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ปญหาสําคัญในการเลี้ยงไกเนื้อที่พบไดบอยคือ ความเครียด ซึ่งมีผลทําใหรางกายเสียสมดุลรีดอกซทํา

ใหเซลลเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น ดีเอ็นเอถูกทําลาย เกิดการเปอรออกซิเดชั่นของไขมันและทําให
เซลลตาย หากสามารถควบคุมสมดุลรีดอกซไวได ความเสียหายในกรณีดังกลาวก็จะไมเกิดขึ้น ดังนั้นจึงทําการ 
ศึกษาผลของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตอความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและการ
เปอรออกซิเดชั่นของไขมันในไกเนื้อ โดยใชไกอายุ 1 วัน จํานวน 200 ตัว แบงเปน 4 กลุมไดรับอาหารแตกตางกัน 
ดังนี้ N: อาหารควบคุม P: อาหารควบคุมเสริมดวยเพรดนิโซโลน 3 ม.ก./อาหาร 1 ก.ก CP: อาหารควบคุมเสริม
ดวยเพรดนิโซโลน 3 ม.ก/อาหาร 1 ก.ก.และผสมดวยสมุนไพรขมิ้นชันระดับรอยละ 0.05 ของอาหารและ AP: 
อาหารควบคุมเสริมดวยเพรดนิโซโลน ปริมาณ 3 ม.ก/อาหาร 1 ก.ก.และผสมดวยสมุนไพรฟาทะลายโจรระดับ
รอยละ 0.1 ของอาหาร สุมคัดเลือกไกกลุมละ 12 ตัว ที่อายุ 14 21 และ 28 วัน เก็บเลือดเพื่อ1) ศึกษาระดับของ
อัตราสวนเซลลเฮทเทอโรฟลลตอลิมโฟไซต (H/L Ratio ) สําหรับเปนดัชนี้บงช้ีความเครียด 2) วัดความ สามารถ
รวมในการรีดิวซสารอนุมูลอิสระ (TAC)โดยวิธีการรีดิวซเหล็กเฟอรริก (FRAP) 3) วัดระดับของอัตรา สวน
รีดิวซกลูตาไธโอนตอออกซิไดซกลูตาไธโอน (GSH/GSSG Ratio) และ 4) ความเขมขนของมาลอนไดอัลดีไฮด 
(MDA) ซึ่งเปนดัชนี้บงช้ีความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและการเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน 

  
                ผลการศึกษา H/L Ratio พบวาไกเนื้อที่อายุ 14 วัน กลุม P มี H/L Ratio สูงกวากลุม N อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P< .05) ผลการศึกษาคา TAC พบวาไกเนื้อที่อายุ 14 วัน กลุม AP มีคา TAC สูงกวากลุม N อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P< .05) และที่อายุ 28 วัน พบวา กลุม CP และ AP มีคา TAC สูงกวากลุม N และ P อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P< .05) ผลการศึกษา GSH/GSSG Ratio ที่อายุ 14 วันบงช้ีวากลุม P มีคาต่ํากวา กลุม AP, N 
และ CP อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05) ซึ่งที่อายุ 21 และ 28 วันความแตกตางอยางมีนัยสําคัญจะพบใน กลุม 
N และ CP เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม P (P< .05) แตไมพบในกลุม AP เมื่อเปรียบเทียบคา MDA ในพลาสมา พบวา
ไกเนื้อที่อายุ 14 และ 21 วัน กลุม CP มีคา MDA ตํ่ากวากลุม P อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P< .05) และ ที่อายุ 28 วัน 
กลุม N, CP และ AP มีคา MDA ตํ่ากวากลุม P อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P< .05) จากผลการทดลองพบวา 
เพรดนิโซโลน สามารถชักนําใหเกิดความเครียด ซึ่งมีผลกระทบตอความสามารถรวมในการรีดิวซ สารอนุมูล
อิสระ ซึ่งมีสวนสัมพันธกับระบบกลูตาไธโอนทําใหเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและการเปอรออกซิเดชั่น
ของไขมันในไกเนื้อ ขณะที่สารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรมีบทบาทในการควบคุมสมดุล
รีดอกซและการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในไกเนื้อที่อยูภายใตสภาวะเครียดได 
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                One of the crucial health problems of broilers reared under intensive farming system is stress, 
particularly the chronic one that affects cellular redox balance rendering the cells to oxidative stress, DNA 
damage, lipid peroxidation, and apoptosis. In attempt to reduce such damages and loss in poultry industry, a 
possible role of crude extracts of Curcuma longa and Andrographis paniculata in minimizing the oxidative 
stress and lipid peroxidation was examined. Two hundred day-old broiler chicks were divided into 4 groups 
receiving basal diet with 1 of the 4 different supplements; N: no supplement; P: 3 mg/kg prednisolone; CP: 3 
mg/kg prednisolone and 0.05% Curcuma longa; AP: 3 mg/kg prednisolone and 0.1% Andrographis paniculata. 
At 14, 21 and 28 days of age, 12 broilers from each group were randomly selected for examinations of  
1) heterophil to lymphocyte ratios as a stress index, 2) total antioxidant capacity (TAC), using ferric reducing 
ability of plasma, 3) reduced glutathione to oxidized glutathione (GSH/GSSG Ratios) and 4) plasma malondialdehyde 
(MDA) as the oxidative stress and lipid peroxidation index. 
 
                Result showed that the birds P group expressed a significantly higher stress level than those in N 
group (P<.05) at 14 days of age, suggesting that 3 mg/kg prednisolone could successfully induce stress. Such 
effect however was not found in CP and AP group. This might suggest that the herb supplements could have 
beneficial effect in stress control in broilers. At day 14, the TAC of the birds in AP group was found higher 
than those in N group (P<.05). The higher TAC was also detected at day 28 in CP group and AP group compared 
to N and P group (P<.05). At day 14, the GSH/GSSG Ratios of the birds in P group was found lower than those in 
group AP, N and CP group (P<.05) while at day 21 and 28, the significance was found when compared to N and 
CP group (P<.05) but not AP group. When compared to plasma MDA of the birds in P group, the significance 
lower levels were found in CP group at days 14, 21 and 28 (P<.05). Such significance was found as well 
extended to N and AP group at day 28 (P<.05). It could be suggested that stress induced by prednisolone 
negatively affected the antioxidant capacity particularly that associated with glutathione antioxidant system 
thereby rendering broilers to oxidative stress and lipid peroxidation. From these finding, some potential roles 
of crude extracts of Curcuma longa and Andrographis paniculata in stress control and redox homeostasis in 
broilers could also be suggested. 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 103 
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สารบัญตาราง 

 
ตารางที่ หนา 
  

1 ROS RNS และอนุมูลอิสระอ่ืนๆที่พบในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง 6 
2 อัตราสวนของเฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต 48 
3 คาความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระในการรีดวิซเหล็กเฟอรกิ 50 
4 ความเขมขนของ tGSH GSH GSSG และ อัตราสวนของ GSH/GSSG 51 
5 ความเขมขนของมาลอนไดอัลดีไฮด (malondialdehyde) 55 
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที ่ หนา 
  

1 วิถีการสรางและการกําจดั reactive oxygen species (ROS)  5 
2 ขบวนการฟาโกไซโตซิส และการสรางและการสลายสารอนุมูลอิสระ 7 
3 โครงสรางของเอ็นไซม NADPH oxidase ในเซลลนิวโทรฟล 8 
4 ปฏิกิริยาการเปลี่ยนซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ไปเปนไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด โดยการทํางานของเอนไซม ซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส 10 
5 ปฏิกิริยาการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไปเปนน้ํา โดยการทํางานของ

เอนไซมคาตาเลส 11 
6 ปฏิกิริยาการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไปเปนน้ําโดยการทํางานของ

เอนไซมกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส 11 
7 บทบาทของวติามินซีในการกําจดั ROS 12 
8 การรักษาสมดลุของระบบกลูตาไธโอน 15 
9 โครงสรางของวิตามินอแีละกลไกการใหไฮโดรเจนอะตอมแก lipid radical  16 
10 โครงสรางของ carotenoids ที่มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ 16 
11 ปฏิกิริยาของไฮดรอกซิล เรดิคัลกับ กวานนี 18 
12 บริเวณของเยือ่หุมเซลลที่ถูกอนุมูลอิสระเขาทําปฏิกิริยา 20 
13 กลไกแสดงการเกิดกระบวนการเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน 22 
14 โครงสราง MDA 22 
15 โครงสราง HNE 22 
16 วิถีการเกิดอนมุูลอิสระที่เปนอันตรายตอสารชีวโมเลกลุและการกําจดัอนุมูลอิสระ 24 
17 ขมิ้นชัน 25 
18 โครงสรางหลักของเคอรคิวมินและอนพุันธที่สกัดแยกไดจากขมิ้นชนัและ  
 คุณสมบัติ 26 
19 กลไกการกําจดัลิปดเปอรออกไซดของเคอรคิวมิน 29 
20 ฟาทะลายโจร 32 
21 โครงสรางทางเคมีของฟาทะลายโจร 34 

 



 (4)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่ หนา 
 

22 กลไกแสดงการทําปฏิกิริยาระหวาง neoandrographolide และ superoxide 35 
23 ปฏิกิริยาระหวาง TPTZ กับ Fe2+ 44 
24 ปฏิกิริยาการวิเคราะห GSH และ/หรือ GSSG ดวยวิธี enzymatic recycling method 45 
25 ปฏิกิริยาระหวาง TBA และ MDA 46 
26 กราฟแสดงความเขมขนของ tGSH GSH GSSG และ GSH/GSSG 56 
27 กราฟแสดง H/L Ratios TAC GSH/GSSG และ MDA 57 
28 เสนอกลไกแสดงการตอบสนองของรางกายตอความเครยีดจากภาวะออกซิเดชั่น  

โดยการชักนําดวยเพรดนิโซโลน  58 
29 เสนอกลไกแสดงการตอบสนองของรางกายตอความเครยีดจากภาวะออกซิเดชั่น

เมื่อไดรับสารสกัดสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรรวมกับเพรดนิโซโลน 59 
 
ภาพผนวกที ่
 

1 ปฏิกิริยาระหวาง TPTZ กับ Fe2+ 91 
2 กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขนของเหล็กเฟอริก 94 
3 ปฏิกิริยาระหวาง TBA และ MDA 94 
4  กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขน malondialdehyde (MDA) 97 
5 ปฏิกิริยาการวิเคราะห GSH และ/หรือ GSSG ดวยวิธี enzymatic recycling method 98 
6 กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขน tGSH  101 
7 กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขน GSSG 102 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

5-LO  = 5-lipoxygenase 
BH4  = Tetrahydrobioterin 
CAT  = Catalase 
Cu,Zn-SOD = Copper, Zinc superoxide dismutase 
DTNB  = 5,5’-dithiosbis-(2-nitrobenzoic acid) 
ECSOD  = Extra Cellular Superoxide dismutase 
eNOS  = endothelium Nitric Oxide Synthetase 
FAD  = Flavin Adenine Dinucleotide 
FMN  = Flavin Mononucleotide 
FRAP  = Ferric reducing Ability of Plasma 
GCS   =  Glutamyl cysteine synthetase 
GPx  = Glutathione peroxidase 
GR  = Glutathione reductase 
GSH  = Reduced glutathione 
GSSG  = Glutathione disulfide/Oxidized glutathione 
GST  = Glutathione-s-Transferase 
GSH/GSSG = Reduced/Oxidized glutathione 
H/L  = Heterophil/Lymphocyte  
HOCl  = Hypochlorus acid 
H2O2  = Hydrogen peroxide 
iNOS  = inducible Nitric Oxide Synthetase 
LOOH  = Lipid hydroperoxide 
MnSOD  = Manganese Superoxide dismutase 
mRNA  = messenger Ribonucleic acid 
MDA  = Malondialdehyde 
NO  = Nitric Oxide  
NOS  = Nitric Oxide Synthetase 
nNOS  = neuronal Nitric Oxide Synthetase 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
NADPH = Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate 
NO+  = Nitrosonium cation 
NO-  = Nitroxyl anion 
ONOO-  = Peroxynitrite 
O2

-  = Superoxide anion radical 
.OH  = Hydroxyl radical 
ROS  = Reactive Oxygen Species 
SOD  = Super oxide dismutase  
TPA  = Tumor 4-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
TBA  = Thiobarbituric Acid 
TBARS  = Thiobarbituric acid reactive substrate 
TPTZ  = 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine 
y-GCS  = y-Glutamyl cysteine synthetase 
  



ผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิน้ชันและฟาทะลายโจรตอความเครียดจากภาวะ
ออกซิเดชั่นเเละการเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในไกเนื้อ 

 
The Effects of Crude Extracts from Curcuma longa and Andrographis paniculata 

on Oxidative Stress and Lipid Peroxidation in Broilers 
 

คํานํา 
 

ปญหาสําคัญที่พบไดบอยในการเลี้ยงไกเนื้อ คือ ความเครียด ซ่ึงมีสาเหตุมาจากหลายปจจัย 
เชน อากาศรอนชื้น การเลี้ยงอยางหนาแนนในระบบอุตสาหกรรม การเปลี่ยนแปลงฤดูกาล และ
การจัดการที่ไมเหมาะสม เปนตน รางกายตอบสนองตอภาวะความเครียด โดยหลั่งแคทีโคลามีน 
(อิพิเนฟรินและนอรอิพิเนฟริน) ผานการทํางานของระบบ Sympathetic-Adrenal Medullary (SA) axis 
และหลั่งฮอรโมนกลูโคคอรติคอยดผานการทํางานของระบบ Hypothalamo-Pituitary-Adrenal 
(HPA) axis (Robert et al., 2000) ฮอรโมนเหลานี้จัดเปนฮอรโมนความเครียดที่สําคัญที่กระตุน
กระบวนการเมแทบอลิซึมของ คารโบไฮเดรต โปรตีนและไขมันในรางกาย เพื่อใหไดพลังงาน (Lin 
et al., 2004) สําหรับตอบสนองตอภาวะเครียด  
 

ความเครียดกระตุนใหรางกายสรางอนุมูลอิสระในระดับสูง (Dorge, 2002) สงผลใหรางกาย
เสียสมดุลรีดอกซ (ความสมดุลระหวางการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น-รีดักชั่น) ทําใหเกิดความเครียด
จากภาวะออกซิเดชั่น (Sies, 1997) อนุมูลอิสระจะเขาทําลายสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบของ
เซลล ไดแก โปรตีน ดีเอ็นเอ และ ไขมัน (Dorge, 2002) เปนเหตุใหเซลลทําหนาที่ผิดปกติหรือเกิด
การตายได (Buttke and Sandstorm, 1994) นอกจากนี้ การเสริมกลูโคคอรติคอยดเปนระยะเวลานานๆ
ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม พบวาทําใหไขมันเกิดปฏิกิริยาเปอรออกซิเดชั่น และ กดการทํางานของระบบ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระในเซลลตับ (Ohtsuka et al., 1998) เม็ดเลือดแดง (Orzechowski et al., 2000) 
หัวใจและมาม (Rajashree and Puvanakrishnan, 1998) กลามเนื้อและอวัยวะตอมน้ําเหลือง (Pereira 
et al., 1999) รวมทั้งกดการตอบสนองตอภูมิคุมกันโรค (Regnier and Kelly, 1981) และเพิ่มคาอัตราสวน
ของเม็ดเลือดขาวชนิดเฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต (Heterophil/lymphocyte, H/L ratio) ซ่ึงเปนดัชนี
บงชี้ภาวะความเครียด (Gross and Siegel, 1983; Maxwell, 1993) ดังนั้นการรักษาสมดุลรีดอกซจึงมี
ความสําคัญในการชวยลดความเสียหายในระบบการเลี้ยงไกเนื้อระดับอุตสาหกรรม การเสริมสารที่
มีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระ ในอาหารสัตวอาจชวยลดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและการ
เปอรออกซิเดชั่นของไขมันได 
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ขมิ้นชันมีสารเคอรคิวมิน เปนองคประกอบหลัก มีโครงสรางเปนสารกลุมฟโนลิค ออกฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระ สงเสริมการทํางานของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ (Masuda et al., 2000) เชน superoxide 
dismutase (SOD) catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx)ในตับหนู (Reddy and Lokesh, 
1994a) และลดการเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในสมองหนู (Selvam et al., 1995) สวนสมุนไพรฟา
ทะลายโจรมีโครงสรางเปนสารกลุมไดเทอรปน แลคโตน เชน neoandrographolide ออกฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระ (Kamdem et al., 2002 ) สงเสริมการทํางานของเอนไซม SOD, CAT และ GPx และยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม lipid peroxidase ในตับหนู (Trivedi and Rawal , 2001)  

 
แมจะมีขอมูลการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสมุนไพรดังที่กลาวมาแลว แตยังมีขอมูล

การศึกษาในไกเนื้อนอยมาก ดังนั้นการศึกษานี้จึงทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชัน
และฟาทะลายโจรตอความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและการเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในไกเนื้อ 
เพื่อหาแนวทางการใชประโยชนของสมุนไพรดังกลาวในการเลี้ยงไกเนื้อระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 
 
 



วัตถุประสงค 
 
 1. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตออัตราสวนของ
เฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต 
 
 2. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตอความสามารถ
รวมในการรีดิวซสารตานอนุมูลอิสระในพลาสมา  
 
 3. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตอระบบกลูตาไธโอน
ในเซลลเม็ดเลือดแดง 
 
 4. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตอการเกิด
เปอรออกซิเดชั่นของไขมัน 



การตรวจเอกสาร 
 

1. อนุมูลอิสระ  
 
  อนุมูลอิสระเปนอะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยวอยางนอย 1 ตัวโคจรรอบนอกสุด 
อนุมูลอิสระเกิดขึ้นไดเมื่อพันธะระหวางอะตอมแตกออกและมีอิเล็กตรอนเดี่ยวคงเหลือ อิเล็กตรอน
เดี่ยวนี้ทําใหอนุมูลอิสระมีความเสถียรต่ําและไวตอการเกิดปฏิกิริยาสูงจึงทําปฏิกิริยากับโมเลกุลที่
อยูรอบๆโดยดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลขางเคียงเพื่อใหตัวมันเสถียร โมเลกุลขางเคียงที่สูญเสียหรือ
รับอิเล็กตรอนจะกลายเปนอนุมูลอิสระตัวใหมที่ไมเสถียร และเขาทําปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนตอไป
เปนปฏิกิริยาลูกโซ (Fang et al., 2002) 
 
 1.1 อนุมูลอิสระและอนุพันธของอนุมูลอิสระที่พบในสิ่งมีชีวิต  
  
  1.1.1 อนุมูลอิสระที่มีออกซิเจนเปนสวนประกอบ (reactive oxygen species; ROS) 
   
    เร่ิมตนจากซุปเปอรออกไซด แอนไอออน (superoxide anion) เกิดจากการกระตุน
ของ เอนไซม NAD(P)H oxidase และ xanthine oxidase หรือ สารประกอบอื่นที่เปนองคประกอบของ
ระบบขนสงอิเล็กตรอนในไมโตคอนเดรีย เชน semi-ubiquinone (ภาพที่ 1) เอนไซมซุปเปอรออกไซด 
ดิสมิวเทส (superoxide dismutase, SOD) จะเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนจาก ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน 
ไปเปนไฮโดรเจน เปอรออกไซด (hydrogen peroxide) (Deby and Goutier, 1990; Fridovich, 1995) 
และในเนื้อเยื่อเอนไซมซุปเปอรออกไซดดิสมิวเทส จะเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนจากซุปเปอรออกไซด
แอนไอออนไปเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ singlet oxygen species (1∆gO2) ดวย (Steinbeck 
et al., 1993)ในสภาวะที่มี reduced transition metals เชน เหล็กเฟอรัส (ferrous) หรือ คิวปรัส ไอออน 
(cuprous ions) ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกเปลี่ยนไปเปนไฮดรอกซิลเรดิคัล (hydroxyl radical) 
(Chance et al., 1979) นอกจากนี้ ไฮโดรเจน เปอรออกไซด อาจจะถูกเปลี่ยนไปเปน น้ํา โดยเอนไซม 
คาทาเลส (catalase, CAT) หรือกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase, GPx) (ภาพที่ 1) 
ซึ่งในปฏิกิริยาของเอนไซมกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส กลูตาไธโอน (glutathione, GSH) จะถูก
ออกซิไดซไปเปนกลูตาไธโอนไดซัลไฟด (glutathione disulfide) ซึ่งสามารถเปลี่ยนกลับมาเปน 
กลูตาไธโอนโดยเอนไซมกลูตาไธโอนรีดักเทส (glutathione reductase) โดยใชนิโคตินาไมด 
อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด ฟอสเฟส (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) จาก
กระบวนการ pentose phosphate pathway (ภาพที่ 1) 
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  1.1.2 อนุมูลอิสระที่มีไนโตรเจนเปนสวนประกอบ (reactive nitrogen species; RNS) 
  
    ไนตริก ออกไซด เรดิคัล (nitric oxide radical, NO·) ถูกสรางขึ้นในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง 
โดยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของกรดอะมิโนชนิด แอล-อารจินีน (L-arginine) สวนของ terminal 
guanido nitrogen atom (Palmer et al., 1988) ซ่ึงเรงปฏิกิริยาโดย เอนไซมไนตริกออกไซด ซินทีเทส 
(Nitric oxide synthetase, NOS) ในสภาวะที่มีออกซิเจนและใชโคแฟคเตอรดังตอไปนี้ เชน นิโคตินาไมด 
อะดีนีนไดนิวคลีโอไทดฟอสเฟส, ฟลาวิน อะดีนีน ไดนิวคลีโอไทด (flavin adenine dinucleotide, FAD) 
ฟลาวิน โมโนนิวคลีโอไทด (flavin mononucleotide, FMN) ฮีม (heme), เตตระไฮโดรไบออฟเทอริน 
(tetrahydrobiopterin, BH4) เอนไซมไนตริกออกไซด ซินทีเทส มีทั้งหมด 3 รูปแบบ คือ 1) neuronal 
Nitric Oxide Synthetase, nNOS พบในเนื้อเยื่อประสาท 2) inducible Nitric Oxide Synthetase, iNOS 
พบในเซลลแมคโครฟาจ (macrophage) หลังการหลั่งสารไซโตไคน และ 3) endothelium Nitric Oxide 
Synthetase, eNOS พบในผนังเซลลหลอดเลือด ซึ่งไนตริก ออกไซด เรดิคัล ที่เกิดขึ้นสามารถที่จะ
เปลี่ยนไปเปนอนุมูลอิสระที่มีไนโตรเจนเปนสวนประกอบตัวอื่นๆได เชน nitrosonium cation 
(NO+), nitroxyl anion (NO-) หรือ peroxynitrite (ONOO-) (Stamler et al., 1992) 

 
 
ภาพที่ 1  วิถีการสรางและการกําจัด reactive oxygen species (ROS) 
ที่มา: Dorge (2002) 
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ตารางที่ 1  ROS, RNS และอนุมูลอิสระอ่ืนๆที่พบในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง (ดัดแปลงจาก steven and  
      salem, 1997) 
 
ชนิด Radicals Nonradicals 
ROS Superoxide, O2

·- Hydrogen peroxide, H2O2 
 Hydroxyl, HO· Hypochlorous acid, HOCl 
 Peroxyl, RO2

· Ozone, O3 
 Alkoxyl, RO· Singlet oxygen, 1∆gO2 
 Hydroperoxyl, HO2

·  
RNS Nitric oxide, NO· Nitrous, HNO2 
 Nitrogen dioxide, NO2

· Dinitrogen tetraoxide, N2O4 
  Dinitrogen trioxide, N2O3 
  Peroxynitrite, ONOO- 
  Peroxynitrous acid, ONOOH 
  Nitronium cation, NO2

+ 
  Alkyl peroxynitrites, ROONO 
 
 1.2 แหลงของการสรางอนุมูลอิสระ 
 
  1.2.1 กระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนผานลูกโซการหายใจในไมโตคอนเดรีย 
 
   กระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนผานลูกโซการหายใจในไมโตคอนเดรียเปน
แหลงที่สรางอนุมูลอิสระที่มีออกซิเจนเปนสวนประกอบมากที่สุด โดยเริ่มตนจากการเกิดซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออนและ เปลี่ยนไปเปน ไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยการกระตุนของเอนไซม
ซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส หรือโดยการกระตุนที่ผิดปกติของกระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนใน
ไมโตคอนเดรีย ซ่ึงจะเกิดขึ้นประมาณ 1-4 % ออกซิเจน ในกระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนจะถูก
รีดิวซไปเปนอนุมูลอิสระที่มีออกซิเจนเปนสวนประกอบ ซ่ึงบริเวณที่เกิด จะมี 2 ตําแหนงคือ complex I 
(NADH Coenzyme Q reductase) และ complex II (ubiquinol cytochrome c reductase) 
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  1.2.2 การออกซิเดชัน่ของ NADPH โดยเอนไซม NADPH oxidase 

 
   เอนไซม NADPH oxidase (โครงสราง ดังแสดงใน ภาพที่ 3) พบกระจายทั่วไป
ใน เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดฟาโกไซตเชน นิวโทรฟล (neutrophil) อีโอซิโนฟล (eosinophil) โมโนไซต 
(monocyte) และแมคโครฟาจ (macrophage) ซ่ึงมีกลไกแบบไมเฉพาะเจาะจง ในการตอตานเชื้อโรค 
เชน แบคทีเรีย เชื้อรา ยีสต และไมโครพลาสมา โดยการทํางานของเอ็นไซม NADPH oxidase นี้จะ
กระตุนการสรางอนุมูลอิสระชนิด ซุปเปอรออกไซด เรดิคัล (superoxide radical) ในระดับความ
เขมขนสูง จากนั้นจะเปลี่ยนไปเปนอนุพันธอ่ืนๆ เชนไฮโดรเจนเปอรออกไซด และไฮเปอรคลอรัส 
(hyperchlorus acid, HOCl) ยกตัวอยางเชน เมื่อเซลลนิวโทรฟล ฟาโกไซตแบคทีเรีย โดยหุมแบคทีเรีย 
ไวในแวคิวโอล เอนไซม NADPH oxidase ที่เยื่อหุมเซลลของแวคิวโอล จะเรงปฏิกิริยาการเกิด 
ซุปเปอรออกไซด เรดิคัล และเปลี่ยนไปเปน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยการทํางานของเอนไซม
ซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส จากนั้น ไฮโดรเจนเปอรออกไซด จะถูกเปลี่ยนเปนไฮเปอรคลอรัส 
และไฮดรอกซิล เรดิคัล ซ่ึงมีฤทธิ์มากขึ้นโดยปฏิกิริยา fenton reaction และการทํางานของเอนไซม 
myeloperoxidase ที่หล่ังมาจากแกรนูลของ นิวโทรฟล ทั้งไฮดรอกซิล เรดิคัล และไฮเปอรคลอรัส มี
ฤทธิ์ทําลายแบคทีเรียโดยทําใหเซลลแตก ดังนั้นเมื่อมีขบวนการฟาโกไซโตซิส เซลลเม็ดเลือดขาว
จะมีการใชออกซิเจนมาก เรียกวา oxidative burst ซ่ึงเปนภาวะที่มีการใชออกซิเจนมากขึ้นเพื่อทําให
เกิดอนุมูลอิสระสําหรับกําจัดเชื้อโรคที่ไดรับจากภายนอก (เจริญศรี, 2536) ดังภาพที่ 2 
 

 
 

ภาพที่ 2  แสดงขบวนการฟาโกไซโตซิส และการสรางและการสลายสารอนุมูลอิสระ  
ที่มา: Roos (1991) 
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ภาพที่ 3 โครงสรางของเอนไซม NADPH oxidase ในเซลลนิวโทรฟล  
ที่มา: Dorge (2002) 
 
  1.2.3 การสราง ROS ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนดิลิมโฟไซต โดยเอนไซม 5-lipoxygenase 
  
    เอนไซม 5-lipoxygenase (5-LO) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เหนี่ยวนําหรือกระตุน
ใหเกิดการสราง ROS ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต (Bonizzi et al., 2000) ซ่ึง เอนไซมจะ
ไปออกซิไดซกรดไขมันไมอ่ิมตัว ที่ตําแหนงคารบอนที่จําเพาะทําใหเกิดอนุพันธไขมันไฮโดรเปอร
ออกซี่ (hydroperoxy fatty acid) กับคอนจูเกต ไดอีน (conjugated diene) ช่ือของเอนไซมจะจําเพาะ
ตอตําแหนงที่ถูกออกซิไดซ เชน 5-LO, 12-LO หรือ 15-LO ซ่ึงตัวเลขจะใชอางอิงถึงตําแหนงของ
กรดอะแรคิโดนิค (arachidonic acid) ที่ถูกออกซิไดซ (Yamamoto, 1992) เปนที่รูดีวา 5-LO มีบทบาท
ในการสังเคราะหลิวโคไตรอีน (leukotrienes) A4, B4, C4, D4 และ E4 ผลิตภัณฑที่ไดจากการ
ออกซิไดซโดยการทํางานของเอนไซม 5-LO พบในการเปลี่ยนแปลงสมดุลรีดอกซ และการเหนี่ยวนํา
วิถีสงสัญญาน (signal transduction) และการแสดงออกของยีน 5-LO เกี่ยวของกับการสรางไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด โดยเซลลลิมโฟไซต หลังจากการจับที่ CD28 receptor (Los et al., 1995) และตอบสนอง
ตอ interleukin-1ß (Bonizzi et al., 2000) การสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดในการตอบสนองตอการ
กระตุนของ CD28 จะลดลงโดยพบตัวยับยั้งที่จําเพาะเจาะจงตอ 5-LO หรือ การเกิดเปอรออกซิเดชั่น 
แตไมใชตัวยับยั้งของเอนไซม NADPH oxidase และ cyclooxygenase 
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  1.2.4 การสราง ROS โดย cyclooxygenase 
 
   เอนไซม cyclooxygenase-1 เกี่ยวของกับการสราง ROS ในเซลลที่ถูกกระตุน
รวมกับ TNF-œ, interleukin-1, bacterial lipopolysaccharide หรือ tumor 4-o-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA) (Feng et al., 1995; Munroe et al. 1995) 
 
  1.2.5 การออกซิเดชั่นของ Xanthine หรือ hypoxanthine โดยเอนไซม Xanthine oxidase  
     
   เอนไซม แซนทีน ออกซิเดส (Xanthine oxidase) จะกระตุนการสรางซุปเปอร
ออกไซด เรดิคัล โดยเปลี่ยนจากไฮโปแซนทีน (hypoxanthine) ไปเปนแซนทีน (Xanthine) และ
แซนทีน ไปเปนกรดยูริค ซ่ึงเอนไซมนี้เปนอนุพันธของเอนไซม แซนทีน ดีไฮโดรจีเนส (Xanthine 
dehydrogenase) ซ่ึงในภาวะปกติเอนไซมแซนทีน ออกซิเดส จะเปนสวนนอยที่กระตุนใหรางกาย
สรางอนุมูลอิสระ (Chance et al., 1979) แตอยางไรก็ตาม อนุมูลอิสระท่ีถูกสรางขึ้นโดย เอนไซม 
แซนทีน ออกซิเดส นั้นก็จะเปนสาเหตุหลักที่นําไปสูการเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นใน
สภาวะการเกิดโรค เชน ischemia และ reperfusion (Dorge, 2002) 
 
  1.2.6 การออกซิเดชัน่ของ Monoamines เชน dopamine 
 
   การเกิด ROS โดยการออกซิเดชั่นของ dopamine ในระบบประสาทสวนกลาง 
ซ่ึงมีสวนเกี่ยวของในสภาวะที่เสนประสาท dopaminergic neurons ถูกทําลายโดยเฉพาะการเกิดโรค 
Parkinson’s disease (Dorge, 2002) 
 
2.  สารตานอนุมูลอิสระ 
 
 เซลลประกอบไปดวยเอนไซมตานอนุมูลอิสระ และโมเลกุลตานอนุมูลอิสระ (Ames et al., 
1995: Yu, 1994) ซ่ึงประกอบดวย 
 
 2.1 เอนไซมตานอนุมูลอิสระ เชน เอนไซม SOD ซ่ึงเรงปฏิกิริยา dismutation ของ O2

•- ไป
เปน H2O2 และCAT และ GPx ซ่ึงเปลี่ยน H2O2ไปเปน น้ํา  
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  2.1.1 เอนไซมซุปเปอรออกไซด ดสิมิวเทส (Superoxide dismutase, SOD) 
 
   เอนไซม SOD จําเปนตอทุกๆเซลลในรางกายและมีความสําคัญในการปองกัน
เซลลจากการเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น จากรายงานพบวาเอนไซม SOD มี 3 ชนิดไดแก 
คอปเปอรซิงคซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส (copper, zinc superoxide dismutase, Cu, Zn-SOD), 
แมงกานีส ซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส (MnSOD) และ เอ็กตราเซลลูลาร ซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส 
(SOD) ทั้ง 3 ชนิดจะมีลักษณะการทํางานที่เหมือนกันโดยเรงปฏิกิริยาดิสมิวเตชั่น (dismutation reaction) 
ของ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ดังภาพที่ 4 ไปเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Irfan et al., 2006) 
        
  2O2

·- + 2H+    H2O2 + O2 
 
ภาพที่ 4  ปฏิกริิยาการเปลี่ยนซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ไปเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
   โดยการทํางานของเอนไซมซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส 
    
   ก. เอนไซม Copper, Zinc superoxide dismutase (Cu, Zn-SOD) พบมากใน 
ไซโตซอล (Crapo et al., 1980) มีโครงสรางเปน homodimeric protein (MWt, 32.5 kDa) และ
ตองการทั้งคอปเปอร และซิงค ที่บริเวณเรงปฏิกิริยา (active site) (Fridovich and Freeman, 1986) 
คอปเปอรมีความจําเปนสําหรับการเรงปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม และ ซิงคทําหนาที่รักษา
โครงสรางของโปรตีนใหมีสภาพคงที่ (Fridovich, 1975) 
 
   ข. เอนไซม Manganese SOD (MnSOD)โครงสรางเปน homotetrameric (MWt, 
88 kDa) และตองการแมงกานีสที่บริเวณเรงปฏิกิริยา (Fridovich, 1975) มีความสําคัญในเซลล MnSOD 
มีสวนรวมประมาณ 10-15 % ของปริมาณ SODs ทั้งหมด พบในไมโตคอนเดรีย 
 
   ค. เอนไซม Extra Cellular superoxide dismutase (ECSOD) เปนเอนไซมตาน
อนุมูลอิสระที่มีโครงสรางเปนแบบ tetrameric glycoprotein (MWt, 135 kDa) และตองการคอปเปอร 
และซิงคสําหรับการทํางาน (Marklund, 1984) เปนโปรตีนชนิดหล่ัง ประมาณ 90-99% ของ ECSOD 
โดยรวมพบในบริเวณ extracellular matrix (Marklund, 1984; Oury et al., 1994) ECSOD จะถูก
สังเคราะหขึ้นโดยทั่วไปขึ้นอยูกับระดับของ ECSOD mRNA ซ่ึงมีความสัมพันธกับการทํางานของมัน 
(Folz and Crapo, 1994) 
 

SOD 
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  2.1.2  คาตาเลส (Catalase, CAT)  
 
    เปนเอนไซมตานอนุมูลอิสระ ที่มีโครงสรางเปน homotetrameric protein (MWt., 
240 kDa) (Fridovich and Freeman, 1986) ทําหนาที่เปลี่ยน ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปนน้ํา และ 
ออกซิเจน ดังภาพที่ 5  
      
  2 H2O2             2 H2O + O2 
 
ภาพที่ 5  ปฏิกริิยาการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไปเปนน้ํา โดยการทํางานของ 
   เอนไซมคาตาเลส 
 
  2.1.3  กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (Glutathione peroxidase, GPx)  
 
    กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส อยูในตระกูลของเอนไซมตานอนุมูลอิสระที่มี 
ซีลีเนียม เปนองคประกอบ แบงออกเปน 2 กลุม คือกลุมที่อยูภายในเซลล และนอกเซลล โดยทั่วไป 
กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส มีโครงสรางเปน tetrameric protein (MWt, 85 kDa) ตองการ ซีลีเนียม 
4 โมเลกุล จับเปน seleno-cysteine ซ่ึงเปนบริเวณที่เรงปฏิกิริยา กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส จะรีดิวซ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปน น้ํา ดังภาพที่ 6 (kinnula et al., 1995) ปฏิกิริยารีดักชั่นของออกซิไดซ/
ไดซัลไฟด กลูตาไธโอน (GSSG) จะถูกเรงปฏิกิริยาโดยเอนไซมกลูตาไธโอน รีดักเทส ตาม
วิถีกลูตาไธโอน ดังภาพที่ 6 (Halliwell and Gutteridge, 1989) วิถีกลูตาไธโอน จะเกิดขึ้นเพื่อกลไก
การปองกันของเซลลและการปองกันการสูญเสีย หมูไธออลภายในเซลล (Heffner anf Repine, 1989) 
 
           
  2H2O2 + 2GSH      GSSG + 2H2O 

ภาพที่ 6  ปฏิกิริยาการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไปเปนน้ําโดยการทํางานของเอนไซมกลูตา  
               ไธโอนเปอรออกซิเดส 

  2.1.4 เอนไซม ที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยา reduction ของสารตานอนุมูลอิสระในรูป
ออกซิไดซ เชน glutathione reductase, dehydroascorbate reductase หรือทําหนาที่รักษา protein thiol 
เชน thioredoxin reductase 

   CAT 

GPx
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 2.2 โมเลกุลตานอนุมูลอิสระ 
 
  2.2.1 โมเลกุลตานอนุมูลอิสระที่ละลายไดในน้ํา (Hydrophilic radical scavengers) 
เชน ascorbic acid, uric acid และ glutathione (GSH)  
 
   ก.  ascorbic acid หรือ Vitamin C จะอยูในเซลล สามารถจะเปลี่ยนรูปแบบเปน 
oxidized (dehydro) ascorbic acid ไดดวยตัวเอง ซ่ึงรูปแบบนี้มีความสําคัญในการทําปฏิกิริยากับ  

α- tocopheroxyl เพื่อเปลี่ยนกลับมาเปน α- tocopherol 
 

 
 

ภาพที่ 7  บทบาทของวิตามินซีในการกําจดั ROS  
ที่มา: Oreste et al. (2002) 
 
   ข.  กรดยูริค มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระสูง ในพลาสมา มีความเขมขน
สูงถึง 10 เทาของสารตานอนุมูลอิสระตัวอ่ืนๆ ยกตัวอยางเชน วิตามินซี และวิตามินอี ซึ่งระดับของ 
uric acid จะอยูในชวง 200-450 µM (Ghiselli et al., 2000) ทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระที่ทํา
ใหสารอนุมูลอิสระอยูในสภาวะเสถียร (เชน peroxyl radical) โดยใหอิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระกอนที่
จะเขาทําลายสารชีวโมเลกุล (Simoyi et al., 2002) ในไกจะพบความเขมขนของกรดยูริคสูงซึ่งทํา
หนาที่ในการปองกันภาวะความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและการเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน 
ยับยั้งการทําลายของโปรตีนและกรดนิวคลีอิค (Ames et al., 1981)โดยสารอนุมูลอิสระ ในรางกาย
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หากพบวาความเขมขนของกรดยูริค ต่ํากวาปกติ จะมีผลทําใหอัตราการเกิดโรคและการตายเพิ่มขึ้น 
(Klandorf et al., 2001) 
 
   ค. กลูตาไธโอน (Glutathione, GSH) เปนไตรเปปไทด (tripeptide) ที่ละลายน้ําได 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 3 ชนิด คือ กลูตามิค แอซิด (glutamic acide) ซิสเตอีน (cysteine) และ 
ไกลซีน (glycine) กลูตาไธโอน เปนไธออลโมเลกุล (thiol molecule) ขนาดเล็กที่อยูภายในเซลล ใน
บางเนื้อเยื่อพบวามีความเขมขนสูงถึงระดับมิลลิโมลาร กลูตาไธโอนมีคุณสมบัติเปนตัวรีดิวซ 
(reducing agent) ที่มีความสําคัญในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ซ่ึงมีบทบาทในการกําจัดอนุมูลอิสระ
ไดหลากหลายชนิดโดยเฉพาะ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยมีสวนรวมในการทํางานของเอนไซม 
กลูตาไธโอน-เอส-ทรานสเฟอเรส (glutathione-s-transferase, GST) และ กลูตาไธโอน เปอรออกซิเดส 
(glutathione peroxidase, GPx) ซ่ึงจะพบ กลูตาไธโอน ในเซลลของพืช สัตว เชื้อรา และพวกโพรคารีโอต 
บางชนิด (Anderson, 1998) นอกจากปฏิกิริยาการกําจัดอนุมูลอิสระแลว กลูตาไธโอน ยังมีบทบาท
สําคัญในปฏิกิริยาอื่นๆ เชน ระบบไกลออกซาเลส (glyoxalase system) ปฏิกิริยารีดักชั่นของ 
ไรโบนิวคลีโอไทด (ribonucleotide) ไปเปน ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด (deoxyribonucleotide) 
ควบคุมการแสดงออกของยีนและโปรตีน โดยปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงระหวางหมูไธออล:ไดซัลไฟด 
(Mullineaux and Creissen, 1997)  
 
    กลูตาไธโอนภายในเซลลจะอยูในรูปรีดิวซ (reduced form, GSH) หรือในรูป
ออกซิไดซ (oxidized form, GSSG) การรักษาสมดุลระหวางอัตราสวนของ กลูตาไธโอนในรูปรีดิวซ
ตอรูปออกซิไดซ (GSH/GSSG ratio) เปนสภาพเพื่อความอยูรอดของเซลล ดังนั้นการรักษาความสมดลุ
ของระบบนี้จึงมีความสําคัญ หากความเขมขนของกลูตาไธโอนในรูปรีดิวซ ในเซลลไมเพียงพอ จะ
ทําใหเกิดอัตราเสี่ยงตอการเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น(oxidative stress) ซ่ึงเปนสาเหตุให
เซลลไดรับความเสียหายจากภาวะออกซิเดชั่น (oxidative damage) ซ่ึงความไมสมดุลของกลูตาไธโอน
จะถูกพบในสภาวะการเกิดพยาธิสภาพของโรค ยกตัวอยางเชน มะเร็ง (cancer) neurodegenerative 
disorder, cystic fibrosis, CF, โรคเอดส (HIV) และความชราภาพ (aging) เปนตน (Danyelle, 2003) 
 

1) การสังเคราะหกลูตาไธโอน 
 
      กลูตาไธโอน ถูกสังเคราะหขึ้นจากกรดอะมิโนไกลซีน, ซีสเตอีน (cysteine) 
และกลูตามิค แอซิด (glutamic acid) การสังเคราะหกลูตาไธโอนตองการเอนไซม 2 ชนิด คือ y-glutamyl 
cysteine synthetase (y-GCS) และ GSH synthetase (Meister and Anderson, 1983) ดังภาพที่ 8 y-GCS 
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ประกอบดวย เฮเทอโรไดเมอร (heterodimer) ของ catalytically active heavy subunit y-GCS –HS  
(73 kDa) และ regulatory unit y-GCS-LS (30 kDa) (Sierra-Rivera and Summar, 1996) การควบคุม
ของการทํางานเอนไซม y-GCS เปนลักษณะที่มีความซับซอน ซ่ึงการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ
เอนไซม y-GCS นั้นจะแสดงออกตอเมื่อมีการตอบสนองที่จําเพาะ ซ่ึงการสังเคราะหกลูตาไธโอนนี้
จะมีขอจํากัดที่ระดับของกรดอะมิโนซีสเตอีน ซึ่งซีสเตอีนจะขนสงเขาสูเซลล โดยจับกับโซเดียม
ไอออน และซีสเตอีน จะเขาสูเซลลโดยไมตองอาศัยตัวพา (Bannai et al., 1984) สารอนุมูลอิสระ 
เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ สารประกอบอิเล็กโตรฟลิค (electrophilic compound) จะ
กระตุนการใชซีสเตอีน และกระตุนการแสดงออกของ เอนไซม y-GCS ซ่ึงมีอิทธิพลตอการสังเคราะห 
GSHโดยเฉพาะกระบวนการฟอสโฟรีเลชั่น ของ เอนไซม y-GCS นําไปสูการยับยั้งการสังเคราะห 
GSH ซ่ึงตัว GSH เองจะควบคุมการทํางานของเอนไซม y-GCS โดยกลไกการยับยั้งยอนกลับ (feed 
back inhibition) ดังนั้นการขาดหายไปของ GSH จะเพิ่มการกระตุนอัตราการสังเคราะห GSH ดวย 
 
    2) GSH redox cycle 
 
      สารอนุมูลอิสระ เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และซุปเปอรออกไซดเรดคิลั 
เปนตน เปนอันตรายตอเซลล ดังนั้นรางกายจึงมีระบบการสรางและการกําจัดจะถูกควบคุมภายใน
เซลล โดยการทํางานของเอนไซม กลูตาไธโอน เปอรออกซิเดส รวมกับเอนไซมคาทาเลส และ 
ซุปเปอรออกไซด ดิสมิวเทส กลูตาไธโอน เปอรออกซิเดสจะกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดวย
การทํางานของ GSH ซ่ึงจะเปนตัวใหอิเล็กตรอนในปฏิกิริยารีดักชั่น ซ่ึงจะไดกลูตาไธโอนในรูป
ออกซิไดซ ไดผลิตภัณฑสุดทายของปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ของ GSH คือ glutathione disulfide 
(GSSG) ภายในเซลล GSSG จะเปลี่ยนกลับไปเปน GSH โดยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม glutathione 
reductase (GR) โดยตองการ NADPH (Danyelle, 2003) ดังภาพที่ 8  
 
    จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวาอัตราสวนของ GSH/GSSG มีบทบาทสําคัญ
ในการควบคุมสภาวะสมดุลรีดอกซภายในเซลลโดยรักษาสมดุลของไธออล /ไดซัลไฟด 
(thiol/disulfide) โดยปกติแลวในเซลลจะพบความเขมเขมของ GSH ประมาณ 100 เทาของ GSSG 
การเกิดออกซิเดชั่นของ GSH เพียงเล็กนอยเทานั้นก็จะทําใหอัตราสวนเปลี่ยนแปลงอยางเห็นไดชัด 
และมีผลตอสมดุลรีดอกซภายในเซลล ยกตัวอยางเชน ถาอัตราสวนของ GSH/GSSG เร่ิมตนที่ 
100:1 และหลังจากทําใหความเขมขนของ GSSG เพิ่มขึ้นเปน 2 เทาการเปลี่ยนแปลงของอัตราสวน
ของ GSH/ GSSG จะเปน 49: 1 ในทางกลับกันจะมีความสามารถในการปองกันเซลลไดอยาง
รวดเร็ว (Meister, 1992) 



 15

 

 
 
 
ภาพที่ 8  การรักษาสมดุลของระบบกลูตาไธโอน  
ที่มา:  Danyelle (2003) 

 
  2.2.2 โมเลกุลตานอนุมูลอิสระที่ละลายไดในไขมัน (Lipophilic radical scavengers)  
 
   ก. Tocopherols (Vitamin E) ในรางกายมี 4 รูปแบบ ไดแก α, β, γ, δ tocopherol 
แตละรูปมีความสําคัญเนื่องจากมีคุณสมบัติตอตานภาวะออกซิเดชั่น ไดดีที่สุดคือ รูปแบบ α- tocopherol 
โดยจะพบ α- tocopherol นี้ในเยื่อหุมเซลล และใน plasma lipoprotein มีความ สามารถที่จะจับกับ
อนุมูลอิสระไดดีกวา fatty acid โดยเฉพาะอยางยิ่ง peroxyl และ alkoxyl radicals ที่เกิดระหวาง
กระบวนการ lipid peroxidation และเมื่อจับกันแลวจะเปลี่ยนรูปเปน radical ใหมคือ  α- tocopheroxyl  
(α- tocopherol-O•) ซ่ึงไมมีความไวตอปฏิกิริยาเหมือน radical ตัวอ่ืนๆ และไมทําปฏิกิริยากับไขมัน
ขางเคียง α- tocopheroxyl ที่เกิดขึ้นในเยื่อหุมเซลลจะถูก reoxidized กลับมาเปน α- tocopherol ได
โดย dehydroascorbic acid เปนตัวชวยในปฏิกิริยา 
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ภาพที่ 9 โครงสรางของวิตามินอีและกลไกการใหไฮโดรเจนอะตอมแก lipid radical  
ที่มา: Tucker and Townsend (2005) 
 

 
 
ภาพที่ 10  โครงสรางของ carotenoids ที่มีคุณสมบัตเิปนสารตานอนุมูลอิสระ (lycopene, β-carotene,  
      and lutein)  
ที่มา: Cui et al. (2004) 
 
   ข. Carotenoids มีความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ไดเทาเทียมกับ 
α- tocopherol นั้นคือสามารถแยงทําปฏิกิริยากับ alkoxyl และ peroxyl radical แทนไขมันไดเชนกัน 
ถึงแมวาปริมาณของ carotene ในรางกายจะนอยกวา α- tocopherol ถึง 50 เทาก็ตาม 
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3.  ความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น (Oxidative stress) 
 
   การเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น เปนภาวะไมปกติของรางกาย ซ่ึงเปนผลจากความ
ไมสมดุลของการสรางและการกําจัดอนุมูลอิสระ (Halliwell and Gutteridge, 1989) การเพิ่มขึ้นของ
ภาวะออกซิเดชั่น (Oxidative stress) ที่มีการเสียสมดุลไปของสารชีวเคมีในรางกาย ระหวางภาวะที่
ทําใหเกิดออกซิเดชั่น และภาวะที่มีการตอตานออกซิเดชั่น โดยอาจมีอนุมูลอิสระ เพิ่มขึ้น หรือสาร
ตานอนุมูลอิสระลดลงซึ่งสงผลใหเกิดความเสียหายของสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบหลักของ
เซลลดังนี้ 
 
 3.1 ความเสียหายของดีเอ็นเอ (DNA Damage) 
 
  ROS เหนี่ยวนําใหเกิดความเสียหายตอ ดีเอ็นเอ ซึ่งประกอบดวย การเปลี่ยนแปลง
สายดีเอ็นเอ ลําดับเบส และนิวคลีโอไทด โดยเฉพาะอยางยิ่งลําดับเบสที่มีกวาโนซีน (guanosine) 
สูง (Burney, 1999) Oxidative modifications เหนี่ยวนําการซอมแซมที่สมบูรณ ลักษณะการกระตุน
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสและนิวคลีโอไทด ดีเอ็นเอ สายคูจะกระตุนใหเกิดการซอมแซม
ดีเอ็นเอ  
 
   ความเสียหายของดีเอ็นเอ เกิดขึ้นโดยภาวะความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น ซ่ึงมี
บทบาทตอการเกิดโรคมะเร็ง และเปนสาเหตุของกระบวนการชราภาพ (aging) (Kasai, 1997; 
Dizdaroglu , 1992; Guyton and Kensler, 1993; Feig et al., 1994; Beckman and Ames, 1998) ใน
ระบบทางชีววิทยา ดีเอ็นเอ ที่ไดรับความเสียหายจะถูกซอมแซมดวยเอนไซม และเซลลก็ยังสามารถ
กลับมาทําหนาที่ในภาวะปกติ อยางไรก็ตามการซอมแซมที่ผิดพลาดของดีเอ็นเอที่ไดรับความ
เสียหายจะมีผลทําใหเกิดการ mutation เชน การสลับลําดับเบส (base substitation) และการขาดหาย
ของลําดับเบส (deletion) ซ่ึงนําไปสูการเกิดโรคมะเร็ง (Vineis et al., 1999; Halliwell, 1998; Wang 
et al., 1998; Poulsen et al., 1998) ลําดับที่เฉพาะเจาะจงของ DNA damage มีบทบาทในการทําใหเกิด
กระบวนการ mutation (matagenic processing)  
 
  ในปจจุบันรายงานวา ตําแหนงของการเกิด DNA damage มีผลตอการเกิด mutation ได
บอย (Hanrahan et al., 1997) ดังนั้นการศึกษาลําดับเบสที่เฉพาะเจาะจงตอการเกิด DNA damage จึง
นํามาใชในการหาภาวะการเกิด DNA damage และมีประโยชนตอการปองกันการเกิดมะเร็ง  
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  3.1.1 ตําแหนงทีเ่ฉพาะเจาะจงตอการเกิด DNA damage โดยอนมุูลอิสระ 
 
   การเกิด DNA damage สวนหนึ่งภายในรางกายเกิดขึ้นจากการเพิ่มขึ้นอนุมูลอิสระ 
(Marnett, 2000) ไดแก superoxide radical anion (O2-) และ hydroxyl radical (.OH) และ non-radical 
oxidants เชน hydrogen peroxide (H2O2), siglet oxygen (1∆gO2) nitric oxide (NO), lipid hydroperoxide 
(LOOH), alkoxyl radical (RO•), peroxyl radical (•OOH), nitrogen-centered, sulfate radical (SO4.-) 
และ metal-oxygen complexes ซึ่ง reactive species เหลานี้มีความแตกตางทาง redox potential 
(Neta et al., 1988) และ redox potential ของอนุมูลอิสระแตละ species เหลานี้ มีบทบาทที่สําคัญตอ
ลําดับที่เฉพาะเจาะจงตอการเกิด DNA damage  
 
   ความสามารถในการเกิดออกซิเดชั่นของลําดับ DNA มีสวนที่เกี่ยวของตอการ
วิเคราะหลําดับที่เฉพาะเจาะจงของ DNA damage กวานีน (guanine) เปนตําแหนงที่มีการเกิดออกซิเดชั่น
มากที่สุด ในเบสทั้ง 4 ตัว ของดีเอ็นเอ เพราะวา oxidation potential ของ guanine (1.29 V) ต่ํากวาเบส
ทั้ง 3 ตัวตามลําดับ คือ adenine (1.42 V) cytosine (1.6 V) และ thymine (1.7 V) (Burrows and 
Muller , 1998; Steenken and Jovanovic, 1997) การกระจายตัวของอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาเคมีตอเบส
ของ ดีเอ็นเอ เปนปจจัยสําคัญตอการวิเคราะหความไวตอการเกิดออกซิเดชั่น 

 

 
 

ภาพที่ 11  ปฏิกิริยาของไฮดรอกซิล เรดิคัลกับ กวานีน 
ที่มา: Burrows and Muller (1998) 
 
 3.2 กระบวนการดดัแปลงโครงสรางโปรตีน (Protein modification) 
 
  ออกซิเจน เรดิคัล และ ROS ตัวอ่ืนๆ เปนสาเหตุทําใหเกิดกระบวนการดัดแปลงโปรตีน 
(Grune et al., 1997) ซึ่งนําไปสูการเปลี่ยนแปลงหนาที่ของโปรตีน คุณสมบัติทางเคมี หรือเพิ่ม
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ความไวตอการสลายของโปรตีน (proteolysis) (Davies et al., 1987; Stadtman, 1993; Wolff et al., 
1986) จากการศึกษาพบวา การสลายโปรตีน จะเพิ่มขึ้นหลังจากพบวามีการสรางซุปเปอรออกไซด 
หรือไฮโดรเจน เปอรออกไซด (Davies and Goldberg, 1987) ซึ่งมีความเขมขน 20- 400 µM 
นอกจากนี้ความเขมขนเปนมิลลิโมลารอาจจะนําไปสูการสะสมของโปรตีนในรูปออกซิไดซ 
ภายนอกเซลล (Grune et al., 1997; Stadtman ,1993) ROS มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของการทํางาน
ของเซลลไดโดยตรง การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในกระบวนการ post-tranlation ของโปรตีน ซ่ึง 
ROS จะไปออกซิไดซ กรดอะมิโนที่ตําแหนงแขนงขาง (side chain) และแกนโครงสรางของโปรตีน 
(protein backbone) ซ่ึงจะนําไปสู protein-protein cross-link และ โปรตีนแยกออกเปนสวนๆ ซ่ึงมี
ผลตอเนื่องทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนดังกลาว การสื่อสัญญาณของโปรตีน ทําหนาที่ที่
ผิดปกติ ซ่ึงนําไปสูการทํางานที่ผิดปกติของออรแกเนลส และ ทําใหเกิดการตายของเซลลได อนุพันธ
ของโปรตีนที่ถูกนํามาใชเปนตัวช้ีวัดถึงการเกิดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจาก ROS มี 2 ชนิดคือ 
อนุพันธ โปรตีน คารบอนิล (protein carbonyl) และอนุพันธโปรตีน ไนโตรไทโรซีน (protein 
nitrotyrosine) การปรากฏของอนุพันธ โปรตีน คารบอนิล ในโปรตีน แสดงวาเกิดการออกซิเดชั่น
โปรตีนการทําลายดวยอนุมูลอิสระ ซ่ึงการเพิ่มขึ้นของโปรตีนคารบอนิล ในเนื้อเยื่อนั้นจะเกี่ยวของ
กับการเกิดพยาธิสภาพ เชน โรค rheumatoid arthritis, Alzheimer, respiratory distress syndrome, 
Pakinson’s disease และ altherosclerosis  
  
 3.3 การเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน (Lipid peroxidation) 
 
  เยื่อหุมเซลลมีสวนประกอบของไขมันหลายชนิดที่มีความสําคัญในการรักษาสภาพ
การเปนของไหล (membrane fluidity) ของเยื่อหุมเซลล ไขมันเหลานี้มีประจุอยูดวย สวนโมเลกุลที่
ชอบน้ํา (hydrophilic) อยูดานนอกของเซลล สวนโมเลกุลที่ชอบไขมัน (lipophilic) อยูตรงกลาง
ระหวางโมเลกุลที่ชอบน้ํา ภายในเยื่อหุมเซลลมีโปรตีนซึ่งมีความสําคัญกับการดํารงชีวิตของเซลล 
โปรตีนเหลานี้ทําหนาที่ควบคุมการผานเขาออกของไอออน ควบคุมสมดุลออสโมติก หรือทําหนาที่
เปนตัวรับสัญญาณของเซลล 
 
  กรณีที่มีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นบริเวณใกลกับเยื่อหุมเซลลซึ่งเปน phospholipids และมี
ไขมัน เปนสวนประกอบอยู ไขมันในสวนที่เปนกรดไขมันสายยาวชนิดไมอ่ิมตัว (polyunsaturated 
fatty acids) เชน arachidonic acids และ linolenic acid จะถูก reactive radical นั้นดึง hydrogen atom 
ออกมาจากกลุม =CH- หนึ่งในกรดไขมันนั้น และทําใหกรดไขมันดังกลาวเกิดเปน carbon-centered 
radical จากนั้น carbon-centered radical จะรวมกับออกซิเจนแลวเปลี่ยนเปน peroxyl radicals อยูใน
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เยื่อหุมเซลลในที่สุด เรียกวา lipid hydroperoxide ซ่ึง lipid hydroperoxides นี้จะเคลื่อนยายจากเดิมที่
เปนกรดไขมันอยูตรงสวนกลางของเยื่อหุมเซลล ไปที่ผิวดานนอกแทน ผลที่เกิดตามจากคุณสมบัติ
ที่เปลี่ยนจากกรดไขมันเปน reactive radicals และการยายตําแหนง คือทําใหโครงสรางและการทํางาน
ของเยื่อหุมเซลลเสียไป มีการรั่วของไอออนตางๆเขาภายในเซลล ทําลายโปรตีนที่ผนังเซลล เชน 
receptor และเอนไซมตางๆ นอกจากนี้ lipid hydroperoxides ยังถูกเปลี่ยนเปนสารพวกอัลดีไฮด 
(aldehyde) โดยมี iron หรือ copper ion เปนตัวชวย aldehyde ที่เกิดขึ้นนี้ เชน malondialdehyde (MDA) 
และ hydroxynonenal (HNE) ซ่ึงมีอันตรายตอเซลลเชนกัน โดยสามารถทําใหโปรตีน และดีเอ็นเอ 
ในเซลลเปลี่ยนแปลงได 

 
 
ภาพที่ 12  บริเวณของเยื่อหุมเซลลที่ถูกอนุมูลอิสระเขาทําปฏิกิริยา  
ที่มา: Bohnstedt (2005) 
 
  3.3.1 กลไกการเกิด lipid peroxidation ประกอบดวยปฏิกิริยา 3 ขั้น (Bohnstedt, 2005) 
 
   ก. ขั้นเริ่มตน (initiation) การเกิดปฏิกิริยาเริ่มจากกรดไขมันสายยาวชนิดไมอ่ิมตัว 
(polyunsaturated fatty acids) ถูกดึงไฮโดรเจนอะตอมออกจาก methylene (-CH2-) group ที่ตําแหนง
ถัดจากพันธะคู (double bond) โดยอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) หรืออนุมูลอิสระตัว
อ่ืน (ปฏิกิริยาที่ 1) ทําใหเกิดเปนอนุมูลอิสระที่ไมเสถียร (lipid radical หรือ carbon-centered radical) 
จึงพยายามทําใหตัวมันเองเสถียรโดยจัดเรียงโมเลกุลใหมเปนรูป conjugated diene ซ่ึงภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจน (O2) conjugated diene ชอบท่ีจะทําปฏิกิริยากับออกซิเจนไดเปนอนุมูลอิสระเปอรออกซิล 
(peroxyl radical, ROO•) (ปฏิกิริยาที่ 2) จากนั้นอนุมูลอิสระเปอรออกซิลจะไปดึงไฮโดรเจนอะตอม
ออกจากโมเลกุลของไขมันเพื่อทําใหตัวเองเสถียร ขณะเดียวกันก็ทําใหเกิดอนุมูลอิสระชนิดไขมัน 
(ปฏิกิริยาที่ 3)  
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 Initiation      2 R•     (1) 
 
 R• + O2      ROO•     (2) 
 
 ROO• + LH     ROOH + L•    (3) 
 
 L• + O2     LOO•     (4) 
 
 LOO• + LH    LOOH + L•    (5) 
  
 L• + L•      L-L     (6) 
  
 L• + LOO•      LOOL     (7) 
 
   ข. ขั้นถายทอด (propagation) ในขั้นตอนนี้ไขมันที่แปรสภาพเปนอนุมูลอิสระ 
(lipid radical หรือcarbon-centered radical) ที่เกิดขึ้นจะไปทําปฏิกิริยากับออกซิเจน เกิดเปนอนุมูล
อิสระไขมันเปอรออกซิล (lipid peroxyl radical, LOO•) (ปฏิกิริยาที่ 4) จากนั้นอนุมูลอิสระไขมันเปอร
ออกซิลจะทําปฏิกิริยากับโมเลกุลไขมันที่อยูขางเคียงโดยดึงไฮโดรเจนอะตอมออกแลวเกิดเปนไขมัน
ไฮโดรเปอรออกไซด (lipid hydroperoxide, LOOH) และอนุมูลอิสระไขมันที่ไมคงตัว (ปฏิกิริยาที่ 5) 
ซ่ึงผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาที่ 4 และ 5 ทําใหปฏิกิริยาลูกโซของ lipid pereoxidation สามารถ
ดําเนินตอไปได 
 
   ค. ขั้นสิ้นสุด (termination reaction) ปฏิกิริยาเกิดขึ้นได 2 แบบ คือการที่อนุมูล
อิสระไขมันที่ไมคงตัว 2 โมเลกุลมาจับกัน (ปฏิกิริยาที่ 6) หรือการที่อนุมูลอิสระไขมันที่ไมคงตัวมา
จับกับอนุมูลอิสระไขมันเปอรออกซิล (ปฏิกิริยาที่ 7) ทําใหเกิดเปนโมเลกุลที่คงตัว ไดแก อีเทน 
(Ethane) หรือเพนเทน (Pentane) และไขมันอัลดีไฮด (lipid aldehyde) 
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ภาพที่ 13  กลไกแสดงการเกิดกระบวนการเปอรออกซิเดชั่นของไขมนั 
ที่มา: Bohnstedt (2005) 

 
 
ภาพที่ 14  โครงสราง MDA     
ที่มา: Bohnstedt (2005) 
 

 
 
ภาพที่ 15  โครงสราง HNE  
ที่มา: Bohnstedt (2005) 
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 3.4 ROS ตอโปรแกรมการตายของเซลล (program cell death) 
 
  3.4.1 การเหนีย่วนําการเกิด apoptosis โดย ROS 
 
   การเกิด apoptosis เปนลักษณะพิเศษของโปรแกรมการตายของเซลล ที่เปน
ลักษณะที่ขาดไมได ในการพัฒนาและรักษาสมดุลของหลายๆเซลล (Wyllie et al., 1980) การเพิ่มขึ้น
ของการสราง ROS ภายในเซลลพบไดบอยในการกระตุนใหเกิด apoptosis จากการรายงานพบวา 
ROS สามารถเหนี่ยวนําเซลลตายโดยการเกิด apoptosis ในเซลลหลายชนิด (Dumont et al., 1999: 
Slater et al., 1995) ซ่ึงแสดงวา ROS มีสวนทําใหเซลลตาย แบบ apoptosis ซ่ึงพบใน เซลล ที-ลิมโฟไซต 
(T-lymphocyte) ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis โดยการกระตุน CD95 โดยอาศัย ROS จากระบบ
ขนสงอิเล็กตรอนจากไมโตคอนเดรีย และการทํางานของ NF-kB (Dumont et al., 1999) 
 
  3.4.2 การเหนีย่วนําการเกิด apoptosis โดย ไนตริกออกไซด 
 
   จากรายงานการทดลอง และการเกิดพยาธิสภาพ พบวาไนตริกออกไซด ทําให
เกิด apoptosis (Albina and Reichner , 1998; Brune et al., 1997; De Groot et al., 1997; Thippes- wamy 
and Morris, 1997) โดยไนตริกออกไซด เกี่ยวของกับการลดลงของความเขมขนของ คารดิโอไลปน 
(cardiolipin) การทํางานที่ลดลงของไมโตคอนเดรีย และการปลอยไซโตโครม ซี (cytochrom c) เขาสู
ไซโตซอล (Umansky et al., 2000; Ushmorov et al., 1999) อยางไรก็ตามเซลลบางชนิด เชน เซลล 
endothelium จาก microvasculature ตานทานตอการเหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis โดยไนตริกออกไซด
และความเขมขนของไนตริกออกไซดจะไดรับการปองกันการเกิด apoptosis ในเซลลหลายชนิด
โดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซม caspases (Cohen, 1997; Kim et al.,1997) ซึ่งการเพิ่มขึ้น
ของกลูตาไธโอนจะเกี่ยวของกับการเพิ่มความตานทานตอไนตริกออกไซด ที่เปนสื่อกระตุนทําให
เกิด apoptosis (Umansky et al., 2000) 
 
  3.4.3 การเหนี่ยวนําเซลลตายโดย TNF-α 
 
    TNF-α เหนี่ยวนําใหเซลลตายไดในเซลลหลายชนิดของ เซลล tumor และถูกใช
เปนแบบจําลองสําหรับศึกษากลไกในระดับโมเลกุลถึงสาเหตุทําใหเซลลตาย จากการทดลองในcell 
line พบวา TNF-α สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง ROS จากไมโตคอนเดรีย (Donnell et al., 1995; 
Schulze et al., 1992) ซ่ึง ROS ที่ทําใหเกิดการตายของเซลลนั้นขึ้นอยูกับการสงสัญญาณ และวิถีของ
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การถูกกระตุน (Devos et al., 1998) ในเม็ดเลือดแดง และไฟโบรบลาส TNF-α จะเหนี่ยวนําใหเกิด
การปลดปลอย ซุปเปอรออกไซด โดยการกระตุนของเอ็นไซม NADPH oxidase ซ่ึงกระบวนการนี้
จะเหนี่ยวนําใหเกิดการแบงตัวหรือทําใหเซลลตายไดก็ขึ้นอยูกับระดับของการสราง ROS ภายในเซลล 
(Hennet et al., 1993; Klebanoff et al., 1986) 
 

 
 
ภาพที่ 16  วิถีการเกิดอนมุูลอิสระที่เปนอันตรายตอสารชีวโมเลกุลและการกําจัดอนมุูลอิสระ  
ที่มา: Valko (2007) 
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4.  สมุนไพรขมิ้นชัน ( Curcuma longa Linn.) 

 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17  ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) 
ที่มา: สถาบันวิจัยสมนุไพร (2544) 
 
 ขมิ้นชัน มีช่ือทางวิทยาศาสตร วา Curcuma longa Linn หรือ Curcuma domestica valeton 
(syn) อยูในวงศ Zingiberaceae (พเยาว, 2529) มีช่ือภาษาอังกฤษวา turmeric มีช่ือภาษาไทยพื้นเมือง
อื่นๆ ไดแก ขมิ้น (กลาง) ขมิ้นแกง ขมิ้นหยอก ขมิ้นหัว (เชียงใหม) ขี้มิ้น หมิ้น (ภาคใต) ตายอ 
(กะเหรี่ยง-กําแพงเพชร) สะยอ (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน) สามารถปลูกไดทั่วไปในเขตรอนหรือชอบขึ้น
ในที่ช้ืน ลักษณะทางพฤกษศาสตรเปนพืชไมลมลุกสูง 50-70 ซม. มีลําตนใตดินเปนเหงา เนื้อเหงามี
สีเหลืองอมสม ใบออกเปนรัศมีติดผิวดินเปนใบเดี่ยวประกอบดวยแผนใบขนาดเล็กถึงใหญ ผิวใบ
มักมีไขเคลือบ แผนใบรูปไขถึงรูปใบหอก กวาง 8-10 ซม. ยาว 30-40 ซม.กานใบยาว 8-15 ซม. ดอก
ออกเปนชอ กานชอดอกยาว 5-8 ซม. ใบประดับสีเขียวออน หรือสีขาว รูปหอกเรียงซอนกันใบ
ประดับ 1 ใบ มี 2 ดอก ใบประดับยอยรูปขอบขนานยาว 3-3.5 ซม. ดานนอกมีขน กลีบรองกลีบดอก
เชื่อมติดกันเปนรูปทอ มีขน กลีบดอกสีขาว โคนเชื่อมติดกันเปนทอยาว ปลายแยกเปน 3 สวน เกสรตัวผู
คลายกลีบดอก มีขน อับเรณูอยูใกลๆปลายทอเกสรตัวเมียเล็ก ยาว ยอดเกสรตัวเมียรูปปากแตร 
เกลี้ยง รังไขมี 3 ชอง แตละชองมีไขออน 2 ใบ (Holttum, 1950) 
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 องคประกอบทางเคมีของเหงาขมิ้นมีสารสําคัญ 2 ประเภท คือ เคอรคูมินอยด (curcuminoids) 
และน้ํามันระเหย (turmeric oil) ซ่ึง เคอรคูมินอยด เปนสารสีเหลืองที่พบในรากขมิ้นชัน ประกอบดวย
สาร 3 ชนิด คือ เคอรคิวมิน (Curcumin) ดีเมธอกซิล เคอรคิวมิน (Demethoxyl Curcumin) บิสเมธอกซิล 
เคอรคิวมิน (Bismethoxy curcumin) (อัมพวัน และมนัสนันท, 2544) 
 

 
 
ภาพที่ 18  โครงสรางหลักของเคอรคิวมินและอนุพนัธที่สกัดแยกไดจากขมิ้นชันและคุณสมบัติ 
ที่มา: Roughley and Whiting (1973) 
 
 สารเคอรคิวมิน เปนสารหลักที่พบในขมิ้นชัน มีสีเหลือง ซ่ึงไดจากรากของขมิ้นชัน โดยทั่วไป
ชาวอินเดียนิยมนํามาสําหรับเปนเครื่องเทศและแตงสีในอาหาร สารสกัดเคอรคิวมิน มีคุณสมบัติใน
การเปนยา ที่หลากหลายอาทิ เชน ตานมะเร็ง (Liu et al., 1993; Rao et al., 1993) ตานการอักเสบ 
(Srimal and Dhawan, 1973; Mukhopadhyay et al., 1982; Rao et al., 1982) ตานการติดเชื้อ (Srivastava 
and Srimal, 1985; Liu et al., 1993; Rao et al., 1993; Kakar and Roy, 1994; Osawa et al., 1995; 
Sreejayan et al., 1997) และตานความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น (Mulky et al., 1987; Nagabhusham 
and Bhide, 1992; Reddy and Lokesh, 1994a; Sugiyama et al., 1996) เปนตน 
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 4.1 ลักษณะการเปนสารตานอนมุูลอิสระของเคอรคิวมิน 
 
  ความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นมีบทบาทที่สําคัญในการทําใหเกิดพยาธิสภาพของ
โรคตางๆ เชน myocardial ischemia, cerebral ischemia–reperfusion injury, hemorrhage และ shock, 
neuronal cell injury, hypoxia และมะเร็ง เคอรคิวมินมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิตามินซีและอี (Toda et al., 1985) ซ่ึงเคอรคิวมินสามารถทําหนาที่เปนตัวกําจัด
อนุมูลอิสระไดมากมายหลายชนิดเชน superoxide anion radicals, hydroxyl radicals (Reddy and 
Lokesh, 1994b) และ nitrogen dioxide radicals (Unnikrishnan and Rao, 1995; Sreejayan and Rao, 
1997) และยับยั้งการเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในเซลลตับหนู (Reddy and Lokesh, 1992; Sreejayan 
and Rao, 1994) เคอรคิวมินปองกันการไดรับความเสียหายจากภาวะออกซิเดชั่นของเซลลไต (LLC-
PK1) โดยยั้บยั้งการสลายของไขมัน การเปอรออกซิเดชั่นของไขมันและการแตกของเซลล (Cohly 
et al.,1998) จากรายงานการวิจัยพบวา ขมิ้นชันมีสาร เคอรคูมินอยด ออกฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ
และยับยั้งการเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในตับหนู (Reddy and Lokesh, 1992) และการเสริมสาร
สกัดเคอรคิวมินทําใหลดการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในหนูที่เปนโรค hepatic fibrosis (Akila  
et al., 1998) ซ่ึงจากการทดลองใหสารเคอรคิวมินปริมาณ 1.6 mg/น้ําหนักตัว ทางปากในกระตาย
กลุมที่เปนโรคหลอดเลือดแข็งตัว พบวาสามารถลดความไวตอการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของ low 
density lipoprotein (LDL) ในกระตายที่เปนโรคหลอดเลือดแข็งตัว (Ramirez-Tortosa et al., 1999) 
และสารสกัดจากขมิ้นชันระดับ 100 mg/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ในหนูที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด เนื้อเยื่อ
หัวใจไดรับบาดเจ็บจากภาวะหัวใจขาดเลือดพบวา หนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขมิ้นชัน ระดับ 100 mg/
น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม สถานะของระบบตานออกซิเดชั่นถูกฟนฟูใหอยูสภาพปกติรวมทั้งมีผลใน
การลดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นและยับยั้งการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของไขมันในเนื้อเยื่อ
หัวใจดวย (Mohanty et al., 2004)  
 
  นอกจากนี้การทดลองใหสาร เคอรคิวมินในกระตายทางปากปรมิาณ 1.66 mg/ น้าํหนกัตวั 
พบวา สามารถลดความไวตอการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลตับ 
ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับการปองกันผลของระดับไขมัน และโคเลสเตอรอล (cholesterol) ในเลือดและ
ตับสูง ระหวางการพัฒนาของการเกิดโรคหลอดเลือดแข็งตัว (Mesa et al., 2003) และการใหสาร
สกัดเคอรคิวมิน ทางปาก มีผลทําใหระดับของ glutathione เพิ่มขึ้น และเหนี่ยวนําใหการทํางานของ
เอนไซม glutathione peroxidase (GPx) และ glutathione S-transferase เพิ่มขึ้น ในหนู (Piper et al., 
1998)  
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   Quiles et al (1998) ไดทําการศึกษาผลของสารสกัดขมิ้นชันตอการเกิด lipid peroxidation 
ของเยื่อหุมไมโตคอนเดรีย ในกระตายที่มีไขมันสะสมในเสนเลือด ทําการทดลองโดยฉีดโคเลสเตอรอล 
ทางเสนเลือดของกระตายและใหสารสกัดขมิ้นชันที่ระดับแตกตางกัน เปรียบเทียบกับกลุมที่ไมได
รับ พบวาในกลุมที่มีการเสริมขมิ้นชันมีความเขมขนของ hydroperoxide ในระดับที่ต่ํากวากลุมที่
ไมไดรับเชนเดียวกับการทดลองของ Jose et al (2002) ไดทําการศึกษาผลของสารสกัดขมิ้นชันเพื่อ
ลดการเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นในกระตายโดยการปอนสารสกัดขมิ้นชันทางปากที่
ระดับ 1.6 mg/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม พบวากระตายในกลุมที่เสริมสารสกัดขมิ้นชันมีความเขมขน
ของ lipid peroxide ต่ํากวากลุมที่ไมไดเสริมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
  
 4.2 กลไกการตานอนุมูลอิสระของเคอรคูมินอยด 
 
   โครงสรางของสารกลุม เคอรคูมินอยด ที่มีความสัมพันธกับฤทธิ์การเปนสารตานอนุมูล
อิสระ คือ phenolic OH group และ methyllene CH2 group ที่ติดอยูกับ Beta-diketone moiety มีบทบาท
สําคัญในการกําจัดอนุมูลอิสระ (scavenging activity) โดยการใหไฮโดรเจนอะตอมหรือใหอิเล็กตรอน
แกอนุมูลอิสระ (Wright, 2002)  
 
   Masuda et al (2000) ไดศึกษากลไกการตานอนุมูลอิสระของเคอรคิวมิน ซ่ึงเปนสารกลุม 
Phenolic ในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันไมอ่ิมตัว พบวาในการสิ้นสุดปฏิกิริยา เคอรคิวมิน
ในรูปของอนุมูลอิสระจะจับตัวกับอนุมูลอิสระไขมันเปอรออกซี่ 
 
   กลไกการตานอนุมูลอิสระของสารประกอบ Phenolic ซ่ึงจัดเปนสารตานอนุมูลอิสระ
ชนิดที่ไมใชเอนไซม มีดังนี้  
 
  S-OO• + AH   SOOH + A •     (1)
   
  S  คือ  สารที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 
  AH  คือ  สารตานออกซิเดชัน่ Phenolic (Phenolic antioxidant) 
  A • คือ  สารตานออกซิเดชั่นที่กลายเปนอนมุูลอิสระ (Antioxidant radical) 
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 ปฏิกิริยาขั้นที่ 1 สามารถผันกลับได และสารตานออกซิเดชั่นที่กลายเปนอนุมูลอิสระตอง
ทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระอีกตัวที่อยูรอบๆ เชน ไขมันไฮโดรเปอรออกซี่ไดเปนสารประกอบที่คง
ตัวเพื่อทําใหปฏิกิริยาสิ้นสุด  
 

 
 
ภาพที่ 19  กลไกการกําจัดลิปดเปอรออกไซดของเคอรคิวมิน  
ที่มา: Qing et al. (2006) 
 
 4.3 เภสัชจลนศาสตรของขมิ้นชัน 
 
  เคอรคิวมินอยด เปนสารประกอบที่ไมละลายน้ํา การกินเขาไปอาจไมไดผล เนื่องจาก
ดูดซึมไดนอย จากการทดลองใหสารประกอบเคอรคิวมินที่ใสสารกัมมันตภาพรังสี พบวา มีสวน
ของกัมมันตรังสี เขาสูกระแสเลือดและอวัยวะตางๆ แตไมพบเคอรคิวมินในรูปเดี่ยวๆ แสดงวา 
เคอรคิวมิน อาจถูกเปลี่ยนแปลงในรูปอื่นตอนที่ดูดซึมในลําไส (ประคองศิริ, 2546) จากการทดลอง
ของ Hermann and Martin (1991) รายงานวาเมื่อใหสารประกอบเคอรคิวมินแกหนูขาวทางการกิน
พบวา เคอรคิวมิน ถูกขับถายออกมาทางอุจจาระ 75 เปอรเซ็นต และในน้ําดี 11 เปอรเซ็นต ขณะที่
ปสสาวะพบเพียงปริมาณเล็กนอย Pan et al. (1999) ไดรายงานวาภายหลังการใหเคอรคิวมิน 0.1 กรัม
ตอน้ําหนักตัว แกหนูทดลองเปนเวลา 1 ชั่วโมงจะพบปริมาณของเคอรคิวมิน ในลําไสเล็ก มาม 
ตับไต เทากับ 177 27 26 และ 7.5 ไมโครกรัมตอกรัม ตามลําดับ รูปเมตาโบไลต (metabolite) ของ
เคอรคิวมินสวนใหญจะเปน Glucoronide ของ Dihydrocurcumin, Tetrahydrocucurmin และ 
Hexahydrocurcumin มีสวนนอยที่เปน Ferulic acid กลไกการเปลี่ยนเปน Metabolite ของเคอรคิวมิน 
โดยเมื่อเคอรคิวมินเขาสูรางกายจะเกิดการ Transformatiom ได สองทาง คือการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น 
โดย NADPH และ Glucuronidation โดยเอนไซม β-glucosidase ไดเปน Glucolonide ของ Dihydrocurcumin 
Tetrahydrocurcumin และ Hexahydrocurcumin ในพลาสมา  
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 4.4 หลักฐานความเปนพิษและการทดสอบความเปนพิษ 
 
  4.4.1 การทดสอบความเปนพษิ  
 
    เมื่อฉีดสารสกัดเอทานอล (95%) ใหแกหนูถีบจักรทางชองทอง พบวาขนาดที่ให
หนูตายไปครึ่งหนึ่ง (LD50) คือ 3.98 ก./ก.ก. สวนการฉีดสารสกัดจากน้ําและปโตรเลียมอีเทอรเขาทาง
ชองทองหนูถีบจักร พบวา LD50 มีคา 430 ม.ก./ก.ก. และ 525 ม.ก./ก.ก. ตามลําดับ (Yegnanarayana  
et al., 1976) เมื่อฉีดสารสกัดจากเอทานอลและน้ํา (1:1) ใหแกหนูถีบจักรทางชองทอง พบวา LD50  

มีคาเทากับ 500 ม.ก./ก.ก. (Dhar et al., 1968) เมื่อกรอกสารสกัดจากเอทานอล (95%) ใหหนูถีบจักร 
ในขนาด 100 ม.ก./ก.ก./วัน ไมมีผลตอน้ําหนักตัว แตมีผลตอปอด หัวใจ เม็ดเลือดแดง และเม็ดเลือด
ขาวลดลง แตไมมีผลตออสุจิ (Qureshi et al., 1992) การศึกษาพิษกึ่งเรื่อรังในหนูถีบจักรและหนูขาว 
โดยใหขมิ้น 0 1 และ 5% ของสารสกัดเอทานอล (95 %) โดยผสมใหหนูกิน เปนเวลา 14 และ/หรือ 
90 วัน พบวาผงขมิ้นในขนาดสูง (5 %) และในระยะเวลาที่นาน (90วัน) พบวาน้ําหนักลด เปนพิษ
ตอตับ มี necrosis ในหนูถีบจักรในขนาดนอย 0.2 หรือ 1 % เปนเวลา 14 วันพบความเปนพิษตอตับ
ในหนูถีบจักรมากกวาหนูขาว สวนสารสกัดในขนาดที่ใหไมพบพิษ (Deshpande et al., 1998) เมื่อ
ผสมสารสกัดเอทานอล (95 %) ใหแกหนูขาวทั้งเพศผูและ ลิงเพศผู-เมีย ในขนาด 300 ม.ก./ก.ก.  
หนูตะเภาเพศผูขนาด 2.5 ก./ก.ก. และหนูขาวเพศผู-เมีย ในขนาด 2.5 ก./ก.ก. ไมทําใหเกิดพิษ 
(Bhavani et al., 1979) กรอกสารสกัดแอลกอฮอลและน้ํา (1:1) ใหหนูถีบจักร ในขนาด 4 ม.ก./ก.ก. 
ไมมีผลตอการกินอาหาร การเพิ่มของน้ําหนัก หรือระบบประสาทสวนกลาง (Miquel et al., 1995) 
ผสม Oleoresin จากขมิ้นในอาหารใหแกหมูในขนาด 60 296 1,551 ม.ก./ก.ก./วัน เปนเวลา 102-109 
วันพบวาทําใหเกิด thyroid hyperplasia เกิดการเปลี่ยนแปลงของ epithelium ของกระเพาะปสสาวะ 
ไต และ perichalangitis (Bill et al., 1985) ผงขมิ้นไมกอใหเกิดพิษเฉียบพลัน เมื่อใหหนูถีบจักรใน
ขนาด 10 ก./ก.ก. สวนสารสกัดเอทานอลเมื่อใหหนูถีบจักรโดยการฉีดเขาชองทอง ทางใตผิวหนัง 
หรือใหกิน มีคา LD50 มากกวา 15 ก./ก.ก. (โสภิต และคณะ, 1985) สวนการทดสอบพิษกึ่งเรื้อรัง
โดยใหขนาด 0.03 2.5 และ 5 ก./ก.ก./วัน แกหนูขาว 96 ตัวเปนเวลา 6 เดือน พบวาหนูเพศผูที่ไดรับ
สาร(ผงขมิ้น) 2.5 และ 5 ก./ก.ก./วัน กินอาหารไดนอยลง และอัตราการเจริญเติบโตนอยลง เมื่อ
เทียบกับกลุมควบคุม (Sittisomwong, 1990) การทดสอบความเปนพิษในหนูขาว พบวาทั้งขมิ้นและ 
curcumin ในขนาดที่สูงกวาที่ใชในคน 1.25-125 เทา ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงในดานการ
เจริญเติบโต และระดับสารเคมีในเลือด (Sambainah et al., 1982) การทดสอบพิษเฉียบพลันในหนู
เมื่อใหขนาดตางๆ ไมพบความผิดปกติตอหนู (Ramprasad and Sirsi , 1957; Shankar et al., 1980) 
เมื่อติดตามคนไขที่ทดลองทางคลินิก 30 ราย ไมพบอาการผิดปกติ (Prucksunand et al., 1986) เมื่อให 
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Sodium curcuminate ในขนาด 500 ม.ล./ก.ก. ทางปาก ใตผิวหนัง หรือชองทอง ไมพบอันตราย 
แตถาฉีดเขาหลอดเลือดจะเปนพิษ ทําใหสัตวทดลองตายได สวนการใหทดสอบพิษกึ่งเฉียบพลัน 
ไมพบพิษ (Shankar et al., 1980) การทดลองในคนทั้งชายและหญิง โดยใหรับประทานขมิ้นใน
ขนาดวันละ 2.2 ก. ไมทําใหเกิดพิษ (Sharma et al., 2001) 
 
  4.4.2 ฤทธิ์กอกลายพันธุ  
 
    ผลการทดสอบไมมีฤทธิ์กอกลายพันธุใน Salmonella typhimurium สายพันธุ 
TA 98 และ TA 100 (Nagabhushan and Bhide, 1986; Shah and Netrawali, 1988; Nagabhushan et al., 
1988) ทั้งขมิ้นและเคอรคิวมินไมกอกลายพันธุเมื่อผสมในอาหารหนู 0.5 และ 0.015% ตามลําดับ 
(Vijayalaxmi, 1980; Abraham et al., 1984)  
 
   4.4.3 ทําใหตัวออนผิดปกติ 
 
    เมื่อใชสวนรากผสมลงไปในอาหาร (0.5 %) สารสกัดจากน้ําและสารสกัด
ปโตรเลียมอีเทอรในขนาด 200 ม.ก./ก.ก. ใหแกหนูขาว หรือกระตายเพศเมีย ไมพบฤทธิ์ teratogenic 
(Garg, 1974) 
 
  4.4.4 พิษตอตัวออน 
 
    เมื่อใหหนูขาวเพศเมียกินสารสกัดเอทานอล (95%) สารสกัดจากน้ําและสารสกัด
จากปโตรเลียมอีเทอร ในขนาด 100 ม.ก./ก.ก. พบวาเปนพิษตอตัวออน (Garg, 1971) เมื่อใหหนูขาว
เพศเมียกินสารสกัดจากน้ําและสารสกัดจากปโตรเลียมอีเทอร ในขนาด 200 มก./กก.และ100 ม.ก./ก.ก. 
ไมมีพิษตอตัวออน (Garg, 1978) 
 
   4.4.5 พิษตอยนี 
 
     เมื่อกรอกผงขมิ้นใหแกหนูถีบจักร ในขนาด 2.5 5 และ 7.55 ก./ก.ก. ไมพบวามีพษิ 
(Abraham et al., 1984) 
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5.  สมุนไพรฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata Wall. Ex Ness) 
 

  
 

ภาพที่ 20  ฟาทะลายโจร 
ที่มา: ศูนยวัฒนธรรม 75 จังหวัด (2548) 
 
 ฟาทะลายโจร มีช่ือวิทยาศาสตรวา Andrographis paniculata Wall. ex Nees (เต็ม, 2523)
วงศ Acanthaceae (เทอด และคณะ, 2545) มีช่ือสามัญหลายชื่อไดแก creat, kiryat, chiretta, manhatit 
และ kirat เปนตน (Jain and Robert, 1991) ในประเทศไทยมีช่ือเรียกที่แตกตางกันตามทองถ่ิน เชน
น้ําลายพังพอน ฟาทะลายโจร (กรุงเทพฯ) หญากันงู (สงขลา) ฟาสะทาน (พัทลุง) ฟาสาง (พนัสนิคม) 
เขยตายายคลุม (โพธาราม) สามสิบดี (รอยเอ็ด) เมฆทะลาย (ยะลา) เปนตน (ดีพรอม, 2540) ฟาทะลายโจร
เปนพืชที่ใชเปนยามานานแลว ในประเทศจีน อินเดีย และอินโดนีเซีย โดยเฉพาะประเทศจีนไดมี
การคนควาสรรพคุณตางๆ การแพทยจีนจัดยาฟาทะลายโจรไวในทําเนียบยาตําราหลวงใชรักษาได
หลายโรค (ดีพรอม, 2540) ประเทศไทยไดใชฟาทะลายโจรรักษาโรคตางๆเชน แกไขทั่วไปๆ เชน 
ไขหวัด ไขหวัดใหญ ระงับอาการอักเสบ แกไอ เจ็บคอ คออักเสบ ตอมทอนซิลอักเสบ ขับเสมหะ 
รักษาโรคผิวหนัง ฝ แกติดเชื้อ ที่ทําใหปวดทอง ทองเสีย บิด รักษากระเพาะอาหารอักเสบ และเปน
ยาขมเจริญอาหาร (สุนทรี, 2535) ฟาทะลายโจรเปนพืชที่ปลูกไดทุกพื้นที่ในแตละพื้นที่นั้นมีปริมาณ
สารออกฤทธิ์ไมแนนอนซึ่งแตกตางกันขึ้นอยูกับถ่ินที่ปลูก และฤดูกาลเก็บเกี่ยว (คณิต และชัยโย, 
2534) ฟาทะลายโจรเปนพืชลมลุก (Annaul Herb) สูง 30-90 ซม. ลําตนสี่เหล่ียม (sharply quadragular) 
ใบเดี่ยวออกตรงขาม เรียวยาว 2-6 ซม. กวาง 1-3 ซม.ปลายใบแหลม(acute) ผิวใบสาก (glabrous) 
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ขอบใบเรียบ กานใบสั้น ดอกชอ (inflorescense racemose) ยาว 10-30 เซนติเมตร ดอกแตละดอกมี
ขนาดเล็ก กลีบรองดอกเล็ก (bract small) กานดอกสั้น (pedunclel short) กลีบเลี้ยงมีขนาดเล็กแยก
เปน 5 แฉก (calyx 5 partite) กลีบดอกมีลักษณะเปนหลอดเรียวยาว 6 มิลลิเมตร (corolla tube narrow) 
สวนกลีบดอกที่แยกออกยาวกวาตัวหลอดแบงเปนสองสวน กลีบดอกสวนบนเปนรูปไข (oblong) 
มีขนออนปกคลุม สีขาว สวนกลีบลาง กวางกวาปลายแยกเปน 3 แฉก สีขาวและมีมวงแตม (violet 
marking) (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) ใบเปนใบเดี่ยว ออกตรงขามเปนคู สีเขียวเขม รูปรางเรียว
ยาว ปลายใบแหลม กวาง 1-3 เซนติเมตร ยาว 1- 10 เซนติเมตร รากเปนระบบรากฝอย (fibrous root 
system) รากสวนใหญอยูในรัศมี 30 เซนติเมตรจากโคนตน ผลและเมล็ด ผลคลายฝกตอยติ่ง ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 2-3 มิลลิเมตร ยาว 2-3 เซนติเมตร สีเขียวภายในแบงเปน 2 ชอง เมื่อฝกแกจะ
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาล แตกออกตามความยาว และดีดเมล็ดออกมา เมล็ดเมื่อสุกแกจะมีสีน้ําตาล หรือ
น้ําตาลดํา ขนาดเล็กกวาเมล็ดผักกวางตุง หนัก 1,000-1,200 เมล็ดตอกรัม เมล็ดที่สมบูรณจะมีสีเขม 
และไมลีบ (นันทวัน, 2529; พเยาว, 2529)  
 
  ฟาทะลายโจรมีสารเคมีที่สําคัญประกอบอยูหลายประเภท แตสารออกฤทธิ์ มี 2 ชนิด 
สารกลุมไดเทอรพีน แลคโทน (diterpene lactone) ไดแก andrographolide, deoxyandrographolide, 
neoandrographolide ซ่ึงในใบของฟาทะลายโจรจะมีองคประกอบอยู 7-10 เปอรเซ็นต ในขณะที่
กาน และลําตนแหงมี 2-5 เปอรเซ็นต ระยะที่ตนเจริญเต็มที่ เร่ิมออกดอก จนกระทั่งดอกบาน เมื่อ
อายุ 110-120 วัน เปนระยะที่สารดังกลาวรวมทั้งตนมีปริมาณสูงถึง 12.5 เปอรเซ็นต เมื่อเก็บตนแหง
ไวนาน 1 ป จะทําใหปริมาณรวมของสารแลคโทนลดลงมากกวา 25 เปอรเซ็นต และสารกลุม 
flavone ไดแก andrographin และ penniculin (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร, 2533) 
 
 5.1 ลักษณะการเปนสารตานอนมุูลอิสระของฟาทะลายโจร  
 
   จากงานวิจัยพบวาฟาทะลายโจรมีคุณสมบัติเปนสารตานออกซิเดชั่นโดยเพิ่มการทํางาน
ของเอนไซม SOD, CAT และ GPx และยับยั้งการทํางานของ lipid peroxidase ในตับหนู (Trivedi 
and Rawel, 2001) และจากการทดลองฉีดสาร diterpene จากฟาทะลายโจรเขาภายในชองทองปริมาณ 
100 mg/ตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ในหนูที่ไดรับ carbon tetrachroride (CCl4) เปนเวลา 7 วันมีผลทํา
ใหเกิดการเพิ่มการปองกันการเกิดออกซิเดชั่นของเซลลและลดการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน
ในเซลลตับ (Koul and Kapil, 1994) 
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ภาพที่ 21 โครงสรางทางเคมีของฟาทะลายโจร (1) Andrographolide, (2) andrographoside,  
     (3) neoandrographolide, และ (4) neoandrographic diacid  
ที่มา: Kamdem et al. (2002) 
 
  Wang et al. (1997) รายงานวาฟาทะลายโจรมีคุณสมบัติเปนสารตานออกซิเดชั่นโดย
ทําการเสริมฟาทะลายโจรในกระตายที่เปนโรคหลอดเลือดแข็งตัวโดยใหอาหารที่มีระดับของ
โคเลสเตอรอลสูงๆพบวา ฟาทะลายโจรมีคุณสมบัติเปนสารตานออกซิเดชั่น รักษาหนาที่ของ 
endothelium cell และรักษาสมดุลของ nitric oxide /endothelin 
 
  Thamlikitkul et al. (1991) ไดศึกษาการใชสารสกัดจากฟาทะลายโจรในผูปวยในอัตรา 
6 กรัมตอวัน เปนเวลา 3 วัน สามารถลดอาการเจ็บคอได 80 - 90 เปอรเซ็นต ของผูปวยจํานวน 152 ราย 
ซ่ึงไดผลดีเทากับยาลดไข พาราเซตามอล ตอมา Madav et al. (1996) ไดศึกษาการใชสารสกัด 
andrographolide ในการลดการอักเสบของขอตอในหนูขาวพบวาขนาดของกอนทูม granuloma ที่
เหนี่ยวนําใหเกิดไวกอนสามารถลดขนาดลงได และสารสกัดฟาทะลายโจรยังออกฤทธิ์ในการตาน
เชื้อแบคทีเรีย (ธิดารัตน, 2534; เทอด, 2545) ออกฤทธิ์กระตุนภูมิคุมกัน ในไกกระทงอีกดวย (เทอด, 
2545; อริชญา และคณะ, 2548)  
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ภาพที่ 22  กลไกแสดงการทําปฏิกิริยาระหวาง neoandrographolide และ superoxide  
ที่มา: Kamdem et al. (2002) 
 
 5.2 กลไกการเปนสารตานอนุมูลอิสระของฟาทะลายโจร 
 
  Neoandrographolide มีลักษณะการเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ไมเหมือนกับสารตาน
อนุมูลอิสระโดยทั่วไป (aromatic ring หรือ extensively conjugated double bond) โดยกลไกการตาน
อนุมูลอิสระของ Neoandrographolide จะมีลักษณะที่พิเศษตางจากสารตานอนุมูลอิสระชนิดอื่นมาก
ซ่ึงอาจเปนกลไกที่นาสนใจ จากโครงสรางของ Neoandrographolide ที่เปน simple α,β unsaturated 
lactone กับ allytic hydrogen ที่คารบอนตําแหนงที่ 12 (C-12)และ 15 (C-15) ซ่ึงกําจัดอนุมูลอิสระ
โดยอาศัยกลไกการแตกตัวหรือการถูกดึงโปรตอนในปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (Kamdem et al., 2002)  
 
  Frimer et al. (1986) ไดอธิบายกลไกการกําจัด superoxide radical ของ Neoandrographolide 
(ภาพที่ 22)ไววากลไกจะเริ่มตนโดยโครงสรางของ Neoandrographolide จะถูกดึงโปรตอนของ
คารบอนตําแหนงที่ 15 ไดเปนโมเลกุลของ Neandrographolide anion และ hydroperoxyl radical 



 36

(H0•
2) จากนั้นเปนอนุมูลอิสระ (Neandrographolide radical หรือ carbon-centered radical) ที่เกิดขึ้น

จะไปทําปฏิกิริยากับออกซิเจน 1 โมเลกุล เกิดเปนอนุมูลอิสระเปอรออกซิล (peroxyl radical) จากนั้น
อนุมูลอิสระเปอรออกซิลจะทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของกลูโคสโดยดึงไฮโดรเจนอะตอมออกแลว
เกิดเปนเปอรออกไซด (peroxide) ซ่ึงในกรณีนี้ Neoandrographolide peroxide จะถูกไฮโดรไลท ไป
อยูในรูปของ unstable dicarboxyl ซ่ึงถูกhydrate ไปเปนสารประกอบที่ละลายในน้ํา (4) (Andrieux 
et al., 1986) 
 
  5.3 เภสัชจลนศาสตรของฟาทะลายโจร 
  
   ในการศึกษาทางเภสัชจลนศาสตรของฟาทะลายโจรในหนูขาว โดยใหกินสารสกดัดวย 
เอทานอล 60% ขนาด 20 ม.ก./นน.ตัว 1 กิโลกรัม พบวา andrographolide ซึ่งเปนสารสําคัญใน
ฟาทะลายโจรจะถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือดอยางรวดเร็วและเกือบสมบูรณ อยางไรก็ดีชีวประสิทธิผล
ของสารจะลดลงเปน 4 เทาเมื่อใหขนาดยาสูง 10 เทา andrographolide ประมาณ 55% จะจับกับโปรตีน
ในพลาสมาและสามารถเขาสูเซลลไดในปริมาณที่จํากัดเทานั้น และการขับ andrographolide ออก
ทางไตไมใชทางหลักในการขับสารออกจากรางกาย และเมื่อศึกษาในอาสาสมัคร ใหรับประทานยา 
Kan Jang ซ่ึงประกอบดวยสารสกัดฟาทะลายโจร และ Acanthopanax senticosus 4 เม็ด คร้ังเดียว  
(มี andrographolide 20 ม.ก.) ระดับ andrographolide ในพลาสมาถึงระดับสูงสุดหลังจากกินยานาน 
1.5-2 ชม. เทากับ 393 น.ก./มล. คาครึ่งชีวิต และคาเฉลี่ยของเวลาที่ยาจะอยูในรางกาย (mean residence 
times) เทากับ 6.6 และ10 ชม. ตามลําดับ (Panossian et al, 2000) 
 
  สาร andrographolide ที่ความเขมขน 20 100 และ 200 ไมโครโมลาร ในเซลลเพาะเลี้ยง 
Caco-2 และลําไสเล็ก พบวาความเขมขน 100 ไมโครโมลาร ผานไดดีที่สุด (จํารัส และคณะ, 2546) 
การดูดซึม andrographolide ผานลําไส โดยศึกษาในเซลล intestinal epithelial Caco-2 monolayers 
พบวาคา permeability coefficient (Papp) ของ andrographolide ขณะนําเขา (uptake) ไมขึ้นกับความ
เขมขนของสาร ขณะที่การสงออก (efflux) จะขึ้นอยูกับความเขมขนของสาร นอกจากนั้นคา Papp ใน
การสงออกจะลดลงเล็กนอยเมื่อไดรับ verapamil และ quinidine (สารยับยั้ง P-glycoprotein) และ 
sodium azide (สารยับยั้งเมแทบอลิซึม) ขณะที่ไมมีผลตอการนําเขา แสดงวา andrographolide นาจะ
ดูดซึมผานลําไสแบบ passive diffusion และ P-glycoprotein อาจจะเกี่ยวของกับกลไกการสงออก 
(Kanchanapiboon et al., 2005) 
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  การศึกษาเมแทบอลิซึมของ andrographolide จากปสสาวะ อุจจาระ และในลําไสเล็ก
ของหนูขาว จะไดสาร 6 ชนิด คือ 14-deoxy-12 (R)-sulfo andrographolide 3-sulfate, 14-deoxy-12 
(S)-sulfo andrographolide 3-sulfate, 14-sulfo isoandrographolide 3-sulfate, 14-deoxy-11, 12-
didehydroandrographolide, isoandrographolide และ 14-deoxyandrographolide (He et al., 2003) และ
การศึกษาเมแทบอลิซึมของ andrographolide ในปสสาวะคน จะไดสาร 4 ชนิด คือ andrographolide-3-O-
sulfate, isoandrographolide-3-O-sulfate, 14-deoxyandrographolide-3-O-sulfate และ 14-deoxy-12-
(cysteine-S-yl)-andrographolide-3-O-sulfate (Cui et al., 2004) 
 
 5.4 หลักฐานความเปนพิษและการทดสอบความเปนพิษ 
 
  5.4.1 การทดสอบความเปนพษิ 
 
   ใหหนูถีบจักรกินยาแขวนตะกอนจากผงใบแหงขนาด 2 ก./ก.ก. สารสกัด
ดวยแอลกอฮอลขนาด 2.4 ก./ก.ก. และ andrographolide ขนาด 3 ก./ก.ก. (Sithisomwongse et al., 
1989) และสารสกัดดวยแอลกอฮอล 50% ขนาด 15 ก./ก.ก. ไมพบหนูตาย (Dhammaupahorn 
and Chaichantipyuth, 1989; Sithisomwongse et al., 1989) ไมพบพิษจากการใหสารสกัดจากใบ 
20 ก. ดวยน้ํา 600 ม.ล. ในหนู และขนาด 10 ม.ล./1 ก.ก. ในกระตาย (Chantasutra and Limpapanichkul, 
1989) สารสกัดน้ําจากใบและกิ่ง หรือสารสกัดน้ํา เมื่อฉีดเขาชองทองหนูถีบจักร ขนาดที่นอยที่สุดที่
ทําใหเปนพิษคือ 0.5 ม.ล./ตัว (Feng et al., 1962) ขนาดของสารสกัดดวยแอลกอฮอล 50% ที่ทําใหหนู
ถีบจักรตายครึ่งหนึ่งเมื่อใหทางปากและฉีดเขาผิวหนัง มีขนาดมากกวา 15 ก./ก.ก. และฉีดเขาชอง
ทองมีขนาด 14.98 ก./ก.ก. (Sithisomwongse et al., 1989) และขนาดของสารสกัดดวยเมทานอล : 
น้ํา (1:1) ที่ทําใหหนูถีบจักรตายครึ่งหนึ่งเมื่อฉีดเขาชองทองมีขนาดมากกวา 1 ก./ก.ก. (Nakanishi, 
1965) 
  
    การฉีดสารสกัดซาโปนินเขาชองทองหนูถีบจักรในขนาด 300 ม.ก./ก.ก. ทําให
สัตวทดลองเพลีย หายใจเรว็ กลามเนื้อออนแรง และการเปลี่ยนอิริยาบทลดลง ในขนาด 1,000 ม.ก./
ก.ก. หลังจากฉีดได 8 นาที มีอาการชัก ส่ันและตาย สารสกัดดวยน้ําในขนาด 300 ม.ก./ก.ก. มีอาการ
ออนเพลีย การหายใจเร็ว การรับรูลดลงและกลามเนื้อออนแรง อาการคงอยู 24 ชม. ในขนาด 1,000 
ม.ก. มีอาการคลายๆ กับขนาด 300 ม.ก. แตตายใน 24 ชม. สารสกดัดวยอีเทอร 100 ม.ก./ก.ก. ทําใหการ
รับรู และระบบการเคลื่อนไหวลดลง กลามเนื้อออนแรง และอาการคงอยู 1 ชม. ในขนาด 1,000 ม.ก. 
อาการเหมือนกันแตตายใน 45 นาที ผงสารสกัดอเีทอรในขนาด 300 ม.ก./ก.ก. ทาํใหมีอาการออนเพลีย 
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การเคลื่อนไหวและกลามเนื้อออนแรง อาการจะคงอยู 2 ชม. เมื่อใหขนาด 1,000 ม.ก. อาการออนแรง
และตายหลัง 24 ชม. สารสกัดดวยแอลกอฮอล ขนาด 300 ม.ก./ก.ก. ทําใหมีอาการออนเพลีย การ
เคลื่อนไหวลดลง กลามเนื้อออนแรง และอาการคงอยู 24 ชม. ขนาด 1,000 ม.ก. 5 ชม. 5 นาทีหลังฉีด 
หนูจะมีอาการสั่นในที่สุดก็ตาย สวนสารสกัดดวยอีเทอรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์สวนหนึ่งในขนาด 
1,000 ม.ก./ก.ก. จะทําใหออนเพลีย และตายใน 3 ชม. 30 นาที หลังไดยา (Kintanar et al., 1978) 
 
    การทดสอบพิษกึ่งเรื้อรัง ใหหนูถีบจักรกินผงยาขนาด 200 และ 400 ม.ก./ก.ก. 
วันเวนวัน นาน 4 สัปดาห หรือใหหนูขาวเพศผูกินสารสกัดในขนาด 50  100 และ 150 ม.ก./
ก.ก. วันเวนวัน นาน 14 สัปดาห ไมพบความผิดปกติใดๆ แตหนูที่ไดรับขนาด 150 มก./ก.ก. จะมี
อัตราการเติบโตชาลงเล็กนอย (Dhammaupahorn and Chaichantipyuth, 1989) ใหหนูกินสารสกัดดวย 
เอทานอล 70% ขนาด 1 ก./ก.ก. นาน 60 วัน ไมพบพิษตอระบบสืบพันธุเพศผู (Burgos et al., 1997) 
และใหหนูขาวกินน้ํายาแขวนตะกอนจากฟาทะลายโจรขนาด 0.12 1.2 และ 2.4 ก./ก.ก./วัน นาน 6 เดือน 
ไมพบพิษ (Sithisomwongse et al., 1989) 
 
  5.4.2  พิษตอเซลล 
 
    สารสกัดเมทานอลจากใบ ขนาด 5.3 และ 3.1 ม.ก./ม.ล. เปนพิษตอเซลล human 
epidermoid carcinoma of nasopharynx และ p388 lymphocytic leukemia ในหลอดทดลอง ตามลําดับ 
โดยมีสาร andrographolide เปนสารออกฤทธิ์ในขนาด 1.5 และ 1 ม.ก./ม.ล. ตามลําดับ สวนสาร 
14-deoxy-11, 12-didehydroandrographolide และ neoandrographolide ไมเปนพิษตอเซลลดังกลาว 
(Siripong et al., 1992) สารสกัดน้ําจากสวนตนเหนือฟนดิน เปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง MT-4 
(Yao et al., 1992) สารสกัดคลอโรฟอรมจากใบ ความเขมขน 3.91 ม.ก./ม.ล. เปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง 
MT-4 (Yamamoto et al., 1997) และสารสกัดน้ํารอนจากสวนตนเหนือดิน เปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง 
Hep-2 ความเขมขนที่เปนพิษตอเซลล 50 % เทากับ 295 ม.ก./ม.ล. (Ma et al., 2002) ในขณะที่สาร
สกัดเมทานอลจากใบเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง MT-4 อยางออน และสารสกัดน้ําจากใบขนาด 20 
ม.ก./ม.ล. ใหผลไมชัดเจนในการแสดงฤทธิ์เปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง MT-4 (Otake et al., 1995) 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 
อุปกรณ 
 
1.  อุปกรณท่ีใชเล้ียงไกเนื้อ 
 
 1.1 กรงเลี้ยงไก โรงเรือนเล้ียงไกแบบเปด ซ่ึงมีลวดตาขายกัน้ทําความสะอาดและฆาเชือ้
ตามหลักมาตรฐาน 
 
 1.2 ลูกไกกระทงคละเพศอายแุรกเกิด 
 
 1.3 หลอดไฟฟา 
 
 1.4 อุปกรณใหน้ํา 
 
 1.5 ถังใสอาหารทดลองประจํากลุมทดลองแตละกลุม 
 
2. สารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน (จ. กาญจนบุรี) ฟาทะลายโจรและอาหารทดลองพื้นฐาน 
 
 2.1 วิธีการสกัดสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน ฟาทะลายโจร สกัดแบบรอน โดยใช 95 % 
ethanol จากหนวยปฎิบัติการวิจัยผลิตภัณฑธรรมชาติและเคมีอินทรีย ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
(หอง 210) ม .เกษตรศาสตร 50 ถ. พหลโยธิน ลาดยาว จตุจักร กทม. 10900 โทรศัพท 0-2942-8900 ตอ
244 ตอ 211 
 
3.  สารเพรดนโิซโลน  
 
4.   อุปกรณและสารเคมีในการเจาะเลือด 
 
 4.1 เข็มฉีดยาเบอร 23 
 4.2 กระบอกฉีดยาขนาด 5 ซีซี 
 4.3 เฮพาริน (Haparin) 
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5.  อุปกรณและสารเคมีในการวัดคาอัตราสวนของเฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต 
 
 5.1 microscopic glass slide 22x30 มิลลิเมตร 
 5.2 spreader 
 5.3 สียอม Wright-Giemsa 
 5.4 กลองจุลทรรศนธรรมดา (light microscope) 
 
6.  อุปกรณและสารเคมีในการวัดความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระในการรีดิวซเหล็ก  
     เฟอริกโดยวิธี Ferric reducing ability of plasma (FRAP) assay 
 
 6.1 Sodium acetate จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 6.2 TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) จากบรษิัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 6.3 Hydrochloric acid (HCl) 
 6.4 Ferric chloride จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 6.5 Ferrous sulfate จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 6.6 Spectrophotometer 
 
7.   อุปกรณ และสารเคมีในการวิเคราะหระบบกลูตาไธโอน 
 
 7.1 เครื่อง Elisa reader 
 
 7.2 96 well plate 
 
 7.3 Eight multi-channel pipette 
 
 7.4 Metaphosphoric acid จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 7.5 Sodium phosphate จากบริษทั Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 7.6 Ethylene Diamine Tetra Acetic acid-Na (EDTA –Na) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 7.7 Oxidized glutathione (GSSG) จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 7.8 Triethanolamine จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 7.9 5,5’-dithiosbis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 
 7.10  NADPH จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 7.11 Glutathione reductase (GR) จากบริษทั Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา  
 
 7.12  2-vinylpyridine จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
8.  อุปกรณและสารเคมีในการวัด Malondialdehyde วิธี Thiobarbituric Acid (TBA) assay 
 
 8.1 หลอดทดลองขนาด 15 ml 
 
 8.2 Auto pipette ขนาด 20 200 และ 1,000 µl 
 
 8.3 vortex mixer 
 
 8.4 cuvette quatze 
 
 8.5 เครื่อง UV/VIS Spectrophotometer รุน Helios Alpha หมายเลขเครื่อง UVA 130623 
จากบริษัท บางกอกไฮแล็บ จํากัด ประเทศไทย 
 
 8.6 Waterbath 
 
 8.7 2- thiobarbituric acid (TBA) จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 8.8 Trichloroacetic acid จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 8.9 Butylatehydroxytoluene (BHT) จากบริษทั Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 8.10  n-butanol จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 8.11  pyridine จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 8.12  Hydrochloric acid (HCL) 
 
 8.13  น้ํากลั่นปราศจากไอออน (Deionized water) 
 

วิธีการ 
 

1.  สัตวทดลอง 
 
 การทดลองใชไกเนื้อทางการคา คละเพศ อายุ 1 วัน จํานวน 200 ตัว แบงไกทดลองออกเปน 
4 กลุมกลุมละ 50 ตัว ในแตละกลุมไกเนื้อจะไดรับการเลี้ยงดูในสภาพแวดลอมเดียวกัน ไดรับอาหาร
แบบกินเต็มที่ (ad libitum) และมีน้ําสะอาดใหกินตลอดเวลา  
 
2.  การวางแผนการทดลอง 
 
 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) แบงไก
ทดลองออกเปน 4 กลุมกลุมละ 50 ตัว โดยแตละกลุมจะไดรับอาหารทดลอง ดังตอไปนี้ 
 
 กลุมที่ 1: สูตรอาหารควบคุม (N) 
 
 กลุมที่ 2 : สูตรอาหารควบคมุเสริมเพรดนโิซโลนปริมาณ 3 มิลลิกรัมตอกโิลกรัมอาหาร (P) 
 
 กลุมที่ 3: สูตรอาหารควบคุมเสริมเพรดนิโซโลนปริมาณ 3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 
และสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันระดบั 0.05 % โดยน้ําหนกั (CP) (กิติมา และคณะ, 2548) 



 43

 กลุมที่ 4: สูตรอาหารควบคุมเสริมเพรดนิโซโลนปริมาณ 3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 
และสารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจร ระดับ 0.1% โดยน้ําหนัก (AP)  
 
3.  การใหอาหารและน้ํา ไดกินอยางเต็มท่ีตลอดเวลา (ad libitum) 
 
4.  การใหแสง ใหแสง 24 ชั่วโมงตอวัน 
 
5.  การจัดการดานสภาพแวดลอม เล้ียงไกในสภาพอุณหภูมิของสิง่แวดลอมท่ัวไป 
 
6.  การเก็บตัวอยาง 
 
  เมื่อไกอายุ 14 21 และ 28 วัน สุมเจาะเก็บเลือด จากเสนเลือดดําใตปก (wing vein) กลุมละ 
12 ตัว โดยใชหลอดเก็บเลือดที่เคลือบดวยเฮพาริน เพื่อวัดคาอัตราสวนของเม็ดเลือดขาวชนิด
เฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต และปนแยกพลาสมาแบงออกเปน 2 สวน เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพื่อวิเคราะหความสามารถรวมในการรีดิวซสารอนุมูลอิสระ และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพื่อวิเคราะห MDA สวนของเม็ดเลือดแดงจะนํามาวิเคราะหกลูตาไธโอน 
 
7.  วิธีการ 
 
 7.1 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจร ตออัตราสวน
เม็ดเลือดขาวชนิดเฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต (H/L ratio) 
 
  นําเลือดที่เก็บได มาเสมียรลงบนกระจกสไลดทําตัวอยางละ 2 ซํ้า (duplicated) ปลอย
ทิ้งไวใหแหงในอากาศ 15-20 นาที จากนั้นทําการยอมดวยสี Wright-Giemsa และนํามาหาอัตราสวน
เม็ดเลือดโดยการนับแยกชนิดเม็ดเลือดอัตราสวน 100 เซลล โดยใชกลองจุลทรรศนธรรมดา (Light 
microscope) คาสัดสวนของเม็ดเลือดขาวชนิดชนิด เฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต คํานวนโดยใชสูตร 
Gross and Siegel (1983) ดังนี้  
 
       จํานวนเม็ดเลอืดขาวชนดิเฮทเทอโรฟล 

  จํานวนเม็ดเลอืดขาวชนดิ ลิมโฟไซต 
 

H/L ratio    =       
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 7.2 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชัน และฟาทะลายโจร ตอความสามารถ 
รวมของสารตานอนุมูลอิสระในการรีดิวซเหล็กเฟอริกในตัวอยางพลาสมาโดยวิธี Ferric Reducing 
Ability of Plasma (FRAP) assay 
 
  วัดคาความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระในพลาสมา (Total Antioxidant 
Capacity, TAC) ทําการวิเคราะหตัวอยางละ 2 ซํ้า (duplicated) โดยวิธี Ferric Reducing Ability of 
Plasma (FRAP) Assay (ดัดแปลงจากวิธีการของ Benzie and Strain (1996)) โดยใชหลักการของ 
สารตานอนุมูลอิสระ ในพลาสมา สามารถรีดิวซ เฟอริก ไอออน (ferric ion:Fe3+ ) ไปเปนเฟอรัส ไอออน 
(ferrous ion: Fe2+) ที่ pH ต่ํา โมเลกุล tripyridyl-triazine (TPTZ) ในปฏิกิริยาจะจับกับ เฟอรัส 
ไอออน ทําใหเกิดสีฟา (ดังภาพที่ 23) วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 nm  
 
  คํานวณความเขมขนไดจากการเปรียบเทียบกับความเขมขนของ Fe2+ ที่ทราบความ
เขมขนแลว (0-2,500 µmol/L) รายงานผลคา TAC เปนคา µmol/liter (Benzie and Strain, 1996; 
Fernandez-Pachon et al., 2005)  
 

 
           (สีเหลือง)        (สีฟา) 
 
ภาพที่ 23  ปฏิกิริยาระหวาง TPTZ กับ Fe2+  
ที่มา: Fernandez-Pachon et al. (2005) 
 
 7.3 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชัน และฟาทะลายโจร ตอความเขมขนของ 
tGSH GSH GSSG และ GSH/GSSG ในตัวอยางเม็ดเลือดแดง วิเคราะหตัวอยางละ 2 ซํ้า(duplicated) 
โดยวิธี enzymatic recycling assay (ดัดแปลงวิธีการจาก Tietze, 1969; Baker et al., 1990; Imam and 
Mehvar, 2006) 
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  7.3.1 วิเคราะหกลูตาไธโอนโดยรวม (Total Glutathione :tGSH) 
 
   tGSH ในตัวอยาง จะทําการวัดโดยวิธี enzymatic recycling method โดยใช 
เอนไซมกลูตาไธโอน รีดักเทส ( glutathione reductase) เพื่อหาความเขมขนของ tGSH ใน microtiter 
plate assay โดยอาศัยหลักการดังนี้ หมู sulhydryl ของ GSH จะทําปฏิกิริยากับ 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB) และ ใหสี เหลืองของ 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) ซ่ึงถูกวัดคาการ
ดูดกลืนแสง ที่ ความยาวคลื่น 405 nm อัตราการสราง TNB เปนสัดสวนโดยตรงตอปฏิกิริยาการ
ยอนกลับ ซ่ึงการยอนกลับนี้จะเปนสัดสวนโดยตรงตอความเขมขนของ tGSH การเกิดปฏิกิริยา
แสดงดังภาพที่ 25 

 

  
 
ภาพที่ 24  ปฏิกิริยาการวิเคราะห tGSH และ/หรือ GSSG ดวยวิธี enzymatic  
     recycling method 
 
  7.3.2 วิเคราะห ออกซิไดซกลูตาไธโอน (oxidized glutathione: GSSG) 
 
   การวัดความเขมขนของ GSSG ในตัวอยางเม็ดเลือดแดง โดยวิธี enzymatic 
recycling assay ซ่ึง GSSG ที่จะวัดเกิดจากปฏิกิริยารีดักชั่น ของ DTNB ไปเปนรีดิวซกลูตาไธโอน 
ดังนั้นการวัดเฉพาะ GSSG จะตองกําจัด GSH โดยเติม 2-vinylpyridine เพื่อไปกําจัด GSH กอนทํา
การวิเคราะหโดยใชวิธีการเดียวกับการวิเคราะห tGSH 
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   คํานวณความเขมขนไดจากการเปรียบเทียบกับความเขมขนกับกราฟมาตรฐาน
ความเขมขนของ GSSG รายงานผลเปนคา tGSH, GSSG และอัตราสวนของ GSH/GSSG เพื่อเปนดัชนี
บงชี้ภาวะรีดอกซภายในเซลลเม็ดเลือดแดง 
 
 7.4 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชัน และฟาทะลายโจรตอการเปอร 
ออกซิเดชั่นของไขมันโดยวัด MDA ในตัวอยาง Plasma ทําการวิเคราะหตัวอยางละ 2 ซํ้า (duplicated) 
ดวยวิธี Thiobarbituric Acid (TBA) assay  
 
   MDA เปนผลิตภัณฑที่ไดจากการเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน จะไปทําปฏิกิริยา กับ TBA 
เกิดเปน Thiobarbituric acid reactive substrate (TBARS) ใหสีชมพูแดง ซ่ึงเปนผลจากการทําปฏิกิริยา
ระหวาง TBA 2 โมเลกุล กับ MDA 1 โมเลกุล วัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่นแสง 532 
นาโนเมตร และ 573 นาโนเมตร และรายงานผลคา MDA เปน nmol/ml พลาสมา (Sinnhuber et al., 
1958) 
 

 
 

ภาพที่ 25  ปฏิกิริยาระหวาง TBA และ MDA  
ที่มา: Sinnhuber et al. (1958) 

 
8.  การวิเคราะหทางสถิต ิ
 
 วิเคราะหผลทางสถิติโดย ANOVA และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยระหวางกลุม 
โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P< .05) โดยใช
โปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป SPSS เวอรช่ัน 11.5  
 
 
 
 



ผลและวิจารณ 
 

1. ผลของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชนัและฟาทะลายโจรตอภาวะความเครียด 
 
 คา H/L เปนดัชนีบงชี้สภาวะเครียด โดยจะมีคาสูงขึ้นตามระดับของความเครียด การทดลองนี้
ใหเพรดนิโซโลน เสริมในอาหารเพื่อชักนําใหเกิดสภาวะเครียดในรางกายไก เพรดนิโซโลนซ่ึงเปน
สารประเภท แคตาบอลิก สเตอรอยด จัดอยูในกลุมของกลูโคคอรติคอยด (Wendy et al., 2004) ซ่ึง
เปนฮอรโมนที่หล่ังภายใตสภาวะเครียด ผลการศึกษา (ตารางที่ 2) พบวาที่อายุ 14 วัน ไกเนื้อกลุมที่
ไดรับเพรดนิโซโลน (P) มีคาเฉลี่ยของ H/L สูงกวากลุมที่ไมไดรับ (N) (คิดเปน 265.22 % ของคาเฉลี่ย
กลุม N ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05) ซ่ึงเปนไปในลักษณะเดียวกันกับเมื่อใหฮอรโมนในกลุม
กลูโคคอรติคอยด เชน คอติซอล หรือ คอรติโคสเตอโรน (Lin et al., 2004) สาเหตุที่ H/L สูงขึ้น 
พบวา เกี่ยวของกับการชักนํากระบวนการ apoptosis ของเซลลลิมโฟไซต ขณะที่กระตุนการขับเซลล
เฮทเทอโรฟลเขาสูกระแสเลือดเพิ่มมากขึ้น (Harmon, 1998) อยางไรก็ตามความเครียดที่เพิ่มสูงกวา
กลุม N นี้ไมไดเกิดขึ้นตลอดไป เห็นไดจากการศึกษาที่อายุ 21 และ 28 วัน ที่ไมพบความแตกตาง
ของระดับ H/L จากการวิเคราะหทางสถิติ เปนไปไดวาหลังจากใหเพรดนิโซโลนชวงระยะเวลาหนึ่ง 
อาจมีกลไกการปรับตัวเพื่อตอบสนองตอระดับของเพรดนิโซโลนลดลงจึงทําใหความเครียดที่เกิดขึ้น
ในการทดลองปรากฏในระยะแรกเทานั้น ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Carter et al., (2004) พบวา
การไดรับความเครียดบอยครั้งจะทําใหรางกายเกิดการปรับตัว  
 
  สําหรับกลุมที่เสริมสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน (CP) และฟาทะลายโจร (AP) รวมกับ
เพรดนิโซโลน แมวาที่อายุ 14 วัน จะมีคาเฉลี่ย H/L สูงกวากลุม N เกือบเปน 2 เทา (คิดเปน 191.30 % 
และ 178.226 % ของคาเฉลี่ยกลุม N ตามลําดับ) แตก็ไมพบนัยสําคัญทางสถิติ เปนไปไดวาอิทธิพล
ของเพรดนิโซโลนในทั้งสองกลุมนี้ถูกควบคุมดวยสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน และฟาทะลายโจร
ที่เสริมในอาหาร ทําใหความเครียดลดต่ําลงมาอยูในชวงปกติได จึงมีความเปนไปไดในการใช
สมุนไพรทั้งสองชนิดเพื่อควบคุมความเครียดในไกเนื้อ  
 
 ความเครียดมีผลเกี่ยวโยงกับสุขภาพอยางมาก ความเครียดที่ตอเนื่องหรือเร้ือรังเปนสาเหตุ
ทําใหไกเนื้อมีอัตราการเจริญเติบโตชา ภูมิคุมกันต่ํา อัตราการตายสูง ประสิทธิภาพการใหผลผลิตต่ํา
และสงผลตอคุณภาพซาก (Reece et al., 1972; Cheveille, 1976; Van kampen, 1981; Donker, 1990; 
Cooper and Washburn, 1998) กลูโคคอรติคอยดในระดับปานกลางจะมีฤทธิ์ตานการอักเสบ แตถามี
ระดับสูง จะทําใหเกิดการตายของเซลล (Nittoh et al., 1998; Kirsch et al., 1999) โดยกลไกที่แทจริง
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ของกลูโคคอรติคอยด ที่ทําใหเซลลตายนั้นยังไมทราบแนชัด แตมีรายงานวิจัยพบวากลูโคคอรติคอยด 
กระตุนใหเกิดการสราง Reactive oxygen species (ROS) (Landfield and Eldridge, 1994) และการ
สราง ROS จะเพิ่มสูงขึ้นตามระดับของความเครียดที่เพิ่มสูงขึ้นดวย (Dorge, 2002 ) เปนเหตุใหเซลล
ตางๆไดรับความเสียหายและตายได (Buttke and Sandstorm, 1994)  
 
 การเสริมสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรในอาหารไกเนื้อเพื่อควบคุม
สภาวะเครียดจึงอาจชวยลดความสูญเสียจากปญหาดังกลาว  
 
ตารางที่ 2  อัตราสวนของเฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต 
 

อัตราสวนของเฮทเทอโรฟลตอลิมโฟไซต 
อายุ กลุมทดลอง 14 วัน 21 วัน 28 วัน 

N 0.23±0.02 b 0.41±0.07 0.58±0.06 
P 0.61±0.10 a 0.48±0.09 0.70±0.14 

CP 0.44±0.09 ab 0.47±0.06 0.67±0.09 
AP 0.41±0.05 ab 0.54±0.07 0.62±0.06 

 
ตัวเลขแสดงคา mean±SEM, n=12 

a,b แสดงนยัสําคัญทางสถิติที่ P<.05 เมื่อเปรียบเทียบคอลัมนเดียวกนั 
 
2.  ผลของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตอความสามารถรวมของสารตาน   
      อนุมูลอิสระในการรีดิวซเหล็กเฟอริก 
 
 การตรวจวิเคราะหคา FRAP เปนการวัดความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระของสารตาน
อนุมูลอิสระที่อยูในตัวอยางพลาสมา (TAC) ซ่ึงหากคานี้ต่ํากวาปกติ จะมีความเสี่ยงตอการเกิดปญหา
สุขภาพ จากผลการทดลอง (ตารางที่ 3) พบวาที่อายุ 14 วัน ไกกลุมที่ไดรับเพรดนิโซโลน (P, CP, 
AP) มีคา TAC สูงกวากลุม N อยางเห็นไดชัด โดยพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางกลุม N และ AP (P<.05)  
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  โดยทั่วไปภาวะเครียดจะกระตุนใหรางกายมีการตอบสนองเพื่อรักษาภาวะสมดุลไว โดย
สวนที่เกี่ยวกับสารตานอนุมูลอิสระในกระแสเลือดก็จะมีมากขึ้น เนื่องจากเมื่อรางกายเกิดความ เครียด
จะกระตุนการสรางสารอนุมูลอิสระโดยเฉพาะ ROS จะเพิ่มสูงขึ้นตามระดับของความเครียดที่เพิ่ม
สูงขึ้น (Dorge, 2002) เพื่อควบคุมอนุมูลอิสระเหลานี้ไวไมใหสูงจนเปนอันตรายตอเซลล พบวามี
การสรางกรดยูริค (Lin et al., 2004) และขับกลูตาไธโอน (GSH) ออกจากเซลลตับ (Lew et al., 1985; 
Hirota et al., 1989) เขาสูกระแสเลือดเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งกรดยูริคจัดวาเปนสารตานอนุมูลอิสระที่มี
ประสิทธิภาพสูง ในมนุษยและสัตวปก (Becker, 1993; Hellsten et al., 1997) ความเขมขนของ
กรดยูริคในพลาสมา ไกจะมีคาเปน 2 เทาของมนุษย (Klandorf et al., 1999) และ GSH จัดวาเปน
สารตานออกซิเดชั่นที่สําคัญในการกําจัด ROS หรือรวมกับการทํางานของเอนไซม GPx เพื่อกําจัด
อนุมูลอิสระ (Yang et al., 1987) นอกจากการปรับตัวของรางกายตอภาวะเครียดแลว สารสกัดหยาบ
สมุนไพรที่ไดรับเขาสูรางกายยังเปนอีกปจจัยหนึ่งที่อาจมีสวนเกี่ยวของกับการกําจัดอนุมูลอิสระ
และมีผลเพิ่มคา TAC ไดเชนกัน โดยเฉพาะสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรซึ่งมี
คุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระเดนชัด (Masuda et al., 2000; Kamdem et al., 2002)  
 
  จากผลการทดลองที่ อายุ 14 วันเปนไปไดวา รางกายตอบสนองตอความเครียดใหมีการเพิ่ม
คา TAC ขึ้นไดในระดับหนึ่ง แตไมมากพอที่จะทําใหเกิดความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ขณะที่พบวาเมื่อประกอบกับสารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจร (AP) มีผลทําใหคา TAC เพิ่มขึ้น
อยางมีนัยสําคัญ (P<.05) ตอมาการศึกษาที่อายุ 21 วัน ไมพบความแตกตางของคา TAC ระหวาง
กลุมทดลอง ซ่ึงในชวงอายุนี้ไกทุกกลุมมีระดับความเครียดเฉลี่ยไมแตกตางกัน (ตารางที่ 2) จึงอาจ
บงชี้ไดวาในภาวะที่อิทธิพลของความเครียดหมดไป สารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจรเพียง
อยางเดียวก็ไมมีผลใหคา TAC แตกตางกัน  
 
  แตเมื่อพิจารณาผลการศึกษาในระยะตอมา ที่อายุ 28 วัน กลับพบวา กลุมที่เสริมดวยสารสกัด
หยาบสมุนไพรขมิ้นชัน (CP) และฟาทะลายโจร (AP) มีคา TAC สูงกวากลุมควบคุม (N) และกลุมที่
เสริมดวยเพรดนิโซโลน (P) (ตารางที่ 3) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05) อิทธิพลตอคา TAC นี้
นาจะเปนผลจากสารสกัดหยาบสมุนไพร เนื่องจากระดับความเครียดไมแตกตางกัน (ตารางที่ 2) ส่ิงที่
นาสนใจคือ เหตุใดอิทธิพลของสารสกัดหยาบสมุนไพรจึงแสดงออกหลังจากทําการเสริมในอาหาร
แลวเปนชวงเวลาหนึ่ง จากผลการศึกษานี้เปนไปไดหรือไมที่การออกฤทธิ์ของสารสกัดหยาบ
สมุนไพรทั้งสองชนิดขึ้นอยูกับระดับของสารสกัดในรางกายที่อาจสะสมจากการไดรับในอาหารทุก
วัน จนถึงระยะเวลาหนึ่งที่สามารถออกฤทธิ์ได หรือเปนไปไดหรือไมวา ขบวนการตอบสนองของ
รางกายตอการกระตุนของสารสกัดหยาบสมุนไพรในการเพิ่มการสังเคราะห สารตานอนุมูลอิสระ
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ตองใชเวลาระยะหนึ่ง สําหรับการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา ดวยขนาดสมุนไพรที่ใชผสมในอาหาร
ในการทดลองนี้ ทั้งขมิ้นชันและฟาทะลายโจรตองใชเวลามากกวา 3 สัปดาห จึงจะใหผลเพิ่มคา TAC 
อยางชัดเจน เพื่อตอบคําถามเหลานี้ ควรตองมีการศึกษาเพิ่มเติมดานเภสัชจลศาสตรของสมุนไพร
ทั้งสองชนิดในไกเนื้อตอไป  
 
ตารางที่ 3  คาความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระในการรีดิวซเหล็กเฟอริก 
 

คาความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระในการรีดิวซเหล็กเฟอริก (µmol/l) 
อายุ กลุมทดลอง 14 วัน 21 วัน 28 วัน 

N 1474.43±67.04 b 1462.21±73.79 1314.22±60.65 b 
P 1700.26±103.14 ab 1540.96±97.98 1282.63±109.80 b 

CP 1628.11±52.88 ab 1439.22±69.00 1755.61±61.69 a 
AP 1769.64±92.50 a 1473.60±87.57 1549.43±80.32 a 

 
ตัวเลขแสดงคา mean±SEM, n=12 

a,b แสดงนยัสําคัญทางสถิติที่ P<.05 เมื่อเปรียบเทียบคอลัมนเดียวกนั 
 
3. ผลของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชนัและฟาทะลายโจรตอระบบกลูตาไธโอน 
 
 ระบบกลูตาไธโอนมีบทบาทสําคัญในกระบวนการตอตานอนุมูลอิสระภายในเซลล ความ
เขมขนของกลูตาไธโอนระดับสูงภายในเซลลจะทําหนาที่ปองกันหรือกําจัดอนุมูลอิสระหลายชนิด 
(Meister, 1992) กลูตาไธโอนจะทําปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิสระในลักษณะเปนโมเลกุลตาน
อนุมูลอิสระ (Saez et al., 1990; Winterbourn and Metodiewa, 1994) ซ่ึงจะเปนตัวใหอิเล็กตรอน ใน
ปฏิกิริยารีดักชั่น ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ถูกเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม GPx (Chance et al., 
1979) ผลผลิตที่ไดจากการทํางานของ GPx คือ GSSG ซ่ึง GSSG จะสามารถเปลี่ยนกลับไปเปน GSH ได 
โดยการทํางานของเอนไซม GR ซ่ึงในปฏิกิริยาตองอาศัย NADPH เปนตัวรีดิวซ ในเซลลหลายชนิด 
เชนเม็ดเลือดแดง และเซลลตับ เมื่อระดับของ GSSG ภายในเซลล มีความเขมขนสูงจะถูกขนสงออก
จากเซลล ในขณะที่เกิดภาวะความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น ซ่ึงเปนกลไกการทํางานของการรักษา
สมดุลหมูไธออลและไดซัลไฟดภายในเซลล (Prchal et al., 1975; Akerboom et al., 1982)  
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ตารางที่ 4  ความเขมขนของ tGSH GSH GSSG และอัตราสวนของ GSH /GSSG  
 

ผลของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชนัและฟาทะลายโจรตอระบบกลูตาไธโอน 
อายุ (วัน) คา กลุมทดลอง 14 21 28 

N 22.60±0.63 d 33.32±0.74 a 24.11±0.25 c 
P 33.96±1.21 b 17.00±1.11 c 17.84±0.27 d 

CP 29.64±1.31 c 33.93±0.32 a 39.32±0.44 a 
กลูตาไธโอนโดยรวม

tGSH (µmol/ml) 
AP 43.60±1.09 a 23.73±0.58 b 33.90±0.59 b 
N 21.42±0.63 c 31.76±0.74 a 19.36±0.33 c 
P 30.38±1.12 b 12.59±1.11 d 13.73±0.27 d 

CP 27.39±1.28 b 28.50±0.39 b 32.18±0.56 a 
รีดิวซกลูตาไธโอน 

GSH (µmol/ml) 
AP 41.84±1.11 a 18.12±0.62 c 26.93±0.69 b 
N 1.18±0.06 a 3.11±0.58 a 4.76±0.30 a 
P 3.58±0.24 d 4.40±0.21 b 4.11±0.11 a 

CP 2.25±0.12 c 5.44±0.30 c 7.14±0.38 b 
ออกซิไดซกลูตาไธโอน 

GSSG (µmol/ml) 
AP 1.72±0.06 b 5.61±0.24 c 6.97±0.20 b 
N 18.53±1.02 b 9.76±0.34 a 4.25±0.33 a 
P 8.84±0.68 d 2.93±0.30 c 3.37±0.13 b 

CP 12.41±0.75 c 5.40±0.34 b 4.66±0.32 a 

รีดิวซตอออกซิไดซ 
กลูตาไธโอน 

GSH/GSSG (µmol/ml) 
AP 24.76±1.34 a 3.31±0.22 c 3.91±0.18 ab 

 
ตัวเลขแสดงคา mean±SEM, n=10 

a,b,c,d แสดงนยัสําคัญทางสถิติที่ P<.05 เมื่อเปรียบเทียบคอลัมนเดียวกัน 
 
  อัตราสวนของ GSH/GSSG ถูกนํามาใชเปนดัชนีที่สําคัญของภาวะความเครียดจากภาวะ
ออกซิเดชั่นในระดับเซลล ซ่ึงจากหลายรายงานวิจัยพบวาอัตราสวนของ GSH /GSSG เปนดัชนีบงชี้
ความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นที่ดีมาก (Tarin, 1996; Tarin et al., 1998; Avanzo et al., 2001; 
Kaneko et al., 2001) ภายใตสภาวะเครียด ระดับของ GSH ภายในเซลลจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  
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  ดังนั้นอัตราสวนของ GSH/GSSG จึงเปนตัวบงชี้สภาวะที่ผิดปกติของรีดอกซภายในเซลล 
และทําหนาที่รักษาสมดุลรีดอกซภายในเซลลดวย (Imam and Mehvar, 2006)  
 
 จากผลการศึกษาการชักนําใหเกิดความเครียดดวยเพรดนิโซโลนในระดับ 3 มิลลิกรัมตอ
น้ําหนักอาหาร 1 กิโลกรัมพบวา ไกเนื้อชวงอายุ 14 วันกลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลน(P) มีคา tGSH 
และGSH สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05 ) (ตารางที่ 4) แสดงวาภายใต
สภาวะความเครียดและการเกิดแคทาบอลิซึม ที่ถูกชักนําดวยเพรดนิโซโลนอาจทําใหอนุมูลอิสระ
ถูกผลิตเพิ่มมากขึ้น เปนผลกระตุนใหเซลลสังเคราะห GSH มากขึ้น ดังเชนรายงานการศึกษาโดยให
ฮอรโมนคอรติโคสเตอโรนในไกเนื้อ พบวา มีผลทําใหรางกายเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น 
(Lin et al., 2004) และเปนสาเหตุของการเพิ่มขึ้นของ tGSH และ GSH ซ่ึงการเพิ่มขึ้นนี้ เปนกลไก
การปองกันเซลลจากการเริ่มตนเกิดความเครียดหรือการเกิดความเครียดที่เร้ือรัง (Pamela, 2005) 
นอกจากนี้ยังทําใหเกิดการออกซิเดชั่นจาก GSH ไปเปน GSSG เพิ่มสูงขึ้นซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษานี้โดยพบวา ที่ อายุ 14 และ 21 วัน ไกเนื้อที่ไดรับเพรดนิโซโลน (P) มีคา GSSG สูงกวา
กลุมควบคุม (N) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05 ) (ตารางที่ 4) แตเปนที่นาสังเกตวาคา tGSH และ 
GSH ที่สูงขึ้นอยางเห็นไดชัดในชวงอายุ 14 วันนั้น กลับลดลงต่ํากวากลุมควบคุม (N) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<.05 ) ที่ อายุ 21 และ 28 วัน (ตารางที่ 4) แสดงวาไกเนื้อที่อยูในสภาวะ
ความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นเปนระยะเวลานานทําใหระดับของ tGSH และ GSH ลดต่ําลง 
เนื่องจากภายในเซลลจะมีการควบคุม สมดุลรีดอกซโดยการรักษาระดับของ GSH และ GSSG ให
อยูในภาวะที่สมดุล หากรางกายเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นจะมีผลรบกวนตอสมดุลรี
ดอกซ นี้โดย GSH จะทําหนาที่กําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม GPx 
และเปลี่ยนไปเปน GSSG สูงขึ้น หรือรวมกับอนุพันธของอนุมูลอิสระชนิดอื่นๆ และถูกขนสงออก
นอกเซลล (Akerboom, 1990) ดังนั้นจึงทําใหระดับของ GSH ภายในเซลลลดต่ําลงดวย เชนเดียวกับ
การศึกษานี้ ซ่ึงพบวาในกลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลน (P) ที่อายุ 21 และ 28 วัน มีระดับของ tGSH 
และ GSH ลดต่ําลงอยางเห็นไดชัด สวนในกลุมที่เสริมดวยสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน (CP) 
และ ฟาทะลายโจรนั้นกลับไมลดลงตามอิทธิพลของเพรดนิโซโลน ซ่ึงแสดงวา ฤทธิ์ของสารสกัด
หยาบสมุนไพรทั้ง 2 ชนิดนั้น อาจชวยในการกําจัดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นและรักษาสมดุลรีดอกซ
ภายในเซลลไดจึงทําใหระดับ tGSH และ GSH ไมลดต่ําลงตามกลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลน (P) 
 
 จากรายงานวิจัย ความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น จะทําใหอัตราสวนระหวาง GSH/ GSSG 
ลดลง (Schafer and Buettner, 2001) เชนเดียวกับการศึกษานี้ พบวาไกเนื้อกลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลน 
(P) ที่อายุ 14, 21 และ 28 วัน มีอัตราสวนของ GSH/ GSSG ต่ํากวากลุมควบคุม (N) อยางมีนัยสําคัญ



 53

ทางสถิติ (P<.05) ซ่ึงแสดงวาเพรดนิโซโลนในระดับ 3 มิลลิกรัมตอน้ําหนักอาหาร 1 กิโลกรัม 
สามารถชักนําใหไกเนื้อเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นได 
 
 จากการศึกษานี้ พบวา การเสริมสารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจรในอาหาร (AP) ทําใหมี
คา tGSH และ GSH สูงกวากลุมที่เสริมดวย เพรดนิโซโลน (P) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05 ) ที่
อายุ 14 วัน ซ่ึงการเพิ่มขึ้นนี้อาจเปนผลมาจากสารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจรซึ่งมีคุณสมบัติ
เปนสารตานอนุมูลอิสระ (Kamdem et al., 2002 ) ชวยสงเสริมการทํางานของ GSH โดยรวมกัน
กําจัดอนุมูลอิสระ ทําใหระดับของ tGSH และ GSH คงอยูสูงในกลุมที่เสริมสารสกัดหยาบสมุนไพร 
และเมื่อพิจารณาระดับของ GSSG การทดลองนี้ปรากฎวาในกลุมที่เสริมสารสกัดหยาบสมุนไพรทั้ง
ขมิ้นชันและฟาทะลายโจร ต่ํากวากลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P< .05 ) 
ซ่ึงแสดงวา สารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจร ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูล
อิสระ (Masuda et al., 2001; Kamdem et al., 2002) ชวยสงเสริมการทํางานของ GSH ในการกําจัด
อนุมูลอิสระภายในเซลลทําใหการออกซิเดชั่นของ GSH ไปเปน GSSG ลดลง จึงทําใหคา GSH/GSSG 
Ratio ในกลุมที่เสริมดวยสารสกัดหยาบสมุนไพร สูงกวากลุมที่ไมไดเสริมซึ่งจะเห็นไดชัดเจนใน
กลุมที่เสริมดวยสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันในทุกชวงอายุการทดลอง สวนในกลุมที่เสริมดวย
สารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจรพบความแตกตางที่อายุ 14 วันเทานั้น อาจเปนไปไดวาสารออก
ฤทธิ์ในสมุนไพรแตละชนิดมีกระบวนการทํางานที่แตกตางกัน เปนที่นาสังเกตคือ  สมุนไพรขมิ้นชัน
มีสารที่มีโครงสรางในกลุมเคอรคิวมิน ที่สามารถละลายไดในไขมัน สามารถซึมผานเขาไปในเซลลได
ดีกวาสาร ไดเทอรปน แลคโตน ที่พบในสมุนไพรฟาทะลายโจร ความแตกตางทางเภสัชจลศาสตรนี้
อาจมีอิทธิพลตอการทํางานในระดับเซลลอยางมีนัยสําคัญซึ่งควรจะไดมีการศึกษาตอไป  
 
  การศึกษานี้ยังพบวา คา tGSH GSH และ GSH/GSSG Ratio มีคาลดลงตามการเพิ่มขึ้นของ
อายุ ซ่ึงจากรายงานวิจัยพบวาการเพิ่มขึ้นของอายุจะทําใหระดับของ GSH จะลดลงในเนื้อเยื่อสมอง
ของสัตวหลายชนิด (Yuangui et al., 2006, Chen et al., 1989; Liu, 2002; Kim et al., 2003) ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ Avanzo et al. (2001) วามีการเพิ่มอัตราเมตาบอลิกในไกเนื้อที่มากขึ้นทํา
ใหรางกายสรางอนุมูลอิสระเพิ่มสูงขึ้น ซ่ึงนําไปสูการลดลงของ GSH ในเนื่อเยื่อตามอายุที่เพิ่มมากขึ้น
เนื่องจากในอายุที่เพิ่มมากขึ้นจะทําให GSH เกิดออกซิเดชั่นมากขึ้น และทําใหระดับ ของGSH ลดลง
ตามอายุที่เพิ่มมากขึ้น (Kamel, 2003 ) ในกรณีนี้ความเครียดที่เพิ่มสูงขึ้นตามอายุที่เพิ่มมากขึ้นจึงทํา
ใหระดับของ GSH ลดลงตามอายุที่เพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้ GSSG ยังเพิ่มสูงขึ้นในหนูตามอายุที่เพิ่ม
มากขึ้นดวย ซ่ึงการลดลงของระดับ GSH และการเพิ่มขึ้นของระดับ GSSG ซ่ึงมีผลทําใหอัตราสวน
ของ GSH/GSSG ลดลง ซึ่งภาวะนี้จะถูกนํามาใชเปนตัวบงชี้สภาวะสมดุลรีดอกซภายในเซลล 
(Dringen et al., 2000; Lin et al., 2002; Samuele et al., 2005)  
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4.  ผลของสารสกัดหยาบสมนุไพรขมิน้ชันและฟาทะลายโจรตอการเปอรออกซิเดชั่นของไขมนั 
 
  การเปอรออกซิเดชั่นของไขมันเปนสาเหตุมาจากความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นซึ่ง
เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาระหวางอนุมูลอิสระและไขมันซึ่งมีอนุมูลอิสระเขาไปทําลายในสวนของกรด
ไขมันไมอ่ิมตัวสายยาว ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของเยื่อหุมเซลลทําใหเซลลไดรับความเสียหายและ
เกิดการตายได ซ่ึงผลสุดทายที่ไดจากการเกิดกระบวนการเปอรออกซิเดชั่นนี้ จะไดสารพวกอัลดีไฮด 
เชน MDA และ 4-HNE หรือ เรียกวา Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) ซ่ึงใช
บงชี้สภาวะความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น (Porter et al., 1995; Halliwell, 1996) 
 
 ในการทดลองนี้ชักนําใหเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น ดวยการเสริมเพรดนิโซโลน 
ในระดับ 3 มิลลิกรัมตอน้ําหนักอาหาร1 กิโลกรัม พบวาไกเนื้อที่ อายุ 14 และ 21 วันไกกลุมที่
เสริมดวยเพรดนิโซโลน (P) มีแนวโนมของการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของไขมันสูงกวากลุมควบคุม 
(N) (ตารางที่ 5) โดยจะเห็นเดนชัดในไกเนื้อที่อายุ 28 วันพบวาการเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน
สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05) ซ่ึงแสดงวา เพรดนิโซโลนระดับ 3 มิลลิกรัม
ตอน้ําหนักอาหาร1 กิโลกรัม สามารถชักนําใหเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นได เนื่องจาก
เพรดนิโซโลนซ่ึงเปนสารกลุมเดียวกับสารกลุมกลูโคคอรติคอยดซึ่งออกฤทธิ์คลายกับฮอรโมน
คอรติโคสเตอโรนโดยกระตุนแคแทบอลิซึมและทําใหมีการสรางอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น (Hidalgo, 
1991) สงผลใหเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่น (Lin et al., 2004 ) ซ่ึงไดผลเหมือนกับการ 
ศึกษาการเหนี่ยวนําการเกิดเปอรออกซิเดชั่นดวยคอรติโคสเตอโรนระดับ 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนัก
อาหาร 1 กิโลกรัม (Lin et al., 2004 ) ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Rajashree and Puvanakrishnan, 
1998; Ohtsuka et al., 1998; Pereira et al., 1999; Orzechowski et al., 2000) นอกจากนี้ในภาพรวม
ยังพบวาคา TBARS มีคาสูงขึ้นตามอายุที่เพิ่มมากขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Subathra et al. 
(2005)  
 
   ผลของการเสริมสารสกัดหยาบสมุนไพรในอาหารไกเนื้อตอการเปอรออกซิเดชั่นของ
ไขมัน (ตารางที่ 5) พบวา กลุมที่เสริมดวยสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน (CP) เกิดเปอรออกซิเดชั่น
ของไขมัน ต่ํากวากลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05) ในทุกชวงอายุ
การศึกษา ขณะที่กลุมที่เสริมสารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจร (AP) เกิดเปอรออกซิเดชั่น
ของไขมัน ต่ํากวากลุมที่เสริมดวยเพรดนิโซโลนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<.05) ที่อายุ 28 วัน 
ผลการศึกษานี้อาจจะบงชี้ประโยชนของสารสกัดหยาบสมุนไพรทั้งสองชนิดในการปองกันความ
เสียหายจากอนุมูลอิสระที่มีตอเซลลโดยเฉพาะที่เยื่อหุมเซลล  
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  สมุนไพรขมิ้นชันมีสารออกฤทธิ์ในกลุมเคอรคิวมิน ที่มีคุณสมบัติละลายในไขมัน 
(Sreejayan and Rao, 1994; Srinivas, 1992) จึงเปนไปไดวาสารเคอรคิวมินสวนใหญอาจสะสมอยู
ในบริเวณเยื่อหุมเซลล ทําใหมีบทบาทสําคัญในการปองกันการทําลายของเยื่อหุมเซลลจากกระบวน 
การเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน (Seeman, 1990) จึงแสดงผลชัดเจน และเร็วกวาการออกฤทธิ์ของ
สารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจร (เร่ิมเห็นผลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<.05) เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุมที่ไดรับเพรดนิโลนที่อายุ 28 วัน ตามลําดับ) รายงานผลการศึกษาผลของเคอรคิวมินอื่นๆ 
พบวาเคอรคิวมินปองกันการเกิดเปอรออกซิเดชั่นของไขมันใน microsomal, สมอง liposome 
(Tonnessen et al., 1993) รวมทั้งยังชวยลดระดับ lipid peroxide เพิ่มการทํางานของเอนไซม SOD, 
CAT และ GPx ในตับ (Reddy, 1992)  
 
ตารางที่ 5  ความเขมขนของมาลอนไดอัลดีไฮด (malondialdehyde) 
 

ความเขมขนของมาลอนไดอัลดีไฮด (nmol/ml) 
อายุ (วัน) กลุมทดลอง 14 21 28 

N 1.93±0.06 ab 1.91±0.05 b 1.83±0.05 a 
P 2.04±0.07 b 2.06±.0.10 b 2.36±0.08 c 

CP 1.79±0.09 a 1.68±0.05 a 2.01±0.08 ab 
AP 1.89±0.07 ab 1.98±0.04 b 2.07±0.07 b 

 
ตัวเลขแสดงคา mean±SEM, n=12 

a,b,c แสดงนัยสําคัญทางสถิติที่ P<.05 เมื่อเปรียบเทียบคอลัมนเดียวกนั
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ภาพที่ 26  กราฟแสดงความเขมขนของ tGSH; 26-1, GSH; 26-2, GSSG; 26-3 และคา GSH/GSSG ratios; 26-4  N: อาหารควบคมุ; P: อาหารควบคุมเสริม 
     เพรดนิโซโลน 3 ม.ก./กก.อาหาร; CP: อาหารควบคุมเสริมเพรดนิโซโลน 3 ม.ก.และสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันระดับ 0.05 % โดยน้ําหนัก;  
     AP: อาหารควบคุมเสริมเพรดนิโซโลน 3 ม.ก./กก.อาหารและสารสกัดหยาบสมุนไพรฟาทะลายโจรระดับ 0.1%โดยน้ําหนกั;  a,b,c,d แสดงนยัสําคัญ 
     ทางสถิติที่ P<.05 
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ภาพที่ 27  กราฟแสดงคา H/L ratios; 27-1, TAC; 27-2, GSH/GSSG ratios; 27-3 MDA; 27-4   N: อาหารควบคุม; P: อาหารควบคุมเสริมเพรดนิโซโลน  
                 3 ม.ก./กก.อาหาร; CP: อาหารควบคุมเสริมเพรดนิโซโลน 3 ม.ก.และสารสกัดหยาบสมนุไพรขมิ้นชันระดับ 0.05 % โดยน้ําหนัก; AP: อาหาร 
      ควบคุมเสริมเพรดนิโซโลน 3 ม.ก./กก.อาหารและสารสกัดหยาบสมนุไพรฟาทะลายโจรระดับ 0.1%โดยน้ําหนกั;  a,b,c,d แสดงนัยสําคัญทางสถิติ 
      ที่ P<.05 
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ภาพที่ 28  เสนอกลไกแสดงการตอบสนองของรางกายตอการเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นโดยการชักนําดวยเพรดนิโซโลน 

  ลูกศรแสดงการตอบสนอง 
                ตอการไดรับเพรดนิโซโลน 
TAC     = Total Antioxidant Capacity 
GSH     = Reduced Glutathione 
GSSG   = Oxidized Glutathione 
MDA    = Malondialdehyde 
SOD     =  Superoxidae dismutase 
GPx     =  Glutathione peroxidase 
CAT    =  Catalase 
ROS    =  Reactive Oxygen Species 
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ภาพที่ 29  เสนอกลไกแสดงการตอบสนองของรางกายตอการเกิดความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นเมื่อไดรับสารสกัดหยาบสมนุไพร
                 ขมิ้นชัน และฟาทะลายโจรรวมกับเพรดนิโซโลน 

 

     ลูกศรแสดงการตอบสนอง 
                       ตอการไดรับเพรดนิโซโลน 
   ลูกศรแสดงการตอบสนอง 
                      ตอการไดรับเพรดนิโซโลนรวมกับ  
                      สารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชัน 
                      และฟาทะลายโจร 
TAC     = Total Antioxidant Capacity 
GSH     = Reduced Glutathione 
GSSG   = Oxidized Glutathione 
MDA    = Malondialdehyde 
SOD     =  Superoxidae dismutase 
GPx     =  Glutathione peroxidase 
CAT    =  Catalase 
ROS    =  Reactive oxygen species 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 1. เพรดนิโซโลนระดับ 3 มิลลิกรัมตอกิโลอาหาร สามารถชักนําใหไกเนื้อเกิดความเครยีด
อยางเห็นไดชัดในชวงอายุ 14 วัน ขณะที่ ชวงอายุ 21 และ 28 วัน ไกเนื้อเกิดการปรับตัวตอระดับ
ของเพรดนิโซโลน จึงทําใหระดับของความเครียดไมแตกตางกันในทุกกลุมการทดลอง 
 
 2. การเสริมสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรรวมกับภาวะความเครียด
สามารถชวยควบคุมระดับความเครียดไดซ่ึงจะเห็นระดับความเครียดไมแตกตางจากกลุมควบคุม
ตามรายงานผลการทดลอง  
 
 3. การเสริมสารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรซึ่งมีคุณสมบัติในการ
เปนสารตานอนุมูลอิสระออกฤทธิ์ในการสงเสริมการทํางานของระบบตานอนุมูลอิสระทําใหคา 
total antioxidant capacity สูงขึ้นอยางเห็นไดชัดในไกเนื้อชวงอายุ 28 วัน  
 
 4. สารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรซึ่งออกฤทธิ์ในการกําจัดอนุมูล
อิสระรวมกับ GSH และสงเสริมการทํางานของระบบกลูตาไธโอนทําใหอัตราสวนระหวาง GSH/GSSG 
Ratio ในไกเนื้อที่ไดรับสารสกัดหยาบสมุนไพร สูงกวากลุมที่มีความเครียดแสดงวาสมุนไพรสามารถ
ชวยในการรักษาสมดุลรีดอกซภายในเซลลไดดีกวากลุมที่ไมไดรับสมุนไพร 
 
 5. สารสกัดหยาบจากสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรชวยลดความเครียดจากภาวะ
ออกซิเดชั่น และการเกิด lipid peroxidation ในไกเนื้อโดยเพิ่มคา total antioxidant capacity อัตราสวน
ระหวาง GSH/GSSG และลด malondialdehyde ซ่ึงเปนผลิตภัณฑที่ไดจากขบวนการ lipid peroxidation  
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ขอเสนอแนะ 
 
ประเด็นท่ีนาศกึษาเพิ่มเติม 
 
 1. จากรายงานพบวาความเครียดสงผลใหรางกายสรางกรดยูริคเพิ่มสูงขึ้นโดยเฉพาะในสัตวปก 
ซ่ึงจากรายงานพบวา กรดยูริคมีความสามารถในการเปนสารตานออกซิเดชั่นที่มีประสิทธิภาพสูง 
ซ่ึงนาจะมีความสัมพันธกับคา total antioxidant capacity ที่เพิ่มมากขึ้นดวย 
 
 2. การวัดความเขมขนของ รีดิวซกลูตาไธโอนตอ ออกซิไดซ กลูตาไธโอน (GSH/GSSG) 
ในตัวอยางพลาสมา ซ่ึงกลูตาไธโอนจัดไดวาเปนสารตานออกซิเดชั่นที่มีความสําคัญตอภายในเซลล
มาก ซ่ึงมีรายงานวา ความเครียดจะกระตุนการขับของกลูตาไธโอนภายในเซลลออกสูภายนอกเซลล
ซ่ึงมีผลทําใหระดับของกลูตาไธโอนในกระแสเลือดสูงขึ้น ซ่ึงมีความสัมพันธกับคา total antioxidant 
capacity ที่เพิ่มขึ้นดวย 
 
 3. การศึกษาการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับขบวนการตานออกซิเดชั่น ไดแก 
เอนไซม superoxide dismutase, glutathione peroxidase และ catalase เปนตน ซ่ึงนาจะชวยใหการ
ประเมินคาความเครียดจากภาวะออกซิเดชั่นไดชัดเจนมากขึ้น เนื่องจากมีหลายรายงานวิจัยพบวา 
ความเครียดมีผลทําใหการทํางานของเอนไซมตานออกซิเดชั่นเพิ่มมากขึ้น 
 
 4. การศึกษาเภสัชจลศาสตรของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและฟาทะลายโจรในไกเนื้อ 
 
 5. การศึกษาประโยชนในการตานออกซิเดชั่น ของสารสกัดหยาบสมุนไพรขมิ้นชันและ
ฟาทะลายโจร ในดานสุขภาพ ภูมิคุมกัน และความตานทานโรคที่สําคัญ เพื่อไดขอมูลประโยชน
เปนรูปธรรมที่ชัดเจนรวมถึงศึกษาการปลูก เก็บเกี่ยว และแปรรูป ที่ทําใหมีราคาถูกลง มีคุณภาพที่ดี 
และใชไดสะดวกในอุตสาหกรรมผลิตสัตวปก 
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1.  วิธีวัดความสามารถรวมของสารตานอนมูุลอิสระในการรีดิวซเหล็กเฟอริกในตัวอยางพลาสมา 
โดยวิธี Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) assay 
 
หลักการ 
 
  การวัดคาความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระในพลาสมา โดยวิธี Ferric reducing 
Ability of Plasma (FRAP) Assay (ดัดแปลงจากวิธีการของ Benzie and Strain (1996)) โดยใช
หลักการของสารตานอนุมูลอิสระ ในพลาสมา สามารถรีดิวซ เฟอริก ไอออน ( ferric ion:Fe3+ ) ไป
เปนเฟอรัส ไอออน ( ferrous ion: Fe2+ ) ที่ pH ต่ํา โมเลกุล tripyridyl-triazine (TPTZ) ในปฏิกิริยาจะ
จับกับ เฟอรัส ไอออน ทําใหเกิดสีฟา วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 nm  
 
 

 
           (สีเหลือง)                                                  (สีฟา) 
 
ภาพผนวกที่ 1  ปฏิกิริยาระหวาง TPTZ กับ Fe2+  
ที่มา: Fernandez-Pachon et al. (2005) 
 
  คํานวณความเขมขนไดจากการเปรียบเทียบกับความเขมขนของ Fe2+ ทีท่ราบความเขมขนแลว 
(0-2,500 µmol/L) รายงานผลคา total antioxidant capacity เปนคา µmol/liter (Iris F. F. Benzie และ 
J. J. Straint, 1996, Fernandez-Pachon et al., 2005)  
 
 
 
 



 92

อุปกรณ 
 
 1. หลอดทดลองขนาด 15 ml 
 
 2. Autopipette ขนาด 20, 200และ 1000 ul 
 
 3.  microcentrifuge tube 
 
 4.  cuvette พลาสติก 
 
 5.  เครื่อง UV/VIS Spectrophotometer รุน Helios Alpha หมายเลขเครื่อง UVA 130623 
จากบริษัท บางกอกไฮแล็บ จํากัด 
 
 6.  waterbath 
 
สารเคมี 
 
 1.  2-4-6-tripyridyl-s-triazine จากบริษัท sigma 
 2.  Ferric chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O ) จากบริษัท sigma 
 3.  Ferrous sulfate heptahydrate จากบริษัท sigma 
 4.  Sodium acetate (C2H3NaO2.3H2O) จากบรษิัท sigma 
 5.  Hydrochloric acid (HCl) 
 6.  Glacial acetic acid (C2H4O2 ) 
 7.  Deionized water 
 
วิธีการ 
 
 การเตรียมตัวอยางพลาสมา 
 
 1.  เก็บเลือดโดยใชสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เชน Heparin หรือ EDTA  
 2.  ปนดวยความเร็ว 1,000 g นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ๐C 
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 3.  ดูดสวนของเหลวสีเหลือง (สวนบน)โดยปราศจากการรบกวนของ white buffy layer  
 4.  ถายังไมทําการวิเคราะห เกบ็ไวที่ – 80 ๐C  
 
การเตรียมสารเคมี 
 
  1. FRAP reagent (ใชอัตราสวน 1.1:1.2 :1.3 เทากับ 10:1:1) 
  
   1.1 300 mmol/liter acetate buffer pH 3.6 (C2H3NaO2.3H2O 3.1 g + C2H4O2 16 ml + เติม
น้ําใหครบ 1 ลิตร) 
  
   1.2 10 mmol/liter TPTZ ใน 40 mmol/liter HCL  
  
   1.3  20 mmol/liter FeCl3.6H2O 
  
วิธีการทดลอง 
 
 1. ดูด FRAP reagent ปริมาตร 1800 ul ใสในหลอดขนาด 15 ml 
 
 2. เติมน้ํากลั่นปรมิาตร 180 ul  
 
 3. ดูดพลาสมาปริมาตร 60 ul (ในปฏิกิริยาตวัอยางตองมีความเขมขนเทากับ 1/34 ) 
 
 4. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น ที่ 593 nm เทียบกบั standard ทุกๆ 15 วินาที นาน 
10 นาที 
 
 5. นําคา ที่ 4 นาที มาคํานวณหาความเขมขนเทียบกับ standard (Fe2+) ที่ทราบความเขมขน
แลว 
 
การรายงานผล  
  
  รายงานความสามารถรวมของสารตานอนุมูลอิสระ เปน µmol/l 
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y = 0.0006x + 0.0038
R2 = 0.9985
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ภาพผนวกที่ 2  กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขนของเหล็กเฟอริก  
 
2.  การวิเคราะห Malondialdehyde (MDA) ดวย วิธี Thiobarbituric Acid (TBA) assay 
 
หลักการ 
 
 MDA เปนผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาการเปอรออกซิเดชั่นของไขมัน จะไปทําปฏิกิริยา 
กับ Thiobarbituric acid (TBA) เกิดเปน Thiobarbituric acid reactive substrate (TBARS) ใหสีชมพู
แดง ซ่ึงเปนผลจากการทําปฏิกิริยาระหวาง TBA 2 โมเลกุล กับ MDA 1 โมเลกุล วัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่นแสง 532 และ 572 นาโนเมตร และรายงานผลคา MDA เปน nmol/ml 
(Sinnhuber et al., 1958) 
 

 
 
ภาพผนวกที่ 3  ปฏิกิริยาระหวาง TBA และ MDA  
ที่มา: Sinnhuber et al. (1958) 
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อุปกรณ 
 
 1.  หลอดทดลองขนาด 15 ml 
 
 2.  Autopipette ขนาด 20, 200 และ 1,000 ul 
 
 3.  vortex mixer 
 
 4.  cuvette quatze 
 
 5.  เครื่อง UV/VIS Spectrophotometer รุน Helios Alpha หมายเลขเครื่อง UVA 130623 
จากบริษัท บางกอกไฮแล็บ จํากัด 
 
 6.  waterbath 
 
สารเคมี 
 
 1. 2- thiobarbituric acid (TBA) จากบริษัท sigma 
 2.  trichloroacetic acid จากบริษทั sigma 
 3.  Butylatehydroxytoluene (BHT) จากบริษทั sigma 
 4.  n-butanol 
 5.  Hydrochloric acid (HCl) 
 6.  pyridine 
 7.  Deionized water 
 
วิธีการ 
 
 1. ดูดTBA (3.7 g/l in 0.25 mol/l HCl) ปริมาตร 500 ul ใสหลอด centifuge tube  
ขนาด 15 ml  
 
 2. เติม 15% trichloroacetic acid (in 0.25 mol/l HCl) ปริมาตร 1.5 ml 
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 3. เติม 0.5 M BHT ปริมาตร 50 ul  
 
 4. เติมตัวอยาง plasma , standard, blank (deionized water) ปริมาตร 250 ul  ใสในแตละ
หลอด 
 
 5. ผสมใหเขากันดวย vortex mixer 
 
 6. ตมที่อุณหภูมิ 95๐ C นาน 1 ช่ัวโมง 
 
 7. ทําใหเย็นโดยแชน้ําเย็น นาน 5 นาท ี
 
 8. เติม n-butanol and pyridine (15:1 v/v) ปริมาตร 3 ml 
 
 9. นําไปปนดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3500 rpm นาน 10 นาที 
 
  10. ดูดสวนชัน้บนปริมาตร 2.5 ml ใส cuvette วัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 532 และ 572  
นาโนเมตร 
 
การรายงานผล 
 
 รายงานผลความเขมขนของเปน Malondialdehyde เปน nmol/ml 
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ภาพผนวกที่ 4  กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขน malondialdehyde (MDA)  
 
3.  การวิเคราะห Glutathione โดยวิธี Enzymatic recycling Assay 
 
หลักการวิเคราะห Total (reduced) Glutathione (GSH) 
 
 รีดิวซกลูตาไธโอนโดยรวมในตัวอยาง จะทําการวัดโดยวิธี enzymatic recycling method โดยใช 
เอนไซมกลูตาไธโอน รีดักเทส ( glutathione reductase) เพื่อหาความเขมขนของ รีดิวซกลูตาไธโอน
โดยรวมใน microtiter plate assay โดยอาศัยหลักการดังนี้ หมู sulhydry ของ รีดิวซกลูตาไธโอน
โดยรวม จะทําปฏิกิริยากับ 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) และ ใหสีเหลืองของ 5-thio-
2-nitrobenzoic acid (TNB) ซ่ึงถูกวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ ความยาวคลื่น 405 nm อัตราการสราง 
TNB เปนสัดสวนโดยตรงตอปฏิกิริยาการยอนกลับ ซ่ึงการยอนกลับนี้จะเปนสัดสวนโดยตรงตอ
ความเขมขนของ รีดิวซกลูตาไธโอนโดยรวมในตัวอยาง ดังรูป 
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ภาพผนวกที่ 5  ปฏิกิริยาการวิเคราะห GSH และ/หรือ GSSG ดวยวิธี enzymatic  
          recycling method.   
 
หลักการวิเคราะห ออกซิไดซกลูตาไธโอน (oxidized glutathione:GSSG) 
 
 การวัดความเขมขนของออกซิไดซกลูตาไธโอนในตัวอยางเม็ดเลือดแดง โดยวิธี enzymatic 
recycling assay ซึ่งออกซิไดซกลูตาไธโอนที่จะวัดเกิดจากปฏิกิริยารีดักชั่น ของ DTNB ไปเปน
รีดิวซกลูตาไธโอน ดังนั้นการวัดเฉพาะออกซิไดซกลูตาไธโอน จะตองกําจัดรีดิวซกลูตาไธโอน 
โดยเติม 2-vinylpyridine เพื่อไปกําจัดรีดิวซกลูตาไธโอน กอนทําการวิเคราะหโดยใชวิธีการเดียวกัน
กับการวิเคราะหรีดิวซกลูตาไธโอนโดยรวม 
 
การรายงานผล  
 
 คํานวณความเขมขนไดจากการเปรียบเทียบกับความเขมขนกับ GSSG Standard รายงานผล
เปนคารีดิวซกลูตาไธโอนโดยรวม ออกซิไดซกลูตาไธโอน และอัตราสวนของรีดิวซกลูตาไธโอน
ตอออกซิไดซกลูตาไธโอน เพื่อเปนดัชนี้บงชี้ภาวะรีดอกซภายในเซลลเม็ดเลือดแดง 
 
สารเคมี (ส่ังซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 
 1. Metaphosphoric acid  
 2. Sodium phosphate  



 99

 3. Ethylene Diamine Tetra Acetic acid-Na (EDTA –Na) 
 4. Oxidized glutathione (GSSG) 
 5. Triethanolamine 
 6. 5,5’-dithiosbis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 
 7. NADPH 
 8. Glutathione reductase (GR) 
 9. 2-vinylpyridine 
 
อุปกรณ 
 
 1. เครื่อง Elisa reader 
 2. 96 well plate 
 3. eight multi-channel pipette 
 
 การเตรียม ตวัอยางเม็ดเลือดแดง 
 
  1.  เก็บเลือดโดยใชสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เชน Heparin หรือ EDTA  
  2.  ปนดวยความเร็ว 1,000 g (3,000 rpm) นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ๐C 
  3.  ดูดสวนของ พลาสมาและ buffy cote ทิ้ง ไดสวนของเม็ดเลือดแดง 
  4.  เติมน้ํากลั่นไป 4 เทาของปริมาตรตัวอยาง  
  5.  ปน 12,000 rpm นาน 15 นาที  
  6.  ดูดของเหลวสวนบนใสหลอดไว 
  7.  เติม metaphosphoric acid ปริมาตร 1:1 mix ดวย vortex mixer นาน 5 นาที  
  8.  ปนที่ 2000 g อยางนอย 2 นาที  
  9.  ดูดสวนใสดานบนไวเพื่อรอการวิเคราะห 
  10. ถายังไมทําการวิเคราะห เก็บไวที่ – 40 ๐C 
 
 วิธีการทดลอง 
 
 1.  วัด total glutathione (GSH) 
 
  1.1 ดูดตัวอยาง (ถูกเจือจางดวย buffer 20 เทา), standard และ blank ปริมาตรอยางละ 1 
mlใสใน microtube (ดูดตวัอยางมา 50 ul เติม buffer ไป 950 ul) 
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  1.2 เติม triethanolamine 50 ul เพื่อปรับ pH ใหเทากับ 7.0 ผสมดวย vortex ทันที 
 
  1.3 ดูดขอ 2, Std. และ blank ปริมาตร 50 ul ลงใน 96 well plate ตามตาราง template 
plate ที่กําหนดไว 
 
  1.4 เติม reagent mixing หลุมละ 100 ul ตั้งแตหลุมแรก-หลุมสุดทายใชเวลาภายใน  
2 นาที 
 
  1.5 วัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 405 nm อานคาทุกๆ 30 วินาทจีนถึง 15 นาท ี 
 
  1.6 นําคาที่ 4 นาทมีาคํานวณความเขมขนเทียบกบั GSH standard ตามสูตร 
 
 2.  วิธีการวัด GSSG 
 
  2.1 ดูดตัวอยาง (ถูกเจือจางดวย buffer 20 เทา), standard และ blank ปริมาตรอยางละ  
1 mlใสใน microtube (ดูดตัวอยางมา 50 ul เติม buffer ไป 950 ul) 
 
  2.2 เติม triethanolamine 50 ul เพื่อปรับ pH ใหเทากับ 7.0 ผสมดวย vortex ทันที  
 
  2.3 เติม 97% 2-vinylpyridine 10 ul ลงใน ขอ 2, Std. และ blank เพื่อกําจัด GSH 
 
  2.4 ตั้งทิ้งไว นาน 60 นาที ที่อุณหภูมหิอง 
 
  2.5 ดูดขอ 4 ปริมาตร 50 ul ลงใน 96 well plate ตามตาราง template plate ที่กําหนดไว 
 
  2.6 เติม reagent mixing หลุมละ 100 ul ตั้งแตหลุมแรก-หลุมสุดทายใชเวลาภายใน  
2 นาที 
 
  2.7 วัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 405 nm อานคาทุกๆ 30 วินาทจีนถึง 10 นาท ี
 
  2.8  นําคาที่ 4 นาทมีาคํานวณความเขมขนเทียบกับ GSH standard ตามสูตร 
 
  2.9  นําความเขมขนมาหาร 2 จะไดความเขมขนของ GSSG 
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รายงานผลการทดลอง 
 
 คํานวณความเขมขนเทียบกบั standard curve  
  
สูตรคํานวณ 
 
 (Total GSH ) or (GSSG) =    {(absorbance at 405 nm) – (y-intercept)} 
        Slope x sample dilution 
 
การรายงานผล 
 
 คาที่ไดจากการคํานวณตามสูตรขางตนจะนํามาหาคาดังนี้ 
 
 1. GSH levels  
  GSH= Total GSH-GSSG 
 2. Redox index 
  หาคา GSH:GSSG Ratios 
 
 

y = 0.0001x + 0.0107
R2 = 0.9906
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ภาพผนวกที่ 6  กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขนของ tGSH  
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y = 0.0001x + 0.0056
R2 = 0.9901
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ภาพผนวกที่ 7  กราฟมาตรฐานแสดงความเขมขนของ GSSG 
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