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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1. ความเปนมาและความสําคัญของเร่ือง 

โรคท่ีเกิดจากการเส่ือมสภาพของรางกายมีหลายโรค ไดแก โรคอวน ความดัน โรคเบาหวาน โรคหัวใจ 

การเส่ือมสภาพของผิวหนัง และมะเร็งบางชนิด การเกิดข้ึนของโรคเหลาน้ีลวนเปนผลมากจากการสะสมกัน

ของโมเลกุลอนุมูลอิสระ (Oxidant) อันเน่ืองมาจากสภาวะความเครียดออกซิเดชั่น (Oxidative damage) 

อนุมูลอิสระหรือโปรออกซิแดนทท่ีสําคัญคือกลุมโปรออกซิแดนทท่ีมีออกซิเจนอยูในโมเลกุล หรือเรียกวา 

Reactive oxygen species (ROS) สาร ROS ท่ีจัดอยูในประเภทของสารอนุมูลอิสระ (free radical) ไดแก 

ซูเปอรออกไซด เรดิเคิล (superoxide radical; O 2), ไฮโดรซิลเรดิเคิล (hydroxyl radical; HO), อัลโคซิล 

เรดิเคิล (alkoxyl radical; RO) และไนตรัส เรดิเคิล (nitrous radical; NO) สารประกอบเหลาน้ีเปน

สารประกอบท่ีมอีิเลคตรอนท่ีวงพลังงานรอบนอกของอะตอมออกซิเจนเปนเลขค่ีจึงไมคงตัวและไวตอการ

เกิดปฏิกิริยากับสารอื่น สารอนุมูลอิสระสามารถผลิตไดจากรางกาย (Endogenous) ไดแก จาก

กระบวนการเมตาโบลิสม (Metabolisms) และการเส่ือมถอยของรางกาย (Aging) นอกจากน้ีอนุมูลอิสระ

ดังกลาวยังเกิดข้ึนไดจากปจจัยภายนอกท่ีมากระตุนรางกาย (Exogenous) ไดแก ฝุน ควัน มลภาวะ ควัน

บุหร่ี และโดยเฉพาะอยางยิ่งการไดรับสัมผัสจากแสงยูวีเปนเวลานาน แตอยางไรก็ตาม รางกายของมนุษย

มีกลไกตางๆในการกําจัดและตอตานอนุมูลอิสระ โดยหน่ึงในกลไกน้ันคือ ในรางกายมีกลูตาไธโอน และ

วิตามินซี ซึ่งเปนสารท่ีมีมวลนอยและมีความไวในการกําจัดอนุมูลอิสระ ทวาการสะสมของอนุมูลอิสระใน

รางกายทําใหกลไกน้ีมีความสามารถลดลงในการกําจังอนุมูลอิสระ ดังน้ันการรับประทานอาหารท่ีมีแอนต้ี

ออกซิแดนทอยางสม่ําเสมอ จะชวยกระตุนกลไกน้ีของใหรางกายใหทํางานไดดีข้ึน ซึ่งนอกจากจะชวย

ปองกันการเกิดอนุมูลอิสระแลวยังชวยชะลอการเกิดโรคตางๆดังท่ีไดกลาวมาขางตนอีกดวย ในปจจุบันมี

การศึกษาวาแอนต้ีออกซิแดนทท่ีพบมากมักจะอยูในผักและผลไม และการรับประทานผักและผลไมอยาง

สม่ําเสมอแลว จะเปนการชวยเพ่ิมแอนต้ีออกซิแดนทภายในรางกาย[1-4] นอกจากน้ี แอนต้ีออกซิแดนทท่ี

พบในผักและผลไมยังชวยเพ่ิม และกระตุนใหรางกายผลิตแอนต้ีออกซิแดนท (Endugenous 

antioxidant)[5-7] ซึ่งนําไปสูการชะลอ และลดอัตราการเกิดโรคเส่ือมสภาพของรางกาย[8-10] 

ปจจุบันพบวาโรคท่ีเกิดจากการเส่ือมสภาพของรางกายกลายเปนปญหาสุขภาพของประเทศไทย 

เน่ืองจากการเจริญเติบโตทางเศรษฐกิจอยางรวดเร็วรวมกับการรับวัฒนาธรรมตะวันตกท่ีเขามา

เปล่ียนแปลงวิถีชีวิต คุณภาพชีวิต และลักษณะของอาหารท่ีรับประทานก็เปล่ียนแปลงตามไปดวย เชนการ

รับประทานอาหารจานดวน ฟาสตฟูด เปนตน เห็นไดท่ัวไปวา อาหารของคนไทยเปล่ียนไป จากท่ีมี

สวนผสมของผักและผลไม กลายเปนอาหารท่ีมีสวนผสมของไขมัน และเน้ือสัตวมากข้ึน ในทางกลับกันผัก

ผลไมก็ลดลง มีรายงานวา คนไทยไดรับผักและผลไมนอยกวาปกติ เทาท่ีควรจะไดรับ โดยเฉพาะในสังคม
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กลุมผูมีรายไดนอย [11] ดังน้ัน จึงจําเปนตองมีการมุงเนนเพ่ือสงเสริมและประชาสัมพันธ ในการประชาชน

ไดรับผักและผลไมอยางเพียงพอ เพ่ือปองกันการเกิดของโรคท่ีเกิดจากการเส่ือมสภาพของรางกายของคน

ไทย โดยเฉพาะการสงเสริมการรับประทานผลไมไทยท่ีมีตามทองตลอด หาไดไมยาก มีราคาถกู และหา

รับประทานไดตลอดป ท้ังผลสดและผลิตภัณฑแปรรูป เชน กลวยไข กลวยนํ้าวา เปนตน 

แนวทางท่ีดีท่ีสุดในการสงเสริมการรับประทานผักและผลไมท่ีเหมาะสมคือการใหความรูและขาวสาร

เชิงวิทยาศาสตรท่ีมีหลักฐานประจักษ มีงานวจิัยรับรองแกประชาชน เพ่ือคุณภาพชวีิตท่ีดีของคนไทย แตยัง

มีการศึกษาไมมากนัก ท่ีศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางสาระสําคัญตางๆท่ีมีในผลไม ความสามารถ

ในการเปนสารกลุมแอนต้ีออกซิแดนท และผลประโยชนตอรางกายจากการรับประทานผลไมไทย ดวย

เหตุผลดังกลาว ผูวิจัยจึงมีความสนใจในการวิจัยคนควาเพ่ือใหไดขอมูลทางวิทยาศาสตรเกี่ยวกับประโยชน

ของผลไมไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งกลวยไทย ไดแก กลวยไขและกลวยนํ้าวา ในการศึกษาท่ีผานมา [7] 

ผูวิจัยไดศึกษาประเมินประสิทธิภาพของกลวยไขและกลวยนํ้าวาในการปองกันผิวหนังท่ีถูกทําลาย โดย

ผิวหนังหนูทดลองถูกเหน่ียวนําใหเกิดการแกกอนวัยและถูกทําลายโดยรังสียูวีบี ผูวิจัยพบวา การท่ีหนู

ทดลองกินกลวยไขทุกวันๆละ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตัวตอวันสามารถลดการถูกทําลายจากรังสียูวีบี

และชะลอการเส่ือมสภาพของผิวหนังได การลดลงของกลูตาไธโอนในผิวหนังซึ่งเปนแอนต้ีออกซิแดนทใน

รางกายท่ีสําคัญพบในกลุมหนูทดลองท่ีถูกฉายดวนรังสียูวีบี เมื่อเทียบกับกลุมปกติ คือไมไดรับรังสียูวีบี 

นอกจากน้ีหนูท่ีไดรับกลวยไขทุกวันๆละ 1 มลิลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตัวตอวัน หรือ ไดรับวติามินซี 50 

มิลลิกรัมตอวัน ยังพบกลูตาไธโอนในปริมาณท่ีสูงอยู การไดรับกลวยนํ้าวาไมมีผลตอระดับกลูตาไธโอนใน

ผิวหนังซึ่งแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญกับหนูกลุมท่ีถูกฉายดวยรังสียูวีบี จากการศึกษาปริมาณฟนอลิกรวม

โดยวิธี Folin-Ciocalteu และความสามารถในการตอตานสารออกซิแดนท โดยวิธี DPPH assay วา 

ปริมาณฟนอลิกรวมในกลวยนํ้าวาและกลวยไขมี 144.1± 5.0 และ 308.8±5.4 มิลลิกรัมกัลปลิกสมมูลตอ

กลวยสด 100 กรัม ตามลําดับ และคา IC 50 ในการตอตานการเกิดออกซิเดชั่นของกลวยนํ้าวา กลวยไข 

และวิตามินซี เปน 108.3±5.8, 16.2±1.7 และ 0.06±0.004 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

จากงานวิจัยท่ีผานมา ผูวจิัยมีสมมติฐานวา กระบวนการปองกันผิวหนังเส่ือมสภาพในหนูท่ีถูก

เหน่ียวนําดวยรังสียูวีบีอาจจะเปนผลมาจากกจิกรรมของสารแอนต้ีออกซิแดนทท่ีพบในกลวยไขมากกวา

กลวยนํ้าวาถึง 6 เทา นอกจากน้ีกลวยไขยังมคีวามสามารถในการฟนฟูระดับของกลูตาไธโอนท่ีเทียบเทา

กับหนูทดลองในกลุมปกติท่ีไมไดรับรังสียูวีบี ผลท่ีเกิดข้ึนอาจจะมาจากสารสําคัญเชน เบตาแคโรทีน กรด

กัลลิก และแคทีชินท่ีมีอยูในกลวยชนิดน้ี[12-14] เพ่ือทดสอบสมมติฐานดังกลาว ในการศึกษาน้ีจะศึกษา

ความแตกตางของสารแอนต้ีออกซิแดนทท่ีมีในกลวยท้ังสองชนิดไดแกกลวยไข และกลวยนํ้าวา และศึกษา

กลไกของกลวยในการเหน่ียวนําการเพ่ิมระดับกลูตาไธโอน โดยศึกษาระดับของเอนไซม Gamma-GCS ซึ่ง

เปน rate limiting step เอนไซม ในการผลิตกลูตาไธโอนในผิวหนังหนูท่ีไดรับกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือ

วิตามินซีเปรียบเทียบกับกลุมปกติท่ีไมไดรับยูวบี ี และกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลารวมกับยูวีบี นอกจากน้ีจะศึกษา
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ระดับของกลูตาไธโอน ผลิตผลจากกระบวนการเพอรร็อกซิเดชั่นของไขมัน และกระบวนการออกซิเดชั่นของ

โปรตีนท่ีอาจเกิดจากการถูกเหน่ียวนําดวยรังสียูวีบี ผลจากการศึกษาในคร้ังน้ีจะเปนการศึกษาแรกท่ีศึกษา

ถึงความสัมพันธของสารสําคัญท่ีมีในกลวย สารแอนต้ีออกซิแดนท และผลตอรางกายท่ีเกิดจากจากการ

รับประทานกลวยไทย ดังน้ัน การศึกษาน้ีจะเปนความรูพ้ืนฐานในการชวยสงเสริมและประชาสัมพันธขอมูล

ทางวิทยาศาสตรแกผูคาตางๆ ใหผูคนหันมาทานผลไมท่ีอุดมไปดวยสารอาหารมากข้ึน ทําใหสุขภาพดี 

คุณภาพชีวิตท่ีดี ลดปญหาการสาธารณสุขของประเทศ 

 

2. วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาสารแอนต้ีออกซิแดนทท่ีมีในกลวยไขและกลวยนํ้าวา 

2. เพ่ือศึกษาความสามารถของสารแอนต้ีออกซิแดนทในกลวยไขและกลวยนํ้าวาในการปองกันการ

เกิดลิพิดเพอรร็อกซิเดชั่นและโปรตีนออกซิเดชั่นในผิวหนังหนูเมาสท่ีถูกเหน่ียวนําดวยรังสียูวีบี 

3. เพ่ือศึกษากลไกของกลวยในการกระตุนใหผิวหนังสรางกลูตาไธโอนในหนูเมาสท่ีถูกเหน่ียวนําดวย

รังสียูวีบี 
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บทท่ี 2 

วิธีการดําเนินการวจิัยและผลการวิจยั 

 

1. สารเคม ีสัตวทดลอง อุปกรณและเคร่ืองมือวิทยาศาสตร 

1.1 แหลงพืช 

1. กลวยไข (Musa surier, Musa AA group) จังหวัดพิษณุโลก 

2. กลวยนํ้าวา (Musa sapientum, Musa ABB group) จังหวัดพิษณุโลก 

1.2 สารเคม ี

1. Acetone (AR. grade, Batch No. 13030020, LabScan Asia Co. LTD., Bangkok, Thailand) 

2. Beta-Carotene (HPLC grade, Lot. SLBG6787V, Sigma-Aldich, Co., St. Louis, USA) 

3. Rabbit Polyclonal Antibody to MMP-1 Antibody (Lot. GR121039-30, Abcam plc., 

Cambridge UK) 

4. Rabbit Polyclonal Antibody to Malondialdehyde Antibody (Lot. GR256851-1, Abcam, 

plc., Cambridge UK) 

5. Rabbit Polyclonal Antibody to 4-Hydroxynonenal (Lot. GR217413-2 Abcam, plc., 

Cambridge UK) 

6. Rabbit Polyclonal Antibody to GCLC (γ-GCS) (Lot. GR120972-1 Abcam, plc., 

Cambridge UK) 

7. GSH/GSSG Ratio Detection Assay Kit (Fluorometric-Green) (Lot. GR214078-1 Abcam, 

plc., Cambridge UK) 

8. Goat anti-rabbit IgG-HRP (Millipore, Massachusetts, USA) 

9. Goat anti-mouse IgG, HRP conjugate, Lot. NG1850774, Merck Millipore, California, USA) 

10. Acrylamide (BIO-RAD laboratories, Philadelphia, USA) 

11. Ammonium persulfate (Cat. 161-0700, BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

12. Bovine serum albumin (Lot. 051M1845V Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA) 

13. Bromophenol blue (Cat. 161-0404, BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

14. DCTM Protein assay Reagent A (Cat. 500-0113, BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

15. DCTM Protein assay Reagent B (Cat. 500-0114, BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

16. Deionized water (Batch No. 151280066, LabScan Asia Co. LTD., Bangkok, Thailand) 

17. Ethanol (AR. grade, Batch No. 14080302, LabScan Asia Co. LTD., Bangkok, Thailand) 

18. Goat polyclonalAb to Rb IgG Cy5 conjugated (Lot. GR93882-13 Abcam, canbridge, UK) 
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19. Goat polyclonalAb to Rb IgG FITC conjugated (Lot. 887327 Abcam, canbridge, UK) 

20. Glycerol (Lot. SHBC7796V, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, USA) 

21. Glycine (Cat. 161-0718, BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

22. Histological staining for nuclear staining Haematoxylin and Eosin staining (Lot. SEP. 

2015, C.V. Laboratories CO., LTD. Bangkok, Thailand) 

23. Histological staining for PATH.1 Counter staining Haematoxylin and Eosin staining (Lot. 

SEP. 2015, C.V. Laboratories CO., LTD. Bangkok, Thailand) 

24. 2-mercaptoethhanol (BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

25. Methanol (AR. grade, Batch No. 14040243, LabScan Asia Co. LTD., Bangkok, Thailand) 

26. N,N’ methylene-bis-acrylamide (Bis) (BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

27. Histological Mounting Medium (Permount) (Lot. 1813446, Fisher 

Scientific, Massachusetts, USA) 

28. Potassium dihydrogen orthophosphate (Batch No. AF501339, Ajex Finechem Pty., LTD, 

Auckland, New Zealand) 

29. Sodium chloride (Batch No. 1306251725, Ajex Finechem Pty., LTD, Auckland, New 

Zealand) 

30. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Cat. 161-0301, BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

31. N,N,N’,N’,-tetramethylethylenediamine (TEMED) (Lot No. 210001692, BIO-RAD 

Laboratories, California, USA) 

32. Tris (Hydroxymethyl) amonomethane (Cas-No. 77-86-1, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) 

33. Triton-X (analytical grade, Sigma-Aldrich Co., St.Loius, Missouri, U.S.A.) 

34. Transfer buffer (Lot. PF199282, Thermo Scientific, Illinois, USA) 

35. Frozen section compound (Lot. 091012, Leica Microsystems, Illinois, USA) 

36. Tissue Protein Extraction reagent (T-per®) (Lot. QC214313, Thermo Scientific, Illinois, 

USA)  

37. Tween 20 ( Srichand United Dispensary CO., LTD., Bangkok Thailand) 

38. Skim milk powder (Lot. VL321563 126, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

39. Hydrogen peroxide 30% (Cas. No. 1336-21-6, Lot. K45343387-415 Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) 
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40. Anti-β-actin monoclonal antibody (A5441, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 

41. PVDF membrane (Pall Corporation, Florida, USA) 

42. Poly-L-Lysine solution (Lot. SLBN6266V, Sigma-Aldich, Co., St. Louis, Missouri , USA) 

43. L (+) Ascorbic acid (POCH, Sowinskiego, Poland) 

44. OxyIHCTM Oxidative stress Detection Kit, S7450 (Lot. 2639344, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) 

 

1.3 สัตวทดลอง  

1. หนูทดลองเพศผู (หนูเมาสสายพันธุ ICR, อาย ุ5 สัปดาห, สานักทดลองแหงชาติ มหาวิยาลัยมหิดล, 

จังหวัดนครปฐม) 

 

1.4 อุปกรณ และเคร่ืองมือวทิยาศาสตร 

1. pH meter (METTLER TOLEDO, S20-k, Mettler-Toledo International inc, Ohio, 

USA)Ultracentrifuge (HETTICH, MIKRO 120, Massachusetts, USA) 

2. Freeze drying apparatus (FTS system Dura dry type FD 95C12, FTS Systems Inc., New 

York, U.S.A.) 

3.  Magnetic stirrer (HL instrument, MS 115, Harikul Science, Tokyo, Japan) 

4. Carl zeiss-axio observer z1 fluorescent microscope (Carl Zeiss Microscopy Ltd, 

Cambridge, England) Microplate reader (model CeresUV900C, Bio-Tex Instrument, 

USA) 

5. Cryostat (Leica Microsystem Nussloch GmbH, Nussloch, Germany) 

6. Vertical gel electrophoresis 

7. Water bath (model LWB-211A, Daihom Lab Tech Co. TLD., Korea) 

8. ChemiDocTM XRS+ with Image LabTM Software (BIO-RAD Laboratories, California, USA) 

9. Carl zeiss-axio observer z1 fluorescent microscope (Carl Zeiss Microscopy Ltd, 

Cambridge, England) 
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2. วิธีการดําเนินการวิจัยและผลการวจิัย 

2.1 รายละเอียดของพืชที่ใชในการทดลอง 

กลวยไขและกลวยนํ้าวา เปนพืชลมลุกชื่อวิทยาศาสตร Musa surier และ Musa sapientum L. ตามลําดับ 

เปนพืชในวงศ Musaceae นอกจากน้ีกลวยไขถกูจัดอยูในกลุม AA และกลวยนํ้าวาถูกจัดอยูในกลุม ABB 

ตามจํานวนโครโมโซม[15]  ลักษณะโดยท่ัวไปของกลวยท้ังสองชนิดน้ีเปนพืชลมลุก มีลําตนใตดิน มีอายุได

หลายป ลําตนบนดินรูปทรงกระบอก สูง 2-9 เมตร เปนลําตนปลอม เกิดจากกาบใบหอหุมซอนกัน ใบออก

เรียงเวียนสลับกันรูปขอบขนานทองใบ เสนใบมีจํานวนมาก แยกออกจากเสนกลางใบท้ังสองขาง ขนานกัน

ไปจดขอบใบ กานใบ ยาว 1-2 เมตร ดานกลางกลม ดานบนเปนรอง สวนโคนแผออกเปนกาบ (sheath) 

ดอก ออกเปนชอหอยลง เรียกหัวปลี กานดอกชอ (peduncle) แข็ง ดอกยอยแยกเปนดอกเพศผู 

(staminate flower) และเพศเมีย (pistillate flower) ผลออนมีสีเขียว เมื่อสุกมีรสหวาน มีสีเหลือง เน้ือในสี

ขาวหรือขาวอมเหลืองถึงสม รับประทานได เมล็ด ไมม ีหรือ มีแตนอย คอนขางกลม ท้ังชอดอกท่ีเจริญเปน

ผลเรียกเครือ ลักษณะผลของกลวยนํ้าวามีขนาดใหญกวากลวยไข ผลกลวยมีเหล่ียมเล็กนอย สวนผลกลวย

ไข เมื่อสุกผลจะไมมีเหล่ียม ปลายผลกลมมน มขีนาดเล็กกวากลวยนํ้าวา การจัดเรียงผลมักไมเปนระเบียบ 

กลวยในประเทศไทยมีวิวัฒนาการมาจากกลวยปา ท่ีคนไทยนิยมบริโภคไดแก กลวยหอม กลวยไข และ

กลวยนํ้าวา[16] 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 กลวยไข (Musa surier) 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 2 กลวยนํ้าวา (Musa sapientum) 

http://www.bansuanporpeang.com/node/63

 

 

http://www.fankaset.com/product/14/ 
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2.2 การสกัด Polyphenols จากลวยน้ําวา และกลวยไข 

นํากลวยนํ้าวาและกลวยไขท่ีมีความสุกระดับ 6-7 ซึ่งสังเกตไดจากลักษณะของสีเปลือก ซึ่งจะมีสี

เหลืองท่ัวท้ังลูกและมีจุดสีนํ้าตาลประปราย ลางนํ้าใหสะอาด ปอกเปลือกเอาเฉพาะเน้ือปนใหละเอียดดวย

เคร่ืองปน นํากลวยท่ีปนละเอียด 30 กรัม สกัดในตัวทําละลาย 50% Ethanol โดยใชวิธี Maceration ท่ี

อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที นําไปกรองเพ่ือกาํจัดสวนท่ีเปนกากและปนเหวี่ยงดวย Centrifuge ความเร็ว

รอบ 15000 rpm นาน 10 นาที สวนใส Supernatant จะถูกนําไปวิเคราะหตอไป[7] 

 

2.3 การวัดความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant Activity) ของสาร

สกัดจากกลวยน้ําวาและกลวยไข [17] 

สารสกัดท่ีไดจากกลวยนํ้าวาและกลวยไขจะถูกทดสอบประสิทธิภาพ ในการเปนสารตานอนุมูล

อิสระ (Free radical scavenging) โดยใชสาร 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ในการทดสอบ ซึ่ง

จะเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการเปนสารตานอนุมูลอิสระเปรียบเทียบกับตัวอยางควบคุม (L-Ascorbic 

acid) โดยตัวชี้วัดประสิทธิภาพของการทดสอบสารละลายตัวอยางคือการจางลงของสี DPPH จากสีมวง

เปนสีเหลือง 

ในการทดสอบจะใช Supernatant ตัวอยางท่ีสกัดใน 50% Ethanol และละลายสาร DPPH ในตัว

ทําละลาย 50% Ethanol เชนเดียวกัน จากน้ันนําสารละลายท่ีไดในความเขมขนตางๆ (0.0002 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ถึง 33.33 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ดวยตัวทําละลาย 50% Ethanol หยอดลง 96-well plate 

ปริมาตร 75 ไมโครลิตร เพ่ือใหทําปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH ความเขมขน 0.2 mM ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร เปนเวลา 30 นาที ในความมืด ท่ีอุณหภูมิหอง 

ในการวัดสารละลายมาตรฐาน (Blank Solution) จะใช 50% Ethanol แทนสารตัวอยางใน

ปริมาตรท่ีเทากัน เมื่อครบเวลาจึงทําการวัดคาดูดกลืนแสง (Absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโน

เมตร โดยการใชเคร่ือง Microplate Reader (BioTek Instruments, BioStack Ready) โดยจะทําการ

ทดลองซ้ํา 3 คร้ัง จึงนําคาท่ีไดมาหาประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระเปนจํานวนรอยละของการจาง

สีลงของ DPPH โดยสมการตอไปน้ี 

 

 รอยละของประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระ = [1 - (AS / AB)] x 100 

โดย As คือ คาดูดกลืนแสงของ DPPH โดยมีสารละลายตัวอยาง และ 

      AB คือ คาดูดกลืนแสงของ DPPH โดยไมมีสารละลายตัวอยาง 

 

จากการทดลองท่ีกลาวมาขางตน พบวาประสิทธิภาพในการตอตานอนุมูลอิสระแสดงในคา EC50 

(คาความเขมขนสมมูลท่ีทําใหเกิดประสิทธิภาพรอยละ 50) ของสารสกัดจากกลวยไข กลวยนํ้าวา และ L-
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Ascorbic acid ดังแสดงในตารางท่ี 1,2,3 และรูปท่ี 1,2,3 ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

ความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของกลวยไข (EC50 391.8  ± 0.13 µg/ml) มีความสามารถ

มากกวากลวยนํ้าวา (EC50 1368  ± 0.13 µg/ml) แตท้ังน้ีสารสกัดในกลวยท้ังสองชนิดมีความสามารถ

นอยกวา L-Ascorbic acid 

 

ตารางที่ 1 รอยละของความสามารถในการเปนสารตนอนุมูลอิสระของสารสกัดกลวยไข 

ความเขมขนของสารสกัดกลวยไข (mg/ml) % Free radical scavenging EC50 (µg/ml) 

0.0002 7.29 ± 1.28 391.8  ± 0.13 

0.0025 8.89 ± 1.33 

 0.0027 12.38 ± 1.81 

 0.2000 40.56 ± 1.93 

 1.0666 79.23 ± 4.49 

 3.9996 75.13 ± 3.92 

 10.6656 82.31 ± 2.00 

 19.9980 83.89 ± 0.59 

 26.6640 83.27 ± 0.40 

 33.3300 82.71 ± 0.18 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 ความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดกลวยไข 
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ตารางที่ 2 รอยละของความสามารถในการเปนสารตนอนุมูลอิสระของสารสกัดกลวยนํ้าวา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 ความสามารถในการเปนสารตนอนุมูลอิสระของสารสกัดกลวยนํ้าวา 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเขมขนของสารสกัดกลวยนํ้าวา (mg/ml) % Free radical scavenging EC50 (µg/ml) 

0.0002 6.15 ± 2.48 1368  ± 0.13 

0.0025 7.09 ± 1.56 

 0.0027 13.42 ± 2.52 

 0.2000 23.32 ± 0.32 

 1.0666 37.82 ± 2.29 

 3.9996 74.72 ± 0.53 

 10.6656 84.05 ± 1.39 

 19.9980 84.73 ± 0.92 

 26.6640 83.98 ± 1.43 

 33.3300 83.12 ± 1.86 

 

Musa ABB Group (Kluai Namwa)
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ตารางที่ 3 รอยละของความสามารถในการเปนสารตนอนุมูลอิสระของ L-Ascorbic acid 

ความเขมขนของ L-ascorbic acid (µg/ml) % Free radical scavenging EC50 (µg/ml) 

0.25 5.07 ± 3.81 13.02 ± 3.43 

0.5 5.09 ± 4.83 
 

1 7.98 ± 7.49 
 

5 19.33 ± 5.97 
 

10 37.40 ± 7.44 
 

50 84.18 ± 8.31 
 

100 87.87 ± 2.00 
 

200 87.87 ± 2.24 
 

400 87.88 ± 2.35 
 

500 87.64 ± 2.76 
 

800 88.47 ± 1.42 
 

1000 89.14 ± 0.93 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 ความสามารถในการเปนสารตนอนุมูลอิสระของ L-Ascorbic acid 

 

 

 

 

 

 

L-Ascorbic acid

-1 0 1 2 3 4
0

25

50

75

100

Log Concentration (µg/ml)

%
 F

re
e 

R
ad

ic
al

Sc
ar

ve
ng

in
g



13 
 

2.4 การวัดปริมาณฟนอลิกรวม (Total phenolic content) ในสารสกัดกลวยน้ําวา และ 

กลวยไข(2)  

สารสกัดท่ีไดจากกลวยนํ้าวาและกลวยไขจะถูกวัดปริมาณฟนอลิกรวม (Total phenolic content) 

โดยใชสาร Folin-Ciocalteu’s reagent ในการทดสอบซึ่งจะศึกษาเปรียบทับกับสารมาตรฐาน Gallic acid 

ซึ่งใช 5 ความเขมขน 0.015, 0.03, 0.075, 0.150 และ 0.300 ตามลําดับ เพ่ือสรางเปนกราฟมาตรฐาน  

ในการทดสอบปริมาณฟนอลิกรวม สารสกัดจากกลวยนํ้าวา, กลวยไข และ สารละลายเจือจางสาร

มาตรฐานถูกหยอดลงใน 96-well plate ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากน้ันเติมนํ้ากล่ันปราศจากเชื้อปริมาตร 

130 ไมโครลิตร และ Folin-Ciocalteu’s reagent ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หุมดวยอลูมิเนียมฟลอยด บม

นาน 5 นาทีในท่ีมืด จากน้ัน sodium bicarbonate (7%Na2CO3) ถูกหยอดลงในหลุมทดลองปริมาตร 100 

ไมโครลิตร หุมดวยอลูมิเนียมฟลอยด บมนาน 30 นาทีในท่ีมืด วัดปริมาณ Total phenolic โดย Folin-

Ciocalteu’s reagent จะ ทําปฏิกิริยากบัสาร Phenolic ในสารสกัดจากกลวย เกิดเปนสีมวงนํ้าเงิน 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Gallic acid 

ในการวัดสารละลายมาตรฐาน (Blank Solution) จะใช 50% Ethanol แทนสารตัวอยางใน

ปริมาตรท่ีเทากัน เมื่อครบเวลาจึงทําการวัดคาดูดกลืนแสง (Absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโน

เมตร โดยการใชเคร่ือง Microplate Reader (BioTek Instruments, BioStack Ready) โดยจะทําการ

ทดลองซ้ํา 3 คร้ัง จึงนําคาท่ีไดมาคํานวณปริมาณฟนอลิกรวมในหนวยมิลลิกรัมกัลลิกเทียบเทา 100 กรัม

ผลไมสด (mg gallic acid equivalents/100 g fresh fruit) 

จากการทดลองท่ีกลาวมาขางตน พบวา ฟนอลิกรวมในกลวยไขมีปริมาณท่ีสูงกวาในกลวยนํ้าวา

อยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชือ่มั่น 95% โดยในกลวยไขมีฟนอลิกรวม 38.40 ± 1.39 mg gallic acid 

equivalents/100 g fresh fruit. และในกลวยนํ้าวามีฟนอลิกรวม 30.05 ± 0.50 mg gallic acid 

equivalents/100 g fresh fruit. 

 

ตารางที่ 4 คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน Gallic acid ท่ีความเขมขนตางๆ 

Concentration of Gallic acid (mg/ml) Absorbance  (750 nm) 

0.015 0.13 ± 0.01 

0.030 0.27 ± 0.01 

0.075 0.49 ± 0.01 

0.150 0.96 ± 0.02 

0.300 1.85 ± 0.02 
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     รูปที่ 6 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Gallic acid R2 = 0.9993 

 

 

ตารางที่ 5 ปริมาณฟนอลิกรวมในกลวยไขและกลวยนํ้าวา  

Extracts mg/g GAE 

Musa suerier (Kluai Kai) 38.39 ± 1.394 

Musa sapientum (Kluai Namwa) 30.05 ± 0.500 

 

 

2.5 การสกัด และวดัปริมาณ β-carotene ทั้งหมดในผลสุกของกลวยไขและกลวยน้ําวา 

ในการสกัด β-carotene เพ่ือนํามาวิเคราะหน้ัน กลวยไขและกลวยนํ้าวาท่ีสุก ถูกนํามาปอกเปลือก 

ห่ันเปนชิ้นเล็กๆ และทําใหแหงโดยใชเคร่ือง Freeze dry กลวยท่ีผานการทําใหแหงแลวปริมาณ 5 มิลลิกรัม 

ถูกนํามาบด และสกัดโดยใชเคร่ือง Soxhlet เอธานอลปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ีมี 2 โมลาร Potassium 

hydroxide และ 10% L-ascorbic acid ถูกใชเปนตัวละลายในกระบวนการสกัด ต้ังอุณหภูมิของ water 

bath ระหวางการสกัด 70-80 องศาเซลเซียส เวลาในการสกัด 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันรอจนสารสกัดเทากับ

อุณหภูมิหอง นําสารสกัดท้ังหมดลงใน separating funnel และทําการสกัดตอดวยเฮกเซนปริมาตร 70 มิ

ลิลิตร เมื่อตัวทําละลายแยกเปนสองชั้น ทําการเก็บชั้นบน ซึ่งเปนชั้นของเฮกเซน มาสกัดตอใน   

separating funnel ท่ีมี 5% w/v ของ Potassium hydroxide อยู 50 มิลลิลิตร โดยใชเฮกเซนสกัดตอ 2 คร้ัง 

y = 5.9927x + 0.0609 
R² = 0.9993 
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คร้ังละ 35 มิลลิลิตร นําสารสกัดชั้นเฮกเซนจากคร้ังท่ี 1 และ 2 มารวมกันแลวผสมกับ 10% w/v ของ 

Sodium chloride ปริมาตร 100 มิลลิลิตรใน separating funnel จากน้ันทําการเก็บสารสกัดชั้นเฮกเซนเพ่ือ

กําจัดตัวทําละลายโดยวิธี Evaporation นํ้าสารสกัดไปทําใหแหงอีกรอบดวยการเปาดวยแกสไนโตรเจน 

เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาวิเคราะห  

ในการวัดปริมาณ β-carotene สาร β-carotene มาตรฐานถูกนํามาละลายในตัวทําละลายเมธา

นอล ทําการเจือจางท่ีความเขมขนตางๆดังน้ี 100, 125, 250, 500 และ 700 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพ่ือทํา

เปนกราฟมาตรฐาน สารสกัดจากกลวยไขและกลวยนํ้าวาถูกเตรียมท่ีความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ตัวอยางท้ังหมดถูกเตรียมใน 96 well plate จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโน

เมตรโดยเคร่ือง Microplate reader นําคาท่ีไดมาวิเคราะหหาปริมาณ β-carotene เทียบกับกราฟ

มาตรฐาน 

จากผลการทดลองท่ีกลาวมาขางตนพบวา ในกลวยไขมีปริมาณ β-carotene ท่ีสูงกวากลวยนํ้าวา 

โดยในกลวยไขมีปริมาณ β-carotene 56.57 ไมโครกรัมตอมิลิกรัมของสารสกัด สวนในกลวยนํ้าวามี

ปริมาณ β-carotene ตํ่ากวาความสามารถของเคร่ืองท่ีจะวัดได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     รูปที่ 7 สารสกัด β-carotene จากกลวยไขและกลวยนํ้าวาในตัวทําละลายเมธานอล 

 

 

 

Namwa Khai 
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     รูปที่ 8 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน β-carotene R2 = 0.998 

 

2.6 การทดสอบ In vivo วัดความหนา และศกึษาการจัดเรียงตัวของเนื้อเย่ือในหนังหนูที่

โดนแสงยูวีบี  

 2.6.1 สัตวทดลองที่ใช 

หนูเมาสสายพันธุ ICR เพศผู อายุ 5 สัปดาห ถูกเล้ียงท่ีสถานสัตวทดลองเพ่ืองานวิจัย ซึ่งไดรับ

มาตรฐาน AAALAC international หนูเมาสถูกเล้ียงในสภาวะควบคุมอุณหภูมิท่ี 22±1 องศาเซลเซียส 

ความชื้นสัมพัทธรอยละ 55 ± 10% กอนท่ีจะทําการศึกษา โดยหนูหนูไดรับอาหารพ้ืนฐานท่ีใชใน

หองทดลอง รวมถึงไดรับนํ้าอยางพอเพียงกอนนํามาทดลอง โครงรางการศึกษาท่ีใชในโครงการคร้ังน้ี ไดรับ

การรับรองจากคณะกกรมการจรรยาบรรณการใชสัตว มหาวิทยาลัยนเรศวร ตามเลขท่ีโครงการ NU-

AE570513 

โดยในการศึกษาคร้ังน้ีหนูถูกแบงออกเปน 5 กลุม กลุมละ 5 ตัว ดังน้ี 

- กลุมปกติ (normal group) คือ กลุมท่ีไมฉายยูวบีี 

- กลุมควบคุม (control group) คือ กลุมท่ีไดรับแสงยูวีบีและไดรับนํ้าเปลา 

- กลุมเปรียบเทียบ (positive group) คือ กลุมท่ีไดรับแสงยูวีบีและไดรับวิตามินซีความเขมขน 50 

มิลลิกรัมตอวัน [7] 

y = 0.0021x + 0.3116 
R² = 0.998 
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- กลุมทดลองท่ี 1 (test group 1) คือ กลุมท่ีไดรับแสงยูวีบีและไดรับกลวยไขบด 1 มิลลิกรัมตอกรัม

นํ้าหนักตัวตอวัน 

- กลุมทดลองท่ี 2 (test group 2) คือ กลุมท่ีไดรับแสงยูวีบีและไดรับกลวยนํ้าวาบด 1 มิลลิกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักตัวตอวัน 

  ในการศึกษาผลของการกินกลวยไขและกลวยนํ้าวาบดตอความหนาของผิวหนังและปริมาณของ

เอนไซม γ-GCS, กลูตาไธโอน, Malondialdehyde, 4-Hydroxynonenal และโปรตีนคารบอนิล ในหนูเมาส

ท่ีไดรับแสงยูวีบี บริเวณสวนหลังของหนูทดลอง (ต้ังแตบริเวณขาหนาถึงขาหลัง) จะถูกถอนออกโดยใช 

sodium sulphide ความเขมขน 8 เปอรเซ็นตทาไวเปนเวลา 1-2 นาที แลวใชสําลีเปยกเช็ดออก 2 รอบ 

จากน้ันแตละกลุมจะไดรับการปอนสารโดยใช feeding tube หนูทุกวัน แลวท้ิงไว 1 ชั่วโมงกอนรับแสงยูวีบี 

แสงยูวีบีท่ีใชมีแหลงกําเนิดจาก UVB chamber ท่ีประกอบดวยหลอด UVB Lamp (ชนิด 8 วัตต ความยาว

คล่ืนอยูในชวง 275-305 นาโนเมตร, Toshiba, Japan) 

 หนูจะไดรับแสงยูวีบีสัปดาหละ 3 คร้ัง (จันทร พุธ และศุกร) ติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาห โดย

แบงเปนชวงดังน้ี 

- ชวงสัปดาหท่ี 1-4 ความเขมแสงท่ีใชคือ 54 จูลตอตารางเซนติเมตร 

- ชวงสัปดาหท่ี 4-7 ความเขมแสงท่ีใชคือ 72 จูลตอตารางเซนติเมตร 

- ชวงสัปดาหท่ี 7-10 ความเขมแสงท่ีใชคือ 108 จูลตอตารางเซนติเมตร 

- ชวงสัปดาหท่ี 10-12 ความเขมแสงท่ีใชคือ 126 จูลตอตารางเซนติเมตร [7] 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 แสดงนํ้าหนักของหนูเมาสในแตละกลุม ระหวางทําการศึกษา นํ้าหนักหนูเมาสเพ่ิมข้ึนในทุก

กลุม และแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญระหวางกลุม แสดงใหเห็นวาการกินกลวยไข หรือกลวย

นํ้าวา ไมไดสงผลตอความอวนของหนูเมาส 
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รูปที่ 10 แสดงลักษณะผิวหนังหนูเมาสในกลุมปกติ (Normal group) ในสัปดาหท่ี 9 ซึ่งไมไดรับแสงยูวีบี  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงลักษณะผิวหนังหนูเมาสในกลุมควบคุม (Control group) ในสัปดาหท่ี 9 ซึ่งไดรับแสงยูวีบี

รวมกับการกินนํ้าเปลา 
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รูปที่ 12 แสดงลักษณะผิวหนังหนูเมาสในกลุมควบคุม (Positive Control group) ในสัปดาหท่ี 9 ซึ่ง

ไดรับแสงยูวีบีรวมกับการกินวิตามินซ ี50 มิลลิกรัมตอวัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 แสดงลักษณะผิวหนังหนูเมาสในกลุมทดลอง (Test group) ในสัปดาหท่ี 9 ซึ่งไดรับแสงยูวีบี

รวมกับการกินกลวยไขบด 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน 
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รูปที่ 14 แสดงลักษณะผิวหนังหนูเมาสในกลุมทดลอง (Test group) ในสัปดาหท่ี 9 ซึ่งไดรับแสงยูวีบี

รวมกับการกินกลวยนํ้าวาบด 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน 

 

2.6.2 การวัดความหนาของ epidermis โดยตรวจสอบจุลกายวิภาคศาสตร (histological 

examination) ของผิวหนังหนู 

หลังจากการทดลองเปนเวลา 12 สัปดาห  หนูเมาสถูกการุณยฆาตโดยการทําใหสลบดวย 

pentobarbital 100 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักหนู จากน้ันทําการตัดผิวหนังบริเวณสวนหลัง พ้ืนท่ีประมาณ 3 

ตารางเซนติเมตร มาเพ่ือทําการ fix ใน pre-labeled base molds โดยใช Tissue-Tek freezing medium 

และใช microtome ตัดใหมีความหนา 8 ไมโครเมตร วางลงบนสไลดท่ีเคลือบดวยโพลี-แอล-ไลซีน จากน้ัน

ชิ้นเน้ือถูกยอมดวยสี hematoxylin-eosin (H&E) เพ่ือดูลักษณะโครงสรางและความหนาของ epidermis 

เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมและกลุมทดลอง 

ความหนา epidermis ของผิวหนังหนูเมาส และจุลกายวิภาคศาสตรแสดงดังรูปท่ี 15-20 จากกราฟท่ี

แสดง บงบอกวารังสียูวีบีสงผลทําใหผิวหนังของหนูเมาสหนาข้ึนเมื่อเทียบระหวางกลุมปกติ คือกลุมท่ีไมรับ

รังสียูวีบ(ีNormal group, 20.17 ± 3.00 ไมโครเมตร)และกลุมท่ีไดรับรังสียูวีบีรวมกับการกินนํ้าเปลา 

(Control group, 27.95 ± 3.85 ไมโครเมตร)อยางมีนัยสําคัญ และการไดรับกลวยไข (21.59 ± 2.04 

ไมโครเมตร) หรือวิตามินซี (19.01 ± 1.66 ไมโครเมตร) มีผลในการลดความหนาของผิวหนังหนูอยางมี

นัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลา สวนการไดรับกลวยนํ้าวา (26.37±2.94 ไมโครเมตร) น้ัน มีผล
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ในการลดความหนาของผิวหนังเพียงเล็กนอยเทาน้ัน ซึ่งแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมท่ี

ไดรับนํ้าเปลาเพียงอยางเดียว  

  

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 ผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซี ตอความหนาของผิวหนังหนู เมื่อ Normal 

group  คือไมไดรับแสงยูวีบี, Control group คือไดรับแสงยูวีบีและนํ้าเปลา, Positive control 

คือไดรับแสงยูวีบี และวิตามินซีเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวัน , test group คือไดรับแสงยูวีบี และ

กลวยไขหรือกลวยนํ้าวาบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน  กราฟแทงแสดงความหนา

ของผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี (N=5) (*, p< 0.05, **, p< 0.005 Student’s t-test ) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสในกลุมปกติ  

(Normal group) ซึ่งไมไดรับแสงยูวีบี ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

เนื้อเย่ือเก่ียวพันในชั้นหนังแท 

ความหนาของชั้นผิวหนัง 
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รูปที่ 17 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสท่ีไดรับแสงยูวี

บี รวมกบัการกินนํ้าเปลา (negative control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผาน

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี 

รวมกับการกินวิตามินซ ี50 มิลลิกรัมตอวัน (Positive control) ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาห

เมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 19 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี 

รวมกับการกินกลวยไขบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน (Test group) ครบตาม

ระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาค (histology) ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี 

รวมกับการกินกลวยนํ้าวาบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน (Test group) ครบตาม

ระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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2.7 การศึกษาผลิตผลจากกระบวนการลิพิดเพอร็อกซิเดชัน่โดยวิธี Immunofluorescence  

 

การศึกษาผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีรวมกบัการฉายรังสียูวีบตีอ

กระบวนการลิพิดเพอรออกซิเดชั่นถูกวิเคราะหโดยวิธี Immunofluorescence staining เพ่ือตรวจปริมาณ

โปรตีนท่ีถูกจับโดยหมูอัลดีไฮด (Malondialdyhyde และ 4-Hydroxynonenal) และสอบหาตําแหนงโปรตีน

ท่ีถูกจับโดยหมูอัลดีไฮด ในผิวหนังของหนูทดลอง โดยการวิเคราะหน้ีถูกปฏิบัติท่ีอุณหภูมิหอง โดยในข้ัน

แรกนําชิ้นเน้ือตัวอยางท่ีถูกตัดเพ่ือศึกษาจุลกายวิภาคศาสตรวางลงบนสไลดท่ีถูกเคลือบดวยโพลี-แอล-ไล

ซีน เพ่ือปองกันชิ้นเน้ือหลุดระหวางปฏิบัติการณ จากน้ันสไลดท่ีมีชิ้นขนาดความหนา 8 ไมครอนถูก Fix 

โดยแชใน Methanol (ท่ีถูกทําใหเย็นใน -20 องศาเซลเซียสนาน30-60 นาที) นาน 30 นาที จากน้ันลาง

สไลดดวย PBS และ cover wash buffer (Tris buffer saline (TBS) with 0.025% Triton X-100) 2 คร้ังๆ 

ละ 10 นาที ชิ้นเน้ือถูก permeabilization โดยการบมดวย TBS ท่ีมี 0.2% Triton X-100 ผสมอยู 2 คร้ังๆ 

10 นาที หลังจากน้ันชิ้นเน้ือถูกปองกันการยอมท่ีไมจําเพาะเจาะจง (non-specific staining) โดยใช 

blocking buffer ( TBS with 10% bovine serum albunine (BSA)) บมเปนเวลา 30 นาทีในกลองชื้น 

หลังจากน้ันทําการกําจัด blocking buffer โดยการเทท้ิง และไมตองผานการลาง ชิ้นเน้ือถูกบมใน 

unconjugated primary Malondialdyhyde antibody หรือ 4-hydroxynonenal antibody ในอัตราสวน 

1:100 dilution buffer (TBS with 1%BSA) และบมเปนเวลา 12 ชั่วโมงในท่ีมืดในกลองชื้นท่ีอุณหภูมิ 4oC 

แลวลางดวย wash buffer 3 คร้ัง ทําการยอม secondary antibody ดวย Cyanine Dyes (Cy5) หรือ 

Fluorescein isothiocyanate (FITC) ในอัตราสวน 1:200 dilution buffer และบมเปนเวลา 1 ชั่วโมงในท่ี

มืดในกลองชื้น แลวสังเกตสไลดท่ีเตรียมภายใตกลอง fluorescence microscope โดย Cy5 จะถูกกระตุน

ภายใตแสงสีแดง (650 นาโนเมตร) ดังน้ันจึงเห็นเปนสีแดง (670 นาโนเมตร) และ FITC จะถูกกระตุน

ภายใตแสงสีเขียว (495 นาโนเมตร) ดังน้ันจึงเห็นเปนสีเขียว (519 นาโนเมตร) 

รูปภาพทีไดภายใตกลอง fluorescence microscope ถูกวิเคราะหเปรียบเทียบในแตละกลุมท้ังเชิง

คุณภาพและปริมาณ  รูปภาพถูกวิเคราะหความเขมของแสง fluorescence (คา intensity) ดวยโปรแกรม 

Image J จากการศึกษาปริมาณและการกระจายตัวของ MDA และ 4-HNE ในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนู

แสดงดังรูป 22-32 พบวา หนูกลุมท่ีกินกลวยไข หรือวิตามินซี มปีริมาณและการกระจายตัวของ MDA และ 

4-HNE ใกลเคียงกับกลุมปกติซึ่งเปนกลุมท่ีไมไดรับยูวีบี สังเกตไดจากจุดท่ีเรืองแสงสีเขียว หรือ สีแดงท่ี

กระจายอยูท่ัวตัวอยางชื้นเน้ือ สวนหนูในกลุมท่ีไดกินนํ้าเปลาหรือกลวยนํ้าวามีปริมาณและการกระจายตัว

ของ MDA และ 4-HNE สูงกวากลุมปกติ และสูงกวากลุมท่ีกินกลวยไขหรือวิตามินซี ซึ่งสอดคลองกับ

ปริมาณของโปรตีนคารบอนิลท่ีเกิดข้ึน 
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รูปที่ 21 ผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซี ตอปริมาณ MDA ในผิวหนังหนู เมื่อ Normal 

group  คือไมไดรับแสงยูวีบี, Control group คือไดรับแสงยูวีบีและนํ้าเปลา, Positive control 

คือไดรับแสงยูวีบี และวิตามินซีเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวัน , test group คือไดรับแสงยูวีบี และ

กลวยไขหรือกลวยนํ้าวาบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน  กราฟแทงแสดงความหนา

ของผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี (N=5) (*, p< 0.05, **, p< 0.005 Student’s t-test ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 22 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ MDA ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสในกลุมปกติ 

(Normal group) ซึ่งไมไดรับแสงยูวีบี ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 23 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ MDA ของตัวอยางเน้ือเยือ่ผิวหนังหนูเมาสในกลุม

ควบคุม (Control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินนํ้าเปลา ครบตามระยะเวลา 12 

สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 24 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ MDA ของตัวอยางเน้ือเยือ่ผิวหนังหนูเมาสในกลุม

ควบคุม (Positive control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินวิตามินซี ปริมาณ 50 มิลลิกรัม

ตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 25 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ MDA ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสในกลุมทดลอง 

(Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยไขบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอ

วัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ MDA ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสในกลุมทดลอง 

(Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยนํ้าวาบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนัก

ตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 27 ผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซี ตอปริมาณ 4-HNE  ในผิวหนังหนู เมื่อ Normal 

group  คือไมไดรับแสงยูวีบี, Control group คือไดรับแสงยูวีบีและนํ้าเปลา, Positive control 

คือไดรับแสงยูวีบี และวิตามินซีเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวัน , test group คือไดรับแสงยูวีบี และ

กลวยไขหรือกลวยนํ้าวาบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน  กราฟแทงแสดงความหนา

ของผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี (N=5) (*, p< 0.05, **, p< 0.005 Student’s t-test ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 28 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ 4-HNE ของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสในกลุมปกติ 

(Normal group) ซึ่งไมไดรับแสงยูวีบี ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 29 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ 4-HNE ของตัวอยางเน้ือเยือ่ผิวหนังหนูเมาสในกลุม

ควบคุม (Control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินนํ้าเปลา ครบตามระยะเวลา 12 

สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 30 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ 4-HNE ของตัวอยางเน้ือเยือ่ผิวหนังหนูเมาสในกลุม

ควบคุม (Positive control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินวิตามินซี ปริมาณ 50 มิลลิกรัม

ตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 31 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ 4-HNE ของตัวอยางเน้ือเยือ่ผิวหนังหนูเมาสในกลุม

ทดลอง (Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยไขบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัม

นํ้าหนักตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 32 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของ 4-HNE ของตัวอยางเน้ือเยือ่ผิวหนังหนูเมาสในกลุม

ทดลอง (Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยนํ้าวาบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัม

นํ้าหนักตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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2.8 การศึกษาผลิตผลจากกระบวนการโปรตนีออกซิเดชั่นโดยวิธี Immunohistochemistry 

การศึกษาผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีรวมกบัการฉายรังสียูวีบตีอ

กระบวนการผลิตหมูคารบอนิลถูกวิเคราะหโดยวิธี Immunohistochemistry เพ่ือตรวจปริมาณโปรตีนท่ีถูก

จับโดยหมูคารบอนิลและสอบหาตําแหนงโปรตีนท่ีถูกจับโดยหมูคารบอนิลในผิวหนังของหนูทดลอง โดย

การวิเคราะหน้ีถูกปฏิบัติท่ีอุณหภูมิหอง โดยในข้ันแรกนําชิ้นเน้ือตัวอยางท่ีถูกตัดเพ่ือศึกษาจุลกายวิภาค

ศาสตรวางลงบนสไลดท่ีถูกเคลือบดวยโพลี-แอล-ไลซีน เพ่ือปองกันชิ้นเน้ือหลุดระหวางปฏิบัติการณ 

จากน้ัน สไลดท่ีมีชิ้นขนาดความหนา 8 ไมครอนถูก Fix โดยแชใน Methacarn fixative [Methamol: 

Chloroform:Acetic acid 10:5:1] ท่ี 4 องศาเซลเซียสนาน 4-6 ชั่วโมง หลังจากน้ันสไลดผานกระบวนการ 

Rehydrate โดยการจุมใน Ethanol และ นํ้ากล่ัน ตามลําดับ สไลดถูกลางดวย PBS และ 1X wash buffer 

3 คร้ังๆ ละ 10 นาที ชิ้นเน้ือถูก permeabilization โดยการบมดวย antigen unmasking โดยใช water 

bath ต้ังความรอน 90 องศาเซียลเซียส นาน 20 นาที หลังจากสไลดเย็น เติมสารละลาย DNPH บมตอ 30 

นาที ลางสไลดดวย 1X wash buffer 3 คร้ังๆ ละ 10 นาทีจงึปองกันการยอมท่ีไมจําเพาะเจาะจง (non-

specific staining) โดยใช blocking buffer บมเปนเวลา 30 นาทีในกลองชื้น เมื่อครบเวลาทําการเท 

blocking buffer ออกจากสไลด และไมตองผานการลาง ชิ้นเน้ือถูกบมใน unconjugated primary 

antibody ในอัตราสวน 1:100 dilution buffer และบมเปนเวลา 12 ชั่วโมงในท่ีมืดในกลองชื้นท่ีอุณหภูมิ 

4oC แลวลางดวย wash buffer 3 คร้ัง ทําการยอม secondary antibody ดวย biotinylted secondary 

antibody และบมเปนเวลา 30 นาที ในท่ีมืดในกลองชื้น หลังจากลางดวย wash buffer ชิ้นเน้ือถูกเติม 3 

เปอรเซ็นตไฮโดรเจนเพอรรอกไซด บมนาน 10 นาที ทําการลางดวย 1X wash buffer จากน้ันยอมดวย 

Streptavidin conjugated HRP บมในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เมือ่ครบเวลา ชิ้นเน้ือถูกลาง

และเติมสารต้ังตน DAB เพ่ือใหเกิดสีนํ้าตาล เปนเวลา 2-3 นาที ลางและยอมดวย Hematoxylin นาน 3 

นาที สไลดถูกลางและ Dehydrate ดวยการจุมใน Absolute ethanol และ Xylene ตามลําดับ สไลดถูกปด

ดวย cover slip แลวสังเกตสไลดท่ีเตรียมภายใตกลอง inverted microscope โดยจะสังเกตเห็นสีของ 

โปรตีนคารบอนิลเปนสีนํ้าตาลเขม ซึ่งเปนสีของ DAB 

รูปภาพทีไดภายใตกลอง inverted microscope ถูกวิเคราะหเปรียบเทียบในแตละกลุมท้ังเชิง

คุณภาพและปริมาณ  รูปภาพถูกวิเคราะหความเขมของสี DAB (คา intensity) ดวยโปรแกรม Image J 

จากการศึกษาปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิล ในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูแสดงดังรูป 

33-37 พบวา หนูกลุมท่ีกินกลวยไข หรือวิตามินซี มีปริมาณและการกระจายของโปรตีนคารบอนิล 

ใกลเคียงกับกลุมปกติซึ่งเปนกลุมท่ีไมไดรับยูวีบี สวนหนูในกลุมท่ีไดกินนํ้าเปลาหรือกลวยนํ้าวามีปริมาณ

และการกระจายตัวโปรตีนคารบอนิลสูงกวากลุมปกติ และสูงกวากลุมท่ีกินกลวยไขหรือวิตามินซีสังเกตได

จากสีนํ้าตาลท่ีกระจายอยูท่ัวตัวอยางชื้นเน้ือโดยเฉพาะในชั้น epidermis 
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รูปที่ 33 ผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซี ตอปริมาณโปรตีนคารบอนิลในผิวหนังหนู เมื่อ 

Normal group  คือไมไดรับแสงยูวีบ,ี Control group คือไดรับแสงยูวีบีและนํ้าเปลา, Positive 

control คือไดรับแสงยูวีบี และวิตามินซีเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวัน , test group คือไดรับแสงยูวีบี 

และกลวยไขหรือกลวยนํ้าวาบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน  กราฟแทงแสดงความ

หนาของผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี (N=5) (*, p< 0.05, **, p< 0.005 Student’s t-test ) 
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รูปที่ 34 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมปกติ (Normal group) ซึ่งไมไดรับแสงยูวบีี ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผาน

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 35 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมควบคุม (Control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินนํ้าเปลา ครบตามระยะเวลา 12 

สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 36 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมทดลอง (Positive control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกบัการกินวิตามินซ ี ปริมาณ 50 

มิลลิกรัมตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 37 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมทดลอง (Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยไขบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

เทา 



35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 38 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมทดลอง (Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยนํ้าวาบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

เทา 
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2.9 การศึกษาเอนไซม Matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) ในผิวหนังที่ถูกเหนี่ยวนําดวยรังสี 

UVB โดยวิธี Immunofluorescence staining 

 

การศึกษาผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีรวมกบัการฉายรังสียูวีบตีอ

กระบวนการผลิต Matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) เอนไซมท่ีมีคุณสมบัติในการทําลองคอลลาเจน 

ซึ่งพบมากในชั้นเดอรมิสของผิวหนัง ถูกวิเคราะหโดยวิธี Immunofluorescence staining เพ่ือตรวจสอบ

การแสดงออกของเอนไซม 16MMP-1 ในผิวหนังของหนูทดลอง โดยการวิเคราะหน้ีถูกปฏิบัติท่ีอุณหภูมิหอง 

โดยในข้ันแรกนําชิ้นเน้ือตัวอยางท่ีถูกตัดเพ่ือศึกษาจุลกายวิภาคศาสตรวางลงบนสไลดท่ีถูกเคลือบดวยโพ

ลี-แอล-ไลซีน เพ่ือปองกันชิ้นเน้ือหลุดระหวางปฏิบัติการณ จากน้ันสไลดท่ีมีชิ้นขนาดความหนา 8 ไมครอน

ถูก Fix โดยแชใน Methanol (ท่ีถูกทําใหเย็นใน -20 องศาเซลเซียสนาน30-60 นาที) นาน 30 นาที จากน้ัน

ลางสไลดดวย PBS และ cover wash buffer (Tris buffer saline (TBS) with 0.025% Triton X-100) 2 

คร้ังๆ ละ 10 นาที ชิ้นเน้ือถูก permeabilization โดยการบมดวย TBS ท่ีมี 0.2% Triton X-100 ผสมอยู 2 

คร้ังๆ 10 นาที หลังจากน้ันชิ้นเน้ือถูกปองกันการยอมท่ีไมจาํเพาะเจาะจง (non-specific staining) โดยใช 

blocking buffer ( TBS with 10% bovine serum albunine (BSA)) บมเปนเวลา 30 นาทีในกลองชื้น 

หลังจากน้ันทําการกําจัด blocking buffer โดยการเทท้ิง และไมตองผานการลาง ชิ้นเน้ือถูกบมใน 

unconjugated primary Matrix metalloproteinase-1 antibody ในอัตราสวน 1:100 dilution buffer 

(TBS with 1%BSA) และบมเปนเวลา 12 ชั่วโมงในท่ีมืดในกลองชื้นท่ีอุณหภูมิ 4oC แลวลางดวย wash 

buffer 3 คร้ัง ทําการยอม secondary antibody ดวย Fluorescein isothiocyanate (FITC) ในอัตราสวน 

1:200 dilution buffer (TBS with 1%BSA) และบมเปนเวลา 1 ชั่วโมงในท่ีมืดในกลองชื้น แลวสังเกตสไลด

ท่ีเตรียมภายใตกลอง fluorescence microscope โดย FITC จะถูกกระตุนภายใตแสงสีเขียว (495 นาโน

เมตร) ดังน้ันจึงเห็นเปนสีเขียว (519 นาโนเมตร) 

รูปภาพทีไดภายใตกลอง fluorescence microscope ถูกวิเคราะหเปรียบเทียบในแตละกลุมท้ังเชิง

คุณภาพและปริมาณ  รูปภาพถูกวิเคราะหความเขมของแสง fluorescence (คา intensity) ดวยโปรแกรม 

Image J จากการศึกษาปริมาณและการกระจายตัวของ MMP-1 ในตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูแสดงดังรูป 

39-44 พบวา หนูทดลองกลุมท่ีถูกฉายดวย UVB และไดรับนํ้าเปลามีปริมาณเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับกลุมท่ีไมถูกฉายดวย UVB ในทางตรงกันขาม หนูท่ีถูกฉายดวย UVB รวมกับการไดรับวิตามินซี 

50 มิลลิกรัมตอวัน มีปริมาณ MMP-1 ลดลงอยางมีนัยสําคัญ ท้ังน้ีหนูทดลองท่ีไดรับกลวยไขและกลวย

นํ้าวาบด ปริมาณ MMP-1 ก็มีแนวโนมลดลงเชนเดียวกัน เมื่อเทียบกับกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลา การศึกษาใน

คร้ังน้ีพบวาสอดคลองกับการศึกษาคร้ังกอนหนา หนูทดลองท่ีไดรับวิตามินซีและกลวยไขมีการถูกทําลาย

ของคอลลาเจนนอยกวากลุมท่ีไดรับเพียงนํ้าเปลา  
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รูปที่ 39 ผลของการกินกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซ ีตอปริมาณ MMP-1 ในผิวหนังหนู เมื่อ Normal 

group  คือไมไดรับแสงยูวีบี, Control group คือไดรับแสงยูวีบีและนํ้าเปลา, Positive control 

คือไดรับแสงยูวีบี และวิตามินซีเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวัน , test group คือไดรับแสงยูวีบี และ

กลวยไขหรือกลวยนํ้าวาบดปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักตอวัน  กราฟแทงแสดงปริมาณ

ของ MMP-1 ในผิวหนังหนูท่ีไดรับแสงยูวีบี (N=5) (*, p< 0.05, **, p< 0.005 Student’s t-test ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 40 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมปกติ (Normal group) ซึ่งไมไดรับแสงยูวบีี ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผาน

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 41 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมควบคุม (Control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินนํ้าเปลา ครบตามระยะเวลา 12 

สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 42 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อ

ผิวหนังหนูเมาสในกลุมทดลอง (Positive control group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกบัการกินวิตามนิซี ปริมาณ 

50 มิลลิกรัมตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 43 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมทดลอง (Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยไขบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

เทา 
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รูปที่ 44 แสดงปริมาณและการกระจายตัวของโปรตีนคารบอนิลของตัวอยางเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสใน

กลุมทดลอง (Test group) ไดรับแสงยูวีบี รวมกับการกินกลวยนํ้าวาบด ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักตอวัน ครบตามระยะเวลา 12 สัปดาหเมื่อมองผานกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 

เทา 
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2.10 การหาปริมาณกลูตาไธโอนในผิวหนงัสตัวทดลอง 

ปริมาณของกลูตาไธโอนท่ีผลิตข้ึนในผิวหนังหนูเมาสท่ีไดรับกลวยไข, กลวยนํ้าวาบดหรือ วิตามนิซี 

รวมกับการไดรับรังสียูวีบอียางตอเน่ือง ถูกวัดโดยใชชุดตรวจสอบปริมาณกลูตาไธโอนของบริษทั Abcam 

ประเทศอังกฤษ 

 การวัดปริมาณกลูตาไธโอนในผิวหนังหนูมีวิธีการดังน้ี 

1. การสกัดโปรตีนท้ังหมดจากผิวหนังหนูเมาส ผิวหนังหนูเมาสปริมาณ 100 มิลลิกรัมถูกลางดวย 

PBS และตัดเปนชิ้นเล็กๆ กอนท่ีจะสกัดโปรตีนดวย T-per นํ้ายาสกัดโปรตีนจากผิวหนังปริมาตร 1 

มิลลิลิตร และเซลลถูกทําใหแตกดวยเคร่ือง Homogenizer ชั้นโปรตีนถูกแยกดวยวิธี 

centrifugation ท่ีความเร็ว 15,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 15 นาที ชั้นโปรตีนถูกแยกใส 

eppendrof ใหมเพ่ือทําการวัดปริมาณกลูตาไธโอน 

2. ทําการทดลองตามคําแนะนําของชุดทดสอบโดยการเตรียมสารมารตฐานกลูตาไธโอนความเขมขน 

0 µM ถึง 5 µM 

3. เตรียม Thiol green indicator ความเขมขน 25 เทา จาก 100 เทา เพ่ือเปนตัวติดตามท่ีจําเพาะ

ตอกลูตาไธโอน 

4. หยอดตัวอยาง, สารมารตฐานกลูตาไธโอน หรือนํ้ายาสกัดโปรตีน ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน

หลุม 96-well plate (Black plate clear bottom) จากน้ันหยอด Thiol green indicator ปริมาตร 

50 ไมโครลิตรลงในหลุมทดลองท่ีมีตัวอยาง บมใหพนแสงเปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําไปวัดแสง

ฟลูออเรสเซนดวยเคร่ืองไมโครเพลทฟลูออเรสเซน วิเคราะหปริมาณกลูตาไธโอนในผิวหนังหนูเมาส

เทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูตาไธโอน 

 ผลของการกินกลวยไข, กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีอยางตอเน่ืองรวมกบัการไดรับรังสียูวีบ ี ตอ

ปริมาณของกลูตาไธโอนแสดงดังรูปท่ี 45 ผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาหนูเมาสท่ีถูกฉายรังสียูวีบี

ติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาหสงผลใหปริมาณกลูตาไธโอน ซึ่งเปน Antioxidant ภายในรางกาย

ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมปกติท่ีไมไดรับรังสียูวีบี แตอยางไรก็ตาม หนูเมาสท่ีไดรับกลวยไข หรือ 

วิตามินซียังคงมีปริมาณกลูตาไธโอนท่ีสูงกวาหนูเมาสในกลุมควบคุม ซึ่งถูกฉายดวยรังสียูวีบี

รวมกับไดรับนํ้าเปลา ท้ังน้ีอาจเปนเพราะวา หนูเมาสท่ีไดรับกลวยไขมีการผลิตเอนไซม γ-GCS 

มาก จึงสงผลใหปริมาณกลูตาไธโอนสูงกวากลุมความคุม ในทางตรงกันขามถึงแมวาหนูเมาสท่ี

ไดรับวิตามินซีจะมีปริมาณเอนไซม γ-GCS นอย แตปริมาณกลูตาไธโอนยังคงสูงเทียบเทากลวย
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ไข อาจเน่ืองมาจากรางกายจะใชวิตามินซีในการกําจัดอนุมูลอิสระ จึงทําใหปริมาณกลูตาไธโอน

ลดลงเพียงเล็กนอยเทาน้ัน 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 45 ปริมาณกลูตาไธโอนในผิวหนังหนูท่ีไดรับกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีรวมกับการฉายรังสียูวี

บีอยางตอเน่ือง กลุมปกติ (Normal) คือหนูเมาสท่ีไมไดรับรังสียูวีบี, ข) กลุม control คือคือหนู

เมาสท่ีไดรับรังสียูวีบีรวมกับการกินนํ้าเปลา, ค) กลุม positive control คือหนูเมาสท่ีไดรับรังสียู

วีบีและวิตามินซีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวนั, ง,จ) คือคือหนูเมาสท่ีไดรับรังสียูวีบีรวมกับ

การกินกลวยไขหรือกลวยนํ้าวา 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักหนูตอวัน กราฟแสดงปริมาณกลูตา

ไธโอนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารกลูตาไธโอน 
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2.11 ผลของการกินกลวยไขหรือกลวยน้าํวาตอการแสดงออกของเอนไซม γ-GCS 

ระหวางการไดรับรังสียูวีบ ี

ปริมาณของเอนไซม γ-GCS ในผิวหนังหนทูี่กินกลวยไขหรือกลวยน้ําวารวมกับการไดรับ

รังสียูวีบีเปนเวลา 12 สัปดาห 

ปริมาณเอนไซม γ-GCS ท่ีผลิตข้ึนในผิวหนังหนูเมาสท่ีไดรับกลวยไขและกลวยนํ้าวาบดรวมกบั

การไดรับรังสียูวีบีอยางตอเน่ือง สามารถวัดในเชิงเปรียบเทียบไดโดยใชเทคนิค Western blot  

 การหาปริมาณเอนไซม γ-GCS โดยใช Western blot มีข้ันตอนดังน้ี 

1. หลังจากครบ 12 สัปดาหของการศึกษา ผิวหนังหนูเมาสบริเวณท่ีถูกโกนขนถูกเก็บใน Cryotube 

และแชในถังลิควิดไนโตรเจน 

2. ผิวหนังหนูเมาสปริมาณ 100 มิลลิกรัมถูกลางดวย PBS และตัดเปนชิ้นเล็กๆ กอนท่ีจะสกัด

โปรตีนดวย T-per นํ้ายาสกัดโปรตีนจากผิวหนังปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเซลลถูกทําใหแตกดวยเคร่ือง 

Homogenizer ชั้นโปรตีนถูกแยกดวยวิธี centrifugation ท่ีความเร็ว 15,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 15 

นาที ชั้นโปรตีนถูกแยกใส eppendrof ใหมเพ่ือทําการวัดปริมาณเอนไซม γ-GCS 

 3. ทําการวัดปริมาณเอนไซม γ-GCS โดยใชเทคนิค Western blot โดยใชหลักการของ gel 

electrophoresis ซึ่งใชแยกโปรตีนตามนํ้าหนักโมเลกุลโดยท่ีทําการควบคุมปริมาณโปรตีนท้ังหมด (total 

protein) ใหเทากันในแตละคร้ังของการแยก (50 ไมโครกรัม) ตอมาโปรตีนจะถูก transfer ไปยัง 

nitrocellulose membrane แลวตรวจสอบโปรตีนท่ีตองการโดย primary antibody ซึ่งมีความจําเพาะ

เจาะจงตอเอนไซม γ-GCS และใช secondary antibody ท่ีมีความจําเพาะตอ primary antibody เพ่ือ

ความจําเพาะและถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน จากน้ันทําการวิเคราะหความเขมของ band โปรตีนเอนไซม γ-

GCS ดวยวิธี chemiluminescent detection โปรตีน β-actin ถูกใชเปน Loading control  

 ผลของการกินกลวยไข และกลวยนํ้าวาอยางตอเน่ืองรวมกับการไดรับรังสียูวีบี ตอปริมาณเอนไซม 

γ-GCS แสดงดังรูปท่ี 46 ผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาหนูเมาสท่ีกินกลวยไขติดตอกันเปนเวลา 12 สัปดาห มีการ

ผลิตเอนไซม γ-GCS เพ่ิมมากข้ึนเมื่อเทียบกบัหนูเมาสในกลุมควบคุมและหนูเมาสในกลุมท่ีกินกลวยนํ้าวา

หรือวิตามินซี ท้ังน้ีอาจเปนไปไดวา ในกลวยไขมีสารโพลีฟนอลและเบตาแคโรทีนสูงกวากลวยนํ้าวา 

เน่ืองจากสารกลุมดังกลาวอาจจะมีความสามารถในการกระตุนใหยีน γ-GCS มีการแสดงออกเพ่ิมมากข้ึน
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สงผลใหปริมาณเอนไซม γ-GCS เพ่ิมมากข้ึน แตอยางไรก็ตามเมื่อสังเกตุปริมาณเอนไซม γ-GCS ในหนู

เมาสกลุมควบคุมก็มีปริมาณท่ีเพ่ิมข้ึนเล็กนอยซึง่เปนกลไกปกติของรางกายท่ีตองผลิตเอนไซม γ-GCS 

เพ่ือมาสังเคราะหกลูตาไธโอนเพ่ือกําจัดอนุมูลอสิระ แตเน่ืองจากเอนไซม γ-GCS เปน rate limiting step 

เอนไซม จึงมีความสามารถในการผลิตออกมาไดอยางจํากัด ในทางกลับกัน หนูเมาสท่ีไดรับวิตามินซีพบวา 

ปริมาณของเอนไซม γ-GCS ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม อาจเปนไปไดวา เมื่อไดรับวิตามินซีอยาง

เพียงพอและตอเน่ืองแลว รางกายก็ไมจําเปนตองผลิตเอนไซม γ-GCS ออกมาเพ่ือกาํจัดอนุมูลอิสระท่ีเกิด

จากการไดรับรังสียูวีบ ี

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 46 ปริมาณเอนไซม γ-GCS ในผิวหนังหนูท่ีไดรับกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีรวมกับการฉาย

รังสียูวีบีอยางตอเน่ือง กลุมปกติ (Normal) คือหนูเมาสท่ีไมไดรับรังสียูวีบี, ข) กลุม control คือ

คือหนูเมาสท่ีไดรับรังสียูวีบีรวมกับการกินนํ้าเปลา, ค) กลุม positive control คือหนูเมาสท่ี

ไดรับรังสียูวีบีและวิตามินซีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอวัน, ง,จ) คือคือหนูเมาสท่ีไดรับรังสียูวี

บีรวมกับการกินกลวยไขหรือกลวยนํ้าวา 1 มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักหนูตอวัน กราฟแสดง

ปริมาณเอนไซม γ-GCS โดยปรับใหคาความเขมของ band โปรตีนท่ีวัดไดจากหนูเมาสในกลุม

ควบคุมมีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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บทท่ี 3 

สรุปผลการทดลองและอภิปรายผล 

 

 ปริมาณฟนอลิกรวมในผลกลวยสุก กลวยไข และกลวยนํ้าวาโดยเฉล่ียเทากับ 38.39±1.39 และ 

30.05±0.5 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลิกตอ 100 กรัมกลวยสดตามลําดับ ในการศึกษาน้ีไดสกัดเบตาแคโรทีน 

ซึ่งลักษณะของสารกัดท่ีไดมีสีเหลืองสม และวัดปริมาณเบตาแคโรทีนท่ีสกัดไดในกลวยไขเทากับ 56.57 ± 

3.39 มิลลิกรัมตอกรัมของสารสกัด แตไมสามารถวัดไดในกลวยนํ้าวา ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนา 

ท่ีรายงานวาเบตาแคโรทีนในกลวยไขสูงกวาในกลยนํ้าวา[18] ความสามารถในการตอตานอนุมลูอิสระของ

กลวย สารสกัดจากลวยท้ังสองชนิดท่ีสกัดโดย 50% เอธานอล ถูกนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการ

ตอตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH เทียบกับวิตามินซี ผลท่ีไดพบวา วิตามินซี กลวยไข และกลวยนํ้าวา มีคา

ความเขมขนสมมูลท่ีทําใหเกิดประสิทธิภาพในการตานการเกิดออกซิเดชัน โดย free radical scavenging 

เทากับรอยละ 50 ของประสิทธิภาพสูงสุด  เทากับ 0.013 ± 3.430, 0.391 ± 0.130 และ 1.368 ± 0.130 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาท่ีผานมา[7] จากน้ันจึงศึกษาผลของการ

ปองกันผิวหนังถูกทําลายจากรังสียูวีบีโดยการกินกลวยท้ังสองชนิดอยางตอเน่ืองในสัตวทดลอง 

 จากผลการศึกษาความหนาของผิวหนังชั้นอิเดอรมิสของหนูเมาสท้ัง 5 กลุมพบวา หนูกลุมควบคุม 

(ไมถูกฉายรังสียูวีบี) มีความหนาของชั้นอิพิเดอรมิสเฉล่ียเทากับ 20.17±3.00 ไมโครเมตร ในทางตรงกัน

ขามหนูเมาสกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลารวมกับการฉายยูวีบีนาน 12 สัปดาห มีความหนาของชัน้อิพิเดอรมิส

เทากับ 27.95±3.85 ไมโครเมตร ซึ่งหนาข้ึนอยางมีนัยสําคัญ หนูเมาสท่ีถูกปอนกลวยวิตามินซี 50 มิลลิกรัม

ตอวันและกลวยไขรวมกับการฉายรังสียูวีบีนาน 12 สัปดาห พบวาความหนาของชั้นอิพิเดอรมิสเทากับ 

19.01 ± 1.66 และ 21.59 ± 2.04 ไมโครเมตร ตามลําดับ สวนหนูเมาสท่ีไดรับกลวยนํ้าวารวมกับการฉาย

ดวยรังสียูวีบีนาน 12 สัปดาห มีความหนาของชัน้อิพิเดอรมิสเทากับ 26.37 ± 1.94 ไมโครเมตร นอกจากน้ี

ยังพบวาผิวหนังชั้นเดอรมิส (ชั้นหนังแท) ของหนูกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลาและกลุมท่ีไดรับกลวยนํ้าวารวมกับ

การฉายรังสียูวีบีมีการถูกทําลาย ซึ่งรวมไปถึงคอลลาเจนและอีลาสตินดวย แตการถูกทําลายในชั้นเดอร

มิสพบไดนอยในกลุมท่ีไดรับวิตามินซีหรือกลวยไข การถูกฉายดวยยูวีซ้ําๆ จะกระตุนใหเซลลผิวหนังหล่ัง

สารแรดิเคิล และกระตุนการหลังสารส่ืออักเสบเชน IL-1, IL-6 and TNF-α นําไปสูการเปล่ียนแปลงตัวเอง

ของเซลลคีราติโนไซต ทําใหผิวหนังแหง หนา และไมเรียบเนียน [19-20] ดังน้ันการไดรับสารแอนต้ีออกซิ

แดนทจากกลวย จึงชวยปองกันผิวหนังถูกทําลายจากแสงยูวีบ ี

 การทดสอบการเกิดลิพิดเพอรร็อกซิเดชั่นโดยการวัดปริมาณผลิตผลท่ีเกิดข้ึนคือ 

Malondialdehyde (MDA) และ 4-Hydroxynonenal (4-HNE) ดวยวิธี Immunofluorescence staining 

โดยใชแอนติบอดียท่ีจําเพาะ พบวา หนูเมาสกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลามีปริมาณ MDA สูงกวาทุกกลุมโดยพบ

มากในชั้นอิพิเดอรมิสและพบกระจายท่ัวไปในชัน้เดอรมิส ในเน้ือเยื่อผิวหนังหนูเมาสท่ีไดรับวิตามินซีและ
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กลวยไขมีปริมาณ MDA ลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมท่ีไดรับนํ้าเปลา สวนหนูท่ีไดรับ

กลวยนํ้าวามีปริมาณ MDA ไมแตกตางกับกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลา ผลการศึกษาปริมาณ 4-HNE พบวาเปนไป

ในทิศทางเดียวกับ MDA โดยหนูเมาสท่ีไดรับนํ้าเปลา มีปริมาณ 4-HNE เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมถูกฉายดวยยูวีบ ี และการไดรับกลวยไข กลวยนํ้าวา หรือวิตามินซีสามารถยับยั้ง

การเพ่ิมข้ึนของ 4-HNE ในเน้ือเยื่อผิวหนังหนูท่ีถูกเหน่ียวนําดวยรังสียูวีบีอยางมีนัยสําคัญ โดยปกติแลว

ไขมันจะเปนองคกระกอบท่ีสําคัญของเซลลและชั้นผิวหนัง และเปนเปาหมายสําคัญของแรดิเคิล ทําให

ไขมันเกิดการแตกหักและถูกออกซิไดส ซึ่งนอกจากจะทําลายเซลลผิวแลวยังนําไปสูการเกิดสารตัวกลางใน

การทําลายผิวอีกดวย[21-22] เบตาแคโรทีนเปนสารแอนต้ีออกซิแดนทท่ีสามารถกําจัดแรดิเคิล โดยเฉพาะ

ในชั้นไขมัน หนูเมาสท่ีไดรับกลวยไขอยางตอเน่ืองจึงมีปริมาณการเกิดลิพิดเพอรร็อกซิเดชั่นนอยกวากลุมท่ี

ไดรับนํ้าเปลาและกลวยนํ้าวา 

 ผลการศึกษาการกินวิตามินซี กลวยไข หรือกลวยนํ้าวาอยางตอเน่ืองในการยับยั้งการเกิดโปรตีน

ออกซิเดชั่นโดยวิธี Immunohistochemistry พบวาหนูกลุมท่ีไดรับนํ้าเปลาและถูกฉายดวยรังสียูวีบีมี

ปริมาณของหมูคารบอนิลเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และกระจายท่ัวไปในชั้นเดอร

มิส แตการท่ีกินกลวยไขหรือวิตามินอยางตอเน่ืองทําใหปริมาณหมูคารบอนิลลดลงอยางมีนัยสําคัญ สวน

การกินกลวยนํ้าวาพบวามปีริมาณคารบอนิลมีแนวโนมท่ีลดลงเชนกัน  

 การศึกษาการผลิต MMP-1 ในเน้ือเยื่อผิวหนังหนูโดยวิธี Immunofluorescence staining พบวา 

การท่ีหนูเมาสถูกฉายดวยรังสียูวีบีอยางตอเน่ืองจะมีการผลิต MMP-1 ออกมามากในชั้นผิวหนังโดยเฉพาะ

ชั้นเดอรมิส ซึ่งอาจสงผลใหทําลายคอลลาเจนได ในทางตรงกันขาม วิตามินซีมีบทบาทในการยับยั้งการ

ผลิต MMP-1 ในชั้นผิวหนังหนูเมาสท่ีถูกฉายดวยรังสียูวีบี ซึ่งสามารถปองกันคอลลาเจนถูกทําลายดวยยูวี

บีได ท้ังน้ีจากกาศึกษาพบวาการผลิต MMP-1 ในผิวหนังหนูท่ีไดรับกลวยไขหรือกลวยนํ้าวามีแนวโนม

ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมไดรับนํ้าเปลาเพียงอยางเดียว ท้ังน้ี ผลท่ีไดเน่ืองจากวิตามินซ ี เปนแอนต้ีออกซิ

แดนทท่ีมีโมเลกุลเล็ก และสามารถกําจัดแรดิเคิลไดอยางรวดเร็ว จึงสงผลตอการแสดงออกของ MMP-1 ทํา

ให MMP-1 ในหนูกลุมท่ีไดรับวิตามินซีนอยกวากลุมอื่นๆ 

 การถูกฉายดวยรังสียูวีบีอยางซ้ําๆเปนเวลานาน 12 สัปดาหทําใหกลูตาไธโอนในผิวหนังลดลง

อยางมีนัยสําคัญ แตการไดรับวิตามินซี กลวยไข หรือกลวยนํ้าวามีแนวโนมในการรักษาระดับกลูตาไธโอน

ในผิวหนังได ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยท่ีผานมา ท้ังน้ีผูวิจัยไดศึกษาถึงการแสดงออกของเอนไซม γ-GCS 

ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญในการผลิตกลูตาไธโอน จากการศึกษาพบวา หนูท่ีถูกฉายดวยยูวีบีและไดรับเพียง

นํ้าเปลาจะมีการแสดงออกของ γ-GCS สูงข้ึน ท้ังน้ีเน่ืองจากเปนกลไกในรางกายเพ่ือปรับสมดุลให

ระดับกลูตาไธโอนสูงข้ึนเพ่ือกําจัดแรดิเคิล สวนหนูทดลองท่ีไดรับกลวยไขจะมีการแสดงออกของ γ-GCS 

สูงสุด เน่ืองจากในกลวยไขมีโพลีฟนอลและเบตาแคโรทีน ท่ีสามารถกระตุนการแสดงออกของเอนไซมชนิด

น้ีไดเพ่ือกระตุนการผลิตกลูตาไธโอนมาปองกันแรดิเคิลจากยูวีบี หนูทีไดรับวิตามินซีจะมีการแสดงออกของ 



47 
 

γ-GCS ลดลงเน่ืองจากวิตามินซีมีความสามารถในการกระตุน glutathione recycling แตไมไดกระตุนการ

ผลิตกลูตาไธโอนใหม สวนหนูท่ีไดรับกลวยนํ้าวามีการแสดงออกของ γ-GCS นอยกวากลวยไขเน่ืองจาก

ระดับโพลีฟนอลและเบตาแคโรทีนตํ่ากวากลวยไข[6, 24-25] ผลการศึกษาท่ีไดพบวาการกินกลวยไข กลวย

นํ้าวา หรือวิตามินซีอยางตอเน่ืองมีประสิทธิภาพในปองกันผิวหนังถูกทําลายในแงกระตุนการผลิตกลูตาไธ

โอน  ปองกันลิพิดเพอรร็อกซิเดชั่นและโปรตีนออกซิเดชั่น และผลการศึกษาท่ีได ไดแสดงในภาคผนวก ก 

โดยผลงานวิจัยน้ีไดเสนอไปยังวารสารวิชาการทางดาน Molecular nutrition and food research 
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Abstract 

Scope: A chronic UVB exposure causes skin damage and cancer. In this study, we investigated the 

effects of Thai banana (Musa AA group or Khai Kampheang Phet and Musa ABB group or Namwa 

Mali Ong) consumption on prevention of UVB-induced skin damage in male ICR mice. 

Methods and results: Animals were orally administered Khai or Namwa’s fruit pulps at dose of 1 

mg/g body weight/day for 12 weeks. Another group was orally administered 50 mg/day L-ascorbic 

acid, a potent antioxidant.  Simultaneously, the shaved backs of animals were irradiated with UVB for 

12 weeks. The intensity dose of UVB-exposure was increased from 54 mJ/cm2 per exposure at week 

1 to 126 mJ/cm2 at week 12. A significant increasing in skin thickness, lipid peroxidation and protein 

oxidation end products, and expression of MMP-1 were observed in UVB-irradiated mouse skin. The 

diminishing in accumulation of oxidation end products was found in skin of UVB-irradiated mice 

receiving Khai. This phenomenon occurred along with lowering MMP-1 expression, inhibiting 

epidermal thickening and inducing γ-GCS expression.  

Conclusion: The dietary intake Thai banana (Khai Kampheang Phet) could prevent skin damage 

from chronic UVB exposure by enhancements γ-GCS expression and lowering the oxidation end 

products.   

Graphic Abstract 
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1 Introduction 

The development of skin disorders including premature aging and cancers can be developed from 

skin damaged from excessive UV exposure. UV radiation, especially UVB has been reported its 

harmful effects on skin [1-2]. It is almost completely absorbed by epidermis and penetrates to the 

upper layer of the dermis [3] destroy DNA and product free radicals including reactive oxygen (ROS) 

and nitrogen (RNS) species [4]. Free radicals generate DNA and protein crosslinking and oxidize the 

functional groups of the biological macromolecules, such as DNA, proteins and lipids in the skin [5] 

accelerating skin disorders. The oxidation end products, for instance, are malondialdehyde (MDA), 4-

hydroxynonenal (4-HNE) and protein carbonyls. A reactive aldehyde from lipid peroxidation, MDA and 

4-HNE can further interact with other biological molecules, and protein-bound carbonyls play a key 

role in degenerative process [6-8]. Free radicals also activate the release of inflammatory cytokines 

and mediate cytokines binding to their receptors, thus induction the expression of collagenases, such 

as matrix metalloproteinase-1 (MMP-1). However, free radicals can activate cell signalings for 

promoting cellular repair mechanisms [9,10]. For an example, free radicals stimulate signaling 

pathways for enhancing the expression of glutathione (GSH) involving in cellular defense mechanism 

against free radicals [11,12]. Moreover, skin contains endogenous substances which have capacity to 

reduce oxidized elements. Such substances, for instance include L-ascorbic and α-tocopherol [13]. 

Nevertheless, an overproduction of free radicals resulting from excessive exposure to external stimuli 

including UVB can overcome the defense mechanism and capacity of endogenous antioxidants, 

leading to skin disorders characterized by inflammation, dermal connective tissue degradation and 

abnormal accumulation of the oxidized products.  

As described above, to prevent or delay the onset of skin disorders, therefore, a regular intake of 

food to help to maintain the defense function and/or antioxidant capacity of skin has been suggested 

[14,15].  Fruits and vegetables are included as the enormous sources of dietary antioxidants as they 
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contain several kinds of vitamins and phenolic compounds with free radical scavenging activity [16, 

17]. Several studies show that antioxidants in these sources are bioavailable after ingestion [18, 19], 

and the plant antioxidants also increase expression of endogenous antioxidant substances, such as 

glutathione [20, 21], leading to lower incidence of oxidation- related diseases [22]. 

As far as we know, there have been very few studies revealing the effects of banana consumption 

on prevention of UVB-induced skin disorders. From our previous study we found that oral 

administration of M. suerier or AA group or Khai in Thai (1 mg/g body weight/day) or L-ascorbic acid 

(50 mg/day) could prevent a loss of dermal connective tissue and reduction in level of gultathione in 

mouse skin after chronic exposure to UVB radiation. Oral administration of M. sapientum or ABB 

group or Namwa did not markedly affect in this prevention.  According to these results, we 

hypothesized that the prevention in UVB-induced skin damage of Khai may result from actions of 

some antioxidant compounds including phenolics and β-carotene contained, leading to lowering in 

accumulation of MDA, 4-HNE and protein carbonyls in the UVB-irradiated skin. In addition, the 

preventive effect may also cause from promoting self-defensive mechanism via inducing the 

expression of antioxidant response molecules, such as γ-Glutamyl cysteine synthetase (γ-GCS), a 

rate limiting step enzyme for GSH synthesis. To prove this hypothesis, in the present study, 

comparison of phenolics and β-carotene content in banana varieties, Khai (Kam Phaeng Phet) and 

Namwa (Mali-Ong) was performed. Next, we observed epidermal thickening, accumulation of MDA, 4-

HNE, protein carbonyls and MMP-1, in skin of mice exposed to chronic UVB radiation, and the effect 

of banana fruit pulp consumption to attenuate the accumulation of these oxidized molecules and 

MMP-1. Moreover, the expression of γ-GCS in mouse skin exposed to UVB was observed to clarify 

the ability of natural antioxidants in banana to enhance the defensive mechanism in the skin. We also 

study the effect on L-ascorbic consumption to compare in vivo antioxidant capacity between synthetic 

L-ascorbic acid and natural antioxidants contained in the banana fruit.  
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 2 Materials and Methods 

2.1 Collection of banana fruits 

 Ripen fruit pulp of bananas (Musa AA group, Khai Kamphaeng Phet in Thai) and Musa ABB 

group, Namwa Mali Ong in Thai) without brown or dark spot were collected from local market in 

Phitsanulok province, Thailand during February to May (summer season). Fresh fruits were used in 

this study. 

2.2 Determination of total phenolic content 

The fresh pulps from ripen Khai and Namwa bananas were peeled and blended. Thirty grams 

of the blended pulp were mixed with 50% ethanol up to 100 mL. The obtained mixture was stirred and 

kept form light for 10 min [23,24]. After centrifuged at 14,000 rpm at 4oC for 5 min, the collected 

supernatants (samples) were used for determining total phenolic content and antioxidant activity. The 

total phenolic content of the samples were measured by the Folin–Ciocalteu reagent assay [25]. This 

assay was carried out in 96-well plate. A 20 µl of samples were mixed with 130 µl of deionized water 

and 10 µl of Folin ciocaltue’s reagent, respectively. Then 100 µl of sodium bicarbonate (7%Na2CO3) 

was added. After incubation at room temperature for 30 min, the absorbance values of the samples 

were measured at 750 nm with a microplate reader (BioStack Ready, BioTek Instruments, Vermont, 

USA). For a blank solution, the sample solution was replaced with ethanol for acting as a blank 

solution. Results were exhibited in gallic acid equivalents (mg GAE per 100 g of the dried fruit pulps. 

The determination was run in triplicate (n = 3). 

2.3 Determination of β-carotene content 

The pulps from ripen Khai and Namwa bananas were peeled and lyophilized to remove water 

before β-carotene extraction. The reflux extraction technique was used to extract β-carotene from the 

dried bananas [17]. Five grams of the dried bananas were placed in a soxhlet chamber. A 50 ml of 
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ethanol  (AR grade, LabScan Asia Co., Ltd., Bangkok, Thailand) containing 2 M potassium hydroxide 

(KOH, Ajex Finechem Pty., LTD, Auckland, New Zealand) and 10 ml of 10% (w/v) L-ascorbic acid 

(POCH, Sowinskiego, Poland) were acted as the extraction solutionThe extraction solution was 

refluxed in a boiling water bath. After 60 min of the reflux process, the resultant extract was cooled to 

room temperature and further partitioned with 70 mL of hexane. The yellowish-hexane layer was 

transferred to a separating funnel containing 50 mL of 5% (w/v) KOH solutionOne hundred mL of 10% 

(w/v) sodium chloride (NaCl, Ajex Finechem Pty., LTD, Auckland, New Zealand) was added into the 

funnel. KOH and NaCl were used to remove alkaline particles.  The upper layer of the two-layer 

solution was then collected and evaporated in a rotary evaporator under vacuum in a 37oC. The 

residue was dried with nitrogen gas, and the dried samples were dissolved in methanol determining β-

carotene content. A β- carotene standard (95%, SLBG6787V, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA) in methanol was prepared in various concentrations in range of 100-700 µg/mL [26]. The 

absorbance values of the standard and sample solutions were measured at 450 nm by using a 

microplate reader. . The amount of β-carotene content in the sample (mg per 100 g of the fresh fruits) 

was calculated by integrating the absorbance using a calibration curve constructed from standard β-

carotene. The experiment was run in triplicated (n = 3)  

2.4 Animal treatment  

The study protocol was approved by Naresuan University Animals Ethics Committee 

(Approval No. NU-AE570513). Male ICR mice (4 weeks old) in the weight range 25-30 g were 

purchased from National Laboratory Animal Centre (Mahidol University, Nakhon Pathom, Thailand), 

and housed andad bilitum for 1 week in a temperature–controlled room at 22±1oC and 55±10% 

relative humidity before experiment at center for animal research Naresuan University. The mice hair 

was shaved by applied 8% sodium sulphide x-hydrate on the dorsal region of 4x4 cm2. The hair then 

was removed with wet cotton without skin damaging. Twenty five mice were randomly separated in to 



- 60 - 
 

5 groups (5 mice per group). Two groups of mice were received freshly blended bananas (Khai or 

Namwa) at doses of 1 mg/g body weight/day every day for 12 weeks by using feeding tube and their 

skins were irradiated with UVB. The other two groups were orally administered 50 mg of L-ascorbic 

acid, that was freshly prepared in an aqueous solution once a day or RO water through feeding tube, 

and their skins were irradiated with UVB. The last group of mice was non-irradiated -UVB (control). 

The selected dose of the blended banana fruits and L-ascorbic was followed our previous study [24]. 

The mice were weighed daily before administration. 

2.5 UVB irradiation 

The protocol of UVB irradiation was followed our previous study [24] with some modifications. 

In brief, mice were anesthetized with ketamine (40 mg/kg) and xylazine (2 mg/kg) before irradiation. 

UVB from fluorescence sunlamps (FL8BLB, Toshiba, Japan) emitting rays between 275-305 nm was 

exposed to shaved back region of mice. The distance of lamp-to-skin is 30 cm. The frequency of 

irradiation is set at 3 times a week (Monday, Wednesday and Friday). Mice were irradiated with UVB 

once a day (during 08.30-11.00) after the oral administration of the blended banana fruits, L-ascorbic 

acid or RO water for 1 h. The irradiation period was performed by varies to control the UVB energy 

applied to each mouse. To prevent skin burn after UVB irradiation, dose of UVB was subsequently 

increased. The initial dose of UVB started with 54 mJ/cm2 at weeks 1–4, and then it is increased to 72 

mJ/cm2 at weeks 5–7, 108 mJ/cm2 at weeks 8–10 and 126 mJ/cm2 at weeks 11–12 respectively.  

2.6 Histology and measurement of epidermal thickness 

After finished 12 week, the mice were terminated. Pentobarbital over dose (100mg/kg) was 

given. The shaved back skin regions (approximately 3x3 cm2) were then quickly removed, fixed in 

pre-labeled base molds containing tissue-tek (Sakura Finetek USA, Inc., California, USA) and then 

frozen. To observe epidermal thickness and dermal layer arrangement, the skin tissues were 
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transversely sectioned at 8 mm in thicknesses, placed on poly-L-lysine coated slides and stained with 

hematoxylin–eosin respectively. The epidermal thicknesses were measured using the AXIO software 

(Carl Zeiss Microscopy Ltd., Cambridge, UK). 

2.7 Immunofluorescence staining 

To detect lipid peroxidation end products including Malondialdehyde (MDA) and 4-

Hydroxynonenal (HNE) and collagenase, Matrix Metalloproteinase (MMP-1) in the collected skin 

tissue, the sectioned skin tissues were placed on poly-L-lysine coated slides, fixed in cold methanol 

for 15 min and washed with PBS. Tissues were permeabilized by treating with 0.2% Triton-X in 1X 

Tris buffered saline (1X TBS) for 10 min and washed twice. Nonspecific target of antibody was 

blocked by incubated the permeabilized tissues in 5% bovine serum albumin (BSA) with 0.1% Triton-

X in TBS for 30 min. After blocking, the tissues were incubated at 4 °C overnight in a humidified 

chamber with rabbit-anti-MDA polyclonal (ab6463, Abcam), rabbit-anti-4-HNE polyclonal (ab46545, 

Abcam) or rabbit-anti-MMP1 polyclonal 1:200 dilution (ab137332, Abcam) primary antibodies diluted 

with 1% BSA in TBS. Then, the tissue were washed three times with TBS and incubated with goat-

anti-rabbit polyclonal antibodies conjugated with FITC (ab6717, Abcam) or Cy5® (ab6564, Abcam) 

1:100 dilution diluted with 1% BSA in TBS. The tissues were wash again with TBS and then were 

treated with Fluoromount (Diagnostic BioSystems, California, USA) and covered by cover-slip before 

visualization under a fluorescence microscope (Axio Observer Z1, Carl Zeiss Microscopy Ltd., 

Cambridge, UK). Fluorescence intensity was analyzed by Image J program free program 

(The National Institutes of Health (NIH)).  

2.8 Immunohistochemistry staining  

To detect protein carbonyl adducted protein, the sectioned skin tissues were placed on poly-

L-lysine coated slides and fixed with methacarn solution [30 mL of methanol, 15 mL of chloroform and 
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5 mL of glacial acetic acid] for 30 min at room temperature (RT). OxyIHC™ Oxidative Stress 

Detection Kit (S7450, MERCK, Darmstadt, Germany) composing of Wash Buffer, Antigen Retrieval 

Buffer, Blocking Buffer, Primary Antibody, DAB-A, DAB-B, Antibody Diluent, Biotinylated Secondary 

Antibody, Streptavidin conjugated HRP, Hematoxylin, and DNPH Solution, was used. Tissues were 

retrieved with antigen retrieval buffer, incubated in a streamer for 20 min. After, were washed two 

times with washing buffer and incubated with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) solution for 30 

minutes in a humidified chamber at room temperature. Nonspecific antigens were blocked by using 

blocking buffer. After blocking, the tissue samples were incubated with anti-DNP primary antibody 

overnight in a humidified chamber at 4oC. After washing, the tissue samples were incubated with 

biotinylated secondary antibody for 30 min and washed again. The endogenous peroxidase in tissue 

samples were quenched by treating with 3% hydrogen peroxide for 10 minutes. The tissue samples 

were washed and incubated with streptavidin conjugated HRP for 30 min subsequently. Then, the 

samples were incubated with substrate DAB [3,3’ diaminobenzidine] to develop the brown color 

products of substrate and enzyme-conjugated antibody, and subsequently stained with hematoxylin, 

dehydrated and mounted with mounting media before observation under light microscope. (Axio 

Observer Z1, Carl Zeiss Microscopy Ltd., Cambridge, UK). 

2.9 Western blot analysis 

Total protein was extracted from the collected skin tissue using T-per protein extraction 

(QC214313, Thermo scientific, Illinois, USA). The obtained protein solutions was loaded on ( total 

protein, 50 µg per lane) 10% sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE) (Cat. 161-

0301, Bio-rad laboratories, Inc., USA) and transferred (PierceG2 Fast blotter, Thermo scientific, Inc., 

Illinois, USA) onto a polyvinylidenefluoride (PVDF) membrane (Pall Corporation, Florida, USA). The 

membrane was incubated in a TBS-T buffer [20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.1% 

Tween 20] containing 5% skim milk (VL-321563-126, Merck, Darmstadt, Germany) overnight at in 
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refrigerator. After washing, the membrane was incubated with anti-GCLC (anti-γ-GCS) polyclonal 

antibody (ab41463, Abcam plc., Cambridge, UK) in TBS-T with 5% skim milk (1:1000) or anti-β-actin 

monoclonal antibody (A5441, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in TBS-T with 5% skim milk 

(1:2000). After incubated, the membranes were further incubated with goat anti-rabbit-HRP 

conjugated secondary antibody (Millipore, Massachusetts, USA) in TBS-T with 5% skim milk (1:2000) 

for 1 hr. Afterward, the blots were exposed to 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) substrate, and the 

signals were visualized and analyzed with a Chemi-Doc™ XRS+system and the Image Lab™ 

Software (BIO-RAD,California, USA), respectively The signal intensity of β-actin was used as a 

loading control. 

2.10 Statistical analysis 

The data are compared for each condition by Student's unpaired t-test. All quantitative data 

are expressed as means of samples for each treatment. p<0.05 are considered significant. 

 3 Results and Discussion 

3.1 Total phenolic and β-carotene contents of Khai and Namwa 

 Only a few studies have revealed the nutrient composition in fresh fruit pulp of Thai banana. 

There have been reported that Khai variety has more contents of total phenols, vitamin E and β-

carotene than other varieties [17, 24, 28].  In this study we compared total phenolic and β-carotene 

contents between two varieties of bananas, Musa AA group (Khai Kamphaeng Phet) and Musa ABB 

group (Namwa Mali Ong). We found that Khai Kamphaeng Phet contained higher content of total 

phenolic (38.39 ± 1.39 mg GAE per 100 g of fresh fruit pulp) as in comparisons with Namwa Mali Ong 

(30.05 ± 0.50 mg GAE per 100 g of fresh fruit pulp). For β-carotene content, according to the 

extraction and analysis methods used in our study, β-carotene in Namwa Mali Ong could not be 

detected whereas high β-carotene (79.20 ± 4.76 µg per mg extract) was found in Khai Kamphaeng 
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Phet. To eliminate the impact of the different water content in a fresh fruit between two varieties, we 

also compared total phenolic and β-carotene in the lyophilized fruit pulps and found that Khai (137.11 

± 4.96 mg GAE for phenolic and 282.85 ± 16.95 µg per 100 g of dried fruit pulp for β-carotene) 

contained both groups of compounds higher than that of Namwa (89.43 ± 1.79 mg GAE for phenolic 

per 100 g of dried fruit pulp).  

As we known phytochemicals such as flavonoids, carotenoids and polyphenols are natural 

antioxidants that play an important role in preventing organ damages causing from an accumulation of 

damaged molecules in cells and organs. Such damages molecules result from the reaction between 

generated free radicals and cell components such as DNA, proteins and lipids. In general, human 

organs including skin have endogenous defensive molecules to inhibit or delay free radical activities 

[13,14]. However, excessive exposures to extrinsic factors such as UVB generate over production of 

free radicals and drive the phenomenon of the imbalance between activity of endogenous defensive 

molecules and that of generated free radicals in the skin [14, 29].  Continuous administration of 

phytochemicals with antioxidant activity, therefore, is suggested to be a possible way to enhance 

antioxidant capacity and improve defensive mechanisms in the skin repeatedly exposed to UVB [24]. 

According to higher phenolic content of Khai, we hypothesized that consumption of Khai might show 

higher preventive effect than Namwa on UVB-induced accumulation of damaged molecules. 

Moreover, as lipid is a main structure of cell that serves as an excellent target of free radicals attack 

[30] and β-carotene is carotenoids that prevent free radical attack in lipid part of cellular membrane 

[31], consumption Khai with high β-carotene content might also lead to a low accumulation of oxidized 

lipid molecules in the skin. 

3.2 Effect of banana consumption on epidermal thickness of UVB-irradiated mouse skin 



- 65 - 
 

Chronic UVB exposure causes skin damages and dermal connective tissue disarrangement 

that are known as photodamage. After repeated expose to UVB, free radicals such as ROS are 

generated. Afterward, skin cells, particularly keratinocytes respond to ROS by secreting inflammatory 

mediators such as IL-1, IL-6 and TNF-α, leading to to keratinocytes hyperdifferentiation and skin 

inflammation. These can contribute premature skin aging and cancer [32].  Epidermal hyperplasia 

and/or thickening, therefore, are marked as skin disorder signs. In the present study, epidermal 

thickness was measured and compared between groups. The significant increase in epidermal 

thickness was observed in groups of UV-irradiated mice receiving water (27.95 ± 3.85 µm, p<0.05) 

and Namwa Malin Ong (26.37 ± 1.94 µm, p<0.05) after treatments for 12 weeks as compared to non 

UVB irradiated group (control, 20.17±3.00 µm). In addition, connective tissues damage from chronic 

UVB exposure was markedly found in these two groups. The epidermal thickening and connective 

tissue damage in skin of UVB-irradiated mice was lowered by oral administration of L-ascorbic (19.01 

± 1.66 µm) or Khai Kamphaeng Phet (21.59 ± 2.04 µm), (Figure 1). . The resultant data suggest that 

daily consumption Khai Kamphaeng Phet or L-ascorbic acid provides the beneficial effects on 

prevention of skin epidermal thicknening and damage from chronic UVB exposure. Such beneficial 

effects might result from natural antioxidants in Khai and a great antioxidant activity of L-ascorbic 

acid. Actually, the phenolic compounds have lower antioxidant activity than L-ascorbic acid. 

Nevertheless, some studies report that continuously consumption of natural antioxidants such as 

phenoilcs can prevent premature aging or UV-induced skin damage [33,34]. Scavenging of ROS by 

antioxidants would not only prevent ROS-cellular component reaction, but also decrease inflammatory 

cytokine production in the UVB-irradiated skin, consequently preventing UVB-induced epidermal and 

dermal alterations.   

3.3 Effect of banana consumption on lipid peroxidation in UVB-irradiated mouse skin 
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Lipids including saturated and unsaturated fatty acids are a vital cellular component in a skin 

layer. The excellent substrates for lipid peroxidation are polyunsaturated fatty acid. Malondialdehyde 

(MDA) and 4-Hydroxynonenal (4-HNE) are lipid peroxidation end products that are diffusible to distant 

organs. They played a vital role by adducting cellular components such as proteins, thus leading to 

malfunction of adducted proteins and development of various diseases [30].  

Immunofluorescence staining of skin tissues for examinations of MDA and 4-HNE are shown 

in Figure 2 and 3, respectively. After exposure to UVB radiation for 12 weeks, as comparison to non 

UVB-irradiated group (control), an intensity of staining of both end products was significantly higher 

(p<0.05) in group of UVB-irradiated mice with receiving water. The localization of the end products 

was markedly found in the epidermal region, where lipids are abundant in its outermost layer.  On the 

other hand, diary oral administration of Khai Kamphaeng Phet or L-ascorbic acid significantly inhibits 

the increasing of MDA and 4-HNE in UVB-irradiated mouse skin (Figure 2A and 2C). In comparison 

between two varieties of bananas, Khai Kamphaeng Phet showed the potential in MDA and 4-HNE 

inhibition much better than Namwa Mali Ong. High content of β-carotene, a lipid soluble antioxidant in 

Khai might play a role in scavenging of radicals in lipid parts of skin and preventing the generation of 

lipid peroxidation end products.  Concerning on L-ascorbic acid, its rapid antioxidant activity might 

minimize the further reaction or chain reaction occurring between ROS and cellular components, 

consequently lowering the accumulation of peroxidation end products. Moreover, it has been reported 

that L-ascorbic administration can inhibit lipid peroxidation in the skin of mice exposed to γ-radiation, 

probably via enhancement of glutathione peroxidase activity to detoxify lipid peroxides in the skin 

tissue [29]. 

3.4 Effect of banana consumption on protein oxidation in UVB-irradiated mouse skin 
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Proteins are known to be considerable targets for oxidative modification. The oxidative 

reaction or oxidative cleavage of amino acid lysine, arginine, proline and threonine residues leads to 

protein carbonyl formation [8]. Besides, during lipid peroxidation or reducing sugars reaction, protein 

may produce carbonyl group through reactions with aldehydes (4-hydroxy-2-nonenal, 

malondialdehyde) [35]. 

After chronic exposure to UVB for 12 weeks,carbonyl content was found to increase 

significantly in UVB-irradiated mice receiving water comparing to non UVB irradiated group (Figure 3A 

and 3B). In contrast, oral consumption of Khai Kamphaeng Phet or L-ascorbic acid significantly 

inhibited the UVB radiation-induced increase in carbonyl content. Such inhibition was not significant in 

Namwa Mali Ong receiving group. The obtained results relate to the results from the study in lipid 

peroxidation end products, MDA and 4-HNE. Again, consumption of high phenolic content in Khai and 

high antioxidant activity of L-ascorbic might prevent accumulation of oxidation end products in UVB-

irradiated skin. For Namwa receiving group, more accumulation of carbonyl product as compared to 

Khai receiving group might be from lower content of natural antioxidants but higher content in 

carbohydrate and sugar in fruit pulp [36]. 

3.5 Effect of banana consumption on MMP-1 expression in UVB-irradiated mouse skin 

Basically, MMP-1 is a collagenase that majorly produces by dermal fibroblasts and degrades 

type I collagen deposited in dermal layer. An active form of MMP-1 is a secreted form [37]. Over 

expression of the secreted MMP-1results in fragmented collagen fibril, consequently losing 

biomechanical properties in skin (refs). One of a vital stimulator of MMP-1 expression and secretion is 

UV radiation [38], and several studies reveal that phenolics and L-ascorbic can suppress the 

production and secretion of MMP-1 by UV-irradiated fibroblasts through blocking ROS-receptor and/or 
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cytokine-receptor downstream pathway such as mitogen-activated protein kinase or MAPK pathway 

[39,40]. 

In the present study we found that the repeated exposure to UVB radiation dramatically 

increased MMP-1 in the mice skin, particularly in the dermal layer (Figure 4A and 4B). Consumption 

of banana (Khai or Namwa) or L-ascorbic potential inhibit over expression of MMP-1 induced by 

chronic UVB exposure but significant inhibition was found only in group of mice receiving L-ascorbic 

acid. In previous study we reported that oral administration of Khai or L-ascorbic acid prevented 

declining in elasticity and type I collagen in UVB-induced mouse skin damage [24].  We hypothesized 

that such prevention might, at least partially, result from inhibiting over expression of MMP-1 through 

diminishing amount of ROS to activate cell receptor involving in MMP-1 expression. However, further 

study to identify the active and/or secreted form of MMP-1 should be performed to clarify the 

preventive effect of banana or L-ascorbic consumption on MMP-1 activity in the UVB-irradiated 

mouse skin. 

3.6 Effects of bananas consumption on γ-Glutamyl cysteine synthetase enzyme 

expression in UVB-irradiated mouse skin 

γ-Glutamyl cysteine synthetase (γ -GCS) is a rate limiting step enzyme for glutathione (GSH) 

synthesis. Glutathione exist intracelluarly in either an oxidized (GSSG) or reduced (GSH) state. GSH, 

coupled with glutathione peroxidase detoxifies peroxides by acting as an electron donor in the 

reduction reaction, producing GSSG as an end product. The reduction of GSSG is catalyzed by 

glutathione reductase (GR) in a process that requires NADPH. Maintaining a glutathione level is 

critical for survival and function of cell, and the correlation between impaired GSH level and 
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degenerative diseases has been shown [41]. Moreover, there has been reported indicating high 

MMP-1 induction in fibroblasts with low glutathione level [42].   

Several studies have shown that phytochemicals such as β-carotene and polyphenols have 

positive effects on glutathione synthesis system. Our previous study reported that total glutathione 

level in mice skin repeatedly exposed to UVB significantly decreased as comparison to non UVB-

irradiated skin, and oral administration of Khai or L-ascorbic acid inhibited decrease in glutathione 

level. Such inhibition was not observed in Namwa administration group.  In this reason, in the present 

study, we investigated γ-GCS expression in UVB-irradiated mouse skin. As shown in Figure 5, as 

comparison to non UVB-irradiated skin, a small but significant increase in the expression of γ-GCS 

was found in the repeatedly UVB-exposed skin. This might result from a defensive system of skin 

protection by producing more glutathione to counteract ROS overproduced from chronic UVB 

exposure. This hypothesis bases on the previous reports indicating enhancement of expressions of 

antioxidant response element genes including Nrf-2, a γ-GCS gene transcription factor by 

accumulated ROS [43]. Nevertheless, over generation of ROS could overwhelm such defensive 

system, resulting in low level of glutathione and premature skin damage in UVB-irradiated skin. For 

group of mice receiving banana, a great increase in level of γ-GCS expression was observed in UVB-

irradiated skin of mice receiving Khai Kamphang Phet as comparison to skin of non UVB-irradiated 

group. As phenolics and β-carotene in Khai could scavenge free radicals and also activate Nrf-2 

[21,22] to induce γ-GCS expression, resulting in restoration of normal level of glutathione expression 

in UVB-irradiated skin. A long term consumption of Khai, thus prevented skin damage and 

accumulation of oxidized lipid and protein end products. This prevention was not occurred in Namwa 

receiving group.  
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Concerning the L-ascorbic receiving group, we found a low expression of γ-GCS in UVB-

irradiated skin. In general, L-ascorbic acid is a potent antioxidant that rapidly eliminates free radicals 

and promotes glutathione recycling in cells but does not induce the expression of γ-GCS [44,45]. L-

ascorbic acid can reduce an oxidized glutathione by rapid activating GR activity. The synergistic 

activity in antioxidant and glutathione recycling of L-ascorbic acid, therefore, promoted preventing in 

skin damage from chronic UVB exposure. Additionally, from the obtained results we can conclude that 

Khai and L-ascorbic acid has different mechanism(s) in preventing skin damage from UVB. 

  

4 Concluding remarks 

[Start by stating your main findings and explain their meaning and importance. Relate or parallel your 

findings to the existing literature. You may acknowledge the limitations of your study, and make 

suggestions for further research. In a short paragraph, write the conclusions you have drawn from 

your study. This should be the “take-home message.”] 

 

 Mouse skin exposure to chronic UVB radiation resulted in dermal connective tissue damage, 

and high accumulation of lipid peroxidation and protein oxidation end products in skin. Moreover, 

higher expression of MMP-1 and lower expression of   γ-GCS, an enzyme for glutathione synthesis 

was observed, as comparison to non UVB-irradiate mouse skin. The diminishing in accumulation of 

protein and lipid peroxidation end products was found in skin of UVB-irradiated mice receiving Khai 

Kamphaeng Phet. This phenomenon occurred along with lowering MMP-1 expression, inhibiting 

epidermal thickening and inducing γ-GCS expression and was possibly due to the antioxidant action 

and/or the actions at cellular level of phenolics and β-carotene abundantly found in Khai. The 

preventions in dermal skin damage, enhancement of MMP-1 expression, accumulation of oxidation 
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products and epidermal thickening was also found in the group of mice receiving L-ascorbic acid. 

However, these preventive effects were not due to γ-GCS induction but from potent antioxidant and 

glutathione recycling activities.  
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Figure legends. 

 
Figure 1.      Light micrograph (at magnification, 40X) of tissue stained with haematoxylin and eosin to 

show the effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid on 

skin thickness and skin damage in chronic UVB-irradiated mice 
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Figure 1A. The effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-ascorbic acid on 

epidermis thickness in chronic UVB-irradiated mice. Each bar represents the mean ± 

SEM for 5 mice. Student’s t-test indicates statistically significant differences between 

groups. (*p < 0.05), (**p < 0.01) 

Figure 2.     The effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid on Lipid  

peroxidation end products (MDA and 4-HNE) in UVB-induced mice skin 

Figure 2A. Fluorescence intensity of immunofluorescence staining of skin tissue (percentage of 

control group). The effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-

ascorbic acid on Malondialdyhyde in chronic UVB irradiated mouse skin. Each bar 

represents the mean ± SEM for 5 mice. Student’s t-test indicates statistically significant 

differences between groups. (*p < 0.05), (**p < 0.01) 

Figure 2B. Light micrograph (at magnification, 40X) of tissue stained with Anti-MDA reveal with Cy5  

2nd antibody to show the normal mouse (A) and the orally with water on skin thickness in 

chronic UVB-irradiated mice 

 

Figure 2C. Fluorescence intensity of immunofluorescence staining of skin tissue (percentage of 

control group). The effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-ascorbic 

acid on 4-hydroxynonenal in chronic UVB-irradiated mouse skin. Each bar represents the 

mean ± SEM for 5 mice. Student’s t-test indicates statistically significant differences 

between groups. (*p < 0.05), (**p < 0.01) 

Figure 2D. Light micrograph (at magnification, 40X) of tissue stained with Anti-4-HNE reveal with 

FITC 2nd antibody to show the normal mouse (A) and the orally with water on skin thickness in chronic 

UVB-irradiated mice 

Figure 3. The effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid on Protein  

oxidation end product (Carbonyl) in UVB-induced mice skin 

Figure 3A. The intensity of immunohistochemistry staining of skin tissue (percentage of control  
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group). The effect of orally administration of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid 

on carbonyl adducted protein in chronic UVB irradiated mouse skin. Each bar represents 

the mean ± SEM for 5 mice. Student’s t-test indicates statistically significant differences 

between groups. (*p < 0.05), (**p < 0.01) 

Figure 3B. Light micrograph (at magnification, 40X) of tissue stained with Anti-DNP 2nd antibody to  

show the normal mouse (A) and the orally with water on skin thickness in chronic UVB-

irradiated mice 

Figure 4. The effect of orally administered of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid on MMP-1  

production in UVB-induced mice skin 

Figure 4A. Fluorescence intensity of immunofluorescence staining of skin tissue (percentage of  

control group). The effect of orally administration of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascoric 

acid on Metrixmetalloprotenase-1 (MMP-1) in chronic UVB-irradiated mice skin. Each bar 

represents the mean ± SEM for 5 mice. Student’s t-test indicates statistically significant 

differences between groups. (*p < 0.05), (**p < 0.01) 

Figure 4B. Light micrograph (at magnification, 40X) of tissue stained with Anti-MMP-1 reveal with  

FITC 2nd antibody to show the normal mouse (A) and the orally with water on skin 

thickness in chronic UVB-irradiated mice. 

Figure 5.  The effect of orally administration of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid on γ -

Glutamyl cysteine synthetase (γ -GCS) expression in chronic UVB-irradiated mice.  

Figure 5  Intensity of normalized γ -GCS protein level from western blot technique. The effect of orally 

administration of fresh ripe Khai, Namwa and L-Ascorbic acid on γ -GCS level in chronic 

UVB irradiated mice. Each bar represents the mean ± SEM for 5 mice. Student’s t-test 

indicates statistically significant differences between groups. (*p < 0.05), (**p < 0.01) 
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Figure 1.       
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Figure 2B 
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Figure 3A 
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Figure 4B 
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