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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. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทํางานวิจัย 

โรคน่ิวในไต (Kidney stone) เปนปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญในหลายประเทศท่ัวโลกรวมท้ัง

ประเทศไทย สาเหตุของโรคเกิดจากหลายปจจัย ไดแก ความผิดปกติของไต พันธุกรรม สภาพภูมิอากาศ 

โภชนาการ และพฤติกรรม เปนตน พบวาเพศชายเปนโรคมากกวาเพศหญิง ผูปวยมีอาการคลื่นไสอาเจียน 

ปสสาวะติดขัด ปวดบริเวณเอว ปสสาวะขุนมีเลือดปน อาจเกิดการติดเชื้อ ทําใหไตวายได ผูท่ีเคยเปนน่ิวในไต

แลวมักจะเกิดเปนซ้ําอีกในเจ็ดถึงสิบป สําหรับกอนน่ิวท่ีพบมากท่ีสุดในผูปวยประมาณรอยละ 80 คือ น่ิว

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

กลไกการเกิดโรคน่ิวในไตอธิบายโดย Free particle model ไววากอนน่ิวเร่ิมเกิดจากการตกผลึกของแคลเซียม

ไอออนกับออกซาเลตไอออนซึ่งมีความเขมขนสูงแบบย่ิงยวด (Supersaturation) บริเวณทอไตสวนปลาย 

(Distal collecting duct) โดยผลึกท่ีเกิดขึ้นในคร้ังแรกจะทําหนาท่ีเปนแกน (Nucleation) เมื่อเกิดการตกผลึก

ซ้ําๆทําใหกอนผลึกมีขนาดใหญข้ึน (Growth) มีการเกาะเก่ียวกัน (Aggregation) และไปเกาะจับ (Adhesion) 

กับเซลลเย่ือบุทอไต จนมีขนาดใหญขวางก้ันทางเดินปสสาวะทําใหผูปวยปสสาวะติดขัดและแสดงอาการ มี

การศึกษาพบวาการเกาะจับของผลึก COM กับเซลลเย่ือบุทอไตสวนปลายน้ันเปนขั้นตอนวิกฤตสําคัญในการ

เกิดน่ิวในไต โดยผลึก COM จะเหน่ียวนําใหเซลลสรางอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species) จํานวนมาก 

ทําใหเซลลเย่ือบุทอไตเปลี่ยนแปลง เกิดภาวะเครียด (Oxidative stresses) เซลลเกิดความเสียหายและ 

apoptosis ในท่ีสุด รวมท้ังเกิดการอักเสบซึ่งสงเสริมการเกิดโรคน่ิวในไตใหรุนแรงข้ึนอีกดวย การรักษาผูปวย

โรคนิ่วในไต ในกรณีกอนนิ่วมีขนาดเล็กสามารถหลุดปนออกมาทางปสสาวะไดเอง หากกอนน่ิวมีขนาดใหญมัก

ใชวิธีการผาตัดหรือใชเครื่องสลายนิ่ว (Extracorporeal shock wave lithotripsy/ESWL)  

อยางไรก็ตาม ในปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดใหความสนใจสารสกัดจากธรรมชาติหรือสมุนไพรเพื่อ

นํามาหาฤทธิ์ในการรักษาหรือปองกันการเกิดโรค โดยเฉพาะสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ (Anti-

oxidant) เนื่องจากอนุมูลอิสระเหน่ียวนําใหเซลลเกิดภาวะ oxidative stresses ทําใหเซลลเสื่อมถอยและ

สงเสริมการเกิดโรคหลายชนิด เชน โรคหลอดเลือดหัวใจ, โรคมะเร็ง, โรคหลอดเลือดสมอง และโรคชรา เปนตน 

สมุนไพรท่ีมีการศึกษาฤทธิ์ในการยับย้ังการเกิดน่ิวในไต เชน Verbena officinalis, Lithospermum officinale, 

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

Herniaria hirsuta, ตนลูกใตใบ (Phyllantus niruri), หญาหนวดแมว (Orthosiphon grandiflorum) เปนตน นํ้า
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ผลไมท่ีมีซิตรัสสูง ไดแก นํ้ามะนาว, น้ําสม และนํ้ามะเขือเทศ เปนตน ยังไมมีการศึกษาในขาวมากอน ดังน้ัน

ผูทําวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษา เนื่องจากขาวเปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของไทย มีหลายชนิด เชน ขาวแดง, ขาวดํา, 

ขาวมวงและรําขาว โดยขาวท่ีมีสีมีสารตานอนุมูลอิสระปริมาณสูงกวาขาวขาว เชน วิตามินอี, แกมมาโอลิไซ

นอล, ฟลาโวนอยดและแอนโทไซยานิน มีรายงานวาสารสกัดจากขาวเหนียวดําหรือขาวนิลมีแอนโทไซยานินใน

ปริมาณท่ีสูงกวาขาวแดงและขาวดํา สามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระและลดอัตราการตายของเซลลมะเร็งตับ

เพาะเลี้ยงไดอยางมีนัยสําคัญ  

ดังน้ันจึงเปนหลักฐานท่ีนาสนใจอยางย่ิงวา สารสกัดจากขาวเหนียวดําอาจจะสามารถยับย้ังกลไก

การเกิดน่ิวในไตได โดยเฉพาะการลดภาวะ oxidative stresses ท่ีเกิดขึ้นจากความเปนพิษของผลึกน่ิว COM 

ซึ่งเหน่ียวนําใหเซลลเกิดความเสียหายและสงเสริมการเกิดน่ิวใหรุนแรงขึ้น หากพบวาสารสกัดจากขาวเหนียว

ดําสามารถลดการเกิดน่ิวในไตของหนูทดลองได อาจนําไปสูการพัฒนาเปนผลิตภัณฑปองกันการเกิดโรคหรือ

ใชในการลดการเกิดซ้ําของโรคน่ิวในไต ตอไปในอนาคต อีกท้ังเปนการสงเสริมการพัฒนาผลิตภัณฑสราง

มูลคาเพิ่มใหกับขาวโดยการแปรรูปเปนผลิตภัณฑที่มีมูลคาสูง 

 

2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน สารประกอบฟนอลรวม และความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดขาวเหนียวดํา 

2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการยับย้ังกลไกการเกิดโรคนิ่วในไตในหลอดทดลอง 

3. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการยับย้ังกลไกการเกิดโรคนิ่วในไตในหนูขาว 
 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยในคร้ังน้ีเปนการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากขาวเหนียวดําท่ีมีสารตานอนุมูลอิสระ

จํานวนมากตอกลไกการเกิดโรคนิ่วในไต ซึ่งอาจนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑในการปองกันการเกิดโรคน่ิวในไต

ไดในอนาคต นําสารสกัดขาวเหนียวดํามาศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน สารประกอบฟนอลรวมและฤทธิ์ใน

การตานอนุมูลอิสระ ทดสอบความสามารถในการยับย้ังกลไกการเกิดโรคน่ิวในไตในหลอดทดลอง ไดแก การ

ตกผลึก การเติบโต การเกาะกลุม และการจับของผลึกกับเซลลทอไตสวนปลาย MDCK ทดสอบความเปนพิษ

ตอเซลลดวยการทํา MTS assay จากน้ัน ทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการปองกันการเกิดน่ิวในไตของ

หนูทดลองท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเปนโรคน่ิวในไตดวย polyethelene glycol นําเนื้อเย่ือไตของหนูมาวิเคราะหการ

สะสมของผลึกดวยวิธียอมสี hematoxylin และ eosin ศึกษาการการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระดวยวิธี 

immunohistochmistry และศึกษาการแสดงออกของสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western immunoblotting    
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บทที ่2 

เอกสารประกอบการทําวจิยั 

 

กลไกการเกิดโรคนิ่วในไต 

 กลไกการเกิดน่ิวในไตอธิบายโดย Free particle model (1) วาเร่ิมมาจากการตกผลึกของแคลเซียม

กับออกซาเลตไอออน (Nucleation) ท่ีมีความเขมขนสูงแบบย่ิงยวด (Supersaturation) บริเวณทอไตสวน

ปลาย Distal collecting duct เพราะเปนบริเวณที่มีการดูดน้ํากลับของหนวยไต โดย nuclei ที่เกิดขึ้นน้ันมี

แนวโนมที่จะโตขึ้น (Growth) และจับกลุมกัน (Aggregation) ในสภาวะ hypertonic ของ tubular fluid ซึ่งจะ

ไปจับกับผิวเซลล (Adhesion) ติดอยูในสวนท่ีแคบของทอไตทําใหไมสามารถหลุดออกไปกับปสสาวะได เมื่อ

คริสตัลจับกับผิวเซลลแลวยังคงโตตอไปเร่ือยๆ จนกลายเปนกอนน่ิวขนาดใหญอุดก้ันทางเดินปสสาวะทําให

ผูปวยปสสาวะติดขัดหรือปสสาวะไมออก (2, 3)  

 Schulz  และคณะ อธิบายไววา โดยปกติ Tubular fluid จะใชเวลาในการไหลผานหนวยไตในเวลา 3-

4 นาที ซึ่งมีโอกาสนอยมากท่ีผลึกคริสตัลจะโตพอท่ีจะอุดตันทางเดินปสสาวะได ดังน้ันการค่ังของผลึกคริสตัล

ในระบบทางเดินปสสาวะนาจะเกิดจากในทอไตมี dead zones คือบริเวณที่ทําใหการไหลของ tubular fluid ชา

ลง เชนบริเวณสวนโคงงอของทอไต (4, 5) หรืออาจเกิดจากโครงสรางของหนวยไตบริเวณที่เปน sharp twists 

คือสวน V-turns หรือ Z-turns (6) 

ลักษณะและคุณสมบตัิของผลึกแคลเซียมออกซาเลต 

 กอนน่ิวที่แยกไดจากผูปวย ประกอบดวยสวนที่เปนผลึกคริสตัล 80 เปอรเซนต อีก 2-5 เปอรเซนตเปน 

Organic matrices ท่ีแทรกอยูในเน้ือผลึก ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน ไกลโคอะมิโนไกลแคนและแรธาตุ (7) 

ผลึกคริสตัลท่ีพบในกอนน่ิวมากท่ีสุดคือ แคลเซียมออกซาเลต (CaOx) โดยปกติผลึก CaOx มีโครงสรางสาม

แบบตามปริมาณโมเลกุลของน้ําที่มีอยูในโมเลกุล ไดแก ชนิดโมโนไฮเดรต (COM หรือ whewellite) ซึ่งมีรูปราง

หกเหลี่ยม, ชนิดไดไฮเดรต (COD หรือ weddellite) มีรูปรางเปนพีระมิดสองอันประกบกัน, และชนิดไตรไฮ

เดรต (COT or caoxite) มีรูปรางคลายเข็ม (8) (ภาพที่ 2.1) COM เปนผลึกท่ีพบในกอนน่ิวมากท่ีสุดและพบ

มากในปสสาวะของผูปวย ในขณะท่ีผลึก COD มักจะพบในปสสาวะของคนปกติและแทบจะไมพบผลึก COT 

ในกอนน่ิวหรือในปสสาวะเลย ผลึก COM น้ันมีความคงตัวมากท่ีสุดในสภาวะท่ีมี Stone inhibitors เชนใน

ปสสาวะของคนปกติ ผลึก COM จะถูกเหน่ียวนําใหเปลี่ยนรูปรางไปเปนผลึก COD ซึ่งมีความรุนแรงในการกอ

โรคนอยกวา (9) ดังจะเห็นไดจากคุณสมบัติในการยึดจับของผลึกคริสตัล 
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ภาพที่ 2.1 ภาพจากกลองจุลทรรศนแสดงรูปรางผลึกแคลเซียมออกซาเลต A. ชนิดโมโนไฮเดรต รูปรางหก

เหลี่ยม (Hexagonal) B. ชนิดไดไฮเดรต มีรูปรางเปนพีระมิดสองอันประกบกัน (tetragonal bipyramidal) และ 

C. ชนิดไตรไฮเดรต มีรูปรางคลายเข็ม (needle) (10) 

 จากการวัดความสามารถในการยึดจับ (Adsorptive capabilities) ของผลึกคริสตัลดวยวิธี Atomic 

force microscopy พบวาผลึก COM มีความแรงในการยึดจับ (Adhesion force) สูงกวาผลึก COD ถึง 15 เทา 

(11) ทั้งน้ีเนื่องมาจากการเรียงตัวของแคลเซียมและออกซาเลตไอออนบนผิวหนาของผลึกที่แตกตางกัน ซึ่งเปน

เหตุผลสําคัญสนับสนุนวาผลึก COM น้ันมีความรุนแรงในการกอโรคน่ิวในไต โดย COM สามารถจับกับ

โมเลกุลบนผิวเซลลเย่ือบุทอไตดวย adhesion force มากกวา COD จากการศึกษาพบวาผลึกคริสตัลน้ันมี

ประจุบวกของแคลเซียมไอออนที่ผิวหนาซึ่งสามารถ interact กับโมเลกุลในระบบทางเดินปสสาวะท่ีแสดงประจุ

ลบ (Anionic molecule) ไดแก โปรตีนท่ีมี acidic amino acids เชน aspartic acid (Asp) และ glutamic acid 

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

polysaccharides และ phospholipids (12, 13) ผลึกคริสตัลมีการจับกับโมเลกุลบนผิวเซลลอยางจําเพาะ 

ไดแก ไฮยารูโรแนน, CD44, Osteopontin (OPN), Annexin II, Nucleolin-related protein, 

Phosphatidylserine และ Sialic acid-containing glycoprotein เปนตน (14-18) ดังใน ภาพที่ 2.2 เมื่อนําชิ้น

เนื้อไตของหนูทดลองที่ถูกเหน่ียวนําใหเปนนิ่วในไตมายอมดวยเทคนิค immunohistochemistry จะเห็นวาที่

บริเวณ distal collecting duct มีการเกาะจับของผลึก CaOx  กับไฮยาลูโรแนนและ CD44 โมเลกุล 

 

ภาพที่ 2.2 ภาพแสดงการยึดจับของผลึก CaOx กับโมเลกุลบนผิวเซลล distal collecting duct ของหนูทดลอง

ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนน่ิวในไต A. ไฮยาลูโรแนน B. CD44 โมเลกุล (19) 
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Modulators ของการเกิดผลึก CaOx  

 การเกิดน่ิวในไตน้ันเกิดไดจากหลายปจจัย ไดแก โครงสรางของไตผิดปกติทําใหการไหลของ Tubular 

fluid ไมดี งายตอการค่ังของผลึกคริสตัล, การทานอาหารที่มีออกซาเลตไอออนสูง, อากาศรอนทําใหปสสาวะมี

ความเขมขนมากสงเสริมการตกผลึก, ความผิดปกติทางพันธุกรรม เชน primary hyperoxaluria, primary 

calciuria, renal tubular acidosis เปนตน (20) อยางไรก็ตาม มีการศึกษาพบวาในปสสาวะน้ันมีโมเลกุลท่ี

เรียกวา Stone modulators แบงออกเปน Stone promoters คือโมเลกุลท่ีชวยสงเสริมการเกิดน่ิว โดยสงเสริม

ใหมีการตกผลึกคริสตัลหรือสงเสริมการ growth หรือ aggregation หรือ adhesion อีกกลุมหน่ึงคือ Stone 

inhibitors คือโมเลกุลท่ีชวยยับย้ังกระบวนการเกิดน่ิว ไดแก ยับย้ังการเกิดผลึกคริสตัลหรือยับย้ังการ growth 

หรือ aggregation หรือ adhesion รวมท้ังทําใหเกิดการ transformation ของผลึกจาก COM ไปเปน COD ที่มี

ความรุนแรงนอยกวา มีการศึกษาพบวาผูปวยโรคน่ิวในไตน้ันมีการแสดงออกของ stone inhibitors นอยกวา

คนปกติ ทําใหเกิดการตกผลึกจํานวนมากและพัฒนากลายเปนโรคน่ิว โดยโมเลกุลท่ีจัดเปน stone promoters 

สําคัญ ไดแก calcium และ oxalate ions ซึ่งหากมีปริมาณสูง จะทําใหโอกาสเกิดการตกผลึกสูงขึ้นตามไปดวย 

(21, 22) 

โมเลกุล Stone inhibitors น้ันมักมีประจุลบเพื่อจะ interact กับผลึกคริสตัลท่ีมีประจุบวกท่ีผิวหนา 

ตัวอยางโมเลกุลท่ีพบในปสสาวะของคนปกติคือ 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 เปนไกลโคโปรตีน สามารถยับย้ังการเกิด 

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

ปองกันการ adhesion ของผลึกกับเซลลทอไต (31-33) บางโมเลกุลมีบทบาทเปนท้ัง promoter และ inhibitor 

ข้ึนกับระยะของการเกิดน่ิวในไต เชน THP ยับย้ังการ aggregation แตสงเสริมการเกิด adhesion เปนตน (34) 

และมีรายงานวา Cell membranes ของ MDCK สามารถยับย้ัง crystal growth แตสงเสริม crystal 

aggregation (35)  

การตอบสนองของเซลลเยือ่บุทอไตในภาวะที่มีการเกาะจับของผลึก CaOx  

 การจับของผลึก COM กับเซลลเย่ือบุทอไตน้ันเปนขั้นตอนวิกฤตท่ีจะนําไปสูการแสดงอาการของโรค

นิ่วในไต (36) โดยเมื่อเกิดการยึดจับของผลึก COM กับเซลลน้ัน ผลึกจะถูก internalized ผานกระบวนการ 

endocytosis และถูกยอยดวยเอนไซมภายในถุง endolysosome (37, 38) ผลึกบางสวนสามารถผาน renal 

epithelial layer โดยกระบวนการ transcytosis หรือ exotubulosis ทําใหเกิดการค่ังสะสมของผลึก  ตัวผลึกมี

ความเปนพิษตอเซลล จากผลการศึกษาท้ัง In vitro และ In vivo พบวาทําให cell damage มีการเสียสภาพ
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ของ Cell membrane (39) เกิดการร่ัวไหลของ Cytosolic enzymes ออกสูภายนอก ไดแก lactate 

dehydrogenase (LDH), GGTP and N-acetyl-glucosaminidase (NAG) และ lysozyme เปนตน (40) อีก

ทั้งพบวาผลึกคริสตัลนั้นเหน่ียวนําใหเซลลเกิดภาวะเครียด (oxidative stress) เน่ืองจากมีการสรางอนุมูลอิสระ

จํานวนมากภายในเซลล ไดแก reactive oxygen species (ROS) ไดแก superoxide (O2•−) และ hydrogen 

peroxide (H2O2) เปนตน (41) โดยอนุมูลอิสระเหลาน้ีจะทําใหเกิดการถูกทําลายของโมเลกุล Phospholipids 

ซึ่งเปนองคประกอบหลักท่ีสําคัญของ Cell membrane เรียกกระบวนการน้ีวา Lipid peroxidation สังเกตจาก

ปริมาณ 8-isoprostane (8-IP) ที่เพิ่มขึ้น (42, 43) และเกิดการ flip flop ของ cell membrane ทําใหเซลล

เสียหายและเกิด apoptosis นอกจากน้ีพบวาอนุมูลอิสระเปน mediator เหน่ียวนําหลาย Signal transduction 

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

protein kinase (p38MAPK) (45) สงผลใหสรีรวิทยาของเซลลมีการเปลี่ยนแปลง มีการกระตุน Transcription 

factors ไดแก NF-κB และ activated protein-1 (AP-1) ทําใหมีการแสดงออกของยีนและโปรตีนบางตัว

เพิ่มขึ้น เชน Immediate early genes (เชน c-myc และ egr-1), osteopontin, bikunin และ clusterin เปนตน 

(40) การเกาะจับของผลึกคริสตัล COM ยังเหน่ียวนําใหเซลลมีการสรางและหลั่ง Inflammatory mediators 

ไดแก Cytokines และ Chemokines หลายชนิด ท่ีสําคัญคือ monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-

1) ทําหนาท่ีเรียกเม็ดเลือดขาว Monocytes และ Macrophages จํานวนมากใหเคลื่อนท่ีมายังบริเวณท่ีมีการ

เกาะจับของผลึกคริสตัลทําใหบริเวณน้ันเกิดการอักเสบสงเสริมการเกิดโรคใหรุนแรงขึ้น (46) โมเดลการ

ตอบสนองของเซลลเย่ือบุทอไตตอการเกิด oxidative stresses ท่ีเกิดจากการเหน่ียวนําดวยผลึก COM อธิบาย

ใน ภาพที่ 2.3 

นอกจากน้ี ยังมีการศึกษาการตอบสนองของเซลลเย่ือบุทอไตท่ีมีการเปลี่ยนแปลงในภาวะท่ีมีการ

เกาะจับของผลึก COM ดวยเทคนิค highthrougput คือ 2-DE analysis พบวามีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน

จํานวนมากนอกเหนือจากท่ีไดกลาวมาแลว ซึ่งมีบทบาทการทํางานท่ีหลากหลาย ยกตัวอยางเชน โปรตีน

โครงสรางของเซลล, เอนไซมในขบวนการเมตาบอลิซึ่ม, chaperones, โปรตีนท่ีควบคุม transcription และ 

translation, โปรตีนที่เก่ียวของกับ signal transduction, โปรตีนท่ีเก่ียวของกับกระบวนการสรางและทําลาย

โปรตีนภายในเซลล เปนตน ซึ่งบทบาทของโปรตีนในกลไกการเกิดโรคน่ิวนั้นยังไมทราบแนชัด (47-49) 
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ภาพที่ 2.3  แสดง Proposed model การตอบสนองของเซลลเย่ือบุทอไตตอการเกิด oxidative stresses ที่เกิด

จากการเหน่ียวนําดวยภาวะท่ีมีความเขมขนของออกซาเลตไอออนในระดับสูงหรือเหน่ียวนําดวยผลึก CaOx 

หรือจาก mechanical stress อันเกิดจากการค่ังของผลึกคริสตัล โดยไตจะมีการผลิตโมเลกุลท่ีทํางานใน 

rennin-angiotensin system ไดแก angiotensinogen และ angiotensin converting enzyme (ACE) และ 

renin  โดย renin นั้น catalyzes การผลิต angiotensin I เปลี่ยนไปเปน angiotensin II (Ang II) โดยการ

ทํางานของ the ACE โดย Ang II ควบคุม physiological reactions หลายอยางภายในเซลล เชนควบคุม

สมดุลของนํ้าและเกลือแร, การหลั่ง aldosterone, ควบคุมความดันเลือด นอกจากนี้ Ang II ยังมีบทบาท

เก่ียวของกับภาวะ oxidative stress โดยกระตุน membrane-bound NADH/NADPH oxidase ซึ่งทําใหเกิด

การเพิ่มของ superoxide โดย ROS จะถูกผลิตจากการกระตุนของ phospholipase A2 (PLA-2) และ neutral 

sphingomyelinase (N-Smase) มีผลตอ mitochondria ทําใหมีการสราง ROS และ cytochrome-C (Cyt-C) 

เพิ่มขึ้น ซึ่งทําให membrane potential ของไมโตคอนเดรียเสียไปและลดการสรางกลูตาไธโอน GSH ซึ่งจะไป

กระตุนกระบวนการของเอนไซม caspases ทําใหเซลลเกิด apoptosis นอกจากนี้ ROS จะกระตุน p38MAPK 

signal transduction pathways ซึ่งกระตุน transcription factors NF-κB และ AP-1 ทําใหมีการแสดงออก

ของ immediate early genes และมีการผลิต modulators เชน OPN, bikunin, α-1-microglobulin and 

MCP-1 เพิ่มขึ้น (40, 50) 

การศึกษาสมุนไพรที่ยับยั้งการเกิดโรคนิ่วในไต 

 ปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดใหความสนใจสารสกัดจากธรรมชาติท่ีมีประวัติการใชในการรักษาโรคน่ิว

ในไต เพื่อนํามาทดลองหาฤทธิ์ในการรักษาหรือยับย้ังการเกิดโรคนิ่วในไต (51) Grases และคณะทําการศึกษา



8 
 

สมุนไพรเจ็ดชนิดของยุโรป คือ นังดงลาง (Verbena officinalis), Lithospermum officinale, แดนดิไลออน 

(Taraxacum officinale), หญาถอดปลอง (Equisetum arvense), Arctostaphylos uva-ursi, โกโบ (Arctium 

lappa) และ Silene saxifraga พบวาสมุนไพรเหลาน้ี สามารถลดภาวะความเสี่ยงท่ีสงเสริมการเกิดน่ิวได เชน 

citraturia, calciuria, phosphaturia และ diuresis (51) และพบวาสามารถปองกันการเกาะจับของผลึกท่ี

บริเวณทอไตได ในหนูทดลองท่ีถูกเหน่ียวนําใหเปนน่ิว (52) Atmani และ Khan ศึกษาสารสกัดจากตน 

Herniaria hirsute พบวาสารสกัดสงเสริมการตกผลึกของคริสตัล แตผลึกท่ีเกิดขึ้นน้ันมีขนาดเล็กและเปนชนิด 

COD ซึ่งไมมีความรุนแรงในการกอโรค และพบวาในสารสกัดน้ันมีสารท่ีสามารถยับย้ังการ aggregation ของ

ผลึกคริสตัลได (53, 54) Barros และคณะทําการศึกษาสารสกัดจากตนลูกใตใบ (Phyllantus niruri) พบวาสาร

สกัดสามารถยับย้ัง crystal growth และ aggregation และยับย้ัง endocytosis ของผลึกคริสตัลเขาสูเซลล 

(55) Al-Ghamdi และคณะทําการศึกษาสารสกัดจากตะไคร โดยใหหนูทดลองท่ีเกิด oxalate nephrotoxicity 

ด่ืมสารสกัดพบวาอาการดีข้ึนในขณะท่ีหนูท่ีไมไดด่ืมสารสกัดน้ันตาย โดยสารสกัดจากตะไคร (Cymbopogon 

schoenanthus) นั้นมีฤทธิ์ในการขับปสสาวะ (56) Woottisin และคณะ ศึกษาพบวาสารสกัดกระเจี๊ยบแดง 

(Hibiscus sabdariffa) ชวยลดปริมาณของ oxalate ในซีรัมของหนูทดลองท่ีมีภาวะ hyperoxaluria ได และ

พบวาสารสกัดลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) ชวยเพิ่มปริมาณของ citrate ที่ทําหนาที่ stone inhibitor ใน

ปสสาวะของหนูทดลองได และเมื่อทําการตัดชิ้นเนื้อบริเวณทอไตของหนูทดลองมาตรวจดูการเกิดน่ิวพบวาสาร

สกัดกระเจี๊ยบแดงและลูกใตใบน้ันสามารถลดการเกาะจับของผลึกคริสตัลท่ีเกิดข้ึนกับเซลลทอไตไดเมื่อเทียบ

กับหนูกลุมควบคุม (57) Akanae และคณะศึกษาสารสกัดจากหญาหนวดแมว (Orthosiphon grandiflorum) 

พบวาสามารถลดการบาดเจ็บของเซลลจากความเปนพิษของ oxalate และยับย้ังการค่ังของผลึกท่ีทอไตของ

หนูทดลองได (58) การเกิดน่ิวในไตน้ันสามารถปองกันไดเชนกัน หากเพิ่มปริมาณ Stone inhibitors ใน

ปสสาวะได ตัวอยางเชน การเพิ่มปริมาณ Citrate excretion โดยใหผูปวยด่ืมน้ําผลไมที่มี citrus เชน นํ้ามะนาว 

น้ําสม, น้ํามะเขือเทศสด (59, 60) 

สําหรับการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากขาวตอกลไกในการกอโรคน่ิวในไตน้ันมีนอยมาก อยางไรก็

ตามมีรายงานวาสวนของรําขาว (Rice bran) ซึ่งมีคุณคาทางอาหารสูงและมีสารตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ เชน 

วิตามินบี วิตามินอี, Tocopherol, Tocotrienol และ Gamma-oryzanol สามารถปองกันการเกิดโรคมะเร็ง, 

hyperlipidemia, fatty liver, ภาวะแคลเซียมในปสสาวะสูง (hypercalciuria), โรคน่ิวในไต และโรคหัวใจได 

(61) โดยพบวารําขาวสามารถลดการเกิดน่ิวแคลเซียมออกซาเลตซ้ําในผูปวยท่ีมีภาวะ hypercalciuria และลด 

calcium excretion ในปสสาวะได (62, 63) สําหรับขาวเหนียวดําน้ันมีสีมวงแดงของ Anthocyanin pigments 

เปนเอกลักษณ มีสารอาหารและมีสารตานอนุมูลอิสระในปริมาณสูง โดยเฉพาะอยางย่ิงคือมี Anthocyanin สูง
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กวาขาวดําและขาวแดง (64) ซึ่งทําหนาท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ มีฤทธิ์ในการตานการอักเสบ ตาน

มะเร็ง ลดระดับไขมันในเลือด และ hypoglycemic effects (65-72) 

อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการศึกษาถึงความสามารถของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการลด

หรือยับย้ังกลไกการเกิดโรคน่ิวในไตมากอน การศึกษาในคร้ังน้ีจึงเปนคร้ังแรก โดยศึกษาความสามารถในการ

ยับย้ัง การเติบโต การเกาะกลุม และการยึดจับของผลึกกับเซลลทอไตสวนปลาย MDCK และความสามารถใน

การปองกันการเกิดนิ่วในไตของหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนโรคนิ่วในไตอีกดวย 

 

ขาวและพันธุขาว  

ขาวเปนอาหารหลักของประชากรไทย สามารถปลูกขึ้นไดงายมีความทนทานตอทุกสภาพภูมิประเทศ

จากการศึกษาของนักโบราณคดีพบวา ประเทศจีน คือ แหลงกําเนิดของการปลูกขาว เพราะไดพบรองรอยของ

ขาวปาท่ีมีอายุถึง 16,000 ป และขาวท่ีปลูกอายุกวา 9,000 ป สายพันธุของพืชตระกูลขาวท่ีมีอยูบนโลกน้ีมีมาก

ถึง 120,000 สายพันธุ แตพันธุท่ีรูจักและนํามาปลูกสามารถแบงออกไดเปน 2 ชนิดคือ Oryza Savita ที่นิยม

เพาะปลูกในทวีปเอเชีย และ Oryza glaberrina ท่ีนิยมเพาะปลูก ในทวีปแอฟริกา แตขาวท่ีปลูกและซื้อขายกัน

ในตลาดโลกเกือบทั้งหมดจะเปนขาวจากทวีปเอเชีย แบงเปน 3 กลุมตามลักษณะและพื้นที่ปลูกไดดังนี้ 

1. ขาวอินดิกา (Indica) หรือขาวเจา 

เปนขาวท่ีมีลักษณะเม็ดเรียวยาวรี ลําตนสูง คนพบครั้งแรกในประเทศอินเดีย เปนขาวที่นิยมเพาะปลูก

ในทวีปเอเชียเขตมรสุม ต้ังแต จีน เวียดนาม ฟลิปปนส ไทย อินโดนีเซีย ไปจนถึงอินเดียและศรีลังกา ตอมาแพร

ขยายเพาะปลูกในทวีปอเมริกา ในเมืองไทยนิยมเพาะปลูกขาวอินดิกานบริเวณท่ีราบลุมตอนใตของแมนํ้า

เจาพระยา ซึ่งคนไทยสมัยน้ันเรียกขาวอินดิกาท่ีมาจากตางประเทศวา “ขาวของเจา” แลวเรียกกันสั้นลงเหลือ

เพียง "ขาวเจา" มาถึงทุกวันนี้  

2. ขาวจาปอนิกา (Japonica) 

ขาวเหนียวเมล็ดปอม กลมรี มีแหลงกําเนิดจากทางภาคเหนือ แลวผานมาทางลุมแมนํ้าโขง ใน

สมัยกอนพุทธศตวรรษท่ี 20 หลังจากน้ันลดจํานวนลงไปแพรหลาย ในเขตอบอุนท่ีญี่ปุน เกาหลี รัสเซีย ยุโรป 

และอเมริกา 

3. ขาวจาวานิกา (Javanica) 

ขาวลักษณะเมล็ดปอมใหญสันนิษฐานวา เปนขาวพันธุผสม ระหวาง ขาวอินดิกาและจาปอนิกา นิยม

เพาะปลูกใน อินโดนีเซีย ฟลิปปนส ไตหวัน หมูเกาะริวกิว และญี่ปุน แตไมคอยไดรับความนิยมนักเพราะให
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ผลผลิตตํ่า ประเทศตางๆในโลกตางก็มีการพัฒนาสายพันธุขาวใหม เพิ่มพื้นท่ีการเพาะปลูกขาวและวิธีการปลูก

ขาวใหไดปริมาณผลผลิตเพิ่มขึ้นในขณะท่ีตํานานเก่ียวกับขาวของแตละชาติตางก็มีประวัติศาสตรอันยาวนาน 

 

การจําแนกอนุกรมวิธานของขาว (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 

 

คุณลักษณะของขาว 

ขาวจัดเปนพืชลมลุกตระกูลหญา สกุล Oryza สามารถเจริญเติบโตไดในพื้นท่ีท่ีมีระดับนํ้าสูงกวา 4 

เมตร หรือไมตองมีนํ้าขัง ขาวท่ีปลูกในประเทศไทยสวนใหญเปนชนิด Oryza sativa ชนิดยอย indica เมล็ดขาว

ประกอบดวย (ภาพที่ 2.4) 

1. เปลือกหุมเมล็ดหรือแกลบ (Husk) คือ เปลือกสวนภายนอกสุดที่หอหุมเมล็ดขาว ประกอบไปดวย 

โปรตีน ไขมัน เสนใย คารโบไฮเดรต เถา สารซิลิกา แคลเซียม ฟอสฟอรัส ลิกนิน เซลลูโลส เพนโตแซน เฮมิ

เซลลูโลส และอ่ืนๆ 

 2. เมล็ดขาว ประกอบดวย จมูกขาว (Embryo หรือ Germ) รําขาว และเมล็ดขาวสาร (Endosperm) 

เมื่อนําขาวกลองมาขัดเอาผิวออกจะไดรําหยาบและจมูกขาว (5–8%), รําละเอียดและจมูกขาว (2–3%) และ

เมล็ดขาวสาร (60-73%)  
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ภาพที่ 2.4  ลักษณะและองคประกอบของเมล็ดขาว 

 

สวนประกอบของเมล็ดขาว 

1. คารโบไฮเดรตหรือแปงขาว (Starch) ขาวจะมีแปงอยู 90% ของน้ําหนักแหง อยูชั้นในสุดของเมล็ด 

แปงในเมล็ดขาวมี 2 ชนิด คือ  

  - อะไมโลส (amylose) เปนสารประกอบเชิงซอนท่ีเกิดจากการเชื่อมตอกันของกลูโคสจํานวน

มากเปนสายยาวดวยพันธะ α-1,4- glycosidic bond โดยพบวาในขาวเหนียวจะมีอะไมโลสอยูประมาณ 0-

2% ที่เหลือเปนอะไมโลเพคทิน สวนขาวเจาน้ันจะมีอะไมโลสมากกวาประมาณ 7-33% ของน้ําหนักขาวสาร 

- อะไมโลเพคทิน (amylopectin) เปนสารประกอบเชิงซอนที่เกิดจากการเชื่อมตอกันของกลูโคส

เปนสายยาวดวยพันธะ α -1,4- glycosidic bond และมีการแตกก่ิงสาขาดวยพันธะ α -1,6- glycosidic bond  

 2. โปรตีน เมล็ดขาวมีสวนประกอบของโปรตีนอยูประมาณ 9.5% เปนอันดับสองรองจากแปง ปริมาณ

โปรตีนท่ีพบในเมล็ดขาวมีความแปรปรวนข้ึนอยูกับสถานท่ีปลูก และสภาพแวดลอม โปรตีนในเมล็ดขาว

สามารถแบงเปน 4 ชนิดตามคุณสมบัติในการละลายไดแก  

-  อัลบลูมิน (Alblumin) มีคุณสมบัติละลายไดในน้ํา (Water soluble protein)  

- โกลบูลิน (Globulin) มีคุณสมบัติละลายไดในนํ้าเกลือ (Salt soluble protein)  

-  โปรลามิน (Prolamin) มีคุณสมบัติละลายไดในแอลกอฮอล (Alcohol soluble protein)  

-  กลูเตลลิน (Glutelin) มีคุณสมบัติละลายไดในกรดหรือดาง (Acid or alkali soluble protein) 

3.  ไขมัน ไขมันท่ีอยูในเมล็ดขาวมักจะอยูในสภาพเปนหยดไขมันเล็ก ๆ ขนาดเล็กกวา 1.5 ไมครอนอยู

บริเวณเย่ือหุมผิวเมล็ด (รําหยาบและรําละเอียด) และจมูกขาว เมล็ดขาวมีไขมัน 1.6–2.8 % ไขมันท่ีไดจากขาว

เปนไขมันชนิดท่ีมีคุณภาพดี มีกรดไขมันอ่ิมตัว 18% กรดไขมันไมอ่ิมตัวเชิงเด่ียว (Monounsaturated Fatty 

Acid: MUFA) 45% กรดไขมันไมอ่ิมตัวเชิงซอน (Polyunsaturated Fatty Acid: PUFA) 37% น้ํามันรําขาว

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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เหมาะสําหรับผูท่ีตองการลดคอเลสเตอรอลท่ีไมดี (LDL-C) เพราะมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง (Linoleic 

acid,Oleic acid และ Palmitic acid) มีสาร γ-oryzanol ชวยในการควบคุมระดับคอเลสเตอรอลในเสนเลือด 

 4.  สารตานอนุมูลอิสระสําคัญท่ีอยูในเมล็ดขาว ไดแก γ-oryzanol โทโคฟรอล (Tocopherol) โทโคไตร

อีนอล (Tocotrienol) และ anthocyanin 

จากการวิจัยเปรียบเทียบคุณคาทางโภชนาการของขาว พบวา ขาวเหนียวดํามีปริมาณโปรตีนสูงท่ีสุด 

และมีปริมาณไขมันตํ่าที่สุด ขาวจาวสังขหยดพัทลุงมีปริมาณสังกะสีสูงท่ีสุด และใหพลังงานตํ่าที่สุด (ผาณิต รุจิ

รพิสิฐ และคณะ, 2555)  

 

ชนิดของขาว 

ขาวสามารถแบงตามองคประกอบทางเคมีในเมล็ดขาวสารได 2 ชนิด (ธัญพืช, 2543) คือ 1. ขาวจาว 

ประกอบดวยแปงประมาณ 90 เปอรเซ็นต ซึ่งแปงมีองคประกอบสองสวนคือ amylose เปนโพลิเมอรของ D-

glucose ท่ีตอกันเปน linear chain และ amylopectin เปนโพลิเมอรของ D-glucose ท่ีตอกันเปน branch 

chian โดยในขาวเจาจะมี amylose ประมาณ  20-30 เปอรเซ็นต และ amylopectin ประมาณ 70-80 

เปอรเซ็นต 2. ขาวเหนียว ประกอบดวย amylopectin สูงประมาณ 95 เปอรเซ็นต และมี amylose นอยมาก ซึ่ง

ขาวเหนียวมีอยูดวยกันหลายสายพันธุ แตที่คนสวนใหญรูจักและนิยมบริโภคมีอยูสองสี คือ ขาวเหนียวที่มีสีขาว 

และขาวเหนียวดํา ประโยชนของขาวเหนียวนอกจากจะมีประโยชนทางดานอาหารแลว ยังมีประโยชนตอ

รางกายดวย เชน บํารุงรางกาย ชวยขับลมในรางกาย สรางสารอาหาร เสริมสมรรถภาพกระเพาะอาหาร และ

บํารุงผิวพรรณ (คุณคาของขาวเหนียว, 2554) 

 

การศึกษางานวิจัยเกีย่วกับขาว 

ขาวท่ีมีสารอาหารอยูครบถวน (ตารางที่ 2.1) ตองเปนขาวกลองท่ีมีจมูกขาวและรําขาวติดอยูรอบเมล็ด

ในปริมาณท่ีมาก มีรายงานการวิจัยฤทธิ์การตานปฏิกิริยาออกซิเดชันของขาวขาว ขาวกลอง และขาวกลองงอก

ในหนูท่ีถูกเหน่ียวนําใหเปนโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 พบวาขาวกลองและขาวกลองงอกสามารถปรับระดับของ

ภาวะนํ้าตาลในเลือดสูง ภาวะ serum creatinine และมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระไดดีกวาในขาวขาว (Imam 

et al., 2012) จากการศึกษาของไมตรี สุทธจิตต และคณะ  (คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยพะเยา, 

2555)   ไดทําการศึกษาผลิตภัณฑขาวกลองสูตรอารซีชนิดผง ซึ่งประกอบดวย ขาวกลอง ขาวกลองเหนียว และ

ขาวมันปู อยางละ 16.67% และขาวบารเลย ขาวฟาง ขาวสาลี ลูกเดือย ลูกบัว และขาวโอต อยางละ 8.34% 

โดยใหผูปวยเบาหวานทานโดยการชง 4 ชอนโตะ ตอนํ้ารอนประมาณ 250 ซีซี ตอการบริโภค 1 คร้ัง ทานกอน

อาหาร 3 มื้อ ทุกวัน รวมระยะเวลา 2 เดือน พบวาขาวกลองอารซี ชวยใหผูปวยเบาหวานสามารถควบคุมน้ําตาล
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ได 55.6% ควบคุมระดับ cholesterol ได 94.4% ควบคุมระดับ triglyceride ได 77.8% ควบคุมระดับของตัวสง

ไขมันชนิด LDL-cholesterol ได 44.4% และควบคุมระดับของตัวสงไขมันชนิด HDL-cholesterol ได 66.7% 

นอกจากน้ันยังพบวาผูปวยมีคุณภาพชีวิตและสุขภาพที่ดีขึ้น นอกจากนี้ขาวกลองยังมีสรรพคุณในการเสริมสราง

พลังงาน ตานอนุมูลอิสระจึงทําใหระบบการเผาผลาญทํางานเปนปกติ ชวยลดนํ้าหนัก ลดความเสี่ยงตอการเปน

เบาหวานชนิดที่ 2 ตานมะเร็ง ลดความเสี่ยงตอการเปนนิ่วในถุงน้ําดี และโรคหอบหืด  

นอกจากน้ียังมีการศึกษาท่ีพบวาเมล็ดขาวมีปริมาณสารประกอบฟนอล ฟลาโวนอยด  และ

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูง ซึ่งปริมาณความเขมขนของสารประกอบฟนอล แอลฟา-ไรโอซานอล โท

โคฟรอล นั้นจะพบในปริมาณมากบริเวณสวนชั้นนอกของเมล็ดขาว คือ รําขาว และแกลบ ซึ่งมีความสามารถใน

การตานอนุมูลอิสระมากกวาในสวนของแปง ในเม็ดสีของขาวยังเปนแหลงสําคัญของสารตานอนุมูลอิสระ ไดแก 

แอนโทไซยานิน แสดงใหเห็นวาขาวมีสีท่ีมีสารแอนโทไซยานิน จะมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระไดดีกวา

ขาวท่ีไมมีสี ซึ่งจากการศึกษาแอลฟา-ไรโอซานอลจากรําขาว พบวาสามารถจํากัดอนุมูลอิสระ ปกปองโปรตีน

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

 

ตารางที่ 2.1 แสดงปริมาณสารอาหารในขาวชนิดตางๆ 100 กรัมขาวสาร (ดวงกมล เริ่มตระกูล, 2008)  

 

ขาวเหนียวดํา (Black sticky rice) 

 ขาวเหนียวดํา คือขาวเหนียวที่มีเย่ือหุมเมล็ดสีมวงแดงจนถึงสีดํารวมทั้งการที่มีรงควัตถุท่ีปรากฏในสวน

ตาง ๆ ของตนขาว ซึ่งเปนลักษณะประจําพันธุของขาวชนิดน้ี รงควัตถุท่ีมีสีสวนใหญพบในสวนของลําตน ใบ 

และเกือบทุกสวนของชอดอก ยกเวน embryo หรือ endosperm ลักษณะเดนของขาวเหนียวดํา คือการติดกัน

เหมือนกาวของเมล็ดขาวท่ีสุกแลว และมีสารอาหารที่เปนประโยชนมากกวาขาวเหนียวขาว  

ประเภท พลังงาน โปรตีน ไขมัน วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 ใยอาหาร 

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

ขาวเหนียว 259 8.4 1.6 0.16 0.06 0.8 

ขาวเหนียวไมขัดส ี 360 7.4 2.1 0.3 0.12 0.8 

ขาวเหนียวหมัก 164 1.8 0.1 0.01 0.03 0.3 

ขาวเจาขัดส ี 353 6.6 1.1 0.11 0.02 0.8 

ขาวกลอง 352 7.8 3.4 0.61 0.15 3.4 

ขาวน่ึง 364 6.7 1 0.2 0.08 - 
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องคประกอบ และคุณคาทางโภชนาการของขาวเหนียวดํา (ประโยชนของขาวเหนียวดํา และขาวกลอง, 2012) 

1. Omega-3 (Linolenic Acid) เปนกรดไขมันท่ีชวยบํารุงสุขภาพ ชวยควบคุมการขนสงสารอาหารตาง 

ๆ ไปท่ัวรางกาย จําเปนตอการปองกันและรักษาโรคตาง ๆ เชน โรคหัวใจ และอัมพาต ลดการอักเสบของโรคไข

ขอเสื่อมรูมาตอยด ลดอาการปวดหัวไมเกรน และปวดประจําเดือน เพิ่มภูมิคุมกันรางกาย และลดอาการของโรค

ภูมิแพ ลดระดับ cholesterol ลดระดับ triglyceride และเพิ่ม HDL ในเลือด บํารุงสมอง ทําใหเกล็ดเลือดไม

แข็งตัวงาย 

2. Omega-6 (Linoleic Acid) ชวยปองกันการเกิดโรคหัวใจ ลดการแข็งตัวของเลือด ลดอัตราการเกิด

โรคความดันโลหิตสูง ลดการขยายตัวของเซลลมะเร็ง ชวยบํารุงตับ ปองกันโรคสมองเสื่อมหรือโรคอัลไซเมอร ลด

ระดับ cholesterol และ triglyceride แตเพิ่มระดับ HDL ในเลือด 

3. Omega-9 (Oleic Acid) หรือ lecitin มีหนาท่ีสําคัญคือ ลด cholesterol โดยรวม ทําใหเสนเลือดไม

อุดตัน ไมเปนโรคหัวใจ บํารุงสมอง ชวยใหความจําดี ไมเปนโรคสมองเสื่อม ไมเปนโรคพารกินสัน และยังชวยลด

ความอวนไดดีดวย 

4. Niacin (วิตามินบี 3 หรือ Nicotinic Acid) มีความจําเปนใน lipid metabolism, tissue respiration 

และ glycogenolysis ดังนั้น Nicotinic Acid ในปริมาณสูง ๆ จึงสามารถลดระดับ cholesterol ในเลือดได 

5. Vitamin E (Alpha-Tocopherol) Tocopherol และ Tocotrienol เปนสารตานอนุมูลอิสระ จึงชวยลด

ภาวะเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็งได และยังชวยลด cholesterol ท่ีอุดตันในเสนเลือด ในกลุมเสนเลือดไปเลี้ยงไต 

กรดไขมัน ยูริกในเลือดลดลง ลดเลือดค่ังตามเทา 

6. γ-oryzanol มีประสิทธิภาพในการลดระดับ cholesterol และ triglyceride ท้ังในเลือดและในอวัยวะ

ตาง ๆ ทําใหหลอดเลือดไมมีไขมันอุดตัน ไมเปนโรคหัวใจ โรคสมองเสื่อม โรคอัมพฤกษ และโรคชาตามมือ ตาม

เทา รวมทั้งโรคหยอนสมรรถภาพทางเพศในชายและหญิงดวย 

7. Phytate คือเกลือของ phytic acid หรือ hexainositol phosphoric acid โดยธรรมชาติกรดไฟติกจะ

มีความสามารถในการจับกับสังกะสี และธาตุเหล็กสูง 

8. ธาตุเหล็ก ปองกันโรคโลหิตจาง มีความจําเปนมากสําหรับเด็กท่ีกําลังเจริญเติบโต และสตรีมีครรภ 

เด็กที่ขาดธาตุเหล็กจะมีพัฒนาการทางรางกายลดลง สมาธิและสติปญญาในการเรียนรูตํ่า การจัดระดับปริมาณ

ธาตุเหล็กท่ีวิเคราะหไดจากเมล็ดขาว ถามีธาตุเหล็กตํ่ากวา 10 ppm จัดวาอยูในระดับตํ่า 10-20 ppm ระดับ

ปานกลาง และมากกวา 20 ppm คือ ระดับสูง 

9. Anthocyanin เปนสารประกอบกลุม flavonoid ท่ีประกอบไปดวยสาร cyanidin มีสีมวงเขม และสาร 

peonidin ซึ่งมีสีชมพูออน พบวาสาร anthocyanin สามารถชวยลดการอักเสบของเน้ือเย่ือ ชวยลดไขมันอุดตัน

ในเสนเลือดท่ีหัวใจและสมอง บรรเทาโรคเบาหวาน ชวยบํารุงสายตา 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 ไดดีกวาวิตามินอี และยับย้ังการ

เจริญเติบโตของ epidermal growth factor receptor ในเซลลมะเร็ง 

 

การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับขาวเหนียวดํา 

เนื่องจากขาวกลองของขาวเหนียวดํามีปริมาณสาร γ-oryzanol และสามารถสังเคราะหสาร 

anthocyanin  ไดมากกวาขาวขาว ในทางการแพทยจึงไดมีการนําคุณสมบัติน้ีมาใชประโยชนโดย พบวาสาร γ-

oryzanol จะชวยกระตุน growth Hormone ทําใหรางกายทํางานไดมีประสิทธิภาพมากข้ึน รางกายจึงสรางภูมิ

ตานทานตอโรคตาง ๆ หรือบําบัดอาการของโรคเร้ือรังตาง ๆ ดวยตัวเอง  โดยเฉพาะโรคท่ีเก่ียวกับความเสื่อม 

ตานมะเร็ง อัมพฤกษ โรคหัวใจ ความดันโลหิต ลด cholesterol เสนเลือดตีบ โรคเกาท ไมเกรน ลดความเครียด 

ชวยใหนอนหลับ แกปญหาวัยทอง ปวดประจําเดือน และสมรรถภาพเพศชาย  (ธวัชชัย แถวถาทํา, 2547) ใน

ตางประเทศไดมีการนําสาร GABA ท่ีพบในขาวกลองงอกของขาวเหนียวดํามาใชในวงการแพทยเพื่อรักษาโรค

เก่ียวกับประสาท เชน โรควิตกกังวล โรคนอนไมหลับ และโรคลมชัก  เพราะสาร GABA  จัดอยูในกลุมกรด

โปรตีนท่ีชวยบํารุงเซลลประสาท ทําใหสมองเกิดการผอนคลายปองกันการทําลายสมอง ซึ่งเปนสาเหตุของโรค

สูญเสียความทรงจําหรืออัลไซเมอร และสาร anthocyanin ชนิด cyanindin-3-glucoside ท่ีพบในขาวเหนียวดํา 

ยังมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งปอด  สารสกัดในขาวเหนียวดํายังมีคุณสมบัติชวย

สรางเม็ดเลือดแดง  สราง villi ในผนังลําไสเล็กทําใหรางกายสามารถดูดซึมสารอาหารไดมากขึ้น  สงผลให

รางกายเจริญเติบโตและแข็งแรงย่ิงขึ้น (วรนุช ศรีเจษฎารักข, 2550) คุณคาทางโภชนาการขาวเหนียวดํา (หมู 

ภูธร, 2008) รายงานวาใหพลังงาน 361.00 kcal มีโปรตีน 8.20  กรัม ไขมัน 3.00 กรัม คารโบไฮเดรต 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  

 

 นอกจากน้ียังมีการศึกษาท่ีพบวาเมล็ดขาวมีปริมาณสารประกอบฟนอล ฟลาโวนอยด และ

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูง ซึ่งปริมาณความเขมขนของสารประกอบฟนอล แอลฟา-ไรโอซานอล 

โทโคฟรอล น้ันจะพบในปริมาณมากบริเวณสวนชั้นนอกของเมล็ดขาว คือ รําขาว และแกลบ ซึ่ งมี

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระมากกวาในสวนของแปง (เมล็ดขาวท่ีผานการขัดขาว) (Butsat and 

Siriamornpun, 2011) ซึ่งในเม็ดสีของขาวยังเปนแหลงสําคัญของสารตานอนุมูลอิสระ ไดแก แอนโทไซยานิน 

แสดงใหเห็นวาขาวมีสีที่มีสารแอนโทไซยานิน จะมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระไดดีกวาขาวท่ีไมมีสี ซึ่ง

จากการศึกษาแอลฟา-ไรโอซานอลจากรําขาว พบวาสามารถจํากัดอนุมูลอิสระ ปกปองโปรตีนจากปฏิกิริยา

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) เปนสารท่ีมีอิเล็กตรอนอิสระ (unpaired electron) อยูในวงนอกของ

อะตอมหรือโมเลกุล สิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ใชออกซิเจนจะมีอนุมูลอิสระของออกซิเจนเกิดขึ้น เชน hydroxyl radical 

(OH•), superoxide anion (O2
•-), hydroperoxyl radical (HOO•) และ alkoxy radical (RO•)  ซึ่งเปนผลจาก

การใชออกซิเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึมตางๆ ของเซลลที่เกิดขึ้นตลอดเวลา ปจจัยจากสิ่งแวดลอม

ภายนอก ไดแก รังสียูวี โอโซน ควันจากทอไอเสียรถยนต และควันบุหร่ี ยาตานจุลชีพและตานมะเร็งบางชนิด

สามารถกอใหเกิดอนุมูลอิสระขึ้นภายในรางกายไดเชนกัน  

อนุมูลอิสระสวนใหญมีความไมคงตัว และไวตอการทําปฏิกิริยา โดยเฉพาะอยางย่ิง hydroxyl radical 

ซึ่งจัดเปนสารออกซิไดสแรงสูง ที่มีความวองไวสูงสุด อนุมูลอิสระมีความสามารถในการทําปฏิกิริยากับโมเลกุล

อ่ืน สามารถเปลี่ยนแปลงไดตามอุณหภูมิ pH และความชื้น เปนตน อนุมูลอิสระมีท้ังท่ีอยูในสภาวะท่ีเปนกลาง

ทางไฟฟา และสภาวะท่ีมีประจุไฟฟา โดยมีท้ังประจุบวกและประจุลบ สัญลักษณทางเคมีของอนุมูลอิสระ คือ 

อิเล็กตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระจะแสดงดวยจุดในตําแหนงขางบนของสัญลักษณทางเคมี เชน อนุมูล R• แทน

อะตอมหรือโมเลกุลของอนุมูลอิสระท่ีไมจําเพาะเจาะจง ซึ่งอนุมูลอิสระมีท้ังท่ีเปนประจุบวก (R+•) เชน อนุมูล 

pyridinyl (NAD+•) และประจุลบ (R-•) เชน อนุมูล superoxide (O2
-•) หรือเปนกลาง เชน อนุมูล peroxyl 

(ROO•) หรืออนุมูล thiyl (RS•) เปนตน  

อนุมูลอิสระสามารถเขาทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลตางๆ ที่อยูรอบขางในทันทีที่ถูกสรางขึ้น ยังผลให

เกิดความเสียหายแกองคประกอบตางๆ ของเซลลภายในรางกาย ไมวาจะเปน การทําลายโครงสรางดีเอ็นเอ  

การเปลี่ยนสภาพโปรตีนตลอดจนไขมันของเย่ือหุมเซลล หรือการสรางพันธะโควาเลนตกับโปรตีนหรือเอนไซม

บางชนิดจนทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซมนั้นๆ ผิดปกติไป เปนตน  

อนุมูลอิสระท่ีมีความสําคัญในทางชีวภาพ ไดแก Hydroxyl radical (HO•), Superoxide anion 

radical (O2
-•) เปนตน อนุมูลเหลาน้ีจัดเปนอนุมูลท่ีไวในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอ่ืนสูงมาก การเกิด

อนุมูลอิสระมีไดหลายกลไกที่แตกตางกัน ดังนี้ 

1. การแตกของพันธะโควาเลนทแบบไอโมไลซิส (Imolysis) 

A : B → A• + B• 

2. การเพิ่มอิเล็กตรอน 1 ตัว ใหแกอะตอมที่เปนกลางทางไฟฟา 

A + e- → A-• 

3. การสูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตัว จากอะตอมที่เปนกลางทางไฟฟา 

A → A+• + e- 
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อนุมูลอิสระและสารท่ีเก่ียวของตางๆ ในทางชีววิทยาท่ีสามารถเปนตัวต้ังตนท่ีทําใหเกิดเปนอนุมูล

อิสระไดอีกหลายชนิด สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุมใหญ คือกลุมท่ีมีออกซิเจนเปนองคประกอบสําคัญ 

(reactive oxygen species, ROS) กลุมท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบสําคัญ(reactive nitrogen species, 

RNS) และกลุมท่ีมีคลอรีนเปนองคประกอบสําคัญ (reactive chlorine species, RCS) สารบางชนิดสามารถ

จัดอยูได 2 กลุม เชน เปอรออกซีไนไตรท (peroxynitrite)  

 

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) 

ปฏิกิริยาท่ีโมเลกุลหรืออะตอมมีการสูญเสียอิเล็กตรอนจากวงโคจรใหกับโมเลกุลท่ีทําหนาท่ีเปนตัวรับ

อิเล็กตรอน เรียกสารท่ีทําหนาท่ีเปนตัวใหอิเล็กตรอนวา ตัวรีดิวซ (reducing agent) และเรียกสารที่ทําหนาท่ี

รับอิเล็กตรอนน้ีวา ตัวออกซิไดซ (oxidizing agent) โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันมักจะเก่ียวของกับออกซิเจน 

นอกจากน้ี ออกซิเดชันยังหมายถึงการเสียไฮโดรเจนอะตอมออกจากโมเลกุลอีกดวย ปฏิกิริยาออกซิเดชันและ

อนุมูลอิสระนั้นมีความเก่ียวของ เนื่องจากปฏิกิริยาน้ีทําใหเกิดอนุมูลอิสระของสารตางๆไดมากมายหลายชนิด 

และอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารอ่ืนๆเปนปฏิกิริยาลูกโซตอไป  

อนุมูลอิสระจะเกิดปฏิกิริยาท่ีเปนแบบปฏิกิริยาลูกโซ แบงเปน 3 ข้ันตอน คือ ข้ันแรกเปนขั้นท่ีอนุมูล

อิสระถูกสรางหรือผลิตขึ้น เรียกขั้นตอนนี้วาขั้นตอนอินนิทิเอชัน (initiation step) ขั้นท่ีสองเปนขั้นท่ีอนุมูลอิสระ

ถูกเปลี่ยนไปเปนอนุมูลอิสระตัวอ่ืนตอๆกันไป เรียกวาขั้นพรอพาเกชัน (propagation step) และข้ันสุดทาย 

เรียกวา ขั้นเทอรมิเนชัน (termination step) เปนข้ันหยุดปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระเปนข้ันตอนท่ีมีการรวมกัน

ของอนุมูลอิสระ 2 อนุมูล ไดเปนสารที่มีความเสถียร โดยท่ัวไปการท่ีโมเลกุลหรืออะตอมของสารท่ีมีอิเล็กตรอน

เขาคูกันครบเสียอิเล็กตรอนไปกลายเปนอนุมูลอิสระไดน้ัน ตองอยูในสภาวะอุณหภูมิสูง แตก็มีโมเลกุลอีก

หลายชนิดท่ีกลายเปนอนุมูลอิสระไดเมื่ออยูในสภาวะปกติ ซึ่งรวมถึงสารชีวโมเลกุลตางๆท่ีพบในสิ่งมีชีวิตดวย 

ซึ่งปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระที่มักพบในสภาวะปกติของสิ่งมีชีวิตมีดังน้ี 

ขั้นอินนิทิเอชัน (chain initiation) 

อนุมูลอิสระเกิดมาจากกลไกตางๆกันไดหลายวิธี คือ การแตกพันธะของโมเลกุลท่ีเรียกวา Homolysis 

หรือการแตกพันธะเน่ืองจากแสง (photolysis) หรือผลของรังสี (radiolysis) หรือมาจากปฏิกิริยารีดอกซ 

(redox) ซึ่งปฏิกิริยาทั้ง 4 จัดเปนกลไกพื้นฐานในการสรางอนุมูลอิสระจากสารอินทรีย  

1. Bond homolysis 

โมเลกุลของสารอินทรียท่ีมีอิเล็กตรอนวงนอกสุด (valence electron) เปนจํานวนคูแลวในทางทฤษฎี

สามารถแยกออกจากกันใหผลลัพธเปนอนุมูลอิสระได โดยในสภาวะท่ีอุณหภูมิปกติ การท่ีอิเล็กตรอนคูใน

พันธะโควาเลนทสามารถแยกจากกันไปใหอะตอมแตละตัวไดน้ัน ตองเปนโมเลกุลท่ีมีพลังงานระหวางพันธะท่ี
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ออนมาก เชน disulfide และการเกิดปฏิกิริยาจะมีอัตราที่ชามาก จึงคาดวาไมนาจะเกิดในระบบของสิ่งมีชีวิตได 

ตัวอยาง Bond homolysis แสดงไดดังสมการตอไปนี้ 

ROOR → 2RO• 

2. Photolysis 

เปนการแตกพันธะของโมเลกุลจากการดูดพลังงานแสง เชน แสงอุลตราไวโอเลต ทําใหเกิดอนุมูลอิสระ

ข้ึน ท่ีพบมากคือการแตกพันธะของ hydrogen peroxide (H2O2) กลายเปนอนุมูล hydroxyl (HO•) โดยใน

สิ่งมีชีวิตพลังงานแสงจะถูกดูดโดยโมเลกุลท่ีมีความไวตอแสง เชน รงควัตถุและสารอะโรมาติกคารบอนบาง

ชนิด หลังดูดพลังงานแสงแลวจะทําใหโมเลกุลอยูในสถานะท่ีต่ืนตัว (excited state) จึงตองมีการปลดปลอย

พลังงานออกมาเพื่อใหโมเลกุลกลับเขาสูสถานะพื้น (ground state) ดังเดิม และวิธีหน่ึงของการคายพลังงาน 

คือ การแตกพันธะของโมเลกุลเกิดเปนอนุมูลอิสระ 2 ตัว ดังนี้  

ROCl → RO• + Cl• 

(RCOO)2 → 2RCOO• 

3. Radiolysis 

พลังงานจากรังสีชนิดตางๆ เชน รังสีแกมมา รังสีเอกซ และอิเล็กตรอนที่มีพลังงานสูงสามารถทําใหเกิด

การแตกพันธะโควาเลนทของโมเลกุลสารได โดยเฉพาะโมเลกุลนํ้าจะใหอนุมูลประจุบวก(H2O+•) และอนุมูล 

hydroxyl (HO•) ซึ่งอนุมูลอิสระเหลาน้ีเปนตัวท่ีมีความไวในการเขาทําปฏิกิริยากับสารอินทรียสูง ทําใหเกิด

อนุมูลอิสระออกมามากมาย นอกจากน้ีรังสียังทําใหเกิดอนุมูลอิสระไดโดยตรงจากสารองคประกอบเคมีของ

เซลลอีกดวย โดยเฉพาะสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันไมอ่ิมตัวในรางกายสิ่งมีชีวิต ซึ่ง

ปฏิกิริยานี้นับเปนจุดเริ่มตนที่สําคัญของปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ  

4. ปฏิกิริยารีดอกซ 

ปฏิกิริยารีดอกซหรือเรียกอีกอยางวา ปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชัน เปนปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนท่ัวไปในระบบ

ทางชีววิทยา ปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันบางชนิดมีประโยชน แตมีปฏิกิริยาออกซิเดชันบางชนิดกอใหเกิด

ความเสียหาย โดยสามารถกอใหเกิดอนุมูลอิสระได ท่ีสําคัญคือโมเลกุลของอนุมูล superoxide (O2-•) ซึ่งเปน

สารตัวกลาง (intermediate) ในกระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนในไมโตคอนเดรียและเย่ือหุมนิวเคลียส 

นอกจากน้ีปฏิกิริยารีดอกซของไอออนโลหะในรางกาย ก็จัดเปนปฏิกิริยาที่สําคัญในการเกิดอนุมูลอิสระเชนกัน 

โดยเฉพาะเหล็ก (Fe2+) และทองแดง (Cu2+) โดยไอออนโลหะเปรียบเสมือนเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดอกซ  
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ขั้นพรอพาเกชัน (chain propagation) 

เปนขั้นที่อนุมูลอิสระมีการทําปฏิกิริยาเปลี่ยนเปนอนุมูลอิสระของสารอ่ืน ซึ่งปฏิกิริยาจะดําเนินตอๆกัน

ไปเปนปฏิกิริยาลูกโซ ไดอนุมูลอิสระชนิดใหมออกมาตลอดเวลา จัดเปนการเปลี่ยนตําแหนงของอิเล็กตรอนที่ไม

เขาคู (unpaired electron) ซึ่งสามารถแบงกลไกของปฏิกิริยาในข้ันพรอพาเกชันได 3 ชนิด ที่มีความเก่ียวของ

กับระบบทางชีววิทยาที่เก่ียวกับสิ่งมีชีวิต คือ 

1. การถายทอดอะตอมหรือกลุมของอะตอม (atom or group transfer) 

จัดเปนกลไกท่ีเกิดมากที่สุดในลําดับของพรอพาเกชัน โดยปฏิกิริยาจะเก่ียวของกับการดึงไฮโดรเจนดัง

สมการ  

Cl• + RH → HCl + R• 

R•1 + R2Cl → R1Cl + R•2 

2. การถายทอดอิเล็กตรอน (electron transfer) 

เปนการถายทอดอิเล็กตรอนจากอนุมูลอิสระที่เปนกลางหรือมีประจุลบไปใหโมเลกุลท่ีไมใชอนุมูลอิสระ 

(non-radical molecule) ซึ่งเปนกลไกที่สําคัญของปฏิกิริยาออกซิเดชันไขมันในสิ่งมีชีวิต (Lipid peroxidation)  

3. การเติมอนุมูลอิสระ (addition of radicals) 

เปนการเติมกลุมอนุมูลอิสระเขาไปในโมเลกุลตางๆ ดังสมการ 

R• + O2 → ROO• 

ตัวอยางของปฏิกิริยานี้ ไดแก การเติมอนุมูลอิสระของกรดไขมันไมอ่ิมตัว ปฏิกิริยาออกซิเดชัน โมเลกุล

ของไขมัน (Lipid peroxidation) แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันแสดงไดดังสมการ  

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 

 

ขั้นเทอรมิเนชัน (chain termination) 

เปนขั้นหยุดปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ ประกอบดวย กลไกหลัก 3 ชนิด คือ 

1. การรวมตัวกันของอนุมูลอิสระ (Homolinking and cross-linking of radicals) 
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เปนการรวมตัวกันของอนุมูลอิสระ 2 โมเลกุล โดยการนําอิเล็กตรอนท่ีไมมีคูของแตละโมเลกุลอนุมูล

อิสระมาสรางพันธะกัน ไดเปนสารโมเลกุลใหมท่ีมีพันธะรวมกัน หากเปนการรวมตัวกันระหวางอนุมูลอิสระ 2 

โมเลกุลที่เปนชนิดเดียวกัน เรียกโมเลกุลสารใหมท่ีไดวา homodimer แตถาเปนการรวมตัวของอนุมูลอิสระตาง

ชนิดกันเรียก heterodimer ซึ่งกลไกน้ีเปนปฏิกิริยาท่ีสําคัญในการสรางสารชีวโมเลกุลท่ีมีความเสถียรข้ึนมา

ใหมภายในเซลลสิ่งมีชีวิต เชน โปรตีน กรดนิวคลีอิก และไขมัน เปนตน การรวมตัวกันของอนุมูลอิสระแสดงได

ดังนี้  

ROO• + R• → ROOR 

2ROO• → ROO-OOR 

2R• → R-R 

2. การกําจัดอนุมูลอิสระ (Radical scavenging) 

คําวา Scavenge หมายถึงการกําจัดเอาขยะและสิ่งท่ีไมตองการออกไป ซึ่งในกรณีน้ีเปรียบอนุมูล

อิสระไดกับสิ่งท่ีไมตองการ ซึ่งการกําจัดออกจะกระทําโดยสารกลุมหน่ึงท่ีเรียกวา scavenger หรือสารตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant) เชน สารประกอบฟนอลิกซึ่งจัดเปน radical scavenger ท่ีมีประสิทธิภาพ รวมท้ัง

วิตามินซี วิตามินอี วิตามินเอ เปนตน 

3. การถายทอดอิเล็กตรอน (Electron transfer) 

เปนการถายทอดอิเล็กตรอนท่ีไมไดจับคูของอนุมูลอิสระออกจากโมเลกุล หรือเปนการรับเอา

อิเล็กตรอน 1 ตัวจากภายนอกมาเขาคูกับอิเล็กตรอนเดิมท่ียังมีท่ีวางอยูในโมเลกุล ทําใหสภาวะการเปนอนุมูล

อิสระหมดไป เชน อนุมูล superoxide (O2-•) เกิดการถายทอดอิเล็กตรอนกลายเปนโมเลกุลออกซิเจนปกติ 

(O2) เปนตน 

 

สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารที่ทําหนาท่ียับย้ังหรือตอตานปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือสารที่

สามารถขจัดอนุมูลอิสระออกจากรางกาย รางกายมีระบบตานออกซิเดชัน แบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ 

ประเภทแรกปองกันการเกิดสารอนุมูลอิสระ ไดแก เอนไซม superoxide dismutase, glutathione 

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

ทองแดงอยูในโมเลกุล (ceruloplasmin) สวนอีกประเภทหนึ่งคือ สารตานอนุมูลอิสระ ในกลุมท่ีทําลายปฏิกิริยา

ลูกโซน้ีไดแก วิตามินอี เบตา-แคโรทีน วิตามินซี ubiquinone, uric acid, bilirubin, albumin, sulfhydryl 

groups ในกรดอะมิโน cysteine ซึ่งมีอยูในโปรตีน เชน เนื้อสัตว นอกจากวิธีน้ียังมีสารประกอบฟโนลิก 
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(phenolic compounds) และสารกลุม flavanoids ท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีนาสนใจอีกดวย (Basu, T. 

K.,1999) 

สารตานอนุมูลอิสระ สามารถแบงตามกลไกการยับย้ังไดเปน 3 ชนิด ดังนี้ (Strain, J. J.,1999) 

1. Preventive antioxidant ปองกันการเกิดอนุมูลอิสระ 

2. Scavenging antioxidant ทําลายหรือยับย้ังอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น 

3. Chain breaking antioxidant ทําใหลูกโซของการเกิดอนุมูลอิสระสิ้นสุดลง 

 

ตัวอยางสารตานอนุมูลอิสระบางชนิด 

วิตามินเอ 

ในธรรมชาติวิตามินเอจะพบเฉพาะในสัตวเทาน้ัน แตในพืชจะมีสารประกอบแคโรทีนอยดท่ีสามารถ

เปลี่ยนเปนวิตามินเอได จัดเปน Precursor ของวิตามินเอ เรียกวา โปรวิตามินเอ มักพบในพืชผักใบเขียว ผัก

และผลไมที่มีสีเหลือง หรือสีสมแดง [25] 

วิตามินซี 

มีชื่อทางเคมีวา กรดแอสคอรบิค (Ascorbic acid) เปนวิตามินท่ีละลายไดในนํ้า จะสลายตัวเมื่อถูก

ความรอนหรือท้ิงไวในอากาศท่ีมีความชื้น วิตามินซีมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ โดยจะเขาทําปฏิกิริยากับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด อนุมูล hydroxyl และอนุมูล peroxyl นอกจากวิตามินซีสามารถเขาทําปฏิกิริยากับ

อนุมูลอิสระแลว ยังทําหนาท่ีเปนตัวสงเสริมประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระของวิตามินอีดวย โดยทําให

อนุมูล α -tocopherol• (TO•) เปลี่ยนกลับไปเปน α -tocopherol (TOH) ดังเดิม ดังสมการ  

TO•+ AH- → TOH + A• 

วิตามินอี 

เปนวิตามินท่ีละลายไดในไขมันเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ โดยวิตามินอีทํางานรวมกับสารตาน

อนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆ เชน วิตามินซีและซิลิเนียมเปนตน วิตามินอีชวยปรับใหรางกายสามารถนําเอาวิตามินเอมา

ใช ซึ่งจะชวยในการปองกันสารท่ีเปนพิษท่ีมีผลมาจากโลหะ เชน ตะก่ัว ในธรรมชาติมีวิตามินอีอยูหลายชนิด 

ปจจุบันแบงเปน 2 กลุมใหญ คือ โทโคฟรอล และ โทโคไทอินอล แตละกลุมยังแยกเปนวิตามินยอยๆ อีก 4 ชนิด 

ไดแก อัลฟา (α -) เบตา (β-) แกมมา (γ-) และเดลตา (δ-) วิตามินอีทําหนาท่ีเปนตัวใหไฮโดรเจนแกอนุมูล 

peroxyl ดังสมการ 

α - tocopherol + LOO• α - tocopherol•+ LOOH 
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อนุมูล α - tocopherol• ที่เกิดขึ้น สามารถทําปฏิกิริยากับอนุมูล peroxyl ตัวอ่ืนทําใหไดสารท่ีมีความ

เสถียร (LOO- α - tocopherol) ดังสมการ เปนผลใหปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันหยุดลง  

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

ซิลิเนียม ทองแดง และสังกะสี 

เปนสารตานอนุมูลอิสระทางออม เน่ืองจากเปนสวนประกอบของเอนไซมท่ีทําหนาท่ีเปนสารตาน

อนุมูลอิสระ มีการศึกษาวิจัยท่ีแสดงวาการใชซิลิเนียม และวิตามินอีรวมกันชวยเพิ่มประสิทธิภาพของการ

ปองกันการเกิดโรคมะเร็งบางชนิด ซึ่งพบไดในอาหารตามธรรมชาติ เน่ืองจากสารตานอนุมูลอิสระมีหนาท่ี

หลายอยาง เชน ทําหนาที่เปนสารรีดิวซ (reducing agent) เปนตัวขับไลอนุมูลอิสระจับกับไอออนโลหะท่ีเรงให

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ดวยหนาท่ีตางๆเหลาน้ี จึงทําใหมีผลตอการชะลอหรือยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน หรือสามารถหยุดปฏิกิริยาลูกโซ และทําใหเปนสารท่ีมีความเสถียร หรือเปนสารท่ีไมทําปฏิกิริยา

ออกซิเดชันอีกตอไป หรือเปนสารที่ไมใชอนุมูลอิสระ (non-radical product) (Packer, L,1999) 

แคโรทีนอยด 

แคโรทีนอยดเปนรงควัตถุที่พบทั่วไปในธรรมชาติ จะถูกสังเคราะหข้ึนในคลอโรพลาสตของพืช และพบ

มากในผักและผลไมสุก โครงสรางพื้นฐานของแคโรทีนอยดประกอบดวยโครงสรางหลักท่ีเรียกวา tetraterpene 

skeleton ซึ่งอาจมีวงแหวนท่ีบริเวณปลายดานใดดานหน่ึงหรือท้ังสองดานของโมเลกุล วงแหวนน้ีอาจเปนวง

แหวนหาหรือหกเหลี่ยมก็ไดแคโรทีนอยดสามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญตามองคประกอบของโครงสรางใน

โมเลกุลดังนี้ (Packer, L,1999) 

แคโรทีน (Carotene)  

เปนแคโรทีนอยดท่ีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนเทาน้ัน เชน เบตา-แคโรทีน 

(β-carotene) อัลฟา-แคโรทีน (α -carotene) แกมมา-แคโรทีน (γ-carotene) ไลโคปน (lycopene) เปนตน 

และซึ่ง เบตา-แคโรทีน เปนสารต้ังตนของวิตามินเอ การเปลี่ยนรูปจากเบตา-แคโรทีนไปเปนวิตามินเอโดยการ

แตกพันธะคูท่ีตําแหนงก่ึงกลางของโมเลกุล โดยเอนไซม carotene deoxygenase เมื่อเบตา-แคโรทีน สามารถ

ดักจับอนุมูลอิสระเขาไวในโมเลกุลแลว โมเลกุลของเบตา-แคโรทีนจะอยูในลักษณะท่ีมีความเสถียร 

1. ออกโซแคโรทีนอยด (oxocarotenoid) หรือ แซนโทฟล (xanthophyll) 

เปนแคโรทีนอยดท่ีโครงสรางโมเลกุลบริเวณวงแหวนประกอบดวยกลุมอ่ืนนอกเหนือจากคารบอนและ

ไฮโดรเจน เชน เบตา-คริบโทแซนทิน (β-cryptoxanthin) และลูทีน (lutein) (Packer, L,1999) 
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ภาพที ่2.5  แสดงโครงสรางทางเคมีของ อัลฟา-แคโรทีน (α-carotene) และเบตา-แคโรทีน (β-carotene) 

(Agriculture and Consumer Protection, 1995) 

 

สารประกอบฟโนลิก (phenolic compounds) 

สารประกอบฟโนลิกเปนสารที่พบไดในพืชทั่วไป มีสูตรโครงสรางทางเคมีเปนวงแหวนท่ีมีหมูไฮดรอกซิ

ลอยางนอยหน่ึงหมูหรือมากกวาน้ัน สามารถละลายนํ้าได ท่ีพบในพืชมักจะรวมอยูในโมเลกุลของนํ้าตาลในรูป

ของสารประกอบไกลโคไซด (glycosides) และพบไดในสวนของชองวางภายในเซลล (cell vacuole) 

สารประกอบฟโนลิกท่ีพบในธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด มีลักษณะสูตรโครงสรางทางเคมีท่ีแตกตางกัน ซึ่ง

กลุมใหญที่สุดที่พบจะเปนสารประกอบพวกฟลาโวนอยด (flavonoids) นอกจากน้ันยังมีสารประกอบตางๆ เชน 

simple monocyclic phenol, phenyl propanoid, phenolic quinine และ polyphenolic ซึ่งไดแกพวก lignin, 

tannin เปนตน รวมท้ังยังพบวามีสารประกอบท่ีมีกลุมฟนอล (phenolic unit) รวมอยูในโมเลกุลของโปรตีนอัล

คาลอยด (alkaloid) และเทอรพีนอยด (terpenoid) เปนตน  

นอกจากน้ีบางการศึกษาพบวาสารประกอบฟโนลิกหลายชนิดมีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ เชน 

ฟลาโวนอยด กรดฟโนลิก และ แทนนิน เปนตน สารประกอบฟโนลิกทําหนาท่ีเปนตัวขับไลอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ

คือ อนุมูล peroxyl  โดยมีกลไก 2 แบบคือ เมื่ออยูในสภาวะท่ีมีความเขมขนตํ่าเมื่อเทียบกับสารออกซิไดซ 

สารประกอบฟโนลิกจะปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากน้ีอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาจะถูกทํา

ใหเปนสารท่ีมีความเสถียร ดังน้ันจึงสามารถปองกันการเกิดข้ันตอนพลอพาเกชันได นอกจากน้ีสารประกอบฟ

โนลิกบางชนิดยังทําหนาที่เปนสารคีเลต ดักจับไอออนของโลหะเขาไวในโมเลกุล เชน เคอรซิทิน (quercetin) 

สารประกอบฟโนลิกยังทําหนาที่ทั้งเปนสารใหอิเล็กตรอน หรือเปนตัวใหไฮโดรเจน และกําจัดออกซิเจน

ที่อยูในรูปแอคทีฟ ดวยหนาที่ตางๆ ดังกลาวจึงทําใหสารประกอบฟโนลิกเปนสารตานอนุมูลอิสระ ท่ีสําคัญชนิด

หน่ึงในพืชทั่วไป  
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แอนโทไซยานิน (anthocyanin) 

แอนโทไซยานินเปนรงควัตถุท่ีพบในผัก ผลไม ดอกไม ใหสีมวงแดงไปจนถึงสีนํ้าเงิน ละลายอยูใน 

vacuole sap ของพืช (Vacuole sap เปนสวนหน่ึงท่ีเห็นไดชัดท่ีสุดในเซลลพืชท่ีมีอายุมาก โครงสรางจะมี

เนื้อเย่ือหุม และภายในมีของเหลวบรรจุอยู) ละลายนํ้าไดแตไมละลายใน non-hydroxyl solvents เชน อีเทอร 

อะซีโตน คลอโรฟอรม และเบนซิน 

แอนโทไซยานินเปนสารประกอบในกลุม flavonoids ซึ่งมีโครงสรางพื้นฐานในโมเลกุล ประกอบดวยวง

แหวนเบนโซไพแรน (benzopyran) 2 วงตอกับวงแหวนฟล (phenyl ring) เปนอนุพันธของเกลือเฟลวิเลียม 

(flavylium salt) แสดงใน ภาพที่ 6 ซึ่งประกอบดวยสวนท่ีเปน aglycone (anthocyanidin) และน้ําตาล 1 หรือ 

2 ตัว โดยปกติจะพบ free aglycone ในอาหารนอยมาก ยกเวนในผลิตภัณฑท่ีไดจากการสลายตัว 

(degradation) สวนของน้ําตาลที่พบมาก มีอยู 5 ชนิด คือ glucose, rhamnose, galactose, xylose, 

arabinose  

 

 
 

ภาพที่ 2.6 แสดงโครงสรางของแอนโทไซยานินท่ี pH ตางๆ [33] 

 

สารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห  

สารตานอนุมูลอิสระท่ีพัฒนาสังเคราะหขึ้นสวนใหญจะออกแบบใหมีโมเลกุลขนาดเล็ก และใช

โครงสรางของสารตานอนุมูลอิสระ ที่มีในธรรมชาติ นํามาดัดแปลงใหมีคุณสมบัติทางเคมีและมีฤทธิ์ท่ีดีขึ้น เชน 

สารตานอนุมูลอิสระที่พัฒนาจากสารตานอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ โดยพัฒนามาจากโครงสรางของวิตามินอี 

และโครงสรางสารโพลีฟนอล 
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Gallic acid หรือ 3, 4, 5-hydroxybenzoic acid เปนสารประกอบอินทรียท่ีมีสูตรโมเลกุลทางเคมีคือ 

C7H6O5 Gallic acid เปนสวนประกอบของแทนนิน พบมากในองุน ใบชา เปลือกไมโอค และพืชอ่ืนๆ 

โดยท่ัวไปจะใชเก่ียวกับอุตสาหกรรมทางยา คุณสมบัติของ Gallic acid คือ สามารถยับย้ังเชื้อรา เชื้อไวรัส 

และมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระไดดี  

 

 
ภาพที่ 2.7 แสดงโครงสรางทางเคมีของ Gallic acid  

 

สารตานอนุมูลอิสระที่สรางขึ้นในรางกายมนุษย 

โดยปกติจะมีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นในเซลลและรางกายหลายชนิด มีท้ังท่ีเปนประโยชนและใหโทษ ซึ่ง

เซลลในรางกายจะเปนอันตรายและเสียหายหากมีอนุมูลอิสระในปริมาณมากเกินสมดุล ดังน้ันเซลลและ

รางกายจึงมีกลไกเพื่อควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระไมใหสูงจนเกิดอันตราย โดยกลไกดังกลาวจะทําหนาท่ีลด

ผลกระทบท่ีเปนอันตรายของอนุมูลอิสระตอเซลล ในสภาวะปกติกลไกเหลาน้ีสามารถควบคุมอนุมูลอิสระท่ี

เกิดขึ้นได อยางไรก็ตามหากเกิดภาวะผิดปกติที่ทําใหกลไกการปองกัน เหลานี้บกพรองจะนําไปสูการเกิดภาวะ

ท่ีมีอนุมูลอิสระมากเกินสมดุล (oxidative stress) และเกิดโรคตางๆ ขึ้นในรางกายกลไกสําคัญท่ีทําหนาท่ี

ควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูในสมดุลไดแกเอนไซมตานออกซิเดชัน (antioxidative enzyme) 

 

เอนไซมซุปเปอรออกไซดดิสมิวเตส (superoxide dismutase; SOD)  

เอนไซม SOD จะทําหนาที่ขจัดอนุมูลอิสระ คือ อนุมูลซุเปอรออกไซดแอนอิออน (O2
-•) โดยเรงปฏิกริยา

ดิสมิวเตสในการเปลี่ยนอนุมูลO2
-• ใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกกําจัดตอไปโดยเอนไซมคาตาเลส (catalase) และเอนไซมกลูตาไทโอน

เปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase) CuZnSOD เปนเอนไซมท่ีมีโลหะทองแดงและสังกะสีเปน

องคประกอบท่ีสําคัญ พบในเซลลท่ีมีเย่ือหุมนิวเคลียส (eukaryotic cell) ท้ังหมดเชน ยีสต พืช และสัตว แตไม

พบในแบคทีเรีย หรือสาหรายสีเขียวแกมนํ้าเงิน ภายในโครงสรางของ CuZnSOD จะมีทองแดงอยูบริเวณ 

active site บริเวณศูนยกลางโครงสรางเชื่อมตอกับโลหะสังกะสี เอนไซม CuZnSOD มีบทบาทสําคัญในการทํา

หนาที่ตานอนุมูลโดยเรงปฏิกิริยาดิสมิวเตชัน นอกจากน้ียังพบเอนไซม SOD ไอโซฟอรมอ่ืนอีกหลายไอโซฟอรม 
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ซึ่ง SOD ทุกชนิดจะมีโลหะทรานซิสชันท่ี active site ซึ่งทําหนาท่ีโดยการออกซิไดสและรีดิวซแบบยอนกลับได 

นอกจากน้ี SOD ยังทําหนาท่ีปองกันเอนไซมกลุมดีไฮเดรส ไมใหเอนไซมเหลาน้ีถูกอนุมูลซุปเปอรออกไซดอิ

ออนทําลาย 

 

เอนไซมเปอรออกซีรีด็อกซิน (peroxiredoxin, PRX)  

Non-heme peroxidase เปนเอนไซมท่ีพบไดท่ัวไปภายในเซลลโดยสามารถแบงไดเปน 2 กลุมหลักๆ 

ไดแกเอนไซม peroxiredoxin (PRXs) และเอนไซม glutathione peroxidase (GPXs) peroxiredoxin พบไดใน

สิ่งมีชีวิตหลายชนิดและจัดเปนเอนไซมในกลุม thiol-dependent peroxidaseโดยจะเรงปฏิกิริยารีดักชันของ 

hydrogen peroxide, alkylhydroperoxides และ peroxinitrite ใหกลายเปนนํ้า รวมถึงแอลกอฮอล และไน

ไตรท ตามลําดับ peroxiredoxin สามารถจัดจําแนกได 4 ประเภท ไดแก 2-cys PRX, 1-cys PRX, PRX-Q และ 

type II PRX (PRXII) โดยจะมีกลไกในการทําปฏิกิริยารวมกันท่ีบริเวณกรดอะมิโนซีสเทอีน เรียกวา 

peroxidatic cysteine โดยจะถูกออกซิไดซโดย hydrogen peroxide กลายเปน sulfenic acid และภาย

หลงัจากน้ันจะถูกเปลี่ยนกลับมาอยูในรูปรีดิวซโดยรับ reducing eqvalent ท่ีแตกตางกัน เชน thioredoxin 

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

 

เอนไซมกลูตาไทโอนเปอรออกซิเดส (Glutathione peroxidase, GPx) 

ทํางานรวมกับธาตุซิลีเนียมและกลูตาไทโอน (GSH) โดยเรงปฏิกิริยารีดักชันของสารประกอบไฮโดร

เปอรออกไซด ไดแก ลิพิดเปอรออกไซด (ROOH) ไดผลิตภัณฑัเปนนํ้าและกลูตาไทโอนไดซัลไฟด (GSSG) 

นอกจากน้ีสามารถสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดได 
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บทที ่3 

การดําเนนิการวจิัย 

  

1. วัตถุดิบ  

เมล็ดขาวเหนียวดําพันธุพื้นเมืองจากจังหวัดพัทลุง 

2. วัสดุและอุปกรณ  

เครื่องชั่งสาร  

เครื่องปน (blender) 

เครื่องเขยาสารแบบปรับอุณหภูมิ 

เครื่องปนเหว่ียงแบบปรับอุณหภูมิ  

เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer; UV-1601) 

เครื่องแยกขนาดโปรตีนดวยกระแสไฟฟา 

เครื่องยายโปรตีนลงเมมเบรน 

เครื่องควบแนนสารที่ความดันตํ่า  

ตูอบแบบปรับอุณหภูมิ  

ตูบมเพาะเลี้ยงเซลลอุณหภูมิ 37°C 

อางน้ําวนแบบปรับอุณหภูมิ 

Rotary evaporator 

Cell culture flask ขนาด 25 cm3, 75 cm3 

6- well plate 

24- well plate 

96- well plate 

ชุดเครื่องแกว: ขวด ฟลาสก หลอดทดลอง กระบอกตวง 

Microcentrifuge tube 1.5 ml 

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

พาราฟลม  

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 จากขาวเหนียวดํา 

 นําเมล็ดขาวเหนียวดํามาแกะเปลือก บดใหละเอียด แลวรอนผานตะแกรงขนาด 60 mesh และนําไป

สกัดตามวิธีของ Sangkitikomol (73) โดยนําผงขาวเหนียว 100 กรัม ผสมกับ 70% เอธิลแอลกอฮอล ปริมาตร 

2 ลิตร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 75-78°C นาน 3 ชั่วโมง หลังจากน้ันนําไปเขยาใน ultrasonic bath นาน 30 

นาทีแลวบมไวท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน และ centrifuge ที่ 3000 rpm นาน 15 นาที แลวนํา 

supernatant ไป ระเหยแอลกอฮอลออกดวย vacuum rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ

ทําใหแหงดวย freeze dryer แลวเก็บสารสกัดที่ไดที่ -80 องศาเซลเซยีส 

 4.2 ศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content) 

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

นําสารสกัดมาหา dilution factor โดยนําสารสกัดท่ี dilution ตาง ๆ ผสมกับ 0.025 M potassium chloride 
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buffer pH 1.0 และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 nm แลวเลือกคา dilution ที่อยูใน linear 

range (OD520 ประมาณ 0.2 – 1.4) มาศึกษาตอไป 

 นําสารสกัดตาม dilution ท่ีไดผสมกับ 0.025 M potassium chloride buffer pH 1.0 และ  0.4 M  

sodium acetate pH 4.5 แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 และ 700 nm โดยใชนํ้ากลั่น

เปน control (การวัดคาการดูดกลนืแสงควรวัดภายใน 20-50 นาที) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําคาเฉลี่ยของคาการ

ดูดกลืนแสงไปหาคา total anthocyanin content ท่ีแสดงในรูปของ cyanidin-3-glucoside equivalent  ซึ่ง

คํานวณไดจากสมการ 

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  ศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม (Total phenolic compound) 

 การหา total phenolic compound ทําไดโดยการทําปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent และใช 

Gallic acid ที่ความเขมขน 20, 40, 60, 80 และ 100 mg/ml เปน standard  โดยนํา Folin-Ciocalteu reagent 

มาละลายในนํ้า อัตราสวน 1:10 แลวนํามา 5 ml ผสมกับสารสกัดท่ีละลายใน 100% เมธิลแอลกอฮอล 

ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน แลวเติม 20% sodium bicarbonate ปริมาตร 2 ml  นํ้ากลั่น 2 ml เขยาใหเขากัน 

แลว incubate ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสดงดวย 

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  ศึกษาความสามารถของสารสกัดในการตานอนุมูลอิสระ  

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

radical (DPPH) มาละลายใน 100% เมธิลแอลกอฮอล ใหไดความเขมขน 400 µM  หลังจากน้ันนําสารสกัด 

50 µl (ความเขมขนต้ังแต 0-12,000 µg/ml, อยางนอย 5 ความเขมขน) ผสมกับสารละลาย DPPH ที่ละลายใน

เมธิลแอลกอฮอล ปริมาตร 150 µl ใน microtiter plate หลังจากน้ันเก็บไวในท่ีมืดนาน 90 นาที แลวนําไปอาน

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 nm ดวย microtiter plate reader โดยใชสารสกัดท่ีผสมกับเมธิล

แอลกอฮอลทเปน blank และใชเมธิลแอลกอฮอลท่ีผสมกับDPPH เปน negative control และใช ascorbic 

acid ท่ีความเขมขนตาง ๆ เปน standard ทําซ้ําทั้งหมด 4 คร้ังแลวนํามาหาคาเฉลี่ย นําคา OD เฉลี่ยที่ไดมา

คํานวณหา % inhibition ดังสมการ 

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

   Ac = คาการดูดกลืนแสง (OD517) ของ negative control 

   As = คาการดูดกลืนแสง (OD517) ของสกัด  

  นําคา % inhibition มา plot กราฟตอความเขมขนของสารสกัด (อยางนอย 5 ความเขมขน) และนํามา

หาคา EC50 ซึ่งแสดงถึง Molar ratio ของ antioxidant ในสารสกัดท่ีสามารถลด DPPH radical ได 50% จาก

ความเขมขนของ DPPH radical เริ่มตน  

 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 ผสมใหเขากัน แลวนําไป incubate ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 

นาที  หลังจากน้ันเติม 10% trichloro acetic acid ปริมาตร 5 ml  และนําไป centrifuge ที่ 650 g เปนเวลา 10 

นาที แลวนําสวน solution ดานบน ปริมาตร 5 ml ไปผสมกับน้ํากลั่น ปริมาตร 5 ml และ 0.1% ferric chloride 

ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน แลวนําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 700 nm ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

แลวหาคาเฉลี่ย นําคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงไป plot กราฟตอคาความเขมขนของสารสกัด โดยใช 

ascorbic acid ท่ีความเขมขนตาง ๆ เปน standard คาการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มขึ้นแสดงถึงการเพิ่มข้ึนของ 

reducing power 

 4.4.3 Hydrogen peroxide scavenging activity 

 การตรวจหา hydrogen peroxide ทําไดโดยใช horseradish peroxidase assay  โดยนําสารสกัดท่ี

ความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 mg/ml ความเขมขนละ 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  ผสมใหเขากัน  แลว incubate เปนเวลา 10 นาที หลังจากน้ันนําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 610 nm คาการดูดกลืนแสงจะถูกเปลี่ยนเปน mM H2O2 standard curve โดยใชปฏิกิริยาท่ีไม

สีสารสกัดเปนกลุม control แลวนําไปคํานวณหา % scavenging effect ดังสมการ  

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

 นํา % Scavenging effect ที่พบไดในสารสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ มา plot กราฟตอคาความเขมขน 

โดยใช ascorbic acid เปน positive control และนํามาหาคา EC50 ซึ่งแสดงถึง Molar ratio ของ antioxidant 

ในสารสกัดที่สามารถลด H2O2 ได 50% จากความเขมขนของ H2O2 เริ่มตน 

 

4.5 ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเติบโตของผลึกคริสตัล COM (Growth) 

ทําการเตรียมผลึกคริสตัล COM ใน 24-well plate ท่ี ใชสํ าห รับเลี้ ยง เซลล โดยนํา 10 mM 

CaCl2.2H2O มาผสมกับ 10 mM Na2C2O4 ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 5 mM และ 0.5 mM ตามลําดับ ใน 

10 mM Tris buffer ท่ีมีเกลือ 90 mM NaCl (pH 7.3) โดยใหหลุมปฏิกิริยาท่ีไมมีการเติมสารสกัดจากขาว

เหนียวดําเปน control  สวนหลุมท่ีมีการเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําน้ันจะทําการ Vary concentration ของ

สารสกัดในปฏิกิริยา การทดลองแตละความเขมขนจะทํา 3 ซ้ํา จากน้ันทําการบมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง เปน

เวลาขามคืน เมื่อครบเวลานําไปดูผลดวยกลอง Scanning Electron microscope (SEM) ถายรูปผลการ

ทดลองที่ได นํามานับจํานวนผลึกและวัดขนาดของผลึกในแตละสภาวะการทดลอง นําคาท่ีไดมาคํานวณหา

ความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

4.6 ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเกาะเกี่ยวกันของผลึกคริสตัล COM (Aggregation)  

ทําการเตรียมผลึกคริสตัล COM ใน 24-well plate โดยเลือกใชสภาวะท่ีรายงานโดย 

Thongboonkerd (2006) วาใหรูปรางของผลึกในแบบเกาะกลุมหรือ Aggregated form โดยนํา 10 mM 

CaCl2.2H2O มาผสมกับ 10 mM Na2C2O4 ใหไดความเขมขนสุดทายของ CaCl2.2H2O เปน 5 mM และ 

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

โดยใหหลุมท่ีไมมีการเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําเปน control สวนหลุมท่ีมีการเติมสารสกัดจาก

ขาวเหนียวดํานั้นจะทําการ Vary concentration ในปฏิกิริยา การทดลองแตละความเขมขนจะทํา 3 ซ้ํา จากนั้น

ทําการบมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลาขามคืน เมื่อครบเวลานําไปดูผลดวยกลอง SEM ถายรูปผลการ
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ทดลองที่ได นํามานับจํานวนผลึกและวัดขนาดของผลึกในแตละสภาวะการทดลอง นําคาท่ีไดมาคํานวณหา

ความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

4.7 เตรียมผลึกแคลเซียมออกซาเลต โมโนไฮเดรต (COM) เพื่อใชในการทดลอง 

นํา 10 mM CaCl2.2H2O มาผสมกับ 10 mM Na2C2O4 ในหลอดทดลองขนาด 50 ml ใหไดความ

เขมขนสุดทายของ CaCl2.2H2O เปน 5 mM และ Na2C2O4 0.5 mM ใน 10 mM Tris buffer ท่ีมีเกลือ 90 mM 

NaCl (pH 7.3) จากน้ันนําไป vortex แลวบมขามคืนท่ีอุณหภูมิหอง จากน้ันทําการเก็บผลึก COM โดยนํา

หลอดทดลองมาปนตกดวยเคร่ือง centrifuge ดวยความเร็ว 3000 rpm เปนเวลา 5 นาที ทิ้ง Supernatant เก็บ

ตะกอนของคริสตัลมาปนลางดวย methanol จํานวนสองคร้ัง รอบสุดทายท้ิง methanol แลวปลอยใหผลึก

คริสตัลแหงโดยบมท่ี 37°C ขามคืน นําผลึกคริสตัล COM ที่เตรียมไดไปตรวจสอบรูปรางลักษณะ 

(morphology) ดวยกลองจุลทรรศน เพื่อดูความบริสุทธิ์ของผลึกท่ีเตรียมได เก็บท่ีอุณหภูมิหองจนกวาจะ

นําไปใช  

 

4.8 ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเกาะจับของผลึก COM กับเซลล MDCK (Adhesion) 

เลี้ยงเซลล MDCK จํานวน 1 × 104เซลล ใน 6 well plate ดวย Complete MEM นําผลึกคริสตัล 

COM ที่เตรียมไวมาตาก UV light เปนเวลา 30 นาที กอนนําไปทําการทดลองกับเซลลเพื่อปองกันการปนเปอน 

ลางเซลล MDCK กอนทําการทดลองดวย plain MEM หลุมท่ีไมไดเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําใหเปน 

control ทําการ Precoat เซลล MDCK ดวยสารสกัดจากขาวเหนียวดําความเขมขนตางๆ แตละความเขมขนทํา 

3 ซ้ํา นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาดูดสารสกัดออกแลวเติมผลึก COM ความ

เขมขน 200 µg/ml ที่ผสมอยูใน complete MEM ลงไป นําไปบมใน humidified incubator 37°C ที่มี 5% CO2 

เมื่อครบ 30 นาที นําเซลลมาลางดวย MEM 3 ครั้ง เพื่อใหเหลือเฉพาะผลึกคริสตัลท่ีมี adhesion กับเซลลอยาง

จําเพาะเทาน้ัน ดูผลดวยกลอง phase-contrast microscope ถายรูปผลการทดลองที่ได นับจํานวนผลึกนํา

คาที่ไดมาคํานวณหาความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

4.9  ศึกษาฤทธิข์องสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการตายของเซลล MDCK 

MTS Cell Proliferation Assay Kit ทดสอบโดยเลี้ยงเซลล MDCK จํานวน 2x104 เซลลใน 96-well 

plate นําไปบมใน incubator 37๐C ที่มี 5% CO2 เปนเวลาขามคืน จากน้ันลางเซลลดวย PBS จํานวน 2 ครั้ง 

เติมสารสกัดขาวเหนียวดําความเขมขน  10, 20, 50, 100, 200 และ 400 µg/ml ลงในหลุมเซลลโดยหลุม



34 
 

สุดทายเติม Incomplete MEM (Control) และบมท่ีอุณหภูมิ 37๐C ที่มี 5% CO2  เปนเวลา ขามคืน เมื่อครบ

เวลาดูดสารสกัดขาวออก และเติม Incomplete MEM ลงไปพรอมกับเติม MTS reagent 20 µl  และบมใน 

humidified incubator 37๐C ที่มี 5% CO2 จากน้ันนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD 490 nm ที่เวลา 30 นาที 

จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาปริมาณเซลลที่มีชีวิต (Relative Ratio) โดยแทนคาตามสมการ 

% 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 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในสัตวทดลองที่เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะนิ่วในไต 

การทดลองน้ีใชหนูแรทเพศผู จํานวน 18 ตัว สายพันธุ Sprague-Dawley อายุ 7 สัปดาห น้ําหนัก

ประมาณ 180-200 กรัม มาเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหองเพื่อปรับสภาพใหเกิดความเคยชินเปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้น

แบงการทดลองเปน 3 กลุม กลุมละ 6 ตัว กลุมท่ี 1 หนูถูกเหน่ียวนําใหเกิดภาวะน่ิวในไต คือมีการสะสมผลึก 

แคลเซียมออกซาเลต (CaOx) ในเนื้อไตโดยการด่ืมนํ้าที่ผสมกับ 0.5% ethylene glycol (EG) (v/v) เปนเวลา 1 

สัปดาห จากนั้นใหด่ืมนํ้าอีกเปนเวลา 2 สัปดาห กลุมที่ 2 เปนกลุมที่ใหหนูกิน potassium citrate (KCit) 

ปริมาณ 100 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักหนู 1 กิโลกรัม โดยใช gastric intubation วันละ 1 คร้ัง เปนเวลา 2 สัปดาห 

หลังจากนั้นเหนี่ยวนําใหมีการสะสมผลึก CaOx โดยด่ืมนํ้าที่ผสมกับ 0.5% EG (v/v) เปนเวลา 1 สัปดาห กลุม

ที่ 3 เปนกลุมที่ใหหนูกินสารสกัดจากขาวเหนียวสังขหยด ปริมาณ 200 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักหนู 1 กิโลกรัม โดย

ใช gastric intubation วันละ 1 คร้ัง เปนเวลา 2 สัปดาห หลังจากน้ันเหน่ียวนําใหมีการสะสมผลึก CaOx โดย

ด่ืมนํ้าที่ผสมกับ 0.5% EG (v/v) เปนเวลา 1 สัปดาห เมื่อสิ้นสุดการทดลอง หนูแตละกลุมถูกทําใหตายอยาง

สงบ จากน้ันทําการเก็บเน้ือเย่ือไตเพื่อนํามาศึกษาการสะสมผลึก CaOx ดวยวิธีการยอมสี hematoxylin และ 

eosin  ศึกษาการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระดวยวิธี immunohistochemistry และศึกษาการแสดงออกของ

สารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western immunoblotting 

 

4.11 ศึกษาปริมาณการสะสมผลึก CaOx ดวยวิธีการยอมสี hematoxylin และ eosin   

เนื้อเย่ือไตนํามารักษาสภาพดวย 4% paraformaldehyde ที่ละลายใน 0.1 M PBS, pH 7.4 เปน

เวลา 12-16 ชั่วโมง จากน้ันลางดวย 0.1 M PBS, pH 7.4 จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวนําตัวอยางท่ีไดมา

ขจัดน้ําออกดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน 70%, 80%, 90%, 95% (2 ครั้ง), 100% (3 ครั้ง) ตามลําดับ 

ขั้นตอนละ 30 นาที จากน้ันทําการ clearing โดยใช xylene (2 ครั้ง) ครั้งละ 30 นาที infiltrate และฝงเน้ือเย่ือ
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ลงใน paraffin  จากน้ันนําตัวอยางท่ีไดไปตัดดวยเคร่ือง microtome ความหนาประมาณ 5 µm  จากนั้นนํา

แผนชิ้นเน้ือไปขจัด paraffin ออกดวย xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และเขาสูข้ันตอนการเติมนํ้า (rehydrate) 

ในแผนชิ้นเน้ือดวยแอลกอฮอลท่ีความเขมขนจากสูงไปตํ่า ดังน้ี 100% (3 ครั้ง), 95% (2 ครั้ง), 90%, 80%, 

70% ตามลําดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากน้ันนําไปแชนํ้ากลั่นเปนเวลา 5 นาที แลวยอมดวยสี hematoxylin เปน

เวลาประมาณ 2-3 นาที ลางดวยนํ้าประปา แลวจุมลงใน 1% acid alcohol ประมาณ 10 วินาที จากนั้นนํา

แผนชิ้นเน้ือแชลงใน 90% และ 95% ตามลําดับ ข้ันตอนละประมาณ 10 วินาที แลวยอมดวยสี eosin เปนเวลา

ประมาณ 5-10 นาที แลวนําแผนชิ้นเนื้อมาขจัดน้ําออกดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน 90%, 95% (2 ครั้ง), 

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

แลวปด mount สไลดดวย per mount จากน้ันนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง แลวนับจํานวนผลึก 

CaOx ในบริเวณทอไต และวิเคราะหดวยโปรแกรม Image J 

 

4.12 ศึกษาการแสดงออกของอนุมูลอิสระดวยวิธี Immunofluorescence 

 เก็บเน้ือเย่ือไตขางซายมา Fix ดวย 4% Paraformaldehyde 1 คืน จึงเปลี่ยนไปเก็บใน 30% Sucrose 

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซียลเซียส  จากน้ันตัดเน้ือเย่ือไตดวยวิธี Cryosections ความหนา 7 ไมครอน เก็บท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส เลือกตัวอยางของแผนเน้ือเย่ือไตท่ีจะนํามาศึกษาจากน้ันนําแผนเน้ือเย่ือไตมาวาง

ตากใหแหงแลวนําไปขจัด OCT และทําการกําจัด endogenous peroxidase ดวย Acetone ท่ีแชเย็นใน -30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําไปแชใน 0.1 M PBS pH 7.4 เปนเวลา 5 นาที ตอมาแชเน้ือเย่ือ

ดวย 0.1% glycine ใน 0.1 M PBS pH 7.4 เปนเวลา 15 นาที จากน้ันบมแผนเน้ือเย่ือดวย 4% BSA ที่ละลาย

อยูใน 4% NGS ผสมกับ 0.1 M PBST pH 7.4 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 0.1 M PBST pH 7.4 (tween-20) 

จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ตอมานําแผนเน้ือเย่ือมาบมดวยprimary antibody (anti-8 Hydroxyguanosine 

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

pH 7.4 เปนเวลา 12 – 18 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสแลวลางดวย 0.1 M PBST pH 7.4 จํานวน 3 ครั้ง 

ครั้งละ 5 นาทีจากน้ันนําแผนเน้ือเย่ือมาบมตอดวย secondary antibody (Goat Anti-Mouse IgG H&L 

(Alexa Fluor® 488)) อัตราสวน 1:500 ใน 0.1 M PBST pH 7.4 เปนเวลา 1 ชั่วโมง และยอมNucleus ดวย 

VECTASHIELD Antifade Mounting Medium with Propidium Iodide (PI)1 หยดแลวปดดวยกระจกปด

สไลด จากนั้นนําไปศึกษาภายใตกลอง Fluorescence Microscope 
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4.13 ศึกษาการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ8 Hydroxyguanosine (8-oHdG) ดวยวิธี 

immunohistochemistry 

นําแผนชิ้นเน้ือเย่ือไตแชใน ice-cold acetone เปนเวลา 10 นาที กําจัด Endogenous peroxidases 

โดยแชใน 0.3% hydrogen peroxide (H2O2) ในเมทานอลเปนเวลา 30 นาที ทําการลาง 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

ดวย 0.1 M PBS, pH 7.4 ที่มี 0.4% Triton X-100 (PBST) และบมใน 0.1% glycine ใน 0.1 M PBS เปนเวลา 

15 นาที ทําการปองกัน Non-specific antibody binding โดยแชใน blocking solution (4% bovine serum 

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

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

ความเขมขน 1:200 ที่ 4oC เปนเวลา 12 – 18 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทําการลาง 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และบม

ดวย HRP-conjugated goat anti-mouse IgG containing PBST solution ความเขมขน 1:500 เปนเวลา 100 

นาที หลังจากลางเติม 3’,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) substrate และ counterstained 

ดวย Mayer’s hematoxylin เพื่อสังเกตนิวเคลียส นําเน้ือเย่ือไปดูภายใตกลอง Nikon Eclipse E600 

microscope ที่ตอกับกลอง Nikon digital camera DXM1200 ทําการถายภาพและทําการวิเคราะหตอไป 

 

4.14 ศึกษาการแสดงออกของสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western immunoblotting 

4.14.1 การสกัดโปรตีนจากเนื้อเยื่อไต 

นําเน้ือเย่ือไตมาทําการบดใหละเอียดในสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดวย 25 mM 

Tris–HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%sodium deoxycholate, และ 1% SDS จากนั้นนําไปปน

เหว่ียงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C  จากนั้นนํา supernatant ไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี

ของ Bradford 

4.14.2 แยกตัวอยางโปรตีนดวยวิธี Sodium Dodesylsulphate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) และ western blotting 

นําโปรตีนท่ีผานการวัดปริมาณแลวปริมาณ 10 µg ผสมกับ loading dye (7 M urea, 2 M thiourea, 

2% CHAPS, 120 mM DTT, 40 mM Tris-base, bromophenol blue) นําไปตมประมาณ 5 นาที แลวนําไป

แยกดวย 12.5% SDS-PAGE หลังจากน้ันยายโปรตีนลงบนแผน nitrocellulose membrane ดวยวิธี 

semidried transfer  
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4.14.3 Immunoblotting 

นําแผน nitrocellulose membrane มาลางดวย PBS จากนั้นนําไป block nonspecific binding 

ดวย 5% Skimmed milk ที่ละลายใน TBS ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง แลวนําแผน nitrocellulose 

membrane บมดวย primary antibody ท่ีอุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง บนเคร่ืองเขยา ซึ่งการทดลองใน

ครั้งนี้ใช antibody anti-superoxide dismutase (anti-SOD) และ anti-catalase  หลังจากน้ันลางดวย TBS-

Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง แลวบมใน secondary antibody (horseradish peroxidase–conjugated 

antibody) นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย TBS-Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง หลังจากน้ันนําแผน nitrocellulose มา 

develop ดวยชุดนํ้ายา chemiluminescence จากน้ันนําแผน nitrocellulose ประกบกับฟลม x-ray ในหองมืด

แลวนําฟลมไป develop แลวนําฟลมไป scan เพื่อตรวจดูตําแหนงและปริมาณของโปรตีน SOD และ 

catalase  

 

4.15  การวิเคราะหทางสถิติ 

นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหโดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชัน 12 คาจริงท่ีไดนํามาเปรียบเทียบกับคา

กลางบวกหรือลบดวยคาเบ่ียงเบนมาตรฐานของคากลางเปน (± S.E.M.) จากน้ันนําคามาหาคาความเชื่อมั่น

ทางสถิติดวยวิธี one-way analysis of variance (ANOVA) โดยใชการทดสอบของ Turkey-HSD multiple 

comparison tests ที่ระดับ p<0.05 ถือวาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

 

ปริมาณสารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดเมล็ดขาวและแกลบขาวเหนียวดํา 

 จากการสกัดเมล็ดขาวเหนียวดําบดละเอียด 375 กรัม ดวย 75% เอทานอล พบวาหลังการระเหยแหง

ไดสารสกัดลักษณะเปนผงสีมวงเขมนํ้าหนัก 1.423 กรัม สามารถคํานวณรอยละของการสกัดไดเทากับ 0.379 

จากการสกัดแกลบขาวเหนียวดําบดละเอียด 50 กรัม ดวย 75% เอทานอล พบวาหลังการระเหยแหงไดสาร

สกัดลักษณะเปนผงสีนํ้าตาลอมมวง นํ้าหนัก 1.137 กรัม คิดเปนรอยละของการสกัดไดเทากับ 2.274 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณสารสกัดหยาบจากเมล็ดและแกลบขาวเหนียวดํา 

สายพันธุขาว ชนิดของตัวอยางขาว   น้ําหนักสารสกัด (g) รอยละของสารสกัดหยาบท่ีได

เทียบกับน้ําหนักดิบกอนสกัด  

(% yield dry weight) 

ขาวเหนียวดํา 
เมล็ดขาว 

แกลบ 

1.423 

1.137 

0.379 

2.274 

 

ปริมาณแอนโทไซยานินในสารสกัด  

นําสารสกัดหยาบของเมล็ดขาวและแกลบมาทําการศึกษาสารตานอนุมูลอิสระแอนโทไซยานิน โดยวิธี 

pH differential method จากการเจือจางสารสกัดจากเมล็ดขาว และแกลบขาวเหนียวดําเพื่อหาความเขมขนท่ี

เหมาะสมกอนการนําไปวัดปริมาณแอนโทไซยานินพบวา dilution ท่ีเหมาะสมของสารสกัดท้ังสองคือ 1:75 

(ภาพที่ 4.1) จากน้ัน ทําการเจือจางสารสกัดท้ังสองและนําไปวัดปริมาณแอนโทไซยานินท่ีความยาวคลื่น 510 

nm โดยทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง ผลการคํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานินพบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวมี

ปริมาณแอนโทไซยานินตอนํ้าหนักแหงของผงตัวอยาง 1 g เฉลี่ย 23.823 ± 0.863 µg และสารสกัดจากแกลบ

มีปริมาณแอนโทไซยานินตอน้ําหนักแหงของผงตัวอยาง 1 g เฉลี่ย 26.501 ± 4.770 µg โดยสารสกัดจากแกลบ

มีปริมาณแอนโทไซยานินเฉลี่ยมากกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 จากการ

วิเคราะหดวย Independent-Samples T-Test (ภาพที่ 4.2) 
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ภาพที่ 4.1 จากการศึกษา dilution factor ท่ีเหมาะสมในการนําสารสกัดจากเมล็ดขาวและแกลบเพื่อไปวัด

ปริมาณแอนโทไซยานิน ที่ความยาวคลื่นแสง 510 นาโนเมตร (n=3 ในแตละกลุม) 

 

 
 

ภาพที่ 4.2 ปริมาณแอนโทไซยานินของสารสกัดจากเมล็ดและแกลบขาวเหนียวดํา (n=3 ในแตละกลุม) พบวา

สารสกัดจากแกลบมีปริมาณโทไซยานินมากกวาสารสกัดจากขาวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 จากการ

วิเคราะหดวย Independent-Samples T-Test) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

คา่
ดดู

กล
นืแ

สง
ท

ี ่5
10

 n
m

 

Dilution factor 

ขา้วเหนยีวดํา 

23.823±0.863 

26.502±4.770 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

ขา้วเหนยีวดํา แกลบขา้วเหนยีวดํา 

A
nt

ho
cy

an
in

 (u
g/

g 
) 

ขา้วเหนยีวดํา 
แกลบขา้วเหนยีวดํา 



40 
 

ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในสารสกัด 

ทําการศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมซึ่งเปนสารประกอบท่ีมีฤทธิ์ในการตอตานอนุมูลอิสระ

เชนเดียวกับแอนโทไซยานิน โดยใชวิธี Follin Ciocalteu reagent assay เร่ิมจากการหาปริมาณสารประกอบฟ

นอลรวมของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ความเขมขน 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 และ 0.10 

mg/ml วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 nm ไดคา R2 = 0.9999 และไดสมการในการนําไปวิเคราะห

กับสารสกัดตัวอยางคือ y = 3.5838x+0.0443 กําหนดใหคา y คือคาการดูดกลืนแสง และคา x คือ Gallic 

acid equivalents (ภาพที่ 4.3) 

 

 
 

ภาพที่ 4.3  แสดงปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid 

 

จากการหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดจากขาวและแกลบท่ีความเขมขน 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 1.4 mg/ml พบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํามีปริมาณสารประกอบฟนอลรวม

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 และสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํามีปริมาณสารประกอบฟนอล

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) เมื่อคํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลรวมเฉลี่ยตอนํ้าหนัก
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ขาวเหนียวดําและแกลบขาวเหนียวดํา 1 กรัม พบวาในเมล็ดขาวเหนียวดํา 1 กรัม มีปริมาณสารประกอบฟนอล

รวมเฉลี่ย 0.558±0.022 mg/g rice ซึ่งนอยกวาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมเฉลี่ยของแกลบขาวเหนียวดํา 

5.473±0.760 mg/g husk  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 จากการวิเคราะหดวย Independent-

Samples T-Test (ภาพที่ 4.5)  

 

 

 
 

ภาพที่ 4.4  แสดงปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดจากเมล็ดขาว และสารสกัดจากแกลบขาวเหนียว

ดําที่ความเขมขนตางๆ  
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 ภาพที่ 4.5  แสดงปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสารสกัดจากเมล็ดขาว และแกลบขาวเหนียวดําตอ

นํ้าหนักแหงของผงขาว 1 g (n=3 ในแตละกลุม) โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวมีปริมาณสารประกอบฟนอลรวม

เฉลี่ยนอยกวาสารสกัดจากแกลบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p<0.05  จากการวิเคราะหดวย Independent-

Samples T-Test 

 

ทดสอบความสามารถของสารสกัดในการเปน Antioxidant  

 1.  ทดสอบความสามารถในการรีดิวซเหล็กดวยวิธี FRAP assay 

ทดสอบความสามารถในการรีดิวซเหล็กของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ดวยวิธี FRAP 

assay โดยดัดแปลงจากวิธีการทดลองของ Hyun และคณะ จากการทดสอบสารละลายมาตรฐาน Ascorbic 

acid ที่ความเขมขน 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 และ 0.10 mg/ml วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่น 700 nm ไดกราฟมาตรฐาน R2 = 0.9944 และไดสมการคือ y = 6.7588x+0.0455 กําหนดใหคา y คือคา

การดูดกลืนแสง และคา x คือ Ascorbic acid equivalents (ภาพที่ 4.6) 
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ภาพที่ 4.6 แสดงกราฟมาตรฐานของ Ascorbic acid ความเขมขนตางๆ ในการรีดิวซเหล็ก 

 

จากการทดสอบความสามารถในการรีดิวซเหล็กของสารสกัดตัวอยางท้ังสองที่ความเขมขน 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 1.4 mg/ml พบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํามีความสามารถในการรีดิวซเหล็ก 

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 และสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํามีความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ย 

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) โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวมีความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ย 

0.416± 0.033 mg/g rice  ซึ่งนอยกวาความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ยของสารสกัดจากแกลบซึ่งมีคา 

1.578± 0.165 mg/g husk อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  p<0.05 (ภาพที่ 4.8) 
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ภาพที่ 4.7 แสดงความสามารถในการรีดิวซเหล็ก ของสารสกัดจากเมล็ดขาวและแกลบขาวเหนียวดําท่ีความ

เขมขนตางๆ 

 

 
ภาพที่ 4.8 แสดงความสามารถในการรีดิวซเหล็กของสารสกัดจากเมล็ดขาวและแกลบขาวเหนียวดําตอน้ําหนัก

แหงของผงขาว 1 g (n=3 ในแตละกลุม) โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวมีความสามารถในการรีดิวซเหล็กเฉลี่ยนอย

กวาสารสกัดจากแกลบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p<0.05 จากการวิเคราะหดวย Independent-Samples T-

Test 
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2. ทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH method 

จากการทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH method ของสารละลาย

มาตรฐาน Ascorbic acid ความเขมขน 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 mg/ml เพื่อคํานวณหาความ

เขมขนท่ีสามารถยับย้ังอนุมูลอิสระได 50% (IC50) ของอนุมูลอิสระเร่ิมตน โดยพบวาคา IC50 ของ Ascorbic 

acid คือ 0.023 mg/ml 

 

 
 

ภาพที่ 4.9  แสดงความสามารถของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ในการกําจัดอนุมูลอิสระได 50%  

(IC50) ของอนุมูลอิสระเริ่มตน  

จากการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH method ของสารสกัดจากขาว

และแกลบที่ความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 และ 1.0 mg/ml พบวา %Scavenging 

activity เฉลี่ยของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําคือ 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 ของสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดําคือ 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) คา IC50 ของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียว

ดํา คือ 0.16 mg/ml และคา IC50 ของสารสกัดจากแกลบคือ 0.24 mg/ml เมื่อเปรียบเทียบ IC50 ของสารละลาย

มาตรฐาน Ascorbic acid กับสารสกัดจากเมล็ดขาวและสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดําจะเห็นไดวา มีความ
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แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  p < 0.05 และสารสกัดจากเมล็ดขาวมี IC50 นอยกวาสารสกัดจากแกลบ

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  p < 0.05 เชนกัน (ภาพที่ 4.11)  

 

 
ภาพที่ 4.10 แสดงความสามารถของสารสกัดจากเมล็ดขาวและสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดําในการกําจัด

อนุมูลอิสระได 50% (IC50) ของอนุมูลอิสระเริ่มตน  

 

 
ภาพที่ 4.11 แสดง IC50 ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid เปรียบเทียบกับสารสกัดจากเมล็ดขาว และ

แกลบขาวเหนียวดํา (*,** มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p < 0.05 จากการวิเคราะหดวย 

Independent-Samples T-Test) 
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4.2 Hydrogen peroxide scavenging activity 

4.2.1 การทดสอบการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยใชวิธี Horseradish peroxidase assay ของ

สารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 

นําคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 610 nm ท่ีวัดไดจากสารละลายมาตรฐาน  Ascorbic acid ที่

ความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/mL แลวนํามาคํานวณหาคาเฉลี่ยรอยละของ

ความสามารถในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (% Scavenging effect) พบวา % Scavenging effect 

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

ตามลําดับ จากน้ันนําคาท่ีไดมาเขียนกราฟโดยแสดงความสัมพันธระหวาง % scavenging effect และความ

เขมขนของ  Ascorbic acid (ภาพที่ 4.12) เพื่อหาความเขมขนที่สามารถกําจัดไดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 50% 

ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเร่ิมตน (IC50) จากกราฟพบวาคา IC50 ของ Ascorbic acid มีคาเทากับ 0.134 

mg/mL  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Ascorbic acid และคาเฉลี่ยรอยละของ

ความสามารถในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (% Scavenging effect) และคา IC50 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1

%
 S

ca
ve

ng
in

g 
ef

fe
ct

 

Concentration of Ascorbic acid (mg/mL) 

IC50 of Ascorbic acid = 0.134 mg/mL 
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   4.2.3 การทดสอบการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชวิธี Horseradish peroxidase assay ของสาร

สกัดขาวกลองขาวเหนียวดํา 

 นําคาการดูดกลืนแสงของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําความเขมขน 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 มาคํานวณหาคาเฉลี่ยรอยละ

ของความสามารถในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (% Scavenging effect) พบวา % Scavenging effect 

ของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําเฉลี่ยคือ 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 เมื่อนําคาเฉลี่ยมาเขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวาง % scavenging effect และความเขมขนของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดํา (ภาพที่ 

4.13) สารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/mL มี % scavenging 

effect เพิ่มขึ้น และสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําความเขมขน 2, 4, 6, 8 และ 10 mg/mL มี % scavenging 

effect ลดลงเมื่อเทียบกับความเขมขน 0.1 mg/mL (p≤ 0.05) หาความเขมขนของสารสกัดขาวกลองขาว

เหนียวดําที่สามารถกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดได 50% (IC50) มีคาเทากับ 0.106 mg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.13 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารสกัดขาวกลองขาวเหนียวดําและคาเฉลี่ย

รอยละของความสามารถในการกําจัด Hydrogen peroxide (% Scavenging effect) และคา IC50 
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ทดสอบความสามารถในการลดหรือยับยั้งการเกิดนิ่วในไตของสารสกัดดวยการทดสอบ in  vitro  

1. ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเติบโตของผลึก COM 

 จากการทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําที่ความเขมขน 10, 20, 50, 100 และ 200 µg ตอการเติบโต

ของผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต (COM) ใน 24-well plate เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการ

เติมสารสกัด (จํานวน 3 ซ้ํา ในแตละกลุมการทดลอง) นําไปวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศน phase contrast 

แลวนับจํานวนผลึกแบบสุมในแตละสภาวะ (จํานวน 30 HPF) ท่ีกําลังขยาย 40 เทา นําคาเฉลี่ยมาคํานวณทาง

สถิติพบวา กลุมควบคุมที่ไมมีการเติมสารสกัดมีผลึก COM จํานวนมากลักษณะรูปรางหกเหลี่ยมเปนผลึกเด่ียว

และจับกันเปนกลุมผลึก มีจํานวนเฉลี่ย 109.77±3.76 กลุมท่ีเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดํา (BR) 10 µg มี

จํานวนผลึก 102.13±1.11 กลุม BR 20 µg มีจํานวนผลึก 89.13±3.05 กลุม BR 50 µg มีจํานวนผลึก 

82.08±4.20 กลุม BR 100 µg มีจํานวนผลึก 79.11±5.39 และกลุม BR 200 µg มีจํานวนผลึก 71.57±2.20 

(ภาพที่ 4.14)  

 

 
 

ภาพที่ 4.14  ภาพจากกลองจุลทรรศน phase contrast แสดงขนาดของผลึก COM ในสภาวะท่ีมีสารสกัดจาก

ขาวเหนียวดําท่ีความเขมขน BR 10 µg, BR 20 µg, BR 50 µg, BR 100 µg และ BR 200 µg เปรียบเทียบกับ

กลุมควบคุม COM กําลังขยาย 40 เทา  
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เมื่อนําคาเฉลี่ยท่ีไดมาคํานวณหาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS โดยใช One-way 

analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test พบวาในสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา (BR) 

ที่ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ทําใหจํานวนผลึก COM ลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม COM  ท่ีไมมีการเติมสารสกัด ท่ี p < 0.05 โดยสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําท่ี

ความเขมขน 200 µg ทําใหจํานวนผลึกลดลงมากท่ีสุด (ภาพที่ 4.15) 

 

 
 

ภาพที่ 4.15 กราฟแสดงจํานวนผลึก COM เฉลี่ยในสภาวะท่ีมีการเติมสารสกัดจากขาวเหนียวดําท่ีความเขมขน 

10, 20, 50, 100 และ 200 µg เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมมีการเติมสารสกัด COM (* แสดงความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ; a มีความแตกตางกับกลุมควบคุม, b มีความแตกตางกับ BR 10 µg, c มีความแตกตางกับ 

BR 20 µg, d มีความแตกตางกับ BR 50 µg, e มีความแตกตางกับ BR 100 µg และ f มีความแตกตางกับ BR 

200 µg 

 

2.  ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการเกาะกลุมของผลึก COM (Crystal aggregation) 

 จากการทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําที่ความเขมขน 10, 20, 50, 100 และ 200 µg ท่ีมีผลตอการ

เกาะกลุมของผลึก COM ใน 24-well plate เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม COM ท่ีไมมีการเติมสารสกัด ทําการ

ทดลองจํานวน 3 ซ้ํา ในแตละกลุมการทดลอง นําไปวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศน phase contrast แลวนับ

จํานวนผลึกแบบสุมในแตละสภาวะ ที่กําลังขยาย 40 เทา นําคาเฉลี่ยมาคํานวณทางสถิติ พบวาในกลุมควบคุม 
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COM มีจํานวนผลึกท่ีอยูในรูป aggregate form เปนจํานวนมาก โดยเมื่อนับจํานวนผลึกในรูป aggregate 

form ในแตละสภาวะ จํานวน 30 HPF พบวาแตละกลุมมีจํานวนผลึกเฉลี่ย ดังน้ี คือ กลุมควบคุม COM มี

จํานวนผลึก 19.83±2.13 กลุม BR 10 µg มีจํานวนผลึก 16.9±1.08  กลุม BR 20 µg มีจํานวนผลึก 

12.68±1.59 กลุม BR 50 µg มีจํานวนผลึก 8.53±0.96 กลุม BR 100 µg มีจํานวนผลึก 4.62±0.51 และกลุม 

BR 200 µg มีจํานวนผลึก 2.36±0.39 (ภาพที่ 4.16) เมื่อนําจํานวนผลึกเฉลี่ยท่ีไดมาคํานวณหาความแตกตาง

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

พบวาสารสกัดจากขาวเหนียวดํา ท่ีความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ทําใหจํานวน

ผลึกในรูป aggregated form ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุม ควบคุม COM  ท่ีระดับ

นัยสําคัญ 0.05 โดยความเขมขนของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา 200 µg ทําใหจํานวนผลึกท่ีเกาะเก่ียวกัน

ลดลงมากที่สุด (ภาพที่ 4.17)  

 

ภาพที่ 4.16   ภาพจากกลองจุลทรรศน phase contrast แสดงจํานวน aggregated form ของผลึก COM ใน

สภาวะท่ีมีสารสกัดจากขาวเหนียวดําความเขมขน BR 10 µg, BR 20 µg, BR 50 µg, BR 100 µg และ BR 

200 µg เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม COM กําลังขยาย 40 เทา  

 



52 
 

 
 

ภาพที่ 4.17 กราฟแสดงจํานวน aggregated form ของผลึก COM เฉลี่ยในสภาวะท่ีมีการเติมสารสกัดจากขาว

เหนียวดําความเขมขน 10, 20, 50, 100 และ 200 µg เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมมีการเติมสารสกัด COM (* 

แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ; a มีความแตกตางกับกลุมควบคุม, b มีความแตกตางกับ BR 

10 µg, c มีความแตกตางกับ BR 20 µg, d มีความแตกตางกับ BR 50 µg, e มีความแตกตางกับ BR 100 µg 

และ f มีความแตกตางกับ BR 200 µg 

 

3. ทดสอบสารสกัดจากขาวเหนียวดําตอการจับของผลึกกับเซลลเพาะเลี้ยงทอไตสวนปลาย MDCK 

เตรียมผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรตเพื่อใชในการทดสอบ โดยผสมสารละลายแคลเซียมคลอ

ไรดและโซเดียมออกซาเลตใหไดความเขมขน 5 และ 0.5 mM ตามลําดับ นําผลึกท่ีเตรียมไดไปอบแหง นํามา

ศึกษารูปรางดวยกลองจุลทรรศน phase contrast พบวาผลึก COM ที่เตรียมไดมีรูปรางเปนหกเหลี่ยม 

(Hexagonal shape) ซึ่งเปน typical morphology ของ COM โดยผลึก COM มีความสําคัญคือมีความรุนแรง

ในการกอโรคน่ิวในไต มากกวาผลึกแคลเซียมออกซาเลตชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากมีความคงตัว (stable) และมีแรง

ในการยึดจับกับเซลลทอไต (adhesive force) มากกวาผลึกชนิดอ่ืน (ภาพที่ 4.18) 
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ภาพที่ 4.18  รูปรางพื้นฐานของผลึก COM แบบหกเหลี่ยม เมื่อวิเคราะหดวย phase contrast microscope 

(กําลังขยาย 40 เทา) 

 

 การจับของผลึก COM กับเซลลทอไตจัดเปนขั้นตอนวิกฤตของการเกิดน่ิวในไต เพราะผลึกท่ีเกาะจับจะ

มีขนาดโตข้ึนเร่ือยๆ และใหญจนอุดก้ันทางเดินปสสาวะ ทําใหผูปวยเกิดพยาธิสภาพขึ้น จากการทดสอบสาร

สกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ในการยับย้ังการจับกัน

ระหวางผลึก COM กับเซลล MDCK เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีมีเพียงผลึก COM (positive control) และ

กลุมควบคุมท่ีมีการเติมเพียงสารสกัด (negative control) ทําการถายภาพดวยกลอง phase contrast 

microscope กําลังขยาย 40 เทา (ภาพที่ 4.19)  ทําการนับจํานวนผลึก COM ท่ีจับกับเซลล MDCK ในแตละ

สภาวะจํานวน 30 HPF โดยกลุม positive control ที่เติมเพียง COM ในปฏิกิริยา มีจํานวนผลึก 102.33 ± 

12.05 กลุมท่ีมีสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา ความเขมขน 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 ภาพจากกลอง phase contrast microscope แสดงการจับของผลึก COM กับเซลล MDCK ใน

สภาวะท่ีมีสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา ความเขมขน 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg  ที่

กําลังขยาย 40 เทา 

 

ศึกษาความเปนพิษของสารสกัดขาวเหนียวดําตอเซลลทอไตสวนปลาย MDCK 

 จากการทดสอบสารสกัดขาวเหนียวดําความเขมขน 10, 20, 50, 100, 200 และ 400 μg/ml ตอเซลล 

MDCK เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการเติมสารสกัดจากขาว (n= 3) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 490 

nm ดวยเครื่อง ELISA Reader พบวาสารสกัดจากขาวเหนียวดําไมมีผลตอการมีชีวิตของเซลล MDCK 

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ดังภาพที่ 4.20 
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ภาพที่ 4.20 กราฟแสดงคารอดชีวิตของเซลล (True relative ratio) ที่บมกับสารสกัดขาวเหนียวดําความเขมขน

ตางๆ 

 

ผลของสารสกัดจากขาวเหนียวดําในการปองกันการเกดินิ่วในไตในหนูทดลอง  

จากการใหหนูทดลองไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา โดยใช gastric intubation วันละ 1 คร้ัง เปนเวลา 2 

สัปดาห กอนเหน่ียวนําใหเปนน่ิวดวย 0.5% Ethylene glycol  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับสารสกัด

จากขาวเหนียวดําและเหนี่ยวนําใหเปนน่ิว เมื่อครบเวลาทําการเก็บเนื้อเย่ือไตมาศึกษา 

 

1. การแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ 8-oHdG ดวยวิธี immunofluorescence  

ผลการศึกษาพบวาเน้ือเย่ือของหนูกลุมควบคุมมีความเสียหายเกิดข้ึนมากกวากลุมท่ีไดรับสารสกัด 

โดยพบการติดสีเรืองแสงบริเวณไซโตพลาสซึมมากกวาหนูในกลุมที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา และมีการติดสี 

Propidium Iodide บริเวณนิวเคลียสในหนูทั้ง 2 กลุม และหนูกลุมควบคุมมีลักษณะของเนื้อเย่ือท่ีไมเปน

ระเบียบ Glomerulus มีรูปรางผิดปกติ มีการฉีกขาดของหลอดเลือดฝอยทําใหผนังชั้น visceral layer ของ 

Bowman’s capsule เสียรูปราง Bowman’s space และ Lumen กวางขึ้น และพบการฉีกขาดของ Distal และ 

Proximal tubule มากกวาในหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา (ภาพ 4.21)  
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ภาพที ่4.21 แสดงผลการแสดงออกของอนุมูลอิสระ 8-OHdG ดวยวิธี Immunofluorescence 

(A-C) ภาพแสดงลักษณะเนื้อเย่ือวิทยาไตซายในหนูกลุมควบคุม กําลังขยาย 20X  

(D-F) ภาพแสดงลักษณะเนื้อเย่ือวิทยาไตซายในหนูท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา กําลังขยาย 20X 
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2. ผลการศึกษาการแสดงออกของอนุมูลอิสระชนิด 8-OHdG ดวยวิธี Immunoperoxidase  

จากการนําเน้ือเย่ือไตซายของหนู 2 กลุม คือ หนูกลุมควบคุมและหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียว

ดํา มาศึกษาพบวาในหนูกลุมควบคุมมีลักษณะของเน้ือเย่ือท่ีไมเปนระเบียบ Glomerulus มีรูปรางผิดปกติ มี

การฉีกขาดของหลอดเลือดฝอยทําใหผนังชั้น visceral layer ของ Bowman’s capsule เสียรูปราง Bowman’s 

space และ Lumen กวางขึ้น และพบการฉีกขาดของ Distal และ Proximal tubule มากกวาในหนูท่ีไดรับสาร

สกัดขาวเหนียวดํา และเน้ือเย่ือของหนูกลุมควบคุมมีการติดสีของ DAB substrate ที่ Epithelial cells บริเวณ 

Renal tubule มากกวาหนูในกลุมที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา (ภาพ 4.22)  

 

  
 

ภาพที ่4.22 แสดงผลการศึกษาอนุมูลอิสระชนิด 8-OHdG ดวยวิธี Immunoperoxidase 

(A, B) แสดงลักษณะเน้ือเย่ือวิทยาไตซายในหนูกลุมควบคุม บริเวณท่ีมีการติดสีของ DAB substrate 

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

(C, D) แสดงลักษณะเน้ือเย่ือวิทยาไตซายในหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา การติดสีของ DAB 

 substrate ที่ Epithelial cell (ลูกศรสีแดง) กําลังขยาย 10X และ 20X ตามลําดับ  
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3. การแสดงออกของสารตานอนมุลูอสิระชนิด Catalase และ SOD1 ดวยวธิ ีwestern blot 

 จากการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม Catalase น้ําหนักโมเลกุล 60 kDa  และ SOD1 น้ําหนัก

โมเลกุล 18 kDa ดวยวิธี Western blot พบวาหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําท้ังสามตัวอยาง (BI, BII, BIII) มี

การแสดงออกของแถบโปรตีนมากกวาหนูกลุมควบคุมท้ังสามตัวอยาง (CI, CII, CIII) และเมื่อวัดความเขมของ

แถบโปรตีนดวยโปรแกรม Image J พบวาหนูท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํามีการแสดงออกของแถบโปรตีน 

catalase และ SOD มากกวาหนูกลุมควบคุมประมาณ 2.298 เทา และ 2.610 เทา ตามลําดับ อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที ่4.23) 

  

 
ภาพที ่4.23  การแสดงออกของเอนไซม Catalase และ SOD1 ดวยวิธี Western blot ในเน้ือเย่ือไตของหนูกลุม

ควบคุม และหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา 
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บทที ่5 

สรุปผลและอภิปรายผลการวจิยั 

 

จากผลการศึกษารอยละของสารสกัดพบวาแกลบขาวเหนียวดํามีรอยละของสารสกัดหยาบ 2.274  ซึ่ง

มากกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําถึง 7.5 เทา ปริมาณสารสกัดท่ีไดอาจแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของตัว

ทําละลาย เชน เอทานอล อะซิโตน และเมทานอล เปนตน เวลาในการสกัด และอุณหภูมิท่ีใชในการสกัด (Jun, 

H.I., Song, G.S., Yang, E.I., Youn, Y., 2012) จากการศึกษาสารตานอนุมูลอิสระแอนโทไซยานินซึ่งเปนเม็ด

สี สะสมอยูบริเวณเปลือกขาวหรือสวนของรําขาว ทําใหปรากฏเปนสีตางๆ กลาวคือขาวสีดํา สีนํ้าตาล และสี

แดงประกอบดวยสารหลักของแอนโทไซยานินคือ cyanidin-3-glucoside (C3G) และ penonidin-3-

glucoside (P3G) โดย C3G มีปริมาณถึง 93% ของแอนโทไซยานินท้ังหมด ความแตกตางของปริมาณสาร

แอนโทไซยานินขึ้นอยูกับความแตกตางทางพันธุกรรม ตัวทําละลายท่ีใชในการสกัด และปจจัยอ่ืนๆ เชน 

แสงแดด เปนตน (Ryu, S.N., 1998; Abdel-Al, E.M., 2006; Abdel-Aal, E.M.,  2003) ขาวสีดํามีปริมาณแอน

โทไซยานินและสารประกอบฟนอลในปริมาณมากกวาขาวสีขาว และสีแดง (Ryu, S.N., 1998; Zhang, M.,  

2006) จากการศึกษาครั้งนี้พบวาสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํามีปริมาณแอนโทไซยานินและสารประกอบฟ

นอลรวมปริมาณมากกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําอยางมีนัยสําคัญ โดยมีรายงานวาขาวที่มีเย่ือหุม

เมล็ดสีเขมจะ มีใยอาหาร ธาตุแคลเซียม สารโพลีฟนอล และสารตานอนุมูลอิสระสูงกวาขาวท่ีมีเย่ือหุมเมล็ดสี

ออน โดยเฉพาะขาวท่ีมีสีแดงเขมเกือบดําจะมีธาตุเหล็ก สารโพลีฟนอลและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงกวาขาว

สายพันธุอ่ืนๆ (Ardiansyah, 2007) เมื่อทําการทดสอบความสามารถในการตานหรือกําจัดอนุมูลอิสระพบวา

สกัดจากแกลบขาวเหนียวดําสามารถรีดิวซเหล็กไดดีกวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําอยางมีนัยสําคัญ

เชนเดียวกัน เมื่อทดสอบหารอยละของการกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH (% DPPH scavenging activity) พบวา

สารสกัดจากขาวเหนียวดํามีคา IC50 นอยกวาสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํา ท้ังน้ีคา IC50 คือความเขมขน

ของสารตานอนุมูลอิสระที่ทําใหอนุมูล DPPH ลดลงครึ่งหนึ่งของความเขมขนเริ่มตน สรุปไดวาสารสกัดจาก

เมล็ดขาวมีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลอิสระไดดีกวาสารสกัดจากแกลบขาวเหนียวดํา แตยังนอยกวา 

ascorbic acid มีรายงานวิจัยของ Munthana และคณะ พบวาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระมีนอย

ที่สุดในรําขาวสีขาว (ขาวหอมไชยา) โดยมีคา IC50 0.2582  

 กลไกการเกิดน่ิวในไตประกอบดวยกระบวนการ crystallization, crystal growth, crystal 

aggregation และ crystal adhesion  ข้ันตอนวิกฤตคือการจับกันระหวางผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮ

เดรต (COM) ซึ่งเปนผลึกน่ิวท่ีมีความรุนแรงและมีแรงยึดจับกับเซลลทอไตมากกวาผลึกชนิดไดไฮเดรต มักพบ
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ปนออกมากับปสสาวะจํานวนมาก (crystalluria) ในผูปวยน่ิวในไต โดยผลึกท่ียึดจับกับเซลลทอไตจะมีขนาด

ใหญข้ึนจนอุดก้ันทางเดินปสสาวะทําใหผูปวยแสดงอาการปสสาวะไมออกและมีเลือดออกปนมากับปสสาวะ 

จากการศึกษาความสามารถของสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดําในการยับย้ังกระบวนการดังกลาวขางตน 

พบวาสารสกัดสามารถลดการเติบโตของกอนผลึกและการเกาะเก่ียวของผลึก COM อยางมีนัยสําคัญ 

เชนเดียวกับการศึกษากอนหนาน้ี ท้ังใน In Vitro และ In Vivo พบวาสารสกัดจากลูกใตใบ มีสารท่ีมีคุณสมบัติ

ในการปองกันและรักษาโรคน่ิว สามารถยับย้ังการเกิดนิ่วในระยะ Growth และ Aggregation และลดการเกาะ

เก่ียวระหวางผลึกกับเซลลบุทอไต ทําใหการติดคางของผลึกบริเวณทอไตลดลง ( Barros ME SN, Boim MA, 

2010; Boim MA HI, Schor N., 2010 ) นอกจากน้ี จากการทดสอบพบวาสารสกัดจากเมล็ดขาวเหนียวดํา

สามารถลดการจับกันระหวางผลึก COM กับเซลลเพาะเลี้ยงทอไตสวนปลาย MDCK ไดอยางมีนัยสําคัญ  

 

ผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาการลดหรือยับย้ังการเกิดน่ิวในไตในหนูทดลอง โดยเหน่ียวนําใหหนูทดลองเปน

น่ิวดวยการใช 0.5% ethylene glycol และทําการศึกษาการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG โดยวิธ ี

Immunofluorescence และ วิธี Immunoperoxidase ในเน้ือเย่ือไตของหนู โดยกลุมท่ี 1 กลุมควบคุมไดรับนํ้า

และอาหารปกติ กลุมท่ี 2 คือกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา ผลการศึกษาเนื้อเย่ือบริเวณทอไต ไมพบการ

เกาะจับของผลึกบริเวณ   renal tubule ในหนูทั้งสองกลุม ผลการแสดงออกของสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG วิธ ี

Immunofluorescence พบวาเนื้อเย่ือของหนูกลุมควบคุมมีการติดสีเรืองแสงบริเวณไซโตพลาสซึมมากกวาหนู

ในกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํา และจากการทดสอบวิธี Immunoperoxidase พบวาเนื้อเย่ือของหนูกลุม

ควบคุมมีการติดสีของ DAB substrate ที่ Epithelial cells บริเวณ Renal tubule มากกวาหนูในกลุมท่ีไดรับ

สารสกัดขาวเหนียวดํา สามารถชี้ใหเห็นวาสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG มีความเก่ียวของในเน้ือเย่ือไตที่ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดน่ิวในไต และสารสกัดขาวเหนียวดํา มีผลชวยลดการบาดเจ็บของเซลลท่ีเกิดจาก Oxidative 

stress ได 8-OHdG เปนโปรตีนท่ีเปนอันตรายตอดีเอ็นเอ ซึ่งเปนผลจากการเกิด Oxidative stress และ

สามารถพบไดบริเวณนิวเคลียสของเซลลท่ีถูกทําลาย ดังน้ันการศึกษาทางพยาธิสภาพจึงนิยมใช 8-OHdG 

เปนตัวชี้วัดการเกิด Oxidative stress ในการวิจัยกอนหนาไดมีการทดลองในสัตวทดลองโดยให Oxalate ใน

ปริมาณสูง เพื่อเพิ่มการสรางผลึกแคลเซียมออกซาเลต ซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของกอนน่ิว พบเอนไซม     

8-OHdGเก่ียวของกับการบาดเจ็บของเซลล  โดยพบท่ีบริเวณเย่ือบุผิวของทอไตท่ีไดรับการบาดเจ็บ (Schriner 

SE,2000; Tsujihata, M.,2008) มีงานวิจัยที่มีการเก็บตัวอยางของผูปวยท่ีเปนโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเย่ือ

ไตบริเวณท่ีไมไดเกิดมะเร็งซึ่งไดจากผูปวยโรคมะเร็งไต พบวาผูปวยมีการอักเสบ มีประสิทธิภาพในการทํางาน

ของไตลดลง และยังพบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงขึ้นดวย (Uraiwan Waiwijit) และในงานวิจัยผลของสาร

สกัดเมล็ดขาวเหนียวดําตอการเกิดผลึกในปสสาวะของหนูเมื่อเปรียบเทียบพยาธิสภาพเน้ือเย่ือไตของหนูท่ี
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ไมไดรับสารสกัดขาวเหนียวดํากับหนูที่ไดรับสารสกัดขาวเหนี่ยวดําที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดผลึกดวย EG พบพยาธิ

สภาพมีการรวมกลุมกันของ glomerulus และ glomerular space กวางขึ้น proximal และ distal tubule มี 

epithelium บาง และไมสามารถแยก proximal convoluted tubule และdistal tubule ออกจากกันได มีการค่ัง

ของเลือดในเนื้อไตของเนื้อเย่ือไตหนูท่ีไมไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําแตไมพบพยาธิภาพในหนูท่ีไดรับสารสกัด

ขาวเหนียวดํา จะเห็นไดวาเมื่อเกิดผลึกในเน้ือเย่ือไตแลวจะสงผลใหเย่ือบุทอไตถูกทําลาย และทําใหเกิดการ

อักเสบในบริเวณทอไต และยังมีงานวิจัยท่ีศึกษากลไกการเกิดน่ิวในสัตวทดลอง พบวาเซลลบุทอไตท่ีอยูรอบ

บริเวณท่ีมีผลึกเกาะติดถูกทําลายและตาย โดยพบเซลลบวม แตก และหลุดออกจากฐานเซลล ท่ีสําคัญพบ

เซลลอักเสบ (inflammatory cells) เชน monocytes, macrophages, lymphocytes และ 

polymorphonuclear leukocytes ปริมาณมากบริเวณ renal interstitium และรอบผลึกจะพบเซลล

macrophages หอมลอมอยูจํานวนมาก แสดงใหเห็นวาการอักเสบมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเกิดน่ิวไต 

(ชาญชัย บุญหลา, 2550) 

เมื่อเกิดอนุมูลอิสระเหลาน้ีแลว รางกายจะมีกลไกในการกําจัดอนุมูลอิสระดังกลาวซึ่งเรียกวา ระบบการ

ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant system) เพื่อเปนการลดภาวะเครียดออกซิเดชั่น ระบบการตานอนุมูลอิสระ

ประกอบไปดวยระบบท่ีเปนเอนไซมเชน เอนไซม superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) และ 

glutathione peroxidase (GPx) เปนตน และระบบที่ไมใชเอนไซม เชน glutathione, วิตามิน  A, E และ C และ

โคเอนไซมตาง ๆ เปนตน โดยเฉพาะระบบท่ีเปนเอนไซมจะมีบทบาทสําคัญในการตานอนุมูลอิสระกลาวคือเมื่อ

เกิดอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion, O-2) ขึ้นภายในเซลล เอนไซม SOD จะทํา

หนาท่ีในการเปลี่ยนอนุมูลอิสระดังกลาวเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogenperoxide, H2O2) และจะถูก

เปลี่ยนไปเปนออกซิเจน (O2) และนํ้า (H2O) ดวยเอนไซม Catalase และ GPx (ทินกร เหลาออง,2556) ดังน้ัน

จากการศึกษาการแสดงออกของสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี Western blot ในครั้งนี้ แสดงใหเห็นวาเอนไซม 

Catalase และ เอนไซม SOD1 ในหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดจากขาวเหนียวดํามีความเขมของแถบโปรตีน

มากกวาหนูในกลุมควบคุมอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของแถบเอนไซม Catalase ในเนื้อเย่ือ

ไตของหนูกลุมควบคุมและกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําดวยโปรแกรม Image J พบความแตกตางดัน

ประมาณ 2.298 เทา (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของเอนไซม SOD1 ในเน้ือเย่ือไตของหนูกลุม

ควบคุมและกลุมท่ีไดรับสารสกัดขาวเหนียวดําดวยโปรแกรม Image J พบคาความแตกตางประมาณ 2.610 

เทา (p<0.05) จากงานวิจัยกอนหนาน้ีไดทําการสกัด Huangshukuihua หรือ Flos Abelmoschus manihot ได

สารกลุมฟลาโวนไกลโคไซด คือ เควอซิทิน Quercetin และ ไฮเปอรโรไซด hyperoside (QH) นํามาทดลองใน

หนู 3 กลุม โดย กลุมท่ี 1 ไมไดรับ QH, กลุมที่ 2 ไดรับ QH และกลุมท่ี 3 ไดรับ potassium citrate (KCit) ใน

สัปดาหสุดทายเหนี่ยวนําหนูใหเปนนิ่วโดย EG พบวา ในหนูกลุมท่ีไดรับ QH มีปริมาณเอนไซม Catalase และ 
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SOD เพิ่มขึ้นมากกวาเมื่อเทียบกับกลุมอ่ืน ( Wei Z,2014) แสดงใหเห็นวาสารตานอนุมูลอิสระท่ีสกัดไดจากพืช

บางชนิดมีอาจฤทธิ์ในการกระตุนกลไกการสรางเอนไซม SOD และ Catalase ซึ่งมีผลในการตานอนุมูลอิสระ 

และเปนกลไกสวนหน่ึงท่ีเกิดจากการควบคุมภายในสิ่งมีชีวิตเมื่อเซลลไดรับความเครียดจากสารเคมีหรือสิ่ง

แปลกปลอม (Hattaya J,2558) ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองเมื่อเหน่ียวนําไตของหนูโดยใช ethylene glycol 

(EG) และ ammonium chloride (NH4Cl) ใหเกิดผลึกทําใหมีการสรางสารอนุมูลอิสระ 8-OHdG ขึ้น เมื่อมีสาร

อนุมูลอิสระในปริมาณมากเกินกวาท่ีระบบปองกันจะยับย้ังไดสงผลใหหนูเกิดสภาวะเครียดออกซิเดชั่นซึ่งจะไป

ทําลายเซลลเย่ือบุทอไต เมื่อเกิดการสะสมผลึกเปนเวลานานทําใหเกิดเปนกอนนิ่วเกิดขึ้น สงผลใหเกิดโรคน่ิวใน

ไตดังน้ันรางกายจึงมีกลไกกําจัดสารอนุมูลอิสระซึ่งเกิดจากการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระตาง ๆ ไดแก 

เอนไซม SOD1และ Catalase เพื่อควบคุมอนุมูลอิสระใหอยูในระดับสมดุล ดังน้ันการไดรับสารสกัดจากขาว

เหนียวดําจึงไปสงผลใหรางกายเพิ่มกลไกในการปองกันหรือยับย้ังสารอนุมูลอิสระและปฏิกิริยาออกซิเดชั่นท่ี

เกิดขึ้นในไตหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดนิ่วไตได 
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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 

(ปรับคา pH จนไดคา 7.4) 

เติม 0.01 PBS ลงไปใหถึง   100  ml 

 กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง กอนเก็บที่ 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 

  ทําการตมจนสารละลาย 

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 

  ทําการตมจนสารละลาย 

 

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 ีสําหรบัการวดัปรมิาณโปรตนีดวยวธิ ีBradford 

3.1 การเตรยีม Serial dilution BSA  

จาก BSA 1.26 mg ปริมาตร 1 ml ความเขมขน 1 mg/ml ใหไดปริมาณโปรตีนเทากับ 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 

  (ปรับคา pH จนถึง 7.2) 

เติม ddH2O ใหครบ     200  ml 

4.2 การเตรียม 10% SDS (sodium dodecyl sulfate) ปรมิาตร 100 ml 

ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  10   g 

เติม ddH2O     100   ml 

( ควรเก็บไวที่อุณหภูมิหอง) 
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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 

   (ปรับคา pHจนถึง 9.2) 

แลวเติม 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 

   (ปรับคา pH จนถึง 8.3) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.5 การเตรียม Sepaeating gel buffer, pH 8.8 ปรมิาตร 200 ml 

   ชั่งสาร Tris     36.3  g 

   แลวเติม ddH2O    150    ml 

   (ปรับคา pH ดวย HCl จนถึง 8.8) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     200    ml 

4.6 การเตรียม Stacking gel buffer, pH 6.8 ปรมิาตร 200 ml 

   ชั่งสาร Tris     12.11  g 

   แลวเติม ddH2O       150    ml 

   (ปรับคา pH ดวย HCl จนถึง 6.8) 

แลวเติม ddH2O จนครบ     200    ml 

4.7 การเตรียม 10% Ammonium persulfate (APS) 

   ชั่งสาร APS      0.1  g 

   แลวเติม 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 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.9 การเตรียม Destain I ปรมิาตร 1000 ml 

   Methanol     400     ml 

   Glacial acetic acid    70      ml 

แลวเติม ddH2O จนครบ     1000  ml 

4.10 การเตรยีม Destain II ปรมิาตร 1000 ml 

   Methanol     50     ml 

   Glacial acetic acid    70      ml 

แลวเติม 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 

แลวเติม 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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(ปรับคา pH จนถึง 7.9) 

 แลวเติม 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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