
เปรียบเทยีบการวิเคราะห์แอนโธไซยานินด้วยวธิี 
HPLC  และ pH differential

y = 0.91x
R² = 0.9968

y = x
R² = 1
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ตารางความคลาดเคลืÉอน
mg/L ความคลาดเคลืÉอนสูงสุด
0-125 18%

125-500 15%
500-1200 10%



ปริมาณแอนโธไซยานินในหม่อน

โดยทีÉ a, b, และ c แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05)
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ผงผลหมอ่นสกดัมีปริมาณแอนโธไซยานินสงูกว่าสารสกดัผลหม่อนสดทั Êงจากเพชรบรูณ์และนครราชสีมา 
แต่ปริมาณแอนโธไซยานินจากแหลง่นครราชสมีาสงูกว่าเพชรบรูณ์ ซึÉงสอดคล้องกบัสีและปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ 



หาฤทธิÍในการยบัยั Êง อนมุลูอิสระ 1, 1-Diphenyl -2-picrylh,drazyl (DPPH) 
ซึÉงมีความคงตวั ,ดดูกลืนแสงทีÉ 518 nm

RDPPHRDPPH

AHDPPHAHDPPH

IC50 คือ ความเขม้ขน้ของสารสกดัทีÉมีฤทธิÍ ยบัย ัÊง อนุมูลอิสระ DPPH ลดลง 50%

ฤทธิÍต้านอนุมูลอสิระ



ฤทธิÍต้านอนุมูลอสิระ

วิธี DPPH assay (ดดัแปลงวิธีของ Brand-William และคณะ ,1995) 

เตรียมสารสกดัหมอ่น
ทีÉความเข้มข้นต่างๆ 100μl

เติมเอทานอล 100μl และสารละลาย DPPH  
0.08 mg/ml 50 μl , blank  ไม่ได้เติม DPPH

H

บม่ปฏิกิริยาในทีÉมืด 30 นาที , 37oC

วดัค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 518 นาโนเมตร
 ด้วยเครืÉอง Microplate  reader 

สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง 
% Inhibition DPPH กบัความ
เข้มข้นของสารตวัอย่าง  ลาก
กราฟตดัแกนได้ค่า IC50
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ฤทธิÍต้านอนุมูลอสิระ (IC50)

โดยทีÉ a และ b แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05)

สารสกดัผลหมอ่นจากนครราชสีมามีฤทธิÍการต้านอนมุลูอสิระสงูกว่าเพชรบรูณ์พิจารณาจากค่า IC50 ทีÉตํÉากว่า
และสารสกดัผงผลหมอ่นมีฤทธิÍการต้านอนมุลูอิสระสงูกว่าสารสกดัผลหมอ่นสด



สรุป

• การเลือกระยะสกุของผลหม่อนมีความสําคญัตอ่สมบตัิตา่งๆของหม่อนได้แก่ ค่าพีเอช ปริมาณ
นํ Êาตาลรีดิวซ์ ปริมาณแอนโธไซยานิน 

• ผลหม่อนทีÉมีสีเข้มกว่าเนืÉองจากมีระยะสกุมากว่าทําให้มีปริมาณแอนโธไซยานินสงูกวา่
• ปริมาณนํ Êาตาลสงูมีผลทําให้ได้ปริมาณแอนโธไซยานินสงูเนืÉองจากนํ Êาตาลเป็นสารตั Êงต้นการ

เกิดแอนโธไซยานิน
• ปริมาณแอนโธไซยานินเป็นสว่นหนึÉงในการสง่เสริมฤทธิÍการต้านอนมุลูอิสระซึÉงสารประกอบอืÉน

เช่นสารกลุม่โพลิฟีนอล มีสว่นช่วยสง่เสริมการต้านอนมุลูอิสระเช่นกนั



ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ

• ทราบถึงประโยชน์และคณุสมบตัิของผลหมอ่นและแอนโธไซยานินใน
หมอ่น

• ช่วยสง่เสริมการเพาะปลกูและการผลติผลหมอ่นในประเทศไทย
• สามารถนําข้อมลูทีÉได้ไปพฒันาการบริโภคหมอ่นเพืÉอให้ได้ประโยชน์
สงูสดุ ในการแปรรูปและการนําไปใช้ของหมอ่นในงานด้านตา่งๆ



Ackhowledgement

• งานวิจยันี Êได้รับการสนบัสนนุเงินทนุวิจยัจากสนบัสนนุโดยสํานกังานกองทนุ
สนบัสนนุการวิจยั(สกว.)โครงการการเพิÉมมลูค่าสมนุไพรครบวงจร



วนั จนัทร์ ทีÉ 16 กรกฎาคม 2555 
ณ ห้อง 209 อาคาร 3 คณะวศิวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลัย

ผลของแอนโธไซยานินและผลหม่อนสกัด ทีÉมีต่อ
การเจริญเตบิโต และการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดูก
ของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูกของหนูแรท พนัธุ์วิสต้า

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. โศรดา กนกพานนท์ 
ภาควิชา วิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

Mulberry:
The Functional Fruit

การสัมมนาพิเศษเพืÉอเผยแพร่ความรู้



เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก 
(Mesenchymal stem cell, MSC)

MSC สกดัได้จากไขกระดกู สามารถเปลีÉยนแปลงเป็นเนื ÊอเยืÉอชนิดตา่งๆ ทีÉทํางานได้ เช่น กระดกู กระดกูอ่อน 
เนื ÊอเยืÉอไขมนั  เส้นเอ็น และกล้ามเนื Êอ สกดัได้จริงจากผู้ใหญ่ จงึมีศกัยภาพในการใช้งานทางการแพทย์สงู



การเปลีÉยนแปลงของ MSC 
กระตุ้นได้จากปัจจัยภายนอก

• ชีวเคมี (growth factors, enzyme)
• เคมี (สารเคมี)
• กายภาพ (แรงกล รปูรา่งของพืÊนผิว ความ
หนาแน่น รงัสีต่างๆ)



การเปลีÉยนแปลงของ MSC

ไปเป็นเซลล์กระดกู (Osteoblast)

สญัญาณการเปลีÉยนแปลง
เป็นกระดกูทีÉวดัในงานนีÊ

• กจิกรรมของเอน็ไซม์
Alkaline phosphatase สงู

(early marker)
• เซลลม์กีารหลั Éงแรธ่าตุ
แคลเซีÉยมออกมาสะสม
ภายนอก (late marker)



การกระตุ้นเซลล์ต้นกาํเนิดให้เป็นกระดูก

• การใช้สารเคมีในอาหารเลี Êยงเซลล์
• การใช้หมู่ทางเคมีบนโครงเลี Êยงเซลล์สามมติ ิ, ลาํดบัเปปไทด์ RGD

• การใช้สารเร่ง ประเภท Cytokines , Growth factors

• การปรับปรุงสิÉงแวดล้อมทางกายภาพ เช่น การใช้แรงกด แรงเฉือน การสัÉนสะเทอืน รังสี
• การใช้ลักษณะพื Êนผิวเฉพาะ เช่น ขนาด ความเป็นระเบยีบ ความขรุขระ



การใช้สารเคมีในการกระตุ้นการสร้างเซลล์กระดูก

• Dexamethasone (dex) : 10pM-1μM 28 วัน
• Beta-glycerophosphate (β-GP)
• Ascorbic acid : 50-500 μM
• Vitamin D3

• Growth factor-beta (TGF-β)
• Bone morhogenetic proteins (BMPs)

ALP =green , actin=red
[Vater และคณะ, 2011]

ALP



วัตถุประสงค์ของการทดลอง

1) เพืÉอศึกษาระดับความเป็นพษิ ของสารสกัดผลหม่อน ทีÉมีต่อเซลล์
ต้นกาํเนิดไขกระดกู (bone marrow derived mesenchymal stem 

cells, MSC) ของหนูวิสต้า (Wistar rat)

2) เพืÉอศึกษาผลต่อการเจริญเตบิโต (proliferation) และการ
เปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (osteogenesis) ของสารสกัดผล
หม่อน ทีÉมีต่อเซลล์ MSC 

***ศึกษาในระดับห้องทดลอง นอกร่างกาย



การแยกและเพาะเลี Êยง MSC เพืÉองานวิจัย

การผ่าเอากระดกูต้นขาหลงัหนู

ทําการเพาะเซลล์ในสภาวะ 5 % CO2

อณุหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วนั

การสกัดแยกเซลล์ต้นกาํเนิด MSCs จากกระดูกต้นขาหลังของ หนูวสิต้า

Ref : Takahashi, Y., Yamamoto, M. and Tabata, Y. Osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells in 

biodegradable sponges composed of gelatin and β-tricalcium phosphate, Biomaterials 26, (2005), 3587-3596.

การสกดัแยกเซลล์ด้วยอาหารเลี Êยงเซลล์

เพาะเลี Êยงในจานเลี Êยงเซลล์



สารสกัดผลหม่อนต่อการเจริญเตบิโตของเซลล์

เพาะเซลล์ 2x104 เซลล์ตอ่ well 
ใน อาหารเลี Êยงเซล์ปกติ (NM)

ในตู้บ่ม 5% CO2 

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

คํานวณหา Growth 
rate หรือ ระยะเวลา
ทีÉเซลล์เพิÉมจํานวน
ขึ Êนเป็น 2 เท่า (PDT)

ใ ้ ่ 5% CO

 วัดจาํนวนเซลล์
ด้วย MTT assay

ตรวจสอบการยดึเกาะของเซลล์ ทีÉ
เวลา 6 ชัÉวโมง และเจริญเติบโตของ
เซลล์ ทีÉเวลา 1, 2, 3, 5 และ7 วนั

กลุม่ทีÉ ตวัยอ่ สารสกดัหมอ่น(mg/ml) สารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ (μM) หมายเหตุ
1 NM - - อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ (กลุ่มควบคมุ)
2 C3G50 - 50 ใสแ่อนโธไซยานิน 50 ไมโครโมลาร์
3 C3G100 - 100 ใสแ่อนโธไซยานิน100ไมโครโมลาร์
4 M50 2.5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 50 ไมโครโมลลาร์
5 M100 5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 100 ไมโครโมลลาร์
6 Zn - - Zn acetate 20 ppm ระดบัทีÉเป็นพิษตอ่เซลล์
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การทดสอบความเป็นพษิของ C3G ต่อ
เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก

a-q แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนัและในการทดสอบครัÊงเดียวกนั

NM= อาหารเลีÊยงเซลล์ปกต ิ
C3G50= C3G @ 50 μM
C3G50= C3G @ 100 μM
Zn= ซิงค์อะซิเตรต 

• C3G ความเข้มข้น 50 และ 100 μM ไม่เป็นพิษกบัเซลล์และสง่เสริมการเจริญเติบโตของ MSC

• ทีÉ 168 ชัÉวโมงจํานวนเซลล์ลดลงเนืÉองจากข้อจํากดัของพื ÊนทีÉในการเพาะเลี Êยง

C3G:แอนโธไซยานินรปูทีÉมี
มากในสารสกดัผลหม่อน
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การทดสอบความเป็นพษิของสารสกัดผลหม่อน
ต่อเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก

a-q แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนัและในการทดสอบครัÊงเดียวกนั

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ 
M50=สารสกดัผลหม่อน
2.5 mg/ml  

M100=สารสกดัหม่อน 5 

mg/ml

Zn = ซงิค์อะซเิตรต 

• สกดัหมอ่นความเข้มข้น 2.5 และ 5 mg/ml มีฤทธิÍยบัยั Êงการเจริญเตบิโตของ MSC

• คาดว่าเกิดจากการทีÉสารสกดัหมอ่นมีปริมาณนํ Êาตาลสงู และมีความเป็นกรด ทําให้ไมค่วรนํามาเลี Êยงเซลล์โดยตร
• หากต้องการใช้ประโยชน์จากสารสกดัหมอ่นเพืÉอให้มีผลต่อ MSC ควรนํามาสกดัเอาแอนโธไซยานินบริสทุธิÍ หรือมี
การแยกนํ Êาตาลและกรดออก ให้สารทีÉนํามาใช้เลี Êยงเซลล์มีค่า พีเอช 7.4 และออสโมลาริตี Ê 290-310 mOS



Sample μ x10-3 (hr-1) PDT (hr)
Maximum 

density 
(cells/mm.2)

tmax (hr)

NM1 26.34 26.33 578.75±17.97 120
C3G501 26.22 26.45 538.75±16.52 120

C3G1001 21.27 32.61 453.75±29.55 120
Zn1 -268.24 Infinity N/A 6

NM2 26.95 25.74 591.67±18.93 120
M502 15.35 45.17 296.67±24.66 120

M1002 14.94 46.43 256.67±24.66 120
Zn2 -248.61 Infinity N/A 6

ผลการประเมนิ อัตราการเจริญเตบิโตจาํเพาะของเซลล์ ( ) , เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 
(PDT) และ ความหนาแน่นของจาํนวนเซลล์สูงสุด ทีÉเวลา tmax



6 hr 24 hr  48 hr 72 hr 120 hr 168 hr

ลักษณะของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูทีÉเจริญ
เตบิโตในอาหารเลี Êยงเซลล์ C3G

NM

C3G50 μM

C3G100 μM

Zn 20 ppm

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM Zn= ซิงค์อะซิเตรต 



6 hr 24 hr 48 hr 72 hr 120 hr 168 hr

ลักษณะของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูทีÉเจริญ
เตบิโตในอาหารเลี Êยงเซลล์ C3G

NM

M50 

M100 

Zn 20 ppm

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , M50=สารสกดัผลหมอ่นความเข้มข้น 2.5 mg/ml , M100=สารสกดัผลหมอ่นความเข้มข้น
 5 mg/ml, Zn= ซิงค์อะซิเตรต 



การเพาะเซลล์ 2x104 เซลล์ต่อซม.2 เลี Êยงใน
อาหารเลี Êยงเซล์ปกติ (NM) และอาหารเลี Êยง

เซลล์ทีÉกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงเป็นกระดกู (OM) 

ในตู้บ่ม 5% CO2 

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

์ 2 104 ์ ่ 2

ใ ้ ่

-กจิกรรมของเอนไซม์         
 อัลคาไรล์ฟอสฟาเตส (ALP)

-ปริมาณการสร้างแคลเซียม

สารสกัดผลหม่อนต่อการเปลีÉยนแปลง
ไปเป็นเซลล์กระดูก

เพาะเลี Êยงเซลล์ต่อไปเป็นเวลา 
4 สปัดาห์เก็บตวัอย่างทกุๆ 
สปัดาห์

กลุม่ทีÉ ตวัยอ่ สารสกดัหมอ่น(mg/ml) สารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ (μM) หมายเหตุ
1 NM - - อาหารเลี Êยงเซลล์ปกต ิเพืÉอเป็น negative control

2 C3G50 - 50 -

3 C3G100 - 100 -

4 M50 2.5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 50 ไมโครโมลลาร์
5 M100 5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 100 ไมโครโมลลาร์
6 OM - - อาหารเลี Êยงเซลล์ Osteogenic เพืÉอเป็น positive control

OM (Osteogenic medium) = อาหารเลีÊยง MSC ที Éใชใ้นการกระตุน้การเปลี Éยนแปลงเป็นกระดกูตามมาตรฐานสากล



ผลการเปลีÉยนแปลงจาํนวนเซลล์

a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั
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ไซยานิดนิ-3-กลูโคไซด์ (C3G) สารสกัดหม่อน (M)

NM= อาหารเลีÊยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM , M50=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 mg/ml , 
M100=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 5 mg/ml OM = อาหารเลีÊยงเซลล์ Osteogenic 



ผลกจิกรรมของเอ็นไซม์ Alkaline Phosphatase
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ไซยานิดนิ-3-กลูโคไซด์ (C3G) สารสกัดหม่อน (M)

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM , M50=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 mg/ml , 

M100=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 5 mg/ml OM = อาหารเลี Êยงเซลล์ Osteogenic 

a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั



ปริมาณแคลเซียมทีÉเซลล์หลัÉงออกมาสะสม
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ไซยานิดนิ-3-กลูโคไซด์ (C3G) สารสกัดหม่อน (M)

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM , M50=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 mg/ml , 

M100=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 5 mg/ml OM = อาหารเลี Êยงเซลล์ Osteogenic 

a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั



ชนิดอาหาร

กิจกรรมของ ALP ปริมาณแคลเซียมสะสม

(x10-

7mM/15min/cells) 
สงูสดุทีÉ 14 วนั

ร้อยละสมัพทัธ์
เทียบกบั NM

(x10-

7mg/cells) สงูสดุ
ทีÉ 28 วนั

ร้อยละสมัพทัธ์เทียบ
กบั NM

 แอ
นโธ

ไซย
านิ
น NM1 24.35±1.50 100% 99.13±17.63 100%

C3G501 20.47±1.74 84.06% 136.56±16.25 137.76%
C3G1001 19.64±1.82 80.66% 196.52±11.04 198.24%

OM1 29.31±3.27 120.37% 182.22±10.44 183.82%

  ส
ารส

กดั
ผง
หม่
อน NM2 20.71±1.33 100% 79.21±10.49 100%
M502 10.74±1.38 51.86% 4.41±0.70 5.57%

M1002 5.87±0.22 28.34% 0.71±0.53 0.72%
OM2 35.39±1.98 170.88% 205.55±20.12 259.50%

แสดงการเปรียบเทยีบการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้นกาํเนิด
จาก ไขกระดูกของหนูวิสต้าทีÉเลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซลล์ชนิดต่างๆ



สรุป

• สารสกดัหม่อนมีฤทธิÍยบัยั Êงการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู ในขณะทีÉ
ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ซึÉงเป็นแอนโธไซยานินทีÉพบมากทีÉสดุในหม่อนไม่เป็นพิษและช่วย
สง่เสริมการเจริญเติบโตของเซลล์

• สารสกดัหม่อนไมม่ีฤทธิÍช่วยกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูให้เป็น
เซลล์กระดกูได้ในขณะทีÉไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์บริสทุธิÍสามารถกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงเป็น
เซลล์กระดกูได้ได้ทีÉความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลลาร์ ทั Êงนี Êอาจเกิดจากปฏิกิริยาของ
สารเจือปนอืÉนๆในสารสกดั อย่างไรก็ตามสารต่างๆเหล่านี Êน่าจะถกูดดูซมึในร่างกายอย่างไม่
มีผลตอ่กนัและกนั จึงจําเป็นต้องมีการศกึษาเพิÉมขึ Êนในร่างกายตอ่ไปก่อนการสง่เสริมให้ใช้
งานจริง



ประโยชน์ทีÉได้รับจากการทดลอง

•  ได้ข้อมลูฤทธิÍของสารสกดัหมอ่นและแอนโธไซยานินตอ่การเจริญเติบโตและ
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู
•  สามารถนําสารแอนโธไซยานินไปพฒันาใช้เป็นสารช่วยกระตุ้นเซลล์ต้นกําเนิดให้
เป็นเซลล์กระดกูซึÉงเป็นสารทีÉมีอยูใ่นสารสกดัธรรมชาติแทนการใช้สารเคมีและสาร
สงัเคราะห์
• ได้ข้อมลูเบื Êอต้นในการพฒันาผลติภณัฑ์อาหารเสริม และยาทีÉมีฤทธิÍช่วยสง่เสริม
การซอ่มแซมกระดกู



กิตติกรรมประกาศ
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