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โครงการ ฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากผลไม้ไทยต่อภาวะเครียดออกซิเดชันทีÉถูก

เหนีÉยวนําด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในเซลล์ HEK-293 

 

Antioxidant effects of crude extracts from Thai fruits on H2O2-induced oxidative stress in 

HEK-293 cells 

 

บทสรุปสําหร ับผู ้บริหาร 

 

ภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) มีความเกีÉยวข้องกับพยาธิสภาพของโรคต่าง ๆ เช่น 

โรคหัวใจและหลอดเลือด เบาหวาน เป็นต้น ดังนั Êนการยับยั Ê งภาวะ oxidative stress ทีÉเกิดขึÊนภายใน

ร่างกาย จึงเป็นผลดีต่อร่างกาย ทําให้ความรุนแรงของโรคต่างๆ ชะลอลง ผลไม้หลายชนิดพบว่ามี

สารสําคัญหลายชนิด โดยเฉพาะสารประกอบฟินอลิกซึÉงมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ใน

ป ั จจุบันมีการรับประทานผลไม้เพิÉมขึÊน เนืÉองจากสารสําคัญทีÉอยู่ในผลไม้เป็นสารจากธรรมชาติ มีความ

ปลอดภัย และมีคุณค่าทางอาหาร 

ในงานวิจัยนีÊ คณะผู้วิจัยทําการทดสอบฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระทั Ê งในหลอดทดลอง และในเซลล์ ของ

สารสกัดจากผลไม้ไทยทั Ê ง 11 ชนิด ได้แก่ มะเม่าไข่ปลา (Antidesma ghaesembilla) จําปาดะ 

(Artocarpus integer) ตะลิงปลิง (Averhoa bilimbi) ทุเร ียนหมอนทอง (Durio zibethinus) เชอร์รไีทย 

(Malpighia glabra) มะมุด (Mangifera foetida) มะม่วงอกร่อง (Mangifera indica) กล้วยนํÊาว้า (Musa x 

paradisiaca) กระท้อนทับทิม (Sandoricum koetjape) ชมพู่มะเหมีÉยว (Syzygium malaccense) และ 

พุทรานมสด (Zizyphus jujuba) โดยทําการทดสอบฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระในหลอดทดลอง ด้วยวิธี DPPH 

assay และทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันในเซลล์ โดยใช้เซลล์ human embryonic kidney 293 (HEK-293) 

นอกจากนีÊยังทดสอบผลของสารสกัดจากผลไม้ไทยต่อการสร้าง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ต้าน

ออกซิเดชันชนิดต่างๆ ในเซลล์ HEK-293 

การทดสอบฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ในหลอดทดลอง พบว่าสารสกดัจากเชอร์รีไทย มีฤทธิ Í

ต้านอนุมูลอิสระดีทีÉสุด รองลงมาได้แก่สารสกัดจากกระท้อนทับทิม มะเม่าไข่ปลา มะม่วงอกร่อง ตะลิงปลิง 

มะมุด และชมพู่มะเหมีÉยว นอกจากนีÊยังพบว่าฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระของผลไม้ไทยมีความสัมพันธ์กับ

ปริมาณสารประกอบฟินอลิกทีÉพบในผลไม้ โดยมีค่า R2 เท่ากับ 0.9672 แสดงให้เห็นว่าสารประกอบ      

ฟินอลิกทีÉพบได้ในผลไม้น่าจะเป็นสารหลักทีÉออกฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ 

จากการทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันในเซลล์ HEK-293 พบว่าสารสกัดจากมะม่วงอกร่อง พุทรา

นมสด ชมพู่มะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รีไทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml 

มีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันโดยยับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของ ROS ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 ภายในเซลล์ HEK-293 

กลไกในการออกฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากผลไม้ไทยเหล่านีÊ เกิดขึÊนจากการทีÉสารสําคัญทีÉพบ

ในสารสกัดดังกล่าวมีผลกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉเกีÉยวข้องกับการต้านออกซิเดชัน (antioxidant 
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enzymes) เช่น เอนไซม์ catalase, glutathione peroxidase (GPx), heme oxygenase-1 (HO-1) และ 

superoxide dismutase (SOD) เป็นต้น โดยไปเพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ดังกล่าว 

ผลงานวิจัยนีÊช่วยสนับสนุนว่าการรับประทานผลไม้ไทย จะช่วยป้ องกันและยับยั Êงภาวะเครียด

ออกซิเดชันทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได้ โดยมีผลเพิÉมการสร้างของเอนไซม์ต่างๆ ทีÉมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน  
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บทคัดย่อ 

 

ภาวะเครียดออกซิเดชันมีความเกีÉยวข้องกับพยาธิสภาพของโรคต่างๆ ดังนัÊนการยับยั Êงภาวะ

เครียดออกซิเดชันทีÉเกิดขึÊนภายในร่างกาย จึงส่งผลดีทําให้การเกิดโรคต่างๆ ชะลอลง ในร่างกายเองก็มี

กลไกต้านทานการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั É นโดยเกิดจากการทํางานของเอนไซม์ทีÉมีฤทธิ Í ต้าน

ออกซิเดชันทีÉพบได้ในเซลล์และเนืÊอเยื Éอ มีหลายการศึกษารายงานว่าผลไม้มีสารสําคัญหลายชนิดทีÉมีฤทธิ Í

ต้านออกซิเดชัน เช่น สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ ควิโนน และอัลคาลอยด์ ในป ั จจุบันการบริโภค

ผลไม้ทีÉมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันเป็นทีÉนิยมกันมาก เนืÉองจากสารสําคัญทีÉพบในผลไม้มีความปลอดภัยและมี

คุณค่าทางอาหารอีกด้วย ถึงแม้ว่าฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของผลไม้มีการศึกษาอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็

ตามผลของสารสําคัญทีÉพบในผลไม้ต่อการทํางานและการสร้างเอนไซม์ทีÉมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันยังไม่

ทราบแน่ชัด ในงานวิจัยนีÊ คณะผู้วิจัยพบว่าฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบ  

ฟีนอลิกทีÉพบ ซึÉงสารสกัดผลไม้ทีÉมีปริมาณฟีนอลิกสูง จะมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระสูง โดยมีค่า R2 เท่ากับ 

0.9672 ดังนัÊนสารประกอบฟีนอลิกทีÉพบได้ในผลไม้ น่าจะเป็นสารทีÉออกฤทธิ Í หลักในการต้านออกซิเดชัน 

นอกจากนีÊคณะผู้ว ิจัยยังพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของ มะเม่าไข่ปลา (Antidesma ghaesembilla) 

ตะลิงปลิง (Averhoa bilimbi) เชอร์รไีทย (Malpighia glabra) มะม่วงอกร่อง (Mangifera indica) กระท้อน

ทับทิม (Sandoricum koetjape) ชมพู่มะเหมีÉยว (Syzygium malaccense) และ พุทรานมสด (Zizyphus 

jujuba) มีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน โดยไปยับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของอนุพันธ์ออกซิเจนทีÉว่องไว (reactive oxygen 

species) ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดภ์ายในเซลล์ HEK-293 ฤทธิ Í ดังกล่าวนีÊเกิดจากการทีÉ

สารสําคัญในผลไม้ไปมีผลเพิÉมการสร้างทั Êง เอ็มอาร์เอนเอ และโปรตีนของเอนไซม์ทีÉออกฤทธิ Í ต้าน

ออกซิเดชัน เช่น คาตาเลส กลูตาไธโอน เพอร๊อกซิเดส-วัน และแมงกานิส ซุปเปอร์ออกไซด์ ดิสมิวเตส 

จากผลงานวิจัยนีÊ แสดงให้เห็นว่าผลไม้ไทยมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันโดยไปเพิÉมการสร้างเอนไซม์เหล่านีÊ 
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Abstract 

 

Increased oxidative stress is involved in the pathophysiology of many diseases. The 

cellular antioxidant enzymes play the important role to protect the cells and organisms from the 

oxidative damage. Several studies demonstrated that fruits are a rich source of antioxidant 

compounds such as phenolics, flavonoids, quinones, and alkaloids. Natural antioxidants 

containing in fruits have attracted considerable interest because of their presumed safety and 

potential nutritional value. Even though antioxidant activities of many fruits have been reported, 

however, the effects of phytochemicals containing in fruits on the induction of antioxidant 

enzymes in the cells have not been fully defined. In this study, we found that several extracts 

from Thai fruits had antioxidant capacities and total phenolic contents. A high correlation (R2 = 

0.9672) between antioxidant capacity and total phenolic content indicated that phenolic 

compounds could be the major bioactive compounds showing potent antioxidant effects. We 

showed that extracts from Antidesma ghaesembilla, Averrhoa bilimbi, Malpighia glabra, Mangifera 

indica, Sandoricum koetjape, Syzygium malaccense, and Ziziphus jujuba attenuated H2O2-

induced intracellular reactive oxygen species production in HEK-293 cells. Additionally, these 

Thai fruit methanolic extracts increased the mRNA and protein expressions of antioxidant 

enzymes, catalase, glutathione peroxidase-1, and manganese superoxide dismutase. Data from 

our study provide evidence that Thai fruits exert the antioxidant effects through enhancing the 

production of antioxidant enzymes. 
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บททีÉ 1 บทนํา 

 

1.1 ทีÉมาและความสําคัญ/หลักการและเหตุผล  

โรคเรืÊอร ัง เช่นโรคมะเร็ง โรคหัวใจและหลอดเลือด และอื Éนๆ มีอุบัติการณ์เพิÉมขึÊนโดยเฉพาะ

กลุ่มประชากรในเมืองทีÉมีว ิถีการดําเนินชีวิตอย่างเร่งรีบ รวมถึงเรื Éองการรับประทานอาหาร ทําให้ได้

สารอาหารไม่ครบถ้วน และสารทีÉเป็นอันตรายต่อร่างกาย  สาเหตุของโรคเรืÊอร ังส่วนใหญ่มี

ความสัมพันธ์กับอาหารทีÉร ับประทาน มีหลายการศึกษารายงานว่าการไม่ร ับประทานผักและผลไม้ 

หรือร ับประทานน้อยมีอัตราเสียงสูงต่อการเป็นโรคเรืÊอร ังต่างๆ  

ผลไม้และผักต่างๆ จัดเป็นอาหารทีÉเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ เนื É องจากเป็นแหล่งของ

สารอาหาร วิตามิน เส้นใยอาหาร และอินทรียสารจากพืช หรือไฟโตนิวเทรียนท์ (phytonutrients) ซึÉง

เป็นสารพฤกษเคมี หรือไฟโตเคมิคอล (phytochemical) ทีÉมีประโยชน์ต่อการทํางานของร่างกายและมี

ฤทธิ Í ทางเภสัชวิทยามากมาย โดยเฉพาะอย่างยิÉงฤทธิ Í ต้านการเกิดออกซิเดชัน และต้านอนุมูลอิสระ  

อินทรียสารทีÉพบในผลไม้และผักมีหลายชนิด เป็นสารทีÉม ักทําให้ผลไม้และผักมีสีส ัน ทีÉสําคัญ

ได้แก่ วิตามินซี แคโรทนีอยด์ (carotenoids)  และสารกลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenol) โดยอินทรียสารทีÉ

พบในผลไม้และผักทีÉได้ร ับความสนใจมากเนื Éองจากมีฤทธิ Í ต้านการเกิดออกซิเดชัน และตา้นอนุมูล

อิสระ คือสารกลุ่มแคโรทนีอยด์ และโพลีฟีนอล ซึÉงทําให้การบริโภคผลไม้และผักเป็นประโยชน์ในการ

ป้ องกันและรักษาโรคต่างๆ ทีÉมีสาเหตุจากอนุมูลอิสระ และปฏิกิริยาออกซิเดชัน  

 

1.2 ทบทวนเอกสารเชิงสังเคราะห ์

อินทรียสารทีÉพบในผลไม้และผักมีหลายชนิด เป็นสารทีÉม ักทําให้ผลไม้และผักมีสีส ัน ทีÉสําคัญ

ได้แก่ วิตามินซี แคโรทนีอยด์ (carotenoids)  และสารกลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenol) (Ayyanar and 

Subash-Babu, 2012) โดยอินทรียสารทีÉพบในผลไม้และผักทีÉได้ร ับความสนใจมากเนื Éองจากมีฤทธิ Í

ต้านการเกิดออกซิเดชัน และต้านอนุมูลอิสระ คือสารกลุ่มแคโรทนีอยด์ และโพลีฟีนอล ซึÉงทําให้การ

บริโภคผลไม้และผักเป็นประโยชน์ในการป้ องกันและรักษาโรคต่างๆ ทีÉมีสาเหตุจากอนุมูลอิสระ และ

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Fu et al., 2010)  

แคโรทนีอยด์เป็นสารกลุ่มเทอร์พีนมีโครงสร้างเป็นไฮโดรคาร์บอนสายยาวทีÉไมอ่ิÉมตัว มีสี

เหลือง สีส้ม จนถึงสีแดง สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ทีÉสําคัญและเป็นทีÉรู้จ ักกันดีได้แก่ แคโรทีน ไลโคปีน 

และลูทีน พบมากในผักและผลไม้ทีÉมีสีแดง ส้ม เหลือง และยังพบได้ในผักใบเขียว (ตารางทีÉ 1) (Khoo 

et al., 2008) และสาหร่ายบางชนิด สารกลุ่มนีÊมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระทีÉดี นอกจากนีÊแคโรทีนยังมี

คุณสมบัติเป็นโปรวิตามินเอ คือสามารถเปลีÉยนเป็นวิตามินเอได้โดยตับ จึงมีประโยชน์ในการบํารุง

สายตา ผิวหนัง กระดูก ฯลฯ  

ส่วนสารกลุ่มโพลีฟีนอล หรือสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) ได้แก่ กรดฟีนอล 

(phenolic acids) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) แทนนิน (tannins) แซนโทน (xanthones) ลิกแนน 

(lignans) เป็นต้น (Kumazawa et al., 2007) โดยกลุ่มฟลาโวนอยด์ย ังแบ่งเป็นกลุ่มย่อยๆ ตาม

โครงสร้างอีกหลายกลุ่มเช่น ฟลาวาโนน (flavanones) ฟลาโวน (flavones) ฟลาโวนอล (flavonols) 

ฟลาวานอล (flavanols) และแอนโทไซยานิดิน (anthocyanidins) เป็นต้น โดยสารประกอบฟีนอลิกทีÉ



2 

พบได้มากในผัก ผลไม ้(Fu et al., 2011; Fu et al., 2010; Assis et al., 2009) ดังตารางทีÉ 1 สาร

กลุ่มนีÊนอกจากมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระและต้านการเกินออกซิเดชันแล้ว ย ังมีรายงานว่ามีฤทธิ Í ทางเภสัช

วิทยาอื Éนเช่น ฤทธิ Í ต้านการอักเสบ ต้านมะเร็ง ลดระดับไขมันและนํÊาตาลในเลือด เป็นต้น (Schinella 

et al., 2002; Sun et al., 2002; Kurup and Mini, 2014; Zhang et al., 2011; Rabeta et al., 2013)  

 

ตารางทีÉ 1. สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ และโพลีฟีนอลทีÉพบในผลไม้และผักต่าง  ๆ 

อินทรียสารจากพืช ชนิดของผัก/ผลไม้ 

1. แคโรทีนอยด ์(carotenoids)   

   - เบต้าแคโรทีน (-carotene) แครอท ผักปวยเล้ง บร็อกโคลีÉ มะม่วงสุก มะละกอ 

แอปริคอต พีช ฝรั É ง มะเขือเทศ แคนทาลูป มันเทศ  

   - ไลโคปีน (lycopene) มะเขือเทศ มะละกอ ฝรั É ง แตงโม ขนุน 

   - ลูทีน (lutein) ผ ักปวยเล้ง บร็อกโคลีÉ แครอท หน่อไม้ฝรั É ง มะเขือ

เทศ ผักกาดหอม แอปเปิÊล แบล็คเบอรีÉ บลูเบอรีÉ 

2. สารกลุ่มฟีนอลิก (phenolic compounds)   

กรดฟีนอลิก (phenolic acids)  

   - แกลิค แอซิด (gallic acid) มังคุด องุ่น ทับทิม มะขามป้ อม  

   - เอลลาจิก แอซิด (ellagic acid)  ทับทิม สตรอเบอรีÉ แบล็คเบอรีÉ ราสเบอรีÉ วอลนัท 

ฟลาโวนอยด ์(flavonoids)  

- ฟลาโวนอล (flavonols) เช่น 

เควอซิทิน (quercetin) 

แคมป์ เฟอรอล (kaempferol) 

ไมริซิติน (myricetin) 

 

หัวหอมใหญ่ หน่อไม้ฝรั É ง เบอรีÉ ผ ักกาดหอม 

ผัก kale endive ปวยเล้ง เบอรีÉ 

เบอรีÉ องุ่น กะหลํÉาปลีแดง 

- ฟลาโวน (flavones)  เช่น  

ลูติโอลิน (luteolin)  

อาพิจินิน (apigenin)  

 

พริกไทย อาร์ติโชค องุ่นแดง ส้ม 

อาร์ติโชค เซเลอรี หัวหอมแดง ผักกาดหอม 

- ฟลาวาโนน (flavanones) เช่น  

เฮสเพอริติน (hesperetin)  

นารินจินิน (naringenin) 

 

มะนาว ส้ม เลมอน 

เกรปฟรุต ส้ม อาร์ติโชค มะเขือเทศ 

- ฟลาวานอล (flavanols) เช่น  

แคทิชิน catechin)  

อีพิแคทิชิน (epicatechin)  

 

พิช เบอรีÉ องุ่นแดง 

องุ่นแดง แอปริคอต แอปเปิÊล 

- แอนโทไซยานิดิน (anthocyanidins) 

เช่น 

ไซยานิดิน (cyanidin)  

เดลฟินิดิน (delphinidin)  

มาลวิดิน (malvidin)  

 

เบอรีÉ พลัม กะหลํÉาปลีแดง  

เบอรีÉ องุ่นแดง 

บลูเบอรีÉ องุ่นแดง 

สตรอเบอรีÉ ห ัวผักกาดแดง 



3 

จากตารางจะเห็นว่าผลไม้ประกอบด้วยอินทรียสารทีÉมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ และต้านการเกิด

ออกซิเดชันมากมาย นอกจากนีÊย ังมีรายงานเกีÉยวกับฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระของผลไม้ได้แก่ เบอรีÉต่างๆ 

แอปเปิÊล องุ่นแดง พลัม พีช เลมอน กล้วย ส้ม เกรปฟรุต ส ับปะรด มะขามป้ อม หม่อน ฯลฯ 

(Puanppronpitag et al., 2008; Zhang and Lin, 2006; Aqil et al., 2012) โดยรายงานฤทธิ Í ต้าน

อนุมูลอสิระ และต้านออกซิเดชันของผลไม้ส่วนใหญ่เป็นการทดสอบแบบวิธี free radical scavenging 

activities แต่ย ังไม่ค่อยมีการศึกษาฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันในเซลล์ และผลต่อเอ็นไซม์ทีÉเกีÉยวข้องกับการ

เกิดออกซิเดชันในร่างกาย ดังนั Êนผู้ว ิจ ัยมีความสนใจศึกษาฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของผลไม้ไทยในระดับ

เซลล์และผลต่อ antioxidant enzymes ได้แก่ catalase (CAT), glutathione peroxidases-1 (GPx-1), 

heme oxygenase-1 (HO-1), manganese super oxide dismutases (Mn-SOD),  super oxide 

dismutases-1 (SOD-1),  glutathione S-transferase (GST)  และ glutathione reductase (GRe)  

 ตัวอย่างผลไมท้ีÉมีรายงานการศึกษาสารสําคัญ ฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน

เช่น มะม่วงหินมะพานต์ มะเม่า จําปาดะ ตะลิงปลิง ส้มโอ ทุเรียน มะมุด เชอร์รไีทย มะม่วง กล้วย

นํÊาว้า ฝรั É ง กระท้อน หว้า ชมพู่มะเหมีÉยว และพุทรา ซึÉงมีสารสําคัญทีÉมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอสิระ และต้าน

การเกิดออกซิเดชันโดยเฉพาะสารในกลุ่มแคโรทินอยด์ และฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบ นอกจากนีÊ

ย ังมีรายงานฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระและต้านออกซิเดชันของผลไมห้ลายชนิด (Gorinstein et al., 2011; 

Fu et al., 2011; Isabelle et al., 2010) ดังตารางทีÉ 2 
 

ตารางทีÉ 2. ผลไม้ไทยทีÉมีรายงานสารสําคัญ ฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระและต้านออกซิเดชัน 

ผลไม้ สารสําคัญในผล วิธีศึกษาฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ 

มะม่วงหินมะพานต์  

(Anacardium 

occidentale L.) 

สารกลุ่มแคโรทนีอยด์ เช่น -carotene, -

carotene, -carotene, cis--carotene, 

cryptoxanthin, สารกลุ่ม anthocyanin เช่น 

3-O-hexoside of methyl-cyanidin สาร

กลุ่มฟลาโวนอล เช่น quercetin-3-O-

glycosides, kaempferol-3-O-glucoside 

และ myricetin 

ABTS และ nitric oxide radicals 

scavenging assays 

มะเม่า (Antidesma 

thwaitesianum  

Muell.) 

gallic acid, caffeic acid, monogalloyl 

glucoside, catechin สารกลุม่แอนโทไซยา

นิดิน เช่น cyaniding-3-sophoroside, 

delphinidin-3-sambubioside และ 

pelargonidin-3-malonyl glucoside 

ABTS และ DPPH assays 

จําปาดะ 

(Artocarpus integer 

Merr.) 

 

 

สารหอมระเหยเช่น 3-methylbutanoic 

acid และ 3-methylbutan-1-ol  

DPPH, FRAP, ABTS assays 
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ผลไม้ สารสําคัญในผล วิธีศึกษาฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ 

ตะลิงปลิง (Averrhoa 

bilimbi L.) 

วิตามินเอ วิตามินบี สารกลุ่มแคโรทนีอยด ์ DPPH, FRAP, -carotene 

bleaching assays 

ส้มโอ (Citrus grandis 

[L.] Osbeck) 

วิตามินซี สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ และฟลา

โวนอยด์ เช่น naringin, naringenin และ 

hesperidin 

ABTS, DPPH และ hydroxyl 

radical superoxide radical, 

scavenging assays, TEAC, 

ORAC และ FRAP assays 

ทุเรียน (Durio 

zibethinus Murray) 

สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ และฟลาโวนอยด ์ ABTS, DPPH, CUPRAC, 

FRAP, TEAC 

 

มะมุด (Mangifera 

foetida Lour.) 

วิตามินเอ วิตามินบี สารกลุ่มแคโรทนีอยด ์ -carotene bleaching assay 

 

เชอร์รไีทย (Malpighia 

glabra L. และ 

Malpighia emarginata 

DC.) 

วิตามินซี วิตามินเอ dehydroascorbic 

acid, diketogulonic acids สารกลุ่มฟลาโว

นอยด ์เช่น quercitrin, สารกลุ่มแอนโทไซ

ยานิดิน เช่น cyanidin-3--O-

rhamnoside, pelargonidin-3--O-

rhamnoside  สารกลุ่มแคโรทนีอยด์ เช่น 

-carotene, -cryptoxanthin, lutein, and 

violaxanthin 

DPPH, AEAC, FRAP, TEAC, 

-carotene bleaching assays 

มะม่วง (Mangifera 

indica L.) 

สารกลุ่มแคโรทนีอยด์ เช่น -carotene, 

lutein, -carotene สารกลุ่มโพลีฟีนอล 

เช่น quercetin, kaempferol, gallic acid, 

caffeic acid, catechins และ tannins 

electron spin resonance 

(ESR), และ DPPH assays,  

กล้วย (Musa 

acuminate) 

วิตามินเอ วิตามินบี สารกลุ่มแคโรทนีอยด ์

สารกลุ่มฟีนอลิก 

DPPH และ ORAC  

ฝรั É ง (Psidium guajava 

L.) 

วิตามินซ,ี สารกลุ่มแคโรทนีอยด ์เช่น 

phytofluene, -carotene, -

cryptoxanthin, -carotene, lycopene, 

rubixanthin, cryptoflavin, lutein, 

neochrome, ellagic acid, myricetin, 

apigenin และ สารกลุ่มแอนโทไซยานิดิน 

ABTS, DMPD, DPPH, FRAP, 

TEAC, TOSC, ORAC และ -

carotene bleaching assays 

กระท้อน (Sandoricum 

koetjape (Burm. f.) 

Merr.) 

 

วิตามินซ ีวิตามินบี สารกลุ่มแคโรทนีอยด ์ DPPH, FRAP, และ -carotene 

bleaching assays 
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ผลไม้ สารสําคัญในผล วิธีศึกษาฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ 

หว้า (Syzygium 

cumini L.) 

gallic acid, hydrolysable และ  

condensed tannins, anthocyanins  เช่น 

delphinidin-3-gentiobioside, malvidin-3-

laminaribioside, petunidin-3-

gentiobioside, cyanidin diglycoside, 

petunidin และ malvidin 

ABTS, DPPH, FRAP, hydroxyl 

and superoxide radical 

scavenging assays และ  

lipid peroxidation assay 

ชมพู่มะเหมีÉยว 

(Syzygium 

malaccense (L.) 

Merrill & Perry) 

วิตามินซ ีสารกลุ่มแคโรทนีอยด,์  กลุ่มแอน

โทไซยานิดิน เช่น cyanidin-3-O-

glucoside, pelargonidin-3-O-glucoside, 

peonidin-O-glucoside, cyanidin-3,5-O-

diglucoside, peonidin-3,5-odiglucoside 

และโพลีฟีนอลอื Éนๆ เช่น  quercitrin, rutin, 

quercitin, tannin, ellagic acid 

ABTS, TEAC, DPPH และ 

FRAP assays 

พุทรา (Ziziphus jujuba 

Mill) 

วิตามินซี วติามินเอ วิตามินบี สารกลุ่มแค

โรทนีอยด ์และสารกลุ่มฟีนอลิก เช่น 

caffeic acid, p-hydroxybenzoic acid, 

ferulic acid และ p-coumaric acid 

DPPH, FRAP, -carotene 

bleaching, superoxide anion 

radical, CUPRAC, และ 

TBARS assays  

หมายเหตุ: 2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH), N,N-dimethyl-pphenylenediamine (DMPD) radical scavenging activity, 

ferric-ion-reducing antioxidant power (FRAP), Cupric reducing antioxidant capacity 

(CUPRAC), oxygen radical absorbance capacity (ORAC), Trolox equivalent antioxidant 

capacity (TEAC), and total oxidant scavenging capacity (TOSC),  antioxidant capacity 

equivalent to ascorbic acid (AEAC), Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 

 

1.3 วัตถุประสงคก์ารวิจ ัย  

1.3.1 เพื Éอศึกษา fingerprint และวิเคราะห์หาปริมาณ total phenolic contents ของสารสกัด

ด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย 

1.3.2 เพื Éอศึกษาฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย ต่อการยับยั Ê ง

ภาวะ oxidative stress ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล ์

1.3.3 เพื Éอศึกษาฤทธิ Íต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย ต่อการ

แสดงออกของยีนต้านออกซิเดชัน (antioxidant genes) และการสร้างโปรตีนของเอนไซม์

ทีÉออกฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล ์
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บททีÉ 2 ว ัสดุและวิธีดําเนินการวิจ ัย 

 

2.1 ตัวอย่างผลไม้ 

ในงานวิจ ัยนีÊ ทางคณะผู้ว ิจยัได้คัดเลือกผลไม้ไทย 11 ชนิด ดังนีÊ มะเม่าไข่ปลา จําปาดะ 

ตะลิงปลิง ทุเรียนหมอนทอง เชอร์รีไทย มะมุด มะม่วงอกร่อง กล้วยนํÊาว้า กระท้อนทับทิม ชมพู่

มะเหมีÉยว และพุทรานมสด โดยมะเม่าไข่ปลา ตะลิงปลิง เก็บจาก อ. เมือง จ.ระนอง ตรวจสอบ

เอกลักษณ์โดย ศาสตราจารย์ วงศ์สถิตย์ ฉั É วกุล ภาควิชาเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหิดล จําปาดะซืÊอจากตลาดในจังหวัดระนอง ส่วนผลไม้อื Éนๆ ซืÊอจากตลาดใน

กรุงเทพมหานคร  

 

2.2 วัสดุและสารเคมี 

2.2.1 TLC plate silica gel 60 F254 (Merck, layer thickness 0.2 mm) 

2.2.2 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich) 

2.2.3 Gallic acid (Sigma-Aldrich) 

2.2.4 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox®) (Sigma-Aldrich) 

2.2.5 Ascorbic acid (Sigma-Aldrich) 

2.2.6 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-

Aldrich) 

2.2.7 Hydrogen peroxide (Sigma-Aldrich)  

2.2.8 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) 

2.2.9 Fetal bovine serum (Gibco) 

2.2.10 0.25% Trypsin-EDTA solution, and penicillin/streptomycin solution (Gibco) 

2.2.11 Methanol (Fisher Scientific, Analytical grade) 

2.2.12 Ethanol (Merck, Analytical grade) 

2.2.13 Ethyl acetate (Fisher Scientific, Analytical grade) 

2.2.14 Dichloromethane (QRëC, Analytical grade) 

2.2.15 PEG400 (Sigma-Aldrich) 

2.2.16 Sulfuric acid (Merck) 

2.2.17 Formic acid (Fisher Scientific) 

2.2.18 Acetic acid (Lab-Scan) 

2.2.19 Dichlorodihydrofluorescein (DCF) acetate (Sigma-Aldrich) 

2.2.20 RNeasy mini kit (Thermo Fisher Scientific) 

2.2.21 KAPA SYBR FAST one-step RT-qPCR (KAPAbiosystems) 

2.2.22 2’,7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich) 

2.2.23 PVDF membrane (BioRad) 
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2.2.24 Anti-GPx antibody (Cell Signaling) 

2.2.25 Anti-catalase antibody (Cell Signaling) 

2.2.26 Anti-Mn-SOD antibody (Cell Signaling) 

2.2.27 Anti-GAPDH antibody (Cell Signaling) 

2.2.28 Tris (Amresco) 

2.2.29 Glycine (Amresco) 

2.2.30 Sodium dodecyl sulfate (Amresco) 

2.2.31 30% Acrylamide/Bis solution (BioRad) 

2.2.32 Tween20 (Sigma-Aldrich) 

2.2.33 Horseradish peroxide-conjugated anti-mouse IgG (GE Healthcare) 

2.2.34 Horseradish peroxide-conjugated anti-rabbit IgG (GE Healthcare) 

2.2.35 Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific) 

2.2.36 Leupeptin (Calbiochem) 

2.2.37 Aprotinin (Calbiochem) 

  

2.3 อุปกรณ์และเครืÉองมือ 

2.3.1 UV detector (CAMAG TLC Visualizer) 

2.3.2 Sample applicator for TLC (CAMAG Linomat 5) 

2.3.3 Rotary evaporator (Buchi) 

2.3.4 Infinite M200 Microplate reader (Molecular device) 

2.3.5 Tecan microplate reader (Tecan) 

2.3.6 Multi-Detection microplate reader (BioTek Instruments)  

2.3.7 IX-81 fluorescence microscope (Olympus) 

2.3.8 KAPA SYBR FAST One-step RT-qPCR kit (KAPA biosystems) 

2.3.9 Mx 3005p Real Time PCR system (Stratagene) 

2.3.10 Bio-Rad protein assay kit (BioRrad) 

2.3.11 10cm culture dishes, 6-well plate, 12-well plate and 96-well plate (Corning) 

2.3.12 CO2 incubator (Binder) 

2.3.13 Gel electrophoresis tank (BioRad) 

2.3.14 Medical X-ray processor (Kodak) 

 

2.4 วิธีดําเนินการวิจ ัย 

การวิจ ัยนีÊได้เลือกผลไม้ 11 ชนิด (ตารางทีÉ 1) ทีÉหาได้ตามฤดูกาล ทั Ê งมีรายงานการศึกษาฤทธิ Í

ต้านออกซิเดชัน หรือย ังไม่มีรายงานมาศึกษา เพื Éอให้ได้ข้อมูลทางด้านฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันเพิÉมเติม 

โดยเฉพาะผลต่อภาวะเครียดออกซิเดชันทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในเซลล์ HEK-

293 และผลต่อการสร้างเอนไซม์ทีÉเกีÉยวข้องกับการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant genes) 
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ตารางทีÉ 3. ผลไม้ไทยทีÉทําการศึกษาฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ 

ลําดับ ชืÉอไทย/ชืÉอวิทยาศาสตร/์วงศ ์ รูป ส่วนทีÉใช้ 

1 มะเม่าไข่ปลา Antidesma 

ghaesembilla Gaertn. 

(Euphobiaceae) 

 

ทั Ê งผล 

2 จําปาดะ Artocarpus integer 

Merr. (Moraceae) 

 

เนืÊอผล 

3 ตะลิงปลิง Averhoa bilimbi L. 

(Oxalidaceae) 

 

ทั Ê งผล 

4 ทุเรียนหมอนทอง Durio 

zibethinus L. cultivar Mon 

Thong (Bombacaceae) 

 

เนืÊอผล 

5 เชอร์รไีทย Malpighia glabra L. 

(Malpighiaceae) 

 

เนืÊอและเปลือกผล 

6 มะมุด Mangifera foetida Lour. 

(Anacardiaceae) 

 

เนืÊอผล 

7 มะม่วงอกร่อง Mangifera indica 

L. cultivar Aok Rong 

(Anacardiaceae) 

 

เนืÊอผล 
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ลําดับ ชืÉอไทย/ชืÉอวิทยาศาสตร/์วงศ ์ รูป ส่วนทีÉใช้ 

8 กล้วยนํÊาว้า Musa  

paradisiaca cultivar Namwa 

(Musaceae) 

 

เนืÊอผล 

9 กระท้อนทับทิม Sandoricum 

koetjape (Burm. f.) Merr. 

cultivar Tuptim (Meliaceae) 

 

เนืÊอผลและเนืÊอหุ้ม

เมล็ด 

10 ชมพู่มะเหมีÉยว Syzygium 

malaccense (L.) Merrill & 

Perry (Myrtaceae) 

 

เนืÊอและเปลือกผล 

11 พุทรานมสด Ziziphus jujuba 

Mill. cultivar Milk Jujube 

(Rhamnaceae) 

 

เนืÊอและเปลือกผล 

 

2.4.1 การเตรียมสารสกัดผลไม้ 

 นําส่วนทีÉใช้ร ับประทานของผลไม้แต่ละชนิดป ั É นให้เป็นชิÊนเล็กลง แล้วแช่แข็ง 

 ทําให้ตัวอย่างผลไม้แห้งโดยใช้เครื Éอง freeze dryer บดตัวอย่างทีÉแห้งแล้วให้เป็นผง 

 นําผงตัวอย่างผลไม้ชนิดละ 50 g สกัดโดยการหมักด้วย methanol (AR grade) 2 ครั Ê ง ครั Ê ง

ละประมาณ 300 ml กรองสารละลายทีÉได้  

 รวบรวมสารสกัดทีÉได้ แล้วทําให้แห้งด้วย rotary evaporator และ freeze dryer  

 

2.4.2 การทํา fingerprint ของสารสกัดผลไม้แต่ละชนิดโดยวิธี TLC  

 เตรียมสารละลายของสารสกัดผลไม้แต่ละชนิดความเข้มข้นประมาณ 30 mg/ml ใน 

methanol (AR grade) 

 นําสารละลายทีÉได้ขีดบนแผ่น TLC ปริมาตร 5-10 µl โดยใช้เครื Éอง Sample applicator for 

TLC (CAMAG Linomat 5) 

 นําแผ่น TLC (Silica gel 60 GF254) ไปใส่ใน TLC tank ทีÉบรรจุว ัฏภาคเคลื ÉอนทีÉเป็น 10:90 

methanol : methylene chloride (AR grade) 
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 ตรวจสอบลักษณะการแยกของสารภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลตทีÉความยาวคลืÉน 254 และ 

365 นาโนเมตร และพ่นด้วยสารละลาย 30% sulfuric acid in methanol (AR grade) และ natural 

products-polyethylene glycol reagent (1% diphenylborinic acid in methanol (AR grade) and 

5% polyethylene glycol 400 in ethanol (AR grade)) 

 บันทึกภาพด้วยเครื Éอง UV detector (CAMAG TLC Visualizer) 

 

2.4.3 การวิเคราะห์หาปริมาณ total phenolic content ด้วยวิธี Folin Ciocalteu Method 

 เตรียมสารละลายของสารสกัดผลไม้แต่ละชนิดใน 50% methanol (AR grade) ความ

เข้มข้น 1.5 mg/ml (ความเข้มข้นสุดท้ายหลังจากผสมสารละลายต่างๆ เป็น 200 µg/ml)  

 เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid เพื Éอให้ได้ความเข้มข้น 225 mg/ml และ 150 mg/ml 

(ความเข้มข้นสุดท้ายหลังจากผสมสารละลายต่างๆ เป็น 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20 µg/ml) 

 เติม 10% Folin-Ciocalteu’s phenol reagent หลุมละ 50 µl และสารละลายมาตรฐาน 

gallic acid หรือสารละลายตัวอย่าง หรือ ตัวทําละลาย  (blank) หลุมละ 20  µl ลงใน 96-well 

microtiter plates อย่างละ 3 หลุม 

 ทิÊงไว้ 3 นาที เติมสารละลาย 7.5%w/v anhydrous sodium carbonate หลุมละ 80 µl 

 ทิÊงไว้ 2 ชั É วโมง แล้วนําไปไว้ค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 765 nm ด้วยเครื Éอง 

Infinite M 200 Microplate Reader (Tecan) 

 คํานวณหาปริมาณ total phenolic content ของสารสกัดผลไม้ ในรูปของ gallic acid 

equivalent/100 g ของสารสกัด และตัวอย่างแห้ง (mg GAE/100 g crude extract and dried 

sample) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของการดูดกลืนแสงของ gallic acid ทีÉความเข้มข้นต่าง  ๆ

 

2.4.4 การทดสอบฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)  

2.4.4.1  TLC Method  

  เตรียม TLC ของสารละลายของสารสกัดผลไม้แต่ละชนิดเชน่เดียวกับข้อ 2 

  พ่นด้วยสารละลาย 0.2%w/v DPPH ใน methanol (AR grade) 

  บันทึกภาพทันทีหลังพ่นสารละลาย 0.2%w/v DPPH และทีÉเวลา 8 และ 24 

ชั É วโมง 

2.4.4.2  Microplate method 

  เตรียมสารละลายของสารสกัดผลไม้แต่ละชนิดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 

methanol (AR grade) 

  เตรียมสารละลาย 0.02%w/v DPPH ใน methanol (AR grade) 

  ใส่สารละลายลงใน microplate ดังนีÊ  

A (test sample): สารละลายของสารสกัดผลไม้ 100 µl และสารละลาย DPPH100 µl 

B (blank): สารละลายของสารสกัดผลไม้ 100 µl และ methanol 100 µl 

C (control): สารละลาย DPPH 100 µl และ methanol 100 µl 
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 โดยทําอย่างละ 3 หลุม ทํา 3 ครั Ê ง 

  Incubate ทีÉ 30 C เป็นเวลา 30 นาที และนําไปวัดการดูดกลืนแสงทีÉความยาว

คลืÉน 517 nm ด้วยเครื Éอง Infinite M 200 Microplate reader (Tecan) 

  คํานวณหาค่าร้อยละของการยับยั Ê งดังสมการ % inhibition = [C-(A-B)] x 100/C 

 วิเคราะห์หาค่า IC50 ของสารสกัดทีÉมีค่าร้อยละของการยับยั Ê งอนุมูลอิสระ DPPH 

มากกว่า 50 ทีÉความเข้มข้น 1 mg/ml  

 

2.4.5 การเลีÊยงเซลล์  

 เซลล์ Human embryonic kidney-293 (HEK-293) จะเลีÊยงใน Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) ทีÉประกอบไปด้วย 10% fetal bovine serum และ 1% penicillin-

streptomycin ในตู้เลีÊยงเซลล์ทีÉอุณหภูมิ 37 ๐C และ 5% CO2  

  

2.4.6 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity test) ของสารสกัดผลไม้โดยวิธี MTT 

assay 

 ก่อนทีÉจะนําสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยมาทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันในเซลล์ 

จะต้องทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ก่อน โดยทําได้ดังนีÊ 

เลีÊยงเซลล ์HEK-293 (10,000 เซลล์ต่อหลุม) ใน 96-well culture plate นานประมาณ 12-24 

ชั É วโมง ใน DMEM ปริมาตร 200 µl ทีÉประกอบไปด้วย 1% fetal bovine serum และ 1% penicillin-

streptomycin จากนั Êนใส่สารสกัดผลไม้ไทย ในความเข้มข้นตั Ê งแต่ 0.01 µg/ml ถึง 2 mg/ml เป็นเวลา 

24 ชั É วโมง โดยใช้ตัวทําละลาย (solvent) คือ methanol (MeOH)  เป็นกลุ่มควบคุม (control) โดยสาร

สกัดแต่ละความเข้มข้น จะทําซํÊาสองครั Ê ง (2 duplicated wells) หลังจาก 24 ชั É วโมง เซลล์แต่ละหลุม 

จะถูกใส่ด้วยสาร MTT เป็นเวลา 4 ชั É วโมง หลังจากนั Êนเซลล์จะถูกล้างด้วย PBS หนึÉงครั Ê ง และใส่ 

DMSO ลงไปในเซลล์แต่ละหลุม เพื Éอใช้ละลาย formazan crystal จะเห็นเป็นสีม่วง ทําการวัดความ

เข้มของสีม่วงโดยใช้เครื Éอง UV spectrophotometer microplate reader ทีÉความยาวคลืÉน 595 nm ค่า

ดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉนดังกล่าวจะแปรผันกับจํานวนเซลล์ (cell number) ทีÉมีอยู่ในแต่ละหลุม 

ร้อยละของจํานวนเซลล์ในแต่ละหลุมจะคํานวณได้จากสมการข้างล่างนีÊ 

% cell viability = (Absorbance of treated cells) / (Absorbance of control cells) x 100 

 

2.4.7 การทดสอบฤทธิÍ ต้านการเกิดออกซิเดชันของสารสกัดผลไม้ 

2.4.7.1 การวัดปริมาณ reactive oxygen species (ROS) ทีÉเกิดขึÊน โดยใช้ microplate reader 

  ทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย โดยวิธีว ัด

ปริมาณอนุมูลอิสระทีÉเกิดขึÊนจากการเหนีÉยวนําด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยใช้เซลล์ HEK-293 

ซึÉงจะแบ่งการทดลองออกเป็นกลุ่มดังนีÊ 

กลุ่มทีÉ 1  HEK-293 ซึÉงได้ร ับ methanol (solvent) 

กลุ่มทีÉ 2  HEK-293 ทีÉถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจน เปอร์ออกไซด ์ 
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กลุ่มทีÉ 3  HEK-293 ซึÉงได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย (ทีÉความเข้มข้น 10 

และ 100 µg/ml) ก่อนทีÉจะถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

กลุ่มทีÉ 4  HEK-293 ซึÉงได้ร ับ วิตามินซี  ก่อนทีÉจะถูกกระตุ้นด้วยไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์

เซลล์ดังกล่าวทีÉถูกกระตุ้นแล้วจะทําการศึกษาฤทธิ Í ต้านการเกิดออกซิเดชันของสารสกัด

ทีÉได้จากผลไม้ไทย 

  ทําการวัดปริมาณ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์โดยใช้สาร 2,7-dichlorodihydro-

fluorescein diacetate (DCF-DA) ซึÉงเมื Éอทําปฏิกิริยากับ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์จะได้สารเรือง

แสงทีÉชื Éอว่า DCF เซลล์ HEK-293 จํานวน 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 24-well plates จะถูกกระตุ้น

ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย (crude extract) ในปริมาณต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั É วโมง 

หลังจากนั Êนเซลล์จะถูกกระตุ้นให้เกิด ROS โดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปริมาณ 200 ไมโครโมลาร ์

(µM) เป็นเวลา 1 ชั É วโมง จากนั Êนเซลล์จะถูกล้างด้วย PBS (phosphate buffer saline) และเติมสาร 

DCFH-DA ลงไป เก็บเซลล์ไว้ในทีÉมืด เป็นเวลา 30 นาที และล้างเซลล์อีกครั Ê งด้วย PBS จากนั Êนทํา

การวัดปริมาณการเปล่งแสงของ DCF (fluorescent intensity) โดยใช้เครื Éอง multi-detection 

microplate reader (BioTek Instruments) ทีÉความยาวคลืÉน 485 nm สําหรับ excitation และทีÉความ

ยาวคลืÉน 530 nm สําหรับ emission 

 

2.4.7.2 การวัดปริมาณ reactive oxygen species (ROS) ทีÉเกิดขึÊน โดยใช้กล้องฟลูออเรสเซ้นต์ 

(fluorescent microscope) 

  ทําการวัดปริมาณ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์โดยใช้สาร 2,7-dichlorodihydro 

fluorescein diacetate (DCF-DA) ซึÉงเมื Éอทําปฏิกิรยิากับ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์จะได้สารเรือง

แสงทีÉชื Éอว่า DCF เซลล์ HEK-293 จํานวน 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 35-mm glass based dish จะ

ถูกกระตุ้นด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของใบรางจืดในปริมาณต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั É วโมง หลังจากนั Êน

เซลล์จะถูกกระตุ้นให้เกิด ROS โดยใช ้H2O2 ปริมาณ 200 µM เป็นเวลา 1 ชั É วโมง จากนั Êนเซลล์จะถูก

ล้างด้วย PBS และเติมสาร DCFH-DA ลงไป เก็บเซลล์ไว้ในทีÉมืดเป็นเวลา 30 นาที จากนั Êนทําการวัด

ปริมาณการเปล่งแสงของ DCF (DCF fluorescent intensity) โดยใช้กล้องฟลูออเรสเซ้นต ์

 

2.4.8 ทดสอบฤทธิÍ ของสารสกัดทีÉได้จากผลไม้ไทยต่อการสร้าง antioxidant enzymes 

2.4.8.1 ว ัดปริมาณ mRNA ของ antioxidant genes  

หลังจากทราบว่าสารสกัดผลไม้ไทยชนิดใดทีÉมฤีทธิ Í ต้านออกซิเดชันในเซลล์แลว้ต่อไป 

จะทําการทดสอบว่าสารสกัดดังกล่าวสามารถกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ต้านออกซิเดชันชนิดต่างๆ  ได้

หรอืไม่ โดยการวัดปริมาณของ mRNA ทีÉเพิÉมขึÊนหลังการกระตุ้นด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้

ไทย เนื ÉองจากปริมาณทีÉเพิÉมขึÊนของ antioxidant enzymes ต่างๆ จะเป็นตัวบ่งบอกถึงฤทธิ Í ต้าน

ออกซิเดชัน โดยทําการวัดปริมาณของ mRNA ของ antioxidant enzymes โดยวิธี RT-qPCR ดังนีÊ 

 ในขั Ê นตอนแรก ทําการสกัด RNA ของเซลล์โดยใช้ชุดสกัด Rneasy Mini kit 

(Qiagen) หลังจากนั Êนนํา RNA ทีÉสกัดได้จากเซลล์มาว ัดปริมาณของ mRNA ทีÉเพิÉมขึÊนหลังการกระตุ้น
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ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย โดยใช้ชุดทดสอบจาก KAPA SYBR FAST One-step RT-

qPCR kit (KAPA biosystems) และนําตัวอย่างเข้าเครื Éอง Mx 3005p Real Time PCR system 

(Stratagene) เพื Éอวิเคราะห์ปริมาณ mRNA และ primer ทีÉใช้ในการวัดการสร้าง mRNA ของยีนต่างๆ 

ได้แสดงไว้ในตารางทีÉ 4 

   

ตารางทีÉ 4. ลําดับ sequence ของ primers ของเอนไซม์ต้านออกซิเดชันชนิดต่างๆ  

Gene specific primers Sequences 

Human GPx-1 Sense 

Antisense 
5-ctcttcgagaagtgcgaggt-3;  
5-tcgatgtcaatggtctggaa-3 

Human catalase Sense 

Antisense 
5-gcagatacctgtgaactgtc-3 
5-gtagaatgtccgcacctgag-3 

Human heme oxygenase-1 Sense 

Antisense 
5-caggcagagaatgctgag-3 
5-gcttcacatagcgctgca-3 

Human Mn-SOD Sense 

Antisense 
5-gcacattaacgcgcagatca-3 
5-agcctccagcaactctcctt-3 

Human SOD1 Sense 

Antisense 
5-aaggccgtgtgcgtgaa-3 
5-caggtctccaacatgcctct-3 

Human GST Sense 

Antisense 
5-cggagacctcaccctgtaccagtc-3 
5-gcagcaagtccagcaggttgtagtca-3 

Human GRe Sense 

Antisense 
5-cagtgggactcacggaagat-3 
5-ttcactgcaacagcaaaacc-3 

Human GAPDH (ตัวควบคุม) Sense 

Antisense 
5-cgagatccctccaaaatcaa-3 
5-gtcttctgggtggcagtgat-3 

หมายเหตุ: catalase (CAT), glutathione peroxidases-1 (GPx-1), heme oxygenase-1 (HO-1), 

manganese superoxide dismutases (Mn-SOD),  superoxide dismutases-1 (SOD-1),  

glutathione S-transferase (GST), glycyl radical enzyme (GRe) และ glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

 

2.4.8.2 วัดปริมาณโปรตีนของ antioxidant enzymes โดยวิธี Western blotting  

 หลังจากทราบว่าสารสกัดผลไม้ไทยชนิดใดทีÉมฤีทธิ Íต้านออกซิเดชันในเซลล์แล้ว

ต่อไปจะทําการทดสอบว่าสารสกัดดังกล่าวสามารถกระตุ้นการสร้างเอนไซมต์้านออกซิเดชัน 

(antioxidant enzymes) ได้หรือไม่ โดยการวัดปริมาณโปรตีน (protein expression) ทีÉเพิÉมขึÊนหลังการ

กระตุ้นด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย เนื ÉองจากปริมาณทีÉเพิÉมขึÊนของ antioxidant 
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enzymes ต่างๆ จะเป็นตัวบ่งบอกถึงฤทธิ Íต้านออกซิเดชัน โดยทําการวัดปริมาณโปรตีนของ 

antioxidant enzymes ชนิดต่างๆ โดยวิธี Western blotting ดังนีÊ 

 หลังจากกระตุ้นด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย เซลล์ HEK-293 จะถูก

ล้างด้วย phosphate buffer saline (PBS) จากนั Êนเซลล์จะถูกย่อยเพืÉอสกัดเอาเฉพาะโปรตีนด้วย lysis 

buffer ซึÉงประกอบด้วย 20mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.8% Triton X-100, 150 mM NaCl, 2 mM 

EDTA, 10% glycerol, 100 µM PMSF, 5 µg/ml aprotinin and 5 µg/ml leupeptin จากนั Êนนําไปป ั É น

ตกตะกอนทีÉ 12,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที แล้วเก็บเอาส่วนทีÉเป็น supernatant เอาไว้ โดยทําการ

หาปริมาณของโปรตีนทั Ê งหมดใน supernatant ด้วย Bio-rad protein assay kit โดยใช้ bovine serum 

albumin เป็นสารมาตรฐาน 

 ดูด supernatant ประมาณ 10-20 µl (โดยคํานวณให้ปริมาณ total protein ในแต่

ละตัวอย่างมีปริมาณเท่ากัน) ผสมกับ 4xloading buffer แล้วนําไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิทีÉ 95 C 

เป็นเวลา 5 นาที จากนั Êนใส่สารดังกล่าวลงไปใน 10% SDS-PAGE ทําการ run gel ด้วยเครื Éอง gel 

electrophoresis เป็นเวลา 2-3 ชั É วโมง 

 นําแผ่นเจลทีÉได้ มาวางทับกับ PVDF membrane ทําการ transfer โปรตีน

ทั Ê งหมดทีÉอยู่บนเจลไปยังแผ่น PVDF โดยใช้ transfer buffer ทําการ transfer เป็นเวลา 2 ชั É วโมง 

จากนั Êนนําเอาแผ่น PVDF มาใส่ใน blocking agent (5% skimming milk) วางบนเครื Éอง rocker เป็น

เวลา 1 ชั É วโมง 

 ล้างแผ่น PVDF แล้วแช่ลงในสารละลายทีÉมี primary antibodies เช่น anti-GPx, 

anti-catalase, anti-MnSOD และ anti-GAPDH (ความเข้มข้นของ antibody เท่ากับ 1:2000) เป็น

เวลาค้างคืน (overnight) จากนั Êนทําการล้างแผ่น PVDF แล้วแช่แผ่นลงในสารละลายทีÉมี secondary 

antibodies เช่น HRP-conjugated anti-rabbit antibody วางบนเครื Éอง rocker เป็นเวลา 1 ชั É วโมง  

 ล้างแผ่น PVDF และนําแผ่นดังกล่าวแช่ลงในสารละลายทีÉมี chemiluminescent 

reagent (Chemiluminescence detection system) เป็นเวลา 5 นาที จากนั Êนนําแผ่น PVDF ไปส่อง

เพื Éอหา band ของโปรตีนทีÉสนใจด้วยเครื Éอง Gel documentation (Syngene) หรือเครื Éอง Medical X-

ray processor (Kodak) 
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บททีÉ 3 ผลการวิจ ัย 

 

3.1 การเตรียมสารสกัดผลไม้ 

การเตรียมสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ 11 ชนิด พบว่า % yield และลักษณะสารสกัด

ด้วยเมทานอลจากผลไม้แต่ละชนิดหลังทําให้แห้งด้วย rotary evaporator และ freeze dryer แตกต่าง

กันดังในตารางทีÉ 5 

 

ตารางทีÉ 5. ปริมาณและลักษณะของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย 11 ชนิด 

ผลไม้ นํÊาหนัก

เนืÊอสด 

(g) 

นํÊาหนัก

เนืÊอแห้ง 

(g) 

นํÊาหนักสาร

สกัด (g)/50 g 

เนืÊอแห้ง 

% 

yield* 

ลักษณะสารสกัด

ด้วยเมทานอลหลงั

ทําให้แห้ง 

มะเม่าไข่ปลา 107.0 27.9 9.27** 4.83 สารหนืดสีม่วงแดง 

จําปาดะ 1,106.7 370.7 10.23 6.85 สารหนืดสีเหลือง 

ตะลิงปลิง 3,368.2 209.3 21.57 2.68 สารหนืดสีเหลืองเขียว 

ทุเรียนหมอนทอง 920.8 367.2 6.09 4.86 สารหนืดสีเหลืองอ่อน 

เชอร์รไีทย 570.0 54.5 23.02 4.40 สารหนืดสีเหลือง 

มะมุด 2,983.9 535.2 18.78 6.74 สารหนืดสีเหลือง 

มะม่วงอกร่อง 1,264.4 229.9 25.08 9.12 สารหนืดสีเหลือง 

กล้วยนํÊาว้า 1,056.6 328.5 11.64 7.24 สารหนืดสีเหลืองอ่อน 

กระท้อนทับทิม 1,308.1 242.1 25.08 9.28 สารหนืดสีชมพ ู

ชมพู่มะเหมีÉยว 1,364.1 125.9 23.20 4.28 สารหนืดสีแดง 

พุทรานมสด 940.0 109.7 32.70 7.63 สารหนืดสีเหลืองอ่อน 

*คิดต่อนํÊาหนักเนืÊอผลสด 

**นํÊาหนักสารสกัดต่อนํÊาหนักเนืÊอแห้งรวมเมล็ด  

 

3.2 การทํา fingerprint ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้แต่ละชนิดโดยวิธี TLC  

 การทํา fingerprint ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้แต่ละชนิดโดยวิธี TLC โดยใช้ว ัฏ

ภาคคงทีÉเป็น Silica gel 60 F254 ว ัฏภาคเคลื ÉอนทีÉเป็น methanol : methylene chloride [1:9] และ 

ethyl acetate : methylene chloride : formic acid : acetic acid : นํÊา [100:25:10:10:11] ตรวจสอบ

แถบสารด้วย UV detector ความยาวคลืÉน 254 และ 365 nm และพ่นด้วย 30% sulfuric acid ใน 

methanol และ natural products-polyethylene glycol reagent (NP/PEG) ได้ผลดัง (รูปทีÉ 1 และ 2) 

จากข้อมูล TLC chromatograms พบว่าสารประกอบในสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมแ้ต่

ละชนิดแตกต่างกัน เมื Éอตรวจสอบสารกลุ่ม flavonoids โดยพ่นแผ่น TLC ด้วย NP/PEG พบว่าสาร

สกัดด้วยเมทานอลของมะเม่าไข่ปลา ตะลิงปลิง เชอร์รีไทย และกระท้อนทับทิม น่าจะมีสารกลุ่ม 

flavonoids เนื Éองจากปรากฏแถบเรืองแสงสีเหลืองสีส้ม และสีเหลืองเขียว ภายใต้ UV 365 nm  
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A B 

C D 

E F 

 

รูปทีÉ 1. TLC chromatograms ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย 11 ชนิด คือ 1: มะเม่า

ไข่ปลา, 2: จําปาดะ, 3: ตะลิงปลิง, 4: ทุเรียน-หมอนทอง, 5: เชอร์รไีทย, 6: มะมุด, 7: มะม่วงอกร่อง, 

8: กล้วยนํÊาว้า, 9: กระท้อนทับทิม, 10: ชมพู่มะเหมีÉยว, 11: พุทรานมสด และสารเทียบ 12: gallic 

acid; ว ัฏภาคเคลื ÉอนทีÉ methanol : methylene chloride [1:9]; Detector: A = UV 254 nm, B = UV 

366 nm, C = white light, D = 30% H2SO4/ white light, E = 30% H2SO4/ UV 366 nm, F = 

NP/PEG/ UV 366 nm  
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A B 

C D 

E F 

 

รูปทีÉ 2. TLC chromatograms ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ 11 ชนิด คือ 1: มะเม่าไข่

ปลา, 2: จําปาดะ, 3: ตะลิงปลิง, 4: ทุเรียน-หมอนทอง, 5: เชอร์รไีทย, 6: มะมุด, 7: มะม่วงอกร่อง, 8: 

กล้วยนํÊาว้า, 9: กระท้อนทับทิม, 10: ชมพู่มะเหมีÉยว, 11: พุทรานมสด และสารเทียบ 12: gallic acid; 

ว ัฏภาคเคลื ÉอนทีÉ ethyl acetate : methylene chloride : formic acid : acetic acid : นํÊา 

[100:25:10:10:11]; Detector: A = UV 254 nm, B = UV 366 nm, C = white light, D = 30% 

H2SO4/ white light, E = 30% H2SO4/ UV 366 nm, F = NP/PEG/ UV 366 nm 
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3.3 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณ total phenolic content ด้วยวิธี Folin Ciocalteu Colorimetry  

 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu colorimetry ของสารสกัด

ด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยทั Êง 11 ชนิด ในรูปของ gallic acid equivalent/100 g ของสารสกัด และ

ตัวอย่างแห้ง โดยเปรียบเทียบการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 765 nm ของสารสกัดด้วยเมทานอล

ของผลไมไ้ทยหลังทําปฏิกิริยากับ Folin Ciocalteu reagent (ภาคผนวก ก, ตารางทีÉ 9) กับกราฟ

มาตรฐานดูดกลืนแสงของ gallic acid ทีÉความเข้มข้นต่างๆ (ภาคผนวก ก, ตารางทีÉ 8) พบว่าสารสกัด

ของเชอร์รไีทยมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมมากทีÉสุด รองลงมาคือกระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่

ปลา โดยมีค่าเท่ากับ  16,450.7, 2,597.1 และ 2,036.9 mg gallic acid equivalent ในสารสกัด 100 g 

ตามลําดับ และเท่ากับ 723.8, 241.0 และ 98.3 mg gallic acid equivalent ในเนืÊอผลไม้สด 100 g 

ตามลําดับ ส่วนในเนืÊอผลไม้แห้งพบว่าในเนืÊอแห้งของเชอร์รไีทยมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

มากทีÉสุด รองลงมาคือกระท้อนทับทิม และตะลิงปลิง โดยมีค่าเท่ากับ 7,573.9, 1,302.7 และ 543.5 

mg gallic acid equivalent ในเนืÊอผลไมแ้ห้ง 100 g ตามลําดับ  (ตารางทีÉ 6) 

 

ตารางทีÉ 6. ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ในรูป gallic acid equivalent/100 g ของสารสกัด 

และผลไม้แห้งและสด 

gallic acid equivalent  สารสกัดด้วย    

เมทานอลของ

ผลไม้   
 mg/100 g สารสกัด mg/100 g ผลไม้แห้ง 

mg/100 g ผลไม้สด 

มะเม่าไข่ปลา 2,036.9 ± 134.1 377.6 ± 24.9 98.4 ± 6.5 

จําปาดะ 313.1 ± 33.3 64.1 ± 6.8 21. 5 ± 2.3 

ตะลิงปลิง 1,259.9 ± 51.1 543.5 ± 22.0 33.8 ± 1.4  

ทุเรียนหมอนทอง 198.5 ± 14.7 24.2 ± 1.8 9.6 ± 0.7 

เชอร์รไีทย 16,450.7 ± 839.5 7573.9 ± 386.5 723.8 ± 36.9 

มะมุด 576.1 ± 46.8 216.4 ± 17.6 38.8 ± 3.2 

มะม่วงอกร่อง 497.7 ± 14.6 249.6 ± 7.3 45.4 ± 1.3 

กล้วยนํÊาว้า 4.7 ± 2.0 1.1 ± 0.5 0.3 ± 0.2 

กระท้อนทับทิม 2,597.1 ± 177.9 1302.7 ± 89.2 241.0 ± 16.5 

ชมพู่มะเหมีÉยว 690.4 ± 21.2 320.3 ± 9.8 29.6 ± 0.9 

พุทรานมสด 593.6 ± 45.3 388.2 ± 29.6 45.3 ± 3.4 

 

3.4 ผลการทดสอบฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)  

3.4.1 TLC method 

การตรวจสอบฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วย TLC พบว่าหลังจากพ่นสารละลาย DPPH ใน 

methanol บนแผ่น TLC ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมช้นิดต่างๆ ทีÉแยกโดยใช้ว ัฏภาคคงทีÉ
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เป็น Silica gel 60 F254 และวัฏภาคเคลื ÉอนทีÉเป็น methanol: methylene chloride [1:9] และ ethyl 

acetate : methylene chloride : formic acid : acetic acid : นํÊา [100:25:10:10:11] ได้ผลดังรูปทีÉ 3 

 

A B 

C D 

E F 

 

รูปทีÉ 3. TLC chromatograms ฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดด้วยเมทานอลของ

ผลไม้ 11 ชนิด คือ 1: มะเม่าไข่ปลา, 2: จําปาดะ, 3: ตะลิงปลิง, 4: ทุเรียน-หมอนทอง, 5: เชอร์รไีทย, 

6: มะมุด, 7: มะม่วงอกร่อง, 8: กล้วยนํÊาว้า, 9: กระท้อนทับทิม, 10: ชมพู่มะเหมีÉยว, 11: พุทรานมสด 

และสารเทียบ 12: gallic acid; ว ัฏภาคเคลื ÉอนทีÉ A, C, E = MeOH : CH2Cl2 [1:9] และ B, D, F = 

EtOAc : CH2Cl2 : formic acid : acetic acid : นํÊา [100:25:10:10:11], ตรวจสอบหลังพ่นสารละลาย 

DPPH  A, B = 0 ชั É วโมง; C, D = 8 ชั É วโมง; E, F = 24 ชั É วโมง 

 

1     2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 

1     2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 1     2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 

1     2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 

1     2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 1     2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 



20 

 จากรูปพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมท้ีÉมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH มากน้อย

ต่างกัน โดยสารสกัดทีÉมีฤทธิ Í มากจะปรากฏแถบสีเหลืองทันที (ทีÉเวลา 0 ชั É วโมง) หลังจากพ่น TLC 

ด้วยสารละลาย DPPH และพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทยมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

ดีทีÉสุด เนื Éองจากปรากฎแถบสีเหลืองชัดเจนกว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมช้นิดอื Éน นอกจากนีÊ

ย ับแถบสีเหลืองได้ในสารสกัดกระท้อนทับทิม มะเม่าไข่ปลา มะม่วงอกร่อง และตะลิงปลิง  แต่ปรากฏ

แถบสีเหลืองมากขึÊนในทุกสารสกัด เมื Éอเก็บแผ่น TLC ไว ้8 และ 24 ชั É วโมง แสดงให้เห็นว่าในสารสกัด

ด้วยเมทานอลของผลไม้แต่ละชนิดมีสารทีÉมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกันทั Ê งชนิดและปริมาณ 

โดยสารสกัดเชอร์รไีทยมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระดีทีÉสุด 

 

3.4.2 Microplate method 

การหาค่าร้อยละของการยับยั Ê งอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกดัด้วยเมทานอลของผลไม้ทีÉ

ความเข้มข้น 0.5 และ 1 mg/ml ได้ผลดังตารางทีÉ 7 

 

ตารางทีÉ 7. ฤทธิÍ ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ทีÉความเข้มข้น 

0.5 และ 1.0 mg/ml และความเข้มข้นทีÉสามารถยับยั Ê งอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 

ผลไม้ % inhibition ± SD  ทีÉ  

1.0  mg/ml 

% inhibition ± SD   ทีÉ 

0.5 mg/ml 

IC50  (µg/ml) 

มะเม่าไข่ปลา 67.6 ± 0.3 27.8 ± 1.6 648.0 ± 6.2 

จําปาดะ 15.4 ± 1.5 8.4 ± 0.3 ND 

ตะลิงปลิง 30.7 ± 2.0 16.0 ± 1.6 ND 

ทุเรียนหมอนทอง 6.8 ± 1.0 4.2 ± 0.7 ND 

เชอร์รไีทย 96.6 ± 0.4 96.7 ± 0.7 45.0 ± 1.9 

มะมุด 25.6 ± 1.3 9.8 ± 1.1 ND 

มะม่วงอกร่อง 44.8 ± 0.7 16.3 ± 1.7 ND 

กล้วยนํÊาว้า 5.2 ± 1.2 3.5 ± 0.1 ND 

กระท้อนทับทิม 84.7 ± 1.4 55.8 ± 1.0 415.8 ± 1.4 

ชมพู่มะเหมีÉยว 16.8 ± 1.1 12.7 ± 1.5 ND 

พุทรานมสด 4.4 ± 0.9 4.0 ± 0.7 ND 

Tolox - - 4.1 ± 0.3 

Tolox = positive control 

ND = not determine เนื ÉองจากทีÉความเข้มข้นของสารสกัด 1.0 mg/ml มีฤทธิ Íย ับย ั Ê งอนุมูลอิสระ 

DPPH ไดน้้อยกว่าร้อยละ50 
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ผลจากตารางทีÉ 7 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย มีฤทธิ Íต้านอนุมูล

อิสระ DPPH ดีทีÉสุดเนื Éองจากมีค่าร้อยละของการยับยั Ê งมากทีÉสุดทีÉความเข้มข้นของสารสกัด 0.5 และ 

1.0 mg/ml และมากกว่าร้อยละ 90 รองลงมาคือสารสกัดด้วยเมทานอลของกระท้อนทับทิม มะเม่าไข่

ปลา มะม่วงอกร่อง สารสกัดทีÉมีฤทธิ Í ย ับย ั Ê งอนุมูลอิสระ DPPH มากกว่าร้อยละ 50 ทีÉความเข้มข้น 1.0 

mg/ml ได้แก่ สารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา นํามาวิเคราะห์

หาค่า IC50 ได้ผลดังตารางทีÉ 7 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทยมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ 

DPPH มากทีÉสุดด้วยค่า IC50 เท่ากับ 45.0 ± 1.9 µg/ml ส่วนสารสกัดด้วยเมทานอลของกระท้อน

ทับทิมและมะเม่าไข่ปลามีค่า IC50 เท่ากับ 415.8 ± 1.4 และ 648.0 ± 6.2 µg/ml ตามลําดับ 

 

3.5 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity test) โดยวิธี MTT assay 

ก่อนทีÉจะทําการทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยใน

เซลล์ จะต้องทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดเพื Éอหาความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของ

ผลไมไ้ทยทีÉไม่มีพิษต่อเซลล์  

ในการทดสอบความเป็นพิษนั Êนใช้เซลล์ทีÉได้จากตับ คือ HEK-293 เนื Éองจากว่าเซลล์ชนิดนีÊ

เป็นเซลล์ปกติ และมีการศึกษาถึงฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันอย่างแพร่หลาย ผลการทดสอบพบว่าความ

เข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยตั Ê งแต่ 0.01-100 µg/ml ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 

HEK-293 (รูปทีÉ 4) ทีÉใช้ทดสอบ โดยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยทั Ê ง 11 ชนิดทีÉความเข้มข้น

น้อยกว่า 100 µg/ml มีจํานวนเซลล์ทีÉมีชีว ิตมากกว่าร้อยละ 90 เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) 

เมื Éอความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยเพิÉมขึÊนมากกว่าหรือเท่ากับ 1 และ 2 mg/ml 

พบว่าจํานวนเซลล์ HEK-293 ทีÉมีชีว ิตมีจํานวนลดลงเหลือน้อยกว่าร้อยละ 80 เมื Éอเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม  

ดังนั Êนคณะผู้ว ิจ ัยจึงเลือกความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยทีÉ 10 และ 

100 µg/ml เพื Éอทําการทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยในเซลล์

ต่อไป เนื ÉองจากทีÉความเข้มข้นดังกล่าวไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ HEK-293  
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รูปทีÉ 4. ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย  

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละของเซลล์ทีÉมีชีว ิตต่อความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอล

ของผลไมไ้ทย สารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยจะถูกทดสอบความเป็นพิษในเซลล์เซลล์ HEK-

293 โดยใช้ความเข้มข้นของสารสกัดตั Ê งแต่ 0.01 µg/ml จนถึง 2 mg/ml โดยวิธี MTT assay (จํานวน

ครั Ê งของการทดลอง เท่ากับ 4) ข้อมูลทีÉได้จะอยู่ในรูปของ ค่าเฉลีÉย  ค่าความคลาดเคลื Éอนมาตรฐาน

ของการวัด (mean  SEM) 
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3.6 ผลการทดสอบฤทธิÍ ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย 

3.6.1 การวัดปริมาณ reactive oxygen species (ROS) ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ โดยใช้เครืÉอง 

fluorescent microplate reader 

ในการทดลองนีÊจะใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการสร้าง ROS 

และทําการทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย โดยดูว่าสารสกัด

ด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยสามารถลดการเกิด ROS ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 ได้หรอืไม่ 

 จากการทดลองพบว่า เมื Éอเซลล์ HEK-293 ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ปริมาณ 200 µM เป็นเวลา 

1 ชั É วโมงจะทําให้ปริมาณของ ROS เพิÉมขึÊนภายในเซลล์ (intracellular ROS production) อย่างมี

นัยสําคัญ (P < 0.05) เมื Éอเปรียบเทียบกับกลุ่ม control ซึÉงใช้ตัวทําละลาย (vehicle) เพยีงอย่างเดียว 

(รูปทีÉ 5)  
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รูปทีÉ 5. ฤทธิÍ ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย โดยการวัดปริมาณ 

ROS ภายในเซลล์ด้วย fluorescent microplate reader 

กราฟแสดงผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยทั Ê ง 11 ชนิดในการยับยั Ê งการสร้าง ROS 

ภายในเซลล์ HEK-293 ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 ทีÉความเข้มข้นของสารสกัด 10 และ 100 µg/ml 

เทียบกับ วิตามินซี ทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µM (จํานวนครั Ê งของการทดลองเท่ากับ 4) ข้อมูลทีÉได้

จะอยู่ในรูปของค่าเฉลีÉย  ค่าความคลาดเคลื Éอนมาตรฐานของการวัด (mean  SEM) *P < 0.05 

เทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle) และ #P < 0.05 เทียบกับกลุ่มทีÉได้ร ับ H2O2 อย่างเดียว 
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 เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของมะมุด ทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µg/ml ก่อนทีÉจะ

กระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะมุด มีแนวโน้มทีÉจะลดลดปริมาณของ ROS ทีÉ

เกิดขึÊนภายในเซลล ์ในขณะทีÉเมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง ทีÉความเข้มข้น 

10 µg/ml ก่อนทีÉจะกระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง ไม่มีผลลด

ปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ แต่เมื Éอความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วง

อกร่องเพิÉมขึÊนเป็น 100 µg/ml พบว่าสามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนได้อย่างมีนัยสําคัญ (P < 

0.05) (รูปทีÉ 6) ซึÉงฤทธิ Í ในการยับยั Ê งการสร้างอนุมูลอิสระ ROS ของสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วง

อกร่องทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml ใกล้เคียงกับฤทธิ Í ของวิตามินซี  ทีÉความเข้มข้น 10 µM 

 เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของพุทรานมสด ทีÉความเข้มข้น 10 µg/ml ก่อนทีÉจะ

กระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของพุทรานมสด ไม่มีผลลดปริมาณของ ROS ทีÉ

เกิดขึÊนภายในเซลล์ แต่เมื Éอความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของพุทรานมสดเพิÉมขึÊนเป็น 100 

µg/ml พบวา่สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนได้อย่างมีนัยสําคัญ (P < 0.05) (รูปทีÉ 6) ซึÉงฤทธิ Í

ในการยับยั Ê งการสร้างอนุมูลอิสระ ROS ของสารสกัดด้วยเมทานอลของพุทรานมสดทีÉความเข้มข้น 

100 µg/ml ใกล้เคียงกับฤทธิ Í ของ วิตามินซี  ทีÉความเข้มข้น 10 µM ในขณะทีÉ เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัด

ด้วยเมทานอลของชมพู่มะเหมีÉยว ทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µg/ml ก่อนทีÉจะกระตุ้นด้วย H2O2 

พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของชมพู่มะเหมีÉยว สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์

ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P < 0.05) (รูปทีÉ 6) ซึÉงฤทธิ Í ในการยับยั Ê งการสร้างอนุมูลอิสระ ROS ของสารสกัด

ด้วยเมทานอลของชมพู่มะเหมีÉยวทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µg/ml ใกล้เคียงกับฤทธิ Í ของ วิตามินซี  

ทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µM, เรียงตามลําดับ 

 เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของตะลิงปลิง ทีÉความเข้มข้น 10 µg/ml ก่อนทีÉจะ

กระตุ้นด้วย H2O2 พบวา่สารสกัดด้วยเมทานอลของตะลิงปลิง ไม่มีผลลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊน

ภายในเซลล์ แต่เมื Éอความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของตะลิงปลิงเพิÉมขึÊนเป็น 100 µg/ml 

พบว่าสามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนได้อย่างมีนัยสําคัญ (P < 0.05) (รูปทีÉ 5) ซึÉงฤทธิ Í ในการ

ยับยั Ê งการสร้างอนุมูลอิสระ ROS ของสารสกัดด้วยเมทานอลของตะลิงปลิงทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml 

ใกล้เคียงกับฤทธิ Í ของ วิตามินซี  ทีÉความเข้มข้น 10 µM ในขณะทีÉ เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทา

นอลของเชอร์รไีทย ทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µg/ml ก่อนทีÉจะกระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าสารสกัด

ด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได้อย่างมีนัยสําคัญ 

(P < 0.05) (รูปทีÉ 5) ซึÉงฤทธิ Í ในการยับยั Ê งการสร้างอนุมูลอิสระ ROS ของสารสกัดด้วยเมทานอลของ

เชอร์รไีทยทีÉความเข้มข้น 10 และ 100 µg/ml ใกล้เคียงกับฤทธิ Í ของ วิตามินซี  ทีÉความเข้มข้น 10 µM 

 เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของจําปาดะ ทุเรียนหมอนทอง หรือกล้วย ทีÉความ

เข้มข้น 10 และ 100 µg/ml ก่อนทีÉจะกระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมท้ ั Ê งสาม

ชนิด ไม่สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได ้(รูปทีÉ 5) 

 เมื Éอเซลล์ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของกระท้อนทับทิม หรือมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 

10 µg/ml ก่อนทีÉจะกระตุ้นด้วย H2O2 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมท้ ั Ê งสองชนิดทีÉความเข้ม

ดังกล่าว ไม่สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได้ แต่เมื ÉอเพิÉมความเข้มข้นของสาร

สกัดด้วยเมทานอลของกระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา เป็น 100 µg/ml พบว่าสารสกัดด้วยเมทา
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นอลของผลไมท้ ั Ê งสองชนิดสามารถยับยั Ê งการสร้าง ROS ทีÉถูกเหนีÉยวนําจาก H2O2 ได้อย่างมีนัยสําคัญ 

(P < 0.01) ซึÉงฤทธิ Í ในการยับยั Ê งการสร้างอนุมูลอิสระ ROS ของสารสกัดด้วยเมทานอลของกระท้อน

ทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml ใกล้เคียงกับฤทธิ Í ของ วิตามินซี  ทีÉความเข้มข้น 

10 µM (รูปทีÉ 5) 

 

3.6.2 การวัดปริมาณ reactive oxygen species (ROS) ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ โดยใช้กล้อง 

fluorescent microscope 

จากรูปทีÉ 6 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยบางชนิด ทีÉความเข้มข้น 10 

และ 100 µg/ml สามารถยับยั Ê งการสร้าง ROS ภายในเซลล์ ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 ในขั Ê นตอน

ต่อไป คณะผู้ว ิจ ัยได้ศึกษาถึงฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยเพิÉมเติม 

โดยการวัด fluorescent intensity ของสาร DCF ทีÉเกิดจาก ROS ทําปฏิกิริยากับ DCF-HA ซึÉงเป็น

สารเรืองแสงสีเขียว ภายใตก้ล้องฟลูออเรสเซ้นต ์

จากการทดลองพบว่า เมื Éอเซลล์ HEK-293 ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ปริมาณ 200 µM เป็นเวลา 

1 ชั Éวโมงจะทําให้เซลล์เรืองแสงสีเขียวเพิÉมมากขึÊนเมื Éอเทียบกับกลุ่มทีÉไม่ไดถู้กกระตุ้นด้วย H2O2 

(control) (รูปทีÉ 6) แสดงให้เห็นว่า ปริมาณของ ROS เพิÉมขึÊนภายในเซลล์หลังจากได้ร ับ H2O2 แต่เมื Éอ

เซลล์ HEK-293 ได้ร ับด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานมสด ชมพู่มะเหมีÉยว 

ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml พบว่าความเข้ม

ของสารเรืองแสงสีเขียวลดลงเล็กอย่างเห็นได้ช ัด เมื Éอเทียบกับกลุ่มทีÉไม่ได้ร ับสารสกัด (รูปทีÉ 6) แสดง

ให้เห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานมสด ชมพูม่ะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย 

กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊน

ภายในเซลล์ได ้ ซึÉงประสิทธิภาพในการลดปริมาณของ ROS ของสารสกัดดังกล่าวนีÊ เทียบเคียงได้กับ 

วิตามินซี  ทีÉความเข้มข้น 100 µM โดยดูได้จากปริมาณเซลล์ทีÉเรืองแสงสีเขียว มีปริมาณใกล้เคียงกัน 

อย่างไรก็ตาม เมื Éอเซลล์ HEK-293 ได้ร ับสารสกัดด้วยเมทานอลของมะมุด จําปาดะ ทุเรียน

หมอนทอง และกล้วยนํÊาว้า ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml ก่อนทีÉจะกระตุ้นด้วย H2O2 พบว่า ความเข้ม

ของสารเรืองแสงสีเขียวไม่ลดลง เมื Éอเทียบกับกลุ่มทีÉไม่ได้ร ับสารสกัด (รูปทีÉ 6) แสดงให้เห็นว่าสาร

สกัดด้วยเมทานอลของผลไมท้ ั Ê งสีÉชนิดนีÊ ไม่สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได้ 

ดังนั ÊนจากผลการทดลองนีÊสรุปได้ว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานมสด 

ชมพูม่ะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml มี

ฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน โดยไปยับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของ ROS ภายในเซลล์ HEK-293 กลไกในการออก

ฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยเหล่านีÊ อาจเกิดขึÊนจากการทีÉสารสําคัญ

ทีÉพบในสารสกัดดังกล่าวมีผลกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉเกีÉยวข้องกับการต้านออกซิเดชัน เช่น เพิÉม

การสร้างของเอนไซม์ catalase, glutathione peroxidase (GPx), heme oxygenase-1 (HO-1) และ 

superoxide dismutase (SOD) เป็นต้น หรืออาจมีผลเพิÉมการทํางานของเอนไซม์ดังกล่าวด้วย ดังนั Êน

ในการทดลองต่อไป คณะผู้ว ิจ ัยจะทดสอบฤทธิ Í ของสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานม

สด ชมพูม่ะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ต่อการสร้างเอนไซม์

เหล่านีÊ 



27 

 
 

รูปทีÉ 6. ฤทธิÍ ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย โดยใช้กล้อง 

fluorescent microscope 

รูปแสดงผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย 11 ชนิด ในการยับยั Ê งการสร้าง ROS ภายใน

เซลล ์HEK-293 ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 ทีÉความเข้มข้นสารสกัด 100 µg/ml เทียบกับ วิตามินซี  ทีÉ

ความเข้มข้น 100 µM โดยทําการวัด fluorescent intensity ของสาร DCF ซึÉงเป็นสารเรืองสีเขียวแสง

ภายใตก้ล้องฟลูออเรสเซ้นต์ (DCF, รปูบน) และทําการส่องเซลล์ด้วยแสงปกติ (Phase contrast, รูป

ล่าง) เพื Éอยืนย ันว่าสารเรืองแสงสีเขียวนั Êนอยู่ภายในเซลล์ ไม่ใช่เศษขยะหรือเซลล์ทีÉตายแล้ว (จํานวน

ครั Ê งของการทดลอง เท่ากับ 4)  
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3.7 ผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยต่อการสร้างเอนไซม์ทีÉออกฤทธิÍต้าน

ออกซิเดชัน  

3.7.1 ผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยต่อการสร้าง mRNA ของ antioxidant 

genes 

 จากผลการศึกษาข้างต้น จะเห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานมสด 

ชมพูม่ะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml 

สามารถลดปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได้  แสดงให้เห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของ

ผลไมด้ังกล่าว มีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน ดังนั Êนทางคณะผู้ว ิจ ัยจะศึกษากลไกในการออกฤทธิ Í ต้าน

ออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยเหล่านีÊ โดยวัดปริมาณของ mRNA ของ 

antioxidant genes ต่างๆ เช่น catalase, glutathione peroxidase (GPx), heme oxygenase-1 (HO-

1), manganese superoxide dismutase (Mn-SOD), CuZn-SOD และ glutathione reductase 

(GRe)  เป็นต้น ซึÉงสารสําคัญทีÉพบได้ในสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยอาจมีผลเพิÉมการสร้าง

ของเอนไซม์ต่างๆ นีÊได ้

 เมื Éอกระตุ้นเซลล์ HEK-293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของ เชอร์รไีทย ชมพูม่ะเหมีÉยว 

มะม่วงอกร่อง และตะลิงปลิง ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml พบว่าสามารถเพิÉมการสร้าง mRNA (mRNA 

expression) ของ Mn-SOD ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) (รูปทีÉ 7) เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม 

(vehicle) ในขณะทีÉสารสกัดด้วยเมทานอลของกระท้อนทับทิม พุทรานมสด และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความ

เข้มข้น 100 µg/ml ไม่มีผลต่อการสร้าง mRNA ของ Mn-SOD  

 เมื Éอกระตุ้นเซลล์ HEK-293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของ ชมพูม่ะเหมีÉยว กระท้อนทับทิม 

มะม่วงอกร่อง ตะลิงปลิง พุทรานมสด และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml พบว่าสามารถ

เพิÉมการสร้าง mRNA ของ GPx-1 ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) (รูปทีÉ 7) เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม 

ในขณะทีÉสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml ไม่มีผลต่อการสร้าง 

mRNA ของ GPx-1 

 เมื Éอกระตุน้เซลล์ HEK-293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย มะม่วงอกร่อง พุทรา

นมสด และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml พบว่าสามารถเพิÉมการสร้าง mRNA ของ 

catalase ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) (รูปทีÉ 7) เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะทีÉสารสกัดด้วยเม

ทานอลของชมพูม่ะเหมีÉยว กระท้อนทับทิม และตะลิงปลิง ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml ไม่มีผลต่อการ

สร้าง mRNA ของ catalase 

 เมื Éอกระตุ้นเซลล์ HEK-293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานมสด ชมพู่

มะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml พบว่า

ไม่มีผลต่อการสร้าง mRNA ของ CuZn-SOD, GRe และ HO-1 เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม  

 จากผลการทดลองนีÊ พบว่ามีเอนไซม์เพียง 3 ชนิด ได้แก่ Mn-SOD, GPx-1 และ catalase ทีÉ

ถูกเหนีÉยวนําการสร้าง mRNA ได้ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยชนิดต่างๆ ดังนั Êนในการ

ทดลองต่อไป คณะผู้ว ิจ ัยจะศึกษาผลการสกัดจากผลไม้ไทยเหล่านีÊ ต่อการสร้างโปรตีนของเอนไซม ์

Mn-SOD, GPx-1 และ catalase 
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รูปทีÉ 7. ผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยในการเหนีÉยวนําการสร้าง mRNA ของ 

antioxidant genes  

กราฟแสดงผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยในการเหนีÉยวนําการสร้าง mRNA ของ 

catalase, glutathione peroxidase (GPx), heme oxygenase-1 (HO-1), manganese superoxide 

dismutase (Mn-SOD), CuZn-SOD และ glutathione reductase (GRe) เซลล์ HEK-293 ทีÉความ

เข้มข้นของสารสกัดด ้100 µg/ml (จํานวนครั Êงของการทดลองเท่ากับ 4) ข้อมูลทีÉได้จะอยู่ในรูปของ

ค่าเฉลีÉย  ค่าความคลาดเคลื Éอนมาตรฐานของการวัด (mean  SEM) *P < 0.05 เทียบกับกลุ่ม

ควบคุม (vehicle)  

 

 

 

 



30 

3.7.2 ผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยต่อการสร้างโปรตีนของ antioxidant 

enzymes 

 จากรูปทีÉ 7 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยมีฤทธิ Í เพิÉมการสร้าง mRNA ของ Mn-

SOD, GPx-1 และ catalase ในเซลล์ HEK-293 ดังนั Êนคณะผู้ว ิจ ัยจะทดสอบผลของสารสกัดด้วยเมทา

นอลของผลไมไ้ทยว่ามีผลต่อการสร้างโปรตีนของเอนไซม์ทั Ê งสามดังกล่าวด้วย เมื Éอกระตุ้นเซลล์ HEK-

293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย มะม่วงอกร่อง และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 

µg/ml เป็นเวลา 24 ชั É วโมงพบว่าสามารถเพิÉมการสร้างโปรตีน (protein expression) ของเอนไซม์ 

catalase ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) (รูปทีÉ 7) เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle) จากรูปทีÉ 7 และ 

8 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย มะม่วงอกร่อง และมะเม่าไข่ปลา มีฤทธิ Í ต้าน

ออกซิเดชันได้โดยไปมีผลเพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ catalase   

 เมื Éอกระตุ้นเซลล์ HEK-293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย ชมพูม่ะเหมีÉยว มะม่วง

อกร่อง และตะลิงปลงิ ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั É วโมงพบว่าสามารถเพิÉมการสร้าง

โปรตีนของเอนไซม์ Mn-SOD ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) (รูปทีÉ 8) เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม จาก

รูปทีÉ 7 และ 8 พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย ชมพูม่ะเหมีÉยว มะม่วงอกร่อง และ

ตะลิงปลิง มฤีทธิ Í ต้านออกซิเดชันได้โดยไปมีผลเพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ Mn-

SOD  

 เมื Éอกระตุ้นเซลล์ HEK-293 ด้วยสารสกัดด้วยเมทานอลของชมพูม่ะเหมีÉยว กระท้อนทับทิม 

มะม่วงอกร่อง ตะลิงปลิง พุทรานมสด และมะเม่าไข่ปลา ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml เป็นเวลา 24 

ชั É วโมงพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมเ้หล่านีÊสามารถเพิÉมการสร้างโปรตีนของเอนไซม์ GPx-1 

ได้อย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) (รูปทีÉ 8) เมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม จากรูปทีÉ 7 และ 8 พบว่าสารสกัด

ด้วยเมทานอลของชมพูม่ะเหมีÉยว กระท้อนทับทิม มะม่วงอกร่อง ตะลิงปลิง พุทรานมสด และมะเม่าไข่

ปลามีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระได้โดยไปมีผลเพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ GPx-1 
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รูปทีÉ 8. ฤทธิÍ ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยต่อการสร้างโปรตีนของ antioxidant 

enzymes 

กราฟแสดงผลของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยทั Ê ง 7 ชนิดในการเหนีÉยวนําการสร้างโปรตีน 

ของ antioxidant enzymes ต่างๆ เช่น catalase, glutathione peroxidase (GPx) และ manganese 

superoxide dismutase (Mn-SOD) เซลล์ HEK-293 จะถูกทดสอบฤทธิ Í โดยใช้ความเข้มข้นของสาร

สกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยทีÉ 100 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั É วโมง ปริมาณโปรตีนของเอนไซม์

สามารถหาได้ด้วยวิธี Western blotting (จํานวนครั Ê งของการทดลองเท่ากับ 4) ข้อมูลทีÉได้จะอยู่ในรูป

ของค่าเฉลีÉย  ค่าความคลาดเคลื Éอนมาตรฐานของการวัด (mean  SEM) *P < 0.05 เทียบกับกลุ่ม

ควบคุม (vehicle) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

บททีÉ 4 สรุปและวิจารณ์ผลการวิจ ัย 

 

 ภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) มีความเกีÉยวข้องกับพยาธิสภาพของโรคต่างๆ 

เช่น โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคหัวใจและหลอดเลือด (Fearon and Faux, 2009) ดังนั Êนการยับยั Ê ง

ภาวะ oxidative stress ทีÉเกิดขึÊนภายในร่างกาย จึงส่งผลดีทําให้การเกิดโรคต่างๆ ชะลอลง ในร่างกาย

เองก็มีกลไกต้านทานการเกิดภาวะ oxidative stress อย่างไรก็ตาม เมื Éอระบบต่างๆ ในร่างกายทํางาน

ผิดปกติไปจากเดิม ทําให้กลไกนีÊทํางานได้น้อยลง ดังนั Êนการรับประทานพืช ผัก ผลไม้ทีÉมีฤทธิ Í ต้าน

อนุมูลอิสระ จะช่วยป้ องกันและยับยั Ê งภาวะ oxidative stress ทีÉเกดิขึÊนภายในเซลล์ หรือเนืÊอเยื Éอต่างๆ 

ในร่างกาย  

 ในป ั จจุบันพบว่าการรับประทานผลไม้ น่าจะมีผลลดอุบัติการณ์เกิดของโรคเรืÊอร ัง เนื Éองจากใน

ผลไม้มีสารสําคัญหลายชนิด เช่น สารประกอบฟินอลิก สารประกอบฟลาโวนอยด์ สารประกอบควิโนน 

วิตามินและอัลคาลอยด์ ต่างๆ ซึÉงมีรายงานวจิ ัยมากมายพบว่า สารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้

สามารถลดการเกิดภาวะ oxidative stress ทีÉเกิดขึÊนในร่างกายได้ (Basak et al., 2013; Gargantiel 

and Ysrael, 2014)  ฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ มักขึÊนอยู่ก ับชนิดของ

สารสกัด มีวิธีการสกัดมากมายและใช้สารสกัดหลากหลายเช่น นํÊา เอทานอล เมทานอล และตัวทํา

ละลายอินทรีย์ต่างๆ (Garcia-Salas et al., 2010) สําหรับชนิดของสารสกัดทีÉใช้สกัดผลไม้ เพื Éอ

ทดสอบฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ จะใช้สารละลายนํÊาทีÉมีส่วนประกอบของเมทานอลอยู่ระหว่างร้อยละ 50-

100 ทําการสกัดสารสําคัญทีÉมีอยู่ในผลไม้ (Cai et al., 2004) ในการวิจ ัยครั Ê งนีÊ คณะผู้ว ิจ ัยใช้เมทานอล

เป็นตัวทําละลายในการสกัดผลไม้ไทยทั Ê ง 11 ชนิด 

การสกัดผลไมไ้ทยทั Ê ง 11 ชนิด ด้วยเมทานอล พบว่าสารสกัดทีÉได้ส่วนใหญ่มีล ักษณะเป็นสาร

หนืดสีเหลืองและสีแดง ได้ปริมาณสารสกัดประมาณ 2.6-9.3 กรัม /100 g นํÊาหนักเนืÊอแห้ง การ

วิเคราะห์สารประกอบในสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมด้้วย TLC พบว่าสารสกัดของผลไม้แต่ละ

ชนิดมีองค์ประกอบแตกต่างกัน และพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะเม่าไข่ปลา ตะลิงปลิง เชอร์รี

ไทย และกระท้อนทับทิมน่าจะมีสารกลุ่มฟลาโวนอยดเ์นื Éองจากปรากฏแถบเรืองแสงสีเหลือง สีส้ม และ

สีเหลืองเขียว หลังจากตรวจสอบด้วย NP/PEG และดูภายใต้ UV 366 nm  

 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu colorimetry ของสารสกัด

ด้วยเมทานอลของผลไม้ทั Ê ง 11 ชนิดในรูปของ mg gallic acid equivalent/100 g ของสารสกัด และ

ตัวอย่างแห้ง พบว่าสารสกัดของเชอร์รไีทยมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมมากทีÉสุด รองลงมาคือ

กระท้อนทับทิม มะเม่าไข่ปลา และตะลิงปลิง โดยมีค่าเท่ากับ 16,450.7, 2,597.1, 2,036.9 และ 

1,259.9 mg gallic acid equivalent ในสารสกัด 100 g ตามลําดับ และพบว่าในเนืÊอแห้งของเชอร์รี

ไทยมปีริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมมากทีÉสุด รองลงมาคือกระท้อนทับทิม ตะลิงปลิง  และมะเม่าไข่

ปลา โดยมีค่าเท่ากับ 7,573.9, 1,302.7, 543.5 และ 377.6 mg gallic acid equivalent ในตัวอย่าง

แห้ง 100 g ตามลําดับ 

การทดสอบฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วย TLC และ microplate method พบว่าสารสกัด

ด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทยมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีทีÉสุด รองลงมาคือสารสกัดด้วยเมทานอล

ของกระท้อนทับทิม มะเม่าไข่ปลา มะม่วงอกร่อง และตะลิงปลิง ตามลําดับ  โดยสารสกัดด้วยเมทา
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นอลของเชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่าไข่ปลา มีค่าการยับยั Ê งอนุมูลอสิระ DPPH ทีÉความ

เข้มข้นของสารสกัด 1.0 mg/ml มากกว่าร้อยละ 50 จึงนํามาวิเคราะห์หาค่า IC50  พบว่าสารสกัดเชอร์

รไีทยมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 45.0 ± 1.9 µg/ml ส่วนสารสกัดกระท้อน

ทับทิมและมะเม่าไข่ปลามีค่า IC50 เท่ากับ 415.8 ± 1.45 และ 648.0 ± 6.2 µg/ml ตามลําดับ ซึÉงผล

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของผลไม้ในงานวิจ ัยนีÊสอดคล้องกับรายงานวิจ ัยทีÉผ่านมา ซึÉงศึกษาฤทธิ Í ต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH ของนํÊาผลไม้จากผลไม้ทีÉพบได้ในประเทศมาเลเชีย พบว่านํÊาผลไม้จากพุทรา มี

ฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระดีทีÉสุด รองลงมาได้แก่ กระท้อน ตะลิงปลิง  และชมพู่มะเหมีÉยว ตามลําดับ 

(Suliaman and Ooi, 2014) ผลทีÉได้จากงานวิจ ัยทั Ê งสองมีค่าการยับยั Ê งอนุมูลอิสระ DPPH แตกต่างกัน

ในผลไม้บางชนิด เนื Éองจากงานวิจ ัยนีÊ ทดสอบด้วยสารสกดัด้วยเมทานอลของผลไม้ทีÉสุกแล้ว ในขณะ

ทีÉงานวิจ ัยจากประเทศมาเลเชียทดสอบด้วยนํÊาผลไม้ จากผลไม้ทีÉย ังไม่สุก นอกจากนีÊอาจเป็นผลไม้คน

ละสายพันธุ ์

เมื Éอหาความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบฟินอลิก 

(total phenolic content) ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย พบว่าฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระมี

ความสัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบฟินอลิกทีÉพบในผลไม้ โดยสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมท้ีÉมี

ปริมาณฟินอลิกสูง จะมีฤทธิ Íต้านอนุมูลอิสระสูงเช่นกัน โดยมีค่า correlation สูง ซึÉงค่า R2 เท่ากับ 

0.9672 (รูปทีÉ 9) นอกจากค่าทีÉได้จากการวิเคราะห์โดยวิธี DPPH แล้ว ย ังสามารถหาค่า antioxidant 

capacity โดยใช้วิธีอื Éนๆ อีกเช่น FRAP (Ferric reducing antioxidant power) หรือ TEAC (Trolox 

equivalent antioxidant capacity) (Chen et al., 2014; Fu et al., 2010) ซึÉงงานวิจ ัยทีÉผ่านมาพบว่า

ผลไม้ทีÉมีปริมาณของสารประกอบฟินอลิกสูงจะมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระทีÉสูงกว่าผลไม้ทีÉมีปริมาณของ

สารประกอบฟินอลิกตํ Éา ผลการทดลองนีÊสอดคล้องกับงานวิจ ัยอื Éนๆ ทีÉศึกษาฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระใน

ผลไม้แถบทวีปอเมริกาและทวีปเอเชีย (Sun et al., 2002; Fu et al., 2010)      

 
รูปทีÉ  9. ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการยับยั Êงอนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบ          

ฟินอลิกของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทย  
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การทดสอบฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทยในเซลล์โดยวัด

ความสามารถในการยับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล ์และการเพิÉมการสร้างของ 

antioxidant enzymes ชนิดต่างๆ พบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง พุทรานมสด ชมพู่

มะเหมีÉยว ตะลิงปลิง เชอร์รไีทย กระท้อนทับทิม และมะเม่า ทีÉความเข้มข้น 100 µg/ml สามารถลด

ปริมาณของ ROS ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ได้  แสดงใหเ้ห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมด้ังกล่าว

มีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน ได้ใกล้เคียงกับวิตามินซี ความเข้มข้น 10 µM ถึงแม้ว่าผลไม้บางชนิดจะมี

วิตามินซีเป็นส่วนประกอบ จากรายงานวิจ ัยทีÉผ่านมา พบว่าปริมาณวิตามินซีทีÉพบในผลไม้ มักไม่ค่อย

มีความสัมพันธ์กับฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันมากนัก เนื Éองจากมีรายงานว่าผลไม้ทีÉมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน

ใกล้เคียงกันมีปริมาณวิตามินซีทีÉแตกต่างกัน (Wang et al., 1996) ดังนั Êนนอกจากวิตามินซีแล้วฤทธิ Í

ต้านออกซิเดชันน่าจะมาจากการออกฤทธิ Í ร่วมกัน (synergistic effects) ของสารสําคัญหลายๆ ชนิดทีÉ

พบได้ในผลไม้ (Eberhardt et al., 2000) 

จากผลการทดลองครั Ê งนีÊพบว่า ฤทธิ Í ต้านออกซเิดชันของผลไม้ไทยมีความสัมพันธ์กับปริมาณ

สารประกอบฟินอลิกทีÉพบ โดยมีค่า correlation สูง ซึÉงค่า R2 เท่ากับ 0.9934 ซึÉงสอดคล้องกับ

ผลการวิจ ัยของ Sun (Sun et al., 2002) ซึÉงมีค่า R2 เท่ากับ 0.9788 ดังนั ÊนสารประกอบฟินอลิกทีÉพบ

ได้ในผลไม้ น่าจะเป็นสารทีÉออกฤทธิ Í หลักในการต้านออกซิเดชัน เนื Éองจากสารประกอบฟินอลิกมี

มากมายหลายชนิดทีÉพบได้ในผลไม ้ดังนั Êนการวิเคราะห์หาสารสําคัญในกลุ่มอนุพันธ์ของฟินอลิกทีÉมี

ฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันเป็นสิÉงทีÉต้องทําต่อไป 

 จากรายงานวิจ ัยทีÉผ่านมา พบว่า สารประกอบฟินอลิก เช่น gentisic acid, gallic acid, ferulic 

acid และ p-coumaric acid สามารถกระตุ้นการสร้าง antioxidant enzymes ชนิดต่างๆ เช่น CuZn-

SOD, GPx และ catalase ได้ โดยเมื Éอให้สารเหล่านีÊแก่หนูแรทในขนาด 100 mg/kg นํÊาหนักตัวเป็น

เวลาติดต่อกัน 14 ว ัน พบว่าปริมาณของ mRNA ทีÉตับของเอนไซม์ทั ÊงสามชนดิเพิÉมขึÊนอย่างมี

นัยสําคัญ (Yeh and Yen, 2006) นอกจากสารประกอบฟินอลิกจะเพิÉมการสร้าง antioxidant 

enzymes แล้วย ังมีผลเพิÉมการทํางานของเอนไซมอ์ีกด้วย  

 กลไกในการออกฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้ไทยนีÊ น่าจะ

เกิดขึÊนจากการทีÉสารสําคัญทีÉพบได้ในผลไม้มีผลกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉเกีÉยวข้องกับการต้าน

ออกซิเดชัน เช่น catalase, GPx-1, Mn-SOD, CuZn-SOD, GRe หรือ HO-1 เป็นต้น หรือมีผล

กระตุ้นการทํางานของเอนไซม์เหล่านีÊ จากผลการทดลองพบว่า สารสกัดด้วยเมทานอลของผลไมไ้ทย

สามารถเพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และ โปรตีนของเอนไซม์ catalase, GPx-1 และ Mn-SOD ซึÉง

สาระสําคัญทีÉสามารถกระตุ้นการสร้าง antioxidant enzymes น่าจะเป็นสารประกอบฟินอลิกทีÉพบได้

ในผลไม้ไทย 

 SOD, catalase และ GPx เป็นเอนไซม์ทีÉใช้ทําลายอนุมูลอิสระ (oxygen free radical) ทีÉ

เกิดขึÊนภายในเซลล์และมีส่วนสําคัญในการยับยั Ê งกระบวนการ oxidative stress ทีÉเกิดขึÊน (Halliwell et 

al., 1994) เอนไซม์ GPx และ catalase มีส่วนในการกําจัด H2O2 ในขณะทีÉ SOD จะเปลีÉยน 

superoxide radical กลายเป็น H2O2 และ H2O2 จะถูกกําจัดอีกทีโดยอาศัยเอนไซม์ GPx (Day et al., 

2009) ตัวอย่างของเอนไซม ์SOD เช่น Mn-SOD และ CuZn-SOD เป็นต้น ปริมาณเอนไซม์ SOD ทีÉ

ลดลงมักมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด (Crawford et al., 2012) 
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Glutathione peroxidase (GPx) เป็นเอนไซม์ทีÉสามารถเปลีÉยน peroxides และ hydroperoxides โดย

เกิดปฏิกิริยา reduction ของสารเหล่านีÊให้กลายเป็น H2O และ alcohol (Espinoza et al., 2008) การ

ทํางานทีÉลดลงของเอนไซม์ GPx จะบ่งชีÊถึงการเกิดภาวะ oxidative stress ส่งผลให้พบปริมาณ H2O2 

เพิÉมขึÊนภายในเซลล์ ส่วนการทํางานของเอนไซม์ catalase จะคล้ายกับ GPx พบว่าเอนไซม์ catalase 

จะเปลีÉยน peroxides เช่น H2O2 กลายเป็น H2O และ oxygen ซึÉงจะช่วยป้ องกันเซลล์ต่างๆ จากภาวะ 

oxidative damage ทีÉเกิดขึÊนโดย ROS (Chaudiere et al., 1999) 

 เชอร์รไีทย (Malpighia glabra L.) ผลของเชอร์รไีทยมีรสเปรีÊยว จากการศึกษาครั Ê งนีÊพบว่า 

สารสกัดด้วยเมทานอลของเชอร์รไีทย มีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH มากทีÉสุดเมื Éอเทียบกับผลไม้ไทย

อีกสิบชนิด ซึÉงสอดคล้องกับงานวิจ ัยทีÉผ่านมาทีÉรายงานว่าผลดิบและผลสุกของเชอร์รไีทย มีฤทธิ Í ต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH ด้วยเช่นกัน โดยมีค่า IC50 ประมาณ 4.33 ± 1.67  และ 8.69 ± 1.95  µg/ml 

ตามลําดับ (Nunes et al., 2011) และยังพบว่าสารสกัดด้วยนํÊาของเชอร์รไีทย ย ังมีฤทธิ Í ต้านอนุมูล

อิสระ DPPH ด้วยเช่นกัน (Wang et al., 2015) และการวิจ ัยครั Ê งนีÊ ย ังพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอล

ของเชอร์รไีทยมีฤทธิ Íต้านออกซิเดชันโดยยับยั Ê งการเพิÉมปริมาณ ROS ภายในเซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย 

H2O2 และกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉออกฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันได้แก่ Mn-SOD และ catalase โดยไป

เพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ทั Ê งสอง 

 มะม่วงอกร่อง (Mangifera indica L. cultiva Aok Rong) เป็นผลไม้อีกชนิดหนึÉง ทีÉนิยม

รับประทานในประเทศไทย จากการศึกษาครั Ê งนีÊพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่องมีฤทธิ Í

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ปานกลาง มีฤทธิ Í ย ับย ั Ê งการเพิÉมปริมาณ ROS ภายในเซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนํา

ด้วย H2O2 และกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉออกฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ Mn-SOD, GPx-1 และ 

catalase นอกจากนีÊมีรายงานว่าเมื Éอให้หนูแรทรับประทานสารสกัดมะม่วงเป็นเวลา 8 ว ัน สามารถลด

การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย lipofundin ได้อย่างมีนัยสําคัญ โดยพบว่าสารสกัด

ดังกล่าวมีผลเพิÉมการทํางานของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) และ catalase ได้อย่างมี

นัยสําคัญ (P<0.05) (Roche et al., 2012) สารสกัดมะม่วงประกอบไปด้วยสารสําคัญหลายชนิด เช่น 

สารประกอบฟินอลิก เทอร์พีนอยด์ กรดไขมัน เป็นต้น โดยพบว่าสารสําคัญทีÉพบมากในมะม่วง ได้แก่ 

mangiferin, amentoflavone, friedelin, daucosterol และ beta-sitosterol (Roche and Perez, 2012) 

และจากการศึกษาทีÉผ่านมาพบว่า ทั Ê งผลและเปลือกของมะม่วงหลายชนิด จะพบสารประกอบฟินอลิก 

เช่น gallic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, protocatechuic acid แต่ทีÉผลของมะม่วงจะพบ

เฉพาะ ferulic acid และ vanillic acid ในขณะทีÉจะพบ p-couraic acid ได้เฉพาะทีÉเปลือกเทา่นั Êน 

(Abbasi et al., 2015)  อย่างไรก็ตาม ย ังไม่ทราบแน่ชัดว่าสารสําคัญชนิดใดทีÉพบในมะม่วงมีฤทธิ Í

กระตุ้นการสร้าง antioxidant enzymes  

 ตะลิงปลิง (Averhoa bilimbi L.) เป็นผลไม้อีกชนิดหนึÉงทีÉพบได้ทั É วไป ในประเทศไทย 

การศึกษาครั Ê งนีÊพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของตะลิงปลิงมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ไดป้านกลาง 

และมีรายงานว่าสารสกัดตะลิงปลิงด้วยนํÊามีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระได้เช่นกัน โดยมีค่าร้อยละของการ

ยับยั Ê งประมาณ 38.09 ± 1.87 % และมีประมาณสารประกอบฟินอลิกมากพอสมควร (Asna and 

Noriham, 2014) อย่างไรก็ตามสารสําคัญชนิดใดทีÉออกฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระในผลของตะลิงปลิงย ังไม่

ทราบแน่ชัด จากการศึกษาครั Ê งนีÊพบว่า สารสกัดด้วยเมทานอลของตะลิงปลิงมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน
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โดยยับยั Ê งการเพิÉมปริมาณ ROS ภายในเซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 และกระตุ้นการสร้างเอนไซม์

ทีÉออกฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน ได้แก่ Mn-SOD และ GPx-1 และเพิÉมการสร้าง mRNA และโปรตีนของ

เอนไซม์ทั Ê งสองดังกล่าวในเซลล์ HEK-293 นอกจากนีÊมีรายงานว่าเมื Éอใหส้ารสกัดตะลิงปลิงแก่หนู

เบาหวาน ในขนาด 50 mg/kg เป็นเวลา 60 ว ัน สามารถลดระดับนํÊาตาลในเลือด ลดระดับไขมันใน

เลือด และลดการเกิด lipid peroxidation ได้ และยังเพิÉมการทํางานของเอนไซม์ catalase, SOD และ 

GPx ได้อีกด้วย (Kurup and Mini, 2014) ในทํานองเดียวกันมีรายงานว่านํÊาผลไม้จากตะลิงปลิง

สามารถเพิÉมการทํางานของ antioxidant enzymes ต่างๆ เช่น SOD และ GPx ในสัตว์ทดลองได้อีก

ด้วย (Thamizhselvam et al., 2015)  

 กระท้อนทับทิม (Sandoricum koetjape (Burm. f.) Merr. cultivar Tuptim) เป็นผลไม้อีกชนิด

หนึÉงทีÉพบได้ทั É วไปในประเทศไทย การศึกษาครั Ê งนีÊพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของกระท้อนทับทิมมี

ฤทธิ Í ต้าน DPPH ได้ดีปานกลาง มีฤทธิ Í ย ับย ั Ê งการเพิÉมปริมาณ ROS ภายในเซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย 

H2O2 และกระตุ้นการสร้างเอนไซม ์ GPx-1 โดยทีÉเพิÉมการสร้างทั Ê ง mRNA และโปรตีนของเอนไซม์

ดังกล่าวในเซลล์ HEK-293 นอกจากนีÊเนืÊอผลทีÉได้จากกระท้อนจะมีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันแล้ว ย ังมี

รายงานว่าเปลือกผลของกระท้อนกม็ฤีทธิ Í ต้านออกซิเดชันเช่นกัน (Shalini et al., 2014) 

 มะเม่าไข่ปลา (Antidesma ghaesmbilla Gaertn.) จ ัดเป็นไม้พุ่มกึÉงไม้ยืนต้น ผลของมะเม่าไข่

ปลาจะเป็นช่อ ผลอ่อนจะเป็นสีขาว พอแก่จะกลายเป็นสีแดงเข้ม การศึกษาครั Ê งนีÊพบว่าสารสกัดด้วยเม

ทานอลของมะเม่าไข่ปลา มีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH แรงเป็นอันดับสาม รองจากเชอร์รไีทย และ

กระท้อนทับทิม และยังฤทธิ Í ย ับย ั Ê งการเพิÉมปริมาณ ROS ภายในเซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 และ

กระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉออกฤทธิ Í ต้านออกซิเดชัน ได้แก่ GPx-1 และ catalase ซึÉงสอดคล้องกับ

รายงานทีÉผ่านมาว่าสารสกัดผลมะเม่าไข่ปลามีผลกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ SOD และ catalase 

ได้ในหลอดทดลอง (Basak et al., 2013) นอกจากนีÊมีรายงานว่าสารสกัดใบของมะเม่าไข่ปลา มีฤทธิ Í

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วยค่า IC50 ประมาณ 113 µg/ml และมีฤทธิ Í ลดระดับนํÊาตาลในเลือดได้ 

(Gargantiel and Ysrael, 2014)   

ชมพู่มะเหมีÉยว (Syzygium malaccense (L.) Merrill & Perry) จัดเป็นไม้ยืนต้น ผลการศึกษา

ครั Ê งนีÊพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของของชมพู่มะเหมีÉยวมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้เล็กน้อย 

แต่มีรายงานว่าสารสกัดชมพู่มะเหมีÉยวด้วยนํÊามฤีทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระได้ (Lim and Rabeta, 2013) 

นอกจากนีÊสารสกัดด้วยเมทานอลของของชมพู่มะเหมีÉยวย ังมีย ับย ั Ê งการเพิÉมปริมาณ ROS ภายใน

เซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 และกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ทีÉออกฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันได้แก่ GPx-1 

และ Mn-SOD 

พุทรานมสด (Ziziphus jujuba Mill. cultivar Milk Jujube) เป็นผลไม้อีกชนิดหนึÉงทีÉพบได้

ทั Éวไป ในประเทศไทย การศึกษาครั Ê งนีÊพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของพุทรานมสดมีฤทธิ Í ต้านอนุมูล

อิสระ DPPH เพียงเล็กน้อย แต่มีรายงานว่านํÊาผลไม้จากพุทราฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระได้ดี (Suliaman 

and Ooi, 2014) ซึÉงงานผลทีÉแตกต่างกันอาจเนื Éองจากความแตกต่างของสายพันธุ์พุทรา ความสุกของ

ผล และวิธีการสกัด อย่างไรก็ตามสารสกัดด้วยเมทานอลของพุทรานมสดมีฤทธิ Í ย ับย ั Ê งการเพิÉมขึÊนของ 

ROS ภายในเซลล์ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 และกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ Mn-SOD ได้อีกด้วย 
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สําหรับสารสกัดทีÉได้จากผลของจําปาดะ (Artocarpus integar Merr.) ทุเรียนหมอนทอง 

(Durio zibethinus L. cultivar Mon Thong) มะมุด (Mangifera foetida L.) และ กล้วยนํÊาว้า Musa  

paradisiaca cultivar Namwa) พบสารประกอบฟินอลิกเล็กน้อย และจากผลการทดลองพบว่าทั Ê งสาร

สกัดด้วยเมทานอลของจําปาดะ ทุเรียนหมอนทอง และกล้วยนํÊาว้า มีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้

น้อยมากเมื Éอเทียบกับผลไม้ชนิดอื Éนๆ โดยมีรายงานวิจ ัยว่าพบว่ากล้วยหอมมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ 

DPPH น้อยกว่า แครนเบอร์รีÉ แอปเปิÊล องุ่นแดง สตรอว์เบอร์ร ี พีช เลมอน และแพร์ (Sun et al., 

2002) และพบว่าสารสกัดด้วยเมนานอลของผลไมส้ามชนิดไม่มีผลยับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของ ROS ทีÉถูก

เหนีÉยวนําด้วย H2O2 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของจําปาดะ ทุเรียนหมอนทอง มะมุด และ

กล้วยนํÊาว้าไม่มีฤทธิ Í ต้านออกซิเดชันในเซลล์ HEK-293 นอกจากนีÊถึงแม้ว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของ

มะมุดจะมีฤทธิ Í ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ไดเ้ล็กน้อย และพบว่าความเขม้ข้นทีÉ 100 g/ml ของสารสกัด

ด้วยเมทานอลของมะมุดมีแนวโน้มทีÉจะย ับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของ ROS ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 แต่ไม่

แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื Éอเทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle)  

จากผลการวิจ ัยคณะผู้ว ิจ ัยพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอลของมะม่วงอกร่อง ชมพู่มะเหมีÉยว 

กระท้อนทับทิม ตะลิงปลิง พุทรานมสด และมะเม่าไข่ปลา มีฤทธิ Í ต้านอนุมูลออกซิเดชันโดยสามารถ

ยับยั Ê งการเพิÉมขึÊนของ ROS ภายในเซลล์ ทีÉถูกเหนีÉยวนําด้วย H2O2 เนื Éองจากสารสกัดด้วยเมทานอล

ของผลไมเ้หล่านีÊเพิÉมการสร้างของ antioxidant enzymes ต่างๆ ภายในเซลล์ เช่น catalase, Mn-

SOD และ GPx-1 เป็นต้น และผลงานวิจ ัยนีÊย ังสนับสนุนว่าการรับประทานผลไม้ไทย จะช่วยป้ องกัน

และยับยั Êงภาวะเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) ทีÉเกิดขึÊนภายในเซลล์ หรือเนืÊอเยื Éอต่างๆ ใน

ร่างกาย และน่าจะมีผลลดอุบัติการณ์เกิดของโรคเรืÊอร ังทีÉพยาธิสภาพเกิดจากภาวะเครียดออกซิเดชนั 
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ภาคผนวก ก 

 

ตารางทีÉ 8. การดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 765 nm ของ gallic acid ทีÉความเข้มข้นต่างๆ  

ค่าการดูดกลืนแสงของสารทีÉความยาวคลืÉน 765nm Gallic acid  

(µg/ml) คร ั Ê งทีÉ 1 คร ั Ê งทีÉ 2 คร ั Ê งทีÉ 3 เฉลีÉย SD 

20 0.8747 0.8684 0.8711 0.8714 0.0032 

15 0.6187 0.6697 0.7170 0.6684 0.0492 

10 0.4669 0.4859 0.4650 0.4726 0.0115 

5 0.2396 0.2386 0.2382 0.2388 0.0007 

2.5 0.1357 0.1321 0.1293 0.1323 0.0032 

1.25 0.0806 0.0717 0.0713 0.0745 0.0053 

0.625 0.0478 0.0393 0.0399 0.0423 0.0047 

 

 

 
 

รูปทีÉ 10. กราฟมาตรฐานของ gallic acid วิเคราะห์โดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetry 
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ตารางทีÉ 9. การดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 765 nm ของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้

ไทย   

ค่าการดูดกลืนแสงของสารทีÉความยาวคลืÉน 765nm สารสกัดด้วยเม-

ทานอลของผลไม้  คร ั Ê งทีÉ 1 คร ั Ê งทีÉ 2 คร ั Ê งทีÉ 3 เฉลีÉย SD 

มะเม่าไข่ปลา 0.1876 0.2106 0.1984 0.1989 0.0115 

จําปาดะ 0.0482 0.0539 0.0508 0.0510 0.0029 

ตะลิงปลิง 0.1363 0.1327 0.1276 0.1322 0.0044 

ทุเรียนหมอนทอง 0.0398 0.0413 0.0423 0.0411 0.0013 

เชอร์รไีทย 1.5132 1.4226 1.3709 1.4355 0.0720 

มะมุด 0.0732 0.0697 0.0777 0.0735 0.0040 

มะม่วงอกร่อง 0.0664 0.0682 0.0658 0.0668 0.0012 

กล้วยนํÊาว้า 0.0247 0.0244 0.0244 0.0245 0.0002 

กระท้อนทับทิม 0.2579 0.2534 0.2295 0.2469 0.0153 

ชมพู่มะเหมีÉยว 0.0826 0.0854 0.0820 0.0833 0.0018 

พุทรานมสด 0.0707 0.0782 0.0762 0.0750 0.0039 

* ว ัดค่าการดูดกลืนแสงทีÉความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเมทานอลของผลไม้เท่ากับ 200 µg/ml 

 

ตารางทีÉ 10. ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกรวม ในรูป gallic acid equivalent ในสารสกัดด้วย 

เมทานอลของผลไม้ไทย 

µg gallic acid equivalent/200 µg สารสกัด สารสกัดด้วยเม-

ทานอลของผลไม้  คร ั Ê งทีÉ 1 คร ั Ê งทีÉ 2 คร ั Ê งทีÉ 3 เฉลีÉย SD 

มะเม่าไข่ปลา 3.8112 4.3473 4.0629 4.0738 0.2682 

จําปาดะ 0.5618 0.6946 0.6224 0.6263 0.0665 

ตะลิงปลิง 2.6154 2.5315 2.4126 2.5198 0.1019 

ทุเรียนหมอนทอง 0.3660 0.4009 0.4242 0.3970 0.0293 

เชอร์รไีทย 34.7110 32.5991 31.3939 32.9013 1.6790 

มะมุด 1.1445 1.0629 1.2494 1.1523 0.0935 

มะม่วงอกร่อง 0.9860 1.0280 0.9720 0.9953 0.0291 

กล้วยนํÊาว้า 0.0140 0.0070 0.0070 0.0093 0.0040 

กระท้อนทับทิม 5.4499 5.3450 4.7879 5.1943 0.3558 

ชมพู่มะเหมีÉยว 1.3636 1.4289 1.3497 1.3807 0.0423 

พุทรานมสด 1.0862 1.2611 1.2145 1.1873 0.0905 
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ภาคผนวก ข 

 

การนําเสนอผลงานในทีÉประชุมระดับนานาชาติ 
 

Antioxidant effects of Thai fruit extracts on H2O2-induced oxidative stress in HEK-293 

cells  

Supachoke Mangmool1,2,*, Pattamapan Lomarat3, Natthinee Anantachoke4 
1Department of Pharmacology; 3Department of Food Chemistry; 4Department of 
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2Center of Excellence for Innovation in Drug Design and Discovery, Faculty of Pharmacy, 
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The 13th Asia Pacific Federation of Pharmacologist (APFP) Meeting. 2016. Bangkok, 

THAILAND. Feb 1-3, 2016 

 

Increased oxidative stress is involved in the pathophysiology of many diseases. The 

cellular antioxidant enzymes play the important role to protect the cells and organisms from 

the oxidative damage. Several studied demonstrated that fruits are a rich source of 

antioxidant compounds such as phenolics, flavonoids, quinones and alkaloids. Natural 

antioxidants contain in fruits have attracted considerable interest because of their presumed 

safety and potential nutritional value. Even though antioxidant activities of many fruits have 

been reported, however, the effects of phytochemicals containing in fruits on the induction of 

antioxidant enzymes in the cells have not been fully defined. In this study, we showed that 

extracts from Antidesma ghaesembilla, Averrhoa bilimbi, Malpighia glabra, Mangifera indica, 

Sandoricum koetjape, Syzygium malaccense and Ziziphus mauritiana attenuated H2O2-

induced intracellular reactive oxygen species production in HEK-293 cells. Additionally, these 

Thai fruit extracts increased the mRNA and protein expressions of antioxidant enzymes, 

catalase, glutathione peroxidase-1 and manganese superoxide dismutase. Data from our 

study provide evidence that Thai fruits exert the antioxidant effects through enhancing the 

production of antioxidant enzymes. 
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