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บทคัดย่อ 
 

โรคนิ่วในไตเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญในหลายประเทศทั่วโลก สามารถเป็นซ้ าได้ น่ิวใน
ไตเกิดจากการตกผลึกของแคลเซียมไอออนกับออกซาเลตไอออนบริเวณท่อไตส่วนปลาย ตกผลึกซ้ าๆมี
ขนาดใหญ่ขึ้น (Growth) มีการเกาะเกี่ยว (Aggregation) และเกาะจับ (Adhesion) กับเซลล์เยื่อบุท่อไต จน
มีขนาดใหญ่ขวางกั้นทางเดินปัสสาวะท าให้ผู้ป่วยปัสสาวะติดขัดและแสดงอาการ ชนิดของนิ่วที่พบมาก
ที่สุดในผู้ป่วยร้อยละ 80 คือ นิ่วแคลเซียมออกซาเลต (Calcium oxalate, CaOx) การเกาะจับของผลึกกับ
เซลล์เยื่อบุท่อไตเป็นขั้นตอนวิกฤต ผลึกถูกน าเข้าสู่เซลล์เหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบ มีการสร้างอนุมูลอิสระ
จ านวนมาก เซลล์เยื่อบุท่อไตเปลี่ยนแปลง เกิด Oxidative stresses เซลล์เสียหายและ apoptosis  

ข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจส าคัญและเป็นอาหารหลักของคนไทย มีหลายชนิดโดยเฉพาะกลุ่มเมล็ดข้าว
ที่มีสี  เช่น ข้าวเหนียวด า มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าข้าวขาว ได้แก่ แอนโทไซยานิน 
สารประกอบฟีนอล เป็นต้น ดังนั้นจึงน่าสนใจอย่างยิ่งว่า สารสกัดจากข้าวเหนียวด าอาจจะสามารถยับยั้ง
หรือป้องกันกลไกการเกิดนิ่วในไตได้ โดยเฉพาะการลดภาวะ oxidative stresses อย่างไรก็ตาม ยังไม่มี
การศึกษาสารสกัดจากข้าวเหนียวด าในการยับยั้งการเกิดโรคนิ่วในไตมาก่อน การศึกษาในครั้งนี้น าข้าว
กล้องข้าวเหนียวด าและแกลบ สกัดด้วย 75% เอทานอล น าสารสกัดไปวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานิน 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม ทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant 
power assay และความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH method น าสารสกัดไปทดสอบ
การยับยั้งการเกิดผลึกนิ่วแบบ in vitro และทดสอบในหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไตด้วย 0.5% 
ethylene glycol เปรียบเทียบกับหนูทดลองกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารสกัด เก็บไตทั้งสองข้างน าไปศึกษา
การสะสมของผลึกบริ เวณท่อไต ศึกษาการแสดงออกของอนุมูล อิสระ 8 -OHdG ด้วยวิธี 
immunofluorescence และ immunoperoxidase ศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระสองตัว
คือ catalase และ superoxide dismutase 1 ด้วยวิธี immunoblotting assay 

ผลการศึกษาพบว่า สารสกัดที่ได้ของเมล็ดข้าวกล้องข้าวเหนียวด า คิดเป็นร้อยละ 0.379 มีปริมาณ
แอนโทไซยานินเฉลี่ย 23.823±0.863 μg/g rice ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมเฉลี่ย 0.558±0.022 mg 
gallic acid/g rice ความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฉลี่ย 0.416±0.033 mg ascorbic acid/g rice และค่า 
IC50 ของการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 0.16 mg/ml ในขณะที่แกลบข้าวเหนียวด ามีร้อยละของสาร
สกัดคือ 2.274 มีปริมาณแอนโทไซยานินเฉลี่ย 26.501±4.770 μg/g ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมเฉลี่ย 
5.473±0.760 mg gallic acid/g ความสามารถในการรีดิวซ์เหล็กเฉลี่ย 1.578±0.165 mg ascorbic 
acid/g และค่า IC50 ของการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 0.24 mg/ml ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง
กลไกการเกิดนิ่ว in vitro พบว่าสารสกัดจากเมล็ดข้าวเหนียวด ามีความสามารถในการลดการเติบโต การ
เกาะเกี่ยวของผลึก COM และลดการจับของผลึก COM กับเซลล์ MDCK แบบ dose dependent เมื่อ



ศึกษาเนื้อเยื่อไตของหนูทดลองพบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับสารสกัดมีลักษณะของ renal epithelial cells และ
หน่วยไตปกติ เมื่อเปรียบเทียบกับหนูที่ไม่ได้รับสารสกัดมีความเสียหายของเซลล์ท่อไตและมีการแสดงออก
ของอนุมูลอิสระ 8-OHdG หลายต าแหน่ง เมื่อศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่าใน
หนูกลุ่มที่ได้รับสารสกัดมีการแสดงออกของ catalase และ SOD1  มากกว่าหนูกลุ่มควบคุม 2.298 และ 
2.610 เท่าตามล าดับ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

อย่างไรก็ตาม แม้ว่าสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวด าต่อน ้าหนักแห้ง 1 กรัม จะมีความสามารถใน
การเป็นสาร antioxidant สูงกว่าในสารสกัดจากเมล็ดข้าวเหนียวด า แต่เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัด
แล้ว พบว่าสารสกัดจากเมล็ดข้าวเหนียวด ามีความสามารถในการเป็น antioxidant และยับยั้งการเกิดผลึก
ได้ดีกว่า การศึกษาในครั้งนี้จะเป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อการศึกษาเพิ่มเติมและอาจน าไปสู่ การพัฒนา
ผลิตภัณฑ์สุขภาพทางการแพทย์เพื่อเป็นทางเลือกในการน าไปใช้ในการป้องกันการเกิดโรคนิ่วในไต ต่อไป
ในอนาคต  
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บทที ่1 

บทนาํ 

 

1. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทํางานวิจัย 

โรคน่ิวในไต (Kidney stone) เปนปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญในหลายประเทศท่ัวโลกรวมท้ัง

ประเทศไทย สาเหตุของโรคเกิดจากหลายปจจัย ไดแก ความผิดปกติของไต พันธุกรรม สภาพภูมิอากาศ 

โภชนาการ และพฤติกรรม เปนตน พบวาเพศชายเปนโรคมากกวาเพศหญิง ผูปวยมีอาการคลื่นไสอาเจียน 

ปสสาวะติดขัด ปวดบริเวณเอว ปสสาวะขุนมีเลือดปน อาจเกิดการติดเชื้อ ทําใหไตวายได ผูท่ีเคยเปนน่ิวในไต

แลวมักจะเกิดเปนซ้ําอีกในเจ็ดถึงสิบป สําหรับกอนน่ิวท่ีพบมากท่ีสุดในผูปวยประมาณรอยละ 80 คือ น่ิว

แคลเซียมออกซาเลต (Calcium oxalate, CaOx) ชนิดโมโนไฮเดรต (Calcium oxalate monohydrate, COM) 

กลไกการเกิดโรคน่ิวในไตอธิบายโดย Free particle model ไววากอนน่ิวเร่ิมเกิดจากการตกผลึกของแคลเซียม

ไอออนกับออกซาเลตไอออนซึ่งมีความเขมขนสูงแบบย่ิงยวด (Supersaturation) บริเวณทอไตสวนปลาย 

(Distal collecting duct) โดยผลึกท่ีเกิดขึ้นในคร้ังแรกจะทําหนาท่ีเปนแกน (Nucleation) เมื่อเกิดการตกผลึก

ซ้ําๆทําใหกอนผลึกมีขนาดใหญข้ึน (Growth) มีการเกาะเก่ียวกัน (Aggregation) และไปเกาะจับ (Adhesion) 

กับเซลลเย่ือบุทอไต จนมีขนาดใหญขวางก้ันทางเดินปสสาวะทําใหผูปวยปสสาวะติดขัดและแสดงอาการ มี

การศึกษาพบวาการเกาะจับของผลึก COM กับเซลลเย่ือบุทอไตสวนปลายน้ันเปนขั้นตอนวิกฤตสําคัญในการ

เกิดน่ิวในไต โดยผลึก COM จะเหน่ียวนําใหเซลลสรางอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species) จํานวนมาก 

ทําใหเซลลเย่ือบุทอไตเปลี่ยนแปลง เกิดภาวะเครียด (Oxidative stresses) เซลลเกิดความเสียหายและ 

apoptosis ในท่ีสุด รวมท้ังเกิดการอักเสบซึ่งสงเสริมการเกิดโรคน่ิวในไตใหรุนแรงข้ึนอีกดวย การรักษาผูปวย

โรคนิ่วในไต ในกรณีกอนนิ่วมีขนาดเล็กสามารถหลุดปนออกมาทางปสสาวะไดเอง หากกอนน่ิวมีขนาดใหญมัก

ใชวิธีการผาตัดหรือใชเครื่องสลายนิ่ว (Extracorporeal shock wave lithotripsy/ESWL)  

อยางไรก็ตาม ในปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดใหความสนใจสารสกัดจากธรรมชาติหรือสมุนไพรเพื่อ

นํามาหาฤทธิ์ในการรักษาหรือปองกันการเกิดโรค โดยเฉพาะสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ (Anti-

oxidant) เนื่องจากอนุมูลอิสระเหน่ียวนําใหเซลลเกิดภาวะ oxidative stresses ทําใหเซลลเสื่อมถอยและ

สงเสริมการเกิดโรคหลายชนิด เชน โรคหลอดเลือดหัวใจ, โรคมะเร็ง, โรคหลอดเลือดสมอง และโรคชรา เปนตน 

สมุนไพรท่ีมีการศึกษาฤทธิ์ในการยับย้ังการเกิดน่ิวในไต เชน Verbena officinalis, Lithospermum officinale, 

Taraxacum officinale, Equisetum arvense, Arctostaphylos uva-ursi, Arctium lappa, Silene saxifraga, 

Herniaria hirsuta, ตนลูกใตใบ (Phyllantus niruri), หญาหนวดแมว (Orthosiphon grandiflorum) เปนตน นํ้า
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ผลไมท่ีมีซิตรัสสูง ไดแก นํ้ามะนาว, น้ําสม และนํ้ามะเขือเทศ เปนตน ยังไมมีการศึกษาในขาวมากอน ดังน้ัน

ผูทําวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษา เนื่องจากขาวเปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของไทย มีหลายชนิด เชน ขาวแดง, ขาวดํา, 

ขาวมวงและรําขาว โดยขาวท่ีมีสีมีสารตานอนุมูลอิสระปริมาณสูงกวาขาวขาว เชน วิตามินอี, แกมมาโอลิไซ

นอล, ฟลาโวนอยดและแอนโทไซยานิน มีรายงานวาสารสกัดจากขาวเหนียวดําหรือขาวนิลมีแอนโทไซยานินใน

ปริมาณท่ีสูงกวาขาวแดงและขาวดํา สามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระและลดอัตราการตายของเซลลมะเร็งตับ

เพาะเลี้ยงไดอยางมีนัยสําคัญ  

ดังน้ันจึงเปนหลักฐานท่ีนาสนใจอยางย่ิงวา สารสกัดจากขาวเหนียวดําอาจจะสามารถยับย้ังกลไก

การเกิดน่ิวในไตได โดยเฉพาะการลดภาวะ oxidative stresses ท่ีเกิดขึ้นจากความเปนพิษของผลึกน่ิว COM 

ซึ่งเหน่ียวนําใหเซลลเกิดความเสียหายและสงเสริมการเกิดน่ิวใหรุนแรงขึ้น หากพบวาสารสกัดจากขาวเหนียว

ดําสามารถลดการเกิดน่ิวในไตของหนูทดลองได อาจนําไปสูการพัฒนาเปนผลิตภัณฑปองกันการเกิดโรคหรือ

ใชในการลดการเกิดซ้ําของโรคน่ิวในไต ตอไปในอนาคต อีกท้ังเปนการสงเสริมการพัฒนาผลิตภัณฑสราง

มูลคาเพิ่มใหกับขาวโดยการแปรรูปเปนผลิตภัณฑที่มีมูลคาสูง 

 

2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน สารประกอบฟนอลรวม และความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดขาวเหนียวดํา 

2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการยับย้ังกลไกการเกิดโรคนิ่วในไตในหลอดทดลอง 

3. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการยับย้ังกลไกการเกิดโรคนิ่วในไตในหนูขาว 
 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยในคร้ังน้ีเปนการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากขาวเหนียวดําท่ีมีสารตานอนุมูลอิสระ

จํานวนมากตอกลไกการเกิดโรคนิ่วในไต ซึ่งอาจนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑในการปองกันการเกิดโรคน่ิวในไต

ไดในอนาคต นําสารสกัดขาวเหนียวดํามาศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน สารประกอบฟนอลรวมและฤทธิ์ใน

การตานอนุมูลอิสระ ทดสอบความสามารถในการยับย้ังกลไกการเกิดโรคน่ิวในไตในหลอดทดลอง ไดแก การ

ตกผลึก การเติบโต การเกาะกลุม และการจับของผลึกกับเซลลทอไตสวนปลาย MDCK ทดสอบความเปนพิษ

ตอเซลลดวยการทํา MTS assay จากน้ัน ทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการปองกันการเกิดน่ิวในไตของ

หนูทดลองท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเปนโรคน่ิวในไตดวย polyethelene glycol นําเนื้อเย่ือไตของหนูมาวิเคราะหการ

สะสมของผลึกดวยวิธียอมสี hematoxylin และ eosin ศึกษาการการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระดวยวิธี 

immunohistochmistry และศึกษาการแสดงออกของสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western immunoblotting    
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บทที ่2 

เอกสารประกอบการทําวจิยั 

 

กลไกการเกิดโรคนิ่วในไต 

 กลไกการเกิดน่ิวในไตอธิบายโดย Free particle model (1) วาเร่ิมมาจากการตกผลึกของแคลเซียม

กับออกซาเลตไอออน (Nucleation) ท่ีมีความเขมขนสูงแบบย่ิงยวด (Supersaturation) บริเวณทอไตสวน

ปลาย Distal collecting duct เพราะเปนบริเวณที่มีการดูดน้ํากลับของหนวยไต โดย nuclei ที่เกิดขึ้นน้ันมี

แนวโนมที่จะโตขึ้น (Growth) และจับกลุมกัน (Aggregation) ในสภาวะ hypertonic ของ tubular fluid ซึ่งจะ

ไปจับกับผิวเซลล (Adhesion) ติดอยูในสวนท่ีแคบของทอไตทําใหไมสามารถหลุดออกไปกับปสสาวะได เมื่อ

คริสตัลจับกับผิวเซลลแลวยังคงโตตอไปเร่ือยๆ จนกลายเปนกอนน่ิวขนาดใหญอุดก้ันทางเดินปสสาวะทําให

ผูปวยปสสาวะติดขัดหรือปสสาวะไมออก (2, 3)  

 Schulz  และคณะ อธิบายไววา โดยปกติ Tubular fluid จะใชเวลาในการไหลผานหนวยไตในเวลา 3-

4 นาที ซึ่งมีโอกาสนอยมากท่ีผลึกคริสตัลจะโตพอท่ีจะอุดตันทางเดินปสสาวะได ดังน้ันการค่ังของผลึกคริสตัล

ในระบบทางเดินปสสาวะนาจะเกิดจากในทอไตมี dead zones คือบริเวณที่ทําใหการไหลของ tubular fluid ชา

ลง เชนบริเวณสวนโคงงอของทอไต (4, 5) หรืออาจเกิดจากโครงสรางของหนวยไตบริเวณที่เปน sharp twists 

คือสวน V-turns หรือ Z-turns (6) 

ลักษณะและคุณสมบตัิของผลึกแคลเซียมออกซาเลต 

 กอนน่ิวที่แยกไดจากผูปวย ประกอบดวยสวนที่เปนผลึกคริสตัล 80 เปอรเซนต อีก 2-5 เปอรเซนตเปน 

Organic matrices ท่ีแทรกอยูในเน้ือผลึก ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน ไกลโคอะมิโนไกลแคนและแรธาตุ (7) 

ผลึกคริสตัลท่ีพบในกอนน่ิวมากท่ีสุดคือ แคลเซียมออกซาเลต (CaOx) โดยปกติผลึก CaOx มีโครงสรางสาม

แบบตามปริมาณโมเลกุลของน้ําที่มีอยูในโมเลกุล ไดแก ชนิดโมโนไฮเดรต (COM หรือ whewellite) ซึ่งมีรูปราง

หกเหลี่ยม, ชนิดไดไฮเดรต (COD หรือ weddellite) มีรูปรางเปนพีระมิดสองอันประกบกัน, และชนิดไตรไฮ

เดรต (COT or caoxite) มีรูปรางคลายเข็ม (8) (ภาพที่ 2.1) COM เปนผลึกท่ีพบในกอนน่ิวมากท่ีสุดและพบ

มากในปสสาวะของผูปวย ในขณะท่ีผลึก COD มักจะพบในปสสาวะของคนปกติและแทบจะไมพบผลึก COT 

ในกอนน่ิวหรือในปสสาวะเลย ผลึก COM น้ันมีความคงตัวมากท่ีสุดในสภาวะท่ีมี Stone inhibitors เชนใน

ปสสาวะของคนปกติ ผลึก COM จะถูกเหน่ียวนําใหเปลี่ยนรูปรางไปเปนผลึก COD ซึ่งมีความรุนแรงในการกอ

โรคนอยกวา (9) ดังจะเห็นไดจากคุณสมบัติในการยึดจับของผลึกคริสตัล 
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ภาพที่ 2.1 ภาพจากกลองจุลทรรศนแสดงรูปรางผลึกแคลเซียมออกซาเลต A. ชนิดโมโนไฮเดรต รูปรางหก

เหลี่ยม (Hexagonal) B. ชนิดไดไฮเดรต มีรูปรางเปนพีระมิดสองอันประกบกัน (tetragonal bipyramidal) และ 

C. ชนิดไตรไฮเดรต มีรูปรางคลายเข็ม (needle) (10) 

 จากการวัดความสามารถในการยึดจับ (Adsorptive capabilities) ของผลึกคริสตัลดวยวิธี Atomic 

force microscopy พบวาผลึก COM มีความแรงในการยึดจับ (Adhesion force) สูงกวาผลึก COD ถึง 15 เทา 

(11) ทั้งน้ีเนื่องมาจากการเรียงตัวของแคลเซียมและออกซาเลตไอออนบนผิวหนาของผลึกที่แตกตางกัน ซึ่งเปน

เหตุผลสําคัญสนับสนุนวาผลึก COM น้ันมีความรุนแรงในการกอโรคน่ิวในไต โดย COM สามารถจับกับ

โมเลกุลบนผิวเซลลเย่ือบุทอไตดวย adhesion force มากกวา COD จากการศึกษาพบวาผลึกคริสตัลน้ันมี

ประจุบวกของแคลเซียมไอออนที่ผิวหนาซึ่งสามารถ interact กับโมเลกุลในระบบทางเดินปสสาวะท่ีแสดงประจุ

ลบ (Anionic molecule) ไดแก โปรตีนท่ีมี acidic amino acids เชน aspartic acid (Asp) และ glutamic acid 

(Glu) หลายโมเลกุล หรือโมเลกุลท่ีมีหมู phosphate, sulfate, sulfonate, carboxylate-enriched 

polysaccharides และ phospholipids (12, 13) ผลึกคริสตัลมีการจับกับโมเลกุลบนผิวเซลลอยางจําเพาะ 

ไดแก ไฮยารูโรแนน, CD44, Osteopontin (OPN), Annexin II, Nucleolin-related protein, 

Phosphatidylserine และ Sialic acid-containing glycoprotein เปนตน (14-18) ดังใน ภาพที่ 2.2 เมื่อนําชิ้น

เนื้อไตของหนูทดลองที่ถูกเหน่ียวนําใหเปนนิ่วในไตมายอมดวยเทคนิค immunohistochemistry จะเห็นวาที่

บริเวณ distal collecting duct มีการเกาะจับของผลึก CaOx  กับไฮยาลูโรแนนและ CD44 โมเลกุล 

 

ภาพที่ 2.2 ภาพแสดงการยึดจับของผลึก CaOx กับโมเลกุลบนผิวเซลล distal collecting duct ของหนูทดลอง

ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนน่ิวในไต A. ไฮยาลูโรแนน B. CD44 โมเลกุล (19) 
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Modulators ของการเกิดผลึก CaOx  

 การเกิดน่ิวในไตน้ันเกิดไดจากหลายปจจัย ไดแก โครงสรางของไตผิดปกติทําใหการไหลของ Tubular 

fluid ไมดี งายตอการค่ังของผลึกคริสตัล, การทานอาหารที่มีออกซาเลตไอออนสูง, อากาศรอนทําใหปสสาวะมี

ความเขมขนมากสงเสริมการตกผลึก, ความผิดปกติทางพันธุกรรม เชน primary hyperoxaluria, primary 

calciuria, renal tubular acidosis เปนตน (20) อยางไรก็ตาม มีการศึกษาพบวาในปสสาวะน้ันมีโมเลกุลท่ี

เรียกวา Stone modulators แบงออกเปน Stone promoters คือโมเลกุลท่ีชวยสงเสริมการเกิดน่ิว โดยสงเสริม

ใหมีการตกผลึกคริสตัลหรือสงเสริมการ growth หรือ aggregation หรือ adhesion อีกกลุมหน่ึงคือ Stone 

inhibitors คือโมเลกุลท่ีชวยยับย้ังกระบวนการเกิดน่ิว ไดแก ยับย้ังการเกิดผลึกคริสตัลหรือยับย้ังการ growth 

หรือ aggregation หรือ adhesion รวมท้ังทําใหเกิดการ transformation ของผลึกจาก COM ไปเปน COD ที่มี

ความรุนแรงนอยกวา มีการศึกษาพบวาผูปวยโรคน่ิวในไตน้ันมีการแสดงออกของ stone inhibitors นอยกวา

คนปกติ ทําใหเกิดการตกผลึกจํานวนมากและพัฒนากลายเปนโรคน่ิว โดยโมเลกุลท่ีจัดเปน stone promoters 

สําคัญ ไดแก calcium และ oxalate ions ซึ่งหากมีปริมาณสูง จะทําใหโอกาสเกิดการตกผลึกสูงขึ้นตามไปดวย 

(21, 22) 

โมเลกุล Stone inhibitors น้ันมักมีประจุลบเพื่อจะ interact กับผลึกคริสตัลท่ีมีประจุบวกท่ีผิวหนา 

ตัวอยางโมเลกุลท่ีพบในปสสาวะของคนปกติคือ citrate ions, Nephrocalcin, OPN, Inter-alpha-trypsin 

inhibitor (ITI), Bikunin, Urinary prothrombin fragment 1 (UPTF1), Tamm-Horsfall protein (THP), 

Orosomucoid และ Trefoil factor 1 (TFF1) (23-30) Nephrocalcin เปนไกลโคโปรตีน สามารถยับย้ังการเกิด 

nucleation, growth, aggregation และ adhesion ได citrate, OPN และ Bikunin จับบนผิวผลึก COM และ

ปองกันการ adhesion ของผลึกกับเซลลทอไต (31-33) บางโมเลกุลมีบทบาทเปนท้ัง promoter และ inhibitor 

ข้ึนกับระยะของการเกิดน่ิวในไต เชน THP ยับย้ังการ aggregation แตสงเสริมการเกิด adhesion เปนตน (34) 

และมีรายงานวา Cell membranes ของ MDCK สามารถยับย้ัง crystal growth แตสงเสริม crystal 

aggregation (35)  

การตอบสนองของเซลลเยือ่บุทอไตในภาวะที่มีการเกาะจับของผลึก CaOx  

 การจับของผลึก COM กับเซลลเย่ือบุทอไตน้ันเปนขั้นตอนวิกฤตท่ีจะนําไปสูการแสดงอาการของโรค

นิ่วในไต (36) โดยเมื่อเกิดการยึดจับของผลึก COM กับเซลลน้ัน ผลึกจะถูก internalized ผานกระบวนการ 

endocytosis และถูกยอยดวยเอนไซมภายในถุง endolysosome (37, 38) ผลึกบางสวนสามารถผาน renal 

epithelial layer โดยกระบวนการ transcytosis หรือ exotubulosis ทําใหเกิดการค่ังสะสมของผลึก  ตัวผลึกมี

ความเปนพิษตอเซลล จากผลการศึกษาท้ัง In vitro และ In vivo พบวาทําให cell damage มีการเสียสภาพ
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ของ Cell membrane (39) เกิดการร่ัวไหลของ Cytosolic enzymes ออกสูภายนอก ไดแก lactate 

dehydrogenase (LDH), GGTP and N-acetyl-glucosaminidase (NAG) และ lysozyme เปนตน (40) อีก

ทั้งพบวาผลึกคริสตัลนั้นเหน่ียวนําใหเซลลเกิดภาวะเครียด (oxidative stress) เน่ืองจากมีการสรางอนุมูลอิสระ

จํานวนมากภายในเซลล ไดแก reactive oxygen species (ROS) ไดแก superoxide (O2•−) และ hydrogen 

peroxide (H2O2) เปนตน (41) โดยอนุมูลอิสระเหลาน้ีจะทําใหเกิดการถูกทําลายของโมเลกุล Phospholipids 

ซึ่งเปนองคประกอบหลักท่ีสําคัญของ Cell membrane เรียกกระบวนการน้ีวา Lipid peroxidation สังเกตจาก

ปริมาณ 8-isoprostane (8-IP) ที่เพิ่มขึ้น (42, 43) และเกิดการ flip flop ของ cell membrane ทําใหเซลล

เสียหายและเกิด apoptosis นอกจากน้ีพบวาอนุมูลอิสระเปน mediator เหน่ียวนําหลาย Signal transduction 

pathway เชน protein kinase C (PKC), c-Jun N-terminal kinase (JNK) (44), p38 mitogen-activated 

protein kinase (p38MAPK) (45) สงผลใหสรีรวิทยาของเซลลมีการเปลี่ยนแปลง มีการกระตุน Transcription 

factors ไดแก NF-κB และ activated protein-1 (AP-1) ทําใหมีการแสดงออกของยีนและโปรตีนบางตัว

เพิ่มขึ้น เชน Immediate early genes (เชน c-myc และ egr-1), osteopontin, bikunin และ clusterin เปนตน 

(40) การเกาะจับของผลึกคริสตัล COM ยังเหน่ียวนําใหเซลลมีการสรางและหลั่ง Inflammatory mediators 

ไดแก Cytokines และ Chemokines หลายชนิด ท่ีสําคัญคือ monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-

1) ทําหนาท่ีเรียกเม็ดเลือดขาว Monocytes และ Macrophages จํานวนมากใหเคลื่อนท่ีมายังบริเวณท่ีมีการ

เกาะจับของผลึกคริสตัลทําใหบริเวณน้ันเกิดการอักเสบสงเสริมการเกิดโรคใหรุนแรงขึ้น (46) โมเดลการ

ตอบสนองของเซลลเย่ือบุทอไตตอการเกิด oxidative stresses ท่ีเกิดจากการเหน่ียวนําดวยผลึก COM อธิบาย

ใน ภาพที่ 2.3 

นอกจากน้ี ยังมีการศึกษาการตอบสนองของเซลลเย่ือบุทอไตท่ีมีการเปลี่ยนแปลงในภาวะท่ีมีการ

เกาะจับของผลึก COM ดวยเทคนิค highthrougput คือ 2-DE analysis พบวามีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน

จํานวนมากนอกเหนือจากท่ีไดกลาวมาแลว ซึ่งมีบทบาทการทํางานท่ีหลากหลาย ยกตัวอยางเชน โปรตีน

โครงสรางของเซลล, เอนไซมในขบวนการเมตาบอลิซึ่ม, chaperones, โปรตีนท่ีควบคุม transcription และ 

translation, โปรตีนที่เก่ียวของกับ signal transduction, โปรตีนท่ีเก่ียวของกับกระบวนการสรางและทําลาย

โปรตีนภายในเซลล เปนตน ซึ่งบทบาทของโปรตีนในกลไกการเกิดโรคน่ิวนั้นยังไมทราบแนชัด (47-49) 
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ภาพที่ 2.3  แสดง Proposed model การตอบสนองของเซลลเย่ือบุทอไตตอการเกิด oxidative stresses ที่เกิด

จากการเหน่ียวนําดวยภาวะท่ีมีความเขมขนของออกซาเลตไอออนในระดับสูงหรือเหน่ียวนําดวยผลึก CaOx 

หรือจาก mechanical stress อันเกิดจากการค่ังของผลึกคริสตัล โดยไตจะมีการผลิตโมเลกุลท่ีทํางานใน 

rennin-angiotensin system ไดแก angiotensinogen และ angiotensin converting enzyme (ACE) และ 

renin  โดย renin นั้น catalyzes การผลิต angiotensin I เปลี่ยนไปเปน angiotensin II (Ang II) โดยการ

ทํางานของ the ACE โดย Ang II ควบคุม physiological reactions หลายอยางภายในเซลล เชนควบคุม

สมดุลของนํ้าและเกลือแร, การหลั่ง aldosterone, ควบคุมความดันเลือด นอกจากนี้ Ang II ยังมีบทบาท

เก่ียวของกับภาวะ oxidative stress โดยกระตุน membrane-bound NADH/NADPH oxidase ซึ่งทําใหเกิด

การเพิ่มของ superoxide โดย ROS จะถูกผลิตจากการกระตุนของ phospholipase A2 (PLA-2) และ neutral 

sphingomyelinase (N-Smase) มีผลตอ mitochondria ทําใหมีการสราง ROS และ cytochrome-C (Cyt-C) 

เพิ่มขึ้น ซึ่งทําให membrane potential ของไมโตคอนเดรียเสียไปและลดการสรางกลูตาไธโอน GSH ซึ่งจะไป

กระตุนกระบวนการของเอนไซม caspases ทําใหเซลลเกิด apoptosis นอกจากนี้ ROS จะกระตุน p38MAPK 

signal transduction pathways ซึ่งกระตุน transcription factors NF-κB และ AP-1 ทําใหมีการแสดงออก

ของ immediate early genes และมีการผลิต modulators เชน OPN, bikunin, α-1-microglobulin and 

MCP-1 เพิ่มขึ้น (40, 50) 

การศึกษาสมุนไพรที่ยับยั้งการเกิดโรคนิ่วในไต 

 ปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดใหความสนใจสารสกัดจากธรรมชาติท่ีมีประวัติการใชในการรักษาโรคน่ิว

ในไต เพื่อนํามาทดลองหาฤทธิ์ในการรักษาหรือยับย้ังการเกิดโรคนิ่วในไต (51) Grases และคณะทําการศึกษา
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สมุนไพรเจ็ดชนิดของยุโรป คือ นังดงลาง (Verbena officinalis), Lithospermum officinale, แดนดิไลออน 

(Taraxacum officinale), หญาถอดปลอง (Equisetum arvense), Arctostaphylos uva-ursi, โกโบ (Arctium 

lappa) และ Silene saxifraga พบวาสมุนไพรเหลาน้ี สามารถลดภาวะความเสี่ยงท่ีสงเสริมการเกิดน่ิวได เชน 

citraturia, calciuria, phosphaturia และ diuresis (51) และพบวาสามารถปองกันการเกาะจับของผลึกท่ี

บริเวณทอไตได ในหนูทดลองท่ีถูกเหน่ียวนําใหเปนน่ิว (52) Atmani และ Khan ศึกษาสารสกัดจากตน 

Herniaria hirsute พบวาสารสกัดสงเสริมการตกผลึกของคริสตัล แตผลึกท่ีเกิดขึ้นน้ันมีขนาดเล็กและเปนชนิด 

COD ซึ่งไมมีความรุนแรงในการกอโรค และพบวาในสารสกัดน้ันมีสารท่ีสามารถยับย้ังการ aggregation ของ

ผลึกคริสตัลได (53, 54) Barros และคณะทําการศึกษาสารสกัดจากตนลูกใตใบ (Phyllantus niruri) พบวาสาร

สกัดสามารถยับย้ัง crystal growth และ aggregation และยับย้ัง endocytosis ของผลึกคริสตัลเขาสูเซลล 

(55) Al-Ghamdi และคณะทําการศึกษาสารสกัดจากตะไคร โดยใหหนูทดลองท่ีเกิด oxalate nephrotoxicity 

ด่ืมสารสกัดพบวาอาการดีข้ึนในขณะท่ีหนูท่ีไมไดด่ืมสารสกัดน้ันตาย โดยสารสกัดจากตะไคร (Cymbopogon 

schoenanthus) นั้นมีฤทธิ์ในการขับปสสาวะ (56) Woottisin และคณะ ศึกษาพบวาสารสกัดกระเจี๊ยบแดง 

(Hibiscus sabdariffa) ชวยลดปริมาณของ oxalate ในซีรัมของหนูทดลองท่ีมีภาวะ hyperoxaluria ได และ

พบวาสารสกัดลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) ชวยเพิ่มปริมาณของ citrate ที่ทําหนาที่ stone inhibitor ใน

ปสสาวะของหนูทดลองได และเมื่อทําการตัดชิ้นเนื้อบริเวณทอไตของหนูทดลองมาตรวจดูการเกิดน่ิวพบวาสาร

สกัดกระเจี๊ยบแดงและลูกใตใบน้ันสามารถลดการเกาะจับของผลึกคริสตัลท่ีเกิดข้ึนกับเซลลทอไตไดเมื่อเทียบ

กับหนูกลุมควบคุม (57) Akanae และคณะศึกษาสารสกัดจากหญาหนวดแมว (Orthosiphon grandiflorum) 

พบวาสามารถลดการบาดเจ็บของเซลลจากความเปนพิษของ oxalate และยับย้ังการค่ังของผลึกท่ีทอไตของ

หนูทดลองได (58) การเกิดน่ิวในไตน้ันสามารถปองกันไดเชนกัน หากเพิ่มปริมาณ Stone inhibitors ใน

ปสสาวะได ตัวอยางเชน การเพิ่มปริมาณ Citrate excretion โดยใหผูปวยด่ืมน้ําผลไมที่มี citrus เชน นํ้ามะนาว 

น้ําสม, น้ํามะเขือเทศสด (59, 60) 

สําหรับการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากขาวตอกลไกในการกอโรคน่ิวในไตน้ันมีนอยมาก อยางไรก็

ตามมีรายงานวาสวนของรําขาว (Rice bran) ซึ่งมีคุณคาทางอาหารสูงและมีสารตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ เชน 

วิตามินบี วิตามินอี, Tocopherol, Tocotrienol และ Gamma-oryzanol สามารถปองกันการเกิดโรคมะเร็ง, 

hyperlipidemia, fatty liver, ภาวะแคลเซียมในปสสาวะสูง (hypercalciuria), โรคน่ิวในไต และโรคหัวใจได 

(61) โดยพบวารําขาวสามารถลดการเกิดน่ิวแคลเซียมออกซาเลตซ้ําในผูปวยท่ีมีภาวะ hypercalciuria และลด 

calcium excretion ในปสสาวะได (62, 63) สําหรับขาวเหนียวดําน้ันมีสีมวงแดงของ Anthocyanin pigments 

เปนเอกลักษณ มีสารอาหารและมีสารตานอนุมูลอิสระในปริมาณสูง โดยเฉพาะอยางย่ิงคือมี Anthocyanin สูง
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กวาขาวดําและขาวแดง (64) ซึ่งทําหนาท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ มีฤทธิ์ในการตานการอักเสบ ตาน

มะเร็ง ลดระดับไขมันในเลือด และ hypoglycemic effects (65-72) 

อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการศึกษาถึงความสามารถของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการลด

หรือยับย้ังกลไกการเกิดโรคน่ิวในไตมากอน การศึกษาในคร้ังน้ีจึงเปนคร้ังแรก โดยศึกษาความสามารถในการ

ยับย้ัง การเติบโต การเกาะกลุม และการยึดจับของผลึกกับเซลลทอไตสวนปลาย MDCK และความสามารถใน

การปองกันการเกิดนิ่วในไตของหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนโรคนิ่วในไตอีกดวย 

 

ขาวและพันธุขาว  

ขาวเปนอาหารหลักของประชากรไทย สามารถปลูกขึ้นไดงายมีความทนทานตอทุกสภาพภูมิประเทศ

จากการศึกษาของนักโบราณคดีพบวา ประเทศจีน คือ แหลงกําเนิดของการปลูกขาว เพราะไดพบรองรอยของ

ขาวปาท่ีมีอายุถึง 16,000 ป และขาวท่ีปลูกอายุกวา 9,000 ป สายพันธุของพืชตระกูลขาวท่ีมีอยูบนโลกน้ีมีมาก

ถึง 120,000 สายพันธุ แตพันธุท่ีรูจักและนํามาปลูกสามารถแบงออกไดเปน 2 ชนิดคือ Oryza Savita ที่นิยม

เพาะปลูกในทวีปเอเชีย และ Oryza glaberrina ท่ีนิยมเพาะปลูก ในทวีปแอฟริกา แตขาวท่ีปลูกและซื้อขายกัน

ในตลาดโลกเกือบทั้งหมดจะเปนขาวจากทวีปเอเชีย แบงเปน 3 กลุมตามลักษณะและพื้นที่ปลูกไดดังนี้ 

1. ขาวอินดิกา (Indica) หรือขาวเจา 

เปนขาวท่ีมีลักษณะเม็ดเรียวยาวรี ลําตนสูง คนพบครั้งแรกในประเทศอินเดีย เปนขาวที่นิยมเพาะปลูก

ในทวีปเอเชียเขตมรสุม ต้ังแต จีน เวียดนาม ฟลิปปนส ไทย อินโดนีเซีย ไปจนถึงอินเดียและศรีลังกา ตอมาแพร

ขยายเพาะปลูกในทวีปอเมริกา ในเมืองไทยนิยมเพาะปลูกขาวอินดิกานบริเวณท่ีราบลุมตอนใตของแมนํ้า

เจาพระยา ซึ่งคนไทยสมัยน้ันเรียกขาวอินดิกาท่ีมาจากตางประเทศวา “ขาวของเจา” แลวเรียกกันสั้นลงเหลือ

เพียง "ขาวเจา" มาถึงทุกวันนี้  

2. ขาวจาปอนิกา (Japonica) 

ขาวเหนียวเมล็ดปอม กลมรี มีแหลงกําเนิดจากทางภาคเหนือ แลวผานมาทางลุมแมนํ้าโขง ใน

สมัยกอนพุทธศตวรรษท่ี 20 หลังจากน้ันลดจํานวนลงไปแพรหลาย ในเขตอบอุนท่ีญี่ปุน เกาหลี รัสเซีย ยุโรป 

และอเมริกา 

3. ขาวจาวานิกา (Javanica) 

ขาวลักษณะเมล็ดปอมใหญสันนิษฐานวา เปนขาวพันธุผสม ระหวาง ขาวอินดิกาและจาปอนิกา นิยม

เพาะปลูกใน อินโดนีเซีย ฟลิปปนส ไตหวัน หมูเกาะริวกิว และญี่ปุน แตไมคอยไดรับความนิยมนักเพราะให
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ผลผลิตตํ่า ประเทศตางๆในโลกตางก็มีการพัฒนาสายพันธุขาวใหม เพิ่มพื้นท่ีการเพาะปลูกขาวและวิธีการปลูก

ขาวใหไดปริมาณผลผลิตเพิ่มขึ้นในขณะท่ีตํานานเก่ียวกับขาวของแตละชาติตางก็มีประวัติศาสตรอันยาวนาน 

 

การจําแนกอนุกรมวิธานของขาว (Taxonomic classification)  

Class : Angiospermae 

       Subclass : Monocotyledoneae 

              Order : Graminales 

                      Family : Gramineae 

                              Sub-family : Pooideae 

                                      Tribe : Oryzeae 

                                               Genus : Oryza 

                                                          species : sativa 

Scientific name :  Oryza sativa L. 

Common name :   Rice 

 

คุณลักษณะของขาว 

ขาวจัดเปนพืชลมลุกตระกูลหญา สกุล Oryza สามารถเจริญเติบโตไดในพื้นท่ีท่ีมีระดับนํ้าสูงกวา 4 

เมตร หรือไมตองมีนํ้าขัง ขาวท่ีปลูกในประเทศไทยสวนใหญเปนชนิด Oryza sativa ชนิดยอย indica เมล็ดขาว

ประกอบดวย (ภาพที่ 2.4) 

1. เปลือกหุมเมล็ดหรือแกลบ (Husk) คือ เปลือกสวนภายนอกสุดที่หอหุมเมล็ดขาว ประกอบไปดวย 

โปรตีน ไขมัน เสนใย คารโบไฮเดรต เถา สารซิลิกา แคลเซียม ฟอสฟอรัส ลิกนิน เซลลูโลส เพนโตแซน เฮมิ

เซลลูโลส และอ่ืนๆ 

 2. เมล็ดขาว ประกอบดวย จมูกขาว (Embryo หรือ Germ) รําขาว และเมล็ดขาวสาร (Endosperm) 

เมื่อนําขาวกลองมาขัดเอาผิวออกจะไดรําหยาบและจมูกขาว (5–8%), รําละเอียดและจมูกขาว (2–3%) และ

เมล็ดขาวสาร (60-73%)  
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ภาพที่ 2.4  ลักษณะและองคประกอบของเมล็ดขาว 

 

สวนประกอบของเมล็ดขาว 

1. คารโบไฮเดรตหรือแปงขาว (Starch) ขาวจะมีแปงอยู 90% ของน้ําหนักแหง อยูชั้นในสุดของเมล็ด 

แปงในเมล็ดขาวมี 2 ชนิด คือ  

  - อะไมโลส (amylose) เปนสารประกอบเชิงซอนท่ีเกิดจากการเชื่อมตอกันของกลูโคสจํานวน

มากเปนสายยาวดวยพันธะ α-1,4- glycosidic bond โดยพบวาในขาวเหนียวจะมีอะไมโลสอยูประมาณ 0-

2% ที่เหลือเปนอะไมโลเพคทิน สวนขาวเจาน้ันจะมีอะไมโลสมากกวาประมาณ 7-33% ของน้ําหนักขาวสาร 

- อะไมโลเพคทิน (amylopectin) เปนสารประกอบเชิงซอนที่เกิดจากการเชื่อมตอกันของกลูโคส

เปนสายยาวดวยพันธะ α -1,4- glycosidic bond และมีการแตกก่ิงสาขาดวยพันธะ α -1,6- glycosidic bond  

 2. โปรตีน เมล็ดขาวมีสวนประกอบของโปรตีนอยูประมาณ 9.5% เปนอันดับสองรองจากแปง ปริมาณ

โปรตีนท่ีพบในเมล็ดขาวมีความแปรปรวนข้ึนอยูกับสถานท่ีปลูก และสภาพแวดลอม โปรตีนในเมล็ดขาว

สามารถแบงเปน 4 ชนิดตามคุณสมบัติในการละลายไดแก  

-  อัลบลูมิน (Alblumin) มีคุณสมบัติละลายไดในน้ํา (Water soluble protein)  

- โกลบูลิน (Globulin) มีคุณสมบัติละลายไดในนํ้าเกลือ (Salt soluble protein)  

-  โปรลามิน (Prolamin) มีคุณสมบัติละลายไดในแอลกอฮอล (Alcohol soluble protein)  

-  กลูเตลลิน (Glutelin) มีคุณสมบัติละลายไดในกรดหรือดาง (Acid or alkali soluble protein) 

3.  ไขมัน ไขมันท่ีอยูในเมล็ดขาวมักจะอยูในสภาพเปนหยดไขมันเล็ก ๆ ขนาดเล็กกวา 1.5 ไมครอนอยู

บริเวณเย่ือหุมผิวเมล็ด (รําหยาบและรําละเอียด) และจมูกขาว เมล็ดขาวมีไขมัน 1.6–2.8 % ไขมันท่ีไดจากขาว

เปนไขมันชนิดท่ีมีคุณภาพดี มีกรดไขมันอ่ิมตัว 18% กรดไขมันไมอ่ิมตัวเชิงเด่ียว (Monounsaturated Fatty 

Acid: MUFA) 45% กรดไขมันไมอ่ิมตัวเชิงซอน (Polyunsaturated Fatty Acid: PUFA) 37% น้ํามันรําขาว

http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=fOgGBkwcuruNSM&tbnid=WHc4a2jDsMq5FM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.biogang.net/biodiversity_view.php?menu=biodiversity&uid=108&id=3196&ei=64JNUdmEJYSpiAfI8oC4Aw&bvm=bv.44158598,d.bmk&psig=AFQjCNF_7Vjq_vqp7XHKGYichgQUJ2FJgw&ust=1364118967730059
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เหมาะสําหรับผูท่ีตองการลดคอเลสเตอรอลท่ีไมดี (LDL-C) เพราะมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง (Linoleic 

acid,Oleic acid และ Palmitic acid) มีสาร γ-oryzanol ชวยในการควบคุมระดับคอเลสเตอรอลในเสนเลือด 

 4.  สารตานอนุมูลอิสระสําคัญท่ีอยูในเมล็ดขาว ไดแก γ-oryzanol โทโคฟรอล (Tocopherol) โทโคไตร

อีนอล (Tocotrienol) และ anthocyanin 

จากการวิจัยเปรียบเทียบคุณคาทางโภชนาการของขาว พบวา ขาวเหนียวดํามีปริมาณโปรตีนสูงท่ีสุด 

และมีปริมาณไขมันตํ่าที่สุด ขาวจาวสังขหยดพัทลุงมีปริมาณสังกะสีสูงท่ีสุด และใหพลังงานตํ่าที่สุด (ผาณิต รุจิ

รพิสิฐ และคณะ, 2555)  

 

ชนิดของขาว 

ขาวสามารถแบงตามองคประกอบทางเคมีในเมล็ดขาวสารได 2 ชนิด (ธัญพืช, 2543) คือ 1. ขาวจาว 

ประกอบดวยแปงประมาณ 90 เปอรเซ็นต ซึ่งแปงมีองคประกอบสองสวนคือ amylose เปนโพลิเมอรของ D-

glucose ท่ีตอกันเปน linear chain และ amylopectin เปนโพลิเมอรของ D-glucose ท่ีตอกันเปน branch 

chian โดยในขาวเจาจะมี amylose ประมาณ  20-30 เปอรเซ็นต และ amylopectin ประมาณ 70-80 

เปอรเซ็นต 2. ขาวเหนียว ประกอบดวย amylopectin สูงประมาณ 95 เปอรเซ็นต และมี amylose นอยมาก ซึ่ง

ขาวเหนียวมีอยูดวยกันหลายสายพันธุ แตที่คนสวนใหญรูจักและนิยมบริโภคมีอยูสองสี คือ ขาวเหนียวที่มีสีขาว 

และขาวเหนียวดํา ประโยชนของขาวเหนียวนอกจากจะมีประโยชนทางดานอาหารแลว ยังมีประโยชนตอ

รางกายดวย เชน บํารุงรางกาย ชวยขับลมในรางกาย สรางสารอาหาร เสริมสมรรถภาพกระเพาะอาหาร และ

บํารุงผิวพรรณ (คุณคาของขาวเหนียว, 2554) 

 

การศึกษางานวิจัยเกีย่วกับขาว 

ขาวท่ีมีสารอาหารอยูครบถวน (ตารางที่ 2.1) ตองเปนขาวกลองท่ีมีจมูกขาวและรําขาวติดอยูรอบเมล็ด

ในปริมาณท่ีมาก มีรายงานการวิจัยฤทธิ์การตานปฏิกิริยาออกซิเดชันของขาวขาว ขาวกลอง และขาวกลองงอก

ในหนูท่ีถูกเหน่ียวนําใหเปนโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 พบวาขาวกลองและขาวกลองงอกสามารถปรับระดับของ

ภาวะนํ้าตาลในเลือดสูง ภาวะ serum creatinine และมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระไดดีกวาในขาวขาว (Imam 

et al., 2012) จากการศึกษาของไมตรี สุทธจิตต และคณะ  (คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยพะเยา, 

2555)   ไดทําการศึกษาผลิตภัณฑขาวกลองสูตรอารซีชนิดผง ซึ่งประกอบดวย ขาวกลอง ขาวกลองเหนียว และ

ขาวมันปู อยางละ 16.67% และขาวบารเลย ขาวฟาง ขาวสาลี ลูกเดือย ลูกบัว และขาวโอต อยางละ 8.34% 

โดยใหผูปวยเบาหวานทานโดยการชง 4 ชอนโตะ ตอนํ้ารอนประมาณ 250 ซีซี ตอการบริโภค 1 คร้ัง ทานกอน

อาหาร 3 มื้อ ทุกวัน รวมระยะเวลา 2 เดือน พบวาขาวกลองอารซี ชวยใหผูปวยเบาหวานสามารถควบคุมน้ําตาล
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ได 55.6% ควบคุมระดับ cholesterol ได 94.4% ควบคุมระดับ triglyceride ได 77.8% ควบคุมระดับของตัวสง

ไขมันชนิด LDL-cholesterol ได 44.4% และควบคุมระดับของตัวสงไขมันชนิด HDL-cholesterol ได 66.7% 

นอกจากน้ันยังพบวาผูปวยมีคุณภาพชีวิตและสุขภาพที่ดีขึ้น นอกจากนี้ขาวกลองยังมีสรรพคุณในการเสริมสราง

พลังงาน ตานอนุมูลอิสระจึงทําใหระบบการเผาผลาญทํางานเปนปกติ ชวยลดนํ้าหนัก ลดความเสี่ยงตอการเปน

เบาหวานชนิดที่ 2 ตานมะเร็ง ลดความเสี่ยงตอการเปนนิ่วในถุงน้ําดี และโรคหอบหืด  

นอกจากน้ียังมีการศึกษาท่ีพบวาเมล็ดขาวมีปริมาณสารประกอบฟนอล ฟลาโวนอยด  และ

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูง ซึ่งปริมาณความเขมขนของสารประกอบฟนอล แอลฟา-ไรโอซานอล โท

โคฟรอล นั้นจะพบในปริมาณมากบริเวณสวนชั้นนอกของเมล็ดขาว คือ รําขาว และแกลบ ซึ่งมีความสามารถใน

การตานอนุมูลอิสระมากกวาในสวนของแปง ในเม็ดสีของขาวยังเปนแหลงสําคัญของสารตานอนุมูลอิสระ ไดแก 

แอนโทไซยานิน แสดงใหเห็นวาขาวมีสีท่ีมีสารแอนโทไซยานิน จะมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระไดดีกวา

ขาวท่ีไมมีสี ซึ่งจากการศึกษาแอลฟา-ไรโอซานอลจากรําขาว พบวาสามารถจํากัดอนุมูลอิสระ ปกปองโปรตีน

จากปฏิกิริยาออกซิเดชัน และ lipid peroxidation ในเซลล แบบ ex vivo ได (Shao et al., 2011)  

 

ตารางที่ 2.1 แสดงปริมาณสารอาหารในขาวชนิดตางๆ 100 กรัมขาวสาร (ดวงกมล เริ่มตระกูล, 2008)  

 

ขาวเหนียวดํา (Black sticky rice) 

 ขาวเหนียวดํา คือขาวเหนียวที่มีเย่ือหุมเมล็ดสีมวงแดงจนถึงสีดํารวมทั้งการที่มีรงควัตถุท่ีปรากฏในสวน

ตาง ๆ ของตนขาว ซึ่งเปนลักษณะประจําพันธุของขาวชนิดน้ี รงควัตถุท่ีมีสีสวนใหญพบในสวนของลําตน ใบ 

และเกือบทุกสวนของชอดอก ยกเวน embryo หรือ endosperm ลักษณะเดนของขาวเหนียวดํา คือการติดกัน

เหมือนกาวของเมล็ดขาวท่ีสุกแลว และมีสารอาหารที่เปนประโยชนมากกวาขาวเหนียวขาว  

ประเภท พลังงาน โปรตีน ไขมัน วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 ใยอาหาร 

(แคลอรี่) (กรัม) (กรัม) (มิลลิกรัม) (มิลลิกรัม) (กรัม) 

ขาวเหนียว 259 8.4 1.6 0.16 0.06 0.8 

ขาวเหนียวไมขัดส ี 360 7.4 2.1 0.3 0.12 0.8 

ขาวเหนียวหมัก 164 1.8 0.1 0.01 0.03 0.3 

ขาวเจาขัดส ี 353 6.6 1.1 0.11 0.02 0.8 

ขาวกลอง 352 7.8 3.4 0.61 0.15 3.4 

ขาวน่ึง 364 6.7 1 0.2 0.08 - 



14 
 

องคประกอบ และคุณคาทางโภชนาการของขาวเหนียวดํา (ประโยชนของขาวเหนียวดํา และขาวกลอง, 2012) 

1. Omega-3 (Linolenic Acid) เปนกรดไขมันท่ีชวยบํารุงสุขภาพ ชวยควบคุมการขนสงสารอาหารตาง 

ๆ ไปท่ัวรางกาย จําเปนตอการปองกันและรักษาโรคตาง ๆ เชน โรคหัวใจ และอัมพาต ลดการอักเสบของโรคไข

ขอเสื่อมรูมาตอยด ลดอาการปวดหัวไมเกรน และปวดประจําเดือน เพิ่มภูมิคุมกันรางกาย และลดอาการของโรค

ภูมิแพ ลดระดับ cholesterol ลดระดับ triglyceride และเพิ่ม HDL ในเลือด บํารุงสมอง ทําใหเกล็ดเลือดไม

แข็งตัวงาย 

2. Omega-6 (Linoleic Acid) ชวยปองกันการเกิดโรคหัวใจ ลดการแข็งตัวของเลือด ลดอัตราการเกิด

โรคความดันโลหิตสูง ลดการขยายตัวของเซลลมะเร็ง ชวยบํารุงตับ ปองกันโรคสมองเสื่อมหรือโรคอัลไซเมอร ลด

ระดับ cholesterol และ triglyceride แตเพิ่มระดับ HDL ในเลือด 

3. Omega-9 (Oleic Acid) หรือ lecitin มีหนาท่ีสําคัญคือ ลด cholesterol โดยรวม ทําใหเสนเลือดไม

อุดตัน ไมเปนโรคหัวใจ บํารุงสมอง ชวยใหความจําดี ไมเปนโรคสมองเสื่อม ไมเปนโรคพารกินสัน และยังชวยลด

ความอวนไดดีดวย 

4. Niacin (วิตามินบี 3 หรือ Nicotinic Acid) มีความจําเปนใน lipid metabolism, tissue respiration 

และ glycogenolysis ดังนั้น Nicotinic Acid ในปริมาณสูง ๆ จึงสามารถลดระดับ cholesterol ในเลือดได 

5. Vitamin E (Alpha-Tocopherol) Tocopherol และ Tocotrienol เปนสารตานอนุมูลอิสระ จึงชวยลด

ภาวะเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็งได และยังชวยลด cholesterol ท่ีอุดตันในเสนเลือด ในกลุมเสนเลือดไปเลี้ยงไต 

กรดไขมัน ยูริกในเลือดลดลง ลดเลือดค่ังตามเทา 

6. γ-oryzanol มีประสิทธิภาพในการลดระดับ cholesterol และ triglyceride ท้ังในเลือดและในอวัยวะ

ตาง ๆ ทําใหหลอดเลือดไมมีไขมันอุดตัน ไมเปนโรคหัวใจ โรคสมองเสื่อม โรคอัมพฤกษ และโรคชาตามมือ ตาม

เทา รวมทั้งโรคหยอนสมรรถภาพทางเพศในชายและหญิงดวย 

7. Phytate คือเกลือของ phytic acid หรือ hexainositol phosphoric acid โดยธรรมชาติกรดไฟติกจะ

มีความสามารถในการจับกับสังกะสี และธาตุเหล็กสูง 

8. ธาตุเหล็ก ปองกันโรคโลหิตจาง มีความจําเปนมากสําหรับเด็กท่ีกําลังเจริญเติบโต และสตรีมีครรภ 

เด็กที่ขาดธาตุเหล็กจะมีพัฒนาการทางรางกายลดลง สมาธิและสติปญญาในการเรียนรูตํ่า การจัดระดับปริมาณ

ธาตุเหล็กท่ีวิเคราะหไดจากเมล็ดขาว ถามีธาตุเหล็กตํ่ากวา 10 ppm จัดวาอยูในระดับตํ่า 10-20 ppm ระดับ

ปานกลาง และมากกวา 20 ppm คือ ระดับสูง 

9. Anthocyanin เปนสารประกอบกลุม flavonoid ท่ีประกอบไปดวยสาร cyanidin มีสีมวงเขม และสาร 

peonidin ซึ่งมีสีชมพูออน พบวาสาร anthocyanin สามารถชวยลดการอักเสบของเน้ือเย่ือ ชวยลดไขมันอุดตัน

ในเสนเลือดท่ีหัวใจและสมอง บรรเทาโรคเบาหวาน ชวยบํารุงสายตา เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการมองเห็นเวลา

http://tayatfarm.com/%e0%b8%9b%e0%b8%a3%e0%b8%b0%e0%b9%82%e0%b8%a2%e0%b8%8a%e0%b8%99%e0%b9%8c%e0%b8%82%e0%b8%ad%e0%b8%87%e0%b8%82%e0%b9%89%e0%b8%b2%e0%b8%a7%e0%b9%80%e0%b8%ab%e0%b8%99%e0%b8%b5%e0%b8%a2%e0%b8%a7%e0%b8%94/
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มองตอนกลางคืน สาร cyanidin มีประสิทธิภาพในการ antioxidation ไดดีกวาวิตามินอี และยับย้ังการ

เจริญเติบโตของ epidermal growth factor receptor ในเซลลมะเร็ง 

 

การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับขาวเหนียวดํา 

เนื่องจากขาวกลองของขาวเหนียวดํามีปริมาณสาร γ-oryzanol และสามารถสังเคราะหสาร 

anthocyanin  ไดมากกวาขาวขาว ในทางการแพทยจึงไดมีการนําคุณสมบัติน้ีมาใชประโยชนโดย พบวาสาร γ-

oryzanol จะชวยกระตุน growth Hormone ทําใหรางกายทํางานไดมีประสิทธิภาพมากข้ึน รางกายจึงสรางภูมิ

ตานทานตอโรคตาง ๆ หรือบําบัดอาการของโรคเร้ือรังตาง ๆ ดวยตัวเอง  โดยเฉพาะโรคท่ีเก่ียวกับความเสื่อม 

ตานมะเร็ง อัมพฤกษ โรคหัวใจ ความดันโลหิต ลด cholesterol เสนเลือดตีบ โรคเกาท ไมเกรน ลดความเครียด 

ชวยใหนอนหลับ แกปญหาวัยทอง ปวดประจําเดือน และสมรรถภาพเพศชาย  (ธวัชชัย แถวถาทํา, 2547) ใน

ตางประเทศไดมีการนําสาร GABA ท่ีพบในขาวกลองงอกของขาวเหนียวดํามาใชในวงการแพทยเพื่อรักษาโรค

เก่ียวกับประสาท เชน โรควิตกกังวล โรคนอนไมหลับ และโรคลมชัก  เพราะสาร GABA  จัดอยูในกลุมกรด

โปรตีนท่ีชวยบํารุงเซลลประสาท ทําใหสมองเกิดการผอนคลายปองกันการทําลายสมอง ซึ่งเปนสาเหตุของโรค

สูญเสียความทรงจําหรืออัลไซเมอร และสาร anthocyanin ชนิด cyanindin-3-glucoside ท่ีพบในขาวเหนียวดํา 

ยังมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งปอด  สารสกัดในขาวเหนียวดํายังมีคุณสมบัติชวย

สรางเม็ดเลือดแดง  สราง villi ในผนังลําไสเล็กทําใหรางกายสามารถดูดซึมสารอาหารไดมากขึ้น  สงผลให

รางกายเจริญเติบโตและแข็งแรงย่ิงขึ้น (วรนุช ศรีเจษฎารักข, 2550) คุณคาทางโภชนาการขาวเหนียวดํา (หมู 

ภูธร, 2008) รายงานวาใหพลังงาน 361.00 kcal มีโปรตีน 8.20  กรัม ไขมัน 3.00 กรัม คารโบไฮเดรต 75.20 

กรัม ไฟเบอร 0.90 กรัม แคลเซียม 26.00 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 65.00 มิลลิกรัม วิตามินบีหน่ึง 0.04 มิลลิกรัม 

วิตามินบีสอง 0.83 มิลลิกรัม และไนอาซีน 0.60 มิลลิกรัม  

 

 นอกจากน้ียังมีการศึกษาท่ีพบวาเมล็ดขาวมีปริมาณสารประกอบฟนอล ฟลาโวนอยด และ

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูง ซึ่งปริมาณความเขมขนของสารประกอบฟนอล แอลฟา-ไรโอซานอล 

โทโคฟรอล น้ันจะพบในปริมาณมากบริเวณสวนชั้นนอกของเมล็ดขาว คือ รําขาว และแกลบ ซึ่ งมี

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระมากกวาในสวนของแปง (เมล็ดขาวท่ีผานการขัดขาว) (Butsat and 

Siriamornpun, 2011) ซึ่งในเม็ดสีของขาวยังเปนแหลงสําคัญของสารตานอนุมูลอิสระ ไดแก แอนโทไซยานิน 

แสดงใหเห็นวาขาวมีสีที่มีสารแอนโทไซยานิน จะมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระไดดีกวาขาวท่ีไมมีสี ซึ่ง

จากการศึกษาแอลฟา-ไรโอซานอลจากรําขาว พบวาสามารถจํากัดอนุมูลอิสระ ปกปองโปรตีนจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน และ lipid peroxidation ในเซลล แบบ ex vivo ได (Shao et al., 2011) 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609008759
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609008759
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อนุมูลอิสระ 

อนุมูลอิสระ (free radicals) เปนสารท่ีมีอิเล็กตรอนอิสระ (unpaired electron) อยูในวงนอกของ

อะตอมหรือโมเลกุล สิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ใชออกซิเจนจะมีอนุมูลอิสระของออกซิเจนเกิดขึ้น เชน hydroxyl radical 

(OH•), superoxide anion (O2
•-), hydroperoxyl radical (HOO•) และ alkoxy radical (RO•)  ซึ่งเปนผลจาก

การใชออกซิเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึมตางๆ ของเซลลที่เกิดขึ้นตลอดเวลา ปจจัยจากสิ่งแวดลอม

ภายนอก ไดแก รังสียูวี โอโซน ควันจากทอไอเสียรถยนต และควันบุหร่ี ยาตานจุลชีพและตานมะเร็งบางชนิด

สามารถกอใหเกิดอนุมูลอิสระขึ้นภายในรางกายไดเชนกัน  

อนุมูลอิสระสวนใหญมีความไมคงตัว และไวตอการทําปฏิกิริยา โดยเฉพาะอยางย่ิง hydroxyl radical 

ซึ่งจัดเปนสารออกซิไดสแรงสูง ที่มีความวองไวสูงสุด อนุมูลอิสระมีความสามารถในการทําปฏิกิริยากับโมเลกุล

อ่ืน สามารถเปลี่ยนแปลงไดตามอุณหภูมิ pH และความชื้น เปนตน อนุมูลอิสระมีท้ังท่ีอยูในสภาวะท่ีเปนกลาง

ทางไฟฟา และสภาวะท่ีมีประจุไฟฟา โดยมีท้ังประจุบวกและประจุลบ สัญลักษณทางเคมีของอนุมูลอิสระ คือ 

อิเล็กตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระจะแสดงดวยจุดในตําแหนงขางบนของสัญลักษณทางเคมี เชน อนุมูล R• แทน

อะตอมหรือโมเลกุลของอนุมูลอิสระท่ีไมจําเพาะเจาะจง ซึ่งอนุมูลอิสระมีท้ังท่ีเปนประจุบวก (R+•) เชน อนุมูล 

pyridinyl (NAD+•) และประจุลบ (R-•) เชน อนุมูล superoxide (O2
-•) หรือเปนกลาง เชน อนุมูล peroxyl 

(ROO•) หรืออนุมูล thiyl (RS•) เปนตน  

อนุมูลอิสระสามารถเขาทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลตางๆ ที่อยูรอบขางในทันทีที่ถูกสรางขึ้น ยังผลให

เกิดความเสียหายแกองคประกอบตางๆ ของเซลลภายในรางกาย ไมวาจะเปน การทําลายโครงสรางดีเอ็นเอ  

การเปลี่ยนสภาพโปรตีนตลอดจนไขมันของเย่ือหุมเซลล หรือการสรางพันธะโควาเลนตกับโปรตีนหรือเอนไซม

บางชนิดจนทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซมนั้นๆ ผิดปกติไป เปนตน  

อนุมูลอิสระท่ีมีความสําคัญในทางชีวภาพ ไดแก Hydroxyl radical (HO•), Superoxide anion 

radical (O2
-•) เปนตน อนุมูลเหลาน้ีจัดเปนอนุมูลท่ีไวในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอ่ืนสูงมาก การเกิด

อนุมูลอิสระมีไดหลายกลไกที่แตกตางกัน ดังนี้ 

1. การแตกของพันธะโควาเลนทแบบไอโมไลซิส (Imolysis) 

A : B → A• + B• 

2. การเพิ่มอิเล็กตรอน 1 ตัว ใหแกอะตอมที่เปนกลางทางไฟฟา 

A + e- → A-• 

3. การสูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตัว จากอะตอมที่เปนกลางทางไฟฟา 

A → A+• + e- 



17 
 

อนุมูลอิสระและสารท่ีเก่ียวของตางๆ ในทางชีววิทยาท่ีสามารถเปนตัวต้ังตนท่ีทําใหเกิดเปนอนุมูล

อิสระไดอีกหลายชนิด สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุมใหญ คือกลุมท่ีมีออกซิเจนเปนองคประกอบสําคัญ 

(reactive oxygen species, ROS) กลุมท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบสําคัญ(reactive nitrogen species, 

RNS) และกลุมท่ีมีคลอรีนเปนองคประกอบสําคัญ (reactive chlorine species, RCS) สารบางชนิดสามารถ

จัดอยูได 2 กลุม เชน เปอรออกซีไนไตรท (peroxynitrite)  

 

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) 

ปฏิกิริยาท่ีโมเลกุลหรืออะตอมมีการสูญเสียอิเล็กตรอนจากวงโคจรใหกับโมเลกุลท่ีทําหนาท่ีเปนตัวรับ

อิเล็กตรอน เรียกสารท่ีทําหนาท่ีเปนตัวใหอิเล็กตรอนวา ตัวรีดิวซ (reducing agent) และเรียกสารที่ทําหนาท่ี

รับอิเล็กตรอนน้ีวา ตัวออกซิไดซ (oxidizing agent) โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันมักจะเก่ียวของกับออกซิเจน 

นอกจากน้ี ออกซิเดชันยังหมายถึงการเสียไฮโดรเจนอะตอมออกจากโมเลกุลอีกดวย ปฏิกิริยาออกซิเดชันและ

อนุมูลอิสระนั้นมีความเก่ียวของ เนื่องจากปฏิกิริยาน้ีทําใหเกิดอนุมูลอิสระของสารตางๆไดมากมายหลายชนิด 

และอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารอ่ืนๆเปนปฏิกิริยาลูกโซตอไป  

อนุมูลอิสระจะเกิดปฏิกิริยาท่ีเปนแบบปฏิกิริยาลูกโซ แบงเปน 3 ข้ันตอน คือ ข้ันแรกเปนขั้นท่ีอนุมูล

อิสระถูกสรางหรือผลิตขึ้น เรียกขั้นตอนนี้วาขั้นตอนอินนิทิเอชัน (initiation step) ขั้นท่ีสองเปนขั้นท่ีอนุมูลอิสระ

ถูกเปลี่ยนไปเปนอนุมูลอิสระตัวอ่ืนตอๆกันไป เรียกวาขั้นพรอพาเกชัน (propagation step) และข้ันสุดทาย 

เรียกวา ขั้นเทอรมิเนชัน (termination step) เปนข้ันหยุดปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระเปนข้ันตอนท่ีมีการรวมกัน

ของอนุมูลอิสระ 2 อนุมูล ไดเปนสารที่มีความเสถียร โดยท่ัวไปการท่ีโมเลกุลหรืออะตอมของสารท่ีมีอิเล็กตรอน

เขาคูกันครบเสียอิเล็กตรอนไปกลายเปนอนุมูลอิสระไดน้ัน ตองอยูในสภาวะอุณหภูมิสูง แตก็มีโมเลกุลอีก

หลายชนิดท่ีกลายเปนอนุมูลอิสระไดเมื่ออยูในสภาวะปกติ ซึ่งรวมถึงสารชีวโมเลกุลตางๆท่ีพบในสิ่งมีชีวิตดวย 

ซึ่งปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระที่มักพบในสภาวะปกติของสิ่งมีชีวิตมีดังน้ี 

ขั้นอินนิทิเอชัน (chain initiation) 

อนุมูลอิสระเกิดมาจากกลไกตางๆกันไดหลายวิธี คือ การแตกพันธะของโมเลกุลท่ีเรียกวา Homolysis 

หรือการแตกพันธะเน่ืองจากแสง (photolysis) หรือผลของรังสี (radiolysis) หรือมาจากปฏิกิริยารีดอกซ 

(redox) ซึ่งปฏิกิริยาทั้ง 4 จัดเปนกลไกพื้นฐานในการสรางอนุมูลอิสระจากสารอินทรีย  

1. Bond homolysis 

โมเลกุลของสารอินทรียท่ีมีอิเล็กตรอนวงนอกสุด (valence electron) เปนจํานวนคูแลวในทางทฤษฎี

สามารถแยกออกจากกันใหผลลัพธเปนอนุมูลอิสระได โดยในสภาวะท่ีอุณหภูมิปกติ การท่ีอิเล็กตรอนคูใน

พันธะโควาเลนทสามารถแยกจากกันไปใหอะตอมแตละตัวไดน้ัน ตองเปนโมเลกุลท่ีมีพลังงานระหวางพันธะท่ี
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ออนมาก เชน disulfide และการเกิดปฏิกิริยาจะมีอัตราที่ชามาก จึงคาดวาไมนาจะเกิดในระบบของสิ่งมีชีวิตได 

ตัวอยาง Bond homolysis แสดงไดดังสมการตอไปนี้ 

ROOR → 2RO• 

2. Photolysis 

เปนการแตกพันธะของโมเลกุลจากการดูดพลังงานแสง เชน แสงอุลตราไวโอเลต ทําใหเกิดอนุมูลอิสระ

ข้ึน ท่ีพบมากคือการแตกพันธะของ hydrogen peroxide (H2O2) กลายเปนอนุมูล hydroxyl (HO•) โดยใน

สิ่งมีชีวิตพลังงานแสงจะถูกดูดโดยโมเลกุลท่ีมีความไวตอแสง เชน รงควัตถุและสารอะโรมาติกคารบอนบาง

ชนิด หลังดูดพลังงานแสงแลวจะทําใหโมเลกุลอยูในสถานะท่ีต่ืนตัว (excited state) จึงตองมีการปลดปลอย

พลังงานออกมาเพื่อใหโมเลกุลกลับเขาสูสถานะพื้น (ground state) ดังเดิม และวิธีหน่ึงของการคายพลังงาน 

คือ การแตกพันธะของโมเลกุลเกิดเปนอนุมูลอิสระ 2 ตัว ดังนี้  

ROCl → RO• + Cl• 

(RCOO)2 → 2RCOO• 

3. Radiolysis 

พลังงานจากรังสีชนิดตางๆ เชน รังสีแกมมา รังสีเอกซ และอิเล็กตรอนที่มีพลังงานสูงสามารถทําใหเกิด

การแตกพันธะโควาเลนทของโมเลกุลสารได โดยเฉพาะโมเลกุลนํ้าจะใหอนุมูลประจุบวก(H2O+•) และอนุมูล 

hydroxyl (HO•) ซึ่งอนุมูลอิสระเหลาน้ีเปนตัวท่ีมีความไวในการเขาทําปฏิกิริยากับสารอินทรียสูง ทําใหเกิด

อนุมูลอิสระออกมามากมาย นอกจากน้ีรังสียังทําใหเกิดอนุมูลอิสระไดโดยตรงจากสารองคประกอบเคมีของ

เซลลอีกดวย โดยเฉพาะสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันไมอ่ิมตัวในรางกายสิ่งมีชีวิต ซึ่ง

ปฏิกิริยานี้นับเปนจุดเริ่มตนที่สําคัญของปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ  

4. ปฏิกิริยารีดอกซ 

ปฏิกิริยารีดอกซหรือเรียกอีกอยางวา ปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชัน เปนปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนท่ัวไปในระบบ

ทางชีววิทยา ปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันบางชนิดมีประโยชน แตมีปฏิกิริยาออกซิเดชันบางชนิดกอใหเกิด

ความเสียหาย โดยสามารถกอใหเกิดอนุมูลอิสระได ท่ีสําคัญคือโมเลกุลของอนุมูล superoxide (O2-•) ซึ่งเปน

สารตัวกลาง (intermediate) ในกระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนในไมโตคอนเดรียและเย่ือหุมนิวเคลียส 

นอกจากน้ีปฏิกิริยารีดอกซของไอออนโลหะในรางกาย ก็จัดเปนปฏิกิริยาที่สําคัญในการเกิดอนุมูลอิสระเชนกัน 

โดยเฉพาะเหล็ก (Fe2+) และทองแดง (Cu2+) โดยไอออนโลหะเปรียบเสมือนเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดอกซ  
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ขั้นพรอพาเกชัน (chain propagation) 

เปนขั้นที่อนุมูลอิสระมีการทําปฏิกิริยาเปลี่ยนเปนอนุมูลอิสระของสารอ่ืน ซึ่งปฏิกิริยาจะดําเนินตอๆกัน

ไปเปนปฏิกิริยาลูกโซ ไดอนุมูลอิสระชนิดใหมออกมาตลอดเวลา จัดเปนการเปลี่ยนตําแหนงของอิเล็กตรอนที่ไม

เขาคู (unpaired electron) ซึ่งสามารถแบงกลไกของปฏิกิริยาในข้ันพรอพาเกชันได 3 ชนิด ที่มีความเก่ียวของ

กับระบบทางชีววิทยาที่เก่ียวกับสิ่งมีชีวิต คือ 

1. การถายทอดอะตอมหรือกลุมของอะตอม (atom or group transfer) 

จัดเปนกลไกท่ีเกิดมากที่สุดในลําดับของพรอพาเกชัน โดยปฏิกิริยาจะเก่ียวของกับการดึงไฮโดรเจนดัง

สมการ  

Cl• + RH → HCl + R• 

R•1 + R2Cl → R1Cl + R•2 

2. การถายทอดอิเล็กตรอน (electron transfer) 

เปนการถายทอดอิเล็กตรอนจากอนุมูลอิสระที่เปนกลางหรือมีประจุลบไปใหโมเลกุลท่ีไมใชอนุมูลอิสระ 

(non-radical molecule) ซึ่งเปนกลไกที่สําคัญของปฏิกิริยาออกซิเดชันไขมันในสิ่งมีชีวิต (Lipid peroxidation)  

3. การเติมอนุมูลอิสระ (addition of radicals) 

เปนการเติมกลุมอนุมูลอิสระเขาไปในโมเลกุลตางๆ ดังสมการ 

R• + O2 → ROO• 

ตัวอยางของปฏิกิริยานี้ ไดแก การเติมอนุมูลอิสระของกรดไขมันไมอ่ิมตัว ปฏิกิริยาออกซิเดชัน โมเลกุล

ของไขมัน (Lipid peroxidation) แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันแสดงไดดังสมการ  

Chain initiation 

L-H → L• + radical – H 

Chain propagation 

L• → L-O-O• 

L-O-O• → L-O-O-H + L• 

Chain termination 

L• + L• → L – L 

 

ขั้นเทอรมิเนชัน (chain termination) 

เปนขั้นหยุดปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ ประกอบดวย กลไกหลัก 3 ชนิด คือ 

1. การรวมตัวกันของอนุมูลอิสระ (Homolinking and cross-linking of radicals) 
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เปนการรวมตัวกันของอนุมูลอิสระ 2 โมเลกุล โดยการนําอิเล็กตรอนท่ีไมมีคูของแตละโมเลกุลอนุมูล

อิสระมาสรางพันธะกัน ไดเปนสารโมเลกุลใหมท่ีมีพันธะรวมกัน หากเปนการรวมตัวกันระหวางอนุมูลอิสระ 2 

โมเลกุลที่เปนชนิดเดียวกัน เรียกโมเลกุลสารใหมท่ีไดวา homodimer แตถาเปนการรวมตัวของอนุมูลอิสระตาง

ชนิดกันเรียก heterodimer ซึ่งกลไกน้ีเปนปฏิกิริยาท่ีสําคัญในการสรางสารชีวโมเลกุลท่ีมีความเสถียรข้ึนมา

ใหมภายในเซลลสิ่งมีชีวิต เชน โปรตีน กรดนิวคลีอิก และไขมัน เปนตน การรวมตัวกันของอนุมูลอิสระแสดงได

ดังนี้  

ROO• + R• → ROOR 

2ROO• → ROO-OOR 

2R• → R-R 

2. การกําจัดอนุมูลอิสระ (Radical scavenging) 

คําวา Scavenge หมายถึงการกําจัดเอาขยะและสิ่งท่ีไมตองการออกไป ซึ่งในกรณีน้ีเปรียบอนุมูล

อิสระไดกับสิ่งท่ีไมตองการ ซึ่งการกําจัดออกจะกระทําโดยสารกลุมหน่ึงท่ีเรียกวา scavenger หรือสารตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant) เชน สารประกอบฟนอลิกซึ่งจัดเปน radical scavenger ท่ีมีประสิทธิภาพ รวมท้ัง

วิตามินซี วิตามินอี วิตามินเอ เปนตน 

3. การถายทอดอิเล็กตรอน (Electron transfer) 

เปนการถายทอดอิเล็กตรอนท่ีไมไดจับคูของอนุมูลอิสระออกจากโมเลกุล หรือเปนการรับเอา

อิเล็กตรอน 1 ตัวจากภายนอกมาเขาคูกับอิเล็กตรอนเดิมท่ียังมีท่ีวางอยูในโมเลกุล ทําใหสภาวะการเปนอนุมูล

อิสระหมดไป เชน อนุมูล superoxide (O2-•) เกิดการถายทอดอิเล็กตรอนกลายเปนโมเลกุลออกซิเจนปกติ 

(O2) เปนตน 

 

สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารที่ทําหนาท่ียับย้ังหรือตอตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือสารที่

สามารถขจัดอนุมูลอิสระออกจากรางกาย รางกายมีระบบตานออกซิเดชัน แบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ 

ประเภทแรกปองกันการเกิดสารอนุมูลอิสระ ไดแก เอนไซม superoxide dismutase, glutathione 

peroxidase, catalase, peroxidase, cytochrome C peroxidase ทองแดง สังกะสี ซีเลเนียม โปรตีนซึ่งมี

ทองแดงอยูในโมเลกุล (ceruloplasmin) สวนอีกประเภทหนึ่งคือ สารตานอนุมูลอิสระ ในกลุมท่ีทําลายปฏิกิริยา

ลูกโซน้ีไดแก วิตามินอี เบตา-แคโรทีน วิตามินซี ubiquinone, uric acid, bilirubin, albumin, sulfhydryl 

groups ในกรดอะมิโน cysteine ซึ่งมีอยูในโปรตีน เชน เนื้อสัตว นอกจากวิธีน้ียังมีสารประกอบฟโนลิก 
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(phenolic compounds) และสารกลุม flavanoids ท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีนาสนใจอีกดวย (Basu, T. 

K.,1999) 

สารตานอนุมูลอิสระ สามารถแบงตามกลไกการยับย้ังไดเปน 3 ชนิด ดังนี้ (Strain, J. J.,1999) 

1. Preventive antioxidant ปองกันการเกิดอนุมูลอิสระ 

2. Scavenging antioxidant ทําลายหรือยับย้ังอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น 

3. Chain breaking antioxidant ทําใหลูกโซของการเกิดอนุมูลอิสระสิ้นสุดลง 

 

ตัวอยางสารตานอนุมูลอิสระบางชนิด 

วิตามินเอ 

ในธรรมชาติวิตามินเอจะพบเฉพาะในสัตวเทาน้ัน แตในพืชจะมีสารประกอบแคโรทีนอยดท่ีสามารถ

เปลี่ยนเปนวิตามินเอได จัดเปน Precursor ของวิตามินเอ เรียกวา โปรวิตามินเอ มักพบในพืชผักใบเขียว ผัก

และผลไมที่มีสีเหลือง หรือสีสมแดง [25] 

วิตามินซี 

มีชื่อทางเคมีวา กรดแอสคอรบิค (Ascorbic acid) เปนวิตามินท่ีละลายไดในนํ้า จะสลายตัวเมื่อถูก

ความรอนหรือท้ิงไวในอากาศท่ีมีความชื้น วิตามินซีมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ โดยจะเขาทําปฏิกิริยากับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด อนุมูล hydroxyl และอนุมูล peroxyl นอกจากวิตามินซีสามารถเขาทําปฏิกิริยากับ

อนุมูลอิสระแลว ยังทําหนาท่ีเปนตัวสงเสริมประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระของวิตามินอีดวย โดยทําให

อนุมูล α -tocopherol• (TO•) เปลี่ยนกลับไปเปน α -tocopherol (TOH) ดังเดิม ดังสมการ  

TO•+ AH- → TOH + A• 

วิตามินอี 

เปนวิตามินท่ีละลายไดในไขมันเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ โดยวิตามินอีทํางานรวมกับสารตาน

อนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆ เชน วิตามินซีและซิลิเนียมเปนตน วิตามินอีชวยปรับใหรางกายสามารถนําเอาวิตามินเอมา

ใช ซึ่งจะชวยในการปองกันสารท่ีเปนพิษท่ีมีผลมาจากโลหะ เชน ตะก่ัว ในธรรมชาติมีวิตามินอีอยูหลายชนิด 

ปจจุบันแบงเปน 2 กลุมใหญ คือ โทโคฟรอล และ โทโคไทอินอล แตละกลุมยังแยกเปนวิตามินยอยๆ อีก 4 ชนิด 

ไดแก อัลฟา (α -) เบตา (β-) แกมมา (γ-) และเดลตา (δ-) วิตามินอีทําหนาท่ีเปนตัวใหไฮโดรเจนแกอนุมูล 

peroxyl ดังสมการ 

α - tocopherol + LOO• α - tocopherol•+ LOOH 
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อนุมูล α - tocopherol• ที่เกิดขึ้น สามารถทําปฏิกิริยากับอนุมูล peroxyl ตัวอ่ืนทําใหไดสารท่ีมีความ

เสถียร (LOO- α - tocopherol) ดังสมการ เปนผลใหปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันหยุดลง  

α - tocopherol• + LOO• → LOO- α - tocopherol 

ซิลิเนียม ทองแดง และสังกะสี 

เปนสารตานอนุมูลอิสระทางออม เน่ืองจากเปนสวนประกอบของเอนไซมท่ีทําหนาท่ีเปนสารตาน

อนุมูลอิสระ มีการศึกษาวิจัยท่ีแสดงวาการใชซิลิเนียม และวิตามินอีรวมกันชวยเพิ่มประสิทธิภาพของการ

ปองกันการเกิดโรคมะเร็งบางชนิด ซึ่งพบไดในอาหารตามธรรมชาติ เน่ืองจากสารตานอนุมูลอิสระมีหนาท่ี

หลายอยาง เชน ทําหนาที่เปนสารรีดิวซ (reducing agent) เปนตัวขับไลอนุมูลอิสระจับกับไอออนโลหะท่ีเรงให

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ดวยหนาท่ีตางๆเหลาน้ี จึงทําใหมีผลตอการชะลอหรือยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน หรือสามารถหยุดปฏิกิริยาลูกโซ และทําใหเปนสารท่ีมีความเสถียร หรือเปนสารท่ีไมทําปฏิกิริยา

ออกซิเดชันอีกตอไป หรือเปนสารที่ไมใชอนุมูลอิสระ (non-radical product) (Packer, L,1999) 

แคโรทีนอยด 

แคโรทีนอยดเปนรงควัตถุที่พบทั่วไปในธรรมชาติ จะถูกสังเคราะหข้ึนในคลอโรพลาสตของพืช และพบ

มากในผักและผลไมสุก โครงสรางพื้นฐานของแคโรทีนอยดประกอบดวยโครงสรางหลักท่ีเรียกวา tetraterpene 

skeleton ซึ่งอาจมีวงแหวนท่ีบริเวณปลายดานใดดานหน่ึงหรือท้ังสองดานของโมเลกุล วงแหวนน้ีอาจเปนวง

แหวนหาหรือหกเหลี่ยมก็ไดแคโรทีนอยดสามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญตามองคประกอบของโครงสรางใน

โมเลกุลดังนี้ (Packer, L,1999) 

แคโรทีน (Carotene)  

เปนแคโรทีนอยดท่ีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนเทาน้ัน เชน เบตา-แคโรทีน 

(β-carotene) อัลฟา-แคโรทีน (α -carotene) แกมมา-แคโรทีน (γ-carotene) ไลโคปน (lycopene) เปนตน 

และซึ่ง เบตา-แคโรทีน เปนสารต้ังตนของวิตามินเอ การเปลี่ยนรูปจากเบตา-แคโรทีนไปเปนวิตามินเอโดยการ

แตกพันธะคูท่ีตําแหนงก่ึงกลางของโมเลกุล โดยเอนไซม carotene deoxygenase เมื่อเบตา-แคโรทีน สามารถ

ดักจับอนุมูลอิสระเขาไวในโมเลกุลแลว โมเลกุลของเบตา-แคโรทีนจะอยูในลักษณะท่ีมีความเสถียร 

1. ออกโซแคโรทีนอยด (oxocarotenoid) หรือ แซนโทฟล (xanthophyll) 

เปนแคโรทีนอยดท่ีโครงสรางโมเลกุลบริเวณวงแหวนประกอบดวยกลุมอ่ืนนอกเหนือจากคารบอนและ

ไฮโดรเจน เชน เบตา-คริบโทแซนทิน (β-cryptoxanthin) และลูทีน (lutein) (Packer, L,1999) 
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ภาพที ่2.5  แสดงโครงสรางทางเคมีของ อัลฟา-แคโรทีน (α-carotene) และเบตา-แคโรทีน (β-carotene) 

(Agriculture and Consumer Protection, 1995) 

 

สารประกอบฟโนลิก (phenolic compounds) 

สารประกอบฟโนลิกเปนสารที่พบไดในพืชทั่วไป มีสูตรโครงสรางทางเคมีเปนวงแหวนท่ีมีหมูไฮดรอกซิ

ลอยางนอยหน่ึงหมูหรือมากกวาน้ัน สามารถละลายนํ้าได ท่ีพบในพืชมักจะรวมอยูในโมเลกุลของนํ้าตาลในรูป

ของสารประกอบไกลโคไซด (glycosides) และพบไดในสวนของชองวางภายในเซลล (cell vacuole) 

สารประกอบฟโนลิกท่ีพบในธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด มีลักษณะสูตรโครงสรางทางเคมีท่ีแตกตางกัน ซึ่ง

กลุมใหญที่สุดที่พบจะเปนสารประกอบพวกฟลาโวนอยด (flavonoids) นอกจากน้ันยังมีสารประกอบตางๆ เชน 

simple monocyclic phenol, phenyl propanoid, phenolic quinine และ polyphenolic ซึ่งไดแกพวก lignin, 

tannin เปนตน รวมท้ังยังพบวามีสารประกอบท่ีมีกลุมฟนอล (phenolic unit) รวมอยูในโมเลกุลของโปรตีนอัล

คาลอยด (alkaloid) และเทอรพีนอยด (terpenoid) เปนตน  

นอกจากน้ีบางการศึกษาพบวาสารประกอบฟโนลิกหลายชนิดมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ เชน 

ฟลาโวนอยด กรดฟโนลิก และ แทนนิน เปนตน สารประกอบฟโนลิกทําหนาท่ีเปนตัวขับไลอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ

คือ อนุมูล peroxyl  โดยมีกลไก 2 แบบคือ เมื่ออยูในสภาวะท่ีมีความเขมขนตํ่าเมื่อเทียบกับสารออกซิไดซ 

สารประกอบฟโนลิกจะปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากน้ีอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาจะถูกทํา

ใหเปนสารท่ีมีความเสถียร ดังน้ันจึงสามารถปองกันการเกิดข้ันตอนพลอพาเกชันได นอกจากน้ีสารประกอบฟ

โนลิกบางชนิดยังทําหนาที่เปนสารคีเลต ดักจับไอออนของโลหะเขาไวในโมเลกุล เชน เคอรซิทิน (quercetin) 

สารประกอบฟโนลิกยังทําหนาที่ทั้งเปนสารใหอิเล็กตรอน หรือเปนตัวใหไฮโดรเจน และกําจัดออกซิเจน

ที่อยูในรูปแอคทีฟ ดวยหนาที่ตางๆ ดังกลาวจึงทําใหสารประกอบฟโนลิกเปนสารตานอนุมูลอิสระ ท่ีสําคัญชนิด

หน่ึงในพืชทั่วไป  
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แอนโทไซยานิน (anthocyanin) 

แอนโทไซยานินเปนรงควัตถุท่ีพบในผัก ผลไม ดอกไม ใหสีมวงแดงไปจนถึงสีนํ้าเงิน ละลายอยูใน 

vacuole sap ของพืช (Vacuole sap เปนสวนหน่ึงท่ีเห็นไดชัดท่ีสุดในเซลลพืชท่ีมีอายุมาก โครงสรางจะมี

เนื้อเย่ือหุม และภายในมีของเหลวบรรจุอยู) ละลายนํ้าไดแตไมละลายใน non-hydroxyl solvents เชน อีเทอร 

อะซีโตน คลอโรฟอรม และเบนซิน 

แอนโทไซยานินเปนสารประกอบในกลุม flavonoids ซึ่งมีโครงสรางพื้นฐานในโมเลกุล ประกอบดวยวง

แหวนเบนโซไพแรน (benzopyran) 2 วงตอกับวงแหวนฟล (phenyl ring) เปนอนุพันธของเกลือเฟลวิเลียม 

(flavylium salt) แสดงใน ภาพที่ 6 ซึ่งประกอบดวยสวนท่ีเปน aglycone (anthocyanidin) และน้ําตาล 1 หรือ 

2 ตัว โดยปกติจะพบ free aglycone ในอาหารนอยมาก ยกเวนในผลิตภัณฑท่ีไดจากการสลายตัว 

(degradation) สวนของน้ําตาลที่พบมาก มีอยู 5 ชนิด คือ glucose, rhamnose, galactose, xylose, 

arabinose  

 

 
 

ภาพที่ 2.6 แสดงโครงสรางของแอนโทไซยานินท่ี pH ตางๆ [33] 

 

สารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห  

สารตานอนุมูลอิสระท่ีพัฒนาสังเคราะหขึ้นสวนใหญจะออกแบบใหมีโมเลกุลขนาดเล็ก และใช

โครงสรางของสารตานอนุมูลอิสระ ที่มีในธรรมชาติ นํามาดัดแปลงใหมีคุณสมบัติทางเคมีและมีฤทธิ์ท่ีดีขึ้น เชน 

สารตานอนุมูลอิสระที่พัฒนาจากสารตานอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ โดยพัฒนามาจากโครงสรางของวิตามินอี 

และโครงสรางสารโพลีฟนอล 
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Gallic acid หรือ 3, 4, 5-hydroxybenzoic acid เปนสารประกอบอินทรียท่ีมีสูตรโมเลกุลทางเคมีคือ 

C7H6O5 Gallic acid เปนสวนประกอบของแทนนิน พบมากในองุน ใบชา เปลือกไมโอค และพืชอ่ืนๆ 

โดยท่ัวไปจะใชเก่ียวกับอุตสาหกรรมทางยา คุณสมบัติของ Gallic acid คือ สามารถยับย้ังเชื้อรา เชื้อไวรัส 

และมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระไดดี  

 

 
ภาพที่ 2.7 แสดงโครงสรางทางเคมีของ Gallic acid  

 

สารตานอนุมูลอิสระที่สรางขึ้นในรางกายมนุษย 

โดยปกติจะมีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นในเซลลและรางกายหลายชนิด มีท้ังท่ีเปนประโยชนและใหโทษ ซึ่ง

เซลลในรางกายจะเปนอันตรายและเสียหายหากมีอนุมูลอิสระในปริมาณมากเกินสมดุล ดังน้ันเซลลและ

รางกายจึงมีกลไกเพื่อควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระไมใหสูงจนเกิดอันตราย โดยกลไกดังกลาวจะทําหนาท่ีลด

ผลกระทบท่ีเปนอันตรายของอนุมูลอิสระตอเซลล ในสภาวะปกติกลไกเหลาน้ีสามารถควบคุมอนุมูลอิสระท่ี

เกิดขึ้นได อยางไรก็ตามหากเกิดภาวะผิดปกติที่ทําใหกลไกการปองกัน เหลานี้บกพรองจะนําไปสูการเกิดภาวะ

ท่ีมีอนุมูลอิสระมากเกินสมดุล (oxidative stress) และเกิดโรคตางๆ ขึ้นในรางกายกลไกสําคัญท่ีทําหนาท่ี

ควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูในสมดุลไดแกเอนไซมตานออกซิเดชัน (antioxidative enzyme) 

 

เอนไซมซุปเปอรออกไซดดิสมิวเตส (superoxide dismutase; SOD)  

เอนไซม SOD จะทําหนาที่ขจัดอนุมูลอิสระ คือ อนุมูลซุเปอรออกไซดแอนอิออน (O2
-•) โดยเรงปฏิกริยา

ดิสมิวเตสในการเปลี่ยนอนุมูลO2
-• ใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกกําจัดตอไปโดยเอนไซมคาตาเลส (catalase) และเอนไซมกลูตาไทโอน

เปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase) CuZnSOD เปนเอนไซมท่ีมีโลหะทองแดงและสังกะสีเปน

องคประกอบท่ีสําคัญ พบในเซลลท่ีมีเย่ือหุมนิวเคลียส (eukaryotic cell) ท้ังหมดเชน ยีสต พืช และสัตว แตไม

พบในแบคทีเรีย หรือสาหรายสีเขียวแกมนํ้าเงิน ภายในโครงสรางของ CuZnSOD จะมีทองแดงอยูบริเวณ 

active site บริเวณศูนยกลางโครงสรางเชื่อมตอกับโลหะสังกะสี เอนไซม CuZnSOD มีบทบาทสําคัญในการทํา

หนาที่ตานอนุมูลโดยเรงปฏิกิริยาดิสมิวเตชัน นอกจากน้ียังพบเอนไซม SOD ไอโซฟอรมอ่ืนอีกหลายไอโซฟอรม 
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ซึ่ง SOD ทุกชนิดจะมีโลหะทรานซิสชันท่ี active site ซึ่งทําหนาท่ีโดยการออกซิไดสและรีดิวซแบบยอนกลับได 

นอกจากน้ี SOD ยังทําหนาท่ีปองกันเอนไซมกลุมดีไฮเดรส ไมใหเอนไซมเหลาน้ีถูกอนุมูลซุปเปอรออกไซดอิ

ออนทําลาย 

 

เอนไซมเปอรออกซีรีด็อกซิน (peroxiredoxin, PRX)  

Non-heme peroxidase เปนเอนไซมท่ีพบไดท่ัวไปภายในเซลลโดยสามารถแบงไดเปน 2 กลุมหลักๆ 

ไดแกเอนไซม peroxiredoxin (PRXs) และเอนไซม glutathione peroxidase (GPXs) peroxiredoxin พบไดใน

สิ่งมีชีวิตหลายชนิดและจัดเปนเอนไซมในกลุม thiol-dependent peroxidaseโดยจะเรงปฏิกิริยารีดักชันของ 

hydrogen peroxide, alkylhydroperoxides และ peroxinitrite ใหกลายเปนนํ้า รวมถึงแอลกอฮอล และไน

ไตรท ตามลําดับ peroxiredoxin สามารถจัดจําแนกได 4 ประเภท ไดแก 2-cys PRX, 1-cys PRX, PRX-Q และ 

type II PRX (PRXII) โดยจะมีกลไกในการทําปฏิกิริยารวมกันท่ีบริเวณกรดอะมิโนซีสเทอีน เรียกวา 

peroxidatic cysteine โดยจะถูกออกซิไดซโดย hydrogen peroxide กลายเปน sulfenic acid และภาย

หลงัจากน้ันจะถูกเปลี่ยนกลับมาอยูในรูปรีดิวซโดยรับ reducing eqvalent ท่ีแตกตางกัน เชน thioredoxin 

(TR(SH)2), glutaredoxin (GRX) หรือ glutathione ขึ้นกับประเภทของ PRX 

 

เอนไซมกลูตาไทโอนเปอรออกซิเดส (Glutathione peroxidase, GPx) 

ทํางานรวมกับธาตุซิลีเนียมและกลูตาไทโอน (GSH) โดยเรงปฏิกิริยารีดักชันของสารประกอบไฮโดร

เปอรออกไซด ไดแก ลิพิดเปอรออกไซด (ROOH) ไดผลิตภัณฑัเปนนํ้าและกลูตาไทโอนไดซัลไฟด (GSSG) 

นอกจากน้ีสามารถสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดได 
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บทที ่3 

การดําเนนิการวจิัย 

  

1. วัตถุดิบ  

เมล็ดขาวเหนียวดําพันธุพื้นเมืองจากจังหวัดพัทลุง 

2. วัสดุและอุปกรณ  

เครื่องชั่งสาร  

เครื่องปน (blender) 

เครื่องเขยาสารแบบปรับอุณหภูมิ 

เครื่องปนเหว่ียงแบบปรับอุณหภูมิ  

เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer; UV-1601) 

เครื่องแยกขนาดโปรตีนดวยกระแสไฟฟา 

เครื่องยายโปรตีนลงเมมเบรน 

เครื่องควบแนนสารที่ความดันตํ่า  

ตูอบแบบปรับอุณหภูมิ  

ตูบมเพาะเลี้ยงเซลลอุณหภูมิ 37°C 

อางน้ําวนแบบปรับอุณหภูมิ 

Rotary evaporator 

Cell culture flask ขนาด 25 cm3, 75 cm3 

6- well plate 

24- well plate 

96- well plate 

ชุดเครื่องแกว: ขวด ฟลาสก หลอดทดลอง กระบอกตวง 

Microcentrifuge tube 1.5 ml 

Autopipette ขนาด 10, 100, 200, 1000 µl 
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กระดาษกรอง เบอร 1  

พาราฟลม  

กระดาษฟอยด  

Rack 

Vortex 

Seropipettes ขนาด 5 และ 10 ml 

Counting chamber 

Cornical tube ขนาด 15 และ 50 ml 

Phase contrast microscope 

Immunofluorescence microscope  

3. สารเคมี 

Acetone  

Methanol 

Absolute ethanol 

0.025 M Potassium chloride buffer, pH 1.0 (KCl) 

0.4 M Sodium acetate buffer, pH 4.5 (C2H3NaO2) 

Follin Ciocalteu’s phenol reagent (FCR) (Carlo Erba)  

Horseradish peroxidase (HRP) 

5% Sodium carbonate (Na2CO3) 

0.2 M Sodium phosphate buffer, pH6.6  

1% Potassium ferricyanide  

10% Trichloroacetic acid  

0.1% Ferric chloride (FeCl3) 

1, 1 Diphenyl-2-picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH) (Sigma Aldrich) 

Gallic acid (3, 4, 5-trihydroxybenzoic acid) 
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 Ascorbic acid 

Distilled water 

4 mM Hydroperoxide (H2O2) 

0.1 M Potassium phosphate (KH2PO4) pH6.0 

7.5 mM Phenol red 

100 mM Phosphate-buffered saline 

MEM medium cell culture  

 Fetal bovine serum 

 Penicillin- streptomycin  

 Trypan blue 

 Calcium chloride 

 Sodium oxalate 

 Sodium chloride 

 Antibodies  

 

4. การดําเนินการวิจัย 

 4.1 การสกัด water soluble material จากขาวเหนียวดํา 

 นําเมล็ดขาวเหนียวดํามาแกะเปลือก บดใหละเอียด แลวรอนผานตะแกรงขนาด 60 mesh และนําไป

สกัดตามวิธีของ Sangkitikomol (73) โดยนําผงขาวเหนียว 100 กรัม ผสมกับ 70% เอธิลแอลกอฮอล ปริมาตร 

2 ลิตร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 75-78°C นาน 3 ชั่วโมง หลังจากน้ันนําไปเขยาใน ultrasonic bath นาน 30 

นาทีแลวบมไวท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน และ centrifuge ที่ 3000 rpm นาน 15 นาที แลวนํา 

supernatant ไป ระเหยแอลกอฮอลออกดวย vacuum rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ

ทําใหแหงดวย freeze dryer แลวเก็บสารสกัดที่ไดที่ -80 องศาเซลเซยีส 

 4.2 ศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content) 

 การหา Total anthocyanin content ทําโดยวิธี pH differential method (spectrometric method) 

นําสารสกัดมาหา dilution factor โดยนําสารสกัดท่ี dilution ตาง ๆ ผสมกับ 0.025 M potassium chloride 
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buffer pH 1.0 และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 nm แลวเลือกคา dilution ที่อยูใน linear 

range (OD520 ประมาณ 0.2 – 1.4) มาศึกษาตอไป 

 นําสารสกัดตาม dilution ท่ีไดผสมกับ 0.025 M potassium chloride buffer pH 1.0 และ  0.4 M  

sodium acetate pH 4.5 แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 และ 700 nm โดยใชนํ้ากลั่น

เปน control (การวัดคาการดูดกลนืแสงควรวัดภายใน 20-50 นาที) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําคาเฉลี่ยของคาการ

ดูดกลืนแสงไปหาคา total anthocyanin content ท่ีแสดงในรูปของ cyanidin-3-glucoside equivalent  ซึ่ง

คํานวณไดจากสมการ 

Anthocyanin content (cyanidin-3-glucoside equivalents, mg/L) = A x MW x DF x 103 / ε x l 

 A = (A520-A700) pH 1.0 – (A520-A700) pH 4.5 

DF = dilution factor  

MW (molecular weight) = 449.2 g/mol สําหรับ cyanidin-3-glucoside (cyd-3-glu) 

l = pathlength in cm  

ε = 26 900 molar extinction coefficient, in L x mol–1 x cm–1, for cyd-3-glu 

103 = factor for conversion from g to mg. 

 

 4.3  ศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม (Total phenolic compound) 

 การหา total phenolic compound ทําไดโดยการทําปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent และใช 

Gallic acid ที่ความเขมขน 20, 40, 60, 80 และ 100 mg/ml เปน standard  โดยนํา Folin-Ciocalteu reagent 

มาละลายในนํ้า อัตราสวน 1:10 แลวนํามา 5 ml ผสมกับสารสกัดท่ีละลายใน 100% เมธิลแอลกอฮอล 

ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน แลวเติม 20% sodium bicarbonate ปริมาตร 2 ml  นํ้ากลั่น 2 ml เขยาใหเขากัน 

แลว incubate ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสดงดวย 

spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 755 nm โดยปริมาณของ total phenolic compound ท่ีพบในสารสกัด

จะแสดงในรูปของ mg ของ gallic acid equivalent (mg GAE/ 100g dry weight ของสารสกัด) การทดลอง

ทําซ้ํา 2 ซ้ํา 

 4.4  ศึกษาความสามารถของสารสกัดในการตานอนุมูลอิสระ  

 4.4.1  Scavenging effect on DPPH radicals 
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การทดลองในคร้ังน้ีอางอิงตามวิธีการของ Kuo et al. (74) โดยนํา 1,1- Diphenyl-2-picryl-hydrazyl 

radical (DPPH) มาละลายใน 100% เมธิลแอลกอฮอล ใหไดความเขมขน 400 µM  หลังจากน้ันนําสารสกัด 

50 µl (ความเขมขนต้ังแต 0-12,000 µg/ml, อยางนอย 5 ความเขมขน) ผสมกับสารละลาย DPPH ที่ละลายใน

เมธิลแอลกอฮอล ปริมาตร 150 µl ใน microtiter plate หลังจากน้ันเก็บไวในท่ีมืดนาน 90 นาที แลวนําไปอาน

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 nm ดวย microtiter plate reader โดยใชสารสกัดท่ีผสมกับเมธิล

แอลกอฮอลทเปน blank และใชเมธิลแอลกอฮอลท่ีผสมกับDPPH เปน negative control และใช ascorbic 

acid ท่ีความเขมขนตาง ๆ เปน standard ทําซ้ําทั้งหมด 4 คร้ังแลวนํามาหาคาเฉลี่ย นําคา OD เฉลี่ยที่ไดมา

คํานวณหา % inhibition ดังสมการ 

   % inhibition  =  (Ac-As/Ac) x 100  

   Ac = คาการดูดกลืนแสง (OD517) ของ negative control 

   As = คาการดูดกลืนแสง (OD517) ของสกัด  

  นําคา % inhibition มา plot กราฟตอความเขมขนของสารสกัด (อยางนอย 5 ความเขมขน) และนํามา

หาคา EC50 ซึ่งแสดงถึง Molar ratio ของ antioxidant ในสารสกัดท่ีสามารถลด DPPH radical ได 50% จาก

ความเขมขนของ DPPH radical เริ่มตน  

 4.4.2 Reducing power 

 Reducing power ศึกษาตาม Oyaizu (75) หรือ Ferric reducing antioxidant power (FRAP) โดย

นําสารสกัดมา 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 mg/ml ผสมกับ 2 M phosphate buffer pH 6.6 ปริมาตร 5 ml และ 1% 

potassium ferricyanide ปริมาตร 5 ml ผสมใหเขากัน แลวนําไป incubate ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 

นาที  หลังจากน้ันเติม 10% trichloro acetic acid ปริมาตร 5 ml  และนําไป centrifuge ที่ 650 g เปนเวลา 10 

นาที แลวนําสวน solution ดานบน ปริมาตร 5 ml ไปผสมกับน้ํากลั่น ปริมาตร 5 ml และ 0.1% ferric chloride 

ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน แลวนําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 nm ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

แลวหาคาเฉลี่ย นําคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงไป plot กราฟตอคาความเขมขนของสารสกัด โดยใช 

ascorbic acid ท่ีความเขมขนตาง ๆ เปน standard คาการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มขึ้นแสดงถึงการเพิ่มข้ึนของ 

reducing power 

 4.4.3 Hydrogen peroxide scavenging activity 

 การตรวจหา hydrogen peroxide ทําไดโดยใช horseradish peroxidase assay  โดยนําสารสกัดท่ี

ความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 mg/ml ความเขมขนละ 1 ml ผสมกับ 4 mM H2O2 ปริมาตร 400 µl และ 
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phenol red solution (7.5 mM phenol red  + 500 µg HRP ที่ละลายใน 100 mM phosphate buffer) 

ปริมาตร 600 µl  ผสมใหเขากัน  แลว incubate เปนเวลา 10 นาที หลังจากน้ันนําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 610 nm คาการดูดกลืนแสงจะถูกเปลี่ยนเปน mM H2O2 standard curve โดยใชปฏิกิริยาท่ีไม

สีสารสกัดเปนกลุม control แลวนําไปคํานวณหา % scavenging effect ดังสมการ  

  % Scavenging effect  =   1 – (OD610 ของสารสกัด / OD610 ของ control) x 100 

 นํา % Scavenging effect ที่พบไดในสารสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ มา plot กราฟตอคาความเขมขน 

โดยใช ascorbic acid เปน positive control และนํามาหาคา EC50 ซึ่งแสดงถึง Molar ratio ของ antioxidant 

ในสารสกัดที่สามารถลด H2O2 ได 50% จากความเขมขนของ H2O2 เริ่มตน 

 

4.5 ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเติบโตของผลึกคริสตัล COM (Growth) 

ทําการเตรียมผลึกคริสตัล COM ใน 24-well plate ท่ี ใชสํ าห รับเลี้ ยง เซลล โดยนํา 10 mM 

CaCl2.2H2O มาผสมกับ 10 mM Na2C2O4 ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 5 mM และ 0.5 mM ตามลําดับ ใน 

10 mM Tris buffer ท่ีมีเกลือ 90 mM NaCl (pH 7.3) โดยใหหลุมปฏิกิริยาท่ีไมมีการเติมสารสกัดจากขาว

เหนียวดําเปน control  สวนหลุมท่ีมีการเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําน้ันจะทําการ Vary concentration ของ

สารสกัดในปฏิกิริยา การทดลองแตละความเขมขนจะทํา 3 ซ้ํา จากน้ันทําการบมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง เปน

เวลาขามคืน เมื่อครบเวลานําไปดูผลดวยกลอง Scanning Electron microscope (SEM) ถายรูปผลการ

ทดลองที่ได นํามานับจํานวนผลึกและวัดขนาดของผลึกในแตละสภาวะการทดลอง นําคาท่ีไดมาคํานวณหา

ความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

4.6 ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเกาะเกี่ยวกันของผลึกคริสตัล COM (Aggregation)  

ทําการเตรียมผลึกคริสตัล COM ใน 24-well plate โดยเลือกใชสภาวะท่ีรายงานโดย 

Thongboonkerd (2006) วาใหรูปรางของผลึกในแบบเกาะกลุมหรือ Aggregated form โดยนํา 10 mM 

CaCl2.2H2O มาผสมกับ 10 mM Na2C2O4 ใหไดความเขมขนสุดทายของ CaCl2.2H2O เปน 5 mM และ 

Na2C2O4 1 mM ใน Artificial Urine ที่ประกอบดวย 23.1mM MgSO4.7H2O และ 127.4 mM KCl (pH 6.5) 

โดยใหหลุมท่ีไมมีการเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําเปน control สวนหลุมท่ีมีการเติมสารสกัดจาก

ขาวเหนียวดํานั้นจะทําการ Vary concentration ในปฏิกิริยา การทดลองแตละความเขมขนจะทํา 3 ซ้ํา จากนั้น

ทําการบมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลาขามคืน เมื่อครบเวลานําไปดูผลดวยกลอง SEM ถายรูปผลการ
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ทดลองที่ได นํามานับจํานวนผลึกและวัดขนาดของผลึกในแตละสภาวะการทดลอง นําคาท่ีไดมาคํานวณหา

ความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

4.7 เตรียมผลึกแคลเซียมออกซาเลต โมโนไฮเดรต (COM) เพื่อใชในการทดลอง 

นํา 10 mM CaCl2.2H2O มาผสมกับ 10 mM Na2C2O4 ในหลอดทดลองขนาด 50 ml ใหไดความ

เขมขนสุดทายของ CaCl2.2H2O เปน 5 mM และ Na2C2O4 0.5 mM ใน 10 mM Tris buffer ท่ีมีเกลือ 90 mM 

NaCl (pH 7.3) จากน้ันนําไป vortex แลวบมขามคืนท่ีอุณหภูมิหอง จากน้ันทําการเก็บผลึก COM โดยนํา

หลอดทดลองมาปนตกดวยเคร่ือง centrifuge ดวยความเร็ว 3000 rpm เปนเวลา 5 นาที ทิ้ง Supernatant เก็บ

ตะกอนของคริสตัลมาปนลางดวย methanol จํานวนสองคร้ัง รอบสุดทายท้ิง methanol แลวปลอยใหผลึก

คริสตัลแหงโดยบมท่ี 37°C ขามคืน นําผลึกคริสตัล COM ที่เตรียมไดไปตรวจสอบรูปรางลักษณะ 

(morphology) ดวยกลองจุลทรรศน เพื่อดูความบริสุทธิ์ของผลึกท่ีเตรียมได เก็บท่ีอุณหภูมิหองจนกวาจะ

นําไปใช  

 

4.8 ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเกาะจับของผลึก COM กับเซลล MDCK (Adhesion) 

เลี้ยงเซลล MDCK จํานวน 1 × 104เซลล ใน 6 well plate ดวย Complete MEM นําผลึกคริสตัล 

COM ที่เตรียมไวมาตาก UV light เปนเวลา 30 นาที กอนนําไปทําการทดลองกับเซลลเพื่อปองกันการปนเปอน 

ลางเซลล MDCK กอนทําการทดลองดวย plain MEM หลุมท่ีไมไดเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําใหเปน 

control ทําการ Precoat เซลล MDCK ดวยสารสกัดจากขาวเหนียวดําความเขมขนตางๆ แตละความเขมขนทํา 

3 ซ้ํา นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาดูดสารสกัดออกแลวเติมผลึก COM ความ

เขมขน 200 µg/ml ที่ผสมอยูใน complete MEM ลงไป นําไปบมใน humidified incubator 37°C ที่มี 5% CO2 

เมื่อครบ 30 นาที นําเซลลมาลางดวย MEM 3 ครั้ง เพื่อใหเหลือเฉพาะผลึกคริสตัลท่ีมี adhesion กับเซลลอยาง

จําเพาะเทาน้ัน ดูผลดวยกลอง phase-contrast microscope ถายรูปผลการทดลองที่ได นับจํานวนผลึกนํา

คาที่ไดมาคํานวณหาความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

4.9  ศึกษาฤทธิข์องสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการตายของเซลล MDCK 

MTS Cell Proliferation Assay Kit ทดสอบโดยเลี้ยงเซลล MDCK จํานวน 2x104 เซลลใน 96-well 

plate นําไปบมใน incubator 37๐C ที่มี 5% CO2 เปนเวลาขามคืน จากน้ันลางเซลลดวย PBS จํานวน 2 ครั้ง 

เติมสารสกัดขาวเหนียวดําความเขมขน  10, 20, 50, 100, 200 และ 400 µg/ml ลงในหลุมเซลลโดยหลุม
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สุดทายเติม Incomplete MEM (Control) และบมท่ีอุณหภูมิ 37๐C ที่มี 5% CO2  เปนเวลา ขามคืน เมื่อครบ

เวลาดูดสารสกัดขาวออก และเติม Incomplete MEM ลงไปพรอมกับเติม MTS reagent 20 µl  และบมใน 

humidified incubator 37๐C ที่มี 5% CO2 จากน้ันนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD 490 nm ที่เวลา 30 นาที 

จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาปริมาณเซลลที่มีชีวิต (Relative Ratio) โดยแทนคาตามสมการ 

% Relative Ratio = (mean OD treatment / mean OD control) x 100 

 

% True Relative Ratio = (mean OD treatment – OD Blank / mean OD control – OD Blank) x 100 

 

4.10 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในสัตวทดลองที่เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะนิ่วในไต 

การทดลองน้ีใชหนูแรทเพศผู จํานวน 18 ตัว สายพันธุ Sprague-Dawley อายุ 7 สัปดาห น้ําหนัก

ประมาณ 180-200 กรัม มาเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหองเพื่อปรับสภาพใหเกิดความเคยชินเปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้น

แบงการทดลองเปน 3 กลุม กลุมละ 6 ตัว กลุมท่ี 1 หนูถูกเหน่ียวนําใหเกิดภาวะน่ิวในไต คือมีการสะสมผลึก 

แคลเซียมออกซาเลต (CaOx) ในเนื้อไตโดยการด่ืมนํ้าที่ผสมกับ 0.5% ethylene glycol (EG) (v/v) เปนเวลา 1 

สัปดาห จากนั้นใหด่ืมนํ้าอีกเปนเวลา 2 สัปดาห กลุมที่ 2 เปนกลุมที่ใหหนูกิน potassium citrate (KCit) 

ปริมาณ 100 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักหนู 1 กิโลกรัม โดยใช gastric intubation วันละ 1 คร้ัง เปนเวลา 2 สัปดาห 

หลังจากนั้นเหนี่ยวนําใหมีการสะสมผลึก CaOx โดยด่ืมนํ้าที่ผสมกับ 0.5% EG (v/v) เปนเวลา 1 สัปดาห กลุม

ที่ 3 เปนกลุมที่ใหหนูกินสารสกัดจากขาวเหนียวสังขหยด ปริมาณ 200 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักหนู 1 กิโลกรัม โดย

ใช gastric intubation วันละ 1 คร้ัง เปนเวลา 2 สัปดาห หลังจากน้ันเหน่ียวนําใหมีการสะสมผลึก CaOx โดย

ด่ืมนํ้าที่ผสมกับ 0.5% EG (v/v) เปนเวลา 1 สัปดาห เมื่อสิ้นสุดการทดลอง หนูแตละกลุมถูกทําใหตายอยาง

สงบ จากน้ันทําการเก็บเน้ือเย่ือไตเพื่อนํามาศึกษาการสะสมผลึก CaOx ดวยวิธีการยอมสี hematoxylin และ 

eosin  ศึกษาการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระดวยวิธี immunohistochemistry และศึกษาการแสดงออกของ

สารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western immunoblotting 

 

4.11 ศึกษาปริมาณการสะสมผลึก CaOx ดวยวิธีการยอมสี hematoxylin และ eosin   

เนื้อเย่ือไตนํามารักษาสภาพดวย 4% paraformaldehyde ที่ละลายใน 0.1 M PBS, pH 7.4 เปน

เวลา 12-16 ชั่วโมง จากน้ันลางดวย 0.1 M PBS, pH 7.4 จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวนําตัวอยางท่ีไดมา

ขจัดน้ําออกดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน 70%, 80%, 90%, 95% (2 ครั้ง), 100% (3 ครั้ง) ตามลําดับ 

ขั้นตอนละ 30 นาที จากน้ันทําการ clearing โดยใช xylene (2 ครั้ง) ครั้งละ 30 นาที infiltrate และฝงเน้ือเย่ือ
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ลงใน paraffin  จากน้ันนําตัวอยางท่ีไดไปตัดดวยเคร่ือง microtome ความหนาประมาณ 5 µm  จากนั้นนํา

แผนชิ้นเน้ือไปขจัด paraffin ออกดวย xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และเขาสูข้ันตอนการเติมนํ้า (rehydrate) 

ในแผนชิ้นเน้ือดวยแอลกอฮอลท่ีความเขมขนจากสูงไปตํ่า ดังน้ี 100% (3 ครั้ง), 95% (2 ครั้ง), 90%, 80%, 

70% ตามลําดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากน้ันนําไปแชนํ้ากลั่นเปนเวลา 5 นาที แลวยอมดวยสี hematoxylin เปน

เวลาประมาณ 2-3 นาที ลางดวยนํ้าประปา แลวจุมลงใน 1% acid alcohol ประมาณ 10 วินาที จากนั้นนํา

แผนชิ้นเน้ือแชลงใน 90% และ 95% ตามลําดับ ข้ันตอนละประมาณ 10 วินาที แลวยอมดวยสี eosin เปนเวลา

ประมาณ 5-10 นาที แลวนําแผนชิ้นเนื้อมาขจัดน้ําออกดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน 90%, 95% (2 ครั้ง), 

100% (3 คร้ัง) ตามลําดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากน้ันทําการ clearing โดยใช xylene (2 ครั้ง) ครั้งละ 5 นาที 

แลวปด mount สไลดดวย per mount จากน้ันนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง แลวนับจํานวนผลึก 

CaOx ในบริเวณทอไต และวิเคราะหดวยโปรแกรม Image J 

 

4.12 ศึกษาการแสดงออกของอนุมูลอิสระดวยวิธี Immunofluorescence 

 เก็บเน้ือเย่ือไตขางซายมา Fix ดวย 4% Paraformaldehyde 1 คืน จึงเปลี่ยนไปเก็บใน 30% Sucrose 

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซียลเซียส  จากน้ันตัดเน้ือเย่ือไตดวยวิธี Cryosections ความหนา 7 ไมครอน เก็บท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส เลือกตัวอยางของแผนเน้ือเย่ือไตท่ีจะนํามาศึกษาจากน้ันนําแผนเน้ือเย่ือไตมาวาง

ตากใหแหงแลวนําไปขจัด OCT และทําการกําจัด endogenous peroxidase ดวย Acetone ท่ีแชเย็นใน -30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําไปแชใน 0.1 M PBS pH 7.4 เปนเวลา 5 นาที ตอมาแชเน้ือเย่ือ

ดวย 0.1% glycine ใน 0.1 M PBS pH 7.4 เปนเวลา 15 นาที จากน้ันบมแผนเน้ือเย่ือดวย 4% BSA ที่ละลาย

อยูใน 4% NGS ผสมกับ 0.1 M PBST pH 7.4 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 0.1 M PBST pH 7.4 (tween-20) 

จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ตอมานําแผนเน้ือเย่ือมาบมดวยprimary antibody (anti-8 Hydroxyguanosine 

Mouse monoclonal antibody) อัตราสวน 1:500 ที่ละลายใน 2% BSA ผสมกับ 2%NGS ใน 0.1 M PBST 

pH 7.4 เปนเวลา 12 – 18 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสแลวลางดวย 0.1 M PBST pH 7.4 จํานวน 3 ครั้ง 

ครั้งละ 5 นาทีจากน้ันนําแผนเน้ือเย่ือมาบมตอดวย secondary antibody (Goat Anti-Mouse IgG H&L 

(Alexa Fluor® 488)) อัตราสวน 1:500 ใน 0.1 M PBST pH 7.4 เปนเวลา 1 ชั่วโมง และยอมNucleus ดวย 

VECTASHIELD Antifade Mounting Medium with Propidium Iodide (PI)1 หยดแลวปดดวยกระจกปด

สไลด จากนั้นนําไปศึกษาภายใตกลอง Fluorescence Microscope 
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4.13 ศึกษาการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ8 Hydroxyguanosine (8-oHdG) ดวยวิธี 

immunohistochemistry 

นําแผนชิ้นเน้ือเย่ือไตแชใน ice-cold acetone เปนเวลา 10 นาที กําจัด Endogenous peroxidases 

โดยแชใน 0.3% hydrogen peroxide (H2O2) ในเมทานอลเปนเวลา 30 นาที ทําการลาง 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

ดวย 0.1 M PBS, pH 7.4 ที่มี 0.4% Triton X-100 (PBST) และบมใน 0.1% glycine ใน 0.1 M PBS เปนเวลา 

15 นาที ทําการปองกัน Non-specific antibody binding โดยแชใน blocking solution (4% bovine serum 

albumin; BSA, 4% Normal goat serum; NGS and PBST) เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม primary 

antibody (8-oHdG mouse monoclonal antibody) ใน diluent solution (2% BSA, 2% NGS and PBST)  

ความเขมขน 1:200 ที่ 4oC เปนเวลา 12 – 18 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทําการลาง 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และบม

ดวย HRP-conjugated goat anti-mouse IgG containing PBST solution ความเขมขน 1:500 เปนเวลา 100 

นาที หลังจากลางเติม 3’,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) substrate และ counterstained 

ดวย Mayer’s hematoxylin เพื่อสังเกตนิวเคลียส นําเน้ือเย่ือไปดูภายใตกลอง Nikon Eclipse E600 

microscope ที่ตอกับกลอง Nikon digital camera DXM1200 ทําการถายภาพและทําการวิเคราะหตอไป 

 

4.14 ศึกษาการแสดงออกของสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western immunoblotting 

4.14.1 การสกัดโปรตีนจากเนื้อเยื่อไต 

นําเน้ือเย่ือไตมาทําการบดใหละเอียดในสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดวย 25 mM 

Tris–HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%sodium deoxycholate, และ 1% SDS จากนั้นนําไปปน

เหว่ียงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C  จากนั้นนํา supernatant ไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี

ของ Bradford 

4.14.2 แยกตัวอยางโปรตีนดวยวิธี Sodium Dodesylsulphate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) และ western blotting 

นําโปรตีนท่ีผานการวัดปริมาณแลวปริมาณ 10 µg ผสมกับ loading dye (7 M urea, 2 M thiourea, 

2% CHAPS, 120 mM DTT, 40 mM Tris-base, bromophenol blue) นําไปตมประมาณ 5 นาที แลวนําไป

แยกดวย 12.5% SDS-PAGE หลังจากน้ันยายโปรตีนลงบนแผน nitrocellulose membrane ดวยวิธี 

semidried transfer  
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4.14.3 Immunoblotting 

นําแผน nitrocellulose membrane มาลางดวย PBS จากนั้นนําไป block nonspecific binding 

ดวย 5% Skimmed milk ที่ละลายใน TBS ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง แลวนําแผน nitrocellulose 

membrane บมดวย primary antibody ท่ีอุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง บนเคร่ืองเขยา ซึ่งการทดลองใน

ครั้งนี้ใช antibody anti-superoxide dismutase (anti-SOD) และ anti-catalase  หลังจากน้ันลางดวย TBS-

Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง แลวบมใน secondary antibody (horseradish peroxidase–conjugated 

antibody) นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย TBS-Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง หลังจากน้ันนําแผน nitrocellulose มา 

develop ดวยชุดนํ้ายา chemiluminescence จากน้ันนําแผน nitrocellulose ประกบกับฟลม x-ray ในหองมืด

แลวนําฟลมไป develop แลวนําฟลมไป scan เพื่อตรวจดูตําแหนงและปริมาณของโปรตีน SOD และ 

catalase  

 

4.15  การวิเคราะหทางสถิติ 

นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหโดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชัน 12 คาจริงท่ีไดนํามาเปรียบเทียบกับคา

กลางบวกหรือลบดวยคาเบ่ียงเบนมาตรฐานของคากลางเปน (± S.E.M.) จากน้ันนําคามาหาคาความเชื่อมั่น

ทางสถิติดวยวิธี one-way analysis of variance (ANOVA) โดยใชการทดสอบของ Turkey-HSD multiple 

comparison tests ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

 

ปริมาณสารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดเมล็ดขาวและแกลบขาวเหนียวดํา 

 จากการสกัดเมล็ดขาวเหนียวดําบดละเอียด 375 กรัม ดวย 75% เอทานอล พบวาหลังการระเหยแหง

ไดสารสกัดลักษณะเปนผงสีมวงเขมนํ้าหนัก 1.423 กรัม สามารถคํานวณรอยละของการสกัดไดเทากับ 0.379 

จากการสกัดแกลบขาวเหนียวดําบดละเอียด 50 กรัม ดวย 75% เอทานอล พบวาหลังการระเหยแหงไดสาร

สกัดลักษณะเปนผงสีนํ้าตาลอมมวง นํ้าหนัก 1.137 กรัม คิดเปนรอยละของการสกัดไดเทากับ 2.274 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณสารสกัดหยาบจากเมล็ดและแกลบขาวเหนียวดํา 

สายพันธุขาว ชนิดของตัวอยางขาว   น้ําหนักสารสกัด (g) รอยละของสารสกัดหยาบท่ีได

เทียบกับน้ําหนักดิบกอนสกัด  

(% yield dry weight) 

ขาวเหนียวดํา 
เมล็ดขาว 

แกลบ 

1.423 

1.137 

0.379 

2.274 

 

ปริมาณแอนโทไซยานินในสารสกัด  

นําสารสกัดหยาบของเมล็ดขาวและแกลบมาทําการศึกษาสารตานอนุมูลอิสระแอนโทไซยานิน โดยวิธี 

pH differential method จากการเจือจางสารสกัดจากเมล็ดขาว และแกลบขาวเหนียวดําเพื่อหาความเขมขนท่ี

เหมาะสมกอนการนําไปวัดปริมาณแอนโทไซยานินพบวา dilution ท่ีเหมาะสมของสารสกัดท้ังสองคือ 1:75 

(ภาพที่ 4.1) จากน้ัน ทําการเจือจางสารสกัดท้ังสองและนําไปวัดปริมาณแอนโทไซยานินท่ีความยาวคลื่น 510 

nm โดยทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง ผลการคํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานินพบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวมี

ปริมาณแอนโทไซยานินตอนํ้าหนักแหงของผงตัวอยาง 1 g เฉลี่ย 23.823 ± 0.863 µg และสารสกัดจากแกลบ

มีปริมาณแอนโทไซยานินตอน้ําหนักแหงของผงตัวอยาง 1 g เฉลี่ย 26.501 ± 4.770 µg โดยสารสกัดจากแกลบ

มีปริมาณแอนโทไซยานินเฉลี่ยมากกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 จากการ

วิเคราะหดวย Independent-Samples T-Test (ภาพที่ 4.2) 
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ภาพที่ 4.1 จากการศึกษา dilution factor ท่ีเหมาะสมในการนําสารสกัดจากเมล็ดขาวและแกลบเพื่อไปวัด

ปริมาณแอนโทไซยานิน ที่ความยาวคลื่นแสง 510 นาโนเมตร (n=3 ในแตละกลุม) 

 

 
 

ภาพที่ 4.2 ปริมาณแอนโทไซยานินของสารสกัดจากเมล็ดและแกลบขาวเหนียวดํา (n=3 ในแตละกลุม) พบวา

สารสกัดจากแกลบมีปริมาณโทไซยานินมากกวาสารสกัดจากขาวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 จากการ

วิเคราะหดวย Independent-Samples T-Test) 
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ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในสารสกัด 

ทําการศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมซึ่งเปนสารประกอบท่ีมีฤทธิ์ในการตอตานอนุมูลอิสระ

เชนเดียวกับแอนโทไซยานิน โดยใชวิธี Follin Ciocalteu reagent assay เร่ิมจากการหาปริมาณสารประกอบฟ

นอลรวมของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ความเขมขน 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 และ 0.10 

mg/ml วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 nm ไดคา R2 = 0.9999 และไดสมการในการนําไปวิเคราะห

กับสารสกัดตัวอยางคือ y = 3.5838x+0.0443 กําหนดใหคา y คือคาการดูดกลืนแสง และคา x คือ Gallic 

acid equivalents (ภาพที่ 4.3) 

 

 
 

ภาพที่ 4.3  แสดงปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid 

 

จากการหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดจากขาวและแกลบท่ีความเขมขน 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 1.4 mg/ml พบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํามีปริมาณสารประกอบฟนอลรวม

เฉลี่ย คือ 0.028±0.006, 0.058± 0.004, 0.092±0.004, 0.123± 0.004, 0.148 ± 0.006, 0.176± 0.004, 

0.195± 0.003 mg Gallic acid ตามลําดับ และสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํามีปริมาณสารประกอบฟนอล

รวมเฉลี่ย 0.061±0.006, 0.100±0.006, 0.153±0.009, 0.191± 0.001, 0.218±0.003, 0.263± 0.003, 0.282± 

0.002 mg Gallic acid ตามลําดับ (ภาพที่ 4.4) เมื่อคํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลรวมเฉลี่ยตอนํ้าหนัก
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ขาวเหนียวดําและแกลบขาวเหนียวดํา 1 กรัม พบวาในเมล็ดขาวเหนียวดํา 1 กรัม มีปริมาณสารประกอบฟนอล

รวมเฉลี่ย 0.558±0.022 mg/g rice ซึ่งนอยกวาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมเฉลี่ยของแกลบขาวเหนียวดํา 

5.473±0.760 mg/g husk  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 จากการวิเคราะหดวย Independent-

Samples T-Test (ภาพที่ 4.5)  

 

 

 
 

ภาพที่ 4.4  แสดงปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดจากเมล็ดขาว และสารสกัดจากแกลบขาวเหนียว

ดําที่ความเขมขนตางๆ  

 

  

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

ปร
ิมา

ณ
ฟ

นอ
ลโ

ดย
รว

ม 
(m

g 
ga

lli
c 

ac
id

) 

ความเขม้ขน้ของสารสกดั (mg/ml) 

ขา้วเหนยีวดํา 
แกลบขา้วเหนยีวดํา 



42 
 

 
 

 ภาพที่ 4.5  แสดงปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดจากเมล็ดขาว และแกลบขาวเหนียวดําตอ

นํ้าหนักแหงของผงขาว 1 g (n=3 ในแตละกลุม) โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวมีปริมาณสารประกอบฟนอลรวม

เฉลี่ยนอยกวาสารสกัดจากแกลบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p<0.05  จากการวิเคราะหดวย Independent-

Samples T-Test 

 

ทดสอบความสามารถของสารสกัดในการเปน Antioxidant  

 1.  ทดสอบความสามารถในการรีดิวซเหล็กดวยวิธี FRAP assay 

ทดสอบความสามารถในการรีดิวซเหล็กของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ดวยวิธี FRAP 

assay โดยดัดแปลงจากวิธีการทดลองของ Hyun และคณะ จากการทดสอบสารละลายมาตรฐาน Ascorbic 

acid ที่ความเขมขน 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 และ 0.10 mg/ml วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่น 700 nm ไดกราฟมาตรฐาน R2 = 0.9944 และไดสมการคือ y = 6.7588x+0.0455 กําหนดใหคา y คือคา

การดูดกลืนแสง และคา x คือ Ascorbic acid equivalents (ภาพที่ 4.6) 
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ภาพที่ 4.6 แสดงกราฟมาตรฐานของ Ascorbic acid ความเขมขนตางๆ ในการรีดิวซเหล็ก 

 

จากการทดสอบความสามารถในการรีดิวซเหล็กของสารสกัดตัวอยางท้ังสองที่ความเขมขน 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 1.4 mg/ml พบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํามีความสามารถในการรีดิวซเหล็ก 

คือ 0.025±0.003, 0.046±0.002, 0.067±0.006, 0.088±0.001, 0.102±0.002, 0.125±0.004, 0.140± 0.002 

mg Ascorbic acid และสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํามีความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ย 

0.016±0.007, 0.031±0.004, 0.043±0.007, 0.054±0.009, 0.065±0.007, 0.077±0.008, 0.086±0.004 mg 

Ascorbic acid ตามลําดับ (ภาพที่ 4.7) โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวมีความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ย 

0.416± 0.033 mg/g rice  ซึ่งนอยกวาความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ยของสารสกัดจากแกลบซึ่งมีคา 

1.578± 0.165 mg/g husk อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  p<0.05 (ภาพที่ 4.8) 
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ภาพที่ 4.7 แสดงความสามารถในการรีดิวซเหล็ก ของสารสกัดจากเมล็ดขาวและแกลบขาวเหนียวดําท่ีความ

เขมขนตางๆ 

 

 
ภาพที่ 4.8 แสดงความสามารถในการรีดิวซเหล็กของสารสกัดจากเมล็ดขาวและแกลบขาวเหนียวดําตอน้ําหนัก

แหงของผงขาว 1 g (n=3 ในแตละกลุม) โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวมีความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ยนอย

กวาสารสกัดจากแกลบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p<0.05 จากการวิเคราะหดวย Independent-Samples T-

Test 
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2. ทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH method 

จากการทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH method ของสารละลาย

มาตรฐาน Ascorbic acid ความเขมขน 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 mg/ml เพื่อคํานวณหาความ

เขมขนท่ีสามารถยับย้ังอนุมูลอิสระได 50% (IC50) ของอนุมูลอิสระเร่ิมตน โดยพบวาคา IC50 ของ Ascorbic 

acid คือ 0.023 mg/ml 

 

 
 

ภาพที่ 4.9  แสดงความสามารถของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ในการกําจัดอนุมูลอิสระได 50%  

(IC50) ของอนุมูลอิสระเริ่มตน  

จากการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH method ของสารสกัดจากขาว

และแกลบที่ความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 และ 1.0 mg/ml พบวา %Scavenging 

activity เฉลี่ยของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําคือ 23.468±1.392, 35.198±0.549, 48.730± 0.774, 

58.334±0.497, 67.304±0.719, 73.259±0.910, 83.247±0.406, 86.503± 0.419, 87.055±0.131, 87.141± 

0.070 ตามลําดับ และ %Scavenging activity ของสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดําคือ 15.042± 0.382, 

25.256±0.231, 34.401± 0.347, 44.018± 0.524, 52.137±0.520, 57.948±0.648, 65.982± 0.382, 67.948± 

0.467, 72.650± 0.253, 75.085± 0.490 ตามลําดับ (ภาพที่ 4.10) คา IC50 ของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียว

ดํา คือ 0.16 mg/ml และคา IC50 ของสารสกัดจากแกลบคือ 0.24 mg/ml เมื่อเปรียบเทียบ IC50 ของสารละลาย

มาตรฐาน Ascorbic acid กับสารสกัดจากเมล็ดขาวและสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดําจะเห็นไดวา มีความ
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แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  p < 0.05 และสารสกัดจากเมล็ดขาวมี IC50 นอยกวาสารสกัดจากแกลบ

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  p < 0.05 เชนกัน (ภาพที่ 4.11)  

 

 
ภาพที่ 4.10 แสดงความสามารถของสารสกัดจากเมล็ดขาวและสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดําในการกําจัด

อนุมูลอิสระได 50% (IC50) ของอนุมูลอิสระเริ่มตน  

 

 
ภาพที่ 4.11 แสดง IC50 ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid เปรียบเทียบกับสารสกัดจากเมล็ดขาว และ

แกลบขาวเหนียวดํา (*,** มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 จากการวิเคราะหดวย 
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4.2 Hydrogen peroxide scavenging activity 

4.2.1 การทดสอบการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยใชวิธี Horseradish peroxidase assay ของ

สารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 

นําคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 610 nm ท่ีวัดไดจากสารละลายมาตรฐาน  Ascorbic acid ที่

ความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/mL แลวนํามาคํานวณหาคาเฉลี่ยรอยละของ

ความสามารถในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (% Scavenging effect) พบวา % Scavenging effect 

ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid เฉลี่ยคือ 40.72, 46.01, 56.58, 64.02, 67.24, 69.15 และ 69.39 

ตามลําดับ จากน้ันนําคาท่ีไดมาเขียนกราฟโดยแสดงความสัมพันธระหวาง % scavenging effect และความ

เขมขนของ  Ascorbic acid (ภาพที่ 4.12) เพื่อหาความเขมขนที่สามารถกําจัดไดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 50% 

ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเร่ิมตน (IC50) จากกราฟพบวาคา IC50 ของ Ascorbic acid มีคาเทากับ 0.134 

mg/mL  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Ascorbic acid และคาเฉลี่ยรอยละของ

ความสามารถในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (% Scavenging effect) และคา IC50 
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   4.2.3 การทดสอบการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชวิธี Horseradish peroxidase assay ของสาร

สกัดขาวกลองขาวเหนียวดํา 

 นําคาการดูดกลืนแสงของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําความเขมขน 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 

0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 mg/mL ท่ีความยาวคลื่น 610 nm มาคํานวณหาคาเฉลี่ยรอยละ

ของความสามารถในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (% Scavenging effect) พบวา % Scavenging effect 

ของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําเฉลี่ยคือ 41.77, 44.27, 44.97, 46.93, 47.20, 77.10, 75.35, 74.58, 

72.82, 70.78, 36.48, 30.46, 24.23, 19.51 และ 10.47 ตามลําดับ เมื่อนําคาเฉลี่ยมาเขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวาง % scavenging effect และความเขมขนของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดํา (ภาพที่ 

4.13) สารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/mL มี % scavenging 

effect เพิ่มขึ้น และสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําความเขมขน 2, 4, 6, 8 และ 10 mg/mL มี % scavenging 

effect ลดลงเมื่อเทียบกับความเขมขน 0.1 mg/mL (p≤ 0.05) หาความเขมขนของสารสกัดขาวกลองขาว

เหนียวดําที่สามารถกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดได 50% (IC50) มีคาเทากับ 0.106 mg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.13 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําและคาเฉลี่ย

รอยละของความสามารถในการกําจัด Hydrogen peroxide (% Scavenging effect) และคา IC50 
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ทดสอบความสามารถในการลดหรือยับยั้งการเกิดนิ่วในไตของสารสกัดดวยการทดสอบ in  vitro  

1. ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเติบโตของผลึก COM 

 จากการทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําที่ความเขมขน 10, 20, 50, 100 และ 200 µg ตอการเติบโต

ของผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต (COM) ใน 24-well plate เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการ

เติมสารสกัด (จํานวน 3 ซ้ํา ในแตละกลุมการทดลอง) นําไปวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศน phase contrast 

แลวนับจํานวนผลึกแบบสุมในแตละสภาวะ (จํานวน 30 HPF) ท่ีกําลังขยาย 40 เทา นําคาเฉลี่ยมาคํานวณทาง

สถิติพบวา กลุมควบคุมที่ไมมีการเติมสารสกัดมีผลึก COM จํานวนมากลักษณะรูปรางหกเหลี่ยมเปนผลึกเด่ียว

และจับกันเปนกลุมผลึก มีจํานวนเฉลี่ย 109.77±3.76 กลุมท่ีเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดํา (BR) 10 µg มี

จํานวนผลึก 102.13±1.11 กลุม BR 20 µg มีจํานวนผลึก 89.13±3.05 กลุม BR 50 µg มีจํานวนผลึก 

82.08±4.20 กลุม BR 100 µg มีจํานวนผลึก 79.11±5.39 และกลุม BR 200 µg มีจํานวนผลึก 71.57±2.20 

(ภาพที่ 4.14)  

 

 
 

ภาพที่ 4.14  ภาพจากกลองจุลทรรศน phase contrast แสดงขนาดของผลึก COM ในสภาวะท่ีมีสารสกัดจาก

ขาวเหนียวดําท่ีความเขมขน BR 10 µg, BR 20 µg, BR 50 µg, BR 100 µg และ BR 200 µg เปรียบเทียบกับ

กลุมควบคุม COM กําลังขยาย 40 เทา  
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เมื่อนําคาเฉลี่ยท่ีไดมาคํานวณหาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS โดยใช One-way 

analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test พบวาในสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา (BR) 

ที่ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ทําใหจํานวนผลึก COM ลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม COM  ท่ีไมมีการเติมสารสกัด ท่ี p < 0.05 โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําท่ี

ความเขมขน 200 µg ทําใหจํานวนผลึกลดลงมากท่ีสุด (ภาพที่ 4.15) 

 

 
 

ภาพที่ 4.15 กราฟแสดงจํานวนผลึก COM เฉลี่ยในสภาวะท่ีมีการเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําท่ีความเขมขน 

10, 20, 50, 100 และ 200 µg เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมมีการเติมสารสกัด COM (* แสดงความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ; a มีความแตกตางกับกลุมควบคุม, b มีความแตกตางกับ BR 10 µg, c มีความแตกตางกับ 

BR 20 µg, d มีความแตกตางกับ BR 50 µg, e มีความแตกตางกับ BR 100 µg และ f มีความแตกตางกับ BR 

200 µg 

 

2.  ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเกาะกลุมของผลึก COM (Crystal aggregation) 

 จากการทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําที่ความเขมขน 10, 20, 50, 100 และ 200 µg ท่ีมีผลตอการ

เกาะกลุมของผลึก COM ใน 24-well plate เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม COM ท่ีไมมีการเติมสารสกัด ทําการ

ทดลองจํานวน 3 ซ้ํา ในแตละกลุมการทดลอง นําไปวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศน phase contrast แลวนับ

จํานวนผลึกแบบสุมในแตละสภาวะ ที่กําลังขยาย 40 เทา นําคาเฉลี่ยมาคํานวณทางสถิติ พบวาในกลุมควบคุม 
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COM มีจํานวนผลึกท่ีอยูในรูป aggregate form เปนจํานวนมาก โดยเมื่อนับจํานวนผลึกในรูป aggregate 

form ในแตละสภาวะ จํานวน 30 HPF พบวาแตละกลุมมีจํานวนผลึกเฉลี่ย ดังน้ี คือ กลุมควบคุม COM มี

จํานวนผลึก 19.83±2.13 กลุม BR 10 µg มีจํานวนผลึก 16.9±1.08  กลุม BR 20 µg มีจํานวนผลึก 

12.68±1.59 กลุม BR 50 µg มีจํานวนผลึก 8.53±0.96 กลุม BR 100 µg มีจํานวนผลึก 4.62±0.51 และกลุม 

BR 200 µg มีจํานวนผลึก 2.36±0.39 (ภาพที่ 4.16) เมื่อนําจํานวนผลึกเฉลี่ยท่ีไดมาคํานวณหาความแตกตาง

ทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS โดยใช One-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test 

พบวาสารสกัดจากขาวเหนียวดํา ท่ีความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ทําใหจํานวน

ผลึกในรูป aggregated form ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุม ควบคุม COM  ท่ีระดับ

นัยสําคัญ 0.05 โดยความเขมขนของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา 200 µg ทําใหจํานวนผลึกท่ีเกาะเก่ียวกัน

ลดลงมากที่สุด (ภาพที่ 4.17)  

 

ภาพที่ 4.16   ภาพจากกลองจุลทรรศน phase contrast แสดงจํานวน aggregated form ของผลึก COM ใน

สภาวะท่ีมีสารสกัดจากขาวเหนียวดําความเขมขน BR 10 µg, BR 20 µg, BR 50 µg, BR 100 µg และ BR 

200 µg เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม COM กําลังขยาย 40 เทา  
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ภาพที่ 4.17 กราฟแสดงจํานวน aggregated form ของผลึก COM เฉลี่ยในสภาวะท่ีมีการเติมสารสกัดจากขาว

เหนียวดําความเขมขน 10, 20, 50, 100 และ 200 µg เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมมีการเติมสารสกัด COM (* 

แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ; a มีความแตกตางกับกลุมควบคุม, b มีความแตกตางกับ BR 

10 µg, c มีความแตกตางกับ BR 20 µg, d มีความแตกตางกับ BR 50 µg, e มีความแตกตางกับ BR 100 µg 

และ f มีความแตกตางกับ BR 200 µg 

 

3. ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการจับของผลึกกับเซลลเพาะเลี้ยงทอไตสวนปลาย MDCK 

เตรียมผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรตเพื่อใชในการทดสอบ โดยผสมสารละลายแคลเซียมคลอ

ไรดและโซเดียมออกซาเลตใหไดความเขมขน 5 และ 0.5 mM ตามลําดับ นําผลึกท่ีเตรียมไดไปอบแหง นํามา

ศึกษารูปรางดวยกลองจุลทรรศน phase contrast พบวาผลึก COM ที่เตรียมไดมีรูปรางเปนหกเหลี่ยม 

(Hexagonal shape) ซึ่งเปน typical morphology ของ COM โดยผลึก COM มีความสําคัญคือมีความรุนแรง

ในการกอโรคน่ิวในไต มากกวาผลึกแคลเซียมออกซาเลตชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากมีความคงตัว (stable) และมีแรง

ในการยึดจับกับเซลลทอไต (adhesive force) มากกวาผลึกชนิดอ่ืน (ภาพที่ 4.18) 
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ภาพที่ 4.18  รูปรางพื้นฐานของผลึก COM แบบหกเหลี่ยม เมื่อวิเคราะหดวย phase contrast microscope 

(กําลังขยาย 40 เทา) 

 

 การจับของผลึก COM กับเซลลทอไตจัดเปนขั้นตอนวิกฤตของการเกิดน่ิวในไต เพราะผลึกท่ีเกาะจับจะ

มีขนาดโตข้ึนเร่ือยๆ และใหญจนอุดก้ันทางเดินปสสาวะ ทําใหผูปวยเกิดพยาธิสภาพขึ้น จากการทดสอบสาร

สกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ในการยับย้ังการจับกัน

ระหวางผลึก COM กับเซลล MDCK เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีมีเพียงผลึก COM (positive control) และ

กลุมควบคุมท่ีมีการเติมเพียงสารสกัด (negative control) ทําการถายภาพดวยกลอง phase contrast 

microscope กําลังขยาย 40 เทา (ภาพที่ 4.19)  ทําการนับจํานวนผลึก COM ท่ีจับกับเซลล MDCK ในแตละ

สภาวะจํานวน 30 HPF โดยกลุม positive control ที่เติมเพียง COM ในปฏิกิริยา มีจํานวนผลึก 102.33 ± 

12.05 กลุมท่ีมีสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg มี

จํานวนผลึกเฉลี่ย 100.07 ± 12.30, 99.03 ± 11.02, 91.8 ± 9.64, 79.03 ± 10.37 และ 68.5 ± 9.02 

ตามลําดับ  
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ภาพที่ 4.19 ภาพจากกลอง phase contrast microscope แสดงการจับของผลึก COM กับเซลล MDCK ใน

สภาวะท่ีมีสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg  ที่

กําลังขยาย 40 เทา 

 

ศึกษาความเปนพิษของสารสกัดขาวเหนียวดําตอเซลลทอไตสวนปลาย MDCK 

 จากการทดสอบสารสกัดขาวเหนียวดําความเขมขน 10, 20, 50, 100, 200 และ 400 μg/ml ตอเซลล 

MDCK เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการเติมสารสกัดจากขาว (n= 3) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 490 

nm ดวยเครื่อง ELISA Reader พบวาสารสกัดจากขาวเหนียวดําไมมีผลตอการมีชีวิตของเซลล MDCK 

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ดังภาพที่ 4.20 
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ภาพที่ 4.20 กราฟแสดงคารอดชีวิตของเซลล (True relative ratio) ที่บมกับสารสกัดขาวเหนียวดําความเขมขน

ตางๆ 

 

ผลของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการปองกันการเกดินิ่วในไตในหนูทดลอง  

จากการใหหนูทดลองไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา โดยใช gastric intubation วันละ 1 คร้ัง เปนเวลา 2 

สัปดาห กอนเหน่ียวนําใหเปนน่ิวดวย 0.5% Ethylene glycol  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับสารสกัด

จากขาวเหนียวดําและเหนี่ยวนําใหเปนน่ิว เมื่อครบเวลาทําการเก็บเนื้อเย่ือไตมาศึกษา 

 

1. การแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ 8-oHdG ดวยวิธี immunofluorescence  

ผลการศึกษาพบวาเน้ือเย่ือของหนูกลุมควบคุมมีความเสียหายเกิดข้ึนมากกวากลุมท่ีไดรับสารสกัด 

โดยพบการติดสีเรืองแสงบริเวณไซโตพลาสซึมมากกวาหนูในกลุมที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา และมีการติดสี 

Propidium Iodide บริเวณนิวเคลียสในหนูทั้ง 2 กลุม และหนูกลุมควบคุมมีลักษณะของเนื้อเย่ือท่ีไมเปน

ระเบียบ Glomerulus มีรูปรางผิดปกติ มีการฉีกขาดของหลอดเลือดฝอยทําใหผนังชั้น visceral layer ของ 

Bowman’s capsule เสียรูปราง Bowman’s space และ Lumen กวางขึ้น และพบการฉีกขาดของ Distal และ 

Proximal tubule มากกวาในหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา (ภาพ 4.21)  
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ภาพที ่4.21 แสดงผลการแสดงออกของอนุมูลอิสระ 8-OHdG ดวยวิธี Immunofluorescence 

(A-C) ภาพแสดงลักษณะเนื้อเย่ือวิทยาไตซายในหนูกลุมควบคุม กําลังขยาย 20X  

(D-F) ภาพแสดงลักษณะเนื้อเย่ือวิทยาไตซายในหนูท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา กําลังขยาย 20X 
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2. ผลการศึกษาการแสดงออกของอนุมูลอิสระชนิด 8-OHdG ดวยวิธี Immunoperoxidase  

จากการนําเน้ือเย่ือไตซายของหนู 2 กลุม คือ หนูกลุมควบคุมและหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียว

ดํา มาศึกษาพบวาในหนูกลุมควบคุมมีลักษณะของเน้ือเย่ือท่ีไมเปนระเบียบ Glomerulus มีรูปรางผิดปกติ มี

การฉีกขาดของหลอดเลือดฝอยทําใหผนังชั้น visceral layer ของ Bowman’s capsule เสียรูปราง Bowman’s 

space และ Lumen กวางขึ้น และพบการฉีกขาดของ Distal และ Proximal tubule มากกวาในหนูท่ีไดรับสาร

สกัดขาวเหนียวดํา และเน้ือเย่ือของหนูกลุมควบคุมมีการติดสีของ DAB substrate ที่ Epithelial cells บริเวณ 

Renal tubule มากกวาหนูในกลุมที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา (ภาพ 4.22)  

 

  
 

ภาพที ่4.22 แสดงผลการศึกษาอนุมูลอิสระชนิด 8-OHdG ดวยวิธี Immunoperoxidase 

(A, B) แสดงลักษณะเน้ือเย่ือวิทยาไตซายในหนูกลุมควบคุม บริเวณท่ีมีการติดสีของ DAB substrate 

 ที่ epithelial cell (ลูกศรสีแดง) กําลังขยาย 10X และ 20X ตามลําดับ 

(C, D) แสดงลักษณะเน้ือเย่ือวิทยาไตซายในหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา การติดสีของ DAB 

 substrate ที่ Epithelial cell (ลูกศรสีแดง) กําลังขยาย 10X และ 20X ตามลําดับ  
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3. การแสดงออกของสารตานอนมุลูอสิระชนิด Catalase และ SOD1 ดวยวธิ ีwestern blot 

 จากการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม Catalase น้ําหนักโมเลกุล 60 kDa  และ SOD1 น้ําหนัก

โมเลกุล 18 kDa ดวยวิธี Western blot พบวาหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําท้ังสามตัวอยาง (BI, BII, BIII) มี

การแสดงออกของแถบโปรตีนมากกวาหนูกลุมควบคุมท้ังสามตัวอยาง (CI, CII, CIII) และเมื่อวัดความเขมของ

แถบโปรตีนดวยโปรแกรม Image J พบวาหนูท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํามีการแสดงออกของแถบโปรตีน 

catalase และ SOD มากกวาหนูกลุมควบคุมประมาณ 2.298 เทา และ 2.610 เทา ตามลําดับ อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที ่4.23) 

  

 
ภาพที ่4.23  การแสดงออกของเอนไซม Catalase และ SOD1 ดวยวิธี Western blot ในเน้ือเย่ือไตของหนูกลุม

ควบคุม และหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา 
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บทที ่5 

สรุปผลและอภิปรายผลการวจิยั 

 

จากผลการศึกษารอยละของสารสกัดพบวาแกลบขาวเหนียวดํามีรอยละของสารสกัดหยาบ 2.274  ซึ่ง

มากกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําถึง 7.5 เทา ปริมาณสารสกัดท่ีไดอาจแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของตัว

ทําละลาย เชน เอทานอล อะซิโตน และเมทานอล เปนตน เวลาในการสกัด และอุณหภูมิท่ีใชในการสกัด (Jun, 

H.I., Song, G.S., Yang, E.I., Youn, Y., 2012) จากการศึกษาสารตานอนุมูลอิสระแอนโทไซยานินซึ่งเปนเม็ด

สี สะสมอยูบริเวณเปลือกขาวหรือสวนของรําขาว ทําใหปรากฏเปนสีตางๆ กลาวคือขาวสีดํา สีนํ้าตาล และสี

แดงประกอบดวยสารหลักของแอนโทไซยานินคือ cyanidin-3-glucoside (C3G) และ penonidin-3-

glucoside (P3G) โดย C3G มีปริมาณถึง 93% ของแอนโทไซยานินท้ังหมด ความแตกตางของปริมาณสาร

แอนโทไซยานินขึ้นอยูกับความแตกตางทางพันธุกรรม ตัวทําละลายท่ีใชในการสกัด และปจจัยอ่ืนๆ เชน 

แสงแดด เปนตน (Ryu, S.N., 1998; Abdel-Al, E.M., 2006; Abdel-Aal, E.M.,  2003) ขาวสีดํามีปริมาณแอน

โทไซยานินและสารประกอบฟนอลในปริมาณมากกวาขาวสีขาว และสีแดง (Ryu, S.N., 1998; Zhang, M.,  

2006) จากการศึกษาครั้งนี้พบวาสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํามีปริมาณแอนโทไซยานินและสารประกอบฟ

นอลรวมปริมาณมากกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําอยางมีนัยสําคัญ โดยมีรายงานวาขาวที่มีเย่ือหุม

เมล็ดสีเขมจะ มีใยอาหาร ธาตุแคลเซียม สารโพลีฟนอล และสารตานอนุมูลอิสระสูงกวาขาวท่ีมีเย่ือหุมเมล็ดสี

ออน โดยเฉพาะขาวท่ีมีสีแดงเขมเกือบดําจะมีธาตุเหล็ก สารโพลีฟนอลและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงกวาขาว

สายพันธุอ่ืนๆ (Ardiansyah, 2007) เมื่อทําการทดสอบความสามารถในการตานหรือกําจัดอนุมูลอิสระพบวา

สกัดจากแกลบขาวเหนียวดําสามารถรีดิวซเหล็กไดดีกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําอยางมีนัยสําคัญ

เชนเดียวกัน เมื่อทดสอบหารอยละของการกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH (% DPPH scavenging activity) พบวา

สารสกัดจากขาวเหนียวดํามีคา IC50 นอยกวาสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํา ท้ังน้ีคา IC50 คือความเขมขน

ของสารตานอนุมูลอิสระที่ทําใหอนุมูล DPPH ลดลงครึ่งหนึ่งของความเขมขนเริ่มตน สรุปไดวาสารสกัดจาก

เมล็ดขาวมีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลอิสระไดดีกวาสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํา แตยังนอยกวา 

ascorbic acid มีรายงานวิจัยของ Munthana และคณะ พบวาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระมีนอย

ที่สุดในรําขาวสีขาว (ขาวหอมไชยา) โดยมีคา IC50 0.2582  

 กลไกการเกิดน่ิวในไตประกอบดวยกระบวนการ crystallization, crystal growth, crystal 

aggregation และ crystal adhesion  ข้ันตอนวิกฤตคือการจับกันระหวางผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮ

เดรต (COM) ซึ่งเปนผลึกน่ิวท่ีมีความรุนแรงและมีแรงยึดจับกับเซลลทอไตมากกวาผลึกชนิดไดไฮเดรต มักพบ
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ปนออกมากับปสสาวะจํานวนมาก (crystalluria) ในผูปวยน่ิวในไต โดยผลึกท่ียึดจับกับเซลลทอไตจะมีขนาด

ใหญข้ึนจนอุดก้ันทางเดินปสสาวะทําใหผูปวยแสดงอาการปสสาวะไมออกและมีเลือดออกปนมากับปสสาวะ 

จากการศึกษาความสามารถของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําในการยับย้ังกระบวนการดังกลาวขางตน 

พบวาสารสกัดสามารถลดการเติบโตของกอนผลึกและการเกาะเก่ียวของผลึก COM อยางมีนัยสําคัญ 

เชนเดียวกับการศึกษากอนหนาน้ี ท้ังใน In Vitro และ In Vivo พบวาสารสกัดจากลูกใตใบ มีสารท่ีมีคุณสมบัติ

ในการปองกันและรักษาโรคน่ิว สามารถยับย้ังการเกิดนิ่วในระยะ Growth และ Aggregation และลดการเกาะ

เก่ียวระหวางผลึกกับเซลลบุทอไต ทําใหการติดคางของผลึกบริเวณทอไตลดลง ( Barros ME SN, Boim MA, 

2010; Boim MA HI, Schor N., 2010 ) นอกจากน้ี จากการทดสอบพบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา

สามารถลดการจับกันระหวางผลึก COM กับเซลลเพาะเลี้ยงทอไตสวนปลาย MDCK ไดอยางมีนัยสําคัญ  

 

ผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาการลดหรือยับย้ังการเกิดน่ิวในไตในหนูทดลอง โดยเหน่ียวนําใหหนูทดลองเปน

น่ิวดวยการใช 0.5% ethylene glycol และทําการศึกษาการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG โดยวิธ ี

Immunofluorescence และ วิธี Immunoperoxidase ในเน้ือเย่ือไตของหนู โดยกลุมท่ี 1 กลุมควบคุมไดรับนํ้า

และอาหารปกติ กลุมท่ี 2 คือกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา ผลการศึกษาเนื้อเย่ือบริเวณทอไต ไมพบการ

เกาะจับของผลึกบริเวณ   renal tubule ในหนูทั้งสองกลุม ผลการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG วิธ ี

Immunofluorescence พบวาเนื้อเย่ือของหนูกลุมควบคุมมีการติดสีเรืองแสงบริเวณไซโตพลาสซึมมากกวาหนู

ในกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา และจากการทดสอบวิธี Immunoperoxidase พบวาเนื้อเย่ือของหนูกลุม

ควบคุมมีการติดสีของ DAB substrate ที่ Epithelial cells บริเวณ Renal tubule มากกวาหนูในกลุมท่ีไดรับ

สารสกัดขาวเหนียวดํา สามารถชี้ใหเห็นวาสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG มีความเก่ียวของในเน้ือเย่ือไตที่ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดน่ิวในไต และสารสกัดขาวเหนียวดํา มีผลชวยลดการบาดเจ็บของเซลลท่ีเกิดจาก Oxidative 

stress ได 8-OHdG เปนโปรตีนท่ีเปนอันตรายตอดีเอ็นเอ ซึ่งเปนผลจากการเกิด Oxidative stress และ

สามารถพบไดบริเวณนิวเคลียสของเซลลท่ีถูกทําลาย ดังน้ันการศึกษาทางพยาธิสภาพจึงนิยมใช 8-OHdG 

เปนตัวชี้วัดการเกิด Oxidative stress ในการวิจัยกอนหนาไดมีการทดลองในสัตวทดลองโดยให Oxalate ใน

ปริมาณสูง เพื่อเพิ่มการสรางผลึกแคลเซียมออกซาเลต ซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของกอนน่ิว พบเอนไซม     

8-OHdGเก่ียวของกับการบาดเจ็บของเซลล  โดยพบท่ีบริเวณเย่ือบุผิวของทอไตท่ีไดรับการบาดเจ็บ (Schriner 

SE,2000; Tsujihata, M.,2008) มีงานวิจัยที่มีการเก็บตัวอยางของผูปวยท่ีเปนโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเย่ือ

ไตบริเวณท่ีไมไดเกิดมะเร็งซึ่งไดจากผูปวยโรคมะเร็งไต พบวาผูปวยมีการอักเสบ มีประสิทธิภาพในการทํางาน

ของไตลดลง และยังพบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงขึ้นดวย (Uraiwan Waiwijit) และในงานวิจัยผลของสาร

สกัดเมล็ดขาวเหนียวดําตอการเกิดผลึกในปสสาวะของหนูเมื่อเปรียบเทียบพยาธิสภาพเน้ือเย่ือไตของหนูท่ี
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ไมไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํากับหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนี่ยวดําที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดผลึกดวย EG พบพยาธิ

สภาพมีการรวมกลุมกันของ glomerulus และ glomerular space กวางขึ้น proximal และ distal tubule มี 

epithelium บาง และไมสามารถแยก proximal convoluted tubule และdistal tubule ออกจากกันได มีการค่ัง

ของเลือดในเนื้อไตของเนื้อเย่ือไตหนูท่ีไมไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําแตไมพบพยาธิภาพในหนูท่ีไดรับสารสกัด

ขาวเหนียวดํา จะเห็นไดวาเมื่อเกิดผลึกในเน้ือเย่ือไตแลวจะสงผลใหเย่ือบุทอไตถูกทําลาย และทําใหเกิดการ

อักเสบในบริเวณทอไต และยังมีงานวิจัยท่ีศึกษากลไกการเกิดน่ิวในสัตวทดลอง พบวาเซลลบุทอไตท่ีอยูรอบ

บริเวณท่ีมีผลึกเกาะติดถูกทําลายและตาย โดยพบเซลลบวม แตก และหลุดออกจากฐานเซลล ท่ีสําคัญพบ

เซลลอักเสบ (inflammatory cells) เชน monocytes, macrophages, lymphocytes และ 

polymorphonuclear leukocytes ปริมาณมากบริเวณ renal interstitium และรอบผลึกจะพบเซลล

macrophages หอมลอมอยูจํานวนมาก แสดงใหเห็นวาการอักเสบมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเกิดน่ิวไต 

(ชาญชัย บุญหลา, 2550) 

เมื่อเกิดอนุมูลอิสระเหลาน้ีแลว รางกายจะมีกลไกในการกําจัดอนุมูลอิสระดังกลาวซึ่งเรียกวา ระบบการ

ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant system) เพื่อเปนการลดภาวะเครียดออกซิเดชั่น ระบบการตานอนุมูลอิสระ

ประกอบไปดวยระบบท่ีเปนเอนไซมเชน เอนไซม superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) และ 

glutathione peroxidase (GPx) เปนตน และระบบที่ไมใชเอนไซม เชน glutathione, วิตามิน  A, E และ C และ

โคเอนไซมตาง ๆ เปนตน โดยเฉพาะระบบท่ีเปนเอนไซมจะมีบทบาทสําคัญในการตานอนุมูลอิสระกลาวคือเมื่อ

เกิดอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion, O-2) ขึ้นภายในเซลล เอนไซม SOD จะทํา

หนาท่ีในการเปลี่ยนอนุมูลอิสระดังกลาวเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogenperoxide, H2O2) และจะถูก

เปลี่ยนไปเปนออกซิเจน (O2) และนํ้า (H2O) ดวยเอนไซม Catalase และ GPx (ทินกร เหลาออง,2556) ดังน้ัน

จากการศึกษาการแสดงออกของสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western blot ในครั้งนี้ แสดงใหเห็นวาเอนไซม 

Catalase และ เอนไซม SOD1 ในหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดจากขาวเหนียวดํามีความเขมของแถบโปรตีน

มากกวาหนูในกลุมควบคุมอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของแถบเอนไซม Catalase ในเนื้อเย่ือ

ไตของหนูกลุมควบคุมและกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําดวยโปรแกรม Image J พบความแตกตางดัน

ประมาณ 2.298 เทา (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของเอนไซม SOD1 ในเน้ือเย่ือไตของหนูกลุม

ควบคุมและกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําดวยโปรแกรม Image J พบคาความแตกตางประมาณ 2.610 

เทา (p<0.05) จากงานวิจัยกอนหนาน้ีไดทําการสกัด Huangshukuihua หรือ Flos Abelmoschus manihot ได

สารกลุมฟลาโวนไกลโคไซด คือ เควอซิทิน Quercetin และ ไฮเปอรโรไซด hyperoside (QH) นํามาทดลองใน

หนู 3 กลุม โดย กลุมท่ี 1 ไมไดรับ QH, กลุมที่ 2 ไดรับ QH และกลุมท่ี 3 ไดรับ potassium citrate (KCit) ใน

สัปดาหสุดทายเหนี่ยวนําหนูใหเปนนิ่วโดย EG พบวา ในหนูกลุมท่ีไดรับ QH มีปริมาณเอนไซม Catalase และ 
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SOD เพิ่มขึ้นมากกวาเมื่อเทียบกับกลุมอ่ืน ( Wei Z,2014) แสดงใหเห็นวาสารตานอนุมูลอิสระท่ีสกัดไดจากพืช

บางชนิดมีอาจฤทธิ์ในการกระตุนกลไกการสรางเอนไซม SOD และ Catalase ซึ่งมีผลในการตานอนุมูลอิสระ 

และเปนกลไกสวนหน่ึงท่ีเกิดจากการควบคุมภายในสิ่งมีชีวิตเมื่อเซลลไดรับความเครียดจากสารเคมีหรือสิ่ง

แปลกปลอม (Hattaya J,2558) ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองเมื่อเหน่ียวนําไตของหนูโดยใช ethylene glycol 

(EG) และ ammonium chloride (NH4Cl) ใหเกิดผลึกทําใหมีการสรางสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG ขึ้น เมื่อมีสาร

อนุมูลอิสระในปริมาณมากเกินกวาท่ีระบบปองกันจะยับย้ังไดสงผลใหหนูเกิดสภาวะเครียดออกซิเดชั่นซึ่งจะไป

ทําลายเซลลเย่ือบุทอไต เมื่อเกิดการสะสมผลึกเปนเวลานานทําใหเกิดเปนกอนนิ่วเกิดขึ้น สงผลใหเกิดโรคน่ิวใน

ไตดังน้ันรางกายจึงมีกลไกกําจัดสารอนุมูลอิสระซึ่งเกิดจากการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระตาง ๆ ไดแก 

เอนไซม SOD1และ Catalase เพื่อควบคุมอนุมูลอิสระใหอยูในระดับสมดุล ดังน้ันการไดรับสารสกัดจากขาว

เหนียวดําจึงไปสงผลใหรางกายเพิ่มกลไกในการปองกันหรือยับย้ังสารอนุมูลอิสระและปฏิกิริยาออกซิเดชั่นท่ี

เกิดขึ้นในไตหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดนิ่วไตได 

 

  



63 
 

บรรณานุกรม 

 

1. Finlayson B, Reid F. The expectation of free and fixed particles in urinary stone disease. Invest 

Urol. 1978 May;15(6):442-8. 

2. Bushinsky DA. Nephrolithiasis: site of the initial solid phase. J Clin Invest. 2003 Mar;111(5):602-

5. 

3. Kok DJ, Papapoulos SE, Bijvoet OL. Crystal agglomeration is a major element in calcium 

oxalate urinary stone formation. Kidney Int. 1990 Jan;37(1):51-6. 

4. Schulz E. Studies on the influence of the flow field in the pelvi-calyceal system (PCS) on the 

formation of urinary calculi. Urol Res. 1987;15(5):281-6. 

5. Schulz E, Hengst E, Brundig P, Haerting R, Pirlich W, Gunther H. Disturbed urinary transport in 

the pelvi-calyceal system in calcium-oxalate stone patients. Urol Res. 1987;15(2):109-13. 

6. Graves FT. An experimental study of the anatomy of the tubules of the human kidney and its 

relation to calculus formation. Br J Urol. 1982 Dec;54(6):569-74. 

7. Khan SR, Glenton PA, Backov R, Talham DR. Presence of lipids in urine, crystals and stones: 

implications for the formation of kidney stones. Kidney Int. 2002 Dec;62(6):2062-72. 

8. Ogbuji LU, Finlayson B. Crystal morphologies in whewellite stones: electron microscopy. Invest 

Urol. 1981 Nov;19(3):182-6. 

9. Burns JR, Finlayson B. Changes in calcium oxalate crystal, morphology as a function of 

concentration. Invest Urol. 1980 Sep;18(2):174-7. 

10. Thongboonkerd V, Semangoen T, Chutipongtanate S. Factors determining types and 

morphologies of calcium oxalate crystals: molar concentrations, buffering, pH, stirring and 

temperature. Clin Chim Acta. 2006 May;367(1-2):120-31. 

11. Tomazic BB, Nancollas GH. The dissolution of calcium oxalate kidney stones. A kinetic study. J 

Urol. 1982 Jul;128(1):205-8. 

12. Sheng X, Jung T, Wesson JA, Ward MD. Adhesion at calcium oxalate crystal surfaces and the 

effect of urinary constituents. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Jan 11;102(2):267-72. 



64 
 

13. Sheng X, Ward MD, Wesson JA. Crystal surface adhesion explains the pathological activity of 

calcium oxalate hydrates in kidney stone formation. J Am Soc Nephrol. 2005 Jul;16(7):1904-8. 

14. Asselman M, Verhulst A, De Broe ME, Verkoelen CF. Calcium oxalate crystal adherence to 

hyaluronan-, osteopontin-, and CD44-expressing injured/regenerating tubular epithelial cells in 

rat kidneys. J Am Soc Nephrol. 2003 Dec;14(12):3155-66. 

15. Bigelow MW, Wiessner JH, Kleinman JG, Mandel NS. Surface exposure of phosphatidylserine 

increases calcium oxalate crystal attachment to IMCD cells. Am J Physiol. 1997 Jan;272(1 Pt 

2):F55-62. 

16. Kumar V, Farell G, Deganello S, Lieske JC. Annexin II is present on renal epithelial cells and 

binds calcium oxalate monohydrate crystals. J Am Soc Nephrol. 2003 Feb;14(2):289-97. 

17. Sorokina EA, Wesson JA, Kleinman JG. An acidic peptide sequence of nucleolin-related 

protein can mediate the attachment of calcium oxalate to renal tubule cells. J Am Soc Nephrol. 

2004 Aug;15(8):2057-65. 

18. Verkoelen CF, van der Boom BG, Kok DJ, Romijn JC. Sialic acid and crystal binding. Kidney 

Int. 2000 Mar;57(3):1072-82. 

19. Verkoelen CF, Van Der Boom BG, Romijn JC. Identification of hyaluronan as a crystal-binding 

molecule at the surface of migrating and proliferating MDCK cells. Kidney Int. 2000 

Sep;58(3):1045-54. 

20. Coe FL, Evan A, Worcester E. Kidney stone disease. J Clin Invest. 2005 Oct;115(10):2598-608. 

21. Ryall RL. Urinary inhibitors of calcium oxalate crystallization and their potential role in stone 

formation. World J Urol. 1997;15(3):155-64. 

22. Hess B, Nakagawa Y, Coe FL. Inhibition of calcium oxalate monohydrate crystal aggregation 

by urine proteins. Am J Physiol. 1989 Jul;257(1 Pt 2):F99-106. 

23. Atmani F, Khan SR. Role of urinary bikunin in the inhibition of calcium oxalate crystallization. J 

Am Soc Nephrol. 1999 Nov;10 Suppl 14:S385-8. 

24. Chutipongtanate S, Nakagawa Y, Sritippayawan S, Pittayamateekul J, Parichatikanond P, 

Westley BR, et al. Identification of human urinary trefoil factor 1 as a novel calcium oxalate 

crystal growth inhibitor. J Clin Invest. 2005 Dec;115(12):3613-22. 



65 
 

25. Grover PK, Resnick MI. Evidence for the presence of abnormal proteins in the urine of 

recurrent stone formers. J Urol. 1995 May;153(5):1716-21. 

26. Grover PK, Ryall RL. Inhibition of calcium oxalate crystal growth and aggregation by 

prothrombin and its fragments in vitro: relationship between protein structure and inhibitory 

activity. Eur J Biochem. 1999 Jul;263(1):50-6. 

27. Hess B. The role of Tamm-Horsfall glycoprotein and Nephrocalcin in calcium oxalate 

monohydrate crystallization processes. Scanning Microsc. 1991 Sep;5(3):689-95; discussion 

96. 

28. Hoyer JR. Uropontin in urinary calcium stone formation. Miner Electrolyte Metab. 

1994;20(6):385-92. 

29. Mo L, Huang HY, Zhu XH, Shapiro E, Hasty DL, Wu XR. Tamm-Horsfall protein is a critical renal 

defense factor protecting against calcium oxalate crystal formation. Kidney Int. 2004 

Sep;66(3):1159-66. 

30. Ryall RL, Grover PK, Stapleton AM, Barrell DK, Tang Y, Moritz RL, et al. The urinary F1 

activation peptide of human prothrombin is a potent inhibitor of calcium oxalate crystallization 

in undiluted human urine in vitro. Clin Sci (Lond). 1995 Nov;89(5):533-41. 

31. Ebisuno S, Nishihata M, Inagaki T, Umehara M, Kohjimoto Y. Bikunin prevents adhesion of 

calcium oxalate crystal to renal tubular cells in human urine. J Am Soc Nephrol. 1999 Nov;10 

Suppl 14:S436-40. 

32. Okuyama M, Yamaguchi S, Yachiku S. Identification of bikunin isolated from human urine 

inhibits calcium oxalate crystal growth and its localization in the kidneys. Int J Urol. 2003 

Oct;10(10):530-5. 

33. Wesson JA, Johnson RJ, Mazzali M, Beshensky AM, Stietz S, Giachelli C, et al. Osteopontin is 

a critical inhibitor of calcium oxalate crystal formation and retention in renal tubules. J Am Soc 

Nephrol. 2003 Jan;14(1):139-47. 

34. Knorle R, Schnierle P, Koch A, Buchholz NP, Hering F, Seiler H, et al. Tamm-Horsfall 

glycoprotein: role in inhibition and promotion of renal calcium oxalate stone formation studied 

with Fourier-transform infrared spectroscopy. Clin Chem. 1994 Sep;40(9):1739-43. 



66 
 

35. Chutipongtanate S, Thongboonkerd V. Renal tubular cell membranes inhibit growth but 

promote aggregation of calcium oxalate monohydrate crystals. Chem Biol Interact.  Dec 

5;188(3):421-6. 

36. Lieske JC, Deganello S, Toback FG. Cell-crystal interactions and kidney stone formation. 

Nephron. 1999;81 Suppl 1:8-17. 

37. Fleming DE, Van Riessen A, Chauvet MC, Grover PK, Hunter B, van Bronswijk W, et al. 

Intracrystalline proteins and urolithiasis: a synchrotron X-ray diffraction study of calcium oxalate 

monohydrate. J Bone Miner Res. 2003 Jul;18(7):1282-91. 

38. Grover PK, Thurgood LA, Fleming DE, van Bronswijk W, Wang T, Ryall RL. Intracrystalline 

urinary proteins facilitate degradation and dissolution of calcium oxalate crystals in cultured 

renal cells. Am J Physiol Renal Physiol. 2008 Feb;294(2):F355-61. 

39. Khan SR. Renal tubular damage/dysfunction: key to the formation of kidney stones. Urol Res. 

2006 Apr;34(2):86-91. 

40. Khan SR. Crystal-induced inflammation of the kidneys: results from human studies, animal 

models, and tissue-culture studies. Clin Exp Nephrol. 2004 Jun;8(2):75-88. 

41. Huang HS, Ma MC, Chen J, Chen CF. Changes in the oxidant-antioxidant balance in the kidney 

of rats with nephrolithiasis induced by ethylene glycol. J Urol. 2002 Jun;167(6):2584-93. 

42. Selvam R. Calcium oxalate stone disease: role of lipid peroxidation and antioxidants. Urol Res. 

2002 Mar;30(1):35-47. 

43. Selvam R, Kalaiselvi P. Studies on calcium oxalate binding proteins: effect of lipid peroxidation. 

Nephron. 2001 Jun;88(2):163-7. 

44. Chaturvedi LS, Koul S, Sekhon A, Bhandari A, Menon M, Koul HK. Oxalate selectively activates 

p38 mitogen-activated protein kinase and c-Jun N-terminal kinase signal transduction 

pathways in renal epithelial cells. J Biol Chem. 2002 Apr 12;277(15):13321-30. 

45. Koul HK, Menon M, Chaturvedi LS, Koul S, Sekhon A, Bhandari A, et al. COM crystals activate 

the p38 mitogen-activated protein kinase signal transduction pathway in renal epithelial cells. J 

Biol Chem. 2002 Sep 27;277(39):36845-52. 



67 
 

46. de Water R, Leenen PJ, Noordermeer C, Nigg AL, Houtsmuller AB, Kok DJ, et al. Cytokine 

production induced by binding and processing of calcium oxalate crystals in cultured 

macrophages. Am J Kidney Dis. 2001 Aug;38(2):331-8. 

47. Thongboonkerd V, Semangoen T, Sinchaikul S, Chen ST. Proteomic analysis of calcium oxalate 

monohydrate crystal-induced cytotoxicity in distal renal tubular cells. J Proteome Res. 2008 

Nov;7(11):4689-700. 

48. Semangoen T, Sinchaikul S, Chen ST, Thongboonkerd V. Proteomic analysis of altered proteins 

in distal renal tubular cells in response to calcium oxalate monohydrate crystal adhesion: 

Implications for kidney stone disease. Proteomics Clin Appl. 2008 Jul;2(7-8):1099-109. 

49. Semangoen T, Sinchaikul S, Chen ST, Thongboonkerd V. Altered proteins in MDCK renal 

tubular cells in response to calcium oxalate dihydrate crystal adhesion: a proteomics 

approach. J Proteome Res. 2008 Jul;7(7):2889-96. 

50. Agarwal R. Proinflammatory effects of oxidative stress in chronic kidney disease: role of 

additional angiotensin II blockade. Am J Physiol Renal Physiol. 2003 Apr;284(4):F863-9. 

51. Grases F, Melero G, Costa-Bauza A, Prieto R, March JG. Urolithiasis and phytotherapy. Int Urol 

Nephrol. 1994;26(5):507-11. 

52. Grases F, Prieto RM, Gomila I, Sanchis P, Costa-Bauza A. Phytotherapy and renal stones: the 

role of antioxidants. A pilot study in Wistar rats. Urol Res. 2009 Feb;37(1):35-40. 

53. Atmani F, Farell G, Lieske JC. Extract from Herniaria hirsuta coats calcium oxalate 

monohydrate crystals and blocks their adhesion to renal epithelial cells. J Urol. 2004 Oct;172(4 

Pt 1):1510-4. 

54. Atmani F, Khan SR. Effects of an extract from Herniaria hirsuta on calcium oxalate 

crystallization in vitro. BJU Int. 2000 Apr;85(6):621-5. 

55. Barros ME, Schor N, Boim MA. Effects of an aqueous extract from Phyllantus niruri on calcium 

oxalate crystallization in vitro. Urol Res. 2003 Feb;30(6):374-9. 

56. Al-Ghamdi SS, Al-Ghamdi AA, Shammah AA. Inhibition of calcium oxalate nephrotoxicity with 

Cymbopogon schoenanthus (Al-Ethkher). Drug Metab Lett. 2007 Dec;1(4):241-4. 



68 
 

57. Woottisin S, Hossain RZ, Yachantha C, Sriboonlue P, Ogawa Y, Saito S. Effects of Orthosiphon 

grandiflorus, Hibiscus sabdariffa and Phyllanthus amarus extracts on risk factors for urinary 

calcium oxalate stones in rats. J Urol.  Jan;185(1):323-8. 

58. Akanae W, Tsujihata M, Yoshioka I, Nonomura N, Okuyama A. Orthosiphon grandiflorum has a 

protective effect in a calcium oxalate stone forming rat model. Urol Res.  Apr;38(2):89-96. 

59. Goldfarb DS, Coe FL. Beverages, diet, and prevention of kidney stones. Am J Kidney Dis. 1999 

Feb;33(2):398-400; discussion 1-3. 

60. Touhami M, Laroubi A, Elhabazi K, Loubna F, Zrara I, Eljahiri Y, et al. Lemon juice has 

protective activity in a rat urolithiasis model. BMC Urol. 2007;7:18. 

61. Jariwalla RJ. Rice-bran products: phytonutrients with potential applications in preventive and 

clinical medicine. Drugs Exp Clin Res. 2001;27(1):17-26. 

62. Ebisuno S, Morimoto S, Yoshida T, Fukatani T, Yasukawa S, Ohkawa T. Rice-bran treatment for 

calcium stone formers with idiopathic hypercalciuria. Br J Urol. 1986 Dec;58(6):592-5. 

63. Ohkawa T, Ebisuno S, Kitagawa M, Morimoto S, Miyazaki Y, Yasukawa S. Rice bran treatment 

for patients with hypercalciuric stones: experimental and clinical studies. J Urol. 1984 

Dec;132(6):1140-5. 

64. Kim MK, Kim HA, Koh K, Kim HS, Lee YS, Kim YH. Identification and quantification of 

anthocyanin pigments in colored rice. Nutr Res Pract. 2008 Spring;2(1):46-9. 

65. Guo H, Ling W, Wang Q, Liu C, Hu Y, Xia M, et al. Effect of anthocyanin-rich extract from black 

rice (Oryza sativa L. indica) on hyperlipidemia and insulin resistance in fructose-fed rats. Plant 

Foods Hum Nutr. 2007 Mar;62(1):1-6. 

66. Hou Z, Qin P, Ren G. Effect of anthocyanin-rich extract from black rice (Oryza sativa L. 

Japonica) on chronically alcohol-induced liver damage in rats. J Agric Food Chem.  Mar 

10;58(5):3191-6. 

67. Hui C, Bin Y, Xiaoping Y, Long Y, Chunye C, Mantian M, et al. Anticancer activities of an 

anthocyanin-rich extract from black rice against breast cancer cells in vitro and in vivo. Nutr 

Cancer.62(8):1128-36. 

68. Ichikawa H, Ichiyanagi T, Xu B, Yoshii Y, Nakajima M, Konishi T. Antioxidant Activity of 

Anthocyanin Extract from Purple Black Rice. J Med Food. 2001 Winter;4(4):211-8. 



69 
 

69. Koide T, Kamei H, Hashimoto Y, Kojima T, Hasegawa M. Antitumor effect of hydrolyzed 

anthocyanin from grape rinds and red rice. Cancer Biother Radiopharm. 1996 Aug;11(4):273-7. 

70. Xia X, Ling W, Ma J, Xia M, Hou M, Wang Q, et al. An anthocyanin-rich extract from black rice 

enhances atherosclerotic plaque stabilization in apolipoprotein E-deficient mice. J Nutr. 2006 

Aug;136(8):2220-5. 

71. Yang Y, Andrews MC, Hu Y, Wang D, Qin Y, Zhu Y, et al. Anthocyanin extract from black rice 

significantly ameliorates platelet hyperactivity and hypertriglyceridemia in dyslipidemic rats 

induced by high fat diets. J Agric Food Chem.  Jun 22;59(12):6759-64. 

72. Sangkitikomol W, Tencomnao T, Rocejanasaroj A. Effects of Thai black sticky rice extract on 

oxidative stress and lipid metabolism gene expression in HepG2 cells. Genet Mol 

Res.9(4):2086-95. 

73. Sangkitikomol W, Tencomnao T and Rocejanasaroj A. Antioxidant effects of anthocyanins-rich 

extract fromblack sticky rice on human erythrocytes and mononuclear leukocytes. African J 

Biotechnol. 2010; 9(48): 8222-8229. 

74. Kuo CC, Chiang WC, Liu GP, Chien YL, Chang JY, Lee CK, Lo JM, Huang SL, Shih MC, Kuo, 

YH. 2, 2’-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical-scavenging active components from adlay (Coix 

lachryma-jobi L. var. ma-yuen Stapf) hulls. J. Agric. Food Chem. 2002; 50: 5850–5855. 

75. Oyaizu M. Studies on products of browning reaction: antioxidative activities of products of 

browning reaction prepared from glucose-amine. Jpn. J. Nutr. 1986; 44: 307–315. 

 

  



70 
 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

  



71 
 

1. การเตรยีมสารเคม ีสําหรบัการเกบ็เนื้อเยื่อไต 

 1.1 การเตรียม 4% Paraformadehyde ใน 0.01 PBS, pH 7.4, ปรมิาตร 100 ml 

  ชั่งสาร Paraformadehyde   4  g 

  เติม 0.01 PBS     70  ml 

(ปรับคา pH จนไดคา 7.4) 

เติม 0.01 PBS ลงไปใหถึง   100  ml 

 กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง กอนเก็บที่ 4°C 

1.2 การเตรียม 10% Sucrose ใน 0.1 PBS, pH 7.4, ปรมิาตร 600 ml 

ชั่งสาร Sucrose     60 g 

เติม 0.1 PBS      600 ml 

  ทําการตมจนสารละลาย 

1.3 การเตรียม 30% Sucrose ใน 0.1 PBS, pH 7.4, ปรมิาตร 600 ml 

ชั่งสาร Sucrose     180 g 

เติม 0.1 PBS      600 ml 

  ทําการตมจนสารละลาย 

 

2. การเตรยีมสารเคม ีสําหรบัสกัดเนื้อเยื่อไตขวา 

2.1 การเตรียม  Lysis buffer (Protien homogenizing buffer), pH 7.6, ปรมิาตร 100 ml 

ชั่งสาร Tris-HCL (25mM)     0.394  g 

ชั่งสาร NaCl (150 mM)     0.8766     g 

Ethylene glycol     1     ml 

1 mM EDTA     

(Ethylene diamine tetra-acetic acid)   1             ml 

1% SDS     1  ml 

PMSF inhibitor  0.1 g ละลายในเมทานอล 1            ml 
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3. การเตรยีมสารเคม ีสําหรบัการวดัปรมิาณโปรตนีดวยวธิ ีBradford 

3.1 การเตรยีม Serial dilution BSA  

จาก BSA 1.26 mg ปริมาตร 1 ml ความเขมขน 1 mg/ml ใหไดปริมาณโปรตีนเทากับ 50, 100, 200, 400, 

800 และ 1000 ปริมาตรละ 50 µl 

Serial dilution โปรตีน BSA (µl) Distilled water (µl) 

50 2.5 µl 47.5 µl 

100 5 µl 45 µl 

200 10 µl 40 µl 

400 20 µl 30 µl 

800 40 µl 10 µl 

1000 50 µl 0 µl 

 

4. การเตรยีมสารเคม ีสําหรบัวธิ ี (SDS-PAGE) และ Western blotting 

4.1 การเตรียม 10X PBS 0.1M, pH 7.2  ปรมิาตร 200 ml 

  ชั่งสาร Na2H2PO4 • 2H2O    1.028   g 

ชั่งสาร Na2HPO4 (anhydrous)      1.902   g 

  ชั่งสาร NaCl     17   g 

  เติม ddH2O     150   ml 

  (ปรับคา pH จนถึง 7.2) 

เติม ddH2O ใหครบ     200  ml 

4.2 การเตรียม 10% SDS (sodium dodecyl sulfate) ปรมิาตร 100 ml 

ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  10   g 

เติม ddH2O     100   ml 

( ควรเก็บไวที่อุณหภูมิหอง) 
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4.3 การเตรียม 1X Transfer buffer, pH 9.2 ปรมิาตร 1000 ml 

   ชั่งสาร Tris     5.81  g 

   ชั่งสาร Glycine      2.93  g 

   ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  0.375  g 

   เติม Methanol     200    ml 

   (ปรับคา pHจนถึง 9.2) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.4 การเตรียม 10X Running buffer, pH 8.3 ปรมิาตร 1000 ml 

   ชั่งสาร Tris     30.2   g 

   ชั่งสาร Glycine      144  g 

   ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  10   g 

   (ปรับคา pH จนถึง 8.3) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.5 การเตรียม Sepaeating gel buffer, pH 8.8 ปรมิาตร 200 ml 

   ชั่งสาร Tris     36.3  g 

   แลวเติม ddH2O    150    ml 

   (ปรับคา pH ดวย HCl จนถึง 8.8) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     200    ml 

4.6 การเตรียม Stacking gel buffer, pH 6.8 ปรมิาตร 200 ml 

   ชั่งสาร Tris     12.11  g 

   แลวเติม ddH2O       150    ml 

   (ปรับคา pH ดวย HCl จนถึง 6.8) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     200    ml 

4.7 การเตรียม 10% Ammonium persulfate (APS) 

   ชั่งสาร APS      0.1  g 

   แลวเติม ddH2O     1         ml  
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4.8 การเตรียม Coomasie blue ปรมิาตร 1000 ml 

   ชั่งสาร Coomasie Brilliant blue R250  0.25  g 

   Methanol     400     ml 

   Glacial acetic acid    70      ml 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.9 การเตรียม Destain I ปรมิาตร 1000 ml 

   Methanol     400     ml 

   Glacial acetic acid    70      ml 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.10 การเตรยีม Destain II ปรมิาตร 1000 ml 

   Methanol     50     ml 

   Glacial acetic acid    70      ml 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.11 การเตรยีม Loading buffer (6x) ปรมิาตร 10 ml 

   0.5 M Tris-Cl, pH 6.8    7     ml 

   ชั่งสาร SDS     1    g 

Glycerol         3  ml 

DTT (dithiothreitol)    0.93   g 

Bromophenol blue    1.2   mg 

4.12 การเตรยีม 0.1% Ponceau S ใน 5% Acetic acid ปรมิาตร 20 ml 

   ชั่งสาร Ponceau S    0.02   g 

   Acetic acid      1        ml 

แลวเติม ddH2O จนครบ     20  ml 

 

5. การเตรยีมสารเคม ีสําหรบัวธิ ีImmunofluorescence และ Immunoperoxidase 

 5.1 การเตรียม 10X TBS, pH 7.9 ปรมิาตร 1000 ml 

ชั่งสาร Tris     12.1  g 

ชั่งสาร NaCl     87.6    g 

ddH2O      400  ml 
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(ปรับคา pH จนถึง 7.9) 

 แลวเติม ddH2O จนครบ    1000     ml 

 5.2 การเตรียม 0.1% Glycine ปรมิาตร 100 ml 

ชั่งสาร Glycine     0.1  g 

 0.1 M PBS      100   ml 
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