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บทคัดย่อ 
 

โรคนิ่วในไตเป็นปัญหาทางสาธารณสขุท่ีส าคญัในหลายประเทศทั่วโลก เป็นซ า้ได ้เกิดจากการตก
ผลกึของแคลเซียมกบัออกซาเลตไอออนบรเิวณท่อไตส่วนปลาย เกิดเป็นผลกึแคลเซียมออกซาเลต (CaOx) 
ผลึกยึดจบักับเซลลเ์ย่ือบุท่อไตจนมีขนาดใหญ่กั้นทางเดินปัสสาวะท าใหผู้ป่้วยปัสสาวะติดขดัและแสดง
อาการ การยึดจับของผลึกกับเซลลเ์ย่ือบุท่อไตเป็นขัน้ตอนวิกฤต ผลึกถูกน าเขา้สู่เซลลมี์การสรา้งอนุมูล
อิสระจ านวนมาก เซลลเ์ย่ือบุท่อไตเปล่ียนแปลง เสียหาย ตาย และเหน่ียวน าเม็ดเลือดขาวมาช่วยก าจัด
ท าลาย ท าใหพ้ยาธิสภาพรุนแรงเกิดการอกัเสบขึน้ 

ขา้วเป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัมีหลายชนิดโดยเมล็ดขา้วท่ีมีสี เชน่ ขา้วเหนียวด า ขา้วเหนียวสงัขห์ยด 
มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าข้าวขาว ได้แก่ แอนโทไซยานิน สารประกอบฟีนอล เป็นต้น จึง
น่าสนใจว่าสารสกัดจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดอาจจะสามารถยบัยัง้การเกิดนิ่วในไตและ
ลดการอักเสบได ้อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการศึกษามาก่อน  การศึกษาในครัง้นีน้  าข้าวเหนียวด าและขา้ว
เหนียวสงัขห์ยดสกดัดว้ยเอทานอล น าไปทดสอบการยบัยัง้การยึดจบัระหวา่งผลกึกบัเซลลท์่อไต การก าจดั 
Hydrogen peroxide และปริมาณเซลลต์าย ศกึษาการยบัยัง้การอกัเสบของเซลลแ์มคโครฟาจในการสร้าง 
TNF-α, TNFR1 และการสรา้ง pro-inflammatory cytokine MCP-1 ของเซลลไ์ตดว้ยวิธี Western blotting 

ผลการศึกษาพบว่าไดส้ารสกัดขา้วเหนียวด ารอ้ยละ 0.379 สารสกัดขา้วเหนียวสังขห์ยดรอ้ยละ 
0.589 โดยสารสกดัจากขา้วเหนียวด ามีปริมาณแอนโทไซยานินและสารประกอบฟีนอลรวมสงูกว่าสารสกดั
ขา้วเหนียวสงัขห์ยด ความสามารถในการยบัยัง้การเกาะจบัของผลึก CaOx กับเซลลท์่อไตของขา้วทัง้สอง
ชนิดเป็นแบบ dose - dependent manner ความสามารถในการก าจัด hydrogen peroxide ท่ีเซลลผ์ลิต
ออกมาพบว่าสารสกดัขา้วเหนียวด าสามารถก าจดัไดดี้กว่าสารสกัดขา้วเหนียวสงัขห์ยด ประมาณ 20 เท่า 
โดยสารสกดัขา้วเหนียวด ามีคา่ IC50 0.106 mg/mL ในขณะทีขา้วเหนียวสงัขห์ยดมีคา่ IC50 20.661 mg/mL 
ไม่พบการแสดงออกของ TNF-α ในขณะท่ีพบการแสดงออกของ TNFR1 ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคมุ ผล
การแสดงออกของ MCP-1 ในเซลลไ์ตลดลงอยา่งชดัเจน ในกลุม่ท่ีไดร้บัสารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้ว
เหนียวสงัขห์ยด 

การศกึษาในครัง้นีจ้ะเห็นไดว้า่สารสกดัจากขา้วเหนียวด ามีปรมิาณสารตา้นอนมุลูอิสระสงูกว่าขา้ว
เหนียวสงัขห์ยดและมีความสามารถในการก าจดัอนมุลูอิสระสงูกว่า อยา่งไรก็ตามสารสกดัจากขา้วเหนียว
ด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดสามารถลดการเกาะจบัของผลกึ และลดการอกัเสบไดไ้ม่แตกตา่งกนั การศกึษา
ครัง้นีจ้ะเป็นขอ้มลูพืน้ฐานเพ่ือศึกษาเพิ่มเติมและอาจน าไปสู่การพฒันาผลิตภณัฑ์สขุภาพทางการแพทย์
เพ่ือเป็นทางเลือกในการน าไปใชใ้นการปอ้งกนัการเกิดโรคนิ่วในไต ตอ่ไปในอนาคต   
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บทที ่1 

บทน า 

 

1. ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ างานวิจัย 

โรคนิ่วในไต (Kidney stone) เป็นปัญหาทางสาธารณสขุท่ีส าคญัในหลายประเทศทั่วโลกรวมทัง้

ประเทศไทย สาเหตขุองโรคเกิดจากหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ความผิดปกติของไต พนัธุกรรม สภาพภูมิอากาศ 

โภชนาการ และพฤติกรรม เป็นตน้ พบว่าเพศชายเป็นโรคมากกว่าเพศหญิง ผูป่้วยมีอาการคล่ืนไสอ้าเจียน 

ปัสสาวะติดขดั ปวดบรเิวณเอว ปัสสาวะขุน่มีเลือดปน อาจเกิดการติดเชือ้ ท าใหไ้ตวายได ้ผูท่ี้เคยเป็นนิ่วใน

ไตแลว้มกัจะเกิดเป็นซ า้อีกในเจ็ดถึงสิบปี ส าหรบักอ้นนิ่วท่ีพบมากท่ีสดุในผูป่้วยประมาณรอ้ยละ 80 คือ นิ่ว

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

COM) กลไกการเกิดโรคนิ่วในไตอธิบายโดย Free particle model ไวว้า่กอ้นนิ่วเริ่มเกิดจากการตกผลกึของ

แคลเซียมไอออนกับออกซาเลตไอออนซึ่งมีความเขม้ขน้สูงแบบยิ่งยวด (Supersaturation) บริเวณท่อไต

ส่วนปลาย (Distal collecting duct) โดยผลึกท่ีเกิดขึน้ในครัง้แรกจะท าหนา้ท่ีเป็นแกน (Nucleation) เม่ือ

เกิดการตกผลึกซ า้ๆท าใหก้้อนผลึกมีขนาดใหญ่ขึน้ (Growth) มีการเกาะเก่ียวกัน (Aggregation) และไป

เกาะจับ (Adhesion) กับเซลลเ์ย่ือบุท่อไต จนมีขนาดใหญ่ขวางกัน้ทางเดินปัสสาวะท าใหผู้ป่้วยปัสสาวะ

ติดขดัและแสดงอาการ มีการศึกษาพบว่าการเกาะจบัของผลึก COM กับเซลลเ์ย่ือบุท่อไตส่วนปลายนัน้

เป็นขั้นตอนวิกฤตส าคัญในการเกิดนิ่วในไต โดยผลึก COM จะเหน่ียวน าให้เซลล์สร้างอนุมูลอิสระ 

(reactive oxygen species) จ านวนมาก ท าใหเ้ซลลเ์ย่ือบทุ่อไตเปล่ียนแปลง เกิดภาวะเครียด (Oxidative 

stresses) เซลลเ์กิดความเสียหายและ apoptosis ในท่ีสุด รวมทัง้เกิดการอกัเสบซึ่งส่งเสรมิการเกิดโรคนิ่ว

ในไตใหรุ้นแรงขึน้อีกดว้ย การรกัษาผูป่้วยโรคนิ่วในไต ในกรณีกอ้นนิ่วมีขนาดเล็กสามารถหลุดปนออกมา

ทางปัสสาวะไดเ้อง หากก้อนนิ่วมีขนาดใหญ่มักใช้วิธีการผ่าตัดหรือใชเ้ครื่องสลายนิ่ว (Extracorporeal 

shock wave lithotripsy/ESWL)  

อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบนันักวิทยาศาสตรไ์ดใ้หค้วามสนใจสารสกัดจากธรรมชาติหรือสมุนไพร

เพ่ือน ามาหาฤทธ์ิในการรกัษาหรือป้องกันการเกิดโรค โดยเฉพาะสารสกัดท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ 

(Anti-oxidant) เน่ืองจากอนมุลูอิสระเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิดภาวะ oxidative stresses ท าใหเ้ซลลเ์ส่ือมถอย

และส่งเสรมิการเกิดโรคหลายชนิด เชน่ โรคหลอดเลือดหวัใจ, โรคมะเร็ง, โรคหลอดเลือดสมอง และโรคชรา 

เป็นตน้ สมุนไพรท่ีมีการศกึษาฤทธ์ิในการยบัยัง้การเกิดน่ิวในไต เช่น Verbena officinalis, Lithospermum 



 

 

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

Silene saxifraga, Herniaria hirsuta, ต้นลูกใต้ใบ (Phyllantus niruri), หญ้าหนวดแมว (Orthosiphon 

grandiflorum) เป็นตน้ น า้ผลไมท่ี้มีซิตรสัสูง ไดแ้ก่ น า้มะนาว, น า้สม้ และน า้มะเขือเทศ เป็นตน้ ยงัไม่มี

การศกึษาในขา้วมาก่อน ดงันัน้ผูท้  าวิจยัจงึสนใจท่ีจะศกึษา เน่ืองจากขา้วเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของไทย 

มีหลายชนิด เช่น ขา้วแดง, ขา้วด า, ขา้วม่วงและร  าขา้ว โดยขา้วท่ีมีสีมีสารตา้นอนมุลูอิสระปริมาณสงูกว่า

ขา้วขาว เชน่ วิตามินอี, แกมมา่โอลิไซนอล, ฟลาโวนอยดแ์ละแอนโทไซยานิน มีรายงานว่าสารสกดัจากขา้ว

เหนียวด าหรือขา้วนิลมีแอนโทไซยานินในปริมาณท่ีสูงกว่าขา้วแดงและขา้วด า สามารถลดการเกิดอนุมูล

อิสระและลดอตัราการตายของเซลลม์ะเรง็ตบัเพาะเลีย้งไดอ้ย่างมีนยัส าคญั  

ดงันั้นจึงเป็นหลักฐานท่ีน่าสนใจอย่างยิ่งว่า สารสกัดจากขา้วเหนียวด าอาจจะสามารถยับยั้ง

กลไกการเกิดนิ่วในไตได ้โดยเฉพาะการลดภาวะ oxidative stresses ท่ีเกิดขึน้จากความเป็นพิษของผลึก

นิ่ว COM ซึ่งเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิดความเสียหายและส่งเสริมการเกิดนิ่วใหรุ้นแรงขึน้ หากพบว่าสารสกัด

จากข้าวเหนียวด าสามารถลดการเกิดนิ่วในไตของหนูทดลองได ้อาจน าไปสู่การพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์

ปอ้งกนัการเกิดโรคหรือใชใ้นการลดการเกิดซ า้ของโรคนิ่วในไต ต่อไปในอนาคต อีกทัง้เป็นการส่งเสริมการ

พฒันาผลิตภณัฑส์รา้งมลูคา่เพิ่มใหก้บัขา้วโดยการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑท่ี์มีมลูคา่สงู 

 

2. วัตถุประสงคข์องโครงการวิจัย 

1.  เพ่ือศึกษาสารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดในการลดการเกาะจบัของผลึก COM กับ

เซลลเ์พาะเลีย้งทอ่ไตสว่นปลาย MDCK และลดการเกิด oxidative stresses 

2.  เพ่ือศึกษาสารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดในการลดการสรา้ง MCP-1 chemokine 

จากเซลลท์อ่ไตสว่นปลาย MDCK ท่ีมีการเกาะจบัของผลกึ COM 

3.  เพ่ือศึกษาสารสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังข์หยดในการลดการอักเสบ ของ human 

macrophage cell line U937 ท่ีมีการเกาะจบัของผลึก COM ในการสรา้ง tumor necrosis factor และ IL-

1 inflammatory cytokines 

 

 

 

 



 

 

3.  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจยัในครัง้นีเ้ป็นการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดท่ีมี

สารตา้นอนมุลูอิสระจ านวนมากในการลดการเกาะจบัของผลึก COM กบัเซลลท์อ่ไตสว่นปลาย MDCK ซึ่ง

เป็นขัน้ตอนวิกฤตของการเกิดนิ่วในไต ทดสอบความสามารถในการลดจ านวนเซลลต์ายจากพิษของผลึก

ดว้ยวิธี MTS cell proliferation assay ท าการศึกษาความสามารถในการลดการอักเสบโดยศึกษาการ

แสดงออกของ MCP-1 chemokine ท่ีเป็นไซโตไคนส์  าคญัในการเรียกเม็ดเลือดขาวมายงับริเวณท่ีมีการคั่ง

สะสมของผลึกท่ีก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพ และศกึษาความสามารถของสารสกัดในการลดการสรา้งและหลั่ง 

inflammatory cytokines ได้แก่  Tumor necrosis factor และ IL-1 ของ human macrophage cell line 

U937 ท่ีมีการเกาะจบัของผลกึ COM ดว้ยวิธี PCR และ ELISA    

 

4. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย          
การศึกษาในครัง้นีมี้จุดมุ่งหมายหลักคือ มุ่งเน้นท่ีจะศึกษาความสามารถของสารสกัดจากขา้ว

เหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดทีมีสารตา้นอนุมูลอิสระจ านวนมากและมีความสามารถในการต่อตา้น

อนุมูลอิสระในการลดหรือยบัยัง้กลไกการเกิดนิ่วในไต ไดแ้ก่ ลดการจบัของผลึกนิ่ว  COM กับเซลลท์่อไต

ส่วนปลาย ซึ่งเป็นขัน้ตอนวิกฤติของการสะสมใหเ้กิดกอ้นนิ่วขนาดใหญ่ขึน้และก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพ โดย

ผลึก COM จะเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิดการสรา้งอนุมูลอิสระจ านวนมาก เซลลท์่อไตสรา้งและหลั่ง MCP-1 

เพ่ือเรียกเม็ดเลือดขาวมายงับริเวณท่ีมีการสะสมของผลึก ส่งเสริมใหเ้กิดพยาธิสภาพของโรคท่ีรุนแรง โดย

เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจเขา้มาเพ่ือก าจดัและท าลายจะสรา้งและหลั่งไซโตไคนท่ี์ส่งเสรมิการอกัเสบ 

ไดแ้ก่  tumor necrosis factor และ IL-1 โดยสง่เสรมิใหเ้กิดพยาธิสภาพท่ีรุนแรงขึน้ 

สารสกัดจากขา้วนั้นพบว่ามีสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีส าคัญ ไดแ้ก่  วิตามินอี, แกมม่าออริไซนอล, 

ฟลาโวนอยดแ์ละ anthocyanins เป็นตน้ ซึ่งหากสารสกัดจากขา้วเหนียวด าสามารถลดการอักเสบและ

ปอ้งกนัการเกิดนิ่วในไตได ้อาจเป็นนิมิตหมายท่ีดีในการน าสารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัข์

หยดไปพฒันาตอ่ยอดเพ่ือใชใ้นการรกัษาหรืออาจพฒันาเป็นอาหารเสรมิบ ารุงรา่งกายตอ่ไปในอนาคต 

 
   



 

 

บทที ่2 

เอกสารประกอบการท าวิจัย 

 

กลไกการเกิดโรคน่ิวในไต 

 กลไกการเกิดนิ่ วในไตอธิบายโดย Free particle model (1) ว่าเริ่มมาจากการตกผลึกของ

แคลเซียมกับออกซาเลตไอออน (Nucleation) ท่ีมีความเขม้ขน้สูงแบบยิ่งยวด (Supersaturation) บริเวณ

ท่อไตส่วนปลาย Distal collecting duct เพราะเป็นบริเวณท่ีมีการดูดน า้กลับของหน่วยไต โดย nuclei ท่ี

เกิดขึน้นั้นมีแนวโน้มท่ีจะโตขึน้  (Growth) และจับกลุ่มกัน (Aggregation) ในสภาวะ hypertonic ของ 

tubular fluid ซึ่งจะไปจับกับผิวเซลล์ (Adhesion) ติดอยู่ในส่วนท่ีแคบของท่อไตท าให้ไม่สามารถหลุด

ออกไปกบัปัสสาวะได ้เม่ือคริสตลัจบักบัผิวเซลลแ์ลว้ยงัคงโตต่อไปเรื่อยๆ จนกลายเป็นกอ้นนิ่วขนาดใหญ่

อดุกัน้ทางเดนิปัสสาวะท าใหผู้ป่้วยปัสสาวะตดิขดัหรือปัสสาวะไมอ่อก (2, 3)  

 Schulz  และคณะ อธิบายไวว้่า โดยปกติ Tubular fluid จะใชเ้วลาในการไหลผ่านหน่วยไตใน

เวลา 3-4 นาที ซึ่งมีโอกาสนอ้ยมากท่ีผลึกคริสตลัจะโตพอท่ีจะอดุตนัทางเดินปัสสาวะได ้ดงันัน้การคั่งของ

ผลึกคริสตลัในระบบทางเดินปัสสาวะน่าจะเกิดจากในท่อไตมี dead zones คือบริเวณท่ีท าใหก้ารไหลของ 

tubular fluid ชา้ลง เช่นบริเวณส่วนโคง้งอของท่อไต (4, 5) หรืออาจเกิดจากโครงสรา้งของหน่วยไตบริเวณ

ท่ีเป็น sharp twists คือสว่น V-turns หรือ Z-turns (6) 

ลักษณะและคุณสมบัตขิองผลึกแคลเซียมออกซาเลต 

 กอ้นนิ่วท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วย ประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นผลึกครสิตลั 80 เปอรเ์ซนต ์อีก 2-5 เปอรเ์ซนต์

เป็น Organic matrices ท่ีแทรกอยู่ในเนือ้ผลึก ประกอบดว้ยโปรตีน ไขมัน ไกลโคอะมิโนไกลแคนและแร่

ธาตุ (7) ผลึกคริสตัลท่ีพบในก้อนนิ่วมากท่ีสุดคือ แคลเซียมออกซาเลต (CaOx) โดยปกติผลึก CaOx มี

โครงสรา้งสามแบบตามปริมาณโมเลกุลของน า้ท่ีมีอยู่ในโมเลกุล ได้แก่ ชนิดโมโนไฮเดรต (COM หรือ 

whewellite) ซึ่งมีรูปร่างหกเหล่ียม, ชนิดไดไฮเดรต (COD หรือ weddellite) มีรูปร่างเป็นพีระมิดสองอัน

ประกบกัน, และชนิดไตรไฮเดรต (COT or caoxite) มีรูปรา่งคลา้ยเข็ม (8) (ภาพที่ 2.1) COM เป็นผลึกท่ี

พบในกอ้นนิ่วมากท่ีสดุและพบมากในปัสสาวะของผูป่้วย ในขณะท่ีผลึก COD มกัจะพบในปัสสาวะของคน

ปกติและแทบจะไม่พบผลึก COT ในกอ้นนิ่วหรือในปัสสาวะเลย ผลึก COM นัน้มีความคงตวัมากท่ีสุดใน

สภาวะท่ีมี Stone inhibitors เช่นในปัสสาวะของคนปกติ ผลึก COM จะถูกเหน่ียวน าใหเ้ปล่ียนรูปร่างไป



 

 

เป็นผลึก COD ซึ่งมีความรุนแรงในการก่อโรคนอ้ยกว่า (9) ดงัจะเห็นไดจ้ากคุณสมบตัิในการยึดจับของ

ผลกึครสิตลั 

 

 

ภาพที ่2.1 ภาพจากกลอ้งจลุทรรศนแ์สดงรูปรา่งผลกึแคลเซียมออกซาเลต A. ชนิดโมโนไฮเดรต รูปรา่งหก

เหล่ียม (Hexagonal) B. ชนิดไดไฮเดรต มีรูปรา่งเป็นพีระมิดสองอนัประกบกนั (tetragonal bipyramidal) 

และ C. ชนิดไตรไฮเดรต มีรูปรา่งคลา้ยเข็ม (needle) (10) 

 จากการวัดความสามารถในการยึดจับ  (Adsorptive capabilities) ของผลึกคริสตัลด้วยวิธี 

Atomic force microscopy พบว่าผลึก COM มีความแรงในการยึดจับ  (Adhesion force) สูงกว่าผลึก 

COD ถึง 15 เทา่ (11) ทัง้นีเ้น่ืองมาจากการเรียงตวัของแคลเซียมและออกซาเลตไอออนบนผิวหนา้ของผลึก

ท่ีแตกต่างกัน ซึ่งเป็นเหตุผลส าคญัสนับสนุนว่าผลึก COM นัน้มีความรุนแรงในการก่อโรคนิ่วในไต โดย 

COM สามารถจับกับโมเลกุลบนผิวเซลลเ์ย่ือบุท่อไตดว้ย adhesion force มากกว่า COD จากการศึกษา

พบว่าผลึกคริสตลันัน้มีประจุบวกของแคลเซียมไอออนท่ีผิวหนา้ซึ่งสามารถ interact กับโมเลกุลในระบบ

ทางเดินปัสสาวะท่ีแสดงประจุลบ (Anionic molecule) ได้แก่  โปรตีน ท่ี มี  acidic amino acids เช่น 

aspartic acid (Asp) และ glutamic acid (Glu) หลายโมเลกุล หรือโมเลกุลท่ีมีหมู่ phosphate, sulfate, 

sulfonate, carboxylate-enriched polysaccharides และ phospholipids (12, 13) ผลึกคริสตลัมีการจับ

กับโมเลกุลบนผิวเซลล์อย่างจ าเพาะ  ได้แก่ ไฮยารูโรแนน, CD44, Osteopontin (OPN), Annexin II, 

Nucleolin-related protein, Phosphatidylserine แ ล ะ  Sialic acid-containing glycoprotein เ ป็ น ต้ น 

(14-18) ดงัใน ภาพที่ 2.2 เม่ือน าชิน้เนือ้ไตของหนทูดลองท่ีถกูเหน่ียวน าใหเ้ป็นนิ่วในไตมายอ้มดว้ยเทคนิค 

immunohistochemistry จะเห็นว่าท่ีบริเวณ distal collecting duct มีการเกาะจบัของผลึก CaOx  กับไฮ

ยาลโูรแนนและ CD44 โมเลกลุ 



 

 

 

ภาพที่ 2.2 ภาพแสดงการยึดจับของผลึก CaOx กับโมเลกุลบนผิวเซลล ์distal collecting duct ของหนู
ทดลองท่ีถกูเหน่ียวน าใหเ้ป็นนิ่วในไต A. ไฮยาลโูรแนน B. CD44 โมเลกลุ (19) 

Modulators ของการเกิดผลึก CaOx  

 การเกิดนิ่วในไตนัน้เกิดไดจ้ากหลายปัจจัย ไดแ้ก่  โครงสรา้งของไตผิดปกติท าให้การไหลของ 

Tubular fluid ไม่ดี ง่ายตอ่การคั่งของผลึกครสิตลั, การทานอาหารท่ีมีออกซาเลตไอออนสงู, อากาศรอ้นท า

ให้ปัสสาวะมีความเข้มข้นมากส่งเสริมการตกผลึก, ความผิดปกติทางพันธุกรรม เช่น primary 

hyperoxaluria, primary calciuria, renal tubular acidosis เป็นตน้ (20) อย่างไรก็ตาม มีการศึกษาพบว่า

ในปัสสาวะนัน้มีโมเลกุลท่ีเรียกว่า Stone modulators แบ่งออกเป็น Stone promoters คือโมเลกุลท่ีช่วย

ส่งเสริมการเกิดนิ่ว โดยส่งเสริมใหมี้การตกผลึกคริสตลัหรือส่งเสริมการ  growth หรือ aggregation หรือ 

adhesion อีกกลุ่มหนึ่งคือ Stone inhibitors คือโมเลกุลท่ีช่วยยับยัง้กระบวนการเกิดนิ่ว ไดแ้ก่ ยบัยัง้การ

เกิดผลึกคริสตัลหรือยับยั้งการ  growth หรือ  aggregation หรือ  adhesion รวมทั้งท าให้ เกิดการ 

transformation ของผลึกจาก COM ไปเป็น COD ท่ีมีความรุนแรงนอ้ยกว่า มีการศกึษาพบว่าผูป่้วยโรคนิ่ว

ในไตนั้นมีการแสดงออกของ stone inhibitors น้อยกว่าคนปกติ ท าให้เกิดการตกผลึกจ านวนมากและ

พฒันากลายเป็นโรคนิ่ว โดยโมเลกลุท่ีจดัเป็น stone promoters ส  าคญั ไดแ้ก่ calcium และ oxalate ions 

ซึ่งหากมีปรมิาณสงู จะท าใหโ้อกาสเกิดการตกผลกึสงูขึน้ตามไปดว้ย (21, 22) 

โมเลกุล Stone inhibitors นั้นมักมีประจุลบเพ่ือจะ interact กับผลึกคริสตัลท่ีมีประจุบวกท่ี

ผิวหนา้ ตวัอย่างโมเลกุลท่ีพบในปัสสาวะของคนปกติคือ 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 เป็นไกลโคโปรตีน สามารถ

ยับยั้งการเกิด nucleation, growth, aggregation และ adhesion ได้ citrate, OPN และ Bikunin จับบน

ผิวผลึก COM และป้องกันการ adhesion ของผลึกกับเซลลท์่อไต (31-33) บางโมเลกุลมีบทบาทเป็นทั้ง 

promoter และ inhibitor ขึน้กับระยะของการเกิดนิ่วในไต เช่น  THP ยับยัง้การ aggregation แต่ส่งเสริม

  



 

 

การเกิด adhesion เป็นตน้ (34) และมีรายงานว่า Cell membranes ของ MDCK สามารถยับยัง้ crystal 

growth แตส่ง่เสรมิ crystal aggregation (35)  

การตอบสนองของเซลลเ์ยือ่บุท่อไตในภาวะทีม่ีการเกาะจับของผลึก CaOx  

 การจบัของผลกึ COM กบัเซลลเ์ย่ือบทุ่อไตนัน้เป็นขัน้ตอนวิกฤตท่ีจะน าไปสู่การแสดงอาการของ

โรคนิ่ วในไต (36) โดยเม่ือเกิดการยึดจับของผลึก COM กับเซลล์นั้น ผลึกจะถูก internalized ผ่าน

กระบวนการ endocytosis และถูกย่อยด้วยเอนไซม์ภายในถุง endolysosome (37, 38) ผลึกบางส่วน

สามารถผ่าน renal epithelial layer โดยกระบวนการ transcytosis หรือ exotubulosis ท าให้เกิดการคั่ง

สะสมของผลึก  ตวัผลึกมีความเป็นพิษตอ่เซลล ์จากผลการศกึษาทัง้ In vitro และ In vivo พบวา่ท าให ้cell 

damage มีการเสียสภาพของ  Cell membrane (39) เกิดการรั่ วไหลของ Cytosolic enzymes ออกสู่

ภายนอก ได้แก่ lactate dehydrogenase (LDH), GGTP and N-acetyl-glucosaminidase (NAG) และ 

lysozyme เป็นตน้ (40) อีกทัง้พบว่าผลึกคริสตลันัน้เหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิดภาวะเครียด (oxidative stress) 

เน่ืองจากมีการสรา้งอนุมูลอิสระจ านวนมากภายในเซลล ์ไดแ้ก่ reactive oxygen species (ROS) ไดแ้ก่ 

superoxide (O2•−) และ hydrogen peroxide (H2O2) เป็นตน้ (41) โดยอนุมูลอิสระเหล่านีจ้ะท าใหเ้กิด

การถูกท าลายของโมเลกุล Phospholipids ซึ่งเป็นองคป์ระกอบหลกัท่ีส าคญัของ Cell membrane เรียก

กระบวนการนีว้่า Lipid peroxidation สังเกตจากปริมาณ 8-isoprostane (8-IP) ท่ีเพิ่มขึน้ (42, 43) และ

เกิดการ flip flop ของ cell membrane ท าให้เซลล์เสียหายและเกิด apoptosis นอกจากนีพ้บว่าอนุมูล

อิสระเป็น  mediator เหน่ียวน าหลาย Signal transduction pathway เช่น protein kinase C (PKC), c-

Jun N-terminal kinase (JNK) (44), p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) (45) ส่งผลให้

สรีรวิทยาของเซลลมี์การเปล่ียนแปลง มีการกระตุน้ Transcription factors ไดแ้ก่ NF-κB และ activated 

protein-1 (AP-1) ท าให้มีการแสดงออกของยีนและโปรตีนบางตวัเพิ่มขึน้ เช่น  Immediate early genes 

(เช่น c-myc และ egr-1), osteopontin, bikunin และ clusterin เป็นตน้ (40) การเกาะจบัของผลึกคริสตลั 

COM ยัง เห น่ียวน าให้ เซลล์มี การสร้างและหลั่ ง  Inflammatory mediators ได้แก่  Cytokines และ 

Chemokines หลายชนิด ท่ีส  าคัญคือ  monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) ท าหน้าท่ีเรียก

เม็ดเลือดขาว Monocytes และ Macrophages จ านวนมากใหเ้คล่ือนท่ีมายังบริเวณท่ีมีการเกาะจบัของ

ผลึกคริสตลัท าใหบ้ริเวณนัน้เกิดการอกัเสบส่งเสรมิการเกิดโรคใหรุ้นแรงขึน้ (46) โมเดลการตอบสนองของ

เซลลเ์ย่ือบทุอ่ไตตอ่การเกิด oxidative stresses ท่ีเกิดจากการเหน่ียวน าดว้ยผลึก COM อธิบายใน ภาพที ่

2.3 



 

 

นอกจากนี ้ยงัมีการศกึษาการตอบสนองของเซลลเ์ย่ือบทุอ่ไตท่ีมีการเปล่ียนแปลงในภาวะท่ีมีการ

เกาะจับของผลึก COM ด้วยเทคนิค highthrougput คือ 2-DE analysis พบว่ามีการเปล่ียนแปลงของ

โปรตีนจ านวนมากนอกเหนือจากท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ ซึ่งมีบทบาทการท างานท่ีหลากหลาย ยกตวัอย่างเช่น 

โปรตีนโครงสร้างของเซลล์, เอนไซม์ในขบวนการเมตาบอลิซึ่ม , chaperones, โปรตีน ท่ีควบคุม 

transcription และ translation, โปรตีน ท่ี เก่ียวข้องกับ  signal transduction, โปรตีน ท่ี เก่ียวข้องกับ

กระบวนการสรา้งและท าลายโปรตีนภายในเซลล ์เป็นตน้ ซึ่งบทบาทของโปรตีนในกลไกการเกิดโรคนิ่วนัน้

ยงัไมท่ราบแนช่ดั (47-49) 

 

ภาพที่ 2.3  แสดง Proposed model การตอบสนองของเซลลเ์ย่ือบุท่อไตตอ่การเกิด oxidative stresses 

ท่ีเกิดจากการเหน่ียวน าดว้ยภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของออกซาเลตไอออนในระดบัสงูหรือเหน่ียวน าดว้ยผลึก 
CaOx หรือจาก mechanical stress อันเกิดจากการคั่งของผลึกคริสตัล โดยไตจะมีการผลิตโมเลกุลท่ี
ท างานใน rennin-angiotensin system ได้แก่ angiotensinogen และ angiotensin converting enzyme 
(ACE) และ renin  โดย renin นัน้ catalyzes การผลิต angiotensin I เปล่ียนไปเป็น angiotensin II (Ang 
II) โดยการท างานของ the ACE โดย Ang II ควบคุม physiological reactions หลายอย่างภายในเซลล ์
เช่นควบคมุสมดลุของน า้และเกลือแร่, การหลั่ง aldosterone, ควบคมุความดนัเลือด นอกจากนี ้Ang II ยงั
มีบทบาทเก่ียวขอ้งกับภาวะ oxidative stress โดยกระตุน้ membrane-bound NADH/NADPH oxidase 
ซึ่งท าใหเ้กิดการเพิ่มของ superoxide โดย ROS จะถกูผลิตจากการกระตุน้ของ phospholipase A2 (PLA-
2) และ neutral sphingomyelinase (N-Smase) มีผลต่อ  mitochondria ท าให้มีการสร้าง ROS และ 
cytochrome-C (Cyt-C) เพิ่มขึน้ ซึ่งท าให ้membrane potential ของไมโตคอนเดรียเสียไปและลดการสรา้ง
กลูต้าไธโอน GSH ซึ่งจะไปกระตุ้นกระบวนการของเอนไซม์ caspases ท าให้เซลล์เกิด  apoptosis 

Oxalate ions, CaOX crystal 

Renin-Angiotensin system 



 

 

นอกจากนี  ้ROS จะกระตุน้ p38MAPK signal transduction pathways ซึ่งกระตุน้ transcription factors 
NF-κB และ AP-1 ท าให้มีการแสดงออกของ immediate early genes และมีการผลิต modulators เช่น 
OPN, bikunin, α-1-microglobulin and MCP-1 เพิ่มขึน้ (40, 50) 

การศึกษาสมุนไพรทียั่บย้ังการเกิดโรคน่ิวในไต 

 ปัจจบุนันกัวิทยาศาสตรไ์ดใ้หค้วามสนใจสารสกดัจากธรรมชาตท่ีิมีประวตักิารใชใ้นการรกัษาโรค

น่ิวในไต เพ่ือน ามาทดลองหาฤทธ์ิในการรักษาหรือยับยั้งการเกิดโรคน่ิวในไต (51) Grases และคณะ

ท าการศกึษาสมนุไพรเจ็ดชนิดของยโุรป คือ นงัดง้ลา้ง (Verbena officinalis), Lithospermum officinale, 

แดนดิไลออน (Taraxacum officinale), หญ้าถอดปลอ้ง (Equisetum arvense), Arctostaphylos uva-

ursi, โกโบ ้(Arctium lappa) และ Silene saxifraga พบว่าสมุนไพรเหล่านี ้สามารถลดภาวะความเส่ียงท่ี

ส่งเสริมการเกิดนิ่วได้ เช่น  citraturia, calciuria, phosphaturia และ diuresis (51) และพบว่าสามารถ

ป้องกันการเกาะจับของผลึกท่ีบริเวณท่อไตได ้ในหนูทดลองท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้ป็นนิ่ว (52) Atmani และ 

Khan ศึกษาสารสกัดจากตน้ Herniaria hirsute พบว่าสารสกัดส่งเสริมการตกผลึกของคริสตลั  แต่ผลึกท่ี

เกิดขึน้นัน้มีขนาดเล็กและเป็นชนิด COD ซึ่งไม่มีความรุนแรงในการก่อโรค และพบว่าในสารสกดันัน้มีสาร

ท่ีสามารถยับยัง้การ aggregation ของผลึกคริสตัลได ้(53, 54) Barros และคณะท าการศึกษาสารสกัด

จากตน้ลูกใตใ้บ (Phyllantus niruri) พบว่าสารสกดัสามารถยบัยัง้ crystal growth และ aggregation และ

ยับยั้ง endocytosis ของผลึกคริสตัลเข้าสู่เซลล์ (55) Al-Ghamdi และคณะท าการศึกษาสารสกัดจาก

ตะไคร ้โดยใหห้นูทดลองท่ีเกิด oxalate nephrotoxicity ด่ืมสารสกัดพบว่าอาการดีขึน้ในขณะท่ีหนูท่ีไม่ได้

ด่ืมสารสกดันัน้ตาย โดยสารสกดัจากตะไคร ้(Cymbopogon schoenanthus) นัน้มีฤทธ์ิในการขบัปัสสาวะ 

(56) Woottisin และคณะ ศึกษาพบว่าสารสกัดกระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa) ช่วยลดปริมาณของ 

oxalate ในซีรัมของหนูทดลองท่ีมีภาวะ hyperoxaluria ได้ และพบว่าสารสกัดลูกใต้ใบ (Phyllanthus 

amarus) ช่วยเพิ่มปริมาณของ citrate ท่ีท าหนา้ท่ี stone inhibitor ในปัสสาวะของหนูทดลองได ้และเม่ือ

ท าการตดัชิน้เนือ้บริเวณทอ่ไตของหนทูดลองมาตรวจดกูารเกิดนิ่วพบว่าสารสกดักระเจี๊ยบแดงและลกูใตใ้บ

นัน้สามารถลดการเกาะจับของผลึกคริสตลัท่ีเกิดขึน้กับเซลลท์่อไตไดเ้ม่ือเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม (57) 

Akanae และคณะศกึษาสารสกดัจากหญา้หนวดแมว (Orthosiphon grandiflorum) พบวา่สามารถลดการ

บาดเจ็บของเซลลจ์ากความเป็นพิษของ oxalate และยบัยัง้การคั่งของผลึกท่ีท่อไตของหนูทดลองได้ (58) 

การเกิดนิ่ วในไตนั้นสามารถป้องกันได้เช่นกัน หากเพิ่ มปริมาณ  Stone inhibitors ในปัสสาวะได ้



 

 

ตวัอย่างเชน่ การเพิ่มปรมิาณ Citrate excretion โดยใหผู้ป่้วยด่ืมน า้ผลไมท่ี้มี citrus เช่น น า้มะนาว น า้สม้, 

น า้มะเขือเทศสด (59, 60) 

ส าหรบัการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัจากขา้วตอ่กลไกในการก่อโรคนิ่วในไตนัน้มีนอ้ยมาก อย่างไร

ก็ตามมีรายงานวา่ส่วนของร  าขา้ว (Rice bran) ซึ่งมีคณุคา่ทางอาหารสงูและมีสารตา้นอนมุลูอิสระท่ีส าคญั 

เช่น วิตามินบี  วิตามินอี, Tocopherol, Tocotrienol และ Gamma-oryzanol สามารถป้องกันการเกิด

โรคมะเร็ง, hyperlipidemia, fatty liver, ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสูง (hypercalciuria), โรคนิ่วในไต และ

โรคหัวใจได้ (61) โดยพบว่าร  าข้าวสามารถลดการเกิดนิ่วแคลเซียมออกซาเลตซ า้ในผู้ป่วยท่ีมีภาวะ 

hypercalciuria และลด calcium excretion ในปัสสาวะได ้(62, 63) ส  าหรบัขา้วเหนียวด านัน้มีสีม่วงแดง

ของ Anthocyanin pigments เป็นเอกลักษณ์ มีสารอาหารและมีสารต้านอนุมูลอิสระในปริมาณสูง 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งคือมี Anthocyanin สูงกว่าข้าวด าและขา้วแดง (64) ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นสารตา้นอนุมูล

อิสระท่ีส าคัญ มีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบ ต้านมะเร็ง ลดระดับไขมันในเลือด และ hypoglycemic 

effects (65-72) 

อย่างไรก็ตาม ยงัไม่มีรายงานการศึกษาถึงความสามารถของสารสกัดจากขา้วเหนียวด าในการ

ลดหรือยบัยัง้กลไกการเกิดโรคนิ่วในไตมาก่อน การศกึษาในครัง้นีจ้ึงเป็นครัง้แรก โดยศกึษาความสามารถ

ในการยับยั้ง การเติบโต การเกาะกลุ่ม และการยึดจับของผลึกกับเซลลท์่อไตส่วนปลาย MDCK และ

ความสามารถในการปอ้งกนัการเกิดนิ่วในไตของหนทูดลองท่ีถกูเหน่ียวน าใหเ้ป็นโรคนิ่วในไตอีกดว้ย 

 

ข้าวและพันธุข้์าว  

ขา้วเป็นอาหารหลักของประชากรไทย สามารถปลูกขึน้ไดง้่ายมีความทนทานต่อทุกสภาพภูมิ

ประเทศจากการศึกษาของนกัโบราณคดีพบว่า ประเทศจีน คือ แหล่งก าเนิดของการปลกูขา้ว เพราะไดพ้บ

รอ่งรอยของขา้วป่าท่ีมีอายถุึง 16,000 ปี และขา้วท่ีปลกูอายกุว่า 9,000 ปี สายพนัธุข์องพืชตระกลูขา้วท่ีมีอยู่

บนโลกนีมี้มากถึง 120,000 สายพนัธุ ์แตพ่นัธุท่ี์รูจ้กัและน ามาปลกูสามารถแบง่ออกไดเ้ป็น 2 ชนิดคือ Oryza 

Savita ท่ีนิยมเพาะปลูกในทวีปเอเชีย และ Oryza glaberrina ท่ีนิยมเพาะปลูก ในทวีปแอฟริกา แต่ขา้วท่ี

ปลกูและซือ้ขายกันในตลาดโลกเกือบทัง้หมดจะเป็นขา้วจากทวีปเอเชีย แบ่งเป็น 3 กลุ่มตามลกัษณะและ

พืน้ท่ีปลกูไดด้งันี ้

1. ขา้วอินดกิา (Indica) หรือขา้วเจา้ 



 

 

เป็นข้าวท่ีมีลักษณะเม็ดเรียวยาวรี ล  าตน้สูง คน้พบครัง้แรกในประเทศอินเดีย เป็นข้าวท่ีนิยม

เพาะปลูกในทวีปเอเชียเขตมรสุม ตัง้แต่ จีน เวียดนาม ฟิลิปปินส ์ไทย อินโดนีเซีย ไปจนถึงอินเดียและศรี

ลงักา ต่อมาแพร่ขยายเพาะปลูกในทวีปอเมริกา ในเมืองไทยนิยมเพาะปลูกขา้วอินดิกานบริเวณท่ีราบลุ่ม

ตอนใตข้องแม่น า้เจา้พระยา ซึ่งคนไทยสมยันัน้เรียกขา้วอินดิกาท่ีมาจากตา่งประเทศว่า “ขา้วของเจา้” แลว้

เรียกกนัสัน้ลงเหลือเพียง "ขา้วเจา้" มาถึงทกุวนันี ้ 

2. ขา้วจาปอนิกา (Japonica) 

ขา้วเหนียวเมล็ดป้อม กลมรี มีแหล่งก าเนิดจากทางภาคเหนือ แลว้ผ่านมาทางลุ่มแม่น า้โขง ใน

สมยัก่อนพทุธศตวรรษท่ี 20 หลงัจากนัน้ลดจ านวนลงไปแพรห่ลาย ในเขตอบอุน่ท่ีญ่ีปุ่ น เกาหลี รสัเซีย ยโุรป 

และอเมรกิา 

3. ขา้วจาวานิกา (Javanica) 

ขา้วลกัษณะเมล็ดป้อมใหญ่สนันิษฐานว่า เป็นขา้วพนัธุผ์สม ระหว่าง ขา้วอินดิกาและจาปอนิกา 

นิยมเพาะปลูกใน อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส ์ไตห้วัน หมู่เกาะริวกิว และญ่ีปุ่ น แต่ไม่ค่อยไดร้บัความนิยมนัก

เพราะใหผ้ลผลิตต ่า ประเทศต่างๆในโลกต่างก็มีการพัฒนาสายพันธุข์า้วใหม่ เพิ่มพืน้ท่ีการเพาะปลูกขา้ว

และวิธีการปลูกข้าวให้ได้ปริมาณผลผลิตเพิ่มขึน้ในขณะท่ีต านานเก่ียวกับข้าวของแต่ละชาติต่างก็มี

ประวตัศิาสตรอ์นัยาวนาน 

 

การจ าแนกอนุกรมวิธานของข้าว (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 



 

 

คุณลักษณะของข้าว 

ขา้วจดัเป็นพืชลม้ลกุตระกลูหญา้ สกลุ Oryza สามารถเจริญเติบโตไดใ้นพืน้ท่ีท่ีมีระดบัน า้สงูกว่า 4 

เมตร หรือไม่ตอ้งมีน า้ขงั ขา้วท่ีปลกูในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นชนิด Oryza sativa ชนิดย่อย indica เมล็ด

ขา้วประกอบดว้ย (ภาพที ่2.4) 

1. เปลือกหุม้เมล็ดหรือแกลบ (Husk) คือ เปลือกสว่นภายนอกสดุท่ีหอ่หุม้เมล็ดขา้ว ประกอบไปดว้ย 

โปรตีน ไขมนั เสน้ใย คารโ์บไฮเดรต เถา้ สารซิลิกา แคลเซียม ฟอสฟอรสั ลิกนิน เซลลูโลส เพนโตแซน เฮมิ

เซลลโูลส และอ่ืนๆ 

 2. เมล็ดขา้ว ประกอบดว้ย จมกูขา้ว (Embryo หรือ Germ) ร  าขา้ว และเมล็ดขา้วสาร (Endosperm) 

เม่ือน าขา้วกลอ้งมาขดัเอาผิวออกจะไดร้  าหยาบและจมกูขา้ว (5–8%), ร  าละเอียดและจมกูขา้ว (2–3%) และ

เมล็ดขา้วสาร (60-73%)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.4  ลกัษณะและองคป์ระกอบของเมล็ดขา้ว 

 

ส่วนประกอบของเมล็ดข้าว 

1. คารโ์บไฮเดรตหรือแป้งขา้ว (Starch) ขา้วจะมีแป้งอยู่ 90% ของน า้หนักแหง้ อยู่ชั้นในสุดของ

เมล็ด แปง้ในเมล็ดขา้วมี 2 ชนิด คือ  

  - อะไมโลส (amylose) เป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อกันของกลูโคส

จ านวนมากเป็นสายยาวดว้ยพันธะ α-1,4- glycosidic bond โดยพบว่าในขา้วเหนียวจะมีอะไมโลสอยู่

ประมาณ 0-2% ท่ีเหลือเป็นอะไมโลเพคทิน ส่วนขา้วเจา้นัน้จะมีอะไมโลสมากกว่าประมาณ 7-33% ของ

น า้หนกัขา้วสาร 

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


 

 

- อะไมโลเพคทิน (amylopectin) เป็นสารประกอบเชิงซอ้นท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อกันของ

กลูโคสเป็นสายยาวด้วยพันธะ α  -1,4- glycosidic bond และมีการแตกก่ิงสาขาด้วยพันธะ α  -1,6- 

glycosidic bond  

 2. โปรตีน เมล็ดข้าวมีส่วนประกอบของโปรตีนอยู่ประมาณ 9.5% เป็นอันดับสองรองจากแป้ง 

ปรมิาณโปรตีนท่ีพบในเมล็ดขา้วมีความแปรปรวนขึน้อยู่กบัสถานท่ีปลกู และสภาพแวดลอ้ม โปรตีนในเมล็ด

ขา้วสามารถแบง่เป็น 4 ชนิดตามคณุสมบตัใินการละลายไดแ้ก่  

-  อลับลมูิน (Alblumin) มีคณุสมบตัลิะลายไดใ้นน า้ (Water soluble protein)  

- โก ลบู ลิ น  (Globulin) มี คุณ สมบั ติ ล ะล าย ได้ ใน น ้ า เก ลื อ  (Salt soluble protein)  

-  โปรลามิน (Prolamin) มีคณุสมบตัลิะลายไดใ้นแอลกอฮอล ์(Alcohol soluble protein)  

-  กลเูตลลิน (Glutelin) มีคณุสมบตัลิะลายไดใ้นกรดหรือดา่ง  

3.  ไขมนั ไขมนัท่ีอยู่ในเมล็ดขา้วมกัจะอยู่ในสภาพเป็นหยดไขมนัเล็ก ๆ ขนาดเล็กกว่า 1.5 ไมครอน

อยู่บริเวณเย่ือหุม้ผิวเมล็ด (ร  าหยาบและร  าละเอียด) และจมูกขา้ว เมล็ดขา้วมีไขมนั 1.6–2.8 % ไขมนัท่ีได้

จากข้าว เป็ น ไขมัน ชนิ ด ท่ี มี คุณ ภ าพ ดี  มี ก รด ไขมัน อ่ิมตัว  18% กรด ไขมัน ไม่ อ่ิ ม ตัว เชิ ง เด่ี ย ว 

(Monounsaturated Fatty Acid: MUFA) 45% กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน (Polyunsaturated Fatty Acid: 

PUFA) 37% น า้มนัร  าขา้วเหมาะส าหรบัผูท่ี้ตอ้งการลดคอเลสเตอรอลท่ีไม่ดี (LDL-C) เพราะมีปริมาณกรด

ไขมันไม่อ่ิมตัวสูง (Linoleic acid,Oleic acid และ Palmitic acid) มีสาร -oryzanol ช่วยในการควบคุม

ระดบัคอเลสเตอรอลในเสน้เลือด 

 4.  สารตา้นอนุมลูอิสระส าคญัท่ีอยู่ในเมล็ดขา้ว ไดแ้ก่ -oryzanol โทโคฟีรอล (Tocopherol) โทโค

ไตรอีนอล (Tocotrienol) และ anthocyanin 

จากการวิจยัเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการของขา้ว พบว่า ขา้วเหนียวด ามีปริมาณโปรตีนสูง

ท่ีสุด และมีปริมาณไขมนัต ่าท่ีสุด ขา้วจา้วสงัขห์ยดพทัลุงมีปริมาณสงักะสีสูงท่ีสุด และใหพ้ลงังานต ่าท่ีสุด  

(ผาณิต รุจิรพิสิฐ และคณะ, 2555)  

 

ชนิดของข้าว 

ขา้วสามารถแบง่ตามองคป์ระกอบทางเคมีในเมล็ดขา้วสารได ้2 ชนิด (ธญัพืช, 2543) คือ  

1. ข้าวจ้าว ประกอบดว้ยแปง้ประมาณ 90 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งแป้งมีองคป์ระกอบสองส่วนคือ amylose 

เป็นโพลิเมอรข์อง D-glucose ท่ีต่อกนัเป็น linear chain และ amylopectin เป็นโพลิเมอรข์อง D-glucose ท่ี



 

 

ต่อกันเป็น branch chian โดยในข้าวเจ้าจะมี amylose ประมาณ   20-30 เปอรเ์ซ็นต ์และ amylopectin 

ประมาณ 70-80 เปอรเ์ซ็นต ์ 

2. ข้าวเหนียว ประกอบดว้ย amylopectin สูงประมาณ 95 เปอรเ์ซ็นต ์และมี amylose นอ้ยมาก 

ซึ่งขา้วเหนียวมีอยู่ดว้ยกนัหลายสายพนัธุ์ แตท่ี่คนส่วนใหญ่รูจ้กัและนิยมบริโภคมีอยู่สองสี คือ ขา้วเหนียวท่ี

มีสีขาว และข้าวเหนียวด า ประโยชน์ของข้าวเหนียวนอกจากจะมีประโยชน์ทางด้านอาหารแล้ว ยังมี

ประโยชน์ต่อร่างกายด้วย เช่น บ ารุงร่างกาย  ช่วยขับลมในร่างกาย สรา้งสารอาหาร เสริมสมรรถภาพ

กระเพาะอาหาร และบ ารุงผิวพรรณ (คณุคา่ของขา้วเหนียว, 2554) 

 

การศึกษางานวิจัยเกี่ยวกับข้าว 

ขา้วท่ีมีสารอาหารอยู่ครบถว้น (ตารางที่ 2.1) ตอ้งเป็นขา้วกลอ้งท่ีมีจมกูขา้วและร  าขา้วติดอยู่รอบ

เมล็ดในปริมาณท่ีมาก มีรายงานการวิจยัฤทธ์ิการตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของขา้วขาว ขา้วกลอ้ง และขา้ว

กลอ้งงอกในหนท่ีูถกูเหน่ียวน าใหเ้ป็นโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 พบว่าขา้วกลอ้งและขา้วกลอ้งงอกสามารถปรบั

ระดบัของภาวะน า้ตาลในเลือดสูง ภาวะ serum creatinine และมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระไดดี้กว่าใน

ขา้วขาว (Imam et al., 2012) จากการศึกษาของไมตรี สุทธจิตต ์และคณะ  (คณะวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์

มหาวิทยาลยัพะเยา, 2555)   ไดท้  าการศึกษาผลิตภัณฑข์า้วกลอ้งสูตรอารซี์ชนิดผง ซึ่งประกอบดว้ย ขา้ว

กลอ้ง ขา้วกลอ้งเหนียว และขา้วมนัป ูอย่างละ 16.67% และขา้วบารเ์ลย ์ขา้วฟ่าง ขา้วสาลี ลูกเดือย ลกูบวั 

และขา้วโอ๊ต อยา่งละ 8.34% โดยใหผู้ป่้วยเบาหวานทานโดยการชง 4 ชอ้นโต๊ะ ตอ่น า้รอ้นประมาณ 250 ซีซี 

ต่อการบริโภค 1 ครัง้ ทานก่อนอาหาร 3 มือ้ ทุกวนั รวมระยะเวลา 2 เดือน พบว่าขา้วกล้องอารซี์ ช่วยให้

ผู้ป่วยเบาหวานสามารถควบคุมน า้ตาลได ้55.6% ควบคุมระดับ cholesterol ได้ 94.4% ควบคุมระดับ 

triglyceride ได ้77.8% ควบคุมระดบัของตวัส่งไขมันชนิด LDL-cholesterol ได ้44.4% และควบคุมระดบั

ของตวัส่งไขมนัชนิด HDL-cholesterol ได ้66.7% นอกจากนัน้ยงัพบว่าผูป่้วยมีคณุภาพชีวิตและสขุภาพท่ีดี

ขึน้ นอกจากนีข้า้วกลอ้งยังมีสรรพคุณในการเสริมสรา้งพลังงาน ตา้นอนุมูลอิสระจึงท าใหร้ะบบการเผา

ผลาญท างานเป็นปกติ ช่วยลดน า้หนัก ลดความเส่ียงต่อการเป็นเบาหวานชนิดท่ี 2 ตา้นมะเร็ง ลดความ

เส่ียงตอ่การเป็นนิ่วในถงุน า้ดี และโรคหอบหืด  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาท่ีพบว่าเมล็ดข้าวมีปริมาณสารประกอบฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และ

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูง ซึ่งปริมาณความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอล แอลฟา-ไรโอซา

นอล โทโคฟีรอล นั้นจะพบในปริมาณมากบริเวณส่วนชั้นนอกของเมล็ดขา้ว คือ ร  าข้าว และแกลบ ซึ่งมี



 

 

ความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระมากกว่าในส่วนของแปง้ ในเม็ดสีของขา้วยงัเป็นแหล่งส าคญัของสาร

ตา้นอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ แอนโทไซยานิน แสดงใหเ้ห็นว่าขา้วมีสีท่ีมีสารแอนโทไซยานิน จะมีคุณสมบตัิเป็น

สารตา้นอนุมูลอิสระไดดี้กว่าขา้วท่ีไม่มีสี ซึ่งจากการศึกษาแอลฟา-ไรโอซานอลจากร าขา้ว พบว่าสามารถ

จ ากัดอนุมูลอิสระ ปกป้องโปรตีนจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน และ  lipid peroxidation ในเซลล ์แบบ ex vivo 

ได ้(Shao et al., 2011)  

 

ตารางที ่2.1 แสดงปรมิาณสารอาหารในขา้วชนิดตา่งๆ 100 กรมัขา้วสาร (ดวงกมล เริ่มตระกลู, 2008)  

 

ข้าวเหนียวด า (Black sticky rice) 

 ขา้วเหนียวด า คือขา้วเหนียวท่ีมีเย่ือหุม้เมล็ดสีม่วงแดงจนถึงสีด ารวมทัง้การท่ีมีรงควตัถท่ีุปรากฏใน

ส่วนตา่ง ๆ ของตน้ขา้ว ซึ่งเป็นลกัษณะประจ าพนัธุข์องขา้วชนิดนี ้รงควตัถท่ีุมีสีส่วนใหญ่พบในส่วนของล า

ตน้ ใบ และเกือบทกุส่วนของช่อดอก ยกเวน้ embryo หรือ endosperm ลกัษณะเด่นของขา้วเหนียวด า คือ

การตดิกนัเหมือนกาวของเมล็ดขา้วท่ีสกุแลว้ และมีสารอาหารท่ีเป็นประโยชนม์ากกวา่ขา้วเหนียวขาว  

 

องคป์ระกอบ และคุณค่าทางโภชนาการของข้าวเหนียวด า (ประโยชนข์องขา้วเหนียวด า และขา้วกลอ้ง

, 2012) 

1. Omega-3 (Linolenic Acid) เป็นกรดไขมนัท่ีช่วยบ ารุงสุขภาพ ช่วยควบคมุการขนส่งสารอาหาร

ต่าง ๆ ไปทั่วร่างกาย จ าเป็นต่อการป้องกันและรกัษาโรคต่าง ๆ เช่น โรคหัวใจ และอมัพาต ลดการอกัเสบ

ของโรคไขขอ้เส่ือมรูมาตอยด ์ลดอาการปวดหวัไมเกรน และปวดประจ าเดือน เพิ่มภมูิคุม้กนัรา่งกาย และลด

ประเภท พลงังาน โปรตีน ไขมนั วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 ใยอาหาร 

(แคลอรี่) (กรมั) (กรมั) (มิลลิกรมั) (มิลลิกรมั) (กรมั) 

ขา้วเหนียว 259 8.4 1.6 0.16 0.06 0.8 

ขา้วเหนียวไมข่ดัสี 360 7.4 2.1 0.3 0.12 0.8 

ขา้วเหนียวหมกั 164 1.8 0.1 0.01 0.03 0.3 

ขา้วเจา้ขดัสี 353 6.6 1.1 0.11 0.02 0.8 

ขา้วกลอ้ง 352 7.8 3.4 0.61 0.15 3.4 

ขา้วนึ่ง 364 6.7 1 0.2 0.08 - 

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/
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/


 

 

อาการของโรคภูมิแพ ้ลดระดบั cholesterol ลดระดบั triglyceride และเพิ่ม HDL ในเลือด บ ารุงสมอง ท าให้

เกล็ดเลือดไมแ่ข็งตวัง่าย 

2. Omega-6 (Linoleic Acid) ช่วยป้องกันการเกิดโรคหัวใจ ลดการแข็งตวัของเลือด ลดอัตราการ

เกิดโรคความดนัโลหิตสงู ลดการขยายตวัของเซลลม์ะเร็ง ช่วยบ ารุงตบั ปอ้งกนัโรคสมองเส่ือมหรือโรคอลัไซ

เมอร ์ลดระดบั cholesterol และ triglyceride แตเ่พิ่มระดบั HDL ในเลือด 

3. Omega-9 (Oleic Acid) หรือ lecitin มีหนา้ท่ีส าคญัคือ ลด cholesterol โดยรวม ท าใหเ้สน้เลือด

ไม่อดุตนั ไม่เป็นโรคหวัใจ บ ารุงสมอง ช่วยใหค้วามจ าดี ไม่เป็นโรคสมองเส่ือม ไม่เป็นโรคพารกิ์นสนั และยงั

ชว่ยลดความอว้นไดดี้ดว้ย 

4. Niacin (วิ ต ามิ น บี  3 ห รื อ  Nicotinic Acid) มี ค ว าม จ า เป็ น ใน  lipid metabolism, tissue 

respiration และ glycogenolysis ดงันัน้ Nicotinic Acid ในปริมาณสูง ๆ จึงสามารถลดระดบั cholesterol 

ในเลือดได ้

5. Vitamin E (Alpha-Tocopherol) Tocopherol และ Tocotrienol เป็นสารตา้นอนมุูลอิสระ จึงช่วย

ลดภาวะเส่ียงต่อการเป็นโรคมะเร็งได ้และยงัช่วยลด cholesterol ท่ีอุดตนัในเสน้เลือด ในกลุ่มเสน้เลือดไป

เลีย้งไต กรดไขมนั ยรูกิในเลือดลดลง ลดเลือดคั่งตามเทา้ 

6. -oryzanol มีประสิทธิภาพในการลดระดับ  cholesterol และ triglyceride ทั้งในเลือดและใน

อวยัวะต่าง ๆ ท าใหห้ลอดเลือดไม่มีไขมนัอดุตนั ไม่เป็นโรคหวัใจ โรคสมองเส่ือม โรคอมัพฤกษ์ และโรคชา

ตามมือ ตามเทา้ รวมทัง้โรคหยอ่นสมรรถภาพทางเพศในชายและหญิงดว้ย 

7. Phytate คือเกลือของ phytic acid หรือ hexainositol phosphoric acid โดยธรรมชาติกรดไฟติก

จะมีความสามารถในการจบักบัสงักะสี และธาตเุหล็กสงู 

8. ธาตุเหล็ก ป้องกันโรคโลหิตจาง มีความจ าเป็นมากส าหรบัเด็กท่ีก าลงัเจริญเติบโต และสตรีมี

ครรภ ์เด็กท่ีขาดธาตเุหล็กจะมีพัฒนาการทางร่างกายลดลง สมาธิและสติปัญญาในการเรียนรูต้  ่า การจัด

ระดบัปริมาณธาตเุหล็กท่ีวิเคราะหไ์ดจ้ากเมล็ดขา้ว ถา้มีธาตเุหล็กต ่ากวา่ 10 ppm จดัว่าอยู่ในระดบัต ่า 10-

20 ppm ระดบัปานกลาง และมากกวา่ 20 ppm คือ ระดบัสงู 

9. Anthocyanin เป็นสารประกอบกลุ่ม flavonoid ท่ีประกอบไปดว้ยสาร cyanidin มีสีม่วงเขม้ และ

สาร peonidin ซึ่งมีสีชมพูอ่อน พบว่าสาร anthocyanin สามารถช่วยลดการอักเสบของเนือ้เย่ือ ช่วยลด

ไขมนัอดุตนัในเสน้เลือดท่ีหวัใจและสมอง บรรเทาโรคเบาหวาน ช่วยบ ารุงสายตา เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการ



 

 

มองเห็นเวลามองตอนกลางคืน สาร cyanidin มีประสิทธิภาพในการ antioxidation ไดดี้กว่าวิตามินอี และ

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ epidermal growth factor receptor ในเซลลม์ะเรง็ 

 

การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับข้าวเหนียวด า 

เน่ืองจากข้าวกล้องของข้าวเหนียวด ามีปริมาณสาร -oryzanol และสามารถสังเคราะห์สาร 

anthocyanin  ไดม้ากกวา่ขา้วขาว ในทางการแพทยจ์ึงไดมี้การน าคณุสมบตันีิม้าใชป้ระโยชนโ์ดย พบวา่สาร 

-oryzanol จะช่วยกระตุน้ growth Hormone ท าให้ร่างกายท างานไดมี้ประสิทธิภาพมากขึน้ ร่างกายจึง

สรา้งภูมิตา้นทานต่อโรคต่าง ๆ หรือบ าบดัอาการของโรคเรือ้รงัต่าง ๆ ดว้ยตวัเอง  โดยเฉพาะโรคท่ีเก่ียวกับ

ความเส่ือม ตา้นมะเร็ง อมัพฤกษ์ โรคหวัใจ ความดนัโลหิต ลด cholesterol เสน้เลือดตีบ โรคเก๊าท ์ไมเกรน 

ลดความเครียด ชว่ยใหน้อนหลบั แกปั้ญหาวยัทอง ปวดประจ าเดือน และสมรรถภาพเพศชาย  (ธวชัชยั แถว

ถาท า, 2547) ในตา่งประเทศไดมี้การน าสาร GABA ท่ีพบในขา้วกลอ้งงอกของขา้วเหนียวด ามาใช้ในวงการ

แพทยเ์พ่ือรกัษาโรคเก่ียวกบัประสาท เช่น โรควิตกกงัวล โรคนอนไม่หลบั และโรคลมชกั  เพราะสาร GABA  

จดัอยู่ในกลุ่มกรดโปรตีนท่ีช่วยบ ารุงเซลลป์ระสาท ท าใหส้มองเกิดการผ่อนคลายป้องกันการท าลายสมอง 

ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคสูญเสียความทรงจ าหรืออัลไซเมอร ์และสาร anthocyanin ชนิด cyanindin-3-

glucoside ท่ีพบในขา้วเหนียวด า ยงัมีคณุสมบตัิในการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของเซลลม์ะเรง็ปอด  สารสกดั

ในขา้วเหนียวด ายงัมีคณุสมบตัิชว่ยสรา้งเม็ดเลือดแดง  สรา้ง villi ในผนงัล าไสเ้ล็กท าใหร้า่งกายสามารถดดู

ซึมสารอาหารไดม้ากขึน้  ส่งผลให้ร่างกายเจริญเติบโตและแข็งแรงยิ่งขึน้ (วรนุช ศรีเจษฎารกัข,์ 2550) 

คณุคา่ทางโภชนาการขา้วเหนียวด า (หม ูภูธร, 2008) รายงานว่าใหพ้ลงังาน 361 kcal มีโปรตีน 8.20  กรมั 

ไขมัน 3 กรัม คารโ์บไฮเดรต 75.20 กรัม ไฟเบอร ์0.9 กรัม แคลเซียม 26.00 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 65 

มิลลิกรมั วิตามินบีหนึ่ง 0.04 มิลลิกรมั วิตามินบีสอง 0.83 มิลลิกรมั และไนอาซีน 0.60 มิลลิกรมั  

 นอกจากนีย้ังมีการศึกษาท่ีพบว่าเมล็ดข้าวมีปริมาณสารประกอบฟีนอล ฟลาโวนอยด ์และ

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูง ซึ่งปริมาณความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอล แอลฟา-ไรโอซา

นอล โทโคฟีรอล นัน้จะพบในปริมาณมากบริเวณส่วนชัน้นอกของเมล็ดขา้ว คือ ร  าขา้ว และแกลบ ซึ่งมี

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากกว่าในส่วนของแป้ง (เมล็ดขา้วท่ีผ่านการขดัขาว) (Butsat and 

Siriamornpun, 2011) ซึ่งในเม็ดสีของขา้วยงัเป็นแหล่งส าคญัของสารตา้นอนมุูลอิสระ ไดแ้ก่ แอนโทไซยา

นิน แสดงใหเ้ห็นวา่ขา้วมีสีท่ีมีสารแอนโทไซยานิน จะมีคณุสมบตัิเป็นสารตา้นอนมุลูอิสระไดดี้กว่าขา้วท่ีไม่

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


 

 

มีสี ซึ่งจากการศึกษาแอลฟา-ไรโอซานอลจากร าขา้ว พบว่าสามารถจ ากัดอนมุูลอิสระ ปกปอ้งโปรตีนจาก

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

 

ข้าวเหนียวสังขห์ยด 

ขา้วสังขห์ยดเป็นขา้วเจา้พันธุ์พืน้เมืองภาคใต ้ปลูกเฉพาะในจังหวัดพัทลุง ลักษณะตน้สูง 140 

เซนติเมตร ไวต่อแสง ทรงกอตัง้ใบเขียว รวงแน่น คอรวงยาว ลักษณะเมล็ดเรียวยาว อายุเบา ปริมาณ 

amylose ต  ่าประมาณ 14.25% มีเย่ือหุม้เมล็ดสีแดงขา้วจากรวงเดียวกนัเม่ือขดัสีแลว้บางเมล็ดมีสีขาวใส

แตส่ว่นใหญ่มีลกัษณะขาวขุ่น เย่ือหุม้เมล็ดจะมีสีแดงถึงแดงเขม้ เม่ือหงุสกุแลว้เมล็ดขา้วจะนุ่ม ยงัคงนุม่อยู่

เม่ือเย็นตวัลง และจบัตวักันคลา้ยขา้วเหนียว นิยมบริโภคในรูปแบบขา้วซอ้มมือ จมูกขา้ว (จงัหวดัพทัลุง, 

2556)  

 

ประโยชนคุ์ณค่าทางโภชนาการของข้าวสังขห์ยด 

เป็นขา้วท่ีมีคณุคา่ทางโภชนาการสงู ช่วยป้องกนัโรคเหน็บชา โรคโลหิตจาง มีกากใยอาหารสงูกว่า

ขา้วพนัธุอ่ื์น ๆ จึงมีประโยชนต์่อระบบขบัถ่าย มีวิตามินอีสูง ช่วยชะลอความแก่ของเซลลร์า่งกาย  มีโปรตีน 

ฟอสฟอรสั ธาตุเหล็กสูง จึงมีประโยชน์ในการบ ารุงร่างกายให้แข็งแรงและป้องกันโรคความจ าเส่ือม  มี

วิตามินไนอาซินสูง ซึ่งมีความส าคญัต่อระบบผิวหนัง  และยังพบสาร anthocyanin ซึ่งมีประโยชนใ์นการ

สง่เสริมสขุภาพ ภาวะเครียดจากออกซิเดทีฟ มีบทบาทส าคญัตอ่พยาธิสภาพของโรคความเส่ือมของรา่งกาย

ท่ีมีสาเหตุจากสารอนุมูลอิสระ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคลมปัจจุบัน โรคมะเร็ง และความชรา 

(อมรรตัน์ ถนนแก้ว, 2552) คุณค่าทางโภชนาการข้าวเหนียวสังข์หยด ศูนยว์ิจัยข้าวปทุมธานี ปี 2007 

รายงานว่าใหพ้ลงังาน 364.22 kcal มีโปรตีน 7.30 กรมั ไขมนั 2.42 กรมั คารโ์บไฮเดรต 78.31 กรมั ไฟเบอร ์

4.81 กรมั วิตามินบีหนึ่ง 0.32 มิลลิกรมั และไนอาซีน 6.4 มิลลิกรมั  

  ส าหรบัการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัจากขา้วตอ่กลไกในการก่อโรคน่ิวในไตนัน้มีนอ้ยมาก อย่างไรก็

ตามมีรายงานว่าส่วนของร  าขา้ว (Rice bran) ซึ่งมีคณุคา่ทางอาหารสงูและมีสารตา้นอนมุลูอิสระท่ีส าคญั 

เช่น วิตามินบี  วิตามินอี , Tocopherol, Tocotrienol และ Gamma-oryzanol สามารถป้องกันการเกิด

โรคมะเร็ง, hyperlipidemia, fatty liver, ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสงู, โรคนิ่วในไต และโรคหวัใจได ้(61) 

โดยพบว่าร  าขา้วสามารถลดการเกิดนิ่วแคลเซียมออกซาเลตซ า้ในผูป่้วยท่ีมีภาวะ hypercalciuria และลด 

calcium excretion ในปัสสาวะได้ (62, 63) ส าหรับข้าวเหนียวด านั้นมีสีม่วงแดงของ Anthocyanin 



 

 

pigments เป็นเอกลกัษณ์ มีสารอาหารและมีสารตา้นอนุมูลอิสระในปริมาณสูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งคือมี 

Anthocyanin สูงกว่าขา้วด าและขา้วแดง (64) ซึ่งท าหนา้ท่ีเป็นสารตา้นอนมุูลอิสระท่ีส าคญั มีฤทธ์ิในการ

ตา้นการอกัเสบ ตา้นมะเรง็ ลดระดบัไขมนัในเลือด และ hypoglycemic effects (65-72) 

 

อนุมูลอิสระ 

อนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นสารท่ีมีอิเล็กตรอนอิสระ (unpaired electron) อยู่ในวงนอกของ

อะตอมหรือโมเลกุล สิ่งมีชีวิตทุกชนิดท่ีใชอ้อกซิเจนจะมีอนุมูลอิสระของออกซิเจนเกิดขึน้ เช่น hydroxyl 

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

เป็นผลจากการใชอ้อกซิเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึมต่างๆ ของเซลลท่ี์เกิดขึน้ตลอดเวลา ปัจจยัจาก

สิ่งแวดลอ้มภายนอก ไดแ้ก่ รงัสียวีู โอโซน ควนัจากท่อไอเสียรถยนต ์และควนับหุรี่ ยาตา้นจลุชีพและตา้น

มะเรง็บางชนิดสามารถก่อใหเ้กิดอนมุลูอิสระขึน้ภายในรา่งกายไดเ้ชน่กนั  

อนุมูลอิสระส่วนใหญ่มีความไม่คงตัว และไวต่อการท าปฏิกิริยา โดยเฉพาะอย่างยิ่ง hydroxyl 

radical ซึ่งจัดเป็นสารออกซิไดส์แรงสูง  ท่ีมีความว่องไวสูงสุด อนุมูลอิสระมีความสามารถในการท า

ปฏิกิริยากบัโมเลกลุอ่ืน สามารถเปล่ียนแปลงไดต้ามอณุหภูมิ pH และความชืน้ เป็นตน้ อนมุลูอิสระมีทัง้ท่ี

อยู่ในสภาวะท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า และสภาวะท่ีมีประจไุฟฟ้า โดยมีทัง้ประจบุวกและประจลุบ สญัลกัษณ์

ทางเคมีของอนุมูลอิสระ คือ อิเล็กตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระจะแสดงดว้ยจุดในต าแหน่งข้างบนของ

สญัลกัษณท์างเคมี เช่น อนุมลู R• แทนอะตอมหรือโมเลกุลของอนุมูลอิสระท่ีไม่จ  าเพาะเจาะจง ซึ่งอนุมูล

อิสระมีทัง้ท่ีเป็นประจบุวก (R+•) เช่น อนมุลู pyridinyl (NAD+•) และประจลุบ (R-•) เช่น อนมุลู superoxide 

(O2
-•) หรือเป็นกลาง เชน่ อนมุลู peroxyl (ROO•) หรืออนมุลู thiyl (RS•) เป็นตน้  

อนุมูลอิสระสามารถเขา้ท าปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลต่างๆ  ท่ีอยู่รอบข้างในทันทีท่ีถูกสรา้งขึน้ 

ยังผลให้เกิดความเสียหายแก่องค์ประกอบต่างๆ  ของเซลล์ภายในร่างกาย ไม่ว่าจะเป็น  การท าลาย

โครงสรา้งดีเอ็นเอ  การเปล่ียนสภาพโปรตีนตลอดจนไขมนัของเย่ือหุม้เซลล  ์หรือการสรา้งพนัธะโควาเลนต์

กบัโปรตีนหรือเอนไซมบ์างชนิดจนท าใหก้ารท างานของโปรตีนหรือเอนไซมน์ัน้ๆ ผิดปกตไิป เป็นตน้  

อนุมูลอิสระท่ีมีความส าคัญในทางชีวภาพ  ไดแ้ก่ Hydroxyl radical (HO•), Superoxide anion 

radical (O2
-•) เป็นตน้ อนมุลูเหลา่นีจ้ดัเป็นอนมุลูท่ีไวในการเกิดปฏิกิรยิาทางเคมีกบัสารอ่ืนสงูมาก การเกิด

อนมุลูอิสระมีไดห้ลายกลไกท่ีแตกตา่งกนั ดงันี ้

1. การแตกของพนัธะโควาเลนทแ์บบไอโมไลซิส (Imolysis) 



 

 

A : B → A• + B• 

2. การเพิ่มอิเล็กตรอน 1 ตวั ใหแ้ก่อะตอมท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า 

A + e- → A-• 

3. การสญูเสียอิเล็กตรอน 1 ตวั จากอะตอมท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า 

A → A+• + e- 

อนมุลูอิสระและสารท่ีเก่ียวขอ้งตา่งๆ ในทางชีววิทยาท่ีสามารถเป็นตวัตัง้ตน้ท่ีท าใหเ้กิดเป็นอนมุูล

อิสระไดอี้กหลายชนิด สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ คือกลุ่มท่ีมีออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบส าคญั 

(reactive oxygen species, ROS) กลุ่ ม ท่ี มี ไน โตรเจน เป็นองค์ป ระกอบส าคัญ (reactive nitrogen 

species, RNS) และกลุ่มท่ีมีคลอรีนเป็นองคป์ระกอบส าคญั (reactive chlorine species, RCS) สารบาง

ชนิดสามารถจดัอยูไ่ด ้2 กลุม่ เชน่ เปอรอ์อกซีไนไตรท ์(peroxynitrite)  

 

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) 

ปฏิกิริยาท่ีโมเลกุลหรืออะตอมมีการสูญเสียอิเล็กตรอนจากวงโคจรใหก้ับโมเลกุลท่ีท าหนา้ท่ีเป็น

ตวัรบัอิเล็กตรอน เรียกสารท่ีท าหนา้ท่ีเป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนว่า ตวัรีดิวซ ์(reducing agent) และเรียกสารท่ี

ท าหนา้ท่ีรบัอิเล็กตรอนนีว้่า ตวัออกซิไดซ ์(oxidizing agent) โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันมักจะเก่ียวขอ้งกับ

ออกซิเจน นอกจากนี ้ออกซิเดชนัยงัหมายถึงการเสียไฮโดรเจนอะตอมออกจากโมเลกุลอีกดว้ย ปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัและอนมุลูอิสระนัน้มีความเก่ียวขอ้ง เน่ืองจากปฏิกิริยานีท้  าใหเ้กิดอนมุลูอิสระของสารตา่งๆได้

มากมายหลายชนิด และอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึน้จะท าใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารอ่ืนๆเป็นปฏิกิริยา

ลกูโซต่อ่ไป  

อนมุลูอิสระจะเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นแบบปฏิกิรยิาลกูโซ ่แบง่เป็น 3 ขัน้ตอน คือ ขัน้แรกเป็นขัน้ท่ีอนมุลู

อิสระถูกสรา้งหรือผลิตขึน้ เรียกขัน้ตอนนีว้่าขัน้ตอนอินนิทิเอชนั ( initiation step) ขัน้ท่ีสองเป็นขัน้ท่ีอนมุูล

อิสระถูกเปล่ียนไปเป็นอนุมูลอิสระตวัอ่ืนต่อๆกันไป เรียกว่าขัน้พรอพาเกชนั (propagation step) และขัน้

สุดทา้ย เรียกว่า ขัน้เทอรม์ิเนชนั (termination step) เป็นขัน้หยุดปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระเป็นขัน้ตอนท่ีมี

การรวมกนัของอนมุลูอิสระ 2 อนมุลู ไดเ้ป็นสารท่ีมีความเสถียร โดยทั่วไปการท่ีโมเลกลุหรืออะตอมของสาร

ท่ีมีอิเล็กตรอนเขา้คูก่นัครบเสียอิเล็กตรอนไปกลายเป็นอนมุลูอิสระไดน้ัน้ ตอ้งอยูใ่นสภาวะอณุหภมูิสงู แตก็่

มีโมเลกลุอีกหลายชนิดท่ีกลายเป็นอนมุลูอิสระไดเ้ม่ืออยู่ในสภาวะปกต ิซึ่งรวมถึงสารชีวโมเลกลุตา่งๆท่ีพบ

ในสิ่งมีชีวิตดว้ย ซึ่งปฏิกิรยิาของอนมุลูอิสระท่ีมกัพบในสภาวะปกตขิองสิ่งมีชีวิตมีดงันี ้



 

 

ข้ันอินนิทเิอชัน (chain initiation) 

อนุมูลอิสระเกิดมาจากกลไกต่างๆกันได้หลายวิธี คือ การแตกพันธะของโมเลกุลท่ีเรียกว่า 

Homolysis หรือการแตกพันธะเน่ืองจากแสง (photolysis) หรือผลของรังสี (radiolysis) หรือมาจาก

ปฏิกิรยิารีดอกซ ์(redox) ซึ่งปฏิกิรยิาทัง้ 4 จดัเป็นกลไกพืน้ฐานในการสรา้งอนมุลูอิสระจากสารอินทรีย ์ 

1. Bond homolysis 

โมเลกุลของสารอินทรียท่ี์มีอิเล็กตรอนวงนอกสุด (valence electron) เป็นจ านวนคู่แล้วในทาง

ทฤษฎีสามารถแยกออกจากกันให้ผลลัพธ์เป็นอนุมูลอิสระได้ โดยในสภาวะท่ีอุณหภูมิปกติ การท่ี

อิเล็กตรอนคู่ในพันธะโควาเลนทส์ามารถแยกจากกันไปให้อะตอมแต่ละตัวไดน้ั้น ตอ้งเป็นโมเลกุลท่ีมี

พลังงานระหว่างพันธะท่ีอ่อนมาก เช่น disulfide และการเกิดปฏิกิริยาจะมีอัตราท่ีช้ามาก จึงคาดว่าไม่

นา่จะเกิดในระบบของสิ่งมีชีวิตได ้ตวัอยา่ง Bond homolysis แสดงไดด้งัสมการตอ่ไปนี ้

ROOR → 2RO• 

2. Photolysis 

เป็นการแตกพนัธะของโมเลกุลจากการดดูพลงังานแสง เช่น แสงอลุตรา้ไวโอเลต ท าใหเ้กิดอนมุูล

อิสระขึน้ ท่ีพบมากคือการแตกพนัธะของ hydrogen peroxide (H2O2) กลายเป็นอนุมลู hydroxyl (HO•) 

โดยในสิ่งมีชีวิตพลังงานแสงจะถูกดูดโดยโมเลกุลท่ีมีความไวต่อแสง เช่น รงควัตถุและสารอะโรมาติก

คารบ์อนบางชนิด หลงัดดูพลงังานแสงแลว้จะท าใหโ้มเลกลุอยู่ในสถานะท่ีต่ืนตวั (excited state) จึงตอ้งมี

การปลดปลอ่ยพลงังานออกมาเพ่ือใหโ้มเลกลุกลบัเขา้สู่สถานะพืน้ (ground state) ดงัเดิม และวิธีหนึ่งของ

การคายพลงังาน คือ การแตกพนัธะของโมเลกลุเกิดเป็นอนมุลูอิสระ 2 ตวั ดงันี ้ 

ROCl → RO• + Cl• 

(RCOO)2 → 2RCOO• 

3. Radiolysis 

พลงังานจากรงัสีชนิดตา่งๆ เชน่ รงัสีแกมมา รงัสีเอกซ ์และอิเล็กตรอนท่ีมีพลงังานสงูสามารถท าให้

เกิดการแตกพนัธะโควาเลนทข์องโมเลกลุสารได ้โดยเฉพาะโมเลกลุน า้จะใหอ้นมุลูประจบุวก(H2O+•) และ

อนุมูล hydroxyl (HO•) ซึ่งอนุมูลอิสระเหล่านีเ้ป็นตวัท่ีมีความไวในการเขา้ท าปฏิกิริยากับสารอินทรียส์ูง 

ท าให้เกิดอนุมูลอิสระออกมามากมาย นอกจากนี้รังสียังท าให้เกิดอนุมูลอิสระได้โดยตรงจากสาร

องคป์ระกอบเคมีของเซลลอี์กดว้ย โดยเฉพาะสามารถก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัไม่อ่ิมตวัใน

รา่งกายสิ่งมีชีวิต ซึ่งปฏิกิรยิานีน้บัเป็นจดุเริ่มตน้ท่ีส าคญัของปฏิกิริยาลกูโซข่องอนมุลูอิสระ  



 

 

4. ปฏิกิรยิารีดอกซ ์

ปฏิกิริยารีดอกซห์รือเรียกอีกอย่างว่า ปฏิกิริยาออกซิเดชนัรีดกัชนั เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ทั่วไปใน

ระบบทางชีววิทยา ปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดกัชนับางชนิดมีประโยชน ์แต่มีปฏิกิริยาออกซิเดชนับางชนิด

ก่อใหเ้กิดความเสียหาย โดยสามารถก่อใหเ้กิดอนุมูลอิสระได ้ท่ีส  าคญัคือโมเลกุลของอนุมูล superoxide 

(O2-•) ซึ่งเป็นสารตวักลาง (intermediate) ในกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในไมโตคอนเดรียและเย่ือ

หุม้นิวเคลียส นอกจากนีป้ฏิกิริยารีดอกซข์องไอออนโลหะในรา่งกาย ก็จดัเป็นปฏิกิริยาท่ีส าคญัในการเกิด

อนุมูลอิสระเช่นกัน โดยเฉพาะเหล็ก (Fe2+) และทองแดง (Cu2+) โดยไอออนโลหะเปรียบเสมือนเป็น

ตวัเรง่ปฏิกิรยิารีดอกซ ์ 

 

ข้ันพรอพาเกชัน (chain propagation) 

เป็นขัน้ท่ีอนุมูลอิสระมีการท าปฏิกิริยาเปล่ียนเป็นอนุมูลอิสระของสารอ่ืน ซึ่งปฏิกิริยาจะด าเนิน

ต่อๆกันไปเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ ไดอ้นุมูลอิสระชนิดใหม่ออกมาตลอดเวลา จัดเป็นการเปล่ียนต าแหน่งของ

อิเล็กตรอนท่ีไม่เขา้คู่ (unpaired electron) ซึ่งสามารถแบง่กลไกของปฏิกิริยาในขัน้พรอพาเกชนัได ้3 ชนิด 

ท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัระบบทางชีววิทยาท่ีเก่ียวกบัสิ่งมีชีวิต คือ 

1. การถ่ายทอดอะตอมหรือกลุม่ของอะตอม (atom or group transfer) 

จัดเป็นกลไกท่ีเกิดมากท่ีสุดในล าดับของพรอพาเกชัน โดยปฏิกิริยาจะเก่ียวข้องกับการดึง

ไฮโดรเจนดงัสมการ  

Cl• + RH → HCl + R• 

R•1 + R2Cl → R1Cl + R•2 

2. การถ่ายทอดอิเล็กตรอน (electron transfer) 

เป็นการถ่ายทอดอิเล็กตรอนจากอนุมลูอิสระท่ีเป็นกลางหรือมีประจลุบไปใหโ้มเลกลุท่ีไม่ใช่อนมุูล

อิสระ (non-radical molecule) ซึ่งเป็นกลไกท่ีส าคัญของปฏิกิริยาออกซิเดชันไขมันในสิ่งมีชีวิต (Lipid 

peroxidation)  

3. การเตมิอนมุลูอิสระ (addition of radicals) 

เป็นการเตมิกลุม่อนมุลูอิสระเขา้ไปในโมเลกลุตา่งๆ ดงัสมการ 

R• + O2 → ROO• 



 

 

ตวัอย่างของปฏิกิริยานี ้ไดแ้ก่ การเติมอนุมูลอิสระของกรดไขมันไม่อ่ิมตวั ปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

โมเลกุลของไขมัน (Lipid peroxidation) แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันแสดงไดด้ัง

สมการ  

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 

ข้ันเทอรม์ิเนชัน (chain termination) 

เป็นขัน้หยดุปฏิกิรยิาลกูโซข่องอนมุลูอิสระ ประกอบดว้ย กลไกหลกั 3 ชนิด คือ 

1. การรวมตวักนัของอนมุลูอิสระ (Homolinking and cross-linking of radicals) 

เป็นการรวมตวักันของอนุมูลอิสระ 2 โมเลกุล โดยการน าอิเล็กตรอนท่ีไม่มีคู่ของแต่ละโมเลกุล

อนุมูลอิสระมาสรา้งพันธะกัน ไดเ้ป็นสารโมเลกุลใหม่ท่ีมีพันธะร่วมกัน หากเป็นการรวมตัวกันระหว่าง

อนุมูลอิสระ 2 โมเลกลุท่ีเป็นชนิดเดียวกัน เรียกโมเลกุลสารใหม่ท่ีไดว้่า homodimer แต่ถา้เป็นการรวมตวั

ของอนมุลูอิสระตา่งชนิดกนัเรียก heterodimer ซึ่งกลไกนีเ้ป็นปฏิกิรยิาท่ีส าคญัในการสรา้งสารชีวโมเลกลุท่ี

มีความเสถียรขึน้มาใหม่ภายในเซลลส์ิ่งมีชีวิต เช่น โปรตีน กรดนิวคลีอิก และไขมนั เป็นตน้ การรวมตวักัน

ของอนมุลูอิสระแสดงไดด้งันี ้ 

ROO• + R• → ROOR 

2ROO• → ROO-OOR 

2R• → R-R 

2. การก าจดัอนมุลูอิสระ (Radical scavenging) 

ค าว่า Scavenge หมายถึงการก าจดัเอาขยะและสิ่งท่ีไม่ตอ้งการออกไป ซึ่งในกรณีนีเ้ปรียบอนมุูล

อิสระไดก้บัสิ่งท่ีไม่ตอ้งการ ซึ่งการก าจดัออกจะกระท าโดยสารกลุ่มหนึ่งท่ีเรียกวา่ scavenger หรือสารตา้น

อนุมูลอิสระ (antioxidant) เช่น สารประกอบฟีนอลิกซึ่งจัดเป็น radical scavenger ท่ีมีประสิทธิภาพ 

รวมทัง้วิตามินซี วิตามินอี วิตามินเอ เป็นตน้ 



 

 

3. การถ่ายทอดอิเล็กตรอน (Electron transfer) 

เป็นการถ่ายทอดอิเล็กตรอนท่ีไม่ไดจ้ับคู่ของอนุมูลอิสระออกจากโมเลกุล หรือเป็นการรบัเอา

อิเล็กตรอน 1 ตวัจากภายนอกมาเขา้คู่กับอิเล็กตรอนเดิมท่ียงัมีท่ีว่างอยู่ในโมเลกุล ท าใหส้ภาวะการเป็น

อนมุลูอิสระหมดไป เช่น อนมุลู superoxide (O2
-•) เกิดการถ่ายทอดอิเล็กตรอนกลายเป็นโมเลกลุออกซิเจน

ปกต ิ(O2) เป็นตน้ 

 

สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารท่ีท าหนา้ท่ียบัยัง้หรือตอ่ตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนั หรือ

สารท่ีสามารถขจดัอนุมลูอิสระออกจากรา่งกาย รา่งกายมีระบบตา้นออกซิเดชนั แบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ 

คือ ประเภทแรกป้องกันการเกิดสารอนุมูลอิสระ  ได้แก่ เอนไซม์ superoxide dismutase, glutathione 

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

ทองแดงอยู่ในโมเลกุล (ceruloplasmin) ส่วนอีกประเภทหนึ่งคือ สารตา้นอนุมูลอิสระ ในกลุ่มท่ีท าลาย

ปฏิกิริยาลูกโซ่นี ้ได้แก่  วิตามินอี เบต้า-แคโรทีน วิตามินซี ubiquinone, uric acid, bilirubin, albumin, 

sulfhydryl groups ในกรดอะมิ โน  cysteine ซึ่ ง มี อยู่ ใน โป รตีน  เช่น  เนื ้อสัตว์ นอกจากวิ ธี นี ้ยั ง มี

สารประกอบฟีโนลิก  (phenolic compounds) และสารกลุ่ม  flavanoids ท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ี

นา่สนใจอีกดว้ย (Basu, T. K.,1999) 

สารตา้นอนมุลูอิสระ สามารถแบง่ตามกลไกการยบัยัง้ไดเ้ป็น 3 ชนิด ดงันี ้(Strain, J. J.,1999) 

1. Preventive antioxidant ปอ้งกนัการเกิดอนมุลูอิสระ 

2. Scavenging antioxidant ท าลายหรือยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ 

3. Chain breaking antioxidant ท าใหล้กูโซข่องการเกิดอนมุลูอิสระสิน้สดุลง 

ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระบางชนิด 

วิตามินเอ 

ในธรรมชาติวิตามินเอจะพบเฉพาะในสัตวเ์ท่านั้น  แต่ในพืชจะมีสารประกอบแคโรทีนอยด์ท่ี

สามารถเปล่ียนเป็นวิตามินเอได ้จดัเป็น Precursor ของวิตามินเอ เรียกว่า โปรวิตามินเอ มกัพบในพืชผกั

ใบเขียว ผกัและผลไมท่ี้มีสีเหลือง หรือสีสม้แดง  

 

 



 

 

วิตามินซ ี

มีช่ือทางเคมีว่า กรดแอสคอรบ์ิค (Ascorbic acid) เป็นวิตามินท่ีละลายไดใ้นน า้ จะสลายตวัเม่ือ

ถูกความรอ้นหรือทิง้ไวใ้นอากาศท่ีมีความชืน้  วิตามินซีมีสมบัติเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  โดยจะเข้าท า

ปฏิกิรยิากบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์อนมุลู hydroxyl และอนมุลู peroxyl นอกจากวิตามินซีสามารถเขา้ท า

ปฏิกิรยิากบัอนมุลูอิสระแลว้ ยงัท าหนา้ท่ีเป็นตวัส่งเสรมิประสิทธิภาพของสารตา้นอนมุลูอิสระของวิตามินอี

ดว้ย โดยท าใหอ้นมุลู α -tocopherol• (TO•) เปล่ียนกลบัไปเป็น α -tocopherol (TOH) ดงัเดมิ ดงัสมการ  

TO•+ AH- → TOH + A• 

วิตามินอ ี

เป็นวิตามินท่ีละลายไดใ้นไขมนัเป็นสารตา้นอนุมลูอิสระท่ีส าคญั  โดยวิตามินอีท างานรว่มกบัสาร

ตา้นอนุมูลอิสระตวัอ่ืนๆ เช่น วิตามินซีและซิลิเนียมเป็นตน้ วิตามินอีช่วยปรบัใหร้่างกายสามารถน าเอา

วิตามินเอมาใช ้ซึ่งจะชว่ยในการปอ้งกนัสารท่ีเป็นพิษท่ีมีผลมาจากโลหะ เช่น ตะกั่ว ในธรรมชาติมีวิตามินอี

อยู่หลายชนิด ปัจจุบันแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ โทโคฟีรอล และ โทโคไทอินอล แต่ละกลุ่มยังแยกเป็น

วิตามินย่อยๆ อีก 4 ชนิด ไดแ้ก่ อลัฟ่า (α -) เบตา้ (β-) แกมม่า (γ-) และเดลตา้ (δ-) วิตามินอีท าหนา้ท่ี

เป็นตวัใหไ้ฮโดรเจนแก่อนมุลู peroxyl ดงัสมการ 

α - tocopherol + LOO• α - tocopherol•+ LOOH 

 

อนุมูล α - tocopherol• ท่ีเกิดขึน้ สามารถท าปฏิกิริยากับอนุมูล peroxyl ตัวอ่ืนท าให้ไดส้ารท่ีมี

ความเสถียร (LOO- α - tocopherol) ดงัสมการ เป็นผลใหป้ฏิกิรยิาออกซิเดชนัของไขมนัหยดุลง  

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

ซิลิเนียม ทองแดง และสังกะส ี

เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทางออ้ม เน่ืองจากเป็นส่วนประกอบของเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีเป็นสารตา้น

อนมุลูอิสระ มีการศกึษาวิจยัท่ีแสดงว่าการใชซ้ิลิเนียม และวิตามินอีรว่มกนัช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการ

ปอ้งกนัการเกิดโรคมะเร็งบางชนิด ซึ่งพบไดใ้นอาหารตามธรรมชาติ เน่ืองจากสารตา้นอนมุลูอิสระมีหนา้ท่ี

หลายอย่าง เช่น ท าหนา้ท่ีเป็นสารรีดิวซ  ์(reducing agent) เป็นตวัขบัไล่อนุมูลอิสระจบักับไอออนโลหะท่ี

เร่งให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน  ด้วยหน้าท่ีต่างๆเหล่านี ้ จึงท าให้มีผลต่อการชะลอหรือยับยั้งการ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั หรือสามารถหยดุปฏิกิริยาลกูโซ่ และท าใหเ้ป็นสารท่ีมีความเสถียร หรือเป็นสารท่ี



 

 

ไม่ท าปฏิกิริยาออกซิเดชันอีกต่อไป  หรือเป็นสารท่ีไม่ใช่อนุมูลอิสระ  (non-radical product) (Packer, 

L,1999) 

แคโรทนีอยด ์

แคโรทีนอยดเ์ป็นรงควตัถท่ีุพบทั่วไปในธรรมชาติ จะถกูสงัเคราะหข์ึน้ในคลอโรพลาสตข์องพืช และ

พบมากในผักและผลไม้สุก โครงสรา้งพืน้ฐานของแคโรทีนอยดป์ระกอบด้วยโครงสรา้งหลักท่ีเรียกว่า 

tetraterpene skeleton ซึ่งอาจมีวงแหวนท่ีบริเวณปลายดา้นใดดา้นหนึ่งหรือทัง้สองดา้นของโมเลกุล  วง

แหวนนี้อาจเป็นวงแหวนห้าหรือหกเหล่ียมก็ได้แคโรทีนอยด์สามารถแบ่งออกเป็น  2 กลุ่มใหญ่ตาม

องคป์ระกอบของโครงสรา้งในโมเลกลุดงันี ้(Packer, L,1999) 

แคโรทนี (Carotene)  

เป็นแคโรทีนอยดท่ี์โครงสรา้งโมเลกุลประกอบดว้ยคารบ์อนและไฮโดรเจนเท่านัน้  เช่น เบตา้-แคโร

ทีน (β-carotene) อัลฟ่า-แคโรทีน (α -carotene) แกมม่า-แคโรทีน (γ-carotene) ไลโคปีน (lycopene) 

เป็นตน้ และซึ่ง เบตา้-แคโรทีน เป็นสารตัง้ตน้ของวิตามินเอ การเปล่ียนรูปจากเบตา้-แคโรทีนไปเป็นวิตามิน

เอโดยการแตกพนัธะคูท่ี่ต  าแหน่งกึ่งกลางของโมเลกุล โดยเอนไซม ์carotene deoxygenase เม่ือเบตา้-แค

โรทีน สามารถดกัจบัอนมุลูอิสระเขา้ไวใ้นโมเลกลุแลว้ โมเลกลุของเบตา้-แคโรทีนจะอยูใ่นลกัษณะท่ีมีความ

เสถียร 

1. ออกโซแคโรทีนอยด ์(oxocarotenoid) หรือ แซนโทฟีล (xanthophyll) 

เป็นแคโรทีนอยดท่ี์โครงสรา้งโมเลกลุบริเวณวงแหวนประกอบดว้ยกลุ่มอ่ืนนอกเหนือจากคารบ์อน

และไฮโดรเจน เชน่ เบตา้-ครบิโทแซนทิน (β-cryptoxanthin) และลทีูน (lutein) (Packer, L,1999) 

 

 
ภาพที ่2.5  แสดงโครงสรา้งทางเคมีของ อลัฟ่า-แคโรทีน (α-carotene) และเบตา้-แคโรทีน (β-carotene) 

(Agriculture and Consumer Protection, 1995) 

 



 

 

สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) 

สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารท่ีพบไดใ้นพืชทั่วไป มีสตูรโครงสรา้งทางเคมีเป็นวงแหวนท่ีมีหมู่ไฮดร

อกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่หรือมากกว่านั้น สามารถละลายน า้ได้ ท่ีพบในพืชมักจะรวมอยู่ในโมเลกุลของ

น า้ตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด์ (glycosides) และพบไดใ้นส่วนของช่องว่างภายในเซลล์ (cell 

vacuole) สารประกอบฟีโนลิกท่ีพบในธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด มีลกัษณะสูตรโครงสรา้งทางเคมีท่ี

แตกต่างกัน ซึ่งกลุ่มใหญ่ท่ีสุดท่ีพบจะเป็นสารประกอบพวกฟลาโวนอยด์ (flavonoids) นอกจากนัน้ยงัมี

ส า รป ระ ก อบ ต่ า งๆ  เช่ น  simple monocyclic phenol, phenyl propanoid, phenolic quinine แล ะ 

polyphenolic ซึ่งไดแ้ก่พวก lignin, tannin เป็นตน้ รวมทัง้ยงัพบว่ามีสารประกอบท่ีมีกลุ่มฟีนอล (phenolic 

unit) รวมอยูใ่นโมเลกลุของโปรตีนอลัคาลอยด ์(alkaloid) และเทอรพี์นอยด ์(terpenoid) เป็นตน้  

นอกจากนีบ้างการศึกษาพบว่าสารประกอบฟีโนลิกหลายชนิดมีสมบตัิเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  

เช่น ฟลาโวนอยด ์กรดฟีโนลิก และ แทนนิน เป็นตน้ สารประกอบฟีโนลิกท าหนา้ท่ีเป็นตวัขบัไล่อนมุลูอิสระ

ท่ีส าคญัคือ อนุมูล peroxyl  โดยมีกลไก 2 แบบคือ เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าเม่ือเทียบกับสาร

ออกซิไดซ ์สารประกอบฟีโนลิกจะป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั  นอกจากนีอ้นุมูลอิสระท่ีเกิดขึน้ใน

ปฏิกิริยาจะถูกท าให้เป็นสารท่ีมีความเสถียร ดังนัน้จึงสามารถป้องกันการเกิดขัน้ตอนพลอพาเกชันได้ 

นอกจากนีส้ารประกอบฟีโนลิกบางชนิดยงัท าหนา้ท่ีเป็นสารคีเลต  ดกัจบัไอออนของโลหะเขา้ไวใ้นโมเลกุล 

เชน่ เคอรซ์ิทิน (quercetin) 

สารประกอบฟีโนลิกยังท าหน้าท่ีทั้งเป็นสารให้อิเล็กตรอน  หรือเป็นตัวให้ไฮโดรเจน และก าจัด

ออกซิเจนท่ีอยู่ในรูปแอคทีฟ ดว้ยหนา้ท่ีตา่งๆ ดงักลา่วจงึท าใหส้ารประกอบฟีโนลิกเป็นสารตา้นอนมุลูอิสระ 

ท่ีส  าคญัชนิดหนึ่งในพืชทั่วไป  

แอนโทไซยานิน (anthocyanin) 

แอนโทไซยานินเป็นรงควตัถท่ีุพบในผกั ผลไม ้ดอกไม ้ใหสี้ม่วงแดงไปจนถึงสีน า้เงิน ละลายอยู่ใน 

vacuole sap ของพืช (Vacuole sap เป็นส่วนหนึ่งท่ีเห็นไดช้ดัท่ีสดุในเซลลพื์ชท่ีมีอายมุาก โครงสรา้งจะมี

เนือ้เย่ือหุ้ม และภายในมีของเหลวบรรจุอยู่) ละลายน า้ไดแ้ต่ไม่ละลายใน  non-hydroxyl solvents เช่น 

อีเทอร ์อะซีโตน คลอโรฟอรม์ และเบนซิน 

แอนโทไซยานิน เป็นสารประกอบในกลุ่ม  flavonoids ซึ่ งมี โครงสร้างพื ้นฐานในโมเลกุล 

ประกอบดว้ยวงแหวนเบนโซไพแรน (benzopyran) 2 วงตอ่กบัวงแหวนฟีล (phenyl ring) เป็นอนพุนัธข์อง

เก ลื อ เฟ ลวิ เลี ยม  (flavylium salt) แสดงใน  ภ าพที่  2.6 ซึ่ งป ระกอบด้วยส่ วน ท่ี เป็ น  aglycone 



 

 

(anthocyanidin) และน า้ตาล 1 หรือ 2 ตัว โดยปกติจะพบ free aglycone ในอาหารนอ้ยมาก ยกเวน้ใน

ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการสลายตัว (degradation) ส่วนของน า้ตาลท่ีพบมาก มีอยู่ 5 ชนิด คือ glucose, 

rhamnose, galactose, xylose, arabinose  

 

 
ภาพที ่2.6 แสดงโครงสรา้งของแอนโทไซยานินท่ี pH ตา่งๆ  
 

สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห ์ 

สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีพัฒนาสังเคราะหข์ึน้ส่วนใหญ่จะออกแบบใหมี้โมเลกุลขนาดเล็ก  และใช้

โครงสรา้งของสารตา้นอนมุลูอิสระ ท่ีมีในธรรมชาติ น ามาดดัแปลงใหมี้คณุสมบตัทิางเคมีและมีฤทธ์ิท่ีดีขึน้ 

เช่น สารตา้นอนมุลูอิสระท่ีพฒันาจากสารตา้นอนมุลูอิสระจากธรรมชาติ โดยพฒันามาจากโครงสรา้งของ

วิตามินอี และโครงสรา้งสารโพลีฟีนอล 

Gallic acid หรือ 3, 4, 5-hydroxybenzoic acid เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มีสูตรโมเลกุลทางเคมี

คือ C7H6O5 Gallic acid เป็นส่วนประกอบของแทนนิน พบมากในองุ่น ใบชา เปลือกไมโ้อ๊ค และพืชอ่ืนๆ 

โดยทั่วไปจะใชเ้ก่ียวกับอุตสาหกรรมทางยา  คุณสมบัติของ Gallic acid คือ สามารถยับยัง้เชือ้รา เชือ้

ไวรสั และมีคณุสมบตัเิป็นสารตา้นอนมุลูอิสระไดดี้  

 
ภาพที ่2.7 แสดงโครงสรา้งทางเคมีของ Gallic acid  



 

 

สารต้านอนุมูลอิสระทีส่ร้างขึน้ในร่างกายมนุษย ์

โดยปกตจิะมีอนมุลูอิสระเกิดขึน้ในเซลลแ์ละรา่งกายหลายชนิด มีทัง้ท่ีเป็นประโยชนแ์ละใหโ้ทษ ซึ่ง

เซลลใ์นรา่งกายจะเป็นอนัตรายและเสียหายหากมีอนมุูลอิสระในปริมาณมากเกินสมดลุ ดงันัน้เซลลแ์ละ

รา่งกายจึงมีกลไกเพ่ือควบคมุปริมาณอนุมูลอิสระไม่ใหสู้งจนเกิดอนัตราย โดยกลไกดงักล่าวจะท าหนา้ท่ี

ลดผลกระทบท่ีเป็นอันตรายของอนุมูลอิสระต่อเซลล ์ในสภาวะปกติกลไกเหล่านีส้ามารถควบคุมอนุมูล

อิสระท่ีเกิดขึน้ได ้อย่างไรก็ตามหากเกิดภาวะผิดปกติท่ีท าใหก้ลไกการป้องกัน เหล่านีบ้กพร่องจะน าไปสู่

การเกิดภาวะท่ีมีอนุมูลอิสระมากเกินสมดุล (oxidative stress) และเกิดโรคต่างๆ ขึน้ในร่างกายกลไก

ส าคญัท่ีท าหนา้ท่ีควบคมุปริมาณอนมุูลอิสระใหอ้ยู่ในสมดลุไดแ้ก่เอนไซมต์า้นออกซิเดชนั (antioxidative 

enzyme) 

เอนไซมซุ์ปเปอรอ์อกไซดด์ิสมิวเตส (superoxide dismutase; SOD)  

เอนไซม ์SOD จะท าหน้าท่ีขจัดอนุมูลอิสระ คือ อนุมูลซุเปอรอ์อกไซดแ์อนอิออน (O2
-•) โดยเร่ง

ปฏิกรยิาดสิมิวเตสในการเปล่ียนอนมุลูO2
-• ใหเ้ป็นไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดจะ์ถูกก าจดัต่อไปโดยเอนไซมค์าตาเลส (catalase) และเอนไซมก์ลูตาไท

โอนเปอรอ์อกซิเดส (glutathione peroxidase) CuZnSOD เป็นเอนไซมท่ี์มีโลหะทองแดงและสงักะสีเป็น

องคป์ระกอบท่ีส าคญั พบในเซลลท่ี์มีเย่ือหุม้นิวเคลียส (eukaryotic cell) ทัง้หมดเชน่ ยีสต ์พืช และสตัว ์แต่

ไม่พบในแบคทีเรีย หรือสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน ภายในโครงสรา้งของ CuZnSOD จะมีทองแดงอยู่

บริเวณ active site บริเวณศูนยก์ลางโครงสรา้งเช่ือมต่อกับโลหะสังกะสี เอนไซม ์CuZnSOD มีบทบาท

ส าคญัในการท าหนา้ท่ีตา้นอนมุลูโดยเรง่ปฏิกิรยิาดสิมิวเตชนั นอกจากนีย้งัพบเอนไซม ์SOD ไอโซฟอรม์อ่ืน

อีกหลายไอโซฟอรม์ ซึ่ง SOD ทุกชนิดจะมีโลหะทรานซิสชนัท่ี active site ซึ่งท าหนา้ท่ีโดยการออกซิไดส์

และรีดิวซแ์บบยอ้นกลบัได ้นอกจากนี ้SOD ยงัท าหนา้ท่ีปอ้งกนัเอนไซมก์ลุม่ดีไฮเดรส ไม่ใหเ้อนไซมเ์หลา่นี ้

ถกูอนมุลูซุปเปอรอ์อกไซดอิ์ออนท าลาย 

เอนไซมเ์ปอรอ์อกซีรีดอ็กซิน (peroxiredoxin, PRX)  

Non-heme peroxidase เป็นเอนไซมท่ี์พบไดท้ั่วไปภายในเซลลโ์ดยสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม

ห ลั ก ๆ  ไ ด้ แ ก่ เอ น ไ ซ ม์  peroxiredoxin (PRXs) แ ล ะ เอ น ไ ซ ม์  glutathione peroxidase (GPXs) 

peroxiredoxin พบไดใ้นสิ่งมีชีวิตหลายชนิดและจดัเป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม thiol-dependent peroxidaseโดย

จะเรง่ปฏิกิริยารีดกัชนัของ hydrogen peroxide, alkylhydroperoxides และ peroxinitrite ใหก้ลายเป็นน า้ 

รวมถึงแอลกอฮอล ์และไนไตรท ์ตามล าดบั peroxiredoxin สามารถจดัจ าแนกได ้4 ประเภท ไดแ้ก่ 2-cys 



 

 

PRX, 1-cys PRX, PRX-Q และ type II PRX (PRXII) โดยจะมีกลไกในการท าปฏิกิริยาร่วมกันท่ีบริเวณ

กรดอะมิ โนซีสเทอีน  เรียกว่า peroxidatic cysteine โดยจะถูกออกซิ ไดซ์โดย hydrogen peroxide 

กลายเป็น sulfenic acid และภายหลงัจากนั้นจะถูกเปล่ียนกลับมาอยู่ในรูปรีดิวซ์โดยรับ reducing 

eqvalent ท่ี แตกต่ างกัน  เช่ น  thioredoxin (TR(SH)2), glutaredoxin (GRX) หรือ  glutathione ขึ ้น กับ

ประเภทของ PRX 

เอนไซมก์ลูตาไทโอนเปอรอ์อกซิเดส (Glutathione peroxidase, GPx) 

ท างานร่วมกับธาตุซิลีเนียมและกลูตาไทโอน (GSH) โดยเร่งปฏิกิริยารีดักชันของสารประกอบ

ไฮโดรเปอรอ์อกไซด ์ไดแ้ก่ ลิพิดเปอรอ์อกไซด ์(ROOH) ไดผ้ลิตภัณฑัเป็นน า้และกลูตาไทโอนไดซลัไฟด ์

(GSSG) นอกจากนีส้ามารถสลายไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ด ้

 



 

 

บทที ่3 

การด าเนินการวิจัย 

  

1. วัตถุดบิ  

เมล็ดขา้วเหนียวด าพนัธุพื์น้เมือง จากจงัหวดัพทัลงุ 

เมล็ดขา้วเหนียวสงัขห์ยดพนัธุพื์น้เมือง จากจงัหวดัพทัลงุ 

2. วัสดุและอุปกรณ ์ 

เครื่องชั่งสาร  

เครื่องป่ัน (blender) 

เครื่องเขยา่สารแบบปรบัอณุหภมูิ 

เครื่องป่ันเหว่ียงแบบปรบัอณุหภมูิ  

เครื่องวดัการดดูกลืนแสง (spectrophotometer; UV-1601) 

เครื่องแยกขนาดโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า 

เครื่องยา้ยโปรตีนลงเมมเบรน 

เครื่องควบแนน่สารท่ีความดนัต ่า  

ตูอ้บแบบปรบัอณุหภมูิ  

ตูบ้ม่เพาะเลีย้งเซลลอ์ณุหภมูิ 37°C 

อา่งน า้วนแบบปรบัอณุหภมูิ 

Rotary evaporator 

Cell culture flask ขนาด 25 cm3, 75 cm3 

6- well plate 

24- well plate 

96- well plate 

ชดุเครื่องแกว้: ขวด ฟลาสก ์หลอดทดลอง กระบอกตวง 

Microcentrifuge tube 1.5 ml 

Autopipette ขนาด 10, 100, 200, 1000 µl 

กระดาษกรอง เบอร ์1  



 

 

พาราฟิลม์  

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) 

 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. การด าเนินการวิจัย 

 4.1 การสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังขห์ยด 

 น าเมล็ดขา้วเหนียวด ามาแกะเปลือก บดใหล้ะเอียด แลว้รอ่นผ่านตะแกรงขนาด 60 mesh และ

น าไปสกดัตามวิธีของ Sangkitikomol (73) โดยน าผงขา้วเหนียว 100 กรมั ผสมกบั 70% เอธิลแอลกอฮอล ์

ปริมาตร 2 ลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 75-78°C นาน 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าไปเขย่าใน ultrasonic 

bath นาน 30 นาทีแลว้บม่ไวท่ี้อณุหภูมิ 4-8°C นาน 7 วนั และ centrifuge ท่ี 3000 rpm นาน 15 นาที แลว้

น า supernatant ไป ระเหยแอลกอฮอลอ์อกดว้ย vacuum rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 50°C และท าให้

แหง้ดว้ย freeze dryer แลว้เก็บสารสกดัท่ีไดท่ี้ -80°C 

 4.2 ศึกษาปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content) 

 ก า ร ห า  Total anthocyanin content ท า โด ย วิ ธี  pH differential method (spectrometric 

method) น าสารสกัดมาหา dilution factor โดยน าสารสกัด ท่ี  dilution ต่าง  ๆ  ผสมกับ  0.025 M 

potassium chloride buffer pH 1.0 และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm แลว้เลือก

คา่ dilution ท่ีอยูใ่น linear range (OD520 ประมาณ 0.2 – 1.4) มาศกึษาตอ่ไป 



 

 

 น าสารสกัดตาม dilution ท่ีได้ผสมกับ 0.025 M potassium chloride buffer pH 1.0 และ  0.4 

M  sodium acetate pH 4.5 แลว้น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 และ 700 nm โดยใชน้  า้

กลั่นเป็น control (การวดัค่าการดูดกลืนแสงควรวดัภายใน 20-50 นาที) ท าการทดลอง 3 ซ  า้ น าค่าเฉล่ีย

ของค่าการดูดกลืนแสงไปหาค่า total anthocyanin content ท่ีแสดงในรูปของ cyanidin-3-glucoside 

equivalent  ซึ่งค  านวณไดจ้ากสมการ 

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

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

DF = dilution factor  

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

l = pathlength in cm  

 = 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  ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (Total phenolic compound) 

 การหา total phenolic compound ท าไดโ้ดยการท าปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent และ

ใช้ Gallic acid ท่ีความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 mg/ml เป็น standard  โดยน า Folin-Ciocalteu 

reagent มาละลายในน ้า อัตราส่วน 1:10 แล้วน ามา 5 ml ผสมกับสารสกัดท่ีละลายใน 100% เมธิล

แอลกอฮอล ์ปริมาตร 1 ml ผสมใหเ้ขา้กัน แลว้เติม 20% sodium bicarbonate ปริมาตร 2 ml  น า้กลั่น 2 

ml เขย่าใหเ้ขา้กัน แลว้ incubate ท่ีอุณหภูมิ 20°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสดงดว้ย 

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 755 nm โดยปริมาณของ total phenolic compound ท่ีพบในสาร

สกัดจะแสดงในรูปของ mg ของ gallic acid equivalent (mg GAE/ 100g dry weight ของสารสกัด) การ

ทดลองท าซ า้ 2 ซ  า้ 

 4.4  เตรียมผลึกแคลเซียมออกซาเลต โมโนไฮเดรต (COM) เพือ่ใช้ในการทดลอง 

น า 10 mM CaCl2.2H2O มาผสมกบั 10 mM Na2C2O4 ในหลอดทดลองขนาด 50 ml ใหไ้ดค้วาม

เขม้ขน้สุดทา้ยของ CaCl2.2H2O เป็น 5 mM และ Na2C2O4 0.5 mM ใน 10 mM Tris buffer ท่ีมีเกลือ 90 

mM NaCl (pH 7.3) จากนั้นน าไป vortex แล้วบ่มข้ามคืนท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นท าการเก็บผลึก COM 

โดยน าหลอดทดลองมาป่ันตกด้วยเครื่อง  centrifuge ด้วยความเร็ว  3000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ทิ ้ง 



 

 

Supernatant เก็บตะกอนของคริสตลัมาป่ันลา้งดว้ย methanol จ านวนสองครัง้ รอบสุดทา้ยทิง้ methanol 

แลว้ปล่อยใหผ้ลึกครสิตลัแหง้โดยบม่ท่ี 37°C ขา้มคืน น าผลกึคริสตลั COM ท่ีเตรียมไดไ้ปตรวจสอบรูปรา่ง

ลกัษณะ (morphology) ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน  ์เพ่ือดคูวามบริสุทธ์ิของผลึกท่ีเตรียมได ้เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง

จนกวา่จะน าไปใช ้ 

 

4.5 ทดสอบสารสกัดจากข้าวเหนียวด าต่อการเกาะจับของผลึก COM กับเซลล ์MDCK (Adhesion) 

เลีย้งเซลล ์MDCK จ านวน 1 × 104เซลล ์ใน 6 well plate ดว้ย Complete MEM น าผลึกคริสตลั 

COM ท่ีเตรียมไวม้าตาก UV light เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปท าการทดลองกับเซลลเ์พ่ือป้องกันการ

ปนเป้ือน ลา้งเซลล ์MDCK ก่อนท าการทดลองดว้ย plain MEM หลมุท่ีไมไ่ดเ้ตมิสารสกดัจากขา้วเหนียวด า

ใหเ้ป็น control ท าการ Precoat เซลล ์MDCK ดว้ยสารสกัดจากข้าวเหนียวด าความเขม้ขน้ต่างๆ แต่ละ

ความเขม้ขน้ท า 3 ซ  า้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาดดูสารสกัดออกแลว้เติม

ผลึก  COM ความเข้มข้น  200 µg/ml ท่ีผสมอยู่ ใน  complete MEM ลงไป น าไปบ่มใน  humidified 

incubator 37°C ท่ีมี 5% CO2 เม่ือครบ 30 นาที น าเซลลม์าลา้งดว้ย MEM 3 ครัง้ เพ่ือใหเ้หลือเฉพาะผลึก

คริสตลัท่ีมี adhesion กับเซลลอ์ย่างจ าเพาะเท่านัน้ ดผูลดว้ยกลอ้ง phase-contrast microscope ถ่ายรูป

ผลการทดลองท่ีได ้นบัจ านวนผลึกน าค่าท่ีไดม้าค านวณหาความแตกตา่งทางสถิติ ท่ีระดบั p<0.05 ถือว่า

แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 

4.6 ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าต่อการตายของเซลล ์MDCK 

MTS Cell Proliferation Assay Kit ทดสอบโดยเลีย้งเซลล  ์MDCK จ านวน 2x104 เซลลใ์น 96-

well plate น าไปบม่ใน incubator 37๐C ท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลาขา้มคืน จากนัน้ลา้งเซลลด์ว้ย PBS จ านวน 

2 ครัง้ เติมสารสกดัขา้วเหนียวด าความเขม้ขน้  10, 20, 50, 100, 200 และ 400 µg/ml ลงในหลมุเซลลโ์ดย

หลุมสุดท้ายเติม Incomplete MEM (Control) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2  เป็นเวลา ขา้มคืน 

เม่ือครบเวลาดูดสารสกัดขา้วออก และเติม Incomplete MEM ลงไปพรอ้มกับเติม MTS reagent 20 µl  

และบม่ใน humidified incubator 37๐C ท่ีมี 5% CO2 จากนัน้น ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี OD 490 nm ท่ี

เวลา 30 นาที จากนัน้น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีไดม้าหาค่าปริมาณเซลลท่ี์มีชีวิต (Relative Ratio) โดยแทน

คา่ตามสมการ 

% 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 

 

4.7 ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากข้าวเหนียวต่อการเกิดภาวะเครียดของเซลล ์

 4.7.1 ทดสอบสารสกัดจากข้าวเหนียวด าต่อการเกิด oxidative stress 

 ท าการ Pre-coat เซลล ์MDCK ดว้ยสารสกดัจากขา้วเหนียวความเขม้ขน้ตา่งๆ เป็นเวลา 30 

นาที จากนัน้เตมิผลกึครสิตลั COM ความเขม้ขน้ 100 µg/ml ท่ีผสมอยูใ่นอาหารลงไป แลว้ incubate ใน 

humidified incubator 37°C ท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 1, 2, 4, 6 และ 12 ชั่วโมง ท าการเก็บตวัอยา่งท่ี

ชว่งเวลาตา่ง ๆ ไปวดั Hydrogen peroxide (H2O2)  

 4.7.2 การวัดระดับ Hydroperoxide ใน culture medium 

 การวดัปรมิาณ H2O2 ใชว้ิธี Fox assay ในอาหารเลีย้งเซลลท่ี์เก็บมาจากชว่งเวลาตา่ง ๆ โดย

น าอาหารเลีย้งเซลลท่ี์เวลาตา่งๆ มา centrifuge ท่ี 3000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือเอาผลึกครสิตลัและ

เศษเซลลอ์อก จากนัน้น า supernatant ไปวดัปรมิาณ H2O2 ดว้ย Hydrogen Peroxidase Assay kit แลว้

น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีไดไ้ปค านวณเป็นปรมิาณ H2O2 ในสารสกดั โดยแทนคา่ในกราฟมาตรฐาน H2O2 ท่ี

ความเขม้ขน้ตา่งๆ 

 

4.8 ศึกษาการแสดงออกของ MCP-1 protein ด้วยวิธี Western blotting 

 ท าการเก็บอาหารท่ีใชเ้ลีย้ง MDCK cells ในสภาวะตา่งๆ น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 

10 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4°C เพ่ือเอาเศษเซลลอ์อก จากนัน้น า supernatant ไปท าการวิเคราะหด์ว้ย ELISA kit  

 

4.9 ศึกษาการแสดงออกของไซโตไคน ์ TNF และ IL-1 ของ murine macrophage cell line        

Raw264.7 ทีม่ีการเกาะจับของผลึก COM 

 4.9.1 เพาะเลีย้ง murine macrophage cell line Raw264.7 ในภาวะทีม่ีการเกาะจับ COM 

 เลีย้งเซลล ์Raw264.7 โดยเลีย้ง 1 × 104 เซลล ์ใน 6 well plate ดว้ย Complete DMEM น าผลึก

ครสิตลั COM ท่ีเตรียมไวม้าตาก UV light เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปท าการทดลองกบัเซลลเ์พ่ือปอ้งกัน

การปนเป้ือน ลา้งเซลลก์่อนท าการทดลองดว้ย plain DMEM หลุมท่ีไม่ไดเ้ติมสารสกัดจากขา้วเหนียวให้

เป็น control ท าการ Precoat เซลลด์ว้ยสารสกดัจากขา้วเหนียวความเขม้ขน้ตา่งๆ แตล่ะความเขม้ขน้ท า 3 

ซ  า้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาดดูสารสกัดออกแลว้เติมผลึก COM ความ

เข้มข้น 200 µg/ml ท่ีผสมอยู่ใน Complete DMEM ลงไป น าไปบ่มใน humidified incubator 37°C ท่ีมี 



 

 

5% CO2 เม่ือครบ 30 นาที น าเซลล์มาล้างด้วย DMEM 3 ครั้ง เพ่ือให้เหลือเฉพาะผลึกคริสตัลท่ี มี 

adhesion กบัเซลลอ์ยา่งจ าเพาะเทา่นัน้ เป็นเวลา 3, 6, 12, 24 ชั่วโมง 

 4.9.2 ศึกษาการแสดงออกของ TNF และ IL-1 mRNA ด้วยวิธี PCR  

 ท าการเก็บ Raw264.7 ในสภาวะต่างๆ ป่ันลา้งดว้ย DMEM จ  านวน 2 ครัง้ เติมสาร Trizol ลงใน 

pellet ท าการ vortex แลว้น ามาป่ันท่ีความเร็ว 12000 g เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4oC เก็บสารละลาย

ส่วนบนและตัง้ทิง้ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เติม choloform เขย่าประมาณ 15 วินาทีแลว้ 

ตั้งทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 นาที จากนั้นน ามาป่ันท่ีความเร็ว 12000 g เป็นเวลา 15 นาที ท่ี

อุณหภูมิ 4ºC  แล้วดูดสารละลายส่วนบน ท่ีมีลักษณะใส จากนั้นท าการตกตะกอน RNA ดว้ยการเติม 

isopropyl alcohol ตัง้ทิง้ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที แลว้น ามาป่ันท่ีความเร็ว 12000 g เป็นเวลา 

10 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4ºC   ทิง้สารละลายส่วนบน จะเหลือตะกอนของ RNA อยู่บรเิวณกน้หลอด ท าการลา้ง

ตะกอน RNA ด้วยการเติม 75% ethanol  เขย่าแล้วน ามาป่ันท่ีความเร็ว 7500 g เป็นเวลา 5 นาที ท่ี

อณุหภูมิ 4ºC  ทิง้สารละลายส่วนบน และตาก RNA ใหแ้หง้ จากนัน้ท าการวดัปริมาณ RNA ทัง้หมดดว้ย

เครื่อง spectrophotometer ท่ีคา่การดดูกลืนแสง 260 นาโนเมตร  

 4.9.3 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TNF และ IL-1 ด้วยวิธี Western blotting 

น า cell pellet บม่กับ 0.5 M EDTA 200 µl แลว้ resuspend เบา ๆ เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือละลาย

ผลึก เม่ือครบเวลาน าไปป่ันเหว่ียง 10,000 rpm เพ่ือตกตะกอนเซลล์ ป่ันล้างด้วย 0.1 M PBS 3 ครั้ง 

หลังจากนัน้เติม trisol 200 µl แลว้ใช ้sonitor เพ่ือช่วยแตกเซลลจ์นไม่เห็นตะกอนเซลล ์น าไปป่ันเหว่ียง 

10,000 rpm เก็บ supernatant น าไปวดัปรมิาณโปรตีนดว้ยเครื่อง Nanodrop 

น าตัวอย่างโปรตีนท่ีเตรียมไว้มาแยกด้วยวิธี Sodium Dodesylsulphate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) โดยโหลดโปรตีน 10 µg ผสมกับ loading dye (7 M urea, 2 M thiourea, 

2% CHAPS, 120 mM DTT, 40 mM Tris-base, bromophenol blue) น าไปต้ม 95°C ประมาณ 5 นาที 

แลว้น าไปแยกดว้ย 12.5% SDS-PAGE จากนัน้ยา้ยโปรตีนลงบนแผ่น nitrocellulose membrane ดว้ยวิธี 

semidried transfer  

น าแผ่น nitrocellulose membrane ลา้งดว้ย PBS เติม 5% Skimmed milk ท่ีละลายใน TBS ท่ี
อุณหภูมิห้องเพ่ือ block nonspecific binding  1 ชั่ วโมง น าแผ่น nitrocellulose membrane บ่มด้วย 
primary antibody ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่า การทดลองในครัง้นีใ้ช ้antibody 
TNF receptor I และ anti-TNFα จากนั้นล้างด้วย TBS-Tween20 จ  านวน 3 ครั้ง แล้วบ่ม secondary 



 

 

antibody (horseradish peroxidase–conjugated antibody) 1 ชั่ วโมง ล้างด้วย TBS-Tween20 จ  านวน 
3 ครัง้ น าแผน่ nitrocellulose มาท าปฏิกิรยิากบั substrate  จบัเวลา แลว้สงัเกตแถบโปรตีนท่ีเกิดขึน้ 
 

5. การวิเคราะหข้์อมูลทางสถติิ 

 น าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรม SPSS เวอรช์นั 12 ค่าจริงท่ีไดน้  ามาเปรียบเทียบกับค่า

กลางบวกหรือลบดว้ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่ากลางเป็น (± S.E.M.) จากนั้นน าค่ามาหาค่าความ

เช่ือมั่นทางสถิติดว้ยวิธี one-way analysis of variance (ANOVA) โดยใช้การทดสอบของ Turkey-HSD 

multiple comparison tests ท่ีระดบั p<0.05 ถือวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  



 

 

บทที ่4 

ผลการทดลอง 

 

ปริมาณสารสกัดหยาบทีไ่ด้จากการสกัดเมล็ดข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังขห์ยด 

 การสกัดเมล็ดขา้วเหนียวด าบดละเอียด 375 กรมั ดว้ย 75% เอทานอล พบว่าหลงัการระเหยแหง้

ไดส้ารสกัดลักษณะเป็นผงสีม่วงเขม้น า้หนัก 1.423 กรมั สามารถค านวณรอ้ยละของการสกัดไดเ้ท่ากับ 

0.379 จากการสกดัเมล็ดขา้วเหนียวสงัขห์ยดบดละเอียด 425 กรมั ดว้ย 75% เอทานอล พบว่าไดส้ารสกัด

ลกัษณะเป็นผงสีน า้ตาลเหลืองน า้หนกั 2.504 กรมั สามารถค านวณรอ้ยละของการสกดัไดเ้ทา่กบั 0.589  

 

ตารางที ่4.1 แสดงปรมิาณสารสกดัหยาบจากเมล็ดขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด 

สายพนัธุข์า้ว น า้หนกัสารสกดั (g) รอ้ยละของสารสกดัหยาบท่ีไดเ้ทียบ

กบัน า้หนกัดบิก่อนสกดั  

(% yield dry weight) 

ข้าวเหนียวด า 

ข้าวเหนียวสังขห์ยด 

1.423 

2.504 

0.379 

0.589 

 

ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระแอนโทไซยานินและสารประกอบฟีนอลรวมในสารสกัดจากข้าว

เหนียวด าและข้าวเหนียวสังขห์ยด  

น าสารสกดัหยาบของเมล็ดขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด มาท าการศึกษาสารตา้นอนมุูล

อิสระแอนโทไซยานิน โดยวิธี pH differential method ผลการทดลองพบว่าสารสกัดจากเมล็ดขา้วเหนียว

ด ามีปรมิาณแอนโทไซยานิน 23.823 ± 0.863 µg ส่วนสารสกดัจากเมล็ดขา้วเหนียวสงัขห์ยดมีปริมาณแอน

โทไซยานิน 19.566 ± 1.269 µg ตอ่น า้หนกัแหง้ของผงตวัอยา่ง 1 g  

เม่ือศกึษาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมในสารสกัดจากเมล็ดขา้วเหนียวด าและข้าวเหนียวสงัข์

หยดด้วยวิธี Follin Ciocalteu reagent assay เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน Gallic acid พบว่า 

เมล็ดขา้วเหนียวด า 1 กรมั มีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมเฉล่ีย 0.558±0.022 mg ในขณะท่ีเมล็ดขา้ว

เหนียวสงัขห์ยด 1 กรมั มีปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวมเฉล่ีย 0.295 ± 0.040 mg  

เม่ือเปรียบเทียบปริมาณแอนโทไซยานินและสารประกอบฟีนอลรวมจะเห็นไดว้่าสารสกัดขา้ว

เหนียวด ามีปรมิาณมากกวา่ขา้วเหนียวสงัขห์ยดอยา่งมีนยัส าคญั 



 

 

ทดสอบสารสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังขห์ยดต่อการจับของผลึกกับเซลลเ์พาะเลีย้ง

ท่อไตส่วนปลาย MDCK 

เตรียมผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต โดยผสมสารละลายแคลเซียมคลอไรดแ์ละโซเดียม

ออกซาเลตใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 5 และ 0.5 mM ตามล าดบั น าผลึกไปอบแหง้ น ามาศึกษารูปรา่งดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน ์phase contrast พบว่าผลึก COM ท่ีเตรียมไดมี้รูปร่างหกเหล่ียมซึ่งเป็น typical morphology 

ของ COM โดยผลกึ COM มีความรุนแรงในการก่อโรคนิ่วในไต มากกว่าผลึกแคลเซียมออกซาเลตชนิดอ่ืนๆ 

เน่ืองจากมีความคงตวัและมีแรงในการยดึจบักบัเซลลท์่อไต (adhesive force) มากท่ีสดุ (ภาพที ่4.1) 

 

 

 

 

 

ภาพที่  4.1  รูป ร่างพื ้นฐานของผลึก  COM แบบหกเห ล่ียม  เม่ื อวิ เคราะห์ด้วย  phase contrast 
microscope (ก าลงัขยาย 40 เทา่) 

 

 กลไกการเกิดนิ่ วในไตประกอบด้วยกระบวนการ  crystallization, crystal growth, crystal 

aggregation และ crystal adhesion  ขั้นตอนวิกฤตคือการจับกันระหว่างผลึก COM ซึ่งเป็นผลึกนิ่วท่ีมี

ความรุนแรงและมีแรงยึดจบักับเซลลท์่อไตมากกว่าผลึกชนิด  COD มกัพบปนออกมากับปัสสาวะจ านวน

มาก (crystalluria) ในผูป่้วยนิ่วในไต โดยผลึกท่ียึดจบักับเซลลท์่อไตจะมีขนาดใหญ่ขึน้จนอุดกัน้ทางเดิน

ปัสสาวะท าใหผู้ป่้วยแสดงอาการปัสสาวะไม่ออกและมีเลือดออกปนมากบัปัสสาวะ จากการทดสอบสาร

สกัดจากเมล็ดขา้วเหนียวด า ความเขม้ขน้ 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg ในการยบัยัง้การ

จับกันระหว่างผลึก COM กับเซลล ์MDCK เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีมีเพียงผลึก  COM (positive 

control) และกลุ่มควบคมุท่ีมีการเติมเพียงสารสกดั (negative control) ท าการถ่ายภาพดว้ยกลอ้ง phase 

contrast microscope ก าลังขยาย 40 เท่า (ภาพที่ 4.2)  ท าการนับจ านวนผลึก COM ท่ีจับกับเซลล ์

MDCK ในแตล่ะสภาวะจ านวน 30 HPF โดยกลุ่ม positive control ท่ีเติมเพียง COM ในปฏิกิรยิา มีจ  านวน

ผลึก 102.33 ± 12.05 กลุ่มท่ีมีสารสกัดจากเมล็ดขา้วเหนียวด า ความเขม้ขน้ 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 

µg และ 200 µg/ml มีจ  านวนผลึกเฉล่ีย 100.07 ± 12.30, 99.03 ± 11.02, 91.8 ± 9.64, 79.03 ± 10.37 

และ 68.5 ± 9.02 ตามล าดบั  



 

 

 
ภาพที ่4.2 ภาพจากกลอ้ง phase contrast microscope แสดงการจบัของผลกึ COM กบัเซลล ์MDCK 

ในสภาวะท่ีมีสารสกดัจากเมล็ดขา้วเหนียวด าความเขม้ขน้ 10, 20, 50, 100 และ 200 µg/ml  ท่ีก าลงัขยาย 

40เทา่ 
 

ทดสอบสารสกัดจากข้าวเหนียวสังขห์ยดต่อการจับของผลึกกับเซลลเ์พาะเลีย้งท่อไตส่วนปลาย 

MDCK 

 ท าการนับจ านวนผลึก COM ท่ีจับกับเซลล ์MDCK ในแต่ละสภาวะจ านวน 30 HPF โดยกลุ่ม 

positive control ท่ีเติมเพียง COM ในปฏิกิริยา มีจ  านวนผลึก 112.03 ± 20.15 กลุ่มท่ีมีสารสกัดจากขา้ว

เหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ 10 µg, 20 µg, 50 µg, 100 µg และ 200 µg/ml มีจ  านวนผลึกเฉล่ีย 110.07 

± 15.40, 105.03 ± 21.02, 96.1 ± 20.17, 89.34 ± 14.37 และ 76.25 ± 18.02 ตามล าดบั  



 

 

 
ภาพที ่4.3 ภาพจากกลอ้ง phase contrast microscope แสดงการจบัของผลกึ COM กบัเซลล ์MDCK 

ในสภาวะท่ีมีสารสกดัจากเมล็ดขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ 10, 20, 50, 100 และ 200 µg/ml  ท่ี

ก าลงัขยาย 40 เทา่ 
 

ทดสอบความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังขห์ยดในการก าจัด 

Hydrogen peroxide (H2O2) ซึ่งเป็นโมเลกุลที่เป็นพิษต่อเซลล์ (cell damaging agents) ด้วยวิธี 

Hydrogen peroxide scavenging activity 

ในภาวะปกติจะมีไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดซ์ึ่งจดัเป็นอนมุลูอิสระในกลุ่ม reactive oxygen species 

(ROS) เกิดขึน้ปริมาณหนึ่งจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ ในกรณี ท่ีเซลล์มีความเครียด 

(oxidative stress) มากขึน้ เช่น จากการเกาะจบัของผลึกนิ่วแคลเซียมออกซาเลตก็จะมีการสรา้งไฮโดรเจน

เปอรอ์อกไซดอ์อกมามากขึน้ ผูว้ิจยัจงึท าการทดสอบความสามารถของสารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้ว

เหนียวสงัขห์ยดซึ่งมีสารตา้นอนุมลูอิสระจ านวนมาก ในการลดหรือก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ท่ีเกิดขึน้

โดยเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานวิตามินซี (Ascorbic acid)  

 



 

 

1. การก าจัดไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดข์องสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 

น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 610 nm  ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ความ

เขม้ขน้ 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/mL มาค านวณหาค่าเฉล่ียรอ้ยละของความสามารถใน

การก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(% Scavenging effect) พบว่า มีคา่เฉล่ีย 40.72, 46.01, 56.58, 64.02, 

67.24, 69.15 และ 69.39 ตามล าดับ น าค่าท่ีได้มาเขียนกราฟโดยแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง % 

scavenging effect และความเข้มข้นของ  Ascorbic acid เพ่ือหาความเข้มข้นท่ีสามารถก าจัดได้

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ด ้50% ของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดเ์ริ่มตน้ (IC50) จากกราฟพบว่าค่า IC50 ของ 

Ascorbic acid มีคา่เทา่กบั 0.134 mg/mL (ภาพที ่4.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ Ascorbic acid และค่าเฉล่ียรอ้ยละของ

ความสามารถในการก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(% Scavenging effect) และคา่ IC50 

2. การก าจัดไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดข์องสารสกัดข้าวเหนียวด า 

 น าค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 610 nm ของสารสกัดขา้วเหนียวด าความเขม้ขน้ 0.001, 

0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 4, 6, 8 แ ล ะ  10 mg/mL ม า ค า น ว ณ ห า ค่ า  % 

Scavenging effect พบว่ามีค่าเฉล่ีย 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 ตามล าดบั เม่ือน าค่าเฉล่ียท่ีไดม้าเขียนกราฟ พบว่าสาร

สกัดข้าวเหนียวด าความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 mg/mL มีค่า % scavenging effect เพิ่มขึน้
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Concentration of Ascorbic acid (mg/mL)

IC50 of Ascorbic acid = 0.134 mg/mL



 

 

อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกับความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL (p≤ 0.05) และสารสกัดขา้วกลอ้งขา้ว

เหนียวด าความเขม้ขน้ 2, 4, 6, 8 และ 10 mg/mL มีค่า % scavenging effect ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทาง

สถิติเม่ือเปรียบเทียบกับความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL (p≤ 0.05)  เม่ือค านวณความเขม้ขน้ของสารสกัดขา้ว

เหนียวด าท่ีสามารถก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ด ้50% (IC50) พบว่ามีคา่เท่ากับ 0.106 mg/mL (ภาพที ่

4.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.5 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของสารสกดัขา้วเหนียวด าและคา่เฉล่ียรอ้ยละ

ของความสามารถในการก าจดั Hydrogen peroxide (% Scavenging effect) และคา่ IC50 

 

3.  การก าจัดไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดข์องสารสกัดข้าวเหนียวสังขห์ยด 

             น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 610 nm ของสารสกัดขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ 2, 

4, 6, 8, 10, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 40 และ 100 mg/mL มาค านวณหา % Scavenging effect พบว่ามี

ค่า เฉ ล่ีย  13.21, 17.79, 24.24, 39.60, 43.26, 48.04, 53.84, 49.07, 47.97, 45.48, 42.70, 36.29 และ 

16.85 ตามล าดบั เม่ือน าค่าเฉล่ียมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง % scavenging effect และ

ความเขม้ขน้ของสารสกดัขา้วเหนียวสงัขห์ยด พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 8, 10, 20, 22, 24, 26, 28, 30 และ 40 

mg/mL มีการเพิ่มขึน้ของ % scavenging effect อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับความเขม้ขน้ 2 

mg/mL (p≤ 0.05) และท่ีความเข้มข้น 40 และ 100 mg/mL มีค่า % scavenging effect ลดลงอย่างมี
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Concentration of Black Sticky Rice Extract (mg/mL)

IC50 of Black Sticky Rice Extract = 0.106 mg/mL



 

 

นยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบัความเขม้ขน้ 22 mg/mL (p≤ 0.05) ค่า IC50 ของสารสกัดขา้วเหนียวสงัข์

หยดมีคา่เทา่กบั 20.661 mg/mL (ภาพที ่4.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.6 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารสกัดขา้วเหนียวสงัขห์ยดและค่าเฉล่ีย

รอ้ยละของความสามารถในการก าจดั Hydrogen peroxide (% Scavenging effect) และคา่ IC50 

 

 จากการศกึษาผลของการก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดข์องสารสกดัขา้วกลอ้งขา้วเหนียวด าและ

ขา้วเหนียวสงัขห์ยด จะเห็นไดว้่าสารสกดัขา้วเหนียวด าสามารถก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ดดี้กว่าสาร

สกัดขา้วเหนียวสงัขห์ยด พิจารณาจากค่า IC50 สารสกัดขา้วเหนียวด ามีค่า 0.106 mg/mL ซึ่งนอ้ยกว่าค่า 

IC50 ของสารสกัดข้าวเหนียวสังขห์ยดท่ีมีค่า 20.661 mg/mLเม่ือเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

Ascorbic acid ซึ่งมีค่า IC50 0.134 mg/mL ดังนั้น จะเห็นได้ว่าสารสกัดข้าวเหนียวด าสามารถก าจัด

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ดม้ากกว่าสารสกัดขา้วเหนียวสังขห์ยด ประมาณ 20 เท่า และสามารถก าจัด

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ดใ้กลเ้คียงกบั Ascorbic acid  
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Concentration of Sungyod Sticky Rice Extract (mg/mL)

IC50 of Sungyod Sticky Rice Extract = 20.661 mg/mL



 

 

ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังข์หยดต่อการตายของ

เซลลเ์พาะเลีย้งท่อไตส่วนปลาย MDCK  

ในงานวิจัยท่ีศึกษาสารสกัดจากธรรมชาติเพ่ือน ามาใชใ้นมนุษยน์ัน้ จ  าเป็นตอ้งท าการศึกษาหา 

toxic dose หรือปริมาณสารสกัดท่ีเป็นพิษกบัเซลล ์ทัง้นีเ้พ่ือหาปริมาณท่ีเหมาะสมกบัการน าไปศกึษาต่อ

ในสตัวท์ดลองก่อนน าไปใชใ้นคน ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาปริมาณของสารสกัดจากขา้วเหนียวด าและขา้ว

เหนียวสงัขห์ยดท่ีเหมาะสม และไมเ่ป็นพิษตอ่เซลลท์อ่ไตสว่นปลาย MDCK ดว้ยวิธี  MTS assay โดยวดัคา่

การดดูกลืนแสงท่ี 490 nm แลว้น ามาค านวณหาคา่รอ้ยละการมีชีวิตรอดสมัพทัธ ์(% relative ratio)  

% relative ratio = [O.D treatment / O.D control] x 100 

จากการทดสอบความเขม้ขน้ของสารสกดัขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ 20, 

50, 100, 200 และ 400 µg/ml  กับเซลล ์MDCK พบว่า สารสกัดข้าวเหนียวด าท่ีความเขม้ขน้ 200 และ 

400 µg/ml  ท าใหเ้ซลลมี์ชีวิตรอดนอ้ยกว่า 80% (ภาพที่ 4.7) ในขณะท่ีสารสกดัขา้วเหนียวสงัขห์ยดความ

เขม้ขน้ 50, 100, 200 และ 400 µg/ml  ท าใหเ้ซลลมี์ชีวิตรอดนอ้ยกว่า 80% (ภาพที่ 4.8) เปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคมุคือเซลล ์MDCK ในอาหารเลีย้งปกติ จะเห็นไดว้่าสารสกดัจากขา้วเหนียวสงัขห์ยดมีความเป็น

พิษกบัเซลลท์อ่ไตสว่นปลายมากกวา่สารสกดัขา้วเหนียวด า  

 

      

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.7  แสดงคา่ % relative ratio หรือการมีชีวิตรอดสมัพทัธข์องเซลลเ์พาะเลีย้ง MDCK ในสภาวะท่ี

มีสารสกดัจากขา้วเหนียวด าความเขม้ขน้ตา่งๆ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.8  แสดงคา่ % relative ratio หรือการมีชีวิตรอดสมัพทัธข์องเซลลเ์พาะเลีย้ง MDCK ในสภาวะท่ี

มีสารสกดัจากขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ตา่งๆ 

 

ทดสอบความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังขห์ยดในการลดการตาย

ของเซลลเ์พาะเลีย้งท่อไตส่วนปลาย MDCK ในสภาวะทีม่ีการเกาะจับของผลึก COM 

ท าการทดสอบสารสกดัขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ 20, 50, 100, 200 และ 

400 µg/ml ในการป้องกัน เซลล์ MDCK จากพิษ ท่ี เกิดจากการเกาะจับของผลึก COM 200 µg/ml  

เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุคือ MDCK ท่ีมีผลึก COM แตไ่ม่มีสารสกดั ผลการทดลองพบว่า ความเขม้ขน้

ของสารสกัดข้าวเหนียวด าท่ี 20, 50, 100, 200 µg/ml (ภาพที่ 4.9) และความเข้มข้นของสารสกัดข้าว

เหนียวสงัขห์ยดท่ี 100, 200 µg/ml (ภาพที่ 4.10) สามารถป้องกันการตายของเซลลท์่อไตส่วนปลายจาก

พิษของผลึกได ้จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่าสารสกัดจากขา้วเหนียวด ามีความสามารถในการป้องกัน

การตายของเซลลท์อ่ไตสว่นปลายจากพิษของผลกึ COM ไดดี้กวา่สารสกดัขา้วเหนียวสงัขห์ยด 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.9  แสดงคา่ % relative ratio หรือการมีชีวิตรอดสมัพทัธข์องเซลลเ์พาะเลีย้ง MDCK ในสภาวะท่ี

มีสารสกดัจากขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ตา่งๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.10  แสดงคา่ % relative ratio หรือการมีชีวิตรอดสมัพทัธข์องเซลลเ์พาะเลีย้ง MDCK ในสภาวะ

ท่ีมีสารสกดัจากขา้วเหนียวสงัขห์ยดความเขม้ขน้ตา่งๆ 

  



 

 

ศึกษาการแสดงออกของไซโตไคน ์ TNF และ TNF receptor ของ murine macrophage cell line        

Raw264.7 ในภาวะทีม่ีการเกาะจับของผลึก COM 

 ทดสอบสารสกัดจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด ในการลดการแสดงออกของไซโต

ไคนท่ี์หลั่งออกมาจากเซลลแ์มคโครฟาจ Raw264.7 ในสภาวะท่ีมีการอกัเสบจากการเหน่ียวน าของผลึก

แคลเซียมออกซาเลต ท่ีเวลา 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง  

 ผลการศกึษาลกัษณะของเซลลแ์มคโครฟาจ Raw264.7 ท่ีสภาวะตา่งๆ พบวา่ลกัษณะของ เซลล์

เพาะเลีย้งท่ี 24 ชั่วโมง มีรูปรา่งลกัษณะเปล่ียนไปคือกลมมีการเจริญแบบซอ้นทบักนัและมีการหลุดลอย 

เหมือนกลุ่ม positive control  ซึ่งเป็นเซลลแ์มคโครฟาจ Raw264.7 ท่ีบ่มกับผลึก COMเท่านั้น (ภาพที ่

4.11) 

 จากการทดลองหาปรมิาณโปรตีนท่ีเหมาะสมเพ่ือท า western blot พบวา่ ปรมิาณของโปรตีนท่ี
สามารถใชใ้นการท า western blot และเห็นแถบของโปรตีนชดัเจนคือ 15 µg ผสมกบั loading dye 
อตัราสว่น 1:5 แลว้ยอ้มดว้ยสี coomasie blue และ silver stain ไดผ้ลการทดลองดงันี ้(ภาพที ่4.12) 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
  
ภาพที ่4.12  แสดงความเขม้ขน้ของแถบโปรตีนท่ีเหมาะสมในการท า Western blotting ดว้ยการท า SDS-
PAGE ยอ้มดว้ย Coomassie blue และ Silver staining   
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ภาพที ่4.11 ลกัษณะของ macrophage cell line Raw264.7 ในสภาวะทีมีสารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยดรว่มกบัผลกึ COM ท่ีเวลา 3, 6, 12 
และ 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ ท่ีก าลงัขยาย 400 เทา่ 



 

 

ผลการศึกษาการแสดงออกของ TNF receptor I (TNFR1)  
 โดย TNFR1 เป็นตวัรบัของ TNF cytokine มีการแสดงออกบนผิวเซลล ์ผลการศึกษาดว้ยวิธี 
western blot พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน TNFR1 ขนาด 55 กิโลดาลตัน ในกลุ่ม negative 
control , positive control, กลุ่มท่ีบ่มกับสารสกัดขา้วเหนียวด า 24 ชม. และกลุ่มท่ีบ่มกับสารสกัดขา้ว
เหนียวสงัขห์ยด 24 ชม. จะเห็นไดว้่ากลุ่มท่ีบ่มกับสารสกัดจากขา้วเหนียวสงัขห์ยดมีการแสดงออกของ 
TNFR1 เพิ่มขึน้  
 
 
 
 

 
 

  

ภาพที ่4.13  ผลการแสดงออกของโปรตีน TNF receptor I ดว้ยวิธี Western blot  

 ผลการศึกษาการแสดงออกของ TNF-alpha (TNF-α)  
 TNF-α เป็น pro-inflammatory cytokine ขนาด 17.4 กิโลดาลตนั ท่ีถกูสรา้งและหลั่งออกมา
จากเซลล  ์activated monocytes หรือ macrophages ซึ่งจะจับกับตัวรบับนผิวเซลล์คือ TNFR1 และ 
TNFR2 ผลการศกึษาการแสดงออกของโปรตีน TNF-α  จาก cell lysate ของ Raw264.7 พบว่าไมมี่การ
แสดงออกของโปรตีนในทกุสภาวะ 
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ภาพที ่4.14   ผลการแสดงออกของโปรตีน TNF-α ดว้ยวิธี Western blot 
 
ผลการศึกษาการแสดงออกของ MCP-1 protein ด้วยวิธี Western blotting 

 จากการศึกษาของ ปริญญาพร วิทูร และทิษฏยา เรื่องสารสกัดจากขา้วเหนียวด าและขา้ว
เหนียวสงัขห์ยดลดการอกัเสบของหนท่ีูถกูเหน่ียวน าใหเ้ป็นนิ่วในไต โดยท าการแบง่หนทูดลองออกเป็น 4 
กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคมุหนปูกติ (C), กลุ่มท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้ป็นนิ่วดว้ย ethylene glycol (E), กลุ่มท่ีให ้
potassium citrate แลว้ให ้ethylene glycol (KC), กลุ่มท่ีใหส้ารสกดัจากขา้วเหนียวด าแลว้ให ้ethylene 
glycol (B), กลุม่ท่ีใหส้ารสกดัจากขา้วเหนียวสงัขห์ยดแลว้ให ้ethylene glycol (S)  
 

 ท าการเก็บเนือ้เย่ือไตของหนมูาศกึษาการแสดงออกของโปรตีน Monocyte chemoattractant 
protein 1 (MCP-1) ดว้ย western blotting ผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของโปรตีน MCP-1 ท่ีมี
ขนาด 11 กิโลดาลตนั ในกลุ่ม KC, B และ S มีการแสดงออกลดลงอย่างชัดเจน เม่ือเทียบกับกลุ่ม E 
(ภาพที ่4.15)   
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ภาพที ่4.15   ผลการแสดงออกของโปรตีน MCP-1 ดว้ยวิธี Western blot (n=5) 
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บทที ่5 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 

ผลการสกัดสารส าคญัจากเมล็ดขา้วเหนียวด า ลกัษณะผงสีม่วงเขม้ คิดเป็นรอ้ยละของการสกัด

เทา่กบั 0.379 รอ้ยละของสารสกดัเมล็ดขา้วเหนียวสงัขห์ยด ผงสีน า้ตาลแดง คดิเป็นรอ้ยละ 0.589 ปริมาณ

สารสกดัท่ีไดอ้าจแตกตา่งกนัไปขึน้กบัชนิดของตวัท าละลาย เช่น เอทานอล  อะซิโตน และเมทานอล, เวลา

ในการสกดั และอณุหภมูิท่ีใชใ้นการสกดั (Jun, H.I., Song, G.S., Yang, E.I., Youn, Y., 2012)  

ขา้วมีสารตา้นอนุมูลอิสระส าคญั คือแอนโทไซยานินซึ่งเป็นเม็ดสีหรือรงควตัถุ สะสมอยู่บริเวณ

เปลือกขา้วหรือร  าขา้ว ท าใหป้รากฏเป็นสีตา่งๆ โดยเมล็ดขา้วท่ีมีสีด  า สีน า้ตาล และสีแดงประกอบดว้ยสาร

หลักของแอนโทไซยานินคือ cyanidin-3-glucoside (C3G) และ penonidin-3-glucoside (P3G) โดย 

C3G มีมากถึง 93% ของแอนโทไซยานินทัง้หมด ความแตกตา่งของปริมาณสารแอนโทไซยานินขึน้อยู่กับ

ความแตกต่างทางพันธุกรรม ตวัท าละลายท่ีใชใ้นการสกัด และปัจจยัอ่ืนๆ เช่น แสงแดด เป็นตน้ (Ryu, 

S.N., 1998; Abdel-Al, E.M., 2006; Abdel-Aal, E.M.,  2003) จากการศึกษาพบว่าสารสกัดจากข้าว

เหนียวด ามีปริมาณแอนโทไซยานินเฉล่ีย 23.823 ± 0.863 µg และสารประกอบฟีนอลรวม0.558±0.022 

mg  มากกว่าสารสกัดข้าวเหนียวสังขห์ยด ท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินเฉล่ีย 19.566 ± 1.269 µg และ

สารประกอบฟีนอลรวม 0.295 ± 0.040 mg ตอ่น า้หนกัแหง้ของผงตวัอยา่ง 1 g ทัง้นีข้า้วสีด ามีปรมิาณแอน

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

2006) ขา้วท่ีมีเย่ือหุม้เมล็ดสีเขม้จะมีใยอาหาร แคลเซียม และสารตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าขา้วท่ีมีเย่ือหุม้

เมล็ดสีออ่น (Ardiansyah, 2007)  

 การเกิดนิ่วในไตเริ่มจากการตกผลึกของแคลเซียมกบัออกซาเลตไอออนใน distal collecting duct 

จนผลึกมีขนาดโตเกาะเก่ียวกันและจับกับโมเลกุลบนผิวเซลลท์่อไตส่วนปลาย เช่น CD44, sialic acid- 

containing glycoprotein, osteopontin เป็นตน้ (14-18) ขั้นตอนวิกฤตคือการจับกันระหว่างผลึก COM 

ซึ่งเป็นผลึกท่ีมีความรุนแรงและมีแรงยึดจบักับเซลลท์่อไตมากกว่าผลึกชนิดไดไฮเดรต COD ถึง 15 เท่า 

(11) มกัพบปนออกมากับปัสสาวะจ านวนมาก (crystalluria) ในผูป่้วยนิ่วในไต โดยผลึกท่ียึดจบักับเซลล์

ทอ่ไตจะมีขนาดใหญ่ขึน้จนอดุกัน้ทางเดินปัสสาวะท าใหผู้ป่้วยแสดงอาการปัสสาวะไมอ่อกและมีเลือดออก

ปนมากบัปัสสาวะ จากการศกึษาดว้ยวิธี in vitro พบวา่สารสกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด

สามารถลดการตกผลึก การขยายขนาด การเกาะเก่ียว และการยึดจับกับเซลลเ์พาะเลีย้งท่อไตไดแ้บบ 
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dose-dependent เช่นเดียวกบัการศกึษาก่อนหนา้นีข้องสารสกดัจากลกูใตใ้บ ทัง้ใน In Vitro และ In Vivo 

พบว่า สามารถยบัยัง้การเกิดนิ่วในระยะ Growth และ Aggregation และลดการเกาะเก่ียวระหว่างผลึกกบั

เซลลบ์ุท่อไต ท าใหก้ารติดคา้งของผลึกบริเวณท่อไตลดลง (Barros ME SN, Boim MA, 2010; Boim MA 

HI, Schor N., 2010) สารสกัดจากเปลือกสมอเทศ (Terminalia arjuna) พบว่าสามารถยับยั้งการสะสม

ของผลกึแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมออกซาเลตได ้(Chaudhary A, 2010)  

การเกาะจบัของผลึก COM กบัเซลลเ์ย่ือบทุ่อไตเป็นขัน้ตอนวิกฤต สามารถเหน่ียวน าใหเ้ซลล์เกิด

ความเครียดสรา้งอนุมูลอิสระออกมาจ านวนมาก ไดแ้ก่ superoxide anion radical, hydrogen peroxide 

และ hydroxyl radical (Khan, 2004) โดยอนุมูลอิสระมีคณุสมบตัิท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเน่ืองจากความ

ไม่เสถียรของโมเลกุลท าใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไดง้่ายจึงเป็นอนัตรายต่อร่างกาย การเกิดของเสียใน

กระบวนการเมตาบอลิซมึท าใหเ้ย่ือหุม้เซลลถ์กูท าลาย เซลลแ์ตกและตายในท่ีสดุ นอกจากนีอ้นมุลูอิสระยงั

เป็นสาเหตุของการอักเสบ เซลลเ์ส่ือมสภาพเร็วขึน้ ผลการทดสอบความสามารถของสารสกัดจากขา้ว

เหนียวด าและขา้วเหนียวสังขห์ยดในการก าจัด Hydrogen peroxide ในสภาวะท่ีมีการเกาะจบัของผลึก 

COM กบั MDCK cells พบวา่สารสกดัขา้วเหนียวด าสามารถก าจดั Hydrogen peroxide ไดดี้กว่าสารสกดั

ขา้วเหนียวสงัขห์ยด ประมาณ 20 เท่า เน่ืองจากสารสกัดขา้วเหนียวด ามีคา่ IC50 0.106 mg/mL ในขณะท่ี 

IC50 ของสารสกดัขา้วเหนียวสงัขห์ยดท่ีมีคา่ 20.661 mg/mL โดยสามารถก าจดัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ด้

ใกลเ้คียงกับ Ascorbic acid ซึ่งมีค่า IC50 0.134 mg/mL เม่ือศึกษาปริมาณเซลลต์ายพบว่าสารสกัดจาก

ขา้วเหนียวด าสามารถป้องกนัการตายของเซลลท์่อไตส่วนปลายจากพิษของผลึก COM ไดดี้กว่าสารสกัด

ขา้วเหนียวสงัขห์ยด จากการศกึษาของ ทิษฏยาและคณะปี 2557 และ 2560 พบว่าสารสกดัขา้วเหนียวด า

และขา้วเหนียวสงัขห์ยด สามารถลดการแสดงออกของอนุมลูอิสระ 8-OHdG ภายในเซลล ์ซึ่งอนัตรายต่อ 

DNA ในเนือ้เย่ือไตของหนูทดลองท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้ป็นนิ่วดว้ยการใหห้นูกิน 0.5% ethylene glycol และ

สารสกดัจากขา้วทัง้สองมีผลชว่ยเพิ่มการแสดงออกของสารตา้นอนมุลูอิสระ Catalase และ SOD1 อีกดว้ย 

เอนไซม์ SOD จะท าหน้าท่ีในการเปล่ียนอนุมูลอิสระดังกล่าวเป็น  hydrogen peroxide และจะถูก

เปล่ียนไปเป็นออกซิเจน (O2) และน า้ (H2O) ดว้ยเอนไซม ์Catalase 

จะเห็นไดว้่าเม่ือเกิดผลึกในเนือ้เย่ือไตแลว้จะสง่ผลใหเ้ย่ือบทุ่อไตถกูท าลาย ท าใหเ้กิดการอกัเสบเซลลบ์ทุ่อ

ไตท่ีอยู่รอบบริเวณท่ีมีผลึกเกาะติดถกูท าลาย พบเซลลบ์วม แตก และหลุดออกจากฐานเซลล ์ท่ีส  าคญัคือ

พบเม็ดเลือดขาวจ านวนมาก  เช่น monocytes, macrophages, lymphocytes และ neutrophil บริเวณ 

renal interstitium แสดงใหเ้ห็นว่าการอกัเสบมีบทบาทส าคญัในกระบวนการเกิดนิ่วไต (ชาญชยั บุญหลา้, 
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2550)  จากการศึกษาเซลล ์macrophage Raw264.7 ท่ีมีการเกาะจับของผลึก COM ในสภาวะท่ีมีสาร

สกดัจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด พบว่าเซลลเ์ริ่มมีการเปล่ียนแปลงรูปรา่งมีการเกาะกนัเป็น

กลุม่และโตเป็นแนวสงู เกิดจากเซลล ์macrophage เคล่ือนท่ีไปยงับรเิวณท่ีมีผลกึแคลเซียมออกซาเลตแลว้

ลอ้มรอบผลึกเพ่ือก าจดัท าลายดว้ยกระบวนการ phagocytosis ผ่านการจบัของ CD44 กับ osteoponin 

และ fibronectin ช่วยในการก าจัดและย่อยสลายผลึกแคลเซียมออกซาเลต (Okada, Yasui et al. 2010) 

เม่ือเกิดกระบวนการ phagocytosis เซลล ์macrophage จะมีการหลั่งสาร pro-inflammatory cytokines 

ไดแ้ก่ TNF-α, IL-1β, IL-8 และ IL-10 ภายในเวลา 1 ชั่วโมง TNF-α มีขนาด 17.4 กิโลดาลตัน ถูกสรา้ง

และหลั่ งออกมาจากเซลล์ได้หลายชนิด ได้แก่ adipocytes, activated monocytes, macrophages, B 

cells, T cells และ fibroblasts ซึ่งจะจบักับตวัรบับนผิวเซลลคื์อ TNFR1 และ TNFR2 จากการศึกษาดว้ย

วิธี western blotting พบการแสดงออกของ TNFR1 ในเซลล ์macrophage Raw264.7 ท่ีบ่มร่วมกับสาร

สกัดขา้วทัง้สองไม่แตกตา่งกันเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ อย่างไรก็ตามควรท าการวิเคราะห ์intensity ของ

แถบโปรตีนเพ่ือความชัดเจน แต่การศึกษา TNF-α จาก cell lysate กลับไม่พบการแสดงออกเลยแม้แต่

กลุ่มเดียว ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากปริมาณของไซโตไคนท่ี์แสดงออกมามีปริมาณนอ้ยมากท าใหไ้ม่สามารถ

ตรวจเจอ หรือเวลาท่ีเหมาะสม ในการตรวจหา โดยปริมาณการหลั่งขึน้อยู่กับจ านวนของผลึกแคลเซียม

ออกซา เลต  (Dominguez-Gutierrez, Kusmartsev et al. 2018) โป ร ตีน  TNF-α มี  2 isoform ได้แ ก่ 

membrane tethered form (mTNF-α) ขนาด 26 kDa หรือ  secretory form (sTNF-α) ขนาด 17 kDa 

(Ardestani, Li et al. 2013) นอกจากนีพ้บวา่ เซลลเ์ย่ือบไุตในหนทูดลองกลุ่มท่ีไดร้บัสารสกดัจากขา้ว ก่อน

ไดร้บั 0.5% ethylene glycol มีการแสดงออกของโปรตีน MCP-1 ลดลง สอดคลอ้งกับผลของ Umekawa, 

2003 (Umekawa, Chegini et al. 2003) โดย MCP-1 เป็น chemokine ส าคัญ ช่วยในการเคล่ือนท่ีของ 

monocyte หรือ macrophage ให้เคล่ือนท่ีผ่านผนังหลอดเลือด ไปยังเนื ้อเย่ือท่ีเกิดการบาดเจ็บหรือ

เสียหายเพ่ือตอบสนองตอ่การอกัเสบ (Deshmane, Kremlev et al. 2009)  
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ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในข้ันตอนต่อไปตลอดจนประโยชนใ์นทางประยุกตข์องผลการวิจัย

ทีไ่ด ้

 ผลการศึกษาในครัง้นีช้่วยเพิ่มความรูค้วามเขา้ใจเก่ียวกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของสารประกอบ

ส าคญัภายในสารสกัดจากขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด ซึ่งเป็นพืชทอ้งถ่ินและพืชทางเศรษฐกิจ

ส าคญัของไทย ไดแ้ก่ แอนโทไซยานิน สารประกอบฟีนอล วิตามินต่างๆ และแกมม่าออริไซนอล เป็นตน้ 

โดยสารเหล่านีส้ามารถลด ยบัยัง้ หรือปอ้งกนัการเกิดโรคนิ่วในไตตลอดจนลดความรุนแรงของพยาธิสภาพ

ท่ีเกิดจากผลึกนิ่วแคลเซียมออกซาเลต ซึ่งเป็นนิ่วท่ีพบบ่อยในประชากรสูงถึงรอ้ยละ 80 โดยโรคนิ่วในไต

เป็นโรคท่ีพบบ่อยในประชากรไทยและประชากรทั่ วโลก อย่างไรก็ตาม การศึกษาในครัง้นี ้เป็นเพียง

การศกึษาโดยใช ้in vitro model เท่านัน้ คณะผูว้ิจยัมีความสนใจท่ีจะศึกษาเพิ่มเติมในสตัวท์ดลองหรือ in 

vivo model ทั้งนี ้เพ่ือความใกล้เคียงกับการเกิดโรคนิ่วในไตของมนุษย์ อีกทั้งเห็นว่าควรมีการแยก

สารประกอบท่ีมีฤทธ์ิโดยตรง ในการปอ้งกนัโรคน่ิวในไตออกมาใหไ้ดป้ริมาณมากและมีความบริสทุธ์ิ ซึ่งจะ

น าไปสู่การพฒันาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมป้องกันโรคนิ่วในไตได ้และอาจพฒันาเป็นทางเลือกหนึ่งในการ

รกัษาโรคนิ่วในไตไดโ้ดยไมต่อ้งผา่ตดั ในกลุม่ผูส้งูอาย ุหรือผูท่ี้มีอาการโรคอ่ืนๆ พรอ้มกนั   

 

ผลผลิต (output) 

ปี ผลส าเร็จที่คาดว่าจะได้รับ ประเภท 
2561 ผลจากการศึกษาในครั้งนี้จะเป็นผลส าเร็จเบื้องต้น (Preliminary results) 

ในการเพ่ิมข้อมูลความรู้เกี่ยวกับความสามารถในการเป็น antioxidant ของ
สารสกัดจากข้าวเหนียวด าและข้าวเหนียวสังข์หยด ที่สามารถยับยั้งกลไกการ
เกิดนิ่วในไตได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งขั้นตอนวิกฤตของการเกิดนิ่วในไตคือ การ
เกาะจับของผลึกคริสตัลกับเซลล์เยื่อบุท่อไต และลดการอักเสบ ในอนาคตมี
ความจ าเป็นอย่างยิ่งในการที่จะต้องศึกษาต่อเพ่ือแยกสารส าคัญ  

 Primary Result 

2562 มีการศึกษาการเพ่ิมปริมาณของสารส าคัญนั้นๆ ด้วยวิธีทาง genetic 
engineering หลังจากนั้นจะพัฒนาสารสกัดที่ได้ให้เป็นผลิตภัณฑ์และมี
การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเกิดนิ่วในไตของผู้ป่วยโดยแพทย์
ผู้เชี่ยวชาญต่อไป ซึ่งถือได้ว่าเป็นผลส าเร็จในขั้นสุดท้าย (goal results)  
 เมื่อแผนการวิจัยในครั้งนี้ประสบความส าเร็จ จะได้สารสกัดตัวใหม่
ที่ใช้ในการบ าบัดรักษาหรือป้องกันการเกิดนิ่วในไต ท าให้ประชากรมีสุขภาพ
แข็งแรง เป็นผลให้คุณภาพชีวิตของประชาชนในประเทศดีขึ้น ซึ่งจะ
สอดคล้องกับแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ ฉบับที่ 11 (พ.ศ. 
2555-2559) 

 Intermediate Result 
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งบประมาณของโครงการวิจัยทีไ่ด้รับการจัดสรร 

 ปี  ประเภทงบประมาณ  รายละเอียด  จ านวน (บาท) 

2561 งบบคุลากร คา่จา้งผูช้ว่ยวิจยั เดือนละ 2000 x 12  24,000 

2561 งบด าเนินการ : คา่ตอบแทน คา่ตอบแทนผูว้ิจยั 3 คน (คนละ 20,500) 61,500 

2561 งบด าเนินการ : คา่ใชส้อย คา่เบีย้เลีย้ง คา่เชา่ท่ีพกั คา่พาหนะ และ

คา่ลงทะเบียนในการน าเสนอผลงานใน

การประชมุวิชาการ  

30,000 

 

2561 งบด าเนินการ : คา่ใชส้อย คา่อาหารเลีย้งเซลล ์fetal bovine serum, 

culture media MEM, RPMI1640, 

antibiotic, 0.25% trypsin, PBS buffer 

คา่ขา้ว, คา่สารเคมี เชน่ alcohol, calcium 

chloride, sodium oxalate, NaCl, Tris 

buffer, สารเคมีวิเคราะห ์Fox assay, 

chloroform, isopropyl alcohol 

- คา่ MTS assay kit 

- คา่ใชส้อยท า PCR  

- คา่ชดุทดสอบ ELISA ไดแ้ก่ MCP-1, 

TNF และ IL-1 

300,000 

2561 งบด าเนินการ : คา่วสัด ุ - วสัดวุิทยาศาสตร ์ไดแ้ก่ เครื่องแกว้, 

culture plate, flasks, pipet tips, 

disposable pipette, eppendorf tube 

- วสัดสุ  านกังาน  

138,000 

 

 

 

 รวม  553,500 

2561 งบด าเนินการ : คา่ธรรมเนียม

อดุหนนุสถาบนั 

คา่ธรรมเนียมอดุหนนุสถาบนั 10%  

 

61,500 

 รวม  61500 

 รวมตลอดโครงการ  615,000 
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รายงานงบประมาณของโครงการวิจัย 12 เดอืน 

 ปี  ประเภทงบประมาณ  รายละเอียด  จ านวน (บาท) 

2561 งบบคุลากร คา่จา้งผูช้ว่ยวิจยั เดือนละ 2,000 x 12  24,000 

2561 งบด าเนินการ : คา่ตอบแทน คา่ตอบแทนผูว้ิจยั 3 คน (คนละ 20,500) 61,500 

2561 งบด าเนินการ : คา่ใชส้อย คา่เบีย้เลีย้ง คา่เชา่ท่ีพกั คา่พาหนะ และ

คา่ลงทะเบียนในการน าเสนอผลงานใน

การประชมุวิชาการ  

- 

 

2561 งบด าเนินการ : คา่ใชส้อย คา่อาหารเลีย้งเซลล ์fetal bovine serum, 

culture media MEM, RPMI1640, 

antibiotic, 0.25% trypsin, PBS buffer 

คา่ขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียวสงัขห์ยด, 

คา่สารเคมี เชน่ alcohol, calcium 

chloride, sodium oxalate, NaCl, Tris 

buffer, สารเคมีในการวิเคราะห,์ 

chloroform, isopropyl alcohol 

- คา่ MTS assay kit 

221,150 

2561 งบด าเนินการ : คา่วสัด ุ - วสัดวุิทยาศาสตร ์ไดแ้ก่ เครื่องแกว้, 

culture plate, flasks, pipet tips, 

disposable pipette, appendorf tube 

- วสัดสุ  านกังาน เชน่ กระดาษ สมดุ กลอ่ง

เก็บวสัดอุปุกรณ ์ฯลฯ 

138,000 

 

 

 

 

 รวม  444,650 

2561 งบด าเนินการ : คา่ธรรมเนียม

อดุหนนุสถาบนั 

คา่ธรรมเนียมอดุหนนุสถาบนั 10%  

 

55,350 

 รวมตลอดโครงการ  500,000 
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1. การเตรียมสารเคมี ส าหรับการเก็บเนือ้เยือ่ไต 

 1.1 การเตรียม 4% Paraformadehyde ใน 0.01 PBS, pH 7.4, ปริมาตร 100 ml 

  ชั่งสาร Paraformadehyde   4  g 
  เตมิ 0.01 PBS     70  ml 

(ปรบัคา่ pH จนไดค้า่ 7.4) 
เตมิ 0.01 PBS ลงไปใหถ้ึง   100  ml 

 กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรอง ก่อนเก็บท่ี 4°C 
1.2 การเตรียม 10% Sucrose ใน 0.1 PBS, pH 7.4, ปริมาตร 600 ml 

ชั่งสาร Sucrose     60 g 
เตมิ 0.1 PBS      600 ml 

  ท าการตม้จนสารละลาย 

1.3 การเตรียม 30% Sucrose ใน 0.1 PBS, pH 7.4, ปริมาตร 600 ml 
ชั่งสาร Sucrose     180 g 
เตมิ 0.1 PBS      600 ml 

  ท าการตม้จนสารละลาย 
 
2. การเตรียมสารเคมี ส าหรับสกัดเนือ้เยือ่ไตขวา 

2.1 การเตรียม  Lysis buffer (Protien homogenizing buffer), pH 7.6, ปริมาตร 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 
 

3. การเตรียมสารเคมี ส าหรับการวัดปริมาณโปรตนีด้วยวิธี Bradford 

3.1 การเตรียม Serial dilution BSA  
จาก BSA 1.26 mg ปรมิาตร 1 ml ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ใหไ้ดป้รมิาณโปรตีนเทา่กบั 50, 100, 200, 
400, 800 และ 1000 ปรมิาตรละ 50 µl 
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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. การเตรียมสารเคมี ส าหรับวิธี  (SDS-PAGE) และ Western blotting 

4.1 การเตรียม 10X PBS 0.1M, pH 7.2  ปริมาตร 200 ml 
  ชั่งสาร Na2H2PO4 • 2H2O    1.028   g 

ชั่งสาร Na2HPO4 (anhydrous)      1.902   g 
  ชั่งสาร NaCl     17   g 
  เตมิ ddH2O     150   ml 
  (ปรบัคา่ pH จนถึง 7.2) 

เตมิ ddH2O ใหค้รบ     200  ml 

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

ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  10   g 
เตมิ ddH2O     100   ml 
( ควรเก็บไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง) 

4.3 การเตรียม 1X Transfer buffer, pH 9.2 ปริมาตร 1000 ml 

   ชั่งสาร Tris     5.81  g 
   ชั่งสาร Glycine      2.93  g 
   ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  0.375  g 
   เตมิ Methanol     200    ml 
   (ปรบัคา่ pHจนถึง 9.2) 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     1000  ml 
4.4 การเตรียม 10X Running buffer, pH 8.3 ปริมาตร 1000 ml 

   ชั่งสาร Tris     30.2   g 
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   ชั่งสาร Glycine      144  g 
   ชั่งสาร SDS (sodium dodecyl sulfate)  10   g 
   (ปรบัคา่ pH จนถึง 8.3) 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     1000  ml 
4.5 การเตรียม Sepaeating gel buffer, pH 8.8 ปริมาตร 200 ml 

   ชั่งสาร Tris     36.3  g 

   แลว้เตมิ ddH2O    150    ml 

   (ปรบัคา่ pH ดว้ย HCl จนถึง 8.8) 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     200    ml 
4.6 การเตรียม Stacking gel buffer, pH 6.8 ปริมาตร 200 ml 

   ชั่งสาร Tris     12.11  g 

   แลว้เตมิ ddH2O       150    ml 

   (ปรบัคา่ pH ดว้ย HCl จนถึง 6.8) 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     200    ml 
4.7 การเตรียม 10% Ammonium persulfate (APS) 

   ชั่งสาร APS      0.1  g 
   แลว้เตมิ ddH2O     1         ml 

4.8 การเตรียม Coomasie blue ปริมาตร 1000 ml 
   ชั่งสาร Coomasie Brilliant blue R250  0.25  g 
   Methanol     400     ml 
   Glacial acetic acid    70      ml 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     1000  ml 
4.9 การเตรียม Destain I ปริมาตร 1000 ml 

   Methanol     400     ml 
   Glacial acetic acid    70      ml 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     1000  ml 
4.10 การเตรียม Destain II ปริมาตร 1000 ml 

   Methanol     50     ml 
   Glacial acetic acid    70      ml 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     1000  ml 
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4.11 การเตรียม Loading buffer (6x) ปริมาตร 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 การเตรียม 0.1% Ponceau S ใน 5% Acetic acid ปริมาตร 20 ml 
   ชั่งสาร Ponceau S    0.02   g 
   Acetic acid      1        ml 

แลว้เตมิ ddH2O จนครบ     20  ml 
 

5. การเตรียมสารเคมี ส าหรับวิธี Immunofluorescence และ Immunoperoxidase 
 5.1 การเตรียม 10X TBS, pH 7.9 ปริมาตร 1000 ml 

ชั่งสาร Tris     12.1  g 
ชั่งสาร NaCl     87.6    g 
ddH2O      400  ml 

(ปรบัคา่ pH จนถึง 7.9) 
 แลว้เตมิ ddH2O จนครบ    1000     ml 

 5.2 การเตรียม 0.1% Glycine ปริมาตร 100 ml 
ชั่งสาร Glycine     0.1  g 
 0.1 M PBS      100   ml 
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