึ้นและความแตกต่างระหว่างปริมาณ dienes หรือ malondialdehyde 
(MDA) ของหนูทั้งกลุ่มที่ได้รับไวน์และไม่ได้รับไวน์ นักวิจัยในการทดลองนี้คาดว่าในหนูปกตินั้นไม่มีภาวะ 
oxidative stress ใดๆ  ที่จะกระตุ้นระบบการป้องกันและอาจเป็นเพราะระดับความเข้มข้นของฟลาโวนอยดส์
ในเลือดต่ ามากจนไม่มีผลป้องกัน  LDL oxidation ก็เป็นได้(326)    

ความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการลดระดับ Oxidative stress ภายในเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง 

เมื่อท าการทดสอบความสามารถของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการลดระดับ oxidative 
stress ภายในเซลล์โดยใช้วิธ ี DCFH-DA assay กับเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียง 2 ชนิดคือ HepG2 และ Jurkat 
พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าไม่มีผลต่อระดับ oxidative stress ภายในเซลล์ Jurkat แต่อย่างใด (ทุกความ
เข้มข้นทั้งเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง) แต่พบว่าสามารถลดระดับ  oxidative stress ในเซลล์ HepG2 ได้ แต่เมื่อ
เวลาที่ท าการทดสอบนานขึ้น ระดับความเข้มข้นสารสกัดข้าวเหนียวด าที่พบว่าสามารถลดระดับ  oxidative 
stress ภายในเซลล์ได้จะลดลง (ความเข้มข้น 600, 800 , 1000 g/ml เป็นเวลา 29 ชั่วโมง และ 800, 1000 
g/ml เป็นเวลา 58 ชั่วโมง) ผู้วิจัยจึงได้น าเซลล์ HepG2 ท าการทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าพร้อมกับ 
H2O2 (0.25 mM) พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถลดระดับ oxidative stress ภายในเซลล์ที่เกิดจากพิษ  
H2O2 ได้ แต่เมื่อท าการทดสอบที่นานขึ้น ความสามารถในการลดระดับ  oxidative stress ภายในเซลล์ของสาร
สกัดข้าวเหนียวด าจะลดลงเช่นเดียวกับในการทดสอบเซลล์กับสารสกัดเพียงอย่างเดียว (800, 1000 g/ml 
เป็นเวลา 29 ชั่วโมง และ 1000 g/ml เป็นเวลา 58 ชั่วโมง) จากผลการทดลองพอสรุปได้ว่า 1. สารสกัดข้าว
เหนียวด าอาจออกฤทธิ์จ าเพาะต่อชนิดของเซลล์ ขึ้นกับปัจจัยหลายอย่าง เช่น สารสกัดอาจเข้าเซลล์แต่ละชนิด
ได้ไม่เท่ากัน มีรายงานวิจัยที่พบว่าฟลาโวนอยดส์สามารถเข้าเซลล์เพิ่มขึ้นหลายเท่าหากในระบบมี  ATP อยู่ 
ดังนั้นเซลล์ใดที่มีระดับ ATP ในเซลล์สูง เช่น HepG2 ซึ่งเป็นเซลล์ตับมีอัตราการเมแทบอลิซึมสูง ก็น่าที่จะรับ 
ฟลาโวนอยดส์เข้าเซลล์ได้มากกว่า(307) 2. เมื่อลองเปรียบเทียบผลการทดสอบเซลล์ HepG2 กับสารสกัดข้าว
เหนียวด าความเข้มข้นเดียวกัน ณ เวลา 29 และ 58 ชั่วโมง พบว่าความสามารถในการต้าน  oxidative stress 
ลดลงเมื่อเวลานานขึ้น เหตุผลที่เป็นไปได้  ประการแรกคือ สารสกัดข้าวเหนียวด าเป็น pro-oxidant ผลิตอนุมูล
อิสระสะสมในเซลล์ เมื่อเวลานานขึ้นอนุมูลอิสระจะมีมากขึ้นจนเป็นพิษต่อเซลล์ เช่น เข้าท าลายสารชีวโมเลกุล
และเปล่ียนแปลงสภาวะรีดอกซ์ภายในเซลล์ หากระดับรีดอกซ์ภายในและภายนอกเซลล์ไม่สมดุลจะท าให้การ
ส่งสัญญาณของเซลล์ (cell signaling) ผิดปกติเนื่องจาก ROS เป็นสารส่งสัญญาณที่ส าคัญ ท าหน้าทีค่วบคุม 
transcription factor และการแสดงออกของยีนหลายชนิด มีการวิจัยฟลาโวนอยดส์ชนิดอื่นคือ Quercetin ที่
พบว่าลดการผลิต ROS ภายในเซลล์แต่ กลับเพิ่มการสร้างเปอร์ออกไซด์ในอาหารเล้ียงเซลล์(318) ประการท่ี 2  
สารสกัดข้าวเหนียวด าเกิดการแตกสลายเมื่อเวลาผ่านไปมากขึ้น โดยเฉพาะแอนโทไซยานินส์ซึ่งพบว่าไม่เสถียร
และแตกสลายได้ง่ายและรวดเร็วเมื่ออยู่ในสภาวะ pH ที่เป็นกลางและอุณหภูมิสูง จึงท าให้ความสามารถใน
ต้าน oxidative stress  ลดลงเมื่อเวลานานขึ้น 3. ในกรณีของ Jurkat แม้ไม่พบการเปล่ียนแปลงของระดับ 
oxidative stress ภายในเซลล์ก็ไม่ได้หมายความว่าจะไม่มีผลจากกลไกอย่างอื่น เนื่องจากพบว่าเป็นพิษต่อ
เซลล์เมื่อทดสอบผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่มีต่อ viability ของเซลล์แสดงว่าสารสกัดไม่ได้เป็นพิษต่อเซลล์
โดยการเพิ่ม ROS ภายในเซลล์แต่อาจก่อพิษด้วยกลไกอื่นเช่นเดียวกับโพลีฟีนอลอื่นๆ  ท่ีมิได้มีผลต่อเซลล์ผ่าน
กลไกระบบเพิ่มหรือลด ROS เช่น ฟลาโวนอยดส์ท่ีพบในช็อกโกเลตแม้จะไม่สามารถลดระดับ oxidative stress 
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ในซีรัมได้ แต่พบว่าสามารถปรับปรุงการท างานของเซลล์บุหลอดเลือดให้ดีขึ้น (327) หรือ Tanshonones IIA ที่
สกัดได้จากต้น Denshen สามารถกระตุ้นการตายแบบ  apoptosis โดยไม่อาศัยอิทธิพลจากกลไก oxidative 
stress(328)  ในกรณีของ HepG2 การเพิ่มขึ้นของ ROS ภายในเซลล์จะรบกวนการรับส่งสัณญาณทาง ligand-
receptor binding ซึ่งจะเกิดการ autophosphorylation ของรีแซพเตอร์และเกิดการส่งสัณญาณต่อไป
โดยเฉพาะกับ stress-activated protein kinase (SAPK) เช่น NF-B, MAPK/AP-1, JNK, p38 และ hypoxia-
inducible factor 1 (HIF) เป็นต้น การที่เซลล์ตับมีระดับ oxidative stress ลดลง ผู้วิจัยคาดว่าน่าจะท าให้ยีน
เหล่านี้ลดการแสดงออก สามารถปรับการสร้างและการหล่ังโปรตีนที่อาจเป็นโทษ เช่น pro-inflammation 
protein ให้สมดุล 4. เมื่อเปรียบเทียบผลของการทดสอบอื่นท่ีผ่านมา พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น
ตั้งแต่ 800 g/ml ขึ้นไปจะมีผลเป็นพิษต่อเซลล์แต่ในการทดสอบนี้กลับพบว่า สารสกัดความเข้มข้น 800 และ 
1000 g/ml กลับมีผลลด oxidative stress มากที่สุด ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าน่าจะเกิดจากฟลาโวนอยดส์อาจลด
ระดับ ROS ภายในเซลล์ได้จริงแต่ในขณะเดียวกันนั้นจะผลิตสาร ROS ออกมาในอาหารเล้ียงเซลล์ ซึ่งการ
ลดลงของ ROS ภายในเซลล์และการท่ีเซลล์ไม่สามารถควบคุมการไหลเข้า (influx) ของไฮโดรเจนอะตอมจาก
อาหารเลี้ยงเซลล์ได้จึงท าให้เกิดภาวะ disorders of redox homeostasis ซึ่งรบกวนการส่งสัณญาณของเซลล์ 
เนื่องจาก ROS ก็เป็นสาร signal molecule เช่นกัน(329) นอกจากนี้ผู้วิจัยพบว่า DCFH-DA assay เป็นวิธีที่มี
ความไวและเป็นการตรวจสอบภาวะ  oxidative stress  ภายในเซลล์โดยรวมโดยตรง แต่ก็มีข้อเสียคือ วิธีนี้จะ
ใช้วัดความเป็นพิษของสารท่ีพึ่งกลไกการสร้าง ROS  บางตัวเพิ่มขึ้นเป็นฤทธิ์ของการเกิดพิษ(313) เท่านั้น 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5.3: การตอบสนองของเซลล์ต่อภาวะ Oxidative stress (ROS) ที่มีผลกระทบต่อการแสดงออกของยีน
และ transcription factor ที่มีสมบัติเป็น redox sensitive 

ผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึมไขมันของเซลล์ตับ 
HepG2 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการแสดงออกของยีนท่ีท าหน้าที่ควบคุมเม
แทบอลิซึมไขมันทั้งหมด 5 ยีนคือ LDLR, HMGCoAR, PPAR, PPAR และ LXR โดย LDLR เป็นโปรตีน   
รีแซพเตอร์บนผนังเซลล์ ท าหน้าที่รับ LDL เข้าเซลล์, HMG-CoA reductase เป็น rate-limiting เอนไซม์ใน
กระบวนการสังเคราะห์โคเรสเตอรอลขึ้นเองภายในเซลล์ซึ่งทั้ง LDLR และ HMG-CoA reductase จะท างาน
เพื่อคงระดับโคเรสเตอรอลภายในเซลล์ให้สมดุล ส่วน PPAR, PPAR และ LXR เป็น nuclear receptor ที่

ROS ปริมาณน้อยจะมีผล
กระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ 

ROS ปริมาณมากจะมีผล
กระตุ้นการตายของเซลล์ 
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ควบคุมยีนหลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึมของสารอาหารโดยเฉพาะไขมันและคาร์โบไฮเดรต ผู้วิจัย
เลือกใช้สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200, 400 และ 600  g/ml ในการทดสอบผลต่อการแสดงออกของ
ยีนครั้งนี้เนื่องจากความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีฤทธิ์เป็นลดค่า viability ของเซลล์ เมื่อทดสอบด้วยวิธี MTT assay
และ NR accumulation assay จากการทดลองผู้วิจัยพบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด ามีฤทธิ์เพิ่มการแสดงออกของ
ยีน LDLR โดยสารสกัดความเข้มข้น 200 g/ml มีผลเพิ่มการแสดงออกมากที่สุดและการแสดงออกจะลดลง
เมื่อความเข้มข้นสารสกัดเพิ่มขึ้น ผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดข้าวเหนียวด า ณ ระดับความเข้มข้น 400 และ 600 
g/ml สารสกัดข้าวเหนียวด าเริ่มแสดงฤทธิ์ pro-oxidant ดังที่กล่าวไปแล้ว จึงอาจท าให้ลดการแสดงออกของ
ยีน LDLR อย่างชัดเจน ซึ่งในรายงานการวิจัยอื่นที่เกี่ยวข้องกับฟลาโวนอยดส์และผลต่อการเมแทบอลิซึมไขมัน 
พบว่า ในหนูที่ได้รับ  Genistein ความเข้มข้นน้อย ( 0.1%) จะเพิ่มระดับการท างานของไมโทคอนเดรียรวมทั้ง
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างและใช้ไขมันแต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้น (0.4%) จะเปล่ียนเป็นยับยั้งกระบวนการเม
แทบอลิซึมของตับท าให้มีระดับไขมันไหลเวียนในเซลล์ลดลง(330) นอกจากนี้อาจเกิดจากสารสกัดข้าวเหนียวด า
อาจมีผลเพิ่มอาย ุ mRNA คงสภาพ  LDLR  โดยไม่มีผลกระทบการถอดรหัสของยีนดังกล่าว เช่นเดียวกับสาร 
berberine ที่สกัดจากจากต้น  Golden seal ก็เป็นได้(331) ส าหรับยีน HMG-CoA reductase  ผู้วิจัยพบว่าสาร
สกัดข้าวเหนียวด าไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน HMG-CoA reductase เมื่อศึกษารายงานวิจัยอื่น เช่น  
น้ ามันหอยระเหยที่สกัดจากต้น wormwood(332) หรือฟลาโวนอยดส์ niringenin และ hesperetin(107) พบว่าสาร
ในงานวิจัยทั้งคู่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีน LDLR แต่กลับไม่มีผลต่อยีน  HMG-CoA reductase ของเซลล์ 
HepG2 เช่นเดียวกัน เหตุผลที่น่าจะเป็นไปได้มี 2 ประการคือ ประการแรก แม้ยีน LDLR และ HMG-CoA จะ
ถูกควบคุมโดย sterol regulatory element-binding protein (SREBP) ซึ่งตอบสนองต่อสาร sterol 
เช่นเดียวกันแต ่ SREBP ก็มีด้วยกันถึง 3 ไอโซฟอร์มซึ่งมีการท างานท่ีแตกต่างกัน SREBP-1a ซึ่งมีการท างาน
มากที่สุดจะควบคุมการแสดงออกของยีน LDLR และ HMG-CoA syntase มิใช่ HMG-CoA reductase(207)   
ประการท่ีสอง การส่งสัญญาณเพิ่มการกระตุ้นยีนท้ังสองตัวนี้แตกต่างกัน เช่น อินซูลิน ไทรอยด์ และฮอร์โมนที่
เกี่ยวกับเซลล์ตับโดยตรงเช่น Hepatocyte growth factor (HGF) สามารถกระตุ้น LDLR ให้เพิ่มการแสดงออก
ผ่านทาง mitogen-activated protein kinase (MAPK) ได้ทั้งระดับยีนและโปรตีนแต่มิมีผลต่อยีน            
HMG-CoA reductase(201) แต่เนื่องจากสมดุลโคเรสเตอรอลภายในเซลล์จะถูกควบคุมอย่างดี เมื่อเซลล์มีการ
รับโคเรสเตอรอลไปใช้ในเซลล์เพิ่มขึ้น ( LDLR เพิ่มขึ้น) และระดับการสร้างโคเรสเตอรอลในเซลล์ไม่ลดลง  
(HMG-CoA reductase ไม่เปล่ียนแปลง) ดังนั้นจะต้องมีกลไกอย่างอื่นในการรักษาสมดุลดังกล่าว ผู้วิจัยจึง
คาดว่าน่าจะเกิดจากการขับโคเรสเตอรอลออกจากเซลล์ตับมากขึ้นแทนทางระบบน้ าดีและกรดน้ าดีโดยเอนไซม์           

cholesterol 7- hydroxylase (CYP7A)(207) นอกจากนี้ผู้วิจัยพบว่า LDLR ถูกควบคุมด้วย SREBP-1 ซึ่งเป็น 
transcription factor ที่ถูกควบคุมด้วย nuclear receptor จึงได้ท าการวิจัยเพิ่มเติมในส่วนของการแสดงออก
ของยีนของ nuclear receptor ที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องทั้งหมด 3 ชนิดคือ PPAR, PPAR และ LXR  ซึ่งมี
การแสดงออกมากที่ตับ ผู้วิจัยพบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าไม่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีนท้ัง  3 ชนิดในเซลล์
ตับ ผู้วิจัยคาดว่า 1. สารสกัดข้าวเหนียวด าอาจมีลักษณะคล้าย ligands ของ nuclear receptor ดังกล่าวหรือ
อาจมีผลต่อการแสดงออกในระดับอื่นๆ เช่น post-transcription, translation หรือระดับ activity ของโปรตีนจึง
อาจสามารถกระตุ้นการท างานของ nuclear receptor ได้โดยที่ไม่จ าเป็นต้องเพิ่มการถอดรหัสยีนดังกล่าวขึ้น
ดังที่ผู้วิจัยพบในรายงานการศึกษาฟลาโวนอยดส์ในผลไม้รสเปร้ียว เช่น Hesperidin และ Naringin เพิ่มการ
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แสดงออกของโปรตีน PPAR โดยไม่มีผลต่อระดับโปรตีน PPAR ของตับหนูท่ีเป็นเบาหวาน(333), ฟลาโว

นอยดส์ท่ีสกัดจาก Eugenia jambolana หรือ  black pulm มีผลเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน  PPAR และ 
PPAR ในเซลล์ไขมันหนูท่ีเป็นเบาหวาน(334) การศึกษาต่อว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถกระตุ้นการท างาน
ของโปรตีนเหล่านี้หรือไม่ จึงควรท าการศึกษาในระดับการแสดงออกของโปรตีนเหล่านี้ด้วยเทคนิค Western 
blot หรือตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เป็นเป้าหมายของ nuclear receptor เหล่านี้ตัวอื่นๆ เช่น เอนไซม์                     
acyl CoA: cholesterol acyltransferase (ACAT), Glucokinase (GK) หรือโปรตีน Hepatic glucose 
transporter protein 2 เป็นต้น ต่อไป  2. การท างานของ nuclear receptor เหล่านี้ในเซลล์แต่ละชนิดจะไม่
เหมือนกันจึงควรท าการศึกษาผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อเซลล์ชนิดอื่นๆ เพิ่มเติมอีก โดยงานวิจัยที่ศึกษา
ยีนเหล่านี้มักท าการศึกษาในเซลล์แมคโครฟาจซึ่งเป็นเซลล์อีกชนิดหน่ึงซึ่งมีบทบาทส าคัญต่อการเกิดพยาธิ
สภาพโรคหลอดเลือดและหัวใจ มีรายงานวิจัยที่พบว่า Resveratrol ซึ่งพบมากในไวน์แดงสามารถกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน LXR ในเซลล์แมคโครฟาจ (335) หรือในการศึกษาฟลาโวนอยดส์ 25 ชนิดพบว่ามีเพียง 
Apigenin, Chysin และ Kaempferol ที่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน PPAR ในเซลล์แมคโครฟาจหนู
ได้(336) ผู้วิจัยขอสรุปว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถกระตุ้นเซลล์ตับให้เพิ่มการรับ LDL เข้าเซลล์มากขึ้นโดย
ไม่มีผลต่อการสังเคราะห์โคเรสเตอรอลภายในเซลล์หรือระดับ PPAR, PPAR และ LXR สารสกัดข้าว
เหนียวด าอาจมีประโยชน์อย่างยิ่งในการควบคุม และลดระดับโคเรสเตอรอลในพลาสมา เป็นเป้าหมายในการ
ใช้รักษาภาวะโคเรสเตอรอลในเลือดสูงได้ต่อไป  

ไขมันนอกจากจะมีบทบาทในการเกิดพยาธิสภาพโรคหัวใจแล้วอาจมีผลต่อการเกิดพยาธิ
สภาพอื่นๆ อีกด้วย เนื่องจากผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์โคเรสเตอรอลรวมทั้งโคเรสเตอรอลเอง
มักมีบทบาทให้เซลล์ส่ิงมีชีวิตชั้นสูง (eukaryotic  cell)  แบ่งตัว ยกตัวอย่างเช่น โคเรสเตอรอลเอสเตอร์จะมีผล
ควบคุมการเจริญเติบโตและแบ่งตัวของเซลล์หลายชนิด กรดไขมันอิสระ (FFA) จะมีส่วนควบคุมการด ารงชีวิต
ของเซลล์ ดังที่ ยาต้านมะเร็ง Hexade cyclophosphocholine  (HEPC)  ซึ่งรบกวนกระบวนการเมแทบอลิซึม
ไขมันในเซลล์จนเสียสมดุลกล่าวคือ มีการสร้างโคเรสเตอรอลเพิ่มแต่ไม่สามารถเปลี่ยนเป็นโคเรสเตอรอลเอ
สเตอร์ได้ ท าให้เซลล์มีปริมาณโคเรสเตอรอลและกรดไขมันอิสระสูง แต่โคเรสเตอรอลเอสเตอร์  (CE) และฟอส
โฟลิปิด ( PC) ต่ า ซึ่งเมื่อกรดไขมันอิสระสูง จะสามารถกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็งหลายชนิด จากตัวอย่าง
ดังกล่าวอาจสรุปได้ว่า การรักษาสมดุลโคเรสเตอรอลภายในเซลล์รวมทั้งอัตราส่วนระหว่าง FFA/PC  ratio  จึง
จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตและควบคุมพฤติกรรมของเซลล์โดยเฉพาะอย่างยิ่งเซลล์ตับ ซึ่งมีปริมาณไขมันในเซลล์
สูง(337) มีหลักฐานว่า Epigallocatechin-3-gallate ยับยั้งเอนไซม์ fatty acid synthase (FAS เป็นเอนไซม์ที่
ควบคุมการสังเคราะห์กรดไขมัน ท่ีมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นมากในเซลล์มะเร็งหลายชนิด) และแสดงผลเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากเช่นเดียวกับความสามารถของ Luteolin, Quercetin, Kaempferol, Apigenin และ 
Taxifolin ในการยับยั้งการสังเคราะห์กรดไขมันภายในเซลล์ ซึ่งพบว่าสัมพันธ์กับความสามารถในการยับยั้งการ
แบ่งตัวและการตาย(338) ผู้วิจัยยังพบอีกว่า cholesterol ester hydroperoxides และ  phospholipid 
hydroperoxides อาจมิใช่สารหลักที่ส่งเสริมการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจเนื่องจากเป็นเพียงผลิตขึ้นเพียงส่วน
น้อย แต่อาจเป็นสารผลิตภัณฑ์ตัวอื่น เช่น  แอลดีไฮด์  เช่น 4-Hydroxynonenal (HNE) รวมทั้ง acrolein, 
lysophosphatidylcholine, oxidized phospholipid และ oxysterol ท่ีมีการผลิตออกมาในปริมาณมากน่าจะมี
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ความส าคัญมากกว่า(339) และการรับประทานอาหารไขมันสูงจะเพิ่มการแสดงออกของ NF-B  ซึ่งเป็นตัว
ควบคุม secondary messenger ผ่านทาง tyrosine kinase(258)    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5.4: การจ าแนกกลุ่มของ nuclear factor ชนิดต่างๆ โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ชนิดคือ 1. 
Endrocrine receptor เป็น nuclear receptorที่ ligand คือฮอร์โมนสเตอรอยด์ด์ต่างๆ เช่น เอ
สโทรเจน กลูคากอน เป็นต้น 2. Orphan receptor เป็น nuclear receptor ที่ยังไม่พบ ligand ที่
จ าเพาะ และ 3. Adopted Orphan receptor แยกมาจาก orphan receptor ซึ่ง ligand ที่จับรี
แซพเตอร์เหล่านี้คือ สาร lipophilic โมเลกุลเล็กๆ เช่น กรดไขมันสายสั้นๆ  (A), PPARs ซึ่งเป็น 
nuclear receptor ประเภทหนึ่ง มีหน้าที่หลักในการควบคุมการใช้ เก็บสะสม และเผาผลาญ
พลังงาน โดยเฉพาะจากไขมัน มี 3 ไอโซฟอร์ม แสดงออกแตกต่างกันในแต่ละเนื้อเยื่อ (B), LXRs 
เป็น nuclear receptor อีกชนิดหน่ึงที่มีการแสดงออกมากที่เซลล์ตับ เซลล์ล าไส้ และ แมคโคร
ฟาจ ท าหน้าที่ในการควบคุมแหล่งพลังงานของร่างกายเช่นเดียวกับ PPARs มีบทบาทส าคัญใน
การขับไขมันออกจากเซลล์เพื่อก าจัดทิ้ง (C) 

ข้อสรุป 

สารสกัดข้าวข้าวแดง ข้าวด า และข้าวเหนียวด า ล้วนแสดงคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระเมื่อทดสอบทางเคมี โดยสารสกัดข้าวเหนียวด ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้สูงที่สุด เมื่อท าการทดสอบสาร
สกัดข้าวเหนียวด ากับเซลล์ พบว่าสามารถป้องกันสารออกซิเดนซ์และอนุมูลอิสระมิให้ท าลายสารชีวโมเลกุล

(B) 

(A) 

(C) 



 109 
 

 

เช่น โปรตีน ไขมัน และ DNA ได้ นอกจากนี้ยังมีผลเหน่ียวน าให้เซลล์มะเร็งบางชนิดหยุดการเจริญเติบโตรวมถึง
ลดระดับ Oxidative stress ภายในเซลล์และเพิ่มการแสดงออกของยีน LDLR ในเซลล์ตับซึ่งท าหน้าที่ควบคุม
การรับ LDL เข้าเซลล์  

ข้อเสนอแนะ 

1. สารสกัดข้าวเหนียวด ามีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีปกป้องเซลล์จากภาวะเป็นพิษ
ต่างๆ แต่จากการทดสอบมาทั้งหมดจะเห็นได้ว่าฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็นแบบ Biphasic effect น่ัน
คือ ณ ความเข้มข้นต่ าจะมีประโยชน์ต่อเซลล์ แต่เมื่อความเข้มข้นสูงขึ้นจะแสดงความเป็นพิษ งานวิจัยล าดับ
ต่อไปควรจะท าการทดสอบในสัตว์ทดลองเพื่อหาระดับมีประโยชน์ ระดับท่ีเป็นพิษและพบได้จริงในร่างกาย 
เนื่องจากพบว่าสารแอนโทไซยานินส์ดูดซึมแพร่กระจายได้ในปริมาณต่ ามาก เช่นเมื่อผู้รับประทานผงสกัด      
ราสเบอรี่ด า 45 กรัมจะพบแอนโทไซยานินส์ในพลาสมาช่วงระหว่าง 0.004 ถึง 0.038 M เท่านั้น(150)  และ 
0.115 M หลังจากรับประทานผลเคอร์เรนด าเป็นเวลา 1.25 ‟ 1.75 ชั่วโมงปริมาณ 3.58 มิลลิกรัมต่อน้ าหนัก
ตัว 1 กิโลกรัม  

                       2. ข้าวเหนียวด า มีปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระสูงมาก  ส่วนข้าวแดง และข้าวด ามี
ปริมาณรวมสารต้านอนุมูลอิสระรองลงมาและน้อยที่สุด ตามล าดับ  ซึ่งก็เหมาะที่จะเป็นอาหารหลักใช้ในการ
บริโภคแทนข้าวขาว  นอกจากจะได้สารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตแล้วยังได้สารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ แอน
โทไซยานินส์, โพลีฟีนอล, -Oryzonol, Quinolone alkaloid และวิตามินอ ีเป็นต้น(340)  จากการวิจัยอื่นๆ พบว่า 
แอนโทไซยานินส์ในข้าวด า ส่วนใหญ่คือ Cyanidin 3-glucoside และ Peonidin 3-glucoside สามารถกระตุ้น
เอนไซม์  superoxide dismutase และ catalase(341)  ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในร่างกายให้ท าหน้าที่ดี
ขึ้นและยับยั้ง nitric oxide radical  และ reactive oxygen species ในการท าลายสารชีวโมเลกุล(342)  การให้
สารท่ีสกัดจากข้าวด าเป็นอาหารเสริมกับคนไข้โรคหัวใจและหลอดเลือด สามารถช่วยปรับปริมาณสารต้าน
อนุมูลอิสระในการต้านการอักเสบได้ดีขึ้น(343)  สามารถยับยั้งการเกิด atherosclerotic plaque ในหลอดเลือด
ของสัตว์ทดลอง กระต่าย และ หนูท่ีมีพันธุกรรม apolipoprotein (apo) E บกพร่อง(14,192-193)  โดยการให้อาหาร
เสริมด้วยสารที่สกัดจากข้าวด านั้นสามารถดักจับอนุมูลอิสระ oxygen free radicals ที่เป็นอันตรายต่อร่างกาย
(344)  และพบว่า สารประกอบ Cyanidin 3-glucoside และ Peonidin 3-glucoside ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เนื้องอกได้(15) 

                     ปัจจุบันมีงานวิจัยมากมายเกี่ยวกับสารต้านอนุมูลอิสระใน ผัก ผลไม้ และสมุนไพร เพราะเป็น
ที่นิยมใช้ท าเป็นอาหารสุขภาพ เครื่องดื่มสุขภาพ  เครื่องส าอาง ตลอดจนการใช้สมุนไพรในการป้องกันและ
รักษาโรคที่เน้นในเรื่องสารสกัดธรรมชาติ ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มีปลอดภัยกว่าการใช้ยาจากการแพทย์แผน
ปัจจุบัน สารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพในการป้องกันโรคที่เกิดจากความเส่ือมของร่างกาย  สาร
ต้านอนุมูลอิสระจากพืชส่วนใหญ่เป็นโพลีฟีนอลหรือฟลาโวนอยดส์ซึ่งมีมากกว่า  5000 ชนิด อีกทั้งฟลาโว
นอยดสเ์ป็นสารท่ีท าให้ต้นไม้ ดอกไม้ และผลไม้มีสีต่างๆ เป็นสารท่ีท าให้ต้นไม้มีภูมิคุ้มกันจากโรคต่างๆ และ
สามารถทนต่อปฏิกิริยา photooxidation ในขณะสังเคราะห์แสง  
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                       จากผลการวิจัยนี้ เราอาจน าสารต้านอนุมูลอิสระท่ีสกัดจากข้าวเหนียวด ามาใช้ประโยชน์ ใน
ผลิตภัณฑต์่างๆ  ที่ใช้ ในการป้องกันและรักษาโรคที่เกิดจากความเส่ือมที่เกิดจากการท าลายของอนุมูลอิสระ 
เช่นเดียวกับสารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่ก าลังเป็นที่นิยมในต่างประเทศ อย่างไรก็ตามควรมีการ ทดสอบทาง
พิษวิทยาในเบื้องต้นเพื่อความปลอดภัยของผูบ้ริโภค แต่หากใช้ในปริมาณที่เท่ากับการบริโภคเฉล่ียในแต่ละวัน
ก็อาจไม่พบพิษข้างเคียงก็เป็นไปได้ นอกจากนี้ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในข้าวแต่ละชนิดยังขึ้นอยู่กับ
กระบวนการผลิต การเพาะปลูก ฤดูกาล อุณหภูมิ วิธีเก็บเกี่ยว ตลอดจนการเก็บรักษาก่อนการจ าหน่าย  

สมุนไพรหลายชนิดมีการน ามาใช้กันอย่างกว้างขวางในปัจจุบัน โดยมีจุดประสงค์เพื่อการ
รักษาโรค (herbal remedy) และ/หรือ เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร (dietary supplement) ซึ่งหากมีการน ามาใช้
ร่วมกับยาโดยไม่ทราบข้อมูลความปลอดภัยในการใช้ร่วมกันแล้ว อาจเป็นอันตรายต่อสุขภาพและอาจร้ายแรง
ถึงแก่ชีวิตได้(345) มีรายงานมากมายที่ว่าสมุนไพรหากมีปริมาณสูงจะมีฤทธิ์เป็นพิษต่อร่างกาย เช่น ใบ Kava 
สมุนไพรที่นิยมใช้ในการรักษาภาวะวิตกกังวล มีฤทธิ์เป็นพิษต่อไมโทคอนเดรียท าให้เกิดผลข้างเคียงโดยเฉพาะ
กับเซลล์ตับจากการใช้สมุนไพรชนิดนี้(346)  ส าหรับสารฟลาโวนอยดส์ก็มีการรายงานแล้วว่ามีฤทธิ์เป็นพิษแม้จะ
มีความเข้มข้นต่ ากระทั่งกับเซลล์ปกติ เช่น  Chrysin ซึ่งเป็นฟลาวอยด์ตัวหน่ึง(347) และอาจขัดขวางการดูดซึม
สารอาหารเรียกว่าเป็น antinutrients อาจท าให้ร่างกายขาดสารอาหารได้ ตัวอย่างเช่น แทนนินหรือโพลีฟี -     
นอลมวลโมเลกุลสูงๆ ขัดขวางร่างกายไม่ให้การดูดซึมโปรตีนและแร่ธาตุเนื่องจากสารโพลีฟีนอลสามารถจับ
โลหะและเมื่อโพลีฟีนอลต่อกันเป็นโอลิโกเมอร์ 3 ตัวขึ้นไปจะสามารถตกตะกอนโปรตีน (348)  จึงควรน าสารสกัด
มาทดสอบกับสัตว์ทดลองต่อไป สารต้านอนุมูลอิสระมีผลดีต่อสุขภาพหัวใจหลายประการ สามารถสรุปได้ดัวย
ภาพท่ี 5.5 

  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5.5: สรุปกลไกของโพลีฟีนอลที่มีประโยชน์ ช่วยส่งเสริมสุขภาพ จากกลไกหลายอย่างเช่นการก าจัด
ภาวะ oxidative stress, ควบคุมจังหวะการบีบตัวของหลอดเลือด, ขัดขวางก่อเกิดล่ิมเลือด, ลด
ภาวะอักเสบ, ปกป้องมิให้เซลล์หลอดเลือดตาย 
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ภาคผนวก ก 
ข้อมูลจากการทดลอง 

1. กราฟมาตรฐานท่ีใช้ในการค านวณปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากข้าวเมล็ดส ี

 1.1 กราฟมาตรฐานจากการทดสอบด้วยวิธี ORAC assay  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ท าการทดสอบสารมาตรฐานทุกครั้งควบคู่ไปกับท าการตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวเมล็ดสี  

 1.2 กราฟมาตรฐานจากการทดสอบด้วยวิธ ีFRC assay 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ท าการทดสอบสารมาตรฐานทุกครั้งควบคู่ไปกับท าการตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวเมล็ดสี  
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 1.3 กราฟมาตรฐานจากการทดสอบด้วยวิธ ีVanillin assay 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ท าการทดสอบสารมาตรฐานทุกครั้งควบคู่ไปกับท าการตรวจวัดค่าสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวเมล็ดส ี

2. ค่าที่ได้จากการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด ากับเซลล์เพาะเล้ียงเพื่อตรวจวัดผลของสารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้นต่างๆ ท่ีมีต่อเซลล์ 

 2.1 ค่าความอยู่รอดของเซลล์เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าที่ความเข้มข้นและเวลาต่างๆ 
โดยตรวจสอบด้วยวิธีการ MTT assay 
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ตารางที่ 1: ค่าการอยู่รอดของเซลล์ Jurkat, HepG2 และ PBMCs เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าความ
เข้มข้นตั้งแต่ 50 ถึง 1000 µg/ml ตามเวลาทีก่ าหนดและตรวจสอบด้วยวิธี MTT assay 

Cells treatment Jurkat HepG2 PBMC 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 29 ชั่วโมง 58 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

ไม่ได้รับสารใดๆ 100 100 100 100 100 100 
ตัวท าละลาย PBS 96.8±7.05 

(p=0.989) 
94.6±4.34 
(p=0.142) 

91.9±4.51 
(p =0.120) 

90.9±7.05 
(p=0.998) 

91.9±8.25 
(p=0.242) 

93.43±3.41 
(p=0.096) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า

ความเข้มข้น 50 g/ml 

103.7±3.49   
(p=0.392) 

91.7±8.78 
(p=0.824) 

97.1±4.97 
(p =1.000) 

110.6±10.68 
(p=0.465) 

89.8±9.80 
(p=1.000) 

74.4±19.35 
(p=0.169) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 100 g/ml 

103.4±11.34 
(p=1.000) 

106.5±8.30 
(p=0.344) 

97.7±9.13 
(p =1.000) 

115.4±9.30** 
(p=0.011) 

86.5±11.76 
(p=0.996) 

84.5±13.93 
(p=0.373) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 200 g/ml 

116.9±12.83 
(p=0.077) 

113.4±12.29 
(p=0.066) 

102.0±5.88 
(p =1.000) 

111.6±7.96** 
(p=0.003) 

85.7±11.46 
(p=0.988) 

83.8±10.35 
(p=0.068) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 400 g/ml 

131.6±12.07** 
(p=0.000) 

127.4±11.66** 
(p=0.000) 

109.7±10.75 
(p=0.644) 

134.46±13.46** 
(p=0.000) 

92.4±14.3 
(p =1.000) 

82.9±9.0* 
(p=0.033) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 600 g/ml 

123.7±12.03** 
(p=0.01) 

124.7±9.55** 
(p=0.01) 

117.2±14.18 
(p=0.266) 

115.3±20.57 
(p=0.968) 

90.4±19.59 
(p =1.000) 

80.0±11.33* 
(p=0.033) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 800 g/ml 

116.4±9.78** 
(p = 0.016) 

110.6±14.81 
(p=0.994) 

110.3±9.36 
(p=0.566) 

106.6±9.45 
(p=0.758) 

91.7±11.35 
(p=1.000) 

46.6±10.85* 
(p=0.000) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น1000g/ml 

110.8±10.43 
(p=0.336) 

95.3±13.91 
(p=1.000) 

102.3±11.37 
(p=1.000) 

107.9 ±5.95 
(p=0.166) 

88.5±8.86 
(p=1.000) 

35.4±3.83* 
(p=0.000) 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น1500g/ml 

109.4±9.09 
(p=0.596) 

84.3±6.99* 
(p=0.000) 

101.4±10.08 
(p=1.000) 

92.5±16.16 
(p=1.000) 

- - 

สารสกัดข้าวเหนียวด า
ความเข้มข้น 2000 g/ml 

101.3±11.01 
(p=1.000) 

80.0±9.96* 
(p=0.000) 

101.7±7.89 
(p=1.000) 

83.3±9.36* 
(p=0.005) 

- - 

สารสกัดข้าวเหนียวด า

ความเข้มข้น 3000 g/ml 

84.3±9.87* 
(p = 0.013) 

65.5±7.78* 
(p=0.000) 

102.9±5.70  
(p =1.000) 

76.1±8.00* 
(p=0.000) 

- - 

H2O2 ความเข้มข้น 25 
mM 

 

3.44±4.87* 
(p = 0.00) 

0.8±9.04* 
(p=0.000) 

3.90±5.07* 
(p=0.000) 

9.05±4.82* 
(p=0.000) 

2.56±2.82* 
(p=0.000) 

29.23±3.41* 
(p=0.034) 

ท าการทดสอบแต่ละตัวอย่างซ้ า 3 ครั้งจ านวน 3 ครั้งการทดลอง 
* % Viabilityลดระดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิp < 0.05 
** % Viability เพิ่มระดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิp < 0.05 

 2.2 ค่าความอยู่รอดของเซลล์ HepG2 เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าที่ความเข้มข้นและ
เวลาต่างๆ โดยตรวจสอบด้วยวิธีการ Neutral Red assay 
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ตารางที ่2: ค่าความอยู่รอดของเซลล์ HepG2 เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าเป็นเวลา 29-58 ชั่วโมงโดย
วิธี Neutral red assay 

Reagent HepG2 
29 ชั่วโมง 58 ชั่วโมง 

ไม่ได้รับสารใดๆ 100 100 
ตัวท าละลาย PBS 99.95±6.33 

(p =1.000) 
97.43±4.17 
(p =0.990) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 g/ml 101.3±9.76 
(p =1.000) 

107.0±9.11 
(p =0.484) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100 g/ml 95.4±8.14 
(p =1.000) 

91.5±6.08 
(p =0.072) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200 g/ml 95.6±8.15 
(p =1.000) 

91.3±10.08 
(p =0.618) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 400 g/ml 86.8±8.28 
(p =0.943) 

98.6±4.73 
(p =1.000) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 600 g/ml 96.8±10.60 
(p =1.000) 

94.3±6.08 
(p =0.999) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800 g/ml 88.8±10.84 
(p =0.985) 

77.7±10.08* 
(p =0.001) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 1000 g/ml 80.2±4.87 
(p =0.449) 

77.2±6.13* 
(p =0.000) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 1500 g/ml 77.5±9.42 
(p =0.305) 

69.25±8.25* 
(p =0.000) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 2000 g/ml 74.3±14.34 
(p =0.078) 

57.50±4.81* 
(p =0.000) 

การสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 3000 g/ml 69.5 ±7.08* 
(p =0.010) 

34.50±10.60* 
(p =0.000) 

H2O2 ความเข้มข้น 25 mM 17.0±5.15* 
(p=0.000) 

9.7±2.70* 
(p=0.000) 

* % Viabilityลดระดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิp < 0.05 

 2.3 ค่าความอยู่รอดของเซลล์ Jurkat เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าที่ความเข้มข้นและเวลา
ต่างๆ โดยตรวจสอบด้วยวิธีการ Trypan Blue dye Exclusion   
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ตารางที่ 3:  ผลการทดสอบสารสกัดข้าวเหนียวด าต่อการอยู่รอดของเซลล์ Jurkat โดยวิธี Trypan Blue dye 
Exclusion   

เวลา 
Jurkat 

Negative 
control 

PRE 50 
µg/ml 

PRE 100 
µg/ml 

PRE 200 
µg/ml 

PRE 400 
µg/ml 

PRE 600 
µg/ml 

PRE 800 
µg/ml 

PRE1000 
µg/ml 

Positive 
control 

24 ชั่วโมง 100a 100.00 100.60 91.62 96.40 74.25 58.68 27.54 0 
48 ชั่วโมง 100 103.08 83.08 80.77 66.15 48.46 40.00 16.92 0 
72 ชั่วโมง 100 78.46 66.15 33.08 30.77 7.69 2.30 1.54 0 

ท าการทดสอบซ้ า 2 ครั้งและเลือกนับแบบสุ่มทั้งหมด 100 เซลล์ต่อ 1 กลุ่มตัวอย่างที่ท าการทดสอบ aแสดงในหน่วย % live cell 

 2.4 ค่าระดับ Oxidative stress ภายในเซลล์เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด าที่ความเข้มข้น
และเวลาต่าง ๆ โดยตรวจสอบด้วยวิธีการ DCFHDA assay 

ตารางที่ 4: %Oxidative stress ภายในเซลล์ Jurkat และ HepG2 เมื่อทดสอบกับสารสกัดข้าวเหนียวด า  

Culture media 
Jurkat HepG2 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 29 ชั่วโมง 58 ชั่วโมง 

ไม่ได้รับสารใด ๆ 100 100 100 100 
ตัวท าละลาย PBS 108.77±0.00 

(p = 1.000) 
93.99±3.16 
(p = 1.000) 

100.22±26.15 
(p = 1.000) 

86.92±3.34 
(p = 0.147) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 50 g/ml 

86.40± 26.15 
(p = 1.000) 

79.48±3.59 
 (p = 0.924) 

94.82±8.81 
(p = 1.000) 

81.01±17.13 
(p = 0.987) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 100 g/ml 

99.90±4.48 
(p = 1.000) 

78.54±3.93 
(p = 0.897) 

91.41±4.81 
(p = 0.748) 

76.72±15.45 
(p = 0.879) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 200 g/ml 

89.32±10.30 
(p = 1.000) 

78.77±2.75 
(p = 0.897) 

86.24±10.58 
(p = 0.951) 

71.21±11.65 
(p = 0.438) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 400 g/ml 

93.77±6.92 
(p = 1.000) 

77.10±2.92 
(p = 0.837) 

76.58±6.66 
(p= 0.192) 

67.55±9.23 
(p = 0.192) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 600 g/ml 

84.57±9.90 
(p = 0.987) 

81.56±6.39 
(p = 0.982) 

68.25±2.65* 
(p=0.006) 

63.03±7.15 
(p= 0.067) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 800 g/ml 

85.05±3.59 
(p = 0.493) 

77.43±5.17 
(p=0.869)   

63.27±4.96* 
(p=0.024) 

60.43±5.99* 
(p = 0.033) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความ

เข้มข้น 1000 g/ml 

78.77±10.64 
(p = 0.938) 

84.84±6.64 
(p=0.998) 

64.07±5.35* 
(p=0.032) 

55.09±3.11* 
(p = 0.033) 

H2O2 ความเข้มข้น 0.025 
mM 

- - 150.62±19.90** 
(p=0.000) 

135.23±11.79** 
(p=0.000) 

ท าการทดสอบแต่ละกลุ่มตัวอย่างซ้ า 4 ครั้งจ านวน 3 ครั้งการทดลอง   ค่าทั้งหมดแสดงในหน่วย %Mean±S.D 

* %Oxidative stress  ลดระดับภายในเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ p< 0.05   

** %Oxidative stress เพ่ิมระดับภายในเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิp<0.05  
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 2.5 ค่าความสามารถในสารสกัดข้าวเหนียวด าที่ความเข้มข้นและเวลาต่าง ๆ ในการป้องกันภาวะ 
Oxidative Stress ที่เพิ่มขึ้นภายในเซลล์HepG2 ที่เกิดจาการได้รับ H2O2 โดยตรวจสอบด้วยวิธีการ DCFHDA 
assay 

ตารางที่ 5:  แสดงผลของสารสกัดข้าวเหนียวด าในการป้องกันเซลล์ HepG2 จากภาวะ Oxidative stress ที่เกิด
จาก H2O2 

Culture media 
HepG2 

29 ชั่วโมง 58 ชั่วโมง 

H2O2 ความเข้มข้น 0.025 mM 100 100 
ตัวท าละลาย PBS 86.79±0.46 (p=0.760) 100.21±20.71(p=1.000) 

สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 50 g/ml 90.01±6.15(p=0.135) 98.12±4.58(p=0.999) 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 100 g/ml 91.05±12.32(p=0.355) 98.79±5.08(p=1.000) 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 200 g/ml 91.77±7.36*(p=0.024) 97.05±7.37(p=0.998) 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 400 g/ml 81.93±8.42*(p=0.000) 93.82±8.28(p=0.318) 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 600 g/ml 76.45±11.82*(p=0.000) 91.33±6.77*(p=0.009) 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 800 g/ml 75.68±11.30*(p=0.000) 91.99±6.82*(p=0.019) 
สารสกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 1000 g/ml 71.50±11.10*(p=0.000) 89.19±6.40*(p=0.000) 

ท าการทดสอบแต่ละกลุ่มตัวอย่างซ้ า 4 ครั้งจ านวน 3 ครั้งการทดลอง 

* %Oxidative stress ลดระดับภายในเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p< 0.05)  
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ภาคผนวก ข 
น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบ 

1 ORAC assay 
1. สารละลาย AAPH ความเข้มข้น 153 mM  
 AAPH               0.1414 กรัมละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 75 mM (pH 7.4) 
 โดยเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนท าการทดลองและอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
2. สี  fluorescein stock solution 40 ไมโครโมล 
 Fluorescein dye       1.4532 กรัมละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 75 มิลลิโมล (pH 7.4)  
เก็บในท่ีมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเก็บใช้ได้นาน 2 สัปดาห์ ก่อนการทดสอบให้เตรียมใหม่ทุกครั้งโดยน าส
ต๊อกโซลูชั่นดังกล่าวเจือจางกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1000  
3. สารละลาย Trolox 2.5 mM 
 Trolox        0.01564 กรัม  
ละลายในเอทานอลก่อน 0.5 มิลลิลิตรแล้วเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นตัวท าละลายที่  2 ไปจนครบ 25 มิลลิลิตร
เก็บที่ -80 องศาเซลเซียสได้นานหลายเดือน ก่อนการทดสอบให้เตรียมสารมาตรฐานใหม่ทุกครั้ง 

2 Folin Ciocalteu’s Phenol Reagent assay 
1. Folin Ciocalteu’s Phenol Reagent 
 Reagent  1 ส่วนผสมกับน้ ากลั่น 9 ส่วน  
2. Sodium carbonate (Na2CO3) 1 M 
 Na2CO3  5.2995 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร กรองตะกอนออกก่อนใช ้
3. Gallic acid Standard stock solution 
 Gallic acid   0.5 กรัม ละลายในน้ า 50 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดเก็บที่ -20 องศา 

3 Vanillin assay 
1. Vanillin reagents 1% 
 Vanillin  1 กรัมละลายใน 70% H2SO4 เตรียมก่อนท าการทดสอบไม่เกิน 30 นาที 

4 Comet assay 
1. Phosphate buffer saline, pH 7.4  
 KH2PO4  69.4 มิลลิกรัม 
 K2HPO4 598 มิลลิกรัม 
 NaCl  8.78 กรัม 
ละลายในน้ าจนครบ 1 ลิตร ปรับ pH เป็น 7.4 
2. 1% Normal melting point agarose Gel (NMP) coated Slide  
  NMA  10 มิลลิกรัม ละลายใน PBS 10 มิลลิลิตร 
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อุ่นจนเดือดแล้วน ามา 100 ไมโครลิตรแล้วใช้ปลายทิปร้อนปาดจนบางเป็นเนื้อเดียว ปล่อยให้แห้งแล้วเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียสใช้ได้หลายเดือน 
3. 1% Low melting point agarose gel (LMP)  
 LMA 5 มิลลิกรัม ละลายใน PBS 5 มิลลิลิตร 
แบ่งเก็บเป็นหลอดเล็กขนาด 75 ไมโครลิตรและ 120 ไมโครลิตรเก็บที่ -20 องศาเซลเซียสใช้ได้หลายเดือน ก่อน
ใช้อุ่นจนเป็นน้ าใส ตั้งที่ 37 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช ้
4. High-Salt Lysis Solution, pH 10 
 Nacl  14.61 กรัม 
 Tris base 0.12   กรัม  
 EDTA (Na3)  3.72   กรัม  
ละลายในน้ าจนครบ 89 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 10 แล้วเติม  Triton-X 100 1 มิลลิลิตรและ DMSO 10 
มิลลิลิตรจนครบ 100 มิลลิลิตรผสมก่อนใช้ไม่เกิน 24 ชั่วโมง 

5.  Alkaline Electrophoresis buffer, pH 13 
 10 M NaOH  30 มิลลิลิตร 
 200 mM EDTA  5   มิลลิลิตร 
เติมน้ าจนครบ 1 ลิตร ปรับจนได้ pH 13 ก่อนทดลองไม่เกิน 24 ชั่วโมง 
6. Nutralization buffer, pH 7.5 
 Tris base 48.5 กรัม 
เติมน้ าจนได้ปริมาตร 800 มิลลิลิตรแล้วปรับ pH เป็น 7.5 แล้วจึงเติมน้ าจนครบ 1 ลิตร   
7. EtBr stain solution 10x 
  Ethidium Bromide  10 มิลลิกรัม 
 H2O  50 มิลลิลิตร 
 ผสมผงสีกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์จนได้ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
8. H2O2 0.1 M 
 H2O2 11.5 ไมโครลิตร 
เติมลงในน้ า 1 มิลลิลิตร  เก็บในตู้แช่แข็ง นานไม่เกิน 1 สัปดาห ์

5 Heinz body inhibition assay 
1. APHZ 100 มิลลิกรัมเปอร์เซ็นต์ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ประกอบด้วย KH2PO4 เข้มข้น 1/15 โมล 1.3 ส่วนและ 
Na2HPO4 เข้มข้น 1/15 โมล 8.7 ส่วน, pH 7.4  
2. กลูโคส 200 mg% โดยละลายกลูโคส 200 มิลลิกรัมใน PBS 100 มิลลิลิตร  
2.  คลิสตัลไวโอเล็ต 1 กรัมเปอร์เซ็นต ์ (w/v) ใน 0.73 เปอร์เซ็นต์ NaCl โดยละลายคลิสตัลไวโอเล็ต 1 กรัมใน
สารละลาย NaCl 100 มิลลิลิตร 

6 Hemolysis inhibition assay 
1.  AAPH ความเข้มข้น 200 มิลลิโมล ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.4 
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7  MTT assay 
1. MTT stock solution reagents 5 mg/ml  
 MTT dye  5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.5, 1 มิลลิลิตร 

แล้วกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 m เพื่อท าให้ปราศจากเชื้อและแยกตะกอนเล็กๆ ท่ียังละลายไม่ดีออก 
เก็บที่ 2-8 องศา เมื่อจะใช้ให้ dilute 1:2 ด้วย PBS, pH 7.4 
2. solution ส าหรับ MTT cystal 
 100% Ethanol  1 ส่วน 
 DMSO  1 ส่วน 

8 Neutral red accumulation assay  
1. Neutral Red reagent 4 mg/ml 

Neutral Red dye  4 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.5,  1 มิลลิลิตร   

กรอง filter ขนาด 0.22 m เก็บที่ 2-8 องศา เมื่อจะใช้ให้เจือจาง 1:40 ด้วย PBS, pH 7.4 แล้วตั้งไว้ที่ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาทีโดยเตรียมใหม่ทุกครั้งแล้วปั่นที่ 1500 rpm ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาทีเพื่อ
ตกตะกอนคริสตัลท่ีไม่ละลาย 
2. Washing solution ส าหรับ NR   
 37 % Formaldehyde   6.5 มิลลิลิตร 
 10% CaCl2  50   มิลลิลิตร 
 H2O  445 มิลลิลิตร 
3. Lysis solution ส าหรับ NR   
 Garcial Acetic acid   4.75 มิลลิลิตร 
 95% ethanol  250 มิลลิลิตร 
    H2O  245 มิลลิลิตร 
9 DCFH-DA assays 
1. DCFH-DA stock solution 10 มิลลิโมล 
 DCFH-DA dye  48.73 มิลลิกรัม ละลายใน absolute Ethanol 1 มิลลิลิตร 

ก่อนใช้ เจือจางกับ PBS, pH 7.4 ในอัตราส่วน 1:100 จนได้ความเข้มข้น 100  M เก็บที่ -20 องศาได้นาน 1 
เดือน 

10 RT-PCR 
1. RNase Free water 

เติมน้ ากล่ัน 1 ลิตรใส่ขวดขนาด 1000 มิลลิลิตรแล้วเติม Diethylpyrocarbonate (DEPC) ลงไป 100 l (0.01 
%) ตั้งทิ้งไว้ 24 ชั่วโมงแล้ว autoclave 
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11 Cell Culture 
1. Heat inactivation Fetal Bovine Serum 

น าซีรัมแกว่งใน waterbath อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที แล้วกรองผ่าน filter ขนาด 0.22 m 
เก็บที่ -20 องศา เมื่อต้องการน ามาใช้ให้น ามาตั้งที่ 4 องศาเซลเซียสก่อน 1 วันเพื่อให้ซีรัมละลาย 
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ภาคผนวก ค 
ข้อมูลที่มีประโยชน์อื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

1. ค่าข้อมูล Molarity และ Specific gravity ของกรดเข้มข้นที่ใช้ในการทดลอง 

Acid/base Molecular 
weight 

% by weight Molarity 
(approx.) 

Specific 
gravity 

1 M Solution 
(ml/liter) 

Acetic acid(glacial) 60.05 99.6 17.4 1.05 57.5 
Formic acid 46.03 90 

98 
23.6 
25.9 

1.205 
1.22 

42.4 
38.5 

Hydrochloric acid 36.46 36 11.6 1.18 85.9 
Sulfuric acid 98.07 98 18.3 1.835 54.5 

 
2. ความหนาแน่นของ apolipoprotein แต่ละชนิด 

 Chylomicrons VLDL LDL HDL 

Density / g cm-3 0.93 <1.006 1.019-1.063 1.063-1.21 
Protein / % 2 9 20 45 

Phospholipid / % 8 20 20 25 
Free cholesterol / % 1 7 10 5 
Triacylglycerols / % 85 55 10 8 

Cholesterol esters / % 2 10 35 15 
Apolipoproteins B-48, C, E A, B-100, C, E B-100 A, C, D, E 

 
3. ค่าไขมันในกระแสเลือดปกต ิ

Lipid component Concentration 

Total cholesterol / mmol dm-3 <5.2 
LDL cholesterol / mmol dm-3 <3.6 
HDL cholesterol / mmol dm-3 
     Female 
     Male 

 
>1.2 
>0.9 

Triacylglycerols / mmol dm-3 0.4-1.8 
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4. ข้อมูลของ apoprotein หลักที่พบได้ในพลาสมาชนิดต่างๆ 

Designation No. residues Mass (kDa) Source Functions 

A-I 243 29  Major HDL protein 
A-II - 17.4 Liver & intestine  
A-IV 376 44.5   
B-100 4536 513 Liver VLDL formation; ligand for LDL 

receptor 
B-48 2152 241 Intestine Chylomicron formation ligand for 

liver chylomicron receptor 
C-I 57 6.6   
C-II 79 8.9 Liver Cofactor for lipoprotein lipase 
C-III 79 8.8   
D - 31 Many tissues A lipocalin 
E 299 34 Liver, VLDL Ligand for LDL receptor 
(a) Variable   Ligand for liver chylomicron 

receptor 

 
 
5. ค่าแอนโทไซยานินส์ทั้งหมดที่ได้ท าการตรวจวัดจากข้าวเมล็ดสีพันธุ์ต่างๆ ในต่างประเทศ ค่าแสดงเป็น 
มิลลิกรัมของแอนโทไซยานินส์ต่อข้าว 100 กรัม 

Varieties Cyanidin-3-
Glucoside 

Peonidin-3-
glucoside 

Total Cyanidin-3-
glucoside (%) 

Sawon #415 470 23 493 95 
Kilimheugmi 240 26 266 90 
Sawon #425 206 40 246 Varieties 
Heugjinmi 200 32 232 86 

Sanghaehyeolla 50 5 55 91 
Hongmi 30 6 36 83 

Sawon #405 16 4 20 80 
Sawon #420 10 Not detected 10 100 
Jawangdo 10 Trace 10 100 
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ภาคผนวก ง 
ใบยินยอมบริจาคโลหิตเพื่อวิจัย 

ข้าพเจ้ายินดีให้เลือดเพื่อการวิจัยในโครงการ 1. สารต้านอนุมลอิสระในข้าวด า ข้าวเหนียวด า และข้าวแดง: การ
ป้องกันการท าลายเซลล์และสารพันธุกรรมจากอนุมูลอิสระ (Antioxidants in Black Rice, Black Sticky Rice 
and Red Rice: Protective Effect on Cytotoxicity and DNA Damage by Free Radicals) หรือ 2. สีจาก
เมล็ดข้าวควบคุมความเครียดจากภาวะออกซิเดทีฟและการถอดรหัสทางพันธุกรรมใน HepG2 เซลล์ (Rice 
Pigments Control Oxidative Stress and Gene Expression in HepG2 Cells) โดยมีหัวหน้าโครงการวิจัยคือ 
รศ.ดร. วาริน แสงกิติโกมล ผู้ร่วมวิจัย ผศ.ดร. เทวิน เทนค าเนาว์ และนางสาวอฑิตยา โรจนสโรช นิสิตปริญญา
โท สาขา๙วเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยจะใช้เลือดของ
ผู้บริจาคเพื่อเป็นตัวแทนของกลุ่มคนไทยที่มีสุขภาพดี โดยจะบริจาคเลือดประมาณ 3 มิลลิลิตร เพื่อเป็น
ประโยชน์ต่อการค้นคว้าวิจัยต่อไป 

 

ชื่อ.............................................ผู้บริจาค  
  (…………………………………) 
วันท่ี...........................................  
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

นางสาว อฑิตยา โรจนสโรช ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิค
การแพทย์) เกียรตินิยมอันดับ 2 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปี 2548 และได้เข้าศึกษาต่อระดับบัณฑิตศึกษา 
หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 
2549 
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