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Abstract 
 
Project Code :  RSA 5980045 
Project Title  :  Effects of coconut oil/or proteins isolated from mature coconut kernels on 

vascular functions of middle-aged male rats               
Investigator  :  Prof. Chaweewan jansakul, Ph.D., Faculty of Traditional Thai medicine,  
                     Prince of Songkla University, Hat-yai                        
E-mail Address :  chaweewan.j@psu.ac.th                       
Project period   :    3 years with an extension for 6 months              

We previously found that coconut milk consumption in middle-aged male rats caused 
beneficial effects on the cardiovascular system: increased blood vessel eNOS and CSE protein 
expression, and decreased fasting blood glucose and liver cell lipid accumulation. In the 
present study we aimed to identify which coconut milk components: coconut milk oil (CO) or 
coconut milk protein (CMP) is responsible for the effects. CO was isolated from dried coconut 
milk by centrifugation. The CO was isolated from the coconut milk precipitate with 50% ethanol. 
CO (1 or 3 ml/kg), CMP (1 g/kg) or distilled water was orally gavaged to the middle-aged male 
rats for 6 weeks, 6-8 rats per group. Animal body weight and food intake, internal organ weight, 
blood biochemistry, lipid profile, basal blood pressure and heart rate and vascular functions 
were investigated.  

In comparison to a distilled water control group, no differences were observed in any of 
the parameters studied in the group fed 1 ml/kg of CO except for an increase in retroperitoneal 
fat accumulation. Feeding 3 ml/kg of CO caused decreased fasting blood glucose, plasma 
alkaline phosphatase, blood urea nitrogen and liver cell lipid accumulation, but increased 
retroperitoneal fat tissue. It also caused decreased maximal contractile response of 
endothelium-intact thoracic aortic rings to phenylephrine although the effect disappeared in the 
presence of N-nitro-L-arginine (L-NA) or after removal of the endothelium. DL-propargylglycine 
(PAG) together with L-NA caused a higher contraction to phenylephrine in the CO-treated 
groups than in the control group. It also caused an increase in vasodilatation to acetylcholine, 
but not to glyceryl trinitrate, of the phenylephrine pre-contracted aortic rings. CO treatment 
caused increased vascular wall eNOS and CSE protein expression.  

CMP caused decreased body fat and lipid accumulation in liver cells and the internal 
wall of the aortic arch, with no changes in blood biochemistry or CBC except that the platelete 
count of the CMP group was lower than that of the DW control group. CMP caused no changes 
in basal blood pressure or heart rate in anesthetized rats and no changes in vascular 
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responsiveness to phenylephrine, acetylcholine or sodium nitroprusside, but caused increased 
vasorelaxation to glyceryl trinitrate (GTN). PAG caused increased vasoconstriction to 
phenylephrine, and decreased vasorelaxation to all vasorelaxant drugs to the same extent in 
both groups. The expression in blood vessels of the proteins, eNOS, CSE and sGC was not 
different between the CMP-treated group and the DW control group. A low concentration (0.1 
μM) of ODQ inhibited the vasorelaxation to GTN to the same extent in both groups, while a 
higher concentration (1 μM) almost completely inhibited the relaxant activity of the GTN in both 
groups. The basal blood vessel cGMP of the CMP-treated group was not different from the 
DW-treated group. However, when GTN was also added, the cGMP as well as the NO 
concentration of the CMP-treated group was greater than that of the DW control group. Diadzin 
inhibited blood vessel NO generation to the same extent in both groups, thus the NO 
concentration of the CMP-treated group was still greater than that of the DW control group. 

Shelf-life study of the CMP was done by packaging the CMP into an aluminium 
laminate and incubating in the control room at 25 ºC, relative humidity 75% for three months. 
Moisture, water activity, color (L* a* b*) and TBA were measured every month. Results showed 
that CMP could be kept in this condition for at least 3 months, as all of these parameters did 
not differ from the first month before packaging. 
 Taken together, CO at a dose of 3 ml/kg causes some decrease in cardiovascular risk 
factors in middle-aged male rats, although the amount of CO consumption should be limited as 
it caused an increase in retroperitoneal fat. CMP caused decreased fat accumulation, 
decreased platelet count, and appears to have increased the enzymatic pathway for GTN 
biotransformation, which resulted in an increase in NO and thus cGMP, resulting in an increase 
in vasorelaxation, which is beneficial in delaying or preventing GTN tolerance that normally 
occurs after long-term GTN treatment in humans (Jabs et al., 2015; Munzel et al., 2011& 2013). 
Thus, CMP is a novel protein that should be developed as a health food ingredient to 
prevent/slow down the development of cardiovascular disease in humans, especially from 
middle-age onwards.   
 
Key words: Coconut oil; coconut protein; blood vessel; liver lipid; NO; H2S 
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กลุมเราไดทําการศึกษากอนหนาน้ีโดยใหหนูแรทวัยกลางชีวิตกินกะทิสดแหงพบวาเปนผลดีตอ
ระบบหัวใจและหลอดเลือด โดยมีผลทําใหเพ่ิมระดับเอ็นไซม eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือด ลด
ระดับนํ้าตาลในเลือด และการสะสมไขมันที่เซลลตับ การศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคที่จะศึกษาวา
องคประกอบหลักสวนใดของกะทิ : นํ้ามันมะพราว หรือกะทิโปรตีน ที่แสดงฤทธิ์ดังกลาว ทําการทดลอง
โดยนําจากกะทิสดแหงมาปนดวยความเร็วสูง ไดนํ้ามันมะพราว (CO) อยูสวนบน สวนลางเปนตะกอน
ซ่ึงนําไปตกตะกอนโปรตีนดวย 50% เอทานอล กําจัดเอทานอลของตะกอนโปรตีนออกดวยเคร่ืองกลั่น
แบบลดความดัน แลวนําไปทําแหงดวยเครื่อง freeze dry ไดเปนกะทิโปรตีนแหง (CMP) ปอน CO 
ขนาด 1 หรือ 3 ml/kg หรือโปรตีนขนาด 1 g/kg ใหหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวิตวันละ 1 คร้ัง นาน 6 
สัปดาห เปรียบเทียบผลกับกลุมควบคุมที่ปอนน้ํากลั่น ผลการทดลองเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมพบวา 
CO ขนาด 1 ml/kg ไมมีผลตอปจจัยใดใดที่ทําการศึกษา ยกเวนมีผลทําใหเพ่ิมการสะสมไขมันในชอง
ทองบริเวณดานหลัง (retro-peritoneal fat) แต CO ขนาด 3 ml/kg มีผลทําใหลดระดับนํ้าตาลในเลือด 
ลดระดับ alkaline phosphatase และ urea nitrogen ในเลือด แตเพ่ิมการสะสมไขมันในชองบริเวณ
ดานหลัง มีผลลดความแรงในการหดตัวสูงสุดของหลอดเลือดตอ phenylephrine แตผลดังกลาวจะหมด
สิ้นไปถาถูกยับยั้งการสราง nitric oxide (NO) ดวย N-nitro-L-arginine (L-NA) หรือโดยการทําลาย
เน้ือเยื่อ endothelium ของหลอดเลือด การยับยั้งการสราง H2S ดวย DL-propargylglycine (PAG) ใน
หลอดเลือดที่มี L-NA อยูดวย มีผลทําใหเพ่ิมความแรงในการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine 
โดยกลุมที่กิน CO หดตัวไดสูงกวากลุมควบคุมที่กินน้ํากลั่น ผลตอการคลายตัวของหลอดเลือดพบวา
กลุมที่กิน CO มีผลทําใหการคลายตัวของหลอดเลือดตอ acetylcholine คลายตัวไดมากกวาของกลุม
ควบคุมที่กินนํ้ากลั่น แตไมพบการเปลี่ยนแปลงการคลายตัวของหลอดเลือดตอ glyceryl trinitrate 
(GTN) นอกจากน้ียังพบวาการแสดงออกของโปรตีน eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือดของกลุมที่กิน 
CO สูงกวาของกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น 

การกิน CMP มีผลทําใหลดการสะสมไขมันในรางกาย ที่เซลลตับ และที่ผนังดานในของ aortic 
arch โดยที่ไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงผลทางชีวเคมีในน้ําเลือด รวมทั้งความสมบูรณของเม็ด
เลือด ยกเวนจํานวนเกล็ดเลือดที่พบวามีจํานวนนอยกวาของกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น การกิน CMP ไม
มีผลตอความดันโลหิตหรืออัตราการเตนของหัวใจพื้นฐานในหนูแรทสลบ และไมทําใหเกิดการ
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เปลี่ยนแปลงการตอบสนองของหลอดเลือดตอ phenylephrine, acetylcholine หรือ sodium 
nitroprusside  แตมีผลเพ่ิมการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN การยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG มี
ผลเพ่ิมการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine และลดการคลายตัวของหลอดเลือดตอ 
acetylcholine, sodium nitroprusside และ GTN ในขนาดที่เทากันทั้งกลุมที่กิน CMP และกลุมควบคุมที่
กินน้ํากลั่น การแสดงออกของโปรตีน eNOS, CSE และ sGC ที่หลอดเลือดไมมีความแตกตางกัน
ระหวางกลุมที่กิน CMP กับกลุมควบคุมที่กินน้ํากลั่น การยับยั้งการทํางานของ soluble guanylate 
cyclase ดวย ODQ ที่ความเขมขนต่ํา (0.1 μM) มีผลยับยั้งการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN ใน
ขนาดที่เทากันระหวางกลุมที่กิน CMP กับกลุมควบคุมที่กินน้ํากลั่น แตเม่ือความเขมขนของ ODQ เปน 
1 μM มีผลยับยั้งการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN ไดเกือบหมดทั้งของทั้งสองกลุม ระดับ cGMP 
พ้ืนฐานของหลอดเลือดทั้งสองกลุมไมมีความแตกตางกัน แตเม่ือหลอดเลือดถูกกระตุนดวย GTN พบวา
ระดับ cGMP และ NO ของหลอดเลือดของกลุมที่กิน CMP มีคาสูงกวาของกลุมควบคุมที่กินน้ํากลั่น 
การยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม ALDH-2   ดวย diadzin ในการเปลี่ยน GTN เปน NO พบวาสามารถ
ยับยั้งไดในขนาดที่เทากันทั้งสองกลุม สงผลใหระดับของ NO ของกลุมที่กิน CMP ยังคงสูงกวาของกลุม
ที่กินน้ํากลั่น   

การศึกษา shelf-life ของกะทิโปรตีน ทําโดยบรรจุกะทิโปรตีนในซอง Aluminium laminate เก็บ
ไวที่อุณหภูมิ 25 ºC มีความชื้นสัมพัทธ 75% นาน 3 เดือน ผลการทดสอบคาความชื้น คา water 
activity (aw) คาความหืนโดยหาคา TBA และคาสี (L*, a*, b*) พบวาคาตาง ๆเหลาน้ีไมมีความแตกตาง
จากจุดเร่ิมตนกอนทําการทดลอง 

จากผลการทดลองทั้งหมดน้ีสรุปไดวาการกิน CO ขนาด 3 ml/kg สามารถลดความเส่ียงในการ
พัฒนาเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือดได แตควรจํากัดปริมาณที่บริโภค เน่ืองจากการกิน CO ทั้ง
ขนาดที่ 1 และ 3 ml/kg มีผลทําใหเพ่ิมการสะสมไขมันในชองทองที่บริเวณดานหลงั แตการกิน CMP มี
ผลทําใหลดการสะสมไขมันในรางกาย รวมทั้งที่เซลลตบั และที่ผนังหลอดเลือดบริเวณขัว้หัวใจ มีผลเพ่ิม
การคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ซ่ึงนาจะเปนผลมาจากทําใหเพ่ิมการทํางานใน enzymatic 
pathway ในการเปลี่ยน GTN เปน NO แลวสงผลทําใหเพ่ิมระดับ NO ซ่ึงทําใหเพ่ิมระดับ cGMP สงผล
ใหมีหลอดเลือดคลายตวัเพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนปจจัยเชิงบวกในการชะลอ หรือปองกันการเกิดภาวะด้ือยา GTN 
(GTN tolerance) ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นกับผูปวยที่มีการใช GTN ในการรักษาโรคหลอดเลือดหัวใจตบีเปน
ระยะเวลานาน (Jabs et al., 2015; Munzel et al., 2011& 2013) ดังน้ันอาจกลาวไดวา CMP เปน 
novel protein ที่ควรที่จะไดรับการพัฒนาเปนอาหารเสริมเพ่ือสุขภาพเพื่อปองกัน/ ชะลอการพัฒนาเปน
โรคระบบหัวใจและหลอดเลอืดในคนโดยเฉพาะจากวัยกลางคนเปนตนไป 
 
คําหลัก : นํ้ามันมะพราว; กะทิโปรตีน; หลอดเลือด; ไขมันตับ; NO; H2S 
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Executive summary 

Globally, cardiovascular disease is the leading cause of death (Mc Namara, et al., 

2019; World-Health-Organization, 2017; Yazdanyar and Newman, 2009). Its etiology is 

multifactorial; age (Lakatta, 2002; 2015; Lakatta and Levy, 2003) and unhealthy nutrition 

are two of the main risk factors. Advancing age  is  associated  with thickening  and  elastic  

impairment  of  the vascular  wall (Aquaro  et  al.,  2013;  Collins  2014) and endothelial  

dysfunction;  decreased  vascular  eNOS and CSE expression and thereby decreased nitric 

oxide and H2S production, respectively (Novella et al., 2013; Yang et al., 2008). These 

changes result in a reduction of vascular compliance or distensibility (Avolio et al., 1983; 

Vaitkevicius et al., 1993)  which  is  the  early  state  of  pathophysiological  changes  for  

the  development  of cardiovascular disease (Bhayadia et al., 2015; Marchesi et al., 2000; 

Rudolph et al., 2007).  

Coconut, Cocos nucifera, is one of the most economically important palm species and is 

cultivated mainly for its nutritional endosperm: coconut milk and coconut oil are its main 

products (Gwee, 1988). The main constituents of coconut milk are lipids (coconut oil, 41.5%) 

with a small amount of carbohydrates (5.2%) and proteins (4.5%) (Pehowich, Gomes, Barnes, 

2000). There is still reluctance among consumers about consuming coconut products since they 

are mainly composed of saturated fatty acids (40-60 %) (Dab Mandal and Mandal, 2011; 

Pehowich, Gomes, Barnes, 2000), which are considered an atherogen and thus potentially 

causative of atherosclerosis in man. Therefore, previous reports of coconut product 

consumption having a beneficial effect on cardiovascular risk are still controversial due to 

differences in the process of coconut oil preparation and study in young animals. In a recent 

study, Jansakul et al. (2018) demonstrated that the consumption of pure dried fresh coconut 

milk (CCM) for six weeks by middle-aged male rats caused up-regulation of blood vessel 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and cystathionine γ-lyase (CSE) protein expression, 

which re-stored the endothelial dysfunction of the middle-aged rats to be healthy like a young-

age rat, with a decreased fasting plasma glucose level. Thus, the present study aimed to 

investigate which component of the dried fresh coconut milk: oil or protein would be responsible 

for those effects. 

Methods 
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Coconut oil and coconut milk protein preparation  
Fresh mature coconut kernel was grated and compressed to obtain a fresh aqueous 

coconut milk and followed by lyophilization to obtain dried fresh coconut milk (CCM), which 
was centrifuged (3,200 rpm) at room temperature to achieve pure coconut milk oil (CO), 
and precipitate. The precipitate was dissolve in distilled water and the protein was 
precipitated with 50% ethanol. The protein precipitate was collected and the ethanol 
removed in an evaporator before lyophilization to obtain dried crude CMP for 
pharmacological- and shelf-life study. 
 

Pharmacological studies 
Middle-aged (12-14 month old) male Wistar rats were oral by administered of CO (1 or 

3 ml/kg) or CMP (1 g/kg) with the control animals receiving distilled water (DW) once a day for 
six weeks. The body weight and 24 h food intake were recorded every consecutive 7th day over 
the 6-week period. At the end of treatment the basal blood pressure and heart rate of each rat 
was measured under anesthetized condition. After that blood sample was collected for blood 
biochemistry analysis and for complete blood cell count. The decapitated rats were dissected to 
remove aortic arch for oil red-O staining and thoracic aorta for vascular function study. Then 
internal organs, visceral and subcutaneous fats were removed and weighed, and a piece of 
liver was removed for cryostat-section and stained with oil red-O for liver cell lipid accumulation 
analysis.  

 
Results 
 In comparison to distilled water control group, no differences were observed in any of 
the parameters studied in the group fed 1 ml/kg of CO except for an increase in retroperitoneal 
fat accumulation. Feeding 3 ml/kg of CO caused decreased fasting blood glucose, plasma 
alkaline phosphatase and blood urea nitrogen and liver cell lipid accumulation, but increased 
retroperitoneal fat tissue. It also caused decreased maximal contractile response of 
endothelium-intact thoracic aortic rings to phenylephrine although the effect disappeared in the 
presence of N-nitro-L-arginine (L-NA) or removal of the endothelium. DL-propargylglycine (PAG) 
together with L-NA caused a higher contraction to phenylephrine in the CO-treated groups than 
in the control group. It also caused an increase in vasodilatation to acetylcholine, but not to 
glyceryl trinitrate, of the phenylephrine pre-contracted aortic rings. CO treatment caused 
increased vascular wall eNOS and CSE protein expression.   
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CMP caused decreased body fat and lipid accumulation in liver cells and the internal 
wall of the aortic arch, with no changes in blood biochemistry or CBC except that the platelete 
count of the CMP group was lower than that of the DW control group. CMP caused no changes 
in basal blood pressure or heart rate in anesthetized rats nor any changes in vascular 
responsiveness to phenylephrine, acetylcholine or sodium nitroprusside, but caused increased 
vasorelaxation to glyceryl trinitrate (GTN). DL-propargylglycine (PAG) caused increased 
vasoconstriction to phenylephrine, and decreased vasorelaxation to all vasorelaxant drugs to 
the same extent in both groups. The expression in blood vessels of the proteins, eNOS, CSE 
and sGC was not different between the CMP-treated group and the DW control group. A low 
concentration (0.1 μM) of ODQ inhibited the vasorelaxation to GTN to the same extent in both 
groups, while a higher concentration (1 μM) almost completely inhibited the relaxant activity of 
the GTN in both groups. The basal blood vessel cyclic Guanosine monophosphate (cGMP) of 
the CMP-treated group was not different from the DW-treated group. However, when GTN was 
also added, the cGMP as well as the NO concentration of the CMP-treated group was greater 
than that of the DW control group. Diadzin inhibited blood vessel NO generation to the same 
extent in both groups, thus the NO concentration of the CMP-treated group was still greater 
than that of the DW control group.  

Shelf-life study of the CMP was done by packaging the CMP into aluminium laminate 
and incubating in the control room at 25 ºC, relative humidity 75% for three months. Then 
moisture, water activity, color (L* a* b*) and TBA were measured every month. Results showed 
that CMP could be kept in this condition for at least 3 months, as all of these parameters did 
not differ from the first month before packaging. 
  
Conclusions 

The study suggests that the consumption of CO at 3 ml/kg caused both beneficial and 
harmful effects by decreasing the fasting serum glucose and liver lipid accumulation and an 
increase in blood vessel eNOS and CSE protein expression, which resulted in an increase in 
NO and H2S production, which, in turn, attenuated vasoconstriction to phenylephrine and 
facilitated relaxation to acetylcholine. However, the increase in retroperitoneal fat accumulation 
is a negative indicator for metabolic syndrome development and is a matter of concern for the 
long-term consumption of CO and the consumption of CO should thus be limited. 

In case of CMP consumption, it decreased body fat and liver cell and aortic arch lipid 
accumulation, with a decrease in the platelet count but with no effect on any other blood 
biochemistry parameters. Although CMP did not affect the basal blood pressure or heart rate, it 
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caused potentiated relaxation of the aortic rings to GTN, which is beneficial in delaying or 
preventing GTN tolerance that normally occurs after long-term GTN treatment in humans (Jabs 
et al., 2015; Munzel et al., 2011& 2013). Thus, CMP is a novel protein that should be 
developed as a health food ingredient to prevent/slow down the development of cardiovascular 
disease in man, especially from middle-age onwards. However, further study would need to be 
conducted to identify the active component(s) of crude CMP. 
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บทสรุปสําหรับผูบริหาร 

โรคระบบหัวใจและหลอดเลือดเปนสาเหตุหลักของการเสียชีวิตของประชากรโลก (Mc Namara, 
et al., 2019; World-Health-Organization, 2017; Yazdanyar and Newman, 2009) สาเหตุของโรค
เกิดจากหลายปจจัยมาเสริมกัน การเพ่ิมขึ้นของอายุ (Lakatta, 2002; 2015; Lakatta and Levy, 2003) 
และการบริโภคอาหารที่ไมมีคุณภาพเปนสองปจจัยเสี่ยงที่สําคัญในการพัฒนาไปเปนโรคระบบหัวใจและ
หลอดเลือด อายุที่เพ่ิมขึ้นหลอดเลือดก็มีความหนาเพิ่มขึ้นพรอมกับความยืดหยุนของผนังหลอดเลือด
ลดลง  (Aquaro  et  al.,  2013;  Collins  2014) และการทํางานของเยื่อบุผิวหลอดเลือดมีความผิดปกติ 
(endothelial dysfunction) ลดการหลั่ง nitric oxide (NO) (Novella et al., 2013)  และ/หรือ H2S (Yang 
et al., 2008) การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําใหหลอดเลือดมีความยืดหยุนลดลง  (Avolio et al., 1983; 
Vaitkevicius et al., 1993) ซ่ึงเปนระยะเริ่มตนของการพัฒนาไปเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือด 
(Bhayadia et al., 2015; Marchesi et al., 2000; Rudolph et al., 2007)   

มะพราว (Cocos nucifera L.) เปนพืชเศรษฐกิจชนิดหน่ึงที่ปลูกเพ่ือผลผลิตทางอาหารของเนื้อ
มะพราวแกเพ่ือผลิตกะทิและน้ํามันมะพราว (Gwee, 1988) องคประกอบหลักของกะทิเปนไขมัน (นํ้ามัน
มะพราว 41.5%) ตามมาดวย carbohydrate (5.2%) และโปรตีน (4.5%) (Pehowich et al., 2000) นับ
ถึงปจจุบันผูบริโภคยังขาดความม่ันใจในการบริโภคผลิตภัณฑจากเน้ือมะพราว เน่ืองจากองคประกอบ
หลักของไขมันเปนชนิดอ่ิมตัว (saturated fatty acids) ซ่ึงมีประมาณ 40-60% (Dab Mandal and 
Mandal, 2011; Pehowich, Gomes, Barnes, 2000) และเชื่อวาเปนไขมันรายที่จะเกาะที่ผนังหลอด
เลือด (atherogen) ทําใหพัฒนาเปนโรคหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) อยางไรก็ตามผล
การศึกษาทางวิทยาศาสตรที่รายงานวาการกินผลิตภัณฑจากมะพราวเปนผลดี หรือเสี่ยงตอระบบหัวใจ
และหลอดเลือดยังขัดแยงกันอยู ทั้งน้ีเน่ืองจากวิธีการเตรียมน้ํามันมะพราวแตกตางกัน และทําการศึกษา
ในสัตวทดลองวัยรุน เม่ือเร็ว ๆ น้ี Jansakul et al. (2018) ไดทําการทดลองในหนูแรท วัยกลางชีวิต ซ่ึง
เปนชวงอายุที่มีเยื่อบุผิวหลอดเลือดบกพรอง (endothelial dysfunction) โดยปอนกะทิสดแหงเปนระยะ
เวลานาน 6 สัปดาห พบวามีผลทําใหเพ่ิมระดับเอ็นไซม eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือดสงผลให
หลั่ง NO และ H2S ออกมาเพ่ิมขึ้น น่ันคือทําใหหลอดเลือดกลับคืนสภาพมามีคุณภาพดีคลายกับหลอด
เลือดของหนูวัยรุน และมีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือดดวย ดังน้ันการศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะ
ศึกษาวาองคประกอบใดของกะทิสดแหง : นํ้ามันมะพราว หรือ กะทิโปรตีน ที่แสดงฤทธิ์ดังกลาว 

 
วิธีทําการทดลอง  

1. การเตรียมกะท ินํ้ามันมะพราว และโปรตีนจากกะท ิ

กะทิเตรียมจากเนื้อมะพราวแกสด นํามาขูดเปนชิ้นเล็ก ๆ และคั้นโดยไมเติมนํ้า แลวนําไปทํา
แหงทันทีดวยวิธี lyophillization ไดเปนกะทิสดแหง (dried fresh coconut milk, CCM) นํามาปนเหวี่ยง
ที่ความสูงไดเปนสวนที่เปนนํ้ามันใส (CO) อยูดานบน และสวนที่เปนตะกอน (precipitate) อยูที่กน
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หลอด นํามาละลายดวยน้ํากลั่น แลวตกตะกอนโปรตีนดวย 50% ethanol นําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ัง แยก
สวนที่เปนตะกอนไปกําจัด ethanol ดวยเครื่องกลั่นแบบลดความดัน แลวนําไปแหงดวยเครื่อง freeze 
dry ไดเปนผงโปรตีน (CMP) นําไปศึกษาผลในสัตวทดลอง และศึกษา shelf-life 

2  การศึกษาผลทางเภสัชวิทยา และสรีรวิทยา ในสัตวทดลอง 
ทําการศึกษาในหนูแรทวัยเพศผูกลางชีวิต (12-14 เดือน) โดยปอน CO (1 หรือ 3 ml/kg) หรือ 

CMP (1 g/kg) ใหสัตวทดลองทุกวัน วันละ 1 คร้ัง นาน 6 สัปดาห ชั่งนํ้าหนัก และอาหารที่กินสัปดาหละ
คร้ัง เม่ือปอนครบ 6 สัปดาห นําหนูแรทแตละตัวมาวัดความดันโลหิต และอัตราการเตนหัวใจพื้นฐาน
ในขณะสลบ จากน้ันเก็บเลือดเพื่อนําไปตรวจผลทางชีวเคมี และความสมบูรณของเม็ดเลือด จากน้ันทํา
ทารุณยฆาตรสัตวทดลอง แลวจึงตัดแยกหลอดเลือดแดงใหญจากขั้วหัวใจไปยอมดวย oil red-O เพ่ือ
วิเคราะหการสะสมไขมันที่ผนังหลอดเลือด และตัดหลอดเลือดแดงใหญทรวงอก (thoracic aorta) เพ่ือ
นํามาศึกษาการทํางานของหลอดเลือดใน Organ bath ซากสัตวที่เหลือนําไปชําแหละแยกอวัยวะภายใน 
และไขมันในชองทอง และท่ีบริเวณใตผิวหนังไปชั่งนํ้าหนัก เก็บตับพูกลางไปตัดเปนชิ้นบาง ๆ ยอมดวย 
oil red-O เพ่ือวิเคราะหการสะสมไขมันในเซลลตับ 
 
ผลการทดลอง 

เปรียบเทียบผลการทดลองกับกลุมควบคุมที่ปอนนํ้ากลั่น พบวาการกิน CO ขนาด 1 ml/kg ไมมี
ผลตอปจจัยใดใดที่ทําการศึกษา ยกเวนมีผลทําใหเพ่ิมการสะสมไขมันในชองทองบริเวณดานหลัง (retro-
peritoneal fat) แตถาเพ่ิมขนาดเปน 3 ml/kg มีผลทําใหลดระดับนํ้าตาลในเลือด ลดระดับ alkaline 
phosphatase และ urea nitrogen ในเลือด แตเพ่ิมการสะสมไขมันในชองทองบริเวณดานหลังเชนกัน มี
ผลลดความแรงในการหดตัวสูงสุดของหลอดเลือดตอ phenylephrine แตผลดังกลาวจะหมดสิ้นไปถา
ยับยั้งการสราง nitric oxide (NO) ดวย N-nitro-L-arginine (L-NA) หรือโดยการทําลายเนื้อเยื่อ 
endothelium ของหลอดเลือด การยับยั้งการสราง H2S ดวย DL-propargylglycine (PAG) ในหลอด
เลือดที่มี L-NA อยูดวย มีผลทําใหเพ่ิมความแรงในการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine โดย
กลุมที่กิน CO หดตัวไดสูงกวากลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น ผลตอการคลายตัวของหลอดเลือดพบวากลุมที่
กิน CO มีผลทําใหการคลายตัวของหลอดเลือดตอ acetylcholine ไดมากกวาของกลุมควบคุมที่กินน้ํา
กลั่น แตไมพบการเปลี่ยนแปลงการคลายตัวของหลอดเลือดตอ glyceryl trinitrate (GTN) นอกจากน้ียัง
พบวาการแสดงออกของโปรตีน eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือดของกลุมที่กิน CO สูงกวาของกลุม
ควบคุมที่กินน้ํากลั่น 

การกิน CMP มีผลทําใหลดการสะสมไขมันในรางกาย ที่เซลลตับ และที่ผนังดานในของ aortic 
arch โดยที่ไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงผลทางชีวเคมีในน้ําเลือด รวมทั้งความสมบูรณของเม็ด
เลือด ยกเวนจํานวนเกล็ดเลือดที่พบวามีจํานวนนอยกวาของกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น การกิน CMP ไม
มีผลตอความดันโลหิต หรืออัตราการเตนของหัวใจพื้นฐานในหนูแรทสลบ และไมทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงการตอบสนองของหลอดเลือดตอ phenylephrine, acetylcholine หรือ sodium 
nitroprusside  แตมีผลเพ่ิมการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN การยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG มี
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ผลเพ่ิมการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine และลดการคลายตัวของหลอดเลือดตอ 
acetylcholine, sodium nitroprusside และ GTN ในขนาดที่เทากันทั้งกลุมที่กิน CMP และกลุมควบคุมที่
กินน้ํากลั่น การแสดงออกของโปรตีน eNOS, CSE และ soluble guanylate cyclase (sGC) ที่หลอด
เลือดไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมที่กิน CMP กับกลุมควบคุมที่กินน้ํากลั่น การยับยั้งการทํางาน
ของ sGC ดวย ODQ ที่ความเขมขนต่ํา (0.1 μM) มีผลยับยั้งการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN ใน
ขนาดที่เทากันของทั้งสองกลุม แตเม่ือความเขมขนของ ODQ เปน 1 μM มีผลยับยั้งการคลายตัวของ
หลอดเลือดตอ GTN ไดเกือบหมดทั้งสองกลุมเชนกัน ระดับ cGMP พ้ืนฐานของหลอดเลือดไมมีความ
แตกตางกันระหวางกลุมที่กิน CMP กับกลุมที่กินนํ้ากลั่น แตเม่ือหลอดเลือดถูกกระตุนดวย GTN พบวา
ระดับ cGMP และ NO ของหลอดเลือดของกลุมที่กิน CMP มีคาสูงกวาของกลุมควบคุมที่กินน้ํากลั่น 
การยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม ALDH-2   ดวย diadzin ในการเปลี่ยน GTN เปน NO พบวาสามารถ
ยับยั้งไดในขนาดที่เทากันทั้งสองกลุม สงผลใหระดับของ NO ของกลุมที่กิน CMP ยังคงสูงกวาของกลุม
ควบคุมที่กินน้ํากลั่น    

การศึกษา shelf-life ของ CMP ทําโดยบรรจุ CMP ในซอง aluminium laminate เก็บไวที่
อุณหภูมิ 25 ºC มีความชื้นสัมพัทธ 75% นาน 3 เดือน แตละเดือนนํา CMP จํานวน 4 ซอง (n=4) มา
ทดสอบหาคาความชื้น, คา water activity (  aw), TBA และคาสี (L* a* b*) ผลการทดลองพบวา การเก็บ 
CMP นาน 3 เดือน ไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคาความชื้น คา water acidity (aw) คาความหืน
โดยวัดคา TBA และคาสี เม่ือเปรียบเทียบกับคาของวันกอนที่จะทําการบรรจุซอง  
 
สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดลองทั้งหมดนี้สรุปไดวาการกิน CO ขนาด 3 ml/kg สามารถลดความเสี่ยงในการ
พัฒนาเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือดได แตควรจํากัดปริมาณที่บริโภค เน่ืองจากการกิน นํ้ามัน
มะพราวทั้งขนาด 1 และ 3 ml/kg มีผลทําใหเพ่ิมการสะสมไขมันในชองทองที่บริเวณดานหลัง แตการกิน
CMP มีผลทําใหลดการสะสมไขมันในรางกาย รวมทั้งที่เซลลตับ และที่ผนังหลอดเลือดบริเวณขั้วหัวใจ มี
ผลเพ่ิมการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN ซ่ึงนาจะเปนผลมาจากทําใหเพ่ิมการทํางานใน enzymatic 
pathway ในการเปลี่ยน GTN เปน NO แลวสงผลทําใหเพ่ิมระดับ NO ซ่ึงทําใหเพ่ิมระดับ cGMP สงผล
ใหมีหลอดเลือดคลายตัวเพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนปจจัยเชิงบวกในการชะลอ หรือปองกันการเกิดภาวะด้ือยา GTN 
(GTN tolerance) ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นกับผูปวยที่มีการใช GTN ในการรักษาโรคหลอดเลือดหัวใจตีบเปน
ระยะเวลานาน (Jabs et al., 2015; Munzel et al., 2011& 2013) ดังน้ันอาจกลาวไดวากะทิโปรตีนเปน 
novel protein ที่ควรที่จะไดรับการพัฒนาเปนอาหารเสริมเพ่ือสุขภาพเพ่ือปองกัน/ชะลอการพัฒนาเปน
โรคระบบหัวใจและหลอดเลือดในคนโดยเฉพาะจากวัยกลางคนเปนตนไป 
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บทที่ 1 

                                                         บทนํา 

ที่มาของโครงการวิจัย และทบทวนเอกสาร 

อายุเปนปจจัยสําคัญที่สุดปจจัยหนึ่งที่นําไปสูการเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลอืด (Lakatta, 
2002; 2015; Lakatta and Levy, 2003) ซ่ึงเปนสาเหตหุลักของการเสียชีวติ ทุพลภาพ และภาระ
คาใชจายอยางมหาศาลในการดูแลของประชากรโลก (Mc Namara, et al., 2019; World-Health-
Organization, 2017; Yazdanyar and Newman, 2009) ในคนหนุมเพศชายอายุ 30 ป แมไมไดดูแล
ตัวเองในเรื่องอาหารและครอบครัวมีประวัตขิองโรคหลอดเลือดโคโรนารี กอนวัยอันควร (premature 
coronary heart disease)  จะมีอัตราเสี่ยงของการเปนโรค coronary heart disease ภายใน 10 ป เพียง 
16 % ในขณะที่ผูสูงวัยมีอายุ 60 ป มีอัตราเสี่ยงของการเปนโรค coronary heart disease สูงถึง 50% 
(Thijssen et.al., 2009) ในโลกปจจุบันประชากรผูสูงอายุเพ่ิมขึ้นดวยอัตราสูงในเกือบทุกประเทศ ซ่ึงจะ
สงผลใหมีจํานวนประชากรผูสูงอายุมากกวาประชากรหนุมสาวใน 10 ปขางหนาน้ี (NIA, 2011; UN, 
2013) ดังน้ันการดูแลสุขภาพตัวเองตั้งแตวัยกลางคนโดยการออกกําลังกาย และ/หรือการไดรับ
สารอาหารที่เหมาะสมเพื่อปองกันหรือเสริมการรักษาการเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือด จะเปนการ
ปองกัน และ/ หรือชวยชลอพัฒนาการของโรคระบบหัวใจและหลอดเลือดใหดําเนินชาลง จะสงผลใหมี
คุณภาพชีวิตที่ดียืนยาว ลดภาระของครอบครัว สังคม และคาใชจายในการดูแล  

การเพ่ิมขึ้นของอายุ โครงสรางของหลอดเลือดมีการเปลี่ยนแปลงรวมไปดวย โดยหลอดเลือดมี
ความหนาเพิม่ขึ้นพรอมกับความยืดหยุนของผนังหลอดเลือดลดลง  (Aquaro  et  al.,  2013;  Collins  
2014) และการทํางานของเยื่อบุผิวหลอดเลือดมีความผดิปกติ (endothelial dysfunction) คือการ
แสดงออกของโปรตีน endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ลดลงสงผลใหหลอดเลือดหลั่ง nitric 
oxide (NO) ลดนอยลง (Novella et al., 2013) การเปลีย่นแปลงดังกลาวทําใหหลอดเลือดมีความ
ยืดหยุนลดลง (Avolio et al., 1983; Vaitkevicius et al., 1993) ซ่ึงเปนระยะเริ่มตนของการพัฒนาไป
เปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือด (Bhayadia et al., 2015; Marchesi et al., 2000; Rudolph et al., 
2007)  

ปจจุบันเปนทีย่อมรับแลววา H2S เปนสารอีกชนิดหน่ึงที่หลั่งออกมาจากหลอดเลือดโดยการ
ทํางานของเอ็นไซม cystathionine-γ-lyase (CSE) เปลี่ยน L-cysteine เปน H2S (Abe and Kimula, 
1996; Hosoki et al., 1997) มีบทบาทสําคัญในการปรับการทํางานของหลอดเลือด การมีระดับ H2S ที่
หลอดเลือดลดลงมีผลทําใหเกิด endothelial dysfunction และมีความดันโลหิตสูงขึ้นตามอายุของหนู 
mice ที่เพ่ิมขึน้ (Yang et al., 2008) 

มะพราว (Cocos nucifera L.) โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของเนื้อมะพราวแกเปนองคประกอบ
ของอาหารของประชาชนในแถบ Asia-Pacific มาแตโบราณกาล แตในชวง 20-30 ปมาน้ี เชื่อกันวาการ
บริโภคมะพราวเปนอันตรายตอสุขภาพ  เน่ืองจากมะพราวมีองคประกอบหลักเปนนํ้ามันมะพราวซ่ึงมี
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องคประกอบหลักเปนไขมันอ่ิมตัว (saturated oil) ทําใหมีการสะสมไขมันที่หลอดเลือด (atherogen) ทํา
ใหมีระดับไขมันในเลือดสูง และเปนโรคหลอดเลือดหัวใจในคน (Dayrit,  2003; Pehowich et al., 2000) 
อยางไรก็ตามองคประกอบหลักของไขมันอ่ิมตัวของไขมันอ่ิมตัวของน้ํามันมะพราวเปนไขมันชนิดสาย
ยาวปานกลาง (medium chain fatty acid) ที่มีความยาวท่ี 8: 0 ถึง 12: 0 ซ่ึงจะถูกดูดซึมจากทางเดิน
อาหารเขาสู portal vein โดยตรง ยกเวน lauric acid (12: 0) ที่บางสวนจะถูกดูดซึมเขาทางหลอด
นํ้าเหลือง (Mu and Hoy, 2000; 2001; 2002) ดังน้ันคํากลาวอางที่เปน atherogen ของน้ํามันมะพราว
จําเปนตองมีการทบทวนกันใหม ซ่ึงก็มีรายงานการศึกษาที่ยืนยันวามะพราวไมไดเปนโทษดังกลาว โดย
พบวาระดับ cholesterol ในเลือดของประชากรของประเทศทีบ่ริโภคมะพราวเปนอาหารหลัก เชน 
ประชากรที่เกาะ Puka Puka และ Tokelau พบวาระดับ cholesterol ในเลือดมีคาประมาณ 170-216  
ml/dl ซ่ึงอยูในระดับเกณฑเฉลี่ยปกติ (Prior et al., 1981)  Kumar (1997) ศึกษาเปรียบเทยีบการกิน
อาหารของคนในเมือง Kerala ซ่ึงอยูทางใตของประเทศอินเดียระหวางคนที่เปน coronary heart 
disease กับคนปกติที่ไมเปนโรค พบวาคนทั้งสองกลุมน้ีกินอาหารที่มีมะพราวและน้ํามันมะพราวใน
ปริมาณเทา ๆ กัน ปริมาณของไขมัน ไขมันอ่ิมตัว และ cholesterol ที่กินก็ไมแตกตางกัน จากผล
การศึกษานี้ทาํให Kumar เชื่อวามะพราวหรือนํ้ามันมะพราวไมใชปจจัยหลักที่ทําใหเกิดเปนโรค 
coronary heart disease ในคน การศึกษาในลักษณะคลายกันนี้  Lipoeto et al. (2004)  ไดศึกษากับ
กลุมประชากร Minangkau ที่สุมาตราตะวันตก ประเทศ indonesia พบวาไดผลแบบเดียวกัน สาํหรับ
การศึกษาในสัตวทดลองใหผลที่ขัดแยงกัน Wilson et al. (2005) เน่ืองจากกรรมวิธีในการเตรียมน้ํามัน
มะพราวแตกตางกัน กลาวคือ การศึกษาใน hamster ใหกินอาหารที่ทําใหมีระดับ cholesterol ในเลือด
สูง (hypercholesterolemic hamster) โดยให hamster กินอาหารที่มีสวนผสมของน้ํามันปาลม หรือ
สวนผสมของน้ํามันมะพราว เปนเวลา 10 สัปดาห พบวา hamster ที่กินอาหารมีสวนผสมของน้ํามัน
มะพราวมีระดับของ plasma lipid hydroperoxide และ esterified cholesterol ที่ thoracic aorta สูงกวา
กลุมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของนํ้ามันปาลมซ่ึงเปนการชี้แนะวา hamster ที่กินอาหารมีสวนผสมของ
นํ้ามันมะพราวมีความเสีย่งทําใหหลอดเลอืดแข็งตัวมากกวากลุมที่กินสวนผสมของน้ํามันปาลม  สวน 
Nevin and Rajamohan (2004) ทําการศกึษาในหนูแรท (Sprague-Dawley) อายุประมาณ 1 เดือน โดย
ใหกิน virgin coconut oil หรือ copra oil (นํ้ามันมะพราวคั้นจากเน้ือมะพราวแหง) เปนเวลา 45 วัน 
พบวาหนูแรทที่กิน virgin coconut oil มีระดับ total cholesterol, triglycerides, phospholipids, LDL 
และ VLDL ในเลือดลดลง แตกลบัมีระดับ HDL เพ่ิมขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมที่กิน copra oil และไดผลใน
ทํานองเดียวกนัเม่ือใหหนูแรทขนาดอายุดังกลาวกิน virgin coconut oil พรอมกับอาหารที่มี cholesterol 
เปนสวนผสมอยูดวย (Nevin and Rajamohan, 2007) จากขอมูลดังกลาวน้ีเปนการชี้แนะวา virgin 
coconut oil มีผลทําใหลดระดับ cholesterol และ triglyceride ในเลือดของหนูแรท วัยรุน (อายุประมาณ 
1 เดือน) แตนํ้ามันมะพราวที่ไดจากการสกัดดวยวิธีอ่ืน เชน copra oil ซ่ึงสกัดจากมะพราวตากแหง หรือ
นํ้ามันมะพราวสกัดรอนกลบัมีผลทาํใหเพ่ิมระดับ cholesterol และ triglyceride ในเลือดสูงขึ้นซ่ึงเปน
ปจจัยเสี่ยงที่จะนําไปสูการพัฒนาไปเปนโรคความดันโลหิตสูงถามีการบริโภคเปนระยะเวลานาน ดังน้ัน
สมควรที่จะตองมีการศึกษาอยางจริงจังอีกคร้ัง เพ่ือพิสูจนใหเปนทีแ่นชัดวานํ้ามันมะพราวเอง หรือสาร
อ่ืนในน้ํามันมะพราวที่มีผลดีตอสุขภาพ 



3 
 

ประมาณ 25% ของมะพราวที่ใชบริโภคจะถูกสกัดจากเน้ือมะพราวมาใชในรูปของกะทิ (Gwee, 1988) 
กะทินอกจากมีองคประกอบหลักเปนไขมัน (41.5%) แลวยังมีสวนประกอบท่ีเปน carbohydrate (5.2 %) 
โปรตีน 4.5 %  วิตามิน (Thiamine (B-1), Niacin และสารเกลือแรตาง ๆ Calcium, Iron, Phosphorus, 
Potassium, ascorbic acid (Pehowich et  al., 2000) และสารพวก cytokinin เชน  zeatin (Kobayashi 
et al., 1995, 1997) ซ่ึงเปนสารที่มีผลยับยั้งการสราง beta-amyloid ที่ทําลายเซลลประสาทที่เปนสาเหตุ
ของโรคความจําเสื่อม เพ่ิมแรงหดตัวของกลามเน้ือหัวใจ (Froldi et al., 1999) และชวยสราง skin 
fibroblast ชวยชะลอความแกในคน (Rattan et al., 2005) ดังน้ันการกินกะทิอาจจะใหผลแตกตางจาก
การกินน้ํามันมะพราว การศึกษาทางวิทยาศาสตรเพ่ือยืนยันผลของการกินมะพราวยังมีไมมาก เทาที่มี
รายงานเปนการศึกษาผลของการใหกินเนื้อมะพราวสด (fresh coconut kernel) โดย Nair และคณะ  
(1998) เปนกลุมแรกที่ทําการศึกษาโดยใหหนูแรทเพศผูกินเนื้อมะพราวสด เปรียบเทียบกับกลุมที่ใหกิน
นํ้ามันมะพราวอยางเดียว และกลุมทีใ่หกินเนื้อมะพราวรวมดวย พบวากลุมที่ใหกินเนื้อมะพราวอยาง
เดียว หรือรวมกับนํ้ามันมะพราวมีคา serum total cholesterol, HDL cholesterol, VLDL และ LDL 
cholesterol ลดลง แตกลับมี triglyceride สูงกวากลุมทีใ่หกิน coconut oil เพียงอยางเดียว โดยที่ผูวิจัย
กลุมน้ีเชื่อวาสารออกฤทธิ์ในเนื้อมะพราวนาจะเปนสารประเภทโปรตีนเนื่องจากโปรตีนจากเน้ือมะพราว
เปนโปรตีนจากพืช โดยไดความคิดมาจาก  Stamler et al. (1958) ที่รายงานวาการใหกินโปรตนีจากถั่ว
เหลืองซึ่งเปนโปรตีนจากพืชมีผลทําใหลดการเกิด atherosclerosis ที่หลอดเลือด aorta และที่ coronary 
artery เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ใหกิน casein ซ่ึงเปนโปรตีนจากน้ํานม   Nair และคณะ จึงได
ทําการศึกษาเพ่ิมเติมโดยสกัดโปรตีนจากเน้ือมะพราวแลวนํามาใหหนูแร็ทกินเปรียบเทียบกับกลุมที่ให
กิน casein พบวากลุมที่ใหกินโปรตีนจากเน้ือมะพราวมีระดับ total cholesterol, phospholipid และ 
triglycerides ในเลือดลดลงเม่ือเปรียบเทยีบกับกลุมที่ใหกิน casein  ตอมาในป 2001, Salil และ 
Rajamohan ทําการศึกษาผลของการใหกินโปรตีนจากเน้ือมะพราวในหนูแรทที่ชกันําใหเปน 
hypercholesterolemia (โดยการใหกินอาหารที่มี cholesterol สูง) เปรียบเทียบกับกลุมที่ใหกิน L-
arginine พบวาหนูทั้งกลุมที่ใหกินโปรตนีจากเน้ือมะพราวและกลุมที่ใหกิน L-arginine มีระดับของ total 
cholesterol, LDL+VLDL cholesterol, triglycerides และ phospholipids ในเลือดลดลง แตกลบัมี HDL 
cholesterol ในเลือดสูงขึ้น Mini และ Rajamohan (2004) ทําการทดลองแบบเดียวกันแตชักนําใหหนู
แรทเปน  hyperlipidemia โดยการใหกิน ethanol พบวาทั้งกลุมที่ใหกินโปรตีนจากเน้ือมะพราว และ
กลุมที่ใหกิน L-arginine มีผลทําใหลดระดับของไขมันในเลือดแบบเดียวกับกลุมทีช่ักนําใหเปน 
hypercholesterolemia  จากผลดังกลาวน้ี Salil และ Rajamohan เชื่อวาสารที่ออกฤทธิ์ดังกลาวใน
โปรตีนจากเน้ือมะพราวนาจะเปน L-arginine ซ่ึงตอมาในป 2011, Salil และคณะไดทําการวิเคราะหหา
ชนิด และปริมาณของ amino acid ที่เปนองคประกอบของโปรตีนจากเน้ือมะพราว พบวาโปรตีนจากเน้ือ
มะพราวเปนพวก globulin และมี  arginine เปนองคประกอบประมาณ 17.8 % ซ่ึงมีมากเปนอันดับที่ 2 
รองจาก glutamic acid รวมกับ aspartic acid ซ่ึงมีอยูประมาณ 24.7 % สําหรับผลของการกินกะทิ มี
เพียง 2 รายงาน ทําการทดลองในคนปกติกิน coconut milk porridge 5 วันตอสัปดาห เปนระยะเวลา 8 
สัปดาห พบวามีผลทําใหลดระดับ LDL แตเพ่ิม HDL cholesterol ในเลือด (Ekanayaka et al., 2013) 
อีก 14 การทดลองทําในสัตวทดลองกลุมของดิฉัน (Jansakul et al., 2018) ทําการทดลองโดยปอนกะทิ
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สดแหงขนาด 3 mg/kg ใหหนูเพศผูวยักลางชีวิต นาน 6 สัปดาหพบวามีผลทําใหเพ่ิมระดับโปรตีน 
eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือด มีผลทําใหหลอดเลอืดหลั่ง NO และ H2S เพ่ิมขึ้นสงผลเพิ่มการ
คลายตวัของหลอดเลือดตอ acetylcholine และตานการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenyleprine เปนการ
ชี้แนะวากะทสิดแหงมีผลทําใหหลอดเลือดของหนูวัยกลางชีวติที่มี endothelial dysfunction คืนสภาพ
เปน healthy endothelium คลายกับหลอดเลือดของวัยหนุม-สาว ซ่ึงเปนผลดีตอสขุภาพในการปองกัน/
ชะลอการพัฒนาไปเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือด ดังน้ันจึงเปนเรื่องที่นาสนใจเปนอยางยิ่งที่ควรจะ
ไดมีการศึกษาเพ่ิมเติมตอไปเพ่ือคนหาวาองคประกอบใดของกะทสิดที่มีฤทธิ์ดังกลาว ดังน้ันใน
การศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคที่จะแยกนํ้ามัน และโปรตีนจากกะทิแหงสด แลวนํามาศึกษาในหนู 
แรทวัยกลางชวีิตในทํานองเดียวกับการศกึษาผลของการกินกะทิสด พรอมทั้งพัฒนาโปรตีนจากกะทิเปน 
health product สําหรับปองกัน/ชะลอหลอดเลือดของผูสูงวัยใหมีคุณภาพดีอยางยาวนานยิ่งขึ้น  

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพ่ือศึกษาผลของการกินนํ้ามันมะพราว หรือ โปรตีนจากกะทิในหนแูรทเพศผูวัยกลางชีวติ (12-14 
เดือน) นาน 6 สัปดาห ตอ 

1. นํ้าหนักตัว และการกินอาหาร  

2. การสะสมไขมันในรางกาย ที่เซลลตับ และที่หลอดเลอืดติดขั้วหัวใจ (aortic arch)  

3. ระดับนํ้าตาลและไขมัน (glucose, cholesterol, triglyceride, LDL, HDL) ในเลอืด 

4. การทํางานของตับและไต โดยการวัดระดับของ alkaline phosphatase (Alp), SGPT, SGOP,   
blood urea nitrogen (BUN) และ creatinine (Cr) ในเลอืด  

5. ความดันเลอืดและอัตราการเตนของหัวใจพื้นฐาน (basal blood pressure and heart rate) ในหนู
แรทสลบ 

6. การทํางานของหลอดเลือดที่ตัดแยกออกมาศึกษานอกตัว 

 

  



5 
 

บทที่ 2 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

1. อุปกรณและสารเคมี  

- เคร่ือง freeze dryer  

- เคร่ืองชั่งอยางละเอียด 

- เคร่ืองมือผาตัดครบชุด พรอมเข็ม หลอดฉีดยา และไหมเย็บแผล 

- ทอ polyethylene และทอ silicone ขนาดตาง ๆ 

- เคร่ืองบันทึกกราฟ (polygraph) พรอมอุปกรณ 

- Organ bath พรอมเครื่องควบคุมอุณหภูมิ 

- Carbogen gas 

- Automatic pipet และ Pipet tip ขนาดตาง ๆ 

- หลอดฉีดยา เข็มฉีดยา ไหมเย็บแผล  

- วัสดุเคร่ืองแกวตาง ๆ สําหรับการศึกษาทางสรีรวิทยา  

- วัสดุตาง ๆ สาํหรับการเก็บเลือด 

- Reference drugs + ยาสลบ 

- N-nitro-L-arginine  25 g 

 
2. การเตรียมกะท ินํ้ามันมะพราว และโปรตีนจากกะทิ 

กะทิเตรียมจากมะพราวแกจัด (อายุ 11-12 เดือน) และสด หลังจากขูดมะพราวเปนชิ้นเล็ก ๆ 
คั้นกะทิโดยตรงโดยไมเติมนํ้า แลวนําไปทําแหงทันทีดวยเครื่อง freeze dry ที่หนวยเครื่องมือกลาง คณะ
วิทยาศาสตร ไดเปนกะทิสดแหง (dried fresh coconut milk, CCM) เก็บไวที่ -20 ºC จนกวาจะนํามาใช 

การแยกน้ํามันมะพราวจากกะทิสดแหง ทําโดยนํากะทิสดแหงมาวางไวที่อุณหภูมิหอง คนกะทิ
ใหเปนเนื้อเดียวกัน จะไดเปนของเหลวหนืด ๆ นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,900 รอบตอนาท ีนาน 15 
นาที ไดเปนสวนที่เปนน้ํามันใสอยูดานบน และสวนที่เปนตะกอน (precipitate) อยูที่กนหลอด หลังจาก
แยกสวนที่นํ้ามันสวนบนออกแลว สวนตะกอนเปยกนําไปทําแหงดวยเครื่อง freeze dry ทําซํ้าทั้งหมด 
13 คร้ัง จากผลการทดลองนี้พบวากะทิแหงมีนํ้ามันอยูประมาณ 70.66 ± 2.35% และสวนที่เปนตะกอน
แหง ประมาณ 27.85 ± 2.05% (n=13)  
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นํ้ามันมะพราวสวนหนึ่งนําไปวิเคราะหองคประกอบของ fatty acid ดวยวธิี LC-MS โดยใช
บริการที่ศูนยเคร่ืองมือมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

การแยกโปรตนีจากตะกอนกะทิสด (precipitate) นําตะกอนกะทิมาละลายดวยน้ํากลั่น แลว
ตกตะกอนโปรตีนดวย 50% ethanol นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 3,200 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
แยกสวนที่เปนตะกอนไปกาํจัด ethanol ดวยเครื่อง evaporator ที่ 40 ºC แลวนําไปทําแหงดวยเครื่อง 
freeze dry ไดเปนผงโปรตนี แบงเปน 3 สวน  

สวนที่1 นําไปวิเคราะหหา (1) องคประกอบของโปรตนีดวย 1D- และ 2D-SDS-PAGE gel 
electrophoresis โดยเปรียบเทียบผลกบัแถบโปรตีนมาตรฐานที่มีนํ้าหนักโมเลกุลระหวาง 10.5 -175 
kDa (Bio-RAD, USA) (2) ไปวิเคราะหหาองคประกอบ amino acid แตละชนิด คิดเปนเปอรเซ็น (% 
total amino acid) ดวยวธิี in-house method (HPLC-pre-column-AccQ.taq) โดยใชบริการของศูนย
เคร่ืองมือวิทยาศาสตร คณะวิทยาศาสตร (ศาลายา) มหาวิทยาลยัมหิดล (3) หาองคประกอบที่เปนน้ํามัน
ที่หลงเหลืออยู โดยใชวิธี defat ดวย Hexane โดยใชกะทิโปรตีน 100 mg ละลายดวยน้ํากลั่น 100 μl 
แลวเอามาผสมกับ Hexane 1 ml และคนใหเขากัน จากน้ันแยกสวนที่เปน Hexane ออกมาและนําไป
กลั่นแบบลดความดันเพ่ือกําจัด Hexane ออก ของเหลวที่เหลือคือสวนที่เปนนํ้ามันมะพราว  (4) 
วิเคราะหหา total sugar content ดวยวิธี classical colorimetric method (Dubois et al., 1955) 

สวนที่ 2 นําไปศึกษาผลทางเภสัชวิทยา และสรีรวิทยา ในสัตวทดลอง 

สวนที่ 3 นําไปศึกษา shelf-life ทําการศกึษาโดยบรรจกุะทิโปรตีนในซอง Aluminium laminate 
ซีลหมดทั้ง 4 ดาน เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 25 °C  มีความชื้นสัมพัทธ 75% นาน 3 เดือน แตละเดือนนํา
ตัวอยางกะทิโปรตีน 4 ซอง (n=4) มาทดสอบหาคาความชื้น, คา water activity ( aw), TBA  และคาสี 
(L* a* b*) โดย L* คือคาทีแ่สดงถึงความสวาง, คา a* คือคาแสดงสีเขียวถึงแดง และ b* คือคาแสดงสีนํ้า
เงินถึงเหลือง  

3.  การศึกษาผลทางสรีรวทิยาและเภสัชวทิยา 

การทดลองทําที่หองวิจัย อาคารคณะการจัดการส่ิงแวดลอม คณะการแพทยแผนไทย 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

3.1 การเตรียมน้ํามันมะพราว และ โปรตนีกะทิ สําหรับกรอกสัตวทดลอง 

นํ้ามันมะพราวจะนํามาวางไวที่อุณหภูมิหอง 1 คืน กอนนําไปกรอกใหสัตวทดลองในขนาด 1 
หรือ 3 ml/kg กลุมควบคุมปอนน้ํากลั่นในขนาด 1 หรือ 3 ml/kg  

กะทิโปรตีนแหงนํามาละลายดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1 กรัม/มล. สัตวทดลองแตละตัวจะ
ถูกปอนกะทิโปรตีน หรือ นํ้ากลั่น (vehicle control) ปริมาตร 0.1 มล./100 กรัมนํ้าหนักตัว  
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3.2 การเตรียมสัตวทดลอง   

 หนูแรทเพศผูวัยอายุ 3 เดือน ซ้ือจากศูนยสัตวทดลองภาคใต คณะวทิวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล นํามาเลี้ยงไวที่สถานสัตวทดลองภาคใตนาน 9-10 เดือน เพ่ือใหไดหนูแรทวัยกลาง
ชีวติ ที่มีอายุ 12-14 เดือน เลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิ 22 ± 3 oC ความชื้น 40-70 % โดยตั้งเวลาปด/
เปดไฟฟาแสงสวาง/มืด เปน 12/12 ชม. ใหอาหารและน้ําตามตองการ (ad libitum) 1 เดือนกอนครบ
กําหนด เจาะหูเพ่ือทําหมายเลขสตัว และใหสัตวทดลองชินกับ laboratory environment  เปนเวลา 1 
สัปดาหกอนเร่ิมทําการทดลอง  

การทดลองแบงออกเปน 2 ชุด ชุดที่ 1 ศึกษาผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO) ชุดที่ 2 ศึกษา
ผลของการกินกะทิโปรตีน (CMP) เน่ืองจากความจํากัดของสถานที่ฝากเลี้ยง และคาใชจายในการฝาก
เลี้ยง ไมสามารถซื้อสัตวทดลองจํานวนทัง้หมดที่ตองการมาเลี้ยงในชวงเวลาใกลเคียงกันได การทดลอง
จึงตองแยกทํากันคนละครัง้ และใชกลุมควบคุม คนละชุดกัน 

3.3 การศึกษาผลของการกินนํ้ามันมะพราว  

แบงหนูแรทออกเปน 3 กลุม กลุมที่ 1 กรอก vehicle (นํ้ากลั่น) ขนาด 1 หรือ 3 ml/kg เปนกลุม
ควบคุม กลุมที่ 2 กรอกนํ้ามันมะพราว ขนาด 1 ml/kg และกลุมที่ 3 กรอกนํ้ามันมะพราว ขนาด 3 ml/kg 
ทุกวันเปนเวลานาน 6 สัปดาห สัตวทดลองแตละตวัจะถูกบันทึกนํ้าหนักตัวและอาหารที่กินตอ 1 วัน 
สัปดาหละ 1 คร้ัง หลังจากสัปดาหที่ 6 สิ้นสุดการกรอกนํ้ามันมะพราว หนูแรทแตละตวั จะถูกนํามา
ศึกษา ผลตอ 

3.3.1 การศึกษาผลตอระดับ glucose, triglyceride, cholesterol, LDL-C,  HDL-C, Alp, SGPT, SGOP, 
BUN และ creatinine ในเลอืด 

หลังจากที่ไดกรอกนํ้ามันมะพราว หรือนํ้ากลั่น แกสัตวทดลองครบ 6 สัปดาห นําสัตวทดลองแต
ละตวั (อดนํ้า และอดอาหารกอน 14-16 ชม) มาตัดคอดวย guillotine เก็บเลือดจากสวนลําตัวลงใน
หลอดขนาด 5 มล. วางไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาทีใหเลือดแข็งตัว (clot blood)  แลวจึงนําไป 
centrifuge เก็บเอาเฉพาะ serum เพ่ือนําไปวิเคราะหหาปริมาณของ glucose, triglyceride, cholesterol, 
LDL, HDL, Alp, SGPT, SGOP, BUN และ Creatinine ดวยวธิี enzymatic method และอีกหลอดหนึ่ง
เก็บเลือด 2 มล. ลงในหลอดที่ coat ไวดวย EDTA เพ่ือนําไปศึกษาทาง heamatology (CBC, Hct, Hb, 
platelet count และลักษณะของเม็ดเลือดแดง และเม็ดเลือดขาว) สวนลําตวัสัตวทดลองนํามาผาตัดแยก
เอาอวัยวะภายในแตละชนดิ และไขมันทีอ่วัยวะภายใน และที่บรเิวณใตผวิหนังมาชั่งนํ้าหนักเพ่ือ
เปรียบเทียบน้ําหนักอวัยวะภายใน และน้ําหนักไขมันที่สะสมในรางกายระหวางกลุมที่กินกะทิ กับกลุม
ควบคุม 
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3.3.2 การศึกษาผล ตอความดันโลหิตและอัตราการเตนของหัวใจในหนูแรทสลบ   

เพ่ือที่จะศึกษาวาการกินนํ้ามันมะพราว หรือนํ้ากลั่นเปนระยะเวลานานมีผลตอความดันโลหิต
และอัตราการเตนของหัวใจพื้นฐาน (basal blood pressure and heart rate) หรือไม หลังจากที่ไดกรอก
นํ้ามันมะพราว โปรตีนกะทหิรือนํ้ากลั่น (vehicle) แกสัตวทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห แลวนําสัตวทดลอง
แตละกลุม (6-8 ตัว/กลุม) มาทําการทดลองโดยฉีด Nembutal sodium ขนาด 50 mg/kg เขาทางชอง
ทอง หลังจากที่หนูแรทสลบแลวผาบริเวณลําคอเพ่ือสอดทอ polyethylene tube เขาที่หลอดลม 1 ทอ ที่ 
common carotid artery 1 ทอ และที่ jugular vein 1ทอ และวัดความดันโลหิตและอัตราการเตนของ
หัวใจทาง common carotid artery ดวยเครื่อง polygraph หลังจากที่ได equilibrate สัตวทดลองนาน 
30-40 นาที  

3.3.3 การศึกษาผลตอนํ้าหนักอวัยวะภายใน และการสะสมไขมันในชองทอง และบริเวณใตผวิหนัง  

สัตวทดลองในขอ 3.3.2  หลังจากเก็บเลอืดเรียบรอยแลว ทําการุณยฆาตรสตัวทดลองโดยการ
ตัดคอดวย guillotine สวนลาํตัวนํามาศึกษาตอ โดยตัดแยกอวัยวะภายในไดแก ตบั ไต ตอมหมวกไต 
มาม และอัณฑะ ออกมาชั่งนํ้าหนัก ซากที่เหลือนํามาตัดแยกสวนทีเ่ปนไขมันในชองทอง และตัดเลาะ
ไขมันสวนที่อยูใตผวิหนังออกมาชั่งนํ้าหนัก เปรียบเทยีบผลระหวางกลุมทดลอง กับกลุมควบคมุที่กินน้ํา
กลั่น   

3.3.4 การศึกษาผลตอการเก็บสะสมไขมันในเนื้อเยื่อตบั  

ซากสัตวทดลองในขอ 3.3.3 หลังจากตัดแยกอวัยวะภายในเรียบรอยแลว  แยกตบัพูที่มีขนาด
ใหญที่สุดออกมาตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ ตลอดความยาวของตบั มีความกวางประมาณ 0.5 ซม. นําไปแชแข็ง
ไวที่  0 ºC ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนําไปตัดดวยเครื่อง freezing myotome ใหมีความหนาประมาณ 20 
ไมโครเมตร วางลงบนแผน glass slide แลวยอมดวยสี oil red-O ทันที ตรวจดูลักษณะของไขมันที่
เน้ือเยื่อตับซ่ึงจะเห็นเปนสีแดงของ oil red-O ภายใตกลองจุลทรรศนพรอมถายรูปเก็บไว จากน้ันนําแผน 
glass slide ที่มีแผนตับวางอยูไปสกัดสี oil red-O ออกจากเนื้อเยื่อตับดวย DMSO ไดเปนของเหลวสี
แดงนําไปวัดหาความเขมขนของ oil red-O ดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 520 nM 
เปรียบเทียบผลระหวางกลุมทดลอง กับกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น  

3.3.5 การศึกษาผลตอการสะสมไขมันทีผ่นังหลอดเลือด  

ซากสัตวทดลองในขอ 3.3.4 หลังจากเก็บเนื้อเยื่อตับเสร็จเรียบรอยแลว แลวผาชองอกตัดแยก
หลอดเลือดแดงใหญที่ขั้วหัวใจและ aortic arch ออกมาแชใน kreb’s solution ตัดเลาะไขมันดานนอก
ของหลอดเลือดออกใหหมด แลวทําการยอมหลอดเลือด ดวยดวยสี oil red-O ทันที ตรวจดูการติดสีดวย
กลอง binocular ถายรูป แลวสกัดสี oil red-O ดวย DMSO ไดเปนของเหลวสีแดงนาํไปวัดหาความ
เขมขนของ oil red-O ดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 520 nM เปรียบเทียบผลระหวางกลุม
ทดลอง กับควบคุมที่กินนํ้ากลั่น  
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3.3.6 ศึกษาผลตอการทํางานของหลอดเลือดแดงที่ตัดแยกออกมาศึกษาแบบ in vitro 

       ซากสัตวทดลองในขอ 3.3.5 หลังจากเก็บหลอดเลอืดขั้วหัวใจเรยีบรอยแลว ตดัแยกหลอดเลือดสวน 
thoracic aorta ออกมาใสจานแกวที่มีนํ้ายา kreb’s solution ที่มีองคประกอบ (mM): NaCl 118.3, KCl 
4.7, CaCl2 1.9, MgSO4·7H2O 0.45, KH2PO4 1.18, NaHCO3 25.0, glucose 11.66, Na2EDTA 0.024 
and ascorbic acid 0.09, maintained at 37 oC and bubbled with carbogen (95% O2 and 5% CO2 
gas mixture) ตัดเลาะสวนที่เปนไขมัน และเน้ือเยื่อเก่ียวพันทีต่ิดอยูกับผนังหลอดเลือดออกใหหมด แลว
ตัดหลอดเลือดออกเปนทอสั้น ๆ ขนาด 4-5 mm เปนหลอดเลือดที่มีเน้ือเยื่อ endothelium 
(endothelium-intact) ในจํานวนนี้ 1 คู จะถูกทําลายเน้ือเยื่อชั้น endothelium ดวย cotton bud 
(endothelium-denuded) แลวนําไปแขวนใน tissue bath ที่มี Kreb-Heseleit solution ที่ 37 ºC และให 
carbogen อยูตลอดเวลา โดยบันทึกผลการทดลองดวยเครื่อง Polygraph และ Power lab  

Equilibrate หลอดเลือดนาน 60 นาที โดยเปลี่ยนนํายา krebs ทุก ๆ 15 นาที จากน้ันทดสอบ
การทํางานของ endothelium ในการหลั่ง nitric oxide โดยใหหลอดเลือดหดตัวดวย phenylephrine (3 
μM) นานประมาณ 5-8 นาที ซ่ึงเปนระยะเวลาที่หลอดเลือดหดตัวสูงสุดคงที่ แลวหยด acetylcholine 
(30 μM) ลงไป หลอดเลือดที่มี healthy functional endothelium จะสามารถคลายตัวไดไมนอยกวา 65 
% สวนหลอดเลือดที่เน้ือเยือ่ endothelium ถูกทําลาย จะไมคลายตวัตอ acetylcholine (Jansakul et al., 
1989) หลังจากนั้น equilibrate หลอดเลือดอีก 40 นาท ีเพ่ือใหหลอดเลือดคืนสภาพคลายตวัสูระดับปกติ
แลวศึกษาผลในหัวขอตอไปน้ีกอนเร่ิมทําการทดลอง  

3.3.6.1 เพ่ือที่จะศึกษาวาการใหกินนํ้ามันมะพราว หรือนํ้ากลั่นเปนเวลานานมีผลทาํใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงการทํางานของกลามเน้ือเรียบหลอดเลือดโดยตรง และ/หรือโดยทางออมผานทางเยื่อบุผิว
หลอดเลือด (endothelial cells) ในการสรางหรือหลั่ง nitric oxide หรือไม ใชหลอดเลือด 3 กลุม กลุมที่ 
1 เปนหลอดเลือดที่มี endothelium กลุมที่ 2 เปนหลอดเลือดที่มี endothelium และถูกยับยั้งการสราง 
nitric oxide ดวย N-nitro-L-arginine (LNA)  และกลุมที่ 3 เปนหลอดเลือดที่ endothelium ถูกทําลาย
โดยวธิี mechanical disruption โดยทําการศึกษา concentration-response relationship ตอ 
phenylephrine จากน้ันลางหลอดเลือดหลาย ๆ คร้ัง แลว equilibrate ตอไปอีก 40 นาที พรอมกับ
เปลี่ยนน้ํายา krebs ทุก ๆ 15 นาที  

เพ่ือที่จะศึกษาผลในการสราง/หลั่ง H2S ของหลอดเลือด ใชหลอดเลอืดในขอ 2.3.6.1 ที่มี 
endothelium และมี LNA อยูดวย หลังจากเสร็จการทดลอง ลางและ equilibrate ตอไปอีก 40 นาที แลว
หยด DL-propargylglycine (PAG) เพ่ิมลงไป เพ่ือยับยั้งการทํางานของ cystathionine-lyase (CSE) ใน
การสราง H2S โดย incubate ตอไปอีก 10 นาที กอนที่จะศึกษา concentration-response relationship 
ตอ phenylephrine   

3.3.6.2  ศึกษาผลการกินน้าํมันมะพราว หรือนํ้ากลั่นเปนเวลานานมีผลทําใหเพ่ิมการคลายตวัของหลอด
เลือดหรือไม และการเปลี่ยนแปลงนั้นเกิดขึ้นที่เน้ือเยื่อ endothelium หรือที่ smooth muscle ทําการ
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ทดลองโดยศึกษา concentration-response relationship ของ acetylcholine หรือ glyceryl trinitrate ตอ
การคลายตวัของหลอดเลือดใหหดตัวอยูกอนแลวดวย phenylephrine  

3.3.6.3 ศึกษาผลการกินนํ้ามันมะพราว หรือนํ้ากลั่นเปนเวลานานมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน 
eNOS และ CSE หรือไม ทําการทดลองโดยใช thoracic aorta ของทั้งกลุมที่กินนํ้ามันมะพราว และกลุม
ควบคุม ที่ไดตัดเลาะเอาไขมันและเนื้อเยือ่เก่ียวพันออกหมดแลว มาตัดเปนทอเลก็ ๆ เก็บไวที่ -20 ºC 
ในวันทําการทดลอง นําทอหลอดเลอืดมาตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ แชใน Lysis RIPA buffer [25 mM Tris-HCl, 
pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 0.5 mM EDTA 
containing the protease inhibitor cocktail (GE Healthcare)] แลวเอาไปบดใหเปนเนื้อเดียวกันดวย
เคร่ือง sonicator จากน้ันนําไป centrifuge เก็บสวนที่เปนของเหลวไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวธิี 
Bradford assay ใชโปรตีนประมาณ 50 μg ในการ ทํา gel electrophoresis (12 % SDS-
polyacrylamide) จากน้ันถายแถบโปรตนีไปยัง nitrocellulose membrane เพ่ือ detect eNOS หรือ 

CSE ดวย primary eNOS, CSE และ β-actin antibody [rabbit eNOS and rabbit β-actin antibodies 
were from Cell Signaling (U.S.A); mouse CSE was from Abnova (U.S.A)  

3.4 การศึกษาผลของการกินกะทิโปรตีน  

แบงหนูแรทออกเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 กรอก vehicle (นํ้ากลั่น) เปนกลุมควบคุม กลุมที่ 2 กรอก
กะทิโปรตีน ขนาด 1 g/kg ทุกวันเปนเวลานาน 6 สัปดาห สัตวทดลองแตละตวัจะถูกบันทึกนํ้าหนักตัว
และอาหารที่กินตอ 1 วัน สัปดาหละ 1 คร้ัง หลังจากสัปดาหที่ 6 สิ้นสุดการกรอกกะทิโปรตีน หนูแรทแต
ละตวั จะถูกนํามาศึกษา ผลตอปจจัยตาง ๆ ในทํานองเดียวกับการทดลองที่ใหหนูกินน้ํามันมะพราว คือ
ผลตอความดันโลหิตและอัตราการเตนของหัวใจพื้นฐานในหนูแรทสลบ ผลตอนํ้าหนักอวัยวะภายใน ผล
ตอระดับนํ้าตาลและไขมันในเลือด ผลตอการทํางานของตับและไต ผลตอการสะสมไขมันในรางกาย ที่
เซลลตับ และที่ผนังหลอดเลือดขั้วหัวใจ ผลตอการทํางานของหลอดเลือด และผลตอการแสดงออกของ
โปรตีน eNOS, CSE และ soluble gaunylate cyclase ที่ผนังหลอดเลือดซ่ึงมีวิธีการทดลองแบบ
เดียวกับที่ทําการศึกษาในหนูแรทที่กินนํ้ามันมะพราว 

แตการศึกษาผลของการกินกะทิโปรตีน ไดเพ่ิมการศึกษาเก่ียวกับการตอบสนองของหลอดเลือด
ตอ sodium nitroprusside และ GTN อีก 3 การทดลองดังน้ี 

3.4.1 การศึกษาผลการคลายตัวของหลอดเลือดตอ sodium nitroprusside  

เพ่ือที่จะศึกษาวาการกินกะทิโปรตีนมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการตอบสนองตอ NO 
doner, sodium nitroprusside หรือไม ทําการทดลองโดย ศึกษา concentration-response relationship 
ของหลอดเลือดที่มีเน้ือเยื่อ endothelium ที่ถูกยับยั้งการสราง NO ดวย LNA ที่ใหหดตัวอยูกอนแลวดวย 
phenylephrine ตอ sodium nitroprusside ทั้งกอนและหลังยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG 
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3.4.2 การศึกษาผลของ soluble gaunylate cyclase ตอการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN 

เพ่ือที่จะศึกษาวาการกินกะทิโปรตีนมีผลทําใหเพ่ิม activity ของ soluble gaunylate cyclase 
(sGC) สงผลทําใหเพ่ิมการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN หรือไม ทําการทดลองโดยศึกษา 
concentration-response relationship ตอ GTN กอน และหลังยับยัง้การทํางานของ sGC ดวย ODQ ที่
ความเขมขน 0.1 และ 1.0 μM ตามลําดับ 

3.4.3 การศึกษาความเขมขนของ cGMP ที่ผนังหลอดเลือดดวยวธิ ีELISA  

เพ่ือที่จะศึกษาวาการกินกะทิโปรตีนมีผลทําใหเพ่ิมการสราง cGMP ที่ผนังหลอดเลือดโดย GTN 
หรือไม ทําการทดลองโดยแบงหลอดเลือดของแตละกลุมออกเปนกลุมละ 2 ชุด ชดุที่ 1 incubate หลอด
เลือดในน้ํายา krebs ที่มี LNA อยูดวย สวนกลุมที่ 2 ทาํแบบเดียวกับกลุมที่ 1 แตหลังจากที่ incubate 
หลอดเลือดดวย LNA นาน 20 นาที แลวหยด GTN 1 μM และ incubate ตอไปอีก 5 นาที แลวจึงเก็บ
หลอดเลือดทั้ง 2 กลุม ซับดวยกระดาษกรอง นําไปชั่งนํ้าหนัก แลวเก็บไวที่ -20 ºC จนกวาจะนํามา
วิเคราะหการปริมาณ cGMP ดวยวิธี ELISA  

        ในวันที่ทําการทดลอง นําหลอดเลือดของแตละกลุม (กลุมละ 4n) ออกมาตัดใหเปนชิ้นเลก็ ๆ แช
ใน Lysis RIPA buffer [25 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium 
deoxycholate, 0.1% SDS, 0.5 mM EDTA containing the protease inhibitor cocktail (GE 
Healthcare)] แลวเอาไปบดใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเคร่ือง sonicator จากน้ันนําไป centrifuge ที่ 
14,000 rpm นาน 10 นาที เก็บสวนที่เปนของเหลว สวนหนึ่งนําไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวธิี 
Bradford assay อีกสวนหนึ่งนําไปวิเคราะหหาปริมาณ cGMP ดวยวิธี ELISA (Enzo Life Science, 
USA) ตามวิธกีารที่อธีบายใน assay kits ปริมาณของ cGMP แสดงในรูปของความเขมขน (pM) ตอ μg 
ของโปรตีน  

3.4.4 การวิเคราะหหาปริมาณ nitric oxide ที่หลอดเลือด 

เพ่ือที่จะศึกษาวาการแสดงฤทธิข์อง GTN ที่ทําใหหลอดเลือดคลายตัว GTN ตองเปลี่ยนเปน 
NO โดยเอ็นไซม aldehyde dehydrogenase-2 (ALDH-2) ทําการทดลองโดยแบงหลอดเลือดของแตละ
กลุมออกเปน 2 กลุมยอย กลุมยอยที่ 1 จะ incubate หลอดเลือดในน้ํายา krebs ที่มี LNA และ GTN 
กลุมยอยที่ 2 จะ incubate หลอดเลือด ที่มี LNA, GTN และ diadzin (ALDH-2 inhibitor) นาน 10 นาที 
แลวจึงเก็บหลอดเลือดซับดวยกระดาษกรอง ชั่งนํ้าหนัก และเก็บไวที่ -20 ºC จนกวาจะนํามาวิเคราะห
หาปริมาณของ NO   

ในวันทีท่ําการทดลอง นําหลอดเลือดของแตละกลุม (กลุมละ 4n) ออกมาตัดใหเปนชิ้นเล็ก ๆ แช
ใน Lysis RIPA buffer [25 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium 
deoxycholate, 0.1% SDS, 0.5 mM EDTA containing the protease inhibitor cocktail (GE 
Healthcare)] แลวเอาไปบดใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเคร่ือง sonicator จากน้ันนําไป centrifuge ที่ 
14,000 rpm นาน 10 นาที เก็บสวนที่เปนของเหลว สวนหนึ่งนําไปวิเคราะหหาโปรตีนดวยวิธี Bradford 
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assay อีกสวนหนึ่งนําไปวิเคราะหหาปริมาณ NO ดวย Griess reagent โดยเทียบปริมาณกับ standard 
curve ของ sodium nitrate ปริมาณของ NO แสดงในรูปของ ความเขมขน (ng) ตอ mg ของโปรตีน  

แตละกลุม (ขอยอย) ทําการทดลองซ้ํา 6 คร้ัง จากหนูแร็ท 6 ตัว (n=6) และใชยาขนาดตาง ๆ 
ประมาณ 3-6 ขนาด ยกเวนกลุมที่ศึกษา western blot ใชหนูกลุมละ 4 ตัว (n=4)               

3.5  การวิเคราะหขอมูล 

 ขอมูลที่ไดจากการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ±  คาเบีย่งเบนมาตรฐาน (Mean ± S.E.M.) และ
ทดสอบความแตกตางในแตละกลุมโดย Two-tailed t-test หรือ Analysis of variance (ANOVA) และ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางกลุมดวย Fisher test โดยยอมรับความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ p < 0.05. 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองเรื่องการกินนํ้ามันมะพราว 

1. องคประกอบของน้ํามันมะพราว  

  การเตรียมน้าํมันมะพราวจากกะทิสดแหง โดยการปนไดนํ้ามันมะพราว 70 %ของกะทิสดแหง 
มีองคประกอบเปน  lauric acid (40 %), myristic acid (17 %), palmitic acid (8 %), linoleic acid (ω-
6-unsaturated fatty acid, 5 %), capric acid (4 %), stearic acid (3 %), สวน caprelic acid และ 
linoleic acid (ω-3-unsaturated fatty acid) มีประมาณ 1 %, cholesterol มีปริมาณนอยมากไมสามารถ
วิเคราะหปริมาณโดยวิธีน้ีได และ α-tocopherol  (0.09 mg/ 100 g) ดังรายละเอียดในตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1 องคประกอบของ Fatty acids (in percent), cholesterol และ vitamin E (α-tocopherol) 
(mg/ 100 g) ของน้ํามันมะพราว  

Fatty acid name %  in  CO 

Caprylic acid   (C8:0), MCF 1.05 ± 0.00 

Capric acid     (C10:0), MCF 3.55 ± 0.00 

Lauric acid      (C12:0), MCF 40.68 ± 0.08 

Myristic acid    (C14:0), LCF 17.53 ± 0.02 

Palmitic acid    (C16:0), LCF  7.89 ± 0.00 

Stearic acid     (C18:0), LCF 2.87 ± 0.00 

Oleic acid       (C18:1), LCF  4.65 ± 0.00 

Linoleic acid    (C18:2), LCF 1.01 ± 0.00 

  

Cholesterol Not detectable 

Vitamin E (α-tocopherol) 0.09 mg/ 100g 
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2. ผลตอการกินอาหารและนํ้าหนักตัว นํ้าหนักอวัยวะภายใน และการสะสมไขมันในชองทองและบริเวณ
ใตผวิหนัง 

ผลการทดลองพบวาการกินน้ํามันมะพราว  ไมมีผลตอนํ้าหนักตัว และการกินอาหารของหนูแรท 
(รูปที่ 1 A และ B) ไมมีผลตอนํ้าหนักอวัยวะภายใน (ตารางที่ 2) แตเพ่ิมการสะสมไขมันในรางกาย 
(ตารางที่ 3) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ปอนนํ้ากลั่น  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1  ผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ตอนํ้าหนักตัว (A) และ
อาหารที่กินตอวันตอตวั (B)  ในหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ  แตละแสดงคาของ mean ± SEM ของหนู
แรท กลุมละ 6 ตัว  
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ตารางที่ 2 ผลของการกินน้ํามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือน้ํากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ ตอน้ําหนักอวัยวะภายใน แตละแสดงคาของ mean 
± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว.  

Treatments 
Organs weight g/100 g body weight 

Heart Lung Liver Kidney 
Adrenal 
gland (mg) 

Spleen Testis Epididymis Prostate gl. 
Seminal 
vesicle 

DW 0.24 ± 0.03 0.46 ± 0.03 2.24 ± 0.04 0.52 ± 0.02 15.87 ± 0.60 0.16 ± 0.01 0.79 ± 0.02 0.33 ± 0.01 0.18 ± 0.01 0.21 ± 0.01 

CO 1 ml/kg 0.26 ± 0.01 0.40 ± 0.04 2.23 ± 0.08 0.46 ± 0.02 14.46 ± 1.40 0.17 ± 0.01 0.79 ± 0.04 0.31 ± 0.02 0.16 ± 0.01 0.19 ± 0.01 

CO 3 ml/kg 0.25 ± 0.01 0.42 ± 0.02 2.18 ± 0.07 0.47 ± 0.01 16.01 ± 0.62 0.18 ± 0.01 0.75 ± 0.08 0.30 ± 0.03 0.16 ± 0.01 0.20 ± 0.02 
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ตารางที่ 3 ผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัย
กลางชีวติ ตอนํ้าหนักไขมันที่อวัยวะภายในและที่ใตผวิหนัง แตละแสดงคาของ mean ± SEM ของหนู
แรท กลุมละ 6 ตัว.  

Treatments 
Adipose tissue weight/ 100 g body weight (% g) 

Epididymis Prostate Mesentery Retroperitoneal Subcutaneous 

DW 2.01 ± 0.25 0.09 ± 0.02 2.05 ± 0.22 2.20 ± 0.39 6.71 ± 0.73 

CO 1 ml/kg 2.56 ± 0.34 0.14 ± 0.02 2.13 ± 0.02 3.11 ± 0.49a 7.01 ± 0.78 

CO 3 ml/kg 2.72 ± 0.30 0.15 ± 0.03 2.22 ± 0.03 3.47 ± 0.34a 7.96  ± 0.96 

 
a มีคาสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

 

3. ผลตอระดับนํ้าตาล ไขมัน สารชีวเคมีในเลือด และความสมบูรณของเม็ดเลือด 

ผลการทดลองแสดงไวในตารางที่ 4-6  พบวาการกินนํ้ามันมะพราวขนาด 1 ml/kg ไมมีผลตอ
ปจจัยใด แตทีข่นาด 3 ml/kg มีผลทําใหลดระดับนํ้าตาล, alkaline phosphatase (Alp) และ Blood urea 
nitrogen (BUN) ในเลือด แตไมมีผลตอระดับไขมัน (ตารางที่ 4) รวมทั้งระดับของ SGOP, SGPT และ 
Creatinine (ตารางที่ 5) ในเลือด และความสมบูรณของเม็ดเลือด (ตารางที่ 6) เม่ือเทียบผลกบักลุม
ควบคุมที่กินนํ้ากลั่น   

ตารางที่ 4 ผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัย
กลางชีวติเพศผูวัยกลางชวีติ ตอระดับนํ้าตาล และไขมันในเลือด 

 

a มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

NLAC- MU Glucose Triglyceride Cholesterol HDL-C LDL-C LDL/HDL 

Normal range 
(mg%) 

122.1–180.8 61.0–164.0 46.0–98.0 - - - 

DW 135.0 ± 8.1 73.4 ± 8.6 76.7 ± 5.6 61.5 ± 4.9 12.1 ± 1.4 0.2 ± 0.01 

CO 1 ml/kg 140.9 ± 9.9 66.7 ± 5.5 70.3 ± 3.8 49.8 ± 2.7 11.1 ± 1.6 0.2 ± 0.02 

CO 3 ml/kg 102.5 ± 7.5a 84.9 ± 19.9 84.7 ± 7.9 60.5 ± 4.1 15.6 ± 1.4 0.3 ± 0.02 
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ตารางที่ 5 ผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัย
กลางชีวติเพศผูวัยกลางชวีติ ตอระดับ alkaline phosphatase (Alp), SGOT, SGPT, Blood urea 
nitrogen (BUN) and Creatinine (CREAT) ในเลือด 

 

a มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NLAC- MU ALP (U/L) SGOP (U/L) SGPT (U/L) BUN (mg %) CREAT (mg %) 

normal range 46.0 – 92.0 111.0 - 225.0 25.0 - 64.0 10.3 – 23.6 0.5 – 0.7 

DW 85.7 ± 4.2 225.2 ± 31.6 62.6 ± 4.7 21.8 ± 0.6 0.4 ± 0.01 

CO 1 ml/kg 95.0 ± 9.4 232.1 ± 30.0 64.0 ± 3.6 21.4 ± 0.9 0.5 ± 0.03 

CO 3 ml/kg 68.5 ± 3.4a 249.8 ± 33.9 66.4 ± 2.6 18.5 ± 1.1a 0.4 ± 0.02 
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ตารางที่ 6 ผลของการกินน้ํามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือน้ํากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ ตอความสมบูรณของเม็ดเลือด (Hematology 
analysis: Complete blood count) แตละแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว. 

NLAC- MU n HCT HGB MCV MCH MCHC WBC Neutrophil LYMPH Plt N/L 

 
 (%) (g/dL) (fl) (pg) (%) (x103/μL) (%) (%) (x105/μL) ratio 

normal range  33.2 – 46.0 13.5 – 17.6 47.5 – 54.7 17.4 – 26.5 34.7 – 51.8 3.0 – 7.2 - 59.0 – 91.0 4.9 – 11.3 - 

DW 6 45.2 ± 1.3 15.7 ± 0.3 54.1 ± 0.7 18.2 ± 0.4 33.8 ± 0.4 5.5 ± 0.9 59.2 ± 2.9 37.9 ± 2.5 7.9 ± 0.3 1.7 ± 0.2 

CO 1 ml/kg 6 47.9 ± 1.3 16.1 ± 0.3 54.0 ± 0.8 17.6 ± 0.5 32.8 ± 0.5 6.4 ± 0.9 60.1 ± 2.6 34.8 ± 2.7 9.0 ± 0.3 1.7 ± 0.2 

CO 3 ml/kg 6 44.0 ± 1.3 15.3 ± 0.5 52.8 ± 0.9 17.8 ± 0.3 33.5 ± 0.2 6.4 ± 0.5 55.2 ± 3.9 39.4 ± 3.3 7.4 ± 0.6 1.5 ± 0.2 
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4. ผลตอการสะสมไขมันที่เซลลตับ และที่ผนังดานในของหลอดเลือด aortic arch 

ผลการทดลองแสดงไวในรูปที่ 2 พบวาการกินนํ้ามันมะพราวขนาด 1 ml/kg ไมมีผลตอการ
สะสมไขมันในเซลลตับ แตเม่ือเพ่ิมเปน 3 ml/kg พบวาการสะสมของไขมันที่เซลลตับนอยกวาของกลุม

ควบคุมที่กินนํ้ากลั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05, n=6   

สวนผลตอการสะสมไขมันที่ผนังหลอดเลือด พบวาการกินน้ํามันมะพราวขนาด 3 ml/kg การ
สะสมของไขมันที่ aortic arch ไมมีความแตกตางจากกลุมควบคุมทีกิ่นนํ้ากลั่น (รูปที่ 3) 

  

รูปที่ 2  ผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทวยักลางชีวติ 
ตอการสะสมไขมันที่เซลลตบั (A) กินนํ้ากลั่น (DW), (B) กินน้ํามันมะพราว 1 ml/kg, (C) กินนํ้ามัน
มะพราว  3 ml/kg และ (D) ความเขมขนของ oil red O แตละแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท 

กลุมละ 6 ตวั. * มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

(PT = Portal triad; oil red O staining of liver tissue frozen section, 20 mm thick, 20X 
magnification). 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3  ผลของการกินนํ้ามันมะพราว (CO, 1 or 3 ml/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทวยักลางชีวติ 
ตอการสะสมไขมันที่ผนังหลอดเลือดแดงใหญขั้วหัวใจ (aortic arch) (A) กินนํ้ากลั่น (DW), (B) กินน้ํามัน
มะพราว 3 ml/kg และ (C) ความเขมขนของ oil red O แตละกราฟแทงแสดงคาของ mean ± SEM ของ
หนูแรท กลุมละ 6 ตวั 

a b c 
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5.  ผลตอความดันโลหิตและอัตราการเตนของหัวใจในหนูแร็ทสลบ  

พบวาการกินนํ้ามันมะพราวขนาด 1 หรือ 3 ml/kg นาน 6 สัปดาห ไมมีผลทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และอัตราการเตนหัวใจพื้นฐานในหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติสลบ (ตารางที่ 
7)   

 

ตารางที่ 7 การกินนํ้ามันมะพราวขนาด 1 หรือ 3 ml/kg หรือนํ้ากลั่น นาน 6 สัปดาห ไมมีผลทําใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และอัตราการเตนหัวใจพื้นฐานในหนูแรทเพศผูวัยกลางชวีติสลบ แตละ
คาแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Treatments 

Body weight (g)   Basal  Basal  Mean Arterial  Basal heart  

   systolic BP diastolic BP Pressure rate 

Initial Final   (mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm) 

DW 482.3 ± 13.0 493.0 ± 7.8  141.3 ± 7.8 110.3 ± 2.1 120.7 ± 3.7 415.0 ± 8.8 

CO 1 ml/kg 486.2 ± 14.8 511.3 ± 26.0  140.0 ± 4.3 110.0 ± 3.2 120.0 ± 3.5 400.0 ± 7.1 

CO 3 ml/kg 496.7 ± 8.3 511.0 ± 13.7  129.0 ± 10.3 104.0 ± 7.0 120.7 ± 9.2 410.0 ± 7.3 
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6. ผลตอการทํางานของหลอดเลือดที่ตดัแยกออกมาศึกษานอกตวั 

ผลการทดลองแสดงไวในรูปที่ 4 จากผลการทดลองพบวาการกินน้าํมันมะพราวขนาด 1 ml/kg 
ไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine ไมวาหลอดเลอืดมี
เน้ือเยื่อ endothelium หรือถูกยับยั้งการสราง NO ดวย LNA หรือยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG แต
เม่ือเพ่ิมขนาดเปน 3 ml/kg พบวามีผลทําใหการหดตัวสูงสุดของหลอดเลือดที่มีเน้ือเยื่อชั้น endothelium 
มีการหดตัวไดต่ํากวากลุมควบคุม และผลดังกลาวน้ีหมดส้ินไปเม่ือถูกยับยั้งการสราง NO ดวย L-NA 
หรือเม่ือเน้ือเยื่อชั้น endothelium ถูกทําลาย ในหลอดเลือดที่เน้ือเยือ่ถูกทําลายเม่ือยับยั้งการสราง NO 
ดวย LNA รวมกับยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG รวมดวย พบวามีผลทําใหกลุมที่กินนํ้ามันมะพราว
ขนาด 3 ml/kg มีการหดตัวไดสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 แสดงผลของการกินน้ํามันมะพราวขนาด 1 หรือ 3 ml/kg ตอการตอบสนองของหลอดเลือดใหญ
ทรวงอก (thoracic aorta) ตอ phenylephrine เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ปอนน้ํากลั่น รูป A หลอด
เลือดที่มี endothelium  รูป B หลอดเลือดที่มี endothelium และถูกยับยั้งการสราง nitric oxide ดวย N-
nitro-L-arginine (L-NA)  รูป C หลอดเลอืดที่เน้ือเยื่อชั้น endothelium ถูกทําลาย รูป D หลอดเลือดที่
เน้ือ endothelium ถูกทําลาย และถูกยบัยั้งการสราง nitric oxide ดวย L-NA และยับยั้งการสราง H2S 
ดวย PAG  แตละจุดแสดงคา mean ± SEM จากสัตวทดลอง 6 ตวั * มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมี

นัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 และ † มีคาสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 
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ผลของการกินนํ้ามันมะพราว หรือ นํ้ากลั่น ตอการคลายตัวของหลอดเลือดตอ acetylcholine 
และ glyceryl trinitrate แสดงไวในรูปที่ 5 ผลการทดลองพบวาการกินนํ้ามันมะพราวขนาด 1 ml/kg ไมมี
ผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการคลายตวัของหลอดเลือดตอ acetylcholine หรือ GTN แตเม่ือเพ่ิมเปน
ขนาด 3 ml/kg มีผลทําใหเพ่ิมการคลายตัวของหลอดเลือดที่ใหหดตวัอยูกอนแลวดวย phenylephrine 
ตอ acetylcholine แตไมมีผลตอ glyceryl trinitrate เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมทีกิ่นนํ้ากลั่น 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงผลของการกินน้ํามันมะพราวขนาด 1 หรือ 3 ml/kg ตอการตอบสนองโดยการคลายตัวของ
หลอดเลือดใหญทรวงอก (thoracic aorta) ที่ใหหดตัวอยูกอนแลวดวย phenylephrine ตอ acetylcholine 
(A) หรือตอ glyceryl trinitrate (B) เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ปอนน้ํากลั่น แตละจุดแสดงคา mean ± 

SEM จากสัตวทดลอง 6 ตวั * มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถติ,ิ p < 0.05  

 

ผลการแสดงออกของโปรตีน eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือด แสดงไวในรูปที่ 6 พบวาการ
กินน้ํามันมะพราวขนาด 1 ml/kg ไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน eNOS 
และ CSE ที่ผนังหลอดเลือด แตเม่ือเพ่ิมขนาดเปน 3 ml/kg มีผลทําใหเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 
2 ชนิด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเทยีบกับกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 แสดงผลของการกินน้ํามันมะพราวขนาด 1 หรือ 3 ml/kg ตอการแสดงออกของโปรตีน eNOS 
และ CSE ของหลอดเลือด thoracic aorta เปรียบเทยีบกับกลุมควบคมุที่ปอนนํ้ากลั่น แตละจุดแสดงคา 

mean ± SEM จากสัตวทดลอง 4 ตัว * มีคาสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05  
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บทที่ 4 

ผลการทดลองเรื่องการกินกะทิโปรตีน 

1. องคประกอบของโปรตีน 

 กะทิโปรตีนทีไ่ดจากการตกตะกอน precipitate จากการสกัดนํ้ามันมะพราวดวย 50% เอทานอล 
ไดเปนโปรตีนที่ไมบริสุทธิ์ ประกอบดวยสวนที่เปนโปรตีนประมาณ 81±0.8 %  สวนน้ํามัน 9.7±0.8 % 
และ สวนน้ําตาล 6.9±0.8 % สวนองคประกอบยอยของโปรตีนในกะทิโปรตีนที่ไดจาก 1D และ 2D gel 
electrophoresis แสดงไวในรูปที่ 1 พบวากะทิโปรตีนประกอบดวยโปรตีนยอยอยางนอย 12 ชนิด และ
ชนิดที่เปนองคประกอบหลกัมี molecular weight ประมาณ 50 kDa (รูปที่ 1A) องคประกอบ total 
amino acids ของกะทิโปรตนี (รูปที่ 1B ตาราง) มี essential amino acids ครบทุกชนิด (ยกเวน 
methionine และ tryptophan ที่ไมสามารถวิเคราะหไดดวยวธิีน้ี) แตละชนิดมีอยูประมาณ 1-3% สวน 
amino acid ตัวอ่ืน ๆ ก็มีปริมาณในชวงเดียวกับ essential amino acid ยกเวน arginine กับ glutamic 
acid ที่มีประมาณ 7-9% ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1  องคประกอบของโปรตีนยอย (บน) และ total amino acids (ตารางลาง) ของกะทิโปรตนี 
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2. ผลตอการกินอาหารและนํ้าหนักตัว นํ้าหนักอวัยวะภายใน และการสะสมไขมันในชองทองและบริเวณ
ใตผวิหนัง 

ผลการทดลองพบวาการกินกะทิโปรตีน  ไมมีผลตอนํ้าหนักตัว และการกินอาหารของหนูแรท 
(รูปที่ 2 A และ B) ไมมีผลตอนํ้าหนักอวัยวะภายใน (ตารางที่ 2) แตลดการสะสมไขมันในรางกาย 
(ตารางที่ 3) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ปอนนํ้ากลั่น  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2  ผลของการกินกะทิโปรตีน 1 g/kg หรือนํ้ากลั่น (DW) ตอนํ้าหนักตัว (A) และอาหารที่กินตอวัน
ตอตัว (B) ในหนูแรทเพศผูวัยกลางชวีติ แตละจุดแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว.  

 

ตารางที่ 2 ผลของการกินกินกะทิโปรตนี (1 g/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวิต ตอ
นํ้าหนักอวัยวะภายใน แตละคาแสดงคา mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว.  

Treatments 
Organs weight/100 g body weight (% g) 

Heart Lung Liver Kidney 
Adrenal 
gland (mg) 

Spleen Testis Epididymis 
Prostate 
gl. 

DW 0.3 ±  0.3 ±  2.7 ±  0.5 ±  13.4 ±  0.2 ±  0.6 ±  0.3 ±  0.2 ±  

 0.01 0.01 0.15 0.02 0.99 0.01 0.01 0.01 0.02 

CMP 0.3 ±  0.3 ±  2.7 ±  0.6 ±  14.3 ±  0.2 ±  0.6 ±  0.3 ±  0.2 ±  

 0.01 0.01 0.16 0.06 0.71 0.01 0.01 0.01 0.02 
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ตารางที่ 3 ผลของการกินกะทิโปรตีน (1 g/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ ตอ
นํ้าหนักไขมันที่อวัยวะภายในและที่ใตผวิหนัง แตละแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 
ตัว.  

Treatments 
Adipose tissue weight/100 g body weight (% g) 

Epididymis Prostate Mesentery Retroperitoneal Subcutaneous 

DW 2.48 ± 0.15 0.18 ± 0.03 2.43 ± 0.20 3.23 ± 0.58 7.70 ± 0.68 

CMP 2.22 ± 0.06 0.19 ± 0.00 1.78 ± 0.14a 1.97 ± 0.29a 5.28 ± 0.68a 
 

a มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 
 

3. ผลตอระดับนํ้าตาล ไขมัน สารชีวเคมีในเลือด และความสมบูรณของเม็ดเลือด 

            ผลการทดลองแสดงไวในตารางที่ 4-6  พบวาการกินกะทิโปรตีน นาน 6 สัปดาหไมมีผลทําให

เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับนํ้าตาล และไขมันในเลือด (ตารางที่ 4) รวมทั้งระดับของ alkaline 

phosphatase (Alp), SGOP, SGPT, Blood urea nitrogen (BUN) and Creatinine (ตารางที่ 5) ใน

เลือด และความสมบูรณของเม็ดเลือด (ตารางที่ 6) แตอยางใด เม่ือเทียบผลกับกลุมควบคุมทีกิ่นนํ้ากลั่น   

ตารางที่ 4 ผลของการกินกะทิโปรตีน (1 g/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ ตอ
ระดับนํ้าตาล และไขมันในเลือด 

 

 

 

 

NLAC-MU Glucose Triglyceride Cholesterol HDL-C LDL-C LDL/HDL  

normal range       ratio  

(mg %) 122.1–180.8 61.0–164.0 46.0–98.0 - - - 

DW 132.2 ± 5.2 78.2 ± 7.9 95.6 ± 2.6 99.0 ± 5.5 25.3 ± 2.0 0.3 ± 0.03 

CMP 131.0 ± 5.9 84.2 ± 11.2 90.8 ± 7.7 98.7 ± 5.6 23.3 ± 3.5 0.2 ± 0.05 
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ตารางที่ 5 ผลของการกินกะทิโปรตีน (1 g/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ ตอ
ระดับ  alkaline phosphatase (Alp), SGOT, SGPT, Blood urea nitrogen (BUN) and Creatinine 
(CREAT) ในเลือด 

NLAC-MU ALP (U/L) SGOT (U/L) SGPT (U/L) BUN (mg %) CREAT (mg %) 

normal range 46.0 – 92.0 111.0 – 225.0 25.0 – 64.0 10.3 – 23.6 0.5 – 0.7 

DW 74.4 ± 7.8 123.9 ± 12.1 80.7 ± 5.6 23.8 ± 2.3 0.6 ± 0.1 

CMP 71.4 ± 4.3 120.7 ± 11.4 77.6 ± 3.5 25.7 ± 3.9 0.7 ± 0.2 

 
Note: NLAC-MU = National Laboratory Animal Center Mahidol University.
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ตารางที่ 6 ผลของการกินกะทิโปรตีน (1 g/kg) หรือน้ํากลั่น (DW) ของหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติ ตอความสมบูรณของเม็ดเลือด (Hematology analysis: Complete 
blood count) แตละแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว. 

NLAC- MU n HCT HGB MCV MCH MCHC WBC Neutrophil LYMPH Plt N/L 

 
 (%) (g/dl) (fl) (pg) (%) (x103/μl) (%) (%) (x105/μl) ratio 

normal range  33.2 – 46.0 13.5 – 17.6 47.5 – 54.7 17.4 – 26.5 34.7 – 51.8 3.0 – 7.2 - 59.0 – 91.0 4.9 – 11.3 - 

DW 6 46.8 ± 2.7 16.0 ± 0.8 51.6 ± 0.2 17.4 ± 0.2 33.4 ± 0.7 5.5 ± 0.6 68.2 ± 6.1 31.4 ± 6.1 8.6 ± 0.3 2.7 ± 0.6 

CMP 6 46.1 ± 2.3 16.2 ± 0.7 52.9 ± 1.2 18.4 ± 0.4 34.7 ± 0.4 4.4 ± 0.3 63.3 ± 4.8 35.4 ± 4.9 7.4 ± 0.6a 2.1 ± 0.4 

 
a มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05
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4. ผลตอการสะสมไขมันที่เซลลตับ และที่ aortic arch 

ผลการทดลองแสดงไวในรูปที่ 3 และ 4 พบวาการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg มีผลทําใหการ
สะสมไขมันในเซลลตับ และที่ผนังดานในของหลอดเลือด aortic arch นอยกวาของกลุมควบคมุที่กินนํ้า

กลั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05, n=6   

   

    

 

 

 

 

รูปที่ 3  ผลของการกินกะทิโปรตีน (1 g/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทวัยกลางชีวติ ตอการสะสม
ไขมันที่เซลลตับ (A) กินน้ํากลั่น (DW), (B) กะทิโปรตนี 1 g/kg และ (C) ความเขมขนของ oil red O แต
ละกราฟแทงแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว. * มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมี

นัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

(PT = Portal triad; oil red O staining of liver tissue frozen section, 20 mm thick, 20X 
magnification). 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4  ผลของการกินกะทิโปรตีน (1 g/kg) หรือนํ้ากลั่น (DW) ของหนูแรทวัยกลางชีวติ ตอการสะสม
ไขมันที่ผนังหลอดเลือดแดงใหญขั้วหัวใจ (aortic arch) (A) กินน้ํากลั่น (DW), (B) กินกะทิโปรตนี 1 
g/kg และ (C) ความเขมขนของ oil red O แตละกราฟแทงแสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุม

ละ 6 ตวั * มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 
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5. ผลตอความดันโลหิตและอัตราการเตนของหัวใจในหนูแร็ทสลบ  

พบวาการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg หรือนํ้ากลั่น นาน 6 สัปดาห ไมมีผลทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และอัตราการเตนหัวใจพื้นฐานในหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติสลบ (ตารางที่ 
7)   

 

ตารางที่ 7 การกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg หรือนํ้ากลั่น นาน 6 สัปดาห ไมมีผลทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และอัตราการเตนหัวใจพื้นฐานในหนูแรทเพศผูวัยกลางชีวติสลบ แตละคา
แสดงคาของ mean ± SEM ของหนูแรท กลุมละ 6 ตัว 

 Body weight  Basal Basal Mean Arterial Basal 

Treatments (g)  systolic BP diastolic BP Pressure heart rate 

 Initial Final  (mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm) 

DW 481.9 ± 13.1 492.1 ± 8.4  134.2 ± 5.4 109.2 ± 4.6 120.8 ±2.0 425.0 ± 11.2 

CMP 488.0 ± 7.9 505.1 ± 7.2  136.7 ± 9.6 109.6 ± 8.0 118.6 ± 8.5 428.3 ± 10.9 

 

 

6. ผลตอการทํางานของหลอดเลือดที่ตดัแยกออกมาศึกษานอกตวั 

ผลการทดลองแสดงไวในรูปที่ 5 จากผลการทดลองพบวาการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ไมมี
ผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine ไมวาหลอดเลือดมีเน้ือเยื่อ 
endothelium หรือถูกยับยั้งการสราง NO ดวย LNA หรือยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG  
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รูปที่ 5 แสดงผลของการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ตอการตอบสนองของหลอดเลือดใหญทรวงอก 
(thoracic aorta) ตอ phenylephrine เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ปอนนํ้ากลั่น รูป A หลอดเลือดที่มี 
endothelium  รูป B หลอดเลือดที่มี endothelium และถูกยับยั้งการสราง nitric oxide ดวย N-nitro-L-
arginine (L-NA)  รูป C หลอดเลือดมีเน้ือเยื่อ endothelium ถูกยับยั้งการสราง nitric oxide ดวย L-NA 
และยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG  แตละจุดแสดงคา mean ± SEM จากสัตวทดลอง 6 ตัว  
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ผลของการกินกะทิโปรตีน หรือ นํ้ากลั่น ตอการคลายตัวของหลอดเลือดตอ acetylcholine, 
sodium nitroprusside และ glyceryl trinitrate แสดงไวในรูปที่ 6 ผลการทดลองพบวาการกินกะทิ
โปรตีนไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการคลายตวัของหลอดเลือดตอ acetylcholine และ sodium 
nitroprusside แตมีผลทําใหการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ไดมากกวากลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 แสดงผลของการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ตอการตอบสนองโดยการคลายตวัของหลอดเลือด
ใหญทรวงอก (thoracic aorta) ที่ใหหดตัวอยูกอนแลวดวย phenylephrine ตอ acetylcholine (A), 
sodium nitroprusside (B) หรือ glyceryl trinitrate ทั้งกอน (C) และหลัง (D) ยับยั้งการสราง H2S ดวย 
PAG เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ปอนน้ํากลั่น แตละจุดแสดงคา mean ± SEM จากสัตวทดลอง 6 ตัว 
* มีคาต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

 

ผลของ ODQ ตอการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN แสดงไวในรูปที่ 7 พบวา ODQ ที่ความเขมขน 
0.1 μM สามารถยับยั้งการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ไดในระดับที่เทา ๆ กันระหวางหลอดเลือด
ของกลุมที่กินกะทิโปรตีนกับกลุมควบคุม สงผลใหการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ของกลุมที่กิน
กะทิโปรตีนยงัคงคลายตวัไดมากกวากลุมควบคุม แตเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ ODQ เปน 1 μM การ
คลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ถูกยับยั้งไดเกือบ 100% ทั้ง 2 กลุม   
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รูปที่ 7 แสดงผลของการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ตอการตอบสนองโดยการคลายตวัของหลอดเลือด
ใหญทรวงอก (thoracic aorta) ที่ถูกยับยัง้การสราง NO ดวย LNA และใหหดตวัอยูกอนแลวดวย 
phenylephrine ตอ glyceryl trinitrate (A), ถูกยับยั้งการทํางานของ sGC ดวย ODQ ความเขมขน 0.1 
μM (B) และถกูยับยั้งการทาํงานของ sGC ดวย ODQ ความเขมขน 1 μM (C) เปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมที่ปอนน้ํากลั่น แตละจุดแสดงคา mean ± SEM จากสัตวทดลอง 6 ตวั * มีคาต่ํากวากลุมควบคุม

อยางมีนัยสําคัญทางสถติ,ิ p < 0.05  

 

ผลการแสดงออกของโปรตีน eNOS, CSE และ sGC ที่ผนังหลอดเลือด แสดงไวในรูปที่ 8 
พบวาการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน 
eNOS, CSE หรือ sGC ที่ผนังหลอดเลือด เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น 

 

 

รูปที่ 8 แสดงผลของการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ตอการแสดงออกของโปรตีน eNOS, CSE และ 
sGC ของหลอดเลือด thoracic aorta เปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมทีป่อนนํ้ากลั่น แตละจุดแสดงคา 
mean ± SEM จากสัตวทดลอง 4 ตัว  
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ผลของ GTN ตอระดับของ cGMP ของหลอดเลือด แสดงไวในรูปที่ 9 พบวา ระดับ cGMP 
พ้ืนฐานของหลอดเลือดที่ถกูยับยั้งการสราง NO ดวย LNA ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมทีกิ่นกะทิ
โปรตีนกับกลุมที่กินนํ้ากลั่น แตเม่ือหลอดเลือดถูกกระตุนดวย GTN พบวาระดับของ cGMP ของหลอด

เลือดกลุมที่กินกะทิโปรตีนมีคาสูงกวาของกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 แสดงผลของการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ตอระดับ cGMP ที่ผนังหลอดเลือด เปรียบเทียบ
กับกลุมควบคมุที่ปอนน้ํากลั่น แตละจุดแสดงคา mean ± SEM จากสัตวทดลอง 4 ตัว *มีคาสูงกวาของ

กลุมควบคุมทีกิ่นนํ้ากลั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

 

ผลของ diadzin ตอระดับ NO ของหลอดเลือดที่ถูกกระตุนโดย GTN แสดงไวในรูปที่ 10 พบวา
หลอดเลือดของกลุมที่กินกะทิโปรตีน เม่ือถูกกระตุนดวย GTN ทําใหหลอดเลือดมีความเขมขนของ NO 

ที่หลอดเลือดสูงกวาของกลุมควบคุมทีกิ่นน้ํากลั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 การยับยั้งการ
ทํางานของ ALDH-2 (30 mM) ซ่ึงเชื่อวาเปนเอ็นไซมตวัหน่ึงที่ทําหนาที่เปลี่ยน GTN เปน NO มีผลทํา
ใหลดความเขมขนของ NO ในหลอดเลือดลงในปริมาณที่เทากัน จึงยังสงผลใหระดับ NO ของหลอด
เลือดกลุมที่กินกะทิโปรตีนยังคงมีความเขมขนสูงกวาของกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลัน่  
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รูปที่ 10 แสดงผลของการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg ตอระดับ NO ที่ผนังหลอดเลือด เปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมทีป่อนน้ํากลั่น แตละจุดแสดงคา mean ± SEM จากสัตวทดลอง 4 ตัว * มีคาสูงกวาของ

กลุมควบคุมทีกิ่นนํ้ากลั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิต,ิ p < 0.05 

 

การศึกษา shelf life ของกะทิโปรตีน  

ผลการทดลองแสดงไวในตารางที่ 8 พบวาการเก็บกะทิโปรตีนนาน 3 เดือน ไมมีผลทําใหเกิด
การเปลี่ยนแปลง ปริมาณความชื้น คา water activity (aw) คาความหืนโดยวัดคา TBA, และคาสี อยางมี
นัยสําคัญทางสิถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับคาของเดือน 0 คือวันกอนที่จะนําไปเก็บไวในหองอุณหภูมิ 25 °C  
ที่มีความชื้นสมัพัทธ 75% 

ตารางที่ 8 แสดงคาปริมาณความชื้น คา water activity ( aw), TBA  และคาสี (L* a* b*) แตละคาแสดง

คาของ mean ± SEM ของตัวอยางกะทิโปรตีนชุดละ 4 ตัวอยาง (n=4) 

เดือน 
   ปริมาณ 
   ความชื้น 

    คา aw 
   คา TBA 
maloaldehyde  
    (mg/kg) 

   คาสี L*     คาสี a*      คาสี b* 

  0  2.52 ± 0.16 0.13 ± 0.01 4.27 ± 0.19 84.21 ± 0.13 1.92 ± 0.20 9.74 ± 0.28 

  1 2.63 ± 0.30 0.12 ± 0.05 5.10 ± 0.01 84.67 ± 0.12 1.46 ± 0.07 10.89 ± 0.28 

  2 2.83 ± 0.65 0.14 ± 0.04 6.18 ± 0.08 84.41 ± 0.35 1.55 ± 0.08 11.42 ± 0.46 

  3 2.40 ± 0.85 0.11 ± 0.02 4.05 ± 0.01 83.30 ± 1.01 1.64 ± 0.29 11.99 ± 0.44 
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บทที่ 5 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองพบวาการกินนํ้ามันมะพราวที่สกัดจากกะทิสดแหง ขนาด 1 ml/kg ไมมีผลทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอปจจัยใดใดที่ทําการศึกษา ยกเวนมีผลทาํใหเพ่ิมการสะสมไขมันที่ดานหลัง
ของชองทอง (retroperitoneal fat) แตถาใหกินเพ่ิมเปน 3 ml/kg มีผลทําใหเพ่ิมการแสดงออกของ
โปรตีน eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือด สงผลใหหลอดเลือดเพ่ิมการหลั่ง NO และ H2S ซ่ึงจะมีผล
ไปตานการหดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine และเสริมการคลายตวัของหลอดเลือดตอ 
acetylcholine ซ่ึงเปนผลดีตอระบบหัวใจและหลอดเลือด Chongsa et al. (2015) พบวาหนูแรทวยักลาง
ชีวติ (12-14 เดือน) หลอดเลือด thoracic aorta และ mesenteric artery มีภาวะ endothelium 
dysfunction กลาวคือ มีระดับโปรตีน eNOS และ CSE ลดลง สงผลใหการหลั่ง NO และ H2S ลดลงดวย 
ดังน้ันการที่พบวาการกินน้าํมันมะพราวขนาด 3 ml/kg มีผลทําใหหลอดเลือด thoracic aorta เพ่ิมการ
แสดงออกของโปรตีน eNOS และ CSE และหลั่ง NO และ H2S เพ่ิมขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่กินน้ํา
กลั่น เปนการชี้แนะวาการกินน้ํามันมะพราวสกัดจากกะทิสดแหงในขนาดดังกลาวน้ี เปนผลดีตอหลอด
เลือดคือทําใหหลอดเลือดที่แกตัว (aging) กลับมามีคณุภาพดีเหมือนหลอดเลือดของวัยหนุม-สาว ซ่ึงผล
ตอหลอดเลือดเหมือนกับผลของการกินกะทิสดแหงขนาด 3 g/kg (Jansakul et al., 2018)  

 การกินนํ้ามันมะพราวขนาด 3 ml/kg ยังมีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือด ใหผลเหมือนกับการกิน
กะทิสดแหงขนาด 3 g/kg (Jansakul et al., 2018) นอกจากนี้ยังพบวาการกินน้ํามันมะพราวขนาด
ดังกลาวน้ี ยังมีผลลดการสะสมไขมันในเซลลตับ ลดระดับ alkaline phosphatase และ Urea nitrogen 
ในเลือด เปนการชี้แนะวาการกินนํ้ามันมะพราวในขนาดดังกลาวไมเปนอันตรายตอตับ และตอการ
ทํางานของไต  

  จากการที่พบวาการกินน้ํามันมะพราวขนาด 3 ml/kg มีผลทําใหเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน 
eNOS และ CSE ที่ผนังหลอดเลือดมีผลทําใหมีการหลั่ง NO ที่ผนังหลอดเลือดเพ่ิมขึ้นสงผลไปตานการ
หดตัวของหลอดเลือดตอ phenylephrine ทําใหการหดตัวสูงสุดของหลอดเลือด thoracic aorta ของกลุม
ที่กินน้ํามันมะพราว ต่ํากวาของกลุมควบคุม และไปเสริมการคลายตวัของหลอดเลอืดตอ acetylcholine 
ทําใหการตอบสนองของหลอดเลือด thoracic aorta ตอ acetylcholine ของกลุมทีกิ่นนํ้ามันมะพราว 
คลายตวัไดมากกวากลุมควบคุม ผลดังกลาวน้ีเหมือนกับผลของการกินกะทิโปรตีน ดังน้ันอาจกลาวไดวา
สารที่เปน active component ของกะทิสดแหงที่มีฤทธิดั์งกลาวน้ี นาจะเปนนํ้ามันมะพราว หรือสวนที่
ละลายอยูในน้ํามันมะพราว อยางไรก็ตามการกินน้ํามันมะพราวขนาดดังกลาวน้ีมีผลทําใหเพ่ิมการสะสม
ไขมันที่บริเวณชองทองดานหลัง ซ่ึงก็เปนปจจัยเสี่ยงที่ทําใหเกิด metabolic syndrome, insulin 
resistance, เบาหวาน และโรคระบบหัวใจและหลอดเลอืด ดังน้ันจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเพ่ือพิสูจนใหไดวา สวนที่เปน active component เปนสวนของน้ํามันมะพราว หรือสารอ่ืนที่
ละลายอยูในน้ํามันมะพราวที่สกัดจากกะทิสดแหง ที่มีฤทธิท์ี่ดีตอระบบหัวใจและหลอดเลือด และสารออก
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ฤทธิ์ดังกลาวทนตอความรอนหรือไมทั้งน้ีเพ่ือประโยชนในการเตรียมน้ํามันมะพราว และ/หรือการนํานํ้า
มะพราวไปใชในการปรุงอาหาร  

 สําหรับผลตอกะทิโปรตีนพบวาการกินกะทิโปรตีนขนาด 1 g/kg มีผลทําใหลดการสะสมไขมันใน
รางกายทั้งที่อวัยวะภายใน และทีบ่ริเวณใตผิวหนัง ซ่ึงผลดังกลาวน้ีแตกตางจากผลของการกินกะทิสด
แหงของ Jansakul et al. (2018) ที่พบวาการกินกะทสิดแหงขนาด 3 g/kg ไมมีผลตอการสะสมไขมันใน
รางกาย แตกลับพบวาการกินนํ้ามันมะพราวที่แยกจากกะทิสดแหงมีผลทําใหเพ่ิมการสะสมไขมันในชอง
ทอง ทั้งน้ีเปนไปไดวาในโปรตีนกะทิสดมีสารที่ทําใหลดการสะสมไขมันในรางกายและสามารถตานการ
สะสมไขมันที่เกิดจากจากนํ้ามันมะพราวไดพอดี จึงทําใหการกินกะทสิดในขนาดดังกลาวไมมีผลทําให
เพ่ิมการสะสมไขมันในรางกาย   

 การกินกะทิโปรตีนยังมีผลทําใหลดการสะสมไขมันที่เซลลตับ และที่ผนังหลอดเลือดดวยเม่ือ
เทียบกับกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น ซ่ึงจะเปนผลดีตอระบบหัวใจและหลอดเลือดของหนูแรทวัยกลางชวีติ 
จากการที่พบวา ระดับของ Alp, SGOT, SGTP, BUN และ creatinine ในเลือดของกลุมที่กินกะทิโปรตีน
ไมแตกตางจากกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น เปนการชี้แนะวาการกินกะทิโปรตีนในขนาดดังกลาวไมมีผลตอ
การทํางานของตับและไต  

 การที่พบวา completed blood cell count ของกลุมที่กินกะทิโปรตีนไมมีความแตกตางจากกลุม
ควบคุมที่กินนํ้ากลั่น ยกเวน จํานวน platelet count ที่มีจํานวนลดลง เปนการชี้แนะวาการกินกะทิ
โปรตีนในขนาดดังกลาวไมมีผลตอสรางเม็ดเลือดชนิดตาง ๆ ยกเวนเกล็ดเลือดทีมี่จํานวนลดลงเล็กนอย 
ซ่ึงจะเปนผลดีตอระบบหัวใจและหลอดเลือด ที่อาจจะทําใหลด aggregation ของเม็ดเลือดในน้ําเลือด  

 การกินกะทิโปรตีนไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการตอบสนองโดยการหดตัวของหลอด
เลือดตอ phenylephrine ไมวาหลอดเลือดจะถูกยับยั้งการสราง NO ดวย LNA หรือหลอดเลือดที่เน้ือเยื่อ 
endothelium ถูกทําลาย หรือตอการคลายตัวตอ acetylcholine เม่ือเปรียบเทยีบผลกับกลุมควบคุมที่กิน
นํ้ากลั่น ซ่ึงเปนการชี้แนะวาการกินกะทิโปรตีนไมนาจะมีผลทําใหเพ่ิมการหลั่ง NO จากหลอดเลือด และ
การที่พบวาการแสดงออกของโปรตีน eNOS ที่หลอดเลือด ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมทีกิ่นกะทิ 
กับกลุมควบคมุ ก็เปนการยืนยันอีกคร้ังวาการกินกะทิโปรตีนไมมีผลทําใหเพ่ิมการหลั่ง NO ที่หลอด
เลือด ในทํานองเดียวกัน การกินกะทิโปรตีน ไมมีผลทาํใหมีการเปลีย่นแปลงการหลั่ง H2S ที่หลอดเลือด 
ทั้งน้ีเน่ืองจาก การยับยั้งการสราง H2S ดวย PAG มีผลทําใหเพ่ิมการหดตัวของหลอดเลือดตอ 
phenylephrine เพ่ิมขึ้นในขนาดที่เทากัน และลดการคลายตัวของหลอดเลือดตอ acetylcholine ในขนาด
ที่เทากันทั้งกลุมที่กินกะทิ และกลุมควบคุมที่กินน้ํากลัน่ และจากการที่พบวาการแสดงออกของโปรตีน 
CSE ที่หลอดเลือดไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมทีกิ่นกะทิโปรตนีและกลุมทีค่วบคุมที่กินนํ้ากลั่น ซ่ึง
ผลดังกลาวน้ีแตกตางจากผลของการกินกะทิสดแหงของ Jansakul et al. (2018) ดังน้ันจึงอาจกลาวได
วา กะทิโปรตนีไมไดเปน active component ของกะทิสดแหงที่แสดงฤทธิเ์พ่ิมการแสดงออกของ eNOS 
และ CSE และสงผลเพิ่มการหลั่ง NO และ CSE ที่ผนังหลอดเลือด active component ที่แสดงฤทธิ์
ดังกลาวน้ีอยูในสวนของน้ํามันมะพราว 
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 อยางไรก็ตามการกินกะทิโปรตีนมีผลทําใหเพ่ิมการคลายตัวของหลอดเลือดตอ glyceryl 
trinitrate ซ่ึงเปน nitric oxide donor ที่ใชเปนยาอมใตลิ้นในผูปวยทีมี่อาการกลามเน้ือหัวใจขาดเลือด 
(angina pectoris) แตไมมีผลตอการคลายตัวของหลอดเลือดตอ sodium nitroprusside ซ่ึงเปน nitric 
oxide donor ที่สามารถแตกตัวเปน NO ไดโดยตรง ในทํานองเดียวกับ acetylcholine การยับยั้งการ
สราง H2S ดวย PAG มีผลลดการคลายตัวของหลอดเลือดตอ GTN และ sodium nitroprusside ไดใน
ขนาดที่เทากันทั้งของกลุมที่กินกะทิโปรตีน และกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น สงผลใหการคลายตวัของ
หลอดเลือดตอ GTN ของกลุมที่กินกะทิโปรตีนยังคงคลายตวัไดมากกวากลุมควบคุมที่กินนํ้ากลัน่ แต
การคลายตวัของหลอดเลือดตอ sodium nitroprusside ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมที่กะทิโปรตีน 
และกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลัน่ ผลดังกลาวน้ีเปนการชี้แนะวาสารออกฤทธิใ์นกะทโิปรตีนมีความจําเพาะ
เพ่ิมความแรงในการคลายตวัของหลอดเลอืดตอ GTN เทาน้ัน  

 GTN เปนยาขยายหลอดเลอืดที่ใชรักษาอาการเจ็บหนาอกเน่ืองจากการตีบตันของหลอดเลือด
หัวใจ (angina pectoris) หัวใจลมเหลว (congestive heart failure) และกลามเน้ือหัวใจขาดเลือด 
(myocardial infarction) ซ่ึงใชกันมาตั้งแตศตวรรษที่ 19 แตกลไกในการแสดงฤทธิ์ในระดับโมเลกุลยังไม
เปนที่ทราบแนชัด (Bonini et al., 2008; Mayer and Beretta, 2008) ขอมูลการวิจัยตาง ๆ มาจนถึง
ปจจุบันมีรายงานการวิจัยทีช่ี้แนะวาการแสดงฤทธิข์อง GTN น้ัน GTN จะถูกเปลีย่นเปน NO โดยอาศัย
กระบวนการที่ตองใชเอ็นไซมจําเพาะภายในเซลล (biotransformation) แลว NO จึงกระตุน soluble 
gaunylate cyclase (sGC) ใหเปลี่ยน GTP เปน cGMP แลวจึงสงผลใหเกิดการคลายตัวของหลอดเลือด 
(Diamond & Blisard, 1975; Kawamoto et al., 1990) ไดมีการศึกษาเก่ียวกับเอ็นไซมที่นาจะเก่ียวของ
หลายชนิด แตขอมูลที่มีอยูและเชื่อวานาจะเปนไปได ไดแก aldehyde dehydrogenase -2 (ALDH-2) 
เปนเอ็นไซมทีอ่ยูใน mitochondria ของเซลลหลอดเลือด (Kollau et al., 2005; Mayer & Beretta, 
2008; Opelt et al., 2016; 2018) แตก็มีนักวิจัยอีกกลุมหน่ึง Bonini et al. (2008) ไดทําการทดลอง และ
ผลการทดลองของพวกเขาทําใหเชื่อวา GTN มีผลกระตุน constitutive nitric oxide synthase หลั่ง NO 
ออกมา ในขณะที่ Artz et al. (2001) รายงานวา GTN มีคุณสมบัติเปน partial agonist ของ sGC 
สามารถกระตุน sGC ไดโดยตรง ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีแผนท่ีจะศึกษาหากลไกในการทีกิ่นกะทิ
โปรตีนแลวมีผลทําใหเพ่ิมการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN โดยจะศึกษาในแงของ (1) ทําใหเพ่ิม 
activity ของ sGC, (2) ทําใหเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน sGC หรือ (3) ทําใหเพ่ิม activity ของ 
เอ็นไซม ALDH-2 ในการเปลี่ยน GTN เปน NO โดยใชเทคนิคทางเภสัชวิทยามาศกึษา โดยใชสารที่เปน
ตัวยบัยั้งเอ็นไซมชนิดตาง (L-NA สําหรับ eNOS, ODQ สําหรับ sGC and diadzin สําหรับALDH-2) ที่
เก่ียวของแลวศึกษาผลที่เกิดขึ้น และเพ่ือปองกันมิใหมีการรบกวนจาก NO ที่สรางจาก endothelial cell 
โดย eNOS ในการศึกษาทัง้หมดตอจากน้ีหลอดเลือดจะถูกยับยั้งการทํางานของ eNOS ดวย LNA ทุก
การทดลอง เพ่ือใหแนใจวาผลที่เกิดขึ้นทีเ่ก่ียวของกับ NO เปนผลที่เกิดขึ้นจาก GTN การศึกษาที่ 1 
เพ่ือที่จะดูวาการกินกะทิโปรตีนมีผลทําใหเพ่ิมการทํางานของ sGC หรือไม ทําการทดลองโดยยับยั้งการ
ทํางานของ sGC ดวย ODQ ที่ 2 ความเขมขน พบวาถาความเขมขนต่ําที่ 0.1 μM ODQ สามารถยับยั้ง
การคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ไดระดับหน่ึงในปริมาณที่เทากันทั้งหลอดเลอืดของหนูที่กินกะทิ
โปรตีน และของกลุมควบคมุที่กินนํ้ากลั่น สงผลใหการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ของกลุมที่กิน
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กะทิโปรตีนยงัคลายตวัไดมากกวากลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น แตถาเพ่ิมความเขมขนของ ODQ ขึ้นอีก 10 
เทา เปน 1μM, ODQ สามารถยับยั้งการคลายตวัของหลอเลือดตอ GTN ไดเกือบ 100 % ซ่ึงก็เปนการ
ชี้แนะวา GTN มีผลทําใหเพ่ิมระดับ sGC ในหลอดเลอืดของกลุมที่กินกะทิโปรตนีไดมากกวากลุม
ควบคุมที่กินนํ้ากลั่น การทดลองตอไปทาํการทดลองเพื่อพิสูจนวาการเพ่ิมขึ้นของ sGC เปนผล
เน่ืองมาจากการเกิด up-regulation ของ sGC หรือไม เพ่ือพิสูจนผลอันน้ี ทําการทดลองโดยวิเคราะหหา
ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน sGC ที่ผนังหลอดเลือดดวยวธิี western blot ผลการทดลองพบวา 
การแสดงออกของโปรตีน sGC ที่ผนังหลอดเลือดไมมีความแตกตางกันระหวางหลอดเลือดของกลุมที่กิน
กะทิโปรตีน กับของกลุมควบคุมที่กินนํ้ากลั่น จากผลการทดลองนี้ชี้แนะวาการเพ่ิมการคลายตวัของ
หลอดเลือดตอ GTN ของกลุมที่กินกะทิโปรตีน ไมนาจะเปนผลมาจาก up-regulation ของ sGC  จากผล
การทดลองที่พบวาการกินกะทิโปรตีนไมไดทําใหหลอดเลือดเพ่ิมการหลั่ง NO รวมทั้งการคลายตัวของ
หลอดเลือดตอ acetylcholine ก็ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมทีกิ่นกะทิโปรตนีกับกลุมที่กินนํ้ากลั่น 
ก็เปนอีกขอมูลหน่ึงที่ยืนยันวาการกินกะทิโปรตีนไมทาํใหเพ่ิม activity ของ sGC นอกจากนี้จากผลการ
ทดลองในการทดลองถัดมาโดยทําการวัดระดับ cGMP ของหลอดเลือดทั้งกอนและหลังกระตุนหลอด
เลือดดวย GTN พบวา กอนการกระตุนดวย GTN ระดับ cGMP พ้ืนฐานของหลอดเลือดทั้ง 2 กลุมไมมี
ความแตกตางกัน แตเม่ือเพ่ิม GTN ลงไปดวย มีผลทาํใหระดับ cGMP ของกลุมที่กินกะทิโปรตีน มี
ระดับ cGMP สูงกวาของกลุมควบคุมทีกิ่นน้ํากลั่น ผลการทดลองนี้ก็เปนการยืนยันอีกคร้ังวาการกินกะทิ
โปรตีนไมไดทําใหเพ่ิม activity ของ sGC ซ่ึงถามีการเพ่ิม activity ของ sGC ระดับของ basal cGMP 
ของกลุมที่กินกะทิโปรตีนควรจะมีคามากกวาของกลุมควบคุม ดังน้ันการที่พบวา GTN กระตุนหลอด
เลือดใหมีระดับ cGMP ของกลุมที่กินกะทโิปรตีนสูงกวาของกลุมควบคุมเปนการชีแ้นะวา การกินกะทิ
โปรตีนนาจะทําใหเพ่ิม activity ของเอ็นไซม ที่เก่ียวของกับ biotransformation ของ GTN เปน NO 
เพ่ือที่จะยืนยนัสมมุติฐานนี ้จึงไดทําการทดลองตอไปอีก 1 การทดลอง โดยตั้งสมมุติฐานวา ALDH-2 
เปนเอ็นไซมทีเ่ก่ียวของกับ biotransformation ของ GTN เปน NO ถาใช ฤทธิข์อง ALDH-2 ควรจะ
สามารถยับยัง้ไดดวย diadzin จากผลการทดลองพบวา GTN สามารถกระตุนการหลั่ง NO จากกลุมที่
กินกะทิโปรตนีไดมากกวากลุมควบคุม แตเม่ือหยด diadzin ลงไปดวยเพื่อยับยั้งการทํางานของ ALDH-
2 พบวาสามารถลดระดับของ NO จากการถูกกระตุนดวย GTN ไดในระดับเทา ๆ กันของทั้ง 2 กลุม 
สงผลใหระดับของ NO ของกลุมที่กินกะทยิังคงสูงกวาของกลุมควบคมุ จากผลการทดลองนี้ก็เปนการ
ชี้แนะวาการกินกะทิโปรตีนนาจะสงผลทําใหเพ่ิม activity ของ ALDH-2 แตอยางไรก็ตามเพ่ือที่ยนืยัน
สมมุตฐิานนี้ จําเปนตองมีการทําการทดลองที่จําเพาะโดยการวัด activity ของ ALDH-2 โดยตรงตอไป  

 

สรุปผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองทั้งหมด สรุปไดวาทั้งนํ้ามันมะพราว และกะทิโปรตีน มีสารออกฤทธิท์ี่เปน
ผลดีตอคุณภาพที่ดีของระบบหัวใจและหลอดเลือด โดยน้ํามันมะพราวมีผลทําใหเพ่ิมระดับการแสดงออก
ของโปรตีน eNOS และ CSE ที่หลอดเลอืดทําใหหลอดเลือดของหนูวัยกลางชวีติมีคุณภาพดีกลับคืน
สภาพสูวัยหนุม-สาว นอกจากนี้ยังมีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือด ลดการสะสมไขมันในเซลลตบั แตขอเสีย
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คือทําใหเพ่ิมการสะสมไขมนัในชองทอง ซ่ึงจะเปนสาเหตุของ metabolic syndrome ภาวะด้ือ Insulin 
เบาหวาน และโรคระบบหัวใจและหลอดเลือด 

แตการกินกะทิโปรตีน มีผลทําใหลดการสะสมไขมันในรางกาย รวมทั้งที่เซลลตบั และที่ผนัง
หลอดเลือดบริเวณขัว้หัวใจ มีผลเพ่ิมการคลายตวัของหลอดเลือดตอ GTN ซ่ึงนาจะเปนผลมาจากทําให
เพ่ิมการทํางานใน enzymatic pathway ในการเปลี่ยน GTN เปน NO แลวสงผลทําใหเพ่ิมระดับ NO ซ่ึง
ทําใหเพ่ิมระดับ cGMP สงผลใหมีหลอดเลือดคลายตัวเพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนปจจัยเชิงบวกในการชะลอ หรือ
ปองกันการเกิดภาวะด้ือยา GTN (GTN tolerance) ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นกับผูปวยที่มีการใช GTN ในการ
รักษาโรคหลอดเลือดหัวใจตบีเปนระยะเวลานาน (Jabs et al., 2015; Munzel et al., 2011& 2013) 
ดังน้ันอาจกลาวไดวากะทิโปรตีนเปน novel protein ที่ควรที่จะไดรับการพัฒนาเปนอาหารเสริมเพ่ือ
สุขภาพเพื่อปองกัน/ชลอการพัฒนาเปนโรคระบบหัวใจและหลอดเลือดในคนโดยเฉพาะจากวัยกลางคน
เปนตนไป 
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บทที่ 6 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สสกว. 

 

ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ 2 เรื่อง 

1. Jansakul, C., Naphatthalung, J., Pradab, S., Somruedee Yorsin, S., Kanokwiroon K. 2018. 6 
weeks consumption of pure fresh coconut milk caused up-regulation of eNOS and CSE protein 
expression in middle-aged male rats. Braz. J. Pharm. Sci., 54 (3): e17259. 

2. Naphatthalung, J., Chairuk P., Kanokwiroon K., Radenahmad N., Jansakul, C. 2019. Effects 
of six weeks consumption of coconut milk oil on vascular functions and fasting blood glucose 
and lipid profile in middle-aged male rats  Functional Foods in Health and Disease, 9 (11): 719-
734. 

Manuscript 1 เรื่อง รอ submit หลังจากที่ได submit อนุสิทธิบตัร  

Jansakul C., Naphatthalung N., Chailuk P., Kanokwiroon K., Radenahmad N. (รอ submit). 
Decreased body-fat accumulation and increased vasorelaxation to glyceryl trinitrate in middle-
aged male rats following six weeks consumption of coconut milk protein. (Manuscript) 

 

อนุสิทธิบตัร (ราง) 1 เรื่อง 

กรรมวิธีการผลิตนํ้ามันมะพราว และโปรตนีจากกะทิสด (อนุสิทธิบัตร ยังไมได submit รอการแกไข 
และคําแนะนําจาก ศูนยทรัพยสินทางปญญา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 

 

การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

เชิงพาณิชย (มีการนําไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได หรือมีการนําไปประยุกตใชโดยภาคธุรกิจ/บุคคล
ทั่วไป) 

ไดรับทุนสกสว.ตอยอด ประจําปงบประมาณ 2562 เพ่ือทํางานรวมกับบริษทัสกัดนํ้ามันมะพราวแบบ
สกัดเย็น บริษทัเอิรธบอรน จํากัด อ. วัดเพลง  จ. ราชบุรี เพ่ือสกัดโปรตีนจากสิ่งเหลือทิ้งของโรงงาน 
และทดสอบฤทธิ์ตอระบบหัวใจและหลอดเลือดวายังคงมีฤทธิต์อระบบหัวใจและหลอดเลือดเหมือนกับ
กะทิโปรตีนหรือไม ถายังคงมีอยูก็จะมีการพัฒนาโปรตีนจากสิ่งเหลอืทิ้งจากโรงงานฯ มาใชเปนอาหาร
เสริมเพ่ือสุขภาพตอระบบหัวใจและหลอดเลือดตอไป 
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เชิงนโยบาย (มีการกําหนดนโยบายอิงงานวิจัย/เกิดมาตรการใหม/เปลี่ยนแปลงระเบียบขอบังคับหรือวิธี
ทํางาน) 

ไมมี 

 

เชิงสาธารณะ (มีเครือขายความรวมมือ/สรางกระแสความสนใจในวงกวาง) 

มีความรวมมือกับบริษทัผลตินํ้ามันมะพราวสกัดเย็น 2 แหง คือ 

1. บริษัทเอิรธบอรน จํากัด อ. วัดเพลง  จ. ราชบุรี 

2. บริษัท เจพี เบฟเวอเรจ ต. บอผุด อ. เกาะสมุย จ.สุราษฎรธานี 

ไดรับทุนวิจัยตอยอด สกว. ประจําป 2562 เพ่ือทํางานวิจัยตอยอด โดยใชวัสดุเหลอืทิ้งจากการสกัด
นํ้ามันมะพราวแบบสกัดเยน็ของโรงงานมาสกัดโปรตีน และทดสอบฤทธิว์ายังมีฤทธิท์างสรีวทิยาตอ
ระบบหัวใจและหลอดเลือดแบบเดียวกับกะทิโปรตีนหรอืไม ถาโปรตีนที่ไดยังมีฤทธิ์อยู จะไดมีการ
ดําเนินการตอเพ่ือพัฒนาโปรตีนจากสิ่งเหลือทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันมะพราวมาใชเปนอาหารเสริมเพ่ือ
สุขภาพตอระบบหัวใจและหลอดเลือด        

 

เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวจัิยใหม) 

สรางนักศึกษาระดับปริญญาเอก 1 คน  

 

อ่ืนๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการ หนังสือ 
การจดสิทธิบตัร) 

เสนอผลงานในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 1 เร่ือง 

นําเสนอผลงานทางวิชาการแบบ Oral presentation เรือ่ง  Effects of coconut milk oil consumption 
on blood pressure and vascular functions in middle-aged male rats    

          ในงานประชุมวชิาการระดับนานาชาติ 13th Asian Congress of Nutrition ที่เมือง Bali    

          ประเทศ Indonesia   

          เสนอผลงานวันที่ 6 สิงหาคม 2562 เวลา 11.30-12.00 น. 
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การประชุม “นักวิจัยรุนใหม..พบ..เมธีวิจัยอาวุโส สกว.” คร้ังที่ 17 TRF-OHEC Annual Congress 2018 
(TOAC 2018) วันที่ 10-12 มกราคม 2561 ณ โรงแรม เดอะรีเจ็นต ชะอําบีช รีสอรท จังหวัดเพชรบุรี 

เสนอผลงานแบบ poster หัวขอเรื่อง  Effects of fresh coconut milk oil consumption on blood 
pressure  and vascular functions in middle-aged male rats 

 กลุมงาน BIO: Biomedical Science and Health Science  

           เสนอผลงานวันที่ 11 มกราคม 2561 เวลา 16.30-18.00 น 

 

การประชุม “นักวิจัยรุนใหม..พบ..เมธีวิจัยอาวุโส สกว.” คร้ังที่ 18 TRF-OHEC Annual Congress 2019 
(TOAC 2019) วนัที่ 9-11 มกราคม 2562 ณ โรงแรม เดอะรีเจ็นต ชะอําบีช รีสอรท จังหวัดเพชรบุรี  

เสนอผลงานแบบ poster หัวขอเรื่อง Effects of coconut milk oil consumption on blood pressure 
and vascular functions in middle-aged male rats  

กลุมงาน  BIO: Biomedical Science and Health Science 

      เสนอผลงานวนัที่ 10 มกราคม 2562 เวลา 15.05-15.25 น. 
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Coconut milk (CCM) has been an important cooking ingredient in the Asia-Pacific region since ancient 
time. Due to its high content of saturated fatty acids, it has been considered atherogenic. We have tested 
if chronic consumption of fresh coconut milk by middle-aged male rat affects vascular function, plasma 
glucose and lipid profiles. Compared to control, CCM caused lower maximal contraction to phenylephrine 
of thoracic aortic rings and increased relaxation to acetylcholine that was abolished by NG-nitro-L-arginine 
(L-NA) or disruption of the endothelium. DL-propargylglycine caused slight increase in baseline tension 
of L-NA treated aortic rings of CCM-treated rats and produced higher contractile response of the aortic 
rings to low concentrations of phenylephrine. The aortic eNOS- and cystathionine-γ-lyase(CSE) proteins 
expression of the CCM-treated rats were also higher than in controls. Except for lower fasting plasma 
glucose there were no changes in blood chemistry for the CCM treated rats. CCM consumption caused 
up-regulation of eNOS and CSE protein expression which resulted in increased production of NO and 
H2S from the blood vessels with attenuation of vasocontraction to phenylephrine and increased relaxation 
to acetylcholine. These novel benefits may be expected to reduce the development of cardiovascular 
risk factors in the aging rat.

Keywords: Coconut milk. NO. H2S. Plasma glucose. Thoracic aorta.

INTRODUCTION

Age is one of the most important risk factors for 
cardiovascular disease (Lakatta, 2002; 2015; Lakatta, 
Levy, 2003), which is the major cause of global death 
and disability and places a huge burden on healthcare 
costs (Yazdanyar, Newman, 2009). As population aging 
is accelerating in nearly all countries of the world, there 
will soon be more elderly people than children (NIA, 2011; 
UN, 2013). Thus, it is important that everyone should 
establish good lifestyle options, and eat diet healthy foods 
with suitable micronutrients to prolong healthy vascular 
functions, foster successful aging and reduce their family, 
social and healthcare burden.

Advancing age is associated with thickening 
and elastic impairment of vascular wall (Aquaro et al., 
2013; Collins, 2014), endothelial dysfunction; decreased 
vascular eNOS expression and thereby decreased nitric 
oxide production (Novella et al., 2013). These changes 
result in reduction of vascular compliance or distensibility 
(Avolio et al., 1983; Vaitkevicius et al., 1993), which 
is the early state of pathophysiological changes in the 
development of cardiovascular disease (Bhayadia et al., 
2015; Marchesi et al., 2000; Rudolph et al., 2007).

Recently, it has been accepted that H2S is another 
gasotransmitter which is generated in blood vessels mainly 
from L-cysteine by a cystathionine-γ-lyase (CSE)(Abe, 
Kimura, 1996; Hosoki, Matsuki, Kimura, 1997). It plays an 
important role in modulating vascular functions. Deficiency 
of CSE reduces H2S production in vascular tissues and leads 
to endothelial dysfunction and high blood pressure in an 
age-dependent manner in mice (Yang et al., 2008).
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Cocos nucifera L.belongs to the Arecacaea family. 
Its endosperm, especially the mature coconut kernel, 
has been an important ingredient of the Asia-Pacific 
cuisine for centuries. However, in the last few decades, 
the high content of saturated fatty acids has led to it 
being considered an atherogen and thus potentially 
harmful with respect to development of atherosclerosis 
in man. Nevertheless, since the main saturated fatty acid 
components of the coconut oil are medium chains of 
length C8 to C12 which are absorbed via the portal vein 
(except for C12, lauric acid, which is partly absorbed via 
the lymphatic system (Mu, Hoy, 2002)), the atherogenicity 
of the coconut oil needs to be reconsidered. 

About 25% of mature coconut kernel consumption has 
been used in the form of coconut milk (Gwee, 1988), which 
contains not only lipids (41.5%), but also carbohydrates 
(5.2%), proteins (4.5%), vitamin (vitamin B1, Niacin) 
and minerals (calcium, potassium, phosphorus and iron) 
(Pehowich, Gomes, Barnes, 2000). Other micronutrients 
such as Zeatin (Kobayashi et al., 1995; 1997) that are found 
to inhibit β-amyloid to prevent Alzheimer’s disease(Froldi et 
al., 1999)and promote skin fibroblast proliferation(Rattan, 
Sodagam, 2005)were also reported. Thus, consumption of 
coconut milk might produce different effects from those 
taking pure coconut oil. There are few studies about coconut 
kernel consumption. Available reports are concerned with 
its effect on the plasma lipid profile and the results are still 
controversial. Padmakumaran et al.(1999)found that young 
male rats that consumed fresh coconut kernel alone or 
together with coconut oil had lower serum total cholesterol, 
HDL, VLDL and LDL-C but higher serum triglyceride. In 
contrast, Ekanayaka et al.(2013)studied human subjects and 
found that 8-weeks consumption of coconut milk porridge 
caused lower plasma level of LDL with an increased HDL 
cholesterol. However, there is no report on the effects 
of coconut kernel consumption on vascular functions, 
in particular not for middle-aged individuals where the 
body functions start to decline. In addition, the methods 
for preparation of the coconut are inconsistent. Thus, the 
present studies were aimed to investigate whether chronic 
consumption of the lyophilized coconut milk, prepared from 
fresh mature coconut kernel without addition of any water 
or heating, would have any effects on vascular function in 
middle-aged rats using an impaired-endothelium function 
model (Chongsa, Kanokwiroon, Jansakul, 2015; Yorsin et 
al., 2014). Two dosages were used. 1or 3 g/kg coconut milk, 
these dosages being comparable (weight-adjusted) to the 
coconut milk content, respectively, of one serving of green 
curry and a full set of Thai dishes (a green curry, a chicken 
coconut soup, and a coconut dessert). Other side effects 
such as those on animal body weight and food intake, gross 

internal organ toxicity, body fat accumulation, fasting serum 
glucose and lipid profile and on the liver and renal functions 
were also investigated. The results obtained should be of 
value in determining if it might be an advantage to develop 
coconut milk as a health product for the aging human.

MATERIAL AND METHODS

Coconut milk preparation

Fresh mature coconut kernel was grated and directly 
compressed with an electric screw press machine to 
obtain a large sample of fresh aqueous coconut milk. 
The milk was then filtered through a cloth filter followed 
by lyophilisation to achieve a dried fresh coconut milk 
(CCM). It was kept at -20 °C until used.

Analysis of dried fresh coconut milk composition

Twenty grams of CCM were centrifuged at room 
temperature at 3000 rpm for 15 min, to achieve coconut oils 
and residues. The oil separated from CCM was measured 
with a separated graduated cylinder. The residues were 
collected and dissolved in distilled water and then the 
protein was precipitated with analytical grade acetone. 
The precipitated proteins were re-dissolved with distilled 
water and acetone removed by a rotary evaporator (40 °C) 
under reduced pressure and followed by lyophilisation to 
achieve dried CCM protein powder. The supernatant was 
collected, followed by rotary evaporation to get rid of the 
acetone, and then lyophilisation to achieve dried CCM-
sugar containing fractions. 

The coconut oil was analyzed for its fatty acids 
composition by LC-MS (using the service of the Central 
Equipment Center, Prince of Songkla University).

The CCM protein powder was analyzed for its 
protein composition by 1D SDS-PAGE gel electrophoresis 
and comparison of the protein bands with the standard 
protein marker of 10.5 -175 kDa (Bio-RAD, USA).

The CCM-sugar containing fraction was analyzed 
for its total sugar content by the phenol sulfuric acid 
method (Dubois et al., 1956).

Drugs 
The following drugs were used. Acetylcholine 

chloride, NG-nitro-L-arginine (L-NA), norepinephrine, 
phenylephrine hydrochloride, DL-propagylglycine 
(PAG), pentobarbital, and oil red O from Sigma, U.S.A. 
Acetylcholine chloride and phenylephrine were dissolved 
in a solution containing NaCl 9 g/L, NaH2P04 0.19 g/L and 
ascorbic acid 0.03 g/L. Standard animal food contained 
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crude protein, 24%; Fat,4.5%; fiber, 5% and protein, 
53.9% (Metabolizable energy about 3,040 kcal/kg, Perfect 
Companion Group Company, Thailand).

Pharmacological studies 

Middle-aged (12-14 month old) Wistar male rats were 
provided from the Southern Laboratory Animal Facility, 
Faculty of Science, Prince of Songkla University. The 
animals were housed in controlled environmental conditions 
at 25 °C on a 12 h dark and 12 h light cycle and allowed 
access to standard food and tap water ad libitum. The 
animal methods employed in this study were approved by 
the Prince of Songkla University Animal Ethics Committee 
(Ethic No. Ref. 08/54). The investigation conformed to the 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. The 
rats were randomly selected into three groups, 6 animals 
for each group. The experimental group was treated by 
oral administration of 1 or 3 g/kg CCM once a day for 6 
weeks. The vehicle control groups received distilled water 
once a day using the same volume as that for the coconut 
milk (1 mL/kg animal body weight) in the same period of 
6 weeks. The body weight and 24 h food intake (one day 
before receiving oral gavage of the vehicle or coconut 
milk suspension) was recorded at day 0, and again every 
consecutive7th day over the 6-week period.In addition, the 
total daily intake of calories, carbohydrates (g x 4,000), 
lipids (g x 9,000) and proteins (g x 4,000),of the 6th week 
of control (food) and 1or 3 g/kg CCM-treated groups were 
calculated (including food and CCM 1 or 3 g/kg).

Effects of the coconut milk treatment on the basal 
blood pressure and on the haematology and clinical 
biochemical analysis

The same methods as previously described (Yorsin 
et al., 2014) were used. At the end of the 6 weeks, CCM 
or distilled treatment, each rat (13-15 h fasting) was 
anaesthetized with pentobarbital (60 mg/kg). A tracheal tube 
was inserted into the trachea, and a small polyethylene tube 
was cannulated into the right common carotid artery that had 
been connected to a pressure transducer and a Polygraph 
(P7D model, Grass Company) for blood pressure and 
heart rate recording. The data were collected after a 40-min 
equilibration period, by which time the basal blood pressure 
and heart rate of the animal became stable.

After measuring the basal blood pressure and heart 
rate, the rat was killed by decapitation with a guillotine, and 
5 mL and 2 mL of blood samples were collected from the 
decapitated rat and placed in a glass test tube and a plastic 
test tube containing EDTA, respectively. The glass container 
with 5 mL of blood was left at room temperature for 30 min 

and then centrifuged at 1200 rpm for 10 min. The serum was 
then collected and kept at -70 °C until measurements were 
made for the kidney and liver enzymes, and for glucose and 
lipid levels. These measurements were made by enzymatic 
methods using an automatic chemistry analyzer (Hitachi 
Modular P800, Germany) that was routinely operated at 
the Prince of Songkla University Hospital. They were 
carried out within 1 month of sample collection. The 2 mL 
of blood with EDTA was sent to the hematology laboratory 
for a total blood count procedure measured by an automated 
hematology analyzer (Celltac E, Model MEK-7222K, 
Japan).

Effects of CCM treatment on internal organs and lipid 
accumulation

The decapitated rat (after removing the thoracic 
aorta and mesenteric artery) was dissected as previously 
described (Yorsin et al., 2014). Heart, lung, liver, adrenal 
gland, kidney, testes; visceral fats from the epididymis, 
testis and retroperitoneal, and subcutaneous fats were 
removed and weighed using a MettlerPL2001-Lbalance 
(Mettler Toledo International Inc., Switzerland). 

Two pieces of liver (middle lobe) were cut, embedded 
into a cryostat gel, the sections (20 µm thick), stained with 
oil red O (0.5% in absolute propylene glycol), and mounted 
with glycerine jelly for observation by light microscopy. 
The oil red O of each slide was extracted with 1 mL of 
100% dimethylsulfoxide (DMSO), and its absorbance 
was measured at 520 nm using a Thermo Fisher Scientific 
spectrophotometer (Model G10s UV‑VIS, USA). The 
concentration of the oil red O was obtained from the 
standard curve of known concentrations of the oil red O 
in 100% DMSO (µg/mL). The area of a whole liver thin 
section was measured using the Auto CAD 2005 program. 
The amount of the accumulated liver lipid was expressed 
in terms of µg/mL/cm2 of the liver tissue thin section area.

Preparation of the thoracic aortic rings 
The thoracic aorta was removed from the decapitated 

rat and placed in oxygenated 37 °C Krebs-Henseleit 
solution, and then adhering connective tissue was carefully 
removed. Six adjacent rings of 4-5 mm in length were 
cut. For one ring the endothelium layer was removed by a 
small cotton bud. Each aortic ring was mounted with two 
stainless steel hooks in a 20-mL organ bath containing 
Krebs-Henseleit solution of the following composition 
(mM): NaCl 118.3, KCl 4.7, CaCl2 1.9, MgSO4·7H2O 0.45, 
KH2PO4 1.18, NaHCO3 25.0, glucose 11.66, Na2EDTA 
0.024 and ascorbic acid 0.09, maintained at 37 °C and 
bubbled with carbogen (95% O2 and 5% CO2 gas mixture). 
One of the hooks was fixed at the bottom and the other 



C. Jansakul, J. Naphatthalung, S. Pradab, S. Yorsin, K. Kanokwiroon

Braz. J. Pharm. Sci. 2018;54(3):e17259Page 4 / 11

was connected to a transducer for recording the isometric 
tension by a Polygraph. The tissues were equilibrated 
for 60 min under a resting tension of 1 g and the bath 
solution was replaced with pre-warmed oxygenated Krebs-
Henseleit solution every 15 min.

At the end of the equilibration period, each aortic 
ring was tested for the viability of the endothelium by 
precontraction with phenylephrine (3 µM) until the 
response reached a plateau (5-8 min), and then addition of 
acetylcholine (30 µM). Endothelial viability was judged 
by a >65%vasorelaxation back to the tension generated by 
the ring before adding the phenylephrine. Denudation was 
confirmed by the absence of vasorelaxation following the 
response to the addition of acetylcholine. The preparations 
were then washed several times with Krebs-Henseleit 
solution, and allowed to fully relax for 45 min before the 
experimental protocol began.

Effects of the coconut milk treatment on the 
pharmacological vascular functions

Role of nitric oxide
At the end of the 45-min re-equilibration after the 

functional endothelium testing, the basal tension of the 
thoracic aortic rings with intact endothelium and the rings 
without endothelium was adjusted to the optimal tension 
of 2 g and equilibrated for another 10 min, and then 
the contractile response to a cumulative concentration-
response (C-R) curve of phenylephrine was obtained. This 
was followed by several washings, and the aortic ring was 
allowed to fully relax for 50 min. Then the endothelium-
intact aortic rings were preincubated with L-NA for 40 
min, and then the second C-R curve to phenylephrine was 
obtained.

Using another set of endothelium-intact thoracic 
aortic rings, each ring was equilibrated under a basal 
tension of 2 g for 10 min, and was then precontracted with 
phenylephrine (3 µM) for 10-15 min (plateau) followed 
by determination of the cumulative dilator C-R curves 
to acetylcholine. Following several washings and re-
equilibration for 40 min, the aortic rings were preincubated 
with L-NA for 40 min, and the second C-R curve to 
acetylcholine obtained in the same manner as above

Role of H2S
After equilibration, the endothelium-intact thoracic 

aortic rings were incubated with L-NA for 40 min under 
a basal tension of 3 g. Then a cumulative C-R curve to 
phenylephrine was obtained in the presence of L-NA, 
followed by several washings and re-equilibration for 
60 min in the presence of L-NA to allow full relaxation 

of the blood vessels to their original baseline of 3 g. After 
that, DL-propargylglycine (PAG, a H2S inhibitor) was 
added into the incubation and left for 10-15 min until the 
aortic contraction reached a plateau, and the cumulative 
C-R curve to phenylephrine was obtained in the presence 
of L-NA and PAG. 

eNOS and CSE Western blot analysis
To analyze the expression of the eNOS and CSE 

enzyme, the thoracic aorta of the CCM-treated and the 
distilled water control groups (n=4) were harvested and 
kept at -70ºC until used. Protein extraction from the tissues 
and Western blot analysis were carried out as previously 
described (Yorsin et al., 2014). Briefly, each tissue from 
each animal was chopped on ice and homogenized in 
lysis buffer with 25 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM 
NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 
0.5 mM EDTA and the protease inhibitor cocktail (GE 
Healthcare), centrifuged, and the total protein measured 
in the supernatants by the Biorad protein assay method. 
50 µg of protein was electrophoretically separated on 12% 
polyacrylamide-SDS gels and the proteins were transferred 
onto a nitrocellulose membrane. Nonspecific-binding sites 
were blocked with 5% low fat dry milk in TBS-T (Tris 
buffer saline- 0.1% Tween 20) and then incubated with 
primary antibodies against eNOS (1:250), CSE (1:1,000) 
and β-actin (1:1,000) antibodies dissolved in 1% low fat 
dry milk in TBS-T overnight at 4oC [rabbit eNOS and 
rabbit β-actin antibodies were from Cell Signaling (U.S.A); 
mouse CSE was from Abnova (U.S.A)]. Membranes 
were incubated with horseradish-peroxidase anti-rabbit 
IgG antibody diluted to 1:5,000 (eNOS and β-actin) and 
horseradish-peroxidase anti-mouse IgG antibody diluted 
to 1:5,000 (CSE) in 1% low fat dry milk in TBS-T for 
1 h. After being washed with TBS-T three times, the 
proteins were detected by an ECL chemiluminescent 
detection kit (Pierce), and the reaction was visualized by a 
chemiluminescence imaging instrument (Vilber Lourmat, 
France). The intensity of the bands was analyzed using the 
Fusion Capt Advance quantitation analysis program. To 
ensure equal protein loading, results were normalized to the 
β-actin protein expression and expressed as units relative to 
the β-actin densitometry.

Statistical analysis 
The results were expressed as the mean ± standard 

error of the mean (SEM)(n=6 for vascular function 
study and n=4 for Western blotting). “n” is the number 
of animals. Statistical differences were determined by 
the Student’s unpaired t-test or by one-way analysis of 
variance (ANOVA), followed by Tukey’s range test using 
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GraphPad Prism 5.00. A P value < 0.05 was considered to 
identify a significant difference between values.

RESULTS

Coconut milk yield and chemical composition

Dried fresh coconut milk prepared directly by 
compressed grated mature coconut kernel, CCM, 
yielding16.7% of the fresh grated matured coconut 
kernel. Total lipid, protein and sugar content in percent 
of the CCM were70.08, 19.35 and 5.34, respectively. 
Protein profile of the CCM, assessed by 1D SDS page gel 
electrophoresis, showed 7 major bands at the molecular 
weight about 14-51 kDa (Figure 1). Fatty acid composition 
of the oil in the CCM is shown in Table I. The CCM 
contained medium-chain fatty acid (C8-C12), lauric acid 
(40%), caprylic acid and capric acid (5%); long-chain 
fatty acid (> C12), myristic acid (17%) and palmitic acid 
(7%); and ω-6-unsaturated fatty acid, linoleic acid (1%). 

Effects of 6-week coconut milk treatment on the 
body weight, food intake, animal blood pressure, 
internal organs and adipose tissue and blood 
chemistry

No changes in body weight were found with either 1 
or 3 g/kg CCM treatment, although food intake (standard 
rat chow in g/animal/day) of the 3 g/kg CCM treatment 
was markedly (24%) decreased, when compared to that 
of the distilled water control group (Figure 2). However, 
when the daily rat chow- and CCM-intake were calculated 
in term of calories, carbohydrate, fat and protein, at the end 
of treatment (6th week), the total daily calories of food intake 

of 1 g/kg CCM treatment group (5.8 ± 0.3 kcal, standard 
rat chow+ CCM intake) and 3 g/kg CCM treatment group 
(5.3 ± 0.6 kcal, standard rat chow+ CCM intake) were in the 
same level as that of the distilled water control group (5.2 
± 0.2 kcal, standard rat chow). Basal systolic and diastolic 
pressure and the basal heart rate of anaesthetized rats were 
similar between the CCM-and the distilled water treated 
rats (Table I suppl.). None of the internal organs, visceral 
and subcutaneous adipose tissue weight, liver cell lipid 
accumulation or the total blood cell count, was found to be 
altered after the CCM treatment (1 and 3 g/kg) compared to 
the distilled water control group (Table II-IV suppl., Figure 1 
Suppl.). At the dosage of 1 g/kg, CCM caused no changes 
either in fasting serum glucose and lipids profile (Table II). 
When the dosage was increased to 3 g/kg, CCM caused 
lowering in fasting plasma glucose. The other biochemical 
parameters studied were not different between the CCM and 
the distilled water control rats (Table V suppl.). 

Effects of CCM-treated rats on vascular functions

Effect on contraction and relaxation of the thoracic 
aorta

At the dosage of 1g/kg of CCM treatment did 
not alter vascular activity of the middle-aged rat to 
phenylephrine and acetylcholine. However, when the 
dosage of CCM treatment was increased to 3 g/kg, the 
maximal contractile response to phenylephrine of the 
intact endothelium aortic rings was lower than that of the 
vehicle control group. Pretreatment of the intact-aortic 
rings with L-NA caused an increase in maximal contractile 
responses of the aortic rings to phenylephrine to the same 
extent as that of the vehicle control group with a decrease 
in EC50 values of both groups (Figure3A and B and Table 
VI suppl.). Denudation of the aortic ring also caused an 

TABLE I - Fatty acids composition (in percent) of CCM oils 
obtained from the CCM

Fatty acid name % in CCM oil
Caprylic acid (C8:0), MCF 1.05 ± 0.00
Capric acid (C10:0), MCF 3.55 ± 0.00
Lauric acid (C12:0), MCF 40.68 ± 0.08
Myristic acid (C14:0), LCF 17.53 ± 0.02
Palmitic acid (C16:0), LCF 7.89 ± 0.00
Stearic acid (C18:0), LCF 2.87 ± 0.00
Oleic acid (C18:1), LCF 4.65 ± 0.00
Linoleic acid (C18:2), LCF 1.01 ± 0.00
Values are expressed as mean ± STD; n = 3. MCF, medium chain 
fatty acid; LCF, long chain fatty acid

FIGURE 1 - SDS-PAGEgel electrophoresis from standard 
marker protein (Bio-Rad, USA) and CCM. Lane 1 is MW 
standards.
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increase in maximal contractile response to phenylephrine 
of the CCM-treated aortic rings to the same extent as that 
of the vehicle control group whether L-NA presented or 
not (Figure3C and D).

The relative relaxation to acetylcholine of aortic rings 
precontracted with phenylephrine was greater for the aortic 
rings obtained from the 3 g/kg, but not the 1 g/kg, CCM-
treated-compared to that of the distilled water control group, 
and this effect was abolished by pre-incubating the aortic 
ring with L-NA (Figure 4 and Table VII suppl.). 

Role of H2S 
Addition of PAG to the incubation medium 

caused a spontaneous contraction of the thoracic aortic 
rings for all groups. However, those obtained from  
3 g/kg CCM (3.89 ± 0.62 g) were higher than those from  
1 g/kg CCM (1.06 ± 0.43 g), which were higher than 
those of the distilled water control group (0.38 ± 0.006 g). 
These effects subsequently resulted in a greater 
contraction for low concentrations of the phenylephrine 
C-R curves of the thoracic aortic rings obtained from 

TABLE II - Effects of CCM (1, 3 g/kg) or distilled water (control) consumption for 6 weeks on the fasting levels of serum glucose 
and lipids of middle-aged male rats

NLAC- MU Glucose Triglyceride Cholesterol HDL-C LDL-C
Normal range (mg/dL) 122.10 – 180.80 61.00 – 164.00 46.00 – 98.00 - -
Control 137.69 ± 5.65 73.41 ± 8.59 76.71 ± 5.61 61.51 ± 4.96 12.05 ± 1.41
CCM 1 g/kg 124.33 ± 5.83 101.67 ± 15.27 73.17 ± 1.64 62.08 ± 1.02 9.57 ± 1.03
CCM 3 g/kg 115.40 ± 5.96a 66.40 ± 6.98 73.40 ± 3.61 62.00 ± 2.49 13.23 ± 2.04
Values are expressed as mean ± SEM; n = 6. a Significantly lower than control group, P < 0.05. 
Note: NLAC-MU normal range = National Laboratory Animal Centre, Mahidol University normal range. HDL-C = High Density 
Lipoprotein cholesterol and LDL-C = Low Density lipoprotein cholesterol.

FIGURE 2 - The body weight (left) and food consumption (right) of middle age male rats receiving distilled water (DW) or CCM (1 or 
3 g/kg), once a day for 6 weeks.Values represent mean ± SEM; n=6. * Significantly lower than distilled water control group,P< 0.05.
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CCM-treated rats than that of the vehicle control group  
(Figure5). 

FIGURE 3 - Effects of 6 weeks of oral administration of CCM (1 or 3 g/kg) or distilled water (DW, control) on contractile response 
to phenylephrine of endothelium-intact (endo, A), endothelium-intact with L-NA (B), without endothelium (no endo, C), or without 
endothelium with L-NA (D) thoracic aorta. Values represent mean ± SEM; n=6.*Significantly lower than that of the distilled water 
control group, P < 0.05. 

FIGURE 4 - Effect of 6 weeks oral gavage of CCM(1 or  
3 g/kg) or distilled water (DW, control) on relaxation of the 
endothelium-intact thoracic aortic ring precontracted with 
phenylephrine to acetylcholine before and after pre-incubation 
with L-NA (CCM 3 g/kg+L-NA). Values represent mean ± 
SEM; n=6. *Significantly lower than the other groups and 
†significantly higher than the other groups, P< 0.05.

FIGURE 5 - Effects of 6 weeks oral administration of CCM 
(1 or 3 g/kg) or distilled water (DW, control) on the contractile 
response to phenylephrine of L-NA pretreated endothelium-
intact (endo) thoracic aortic rings in the presence of PAG. Values 
represent mean ± SEM; n=6. *Significantly higher than the 
control groups and †significantly higher than the other groups, 
P< 0.05. Note: Miniature bar graphs in Figure 5 showed the 
increased basal tension after addition of the PAG.
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eNOS and CSE Western blot analysis
The quantitative expression of the eNOS and CSE 

proteins as determined by Western blotting from the 
isolated thoracic aorta was significantly higher for those 
obtained from the 3 g/kg CCM-treated rat compared 
to that of the vehicle control groups (Figure6A and B). 
Although at the dosage of 1 g/kg CCM treated rats also 
showed a trend to an increase of both the eNOS and the 
CSE proteins, it did not reach statistical significance.

DISCUSSION

The present study demonstrated that consumption of 
the CCM caused beneficial effects on the cardiovascular 
system if consumed in a sufficient amount. As shown in the 
results section, consumption of the CCM at a dosage of 1 
g/kg for 6 weeks by the middle-aged rats did not result in 
any difference in the parameters studied. When the dosage 
was increased to 3 g/kg, CCM caused lowered food intake.
The reduction in food intake was not associated with any 
change in body weight or in the weight of the organs 
measured. The reasons for this might be due to high lipid 
content (70%) of the CCM composition which consists 
dominantly of medium chain fatty acids (8: 0 to 12: 0; 
45%). These fatty acids are absorbed directly to the portal 
vein except for lauric acid (C12:0) that is partly absorbed 
via the lymphatic system (Mu, Hoy, 2000; 2001; 2002). 
More recently, Valente et al. (2017) reported that coconut 
oil consumption promoted less appetite in women with 

excess body fat. In addition, Jambor de Sousa et al. (2006) 
found that hepatic portal vein infusion of caprylic acid, a 
medium chain fatty acid, caused reduction of food intake 
by about 40% in 18-h food-deprived male rats. Another 
possibility is that CCM might contain an active substance 
that at high doses it causes satiety or reduced appetite 
resulting in reduced food intake. However, further specific 
studies would be needed to clarify these possibilities. 

The alteration in vascular function, especially 
endothelial function, is the key event in the pathophysiology 
of atherosclerosis, as it was shown that endothelial 
dysfunction preceded and predicted atherosclerosis 
(Bonetti, Lerman, Lerman, 2003; Davignon,Ganz, 
2004).In the present study endothelial dysfunction of the 
middle-aged male rat(Chongsa et al., 2015) was used to 
study the effects of chronic consumption of the CCM.
Although there were no changes in animal blood pressure 
and heart rate after taking CCM compared to the distilled 
water control group, adosage of 3 g/kg but not 1g/kg 
of CCM, caused some beneficial changes in vascular 
function. These included reduction in maximal contractile 
response of thoracic aortic rings to phenylephrine and a 
higher maximal relaxation to acetylcholine. These effects 
were abolished by L-NA or removal of the endothelium, 
which indicates that the lowering of maximal contractile 
response to phenylephrine of the CCM-treated aortic rings 
might be due to an increase in nitric oxide production 
from the vascular endothelium. This was confirmed by the 
finding that eNOS protein expression of the thoracic aorta 

FIGURE 6 - The effect of 6 weeks oral administration of CCM (1 or 3 g/kg) or distilled water on eNOS (A) and CSE (B) protein 
expression of the thoracic aorta compared to a distilled water control group (DW). For each blot, β-actin expression is shown as a 
loading control. Values represent as mean ± SEM; n=4. *Significantly higher than the other groups, P< 0.05.

VOSTRO
Highlight

VOSTRO
Highlight

VOSTRO
Highlight

VOSTRO
Highlight

VOSTRO
Highlight

VOSTRO
Highlight

VOSTRO
Highlight



6 weeks consumption of pure fresh coconut milk caused up-regulation of eNOS and CSE protein expression in middle-aged male rats

Braz. J. Pharm. Sci. 2018;54(3):e17259 Page 9 / 11

obtained from CCM-treated was higher than that of the 
control rats.Salil, Nevin, Rajamohan (2011, 2012)reported 
that coconut kernel protein is rich in arginine which was 
able to rescue the pancreatic β-cells and cytoarchitecture 
in alloxan-induced diabetic Wistar Albino rat via the 
arginine-nitric oxide pathway. Thus, it is possible that the 
up-regulation of the vascular eNOS of the CCM treated 
middle-aged rat in the present study might be mediated by 
the coconut protein. However, further study of the isolated 
CCM protein consumption by the middle-aged rat would 
be needed to clarify this possibility.

It has been reported that high-fat diet consumption 
by young rats or mice for 12-14 weeks causes deficiency 
of aortic CSE and H2S (Jenkins, Nguyen, Hart, 2016; Peh 
et al., 2014). Thus, it is possible that chronic consumption 
by the middle-aged rat of the CCM which contained 
high content of coconut oil might affect blood vessel 
H2S production. To test this possibility another set of the 
endothelium-intactaortic rings was used and preincubated 
with L-NA in order to inhibit eNOS activity in order to 
prevent any disturbances by nitric oxide before adding 
PAG, a cystathionine-γ-lyase inhibitor; the vasocontraction 
to phenylephrine was then determined. As shown in the 
results section, adding PAG to the incubation medium 
caused a greater increase in basal baseline tension of the 
aortic rings obtained from CCM-treated rats than that of 
the control group, suggesting that the activity of the CSE 
enzyme of the CCM-treated rats was higher than that 
of the control rats. These results sequentially caused an 
increase in contractile response to low concentrations of 
the phenylephrine on the aortic rings that was higher than 
that of the control group. The finding that the blood vessel 
CSE protein expression was higher in the CCM treated 
rats is consistent with the finding that consumption of 
CCM caused an increase in blood vessel H2S production. 
This result is in contrast to those of the Jenkins, Nguyen, 
Hart(2016) and Peh et al.(2014) who found that high fat 
diet caused a decrease in vascular CSE and H2S production.
The reason for this might be the differences in the types of 
fatty acid used. In the present study we used CCM which 
contained mostly medium-chain fatty acid which was found 
to cause an increase in mitochondrial and peroxisomal 
β-oxidation of fatty acids (Arunima, Rajamohan, 2014). In 
contrast, Jenkins, Nguyen, Hart (2016) and Peh et al.(2014) 
used western diet and high fat diet, respectively, which 
contained mostly long-chain fatty acid, which was found 
to induce vascular oxidative stress and reduce endothelial 
function. As another possibility, Zhao et al. (2001) found 
that endogenous H2S production from different vascular 
tissues including thoracic aorta was enhanced by the NO. 
Thus, the increased CSE protein expression which resulted 

in an increased H2S production in the present study might 
be facilitated by the increased NO production elicited by 
the CCM, as mentioned above. However, further study is 
needed to clarify these possibilities.

In the present study it was also found that chronic 
consumption of CCM caused a slight decrease in basal 
fasting plasma glucose compared to that of the control 
group. As mentioned above, the reason for this might be 
due to the increase in basal level of NO since it has been 
reported that low concentration of NO exerted positive 
regulation of insulin sensitivity and secretion (Carvalho et 
al., 2016; Kurohane Kaneko, Ishikawa, 2013). However, 
to clarify this possibility, further studyto measure basal 
plasma insulin level and/or the glucose insulin sensitivity 
of the CCM-treated and the control middle-aged rats 
would be necessary.

Taken together, consumption of CCM at the dosage 
of 3 g/kg increased blood vessel eNOS and CSE protein 
expression resulting in increased NO and H2S production 
to attenuate the contractile response of thoracic aortic 
rings to phenylephrine and potentiate vasodilatation to 
acetylcholine, all of which could be expected to prolong 
vascular health of the middle-aged rat. In addition, 
CCM consumption caused lowering of plasma glucose 
level with no harm to liver or kidney functions, or on fat 
metabolism. Thus, CCM could be a novel food to develop 
as a nutraceutical for vascular health of the aging human 
being. Nevertheless, further work is required to identify 
the mechanism that causes CCM to lower plasma glucose 
and the vascular effects described. 

Limitations of the study

The present study did not show whether firstly, CCM 
consumption by the middle-aged rat has long-term effect. 
Therefore, the next investigation would be to determine 
by which time the vascular effects of CCM consumption 
disappear after quitting CCM consumption, and by which 
time it is recovered after renewing consumption. Secondly 
the studies did not measure insulin secretion, and this 
should be part of future studies.
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ABSTRACT 

Background: Coconut milk consumption in middle- aged male rats can cause increased blood 

vessel endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and cystathionine- γ- lyase (CSE) protein 

expression, and decreased fasting blood glucose. 

 

Objective: The present study aimed to investigate whether coconut milk oil (CO), the major 

constituents of the coconut milk, was responsible for those effects. 
 

Methods: CO was isolated from dried fresh coconut milk and gavaged (1 and 3 ml/kg) to middle-

aged male rats for 6 weeks. Animal body weight and food intake, internal organ weight, blood 

biochemistry, lipid profile, basal blood pressure and heart rate and vascular functions were 

investigated. 

 

Results: In comparison to a distilled water control group, no differences were observed in any of 

the parameters studied in the group fed 1 ml/kg of CO except for an increase in retroperitoneal fat 

accumulation. Feeding 3 ml/kg of CO caused decreased fasting blood glucose, plasma alkaline 

phosphatase and blood urea nitrogen and liver cell lipid accumulation, but increased 
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retroperitoneal fat tissue. It also caused decreased maximal contractile response of endothelium-

intact thoracic aortic rings to phenylephrine although the effect disappeared in the presence of N-

nitro-L-arginine (L-NA) or removal of the endothelium. DL-propargylglycine together with L-NA 

caused a higher contraction to phenylephrine in the CO-treated groups than in the control group. 

It also caused an increase in vasodilatation to acetylcholine, but not to glyceryl trinitrate, of the 

phenylephrine pre-contracted aortic rings. CO treatment caused increased vascular wall eNOS and 

CSE protein expression.  

 

Conclusion: CO at a dose of 3 ml/kg causes some decrease in cardiovascular risk factors in middle-

aged male rats, although the amount of CO consumption should be limited as it caused an increase 

in retroperitoneal fat.  

 

Keywords: Coconut oil; blood vessel; liver lipid; NO; H2S 

Animal Ethic No: Ref. 06/57    

 

BACKGROUND 

Cardiovascular disease is the leading cause of death globally. Its etiology is multifactorial and 

unhealthy nutrition is one of the main risk factors. Coconut, Cocos nucifera, is one of the most 

economically important palm species and is cultivated mainly for the nutritional endosperm from 

which coconut milk and coconut oil are the main products [1]. Coconut milk is used as a common 

culinary ingredient and coconut oil is used as a cooking oil in many tropical cuisines, most notably 

those of Southeast Asia, as well as in Brazilian, Caribbean, Polynesian, Indian and Sri Lankan 

cuisines [2]. The main constituents of coconut milk are lipids (coconut oil, 41.5%) with a small 

amount of carbohydrates (5.2%) and proteins (4.5%) [3]. However, some consumers are reluctant 

to consume coconut products since its main constituent is saturated fatty acids (40-60%) [3, 4], 

which is considered to be an atherogen and thus potentially harmful with respect to the 

development of atherosclerosis in humans. Thus far, however the cardiovascular risk of the 

consumption of coconut products is still a matter of controversy.  

There are two types of coconut oil, copra or refined coconut oil prepared from the mechanical 

compression of sun-dried coconut, and virgin coconut oil prepared from fresh coconut milk 

without heating. A study of copra oil consumption by pregnant rats found no alteration in their 

hematologic and metabolic parameters [5]. In case of virgin coconut oil consumption, Famurewa 

et al. [6] found a reduction in total cholesterol, triglycerides and low-density lipoprotein with an 

increased level of high-density lipoprotein in normal young male rats, whereas Alves et al. [7] 

found a reduction of oxidative stress in the aortic blood vessels of spontaneously hypertensive rats. 

In studies on the human consumption of virgin coconut oil, Voon et al. [8] found no alteration in 

the thrombogenicity indices: cellular adhesion molecules, thromboxane B2 (TXB2) and the 

TXB2/protacyclin ratio in healthy Malaysian adults. Similarly, Valente et al. [9] found no change 

in energy metabolism and cardiometabolic risk markers in women with excess body fat after the 

acute consumption of an isocaloric mixed breakfast containing 25 ml of virgin coconut oil 

compared to a control group, but the breakfast promoted less appetitive response. However, 

Cardoso et al. [10] found that a virgin coconut oil-rich diet caused increases in HDL cholesterol 

and a decreased waist circumference and body mass in coronary artery disease patients.  
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For coconut milk consumption, our group recently demonstrated that the consumption of pure 

dried fresh coconut milk for 6 weeks by middle-aged male rats caused an up-regulation of blood 

vessel endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and cystathionine-γ-lyase (CSE) enzyme protein 

expression. This resulted in an attenuated contractile response to phenylephrine and potentiated 

relaxation to acetylcholine on the rats’ thoracic aortic rings, with a decreased fasting plasma 

glucose level [11]. The present study aimed to investigate whether the oil from the coconut milk 

is responsible for those effects. The study has been performed using middle-aged rats (age 12-14 

month) as this is the stage associated with endothelial dysfunction and a consequent decrease in 

NO/ H2S production [12-13]. It is also the stage for early pathological changes in the development 

of cardiovascular disease [14-16]. The results have provided new information relating not only to 

classical risk factors such as blood pressure and the plasma lipid profile, but also to body fat 

accumulation and vascular function following virgin coconut oil consumption especially in 

middle-aged rats. 

 

METHODS 

Coconut-milk oil preparation  

Fresh mature coconut (11-12 month) kernel was grated and compressed using an electric screw 

press to obtain a large sample of fresh aqueous coconut milk. The milk was then filtered through 

a cloth filter followed by lyophilization to obtain fresh dried coconut milk, which was kept at -20 

°C until use. 

The dried coconut milk was centrifuged (3,200 rpm) at room temperature to achieve pure 

virgin coconut milk oil (CO) with a yield of 70% dried coconut milk and kept at -20 °C until use.  

The CO was analyzed for its fatty acid composition by LC-MS at the Central Equipment 

Center, Kasetart University, and analysed for its cholesterol and α-tocopherol (vitamin E) 

concentrations by in-house method TE-CH-143 based on AOAC (2016) 976.26 at the Central 

Laboratory (Thailand) Co., Ltd.  

 

Pharmacological studies 

Middle-aged (12-14-month-old) Wistar male rats were bought from the National Laboratory 

Animal Center, Mahidol University. The animals were housed in controlled environmental 

conditions at 25 ºC on a 12 h dark and 12 h light cycle and allowed access to standard food (Perfect 

Companion Group Co. Ltd, Thailand) and tap water ad libitum. The animal methods employed in 

this study were approved by the Prince of Songkla University Animal Ethics Committee (Ethic 

Number: Ref. 06/57). The investigation conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals (CIOMS Guidelines). The rats were randomly allocated to three groups with six animals 

in each group using sample size calculation formula for comparison between two group, sample 

size = 2 SD2 (Zα/2 + Zβ) 2/d2 [17]. The experimental group was treated by oral administration of 1 

or 3 ml/kg CO (corresponding to the amount of oil used to prepare one or three servings of Thai 

fast food, respectively), or distilled water, once a day for 6 weeks. The body weight and 24 h food 

intake was recorded one day before receiving oral gavage of each oil ration or distilled water (i.e., 

day 0) and again every 7th day over the 6-week period. 

 

Effects of the CO treatment on the basal blood pressure and on the haematology and clinical 

biochemical analysis 

The same methods as previously described [18] were used for haematology and clinical 

biochemical analysis. At the end of the 6-week CO or distilled water (DW) treatment, each rat was 
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anaesthetized with thiopental sodium (60 mg/kg) after fasting for 13-15 h. Their basal systolic and 

diastolic blood pressure and heart rate were recorded via the right common carotid artery by a 

polyethylene catheter connected to a polygraph. The data were collected after a 40 min 

equilibration period. 

After measuring the basal blood pressure and heart rate, the rat was sacrificed by decapitation 

with a guillotine and two blood samples were collected in test tubes. The first was analyzed for 

glucose and lipid levels by enzymatic methods using an automatic chemistry analyzer routinely 

operated at Prince of Songkla University Hospital. The other was sent to a hematology laboratory 

and subjected to a total blood count procedure measured by an automated hematology analyzer. 

 

Effects of CO or DW treatment on internal organs and lipid accumulation 

The decapitated rat was dissected as previously described [18]. The heart, lungs, liver, adrenal 

glands, kidneys, testes, visceral fats from the epididymis, and testis, retroperitoneal and 

subcutaneous fats were removed and weighed . 

Two pieces of liver (middle lobe) were cut, embedded into a cryostat gel, the sections (20 µm 

thick) were stained with oil red O (0.5% in absolute propylene glycol), and mounted with glycerine 

jelly for observation by light microscopy. The aortic arch was collected and was cleared of 

adhering fat and connective tissue before being stained with oil red-O using the same method as 

for the liver tissue. The oil red O on each slide of the liver tissue and of the aortic arch was extracted 

with 1 ml 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) and its absorbance was measured at 520 nm. The 

concentration of the oil red O was obtained from the standard curve of known concentrations of 

oil red O in 100% DMSO (µg/ml). The area of a thin section of the whole liver and of the aortic 

arch was measured using the Auto CAD 2005 program. The accumulated lipid in the liver tissue 

and at the aortic arch was expressed in terms of µg/ml/cm2 of the liver tissue thin section area and 

the aortic arch, respectively. 
 

Preparation of the thoracic aortic rings  

The thoracic aorta was removed from the decapitated rat and placed in oxygenated 37 °C Krebs-

Henseleit solution, and the adhering connective tissue was removed. Six adjacent rings of 4-5 mm 

in length were cut. For one ring the endothelium layer was removed with a small cotton bud. Each 

aortic ring was mounted with two stainless steel hooks in a 20 ml organ bath containing Krebs-

Henseleit solution of the following composition (mM): NaCl 118.3, KCl 4.7, CaCl2 1.9, MgSO4 

7, H2O 0.45, KH2PO4 1.18, NaHCO3 25.0, glucose 11.66, Na2EDTA 0.024 and ascorbic acid 0.09, 

maintained at 37 °C and bubbled with carbogen (95% O2 and 5% CO2 gas mixture). One of the 

hooks was fixed at the bottom and the other was connected to a transducer for recording the 

isometric tension with a polygraph. The tissues were equilibrated for 60 min under a resting tension 

of 1 g and the bath solution was replaced with pre-warmed oxygenated Krebs-Henseleit solution 

every 15 min. 

At the end of the equilibration period, each aortic ring was tested for the viability of the 

endothelium by precontraction with phenylephrine (3 µM) until the response reached a plateau (5-

8 min), and then the addition of acetylcholine (30 µM). Endothelial viability was judged by a > 

65% vasorelaxation back to the tension generated by the ring before adding the phenylephrine. 

Denudation was confirmed by the absence of vasorelaxation following the response to the addition 
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of acetylcholine. The preparations were then washed several times with Krebs-Henseleit solution 

and allowed to fully relax for 45 min before the experimental protocol began. 

 

Effects of the CO or DW treatment on the pharmacological vascular functions 

Role of nitric oxide 

At the end of the 45-min re-equilibration period after the functional endothelium testing, the basal 

tension of the thoracic aortic rings with intact endothelium and the rings without endothelium was 

adjusted to the optimal tension of 2 g and equilibrated for another 10 min, and the contractile 

response to a cumulative concentration-response (C-R) curve of phenylephrine was then obtained. 

This was followed by several washings, and the aortic ring was allowed to fully relax for 50 min. 

Then the endothelium-intact aortic rings were pre-incubated with N-nitro-L-arginine (L-NA) for 

40 min, and then a second C-R curve to phenylephrine was obtained. 

Using another set of endothelium-intact thoracic aortic rings, each ring was equilibrated under 

a basal tension of 2 g for 10 min and was then precontracted with phenylephrine (3 µM) for 10-15 

min followed by the determination of the cumulative dilator C-R curves to acetylcholine. 
 

Role of H2S 

After equilibration, the endothelium-denuded thoracic aortic rings were incubated with L-NA for 

40 min under a basal tension of 3 g. Then a cumulative C-R curve to phenylephrine was obtained 

in the presence of L-NA, followed by several washings and re-equilibration for 60 min in the 

presence of L-NA to allow full relaxation of the blood vessels to their original baseline of 3 g. 

After that, PAG was added to the incubation and left for 10-15 min until the aortic contraction 

reached a plateau, and a further cumulative C-R curve to phenylephrine was obtained in the 

presence of L-NA and PAG . 

 

eNOS and CSE Western blot analysis 

The thoracic aortae of the CO-treated groups and the distilled water control groups (n = 4) were 

obtained in order to measure the expression level of the enzymes, eNOS and CSE. After removal 

of the adhering connective tissue, the blood vessel was then cut into small rings and the 

endothelium removed with a small cotton bud. The rings were then kept at -70 ºC until use. Protein 

extraction from the tissues and Western blot analysis were carried out as previously described. 
Briefly, the total proteins extracted from the homogenized tissue of each animal in lysis RIPA 

buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.6), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% 

SDS, 0.5 mM EDTA containing a GE Healthcare protease inhibitor cocktail. The protein lysate of 

each animal was centrifuged and the supernatant used to quantify the protein content by Bradford 

assay. Protein at 50 g was run on 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Then, the protein 

bands were transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were blocked with 5% low 

fat dry milk in Tris buffer saline- 0.1% Tween 20 (TBS-T) for 1 h, followed by primary antibody 

incubation against eNOS (1:250), CSE (1:1,000) and β-actin (1:1,000) dissolved in 1% low fat dry 

milk in TBS-T overnight at 4oC (the rabbit eNOS and rabbit β-actin antibodies used were from 

Cell Signalling Technology, USA, and the mouse CSE was from Abnova, USA). The membranes 

were then incubated with HRP-conjugated rabbit IgG (1:5,000) for eNOS and β-actin and mouse 

IgG antibody (1:5,000) for CSE. The membranes were incubated with a chemiluminesescence 
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detection kit (Pierce, Rockford, USA) and the protein signal was detected by Fusion FX5XT 

spectra/ Superbright (Vilber Lourmat). 

 

Drugs  

The following drugs were used: Acetylcholine chloride, NG-nitro-L-arginine (L-NA), 

norepinephrine, phenylephrine hydrochloride, DL-propagylglycine (PAG), pentobarbital, and oil 

red O from Sigma, USA. Glyceryl trinitrate was obtained from Mycomed, Denmark. 

Acetylcholine chloride and phenylephrine were dissolved in a solution containing NaCl 19 g/l, 

NaH2P04 0.19 g/l and ascorbic acid 0.03 g/l. 

 

Statistical analysis 

The results were expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM  () n   = 6 for vascular 

function study and n = 4 for Western blotting, where n is the number of animals). Maximal 

contractile response and EC50 values were calculated for vascular reactivity experiments using 

GraphPad Prism V.5.00. Statistical differences were determined by t-test or by one-way analysis 

of variance (ANOVA), followed by Tukey’s range test using GraphPad Prism V.5.0.   A p value < 

0.05 was considered to indicate a significant difference between values. 

 

RESULTS 

Fatty acid composition of the CO  

The main component of the fatty acid composition of the CO was similar to that previously 

reported [11]   : lauric acid (40%) followed by myristic acid (17%), palmitic acid (8%), linoleic acid 

(ω-6-unsaturated fatty acid, 5%), capric acid (4%), stearic acid (3%) and caprelic acid and linoleic 

acid (ω-3-unsaturated fatty acid, 1%). The cholesterol and α-tocopherol content were 0 (not 

detectable) and 0.09 mg/100 g, respectively (Table 1). 

 

Table 1. Fatty acids (in percent), and cholesterol and vitamin E (α-tocopherol) (mg/ 100 g) 

composition of the coconut oil (CO). 

Fatty acid name % in CCM oil 

Caprylic acid   (C8:0),  MCF 1.05 ± 0.00 

Capric acid      (C10:0), MCF 3.55 ± 0.00 

Lauric acid      (C12:0), MCF 40.68 ± 0.08 

Myristic acid   (C14:0), LCF 17.53 ± 0.02 

Palmitic acid   (C16:0), LCF  7.89 ± 0.00 

Stearic acid     (C18:0), LCF 2.87 ± 0.00 

Oleic acid       (C18:1), LCF  4.65 ± 0.00 

Linoleic acid  (C18:2), LCF 1.01 ± 0.00 

Cholesterol No detectable 

Vitamin E (α-tocopherol) 0.09 mg/100g 
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Effects of CO treatment on the body weight, food intake, internal organs, adipose tissue and 

blood chemistry 

In comparison to the DW control group, there was no difference in animal body weight, food intake 

(Figure 1), complete blood cell count or the internal organ weights (supplementary Table 1-2) after 

treatment with 1 or 3 ml/kg CO. Both 1 ml/kg and 3 ml/kg CO caused an increase in retroperitoneal 

fat accumulation (Table 2), whereas 3 ml/kg but not 1 ml/kg CO caused a decrease in liver cell 

lipid accumulation (Figure 2) but there was no significant difference in the lipid accumulation for 

the internal wall of the aortic arch (Figure 3). At 3 ml/kg but not at 1 ml/kg, CO treatment caused 

lower plasma levels of alkaline phosphatase, blood urea nitrogen, and glucose compared to that of 

the DW-treated group (Table 3-4). 

 

Effects of CO treatment on blood pressure 

CO treatment did not affect the basal arterial blood pressure and heart rate of the anesthetized 

middle-aged rats when compared to that of the DW control group (supplementary Table 3). 

 
 

Figure 1. Effects of CO- (1 or 3 ml/kg) or distilled water (DW) consumption by the middle-aged 

male rats on body weight (left) and food intake (right). Each point represents mean ± SEM of 6 rats. 

 

Table 2. Effects of 6 weeks coconut oil (CO) consumption (1 or 3 ml/kg) on body adipose tissue 

accumulation in middle-aged rats. 

Treatments 

Adipose tissue weight/ 100 g body weight (% g) 

Epididymis Prostate Mesentery Retroperitoneal Subcutaneous 

DW 2.01±0.25 0.09±0.02 2.05±0.22 2.20±0.39 6.71±0.73 

CO 1 ml/kg 2.56±0.34 0.14±0.02 2.13±0.02 3.11±0.49a 7.01±0.78 

 (p=.21) (p=.11) (p=.66) (p=.04) (p=.78) 

CO 3 ml/kg 2.72±0.30 0.15±0.03 2.22±0.03 3.47±0.34a 7.96 ±0.96 

 (p=.09) (p=.06) (p=.36) (p=.04) (p=.31) 

 

a significantly higher than control group, p < 0.05. 
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Figure 2. Effects of CO- (1 or 3 ml/kg) or distilled water (DW) consumption by the middle-aged 

male rats on liver cell lipid accumulation. (A) distilled water (DW), (B) CO 1 ml/kg, (C) CO 3 ml/kg and (D) 

oil red O concentration. Values represent mean ± SEM of 6 experiments.  
*significantly lower than that of the distilled water control group, p  0.05. 

(PT = Portal triad; oil red O staining of liver tissue frozen section, 20 mm thick, 20X magnification). 

Figure 3. Effects of CO 3 ml/kg or distilled water (DW) consumption by the middle-aged male 

rats on lipid accumulation at the aortic arch. (A) distilled water (DW), (B) CO 3 ml/kg and (C) oil red O 

concentration. Values represent mean ± SEM of 6 experiments. 

 

Table 3. Effects of 6 weeks coconut oil (CO) consumption (1 or 3 ml/kg) on liver and kidney 

enzymes in middle-aged rats. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

asignificantly lower than control group, p < 0.05. 

NLAC-MU- ALP (U/L) BUN (mg %) CREAT (mg %) 

normal range 46.00–92.00 10.30–23.60 0.54–0.69 

DW 85.7 ± 4.2 21.8 ± 0.6 0.4 ± 0.01 

CO 1 ml/kg 95.0 ± 9.4 21.4 ± 0.9 0.5 ± 0.03 

 (p=.36) (p=.71) (p=.08) 

CO 3 ml/kg 68.5 ± 3.4a 18.5 ± 1.1a 0.4 ± 0.02 

 (p=.01) (p=.02) (p=.09) 
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Table 4. Effects of 6 weeks coconut oil (CO) consumption (1 or 3 ml/kg) on fasting blood glucose 

and lipid profile in middle-aged male rats. 

NLAC- MU- Glucose Triglyceride Cholesterol HDL-C LDL-C LDL/HDL 

Normal range 

(mg %) 
122.1–180.8 61.0–164.0 46.0–98.0 - - - 

DW 135.0 ± 8.1 73.4 ± 8.6 76.7 ± 5.6 61.5 ± 4.9 
12.1 ± 

1.4 
0.2 ± 0.01 

CO 1 ml/kg 140.9 ± 9.9 66.7 ± 5.5 70.3 ± 3.8 49.8 ± 2.7 
11.1 ± 

1.6 
0.2 ± 0.02 

 (p=.65) (p=.54) (p=.38) (p=.07) (p=.61) (p=.34) 

CO 3 ml/kg 102.5 ±7.5a 84.9 ± 19.9 84.7 ± 7.9 60.5 ± 4.1 
15.6 ± 

1.4 
0.3 ± 0.02 

 (p=.01) (p=.39) (p=.42) (p=.88) (p=.11) (p=.15) 

 

a significantly lower than control group, p < 0.05. 

 

Effects of CO treatment on vascular functions 

Effect on contraction and relaxation of the thoracic aorta 

CO-treatment caused decreased maximal contractile responses with no changes in EC50 to 

phenylephrine of the endothelium-intact thoracic aortic rings in comparison to the DW control 

group (Figure 4A and Table 5). The effect disappeared in the presence of L-NA or the removal of 

the vascular endothelium (Figure 4B-C). The addition of PAG into the incubation medium caused 

a spontaneous contraction of the endothelium-denuded thoracic aortic rings in the presence of L-

NA for all groups, DW (0.63 ± 0.11 g), 1 ml/kg CO (0.78 ± 0.22 g) and 3 ml/kg CO (1.39 ± 0.56 

g). However, the 3 ml/kg CO-treated group caused about 2-fold increased spontaneous contraction 

of the aortic rings compared to that of the DW- or 1 ml/kg CO-treated groups. This effect 

subsequently resulted in a greater contraction of the phenylephrine C-R curves of the thoracic 

aortic rings obtained from the 3 ml/kg CO-treated rats than that of the other groups (Figure 4D).  

The relative relaxation to acetylcholine of the endothelium-intact aortic rings pre-contracted 

with phenylephrine obtained from the 3 ml/kg (but not the 1 ml/kg CO-treated rats) was higher 

than that of the DW control group (Figure 5A and Table 6). However, the relaxation to glyceryl 

trinitrate of the endothelium-intact tissue in the presence of L-NA of the CO-treated (1 or 3 ml/kg) 

groups were not different from the DW control group (Figure 5B). 

 

eNOS and CSE Western blot analysis 

The quantitative expression of the vascular eNOS and CSE protein expression of the CO-treated 

rats was significantly higher than that of the DW control group (Figure 6).  
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Figure 4. Effects of 6 weeks oral administration of CO- (1 or 3 ml/kg) or distilled water (DW, 

control) by middle-aged male rats on contractile response to phenylephrine of endothelium-intact 

(endo, a), endothelium-intact with L-NA (B), without endothelium (no endo, C), or without 

endothelium in the present of L-NA and PAG thoracic aorta (D). Values represent as mean ± SEM; 

n = 6.*significantly lower than the control group and †significantly higher than the other groups, p 

 0.05. 

 

 

Figure 5. Effect of 6 weeks oral gavage of CO- (1 or 3 ml/kg) or distilled water (DW, control) on 

relaxation of the endothelium-intact thoracic aortic ring precontracted with phenylephrine to 

acetylcholine (A) or to glyceryl trinitrate (GTN) in the presence of L-NA (B). Values represent as 

mean ± SEM; n = 6. *significantly lower than the control group, p  0.05. 
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Figure 6. The effect of 6 weeks oral administration of CO- (1 or 3 ml/kg), or distilled water (DW) 

on eNOS protein expression (A), or CSE protein expression (B) of the thoracic aorta. For each blot, 

β-actin expression is shown as a loading control. Values represent as mean ± SEM; n = 4. 
*significantly higher than that of the distilled water control group, p < 0.05. 
 

Table 5. EC50 and Emax values of contractile responses to phenylephrine of the thoracic rings 

obtained from 1-3 ml/kg CO- or distilled water (DW) -treated middle-aged male rat. 

        EC50 (nM): 95 %  confidential limit                  Emax (g) 

 DW CO   DW CO  

  1 ml/kg 3 ml/kg 
 

 1 ml/kg 3 ml/kg 

Phenylephrine        

Endo 186.6 213.0  243.1   3.9±0.3 3.7±0.2 2.8±0.3a 

 (142.7-244.0) (178.0-254.9) (175.3-337.3)   (p=.77) (p=.03) 

Endo+L-NA 34.4 46.2 42.5   7.1±0.6 6.8±0.3b 6.8±0.3b 

 (28.3-41.7) (35.9-59.4) (34.5-53.0)   (p=.00) (p=.00) 

Endo+L-NA+PAG 78.3 58.0 46.8   6.8±0.6 7.3±0.7b 7.6±0.2b 

 (62.1-98. 7) (45.3-74.1) (38.5-56.9)   (p=.00) (p=.00) 

No endo 21.7 22.0 19.7  4.7±0.3 5.2±0.4b 4.7±0.3b 

 (17.0-27.7) (14.9-32.5) (15.8-24.7)   (p=.00) (p=.00) 

No endo+L-NA 16.4  27.8 18.9   6.7±0.4 7.0±0.6b 6.9±0.4b 

 (8.6-31.5) (17.3-44.8) (12.1-29.5)   (p=.00) (p=.00) 

No endo+L-NA  25.2 25.7 14.4  8.3±0.6 8.2±0.6b 9.2±0.5b 

+ PAG (17.1-37.0) (17.6-37.6) (12.2–17.0)   (p=.00) (p=.00) 

 

a significantly lower than the DW-treated and 1 ml/kg CO-treated group and bsignificantly higher 

than endothelium-intact group (Endo), p < 0.05. 
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Table 6. EC50 and Emax values of vasodilatory responses to acetylcholine or glyceryl trinitrate of 

the thoracic rings precontracted with phenylephrine obtained from 1 or 3 ml/kg CO- or distilled 

water (DW) -treated middle-aged male rat. 

 EC50 (nM) :  95 % confidential limit                      Emax (g) 

 DW CO   DW CO  

  1 ml/kg 3 ml/kg   1 ml/kg 3 ml/kg 

Acetylcholine       

Endo+L-NA 64.5  32.7 67.2  70.3±3.8 63.4±5.3 90.3±8.7a 

 (25.1-165.4) (18.9-56.7) (23.6-191.4)   (p=.35) (p=.03) 

Glyceryl trinitrate       

Endo+L-NA 8.9 8.0 10.4  105.1±2.8 107.4±1.8 110.6±2.2 

 (7.1-11.2) (6.7-9.6) (7.9-13.7)   (p=.85) (p=.34) 

 
 asignificantly higher than the control group, p  0.05. 

DISCUSSION 

It has been previously demonstrated that coconut milk consumption at a dosage of 3 mg/kg but not 

1 mg/kg produced some beneficial effects on the cardiovascular system in middle-aged male rats 

[11]. The present study thus investigated whether it is coconut oil which is responsible for such 

effects. To this end, dried fresh coconut milk was prepared as previously described, from which 

the oil (CO) fractions were isolated by centrifugation. Thus, the CO obtained used in this 

investigation was not heated. This is referred to as a virgin coconut oil type, the chemical 

composition being the same as in dried fresh coconut milk. 

In the present study rats were treated at CO dosages of 1 ml/kg and 3 ml/kg which correspond 

to the amount of oil used to prepare one and three servings of Thai fast food. It was found that a 

dosage of 1 ml/kg of CO did not cause any change in the parameters studied except that the fat 

accumulation in the retroperitoneal tissue was increased. A dosage of 3 ml/kg of CO also caused 

increased retroperitoneal fat accumulation, but several beneficial effects on the cardiovascular 

system were found. Firstly, CO caused decreased fasting-plasma glucose and liver-cell lipid 

accumulation. These results were analogous to those reported by Naravanankutty et al. [19], and 

Zicker et al. [20] who found that virgin CO in the diet lowered the increase in blood glucose level 

and reduced hepatic damage and steatosis than the one with coconut oil in the diet of high-fructose-

fed rats and those with a high-refined carbohydrate-containing diet alone mice. Which might be 

due, respectively, to the high antioxidant efficacy and high content of medium chain fatty acid of 

the virgin coconut oil diet. Secondly, it caused a slight decrease in the plasma alkaline phosphatase 

(ALP) and blood urea nitrogen (BUN) levels which indicated that CO consumption at this dosage 

did not harm the liver and kidney functions. As it is well known that if there is a cholestasis or bile 

duct ligation, it would increase plasma ALP level [21-24], as well as chronic kidney disease would 

increase BUN level [25-27]. Thirdly, although CO treatment did not affect the basal blood pressure 



Functional Foods in Health and Disease 2019; 9(11): 719-734                                               Page 731 of 734 
 

and heart rate, it caused a decreased maximal contractile response to phenylephrine in the thoracic 

aortic rings compared to that of the DW control group. The effect was abolished by L-NA or the 

removal of the vascular endothelium. In addition, the vasodilatation to acetylcholine of the aortic 

ring precontracted with phenylephrine in the CO-treated rats was significantly higher than that of 

the DW control group, which suggested that CO treatment might cause increased NO production 

from the vascular endothelium. This was confirmed by the finding that aortic blood vessel eNOS 

enzyme expression in the CO treated groups was significantly greater than that of the DW control 

group. However, the increased NO availability might also be modified by other factors such as: 

post-translational regulation of eNOS activity, the availability of eNOS substrate and cofactors, or 

level of endogenous NOS inhibitors or oxidative stress, of which parameters are needed for further 

extensive studies. 

In our previous publication, it was also found that coconut milk consumption caused increased 

blood vessel H2S production [11]. Thus, the present study investigated whether CO consumption 

would affect H2S production by studying the C-R curve to phenylephrine in the presence of PAG 

after the aortic ring had been incubated with L-NA, in order to prevent any disturbance by the NO. 

It was found that PAG caused increased vascular responsiveness to phenylephrine compared to the 

DW control group in the 3 ml/kg CO-treated group but not in the 1 ml/kg CO-treated group. This 

result suggests that CO might cause increased blood vessel H2S production, and the finding of 

greater blood vessel CSE enzyme expression for the CO treated group than that of the DW control 

group confirmed this finding. These results are similar to those of the finding related to coconut 

milk consumption. However, both dosages of CO (1 and 3 ml/kg) caused increased retroperitoneal 

fat accumulation, whereas dried fresh coconut milk-treatment did not affect body lipid 

accumulation, suggesting that some other bioactive components besides the CO of the dried fresh 

coconut milk antagonizes the accumulation of CO in the body fat. As coconut milk composition 

are not only lipids (coconut oil, 41.5%), but with a small amount of carbohydrates (5.2%) and 

proteins (4.5%) [3]. Thus, further experiments to isolate and study the activities of the crude 

coconut protein and/or crude carbohydrates/sugars from the precipitate left over from the coconut 

milk oil separation of the dried fresh coconut milk, would be needed to clarify this possibility. 

 

CONCLUSIONS 

The study suggests that the consumption of CO at 1 ml/kg did not have any effect on the 

cardiovascular system except for the increase in retroperitoneal fat accumulation. When the 

consumption was increased to 3 ml/kg, it caused both beneficial and harmful effects by decreasing 

the fasting serum glucose and liver lipid accumulation and an increase in blood vessel eNOS and 

CSE protein expression, which resulted in an increase in NO and H2S production, which, in turn, 

attenuated vasoconstriction to phenylephrine and facilitated relaxation to acetylcholine. However, 

the increase in retroperitoneal fat accumulation is a negative indicator for metabolic syndrome 

development which is a matter of concern for the long-term consumption of CO and the 

consumption of CO should thus be limited. Nevertheless, to date, this is the first report of the use 

of appropriate methods to provide good evidence that CO also produces beneficial cardiovascular 

effects in middle-aged male rats. 
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Supplementary Table  
Table 1 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by middle-
aged male rats on fasting plasma glucose and lipid profile. 
 

NLAC-MU Glucose Triglyceride Cholesterol HDL-C LDL-C LDL/HDL 

normal range       ratio  

(mg %) 122.1–180.8 61.0–164.0 46.0–98.0 - - - 

DW 132.2 ± 5.2 78.2 ± 7.9 95.6 ± 2.6 99.0 ± 5.5 25.3 ± 2.0 0.3 ± 0.03 

CMP 131.0 ± 5.9 84.2 ± 11.2 90.8 ± 7.7 98.7 ± 5.6 23.3 ± 3.5 0.2 ± 0.05 
 

Note: NLAC-MU = National Laboratory Animal Center Mahidol University. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table 2 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by middle-
aged male rats on the plasma levels of alkaline phosphatase (Alp), SGOP, SGPT, Blood urea 
nitrogen (BUN) and Creatinine.  
 

NLAC-MU ALP (U/L) SGOT (U/L) SGPT (U/L) BUN (mg %) CREAT (mg %) 

normal range 46.0 – 92.0 111.0 – 225.0 25.0 – 64.0 10.3 – 23.6 0.5 – 0.7 

DW 74.4 ± 7.8 123.9 ± 12.1 80.7 ± 5.6 23.8 ± 2.3 0.6 ± 0.1 

CMP 71.4 ± 4.3 120.7 ± 11.4 77.6 ± 3.5 25.7 ± 3.9 0.7 ± 0.2 

   
Note: NLAC-MU = National Laboratory Animal Center Mahidol University. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table 3 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by middle-
aged male rats on adipose tissue accumulation at the internal organs and subcutaneously 
(g/100 g body weight). 
 

Treatments 
Organs weight/100 g body weight (% g) 

Heart Lung Liver Kidney Adrenal 
gland (mg) Spleen Testis Epididymis Prostate 

gl. 
DW 0.3 ±  0.3 ± 2.7 ±  0.5 ±  13.4 ±  0.2 ±  0.6 ±  0.3 ±  0.2 ±  

 0.01 0.01 0.15 0.02 0.99 0.01 0.01 0.01 0.02 

CMP 0.3 ±  0.3 ± 2.7 ±  0.6 ±  14.3 ±  0.2 ±  0.6 ±  0.3 ±  0.2 ±  

 0.01 0.01 0.16 0.06 0.71 0.01 0.01 0.01 0.02 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table 4 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by middle-
aged male rats on blood pressure and heart rate in the anesthetize rats.  
 

 Body weight n Basal Basal Mean Arterial Basal 

Treatments (g)  systolic BP diastolic BP Pressure heart rate 

 Initial Final  (mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm) 

DW 481.9 ± 13.1 492.1 ± 8.4 6 134.2 ± 5.4 109.2 ± 4.6 120.8 ±2.0 425.0 ± 11.2 

CMP 488.0 ± 7.9 505.1 ± 7.2 6 136.7 ± 9.6 109.6 ± 8.0 118.6 ± 8.5 428.3 ± 10.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table 5 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by middle-
aged male rats on EC50 and Emaxvalues. 
 
 EC50 (nM) : 95% confidential limit  Emax (g) 

 DW CMP  DW CMP 

Phenylephrine      

Endo 14.0 (7.8-25.2) 25.2 (16.0-39.7)  3.6 ± 0.3 2.9 ± 0.3 

Endo+L-NA 19.3 (13.3-31.2) 24.0 (15.7-37.0)  7.1 ± 0.6 6.5 ± 0.4 

Endo+L-NA+PAG 67.6 (34.6-98.0) 30.1 (19.2-49.7)  6.8 ± 0.6 7.5 ± 0.5 

      

No endo 26.2 (8.6-79.6) 33.7 (14.7-77.0)  4.7 ± 0.3 4.8 ± 0.2 

No endo+L-NA 21.1 (9.2-48.4) 36.4 (15.6-84.9)  6.7 ± 0.4 6.9 ± 0.1 

No endo+L-NA+PAG 21.7 (10.7-44.2) 11.3 (6.3-20.3)  8.3 ± 0.6 8.2 ± 0.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table1 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW) consumption by middle-aged male rats on complete blood count. 
 

NLAC- MU n HCT HGB MCV MCH MCHC WBC Neutrophil LYMPH Plt N/L 

 
 (%) (g/dl) (fl) (pg) (%) (x103/µl) (%) (%) (x105/µl) ratio 

normal range  33.2 – 46.0 13.5 – 17.6 47.5 – 54.7 17.4 – 26.5 34.7 – 51.8 3.0 – 7.2 - 59.0 – 91.0 4.9 – 11.3 - 

DW 6 46.8 ± 2.7 16.0 ± 0.8 51.6 ± 0.2 17.4 ± 0.2 33.4 ± 0.7 5.5 ± 0.6 68.2 ± 6.1 31.4 ± 6.1 8.6 ± 0.3 2.7 ± 0.6 

CMP 6 46.1 ± 2.3 16.2 ± 0.7 52.9 ± 1.2 18.4 ± 0.4 34.7 ± 0.4 4.4 ± 0.3 63.3 ± 4.8 35.4 ± 4.9 7.4 ± 0.6* 2.1 ± 0.4 
 

*significantly lower than the DW control group, p< 0.05. 

 

Note: NLAC-MU =  National Laboratory Animal Center Mahidol University 

 

 

 
 
 
 
 
 



Table 2 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW) consumption by middle-aged 
male rats on the relative adipose tissue weight (g/100 g body weight). 
 

Treatments 
Adipose tissue weight/100 g body weight (% g) 

Epididymis Prostate Mesentery Retroperitoneal Subcutaneous 

DW 2.48 ± 0.15 0.18 ± 0.03 2.43 ± 0.20 3.23 ± 0.58 7.70 ± 0.68 

CMP 2.22 ± 0.06 0.19 ± 0.00 1.78 ± 0.14* 1.97 ± 0.29* 5.28 ± 0.68* 
 

*significantly lower than DW control group, p< 0.05. 
 



Table 3 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW) consumption by middle-aged 

male rats on EC50 and Emax values. 

 
 EC50 (nM) : 95% confidential limit  Emax (g) 
 DW CMP  DW CMP 

Acetylcholine      

Endo 53.6 (5.1-268.0) 62.7 (5.3-297.5)  64.6 ± 4.6 68.8 ± 6.3 

Endo+PAG 72.0 (9.8-329.0) 128.9 (10.0-366.9)  45.7 ± 3.0 50.2 ± 3.2 

      

Sodium nitroprusside      

Endo 13.5 (9.9-18.2) 11.9 (10.8-13.1)  119.0 ± 4.7 125.4 ± 2.9 

Endo+L-NA 3.7 (2.6-5.2) 3.3 (2.2-5.1)  108.1 ± 2.5 111.2 ± 1.8 

Endo+L-NA+PAG 61.3(55.4-67.9) 59.8(55.8-64.1)  95.1 ± 2.9 94.9 ± 1.8 

      

Glyceryltrinitrate      

Endo 64.4 (32.6-117.5) 35.0 (29.1-42.0)  68.1 ± 4.1 93.8 ± 4.1* 

Endo+L-NA 48.7 (28.1-84.3) 27.4 (11.3-66.7)  95.9 ± 3.4 105.6 ± 2.1* 

Endo+L-NA+PAG 50.5 (34.8-73.3) 27.4 (9.6-78.6)  89.4 ± 2.7 100.0 ± 1.3* 
 
*significantly higher than the control group, p< 0.05. 
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Figure 2 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW) consumption by the middle-

aged male rats on body weight (left) and food intake (right). Each point represents mean ± 

SEM of 6 rats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 1 2 3 4 5 6
Weeks

400

450

500

550

600

B
od

y 
w

ei
gh

t (
g)

DW
CMP 1 g/kg

0 1 2 3 4 5 6
Weeks

0

10

20

30

Fo
od

 in
ta

ke
 (g

)

DW
CMP 1 g/kg

A B 



2 
 

DW CMP

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW) consumption by the middle-

aged male rats on liver cell lipid accumulation. (a) distilled water (DW), (b) CMP and (c) oil 

red O concentration. Values represent mean ± SEM of 6 experiments. * significantly lower 

than that of the distilled water control group, p < 0.05. 

(PT = Portal triad; oil red O staining of liver tissue frozen section, 20 mm thick, 20X 

magnification). 
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Figure 4 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW) consumption by the middle-

aged male rats on aortic arch lipid accumulation. (a) distilled water (DW), (b) CMP and (c) 

oil red O concentration. Values represent mean ± SEM of 6 experiments. * significantly lower 

than that of the distilled water control group, p < 0.05. 
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Figure 5 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by the 

middle-aged male rats on contractile response to phenylephrine of endothelium-intact (endo, 

a), endothelium-intact with L-NA (b), endothelium-intact in the present of L-NA and PAG 

thoracic aorta (c). Values represent as mean ± SEM; n = 6. 
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Figure 6 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by the 

middle-aged male rats on relaxation of the endothelium-intact thoracic aortic ring 

precontracted with phenylephrine to acetylcholine (a), to sodium nitroprusside (b), to glyceryl 

trinitrate (c) or to glyceryl trinitrate in the presence of L-NA and PAG (d). Values represent as 

mean ± SEM; n = 6. *significantly lower than the DWcontrol group, p < 0.05. 
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Figure 7 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by the 

middle-aged male rats on relaxation of the endothelium-intact thoracic aortic ring 

precontracted with phenylephrine to glyceryl trinitrate in the presence of (a) L-NA, (b) L-NA 

and 1 µM ODQ and (c) L-NA and 10 µM ODQ. Values represent as mean ± SEM; n = 6. * 

significantly lower than the DW control group, p < 0.05. 
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Figure 8 Effects of CMP- (1 mg/kg) or distilled water (DW, control) consumption by the 

middle-aged male rats on eNOS protein expression (a), CSE protein expression (b), or sGC 

protein expression of the thoracic aorta. For each blot, β-actin expression is shown as a 

loading control. Values represent as mean ± SEM; n = 4.  
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Abstract (250 words)  

 

The present study investigated whether coconut milk protein (CMP) is partly responsible for 

the beneficial effects of coconut milk consumption on cardiovascular health markers that we 

have previously shown in middle-aged rats. CMP was isolated from dried fresh coconut milk 

precipitate and gavaged (1 g/kg) to middle-aged male rats for six weeks. Controls (DW-

control) received distilled water. Compared to controls, CMP caused decreased body fat and 

lipid accumulation in liver cells and the internal wall of the aortic arch, with no changes in 

blood biochemistry or CBC except platelet count was lower. CMP caused no changes in basal 

blood pressure or heart rate in anesthetized rats. Compared to DW-control, no changes were 

observed in vascular responsiveness to phenylephrine, DL-propargylglycine (PAG), 

acetylcholine or sodium nitroprusside, but increased vasorelaxation to glyceryl trinitrate 

(GTN). The effects of ODQ on vasorelaxation to GTN were similar in both groups. 

Expression of blood vessel eNOS, CSE and sGC was normal. Cyclic guanosine 

monophosphate (cGMP) of the CMP-treated group was normal but when GTN was added, 

the cGMP as well as the NO concentration of the CMP-treated group was greater than that of 

controls, an effect not altered by addition of diadzin. Taken together, CMP consumption 

caused decreased fat accumulation, decreased platelet count. CMP appears to have increased 

the enzymatic pathway for GTN biotransformation resulting in increased NO and thus 

increased cGMP and increased vasorelaxation. Thus, CMP appears to be partially responsible 

for the improvement in cardiovascular health markers caused by coconut milk in middle-aged 

male rats.  

 

Key words: Coconut protein; blood vessel; liver lipid; NO; glyceryl trinitrate 

 



Introduction 

 

Globally, cardiovascular disease is the leading cause of death. Its etiology is multifactorial 

and unhealthy nutrition is one of the main risk factors. Coconut, Cocos nucifera, is one of the 

most economically important palm species and is cultivated mainly for its nutritional 

endosperm: coconut milk and coconut oil are its main products (Gwee, 1988). Coconut milk is 

a common culinary ingredient and its oil is common cooking oil in many tropical cuisines, 

most notably those of Southeast Asia, as well as in Brazilian, Caribbean, Polynesian, Indian 

and Sri Lankan cuisines (D’Amato et al. (2011). The main constituents of coconut milk are 

lipids (coconut oil, 41.5%) with a small amount of carbohydrates (5.2%) and proteins (4.5%) 

(Pehowich, Gomes, Barnes, 2000). There is still reluctance among consumers about 

consuming coconut products since it is mainly composed of saturated fatty acids (40-60 %) 

(Dab Mandal and Mandal, 2011; Pehowich, Gomes, Barnes, 2000), which are considered to 

be atherogen and thus potentially causative of atherosclerosis in man. Therefore, previous 

reports of coconut product consumption having a beneficial effect on cardiovascular risk are 

still controversial.  

Coconut kernel or coconut milk derived from it contains not only lipids but also a certain 

amount of protein and Padmakumaran et al.(1999) found that young male rats that consumed 

fresh coconut kernel alone or together with coconut oil had lower serum total cholesterol and 

a lower lipid profile but higher serum triglyceride. In contrast, Ekanayaka et al. (2013) 

studied human subjects and found that eight weeks consumption of coconut milk porridge 

caused a lower plasma level of LDL with increased HDL cholesterol. Vijayakumar et al. 

(2018) studied a diet enriched with 100 g fresh coconut consumed daily for 90 days and 

found a reduction in plasma glucose and body weight in normal healthy individuals.  



There have been reports of the beneficial effects of coconut protein consumption, on the 

cardiovascular system including decreased levels of cholesterol serum in tissues (aorta, heart 

and liver), lower triglycerides and phospholipids, and decreased lipogenesis in the liver and 

the intestine of rats (Nair et al., 1998) as well as reduced hyperlipidemia and a peroxidative 

effect in rats fed a high fat/cholesterol diet (Salil and Rajamohan, 2001). In addition, Mini 

and Rajamohan (2002) found a cardio-protective effect in rat-isoproterenol induced 

myocardial infarction. Salil et al. (2011a, b) discovered antidiabetic activity through the 

arginine-NO pathway in rats with alloxan- and streptozotocin-induced diabetes, which led to 

pancreatic beta cell regeneration. Recently, Li et al. (2018) reported that coconut cake protein 

fraction also exhibited antioxidant activities in in vitro studies. 

In a recent study by the present authors, it was demonstrated that the consumption of pure 

dried fresh coconut milk (CCM) for six weeks by middle-aged male rats caused up-regulation 

of blood vessel endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and cystathionine γ-lyase  (CSE) 

protein expression, which resulted in an attenuation of the contractile response to 

phenylephrine and potentiate relaxation to acetylcholine on the rats thoracic aortic rings, with 

a decreased fasting plasma glucose level (Jansakul et al., 2018). Later, it was found that dried 

fresh coconut milk oil at 3 ml/kg caused almost the same effects as those of coconut milk 

consumption, although with increased retroperitoneal fat accumulation, which was not found 

in case of the coconut milk indicating that there must be some other active component(s) in 

the fresh dried coconut milk that caused body fat accumulation to reduce (Naphatthalung et 

al., 2019).  

Coconut milk contains not only oil, but also some protein (4.5%) and carbohydrate (5.2 %) 

(Pehowich, 2000). Thus, the present study aimed to investigate whether the coconut milk 

protein is responsible for the body-fat reduction effect. For this experiment, the fresh dried 

coconut milk was prepared as previously described, but the coconut milk protein (CMP) 



fractions were isolated and the effects of the consumption of CMP explored in middle-aged 

rats. 

 

Methods 

 

Coconut milk protein preparation  

Fresh mature coconut kernel was grated and compressed using an electric screw press to 

obtain a large sample of fresh aqueous coconut milk. The milk was then filtered through a 

cloth filter followed by lyophilization to obtain fresh dried coconut milk, which was kept 

at -20 ºC until used. 

The dried fresh coconut milk was centrifuged (3,200 rpm) at room temperature to achieve 

pure coconut milk oil (CMO), comprising 70% of the dried coconut milk, and precipitate. 

The precipitate was dissolve in distilled water and the protein was precipitated with 50% 

ethanol. The protein precipitate was collected and the ethanol removed in an evaporator 

before lyophilization to obtain dried crude CMP, yielding 19 % of the dried coconut milk). In 

the remainder of the text the abbreviation CMP is used to represent crude coconut milk 

protein, except at some points in the text where emphasis is required, the word “crude” is 

used before the abbreviation CMP. 

The crude CMP was characterized for its protein, oil and sugar content. Its trace oil 

content was determined using the hexane defatted method, by liquefying100 mg CMP 

with100 µl distilled water and then stirring thoroughly with 1ml hexane. The hexane solution 

was separated and the hexane removed by evaporation to obtain the coconut oil. The total 

sugar content was determined by the classical colorimetric method (Dubois et al., 1955) and 

the protein content was determined by Bradford assay. Each experiment was repeated four 

times with different samples (n=4). 



The CMP was analyzed for its protein composition by 1D and 2D-gel electrophoresis and 

its total amino acid composition was determined by an in-house method (HPLC-precolum-

AccQ. Tag, using the service of the Central Instrument Facility, Faculty of Science, Mahidol 

University, Bangkok, Thailand). 

 

Pharmacological studies 

 

Middle-aged (12-14 month old) male Wistar rats were bought from the National Laboratory 

Animal Center, Mahidol University. The animals were housed in controlled environmental 

conditions at 25 °C on a 12 h dark and 12 h light cycle and allowed access to standard food 

(Perfect Companion Group Co. Ltd, Thailand), and tap water ad libitum. The animal methods 

employed in this study were approved by the Prince of Songkla University Animal Ethics 

Committee (Ethic Number: Ref. 06/57). The investigation conformed to the Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals (CIOMS Guidelines). The rats were randomly divided 

into five groups, with six animals in each group. The experimental group was treated by oral 

administration of 1g/kg coconut protein with the control animals receiving distilled water 

(DW) once a day for six weeks. The body weight and 24 h food intake (one day before 

receiving oral gavage of CMP or DW) were recorded at day 0, and again every consecutive 

7th day over the 6-week period. 

 

 

Effects of the CMP or DW treatment on the basal blood pressure and on the haematology 

and clinical biochemical analysis 

 



The same methods as previously described by Yorsin et al. (2014) were used. At the end of 

the 6-week CMP or DW treatment, after fasting for 13-15 h, the rats were anaesthetized with 

thiopental sodium (60 mg/kg). Their blood pressure and heart rate were recorded via the right 

common carotid artery by a polyethylene catheter connected to a polygraph, the data being 

collected after a 40-min equilibration period. 

Following this, the rat was sacrificed by decapitation with a guillotine and two tubes of 

blood samples were collected. The first was used for the analysis of the glucose and lipid 

levels by enzymatic methods using an automatic chemistry analyzer routinely operated at the 

Prince of Songkla University Hospital. The other was sent to the haematology laboratory for 

the analysis of its total blood count measured by an automated haematology analyzer. 

 

Effects of CMP or DW treatment on internal organs and lipid accumulation 

 

The decapitated rats were dissected as previously described (Yorsin et al. 2014). The heart, 

lung, liver, adrenal gland, kidney and testes, and the visceral fats from the epididymis, testis, 

retroperitoneal, and subcutaneous fats were removed and weighed.  

Two pieces of liver (middle lobe) were cut, embedded into a cryostat gel, and the sections 

(20 µm thick) were stained with oil red O (0.5% in absolute propylene glycol), and mounted 

with glycerine jelly for observation by light microscopy. The aortic arch was collected and 

was cleared of adhered fat and connective tissue before being stained with oil red-O using the 

same method as for the liver tissue. The oil red O of each slide of the liver tissue and of the 

aortic arch was extracted with 1 ml of 100% dimethyl sulfoxide (DMSO), and its absorbance 

was measured at 520 nm. The concentration of the oil red O was obtained from the standard 

curve of known concentrations of oil red O in 100% DMSO (µg/ml). The area of a thin 

whole-liver section and of the aortic arch was measured using the Auto CAD 2005 program. 



The amount of the accumulated liver lipid was expressed in terms of µg/ml/cm2 of the thin 

liver-tissue section area and the aortic arch. 

 

Preparation of the thoracic aortic rings  

The thoracic aorta was removed from the decapitated rat and placed in oxygenated Krebs-

Henseleit solution at 37 °C and the adhering connective tissue was removed. Six adjacent 

rings of 4-5 mm in length were cut. Each aortic ring was mounted with two stainless steel 

hooks in a 20-ml organ bath containing Krebs-Henseleit solution of the following 

composition (mM): NaCl 118.3, KCl 4.7, CaCl2 1.9, MgSO4·7H2O 0.45, KH2PO4 1.18, 

NaHCO3 25.0, glucose 11.66, Na2EDTA 0.024 and ascorbic acid 0.09, maintained at 37 oC 

and bubbled with carbogen (95% O2 and 5% CO2 gas mixture). One of the hooks was fixed at 

the bottom and the other was connected to a transducer in order to record the isometric 

tension using a polygraph. The tissues were equilibrated for 60 min under a resting tension of 

1 g and the bath solution was replaced with pre-warmed oxygenated Krebs-Henseleit solution 

every 15 min. 

At the end of the equilibration period, each aortic ring was tested for the viability of 

the endothelium by precontraction with phenylephrine (3 µM) until the response reached a 

plateau (5-8 min), and then the addition of acetylcholine (30 µM). Endothelial viability was 

judged by a > 65% vasorelaxation back to the tension generated by the ring before the 

addition of the phenylephrine. The preparations were then washed several times with Krebs-

Henseleit solution, and allowed to fully relax for 45 min and the basal tension of the thoracic 

aortic rings was adjusted to the optimal tension of 2 g before the experimental protocol 

began. 

 

Effects of the CMP or DW treatment on the pharmacological vascular functions 



 

Effects on contraction to phenylephrine and role of NO and H2S 

 

After equilibration, the contractile response to the cumulative concentration-response (C-R) 

curve of phenylephrine was obtained. This was followed by several washings, and the aortic 

rings were allowed to fully relax for 50 min. They were then pre-incubated with L-NA for 40 

min, and the second C-R curve to phenylephrine was then obtained. After repeated washings 

and re-equilibrations for 40 min, the third C-R curve to phenylephrine was obtained in the 

presence of DL-propargylglycine (PAG) and L-NA.  

 

Effects on relaxation to acetylcholine, glyceryl trinitrate and sodium nitroprusside and role 

of NO, H2S and sGC 

Another set of aortic rings were precontracted with phenylephrine (3 µM) for 10-15 min 

(plateau phase) following which the cumulative dilator C-R curves to acetylcholine were 

determined. After repeated washing to remove the agonists and re-equilibration for 40 min, 

the second C-R curve to acetylcholine was obtained in the presence of DL-propargylglycine 

(PAG). 

Using the above protocol and separate sets of aortic rings, the cumulative dilator C-R 

curves to glyceryl trinitrate (GTN) or sodium nitroprusside were obtained in the presence of 

L-NA alone and then together with PAG. Using the sets of aortic rings, the cumulative dilator 

C-R curves to GTN were performed in the presence of L-NA alone and then together with 0.1 

µM or 1 µM ODQ (1H-(1,2,4) Oxadiazolo (4,3-a) quinoxalin-1-one), sequentially. 

 

eNOS, CSE and sGC western blot analysis 

 



The thoracic aorta of the CMP- treated groups and the distilled water control groups (n = 4) 

were obtained in order to measure the expression level of the enzymes, eNOS, CSE and sGC. 

After removal of the adhering connective tissue, the blood vessel was cut into small rings and 

kept at -70 °C until used. Protein extraction from the tissues and western blot analysis were 

carried out as previously described. Briefly, the total proteins were extracted from the 

homogenized tissue of each animal in lysis RIPA buffer [25 mMTris-HCl, pH 7.6, 150 

mMNaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 0.5 mM EDTA containing 

aprotease inhibitor cocktail (GE Healthcare)]. The protein lysate of each animal was 

centrifuged and the supernatant was used to quantitate the protein content by Bradford assay. 

Protein at 50 μg was run on 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Then, the protein 

bands were transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were blocked with 

5% low fat dry milk in TBS-T (Tris buffer saline- 0.1% Tween 20) for 1 h, followed by 

primary antibody incubation against eNOS (1:250), CSE (1:1,000), sGC (1: 500) and β-actin 

(1:1,000) dissolved in 1% low fat dry milk in TBS-T overnight at 4 oC [the rabbit eNOS and 

rabbit β-actin antibodies were from Cell Signaling (USA); the mouse CSE was from Abnova 

(USA); the mouse sGC was from Enzo Life Sciences, USA]. The membranes were then 

incubated with HRP-conjugated rabbit IgG (1:5,000) for eNOS and β-actin; mouse IgG 

antibody (1:5,000) for CSE and sGC antibody. The membranes were incubated with a 

chemiluminesescence detection kit (Pierce, Rockford, USA) and the protein signal was 

detected by Fusion FX5XT spectra/Superbright (Vilber Lourmat). 

 

Cyclic Guanosine monophosphate (cGMP) measurement by ELISA 

Thoracic aortic rings from the CMP-treated groups and the DW control groups (n = 4) were 

incubated in tissue baths containing L-NA (3 mM) alone (control) or with 3µM GTN for 10 

min. The aortic rings from each incubating medium were collected and kept in -70°C until 



used. Each frozen aortic ring was chopped on ice and homogenized in 0.1 M HCl (0.4 g of 

tissue in 1 ml of 0.1 M HCl). The lysates were centrifuged (14,000 rpm for 10 min) and the 

supernatants were collected for cyclic nucleotide ELISA (Enzo Life Science, USA) was 

performed according to the manufacture’s guidelines. The cyclic nucleotide content was 

normalized to sample the total protein content of each sample by Bradford assay.   

 

Nitric oxide concentration measurement 

Thoracic aortic rings from the CMP- treated groups and the DW control groups (n = 4) were 

incubated in tissue-baths containing L-NA (3 mM) alone (control) or together with (1) 3 µM 

GTN or (2) 3 µM GTN plus diadzin (3 mM) for 10 min. The aortic rings from each 

incubating medium were collected and kept at -70 °C until used. Each frozen aortic ring was 

chopped on ice and homogenized in 0.1 M HCl (0.4 g of tissue in 1 ml of 0.1 M HCl). The 

lysates were centrifuged (14,000 rpm for 10 min) and the supernatants were collected for 

nitric oxide determination using Griess’s reagent (Sigma, USA), the nitrite content was 

calculated using sodium nitriteas as the standard, and the total protein was determined by 

Bradford assay. The NO content was normalized to sample the total protein content of each 

sample.   

 

Drugs  

 

The following drugs were used: Acetylcholine chloride, NG-nitro-L-arginine (L-NA), 

norepinephrine, phenylephrine hydrochloride, DL-propagylglycine (PAG), pentobarbital, 

diadzin, sodium nitroprusside, sodium nitrite, Griess reagentand oil red O from Sigma, USA. 

GTN was obtained from Mycomed, Denmark.The acetylcholine chloride and phenylephrine 



were dissolved in a solution containing NaCl 9 g/L, NaH2P04 0.19 g/L and ascorbic acid 0.03 

g/L. 

 

Statistical analysis 

 

The results were expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM) (n = 6 for 

vascular function study and n = 4 for western blot analysis). Statistical differences were 

determined by unpaired t-test or by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by 

Tukey’s range test using GraphPad Prism 5.00. A p value < 0.05 was considered to identify a 

significant difference between values. 

 

Results 

 

Composition of crude CMP and its amino acid composition  

 

The crude CMP was composed of 81±0.8 % protein, 9.7±0.8 % oil and 6.9±0.8 % sugar 

(n=4). Based on 1D and 2D gel electrophoresis, the CMP contained at least 12 different 

proteins, and the main one had a molecular weight of about 50 kDa (Fig.1a). The total amino 

acid composition (%) of the CMP is shown in Figure 1b. CMP contains all of the essential 

amino acids in the range of 1-3%, except for methionine and tryptophan for which detection 

is limited in this method. The other seven non-essential amino acids were also found to be in 

the same range as that of the essential amino acids except arginine and glutamic acid which 

were found to represent about 7-9%.  

 



Effects of CMP treatment on body weight, food intake, blood biochemistry, internal organ 

weight and body fat accumulation 

 

In comparison to the DW control group, there was no difference in animal body weight, food 

intake, blood biochemistry or any of the elements of the complete blood cell count except for 

the platelet count which was found to be lower in the CMP-treatment group (Figure 2, 

Supplementary table 1-2 and Table 1). None of the internal organ weights was found to be 

increased after treatment with CMP (Supplementary Table 3). CMP caused decreased 

accumulation of mesentery, retroperitoneal and subcutaneous fat (Table 2), as well as 

decreased fat in the liver cells and internal wall of the aortic arch (Figure 3-4). 

 

Effects of CMP treatment on blood pressure 

CMP treatment did not affect the basal arterial blood pressure or heart rate of the anesthetized 

middle-aged rats when compared to that of the DW control group (Supplementary Table 4). 

 

Effects of CMP treatment on vascular functions 

 

Effect on contraction and relaxation of the thoracic aorta 

 

No significant difference was found in the contractile responsiveness to phenylephrine of the 

thoracic aortic rings obtained from the CMP-treatment group compared to that of the DW 

control group. This situation persisted in the presence of L-NA, and even when PAG was also 

added (Figure 5).  

The relative relaxation to acetylcholine of endothelium-intact aortic rings precontracted 

with phenylephrine was not different between the CMP- and the DW-treatment group. PAG 



caused lower relaxation of the aortic rings of both groups in the same extent (Fig. 6a). 

Similarly, vasorelaxation to sodium nitroprusside of the thoracic aortic rings of the CMP-

treatment group was similar to that of the DW control group both in the presence and absence 

of PAG (Fig. 6b). In the case of GTN, the vasorelaxation of the endothelium-intact aortic 

rings in the presence of L-NA of the CMP-treated rats was greater than that of the DW 

control group (Fig. 6c) and this effect was not modified by PAG (Fig. 6d). A low 

concentration of ODQ (1µM) was able to decrease the relaxation of the aortic ring to GTN of 

both groups, but the relaxation of the CMP-treated group was still higher than that of the DW 

control group. However, when the concentration of ODQ was increased to 10µM, almost 

complete inhibition of the GTN induced relaxation was noted (Fig. 7). 

 

eNOS, CSE and sGC western blot analysis 

The expression of the vascular eNOS, CSE and sGC proteins by the CMP-treated rats was 

similar to that of the DW control group (Figure 8). 

 

Aortic ring cGMP levels 

The basal cGMP level of the thoracic rings in the presence of L-NA obtained from the CMP-

treated group was not significantly higher than that of the DW control group. In the presence 

of GTN, the blood vessel cGMP levels were significantly increased in both groups and that of 

the CMP-treated group was higher than that of the DW control group (Fig. 9).  

 

Effects of GTN and diadzin on blood vessel nitric oxide concentration 

In the presence of L-NA, GTN stimulated higher release of NO from the aortic rings of the 

CMP-treated rats than that of the DW control group. Diadzin inhibited the NO production of 

the aortic vessel from both the CMP- and DW-treated rats in the same extent, thus the aortic 



vessel NO concentration of the CMP-treated rats was still higher than that of the DW control 

group (Fig. 10).  

 

Discussion 

 

The present study demonstrates that CMP consumption caused decreased body and internal 

organ fat accumulation, as well as liver cell lipid accumulation. This result is analogous to 

that report by Nair et al. (1998) who found that the consumption of coconut kernel protein by 

young adult rats caused decreased levels of cholesterol, triglycerides and phospholipids in the 

serum and tissues (aorta, heart and liver) and also lower lipogenesis in the liver. Moreover, 

Salil and Rajamohan (2001) found a reduction of hyperlipidemia and a peroxidative effect in 

rats fed a high fat cholesterol diet. In addition, CMP consumption also caused decreased lipid 

accumulation at the internal wall of the aortic arch, although the plasma-lipid profile level did 

not decrease.  

CMP consumption did not alter the basal blood pressure nor the heart rate but caused 

a beneficial change in the blood vessels with increased relaxation of the aortic ring when 

exposed to GTN, but not to sodium nitroprusside, a direct nitric oxide donor. GTN is a 

vasodilator drug that has been used clinically since the late nineteenth century for the 

treatment of angina pectoris, congestive heart failure and myocardial infarction, but the mode 

of action of the drug is still a matter of debate (Bonini et al., 2008; Mayer and Beretta, 2008). 

To date, however, the evidence suggests that the molecular mechanisms of GTN firstly need 

it to be bio-transformed to NO which results in vascular cGMP accumulation and 

vasorelaxation (Diamond & Blisard, 1975; Kawamoto et al., 1990), and mitochondrial 

aldehyde dehydrogenase -2 (ALDH-2) might be one of the enzymes responsible in the 

pathway (Kollau et al., 2005; Mayer & Beretta, 2008; Opelt et al., 2016; 2018). Meanwhile, 



Bonini et al. (2008) demonstrated that GTN triggers eNOS to generate NO, while Arts et al. 

(2001) reported that GTN behaves as a partial agonist with respect to sGC activation. In the 

present study, therefore, we investigated whether the increased vasorelaxant activity of the 

GTN might involve (1) increased sGC activity, (2) the up-regulation of blood vessel sGC 

protein expression, or (3) increased ALDH-2 activity involving the biotransformation of the 

GTN to NO. In order to reveal these possibilities, classical pharmacologic methods using 

different inhibitors (L-NA for eNOS, ODQ for sGC and diadzin for ALDH-2) were used to 

test the relaxation responsiveness of the aortic rings to GTN. In order to prevent any 

disturbance from NO, all the experiments were performed in the presence of L-NA to inhibit 

the eNOS activity. As shown in the Results section, only a high concentration of ODQ 

abolished the relaxation of the aortic rings of both groups, while a low concentration of ODQ 

was only able to partial inhibit relaxation in both groups but in the same extent. Therefore, 

the maximal relaxation of the CMP-treated group was still higher than that of the DW control 

group. This result suggests that CMP consumption might cause increased sGC activity. 

Consistent with this, the basal blood vessel cGMP level was not different between the CMP-

treated group and the DW control group, but GTN caused a higher increase in the blood 

vessel cGMP level of the CMP-treated group than that of the DW control group. However, it 

is unlikely that the increased cGMP level was due to the up-regulation of blood vessel sGC 

protein expression, since sGC expression measured by western blot analysis was not found to 

be different between the CMP-treated group and the DW control group. Another possible 

explanation of the higher cGMP level caused by GTN stimulation might be due to increased 

activity of the enzyme, ALDH-2 transforming the GTN to NO. To investigate this possibility, 

experiments were conducted in the presence of diadzin, a specific ALDH-2 inhibitor, and the 

NO concentration of the blood vessels was measured in the presence of GTN with the 

expectation that if the ALDH-2 had increased, the NO concentration of the CMP group 



would increase more in the experimental group than in the control group with the same 

concentration of diadzin. Accordingly, it was found that the NO concentration of the CMP-

treatment group was higher than the DW control group after partial inhibition by diadzin, 

indicating that CMP consumption might cause increased ALDH-2 activity to convert GTN to 

NO. However, further specific experiments based on directly measuring blood vessel ALDH-

2 activity would need to be conducted to confirm this. 

CMP consumption did not affect the relaxation of the aortic ring to acetylcholine 

compared to that of the DW control group, indicating that consumption of CMP did not affect 

the basal and muscarinic stimulated release of the endothelial NO production of the aortic 

blood vessel. This is consistent with the finding that eNOS protein expression did not 

increase. However, this finding is different from that reported by Salil et al. (2011a, b) who 

claimed that high arginine-coconut protein consumption by rats produced antidiabetic activity 

through the arginine-NO pathway, leading to pancreatic beta cell regeneration in rats 

suffering from alloaxan-and streptozotocin-induced diabetes. The reason for this might be 

due to differences in the coconut protein composition, in the present study crude coconut 

protein was used isolated directly from dried fresh coconut milk, whereas Salil et al. used a 

saline globulin protein fraction isolated from petroleum defatted coconut kernel, which 

process might remove the active components. 

In our previous study, it was found that coconut milk consumption caused an increase in 

blood vessel CSE expression resulting in increased H2S which attenuated the vasoconstriction 

of the aortic rings to phenylephrine. In order to reveal whether CMP might be responsible for 

this effect, experiments were performed on the aortic rings of both the CMP- and DW-treated 

groups. It was found that PAG significantly inhibited the contraction of the aortic rings to 

phenylephrine, and relaxation to acetylcholine, GTN or sodium nitroprusside to the same 

extent for the CMP-and DW-treated rats, indicating that CMP consumption did not affect 



blood vessel H2S production, and this was confirmed by the finding that the blood vessel CSE 

expression was not different between the CMP- and the DW-treated rats. 

 

Conclusions 

 

The present study demonstrated that consumption of CMP by middle-aged male rats caused 

decreased body fat and liver cell and aortic arch lipid accumulation, with a decrease in the 

platelet count but with no effect on any other blood biochemistry parameters. Although CMP 

did not affect the basal blood pressure and heart rate, it caused potentiated relaxation of the 

aortic rings to GTN which is beneficial in prolonging or preventing GTN tolerance which 

normally occurs after long-term GTN treatment in humans (Jabs et al., 2015; Munzel et al., 

2011& 2013). Thus, CMP is a novel protein that should be developed as a health food 

ingredient to prevent/slow down the development of cardiovascular disease in man, 

especially from middle-age onwards. However, further study would need to be conducted to 

identify the active component(s) of crude CMP. 
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