
 

 

 

 

 

 

 

 

 
รายงานฉบับสมบูรณ์ 

 
 
 
 

 
 

โครงการ ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของผลไม้ตระกูลส้ม 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

โดย ผศ.ดร. วีณา นุกูลการ และคณะ 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

กันยายน 2561 
 



สัญญาเลขท่ี RDG5820020 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ 
 
 
 

โครงการ ฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของผลไม้ตระกูลส้ม 
Neuroprotective Activity of Citrus fruit 

 
 
 
 
 
 
 

                        คณะผู้วิจัย                         สังกัด 
 
 1. ผศ.ดร. วีณา นุกูลการ            คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
 2. ผศ.ดร. วรวรรณ กิจผาติ  คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
 3. ผศ.ดร. สริน ทัดทอง   คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สนับสนุนโดยส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) 
(ความเห็นในรายงานน้ีเป็นของผู้วิจัย สกว.ไม่จ าเป็นต้องเห็นด้วยเสมอไป) 



 

ii 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 
  การวิจัยได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ฝ่ายเกษตร  
  คณะผู้วิจัยขอขอบคุณหน่วยงานและบุคลากรท่ีให้การสนับสนุนและให้การอนุเคราะห์ในการ

วิจัยคร้ังนี้ดังต่อไปนี้ 
 1. หน่วยวิจัยกลาง ภาควิชาเภสัชวินิจฉัย ภาควิชาสรีรวิทยา คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

และสาขาวิชาเภสัชเคมีและเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ท่ีอ านวย
ความสะดวกด้านการใช้เคร่ืองมือท่ีจ าเป็นต่อการวิจัย ตลอดจนเจ้าหน้าท่ีบุคลากรท่ีให้ความช่วยเหลือ
ด้านต่างๆ  

 2. ศาสตราจารย์ ดร. นันทวัน บุณยะประภัศร ท่ีกรุณาให้ค าปรึกษา แนะน า ในการวิจัย 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

iii 

 

สารบัญ 
 

          หน้า 
ช่ือเรื่องและช่ือผู้วิจัย           i 
กิตติกรรมประกาศ            ii 
สารบัญ             iii 
สารบัญตาราง            iv 
สารบัญรูป            v 
สารบัญค าย่อ            vi  
บทคัดย่อภาษาไทย           1 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ           2 
Executive summery           3 
วัตถุประสงค์            4 
บทที่ 1 บทน า            5 
   ความเป็นมาและความส าคัญของเรื่อง         5 
บทที่ 2 วัสดุอุปกรณ์ สารเคมี และระเบียบวิธีวิจัย       16 
   วัสดุอุปกรณ์ สารเคมี           16 
    ระเบียบวิธีวิจัย            17 
   1. การเตรียมส้มและส้มโอส าหรับการวิจัย       17 
   2. การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic)     17 
   3. การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (Total Flavonoid content)     18 
        4. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ        18 
     4.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันด้วยวิธี DPPH scavenging activity    18 
     4.2 การทดสอบฤทธิ์ยบัยั้งการเกาะกลุ่มของ β-amyloid (Aβ)     19 
       4.3 การทดสอบฤทธิ์การยบัยั้งเอนไซม์ β-secretase        21 
     4.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส     22 

   4.5 การทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธิ์กระตุ้นงอกของแขนงประสาท    24 
  บทที่ 3 ผลการวิจัยฤทธิ์ปกปอ้งเซลล์ประสาทของผลไม้ตระกูลส้ม 
   1. % yield จากพืชตระกูลส้มทั้ง 6 ชนิด       30 

  2. ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic content) โดยวิธี Folin-Ciocalteu  31 
  3. ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดจากพืชตระกูลส้มโดยวิธี 
  Aluminium chloride colorimetric assay      33 
  4. ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันโดยวิธี DPPH assay      34 
  5. ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสโดยวิธี Ellman’s method   37 
  6. ฤทธิ์ต้านเอนไซม์เบต้าซีคีเทส       38 
  7. ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยัง้การเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์    40 
  8. ฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธิ์กระตุ้นงอกของแขนงประสาท   41 

  บทที่ 4 สรุปผลการด าเนินการวิจัย                            45 
  เอกสารอ้างอิง          46 



 

iv 

 

สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี                  หน้า 
1 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในวิธี DPPH       19 
2 ปริมาณสารทีต่้องไปเปตลงใน 96-well black plate เพ่ือท าการทดสอบฤทธิ ์   21 
3 องค์ประกอบของแต่ละ well ในการทดลอง microplate assay       24 
4 %yield ของส่วนน้ าค้ันและสารสกัดส่วนกากของพืชตระกูลส้มทั้ง 6 ชนิด    31 
5 ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากพืชตระกูลส้มทั้ง 6 ชนิด    32 
6 ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม     34 
7 % ฤทธิต์้านออกซิเดชันของสารตัวอย่างที่ความเข้มข้น 5 mg/ml     35 
8 IC50 ของฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารสกัดตัวอย่างและสารมาตรฐาน     36 
9 % ฤทธิต์้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสโดยวิธี Ellman’s method ของสารตัวอย่าง  38 
10 ฤทธิต์้านเอนไซม์เบต้าซีคีเทสของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม     39 
11 ฤทธิต์้านการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม   40 
12 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเมื่อได้รบัสารสกัดส้มชนิดต่างๆที่ความเข้มข้น 1 ng/mL 
และ 10 µg/mL ตามล าดับ           42 
13 % yield ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทส และฤทธิ์ยับยั้ง 
การเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม     43 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

v 

 

สารบัญรูป 
 

รูปท่ี                  หน้า 
1 ลักษณะของ amyloid plaques และเซลล์ประสาทที่มี neurofibrillary tangles (NFT)   7 
2 การเกาะกลุ่มกันของ  -amyloid จนเกิดเป็น amyloid plaques      8 
3 กลไกการกระตุ้นการเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทของ -amyloid     9 
4 กลไกการสะสมของกลุ่มเส้นใยประสาท (neurofibrillary tangle, NFT) อันเน่ืองมาจาก 
โปรตีน tau ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากเกินไปท าให้ microtubule ผิดปกติแยกออกจากกัน   9 
5 การเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH และอนุมูลอิสระ      18 
6 กราฟมาตรฐาน Gallic acid        31 
7 กราฟมาตรฐาน Quercetin        33  
8 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเมื่อได้รับสารสกัดส้มชนิดต่างๆที่ความเข้มข้น 1 ng/mL  
และ 10 µg/mL ตามล าดับ         41 
 
 
  
  
  
 
 
  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

vi 

 

สารบัญค าย่อ 
 

 
 
 

  Alpha 
  Beta 
≥  มากกว่าหรือเท่ากับ 
α  Alpha 
oC  องศาเซลเซียส 
µg  ไมโครกรัม 
µl  ไมโครลิตร 
ซม.  เซนติเมตร 

ATCI  Acetylthiocholine iodide 
APP  Amyloid precursor protein 

DTNB  5-thio-2-nitrobenzoic acid 
GAE  Gallic acid equivalent 
H•  อนุมูลไฮโดรเจน 

IC50  inhibitory concentration at 50 %   
mg  มิลลิกรัม 
mM  มิลลิโมลาร์ 
M  โมลาร์ 

NFTs  Neurofibrillary tangles 
1O2  singlet oxygen 

ROO•  อนุมูลเพอรอคซิล 
ROS  reactive oxygen species 
w/v  weight by volume 

   



1 

 

โครงการ ฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของผลไม้ตระกูลส้ม 
           Neuroprotective Activity of Citrus fruit 
 
 
บทคัดย่อ 

การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของพืชตระกูลส้มจำนวน 6 ชนิดท่ีปลูกในประเทศไทยได้แก่ ส้มโอ
ขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มเช้ง และ ส้มซ่า โดยใช้ส่วนของน้้าค้ัน ซึ่งนำไปทำให้
แห้งโดยวิธีการ Freeze dry และส่วนของสารสกัดเมทานอลจากส่วนกากท่ีเหลือจากการค้ันน้้า แล้วนำสาร
สกัดท้ังสองส่วนไปทดสอบหาปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมด พบว่าส่วนน้้าค้ันและสารสกัดส่วน
กากมีปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดอยู่ในช่วง 3.71-5.38 mg GAE/g extract และ 4.35 -6.98 mg GAE/g extract 
ตามลำดับ ส่วนปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดอยู่ในช่วง 0.00 – 1.06 mg QE/g extract และ 1.41 – 2.55 mg 
QE/g extract ตามล้าดับ และเมื่อทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH พบว่าส่วนน้ำค้ันมีค่า IC50 อยู่
ในช่วง 2.26–4.54 mg/ml ขณะท่ีสารสกัดส่วนกากมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 2.97-4.67 mg/ml โดยค่า IC50 ของ
สารมาตรฐาน คือ Trolox และ Vitamin C มีค่าเท่ากับ 0.0100 ± 0.0005 และ 0.0125 ± 0.0009 mg/ml 
ตามลำดับ การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส โดยการหาค่า %inhibition ท่ีความเข้มข้น 
0.5 mg/ml ด้วยวิธี Ellman’s พบว่าส่วนน้ำค้ันมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสอยู่ในช่วง 10.98 
– 15.24% ในขณะท่ีสารสกัดส่วนกากมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส อยู่ในช่วง 8.37 -21.85% 
โดยสารมาตรฐาน คือ Galantamine มีค่า %inhibition ท่ีความเข้มข้น 0.05 mg/ml เท่ากับ 89.18% ผล
การศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นว่าสารสกัดท้ังในส่วนของน้ำค้ันและสารสกัดส่วนกากของส้มท้ัง 6 ชนิดมีฤทธ์ิ
ต้านออกซิเดชันและต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสท่ีใกล้เคียงกัน แต่ค่อนข้างต่ำเมื่อเทียบกับสาร
มาตรฐาน เช่นเดียวกับผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสซึ่งให้ฤทธ์ิท่ีไม่สูงนัก โดยส้มเขียวหวานมีผลการ
ยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสมากท่ีสุด รองลงมาคือส้มซ่า ส่วนผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิการยับยั้งการเกาะกลุ่มกัน
ของเบต้าอะไมลอยด์ของส่วนน้้าค้ันและส่วนกากของพืชตระกูลส้ม พบว่าต่้ากว่าผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้า
ซีคีเทสและต่้ากว่าสารมาตรฐาน curcumin อย่างไรก็ตาม สารสกัดส้มทุกชนิดท้ังความเข้มข้นท่ี 1 ng/mL 
และ 10 µg/mL ไม่สามารถท้าให้เซลล์ประสาทพี-19 มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่ากลุ่มควบคุมได้ และมี
แนวโน้มแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น ดังนั้น สารสกัดส้ม
ท้ังหมดจึงไม่ได้น้ามาท้าการทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธ์ิกระตุ้นการงอกของแขนงประสาท
ต่อ 
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Abstract 
The purpose of this project was to evaluate the biological activities of six citrus fruits from 

Thailand: Citrus maxima Merr., C. maxima (Burm.) Merr., C. aurantifolia, C. reticulata Blanco., C. 
sinensis Osb., C. aurantium var. aurantium. The juice samples and methanolic extracts from tissues 
after squeezing and freeze dried were used. Total phenolic and total flavonoid were evaluated. The 
total phenolic content of the juice samples were between 4.35 - 6.98 mg GAE/g extract while those 
from the tissue extracts were between 3.71 - 5.38 mg GAE/g extract. The total flavonoid content of 
the juice samples were between 0.00 – 1.06 mg QE/g extract whereas those from the tissue 
extracts were 1.41 – 2.55 mg QE/g extract. The antioxidant activity was determined by DPPH 
assay. The juice samples had IC50 values between 2.26 - 4.54 mg/ml and the tissue extracts had 
IC50 values between 2.97 – 4.67 mg/ml. The IC50 of Trolox and vitamin C, reference standard, were 
0.0100 ± 0.0005 and 0.0125 ± 0.0009 mg/ml, respectively. The anticholinesterase activity 
represented as % inhibition was determined by Ellman’s method at the concentration of 0.5 mg/ml.  
The inhibitory activity of the juices samples and the tissue extracts were 10.98 - 15.24% and 8.37 - 
21.85%, respectively. Galantamine, reference standard, had % inhibition of 89.18% at the 
concentration of 0.05 mg/ml. The data revealed that both juice samples and tissue extracts from six 
citrus fruits exhibited low antioxidant and anticholinesterase activity. Similarily, the -secretase 
inhibition and anti-amyloid aggregation effect of six citrus fruits showed the low potency. The 
biological effects on P19-derived neurons of citrus fruit at a serial of dilutions in a microplate were 
identified and quantified. The result indicated that at low and high dose (1 ng/mL and 10 µg/mL) 
not promoted cell viability of cultured neurons and tend to be cytotoxic to the cell. Therefore, further 
evaluation of neuritogenic and neuroprotective activity did not proceed. 
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Executive Summary 
ในการศึกษาได้ท้าการจัดหาตัวอย่างพืชตระกูลส้ม 6 ชนิด ได้แก่ ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม 

มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มเช้ง และส้มซ่า น้ามาเตรียมเป็นน้้าค้ันและสารสกัด เมทานอลส่วนกาก พบว่าพืช
ตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิดให้ %yield ของส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 2.19-5.69 % โดยส้มเช้งมีค่า %yield มากท่ีสุด 
รองลงมาคือ ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่ มะนาว ส้มโอทับทิมสยาม และ ส้มซ่า ตามล้าดับ สารสกัดส่วน
กากมีค่า %yield อยู่ในช่วง 0.79-4.85% โดยส้มเช้งมีค่า %yield มากท่ีสุด รองลงมาคือ มะนาว 
ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม และส้มซ่า ตามล้าดับ ส่วนปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดของส่วน
น้้าค้ันอยู่ในช่วง 3.71-5.38 mg GAE/g extract  โดยสารสกัดจากส้มซ่ามีค่ามากท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเช้ง 
ส้มโอทับทิมสยาม มะนาว ส้มเขียวหวาน และส้มโอขาวใหญ่ ตามล้าดับ และสารสกัดส่วนกากมีปริมาณฟี
นอลิกท้ังหมดอยู่ในช่วง 4.35-6.98 mg GAE/g extract โดยสารสกัดจากส้มเขียวหวาน มีปริมาณฟีนอลิก
มากท่ีสุด รองลงมา คือ ส้มเช้ง  มะนาว  ส้มโอขาวใหญ่ ส้มซ่า และส้มโอทับทิมสยาม ตามล้าดับ 
ส้าหรับปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด พบว่า สารสกัดเมทานอลของส่วนกากมีปริมาณฟลาโวนอยด์มากกว่า
ส่วนน้้าค้ัน ซึ่งเหมือนกับปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด โดยสารสกัดเมทานอลจากส่วนกากมีปริมาณฟลาโวนอยด์
ท้ังหมดอยู่ในช่วง 1.41 – 2.55 mg QE/g extract โดยสารสกัดจากส้มโอทับทิมสยามมีปริมาณฟลาโวนอยด์
มากท่ีสุด 2.55 mg QE/g  extract รองลงมาคือส้มเช้ง มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่และส้มซ่า
ตามล้าดับ  และส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 0.00 – 1.06 mg QE/g extract และเมื่อท้าการตรวจสอบฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันพบว่า ส่วนน้้าค้ันของส้มโอทับทิมสยาม และสารสกัดส่วนกากมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันมากท่ีสุด 
แต่ท้ังนี้หากเปรียบเทียบค่า IC50 ของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด พบว่ามีค่าใกล้เคียงกันและมีความสอดคล้อง
กับปริมาณฟีนอลิกและปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ส้าหรับการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอส
เทอเรส พบว่า ส่วนน้้าค้ันท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมากท่ีสุด คือ ส่วนน้้าค้ันของส้มโอ
ขาวใหญ่     และสารสกัดส่วนกากท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมากท่ีสุด คือ สารสกัดจาก
ส้มเขียวหวาน  แต่จากการสังเกตพบว่า ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส ของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 
ชนิดนั้นมีค่าใกล้เคียงกันและมีฤทธ์ิค่อนข้างน้อย เช่นเดียวกับผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสโดย
ส้มเขียวหวานมีผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสมากท่ีสุด รองลงมาคือส้มซ่า ส่วนผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิการ
ยับยั้งการเกาะกลุ่มกันของเบต้าอะไมลอยด์ของส่วนน้้าค้ันและส่วนกากของพืชตระกูลส้มพบว่าต่้ากว่าผล
การยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสและต่้ากว่าสารมาตรฐาน curcumin อย่างไรก็ตาม สารสกัดส้มทุกชนิดท้ัง
ความเข้มข้นท่ี 1 ng/mL และ 10 µg/mL ไม่สามารถท้าให้เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่ากลุ่ม
ควบคุมได้ และมีแนวโน้มแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น ดังนั้นสารสกัด
ส้มท้ังหมดจึงไม่ได้น้ามาท้าการทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธ์ิกระตุ้นการงอกของแขนง
ประสาทต่อ 
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาผลการปกป้องเซลล์ประสาทของผลไม้ตระกูลส้ม โดยจะคัดเลือกตัวแทนผลไม้ตระกูล

ส้มกลุ่มย่อยต่างๆ ได้แก่ กลุ่มส้มเกลี้ยง กลุ่มส้มเปลือกล่อน กลุ่มส้มโอ และกลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด โดย
ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพต่อไปนี้ ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ เอนไซม์ 
acetylcholinesterase และ -secretase ฤทธ์ิยับยั้งการเกาะกลุ่มของ -amyloid และ ฤทธ์ิปกป้องเซลล์
ประสาทและเพิ่มการงอกแขนงประสาทในเซลล์เพาะเลี้ยง P19 

2. เพื่อเป็นข้อมูลเชิงวิชาการส้าหรับการน้าไปใช้ประโยชน์ในแง่การส่งเสริมผู้บริโภค เพิ่มมูลค่า
ผลไม้ และน้าไปต่อยอดในผลิตภัณฑ์ต่อไป   
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บทท่ี 1 บทน า 

 
ท่ีมาและความส าคัญ/หลักการและเหตุผล 
 ปัจจุบันภาวะสมองเส่ือมหรือโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s Diesease) จัดเป็นปัญหาทางสาธารณสุข
ท่ีส้าคัญ จากสถิติพบว่ามีประชากรโลกป่วยเป็นโรคสมองเส่ือมประมาณ 50 ล้านคน และคาดการณ์ว่าจะ
เพิ่มขึ้น 4 เท่าในอีก 50 ปีข้างหน้าหากยังไม่มีการด้าเนินการท่ีเหมาะสม ส้าหรับในประเทศไทย 
ทางกระทรวงสาธารณสุขเผยว่าใน ปี 2558 มีผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ประมาณ 600,000 คน และคาดว่าจ้านวน
จะเพิ่มสูงขึ้นเป็น 1.1 ล้านคน ในปี 2573  ผู้ป่วยจะมีความผิดปกติในสมองส่วนท่ีเก่ียวข้องกับการเรียนรู้และ
การจดจ้า มีการเส่ือมของสมอง ส่งผลให้บุคลิกภาพ อารมณ์และพฤติกรรมเปลี่ยน ผู้ป่วยจะไม่สามารถ
ควบคุมอารมณ์ตัวเอง ไม่สามารถแยกถูกผิด มีปัญหาในเร่ืองการใช้ภาษา การประสานงานของกล้ามเนื้อเสีย
ไป ความจ้าเส่ือม และในระยะท้ายของโรคจะสูญเสียความจ้าท้ังหมด  โรคอัลไซเมอร์เป็นโรคท่ีมีความ
ซับซ้อน สาเหตุและพยาธิก้าเนิดของโรคอัลไซเมอร์มีหลายสาเหตุด้วยกัน เช่น การเกาะกลุ่มสะสมรวมตัว
ของโปรตีนเบต้าแอมีลอยด์ (amyloid- peptide, A) ภายนอกเซลล์ประสาท การสะสมของกลุ่มเส้นใย
ประสาท (neurofibrillary tangle, NFT) อันเนื่องมาจากโปรตีน tau ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากเกินไปท้าให้
เซลล์ประสาทในสมองไม่สามารถท้างานส่ือประสาทได้ การอักเสบและการเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน 
(oxidative stress) จากอนุมูลอิสระท้าให้เกิดการท้าลายเซลล์ประสาท และการลดลงของปริมาณสารส่ือ
ประสาท acetylcholine (ACh) ซึ่งอาจเก่ียวข้องกับเอนไซม์ acetylcholinesterase (AChE) ท่ีท้าหน้าท่ีย่อย 
ACh ท้าให้สารส่ือประสาทนี้มีปริมาณน้อยลงในสมอง ท้าให้ผู้ป่วยเกิดการสูญเสียความจ้าในท่ีสุด ดังนั้น 
แนวทางหนึ่งในการชะลอหรือป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร์ นอกจากจะหาสารท่ีมีฤทธ์ิเพิ่มปริมาณของสาร
ส่ือประสาท ACh โดยการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ AChE แล้ว การหาสารท่ีมีฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท 
(Neuroprotective effect)  โดยการออกฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ -secretase เพื่อลดการสร้าง -amyloid และ
ยับยั้งการรวมตัวของ -amyloid จนเกิดเป็น amyloid plaques นอกเซลล์ประสาท ออกฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระ และฤทธ์ิกระตุ้นให้เกิดการงอกและเพิ่มแขนงของเซลล์ประสาท (Neurite outgrowth) จึงเป็นอีก
แนวทางหนึ่งท่ีน่าสนใจ ท่ีอาจจะสามารถช่วยป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร์ได้ 
 จากข้อมูลดังกล่าวท้าให้โครงการวิจัยนี้มีเป้าหมายในการสร้างองค์ความรู้เพื่อสนับสนุนการบริโภค
ผลไม้ไทย โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพื่อสร้างหลักฐานทางวิทยาศาสตร์จากการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพท่ี
เก่ียวข้องกับการป้องกันหรือชะลอการเกิดภาวะสมองเส่ือมของผลไม้ในตระกูล Citrus โดยเฉพาะส้มและส้ม
โอ ซึ่งจัดว่าเป็นผลไม้ท่ีอุดมไปด้วยองค์ประกอบทางเคมีท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระมากมาย เช่น วิตามินซี 
เบต้าแคโรทีน สารกลุ่ม flavonoids courmarins และ polyphenols ซึ่งน่าจะมีศักยภาพในการช่วยปกป้อง
เซลล์ประสาท ชะลอการเกิดภาวะสมองเส่ือมได้ ท้ังส้มและส้มโอจัดเป็นผลไม้ท่ีส้าคัญทางเศรษฐกิจ เป็นท่ี
นิยมรับประทานกันอย่างกว้างขวาง และมีการปลูกกระจายท่ัวภูมิภาคของประเทศไทย นอกจากนี้ยังมี
ศักยภาพในด้านการส่งออก ซึ่งทางโครงการจะท้าการเก็บตัวอย่างส้มและส้มโอสายพันธ์ุต่างๆ น้ามาทดสอบ
ฤทธ์ิท่ีเก่ียวข้องกับภาวะสมองเส่ือม ได้แก่ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้านเอนไซม์ acetylcholinesterase 
และเอนไซม์ -secretase ฤทธ์ิยับยั้งการเกาะกลุ่มของ -amyloid ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทและช่วยใน
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การงอกและเพิ่มจ้านวนของแขนงของเซลล์ประสาท รวมท้ังการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์
ท้ังหมดของส้มและส้มโอสายพันธ์ุต่างๆ โดยผลสัมฤทธ์ิท่ีได้ทางผู้วิจัยคาดหวังว่าจะได้องค์ความรู้ท่ีส้าคัญ
ของการศึกษาฤทธ์ิช่วยชะลอความเส่ือมของเซลล์ประสาท เพื่อให้เกิดประโยชน์ในด้านการวิจัย และเป็นการ
ส่งเสริมการบริโภคผลไม้ไทย  

  
ทบทวนเอกสารเชิงสังเคราะห์ 

โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease, AD) เป็นโรคท่ีพบบ่อยท่ีสุดในกลุ่มโรคสมองเส่ือม 
(neurodegenerative disease) ซึ่งเป็นหนึ่งในเจ็ดอันดับแรกของโรคท่ีพบบ่อยในผู้สูงอายุในประเทศไทย 
โดยพบว่าผู้สูงอายุหญิงมีสัดส่วนการเป็นโรคมากกว่าชายเล็กน้อย ผู้ป่วยจะมีอาการหลงลืมเป็นอาการน้า
และเมื่อมีการเส่ือมหรือตายของเซลล์สมองเพิ่มขึ้น จะมีผลท้าให้บุคลิกภาพ อารมณ์และพฤติกรรมเปลี่ยนไป 
ไม่สามารถควบคุมอารมณ์ตัวเอง ไม่สามารถแยกถูกผิด มีปัญหาในเร่ืองการใช้ภาษา การประสานงานของ
กล้ามเนื้อเสียไป ในระยะท้ายของโรคจะสูญเสียความจ้าท้ังหมด จะค่อยๆ แย่ลงจนถึงอาการสุดท้าย คือ
ช่วยเหลือตัวเองไม่ได้ และเสียชีวิตไปเพราะอาการแทรกซ้อนท่ีเกิดขึ้น จ้านวนผู้ป่วยด้วยโรคสมองเส่ือม
ดังกล่าวมีจ้านวนเพิ่มขึ้นเร่ือยๆ ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อท้ังทางสังคมและเศรษฐกิจ ท้าให้การศึกษาเก่ียวกับ
โรคนี้ได้รับความสนใจอย่างมาก อย่างไรก็ตาม โรคอัลไซเมอร์เป็นโรคท่ีมีความซับซ้อนมาก ซึ่งสาเหตุและ
พยาธิก้าเนิดของโรคอัลไซเมอร์มีหลายสาเหตุด้วยกัน แต่ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด ตัวอย่างเช่น การสะสม
รวมตัวของโปรตีนเบต้าแอมีลอยด์ (amyloid- peptide, A) ภายนอกเซลล์ประสาท การสะสมของกลุ่ม
เส้นใยประสาท (neurofibrillary tangle, NFT) อันเนื่องมาจากโปรตีน tau ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากเกินไปท้า
ให้เซลล์ประสาทในสมองไม่สามารถท้างานส่ือประสาทได้ การอักเสบและการเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน 
(oxidative stress) จากอนุมูลอิสระท้าให้เกิดการท้าลายเซลล์ประสาท และการลดลงของปริมาณสารส่ือ
ประสาท acetylcholine (ACh) ซึ่งอาจเก่ียวข้องกับเอนไซม์ acetylcholinesterase (AChE) ท่ีท้าหน้าท่ีย่อย 
ACh ท้าให้สารส่ือประสาทนี้มีปริมาณน้อยลงในสมอง ท้าให้ผู้ป่วยเกิดการสูญเสียความจ้าในท่ีสุด เป็นต้น  

สมมุติฐานเก่ียวกับการสูญเสียความจ้าเนื่องจากการท้าลายของ cholinergic neuron เรียกว่า 
“cholinergic hypothesis” (Querfurth et al, 2010) ซึ่งน้าไปสู่แนวทางการรักษาโดยการใช้ยาท่ีมีผลเพิ่ม
ปริมาณสารส่ือประสาท ACh ในสมองของผู้ป่วยโดย acetylcholinesterase inhibitors (AChEI) ปัจจุบันยาท่ี
ใช้รักษาผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ส่วนใหญ่ จัดอยู่ในกลุ่มยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ AChE ส่งผลท้าให้มีสาร
ส่ือประสาท ACh ในสมองเพิ่มมากขึ้น ท้าให้ช่วยฟื้นฟูความจ้าท่ีบกพร่องได้ ตัวอย่างยาได้แก่ tacrine, 
donepezil, rivastigmine และ galanthamine (Lau et al, 2008) 
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แม้ว่ายากลุ่มนี้จะมีฤทธ์ิดีในการช่วยฟื้นฟูความจ้า ช่วยควบคุมอาการต่างๆ ให้น้อยลง แต่พบว่าโรค
ยังคงด้าเนินต่อไปไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ ท่ีส้าคัญยาดังกล่าวยังมีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วย เช่น คลื่นไส้ 
อาเจียน ท้องเสีย หัวใจเต้นช้าลง นอกจากนี้ tacrine ยังมีรายงานความเป็นพิษต่อตับด้วย    

นอกเหนือจาก cholinergic hypothesis สมมติฐาน amyloid (amyloid hypothesis) กล่าวว่าการ
สะสมของ amyloid- peptide (A) เป็นอีกสาเหตุส้าคัญของการเกิดโรคอัลไซเมอร์ โดย A เกิดจาก
กระบวนการย่อย amyloid precursor protein (APP) ท่ีผิดปกติ APP จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ 2 ชนิดคือ -
secretase (-site APP cleaving enzyme, BACE-1) และเกิดการตัด APP ส่วนท่ีเหลือด้วย -secretase 
ท้าให้เกิด A ท่ีเป็นพิษ ซึ่งประกอบด้วยจ้านวนกรดอะมิโน 40 ตัว (A1-40) และ/หรือ 42 ตัว   (A1-42) 
(Hooper, 2005) การรวมตัวกันของ A ดังกล่าวส่งผลให้มี -amyloid เพิ่มมากขึ้น และเกิดการก่อตัวจาก
รูปแบบ monomer ไปเป็น oligomer, protofibrils และสุดท้ายเกิดเป็น amyloid plaques ซึ่งจับตัวกันแน่น
อยู่นอกเซลล์ประสาทในสมองส่วน hippocampus และ neocortex (Ohnishi et al, 2004)  (รูปท่ี 1 และ 2) 

โดยพบว่าการสะสมของ -amyloid หรือ amyloid plaques ก่อให้เกิดการท้าลายเซลล์ประสาทโดยการ
ปลดปล่อยอนุมูลอิสระ H2O2 ออกมา ซึ่งมีผลต่อการกระตุ้นและการด้าเนินไปของโรคอัลไซเมอร์     
นอกจากนี้ยังกระตุ้นให้เกิดภาวะ oxidative stress ต่อ mitochondria ท้าให้รบกวนการควบคุมสมดุลของ 
Ca2+ ภายใน mitochondria กระตุ้นให้เกิดการสร้างอนุมูลอิสระท่ีมีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบ ได้แก่  
superoxide anion (O2

-)  hydrogen peroxide (H2O2) และอนุมูลอิสระท่ีมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ ได้แก่ 
nitric oxide (NO) และ nitrogen dioxide (NO2) ซึ่งการสร้างอนุมูลอิสระ NO ออกมามากเกินสมดุล จะท้าให้
เกิดการปฎิกิริยากับ  superoxide anion เกิดเป็น peroxynitrite (ONOO-) ซึ่งมีความว่องไวในการท้า
ปฎิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนได้เร็วกว่า จึงมีความเป็นพิษสูงและมีฤทธ์ิท้าลายสารชีวโมเลกุลอ่ืนได้มากกว่า  (รูปท่ี 
3) จึงมีผลก่อให้เกิดการท้าลายเซลล์ประสาทได้รุนแรงขึ้น นอกจากนี้ mitochondria APP ยังสะสมใน 

protein import channel ของ mitochondria การเกิดการสะสม A ท้าให้เกิดการยับยั้งการขนส่ง 
cytochrome C oxidase subunit proteins ท้าให้เกิดความบกพร่องของกระบวนการหายใจระดับเซลล์ เพิ่ม
การสร้างอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ซึ่งจะน้าไปสู่การตายของเซลล์ประสาทอีกด้วย 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 ลักษณะของ amyloid plaques และเซลล์ประสาทท่ีมี neurofibrillary tangles (NFT)  

(รูปจาก https://gbiomed.kuleuven.be) 
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ตามสมมติฐานโปรตีนเทา (tau hypothesis) กล่าวว่าโปรตีนเทาท่ีถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากผิดปกติ 
(hyperphosphorylated tau) จะจับคู่กับโปรตีนเทาสายอ่ืนเกิดเป็น neurofibrillary tangles สะสมภายในตัว
เซลล์ประสาท (Goedert et al, 1991)  มีผลท้าให้ลดความเสถียรของ microtubule เป็นผลท้าให้เกิดการ
รบกวนการน้าส่งกระแสประสาทท่ี synapse กระบวนการดังกล่าวท้าให้เกิดความผิดปกติในการส่ือสาร
ระหว่างเซลล์ประสาท ส่งผลท้าให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทในท่ีสุด (รูปท่ี 1 และ 4) 
 นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอ่ืนๆ อีกหลายประการท่ีท้าให้เกิดการตายของเซลล์ประสาท ได้แก่ metal ions 
และอนุมูลอิสระท่ีมีออกซิเจน (reactive oxygen species, ROS) และไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ (reactive 
nitrogen species, RNS) พบว่า ในผู้สูงอายุระบบการก้าจัดอนุมูลอิสระ (antioxidant defense system) ใน
ร่างกายเส่ือมประสิทธิภาพลง จึงท้าให้มีอนุมูลอิสระสะสมในร่างกายมากขึ้น เป็นผลให้เซลล์ถูกท้าลาย
เนื่องจากภาวะเครียดออกซิเดชัน ท้าให้เกิดการท้าลายไขมัน โปรตีนและดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังมีผลต่อเยื่อ
หุ้มเซลล์ท่ีควบคุมการเข้าออกของสารต่างๆ เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสารภายในเซลล์ ส่งผลให้เป็น
ตัวเร่งในการท้าลายเซลล์สมองให้ตายเร็วขึ้นและเพิ่มอัตราเส่ียงต่อการเป็นโรคอีกหลายชนิด เช่น โรคทาง
ระบบภูมิคุ้มกัน โรคมะเร็ง โรคท่ีเกิดจากการเส่ือมตามอายุ และโดยเฉพาะโรคทางระบบประสาทและการส่ง
สัญญาณส่ือประสาท (เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคซึมเคร้า และโรคพาร์กินสัน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2 การเกาะกลุ่มกันของ  -amyloid จนเกิดเป็น amyloid plaques 
(รูปจาก www.nia.nih.gov) 

 
 
 
 
 
 
 

http://www.nia.nih.gov/
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รูปท่ี 3 กลไกการกระตุ้นการเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทของ -amyloid 
(รูปจาก Cell Death and Disease (2011) 2, e176; doi:10.1038/cddis.2011.57) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4 กลไกการสะสมของกลุ่มเส้นใยประสาท (neurofibrillary tangle, NFT) อันเนื่องมาจาก 

โปรตีน tau ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากเกินไปท้าให้ microtubule ผิดปกติแยกออกจากกัน  
(รูปจาก http://en.wikipedia.org) 

 
เนื่องจากความซับซ้อนของสาเหตุในการเกิดโรคอัลไซเมอร์ แนวทางการรักษาอัลไซเมอร์โดยการ

เพิ่มปริมาณของสารส่ือประสาท ACh ท่ี synapse เพียงอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอต่อการชะลอการด้าเนินไป
ของโรค นักวิจัยจึงได้พยายามคิดค้นหาแนวทางใหม่ในการพัฒนายาเพื่อรักษาโรคอัลไซเมอร์ เช่น การ
ยับยั้งเอนไซม์ -secretase เพื่อลดการสร้าง -amyloid และยับยั้งการรวมตัวของ -amyloid จนเกิดเป็น 
amyloid plaques นอกเซลล์ประสาท การก้าจัดหรือการยับยั้งการสังเคราะห์อนุมูลอิสระ นอกจากนี้การ
กระตุ้นให้เกิดการงอกและเพิ่มแขนงของเซลล์ประสาท (Neurite outgrowth) เป็นอีกแนวทางหนึ่งในการ
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พัฒนายาปกป้องเซลล์ประสาท (Neuroprotective effect)  ท้าให้เซลล์ประสาทมีแขนงประสาทเพิ่มขึ้น ส่งผล
ให้ระบบประสาทสามารถเกิด synapse ได้มากขึ้น การส่งสัญญาณประสาทก็จะเกิดได้ดีขึ้น ด้วยเหตุผล
ดังกล่าว สารท่ีมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ จึงถูกน้ามาศึกษาถึงคุณสมบัติในการเป็นสารออกฤทธ์ิ
ปกป้องเซลล์ประสาท ยับยั้งเอนไซม์ -secretase ลดการสะสมของ -amyloid ป้องกันการท้าลายเซลล์
ประสาทท่ีเกิดจากภาวะเครียดออกซิเดช่ัน และการกระตุ้นให้เกิดการงอกและเพิ่มแขนงของเซลล์ประสาท 
ซึ่งคาดว่าจะสามารถช่วยป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร์ได้ 

แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระส่วนมากจะพบได้ตามธรรมชาติ ได้แก่ พืช ผัก ผลไม้ โดยส่วนใหญ่
ประกอบด้วยสารประกอบโพลีฟีนอล วิตามินซี วิตามินอี ซีลีเนียม เบต้าแคโรทีน (-carotene) และวิตามิน
เอ เป็นสารต้านอนุมูลอิสระหรือสารแอนติออกซิแดนซ์ (antioxidant) ท่ีส้าคัญ ซึ่งพืชดังกล่าวนี้ โดยส่วนใหญ่
มักมีสารประกอบโพลีฟีนอลเป็นสารส้าคัญหลักท่ีออกฤทธ์ิ เช่น flavonoids stilbenoids และ curcuminoids 
เป็นต้น 
  
พืชตระกูลส้ม 

พืชตระกูลส้ม (Citrus fruits) หมายถึ งพืชในสกุล Citrus รวมถึงพืชอ่ืนๆ  ท่ีใกล้ เคียงในวงศ์ 
Rutaceae มีถิ่นก้าเนิดในเขตติดต่อระหว่างพื้นท่ีของประเทศจีนตอนใต้อินเดีย และคาบสมุทรมลายู  ซึ่ง
รวมถึงประเทศไทยด้วย พืชตระกูลส้มนับว่าเป็นแหล่งท่ีมีสารประกอบทางชีวภาพท่ีส้าคัญต่อร่างกายท่ีมี
ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน ได้แก่ วิตามิน  A, C และ E, แร่ธาตุ, phenolic compounds, coumarins, limonoids, 
carotenoids และ pectins เป็นต้น ซึ่งหากจะแบ่งตามลักษณะความส้าคัญทางพืชสวนแล้ว สามารถแบ่งได้
หลายกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มส้มเกลี้ยง เช่น ส้มเกลี้ยง ส้มเช้ง กลุ่มส้มเปลือกล่อน เช่น ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน 
กลุ่ ม ส้ ม โอ  ซึ่ ง พั น ธ์ุ ส้ ม โอ ท่ี นิ ย ม ป ลู ก ใน ไท ย ได้ แ ก่  ข า วน้้ า ผึ้ ง  ข า ว แ ต งก ว า  ท อ งดี  ข า ว
หอม ขาวใหญ่   ขาวพวง ขาวแป้น ท่าข่อย ทับทิม หอมหาดใหญ่ และกลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด เช่น ส้มมือ  
 1. ชนิดและพันธ์ุพืชในตระกูลส้ม 

สามารถจัดแบ่งตามลักษณะความส้าคัญทางพืชสวนได้เป็น 4 กลุ่ม (กาญจน์ จันทร์ลอย, 2015) 
ดังนี้ 

1.1 กลุ่มส้มเกลี้ยง (The Orange) แบ่งได้ 2 กลุ่ม ได้แก่  
1.1.1 Sweet orange เป็นกลุ่มท่ีปลูกมากท่ีสุดในโลก เช่น ส้มเกลี้ยง ส้มเช้ง เป็นต้น 

1.1.1.1 ส้มเช้ง (Citrus sinensis Osb.)  มีลักษณะทางพฤกษศาสตร์คือ ทรงพุ่มขนาดเล็ก 
มีดอกสีขาวครีม ผลกลมเว้าบริเวณขั้วเล็กน้อย ก้นผลเป็นวงคล้ายมีตราติด ผิวขรุขระมีต่อมน้้ามันท่ัวผล เนื้อ
ในสีเหลือง เปลือกหนาสีเขียวเข้มเมื่ออ่อน พอสุกเป็นสีเขียวอ่อนอมเหลือง (นิดดา หงส์วิวัฒน์, 2550) 

1.1.2 Sour or bitter oranges หรือ Sevelle orange เช่น ส้มซ่า เป็นต้น 
1.1.2.1 ส้มซ่า (Citrus aurantium var. aurantium) มีลักษณะทางพฤกษศาสตร์คือ เป็นไม้

ยืนต้นขนาดกลางมีหนามยาวตามล้าต้น ใบและก้านใบเป็นใบประกอบแบบลดรูปเหลือใบย่อยใบเดียวใบหนา
เป็นมันมีต่อมน้้ามันอยู่ท่ัวไปก้านใบมีปีก มีดอกสีขาวกลิ่นหอม ผลกลมขนาดใกล้เคียงกับผลมะนาว เปลือก
หนาเปลือกนอกเป็นสีเขียวอมน้้าตาลเปลือกมีผิวเป็นปุ่ม เนื้อในคล้ายส้มโอรสเปร้ียวอมหวาน  
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1 .2  กลุ่ ม ส้ ม เป ลื อกล่ อน  ( The Mandarins)  เป็ น กลุ่ ม ท่ี ป ลู กม าก ท่ี สุ ด ใน ท วี ป เอ เชี ย 
เช่น ส้มเขียวหวาน เป็นต้น 

1 .2 .1  ส้ ม เขี ย ว ห ว า น  ( Citrus tangerina, Citrus reticulata Blanco.)  มี ลั ก ษ ณ ะท า ง
พฤกษศาสตร์คือ ล้าต้นขนาดเล็กถึงปานกลาง มีดอกสีขาวออกดอกมากในเดือนมกราคมถึงกุมภาพันธ์ ใบ
จะตั้งขึ้นเป็นใบสีเขียวเข้มเมื่อน้าใบมาขยี้แล้วดมจะมีกลิ่นหอม ผลแก่จัดจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองแดง เปลือก
ร่อนงาย ชานมีลักษณะนิ่ม ให้น้้าส้มในปริมาณมาก กลิ่นหอมและรสชาติหวานอมเปร้ียว  

1 .3  กลุ่ ม ส้ ม โอและ เก รฟ ฟ รุต  (The Pummelos and Grapefrits)  ส้ ม โอมี ลั กษ ณ ะท า ง
พฤกษศาสตร์ คือ เป็นไม้ยืนต้นขนาดเล็กถึงขนาดกลาง สูง 5-15 เมตร ก่ิงก้านสาขาท่ีแตกจะห้อยเป็นทรง
พุ่ม ดอกเกิดบริเวณซอกใบลักษณะเป็นช่อจัดเป็นชนิดดอกเดี่ยวแต่ละช่อมีดอกจ้านวน 10 -20 ดอก มี
เส้นผ่าศูนย์กลาง 3-7 ซม. ใบมีรูปร่างเป็นโล่ ปลายสุดของใบเป็นรอยเว้าเล็กน้อย ส่วนของฐานใบมนจัดเป็น
ใบขนาดใหญ่กว้างประมาณ 2-12 ซม. ยาวประมาณ 5-20 ซม. ผลมีรูปร่างกลมหรือเป็นผลแบบสาลี่ มีขนาด
ปานกลางถึงใหญ่ เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10-30 ซม. หากแบ่งตามเนื้อสีสามารถแยกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 

1.3.1 กลุ่มท่ีมีเนื้อสีขาวหรือไม่มีสี เช่น ขาวแป้น ขาวน้้าผึ้ง ขาวพวง ขาวแตงกวา ขาวใหญ่ 
(Citrus maxima Merr.) เป็นต้น 

1 .3 .2  ก ลุ่ ม ท่ี มี เนื้ อ สี แ ด ง ห รื อ เนื้ อ สี ช ม พู  เ ช่ น  ท อ งดี  ท่ า ข่ อ ย  ทั บ ทิ ม ส ย า ม                           
Citrus maxima (Burm.) Merr.) เป็นต้น 

1.4 กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด (The Common Acid Members) พบว่ามีรสเปร้ียวแบ่งได้  3 กลุ่ม
ได้แก่ 

1 .4 .1  The Citrons ลั ก ษ ณ ะ ท่ี ส้ า คั ญ  คื อ  ต า ด อ ก มี สี ม่ ว ง แ ต้ ม อ ยู่  เ ช่ น  ส้ ม มื อ                            
ส้มมะละกอ เป็นต้น 

1.4.2 The Lemons เช่น มะนาวฝร่ัง เป็นต้น 
1.4.3 The Limes เช่น มะนาว เป็นต้น  

มะนาว (Citrus aurantifolia Swingle., Citrus aurantifolia) มีลักษณะทางพฤกษศาสตร์ คือ 
ล้าต้นเป็นไม้พุ่มเตี้ยสูงเต็มท่ี 5 เมตร ดอกสีขาวอมเหลืองมีดอกผลตลอดท้ังปี ใบยาวเรียวเล็กน้อยคล้ายใบ
ส้มมักมีใบดก ผลโดยท่ัวไปมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 4 -4.5 ซม. ในช่วงหน้าแล้งจะออกผลน้อย 
และมีน้้าน้อย ก้านมีหนามเล็กน้อย 
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ส้มเช้ง                                                                    ส้มซ่า 

 

 
 
 
 
 
 
 
                       ส้มเขียวหวาน                                       ส้มโอขาวใหญ่  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      ส้มโอทับทิมสยาม                                                                  มะนาว 
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ส้าหรับพืชตระกูลส้มจัดเป็นกลุ่มพืชท่ีอุดมไปสารต้านอนุมูลอิสระและช่วยปกป้องเซลล์ประสาท ซึ่ง
อาจจะช่วยชะลอหรือป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร์ได้ สารส้าคัญท่ีมีในพืชตระกูลนี้ เช่น วิตามินซี เบต้าแค
โรทีน สารกลุ่ม flavonoids, courmarins และ polyphenols เป็นต้น สารกลุ่ม flavonoids เป็นสารประกอบท่ี
มีโครงสร้างหลักเป็น phenylbenzo-γ-pyrones และมีสูตรโมเลกุลคือ C15 (C6-C3-C6) ซึ่งประกอบไปด้วย 
phenyl ring A และ B จับกับ pyrone ring C flavonoids ท่ีพบในพืชตระกูลส้มส่วนใหญ่เป็นชนิด  
flavanone, flavone และ flavonol โดยกลุ่ม flavanone เป็นกลุ่มท่ีพบมากท่ีสุด ตัวอย่างเช่น hesperidin 
เป็นสารกลุ่ม flavanone ท่ีพบมากในเปลือกพืชตระกูลส้ม เช่น Citrus aurantium (bitter orange), Citrus 
sinensis (sweet orange) และ Citrus unshiu (Satsuma mandarin) เป็นต้น (Crozier et al,  2009) โดยมี
การรายงานการวิจัยพบว่ามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ, ช่วยลดการเกิดภาวะ oxidative stress 
และลดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง neuroblastoma SH-SY5Y จากการเหนี่ยวน้าให้เกิดพิษ
ด้วย rotenone ได้ดี (Tamilselvam et al,  2013) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Hwang และคณะ (2008) 
ได้ท้าการศึกษาการลดการเกิดภาวะ oxidative stress ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง PC12 จากการเหนี่ยวน้า
ให้เกิดพิษด้วย H2O2 ในสารกลุ่ม citrus flavanones ได้แก่ hesperidin, hesperetin และ neohesperidin ซึ่ง
เป็นกลุ่มสารหลักท่ีพบมากในพืชตระกูลส้ม, ส้มจีน, มะนาว และส้มโอ พบว่าสามารถลด activities ของ
เอนไซม์ glutathione peroxidase และ glutathione reductase ได้ซึ่งเป็นเอนไซมท่ี์ส้าคัญท่ีมีผลท้าให้เกิด
อัตราการตายของเซลล์ประสาท และยังช่วยในการลดความเสียหายของ DNA ท่ีเกิดจากการเกิดออกซิเดช่ัน
อีกด้วย  

Naringenin เป็นสารกลุ่ม flavanones  ท่ีพบมากใน Citrus junos และเป็น aglycone ของ naringin 
มีรายงานวิจัยว่ามีฤทธ์ิลดการเกิดภาวะ oxidative stress ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง PC12 จากการ
เหนี่ยวน้าให้เกิดพิษด้วย β-amyloid และสามารถเพิ่มความจ้าของหนูทดลองท่ีอยู่ในภาวะสูญเสียความจ้าได้ 
(amnesia) (Heo et al, 2004a) นอกจากนี้ยังมีรายงานการยับยั้งเอนไซม์ acetylcholinesterase (AChE) ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ท่ีส้าคัญท่ีท้าให้เกิดการลดลงของปริมาณสารส่ือประสาท acetylcholine (ACh) ส่งผลให้ลด
ความเส่ียงของการป็นโรคอัลไซเมอร์ได้ (Heo et al, 2004b) 

Nobiletin เป็นสารกลุ่ม flavones ท่ีพบมากในเปลือกพืชตระกูลส้ม มีรายงานการวิจัยว่ามีฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระและต้านการอักเสบของเซลล์ประสาทโดยการลดการเกิด nitric oxide (NO) จาก microglial cells 
และยับยั้ง proinflammatory cytokines เช่น tumor necrosis factor และ interleukin-1β เป็นต้น (Cui et al, 
2010) นอกจากนี้  Nobiletin ยังสามารถช่วยในการเพิ่มการงอกของเซลล์ประสาท โดยการเป็น signaling 
molecule ในการเพิ่ม phosphorylation ของ cAMP-response element-binding protein (CREB) ในสมอง
ส่วน hippocampas ส่งผลให้น้าไปสู่การเพิ่มความจ้าได้ (Nagase et al, 2007 และ Nakajima et al, 2007) 
และยังสามารถลดการเกิดการเกาะกลุ่มของ β-amyloid ในสมองส่วน hippocampus ของหนูทดลองได้อีก
ด้วย  (Onozuka et al, 2008) 

จากการศึกษาวิจัยของ Nakajima และคณะ (2013) พบว่า Nobiletin ในปริมาณ 10 mg/kg ช่วยลด
การเกิด oxidative stress และลดการเกิด tau phosphorylation ในสมองส่วน hippocampus ของหนูทดลอง 
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senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) ซึ่งจะสามารถน้าไปสู่การเพิ่มการเรียนรู้และความจ้า
ในโรคอัลไซเมอร์ต่อไปได้ 

Coumarins เป็นสารอีกกลุ่มหนึ่งท่ีพบในพืชตระกูลส้ม โดยมีโครงสร้างหลักคือ benzo-α-pyrone 
หรือ α-chromone ซึ่งมีรายงานวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิต้านการอักเสบในเซลล์ประสาทและปกป้องเซลล์ประสาท 
เช่น auraptene เป็นสารกลุ่ม citrus coumarin สามารถช่วยลดอัตราการตายของเซลล์ประสาทในสมองส่วน 
hippocampus ของหนูทดลองท่ีอยู่ในภาวะสมองขาดเลือดได้ (transient global ischemia mouse) 
(Okuyama et al, 2013) และจากรายงานการวิจัยของ Epifano และคณะ (2008) ได้ท้าการศึกษาฤทธ์ิ
ปกป้องเซลล์ประสาทของ prenyloxycoumarins จากผักท่ีรับประทานได้ พบว่า 7-isopentenyloxycoumarin 
และ auraptene ในช่วงความเข้มข้น 1-10 µM มีฤทธ์ิช่วยลดความเป็นพิษของเซลล์เพาะเลี้ยง mixed 
neurons/astrocytes cortical cells จากการเหนี่ยวน้าให้เกิดพิษด้วย  N-Methyl-D-aspartate (NMDA)  
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การศึกษาเพื่อหาปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดในน้้าส้มโอขาว ส้มเช้ง และส้มเขียวหวาน พบว่าส้มเช้งมี
ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดสูงท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเขียวหวาน และส้มโอขาว ซึ่งมีค่าเท่ากับ  23.07 ± 1.01, 
21.20 ± 1.56 และ 16.08 ± 0.65 mg/100 ml extract ตามล้าดับ โดยใช้ m-cresol เป็นตัวเปรียบเทียบ
มาตรฐาน (Kumar et al, 2013) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเพื่อหาปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดในน้้าส้มโอขาวและ
น้้าส้มโอแดง พบว่าปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดในน้้าส้มโอขาวสูงกว่าน้้าส้มโอแดง คือ 909. 52 ± 8.25 และ 
769.05 ± 10.91 mg GAE/L ตามล้าดับ และพบว่าฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (โดยวิธี DPPH) น้้าส้มโอแดงสูง
กว่าน้้าส้มโอขาว มีค่าเท่ากับ 11,380.78 ± 43.12 และ 11,058.39 ± 27.37 mmol trolox equivalent/L 
extract ตามล้าดับ โดยไม่ระบุความเข้มข้นท่ีศึกษา และมีการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเตอ
เรสของน้้าส้มโอขาวและน้้าส้มโอแดง พบว่าท้ังน้้าส้มโอขาวและน้้าส้มโอแดงมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติล
โคลีนเอสเตอเรส มีค่า % inhibition อยู่ระหว่าง 75.71 - 79.74% ตามล้าดับ โดยไม่ระบุความเข้มข้นท่ีศึกษา 
โดยใช้ eserine เป็นสารมาตรฐานมีค่า % inhibition ท่ีไม่ระบุความเข้มข้นเช่นกันเท่ากับ 86.89% (Abirami 
et al, 2014) การศึกษาฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (โดยวิธี DPPH) ของน้้าส้มเช้งและน้้ามะนาว พบว่า มีค่า % 
inhibition ท่ีความเข้มข้น 100 µg/ml เท่ากับ  84.81 ± 1.99% และ 80.05 ± 1.90% ตามล้าดับ โดยใช้
วิตามินซีเป็นสารมาตรฐานมีค่า % inhibition ท่ีความเข้มข้นเดียวกันเท่ากับ 96.36 ± 1.78% (Rauf et al, 
2014) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาท่ีพบว่าฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (โดยวิธี DPPH) ของน้้ามะนาวท่ีความเข้มข้น 
500 และ 1000 µg/ml มี ค่า  %  inhibition เท่ากับ  2 .85 ± 0.20% และ 6 .25 ± 0.06%  ในขณะท่ีน้้ า
ส้มเขียวหวานมีค่า % inhibition เท่ากับ 17.80 ± 0.60% และ 26.45 ± 0.15% ตามล้าดับ (Oikeh et al, 
2016) การศึกษาฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน โดยวิธี DPPH ในน้้าส้มเช้งและน้้ามะนาวพบว่ามีค่า IC50 เท่ากับ 
5.30 ± 0.13 และ 12.47 ± 0.45 mg/ml ตามล้าดับ ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดของน้้าส้มเช้ง
และน้้ามะนาวคือ12.41 ± 0.07 และ 9.01 ± 0.09 mg GAE/g extract ตามล้าดับ (Guimarães et al, 2010) 

การศึกษาฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน IC50 (โดยวิธี DPPH) ในกากส้มพบว่ากากส้มเขียวหวานมีฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันดีท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเช้ง มะนาว และส้มซ่า โดยมี ค่า IC50 เท่ากับ 2.2, 2.8, 3.8, 3.9 mg/ml 
ตามล้าดับ ในขณะท่ีส้มเช้งมีปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดมากท่ีสุดรองลงมาคือ ส้มเขียวหวาน มะนาว และส้มซ่า 
มีค่า 232.5, 197.4, 144.9, 122.0 mg GAE/g extract (Ghasemi et al, 2009) 

จากข้อมูลดังกล่าวเห็นได้ว่าพืชตระกูลส้มมีองค์ประกอบทางเคมีท่ีมีศักยภาพในการปกป้องระบบ
ประสาท ดังนั้นการศึกษาวิจัยเพื่อทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีเก่ียวข้อง จะเป็นข้อมูลทางวิชาการท่ีจะช่วย
ส่งเสริมการบริโภคผลไม้ตระกูลส้มภายในประเทศ เป็นการเพิ่มมูลค่าเพื่อการส่งออกและยังเป็นการ
พัฒนาเศรษฐกิจอีกด้วย 
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บทท่ี 2 วัสดุอุปกรณ์ สารเคมี และระเบียบวิธีวิจัย 
 
วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 
1. เคร่ืองมือและเคร่ืองแก้ว  

1.1 Round bottom flask  
1.2 Glass condenser  
1.3 Magnetic bar and stirrer  
1.4 Support stand with flask clamp  
1.5 TLC silica gel 60 F254 Merck, German  
1.6 TLC developing chambers, Camac  
1.7 Glass chromatography column  
1.8 Rotary evaporator, BÜCHI  
1.9 UV-2600 UV-Vis spectrophotometer, Bara Scientific  
1.10 Nicolet 6700 FT-IR, Thermo Scientific  
1.11 96-well plate, nunc 
1.12  Ultrasonic bath, Bransonic 
1.13 Infinite M200 Microplate reader, Tecan 
1.14 Freeze dryer, FreeZone, LABCONCO  
1.15 Hot air Oven,Venticell 
1.16 Linomat 5, Camag 
1.17 pH Meter (Model RL 150) 
 

 
2. พืชตัวอย่างและสารเคมี  

2.1 พืชตระกูลส้ม 6 ชนิด (ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม ส้มเขียวหวาน มะนาว ส้มเช้ง และส้ม
ซ่า) 
2.2 Gallic acid, Merck, Germany  
2.3 Folin-Ciocalteu reagent, Merck KGaA (Germany) 
2.4 Methanol (lab grade)  
2.5 Methanol (analytical reagent), Fisher Scientific  
2.6 Methanol, Honeywell, USA  
2.7 Ethanol (analytical reagent), Lab Scan  
2.8 Sodium carbonate จาก UNILAB (Abbott Road, Seven Hills, Australia) 
2.9 Trolox, Sigma  
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2.10 Ascorbic acid (VitaminC) BioXtra, ≥ 99%, crystalline, Sigma (ST. Loius, Missouri, 
USA) 
2.11 N,N-dimethylformamide (DMF) (analytical grade), Carlo erba  
2.12 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH), Sigma 
2.13 Acetylcholinesterase type VI-s, 425.94 units/mg solid, 687 U/mg protein, Sigma 
 2.14 Acetylthiocholine iodide (ATCI), Sigma 
2.15 5, 5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), Sigma 
2.16 Acetic acid, glacial 100%, E Merck 
2.17 Sulfuric acid 96.2%, J.T. Baker 
2.18 Silica gel G60 0.063 mm-0.2 mm for column, E Merck 
2.19 Silica gel G60 0.040 mm-0.063 mm for column, E Merck 
2.20 TLC aluminium sheets 20×20 cm. silica gel 60 F254, E Merck 
2.21 Sodium hydroxide, CARLO ERBA reagents 
2.22 Sulfuric acid (H2SO4), 98% analytical grade, Merck  
2.23 Acetone (analytical reagent) Fisher Scientific  
2.24 Dimethyl sulfoxide-d6, Merck, Germany 
2.25 Tris-Hydrochloride molecular (biological grade) Promega, USA 
2.26 Alpha minimal essential medium (-MEM) 
2.27 Newborn calf serum (NCS) , Gibco, USA 
2.28 Fetal bovine serum (FBS) , Gibco, USA 
2.29 Dimethylsulfoxide (DMSO), Sigma, USA 

ระเบียบวิธีวิจัย 
1. การเตรียมส้มและส้มโอส าหรับการวิจัย 
 ท้าการเก็บตัวอย่างผลไม้ตระกูลส้ม โดยจะคัดเลือกตัวแทนผลไม้ตระกูลส้มกลุ่มย่อยต่างๆ ได้แก่ 
กลุ่มส้มเกลี้ยง (คัดเลือกตัวแทนจากกลุ่มย่อย กลุ่มละ 1 ชนิด ได้แก่ กลุ่มส้มท่ีมีรสหวาน เช่น ส้มเช้ง และ
กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียว เช่น ส้มซ่า ) กลุ่มส้มเปลือกล่อน (เช่น ส้มเขียวหวาน) กลุ่มส้มโอ (คัดเลือกตัวแทน 2 
กลุ่ม ได้แก่ ส้มโอท่ีไม่มีสี และส้มโอท่ีมีสีแดง) และกลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด (เช่น มะนาว) ท้าการปอกเปลือก 
ช่ังน้้าหนักเนื้อ จากนั้นน้าไปค้ันน้้าและท้าให้แห้งด้วยเทคนิคการท้าแห้งแบบเยือกแข็งได้เป็นผงแห้ง และ
เตรียมสารสกัดส่วนเมทานอลโดยหมักเนื้อผลด้วยเมทานอล แล้วน้าไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้ง
ภายใต้การควบคุมความดัน เช่น Rotary evaporator ได้เป็นสารสกัดส่วนเมทานอล น้าผงแห้งและสารสกัดท่ี
ได้ไปช่ังน้้าหนักเพื่อหา %yield และน้าไปทดสอบฤทธ์ิต่อไป 
2. การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด (Total phenolic content) 
 ท้าการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด โดยใช้วิธี folin-ciocalteu มีขั้นตอนโดยสรุปดังนี้ 
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 น้าสารสกัดท่ีละลายด้วยเอทานอลความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม
น้้ากลั่น 50 ไมโครลิตร ผสมกับ 10% Folin Cicocateu’s phenol reagent ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ 1 M 
sodium carbonate 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันใน 96 well plate ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 60 
นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 nm ค้านวณหาปริมาณในรูปมิลลิกรัมสมมูลของ gallic acid 
โดยแต่ละตัวอย่างท้าการทดสอบ 3 ซ้้า 
3. การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (Total Flavonoid content) 
 ท้าการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด โดยใช้วิธี colorimetric มีขั้นตอนโดยสรุปดังนี้ 
 ท้าการละลายตัวอย่างด้วยน้้าหรือเมทานอลในสัดส่วนท่ีเหมาะสม ส่วนสารละลายมาตรฐาน 
catechin เตรียมท่ีความเข้มข้น 20, 40, 60, 100 ppm ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับน้้า 2 มิลลิมิตร จากนั้น
เติมสาร NaNO2 เข้มข้น 5% ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว้แล้วเติมสารละลาย AlCl3 เข้มข้น 10% 
ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว้แล้วเติมสารละลาย NaOH เข้มข้น 4% 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ปรับ
ปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 5 มิลลิลิตร วัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ค้านวณหาความ
เข้มข้นในรูปมิลลิกรัมสมมูลของ catechin โดยแต่ละตัวอย่างท้าการทดสอบ 3 ซ้้า 
4. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 ในการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพจะท้าการทดสอบสารสกัดผลไม้ตระกูลส้ม โดยท้าการเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐานท่ีให้ผลบวกในแต่ละการทดลอง  
 4.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดช่ันด้วยวิธี DPPH scavenging activity 

DPPH radical ใช้ในการทดสอบความสามารถในการท้าลายอนุมูลอิสระของสารตัวอย่าง 
(scavenging activity) อนุมูล DPPH• เป็นอนุมูลไฮโดรเจนท่ีคงตัวมีสีม่วงอยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้ว ซึ่งการ
วิเคราะห์เป็นการวัดความสามารถของสารทดสอบในการก้าจัดอนุมูลอิสระโดยวิธีให้ไฮโดรเจนอะตอม การ
วัดท้าโดยใช้เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) โดยวัดการลดลงของสีเมื่อเติมสารต้าน
ออกซิเดชันลงไป สารละลายของ DPPH• มีสีม่วงเมื่อได้รับ H จะเปลี่ยนเป็นสารละลายสีเหลือง (รูปท่ี 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 การเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH และอนุมูลอิสระ  
 
 



19 

 

 
4.1.1 วิธีการเตรียมสารท่ีใช้ในการทดสอบ 

เตรียมสารละลาย DPPH ใน methanol (methanolic DPPH radical) ท่ีความเข้มข้น 0.2 
mg/ml และเตรียมสารตัวอย่างโดยละลายใน methanol  

4.1.2 วีธีการทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดช่ัน 
วัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) โดยท่ีแต่ละความเข้มข้นมี 3 well แต่ละ well 

ประกอบด้วยสารตามตารางท่ี 1 โดยปริมาตรสุดท้ายของทุก well เป็น 200 µl (แต่ละความเข้มข้นท้า  
triplicate) แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ีความยาวคลื่น 517 nm ด้วยเคร่ือง microplate 
reader โดยท้าการทดลองท้ังหมด 3 คร้ัง จากนั้นค้านวณหา % inhibition และค่า IC50  

ตารางท่ี 1  ส่วนประกอบของสารท่ีใช้ในวิธี DPPH  
Parameters ส่วนประกอบในแต่ละ well 
A (Test sample) - สารตัวอย่างใน  methanol ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

กัน 100 µl 
- Methanolic  DPPH  radical 100 µl 

B (Blank of sample) - สารตัวอย่างใน methanol ท่ีความเข้มข้นต่างๆ กัน 
100 µl 
- Methanol 100 µl 

C (Control) - Methanolic  DPPH  radical 100 µl 
- Methanol 100 µl 

 
4.1.3 การหาค่า% inhibition 

   โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ของสารสกัดท่ีความเข้มข้น 100 µg/ml และ
ค้านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้ง ด้วยสมการ ดังนี้ 

 
  4.1.4 การหาค่า IC50  
   โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ของสารสกัดท่ีความเข้มข้น 100, 50, 25, และ 
12.5 µg/ml ค้านวณหาค่า percent inhibition ท่ีแต่ละความเข้มข้น และหาค่า IC50 โดยการวาดกราฟระหว่าง
ค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้ง กับความเข้มข้นของสารสกัดเปลือกทับทิม แล้วน้าข้อมูลท่ีได้มาหาค่าเฉล่ีย 
(mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดยแสดงข้อมูลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
 4.2 การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการเกาะกลุ่มของ β-amyloid (Aβ) 
    การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการเกาะกลุ่มของ β-amyloid (Aβ) ใช้วิธี thioflavin T (ThT) fluorescence 
ซึ่งเป็นวิธีการประเมินการเกาะกลุ่มของ Aβ oligomers ในเบื้องต้น โดยวัดการเปลี่ยนแปลงของการเรือง
แสง  fluorescence ของ ThT ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น fluorophore ท่ีมีโครงสร้างหลักเป็นวง benzothaizole ใน
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สภาพปกติ ThT จะไม่มีการเรืองแสงเมื่ออยู่ในรูปอิสระ แต่เมื่อโมเลกุลของ ThT เข้าไปจับบริเวณ binding 
sites ของ Aβ fibrils จะเกิด hyperchromic shift ของ ThT จาก excitation ท่ี  385 นาโนเมตร และ 
emission ท่ี  445 นาโนเมตร ไปท่ี excitation เท่ากับ  440 นาโนเมตร และ emission เท่ากับ  482 
นาโนเมตร และมีการเรืองแสง fluorescence ของ ThT ในท่ีสุด 
    4.2.1 วิธีการเตรียม stock solution 
  Sample stock solution: เตรียมสารละลายของ sample ใน DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 
1000 µM 
  Standard solution for positive control: เตรียมสารละลาย curuminใน DMSO ให้ได้ความ
เข้มข้น 1000 µM 
  ThT stock solution: เตรียม ThT ใน Tris buffer ให้ได้ความเข้มข้น 5 µM (เตรียมแล้วใช้
ทันที) 
  Aβ1-40 stock solution: เตรียม Aβ1-40 ในสารละลาย 10 mM NaOH ให้ได้ความเข้มข้น 0.5 
mg/mL และเจือจางต่อด้วย Tris buffer ให้ได้ความเข้มข้น 25 µM 
 

4.2.2 วิธีการทดสอบฤทธ์ิ 
1. ปิเปต stock solution ของสารแต่ละตัวเติมลงใน 96-well plate ดังนี้ 

   samples:sample stock solution 1 µL + Aβ1-40 stock solution 9 µM 
   solvent blank: DMSO 1 µL + Tris buffer 9 µL 
   control: DMSO 1 µL + Aβ1-40 stock solution 9 µM 

2. incubate ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
3. เติม ThT stock solution 200 µL 
4.วัดการเรืองแสงโดยกระตุ้นและวัดการปลดปล่อยคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 446 และ 500 

nm ตามล้าดับ 
การทดสอบฤทธ์ิของสารแต่ละตัวจะทดสอบทั้งหมด 3 ซ้้า โดย cucumin เป็น positive control เพื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวอย่าง หาค่าเฉล่ีย intensity ของตัวอย่าง น้าไปค้านวณ % inhibition ของ
สารแต่ละตัว ดังสมการ 

 

 
 
   lsample คือ ค่าเฉลี่ย fluorescence Intensity ของ samples 
   lblank   คือ ค่าเฉล่ีย fluorescence Intensity ของ solvent blank 
   lcontrol คือ ค่าเฉล่ีย fluorescence Intensity ของ control 
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4.3 การทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเอนไซม์ β-secretase  
 การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งเอนไซม์ β-secretase ของสารท่ีสังเคราะห์ได้ด้วยวิธี fluorescence 
resonance energy transfer (FRET) ซึ่งเมื่อกระตุ้นสายโปรตีนอะไมลอยด์ท่ีเอนไซม์ β-secretase ตัดด้วย
แสงท่ีความยาวคลื่น 380 นาโนเมตร และวัดค่าการปลดปล่อยคลื่นแสงท่ี 510 นาโนเมตร โดยใช้ BACE1 
substrate inhibitor IV เป็น positive control 

4.3.1 วิธีการเตรียมสารละลาย 
Sample working solution : เตรียมสารละลายตัวอย่างในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ให้

ได้ความเข้มข้น 5000 µM และเจือจางต่อด้วย 100 mM sodium acetate buffer (pH 4.5) ให้ได้ความ
เข้มข้น 50 µM 

β-secretase enzyme working solution: เตรียมสารละลาย β-secretase enzyme ใน 50 
mM Tris buffer (pH 7.5 ) และ 10% glycerol ให้ได้ความเข้มข้น 0.5 unit/µL และเจือจางต่อด้วย 100 mM 
sodium acetate buffer (pH 4.5) ให้ได้ความเข้มข้น 0.01 unit/µL 

Standard solution for positive control: เตรียมสารละลาย β-secretase substrate IV 
inhibitor ใน DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 1250 µM และเจือจางต่อด้วย 100 mM sodium acetate buffer (pH 
4.5) ให้ได้ความเข้มข้น 25 µM 

β-secretase substrate IV working solution: เตรียม β-secretase substrate IV ใน 
DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 1250 µM และเจือจางด้วย 100 mM sodium acetate buffer (pH 4.5) ให้ได้
ความเข้มข้น 125 µM 

 
4.3.2 วิธีการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ β-secretase 
1. ไปเปต working solution ของสารแต่ละตัวเติมลงใน 96-well black plate ซึ่งปริมาณสาร

ท่ีต้องไปเปตลงใน 96-well black plate เพื่อท้าการทดสอบดังตารางท่ี 2 
2. Incubate ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
3. วัดการเรืองแสงโดยกระตุ้นและวัดการปลดปล่อยคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 380 และ 510 

นาโนเมตร ตามล้าดับ 
 
ตารางท่ี 2 ปริมาณสารท่ีต้องไปเปตลงใน 96-well black plate เพื่อท้าการทดสอบฤทธ์ิ 
ปริมาณสาร (µL) Test 

compound 
Positive 
control 

Negative 
control 

Substrate 
control  

Control 
blank  

Test 
compound 
blank 

Sodium acetate buffer 30 30 30 80 80 80 
Sample 20 - - - - 20 
BACE1 substrate IV inhibitor - 20 - - - - 
Solvent (DMSO) ใน Sodium - - 20 - 20 - 
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acetate buffer 
BACE1 substrate IV 20 20 20 20 - - 
BACE enzyme 30 30 30 - - - 
 
 การทดสอบฤทธ์ิของสารแต่ละตัวจะทดสอบทั้งหมด 3 ซ้้า โดย BACE1 substrate IV inhibitor เป็น 
positive control เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวอย่างจะน้าไปค้านวณ % inhibition ของสารแต่ละตัว 
ดังสมการ 

 

 
RFU control คือ ค่า fluorescence intensity ของ negative control หักลบ blank 
RFU compound คือ ค่า fluorescence intensity ของ sample หักลบ blank 
 

 4.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส 
 การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส (acetylcholineaterase, AChE) ใช้วิ ธี 
Ellman’s method ในการทดสอบโดยวัด 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาดังต่อไปนี้ 
 

 
 
 

 
เอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสจะท้าการย่อยสาร acetylthiocholine iodide (ACTI) ได้เป็น 

acetate และ thiocholine ซึ่ง thiocholine ท่ีได้จะท้าปฏิกิริยากับสารก่อสี 5,5׳-dithiobis-2-nitrobenzoic acid 
(DTNB) ได้เป็น 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) ซึ่งมีสีเหลือง 

 
4.4.1 วิธีการเตรียมสารท่ีใช้ในการทดสอบ 

- เตรียมสารสกัด โดยละลายใน 10% methanol ใน BufferI ให้ได้ความเข้มข้น 5000 ug/ml   
- เตรียม 50 mM Tris-HCl pH8 (Buffer I) ซึ่งปรับ pH โดย 1 M sodium hydroxide solution 
- เตรียม 50 mM Tris-HCl pH8 ท่ีมี 0.1% Bovine serum albumin (BSA) (Buffer II) 
- เตรียม 50 mM Tris-HCl pH8 ท่ีมี 0.1 M NaCl และ 0.02 M MgCl2.2H2O (Buffer III) 
- เตรียม 10% methanol ใน Buffer I 
- เตรียม ATCI ความเข้มข้น 15 mmol/L โดยละลายในน้้ากลั่น (deionized water) 
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- เตรียม DTNB ความเข้มข้น 3 mmol/L โดยละลายใน Buffer III 
- เตรียมเอนไซม์ acetylcholinesterase ความเข้มข้น 0.22 units/ml ใน Buffer II (โดยเตรียมจาก 

stock solution 100 units/ml ใน Buffer I) 
 

  4.4.2 การหาค่า % inhibition 
ในการทดสอบแต่ละคร้ัง ประกอบด้วย 4 well (A, B, C และ D) ซึ่งแต่ละ well ประกอบด้วย

สารต่างๆ กัน ดังแสดงในตารางท่ี 3 โดยปริมาตรสุดท้ายของทุก well เป็น 250 µl และทุกการทดลองท้าซ้้า 
3 คร้ัง แต่ละคร้ังท้า triplicate 

- เติมสารลงใน 96-well plate ตามตารางท่ี 1 โดยเติม ATCI, DTNB, Buffer II และ test sample 
จากนั้น incubate 5 นาทีท่ี 25o C แล้ววัด absorbance ท่ีความยาวคลื่น 405 nm ด้วยเคร่ือง 
microplate  reader 

- เติมเอนไซม์ acetylcholinesterase จากนั้น incubate 20 นาทีท่ี 25o C แล้ววัด absorbance อีก
คร้ัง  

- บันทึกผลค่า absorbance เพื่อน้ามาใช้ค้านวณ 
- วิเคราะห์และแปลผลข้อมูล โดยการค้านวณหา percent inhibition ด้วยสมการดังนี้ 

 
 

 
4.4.3 การหาค่า IC50  
น้าสารสกัดท่ีมีค่า % inhibition มากกว่า 50 มาท้าการทดสอบหาค่า IC50 โดย 

- เตรียมสารสกัด โดยละลายใน 10% methanol ใน Buffer ปรับให้ได้ความเข้มข้นต่างๆ ตามความ
เหมาะสม  

- เตรียม galanthamine hydrobromide ท่ีความเข้มข้นต่างๆ เพื่อใช้เป็นสารมาตรฐาน   
- เตรียม 50 mM Tris-HCl pH8 (Buffer I) ซึ่งปรับ pH โดย 1 M sodium hydroxide solution 
- เตรียม 50 mM Tris-HCl pH8 ท่ีมี 0.1% Bovine serum albumin (BSA) (Buffer II) 
- เตรียม 50 mM Tris-HCl pH8 ท่ีมี 0.1 M NaCl และ 0.02 M MgCl2.2H2O (Buffer III) 
- เตรียม 10% methanol ใน Buffer I 
- เตรียม ATCI ความเข้มข้น 15 mmol/L โดยละลายในน้้ากลั่น (deionized water) 
- เตรียม DTNB ความเข้มข้น 3 mmol/L โดยละลายใน Buffer III 
- เตรียม acetylcholinesterase ความเข้มข้น 0.22 units/ml ใน Buffer II (โดยเตรียมจาก stock 

solution 100 units/ml ใน Buffer I) 
- หาค่า % inhibition ของสารสกัดท่ีเข้มข้นต่างๆ จากนั้นท้าการหาค่า IC50 โดยการวาดกราฟ

ระหว่าง percent inhibition กับความเข้มข้นของ test sample แล้วน้าข้อมูลท่ีได้มาหาค่าเฉล่ีย 
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(mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดยแสดงข้อมูลในรูป ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

ตารางท่ี 3 องค์ประกอบของแต่ละ well ในการทดลอง microplate assay 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เมื่อ  A คือ Control (reagent + methanol + enzyme),   B คือ Blank (reagent + methanol), 

C คือ Test of sample (reagent + extract + enzyme), D คือ Blank of sample (reagent) 
 
4.5 การทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธ์ิกระตุ้นงอกของแขนงประสาท 

 งานวิจัยนี้จะน้าเอาเซลล์ประสาทพีสิบเก้ามาใช้เป็นแบบจ้าลองในการทดสอบ โดยตัวอย่างท้ังหมด
เตรียมโดยละลายสารสกัดส้มใน 100% DMSO ท่ีความเข้มข้น 2 mg/mL จากนั้นจึงท้าการเตรียมตัวอย่างอีก 
2 ความเข้มข้น คือ 200 µg/mL และ 0.02 µg/mL (20 ng/mL) โดยขั้นตอนนี้จะควบคุมให้มี DMSO เป็นตัว
ท้าละลายอยู่ 10% ในน้้าปราศจากเช้ือ 2472189440 
 
การเพาะเลี้ยงเซลล์พีสิบเก้า (MacPherson et al, 1995) 

- เซลล์พีสิบเก้าจะถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด -MEM (alpha minimal essential 
medium) ท่ีท้าการเติม 7.5% newborn calf serum (NCS) และ 2.5% fetal bovine serum (FBS) ใน
บรรยากาศ 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37C ท้าการ subculture ทุก 2-3 วัน มีขั้นตอนดังนี้ 

1. ใช้ sterile pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าท่ีมีพีสิบเก้าเซลล์เจริญอยู่ออกจาก T-75 
flask 

2. เติม sterile Phosphate Buffer Saline solution (PBS) 2 mL เพื่อล้างเซลล์แล้วดูดท้ิง 
3. เติม 0.25%w/v trypsin ท้ิงไว้ประมาณ 1 นาทีแล้วดูดท้ิงเพื่อย่อยเซลล์ให้เป็นเซลล์

เดี่ยว 

A (Control) B (Blank) C (Test of sample) D (Blank of sample) 
15 mM ATCI (ในน้้ากลั่น) จ้านวน 25 µl 

3 mM DTNB (ใน Buffer III)  จ้านวน 125 µl 
Buffer II จ้านวน 50 µl 

Methanol  
จ้านวน 25 µl  

(10% Methanol  
ใน Buffer I) 

Methanol  
จ้านวน 50 µl  

(10% Methanol ใน Buffer I) 
- 

Methanol  
จ้านวน 25 µl  

(10% Methanol ใน Buffer I) 

- - 
Test sample  
จ้านวน 25 µl 

Test sample  
จ้านวน 25 µl 

Acetylcholinesterase  
จ้านวน 25 µl  
(0.22 U/ml) 

- 
Acetylcholinesterase  

จ้านวน 25 µl  
(0.22 U/ml) 

- 
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4. เติม P19GM [alpha-minimal essential medium (-MEM) + 7.5%Newborn calf 
serum (NBCS) + 2.5% Fetal bovine serum (FBS)] 2 mL จากนั้นใช้ปิเปตท้าการปิ
เปตขึ้น -ลงสลับกัน (titurate) ประมาณ 50-60 คร้ังให้เซลล์กระจายตัว 

5. นับจ้านวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช้ hematocytometer นับเฉพาะส่วนท่ีไม่
ติดสีน้้าเงินของ trypan blue ค้านวณอัตราเซลล์เพาะเลี้ยงเร่ิมต้นให้มีความหนาแน่น 1 
× 105 cell/mL ดูดเซลล์เก่าออกให้เหลือเซลล์เท่ากับปริมาณท่ีค้านวณได้ แล้วเติม
อาหารเลี้ยงเซลล์ P19GM เข้าไปจนครบ 10 mL 

6. น้าไปเข้าตู้บ่มเพาะท่ี 37৹C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5%CO2, ความช้ืน 10% ท้าการ 
subculture ทุก 2-3 วัน 

 
การเหนี่ยวน้าให้เซลล์พีสิบเก้าเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาทพีสิบเก้า (MacPherson et al, 1995, 
Parnas et al, 1995) 

1. ใช้ sterile pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าท่ีมีพีสิบเก้าเซลล์เจริญอยู่ออกจาก T-75 
flask 

2. เติม sterile PBS 2 mL เพื่อล้างเซลล์แล้วดูดท้ิง 
3. เติม 0.25%w/v trypsin ท้ิงไว้ประมาณ 1 นาที แล้วดูดท้ิงเพื่อย่อยเซลล์ให้เป็นเซลล์

เดี่ยว 
4. เติ ม  P19IM (-MEM + 5% FBS) 2 mL แล้ว titurate ประมาณ  50 ค ร้ังให้ เซลล์

กระจายตัว 
5. ใช้ sterile pipette ดูดเซลล์ท้ังหมดใส่ลงใน petridish แล้วเติม P19IM จนครบ 10 mL 
6. เติม all trans-retinoic acid (RA) ลงไปใน petridish ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 

0.5 µM จากนั้นจึงแกว่ง petridish ให้ RA กระจายจนท่ัว 
7. น้าไปเข้าตู้บ่มเพาะท่ี 37৹C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5%CO2, ความช้ืน 10% เป็นเวลา 5 

วันเซลล์จะเกิดการรวมกลุ่มเป็น embryoid bodies (เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2 วัน) 
8. ใช้ sterile pipette ดูดเอา embryoid bodies ออกมาใส่ใน sterile centrifuge tube ตั้ ง

ท้ิงไว้ 20 นาทีให้ตกตะกอน จากนั้นจึงดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้เหลือปริมาตร 2 mL 
แล้วน้าไป centrifuge ท่ีความเร็ว 1500 rpm อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 5 นาที 

9. เมื่อครบเวลา 5 นาที ดูดเอาอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจนหมดแล้วเติม -MEM 2 mL 
น้าไป centrifuge ท่ีความเร็ว 1500 rpm อุณหภูมิ 25 ºC เป็นเวลา 5 นาที (ท้าซ้้า 2 
คร้ัง) เพื่อล้าง RA ให้หมด 

10. น้า -MEM ออก แล้วเติม P19SM (-MEM + 10% FBS) 2 mL, titurate 50 คร้ัง 
11. นับจ้านวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช้ hematocytometer นับเฉพาะส่วนท่ีไม่

ติดสีน้้าเงินของ trypan blue 
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12. ท้าการ seed cell ลงใน Poly-L-Lysine pre-coated 96-well plate* ให้มีเซลล์เร่ิมต้น 7 
x 104 cell/mL ปริมาตรท่ีใช้ในการ seed 150 µL/well (กรณีท่ีใช้ 6-well plate ปริมาตร
ในการ seed จะเป็น 2 mL/well) 
หมายเหตุ: *เคลือบผิว plate ด้วย Poly-L-Lysine (MW > 300,000) ก่อนท่ีจะท้าการ 
seed cell เพื่อให้เซลล์ประสาทยึดเกาะกับผิวของ plate ได้ดี โดยเติม Poly-L-Lysine 
ความเข้มข้น 50 µg/mL ท่ีละลายใน sterile PBS โดยใช้ปริมาตร 50 µL/well ส้าหรับ
การ seed ลง 96-well plate และ 500 µL/well กรณีท่ีใช้ 6-well plate น้าไปแช่ตู้เย็นท้ิง
ไว้ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 4C จากนั้นดูดสารละลาย Poly-L-Lysine ออก ผึ่งให้แห้งใน BSC 
II ให้รังสี UV อาบฆ่าเช้ือเป็นเวลา 30 นาที 

13. น้าไปเข้าตู้บ่มท่ี 37৹C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5%CO2 และความช้ืน 10% เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง เมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะพบว่าพีสิบเก้าเซลล์เร่ิมเปลี่ยนแปลงไปเป็น
เซลล์ประสาทจะสังเกตเห็นว่าเร่ิมมีแขนงประสาทยื่นออกมา 

14. ดูด P19SM ออกจาก plate จนหมด แล้วเติม P19SM + 10 µM Ara-C ลงไป จากนั้น
น้าไปเข้าตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37৹C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 และความช้ืน 10% เป็น
เวลาประมาณ 8 วันจะได้เซลล์ประสาทท่ีสมบูรณ์ เพื่อใช้ในการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ
ต่อไป 

การทดสอบอัตราการรอดชีวิตและความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท (Tadtong et al, 2013) 
1. เตรียมสารละลายของสารสกัดส้ม ท่ีจะน้ามาทดสอบท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน 2 ความ

เข้มข้น คือ 200 µg/mL และ 0.02 µg/mL ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในวิธีการเตรียมตัวอย่างส้ม
ท่ีใช้ในการทดสอบ เพื่อเป็น stock solution 

2. เตรียมสารละลายตัวอย่างส้าหรับทดสอบ ( test sample) โดยการเจือจางจาก stock 
solution ในแต่ละความเข้มข้น ใน P19SM + 10 µM Ara-C โดยให้ความเข้มข้นสุดท้าย
ของ DMSO เป็น 0.5%v/v สารทดสอบจะมีความเข้มข้นลดลงจาก stock solution 20 
เท่า คือ 10 µg/mL และ 0.001 µg/mL (1 ng/mL) ตามล้าดับ 

3. เตรียมสารละลายของตัวท้าละลาย (DMSO) ใน P19SM + Ara-C ให้ได้ความเข้มข้น
เป็น 0.5%v/v เพื่อใช้เป็น solvent control 

4. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจาก 96-well plate แต่ละหลุมให้หมด 
5. เติมสารทดสอบลงไปหลุมละ 150 µL แล้วน้าไปบ่มท่ี 37C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 

5%CO2 และความช้ืน 10% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
6. เมื่อครบเวลาน้า plate ออกมาจากตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ แล้วดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่า

ออกจาก plate แต่ละหลุมให้หมด 
7. เติมสารละลาย XTT ท่ีเตรียมขึ้นโดยเจือจาง XTT dye ใน -MEM ร้อน (60 C) ให้มี

ความเข้มข้น 1 mg/mL และเติม phenazine methosulfate (PMS) ให้มีความเข้มข้น
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สุดท้ายเป็น 25 µM ลงไปในหลุม หลุมละ 50 µL และเติมสารละลาย XTT ลงไปในหลุม
ท่ีไม่ได้ท้าการ seed P19 neuron ไว้ เพื่อใช้เป็น blank 

8. น้าไปบ่มท่ี 37C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5%CO2 และความช้ืน 10% เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
9. เมื่อครบเวลาน้ามาเติม PBS ลงไปหลุมละ 100 µL (ปริมาตรสุดท้ายในแต่ละหลุมคือ 

150 µL ซึ่งประกอบด้วย XTT solution ใน PBS) 
10. น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 450 nm 
11. น้าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสง มาหาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ เป รียบเทียบกับ 

control คือหลุมท่ีไม่มีการเติมสารทดสอบ จากสมการ 
 

% Cell viability =  
 
 ก้าหนดให้อัตราการรอดชีวิตของ control คิดเป็น 100% โดยท่ีอัตราการรอดชีวิตของ

เซลล์ประสาท เมื่อทดสอบกับตัวท้าละลายในความเข้มข้นท่ีใช้เตรียมสารทดสอบ    
จะต้องแสดงอัตราการรอดชีวิตไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับสารทดสอบเกิน
กว่า ±5% จึงจะยอมรับว่าตัวท้าละลายไม่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิต                         
ของเซลล์ประสาท 

12. สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น กับอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ 
13. ท้าการทดลอง 3 คร้ังท่ีเป็นอิสระต่อกัน แต่ละคร้ังท้า 3 ซ้้า (n=3, triplicate) 

 
การทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทด้วยวิธี serum deprivation (Tadtong et al, 2013, Iacovitti et al, 
1997) 

1. เตรียมสารละลายของสารสกัดส้มท่ีความเข้มข้นท่ีต่้าท่ีสุดซึ่งท้าให้เซลล์ประสาทมีอัตรา
การรอดชีวิตมากกว่า 100% (มากกว่ากลุ่มควบคุม) โดยการเจือจางด้วย 10%v/v 
DMSO เพื่อใช้เป็น stock solution สารสกัดส้มชนิดใดท่ีไม่สามารถท้าให้เซลล์ประสาท
มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% จะไม่น้ามาทดสอบต่อ และท้าการทดสอบสาร
มาตรฐาน quercetin ท่ีความเข้มข้น 1 nM ร่วมด้วย เนื่องจาก Tangsaengvit, et al. ได้
รายงานไว้ในปีค.ศ. 2013 ว่า quercetin ความเข้มข้น 1 nM สามารถปกป้องเซลล์
ประสาทจากสภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ท่ีจ้าลองขึ้นด้วยวิธี serum 
deprivation ได้ (Tangsaengvit et al, 2013) จึงใช้ quercetin ท่ีความเข้มข้น 1 nM เป็น
ตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) ในการทดลอง  

2. เตรียมสารละลายตัวอย่างส้าหรับทดสอบ ( test sample) โดยการเจือจางจาก stock 
solution ใน -MEM + Ara-C โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO เป็น 0.5%v/v 
สารทดสอบจะมีความเข้มข้นลดลงจาก stock solution 20 เท่า  
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3. เตรียมสารละลายของตัวท้าละลาย (DMSO) ใน P19 SM + Ara-C และ -MEM + 
Ara-C ให้ได้ความเข้มข้นเป็น 0.5%v/v เพื่อใช้เป็น solvent control 

4. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจาก 96-well plate แต่ละหลุมให้หมด 
5. เติมสารทดสอบลงไปหลุมละ 150 µL แล้วน้าไปบ่มท่ี 37ºC ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% 

CO2 และความช้ืน 10% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
6. เมื่อครบเวลาน้า plate ออกมาจากตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ แล้วดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่า

ออกจาก plate แต่ละหลุม 
7. เติมสารละลาย XTT ท่ีเตรียมขึ้นโดยเจือจาง XTT dye ใน -MEM ร้อน (60ºC) ให้มี

ความเข้มข้น 1 mg/mL และเติม PMS ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 25 µM ลงไปใน
หลุม หลุมละ 50 µL และเติมสารละลาย XTT ลงไปในหลุมท่ีไม่ได้ท้าการ seed P19 
neuron ไว้ เพื่อใช้เป็น blank 

8. น้าไปบ่มท่ี 37ºC ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5%CO2 และความช้ืน 10% เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
9. เมื่อครบเวลาน้ามาเติม PBS ลงไปหลุมละ 100 µL (ปริมาตรสุดท้ายในแต่ละหลุมคือ 

150 µL ซึ่งประกอบด้วย XTT solution ใน PBS) 
10. น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 450 nm 
11. น้าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสง มาหาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ เปรียบเทียบกับ 

control คือหลุมท่ีไม่มีการเติมสารทดสอบ จากสมการ 
 

% Cell viability =  

 
   ก้าหนดให้อัตราการรอดชีวิตของ control คิดเป็น 100% 
 

12. สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น กับอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ 
13. ท้าการทดสอบ 3 คร้ังท่ีเป็นอิสระต่อกัน แต่ละคร้ังท้า 3 ซ้้า (n=3, triplicate) 

 
การวิเคราะห์ข้อมูล: ใช้สถิติการวิเคราะห์โดยวิธี student’s t-test เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับ
สารทดสอบ และกลุ่มท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีไม่เติมซีรัมและไม่ได้รับสารทดสอบ ก้าหนดค่า p  < 
0.05 จึงจะยอมรับว่ามีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยท่ีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเมื่อทดสอบกับตัวท้า
ละลายในความเข้มข้นท่ีใช้เตรียมสารทดสอบ จะต้องแสดงอัตราการรอดชีวิตไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ี
ไม่ได้รับสารทดสอบเกินกว่า ±5 %  จึงจะยอมรับว่าตัวท้าละลายไม่มีผลต่อ 
อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาท  (Tadtong et al, 2007, Tadtong et al, 2013) 
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การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการงอกของแขนงประสาท (Tadtong et al, 2007) 
1. น้าเอาความเข้มข้นของสารสกัดส้มท่ีความเข้มข้นท่ีต่้าท่ีสุดซึ่งท้าให้เซลล์ประสาทมี

อัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% มาทดสอบ (มากกว่ากลุ่มควบคุม) โดยการเจือจาง
ด้วย 10%v/v DMSO เพื่อใช้เป็น stock solution สารสกัดส้มชนิดใดท่ีไม่สามารถท้าให้
เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 100% จะไม่น้ามาทดสอบต่อ และท้าการ
ทด สอบ สารม าตรฐาน  quercetin ท่ี คว ามเข้ ม ข้น  1 nM ร่วม ด้ วย  เนื่ อ งจ าก 
Tangsaengvit, et al. ได้รายงานไว้ในปีค.ศ. 2013 ว่า quercetin ความเข้มข้น 1 nM มี
ฤทธ์ิกระตุ้นการงอกของแขนงประสาท  (Tangsaengvit el al, 2013) จึงใช้ quercetin ท่ี
ความเข้มข้น 1 nM เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) ในการทดลอง  

2. เตรียมสารละลายตัวอย่างส้าหรับทดสอบ ( test sample) โดยการเจือจางจาก stock 
solution ใน P19SM + Ara-C โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO เป็น 0.5%v/v 
สารทดสอบจะมีความเข้มข้นลดลงจาก stock solution 20 เท่า  

3. เตรียมสารละลายของตัวท้าละลาย (DMSO) ใน P19 SM + Ara-C ให้ได้ความเข้มข้น
เป็น 0.5%v/v เพื่อใช้เป็น solvent control 

4. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจาก 6-well plate แต่ละหลุมให้หมด 
5. เติมสารทดสอบลงไปหลุมละ 2 mL แล้วน้าไปบ่มท่ี 37ºC ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% 

CO2 และความช้ืน 10% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
6. เมื่อครบเวลาน้า plate ออกมาจากตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ สังเกตลักษณะทางกายภาพ

ของเซลล์ โดยสังเกตการเพิ่มขึ้นของแขนงเซลล์ประสาท และ/หรือ ความยาวท่ีเพิ่มขึ้น
ของแขนงประสาทภายใต้กล้องจุลทรรศน์ รายงานจ้านวนแขนงประสาท และค่าความ
ยาวแขนงประสาท เฉลี่ยจากเซลล์ประสาท 30 เซลล์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ี
ไม่ได้มีการเติมสารทดสอบ  
 

การวิเคราะห์ข้อมูล: ใช้สถิติการวิเคราะห์โดยวิธี student’s t-test เปรียบเทียบความยาวแขนงประสาท
และจ้านวนแขนงประสาท กับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับสารทดสอบ ก้าหนดค่า p < 0.05 จึงถือว่ามีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ  
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บทท่ี 3 ผลการวิจัยฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของผลไม้ตระกูลส้ม 
1.  % yield จากพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด  

 แบ่งออกเป็นสองส่วน คือ ส่วนน้้าค้ัน กับ สารสกัดส่วนกาก  โดยท้าการช่ังน้้าหนักส่วนน้้าค้ันหลัง
การท้าให้แห้ง และช่ังน้้าหนักสารสกัดส่วนกากท่ีสกัดได้จากเมทานอล น้ามาค้านวณเทียบกับน้้าหนัก

ท้ังหมดจากสูตร   %yield =  x 100 ได้ผลแสดงดังตารางท่ี 4 

 
 
         
 
 
 
 
 
 
 

ส้มเช้ง                                          ส้มซ่า                                          ส้มเขียวหวาน 

 

                 
 
 
 
 
 
                 ส้มโอขาวใหญ่                           ส้มโอทับทิมสยาม                                 มะนาว 
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ตารางท่ี 4 %yield ของส่วนน้้าค้ันและสารสกัดส่วนกากของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด 
พืชตระกูลส้ม % yield ส่วนน้ าคั้น % yield สารสกัดส่วนกาก 

กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต 
ส้มโอขาวใหญ่ 

     ส้มโอทับทิมสยาม 

 
3.35 
2.58 

 
1.41 
0.96 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน 
ส้มเขียวหวาน 

 
5.48 

 
1.72 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด 
         มะนาว 

 
3.22 

 
2.75 

กลุ่มส้มเกลี้ยง 
ส้มเช้ง 
ส้มซ่า 

   
5.69 
2.19 

 
4.85 
0.79 

 
 จากตารางท่ี 4 พบว่าพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิดให้ % yield ของส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 2.19-5.69 % โดย
ส้มเช้งมีค่า % yield มากท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่ มะนาว ส้มโอทับทิมสยาม และ 
ส้มซ่า ตามล้าดับ สารสกัดส่วนกากมีค่า %yield อยู่ในช่วง 0.79-4.85% โดยส้มเช้งมีค่า % yield มากท่ีสุด 
รองลงมาคือ มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม และส้มซ่า ตามล้าดับ 
 

2. ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด (Total phenolic content) โดยวิธี Folin-Ciocalteu 
 จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 nm ของสารมาตรฐาน Gallic acid ท่ีความ
เข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 µg/ml ตามล้าดับ น้ามาท้ากราฟมาตรฐานเปรียบเทียบระหว่างค่า
การดูดกลืนแสงกับความเข้มข้น (รูปท่ี 6) ได้สมการคือ y = 0.0642x + 0.0105 
 

 
รูปท่ี 6 กราฟมาตรฐาน Gallic acid 
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 เมื่อวัดค่าการดูดกลืน ท่ีความยาวคลื่น 765 nm ของสารตัวอย่างจากพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด คือ 
ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม ส้มเขียวหวาน มะนาว ส้มเช้ง และส้มซ่า ท่ีความเข้มข้น 10 mg/ml 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Gallic acid (รูปท่ี 6) โดยน้าค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างมาแทน
ค่าในสมการท่ีได้จากกราฟมาตรฐานของ Gallic acid คือ y = 0.0642x + 0.0105 จะได้ค่าเป็นปริมาณ
มิลลิกรัมเทียบเท่ากับ Gallic acid ต่อสารสกัด 1 กรัม (mg GAE/g extract) ได้ผลดังตารางท่ี 5 
 จากการทดลองพบว่าปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดของส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 3.71-5.38 mg GAE/g 
extract  โดยสารสกัดจากส้มซ่ามีค่ามากท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเช้ง ส้มโอทับทิมสยาม มะนาว ส้มเขียวหวาน 
และส้มโอขาวใหญ่ ตามล้าดับ และสารสกัดส่วนกากมีปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดอยู่ในช่วง 4.35-6.98 mg 
GAE/g extract โดยสารสกัดจากส้มเขียวหวาน มีปริมาณฟีนอลิกมากท่ีสุด รองลงมา คือ ส้มเช้ง  มะนาว  
ส้มโอขาวใหญ่ ส้มซ่า และส้มโอทับทิมสยาม ตามล้าดับ 
   
ตารางท่ี 5 ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัดจากพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด 

สารสกัดตัวอย่าง 
ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด(mg GAE/g extract) 

(Mean ± SD) 
กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต 
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

3.71 ± 0.05 
5.10 ± 0.05 

 
5.00 ± 0.07 
4.35 ± 0.16 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน 
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

4.11 ± 0.01 
6.98 ± 0.09 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด 
มะนาว 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

4.15 ± 0.02 
5.25 ± 0.04 

กลุ่มส้มเกลี้ยง 
ส้มเช้ง 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

5.06 ± 0.13 
5.61 ± 0.11 
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ซึ่งผลการทดลองท่ีได้เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับผลการศึกษาก่อนหน้าพบว่าอาจมีความไม่

สอดคล้องกัน เนื่องจากในการศึกษาของ Ghasemi K (2009) ได้ท้าการศึกษาหาปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดใน
กากส้มเขียวหวาน, มะนาว และส้มซ่า พบว่ามีค่าปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดอยู่ในช่วง 100-200 mg GAE/g 
extract ท้ังนี้อาจเป็นเพราะพืชท่ีน้ามาทดลองปลูกต่างสถานท่ี  ฤดูกาลท่ีเก็บเก่ียวต่างกัน  สภาพภูมิอากาศ
ท่ีปลูกต่างกัน  วิธีการปลูกต่างกัน ซึ่งอาจจะมีผลท้าให้ได้ปริมาณสารส้าคัญท่ีต้องการจะวิเคราะห์มีค่าไม่
เท่ากัน 
 

3. ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัดจากพืชตระกูลส้มโดยวิธี Aluminium chloride 

colorimetric assay 

 ฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอลิก ซึ่งมีสมบัติในการต้านออกซิเดชันท่ีดี  เนื่องจาก
โครงสร้างทางเคมีของฟลาโวนอยด์สามารถให้อิเล็กตรอน หรือไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ ท้าให้เกิดเป็นอนุมูล
อิสระท่ีมีความคงตัวมากขึ้น จึงช่วยยับยั้ง หรือชะลอปฏิกิริยาออกซิเดชันได้จากการตรวจสอบปริมาณฟลาโว
นอยด์ของสารสกัดพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิดท่ีความยาวคลื่น 415 nm พบว่ามีปริมาณฟลาโวนอยด์อยู่ในช่วง 
0.0 – 2.55 mg QE/g  extract (ตารางท่ี 6) เทียบกับกราฟมาตรฐานของ  quercetin (รูปท่ี 7)  จากผลการ
วิเคราะห์พบว่าปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดจากส่วนสารสกัดเมทานอลของส่วนกาก มีปริมาณฟลาโวนอยด์
มากกว่าส่วนน้้าค้ันของพืชตระกูลส้ม โดยสารสกัดเมทานอลจากส่วนกากมีปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดอยู่
ในช่วง 1.41 – 2.55 mg QE/g extract โดยสารสกัดจากส้มโอทับทิมสยามมีปริมาณฟลาโวนอยด์มากท่ีสุด 
2.55 mg QE/g  extract รองลงมาคือส้มเช้ง มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่และส้มซ่าตามล้าดับ  และ
ส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 0.00 – 1.06 mg QE/g extract โดยสารสกัดจากส้มเขียวหวานมีปริมาณฟลาโวนอยด์
มากท่ีสุด 1.06  mg QE/g  extract รองลงมาคือส้มซ่าและมะนาวโดยมีปริมาณฟลาโวนอยด์ 1.05 และ  
1.00 mg QE/g  extract ตามล้าดับซึ่งมีปริมาณใกล้ เคียงกับส้มเขียวหวาน ส่วนส้มโอขาวใหญ่ไม่พบ
ปริมาณฟลาโวนอยด์ในส่วนน้้าค้ัน 

 
 
 
 
 
 
 

                                                                                       รูปท่ี 7 กราฟมาตรฐาน Quercetin 

ส้มซ่า 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
5.38 ± 0.12 
4.72 ± 0.10 
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ตารางท่ี 6 ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม 
สารสกัดจากพืชตระกูลส้ม ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (mg QE/g extract) 

กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต  
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
ND* 

1.53 + 14.23 
 

                             0.85 + 1.83 
2.55 + 34.03 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน  
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
1.06 + 21.38 
1.53 + 26.50 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด  
มะนาว 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
1.00 + 1.97 

  2.13 + 36.82 
กลุ่มส้มเกลี้ยง  
ส้มเช้ง 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มซ่า 
ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
0.62 + 24.63 
2.43 + 17.58 

 
 1.05 + 10.05 

                       1.41 + 13.11 
*Not detected 

 
4. ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันโดยวิธี DPPH assay 

   ท้าการทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม 6 ชนิด ด้วยวิธี DPPH assay 
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน สารตัวอย่างจากพืชตระกูลส้มท่ีความเข้มข้น 0.5 mg/ml ความ
ยาวคลื่น 520 nm โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง 3 คร้ัง แต่ละคร้ังท้า triplicate และน้าไปค้านวณหา %ฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันดังแสดงในตารางท่ี 7 หลังจากนั้นท้าการหาค่า IC50 โดยการวัดการดูดกลืนแสงของสาร
มาตรฐาน Vitamin C และ Trolox และสารตัวอย่างจากพืชตระกูลส้ม 6 ชนิด ท่ีความเข้มข้นต่างๆ อย่างน้อย  
5  ความเข้มข้น ความยาวคลื่น 520 nm โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง 3 คร้ัง แต่ละคร้ังท้า triplicate ดังแสดง
ในตารางท่ี 8 
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จากตารางท่ี 8 พบว่าส่วนน้้าค้ันของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิดมีค่า IC50 ของฤทธ์ิต้านออกซิเดชันอยู่
ในช่วง 2.26-4.54 mg/ml โดยส้มโอทับทิมสยามแสดงฤทธ์ิต้านดีท่ีสุด รองลงมาคือส้มโอขาวใหญ่ มะนาว ส้ม
เช้ง ส้มซ่า และส้มเขียวหวาน ตามล้าดับ และ สารสกัดส่วนกากมีค่า IC50 ของฤทธ์ิต้านออกซิเดชันอยู่ในช่วง 
2.97 -4.36 mg/ml โดยส้มโอทับทิมสยามแสดงฤทธ์ิต้านดีท่ีสุด รองลงมาคือ มะนาวส้มโอขาวใหญ่ ส้มเช้ง 
และส้มเขียวหวาน ตามล้าดับ โดยมีค่า IC50 ของฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของสารมาตรฐาน Vitamin C และ 
Trolox เท่ากับ 0.011±0.48 mg/ml และ 0.013±0.89 mg/ml ตามล้าดับ 

จากผลการวิจัย จะพบว่า สารสกัดส่วนกากของส้มซ่าไม่สามารถหาค่าได้เนื่องจากมีปัญหาในส่วน
ของการเตรียมสารละลาย จากการไม่สามารถละลายให้ได้หมดด้วยเมทานอล 100% ท้ังนี้อาจเป็นเพราะ
ความเข้มข้นของสารตัวอย่างท่ีจะเตรียมสูงเกินไป จึงท้าให้ไม่สามารถละลายให้ใสได้ และจากผลการทดลอง
จะพบว่าฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของสารสกัดจากพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด มีฤทธ์ิน้อย ซึ่งก็มีแนวโน้มท่ีไป
ในทางเดียวกับงานวิจัยท่ีมีในการศึกษาก่อนหน้านี้ ตัวอย่างเช่น จากการศึกษาของ Ghasemi K (2009) ได้
ท้าการศึกษาหาฤทธ์ิต้านออกซิเดชันด้วย DPPH assay ในกากส้มพบว่ามีค่า IC50 ในกากส้มเขียวหวาน ส้ม
เช้ง มะนาว และส้มซ่า มีค่า 2.2-3.9 mg/ml (48) ซึ่งใกล้เคียงกับผลท่ีได้ คือ มีค่า IC50 อยู่ในช่วง 2-5 mg/ml  
และจากการศึกษาของ Oikeh EI (2016) พบว่าน้้าส้มเขียวหวานมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันโดยวิธี DPPH assay 
ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 1 mg/ml คือ 17.80 ± 0.60% และ 26.45 ± 0.15% ในขณะท่ีน้้ามะนาว คือ 2.85± 
0.20 % และ 6.25 ± 0.06 % พบว่ามีฤทธ์ิค่อนข้างน้อยและมีความใกล้เคียงกับผลการทดลองท่ีได้ในคร้ังนี้ 
 
ตารางท่ี 7 % ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของสารตัวอย่างท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml 

สารตัวอย่าง 5 mg/ml % ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (mean ± SD) 
กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต 
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

75.96 ± 0.09 
62.31 ± 0.24 

 
87.06 ± 0.69 

                        73.71 ± 0.22 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน 
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

                        54.45 ± 1.16 
                        53.79 ± 0.14 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด 
มะนาว 

ส่วนน้ าคั้น 

 
 

72.55 ± 0.54 
69.43 ± 0.29 
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สารตัวอย่าง 5 mg/ml % ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (mean ± SD) 
สารสกัดส่วนกาก 

กลุ่มส้มเกลี้ยง 
ส้มเช้ง 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มซ่า 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

72.17 ± 0.11 
54.95 ± 0.43 

 
60.49 ± 0.28 
38.29 ± 0.54 

 
ตารางท่ี 8 IC50 ของฤทธ์ิต้านออกซิเดชันของสารสกัดตัวอย่างและสารมาตรฐาน 

สารสกัดตัวอย่าง 
IC50 ของฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (mg/ml)  

(mean ± SD) 
กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต 
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

3.03 ± 0.01 
3.84 ± 0.01 

 
2.26 ± 0.01 
2.97 ± 0.03 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน 
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

4.54 ± 0.01 
4.67 ± 0.01 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด 
มะนาว 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

3.23 ± 0.01 
3.28 ± 0.02 

กลุ่มส้มเกลี้ยง 
ส้มเช้ง 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 

 
 

3.34 ± 0.01 
4.36 ± 0.01 

 



37 

 

สารสกัดตัวอย่าง 
IC50 ของฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (mg/ml)  

(mean ± SD) 
ส้มซ่า 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

3.63 ± 0.02 
*NA 

Trolox 0.013 ± 0.89 
Ascorbic acid 0.011 ± 0.48 

หมายเหตุ : *NA = ไม่สามารถรายงานผลได้เนื่องจากสารตัวอย่างไม่ละลาย 
  

5. ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสโดยวิธี Ellman’s method  
 ท้าการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสด้วยวิธีของ Ellman วัดค่าการดูดกลืนแสง
สารสกัดพืชตระกูลส้ม 6 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml ท่ีความยาวคลื่น 405 nm โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง 
3 คร้ัง แต่ละคร้ังท้า triplicate จากนั้นน้ามาหาค่าเฉลี่ยและน้าไปค้านวณหา % ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติล
โคลีนเอสเทอเรสได้ผลดังตารางท่ี 9 
 จากตารางท่ี 9 พบว่าส่วนน้้าค้ันของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด มีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอส
เทอเรสอยู่ในช่วง 10.98-15.24% โดยส้มโอขาวใหญ่แสดงฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมาก
ท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเขียวหวาน  ส้มซ่า  มะนาว  ส้มเช้ง  และส้มโอทับทิมสยาม ตามล้าดับ สารสกัดส่วน
กากมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสอยู่ในช่วง 8.37-21.85% โดยส้มเขียวหวานแสดงฤทธ์ิยับยั้ง
เอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมากท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มโอขาวใหญ่  ส้มโอทับทิมสยาม มะนาว ส้มซ่า 
และส้มเช้ง ตามล้าดับ 
 จากผลการศึกษาในคร้ังนี้เมื่อเทียบกับการศึกษาก่อนหน้าของ Abirami A (2014) และคณะอาจมี
ความไม่สอดคล้องกันโดย Abirami A และคณะได้ท้าการศึกษาหาฤทธ์ิต้านเอนไซม์ในส่วนน้้าค้ันของส้มโอ
ขาวและส้มโอแดง พบว่ามีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเตอเรสอยู่ระหว่าง 75.71-79.74% โดยมี 
eserine เป็น positive control ท้ังนี้ท่ีไม่สอดคล้องอาจเนื่องจากงานวิจัยนี้ไม่ได้กล่าวถึงความเข้มข้นของสาร
ตัวอย่างท่ีวิเคราะห์  ท้าให้ไม่สามารถรู้ว่าฤทธ์ิท่ีสูงเกิดจากความเข้มข้นของสารสกัดท่ีสูงด้วยหรือไม่   
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ตารางท่ี 9 % ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสโดยวิธี Ellman’s method ของสารตัวอย่าง 
สารสกัดตัวอย่างท่ีความ

เข้มข้น 0.5 mg/ml 
% ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส 

(mean ± SD) 
กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต 
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

15.24 ± 0.33 
20.66 ± 0.90 

 
10.98 ± 1.31 
17.57 ± 0.58 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน 
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

13.88 ± 0.22 
21.85 ± 1.42 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด 
มะนาว 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

13.39 ±1.48 
12.49 ± 1.73 

กลุ่มส้มเกลี้ยง 
ส้มเช้ง 

ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มซ่า 
ส่วนน้ าคั้น 
สารสกัดส่วนกาก 

 
 

13.38 ± 0.20 
8.37 ± 1.09 

 
13.57 ± 1.40 
11.21 ± 2.54 

Galanthamine 
(ความเข้มข้น 0.05 mg/ml) 

89.18 ± 0.30 

  
6. ฤทธ์ิต้านเอนไซม์เบต้าซีคีเทส 

การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์เบต้าซีคีเทสของสารสกัดพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด พบว่าส่วนน้้า
ค้ันมีผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสอยู่ในช่วง 13.18 - 33.13% โดยพบว่าส้มเขียวหวานมีผลการยับยั้ง
เอนไซม์เบต้าซีคีเทสมากท่ีสุด 33.13%   รองลงมาคือ ส้มซ่า ส่วนส้มเช้งและส้มโอทับทิมสยามมีผลการ
ยับยั้งใกล้เคียงกัน ตามด้วยมะนาวและส้มโอขาวใหญ่ตามล้าดับ โดยส้มโอขาวใหญ่มีผลการยับยั้งเอนไซม์
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เบต้าซีคีเทสน้อยท่ีสุด 13.18% ส่วนสารสกัดเมทานอลจากส่วนกากของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด มีผลการ
ยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทส อยู่ในช่วง   9.86  -  32.44% โดยส้มเขียวหวานแสดงฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์เบต้า
ซีคีเทสมากท่ีสุด 32.44% รองลงมาคือส้มโอทับทิมสยาม ส้มซ่า ส้มเช้ง ส้มโอขาวใหญ่และมะนาวตามล้าดับ 
โดยมะนาวผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสน้อยท่ีสุด 9.86% (ตารางท่ี 10) 
 
ตารางท่ี 10 ฤทธ์ิต้านเอนไซม์เบต้าซีคีเทสของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม 

สารสกัดจากพืชตระกูลส้ม % inhibition (ท่ีความเข้มข้น 1.0 mg/ml) 
กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต  
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
13.18 + 1.42 
13.46 + 1.46 

 
21.19 + 1.96 
26.97 + 1.13 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน  
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
33.13 + 0.23 
32.44 + 2.33 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด  
มะนาว 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
19.07 + 1.09 
9.86 + 1.96 

กลุ่มส้มเกลี้ยง  
ส้มเช้ง 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มซ่า 
ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
21.61 + 1.17 
15.80 + 1.54 

 
27.77 + 1.93 
18.73 + 0.91 

Inh IV 96.51 + 1.33 
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7. ผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์  

การทดสอบฤทธ์ิยังยั้งการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ ของสารสกัดพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด 
ท้ังส่วนสกัดน้้าและส่วนสกัดเมทานอลมีผลใกล้เคียงกันโดยพบว่าส่วนน้้าค้ันมีผลการยับยั้งการเกาะกลุ่มของ
เบต้าอะไมลอยด์ ในช่วง 2.34 - 11.13% โดยพบว่าส้มโอทับทิมสยามมีผลการยับยั้งการเกาะกลุ่มของ
เบต้าอะไมลอยด์มากท่ีสุด 11.13% รองลงมาคือส้มซ่า ส้มเช้งและส้มโอขาวใหญ่  มะนาวและส้มเขียวหวาน
ตามล้าดับ โดยส้มเขียวหวานมีผลการยับยั้งการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์น้อยท่ีสุด 2.34% ส่วนสาร
สกัดเมทานอลจากส่วนกากของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด มีผลการยับยั้งการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ 
อยู่ในช่วง   1.39 – 15.12% โดยส้มโอขาวใหญ่มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์การเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ มาก
ท่ีสุด 15.12% รองลงมาคือส้มซ่า ส้มโอทับทิมสยาม มะนาว ส้มเช้ง ส้มเขียวหวานตามล้าดับโดย
ส้มเขียวหวานมีผลการยับยั้งการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์น้อยท่ีสุด 1.39% (ตารางท่ี 11) 
 
ตารางท่ี 11 ฤทธ์ิต้านการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ของสารสกัดจากพืชตระกูลส้ม 

สารสกัดจากพืชตระกูลส้ม % inhibition (ท่ีความเข้มข้น 1.0 mg/ml) 
กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต  
ส้มโอขาวใหญ่ 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

ส้มโอทับทิมสยาม 
ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
5.82 + 0.23 
15.12 + 0.91 

 
11.13 + 0.84 
7.13 + 1.92 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน  
ส้มเขียวหวาน 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
2.34 + 1.84 
1.39 + 0.51 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด  
มะนาว 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 
5.36 + 1.71 
5.30 + 0.61 

กลุ่มส้มเกลี้ยง  
ส้มเช้ง 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

 

 
7.91 + 1.72 
3.89 + 1.50 
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สารสกัดจากพืชตระกูลส้ม % inhibition (ท่ีความเข้มข้น 1.0 mg/ml) 
ส้มซ่า 

ส่วนน้้าค้ัน 
สารสกัดส่วนกาก 

9.48 + 1.16 
12.08 + 0.25 

Curcumin 98.28 + 0.50 
 

8. ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธ์ิกระตุ้นงอกของแขนงประสาท 
ผลการทดสอบอัตราการรอดชีวิตและความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทพบว่า สารสกัดส้มทุกชนิด

ท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดช่ันท่ีดีท่ีสุด 5 ล้าดับแรก ได้แก่ สารสกัดส่วนกากของส้มโอทับทิมสยาม มะนาว 
และสารสกัดส่วนน้้าค้ันของส้มโอทับทิมสยาม ส้มโอขาวใหญ่และมะนาว ท้ังความเข้มข้นท่ี 1 ng/mL และ 10 
µg/mL ไม่สามารถท้าให้เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่ากลุ่มควบคุมได้ และมีแนวโน้มแสดงความ
เป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น ดังแสดงในรูปท่ี 8 และตารางท่ี 12 ดังนั้นจึงไม่น า
สารสกัดส้มท้ัง 5 ชนิดนี้ มาท าการทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธ์ิกระตุ้นการงอกของ
แขนงประสาทต่อ 
 

 
 
รูปท่ี 8 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเมื่อได้รับสารสกัดส้มชนิดต่างๆท่ีความเข้มข้น 1 ng/mL และ 10 
µg/mL ตามล้าดับ ; 2K – สารสกัดกากส้มโอทับทิมสยาม, 4K – สารสกัดกากมะนาว,  
1W – สารสกัดน้้าส้มขาวใหญ่, 2W – สารสกัดน้้าส้มโอทับทิมสยาม, 4W – สารสกัดน้้ามะนาว 
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ตารางท่ี 12 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเมื่อได้รับสารสกัดส้มชนิดต่างๆท่ีความเข้มข้น 1 ng/mL 
และ 10 µg/mL ตามล้าดับ 
 

สารสกัด (ความเข้มข้น µg/mL) ร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาท SE 
Control 100.00 0.00 
Solvent control (0.5%DMSO) 100.24 1.39 
สารสกัดกากส้มโอทับทิมสยาม 
(0.001 µg/mL) 59.89 6.83 
สารสกัดกากส้มโอทับทิมสยาม (10 
µg/mL) 28.98 1.40 
สารสกัดกากมะนาว (0.001 µg/mL) 65.21 12.97 
สารสกัดกากมะนาว (10 µg/mL) 41.22 7.84 
สารสกัดน้้าส้มขาวใหญ่ (0.001 
µg/mL) 43.33 5.15 
สารสกัดน้้าส้มขาวใหญ่ (10 µg/mL) 39.42 10.12 
สารสกัดน้้าส้มโอทับทิมสยาม 
(0.001 µg/mL) 69.14 18.25 
สารสกัดน้้าส้มโอทับทิมสยาม (10 
µg/mL) 46.45 3.45 
สารสกัดน้้ามะนาว (0.001 µg/mL) 42.74 18.97 
สารสกัดน้้ามะนาว (10 µg/mL) 12.43 4.18 
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ตารางท่ี 13 % yield ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทส และฤทธ์ิยับยั้งการเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์ของสารสกัดจากพืชตระกูล
ส้ม 
 

สารสกัดจากพืชตระกูลส้ม 
% 

yield 

ปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมด 

ปริมาณฟลาโว
นอยด์ทั้งหมด 

ฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน 

ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ 
อะเซติลโคลีน 
เอสเทอเรส 

(ที่ความเข้มข้น 
500 µg/ml) 

ฤทธิ์ยับย้ัง
เอนไซม์เบต้าซีคี

เทส 

ฤทธิ์ยับย้ังการ
เกาะกลุ่มของ

เบต้าอะไมลอยด์ 
  

mg GAE/g extract mg QE/g extract ค่า IC50 (mg/ml) % inhibition 
% inhibition 
( 1 mg/ml) 

% inhibition 
( 1 mg/ml) 

กลุ่มส้มโอและเกรฟฟรุต        
ส้มโอขาวใหญ่ 
       ส่วนน้้าค้ัน 
       สารสกัดส่วนกาก 
ส้มโอทับทิมสยาม 
       ส่วนน้้าค้ัน 
       สารสกัดส่วนกาก 

 
3.35 
1.41 

 
2.58 
0.96 

 
3.71 + 0.05 
5.10 + 0.05 

 
5.00 + 0.07 
4.35 + 0.16 

 
ND* 

1.53 + 14.23 
 

0.85 + 1.83 
2.55 + 34.03 

 
3.03 + 0.01 
3.84 + 0.01 

 
2.26 + 0.01 
2.97 + 0.03 

 
15.24 + 0.33 
20.66 + 0.90 

 
10.98 + 1.31 
17.57 + 0.58 

 
13.18 + 1.42 
13.46 + 1.46 

 
21.19 + 1.96 
26.97 + 1.13 

 
5.82 + 0.23 
15.12 + 0.91 

 
11.13 + 0.84 
7.13 + 1.92 

กลุ่มส้มเปลือกล่อน        
ส้มเขียวหวาน 
       ส่วนน้้าค้ัน 
       สารสกัดส่วนกาก 

 
5.48 
1.72 

 
4.11 + 0.01 
6.98 + 0.09 

 
1.06 + 21.38 
1.53 + 26.50 

 
4.54 + 0.01 
4.67 + 0.01 

 
13.88 + 0.22 
21.85 + 1.42 

 
33.13 + 0.23 
32.44 + 2.33 

 
2.34 + 1.84 
1.39 + 0.51 

กลุ่มส้มท่ีมีรสเปร้ียวจัด        
มะนาว        
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สารสกัดจากพืชตระกูลส้ม 
% 

yield 

ปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมด 

ปริมาณฟลาโว
นอยด์ทั้งหมด 

ฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน 

ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ 
อะเซติลโคลีน 
เอสเทอเรส 

(ที่ความเข้มข้น 
500 µg/ml) 

ฤทธิ์ยับย้ัง
เอนไซม์เบต้าซีคี

เทส 

ฤทธิ์ยับย้ังการ
เกาะกลุ่มของ

เบต้าอะไมลอยด์ 
  

mg GAE/g extract mg QE/g extract ค่า IC50 (mg/ml) % inhibition 
% inhibition 
( 1 mg/ml) 

% inhibition 
( 1 mg/ml) 

       ส่วนน้้าค้ัน 
       สารสกัดส่วนกาก 

3.22 
2.75 

4.15 + 0.02 
5.25 + 0.04 

1.00 + 1.97 
2.13 + 36.82 

3.23 + 0.01 
3.28 + 0.02 

13.39 + 1.48 
12.49 + 1.73 

19.07 + 1.09 
9.86 + 1.96 

5.36 + 1.71 
5.30 + 0.61 

กลุ่มส้มเกลี้ยง        
ส้มเช้ง 
       ส่วนน้้าค้ัน 
       สารสกัดส่วนกาก 
ส้มซ่า 
       ส่วนน้้าค้ัน 
       สารสกัดส่วนกาก 

 
5.69 
4.85 

 
2.19 
0.79 

 
5.06 + 0.13 
5.61 + 0.11 

 
5.38 + 0.12 
4.72 + 0.10 

 
0.62 + 24.63 
2.43 + 17.58 

 
1.05 + 10.05 
1.41 + 13.11 

 
3.34 + 0.01 
4.36 + 0.01 

 
3.63 + 0.02 

ND* 

 
13.38 + 0.20 
8.37 + 1.09 

 
13.57 + 1.40 
11.21 + 2.54 

 
21.61 + 1.17 
15.80 + 1.54 

 
27.77 + 1.93 
18.73 + 0.91 

 
7.91 + 1.72 
3.89 + 1.50 

 
9.48 + 1.16 
12.08 + 0.25 

Trolox - - - 0.0100 ± 
0.0005 

- - - 

Vitamin C - - - 0.0125 ± 
0.0009 

- - - 

Inh IV - - - - - 95.51 + 1.33 - 
Curcumin - - - - - - 98.28 + 0.50 
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บทท่ี 4 สรุปผลการด าเนินการวิจัย 
ในการศึกษาได้ท้าการจัดหาตัวอย่างพืชตระกูลส้ม 6 ชนิด ได้แก่ ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม 

มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มเช้ง และส้มซ่า น้ามาเตรียมเป็นน้้าค้ันและสารสกัด เมทานอลส่วนกาก พบว่าพืช
ตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิดให้ %yield ของส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 2.19-5.69 % โดยส้มเช้งมีค่า %yield มากท่ีสุด 
รองลงมาคือ ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่ มะนาว ส้มโอทับทิมสยาม และ ส้มซ่า ตามล้าดับ สารสกัดส่วน
กากมีค่า %yield อยู่ในช่วง 0.79-4.85% โดยส้มเช้งมีค่า %yield มากท่ีสุด รองลงมาคือ มะนาว 
ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่ ส้มโอทับทิมสยาม และส้มซ่า ตามล้าดับ ส่วนปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดของส่วน
น้้าค้ันอยู่ในช่วง 3.71-5.38 mg GAE/g extract  โดยสารสกัดจากส้มซ่ามีค่ามากท่ีสุด รองลงมาคือ ส้มเช้ง 
ส้มโอทับทิมสยาม มะนาว ส้มเขียวหวาน และส้มโอขาวใหญ่ ตามล้าดับ และสารสกัดส่วนกากมีปริมาณฟี
นอลิกท้ังหมดอยู่ในช่วง 4.35-6.98 mg GAE/g extract โดยสารสกัดจากส้มเขียวหวาน มีปริมาณฟีนอลิก
มากท่ีสุด รองลงมา คือ ส้มเช้ง  มะนาว  ส้มโอขาวใหญ่ ส้มซ่า และส้มโอทับทิมสยาม ตามล้าดับ 
ส้าหรับปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด พบว่า สารสกัดเมทานอลของส่วนกากมีปริมาณฟลาโวนอยด์มากกว่า
ส่วนน้้าค้ัน ซึ่งเหมือนกับปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด โดยสารสกัดเมทานอลจากส่วนกากมีปริมาณฟลาโวนอยด์
ท้ังหมดอยู่ในช่วง 1.41 – 2.55 mg QE/g extract โดยสารสกัดจากส้มโอทับทิมสยามมีปริมาณฟลาโวนอยด์
มากท่ีสุด 2.55 mg QE/g  extract รองลงมาคือส้มเช้ง มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มโอขาวใหญ่และส้มซ่า
ตามล้าดับ  และส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 0.00 – 1.06 mg QE/g extract และเมื่อท้าการตรวจสอบฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันพบว่า ส่วนน้้าค้ันของส้มโอทับทิมสยาม และสารสกัดส่วนกากมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันมากท่ีสุด 
แต่ท้ังนี้หากเปรียบเทียบค่า IC50 ของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 ชนิด พบว่ามีค่าใกล้เคียงกันและมีความสอดคล้อง
กับปริมาณฟีนอลิกและปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ส้าหรับการศึกษาฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอส
เทอเรส พบว่า ส่วนน้้าค้ันท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมากท่ีสุด คือ ส่วนน้้าค้ันของส้มโอ
ขาวใหญ่     และสารสกัดส่วนกากท่ีมีฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมากท่ีสุด คือ สารสกัดจาก
ส้มเขียวหวาน  แต่จากการสังเกตพบว่า ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส ของพืชตระกูลส้มท้ัง 6 
ชนิดนั้นมีค่าใกล้เคียงกันและมีฤทธ์ิค่อนข้างน้อย เช่นเดียวกับผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสโดย
ส้มเขียวหวานมีผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสมากท่ีสุด รองลงมาคือส้มซ่า ส่วนผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิการ
ยับยั้งการเกาะกลุ่มกันของเบต้าอะไมลอยด์ของส่วนน้้าค้ันและส่วนกากของพืชตระกูลส้มพบว่าต่้ากว่าผล
การยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสและต่้ากว่าสารมาตรฐาน curcumin อย่างไรก็ตาม สารสกัดส้มทุกชนิดท้ัง
ความเข้มข้นท่ี 1 ng/mL และ 10 µg/mL ไม่สามารถท้าให้เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่ากลุ่ม
ควบคุมได้ และมีแนวโน้มแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น ดังนั้นสารสกัด
ส้มท้ังหมดจึงไม่ได้น้ามาท้าการทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท และฤทธ์ิกระตุ้นการงอกของแขนง
ประสาทต่อ 
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Output 
 

เดือนที่ กิจกรรม (activities) ผลงานที่คาดว่าจะได้รับ(outputs) ผลส าเร็จ กิจกรรมที่เสร็จส้ิน 
6 เดือนที่ 1 1. เตรียมสารสกัดผลไม้ตระกูลส้ม 

 
 
2. วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 
 
 
 
 
3. ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 
 
 
4.ทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์ 
acetylcholinesterase 
 

1. ได้สารสกัดเมทานอล และน้้าค้ัน
ผลไม้ตระกูลส้มกลุ่มต่างๆ 
 
2. ได้ผลปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 
 
 
 
 
3. ได้ผลฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ 
 
 
 
4. ต้านเอนไซม์ 
acetylcholinesteraseได้ผลฤทธิ ์

100% 
 
 

100% 
 
 
 
 

100% 
 
 
 

100% 

1. ได้สารสกัดเมทานอล และน้้าค้ันผลไม้ตระกูลส้มกลุ่มต่างๆ 
6 ชนิด ได้แก่ ส้มเขียวหวาน ส้มเช้ง ส้มซ่า ส้มโอขาว 
ส้มโอทับทิมสยาม และมะนาว 
2. ได้ผลปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ส่วนน้้าค้ันอยู่ในช่วง 3.71-
5.38 mg GAE/g extract  โดยสารสกัดจากส้มซ่ามีค่ามากที่สุด 
และสารสกัดส่วนกากมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดอยู่ในช่วง 4.35-
6.98 mg GAE/g extract โดยสารสกัดจากส้มเขียวหวาน มี
ปริมาณฟีนอลิกมากที่สุด 
3. ส่วนน้้าค้ันของส้มโอทับทิมสยาม และสารสกัดส่วนกากมี
ฤทธิต์้านออกซิเดชันมากที่สุด แต่ทั้งน้ีหากเปรียบเทียบค่า 
IC50 ของพืชตระกูลส้มทั้ง 6 ชนิด พบว่ามีค่าใกล้เคียงกันและมี
ความสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด  
4. ส่วนน้้าค้ันที่มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส
มากที่สุด คือ ส่วนน้้าค้ันของส้มโอขาวใหญ่     และสารสกัด
ส่วนกากที่มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรสมาก
ที่สุด คือ สารสกัดจากส้มเขียวหวาน  แต่จากการสังเกตพบว่า 
ฤทธิต์้านเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส ของพืชตระกูลส้ม
ทั้ง 6 ชนิดน้ันมีค่าใกล้เคียงกันและมีฤทธิ์ค่อนข้างน้อย 

6 เดือนที่ 2 1. วิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด  
 
 

1. ได้ผลปริมาณฟลาโวนอยด์ 
ทั้งหมด 
 
 

100% 
 
 
 

1. ได้ผลปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด โดยสารสกัดเมทานอล
จากส่วนกากมีปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดอยู่ในช่วง 1.41 – 
2.55 mg QE/g extract สารสกัดจากส้มโอทับทิมสยามมี
ปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุด 2.55 mg QE/g  extract ส่วน
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เดือนที่ กิจกรรม (activities) ผลงานที่คาดว่าจะได้รับ(outputs) ผลส าเร็จ กิจกรรมที่เสร็จส้ิน 
 
2. ทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์ -
secretase 
 
3. ทดสอบฤทธิ์ยับยัง้การเกาะกลุ่ม

ของ -amyloid 
 
 
4. ทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท 
5. ทดสอบฤทธิ์เพ่ิมการงอกแขนง
ประสาท 

 
2. ได้ผลฤทธิต์้านเอนไซม์ -
secretase 
 
3. ได้ผลฤทธิ์ยบัยั้งการเกาะกลุ่มของ 

-amyloid 
 
 
4. ได้ผลฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาท 
5. ได้ผลฤทธิ์เพ่ิมการงอกแขนง
ประสาท 

 
100% 

 
 

100% 
 
 

น้้าค้ันอยู่ในช่วง 0.00 – 1.06 mg QE/g extract 
2. ส้มเขียวหวานมีผลการยับยั้งเอนไซม์เบต้าซีคีเทสมากที่สุด 
รองลงมาคือส้มซ่า อย่างไรก็ตามผลการออกฤทธิ์ค่อนข้างต่้า
เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Inh IV 
3. สารสกัดพืชตระกูลส้มทั้งส่วนสกัดน้้าและส่วนสกัดเมทานอล
มีผลใกล้เคียงกันโดยพบว่าส้มโอทับทิมสยามมีผลการยับยัง้
การเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์มากที่สุด ส่วนส้มเขียวหวาน
มีผลการยับยัง้การเกาะกลุ่มของเบต้าอะไมลอยด์น้อยที่สุด 
4. สารสกัดส้มทุกชนิดทั้งความเข้มข้นที่ 1 ng/mL และ 10 
µg/mL ไม่สามารถท้าให้เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิต
มากกว่ากลุ่มควบคุมได้ และมีแนวโน้มแสดงความเป็นพิษต่อ
เซลล์ประสาทเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น ดังน้ันสารสกัดส้ม
ทั้งหมดจงึไม่ได้น้ามาท้าการทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท 
และฤทธิ์กระตุ้นการงอกของแขนงประสาทต่อ 
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