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H2O2 และลดการเกิดภาวะ oxidative stress ภายในเซลล์ โดยมีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระ และมีสารทริปโตเฟนและเมลาโทนินเป็นส่วนประกอบ นอกจากนี้สามารถเพ่ิมการแสดงออก
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This study evaluated the protective effects of rice (Oryza sativa var.glutinosa) 
extracts including white, brown and black glutanious rice  and corn ( Zea mays 
var. rugosa)  extracts including sweet corn and baby corn , and their underlying 
mechanisms against H2O2- induced neuronal cell death in HT-22 cells.  H2O2- induced 
neurotoxicity was characterized by decrease in cell viability, increase in ROS production 
and decrease in BDNF mRNA and protein expression.  Pretreatment with rice and corn 
extracts significantly attenuated H2O2- induced neurotoxicity, and also significantly 
decreased ROS production. Rice and corn extracts could upregulate of the expression 
of BDNF mRNA and protein.  They possessed melatonin and tryptophan contents. 
Therefore, it is evident that rice and corn extracts protected HT22 cells from the 
cytotoxic effect of H2O2, and inhibition of ROS production in conjunction with 
modulation of BDNF expression may contribute to the underlying mechanisms.   This 
result suggested that rice and corn extracts might be beneficial as potential way to 
prevent of neurodegenerative diseases. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท คือ โรคที่มีการท าลายของเซลล์ประสาทในสมอง ท าให้
สมองในบริเวณที่ถูกท าลายไม่สามารถท างานได้ ส่งผลให้ปริมาตรของสมองจะค่อย ๆ ฝ่อเล็กลง โดย
โรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทมีด้วยกันหลายโรค เช่น โรคอัลไซเมอร์, โรคมะเร็งสมอง, 
โรคพาร์กินสัน, Encephalitis, Epilepsy, Genetic Brain Disorders, Stroke, Multiple Sclerosis 
และ Huntington's Disease รวมถึงภาวะโรคซึมเศร้าด้วย [1] ซึ่งสาเหตุของการเกิดโรคความเสื่อม
ของเซลล์ประสาท เกิดจากทั้งปัจจัยทางพันธุกรรม และปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะปัจจัย
ทางด้านสิ่งแวดล้อมปัจจุบันเข้ามามีบทบาทส าคัญในการเกิดโรคต่างๆ มากขึ้น ทั้งสิ่งแวดล้อมที่เป็น
มลพิษ การด าเนินชีวิตประจ าวันที่ส่งผลก่อให้เกิดความเครียดในหลายๆ ด้าน และการบริโภคอาหารที่
ไม่มีประโยชน์ จากข้อมูลของ the National Institute of Neurological Disorders and Stroke 
ประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่า มีภาวะความผิดปกติของระบบประสาทมากกว่า 600 ภาวะ ที่มี
ผลกระทบต่อชาวอเมริกัน ประมาณ 50 ล้านคนต่อปี [2] และพบว่ามีโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท 
ที่ส าคัญที่พบมาก ได้แก่ โรคอัลไซเมอร์ และโรคพาร์กินสัน ซึ่งโรคดังกล่าวเกิดข้ึนกับ 20 ล้านคนทั่ว
โลก และมีเปอร์เซ็นต์เพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ ในประเทศไทยพบว่ามีประชากรอายุเกิน 60 ปี ถึง 3 ล้าน 1 
แสนคน คิดเป็นเปอร์เซนต์  ได้ร้อยละ 5.7 ของประชากรไทย (พ.ศ 2532)  ดังนั้นกลุ่มประชากรกลุ่มนี้
จึงมีความโน้มเอียงสูงที่จะเกิดภาวะความเสื่อมของเซลล์ประสาทได้ ภาวะความเสื่อมของเซลล์
ประสาทนี้ไม่เฉพาะเกิดแต่ในผู้สูงอายุเท่านั้น ในประชากรที่อายุน้อยก็อาจเกิดภาวะนี้ได้เช่นกัน ซึ่ง
มักจะมีสาเหตุมาจากโรคพันธุกรรม [3] และยังพบว่าผู้ที่มีภาวะซึมเศร้าบ่อยๆสามารถพัฒนาการ
ด าเนินโรคเป็นโรคอัลไซเมอร์ได้ [4] 

นอกจากนี้ อีกหนึ่งสาเหตุที่ส าคัญและก าลังเป็นปัญหาในด้านสาธารณสุขที่ก่อให้เกิดความ
เสี่ยงสูงขึ้นต่อการเกิดโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท คือ ความชรา (aging) โดยเฉพาะในปัจจุบัน 
ประเทศไทยก าลังมีสัดส่วนประชากรผู้สูงวัยเพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัด แม้มีอายุยืนยาวเพ่ิมข้ึน แต่ก็
ปฏิเสธการป่วยเป็นโรคต่างๆ ไม่ได้ โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากความเสื่อม ในระบบต่างๆ ในผู้สูงวัย อาทิ
เช่น โรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ และโรคซึมเศร้า เป็นต้น โรค
เหล่านี้ก าลังเป็นปัญหาส าคัญทางสาธารณสุขของประเทศไทยและประเทศต่างๆ ทั่วโลก ที่ทวีความ
รุนแรงมากขึ้นในสภาวะปัจจุบัน ดังนั้น ต้องเตรียมรับกับปัญหาโรคเรื้อรังในผู้สูงอายุในทุกมิติ 
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เนื่องจากยังไม่มียาที่พร้อมทั้งด้านสรรพคุณ ไร้ผลที่ไม่พึงประสงค์ และราคาไม่แพง การศึกษาเพ่ือ
พัฒนาการป้องกันและรักษาผู้ป่วยโรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาท จึงต้องด าเนินไปอย่าง
ต่อเนื่อง แม้ว่ายังไม่ได้ผลเป็นที่น่าพอใจนัก แต่ก็มีความเป็นไปได้สูงที่สมุนไพร หรือผลิตภัณฑ์ทาง
ธรรมชาติ เช่น ข้าว และข้าวโพด จะเป็นทางเลือกที่ได้รับความนิยมส าหรับการป้องกันและรักษาโรคที่
เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาทได้  

การรักษาโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท ปัจจุบันยังไม่มียาที่สามารถรักษาโรคความเสื่อม
ทางระบบประสาทเหล่านี้ให้หายขาดได้ มีเพียงยาที่ใช้บรรเทารักษาตามอาการเท่านั้น ท าให้ผู้ที่ป่วย
เป็นโรคเหล่านี้จะต้องทานยาอยู่ตลอด ไม่สามารถจะหยุดยาได้ ท าให้ค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคสูงขึ้น 
เพราะน ายาเข้ามาจากต่างประเทศ นอกจากนี้ ยาที่ใช้ในการรักษา ก็ยังส่งผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยได้ ซึ่ง
อาจเป็นอันตรายต่อผู้ป่วยด้วย ตัวอย่างยารักษาโรคอัลไซเมอร์ เช่น โดเนเพซิล, กาแลนทามีน และไร
วาสติกมีน ซึ่งเป็นยาที่ใช้เพื่อลดอัตราการท าลายแอซิทิลโคลีนจากการที่เซลล์สมองถูกท าลาย ซึ่งยาก
ลุ่มเหล่านี้มีผลข้างเคียงของยาที่พบบ่อยคือ คลื่นไส้ อาเจียน อันเนื่องจากปริมาณโคลิเนอร์จิกมาก
เกินไป พบได้ประมาณร้อยละ 10-20 ของผู้ใช้ยาและมีความรุนแรงในระดับน้อยถึงปานกลาง ส่วน
ผลข้างเคียงท่ีพบได้น้อยคือตะคริว หัวใจเต้นช้า เบื่ออาหาร น้ าหนักลด และเพ่ิมการสร้างกรด
กระเพาะ [5] 

ดังนั้น การรักษาด้วยสมุนไพร หรือผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติ จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถ
น ามาใช้ในการรักษาโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ มีความปลอดภัย และราคาไม่แพง จากการศึกษาก่อน
หน้านี้ ได้มีการศึกษาถึงข้าว และข้าวโพด ซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของไทย และเป็นอาหารหลักท่ี
คนไทยนิยมบริโภค พบว่าข้าว และข้าวโพดมีคุณสมบัติในการป้องกันและรักษาโรคทางระบบประสาท
ด้วยสารที่มีชื่อว่า เมลาโทนิน และทริปโตเฟน(สารตั้งต้นของเมลาโทนิน) โดยพบว่ามีคุณสมบัติเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระ [6] นอกจากนี้ยังพบว่าสารเมลาโทนินช่วยลดอาการนอนไม่หลับในผู้ป่วยซึมเศร้า [7]  
และมีผลต่อผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ [8] และพาร์กินสันด้วย [9] นอกจากข้าวแล้วยังพบว่าข้าวโพดยัง
ประกอบไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ และสามารถป้องกันความเสื่อมของโรคความเสื่อมของเซลล์
ประสาทได้เช่นกัน โดยเฉพาะในโรคอัลไซเมอร์ [10] ทีส่ าคัญกว่านั้น ถ้าข้าวและข้าวโพดที่น ามาศึกษา
ในครั้งนี้ มีฤทธิ์ทางชีวภาพจริง การบริโภคข้าวและข้าวโพดเหล่านี้ จะเป็นแนวทางในการป้องกันโรคท่ี
เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาทได้เป็นอย่างดีด้วย 

ด้วยเหตุนี้ คณะผู้วิจัย จึงสนใจที่จะน าสารสกัดจากข้าวและข้าวโพด ได้แก่ ข้าวเหนียว ข้าวเหนียว
กล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดหวาน และข้าวโพดอ่อนมาศึกษาความสามารถในการออกฤทธิ์ โดยการ
ใช้เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Hippocampal neuronal cell line (HT-22) เป็นโมเดลในการศึกษา (in 
vitro model) เพ่ือทดสอบว่า สารสกัดจากข้าวและข้าวโพดเหล่านี้ จะออกฤทธิ์ต้านการตายของเซลล์
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โดยมีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระต่อเซลล์ประสาท หรือไม่ อย่างไร รวมถึง จะศึกษาในระดับกลไกว่า 
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพนั้น อาจเป็นเพราะสารสกัดจากข้าวและข้าวโพด มีสารเมลาโทนิน และ/หรือ
สารตั้งต้นในการสร้างเมลาโทนิน (ทริปโตเฟน) เป็นองค์ประกอบทางเคมีที่ส าคัญ นอกจากนี้ สารสกัด
จากข้าวและข้าวโพดเหล่านี้ อาจมีสารอ่ืนๆที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระด้วย ซึ่งมีสรรพคุณในการ
ต้านความเสื่อมของเซลล์ประสาท อนึ่งมีรายงานที่แสดงว่า เมลาโทนินออกฤทธิ์โดยมีกลไกในระดับ
โมเลกุล โดยการกระตุ้นการเพ่ิมการแสดงออกของยีน brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่ในด้านการเพิ่มประสิทธิภาพ เพ่ือต้านความเสื่อมของเซลล์ประสาท นอกจากนี้ยัง
พบว่าเมลาโทนินสามารถลดอาการ cognitive impairment ในหนูที่มีความผิดปกติในการนอนหลับ
โดยสารมารถเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน BDNF ในสมองส่วน cerebral cortex และ 
hippocampus ของหนู [11-14] และยังพบว่า BDNF ยังเป็นตัวที่เชื่อมระหว่างโรคอัลไซเมอร์และ
ภาวะซึมเศร้า เนื่องจากพบว่าในภาวะซึมเศร้าเป็นสาเหตุท าให้เกิดการท าลายของเซลล์สมองส่วน 
hippocampus และพบว่าในโรคอัลไซเมอร์ก็เช่นเดียวกันพบว่ามีการท าลายของเซลล์สมองส่วน 
hippocampus เช่นกัน และส่งผลให้เกิดการลดระดับของ BDNF ลง [15] โดยโครงการวิจัยนี้ จะ
พิสูจน์ด้วยกระบวนการทางวิทยาศาสตร์ในห้องปฏิบัติการวิจัย คณะผู้วิจัยหวังว่า การวจิัยในครั้งนี้ จะ
เป็นแนวทางในการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดอ่ืนๆ และเป็นประโยชน์ส าหรับผู้
ต้องการศึกษาต่อยอดเกี่ยวกับประสิทธิภาพของข้าวและข้าวโพดชนิดอื่นที่ส่งผลในการป้องกันและ
รักษาโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาทต่อไป ผลลัพธ์ที่ส าคัญอีกประการหนึ่ง คือ เป็นแนวทางในการ
ช่วยผลักดันด้วยหลักฐานเชิงประจักษ์ เพ่ือน าไปสู่การเพ่ิมมูลค่าของข้าวและข้าวโพดไทย 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือวิเคราะห์ฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดหวาน และ
ข้าวโพดอ่อน ต่อการต้านการตายของเซลล์ประสาท  

2. เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารเมลาโทนิน และทริปโตเฟน ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสร้างเมลาโทนิน 
และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ในสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า 
ข้าวโพดหวาน และข้าวโพดอ่อน 

3. เพ่ือวิเคราะห์ฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดหวาน และ
ข้าวโพดอ่อน ต่อการแสดงออกของโปรตีน brain-derived neurotrophic factor (BDNF)  
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้จะท าการศึกษาเมล็ดข้าวเหนียว 3 ชนิด ได้แก่ ข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง และ
ข้าวเหนียวด า พันธุ์กข6 ข้าวโพดหวาน และข้าวโพดอ่อน ซึ่งมีอยู่ทั่วไปในประเทศไทย โดยคณะผู้วิจัย 
จะท าการประเมินผลของสารสกัดจากข้าว และข้าวโพดต่อการมีชีวิตอยู่รอดของเซลล์สมอง ตามด้วย
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีที่ออกฤทธิ์ ได้แก่ เมลาโทนิน และทริปโตเฟน รวมทั้งความสามารถ
ในการต้านสารอนุมูลอิสระ นอกจากนี้ จะวิเคราะห์กลไกในระดับโมเลกุล คือ การแสดงออกของ
โปรตีน BDNF ที่จะบ่งชี้ได้ว่าการออกฤทธิ์ป้องกันความเสื่อมของเซลล์ประสาทนั้น มีเมลาโทนิน และ/
หรือ ทริปโตเฟน(สารตั้งต้นในการสร้างเมลาโทนิน) เป็นสารบ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ทั้งนี้ จะ
ท าการศึกษาในเซลล์สมองส่วนฮิปโปแคมปัสเพาะเลี้ยงของหนู (Hippocampal neuronal cell line, 
HT-22) ซึ่งเป็นการศึกษาในลักษณะ in vitro model 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้รับองค์ความรู้ เพ่ือให้มีความเข้าใจต่อกลไกการท างานของสารเมลาโทนิน และทริปโตเฟน (สาร
ตั้งต้นของเมลาโทนิน) ในสารสกัดจากข้าว และข้าวโพดตลอดจนกลไกในระดับการแสดงออกของ
โปรตีน BDNF ที่เพ่ิมประสิทธิภาพในการต้านความเสื่อมของเซลล์ประสาท  

2. สามารถน าข้าวและข้าวโพด มาเป็นแนวทางหรือเป็นเป้าหมายใหม่ในการป้องกันและรักษาโรคที่
เกี่ยวข้องกับเซลล์ประสาท  

3. สามารถน าความรู้และข้อมูลที่ได้ของสารเมลาโทนิน และทริปโตเฟน (สารตั้งต้นของเมลาโทนิน) ใน
สารสกัดจากข้าวและข้าวโพด ไปใช้ในการศึกษาวิจัยต่อในอนาคตเพ่ือพัฒนาอาหารเสริม หรือยา ใน
การรักษา สร้างเสริมสุขภาพให้แข็งแรง และป้องกันโรคจากความเสื่อมของเซลล์ประสาท  

4. สามารถน าความรู้ที่ได้มาเผยแพร่ต่อประชาชนผู้บริโภคถึงคุณประโยชน์ต่อสุขภาพของตนเอง และ
ท าให้คนไทยนิยมบริโภคข้าวและข้าวโพดไทยมากข้ึน และยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของข้าวและข้าวโพด
ไทย 



 

 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคความเสื่อมของระบบประสาท 

โรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท คือ โรคที่มีการท าลายของเซลล์ประสาทในสมอง ท าให้
สมองในบริเวณที่ถูกท าลายไม่สามารถท างานได้ ส่งผลให้ปริมาตรของสมองจะค่อย ๆ ฝ่อเล็กลง โดย
โรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทมีด้วยกันหลายโรค เช่น โรคอัลไซเมอร์, โรคมะเร็งสมอง, 
โรคพาร์กินสัน, Encephalitis, Epilepsy, Genetic Brain Disorders, Stroke, Multiple Sclerosis 
และ Huntington's Disease รวมถึงภาวะโรคซึมเศร้าด้วย [1] ซึ่งสาเหตุของการเกิดโรคความเสื่อม
ของเซลล์ประสาท เกิดจากทั้งปัจจัยทางพันธุกรรม และปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะปัจจัย
ทางด้านสิ่งแวดล้อมปัจจุบันเข้ามามีบทบาทส าคัญในการเกิดโรคต่างๆ มากขึ้น ทั้งสิ่งแวดล้อมที่เป็น
มลพิษ การด าเนินชีวิตประจ าวันที่ส่งผลก่อให้เกิดความเครียดในหลายๆ ด้าน และการบริโภคอาหารที่
ไม่มีประโยชน์ อีกหนึ่งสาเหตุที่ส าคัญและก าลังเป็นปัญหาในด้านสาธารณสุขที่ก่อให้เกิดความเสี่ยง
สูงขึ้นต่อการเกิดโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท คือ ความชรา (aging) โดยเฉพาะในปัจจุบัน 
ประเทศไทยก าลังมีสัดส่วนประชากรผู้สูงวัยเพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัด แม้มีอายุยืนยาวเพ่ิมข้ึน แต่ก็
ปฏิเสธการป่วยเป็นโรคต่างๆ ไม่ได้ โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากความเสื่อม ในระบบต่างๆ ในผู้สูงวัย อาทิ
เช่น โรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ และโรคซึมเศร้า เป็นต้น การ
รักษาโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท ปัจจุบันยังไม่มียาที่สามารถรักษาโรคความเสื่อมทางระบบ
ประสาทเหล่านี้ให้หายขาดได้ มีเพียงยาที่ใช้บรรเทารักษาตามอาการเท่านั้น ท าให้ผู้ที่ป่วยเป็นโรค
เหล่านี้จะต้องทานยาอยู่ตลอด ไม่สามารถจะหยุดยาได้ ท าให้ค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคสูงขึ้น เพราะน า
ยาเข้ามาจากต่างประเทศ นอกจากนี้ ยาที่ใช้ในการรักษา ก็ยังส่งผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยได้ ซึ่งอาจเป็น
อันตรายต่อผู้ป่วยด้วย ตัวอย่างยารักษาโรคอัลไซเมอร์ เช่น โดเนเพซิล, กาแลนทามีน และไรวาสติกมีน 
ซึ่งเป็นยาที่ใช้เพ่ือลดอัตราการท าลายแอซิทิลโคลีนจากการที่เซลล์สมองถูกท าลาย ซึ่งยากลุ่มเหล่านี้มี
ผลข้างเคียงของยาที่พบบ่อยคือ คลื่นไส้ อาเจียน อันเนื่องจากปริมาณโคลิเนอร์จิกมากเกินไป พบได้
ประมาณร้อยละ 10-20 ของผู้ใช้ยาและมีความรุนแรงในระดับน้อยถึงปานกลาง ส่วนผลข้างเคียงที่พบ
ได้น้อยคือตะคริว หัวใจเต้นช้า เบื่ออาหาร น้ าหนักลด และเพ่ิมการสร้างกรดกระเพาะ [5] 
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2.2 อนุมูลอิสระ และสารต้านอนุมูลอิสระ 

 อนุมูลอิสระ เป็นสารซึ่งมีอิเล็กตรอนซึ่งไม่มีคู่อยู่ในวงรอบของอะตอม หรือโมเลกุล ซึ่งอนุมูล
อิสระมีมากมายหลายชนิดเช่น hydroxyl radical, superoxide, peroxyl, alkoxyl และ oxides ของ 
nitrogen โดยปกติสารเหล่านี้เกิดข้ึนโดยปฏิกิริยาในร่างกายอยู่แล้ว โดยเฉพาะเวลามีธาตุเหล็ก 
ทองแดง แมงกานีส โคบอลต์ โครเมียม นิเกิล อยู่เป็นจ านวนน้อยๆ มักเกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่และ
ร่างกายก็จะมีระบบของสารต้านอนุมูลอิสระขจัดออกไป แต่ถ้าร่างกายได้รับสารอนุมูลอิสระจาก
ภายนอกมากเกินไป ตัวอย่างเช่น ได้รับจากอาหารบางชนิดที่รับประทาน จากสิ่งแวดล้อมรอบตัวเรา 
เช่น แสงอาทิตย์ซึ่งมีรังสี ultraviolet การแผ่รังสี (radiation) รังสี x-ray หรือจากมลพิษ เช่น ควัน
บุหรี่ ก๊าซจากท่อไอเสียรถยนต์ ถ้าสารเหล่านี้มีมากข้ึนภายในร่างกาย และมากกว่าความสามารถของ
สารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายเราจะสามารถขจัดหมด หรือในภาวะที่จ านวนของสารต้านอนุมูลอิสระ
ในร่างกายลดลง เช่น ผู้สูงอายุ ก็จะท าให้มีสารอนุมูลอิสระเช่น ไฮโดเจนเปอออกไซด์ ซึ่งมีออกซิเจน
เป็นศูนย์กลาง โดยรวมเรียกว่า reactive oxygen species (ROS) มากเกินไปก่อให้เกิดอันตรายได้ ซ่ึง
สารอนุมูลอิสระที่มากเกินไปจะเป็นอันตรายต่อไขมัน (โดยเฉพาะ low density lipoprotein) โปรตีน 
หน่วยสารพันธุกรรม DNA และคาร์โบไฮเดรต ท าให้เพ่ิมอัตราการเสี่ยงต่อการเป็นโรคหลายชนิด โรค
ที่ส าคัญและมีการศึกษากันมาก ได้แก่ โรคอัลไซเมอร์ หรือโรคความจ าเสื่อม โรคความแก่ โรคหลอด
เลือดตีบและแข็งตัว โรคมะเร็งบางชนิด โรคไขข้ออักเสบ เป็นต้น [16] โดยสารอนุมูลอิสระท่ีเราสนใจ 
และใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ ไฮโดเจนเปอออกไซด์ H2O2 ซึง่เกิดจาก O2

2- เมื่ออยู่ใน pH ร่างกายปกติ
จะเกิดปฏิกิริยา dismutation reaction ได้รับโปรตอนเกิดเป็น H2O2 แต่หากอยู่ในสภาวะที่เป็นกรด 
ปฏิกิริยานี้จะเกิดเร็วขึ้นเนื่องจากค่า pKa ของ H2O2 สูง ซ่ึง H2O2 มีอัตราการท าปฏิกิริยาต่ าแต่สามารถ
ผ่านผนังเซลล์ได้ง่าย [17] โดยการท าปฏิกิริยาของ H2O2 เป็นตัวออกซิไดซ์เข้าท าลายผนังเซลล์ โปรตีน 
และ DNA ให้เสียหาย ท าให้ Ca2+ รั่วไหลออกมาจากแหล่งเก็บภายในเซลล์ไปกระตุ้นเอนไซม์ 
proteolytic ให้ท าลายระบบการสร้างพลังงานของเซลล์ เช่น เอนไซม์ในกระบวนการ glycolytic คือ 
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase ท าให้เซลล์ขาดแคลนพลังงานและตาย [18] ใน
ปัจจุบันเชื่อว่าสาเหตุโรคมากมายเกิดจากการเสื่อมของเซลล์และสารต่างๆ ในร่างกายที่เกิดจากการ
ท าลายของอนุมูลอิสระทั้งท่ีเกิดจากร่างกายสร้างขึ้นมาเอง เช่น ระบบภูมิคุ้มกันในการต่อสู้เชื้อโรค 
และท่ีได้รับมาจากภายนอกร่างกาย เช่น มลภาวะจากสิ่งแวดล้อม อาหาร การออกก าลังกายอย่างหนัก 
อนุมูลอิสระนี้จะไปท าอันตรายส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์และเนื้อเยื่อ เช่น ผนังเยื่อหุ้มเซลล์ ไซ
โทพลาซึม ไมโทคอนเดรีย และนิวเคลียส ท าให้สูญเสียโครงสร้าง หน้าที่การท างาน และท าให้เซลล์
ตาย เกิดเป็นพยาธิสภาพของโรคต่างๆ [19, 20] นอกจากร่างกายมีการเกิดอนุมูลอิสระได้ตลอดเวลา
แล้ว ร่างกายจึงมีการปรับสมดุลเพื่อให้ร่ายกายสมดุลและ เซลล์ไม่ได้รับบาดเจ็บหรือเกิดพยาธิสภาพ
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ต่างๆจากการเกิดอนุมูลอิสระ ร่างกายจึงมีการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ือปรับลดระดับอนุมูลอิสระ
ที่เกิดขึ้นไม่ให้มีมากเกินไป 

ร่างกายมนุษย์เรามีระบบการป้องกันอันตรายจากอนุมูลอิสระไม่ให้มาท าอันตรายนั่นก็คือ 
สารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นสารที่มีความสามารถในการสะเทิน (neutralize) อนุมูลอิสระโดยการให้
อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมหนึ่งตัวหรือมากกว่าแก่อนุมูลอิสระ ท าให้อนุมูลอิสระมีความไวใน
การท าปฏิกิริยากับสารอื่นลดลงหรือหมดไป โดยเมื่อสารต้านอนุมูลอิสระให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ
ไปแล้วก็จะกลายเป็นอนุมูลอิสระที่เฉื่อย ไม่ไวต่อปฏิกิริยา ร่างกายเรามีสารต้านอนุมูลอิสระรูปแบบ
ต่างๆ มากมาย ทั้งที่สร้างขึ้นเองในร่างกายซึ่งจะเป็นพวกเอนไซม์หรือโปรตีนต่างๆ เช่น Superoxides 
dismutase (SODs), Catalase (Cat), Glutathione peroxidase (GPX), Glutathione reductase 
(Gred), Glutathione (GSH), Peroxiredoxin, เอนไซม์เฟส II, โปรตีนที่ท าหน้าที่จับโลหะ เช่น 
transferrin, ferritin, ceruloplasmin, hemoglobin และอัลบูมิน และ สารอ่ืนๆ ที่แสดงคุณสมบัติ
ในการป้องกันเซลล์ เช่น กรดอะมิโน Carnosine,  Ansenine และเมลาโทนิน (melatonin) [21, 22
] แต่ถ้าเรามีภาวะอนุมูลอิสระมากกว่าที่สารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายเราจะต้านทานได้ ซึ่งอาจจะ
เกิดจากการบาดเจ็บ ป่วยไข้ ฯลฯ จึงต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระจากภายนอกมาเสริม แหล่งที่พบ
สารต้านอนุมูลอิสระมากและหาง่ายก็คืออาหารที่เรารับประทาน โดยสารต้านอนุมูลอิสระที่อยู่ใน
อาหารมีมากมายเช่น วิตามิน, เกลือแร่, กรดไขมันจ าเป็น และโพลีฟีนอลและไบโอฟลาโวนอยดส์ [23] 
ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระที่กล่าวมาข้างต้นที่ผู้วิจัยสนใจคือเมลาโทนิน (melatonin)  ซึ่งพบว่านอกจาก
จะพบสามารถสร้างเองได้ในร่างกายแล้ว ยังพบมีในพืชต่างๆหลายชนิดอีกมากมาย ซึ่งจะได้รายงาน
ต่อไป 
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2.3 เมลาโทนิน และทริปโตเฟน 

เมลาโทนิน หรือ N-acetyl-5-methoxytryptamine (ภาพที ่1) เป็นสารที่เกิดจากการเมทา
บอลิซึมของทริปโตเฟน (L-tryptophan) [24] ซึ่งถูกค้นพบโดย Lerner และคณะ ปี 1958 [25]  เม
ลาโทนินเป็นฮอร์โมนในระบบประสาทที่ส าคัญ สร้างมาจากต่อมไพเนียลของสัตว์มีกระดูกสันหลัง และ
จะหลั่งออกมาในตอนกลางคืนโดยจะหลังออกมาสูงสุดในช่วงระหว่าง 02.00 น. – 04.00 น. ดังนั้น 
จากการตรวจวัดระดับเมลาโทนินในเลือดแล้ว จะพบว่า ระดับเมลาโทนินตอนกลางคืนจะสูงกว่าตอน
กลางวัน โดยในตอนกลางวันจะมีระดับที่ต่ ามาก [26]   ซึ่งค่าเฉลี่ยของการผลิตเมลาโทนินในแต่ละวัน
เฉลี่ยประมาณ 30ug ต่อวัน  และมีค่าครึ่งชีวิตประมาณ 30-60 นาท ี[27]  นอกจากเมลาโทนิน จะพบ
ในกระแสเลือดแล้ว เมลาโทนินยังสามารถพบได้ในของเหลวในร่างกายอ่ืนๆด้วย ได้แก่ น้ าลาย, น้ าไข
สันหลัง, น้ าอสุจิ, น้ าดี และน้ าคร่ า [28-30] 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1  โครงสร้างทางเคมีของ N-acetyl-5-methoxytryptamine(ซ้าย)  
และ L-tryptophan(ขวา) [31] 
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2.4 กลไกการสร้างเมลาโทนิน 

กลไกการสร้างเมลาโทนิน ดังภาพที ่ 2 โดยเริ่มจากการได้รับทริปโตเฟนเข้ามา เนื่องจาก
กรดอะมิโนชนิดนี้เป็นกรดอะมิโนจ าเป็น ซึ่งร่างกายไม่สามารถสร้างได้จึงต้องได้รับมาจากภายนอก
เท่านั้น ทริปโตเฟนจะถูกส่งมายังเซลล์ไพเนียล ซึ่งมีเอนไซม์ tryptrophan-5-hydroxylase เปลี่ยน 
ทริปโตเฟนเป็น 5-hydroxytryptophan ซึ่งต่อมาถูก decarboxylated เปลี่ยนเป็นซีโรโทนินด้วย
เอนไซม ์ L-aromatic amino acid decarboxylase จากนั้น ซีโรโทนินถูกเปลี่ยนเป็น N-
acetylserotonin ด้วยเอนไซม์ arylalkulamine N-acetyltransferase ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญใน
ขั้นตอนการสร้างเมลาโทนิน จึงถือว่าเป็น rate-limiting enzyme และจากนั้น N-acetylserotonin 
ถูก hydroxyindole-O-methyltransferase เปลี่ยนเป็น เมลาโทนินในที่สุด [28, 32]  และหลังจาก
การสร้างเมลาโทนิน จะไม่มีการสะสมไว้ภายในเซลล์ไพเนียลนาน เมลาโทนินจะถูกหลั่งออกมาสู่
กระแสเลือดอย่างรวดเร็ว [33]   ซึ่งเมลาโทนินจะถูกเมทาบอไลซ์ครั้งแรกท่ีตับ และครั้งที่สองที่ไต  
และประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ของเมลาโทนินใน serum ที่ไม่ถูกเมทาบอไลซ์ จะถูกขับออกมาทาง
ปัสสาวะ [28] 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 กลไกการสร้างเมลาโทนิน [34] 
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2.5 พืชที่พบสารเมลาโทนิน 

 นอกจากเมลาโทนินพบได้ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมแล้ว ยังพบว่าเมลาโทนินที่มีโครงสร้าง
เหมือนกันนี้สามารถพบได้ในพืชหลายชนิดด้วย จากหลักฐานการศึกษาวิจัยวัดระดับเมลาโทนินโดยวิธี 
radioimmunoassay ในพืช ของ Dubbels [35] และ Hattori [36] ในปี 1995 รายงานว่า มีในพืช
หลายชนิด เช่น ข้าว, มะเขือเทศ, มันฝรั่ง, หัวหอม, แตงกวา, กล้วย, แอบเปิ้ล, สตรอเบอรี่ และกีวี เป็น
ต้น พบว่ามีระดับของสารเมลาโทนินในพืชพวกนี้สูงตั้งแต่หน่วยพิโคกรัมถึงไมโครกรัม นอกจากนี้ ยังมี
การค้นพบว่าในพืชจ าพวกธัญพืชเช่น ข้าว, ข้าวโพด, ข้าวโอ๊ด และข้าวบาร์เล่  [37] มีปริมาณสารเมลา
โทนินที่แตกต่างกันตั้งแต่ นาโนกรัมต่อกรัม จนถึงหลายพันพิโคกรัมต่อกรัม ซึ่งจากหลักฐานแสดงให้
เห็นว่าถึงแม้พืชสปีชีส์เดียวกันแต่ก็มีระดับเมลาโทนินที่แตกต่างกัน [38] จากหลักฐานการค้นพบจะ
เห็นได้ว่าพืชชนิดหนึ่งที่พบว่ามีสารเมลาโทนินและเป็นพืชเศรษฐกิจส าคัญของไทยนั้น คือ ข้าว (rice) 
และ ข้าวโพด (corn) 

ตารางที่ 1 : สรุปพืชที่พบมีสารเมลาโทนิน 

ชนิด พืช แหล่งอ้างอิง 

ผักและผลไม้ 

มะเขือเทศ 

มันฝรั่ง 

หอมหัวใหญ่ 

แตงกวา 

กล้วย 

แอบเปิ้ล 

สตรอเบอรี่ 

กีวี 

[35, 36] 

[35, 36] 

[35, 36] 

[35, 36] 

[35, 36] 

[35, 36] 

[35, 36] 

[35, 36] 

เมล็ด 

อัลมอน 

เมล็ดทานตะวัน 

Alfalfa 

Black and white mustard 

Coriander 

[39] 

[39] 

[39] 

[39] 

[39] 
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ชนิด พืช แหล่งอ้างอิง 

ธัญพืช 

ข้าวโพด 

ข้าว 

Wheat 

ข้าวบาร์เลย์ 

ข้าวโอ๊ท  

ข้าวกล้องงอก 

[36, 37] 

[36, 37] 

[36, 37] 

[36, 37] 

[36, 37] 

[40] 

Medicinal herb 

St. John’s wort (Hypericum 
perforatum) 

 Feverfew (Tanacetum 
parthenium)  

[41] 

 

[42] 

 

 
2.6 ข้าวและข้าวโพด กับ งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาท  

 ข้าวมีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Oryza sativa เป็นพืชในกลุ่ม POACEAE (GRAMINEAE) 
เพาะปลูกมากในเขตอากาศอบอุ่นโดยเฉพาะที่ทวีปเอเชีย เช่น ไทย อินเดีย อินโดจีน จีน และ ทวีป
แอฟริกาตะวันออก ข้าวมีประโยชน์ต่อสุขภาพ [43] เนื่องจากพบว่าข้าวมีสารที่มีประโยชน์มากมาย 

เช่นcycloartenol ซึ่งเป็นสารกลุ่มเดียวกับ γ-oryzanol จะมีโครงสร้างที่คล้ายกับคลอเรสเตอรอล 
ดังนั้น cycloartenol จึงสามารถแย่งจับกับ active binding sites ของคลอเรสเตอรอลในตับ และ
สามารถขับคลอเรสเตอรอลออกจากเซลล์ โดยเปลี่ยนเป็นกรดน้ าดีและสีน้ าดีทางล าไส้เล็ก ส่งผลให้
เกิดภาวะ hypocholesterolemic propionic acid ซึ่งเป็นโพลีฟีนอลที่พบมากในข้าวเช่นกัน จะ
ขัดขวางมิให้ร่างกายดูดซึมไขมัน จึงช่วยลดระดับคลอเรสเตอรอล LDL และไตรกลีเซอไรด์ในซีรัมได้ 
[44] นอกจากนี้ ยังมีสารชีวภาพในข้าวที่มีประโยชน์ต่อร่างกายอีกมากมาย ดังนี้ carotenoids, 

Niacin, Pyridoxin, Biotin, Inositol,วิตามินอี, γ -oryzanol, Oryzafuran, Phytosterol และแร่
ธาตุต่างๆรวมถึงใยอาหารด้วย [45] 

 ข้าวโพดมชีื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Zea mays  เป็นพืชอยู่ในกลุ่ม POACEAE (GRAMINEAE) 
[46] นอกจากข้าวแล้วพบว่า ข้าวโพดมีประโยชน์ต่อสุขภาพเช่นกัน พบว่านักวิจัยของมหาวิทยาลัย
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คอร์เนลล์แห่งสหรัฐฯ รายงานในวารสารสมาคมเคมีแห่งอเมริกาว่า ข้าวโพดหวานที่ปรุงสุกแล้วจะออก
ฤทธิ์ล้างพิษในร่างกายสูงขึ้นได้อย่างเด่นชัด โดยข้าวโพดหากต้มหรือปรุงสุกแล้ว ข้าวโพดหวานยังคง
สามารถเก็บสารต้านอนุมูลอิสระไว้ได้ แม้ว่าจะสูญเสียวิตามินซีไป นักวิจัยยังพบอีกว่าการต้มข้าวโพด
หวาน ด้วยอุณหภูมิสูง 115 องศาเซลเซียส ในเวลานานต่างกัน 10, 25 และ 50 นาที พบว่ายิ่งต้มนาน
เท่าไหร่ จะท าให้มันมีสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนเป็น 22, 44 และ 53 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
นักวิทยาศาสตร์เชื่อว่าสารที่ออกฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) มีส่วนเกี่ยวพันกับโรค 
อันสืบเนื่องมาจากความแก่ชราต่างๆ เช่น ต้อกระจก และโรคความเสื่อมของเซลล์ประสาทอีกด้วย 
[47] คณะนักวิจัยชี้แจงว่าข้าวโพดหวาน ที่ต้มหรือปิ้งจะปล่อย สารประกอบที่เรียกว่า กรดเฟอรูลิก
(Ferulic acid) ซึ่งมีประโยชน์กับร่างกาย และจะยิ่งมากข้ึนเมื่อถูกความร้อนสูงขึ้น หรือเวลานานขึ้น 
กรดเฟอรูลิกเป็นพวก พฤกษเคมี (Phytochemical หรือ Phytonutrients) ซึ่งเป็นสารเคมีท่ีมีฤทธิ์
ทางชีวภาพ พบเฉพาะในผักและผลไม้และมีอยู่ไม่มากนัก แต่กลับพบว่ามีอยู่อย่างอุดมในข้าวโพด ซึ่ง
ผสมปนเปรวมอยู่กับพฤกษเคมีอ่ืนๆเพราะฉะนั้นการท าให้มันสุก จึงช่วยให้มันปล่อยกรดเฟอรูลิกออก
มาได้มากข้ึน นอกจากนี้ยังพบว่าข้าวโพดสีค่อนข้างเข้ม เช่น เหลืองเข้มจะมีสารต้านอนุมูลอิสระ กลุ่ม 
ลูทีน และ ซีแซนทีน มาก ซึ่งจะช่วยชะลอปัญหาจอประสาทตาเสื่อม หรือตาบอดจากจอตาเสื่อมได้ 
ส าหรับฝักอ่อนของข้าวโพดก็พบว่ามีประโยชน์เช่นกัน พบว่ามีสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ เบตาแคโร
ทีน สามารถป้องกันเซลล์ถูกท าลายจากสารอนุมูลอิสระได้ [48, 49] นอกจากนี้ในข้าวโพดยังมีสาร
อ่ืนๆอีกมากมายเช่น วิตามินและเกลือแร่ ได้แก่ วิตามินซี แต่วิตามินเอ จะมีเฉพาะในสายพันธุ์ที่มีเมล็ด
สีเหลืองเท่านั้น วิตามินเอ จะอยู่ในรูปเบต้าแคโรทีน ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ช่วยชะลอความเสื่อม
ของเซลล์ สารคาโรทีนอย ช่วยป้องกันตาเสื่อมสภาพ นอกจากนี้ยังมีวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ด้วย 
ส าหรับเกลือแร่ที่พบได้แก่ แคลเซียม ฟอสฟอรัส และเหล็ก เป็นต้น ส าหรับไขมันในเมล็ดข้าวโพดที่แก่
จัดมีไขมันอยู่ประมาณร้อยละ 4 เมื่อน าข้าวโพดไปผลิตเป็นน้ ามันข้าวโพด ใช้ประกอบอาหารจะได้
น้ ามันที่ประกอบไปด้วยกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเป็นส่วนใหญ่ โดยมีกรดไลโนเลอิก 50% และกรดโอเล
อิก 37% ซึ่งกรดไขมันชนิดนี้จะมีคุณประโยชน์ต่อร่างกาย คือจะช่วยควบคุมระดับคลอเลสเตอรอลให้
เป็นปกต ิ[50] 

นอกจากนี้ข้าวและข้าวโพดมีสารที่มีประโยชน์จ านวนมาก และหนึ่งในนั้นคือ เมลาโทนิน ซึ่ง
เป็นสารที่ปัจจุบันมีการใช้สารตัวนี้ในรูปของ nonconventional drug หรือ อาหารเสริมด้วย
คุณสมบัติที่มากมายเช่น ต้านอนุมูลอิสระ, ต้านความเครียด, ต้านความแก่ชรา และเป็น 
immunomodulatory agent ด้วย และยังมีการศึกษามากมายสนับสนุนการใช้เมลาโทนินว่า มี
ประโยชน์ในเรื่องของการป้องกันและรักษาโรคต่างๆ เช่น circadian rhythm sleep disorders 
(CRSD), อาการนอนไม่หลับ, โรคมะเร็ง, โรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาท, โรคซึมเศร้า, 
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seasonal affective disorder, ไมเกรน, กลุ่มโรคอาการปวดหัว, ความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกัน 
และการที่เซลล์ถูกท าลายด้วยอนุมูลอิสระ [51-54] นอกจากนี้ ยังมีการทดลองเก่ียวกับข้าว พบว่า ข้าว
กล้องงอก มีคุณสมบัติของสารต้านอนุมูลอิสระสูงมาก และยังสามารถลดอัตราการตายของเซลล์ SH-
SY5Y (เซลล์ประสาทของคน) โดยไปยับยั้งกลไกของวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) และการตาย
แบบอะพอพโทสิส (apoptosis) ดังนั้น จะเห็นได้ว่า ข้าวกล้องงอกมีประโยชน์ สามารถป้องกันโรคที่
เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาท ที่มีสาเหตุจากการสะสมของอนุมูลอิสระ (free radicals) การ
เกิดอ็อกซิเดทีฟสเตรส (oxidative stress) และการตายแบบอะพอพโทสิสได้ และนอกจากการศึกษา
ในเซลล์แล้ว ยังพบว่า ข้าวกล้องงอกยังสามารถต้านอนุมูลอิสระในหนูได้ด้วย [6] 

นอกจากนี้ ยังมีการรายงานถึงคุณสมบัติในการป้องกันโรคทางระบบประสาทของเมลาโทนิน
อีกมากมาย โดยพบว่าในผู้ป่วยที่มีอาการนอนไม่หลับ เมื่อได้รับเมลาโทนินเข้าไปแล้ว พบว่าสามารถ
ช่วยให้ผู้ป่วยหลับได้ดีขึ้น  [55-57] นอกจากนี้ เมลาโทนินยังมีบทบาทในการป้องกันและรักษาโรคทาง
ระบบประสาทอ่ืนๆ อีก เช่น โรคอัลไซเมอร์ และโรคพาร์กินสัน เนื่องจากมีงานวิจัยของ (Kwong-Man 
Ng, et al. 2010) พบว่า เมลาโทนินสามารถลดการสูญเสียของเซลล์สมองหรือระบบประสาทใน
โรคอัลไซเมอร์ได้ โดยการเปลี่ยนกระบวนการเกิด amyloid-ß ส่งผลให้เซลล์มีชีวิตรอดเพ่ิมมากขึ้น [8] 
ส าหรับในโรคพาร์กินสันก็มีข้อมูลจากงานวิจัยของ (Joshua W. Miller, et al. 1996) พบว่าเมลา
โทนินอาจสามารถไปช่วยลด dopamine auto-oxidation ได ้[9] และยังสามารถลดภาวะซึมเศร้าใน
ผู้ป่วยซึมเศร้าได้ เนื่องจากเมลาโทนินช่วยให้ผู้ป่วยสามารถหลับได้ง่ายขึ้น เพราะผู้ป่วยโรคซึมเศร้า
มักจะมีอาการนอนไม่หลับร่วมด้วย [7] อนึ่ง มีรายงานที่แสดงว่า เมลาโทนินออกฤทธิ์โดยมีกลไกใน
ระดับโมเลกุล โดยการกระตุ้นการเพ่ิมการแสดงออกของยีน brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) [11-14] ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่ในด้านการเพ่ิมประสิทธิภาพ เพ่ือต้านความเสื่อมของเซลล์
ประสาท โดยเป็นการท างานผ่านในระดับโมเลกุลผ่าน signaling pathway ซึ่งมีเอนไซม์ไคเน
สเป็นสารชีวโมเลกุลหลัก ดังแสดงในภาพที ่ 3 [58] นอกจากนี้ยังพบว่าเมลาโทนินสามารถลดอาการ 
cognitive impairment ในหนูที่มีความผิดปกติในการนอนหลับโดยสารมารถเพ่ิมการแสดงออกของ
โปรตีน BDNF ในสมองส่วน cerebral cortex และ hippocampus ของหนู  [14] และยังพบว่า BDNF 
ยังเป็นตัวที่เชื่อมระหว่างโรคอัลไซเมอร์และภาวะซึมเศร้า เนื่องจากพบว่าในภาวะซึมเศร้าเป็นสาเหตุ
ท าให้เกิดการท าลายของเซลล์สมองส่วน hippocampus และพบว่าในโรคอัลไซเมอร์ก็เช่นเดียวกัน
พบว่ามีการท าลายของเซลล์สมองส่วน hippocampus เช่นกัน และส่งผลให้เกิดการลดระดับของ 
BDNF ลง [15]โดยคาดว่ากลไกการแสดงออกของ BDNF จะสามารถแสดงออกผ่านเมลาโทนิน 
pathway ดังภาพที่ 4  
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ภาพที่ 3 วิถีการท างานของโปรตีน brain-derived neurotrophic factor (BDNF) [58] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 กลไกการท างานระหว่างเมลาโนนิน และตัวรับเมลาโทนินต่อการแสดงออกของ 
BDNF ผ่าน melatonin pathway [59] 

 

ดังนั้น ถ้าสารสกัดจากข้าวและข้าวโพดที่ศึกษาในครั้งนี้ มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่เกิดจากเมลา
โทนินหรือสารอ่ืนๆที่มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระจริง การตรวจพบการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนของ 
BDNF จะเป็นการทดลองที่ยืนยันกลไกในระดับโมเลกุลนี้ได้  



 

 

บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมี เครื่องมือ และอุปกรณ์ ที่ใช้ในการทดลอง 

3.1.1 สารเคมี 

 1. Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 2. Fetal Bovine Serum (FBS)    Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 3. Penicillin-Streptomycin Solution   Corning, สหรัฐอเมริกา 

 4. EDTA-Trypsin 0.25% (1X)    Gibthai, ไทย 

 5. Phosphate Buffered Saline    HyClone, สหรฐัอเมริกา 

 6. Dimethyl Sulfoxide (DMSO)    Merk, เยอรมน ี

 7. Hydrogenperoxide (H2O2)    Merk, เยอรมน ี

 8. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-  Bio basic Inc., แคนาดา  

 tetrazolium bromide (MTT)  

 9. Trypan Blue Stain 0.4%    Gibthai, ไทย 

 10. Sodium hydrogen carbonate   Merk, เยอรมน ี

 11. Ethanol      RCI Labscan, ไทย 

 12. Hexane      RCI Labscan, ไทย 

 13. Quercetin      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 14. Ascorbic acid     Calibiochem, สหรัฐอเมริกา 

 15. DPPH reagent     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 16. ABTS reagent     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 17. Potassium persulphate    Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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 18. DCFH-DA      life technology,  

สหรัฐอเมริกา 

 19. Annexin V FITC and PI kit    Biolegend, สหรัฐอเมริกา 

 20. HPLC water     RCI Labscan, ไทย 

 21. TRIzol RNA isolation reagent   Invitrogent, สหรัฐอเมริกา 

 22. Chloroform     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 23. 2-propanol      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 24. ชุดน้ ายา Taq DNA polymersase   Biolab, อังกฤษ 

 25. Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) Fermentas, แคนาดา 

 26. ชุดน้ ายา Super-Script™ II Reverse Transcriptase Invitrogent, สหรัฐอเมริกา 

 27. เอนไซม์ DNase I     Promega, สหรัฐอเมริกา 

 28. Ribolock™ RNase inhibitor    Fermentas, แคนาดา 

 29. Diethyl pirocarbonate (DEPC)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 30. 30% Acrylamide and Bis-Acrylamide Solutions BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

 31. N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine TEMED Omnipur, เยอรมนี 

 32. Sodium Luaryl Sulphate (SDS)   Bio basic Inc., แคนาดา 

 33. Ammonium persulfate    Omnipur, เยอรมนี 

 34. Dithiothreitol (DTT)    Omnipur, เยอรมนี 

 35. Methanol      RCI Labscan, ไทย 

 36. Protein ladder     Thermoscientific, 

สหรัฐอเมริกา 

 37. Bovine Serum Albumin    GE healthcare, อังกฤษ 

 38. Tris       Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

 39. Glysine      Vivantis, สหรัฐอเมริกา 
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 40. Tween-20      Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

 41. Sodium chloride     Merk, เยอรมน ี

 42. Tris-Hydrochloride     Vivantis, สหรัฐอเมริกา 

 43. GBX Developer     KODAK, สหรัฐอเมริกา 

 44. Fixer      KODAK, สหรัฐอเมริกา 

 45. Select and Start Substrate solution  GE healthcare, อังกฤษ 

 46. NP-40 lysis buffer     Biochemica, สหรัฐอเมริกา 

  
3.1.2 เครื่องมือ 

 1. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง Synergy Mx  BioTek, สหรัฐอเมริกา 

 Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader Instrument, Inc. 

 2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง NanoDrop 100   ThermoScientific,  

สหรัฐอเมริกา 

 3. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ     Olympus, ญี่ปุ่น 

 (inverted microscope) รุ่น Olympus CK30 

 4. กล้องจุลทรรศน์แบบ phase contrast   Olympus, ญี่ปุ่น 

 5. เครือ่ง Flow cytometer    BD Biosciences,  

สหรัฐอเมริกา 

 6. เครื่อง thermal cycler รุน่ Mastercycler EP  Eppendrof AG, เยอรมนี 

 7. เครื่อง Exicycler Real Time Quantitative  Bioneer, เกาหลี 

Thermal Block 

 8. เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel Doc)    Syngene, อังกฤษ 
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9. เครื่อง Micro High Speed Refrigerated   Vision Scientific, เกาหลีใต ้

 Centrifuge รุ่น VS-15000CFNII 

 10. เครื่องเขย่าผสม (vortex mixer) รุ่น Fine Vortex FINEPCR, เกาหลีใต้ 

 11. เครื่อง vacuum concentrator (DNA speedVacs) ThermoScientific,  

สหรัฐอเมริกา 

 12. เครื่อง Evaporator รุ่น miVAC   Genevac, อังกฤษ 

 13. เครื่อง Lyophilizer รุ่น MODULYOD   Thermo Electron CROP,  

สหรัฐอเมริกา 

 14. เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC  METTLER TOREDO,  

สวิสเซอร์แลนด์ 

 15. ตู้อบเพาะเลี้ยง CO2      Sheldon , สหรัฐอเมริกา 

        Manufacturing Inc. 

 16. ตู้อบ (Incubator)     Memmert, เยอรมนี 

 17. ตู้ปลอดเชื้อ       E.S.I. FLUFRANCE, ฝรั่งเศส 

 18. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)   Memmert, เยอรมนี 

 19. ตู้แช่แข็ง -20 °C (Top Open Chest Freezer) SANYO Electric Co.,ltd., เกาหลีใต้ 

 20. เครื่องท าน้ า Milli-Q     MERK Millipore,  

สหรัฐอเมริกา 

 22. ถัง liquid nitrogen รุ่น XT20   TAYLOR-WHARTON,  

สหรัฐอเมริกา  

3.1.3 อุปกรณ์ 

 1. Auto pipette (ขนาด 20, 200, 1000 µL)  GILSON, ฝรั่งเศส 

 2. Auto pipette (ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL)  Eppendrof AG, เยอรมนี 
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3. Pipette aid รุ่น Portable XP    Drummond, สหรัฐอเมริกา  

        Scientific 

 4. Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 µL)  Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 5. Barriertips (ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL)  Thermo Fisher Scientific,  

สหรัฐอเมริกา 

 6. Microcentrifuge tube (ขนาด 0.5 mL และ 1.5 mL) Continental Lab Products,  

สหรัฐอเมริกา 

 7. Centrifuge tube (ขนาด 1.5 mL และ 50 mL)  Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 8. 96-well cell culture plate    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 9. 6-well cell culture plate    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 10. cell culture flask (ขนาด 25 cm2 และ 75 cm2) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 11. Disposable serological pipette (5 mL และ 10 mL) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 12. Pasture pipette      Copan Innovation.,  

สหรัฐอเมริกา 

 13. Cryovial tube (ขนาด 2 mL)    Simport plastics, แคนาดา 

 14. Syringe Filter     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 15. เมมเบรน polyvinyldifluoride (PVDF)  GE healthcare, อังกฤษ 

 16. กระดาษกรอง     GE healthcare, อังกฤษ 

 17. HyperFilm ECL     GE healthcare, อังกฤษ 
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3.2 กลุ่มตัวอย่างท่ีเกี่ยวข้องในงานวิจัย 

 3.2.1 ตัวอย่างเซลล์เพาะเลี้ยง 

  เซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ เซลล์สมองส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู 
(Hippocampal neuronal cell line or HT-22 cell) ได้รับมาจาก Professor. David Schubert at 
the Salk Institute, San Diego, CA, USA เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's modified Eagle's 
medium (DMEM) ซึ่งมีส่วนผสมของ 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum 
(FBS) และยาปฏิชีวนะ penicillin 100 U และ streptomycin 100 µg/mL บ่มเพาะเลี้ยงไว้ในตู้ 
Incubator ที่สภาวะ 37 องศาเซลเซียส และ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์ 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 เซลล์สมองส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู (Hippocampal neuronal cell line, HT-22 cell) 
ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบ phase contrast (phase contrast microscope, 10X) 

 

 
 3.2.2 ตัวอย่างข้าว และข้าวโพด 

  ข้าว และข้าวโพดที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้มีทั้งหมด 5 ชนิด ซึ่งได้มาจากตลาดใน
จังหวัดเชียงราย และได้ส่งพิสูจน์ชนิดของพืชที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้โดย ศ.กสิน สุวะตะพันธุ์  ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยรายละเอียดของพืชทั้ง 5 ชนิดดัง
ตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 แสดงรายละเอียดของพืชทั้ง 5 ชนิดที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 

ชื่อทั่วไป แหล่งที่มา ส่วนที่ใช้ 

ข้าวเหนียว พันธุ์ กข6 ตลาด จ.เชียงราย เมล็ด, ใบ และรวงข้าว 

ข้าวเหนียวกล้อง พันธุ์ กข6 ตลาด จ.เชียงราย เมล็ด, ใบ และรวงข้าว 

ข้าวเหนียวด า พันธุ์ กข6 ตลาด จ.เชียงราย เมล็ด, ใบ และรวงข้าว 

ข้าวโพดหวาน พันธ์ สตาร์พลัส ตลาด จ.เชียงราย 
เมล็ด, ใบ, เกสรตัวเมีย 
และตัวผู้ 

ข้าวโพดอ่อน พันธ์ สตาร์พลัส ตลาด จ.เชียงราย 
เมล็ด, ใบ, เกสรตัวเมีย 
และตัวผู้ 

 

 

3.3 ระเบียบวิธีวิจัย 

 3.3.1 การเตรียมสารสกัดข้าวและข้าวโพดในการศึกษาวิจัย 

  3.3.1.1 การสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยตัวท าละลายเอทานอลและเฮกเซนโดย
วิธีการหมักหรือมาเซอเรชัน (Maceration) 

 วิธีการสกัดแบบหมักหรือมาเซอเรชันเป็นการสกัดองค์ประกอบส าคัญจากข้าวและข้าวโพด 
โดยแช่ผงข้าวและข้าวโพดในตัวท าละลาย จนกระท่ังตัวท าละลายสามารถเข้าไปแทรกซึมละลาย
องค์ประกอบภายในของข้าวและข้าวโพดออกมา ซึ่งจะแช่ผงข้าวและข้าวโพดกับตัวท าละลายนาน
ประมาณ 2-3 วัน จากนั้นจึงน ามาแยกกากข้าวและข้าวโพดออก แล้วน าตัวท าละลายมาปรับปริมาตร
ตามต้องการ โดยการศึกษาครั้งนี้น าเมล็ดข้าวทั้ง 3 ชนิดและข้าวโพด 2 ชนิด มาบดให้เป็นผงแห้ง 
จากนั้นน าผงข้าวทั้ง 3 ชนิดและข้าวโพด 2 ชนิดมาสกัดด้วยวิธีการหมัก (maceration) โดยบ่มด้วยเอ
ทานอล  และ     เฮกเซนแยกกัน โดยใช้อัตราส่วนข้าวหรือข้าวโพด 1 กรัม ต่อตัวท าละลาย 10 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นน าสารสกัดท่ีได้มากรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman No.1 จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออกด้วยวิธี evaporation ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสส าหรับตัวท าละลายเอทานอล และท่ี 45 องศาเซลเซียสส าหรับตัวท า
ละลายเฮกเซน จะได้สารสกัดหยาบ (crude extract) น าไปละลายด้วย dimethyl sulfoxide  
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(DMSO) ให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน ามากรองด้วย syringe filter ขนาด 0.2 
ไมโครเมตร เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส ในที่มืด 

 
  3.3.1.2 การสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยตัวท าละลายน  าโดยวิธีการเพิ่มความร้อน 
(Heat up) 

 ส าหรับตัวท าละลายน้ าจะสกัดด้วยวิธีการเพ่ิมความร้อน (Heat up) โดยน าผงข้าวทั้ง 3 ชนิด
และข้าวโพด 2 ชนิดมาต้มในน้ า อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งสารสกัดให้เย็นลง 
จากนั้นน ามากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 น าไปแช่ -20  องศาเซลเซียสจนแข็ง เพ่ือน าไป
ระเหิดแห้งด้วยวิธี Lyophilization จนได้เป็นสารสกัดหยาบ (crude extract) น าไปละลายด้วย 
dimethyl sulfoxide  (DMSO) ให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน ามากรองด้วย syringe 
filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส ในที่มืด 

 

3.3.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยเทคนิค MTT assay 

  MTT assay เป็นเทคนิคท่ีวัดการเปลี่ยนแปลงของสี (Colorimetric assay) โดยสาร
สีเหลือง MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) 
จะถูกรีดิวส์โดยเอนไซม์ NADPH ในเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ เปลี่ยนเป็นตะกอนของ formazan สีม่วง 
สามารถละลายตะกอน formazan ด้วย DMSO จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ด้วย
เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ซึ่งมีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ [60, 61] 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6 ปฏิกิริยารีดักชั่น (Reduction reaction) ของวิธี MTT assay [62] 

Formazan MTT 
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 ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ HT-22 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยให้มีเซลล์จ านวน 
10,000 เซลล์ต่อหลุม  จากนั้นน าเซลล์ไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5 
เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามาทดสอบกับสารสกัดข้าวและข้าวโพด 
โดยเตรียมสารสกัดข้าวทั้ง 3 ชนิดและข้าวโพด 2 ชนิดที่มีช่วงความเข้มข้นระหว่าง 2-200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร  ในอาหารเลี้ยงเซลล์ จากนั้นน ามาทดสอบกับสารทดสอบดังนี้ 1.) น าเซลล์ที่หว่านเอาไว้
มาเติมสารสกัดจากข้าวและข้าวโพดที่เตรียมไว้แล้ว Incubate ที ่ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์, 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 2.) น าเซลล์ที่หว่านเอาไว้มาเติม H2O2 ที่ช่วงความ
เข้มข้น 31-2000 ไมโครโมลลาร์ แล้ว Incubate ที ่ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์, อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 3.) และเพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวและข้าวโพดในการ
ป้องกันการตายของเซลล์ HT-22 จากการถูกกระตุ้นด้วยไฮโรเจนเปร์ออกไซด์  น าเซลล์ที่หว่านเอาไว้
มาเติมสารสกัดจากข้าวที่เตรียมไว้ แล้ว Incubate ที ่5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์, อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น เติม H2O2 แลว้ Incubate ที ่ 5 เปอร์เซ็นต์
คาร์บอนไดออกไซด์, อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากครบเวลาที่ก าหนด เติม
สารละลาย MTT 20 ไมโครลิตร แล้วน ากลับเข้าไปในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
และ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงเติม DMSO 200 ไมโครลิตร 
ดูดขึ้นลงจนตะกอนถูกละลายหมด น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 550 nm ด้วย
เครื่อง ELISA Reader ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability) โดยการ
ค านวณ % cell viability ดังนี้  

% cell viability = (Treated cell-blank) X 100 / (Untreated cell – blank) 

 

3.3.3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการตายของเซลล์
แบบ early และ late apoptosis/necrosis ด้วยเทคนิค Annexin V-FITC and Propidium 
Iodide staining  assay / Flow cytometry analysis 

 เมื่อเซลล์มีการตายแบบ early apotosis จะเกิดการเปลี่ยนแปลงเยื่อหุ้มเซลล์โดยการเปลี่ยน
ที่ของ Phosphatidyl serine ออกมาที่ผิวด้านนอกเยื้อหุ้มเซลล์ท าให้ Annexin V-FITC ไปจับกับ 
Phosphatidyl serine ได้ แต่เมื่อเกิดเซลล์ตายแบบ late apoptosis ผนังเซลล์เกิดการเสียหาย
นอกจากท าให้ Annexin V-FITC ไปจับกับ Phosphatidyl serine ได้ ยังท าให้ Propidium iodine 
สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปจับกับ nucleic acid  ภายในเซลล์ได้ แต่ถ้าหากเซลล์มีการตายแบบ 
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necrosis ผนังเซลล์เกิดการเสียหายท าให้ Propidium iodine สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปจับกับ 
nucleic acid  ภายในเซลล์ได้ [40] 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
ภาพที่ 7 แสดงการจับของสี Annexin V-FITC และ Propidium iodine 

ในแต่ละข้ันของการเกิดการเปลี่ยนแปลงเยื่อหุ้มเซลล์ [40] 

 

  ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ HT-22 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม จ านวนเซลล์ต่อ
หลุมเท่ากับ 2 x 105 เซลล์ จากนั้น treat สารสกัดข้าวทั้ง 3 ชนิดและข้าวโพด 2 ชนิดที่ความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว treat H2O2  ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ 
อีกเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์ แล้วท าการเก็บเซลล์ด้วย 0.1%  trypsin-EDTA ละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วย 1X binding buffer ในกล่องน้ าแข็ง แล้วเติมสารละลาย Annexin V-FITC 5 
ไมโครลิตร และ propidium iodide 10 ไมโครลิตร ในเซลล์ที่เตรียมไว้ใน 1X binding buffer 100 
ไมโครลิตร จากนั้นน าหลอดไปบ่มไว้ในน้ าแข็ง 15 นาทีในที่มืด แล้วเติม 400 ไมโครลิตร ของ 1X 
binding buffer ในกล่องน้ าแข็ง แล้วผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้ ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
Flow cytometer (FACSCalibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 
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3.3.4 การทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพด 

3.3.4.1 การทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดด้วย
วิธี DPPH• assay 

  อนุมูล DPPH (1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) เป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่
ในรูปของอนุมูลอิสระที่คงตัวมีสีม่วงซึ่งสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตรและพร้อม
ที่จะท าปฏิกิริยาต่อสารที่ให้อิเล็กตรอนหรือสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) เมื่อ
อนุมูล DPPH รับอิเล็กตรอนมาแล้ว สารละลายสีม่วง จะมีสีจางลงเนื่องจากอนุมูล DPPH เปลี่ยนเป็น
สีเหลือง จึงสามารถน าอนุมูล DPPH มาใช้ในการทดสอบความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
เบื้องต้นของสารสกัดข้าวและข้าวโพดได้ โดยจะใช้ L-ascorbic acid ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน ในการสร้างกราฟมาตรฐาน เพ่ือใช้ในการค านวณเปอร์เซ็นต์ scavenging activity [61, 63] 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 แสดงปฏิกิริยาของ DPPH ต่อสารต้านอนุมูลอิสระ [64] 
  

เตรียมสารละลายอนุมูล DPPH ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ใช้ตัวท าละลาย ethanol แล้วเก็บ
ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นท าการเจือจางอนุมูล DPPH ด้วยตัวท าละลาย ethanol  ให้ได้ค่าการ
ดูดกลืนแสง 0.7 ± 0.03 จากนั้นเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน โดยใช้ L-ascorbic acid เป็น
สารมาตรฐาน ความเข้มข้น 125 – 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเตรียมสารสกัดข้าวและข้าวโพด
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามขั้นตอนโดยละเอียดดังนี้ 

  

DPPH (สีม่วง) สีจางลง 
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ตารางที่ 3 แสดงขั้นตอนทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธี DPPH assay 

Reagent Control (µL) Positive 
control(µL) 

Sample 
blank(µL) 

Sample(µL) 

สารสกัดจากข้าว
และข้าวโพด 
(1mg/mL) 

- - 20 20 

L-ascorbic acid 

(125-1 µg/mL) 

- 20 - - 

DPPH working 
solution 

180 180 - 180 

Absolute 
ethanol 

20 - 180 - 

  หมายเหตุ ท าการทดสอบกับ DMSO ควบคู่ด้วยทุกครั้ง (Blank sample และ Sample)  

 

 บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร 
ค านวณหา เปอร์เซ็นต์ scavenging activity และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ (mg ascorbic acid/g 
sample) ของสารสกัดข้าวและข้าวโพดเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ascorbic acid โดย
สูตรค านวณดังสมการต่อไปนี้  

% scavenging activity = 100x [Absorbance control – (Absorbance sample – Absorbance blank)] 

                                            Absorbance control 

หากเปอร์เซ็นต์ scavenging activity มากกว่า 50 จะต้องท าการเจือจางสารสกัดข้าวและข้าวโพด ที่
ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือน ามาท ากราฟ log วิเคราะห์หาค่า IC50 ต่อไป 

  
 

3.3.4.2 การทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดด้วย
วิธี ABTS•+ assay 

  การวัดความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระ ABTS˙หรือ 2, 2'-azino-bis  
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(3 ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ซึ่งมีสีเขียวปนน้ าเงินให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 734 นาโนเมตร เมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปจะท าให้สีลดลง จึงสามารถน าอนุมูล ABTS˙มา
ใช้ในการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดได้ ทั้งในส่วนที่
ละลายในน้ าและไขมันโดยจะใช้ L-ascorbic acid เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานในการท ากราฟ
มาตรฐานเพ่ือใช้ในการค านวณหาปริมาณเปอร์เซ็นต์ scavenging activity และ ปริมาณสารต้าน
อนุมูลอิสระ  (mg ascorbic acid/g sample) ของสารสกัดข้าวและข้าวโพด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 แสดงปฏิกิริยาของ ABTS•+ ต่อสารต้านอนุมูลอิสระ [65] 
 

เตรียมอนุมูล ABTS•+ ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลลาร์ ในน้ า 10 มิลลิลิตร น ามาท าปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 2.45 มิลลิโมลลาร์ ในน้ า 12.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส ในที่
มืดเป็นเวลา 18 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดเป็นอนุมูล ABTS•+ จากนั้นน าไปเจือจางด้วยเอทานอล ให้มีค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 0.7 ± 0.03 จากนั้นเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน L-ascorbic acid ที่ความ
เข้มข้น 60 – 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งละลายในเอทานอล และเตรียมสารสกัดข้าวและข้าวโพดที่
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีขั้นตอนการเติมสารละลายดังนี้  
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ตารางที่ 4 แสดงขั้นตอนทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธี ABTS•+  assay 

Reagent 
Control 

(µl) 
Positive 

control(µl) 
Sample 

blank(µl) 
Sample(µl) 

สารสกัดจากข้าว
และข้าวโพด 
(1mg/mL) 

- - 20 20 

L-ascorbic acid 

(60-1 µg/mL) 
- 20 - - 

ABTS˙working 180 180 - 180 

Absolute 
ethanol 

20 - 180 - 

หมายเหตุ ท าการทดสอบกับ DMSO ควบคู่ด้วยทุกครั้ง (Blank sample และ Sample) 

  

บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 นาที จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโน
เมตร ค านวณเปอร์เซ็นต์ scavenging activity และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ (mg ascorbic 
acid/g sample) ของสารสกัดข้าวและข้าวโพดเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ascorbic acid 
โดยสูตรค านวณดังสมการต่อไปนี้  

% scavenging activity = 100x [Absorbance control – (Absorbance sample – Absorbance blank)] 

                                   Absorbance control 

 หากเปอร์เซ็นต์ scavenging activity มากกว่า 50 จะต้องท าการเจือจางสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ
เพ่ือน ามาท ากราฟ log วิเคราะห์หาค่า IC50 ต่อไป 

  



 

 

29 

3.3.5 การทดสอบหาปริมาณสารเมลาโทนินและทริปโตเฟนในสารสกัดข้าวและข้าวโพด
ด้วยวิธี HPLC 

  เป็นเครื่องมือใช้ส าหรับแยกสารประกอบที่สนใจที่ผสมอยู่ในตัวอย่าง โดย
กระบวนการแยกสารประกอบที่สนใจจะเกิดขึ้นระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยู่กับที่ ( stationary 
phase ) กับ เฟสเคลื่อนที่   ( mobile phase ) ซึ่งสารจะถูกแยกออกมาในเวลาที่ต่างกัน โดยสารผสม
ที่อยู่ในตัวอย่างสามารถถูกแยกออกจากกันได้นั้น ขึ้นอยู่กับความสามารถในการเข้ากันได้ดีของสารนั้น
กับ mobile phase หรือ stationary phase   สารประกอบตัวไหนที่สามารถเข้ากันได้ดีกับ mobile 
phase จะเคลื่อนที่ผ่าน column ได้เร็วสารนั้นก็จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารที่เข้ากันได้ไม่ดีกับ 
mobile phase หรือเข้ากันได้ดีกับ stationary phase จะเคลื่อนที่ผ่าน column ได้ช้า ก็จะถูกแยก
ออกมาทีหลัง โดยสารที่ถูกแยกออกมาได้นี้จะถูกตรวจวัดสัญญาณด้วยตัวตรวจวัด สัญญาณที่บันทึกได้
จากตัวตรวจวัดจะมีลักษณะเป็นพีค ซึ่งจะเรียกว่า โครมาโตแกรมโดย HPLC สามารถทดสอบได้ทั้งเชิง
คุณภาพ และทดสอบเชิงปริมาณ โดยการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน  

 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 10 แสดงกระบวณการตรวจวัดสารด้วยวิธ ีHPLC [66] 
  น าสารสกัดข้าวและข้าวโพดที่สกัดได้แล้วนั้นมาท าการตรวจวัดระดับทริปโตเฟน 
และเมลาโทนิน ด้วยวิธี HPLC โดย ท าการฉีดสารสกัดท่ีเตรียมแล้วเข้าคอลัมน์ Eclipse XDB C18 
column (15 cm x 45 ; 5 µm) No.1 ที่ปริมาน 20 ไมโครลิตร โดยจะใช้เฟสเคลื่อนที่ หรือ mobile 
phase อยู่ 2 ตัวได้แก่ A (1% acetic acid ในน้ า) และ B (absolute methanol) ซึ่งระยะเวลาและ
เปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสารดังนี้ (เวลา, ตัวท าละลาย B) : 0.1 นาท,ี 10% ; 15 นาท,ี 40% ; 
20-30 นาทnี, 70% ; 32-50 นาที, 10% โดย flow rate ของทริปโตเฟน และเมลาโทนิน อยุ่ที่ 1 
มิลลิลิตรต่อนาที โดยสารที่ถูกแยกออกมาได้นี้จะถูกตรวจวัดสัญญาณด้วยตัวตรวจวัดแบบยูวี (DAD 
UV detector) ที ่ 280 นาโนเมตร โดยใช้สารทริปโตเฟนและเมลาโทนินเป็นสารมาตรฐานในการท า
กราฟมาตรฐาน ที่ความเข้มข้น  10 – 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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3.3.6 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดในการป้องกันเซลล์
เพาะเลี้ยงจากภาวะ oxidative stress ด้วยวิธี DCFH-DA assay 

  DCFH-DA assay เป็นเทคนิคท่ีนิยมในการตรวจวัดระดับ ROS ภายในเซลล์กันมาก 
สาร DCFH-DA (Dichlorofluorescin-diacetate) สามารถผ่านเข้าเซลล์ได้ด้วยกระบวนการแพร่ผ่าน 
เมื่อเข้าไปอยู่ในเซลล์แล้ว DCFH-DA จะถูกเอนไซม์ esterase ภายในเซลล์ตัดหมู่อะซิเตตออก
กลายเป็น DCFH ซึ่งไม่สามารถออกจากเซลล์ได้และจะถูกออกซิไดซ์ต่อโดยสารออกซิเดนซ์ทั้งหมด
ภายในเซลล์ได้แก่ ONOO-, O2

•-, H2O2, OH• และ lipid hydreperoxides เปลี่ยนเป็นสารเรืองแสง 
2’,7’-dichlorouorescein (DCF) สามารถวัดการเรืองแสงด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์โดยใช้ความยาว
คลื่นแสงกระตุ้นที่ 488 นาโนเมตรและวัดการเรืองแสงที่ 525 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 แสดงปฏิกิริยาของ DCFH-DA ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ [67] 
   

  ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ HT-22 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม จ านวนเซลล์ต่อ
หลุมเท่ากับ 2 x 105 เซลล์ จากนั้นน ามาทดสอบกับ สารสกัดข้าวและข้าวโพด ที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบกระตุ้นด้วย H2O2  ความเข้มข้น 250 ไมโคร
โมลลาร์ พร้อมกับ DCFH-DA dye ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลาร์ ห่อฟรอยด์ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที น ามาล้างด้วย PBS แล้วเก็บเซลล์ด้วย 0.1%  trypsin-EDTA น าไปปั่นตกตะกอน
เซลล์ และละลายตะกอนเซลล์ด้วย PBS จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้ ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow 
cytometer (FACSCalibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) โดยใช้ความยาวคลื่นแสงกระตุ้น
ที่ 488 นาโนเมตรและวัดการเรืองแสงที่ 525 นาโนเมตร 
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3.3.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการแสดงออกระดับ 
mRNA ของยีน BDNF ด้วยวิธี Real time RT-PCR 

  ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ HT-22 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม จ านวนเซลล์ต่อ
หลุมเท่ากับ 2 x 105 เซลล์ จากนั้นน ามาทดสอบกับ สารสกัดข้าวและข้าวโพด ที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วกระตุ้นด้วย H2O2  ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ 
อีกเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาสกัด RNA (Total RNA) ด้วยน้ ายา TRIzol 

3.3.7.1 การสกัด Total RNA โดยใช้น  ายา TRIzol 

  เมื่อเตรียมเซลล์ในสภาวะที่ต้องการแล้ว น าเซลล์ที่ได้มาล้างด้วย 1X phosphate 
buffer (PBS)  1 มิลลิลิตร ทั้งหมด 2 ครั้ง จากนั้นเติมน้ ายา TRIzol 1 มิลลิลิตร หรือพอท่วมเซลล์ 
จากนั้นบ่มทิ้งไว้ 15 นาที เมื่อครบเวลาใช้ปิเปตต์ดูผสมขึ้นลงแล้วดูดทั้งหมดใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมคลอโรฟอร์ม (chloroform) ที่เย็น ลงไปในหลอดที่เตรียมเซลล์ไว้แล้ว 200 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปปั่น vortex 20 วินาที จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าหลอดที่ปั่นเสร็จแล้วมาแยกส่วนใสที่อยู่ส่วนบนออกมาใส่ในหลอด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม่ แล้วเติม 100% isopropanol ที่เย็น ลงไปในหลอดที่แยกส่วนใสออกมาได้ ในอัตร
ส่วน 1 : 1 แล้วท าการเขย่าผสมกลับไปมา (mix inverse) แล้วน าไปแช่ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที เมือ่ครบเวลาน าไปปั่นตกตะกอนที่ 12,000 g นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซเซียส 
เพ่ือตกตะกอน RNA ตะกอน RNA จะอยู่ที่ก้นหลอด ให้ทิ้งส่วนใส แล้วคว่ าหลอดไว้บนกระดาษทิชชูที่
ฉีดพรมด้วย RNase away จากนั้นเติม 75% ethanol ใน DEPC 1 มิลลิลิตร เพ่ือล้างตะกอน RNA 
แล้วท าการเขย่าผสมกลับไปมาแบบ inverse แล้วน าไปปั่นที่ 7,500 g นาน 5 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นเทส่วนใสทิ้งแล้วคว่ าหลอดลงบนกระดาษทิชชูที่ฉีดพรมด้วย RNase away ทิ้งไว้ให้
แห้งนาน 1 ชั่วโมง ระหว่างรอเวลาน า DEPC ไปอุ่นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาแล้วจึง
น าไปปั่นแห้ง (speed vac) นาน 5 นาที ด้วยความเร็วต่ า เพ่ือไม่ให้มีกราฟของ aromatic ขึ้น จากนั้น
น า DEPC ที่อุ่นไว้ 65 องศาเซลเซียส ใส่ลงไปในหลอด 30 ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอน RNA แล้วดีด
ก้นหลอดเพ่ือผสมตะกอน RNA กับ DEPC ให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส นาน 5 – 10 
นาที จากนั้นผสมกันอีกครั้งโดยดีดที่ก้นหลอด แล้วน าไป spin down แล้ววัดปริมาณ RNA ด้วยการ
วัดค่า Optical Density (OD) ด้วยเครื่อง NanoDrop เก็บ RNA ไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส 
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3.3.7.2  การก าจัด DNA ปนเปื้อนออกจาก RNA ด้วยเอนไซม์ DNase I 

  น า RNA ที่สกัดได้ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม มาใช้ในการท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 
DNase I ดังขั้นตอนตาราง 5 แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 15 นาที จากนั้นหยุด
ปฏิกิริยาเอนไซม์ DNase I ดว้ย Stop solution (25 มิลลิโมลลาร์ EDTA, pH 8.0) ที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
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ตารางที่ 5 แสดงขั้นตอนการก าจัด DNA ปนเปื้อนในตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้ 

น้ ายา ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

10X DNase I Reaction buffer 1 

DNase I 1 

RNA ขึ้นกับความเข้มข้นของ RNA ตัวอย่าง 

DEPC-treated water เติมให้ปริมาตรครบ 10 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวมทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ทิ้งไว้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที 

25 มิลลิโมลลาร์ EDTA, pH 8.0 1 

บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี

 
 

3.3.7.3  การสร้าง complementary DNA (cDNA) จาก RNA 

  น า RNA ที่ผ่านการก าจัด DNA ปนเปื้อนมาแล้วมาท าโดยใช้ RNA 10 ไมโครลิตร ท า
ปฏิกิริยากับเอนไซม์ reverse transcriptase (RT) ดังตาราง 6 จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาในภาวะที่
เหมาะสมคือ ขั้น pre-extention 25 องศาเซลเซียส 5 นาที  ขั้น extention 50 องศาเซลเซียส 60 
นาที และขั้น inactivation 70 องศาเซลเซียส 15 นาที จะท าให้ Oligo-dT เข้าจับกับปลาย poly-A 
ที่ด้าน 3’ ของ mRNA ซึ่งจะเป็นการคัดเลือก mRNA ออกจาก RNA ชนิดอื่น  

 
ตารางที่ 6 แสดงขั้นตอนการเติมน้ ายาในการสร้าง cDNA จาก RNA 

น้ ายา ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

5X buffer ImProm II 4 

1.5 มิลลิโมลลาร์ MgCl2 1.2 

10 นาโนโมลลาร์ dNTP Mix 1 

10 ไมโครโมลลาร์ Oligo-dT 20 mer 1 

40 Unit Ribolock 0.5 
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น้ ายา ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

Reverse Transcriptase 1 

RNA  10 

DEPC-treated water 1.3 

ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 

 
3.3.7.4 การทดสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน BDNF ด้วยเทคนิค Real 

time - PCR  

  การท า Real time-PCR เพ่ือทดสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน BDNF ของ
เซลล์สมอง HT-22 โดยใช้ cDNA จากข้ันตอน 3.3.7.3 มาเป็น DNA ต้นแบบในการท า real time-PCR 
โดยน ามาท าปฏิกิริยากับชุดน้ ายาดังตาราง 7 และใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีนที่ต้องการตรวจสอบการ
แสดงออกดังตาราง 8 ซึ่งปริมาตรรวมทั้งหมดของปฏิกิริยาจะเท่ากับ 25 ไมโครลิตร จากนั้นท าการเพ่ิม
ปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค real time-PCR ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมในปฏิกิริยา ดังตาราง 9 โดยใช้เครื่อง 
Exicycler Real Time Quantitative Thermal Block ซึ่งสาย double-strand DNA จะถูกตรวจวัด
ได้ด้วยแสงฟลูออเรสเซนส์ที่เกิดข้ึนจาก SYBR Green และค่าที่ได้วิเคราะห์ด้วย Light Cycler 
Relative Quantification Software โดยมียีน β-actin ใช้ควบคุมการทดสอบครั้งนี้ 

 

ตารางที่ 7 แสดงขั้นตอนการเติมน้ ายาเพ่ือเพ่ิมจ านวนยีนที่ต้องการ 

น้ ายา ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

Forward primer (BDNF และ β-actin) 1 

Reward primer (BDNF และ β-actin) 1 

DEPC 9.5 

Master Mix (ส าเร็จรูป) 12.5 

Template (cDNA) 1 
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ตารางที่ 8 แสดง primers ที่จ าเพาะต่อยีนที่ต้องการ 

ยีน ล าดับเบส ขนาดของ
ผลิตภัณฑ์ 

BDNF forward  5’ AACCATAAGGACGCGGACTTG 3’ 
51bp 

BDNF reward 5’ TTGACTGCTGAGCATCACCC 3’ 

β-actin forward 5’ GGCTGTATTCCCCTCCATCG 3’ 
154 bp 

β-actin reward 5’ CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 3’ 

 

ตารางที่ 9 แสดงปฏิกิริยา และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพ่ิมจ านวน DNA ของยีน BDNF  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศา
เซลเซียส) 

เวลา (วินาที) จ านวนรอบ 

initial denaturation 95 10 นาที 1 

melting 95 15 

35 annealing 57 15 

elongation 72 30 

temperature ramp 60 - 94 1°C/s - 

3.3.8 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการแสดงออกระดับ
โปรตีน ของโปรตีน BDNF ด้วยวิธี Western blot analysis 

  ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ HT-22 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม จ านวนเซลล์ต่อ
หลุมเท่ากับ 2 x 105 เซลล์ จากนั้น treat สารสกัดข้าวและข้าวโพด ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว treat H2O2  ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ อีกเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาสกัดโปรตีนด้วย NP40 Lysis buffer 

  3.3.8.1 การสกัดโปรตีนจากเซลล์ HT-22 

  เมื่อเตรียมเซลล์ในสภาวะที่ต้องการแล้ว น าเซลล์ที่ได้มาล้างด้วย 1X phosphate 
buffer (PBS)  1 มิลลิลิตร จากนั้นใส่ Lysis buffer ลงไปในหลุมเซลล์ แล้วท าการขูดเซลล์ จากนั้นดูด
เซลล์ที่ได้ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ทุกขั้นตอนท าบนน้ าแข็งเพ่ือป้องกันการสลายของโปรตีน) 
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จากนั้นน าเซลล์ที่ได้ไปเขย่าบนเครื่อง  shaker เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าไปปั่นตกตะ
ตอนที่ 12,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นท าการดูดส่วนใสออกมา ซึ่ง
เป็นส่วนโปรตีนที่เราต้องการ น าไปวัดโปรตีนด้วยวิธ ี Bradford assay ต่อไป โปรตีนที่ได้เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

  3.3.8.2 การวัดโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay 

  การวัดโปรตีนด้วยวิธี Bradford หลักการสมดุลระหว่าง Coomassie Brilliant G-
250 และการจับกันระหว่าง Coomassie Brilliant Blue G-250 กับโปรตีนแบบจ าเพาะ ซึ่งภายใต้
สภาวะที่เป็นกรด Coomassie Brilliant Blue G-250 จะแสดงคุณสมบัติเป็นสีแดง แต่เมื่อท าปฏิกิริยา
กับโปรตีนจะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงิน โดยความเข้มของสีจะแปรผันตรงกับกรดอะมิโน 
สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 

 

  

 

 

 

 

ภาพที่ 12 แสดงปฏิกิริยาระหว่าง Coomassie Brilliant Blue G-250 กับโปรตีน [68] 
  การวัดโปรตีนเริ่มจากท าการเจือจางความเข้มข้นโปรตีนก่อน โดยผสมน้ ากลั่น 70 
ไมโครลิตร กับโปรตีน 5 ไมโครลิตร จากนั้นน าโปรตีนที่ท าการเจือจางแล้วปิเปตต์มา 10 ไมโครลิตร ใส่
หลุม 96 หลุม โดยท าซ้ า 2 จากนั้นเติม Bradford working solution 200 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่ใส่
โปรตีนแล้ว ท าการดูดขึ้นลงผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่อง microplate reader โดยค านวณหาค่าความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ซึ่งใช้ 
BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน ที่ความเข้มข้น 0.87 – 0.0017 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

  3.3.8.3 ขั นตอนการแยก และประกบโปรตีนด้วยวิธี western blot  

  เริ่มจากการน าโปรตีนที่สกัดได้มารันเจลเพ่ือแยกโปรตีนช่วงที่เราต้องการ โดยเริ่ม
จากการเตรียมเจล Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) ดังตาราง 10 จากนั้นเตรียมโปรตีน โดยผสมโปรตนีของเรา กับ Leamli ในอัตราส่วน 1 : 1 
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จากนั้นน าไปบ่มที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลา น าโปรตีนมาโหลดลงเจล ที่เรา
เตรียมไว้แล้ว โดยเท Running buffer ลงไปให้ท่วมเจลก่อนจึงโหลดโปรตีน และโปรตีนแลดเดอร์ลง
ไปได้  โดยสภาวะที่เหมาะสมในการรัน จะ Run Stacking ที่ 70 volt 30 นาที (เพ่ือให้โปรตีนตกลง
มารวมกันก่อน) จากนั้นจะ Run Separating ที่ 120 volt 60 นาที (เพ่ือแยกโปรตีนตาม molecular 
weight)  

 
ตารางที่ 10 ขั้นตอนการใส่น้ ายาส าหรับเตรียมเจล (SDS-PAGE) 

สารเคมี 12% Separating Gel 
(มิลลิลิตร) 

5%Stacking Gel 
(มิลลิลิตร) 

น้ ากลั่น 3.3 3.4 

30% Acrylamide 4.0 0.83 

1.5 โมลลาร์ Tris (pH 8.8) 2.5 - 

1.0 โมลลาร์ Tris (pH 6.8) - 0.63 

10% SDS 0.1 0.05 

10%Ammonium persulfate 0.1 0.05 

TEMED 0.004 0.005 

ปริมาตรรวม 10 5 

 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 13 แสดงภาพการแยกโปรตีนด้วยเจล Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) ทั้งแบบ Stacking Gel เพ่ือให้โปรตีนตกลงมารวมกัน 

และแบบ Separating Gel เพ่ือแยกโปรตีนตาม molecular weight 

Stacking Gel 

 
Separating Gel 

- 

 

+ 
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  เมื่อท าการรันแยกโปรตีนเสร็จแล้ว ขั้นต่อไปจะเป็นการถ่ายโอนโปรตีนจากเจลลง
เมมเบรน (Transfer) โดยเตรียมเมมเบรน polyvinyldifluoride (PVDF) ตัดขนาดพ่อดีตามเรา
ต้องการ น ามาแช่ใน methanol พอท่วม 5 นาที เมื่อครบเวลาเททิ้ง แล้วใส่ transfer buffer ลงไป
พอท่วม จากนั้นเตรียมกระดาษกรอง และฟองน้ า โดยน ามาแช่ใน transfer buffer พอท่วม เป็นเวลา 
15 นาทีเมื่อครบเวลาน าเจลที่ท าการรันแจกโปรตีนแล้วมาวางประกบลงบนกระดาษกรองดังภาพที่ 
14 จากนั้นน าเข้าเครื่องถ่ายโอนโปรตีน แล้วเท transfer buffer ลงไปเป็นให้ท่วม โดยสภาวะที่
เหมาะสมคือ 150 มิลลิแอมแปร์ 60 นาที โดยขั้นตอนนี้ต้องท าบนน้ าแข็งเพราะขณะกระบวณการถ่าย
โอนโปรตีนจะเกิดความร้อนขึ้น 

 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 14 แสดงล าดับการวางฟองน้ า กระดาษกรอง เจล 
และเมมเบรนในขั้นตอนการถ่ายโอนโปรตีน 

    

  เมื่อท าการถ่ายโอนโปรตีนเสร็จแล้ว จะมาท าการ Blocking non-specific โดยการ
น าเมมเบรนที่ผ่านการถ่ายโอนโปรตีนแล้วนั้นมาล้างด้วย TBS-T buffer  1 ครั้ง จากนั้นเททิ้งแล้วเติม 
Blocking buffer หรือ 5% non-fat dry milk ลงไป น าไปเขย่าที่เครื่อง shaker ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อครบเวลา เท blocking buffer ทิ้ง แล้วล้างเมมเบรนด้วย 
TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 15 – 20 นาที จากนั้นเติมแอนติบอดีตัวที่ 1 หรือ primary antibody ลงไปดัง
ตารางที่ 11 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเท primary antibody กลับเก็บไว้ได้ที่ 4 องศาเซลเซียส 
จากนั้นล้างเมมเบรนด้วย TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที แล้วเติมแอนติบอดีตัวที่ 2 หรือ secondary 
antibody ลงไปดังตารางที่ 3.10 เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นเท secondary antibody กลับเก็บไว้ได้
ที่ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นล้างเมมเบรนด้วย TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาท ีแล้วน าไปประกบฟิล์ม 

  

ฟองน้ า 

ฟองน้ า 

กระดาษกรอง 3 แผ่น 

กระดาษกรอง 3 แผ่น PVDF membrane 

เจลที่แยกโปรตีนแลว้ 

+ 

- 
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ตารางที่ 11 แสดงแอนติบอดีที่ใช้ในการศึกษา 

แอนติบอดี Dilution ที่ใช้ Molecular weight 
(kDa) 

BDNF primary antibody  1 : 1000 28 

β-actin primary antibody 1 : 16,000 42 

HRP-linksecondary antibody 1 : 16,000 - 

 

 ขั้นตอนการประกบฟิล์ม หลังจากใส่ secondary antibody แล้ว น า PVDF membrane มา
ประกบฟิล์ม โดยวัดการเปล่งแสง Chemiluminescence ที่เกิดขึ้นหลังจากหยดสารตั้งต้นในการท า
ปฏิกิริยา โดยเตรียมสารตั้งต้นผสม Solution A Luminol enhancer กับ Solution B Peroxide 
solution ในอัตราส่วน 1 : 1 แล้วหยดหลงบน PVDF membrane จากนั้นน ามาวางบนแท่นประกบ
ฟิล์มจับเวลา 1 นาที เพ่ือรอการเกิดสัญญาณโดยการเปล่งแสงที่ PVDF membrane เมื่อครบเวลา ตัด
ฟิล์ม x-ray ให้ได้ขนาดพอดี membrane จากนั้นน ามาประกบทับลงบน PVDF membrane 
ประมาณ 3 นาที เมื่อครบเวลา น าฟิล์ม x-ray มาล้างในน้ ายา developer ประมาณ 30 วินาที จากนั้น
ล้างในน้ าประมาณ 30 วินาที แล้วน าฟิล์ม x-ray มาล้างในน้ ายา fixer ประมาณ 30 วินาที จากนั้นล้าง
ในน้ าประมาณ 30 วินาที แล้วน าไปตากให้แห้ง 

  
3.3.9 การรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

  ในการศึกษาครั้งนี้แต่ละการทดสอบจะท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง (triplicate) จากนั้น
น าค่าได้มาหาค่าเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากนั้นน ามาวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้
หลักสถิต ิ one-way ANOVA ที่ระดับนัยส าคัญ p < 0.05 และวิเคราะห์หาความสัมพันธ์โดยใช ้
pearson correlation  



 

 

บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 

4.1 ผลการพิสูจน์ชนิดของพืชท่ีสนใจทั้ง 5 ชนิด 

 พืชที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้มีทั้งหมด 5 ชนิด ซึ่งได้มาจากตลาดในจังหวัดเชียงราย และได้
ส่งพิสูจน์ชนิดของพืชที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้โดย ศ.กสิน สุวะตะพันธุ์ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ผลแสดงดังตารางที่ 12 

ตารางที่ 12 ผลการพิสูจน์ชนิดของพืชที่สนใจทั้ง 5 ชนิด 
ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อทั่วไป แหล่งทีมา ส่วนที่ใช้ Herbarium number 

Oryza sativa L. 

 

ข้าวเหนียว 

พันธุ์ กข6 

ตลาด 

จ.เชียงราย 

เมล็ด HN : A013730 (BCU) 

Oryza sativa L. 
ข้าวเหนียวกล้อง 

พันธุ์ กข6 

ตลาด 

จ.เชียงราย 

เมล็ด HN : A013730 (BCU) 

Oryza sativa L. 
ข้าวเหนียวด า 

พันธุ์ กข6 

ตลาด 

จ.เชียงราย 

เมล็ด HN : A013731 (BCU) 

Zea mays 
var.rugosa 

ข้าวโพดหวาน 

พันธุ์ สตาร์พลัส 

ตลาด 

จ.เชียงราย 

เมล็ด HN : A015135 (BCU) 

Zea mays 
var.rugosa 

ข้าวโพดอ่อน 

พันธุ์ สตาร์พลัส 

ตลาด 

จ.เชียงราย 

เมล็ด HN : A015135 (BCU) 

 
4.2 ผลการสกัดพืชท้ัง 5 ชนิดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และเฮกเซนด้วยวิธีการหมัก 
(maceration) 

 จากการสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และเฮกเซนด้วยวิธีการหมัก ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลผลิตสุดท้ายดังตาราง 13 
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4.3 ผลการสกัดพืชท้ัง 5 ชนิดด้วยตัวท าละลายน้ า ด้วยวิธีการเพิ่มความร้อน (Heat up) 

 จากการสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยตัวท าละลาย ด้วยวิธีการต้ม ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ได้ผลผลิตสุดท้ายดังตาราง 13 

 

ตารางที่ 13 ผลการสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน 

Types of plant 
% Yield of plant extractions (w/w) 

Water Ethanol Hexane 

ข้าวเหนียว 7.630 0.168 0.630 

ข้าวเหนียวกล้อง 6.400 3.360 3.950 

ข้าวเหนียวด า 12.870 2.583 2.990 

ข้าวโพดหวาน 7.530 7.076 4.572 

ข้าวโพดอ่อน 18.23 9.590 4.820 

 

 จากตารางพบว่า ผลผลิตสุดท้ายจากการสกัดข้าวและข้าวโพดทั้ง 5 ชนิดด้วยตัวท าละลายน้ า 

เอทานอล และเฮกเซน มีช่วงอยู่ที่ 0.168% ถึง 18.23% โดยพบว่าสารสกัดท่ีสกัดจากตัวท าละลายน้ า

ได้ผลผลิตสุดท้ายมากที่สุด 

 
4.4 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 ด้วย
วิธี MTT assay 

 จากการศึกษาครั้งนี้ได้ทดสอบถึงความเป็นพิษของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อเซลล์
เพาะเลี้ยง HT-22 โดยท าการหว่านเซลล์ในหลุม 96 หลุม หลุมละ 10,000 เซลล์ จากนั้นน าสารสกัด
ข้าว และข้าวโพดที่ความเข้มข้น 2-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัด
ข้าว และข้าวโพดเป็นกลุ่มควบคุมลบ (Negative control) มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอดชีวิตเป็น 
100 เปอร์เซ็นต์ น ากลุ่มทดสอบมาค านวณเทียบกับกลุ่มควบคุมเพ่ือหาร้อยละของอัตราการรอดชีวิต 
(%Cell viability) และน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดสอบโดยใช้หลัก
สถิติ one-way ANOVA โดยให้ค่าความเชื่อมั่นอยู่ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์   (p < 0.05)  
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 พบว่าทั้งสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่สกัดด้วยตัวท าละลาย น้ า เอทานอล และเฮกเซน ที่ความ
เข้มข้น 2-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อัตราการตายของเซลล์เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ สารสกัด
ข้าว และข้าวโพดที่สกัดด้วยตัวท าละลาย น้ า เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเข้มข้น 2-100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มากกว่า 80% จึงสรุปได้ว่าสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่สกัด
ด้วยตัวท าละลาย น้ า เอทานอล และเฮกเซน ที่ความเข้มข้น 2-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ นอกจากสารสกัดข้าวเหนียวกล้องที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ าพบว่า มีอัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์ลดลงเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น (ภาพที่ 15 – 17) 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
ภาพที่ 15 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า 
ข้าวโพดหวาน และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า ที่ความเข้มข้น 2, 3, 6, 13, 25, 50 และ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมี “cell”(เซลล์ กับ 
อาหารเลี้ยงเซลล์) เป็นกลุ่มควบคุมลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง  
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ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ HT-22 ของสารสกัดข้าว และ
ข้าวโพด ทั้ง 5 ชนิด ด้วยตัวท าละลายน้ า
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ภาพที่ 16 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า 
ข้าวโพดหวาน และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล ที่ความเข้มข้น 2, 3, 6, 13, 25, 50 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมี “cell”        
(เซลล์ กับ อาหารเลี้ยงเซลล์) เป็นกลุ่มควบคุมลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง  
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ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ HT-22 ของสารสกัดข้าว และข้าวโพด 
ทั้ง 5 ชนิด ด้วยตัวท าละลายเอทานอล
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ภาพที่ 17 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า 
ข้าวโพดหวาน และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ที่ความเข้มข้น 2, 3, 6, 13, 25, 50 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมี “cell” 
(เซลล์ กับ อาหารเลี้ยงเซลล์) เป็นกลุ่มควบคุมลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง  
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ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ HT-22 ของสารสกัดข้าว และข้าวโพด 
ทั้ง 5 ชนิด ด้วยตัวท าละลายเฮกเซน
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เมื่อทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดข้าว และข้าวโพดทั้ง 5 ชนิดแล้ว พบว่าสารสกัดทั้งข้าว และ
ข้าวโพดทั้ง 5 ชนิดที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ จึง
น ามาทดสอบกับตัวกระตุ้นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) โดยท าการหาความเข้มข้นของ H2O2  ที่
เหมาะสมที่ท าให้การมีชีวิตรอดของเซลล์อยู่ที่ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์  โดยท าการหว่านเซลล์ HT-22 
ลงในหลุม 96 หลุม หลุมละ 10,000 เซลล์ จากนั้นน าสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทีค่วาม

เข้มข้น 31 - 2000 ไมโครโมลลาร์ มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 
เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสาร H2O เป็นกลุม่ควบคุมลบ 
(Negative control) มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอดชีวิตเป็น 100 เปอร์เซ็นต์  

 พบว่าความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่เหมาะสมที่ท าให้การมีชีวิตรอดของ
เซลล์อยู่ที่ 60%  อยู่ที่ 250 ไมโครโมลลาร์ (ดังภาพที่ 18) ดังนั้นในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว 
และข้าวโพดในการป้องกันเซลล์ HT-22 ที่ถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ในขั้นตอน
ต่อไปจึงเลือกไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ มาใช้ในการทดสอบ
ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 18 แสดงผลการทดสอบความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 31, 
63, 125, 250, 500, 1000 และ 2000 ไมโครโมลลาร์ ต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง โดยมี “cell” เป็นกลุม่ควบคุมลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง  
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ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
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ท าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดในการป้องกันเซลล์ HT-22 ที่ถูกกระตุ้นด้วย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) โดยท าการหว่านเซลล์ในหลุม 96 หลุม หลุมละ 10,000 เซลล์ จากนั้น

น าสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่ความเข้มข้น 13 - 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา treat กับเซลล์แล้ว
บ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) ทึ่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และ
ข้าวโพดเป็นกลุ่มควบคุมลบ (Negative control) มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอดชีวิตเป็น 100 
เปอร์เซ็นต์ และให้เคอวซิติน 10 ไมโครโมลลาร์เป็นตัวควบคุมตัวอย่าง (Control sample) และให้
เซลล์กลุ่มท่ีไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพด แต่ทดสอบกับเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) เพียงอย่างเดียว เป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive control) น ากลุ่มทดสอบมาค านวณเทียบกับ
กลุ่มควบคุมเพ่ือหาร้อยละของอัตราการรอดชีวิต (%Cell viability) และน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดสอบโดยใช้หลักสถิติ one-way ANOVA โดยให้ค่าความเชื่อม่ันอยู่ที่
ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) 

  

 ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดจากข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง และข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วย
ตัวท าละลายน้ า ไม่สามารถป้องกันเซลล์ตายจากการถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ได้ 
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive control) ส าหรับสารสกัดจากข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า พบว่าที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีอัตราการตายของเซลล์ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive control) และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่
สกัดด้วยตัวท าละลายน้ าที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีอัตราการตาย
ของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive control) (ดัง
ภาพที่ 19) ส าหรับผลการทดสอบสารสกัดจากข้าว และข้าวโพดที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
พบว่าสารสกัดจากข้าวเหนียว ไม่สามารถป้องกันเซลล์ตายจากการถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) ได้เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive control) ในขณะที่สารสกัดจากข้าว
เหนียวกล้องและข้าวเหนียวด า ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีอัตราการตาย
ของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ (p < 0.01)  เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive 
control) นอกจากนี้สารสกัดจากข้าวโพดหวานและข้าวโพดอ่อนที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีอัตราการตายของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ (p < 0.01)   เมื่อเทียบกับ
กลุ่มควบคุมบวก (positive control) (ดังภาพที่ 20) ส าหรับผลการทดสอบสารสกัดจากข้าว และ
ข้าวโพดที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน พบว่าสารสกัดจากข้าวเหนียว ไม่สามารถป้องกันเซลล์ตาย
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จากการถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ได้เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive 
control) ในขณะที่สารสกัดจากข้าวเหนียวกล้อง ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีอัตราการตายของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ (p < 0.01)  เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
บวก (positive control) และสารสกัดจากข้าวเหนียวด าที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี
อัตราการตายของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive 
control) นอกจากนี้สารสกัดจากข้าวโพดหวานและข้าวโพดอ่อนที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีอัตราการตายของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)และ (p < 
0.01)  เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (positive control) (ดังภาพท่ี 21) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพด
หวาน และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ าในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อสารไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 13, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดย
มี cell (เซลล์ กับอาหารเลี้ยงเซลล์) เป็นกลุ่มควบคุมลบ มี 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 เปน็กลุ่มควบคุม
บวก และมี 10 ไมโครโมลลาร์เคอวซิติน เป็นกลุ่มควบคุมตัวอย่าง ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบ
ซ้ า 3 ครั้ง โดย * เท่ากับ p < 0.05 และ ** เท่ากับ p < 0.01 
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ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพด 5 ชนิดที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายเอทานอล ในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อ H2O2
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ภาพที่ 20 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพด
หวาน และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล ในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อสาร
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 13, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง โดยมี cell (เซลล์ กับอาหารเลี้ยงเซลล์)  เป็นกลุ่มควบคุมลบ มี 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 
เป็นกลุ่มควบคุมบวก และมี 10 ไมโครโมลลาร์เคอวซิติน เป็นกลุ่มควบคุมตัวอย่าง ด้วยวิธี MTT assay 
ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง โดย * เท่ากับ (p < 0.05) และ ** เท่ากับ (p < 0.01)   

  

* * * * * * * * * * * 

+250 µM H2O2 
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ภาพที่ 21 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพด
หวาน และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อสารไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 13, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
โดยมี cell (เซลล์ กับอาหารเลี้ยงเซลล์)   เป็นกลุ่มควบคุมลบ มี 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 เป็นกลุ่ม
ควบคุมบวก และมี 10 ไมโครโมลลาร์เคอวซิติน เป็นกลุ่มควบคุมตัวอย่าง ด้วยวิธี MTT assay ท าการ
ทดสอบซ้ า 3 ครั้ง โดย * เท่ากับ (p < 0.05) และ ** เท่ากับ (p < 0.01)   
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ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพด 5 ชนิดที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซน  ในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อ H2O2
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4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการตายของเซลล์แบบ early 
และ late apoptosis/necrosis ด้วยเทคนิค Annexin V-FITC and Propidium Iodide 
staining  assay / Flow cytometry analysis 

 จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า 
ข้าวโพดหวานและข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ในการป้องกันเซลล ์
HT-22 ที่ถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ท าการหว่านเซลล์ในหลุม 6 หลุม หลุมละ 2 
x 105 เซลล์ จากนั้นน าสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา treat 

กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน า
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทึ่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที ่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับ
สารสกัดข้าว และข้าวโพดเป็นกลุ่มควบคุมลบ (Negative control) มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอด
ชีวิตเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ และให้เคอวซิติน 10 ไมโครโมลลาร์ เป็นตัวควบคุมตัวอย่าง (Control 
sample) และให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพด แต่ทดสอบกับเฉพาะ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพียงอย่างเดียว เป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive control) น ากลุ่ม
ทดสอบมาค านวณเทียบกับกลุ่มควบคุมเพ่ือหาร้อยละของอัตราการตายของเซลล์ (%Cell 
Apoptosis) และน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดสอบโดยใช้หลักสถิติ   
one-way ANOVA โดยให้ค่าความเชื่อมั่นอยู่ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) 

 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวเหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า 
ข้าวโพดหวานและข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ในการป้องกันเซลล ์
HT-22 ที่ถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) พบว่าสารสกัดข้าวเหนียวกล้อง และข้าวโพด
หวานที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ไม่
สามารถป้องกันเซลล์ตายจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ได้ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก 
(positive control) ในขณะที่ข้าวเหนียวกล้องที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน(BrHe) ข้าวเหนียวด าที่
สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BlE)และตัวท าละลายเฮกเซน(BlHe) ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า(BaH)และตัวท าละลายเอทานอล(BaE) และข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า
(SH)และเฮกเซน(SHe) มีอัตราการตายของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ (p < 0.01) 

ดังนี้ 48.2%, 31.27%, 35.66%, 42.52%, 49.37%, 47.67% และ 43.325% เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมบวก (positive control) หรือกลุ่มที่ treat ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) อย่างเดียว 
51.47%  (ดังภาพที่ 22) 
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ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าว และข้าวโพด ด้วยตัวท า
ละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อ H2O2

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 22 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดหวาน และ
ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อสาร
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้น treat ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทึ่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์อีก เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง โดยมี “cell” เป็นกลุ่มควบคุมลบ มี “250 ไมโครโมลลาร์ H2O2” เป็นกลุ่มควบคุมบวก และมี 
“10 ไมโครโมลลาร์เคอวซิติน” เป็นกลุ่มควบคุมตัวอย่าง ด้วยวิธี Annexin V-FITC and Propidium 
Iodide staining  assay / Flow cytometry analysis ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง โดย * เท่ากับ (p < 
0.05) และ ** เท่ากับ (p < 0.01)   

  

* * 

* * 

* * 
* * * * 

* * * * 
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4.6 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพด 

 4.6.1 ผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดด้วย
วิธี DPPH• assay 

  จากผลการทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดที่สกัดด้วย
ตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี DPPH• assay ซึ่งจะวัดออกมาเป็นค่าของ radical 
scarvenging activity (%) และน าไปเปรียบเทียบค่ากับกรดแอสคอร์บิก ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสะ
มาตรฐาน เพ่ือน าไปค านวณหาปริมาณเป็นค่ามิลลิกรัมกรดแอสคอร์บิกต่อน้ าหนักเป็นกรัมของสาร
สกัด จากการทดสอบพบว่าสารสกัดจากข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล สามารถต้าน
ออกซิเดชั่นอนุมูล DPPH ได้มากท่ีสุด ซึ่งมีค่า radical scarvenging activity (%) อยู่ที่ 13.44 ± 1.99 
และเม่ือน าไปเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระกรดแอสคอร์บิก พบว่ามีปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระ
อยู่ที่ 9.54 ± 1.21 mg Vit C g-1 fresh weight of sample ซึ่งแสดงผลในรูปของ mean ± SEM โดย

ท าการทดสอบตัวอย่างซ้ า 3 ครั้ง และจ านวน 3 การทดลอง (ดังตาราง 14) 

 

ตารางที่ 14 แสดงถึงผลการทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าว
เหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอ
ทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี DPPH• assay 

Types of plant 
% Scavenging activity (%SC) 

mg Vit C g-1 fresh weight of 
sample 

น้ า เอทานอล เฮกเซน น้ า เอทานอล เฮกเซน 

ข้าวเหนียว 0.62 ±2.17 5.67 ± 2.62 4.73 ± 2.51 0.32 ± 1.56 4.46 ± 1.28 3.61 ± 1.56 

ข้าวเหนียวกล้อง 4.28 ± 3.74 4.89 ± 2.84 4.46 ± 3.00 3.60 ± 2.18 3.82 ± 1.76 3.68 ± 1.65 

ข้าวเหนียวด า 6.34 ± 1.25 13.44 ± 1.99 5.76 ± 2.80 4.39 ± 0.76 9.54 ± 1.21 3.47 ± 1.94 

ข้าวโพดหวาน 2.21 ± 2.66 5.28 ± 2.98 8.39 ± 3.01 1.45 ± 2.11 3.61 ± 2.33 6.38 ± 1.73 

ข้าวโพดอ่อน 4.27 ± 4.13 5.42 ± 3.93 4.12 ± 2.59 3.55 ± 2.88 4.44 ± 2.53 3.07 ± 1.94 
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 4.6.2 ผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดด้วย
วิธี ABTS assay 

  จากผลการทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและข้าวโพดที่สกัดด้วย
ตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี ABTS assay ซึ่งจะวัดออกมาเป็นค่าของ radical 
scarvenging activity (%) และน าไปเปรียบเทียบค่ากับกรดแอสคอร์บิก ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสะ
มาตรฐาน เพ่ือน าไปค านวณหาปริมาณเป็นค่ามิลลิกรัมกรดแอสคอร์บิกต่อน้ าหนักเป็นกรัมของสาร
สกัด (mg Vit C g-1 fresh weight of sample) จากการทดสอบพบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วย

ตัวท าละลายเอทานอลให้ผลไปในทางเดียวกันกับวิธี DPPH assay โดยมีค่าความสามารถต้านออกซิ
เดชั่นอนุมูล ABTS ซึ่งมีค่า radical scarvenging activity (%) อยู่ที ่26.73 ± 0.42 และเม่ือน าไป

เทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระกรดแอสคอร์บิก พบว่ามีปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระอยู่ที่ 17.80 ± 
0.65 mg Vit C g-1 fresh weight of sample นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วย

ตัวท าละลายน้ า และเอทานอลมีความสามารถต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS ด้วย โดยมีค่า radical 
scarvenging activity (%) อยู่ที่ 23.42 ± 0.10 และ 27.63 ± 0.93 ตามล าดับ และเมื่อน าไปเทียบกับ

สารต้านอนุมูลอิสระกรดแอสคอร์บิก พบว่ามีปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระอยู่ที่ 15.73 ± 0.35 และ 

18.36 ± 0.42 mg Vit C g-1 fresh weight of sample ตามล าดับ ซึ่งพบว่า สารสกัดจากข้าวโพดอ่อน

ที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล มีความสามารถต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS มากที่สุด รองลงมาคือ
สารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และสารสกัดจากข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายเอทานอล ตามล าดับ (ดังตาราง 15) 
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ตารางที่ 15 แสดงถึงผลการทดสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชั่นอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าว
เหนียว ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอ
ทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี ABTS assay 

Types of 
plant 

% Scavenging activity (%SC) 
mg Vit C g-1 fresh weight of 

sample 

น้ า เอทานอล เฮกเซน น้ า เอทานอล เฮกเซน 

ข้าวเหนียว 2.57 ± 0.99 6.02 ± 2.09 2.22 ± 1.93 2.77 ± 0.12 4.93 ± 0.85 2.56 ± 0.71 

ข้าวเหนียวกล้อง  2.05 ± 2.06 4.49 ± 0.46 2.34 ± 0.94 2.46 ± 0.79 3.97 ± 0.20 2.64 ± 0.13 

ข้าวเหนียวด า 8.97 ± 1.22 
26.73 ± 

0.42 
8.06 ± 1.49 6.75 ± 0.41 17.80 ± 0.65 6.19 ± 1.13 

ข้าวโพดหวาน 5.72 ± 1.14 9.83 ± 0.64 4.79 ± 0.87 4.74 ± 0.89 7.28 ± 0.86 4.16 ± 0.42 

ข้าวโพดอ่อน 23.42 ± 
0.10 

27.63 ± 
0.93 

2.62 ± 0.85 15.73 ± 0.35 18.36 ± 0.42 2.80 ± 0.59 
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4.7 ผลการทดสอบหาปริมาณสารเมลาโทนินและทริปโตเฟนในสารสกัดข้าวและข้าวโพดด้วยวิธี 
HPLC 

 จากผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินในสารสกัดข้าวเหนียว ข้าว
เหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวาน ด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮ
กเซน ด้วยวิธี HPLC แล้วพบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล มีปริมาณสาร
เมลาโทนินมากที่สุดอยู่ท่ี 396.38 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และพบว่าสารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัด

ด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอลมีปริมาณสารทริปโตเฟนมากท่ีสุดที่ 2898.44 และ 1303.09 

ตามล าดับ (ดังตารางที่ 16) 

 

ตารางที่ 16 แสดงผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินในสารสกัดข้าวเหนียว 
ข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวาน ด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และ
เฮกเซน ด้วยวิธี HPLC 

Types of plant 
Tryptophan (µg Kg-1) Melatonin (µg Kg-1) 

น้ า เอทานอล เฮกเซน น้ า เอทานอล เฮกเซน 

ข้าวเหนียว 34.88 486.89 1.97 6.62 161.12 6.99 

ข้าวเหนียวกล้อง 3.40 59.73 1.29 18.10 166.26 15.17 

ข้าวเหนียวด า 317.56 103.26 3.64 19.16 396.38 23.24 

ข้าวโพดหวาน 344.40 448.99 37.74 4.39 13.36 8.97 

ข้าวโพดอ่อน 2898.44 1303.09 103.22 19.70 26.36 12.42 
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ภาพที่ 23 กราฟวิเคราะห์ความสัมพันธ์ โดยวิเคราะห์ความสัมพันธ์ (R2) ระหว่างความแตกต่างของ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ กับ ปริมาณทริปโตเฟน และเมลาโทนิน ในสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่สกัดด้วย
ตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน (ก) DPPH และ ABTS assay (R2=0.5140) ; (ข) DPPH 
assay และปริมาณเมลาโทนิน (R2=0.7376) ; (ค) ABTS assay และปริมาณทริปโตเฟน (R2=0.6484) 
; (ง) ABTS assay และปริมาณเมลาโทนิน (R2=0.4424) 
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4.8 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าว และข้าวโพด ในการป้องกันเซลล์ HT-22 
จากภาวะ oxidative stress ด้วยวิธี DCFH-DA assay 

 จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และ เอทานอล ในการป้องกันเซลล์ HT-22 จากภาวะ 
oxidative stress ที่ถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) โดยท าการหว่านเซลล์ในหลุม 6 
หลุม หลุมละ 2 x 105 เซลล์ จากนั้นน าสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 

ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล ที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 
เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทึ่ความเข้มข้น 250 
ไมโครโมลลาร์ มา treat กับเซลล์พร้อมกับ DCFH-DA 10 ไมโครโมลลาร์ แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 30 นาที (เนื่องจากเป็นเวลาที่เหมาะสมต่อการวัดปริมาณ 
ROS ในเซลล์ เพราะถ้าใช้เวลานานกว่านี้ ROS ภายในเซลล์จะสลายตัวไปท าให้ไม่สามารถตรวจวัดได้) 
โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพดเป็นกลุ่มควบคุมลบ (Negative control) 
มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอดชีวิตเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ และให้เคอวซิติน 10 ไมโครโมลลาร์ เป็นตัว
ควบคุมตัวอย่าง (Control sample) และให้เซลล์กลุ่มท่ีไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพด แต่
ทดสอบกับเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพียงอย่างเดียว เป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive 
control) น ากลุ่มทดสอบมาค านวณเทียบกับกลุ่มควบคุมเพ่ือหาร้อยละของปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้น
ภายในเซลล์ (ROS of %Control) และน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่ม
ทดสอบโดยใช้หลักสถิติ one-way ANOVA โดยให้ค่าความเชื่อม่ันอยู่ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 
0.05) 

 ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BlE) และสาร
สกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BaE) มีฤทธิ์สามารถลดปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้น
ภายในเซลล์ได้อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.01) และ (p < 0.05) ตามล าดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก 

(positive control) หรือกลุ่มที่ treat ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) อย่างเดียว ในขณะที่สาร
สกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า ไม่สามารถลดระดับ ROS ที่เกิดข้ึนภายในเซลล์ได้ 
(ดังภาพที่ 24) 
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ภาพที่ 24 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอ
ทานอล(BlE) และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า(BaH) และ เอทานอล(BaE) ในการป้องกัน
เซลล์ HT-22 จากภาวะ oxidative stress ที่ถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ด้วยวิธี 
DCFH-DA assay โดยมี “cell” เป็นกลุ่มควบคุมลบ มี “250 ไมโครโมลลาร์ H2O2” เป็นกลุ่ม
ควบคุมบวก และมี “10 ไมโครโมลลาร์เคอวซิติน” เป็นกลุ่มควบคุมตัวอย่าง ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง 
โดย * เท่ากับ (p < 0.05) และ ** เท่ากับ (p < 0.01)   
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4.9 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการแสดงออกระดับ mRNA 
ของยีน BDNF ด้วยวิธี Real time RT-PCR 

 จากการวัดการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน BDNF ในเซลล์ HT-22 เมื่อทดสอบด้วย
สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า และ เอทานอล โดยท าการหว่านเซลล์ในหลุม 6 หลุม หลุมละ 2 x 105 เซลล์ จากนั้นน าสาร

สกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และ 
เอทานอล ทีค่วามเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทึ่
ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 
เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มท่ีไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพดเป็น
กลุ่มควบคุมลบ (Negative control) และให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพด แต่
ทดสอบกับเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพียงอย่างเดียว เป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive 
control) โดยน าไปเปรียบเทียบอัตราส่วนกับ housekeeping gene ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ใช้ β-actin 
จากนั้นน าค่าอัตราส่วนของกลุ่มทดสอบไปเปรียบเทียบหาค่าร้อยละของการแสดงออกของยีนกับกลุ่ม
ควบคุมลบ โดยให้ค่าอัตราส่วนของกลุ่มควบคุมลบเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อได้ค่าร้อยละแล้วจึง
น าไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ โดยใช้หลักสถิติ one-way ANOVA โดยให้ค่าความ
เชื่อมั่นอยู่ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) 

 ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BlE) และสาร
สกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า(BaH) และเอทานอล(BaE) มีฤทธิ์ในการเพ่ิมการ
แสดงออกของยีน BDNF อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ (p < 0.01) โดยมีค่าร้อยละของการ

แสดงออกของยีนมากกว่ากลุ่มควบคุมบวก (Positive control) ที่ treat 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 
เพียงอย่างเดียว ดังภาพ 25 
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ภาพที่ 25 แสดงผลการวัดการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน BDNF ในเซลล์ HT-22 เมื่อทดสอบ
ด้วยสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BlE)  และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า(BaH)  และ เอทานอล(BaE) ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้น treat ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทึ่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์อีก เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง โดยมี “cell” เป็นกลุม่ควบคุมลบ มี “250 ไมโครโมลลาร์ H2O2” เป็นกลุ่มควบคุมบวก ด้วยวิธี 
Real time-PCR ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง โดย * เท่ากับ (p < 0.05) และ ** เท่ากับ (p < 0.01)   
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4.10 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการแสดงออกระดับโปรตีน 
ของโปรตีน BDNF ด้วยวิธี Western blot analysis 

 จากการวัดการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน BDNF ในเซลล์ HT-22 เมื่อทดสอบด้วย
สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า และ เอทานอล โดยท าการหว่านเซลล์ในหลุม 6 หลุม หลุมละ 2 x 105 เซลล์ จากนั้นน าสาร

สกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลาย
น้ า และ เอทานอล ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
ทึ่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์ มา treat กับเซลล์แล้วบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 
เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพดเป็น
กลุ่มควบคุมลบ (Negative control) และให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดข้าว และข้าวโพด แต่
ทดสอบกับเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพียงอย่างเดียว เป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive 
control) โดยน าไปเปรียบเทียบอัตราส่วนกับ housekeeping protein ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ใช้ β-
actin จากนั้นน าค่าอัตราส่วนของกลุ่มทดสอบไปเปรียบเทียบหาค่าร้อยละของการแสดงออกของยีน
กับกลุ่มควบคุมลบ โดยให้ค่าอัตราส่วนของกลุ่มควบคุมลบเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อได้ค่าร้อยละ
แล้วจึงน าไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ โดยใช้หลักสถิติ one-way ANOVA โดยให้ค่า
ความเชื่อมั่นอยู่ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) 

  ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BlE) 
และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า(BaH) และเอทานอล(BaE) มีฤทธิ์ในการเพ่ิมการ
แสดงออกของโปรตีน BDNF อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ (p < 0.01) โดยมีค่าร้อยละของการ

แสดงออกของโปรตีนมากกว่ากลุ่มควบคุมบวก (Positive control) ที่ treat 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 
เพียงอย่างเดียว ดังภาพ 26 
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ภาพที่ 26 แสดงผลการวัดการแสดงออกในระดับโปรตีนของโปรตีน BDNF ในเซลล์ HT-22 เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล(BlE)  และข้าวโพดอ่อนที่สกัด
ด้วยตัวท าละลายน้ า(BaH)  และ เอทานอล(BaE) ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จากนั้น treat ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ทึ่ความเข้มข้น 250 ไมโครโมลลาร์อีก เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง โดยมี “cell” เป็นกลุ่มควบคุมลบ มี “250 ไมโครโมลลาร์ H2O2” เป็นกลุ่มควบคุม
บวก ด้วยวิธ ีwestern blot ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง โดย * เท่ากับ (p < 0.05) และ ** เท่ากับ (p < 
0.01)   

B-actin 42 kDa 

BDNF 28 kDa 

* * * 
* * 



 

 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย และอภิปรายผล  

แหล่งที่มาของข้าว และข้าวโพดที่สนใจ 

 การศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ใช้ข้าวและข้าวโพดที่ซื้อจากตามท้องตลาดในจังหวัดเชียงราย ซึ่งเป็น
ภูมิล าเนาของผู้วิจัย โดยน าข้าวและข้าวโพดที่สนใจมาท าในเดือน พฤษภาคม 2557 ดังนั้นผล
การศึกษาท่ีได้อาจไม่สามารถเป็นตัวแทนของข้าวและข้าวโพดทั้งประเทศได้ เนื่องจากมีปัจจัยที่ส่งผล
ถึงสารส าคัญ หรือองค์ประกอบภายในของข้าวและข้าวโพดชนิดนั้น เช่น ปัจจัยของสภาพแวดล้อม 
(สภาพดิน น้ า และอากาศ)  

วิธีการสกัดสารจากข้าว และข้าวโพด 

 ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยใช้วิธกีารหมัก (Maceration) ในการสกัดสารส าคัญจากข้าว และ
ข้าวโพด โดยใช้ตัวท าละลายเอทานอล และเฮกเซน ซึ่งสาเหตุใช้วิธีการสกัดแบบ maceration 
เนื่องจากเป็นวิธีการสกัดที่ไม่มีการใช้ความร้อนเนื่องจากสกัดท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ป้องกันสารส าคัญต่างๆสลายจากการถูกความร้อน โดยเฉพาะสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และ
เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้มีการวิเคราะห์หาสารต้านอนุมูลอิสระ และในการสกัดข้าว และข้าวโพด
ตัวท าละลายน้ า ใช้วิธีการเพ่ิมอุณหภูมิ (Heat up) ซึ่งสาเหตุที่ใช้การสกัดด้วยวิธีนี้เนื่องจากใช้หลักการ
ต้มข้าวและข้าวโพดเป็นโมเดล โดยจากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า ข้าวโพดหวาน ที่ต้มมีสารประกอบ
ที่เรยีกว่า กรดเฟอรูลิก(Ferulic acid) ซึ่งเป็นสารเคมีที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ[49] ในการศึกษาครั้งนี้
สาเหตุที่ใช้ตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิดนี้เพราะสามารถหาได้ท่ัวไปในประเทศ มีความปลอดภัยต่อ
สภาพแวดล้อม และเนื่องจากความแตกต่างของขั้วของตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิด (ภาพที่ 27) ส่งผลให้
การสกัดข้าว และข้าวโพดจะท าให้ได้สารที่มีทั้งข้ัวมาก และข้ัวน้อยออกมาแตกต่างกัน และบางตัว
สามารถรับประทานได้ซึ่งถือว่าเป็นข้อส าคัญ เนื่องจากงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือน าไปพัฒนาใช้ใน
การรักษามนุษย์ หลังจากท่ีได้ท าการสกัดสารส าคัญออกจากพืชแล้ว จะน าตัวท าละลายเอทานอล และ
เฮกเซนมาระเหยออกด้วยวิธี evaporation และส าหรับตัวท าละลายน้ า จะน ามาระเหิดออกด้วยวิธี 
lyophilization เพ่ือให้ได้สารสกัดหยาบ จากนั้นน าสารสกัดหยาบมาละลายด้วย DMSO เนื่องจาก 
DMSO สามารถละลายสารต่างๆได้ทั้งส่วนที่มีข้ัว (polar) และ ไม่มีขั้ว (nonpolar) ถึงแม้ว่าจะมีการ
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รายงานว่า DMSO มีความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่อย่างไรก็ตาม ที่ความเข้มข้นของ DMSO 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
(v/v) เป็นที่ยอมรับกันว่าไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 27 แสดงชนิดของตัวท าละลายเรียงตามความเป็นขั้วน้อยไปมาก 
 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 

 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง ผู้วิจัยเลือกใช้เซลล์ HT-22 
ในการศึกษาครั้งนี้ เนื่องจากเซลล์ HT-22 เป็นเซลล์สมองส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู ซึ่งสมองส่วนฮิปโป
แคมปัสนี้มีความส าคัญ และเก่ียวข้องต่อกระบวนการต่างๆที่เกิดข้ึนกับโรคความเสื่อมทางระบบ
ประสาท ดังนั้นผู้วิจัยจึงน าเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดนี้มาใช้เป็น in vitro model ส าหรับการศึกษา
กระบวนการ และกลไกท่ีเกิดขึ้นของโรคความเสื่อมทางระบบประสาท โดยการศึกษาครั้งนี้จะใช้เซลล์ 
HT-22 เพ่ือท าการศึกษา 1. ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-
22 เซลล์ โดยวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดข้าว และข้าวโพด 2. ศึกษาฤทธิ์
ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อการกระตุ้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

Hexane 
Petroleum ether 

Carbon tetrachloride 
Benzene 

Chloroform, Dichloromethane 
Diethyl ether 
Ethyl acetate 

Acetone 
Ethanol 

Methanol 
Water 
Acid 

ขั้วน้อย 

ขั้วมาก 
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(H2O2) โดยใช้เวลาในการทดสอบสารสกัดเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามา treat ดว้ยตัวกระตุ้นให้
เกิดภาวะ oxidative stress ด้วย H2O2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดข้าว และข้าวโพดเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ treat ด้วยตัวกระตุ้น H2O2 โดยใช้วธิ ี
MTT assay และวิธี การย้อมสี AnexinV-FITC และ PI / Flowcytometry[40] 3. ศึกษาฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าว และข้าวโพดโดยใช้วิธี DPPH และ ABTS assay เนื่องจากวิธีทั้งสอง
นี้ใช้ในการทดสอบหาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดอย่างแพร่หลาย และเป็นที่
นิยม เนื่องจากท าง่ายไม่ยุ่งยาก และมีความไวแม่นย าสูง นอกจากนี้วิธี ABTS ยังสามารถใช้ทดสอบสาร
ทั้งท่ีเป็น aqueous และ lipid phase 4. วิเคราะห์หาปริมาณสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินในสาร

สกัดข้าว และข้าวโพด ด้วยวิธี HPLC ซึ่งสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินนี้ พบว่ามีความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระ [6] และมีการพบว่ามีสารนี้ในพืชหลายชนิดเช่น ข้าว และข้าวโพดเป็นต้น [37] 5. 
ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ด้วยการย้อมสี DCFH-
DA โดยใช้เวลาในการทดสอบสารสกัดเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามา treat ด้วยตัวกระตุ้นให้เกิด
ภาวะ oxidative stress เกิดเป็น ROS ขึ้นภายในเซลล์ ด้วย H2O2 เป็นเวลา 30 นาที สาเหตุที่การ
ทดสอบครั้งนี้ treat ด้วยตัวกระตุ้น H2O2 เป็นเวลา 30 นาที เนื่องจากต้องการตรวจวัดปริมาณของ 
ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ ซึ่ง H2O2 นั้นมีการสลายตัวได้ง่าย เนื่องจากมีค่าครึ่งชีวิตที่สั้น และที่
อุณหภูมิสูงก็จะยิ่งสลายตัวเร็วขึ้น ท าให้ในขั้นตอนนี้จึงใช้เวลาในการ treat ด้วยตัวกระตุ้น H2O2 ลดลง 
6.ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อการแสดงออกระดับ mRNA และโปรตีน ของยีน BDNF 
เนื่องจากมีการศึกษาพบว่า BDNF เป็นยีนที่ท าหน้าที่ในด้านการเพ่ิมประสิทธิภาพ เพ่ือต้านความเสื่อม
ของเซลล์ประสาท โดยเป็นการท างานผ่านในระดับโมเลกุลผ่าน signaling pathway ซึ่งมีเอนไซม์
ไคเนสเป็นสารชีวโมเลกุลหลัก [69] และนอกจากนี้ยังพบว่าสารเมลาโทนินออกฤทธิ์โดยมีกลไกใน
ระดับโมเลกุล โดยการกระตุ้นการเพ่ิมการแสดงออกของยีน brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) [12-14] 

 จากการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อเซลล์เพาะเลี้ยง HT-22 เซลล ์
โดยวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดข้าว และข้าวโพดด้วยวิธี MTT assay 
พบว่าสารสกัดข้าว และข้าวโพดทั้ง 5 ชนิด ที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ที่ความ
เข้มข้น 2-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งเป็นข้อดีในการสามารถน าสาร
สกัดที่ความเข้มข้นต่างๆมาศึกษาต่อไปได้ และท าให้ทราบว่าพืชที่น ามาศึกษาคือข้าว และข้าวโพดซึ่ง
เป็นอาหารที่เรารับประทานเป็นประจ านั้น ไม่มีความเป็นพิษ หรือเป็นอันตรายต่อการบริโภคใน
ชีวิตประจ าวัน ยกเว้นสารสกัดจากข้าวเหนียวกล้องที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล ที่ความเข้มข้น
สูงขึ้นพบว่ามีอัตราการตายของเซลล์ที่เพ่ิมสูงขึ้น จากนั้นท าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และ
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ข้าวโพดในการป้องกันเซลล์ HT-22 ต่อการกระตุ้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพ่ือให้เกิด
ภาวะ oxidative stress เนื่องจากมีการศึกษาพบว่า H2O2 เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดการตายของ
เซลล์สมอง หรือเซลล์ต่างๆในระบบประสาท ในโรคความเสื่อมของระบบประสาทเช่นโรคอัลไซเมอร์ 
โรคพาร์กินสัน และโรคซึมเศร้า เป็นต้น [70, 71] ผลจากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพด
พบว่า สารสกัดจากข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวาน ที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซนมีฤทธิ์ในการป้องกันเซลล์ HT-22 จาก H2O2  ได้ แต่ในขณะที่ข้าว
เหนียว ที่สกัดด้วยตัวท าละลายทั้ง 3 ชนิดไม่มีฤทธิ์ในการป้องกันเซลล์ HT-22 จาก H2O2  ได้ อาจ
เนื่องจากว่าข้าวเหนียวต่างจากข้าวชนิดอื่นเนื่องจากข้าวเหนียวได้ผ่านกระบวนการขัดสีมา ท าให้
สูญเสียส่วนที่เป็นกากใย ซึ่งเป็นส่วนที่อุดมไปด้วยแร่ธาตุ สารอาหารต่างๆมากมายที่จะมีฤทธิ์ช่วยใน
การป้องกันเซลล์ HT-22 จาก H2O2  ได้ และเนื่องจากมีการศึกษาอีกมากมายรายงานว่า H2O2 เป็นตัว
ที่ท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ซึ่งส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ภายในเซลล์
ประสาท [72, 73] ผู้วิจัยจึงท าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดพบว่า สารสกัดจากข้าว
เหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวาน ที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล 
และเฮกเซนในการป้องกันเซลล์ HT-22 จาก H2O2    ด้วยอีกวิธีหนึ่งเพื่อยืนยันผลการทดสอบวิธี MTT 
assay ด้วยวธิีการย้อม AnexinV-FITC และ PI ดว้ย Flowcytometer ผลการทดสอบพบว่า สารสกัด
จากข้าวเหนียวกล้อง ข้าวเหนียวด า ข้าวโพดอ่อน และข้าวโพดหวาน ที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอ
ทานอล และเฮกเซนมีฤทธิ์ในการป้องกันเซลล์ HT-22 จาก H2O2  ได้ ซึ่งสอดคล้องกับการทดสอบด้วย
วิธี MTT assay แต่ในขณะที่พบว่านอกจากข้าวเหนียวที่ไม่มีฤทธิ์ในการป้องกันเซลล์ HT-22 จาก 
H2O2  ได้แล้ว ยังพบว่ามีข้าวเหนียวกล้อง และข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และ
ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ทั้ง 3 สารสกัดนี้ไม่มีฤทธิ์ในการป้องกันเซลล์ HT-22 จาก 
H2O2 ซึ่งวธิีการย้อม AnexinV-FITC และ PI ด้วย Flowcytometer ให้ผลที่น่าเชื่อถือกว่าเนื่องจากใช้
เครื่องมือในการตรวจวัดปริมาณเซลล์ที่ละเอียดกว่า และมีความถูกต้อง แม่นย ามากกว่า วิธ ี MTT 
assay เนื่องจากวิธีนี้เป็นการวัดค่าการดูดกลืนแสง ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่เกิดจากการรีดิวซ์สารประกอบ 
MTT ด้วยตัวรีดิวซ์ NADH และ NADPH ต้องใช้เอนไซม์ภายในเอนโดพลาสมิก เรติคูลัม และไมโทคอน
เดรีย เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา และเนื่องจาก H2O2 เป็นสารอนุมูลอิสระตัวหนึ่งที่มีบทบาทส าคัญในการท า
ให้เกิดภาวะ oxidative stress ซึ่งส่งผลท าให้เกิดการตายของเซลล์ประสาท จึงมีหลายงานวิจัยพบว่า
มีสารอนุมูลอิสระเหล่านี้ถูกยับยั้งได้ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ [70, 71, 74, 75] ผู้วิจัยจึงได้น าสารสกัด
ข้าว และข้าวโพดทั้ง 5 ชนิดที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซนมาทดสอบ ฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าว และข้าวโพดโดยใช้วิธี DPPH และ ABTS assay ผลการทดลองพบว่า 
สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล สารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายน้ า และเอทานอล มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งสอดคล้องกับหลายๆงานวิจัยที่ศึกษาฤทธิ์ใน
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การต้านอนุมูลอิสระในข้าว และข้าวโพด [40, 49, 76, 77] นอกจากนี้มีการศึกษาพบว่าในข้าว และ
ข้าวโพดมีสารส าคัญที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระที่น่าสนใจคือทริปโตเฟน และเมลาโทนิน ซึ่งมีการ
รายงานพบอยู่ในข้าว และข้าวโพด และสารดังกล่าวมีฤทธิ์ต้านอนุลูลอิสระ [6, 37] ผู้วิจัยจึงท าการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินในสารสกัดข้าว และข้าวโพดทั้ง 5 ชนิดที่สกัดด้วย
ตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี HPLC จากผลการวิเคราะห์พบว่า สารสกัดจากข้าว
เหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีปริมาณสารเมลาโทนินมากที่สุด และสารสกัดข้าวโพด
อ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอลพบว่ามีปริมาณสารทริปโตเฟนมากที่สุด และรองลงมา
ตามล าดับ ซึ่งผลดังกล่าวพบว่าสารสกัดทั้ง 3 ชนิดนี้ได้ผลที่สอดคล้องกับการทดสอบฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay ซึ่งความสัมพันธ์ของความแตกต่างในการต้านอนุมูล
อิสระ กับปริมาณสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินในสารสกัดข้าวและข้าวโพดแต่ละชนิด พบว่า
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH กับ ABTS assay, ความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระ DPPH กับปริมาณสารเมลาโทนิน, ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS กับ สารทริป
โตเฟน และเมลาโทนิน มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่าความสัมพันธ์ (R2) ที่ 0.5140, 
0.7376, 0.6483 และ 0.4424 ตามล าดับ(ภาพที่23)   จากการทดสอบที่ผ่านมาข้างต้นผู้วิจัยจึงเลือก
สารสกัดที่ได้ผลที่น่าสนใจโดยมีทั้งฤทธิ์ในการลดอัตราการตายของเซลล์โดยการป้องกันเซลล์ HT-22 
จาก H2O2 จากข้ันตอน MTT assay และวิธีการย้อม AnexinV-FITC และ PI ด้วย Flowcytometer 
และมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จากข้ันตอน DPPH และ ABTS assay และมีสารที่สนใจคือ มีสารท
ริปโตเฟน และเมลาโทนินอยุ่ในปริมาณมาก ได้แก่ สารสกัด 3 ชนิดคือ สารสกัดจากข้าวเหนียวด าที่
สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทา
นอล น ามาท าการศึกษาในขั้นตอนต่อไป ซึ่งจากการทดลองผู้วิจัยใช้ H2O2 ในการกระตุ้นเซลล์ HT-22 
ให้เกิดสภาวะ oxidative stress ซึ่งมีหลายงานวิจัยรายงานว่าเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 จะท าให้
เกิด ROS เกิดขึ้นภายในเซลล์ และนอกจากนี้มีการศึกษาก่อนหน้านี้เช่นกันพบว่า เมื่อหลังจากกระตุ้น
เซลล์ด้วย 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 พบว่ามีการเกิดขึ้นของ ROS ภายในเซลล์ [70-74] ผู้วิจัยจึง
ท าการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดข้าว และข้าวโพดต่อการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ด้วยการย้อมสี 
DCFH-DA โดยใช้เวลาในการทดสอบสารสกัดเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามาทดสอบด้วยตัวกระตุ้น
ให้เกิดภาวะ oxidative stress เกิดเป็น ROS ขึ้นภายในเซลล์ ด้วย H2O2 เป็นเวลา 30 นาที สาเหตุที่
การทดสอบครั้งนี้ treat ด้วยตัวกระตุ้น H2O2 เป็นเวลา 30 นาที เนื่องจากต้องการตรวจวัดปริมาณ
ของ ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ ซึ่ง H2O2 นั้นมีการสลายตัวได้ง่าย เนื่องจากมีค่าครึ่งชีวิตที่สั้น และยิ่ง
ที่อุณหภูมิสูงก็จะยิ่งสลายตัวเร็วขึ้น ท าให้ในขั้นตอนนี้จึงใช้เวลาในการ treat ด้วยตัวกระตุ้น H2O2 
ลดลง ผลการทดสอบพบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัด
ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล มีฤทธิ์สามารถลดปริมาณ ROS ที่เกิดข้ึนภายในเซลล์ได้ 
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ในขณะที่สารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ าไม่มีฤทธิ์ในการลดปริมาณ ROS ที่
เกิดข้ึนภายในเซลล์ได้ สาเหตุที่สารสกัดจากข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ าให้ผลที่แตกต่าง
ออกไปอาจเป็นเพราะเป็นสารสกัดท่ีใช้ตัวท าละลายที่เป็นน้ า และมีวิธีการสกัดที่แตกต่างกับตัวท า
ละลายเอทานอลโดยตัวท าละลายที่เป็นน้ าจะใช้วิธีการสกัดแบบเพ่ิมอุณหภูมิ (Heat up) แต่ในขณะที่
ตัวท าละลายเอทานอลจะใช้วิธีการสกัดแบบหมัก (Maceration) จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้ได้ปริมาณ
ของสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพออกมาแตกต่างจากตัวท าละลายเอทานอลได้ นอกจากนี้ผู้วิจัยได้
ท าการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพด
อ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอล ต่อการแสดงออกระดับ mRNA และโปรตีน ของยีน 
BDNF ด้วยวิธี real time-RCR และ western blotเนื่องจากมีการศึกษาพบว่า BDNF เป็นยีนที่ท า
หน้าที่ในด้านการเพิ่มประสิทธิภาพเพ่ือต้านความเสื่อมของเซลล์ประสาท [69] และพบว่ามีหลักฐาน
การศึกษาจากหลายงานวิจัยรายงานว่า BDNF มีกลไกการท างานที่เกี่ยวข้องกับ H2O2 โดยพบว่าเมื่อ
เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าเซลล์นั้นมีการแสดงออกของ BDNF ลดลง [78, 79] และนอกจากนี้
มีการศึกษาก่อนหน้านี้รายงานว่า BDNF มีความเก่ียวข้องกับโรคความเสื่อมของระบบประสาท โดย
พบว่าในโรคอัลไซเมอร์ และโรคซึมเศร้า จะพบว่าเซลล์สมองส่วนฮิปโปแคมปัสจะถูกท าลายไปส่งผล
ให้ระดับของ BDNF ลดลง และเม่ือให้ยาต้านซึมเศร้าไป พบว่าระดับของ BDNF เพ่ิมสูงขึ้นและ 
สามารถป้องกันเซลล์สมอง และเซลล์ส่วนอ่ืนๆได้ [15] ซึ่งจากผลการศึกษาครั้งนี้พบว่า H2O2 ส่งผลให้
ระดับของ BDNF mRNA และ โปรตีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัย
ก่อนหน้านี้ ดังนั้นจากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า BDNF โปรตีน มีบทบาทส าคัญในการป้องกันโรค
ความเสื่อมของระบบประสาท โดยป้องกันเซลล์จากการถูกท าลายจากการกระตุ้นด้วยอนุมูลอิสระจาก
ภาวะ oxidative stress ได้ หลังจากนั้นผู้จัยได้ท าการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วย
ตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอล ต่อการ
แสดงออกระดับ mRNA และโปรตีน โดยการ ทดสอบเซลล์ HT-22 ด้วยสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัด
ด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอลก่อน 
แล้วจึงกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสาร
สกัดข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอล มีฤทธิ์ในการเพิ่มการแสดงออกของ BDNF 
mRNA และ โปรตีน เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น H2O2 เพียงอย่างเดียว จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดข้าวโพด
อ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอล มีฤทธิ์ในการป้องกันการท าลายเซลล์ประสาท โดยมี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยมีปริมาณของสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินเป็นส่วนประกอบ แต่
อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ยังไม่สารมารถสรุปได้ชัดเจนว่าการแสดงออกของ mRNA และโปรตีน 
BDNF ที่เกิดข้ึน เกิดจากฤทธิ์ของสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินที่พบในสารสกัด เนื่องจากในสารสกัด
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ข้าว และข้าวโพดนอกจากสาร ทริปโตเฟน และเมลาโทนินแล้วยังมีสารที่ส าคัญที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ และฤทธิ์ต่อระบบประสาทอยู่มากมาย เช่นในข้าวพบว่ามีสารชีวภาพที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย

อีกมากมาย ได้แก่ carotenoids, Niacin, Pyridoxin, Biotin, Inositol,วิตามินอี, γ -oryzanol, 
Oryzafuran, Phytosterol และแร่ธาตุต่างๆรวมถึงใยอาหาร เป็นต้น[45] และในข้าวโพดมีรายงาน
พบว่าข้าวโพดหวาน ที่ต้มจะมี สารประกอบที่เรียกว่า กรดเฟอรูลิก(Ferulic acid) ซึ่งเป็นสารเคมีที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ส าหรับฝักอ่อนของข้าวโพดก็ พบว่ามีสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ เบตาแคโรทีน 
สามารถป้องกันเซลล์ถูกท าลายจากสารอนุมูลอิสระได้[48, 49]  

 
5.2 สรุป และข้อเสนอแนะ 

 จากการทดสอบทั้งหมดที่กล่าวมานั้นสรุปได้ว่าข้าว และข้าวโพดทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ข้าวเหนียว
ด าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล และข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า และเอทานอล มี
ฤทธิ์ในการป้องกันการตายของเซลล์ HT-22 จากการถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพผ่าน
กลไกต่างๆโดยการลดการเกิดภาวะ oxidative stress ภายในเซลล์ และยังสามารถเพ่ิมการแสดงออก
ของ BDNF mRNA และโปรตีนได้ โดยมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากมีปริมาณสารทริป
โตเฟน และเมลาโทนินเป็นส่วนประกอบ และส่งผลให้อัตราการตายของเซลล์ลดลงด้วย แต่อย่างไรก็
ตามการศึกษาครั้งนี้ก็ไม่สามารถระบุชัดเจนได้ว่า ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของข้าว และข้าวโพดนี้
มาจากสารสารทริปโตเฟน และเมลาโทนินที่พบในข้าว และข้าวโพด เนื่องจากในการทดลองไม่ได้น า
สารทริปโตเฟน และเมลาโทนินมาท าการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับเซลล์โดยตรง และเนื่องจากใน
ข้าว และข้าวโพดยังมีสารอ่ืนๆอีกมากมายที่อาจมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ แต่อย่างน้อยการศึกษา
ครั้งนี้ก็ท าให้ทราบว่าในข้าว และข้าวโพดที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และส่งผลต่อการแสดงออก
ของยีนและโปรตีนที่ส าคัญต่อโรคความเสื่อมของระบบประสาทมีสาร  ทริปโตเฟน และเมลาโทนินเป็น
ส่วนประกอบอยู่ด้วย ซึ่งจะเป็นแนวทางในการศึกษาถึงคุณสมบัติของสารทริปโตเฟน และเมลาโทนิน
นี้ต่อไป และจากการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบถึงคุณสมบัติ และประโยชน์ของข้าว และข้าวโพดที่เรา
บริโภคเป็นประจ าทุกวันว่ามีคุณค่ามากน้อยเพียงใด และสามารถน าไปเป็นแนวทางในการศึกษาเพ่ือ
ผลิตยา หรือแนวทางในการป้องกันโรคความเสื่อมของระบบประสาทที่ให้ผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อย
ที่สุด และมีประสิทธิภาพในการรักษาอย่างสูงสุดในอนาคตต่อไปได้ 
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ภาคผนวก ก 
ข้อมูลจากการทดลอง 

1. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่
สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี DPPH assay 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
2. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่
สกัดด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี ABTS assay 
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3. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารทริปโตเฟนในสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่สกัด
ด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี HPLC 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

4. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารเมลาโทนินในสารสกัดข้าว และข้าวโพดที่สกัด
ด้วยตัวท าละลายน้ า เอทานอล และเฮกเซน ด้วยวิธี HPLC 
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5. ภาพแสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดต่อการตายของเซลล์แบบ
early และ late apoptosis/necrosis ด้วยเทคนิค Annexin V-FITC and Propidium Iodide 
staining  assay / Flow cytometry analysis 
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6. ภาพแสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าว และข้าวโพด ในการป้องกันเซลล์  
HT-22 จากภาวะ oxidative stress ด้วยวธิี DCFH-DA assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณโปรตีนรวมใน HT-22 cells ด้วยวธิี Bradford assay 
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ภาคผนวก ข 
น้ ายา และสารละลายท่ีใช้ในการทดสอบ 

1. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดในการต้าน 
H2O2  

 1.1 10% FBS DMEM + Penicillin streptomycin 

DMEM ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ผสมกับ Fetal bovine serum (inactivated serum) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมกับ Penicillin streptomycin (Penicillin 100 U และ 
Streptomycin 100 µg/mL) 1000 ไมโครลิตร เก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส  

1.2 1X phosephate buffer saline pH 7.4 

เจือจาง stock 10X PBS โดยการเติมน้ า Milli Q ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ผสมกับ 
stock 10X PBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป autoclave แล้วเก็บรักษาไว้
ที่ 4 องศาเซลเซียส  

1.3 MTT reagent  

เตรียมความเข้มข้นของ MTT reagent ที่ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการชั่ง MTT 
dye หนัก 50 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันโดยการเขย่าจนละลายหมด จากนั้นน ามากรองผ่าน filter ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แล้วน าเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส  

 1.4 H2O2 250 ไมโครโมลลาร์  

เตรียมเป็น 100 มิลลิโมลลาร์ H2O2 ก่อนโดยผสม 30% H2O2 ปริมาตร 56 
ไมโครลิตร กับ PBS 5 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเตรียม 250 ไมโครโมลลาร์ H2O2 โดย
น า 100 มิลลิโมลลาร์ H2O2 ที่เตรียมไว้มาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ PBS 5 
มิลลิลิตร  

 1.5 เคอวซิติน 10 ไมโครโมลลาร์  

  เคอวซิตินมี molecular weight 302.24 กรัมต่อโมล 

เตรียมเคอวซิติน 10 ไมโครโมลลาร์ โดยชั่งเคอวซิตินมา 0.030224 กรัม ละลายใน 
DMSO 10 มิลลิลิตร  
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2. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดข้าวและ
ข้าวโพด 

 2.1 DPPH assay (DPPH standard stock solution) 

  2.1.1 น้ ายา DPPH 0.2 มิลลิโมลลาร์ 

   DPPH มี molecular weight 394.32 กรัมต่อโมล 

เตรียมโดยการชั่ง DPPH 0.079 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 0.80 – 0.90 ที ่ 517 นาโนเมตร โดย
น้ ายาห่อฟรอยด์และเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

  2.1.2 L-ascorbic acid 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

   L-ascorbic acid มี molecular weight 176.1 กรัมต่อโมล 

เตรียมโดยการชั่ง L-ascorbic acid มา 1 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล 1 
มิลลิลิตร  

   เก็บไว้ได้ที่ 4 องศาเซลเซียส หรือ -20 องศาเซลเซียส เก็บได้นานขึ้น 

 2.2 ABTS assay (ABTS 7 มิลลิโมลลาร์) 

  2.2.1 ABTS stock solution 7 มิลลิโมลลาร ์

   ABTS มี molecular weight 548.68 กรัมต่อโมล 

   เตรียมโดยชั่ง ABTS 153.63 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร 

น้ ายาห่อฟรอยด์และเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

  2.2.2 Potassium persulfate (K2S2O8) 2.45 มิลลิโมลลาร์ 

   K2S2O8 มี molecular weight 270.32 กรัมต่อโมล 

   เตรียมโดยชั่ง K2S2O8 33.1 มลิลิกรัม ละลายในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร 

   น้ ายาเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

2.2.3 การเตรียม ABTS working solution (เตรียม fresh ก่อนจะท าการทดลองทิ้ง
ไว้ 1 คืน) 
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เตรียมโดยการผสม ABTS stock solution 7 มิลลิโมลลาร ์กับ Potassium 
persulfate (K2S2O8) 2.45 มลิลิโมลลาร์ ในอัตราส่วน 8 : 12 แล้วทิ้งไว้ 16 
– 18 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อต้องการท าการทดลอง น า  working solution มา
เจือจางด้วยเอทานอลในอัตราส่วน  
1 : 20 ที่ค่าการดูดกลืนแสง 0.7 ± 0.02 ที่ 734 นาโนเมตร 
น้ ายาห่อฟรอยด์และเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

3. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดข้าวและข้าวโพดในการลด 
ROS ในเซลล์ 

 3.1 DCFH-DA 10 ไมโครโมลลาร์  

เตรียมน้ ายา DCFH-DA 10 ไมโครโมลลาร์ โดยการผสม DCFH-DA stock 10 มิลลิ
โมลลาร์ปริมาตร 44 ไมโครลิตร กับ PBS ปริมาตร 11 มิลลิลิตร 

4. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการสกัดโปรตีน 

 4.1 NP-40 Lysis buffer stock solution 

เตรียมโดยผสมชั่ง 150 มิลลิโมลลาร์ NaCl 1.7532 กรัม และชั่ง 50 มิลลิโมลลาร์ 
Tris มา 1.2114 กรัม มาละลายในน้ ากลั่น 200 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 1% NP-40 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
น้ ายาเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

 4.2 NP-40 Lysis buffer working solution 

เตรียมโดยชั่ง DTT มา 1.3 มิลลิกรัมละลายในน้ ากลั่น 87.42 ไมโครลิตร และชั่ง 
PMSF มา 2.3 มิลลิกรัมละลายใน 2-propanol 300 ไมโครลิตร จากนั้นผสม NP-40 
Lysis buffer stock solution 3 มิลลิลิตร กับ DTT ที่เตรียมไว้ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และ PMSF ที่เตรียมไว้ปริมาตร 30 ไมโครลิตร โดยน้ ายาแช่ไว้ในน้ าแข็ง
ตลอดเวลา 
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5. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการวัดปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford assay 

 5.1 Bradford solution 

เจือจาง stock Bradford solution 1 ส่วน ด้วยน้ ากลั่น 4 ส่วน จากนั้นน ามากรอง
ด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 เก็บน้ ายาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

 5.2 เตรียมโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) 

เตรียม stock โปรตีนมาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการ
ชั่ง BSA หนัก 1 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกันจากนั้นเก็บ
ไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

6. น้ ายาและสารละลายที่ใช้ในการท า western blot  

 6.1 10% Ammonium persulfate 

ชั่ง Ammonium persulfate 0.1 กรัม จากนั้นเติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากัน ไม่ควรเตรียมทิ้งไว้ 

 6.2 1X Running buffer (pH 8.75) ปริมาตร 1 ลิตร 

เตรียมโดยชั่ง 25 มิลลิโมลลาร์ Tris 3.03 กรัม และชั่ง 192 มิลลิโมลลาร ์Glycine 
14.42 กรัม และชั่ง 0.1% SDS 1 กรัม น ามาละลายด้วยน้ า MilliQ water 1 ลิตร 

 6.3 Transfer buffer (pH 8.75) ปริมาตร 1 ลิตร 

เตรียมโดยชั่ง 25 มิลลิโมลลาร์ Tris 3.03 กรัม และชั่ง 192 มิลลิโมลลาร ์Glycine 
14.42 กรัม น ามาละลายด้วย 100% methanol 200 มิลลิลิตร และน้ า MilliQ 
water 800 มิลลิลิตร 

 6.4 Blocking buffer 

  เตรียมโดยชั่ง non-fat dry milk มา 1 กรัม ผสมกับ TBS-T 20 มิลลิลิตร 

 6.5 TBS-T solution 

เตรียมโดยชั่ง 20 มิลลิโมลลาร์ Tris-HCl (pH 7.5) 2.42 กรัม และชั่ง 150 มิลลิ
โมลลาร์ NaCl 8.76 กรัม น ามาละลายด้วยน้ า MilliQ water 1 ลิตร แล้วเติม 
1%Tween-20 1 มิลลิลิตร 
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6.6 Developer and Fixer working solution 

เตรียมน้ ายา developer และ fixer โดยผสม น้ ายา developer หรือ fixer 15 
มิลลิลิตร กับ น้ ากลั่น 65 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

สัญลักษณ์ ค าย่อและค าอธิบาย 

ค าย่อ    ค าอธิบาย 

HT-22    Hippocampal neuronal cell line 

DMEM    Dulbecco’s modified Eagle medium 

FBS    Fetal bovine serum 

PBS    Phosephate buffer saline 

PS    Penicillin streptomycin 

H2O2    Hydrogenperoxide 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 
bromide 

QC    Quercetin 

DPPH    1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 

ABTS    2, 2'-azino-bis (3 ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 

DCFH-DA   Dichlorofluorescin-diacetate 

HPLC    High-performance liquid chromatography 

PCR    Polymerase chain reaction 

RT    Reverse transcriptase 

RNA    Ribonucleic acid 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

DTT    Dithiothreitol  

PMSF    Phenylmethylsulfonyl fluoride 

BrH    ข้าวเหนียวกล้องที่สกัดด้วยน้ า 
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BrE    ข้าวเหนียวกล้องที่สกัดด้วยเอทานอล 

BrHe    ข้าวเหนียวกล้องที่สกัดด้วยเฮกเซน 

BlH    ข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยน้ า 

BlE    ข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยเอทานอล 

BlHe    ข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยเฮกเซน 

SH    ข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยน้ า 

SE    ข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยเอทานอล 

SHe    ข้าวโพดหวานที่สกัดด้วยเฮกเซน 

BaH    ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยน้ า 

BaE    ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยเอทานอล 

BaHe    ข้าวโพดอ่อนที่สกัดด้วยเฮกเซน 

µg    ไมโครกรัม 

µM    ไมโครโมลลาร์ 

mL    มิลลิลิตร 

%    เปอร์เซ็นต์ 
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