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ของเซลลต์บัปกติ [(Chang), CLS No. 300139] ไดเ้ช่นกนั  
 
 
 
 
 
 
 

 
_________________________   ___________________________________    ____ / ____ / ____    
 ลายมือช่ือนิสิต               ลายมือช่ืออาจารยท์ี่ปรึกษาวทิยานิพนธห์ลกั



Kanok-orn  Suwandumrong  2015: Antioxidant, Antibacterial and Anticancer Activities  
of Storage Proteins and Hydrolysates of rice.  Master of Science (Biochemistry), Major 
Field:  Biochemistry, Department of Biochemistry.  Thesis Advisor: Assistant Professor 
Chonticha  Tantitadapitak, Ph.D. 137 pages. 

 

 
Rice is a staple food of Thai people and is also an economically important plant of 

Thailand. This research aimed to study antibacterial activity, antioxidation and anticancer activity 
of rice storage protein and their protein hydrolysate : pepsin and pepsin-trypsin prepared from rice 
Khoa Dok Mali 105 and Phitsanulok 2. The result indicated that some rice protein hydrolysates 
inhibited the growth of 5 strains of phatogenic bacterias to some extent. However, the 
hydrolysates could promoted 8 strains and did not affected 2 strains of phatogenic bacterias. 
Glutelin and its hydrolysates possesed antioxidant activity against DPPH●, OH● and linoleic acid 
autooxidation. Glutelin hydrolysate (pepsin-trypsin) showed the most potent scavenging activity 
against OH● (IC50 = 1.72 ug protein/ml) when compared with glutelin and glutelin hydrolysate 
(pepsin). In addition, glutelin hydrolysate (pepsin-trypsin) was capable of inhibiting Human 
Stomach Carcinoma cell line (KATOIII ATCC No.HTB103) but also inhibited Human Liver cell 
line (Chang), CLS No. 300139. 
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                กลูเตลินที่ไม่ผา่นการยอ่ยจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทด 
                ลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1)    117 
      5        ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและ 
                 กลูเตลินที่ไม่ผา่นการยอ่ยจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทด 
                 ลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3)   118 
      6         ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                 ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของโกลบูลิน 
                  และกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105  
                  (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1)  119 
      7          ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                  ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลิน 
                  ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทด 
                   ลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3)   120 
      8          ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                  ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลิน 
                  ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับ 
                  การทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที ่1)   121 
      9          ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                  ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลิน 
                  ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับ 
                   การทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที ่2 และ 3)  122 

 



 
(5) 

 

 

      
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

ตารางผนวกที ่          หน้า 
 
      10        ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                  ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวม 
                  ถึงไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของโปรตีนทั้ง 
                  2 ชนิดจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบั 
                  ย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก) ส าหรับซ ้ าที่ 1 และ 2    123 
      11        ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                   ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวม 
                   ถึงไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาว 
                   ดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเด 
                   ชนัของกรดลิโนเลอิก) ส าหรับซ ้ าที่ 3       124 
      12        ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                   ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลิน 
                   ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับ 
                   ท  า serial dilution คร้ังแรก         125 
      13         ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
                   ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลิน 
                   ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับ 
                    ท  า serial dilution  แบบที่มีเปปไทดเ์ล็กกวา่ 3 กิโลดาลตนั    126 
 
 
 
 
 
 
 



 
(6) 

 

 

      
 

สารบัญภาพ 

ภาพที ่           หน้า 
 
    1     โครงสร้างของอนุมูลอิสระ DPPH          6 

   2     กลไกการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH          6 

   3     กลไกการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลผา่นปฏิกิริยาเฟนตอน       7 

   4     กลไกการเขา้ท  าลายกรดนิวคลีอิกโดยอนุมูลอิสระไฮดรอก 
            ซิลผา่นปฏิกิริยาเฟนตอนซ่ึงจ าลองในหลอดทดลอง        7 

    5      ขั้นตอนการเกิดอนุมูลอิสระเปอร์ออกซิลและการเกิดลิปิดไฮ 

            โดรเปอร์ออกไซค ์           9 

    6      กลไกการก าจดัอนุมูลอิสระเปอร์ออกซิลโดยแอลฟา-โทโคฟีรอล     11 

7       แบบจ าลองกลไกการยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยเปปไทด ์       19 

    8      รูปแบบโปรตีน (ก) อลับมิูน (ข) โกลบูลินและ 

            (ค) กลูเตลินที่สกดัในขา้วขาว 16 พนัธุ ์        40 

    9     แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน 
           โกลบูลิน  กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 ในการยบัย ั้ง 
           การเจริญเติบโตของเช้ือ Acinetobacter anitratus DMST 4183      44 

   10    แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน 
           โกลบูลิน  กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 ในการยบัย ั้ง   
            การเจริญเติบโตของเช้ือ Acinetobacter baumannii ATCC 19066     47 

   11     แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน 
            โกลบูลิน  กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 ในการยบัย ั้ง 
            การเจริญเติบโตของเช้ือ Acinetobacter lwoffii ATCC 15309      50 

    
 

 



 
(7) 

 

 

      
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพที ่           หน้า 
 
   12      แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน  
             โกลบูลิน  กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 ในการยบัย ั้ง    
             การเจริญเติบโตของเช้ือ Staphylococcus aureus ATCC 25923     53 

   13      แสดงความสามารถในการยอ่ยโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลิน 
             จากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ดว้ยเปปซินและเปปซิน – ทริปซิน     56 
   14     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
            กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
            เช้ือ Bacillus subtilis  ATCC 6633           61 
   15     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
            กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
            เช้ือ Enterobacter aerogenes  ATCC 13048        62 
   16     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
            กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
            เช้ือ Escherichia coli  ATCC 8739         63 
   17     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
            กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
            เช้ือ Escherichia coli  ATCC 25922         64 
   18     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
            กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
            เช้ือ Escherichia coli O157:H7         65 
   19     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
            กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ  
            เช้ือ Staphylococcus aureus  aureus ATCC 25923       66 
          
    



 
(8) 

 

 

      
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพที ่           หน้า 
 
  20     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
           กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
           เช้ือ Staphylococcus aureus ATCC 6538                       67 
  21     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
           กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
           เช้ือ Staphylococcus aureus  ATCC 6538P        68 

  22     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
           กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
           เช้ือ Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853         69 

  23     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
           กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ 
           เช้ือ Pseudomonas aeruginosa  ATCC 9027        70 

  24     แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและ 
           กลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ   
           เช้ือ Staphylococcus epidermidis ATCC 12228        71 

  25     เปรียบเทียบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของ 
          โปรตีนกลูเตลินที่ไดจ้ากการสกดัขา้วขาวดอกมะลิ 105 และกลูเตลิน 
          ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ     76 
  26     แสดงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของกรดแอสคอร์บิค 
           ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ          76 

  27     เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
           ของโปรตีนกลูเตลิน  กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน- 
           ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ         78 

            



 
(9) 

 

 

      
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพที ่           หน้า 
  

  28     แสดงร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของ 

           กรดแอสคอร์บิคที่ความเขม้ขน้ต่างๆ        78 
  29    เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนั 
          ของกรดลิโนเลอิกของโปรตีนกลูเตลิน, กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
          เปปซินและชนิดเปปซิน – ทริปซินเม่ือใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ 
          สารตวัอยา่งเท่ากบั 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร       80 

  30    แสดงร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรด 
          ลิโนเลอิกของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน–ทริปซินที่ความเขม้ 
          ขน้ต่างๆ ตั้งแต่วนัที่ 2 – 5 ของการบ่มปฏกิิริยา                    82 
  31    ร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง 
          กระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang)  เม่ือ 
          ใชก้ลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทเชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน 
          ที่ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร       84 

  32    แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะ 
          อาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลิน 
          ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60,  
           90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซิน 
           ท  าการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด          86  

  33    แสดงความสามารถของกลูเตลินไฮดดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มี 
          ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/ 
          มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินและเปปซิน-ทริปซินซ่ึงมีขนาดเล็กกวา่ 
          3 กิโลดาลตนัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
          (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang)        88 
   34    ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนกลูเตลินในเอ็นโดสเปิร์มของเมล็ดขา้ว       90 



 
(10) 

 

 

      
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพผนวกที ่          หน้า 

 
       1    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 545 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนอลับูมิน  โกลบูลิน   
             กลูเตลินจากขา้วขาวและโปรตีนที่ละลายน ้ าจากร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 (PSL2)  
             และโปรตีนไฮโดรไลเสทของร าแต่ละชนิด       113             
       2    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับหาความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร)  
             ของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาว 
             ดอกมะลิ 105 ที่ผา่นการระเหยแหง้จ านวน 10 มิลลิกรัมในน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร   115 
       3    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ส าหรับหาความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร)  
             ของโปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน- 
             ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับทดสอบความสามารถในการตา้น 
             อนุมูลอิสระ  DPPH           116 
       4    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลิน 
             ที่ไม่ผา่นการยอ่ยจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่ทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
             อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่  1)        117 
       5    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลิน 
             ที่ไม่ผา่นการยอ่ยจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่การทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
             อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3)       118 
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       6     กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
              ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของโกลบูลินและ 
              กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่การทด 
              สอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1)     119 
       7    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
              ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดร 
              ไลเสทชนิดเปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่การทดสอบฤทธ์ิในการ 
              ยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3)      120 
       8     กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
              ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดร 
              ไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่การทดสอบฤทธ์ิ 
              ในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1)        121 
       9     กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
              ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดร 
              ไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่การทดสอบฤทธ์ิ 
              ในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่  2 และ 3)     122 
     10     กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
              ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวมถึงไฮโดร 
              ไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดจากขา้ว 
              ขาวดอกมะลิ 105 (เพือ่การทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนั 
              ของกรดลิโนเลอิกซ ้ าที่ 1และ 2)        123 
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     11    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595  นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวมถึงไฮโดร 
             ไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 
              (เพือ่การทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิกซ ้ าที3่)  124 
     12    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดร 
             ไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับท า serial  
              dilution คร้ังที่ 1           125 
     13    กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความ 
             ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดร 
             ไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับท า serial  
              dilution แบบที่มีเปปไทดข์นาดเล็กกวา่ 3 กิโลดาลตนั     126 
     14    เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของ 
             โปรตีนกลูเตลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน 
              ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ          127 
     15    เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของ 
             โปรตีนกลูเตลิน  กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน 
              ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ         128 
     16    เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของ 
             กรดแอสคอร์บิคที่ความเขม้ขน้ต่างๆ       129 
     17    เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของ 
             กรดแอสคอร์บิคที่ความเขม้ขน้ต่างๆ       130 
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     18    ร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
              (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang)  เม่ือใชก้ลูเตลินและ 
              กลูเตลินไฮโดรไลเสทเชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินที่ความเขม้ขน้สุด 
              ทา้ยเท่ากบั 30 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร      131 
     19    แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร  
              (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดรไล 
              เสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120  
              และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินท าการทด 
              สอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด      132 
     20    แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
             (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดร 
            ไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120  
             และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินที่ใชท้  าการ 
             ทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด      133 
     21    แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
             (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดร 
             ไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120  
             และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินที่ใชท้  าการ 
             ทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด      134 
     22    แสดงความสามารถของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มี 
             ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/ 
             มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินและเปปซิน-ทริปซินซ่ึงมีขนาดเล็กกวา่ 
             3 กิโลดาลตนัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
             (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang)       135 
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     23    แสดงความสามารถของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มี 
             ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/ 
             มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินและเปปซิน-ทริปซินซ่ึงมีขนาดเล็กกวา่ 
             3 กิโลดาลตนัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร  
             (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang)       136
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ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ ต้านแบคทเีรียและต้านมะเร็ง 
ของโปรตีนสะสมและไฮโดรไลเสทของข้าว   

 
Antioxidant, Antibacterial and Anticancer Activities  

of Storage Proteins and Hydrolysates of rice 
 

ค าน า 

อาหารที่คนเราบริโภคในชีวติประจ าวนั เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนัลว้นแลว้แต่ให้
คุณประโยชน์แตกต่างกนัไปตามชนิดของชีวโมเลกุลที่เป็นองคป์ระกอบ โปรตีนเป็นสารชีว
โมเลกุลที่มีความส าคญัอีกชนิดหน่ึง เพราะนอกจากจะมีความสามารถในการซ่อมแซมส่วนที่สึก
หรอของร่างกายแลว้ยงัมีฤทธ์ิอ่ืนๆ อาทิ กระตุน้การหลัง่ฮอร์โมนบางชนิด (McGregor and, 
Poppitt et al, 2014) และฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ เป็นตน้  สภาวะความเครียดออกซิเดชนั 
(oxidative stress) เป็นภาวะที่เกิดจากความไม่สมดุลระหวา่งสารอนุมูลอิสระซ่ึงมีออกซิเจนเป็น
องคป์ระกอบ (reactive oxygen species, ROS) และสารตา้นอนุมูลอิสระในร่างกาย สภาวะเหล่าน้ีจะ
สร้างความเสียหายแก่เซลลซ่ึ์งอาจน าไปสู่การเกิดโรคเร้ือรังต่างๆ (Preza et al., 2010) อาหารที่
คนเราบริโภคในชีวติประจ าวนัมีสารตา้นอนุมูลอิสระหลายชนิดไดแ้ก่ วติามินต่างๆ  เช่นวติามินซี 
วติามินอี และสารในกลุ่มเปปไทดท์ี่ไดจ้ากการยอ่ยโปรตีนในอาหาร เปปไทดท์ี่มีรายงานถึงฤทธ์ิใน
การตา้นอนุมูลอิสระไดแ้ก่ เปปไทดจ์ากน ้ านม (Hernandez-Ledesma et al., 2007) และเปปไทดจ์าก
เมล็ดพชืชนิดต่างๆ อาทิ ถัว่หวัชา้ง (Li et al., 2008) ขา้ว (Zhang et al., 2010) ขา้วบาร์เลย ์(Bamdad 
et al., 2011) เรพซีด (Zhang et al., 2008) เป็นตน้ ซ่ึงในเมล็ดพชืมีโปรตีนหลกัอยู ่4 ประเภท แบ่ง
ตามความสามารถในการละลายไดใ้นตวัท าละลายต่างชนิด ไดแ้ก่ อลับูมิน (โปรตีนที่ละลายในน ้ า) 
โกลบูลิน (โปรตีนที่ละลายในน ้ าเกลือ) กลูเตลิน (โปรตีนที่ละลายในกรด/ด่าง) และโปรลามิน 
(โปรตีนที่ละลายในแอลกอฮอลล)์ โดยโกลบูลินและกลูเตลินเป็นโปรตีนหลกัในเมล็ดขา้วคิดเป็น
ประมาณ 12 เปอร์เซ็นต ์และ 80 เปอร์เซ็นต ์จากปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามล าดบั (Ju et al., 2001) 
ในปัจจุบนัมีรายงานฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนในเมล็ดพชื อาทิ โปรตีนกลูเตลินจาก
เมล็ดกระเจ๊ียบ (Tounkara et al, 2013)โปรตีนกลูเตลินจากขา้วบาร์เลย ์(Xia et al., 2012) และ
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โปรตีนฮอร์ดีนซ่ึงเป็นโปรตีนในกลุ่มโปรลามิน (Giese et al., 1983) จากขา้วบาร์เลย ์(Bamdad et 
al., 2011)  เป็นตน้  

 
โรคต่างๆ ที่เกิดขึ้นในร่างกายมนุษย ์ส่วนหน่ึงมาจากเช้ือแบคทีเรีย (pathogenic bacteria) บางชนิด
ก่อใหเ้กิดโรคร้ายแรง และมกัด้ือต่อยาปฏิชีวนะ การคน้หายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ๆจึงมีความส าคญั 
ในปัจจุบนัมีรายงานถึงเปปไทดท์ี่มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิด อาทิ เปปไทดซ่ึ์งไดจ้าก
แกรนูล (granule) ซ่ึงถูกแยกออกจากไข่แดงของไข่ไก่ ซ่ึงมีรายงานวา่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus (Zambrowicz et al, 2012) นอกจากน้ี โปรตีนจากสตัว ์
เช่น โปรตีน RNase7 จากผวิหนงัมนุษย ์(Harder  and Schroder, 2002) และโปรตีนที่ไดจ้ากพชื เช่น 
ใบหม่อน (Manjula  and Shubha, 2011) เมล็ดลินิน (Mohammad H.H.T. et al, 2014) โอกา (Flores 
et al., 2002) ใบต าลึง (Satheesh  and Murugan, 2011) ก็มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียและเช้ือราบางชนิด  

 
มะเร็งเป็นโรคที่ท  าใหป้ระชากรเสียชีวติเป็นจ านวนมาก และยงัไม่มีวธีิรักษาใหห้ายขาด อีกทั้ง
ผูป่้วยตอ้งทนทุกขท์รมานจากวธีิการรักษาในปัจจุบนั เช่น การฉายรังสีหรือการท าเคมีบ าบดั 
ปัจจุบนัมีรายงานถึงเปปไทดท์ี่สามารถท าลายเซลลม์ะเร็งไดเ้ช่นกนั อาทิ เปปไปดซ่ึ์งไดจ้ากการยอ่ย
โปรตีนจากร าขา้วสามารถยบัย ั้งอตัราการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งล าไสใ้หญ่ [human colon 
cancer cell lines (HCT-116)] และเซลลม์ะเร็งเตา้นม [breast cancer cell lines (HTB-26)] (Kannan 
et al, 2009) โปรตีนจากมนัเทศสามารถยบัย ั้งการแบ่งตวัและการรุกรานของเซลลม์ะเร็งล าไสใ้หญ่
และทวารหนกั (human colorectal  cancer  SW480  cells) (Li et al., 2013) เป็นตน้ 

 
จากขอ้มูลขา้งตน้  จะเห็นว่าเช้ือแบคทีเรียก่อโรค โรคมะเร็งรวมถึงสารอนุมูลอิสระยงัคง

เป็นปัญหาที่ท  าให้ประชากรตอ้งทนทุกขท์รมานและเสียชีวิต  ถึงแมว้่าจะมีการคน้พบยาในการ
รักษาโรคมะเร็งและโรคที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรียก่อโรคแลว้ แต่ก็ยงัเกิดปัญหาเร่ืองเช้ือด้ือยาหรือไม่
สามารถรักษาใหห้ายขาดได ้ในปัจจุบนัมีรายงานถึงเปปไทด์ที่มีฤทธ์ิในการก  าจดัอนุมูลอิสระ ตา้น
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคและยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ซ่ึงเปปไทด์เหล่าน้ีอาจน าไปใช้
พฒันาเป็นยารักษาโรคชนิดใหม่ หรือใชเ้ป็นอาหารสุขภาพได้ งานวิจยัน้ีมุ่งเน้นศึกษาฤทธ์ิของ
โปรตีนและเปปไทดจ์ากขา้วซ่ึงเป็นอาหารหลกัของคนไทยโดยจ าลองสภาวะในทางเดินอาหาร ผล
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การศึกษาที่ไดน้อกจากจะเป็นประโยชน์ในทางเวชศาสตร์แลว้ยงัเป็นการเพิม่มูลค่าใหแ้ก่ขา้วซ่ึงเป็น
พชืเศรษฐกิจที่ส าคญัของประเทศไทยอีกดว้ย 
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วตัถุประสงค์ 

ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีจุดประสงคเ์พือ่ 

 1.  ศึกษาฤทธ์ิของโปรตีนอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลิน โปรตีนที่ละลายน ้ าจากร าและโปรตีน
ไฮโดรไลเสทซ่ึงไดจ้ากการยอ่ยโปรตีนแต่ละชนิดดว้ยเปปซินและเปปซิน-ทริปซินในการตา้นเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรค 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ A.anitratus DMST 4183, A.baumannii ATCC 19066, A.lwoffii 
ATCC 15309, S.aureus ATCC 25923 และฤทธ์ิของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเป
ปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 11 สาย
พนัธุ์ ไดแ้ก่ B.subtilis ATCC 6633, E.aerogenes  ATCC 13048, E.coli ATCC 8739, E.coli ATCC 
25922, E.coli O157:H7, S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 6538, S.aureus ATCC 6538P, 
P.aeruginosa ATCC 27853, P.aeruginosa ATCC 9027, S.epidermidis ATCC 12228 

 
2.  ศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระของโปรตีนโกลบูลิน  กลูเตลินและโปรตีนไฮโดรไล 

เสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  
และฤทธ์ิของกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดในการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซิ
ลและการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก 
 
 3.  ศึกษาฤทธ์ิของกลูเตลินและไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้ว
ขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (Human Stomach 
Carcinoma cell line ; KATOIII ATCC No.HTB103) เปรียบเทียบกบัเซลล์ตบัปกติ [Human Liver 
cell line (Chang), CLS No. 300139] 
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การตรวจเอกสาร 
 

 ในปัจจุบนั เช้ือแบคทีเรียและโรคมะเร็งรวมถึงอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นยงัคงเป็นปัญหาดา้น
สุขภาพของประชากรบนโลก จึงมีความพยายามมากมายในการค้นคว้าหายาตัวใหม่ที่ มี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งยาที่ผลิตจากวตัถุดิบที่มาจากธรรมชาติ ในปัจจุบนัมี
รายงานการวิจยัถึงเปปไทด์และโปรตีนที่มีฤทธ์ิในการตา้นสารอนุมูลอิสระ แบคทีเรียก่อโรคและ
มะเร็งอยู่มากมาย จึงอาจเป็นทางเลือกที่น่าสนใจอีกทางหน่ึงในการรักษาผูป่้วยที่ตอ้งทนทุกข์
ทรมานจากโรคต่างๆ ดงัที่กล่าวมาขา้งตน้  
 
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจากโปรตีนและเปปไทด์ 
 

สภาวะความเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) สร้างความเสียหายแก่เซลล ์และอาจ 
น าไปสู่การเกิดโรคเร้ือรังต่างๆ (Preza et al., 2010) อนุมูลอิสระที่มกัเกิดขึ้นในร่างกาย ไดแ้ก่  
 
 1. อนุมูลอิสระซูเปอร์ออกไซดแ์อนไอออน (superoxide anion radical)  
 
 2. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(hydrogen peroxide)  
 
 3. อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (hydroxyl radical)  
 
 4. อนุมูลอิสระของกรดไขมนั (lipid peroxidation)  
 
 5. ไนตริกออกไซต ์(nitric oxide)  
 
 สารตา้นอนุมูลอิสระหลายชนิดมาจากการยอ่ยโปรตีนจากอาหารที่คนเราบริโภคในชีวติ 
ประจ าวนัดว้ยเอนไซมต์่างๆ จนไดเ้ปปไทดท์ี่มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ในการศึกษา 
ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระในเบื้องตน้นิยมใชอ้นุมูลอิสระ DPPH ในการตรวจสอบฤทธ์ิเน่ืองจากเป็น 
วธีิการที่ง่ายและรวดเร็ว โดยอนุมูลอิสระ DPPH มีโครงสร้างดงัแสดงในภาพที่ 1 โดยดดัแปลงมา 
จากภาพของ (Li et al., 2012) 
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ภาพที่ 1  โครงสร้างของอนุมูลอิสระ DPPH 
 
 กลไกการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH เกิดขึ้นโดยสารตา้นอนุมูลอิสระจะท าหน้าที่เป็นตวัให้
ไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ (hydrogen donor) (Bamdad et al., 2011) ท าให้อนุมูลอิสระ DPPH 
กลายเป็น DPPH ที่มีโครงสร้างเสถียร ดงัแสดงในภาพที่ 2 โดยมาจากการดดัแปลงภาพของ (Li et 
al., 2012) 
 

 
 
ภาพที่ 2  กลไกการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH 
  
 นอกจากอนุมูลอิสระ DPPH แล้ว อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลก็เป็นอนุมูลอิสระที่พบใน
ร่างกายโดยอนุมูลอิสระชนิดน้ีเกิดขึ้นจากการร่ัวไหลของอิเล็กตรอนในระบบขนส่งอิเล็กตรอน 
(electron transport chain) ในไมโทคอนเดรียไปยงัโมเลกุลของออกซิเจน ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ
ซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (Cadenas  and Davies, 2000) ซ่ึงอนุมูลอิสระชนิดน้ีจะถูกเปล่ียนเป็น
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และน ้ าโดยเอนไซม์ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase) 
และคะตะเลส (catalase) ตามล าดบั (Jena, 2012) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์บางโมเลกุลที่ไม่ไดถู้ก
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เปล่ียนเป็นน ้ าและท าปฏิกิริยากบัไอออนของโลหะ เช่น Fe2+ เกิดเป็นอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล เรียก
ปฏิกิริยาน้ีว่าปฏิกิริยาเฟนตอน (Fenton reaction) (Bektasoglu et al., 2006) ดงัแสดงในภาพที่ 3 
ปฏิกิริยาน้ีสร้างความเสียหายต่างๆ แก่เซลล ์เช่น อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเขา้ท าลายดีเอ็นเอโดยเบส
ไทมีนจะถูกอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเขา้ท าปฏิกิริยาที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 5 และ 6 ในขณะที่เบส
กวานีนจะถูกอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเขา้ท าปฏิกิริยาที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 4 และต าแหน่งที่ 8 
ตามล าดบั (Cadet et al., 1999) นอกจากน้ี อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลสามารถเขา้ท าลายโปรตีนโดย
เปล่ียนกรดอะมิโนทริปโตฟานให้กลายเป็นไบไทโรซีนไบฟีนอล (bityrosine biphenol) ท  าให้
โปรตีนตกตะกอน (Davies, 1987;Guptasarma et al., 1992) กลไกการเขา้ท าลายกรดนิวคลีอิกโดย
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลผา่นปฏิกิริยาเฟนตอนซ่ึงจ าลองในหลอดทดลองเป็นดงัภาพที่ 4 โดยมาจาก
การดดัแปลงภาพของ (Cadet et al., 1999;Cheeseman et al., 1988) 

   

ภาพที่ 3  กลไกการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลผา่นปฏิกิริยาเฟนตอน 
 

 
  
ภาพที่ 4  กลไกการเขา้ท าลายกรดนิวคลีอิกโดยอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลผา่นปฏิกิริยาเฟนตอนซ่ึง   
              จ  าลองในหลอดทดลอง 
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 การเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชนัหรือออกซิเดชนัของกรดไขมนัก็เป็นปัญหาส าคญัในอุตสาห 
กรรมอาหาร เน่ืองจากอนุมูลอิสระที่เกิดจากกระบวนการน้ีจะท าใหคุ้ณลกัษณะของอาหารเปล่ียน 
แปลง (Zhang et al., 2010) การเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัเกิดจากการที่อนุมูลอิสระดึงอะตอม
ของไฮโดรเจนที่หมู่เมทิลีนของกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัว (Rajapakse et al., 2005) (หรืออาจ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัจากปัจจยัอ่ืน เช่น ความร้อน แสง) (Halvorsen  and Blomhoff, 2011) ส่งผล
ให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้นในกรดไขมนันั้น เม่ือท าปฏิกิริยากบัออกซิเจนจึงเกิดเป็นอนุมูลอิสระลิปิด
เปอร์ออกซิล (lipid peroxyl radical) ซ่ึงขั้นตอนในการเกิดอนุมูลอิสระลิปิดเปอร์ออกซิลแบ่ง
ออกเป็น 3 ขั้นตอน (Vaca et al., 1988) ไดแ้ก่  
 
 1. ขั้นเร่ิมตน้ (Initiation)  
 
 2. ขั้นการแพร่กระจาย (Propagation)   
 
 3. ขั้นสุดทา้ย (Termination) 
 
ดงัแสดงในภาพที่ 5 โดยดดัแปลงรูปภาพจาก (Uchida et al., 1999) โดยอนุมูลอิสระเปอร์ลิปิดออก
ซิล (lipid peroxyl radical) ที่เกิดขึ้นจะท าการดึงไฮโดรเจนจากกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัโมเลกุลอ่ืนๆ 
ส่งผลใหเ้กิดลิปิดไฮโดรเปอร์ออกไซด ์(lipid hydroperoxide) (Kehrer, 2000) และอนุมูลอิสระเปอร์
ออกซิลจ านวนมากมายส่งผลให้ไขมนัซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของเยือ่หุ้มเซลล์ถูกท าลาย (Folden et 
al., 2003) 
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1.  ขั้นเร่ิมต้น (Initiation) 

 
 
2.  ขั้นการแพร่กระจาย (Propagation)  
 

 
 
 
 
 

H2O 
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3.  ข้ันสุดท้าย (Termination) 
 

 
 
 
ภาพที่ 5  ขั้นตอนการเกิดอนุมูลอิสระเปอร์ออกซิลและการเกิดลิปิดไฮโดรเปอร์ออกไซค ์  
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 สารสกดัจากธรรมชาติ เช่น แอลฟา-โทโคฟีรอลมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระหลายชนิด 
อาทิ อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ของการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนั (Min  and 
Ahn, 2005) อนุมูลอิสระเปอร์ออกซิล เป็นตน้ โดยกลไกการก าจดัอนุมูลอิสระของแอลฟา-โทโคฟี
รอลเกิดขึ้นโดยอะตอมไฮโดรเจนของหมู่ไฮดรอกซิลที่อยูบ่นวงเบนซีนจะถูกถ่ายโอนให้กบัอนุมูล
อิสระเปอร์ออกซิลดงัแสดงใหเ้ห็นดงัภาพที่ 6 โดยดดัแปลงภาพจาก (Engin, 2009)  

 
 

ภาพที่ 6  กลไกการก าจดัอนุมูลอิสระเปอร์ออกซิลโดยแอลฟา-โทโคฟีรอล 
 
 จากงานวจิยัที่ผา่นมาพบวา่เปปไทดท์ี่มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระจะมีคุณสมบตัิเป็นตวั
ใหอิ้เล็กตรอนท าใหส้ามารถตา้นทานการเกิดออกซิเดชนัของธาตุเหล็กโดยเปล่ียนจากเฟอริคเป็น
เฟอรัส (Ferreira et al., 2007;Li et al., 2008)    นอกจากน้ี กรดอะมิโนทริปโตเฟน ไทโรซีน กรดอะ
มิโนที่ไม่มีขั้วและล าดบัของกรดอะมิโนในสายเปปไทดก์็มีสมัพนัธก์บัความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระเช่นกนั (Chen et al, 1996;Chen et al, 1998;Hernandez-Ledesma et al, 2005) 
  
 ในปัจจุบนั การคน้หาสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติเป็นที่นิยมมากขึ้นเร่ือยๆ เน่ืองจาก
การใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระแบบสงัเคราะห์ เช่น BHA (butylhydroxyanisole) และ BHT 
(butylhydroxytoluene) ที่ความเขม้ขน้สูงเป็นระยะเวลานานจะท าใหเ้กิดอนัตรายต่อร่างกาย (Kahl  
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and Kappus, 1993) เปปไทดจึ์งเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติที่น่าท าการศึกษาคน้ควา้อีก
อยา่งหน่ึง ซ่ึงจากรายงานการวจิยัที่ผา่นมาพบวา่ เปปไทดท์ี่มีความสามารถในการจบัไอออนของ
โลหะเหล็ก (Fe2+) มีแนวโนม้ที่จะท าใหอ้ตัราการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลลดนอ้ยลงดว้ย 
เน่ืองจาก Fe2+ เป็นองคป์ระกอบที่ส าคญัในปฏิกิริยาเฟนตอน (Fenton reaction) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาที่ท  า
ใหเ้กิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (Rajapakse et al., 2005) นอกจากน้ี ล าดบัของกรดอะมิโนในสาย
เปปไทดก์็มีส่วนส าคญัต่อความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ (Chen et al, 1996) เน่ืองจากเม่ือ
น ากรดอะมิโนซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของเปปไทดท์ี่มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระมาท าการทดสอบ
โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งเท่ากนัพบวา่ กรดอะมิโนอิสระไม่มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระ  (Chen et al, 1995) น ้ าหนกัโมเลกุลก็เป็นอีกหน่ึงปัจจยัที่มีผลต่อความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระ โดยเปปไทดท์ี่มีน ้ าหนกัโมเลกลุนอ้ยมกัมีความความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
สูง (Li et al., 2008;Peng et al., 2009) จากผลการวจิยัที่ผา่นมาจะเห็นวา่มีเปปไทดจ์  านวนมากที่ได้
จากการยอ่ยโปรตีนทั้งจากพชืและจากสตัวซ่ึ์งมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระดงัแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1  เปปไทดท์ี่ถูกคน้พบวา่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระชนิดต่างๆ 

ชนิดของโปรตีน กรดอะมิโน ฤทธ์ิในการ 
ต้านอนุมูลอิสระ 

โปรติเอสทีใ่ช้ แหล่งอ้างอิง 

น ้ านมมนุษย ์ 1. HLPLP  
2. WSVPQPK 

Trolox Equivalent 
Antioxidant Capacity 
(TEAC) 

เปปซิน – 
แพนเครียติน 

(Hernandez-
Ledesma et 
al., 2007) 

egg yolk by-
product (YP) 

 
- 
 

DPPH● ทริปซิน (Zambrowic
z et al, 2012) 
 

ไคโมทริปซิน 
เปปซิน 

(FBS) กา้ง กระดูก 
หนงัปลาจากปลา
ทรายแดง 

- ABTS (2,2'-azinobis 
(3-ethyl-
benzothiazoline-6-
sulphonate)  
และออกซิเดชนัของ
ธาตุเหล็ก (ferric 
reducing power 
activity)   

Virgibacillus 
sp. SK3 

(Wiriyaphan 
et al., 2012) 
 
 
 
 
 
 
(Wiriyaphan 
et al., 2012) 

อลัคาเลส 

เปปซิน 

ทริปซิน 

refinery  
discharge (RD) 
จากปลาทรายแดง 

- ABTS (2,2'-azinobis 
(3-ethyl-
benzothiazoline-6-
sulphonate)  
และออกซิเดชนัของ
ธาตุเหล็ก (ferric 
reducing power 
activity)   

Virgibacillus 
sp. SK3 
อลัคาเลส 

เปปซิน 

ทริปซิน 

เวยโ์ปรตีนไอโซ
เลต 

- DPPH●, OH●, O2
●- อลัคาเลส (Peng et al., 

2009) 
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ตารางที่  1 (ต่อ)                                                        

ชนิดของโปรตีน กรดอะมิโน ฤทธ์ิในการ 
ต้านอนุมูลอิสระ 

โปรติเอสทีใ่ช้ แหล่งอ้างอิง 

ไข่ขาว 1. YLGAK 
2.GGLEPINFQ 

DPPH●, OH●, O2
●- 

 ออกซิเดชนัของโลหะ
(reducing power) 

ปาเปน (Chen et al., 
2012) 

เวยโ์ปรตีนไอโซ
เลต 
(whey protein 
isolate) 

- DPPH●,  ABTS (2,2′-
azino-bis-3-
ethylbenzthiazo 
line-6-sulphonic acid) 
ออกซิเดชัน่ของโลหะ
(reducing power) จบั
กบัไอออนของเหล็ก 
( Fe2+chelating 
activity) การเกิดกรด
ไทโอบาร์บิทูริคใน
เน้ือสตัว ์

Chryseobacte
rium sp. kr6 

(Oliveira et 
al., 2014) 

ถัว่หวัชา้ง - DPPH●, OH●  ลิปิด
เปอร์ออกซิเดชัน่ของ
กรดลิโนเลอิก 

อลัคาเลส (Li et al., 
2008) 

เอนโดสเปิร์มใน 
เมล็ดขา้ว 

- DPPH●, OH●-,  O2
●- 

ลิปิดเปอร์ออกซิเดชัน่
ของกรดลิโนเลอิก 

นิวเทรส (Zhang et 
al., 2010) 

1. FRDEHKK ลิปิดเปอร์ออกซิเดชัน่
ของกรดลิโนเลอิก 
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ตารางที่ 1 (ต่อ)  
 

 
*หมายเหตุ  DPPH● คือ อนุมูลอิสระ DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) 

อลับูมิน โกลบูลิน
และกลูเตลินจาก
เมล็ดกระเจ๊ียบ 

- DPPH●  ออกซิเดชนัของ
โลหะ (reducing power),  

เปปซิน-
แพนเครียติน 

(Tounkara 
et al, 
2013) 

ฮอร์ดีนในขา้ว
บาร์เลย ์

- DPPH●,  O2
●-  

จบักบัไอออนของเหล็ก  
( Fe2+chelating activity) 

อลัคาเลส (Bamdad et 
al., 2011) 

ฟลาโวไซม ์

กลูเตลินในขา้ว
บาร์เลย ์

1.QKPFPQQ  
   PPF 
2. PQIPEQF 
3. LRTLPM 
4. SVNVPL 

DPPH●, OH● 
จบักบัไอออนของเหล็ก 
( Fe2+chelating activity), 
ออกซิเดชัน่ของโลหะ
(reducing power) 

อลัคาเลส (Xia et al., 
2012) 

อลับูมินจากเมล็ด
ขา้วสาลี 

- ออกซิเดชัน่ของโลหะ
(reducing power) 

Prolive PAC  
30L (acid  
protease)และ 
นิวเทรส  
(neutral  
protease) 

(Boboev et 
al., 2012) 

อลับูมินและโกลบู 
ลินจากเมล็ดฝ้าย 

- ออกซิเดชัน่ของโลหะ
(reducing power) 

ซอยโปรตีนไอโซ
เลต (soy protein 
isolate) 

- DPPH● ลิปิดเปอร์ออกซิ
เดชัน่ในลิโปโซม 

ฟวาโวไซม ์ (Jimenez-
Ruiz et al., 
2013) 

ไคโมทริปซิน 

ชนิดของโปรตีน กรดอะมิโน ฤทธ์ิในการ 
ต้านอนุมูลอิสระ 

โปรติเอสทีใ่ช้ แหล่ง
อ้างอิง 
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    OH● คือ อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล(hydroxyl radical)   
     O2

● คือ อนุมูลอิสระซูปเปอร์ออกไซคแ์อนไอออน(superoxide anion radical) 

  
  นอกจากเปปไทดจ์ากพชืที่มีการรายงานวา่มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ โปรตีนจากพชืเองก็มี
รายงานเช่นกนัวา่มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ เช่น โปรตีนกลูเตลินจากเมล็ดโกโกท้ี่ไม่ผา่นการ
หมกั (unfermented seeds) และเมล็ดโกโกท้ี่ผา่นการหมกัแลว้ตามดว้ยการตากแดด (semi-
fermented and sun-dried) พบวา่โปรตีนกลูเตลินจากเมล็ดโกโกท้ั้งสองชนิดมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระ (Preza et al., 2010) โปรตีนจากถัว่ลิสง (Sebei et al., 2013) และถัว่สายพนัธุต์่างๆก็พบฤทธ์ิ
ในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH อีกทั้งยงัพบความสามารถในการตา้นการเกิดออกซิเดชนัของธาตุ
เหล็ก (ferric reducing power) (Petchiammal et al, 2014) โปรตีนในเมล็ดของมะเขือพวง (sundakai 
seeds) ก็มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระชนิดไฮดรอกซิล อนุมูลอิสระชนิด DPPH รวมถึงยงัสามารถ
ตา้นการเกิดออกซิเดชนั (reducing power) และความสามารถในการจบักบัไอออนของโลหะ 
(chelating activity) (Sivapriya  and Srinivas, 2007) ไดอี้กดว้ย 
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ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคของโปรตีนและเปปไทด์ 
 

โรคต่างๆ ที่เกิดขึ้นในร่างกายมนุษย ์ส่วนหน่ึงมาจากเช้ือแบคทีเรียก่อโรค (pathogenic  
bacteria) ส่งผลใหม้นุษยไ์ดรั้บความเจบ็ป่วยหรืออาจเสียชีวติ ยาปฏิชีวนะหลายชนิดที่ใชใ้นการ
รักษาโรคจากเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีเร่ิมมีประสิทธิภาพลดลงเน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียเกิดการด้ือยา 
ดงันั้น การศึกษาหายาตา้นเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีจึงไดรั้บความสนใจอยา่งแพร่หลาย จากรายงานการ
วจิยัที่ผา่นมาพบวา่ เปปไทดท์ี่มีฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรียมกัมีทั้งส่วนที่มีขั้ว (hydrophilic) และไม่มี
ขั้ว (hydrophobic) ในโมเลกุลเดียวกนั (Izadpanah  and Gallo, 2005) รวมถึงมกัอยูใ่นรูปเกลียว
แอลฟา (α-helix) และมีประจุบวกอยูท่ี่ปลายซี (C-terminal domain) เช่น CAP18 (18-kDa 
cathelicidins) (Chen et al, 1995;Gutsmann et al, 2001) 
 

 

นอกจากน้ี เปปไทดท์ีมี่กรดอะมิโนจ าพวกอาร์จินีน (Skerlavaj et al., 1990) และโพรลีน (Boman et 
al., 1993) เป็นองคป์ระกอบหลกัมกัมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย
ได ้ซ่ึงกลไกการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคนั้นเกิดไดห้ลายแบบ อาทิ การที่เปปไทดเ์ขา้จบัอยา่งจ าเพาะ
ที่ตวัจบับริเวณพื้นผวิของเยือ่หุม้เซลลแ์บคทีเรีย (protein-lipid interaction) โดยการเขา้จบัน้ีจะท าให้
เปปไทดว์างตวัในแนวระนาบและเหน่ียวน าใหเ้กิดรูบนเยือ่หุม้เซลลแ์บคทีเรีย  (Gutsmann et al, 
2001) นอกจากน้ี นกัวจิยัยงัตั้งสมมติฐานถึงรูปแบบการเกิดรูบนเยือ่หุม้เซลลซ่ึ์งอาจเกิดไดจ้าก  
 
 1. Torroidal-pore model เกิดจากการที่เปปไทด์เคล่ือนที่เขา้ไปในเยือ่หุ้มเซลล์พร้อมกับ
เหน่ียวน าให้เกิดการโคง้งอ (flip-flop) ของฟอสโฟลิปิด ส่งผลให้ลักษณะของเยื่อหุ้มเซลล์
เปล่ียนแปลงไปจากเดิมและท าให้เกิดรูบนเยือ่หุม้เซลล ์(Matsuzaki et al., 1996) 
 
 2. Barrel-stave model เกิดจากเปปไทดร์วมตวักนัเป็นโมเลกุลเชิงซอ้น (oligomer) แลว้
แทรกตวัเขา้ไปในเยือ่หุม้เซลล์ โดยส่วนที่ไม่ชอบน ้ าของเปปไทดจ์ะอยูติ่ดกบั acyl chain ของกรด
ไขมนัส่งผลใหเ้กิดรูบนเยือ่หุม้เซลล ์(Christensen et al, 1988;Grant et al, 1992) 
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 3. Detergent-like “carpet” mechanism เกิดจากเปปไทด์ที่มีประจุบวกและมีรูปร่างแบบ
เกลียวแอลฟาจะจบักบัเยือ่หุ้มเซลล์ซ่ึงมีประจุเป็นลบโดยวางตวัในแนวขนานกบัเยือ่หุ้มเซลล์ จาก
นั้นเปปไทด์จะเคล่ือนตวัเขา้ไปดา้นในชั้นไขมันและรบกวนการจดัเรียงตวัของกรดไขมันที่เป็น
องคป์ระกอบของเยือ่หุ้มเซลล์ (Gazit et al., 1995;Pouny et al., 1992) โดยแบบจ าลองการยบัย ั้ง
แบคทีเรียของเปปไทด์ทั้ง 3 แบบแสดงให้เห็นดังภาพที่ 7 โดยดัดแปลงจาก  (Sato  and Feix, 
2006;Silva et al., 2014;Wimley, 2010) นอกจากน้ี ยงัมีรายงานวา่เปปไทดอ์าจยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียโดยการสอดแทรกตวัเองเขา้ไปในเยือ่หุม้ชั้นนอกและชั้นในของแบคทีเรีย และยบัย ั้ง
การสงัเคราะห์โปรตีนที่ใชใ้นกระบวนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอไดอี้กดว้ย (Boman et al., 1993)  
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ภาพที่ 7  แบบจ าลองกลไกการยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยเปปไทด ์ก. Torroidal-pore model – เปปไทดจ์ะ  
               เหน่ียวน าใหเ้กิดการ flip-flop ของฟอสโฟลิปิด ท าใหเ้ยือ่หุม้เซลลเ์ป็นรู  ข. Barrel-stave  
               model – เปปไทดจ์ะจบักนัเป็นโมเลกุลเชิงซอ้น แลว้แทรกตวัลงไปท าใหเ้กิดรูบนเยือ่หุม้  
               เซลล ์ ค. Detergent-like “carpet” mechanism – เปปไทดว์างตวัในแนวระนาบกบัเยือ่หุม้ 
              เซลลแ์บคทีเรียและรบกวนการจดัเรียงตวัของกรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบของเยือ่หุม้ 
              เซลล์ 
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ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งจากโปรตีนและเปปไทด์ 
 
 โรคมะเร็งเป็นโรคร้ายแรงอีกชนิดหน่ึงที่ยงัเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตของมนุษย ์
ดังนั้ น ความพยายามในการค้นหายาที่สามารถใช้รักษาโรคน้ียงัคงด าเนินไปอย่างต่อเน่ือง  
นักวิทยาศาสตร์จึงให้ความสนใจในการหาฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง จาก
งานวจิยัที่ผา่นมา เปปไทดท์ี่มีคุณสมบติัตา้นมะเร็งมีคุณสมบติัและกลไกดงัต่อไปน้ี  
 
 1. การเกิดกระบวนการ apoptosis โดยเปปไทด์จะแทรกตวัเขา้ไปในเซลล์โดยไม่ท าให้เยือ่
หุ้มเซลล์เสียหาย จากนั้นจะเขา้ไปรวมตวักบันิวเคลียส ท าให้นิวเคลียสแตกออกเป็นส่วนยอ่ยๆ ดี
เอ็นเอถูกท าลายจนไม่สามารถซ่อมแซมไดจ้ะเป็นสัญญาณให้โปรตีนที่เก่ียวกบัการตายของเซลล์ 
(death promoting protein ) เขา้ไปจบักบัไมโทคอนเดรีย ส่งผลให้ไซโตโครมซี (cytochrome c) 
ไหลออกมาจากไมโทคอนเดรีย โดยไซโตโครมซีจะกระตุน้โปรตีนที่ท  าหน้าที่กระตุน้ caspase 9 
(ซ่ึงเป็น caspase ตวัแรกในกระบวนการ appoptosis) และจะกระตุน้ caspase ตวัต่อไปจนเซลล์เขา้สู่
โปรแกรมการตายของเซลล ์(program cell death) (Lee et al., 2008) หรืออาจเกิดจาก death receptor 
ที่อยูบ่นเยือ่หุม้เซลลมี์การแสดงออกมากกวา่ปกติเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยเปปไทด์ (Chen et al., 2014)  
 
 2. การเกิดกระบวนการ necrosis โดยเปปไทด์จะจบักบัเยือ่หุ้มเซลล์มะเร็งและสอดแทรก
ตวัเขา้ไปในเยือ่หุม้เซลล์ ท  าใหศ้กัยไ์ฟฟ้าภายในและภายนอกของเซลลเ์ปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วท า
ใหเ้ซลลม์ะเร็งบวมและแตก (Papo et al., 2003) 
 
 3. เปปไทดท์ี่มีองคป์ระกอบของกรดอะมิโนที่มีประจุบวกจะเขา้จบักบัเยือ่หุ้มเซลล์มะเร็ง
ไดดี้กว่าเซลล์ปกติ (Chen et al., 1997) เน่ืองจากเยือ่หุ้มเซลล์มะเร็งมีโมเลกุลที่เป็นประจุลบ เช่น 
ฟอสฟาทิดิลซีรีน (phosphatidyl serine) มากกว่าเซลล์ปกติ (โดยการเคล่ือนยา้ยต าแหน่งของฟอส
ฟาทิดิลซีรีนจากเยือ่หุม้เซลลด์า้นในมาอยูท่ี่เยือ่หุม้เซลลด์า้นนอกส่งผลใหเ้ยือ่หุม้เซลลม์ะเร็งมีประจุ
ลบมากกว่าเยื่อหุ้มเซลล์ปกติ ท าให้สามารถจับกับเปปไทด์ที่มีประจุบวกได้มากกว่าเซลล์ปกติ  
(Dobrzynska et al., 2005;Hoskin  and Ramamoorthy, 2008;Schwartz et al., 1985) 
 
 4. เปปไทด์เขา้จบักบัเยื่อหุ้มเซลล์แล้วเขา้ท าลายเซลล์มะเร็งในลกัษณะเดียวกนักับเซลล์
แบคทีเรีย (ดงัแสดงในภาพที่ 7) (Schweizer, 2009) 
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ตารางที่ 2  เปปไทดท์ี่ถูกคน้พบวา่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียและการเจริญของ   
                  เซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆ 

  
 จากรายงานการวจิยัที่ผา่นมาพบว่าเปปไทด์และโปรตีนที่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรียและการเจริญของเซลล์มะเร็งมีมากมายหลายชนิด ดงัแสดงในตารางที่ 2 นอกจากน้ี 

ชนิดของโปรตีน กรดอะมิโน ฤทธ์ิในการยับยั้ง โปรติเอส 
ที่ใช้ 

แหล่ง
อ้างอิง แบคทีเรีย มะเร็ง 

egg yolk by-
product ; YP 

- B. subtilis B3, 
B. cereus B512, B. 
cereus B 3p,  
B.laterosporum  B6 

- ทริปซิน (Zambro
wicz et al, 
2012) 
 

LL-37 (เปปไทด์
ที่สกดัจากกรานู
โลไซตข์อง
มนุษย)์ 

- ตา้นการอกัเสบของ
ผวิหนงั 

- - (Frohm et 
al, 1997) 
 

human beta-
defensin-3 (สกดั
จากผวิหนงัของ
ผูป่้วยโรคสะเก็ด
เงิน) 

- Staphylococcus aureus, 
Enterococcus faecium 

- - (Harder et 
al., 2001)  

ร าขา้ว EQRPR - เซลลม์ะเร็ง
ล าไส ้(Caco-
2, HCT-116), 
มะเร็งเตา้นม 
(MCF-7, 
MDA-MB-
231), มะเร็ง 
ตบั (HepG-2) 

อลัคาเลส (Kannan 
et al., 
2010) 
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โปรตีนทนความร้อน (heat stable protein) ซ่ึงไดจ้ากใบหม่อนบางชนิด มีความสามารถในการ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้หลากหลาย อาทิ  Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa Bacillus subtilis และStaphylococcus aureus (ATCC type) (Manjula  and Shubha, 
2011) โปรตีนจากเมล็ดลินิน (flaxseed) ก็มีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียชนิด Salmonella  
typhimurium ATCC: 14028,  Entrococcus  foecalis ATCC: 29212, Escherichia coli  ATCC: 8439 
และ ATCC: 8739  รวมถึง Klebsiella pneumonia ATCC: 10031 (Mohammad H.H.T. et al, 2014) 
โอกา (Oxalis tuberosa Mol.) เป็นพืชหัวที่มีรายงานว่ามีโปรตีนสะสมในหัว (Tuber Storage 
Protein) ช่ือ ocatin มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย Serratia marcescens, 
Pseudomonas aureofaciens (Flores et al., 2002) 
 
 รายงานอ่ืนๆที่เก่ียวกบัฤทธ์ิการตา้นเซลล์มะเร็งของโปรตีนและเปปไทด์จากอาหาร อาทิ 
โปรตีนจากมนัเทศมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิม่จ  านวน (proliferation) การยา้ยที่ (migration) และการ
รุกราน (invasion) ของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก (human  colorectal  cancer  SW480  
cells)  (Li et al., 2013) โปรตีนอลับูมินจากเมล็ดโกโกท้ี่ผ่านการหมกัแลว้ตามดว้ยการตากแดด 
(Semi-fermented and sun-dried) ก็มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง murine lymphoma L5178Y  เป็น
ตน้ (Preza et al., 2010) . 

 
โปรตีนหลกัในเมล็ดพชืแบ่งออกเป็น 4 ประเภทตามความสามารถในการละลายไดใ้นตวัท าละลาย
ต่างชนิด ไดแ้ก่ 1. อลับูมินเป็นโปรตีนที่ละลายในน ้ าประกอบดว้ยโพลีเปปไทด ์2 สายเช่ือมต่อกนั
ดว้ยพนัธะไดซลัไฟด ์โดยอลับูมินจะถูกสงัเคราะห์ใหอ้ยูใ่นรูป precursor albumin และถูกขนส่ง
จากเอ็นโดพลาสมิกเรติคูลมัไปยงัแวคิวโอลเพื่อท าใหก้ลายเป็น mature albumin ที่สามารถใชใ้น
การเจริญของเมล็ดได ้(Hara-Hishimura et al., 1993;Shewry  and Halford, 2002) 2. โกลบูลินเป็น
โปรตีนที่ละลายในน ้ าเกลือ โดยโปรตีนชนิดน้ีประกอบดว้ยโปรตีน 2 กลุ่มไดแ้ก่ 11S-legumin และ 
7S-vicilin ซ่ึงถูกสงัเคราะห์ที่เอ็นโดพลาสมิกเรติคูลมัและถูกขนส่งไปที่แวคิวโอลเพือ่ใชใ้นขั้นการ
พฒันาของเมล็ด(Shewry et al., 1995;Tandang-Silvas et al., 2010) 3. กลูเตลินเป็นโปรตีนที่ละลาย
ในกรด/ด่างและเป็นโปรตีนหลกัที่มีปริมาณมากที่สุดในเมล็ดขา้ว (Ju et al., 2001) ซ่ึงแตกต่างจาก
ธญัพชืชนิดอ่ืนที่จะมีโปรลามินเป็นองคป์ระกอบมากที่สุด (Chrastil et al, 1994) กลูเตลินประกอบ
ดว้ยสายโพลีเปปไทด ์2 กลุ่มคอื กลุ่มที่มี isoelectric point เป็นกรด (α subunit) และกลุ่มที่มี 
isoelectric point เป็นเบส (β subunit) น ้ าหนกัโมเลกุลของโพลีเปปไทดท์ี่เป็นแอลฟาซบัยนิูตมี
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ค่าประมาณ 30 กิโลดาลตนั ส่วนน ้ าหนกัโมเลกุลของโพลีเปปไทดท์ี่เป็นเบตา้ซบัยนิูตมีค่าประมาณ 
21 กิโลดาลตนั (Wen  and Luthe, 1985) 4.โปรลามินเป็นโปรตีนที่ละลายในแอลกอฮอลล์ มีกรดอะ
มิโนโพรลีนและกลูตามีนเป็นองคป์ระกอบหลกั โปรลามินถูกสร้างขึ้นที่เอ็นโดพลาสมิกเรติคูลมั
เพือ่ใชใ้นขั้นการพฒันาของเมล็ด (Reyes et al., 2011;Shewry  and Tatham, 1990) 

 
จากรายงานการวิจยัที่ผ่านมาจะเห็นว่าเปปไทด์และโปรตีนที่ไดจ้ากพืชและสัตวส์ามารถ

น าไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ในทางการแพทย ์เช่น น าไปใช้เป็นยาตา้นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคใน
มนุษยแ์ละมะเร็ง และยงัสามารถก าจดัอนุมูลอิสระชนิดต่างๆ ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเส่ือมโทรมของ
ร่างกายอีกดว้ย ดงันั้นการแสวงหาเปปไทด์และโปรตีนจากแหล่งอ่ืนๆ นอกจากจะเป็นประโยชน์
ในทางการแพทยแ์ลว้ ยงัอาจน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอ่ืนๆไดอี้กดว้ย ขา้วเป็นอาหารหลกั
ของคนไทยและเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคญัของประเทศ การน าขา้วมาประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม
ต่างๆ สามารถสร้างรายไดใ้ห้แก่ผูผ้ลิตเป็นจ านวนมาก ดงันั้น การน าขา้วมาศึกษาหาสารชนิดใหม่
ซ่ึงอาจใชเ้ป็นยารักษาโรค นอกจากจะช่วยลดปัญหาทางดา้นประสิทธิภาพในการรักษาเน่ืองจากเช้ือ
ด้ือยา ยงัเป็นการเพิม่มูลค่าใหก้บัขา้วอีกดว้ย 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 
อุปกรณ์ 

 
 1.   กระดาษกรอง (WHATMAN No.1) (GE Healthcare : Austria) 
 2.   คอลมัน์ไฮเปอร์ซิลซี 18 อนุภาคขนาด 5 ไมครอน ขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตร (Hypersil 
       C 18 Particle size 5 micron, length 250 x 4.6 mm.) (Thermo Scientific : USA) 
 3.   Ultra High Pressure Liquid Chromatography ; UHPLC (Perkin Elmer : USA) 
 4.   ตวักรองขนาด 0.45 ไมครอน (0.45 micron syringe filter; Acrodisc® Syringe Filters          
                    with Supor® Membrane) (PALL Corporation : USA) 
 5.   ตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน (0.2 micron nylon filter)         
          (VERTICAL CHROMATOGRAPHY : Thailand)  
 6.   ถาดหลุม 96 หลุม (96-well microplate) (Thermo Scientific : USA) 
 7.   ขวดพลาสติกส าหรับเล้ียงเซลลม์ะเร็ง (Thermo Scientific : USA) 
 8.   หลอดเซนตริฟิวส์ขนาด 15 มิลลิลิตร และ 50 มิลลิลิตร (Thermo Scientific : USA) 
 9.   หลอดเซ็นตริฟิวส์แบบมีเยือ่เลือกผา่นขนาด 3 กิโลดาลตนั (3 kDa centrifugal filter) 
       (Merck : Germany) 
 10. ตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน ความจุ 500 มิลลิลิตร (500 mL Rapid-Flow Filter Unit; 
       0.2 micron aPES Membrane, 75 มิลลิเมตร) 
 

สารเคม ี
 

 1.   ขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. cv. KDML 105) จากร้าน farmer shop   
              มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 2.   ขา้วขาวพนัธุ์พษิณุโลก 2 (PSL2) จากศูนยว์จิยัขา้วปทุมธานี 
 3.   น ้ ากลัน่ (Distilled water) จากศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 4.   โซเดียมคลอไรด ์(Sodium chloride) (Ajax Finechem : Australia) 
 5.   โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide) (Ajax Finechem : Australia) 
 6.   เปปซิน (Pepsin) (Bio Basic Inc.: USA) 
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 7.   ทริปซิน (Trypsin) (Sigma–Aldrich : USA) 
 8.   กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) (QRëC; AR grade : New Zealand) 
 9.   Albumin from bovine serum (Sigma–Aldrich : USA) 
 10. คอปเปอร์ซลัเฟต (Copper sulfate) (Merck : Germany) 
 11. โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (Sodium potassium tartrate) (Ajax Finechem :    
        Australia) 
 12. สารละลาย Bradford (Bradford reagent) (BIORAD : USA) 
 13. กรดไตรฟลูออโรแอซิติค (Trifluoroacetic acid) (Merck : Germany) 
 14. แอซิโตไนไทร์ล (Acetonitrile) (Avantor : USA) 
 15. น ้ าบริสุทธ์ิสูง (Ultrapure water) จากศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์ มหาวทิยา 
       ลยัเกษตรศาสตร์ 
 16. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical ; DPPH (Sigma–Aldrich : USA) 
 17. กรดแอสคอร์บิค (Ascorbic acid) (Sigma–Aldrich : USA) 
 18. เอทานอลบริสุทธ์ิ (Absolute ethanol) (Avantor : USA) 
 19. เอทิลีนไดเอมีนเตตระแอซิติคแอซิดไดโซเดียมซอลท ์(Ethylenediaminetetraacetic acid 
       di-sodium salt ; EDTA-di-sodium salt) (Ajax Finechem : Australia) 
 20. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(Hydrogen peroxide) (PANREAC QUIMICASA : Spain) 
 21. ดีออกซีไรโบส (2-deoxy-D-ribose) (Sigma–Aldrich : USA)  
 22. เฟอรัสซลัเฟต (Ferrous sulfate) (Ajax Finechem : Australia)  
 23. กรดไทโอบาร์บิทูริค (2-thiobarbituric acid ;TBA) (Sigma–Aldrich : USA) 
 24. กรดไตรคลอโรแอซิติค (Trichloroacetic acid ; TCA)(Fisher scientific : U.K.) 
 25. วติามินอี (α-tocopherol) (Sigma–Aldrich : USA) 
 26. กรดลิโนเลอิก (Linoleic acid) (Sigma–Aldrich : USA) 
 27. แอมโมเนียมไทโอไซยาเนต (Ammonium thiocyanate) (Sigma–Aldrich : USA) 
 28. เฟอรัสคลอไรด ์(Ferrous chloride) (Sigma–Aldrich : USA) 
 29. อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย [Luria Bertani(LB) broth] (Becton, Dickinson and company  
       : USA) 
 30. คานามยัซินซลัเฟต (Kanamicin sulfate) (T.P. DRUG LABOLATORIES (1969) 
       Co.,Ltd : Thailand) 



 

26 

 

      
 

 31. อาหารเล้ียงเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (Iscove's Modified Dulbecco's Media ;  
       IMDM)) (GE Healthcare : Austria) 
 32. อาหารเล้ียงเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (RPMI 1640 Medium) 
 33. อาหารเล้ียงเซลลต์บัปกติ (Minimum Essential Media ; MEM) (GE Healthcare :  
       Austria)  
 34. Fetal bovine serum ; FBS (GIBCO : USA) 
 35. สารตา้นการเจริญเติบโตของจุลชีพ (Antibiotic-microtic) (GIBCO : USA)  
 36. ทริปซิน-อีดีทีเอความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์(0.05% Trypsin-EDTA)(GIBCO : USA)  
 37. กรดอะมิโนที่ช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล ์(100X) (MEM non-essential amino  
       acids (100X) (GE Healthcare : Austria) 
 38. แอล – อะลานิล- แอล – กลูตามีน (L-alanyl-L-glutamine) (GE Healthcare : Austria) 
 39. โซเดียมไพรูเวท (Sodium pyruvate) (GE Healthcare : Austria) 
 40. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ; MTT (Invitrogen :  
       USA) 
 41. ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(Dimethyl sulfoxide ; DMSO) (AMReSCO : USA) 
 42. Tris (hydroxymethyl) aminomethane) (Research Organics Inc : USA) 
 43. ไกลซีน (Glycine) (Ajax Finechem : Australia) 
 44. กรดแอซิติค (Glacial acetic acid) (QRëC : New Zealand) 
 45. แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (Ajax Finechem : Australia) 
 46. N,N,N',N' – Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
 47. Comassie brilliant blue (Bio Basic Inc.: USA)  
 48. เมทานอลบริสุทธ์ิ (Absolute methanol) (Burdick & Jackson : USA) 
 49. กลีเซอรอล (Glycerol) (Ajax Finechem : Australia) 
 50. 30% acrylamide/bis-acrylamide : 29 : 1 (BIORAD : USA) 

 

 

 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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เช้ือแบคทีเรียก่อโรคจากมหาวิทยาลยัรามค าแหง 
 

เช้ือแบคทีเรียก่อโรค แกรม โรคที่เกิด  

A.anitratus DMST 4183 -  
โรคปอดบวม 

 ติดเช้ือในกระแสเลือด 
 

 

 

 

A.baumannii ATCC 19066 - 

A.lwoffii ATCC 15309 - 

S.aureus ATCC 25923 + ฝีหนอง เกิดอาการช็อกจากสารพษิ  
ติดเช้ือบริเวณแผลผา่ตดั  

 
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคจากศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ-ไบโอเทค 

 

เช้ือแบคทีเรียก่อโรค แกรม โรคที่เกิด  

S.aureus ATCC 25923 + ฝีหนอง เกิดอาการช็อกจากสารพษิ  
ติดเช้ือบริเวณแผลผา่ตดั 

 

B.subtilis ATCC 6633 + อาหารเป็นพษิ  
 
 
 
 
 
         
 

 

E.aerogenes ATCC 13048 - ติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ 

E.coli ATCC 8739 -  
อุจจาระร่วง  ติดเช้ือในระบบทางเดิน

ปัสสาวะ 
 

E.coli ATCC 25922 - 

E.coli O157:H7 - 

  S.aureus ATCC 25923 +  
ฝีหนอง เกิดอาการช็อกจากสารพษิ 

ติดเช้ือบริเวณแผลผา่ตดั 
S.aureus ATCC 6538 + 
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เช้ือแบคทีเรียก่อโรคจากศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ-ไบโอเทค 
 

เช้ือแบคทีเรียก่อโรค แกรม โรคที่เกิด 
 

 

 

 S.aureus ATCC 6538P +  

P.aeruginosa ATCC 27853 - ฝี หนอง ติดเช้ือในระบบทางเดิน
ปัสสาวะ 

 
P.aeruginosa ATCC 9027 - 

S.epidermidis ATCC 12228 + โรคติดเช้ือในกระแสเลือด 

 
เซลล์มะเร็ง 

 1.   เซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร [Human Stomach Carcinoma cell line ; KATOIII ATCC 
No.HTB103)] :  ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ-ไบโอเทค  
 2.   เซลลต์บัปกติ [Human Liver cell line (Chang), CLS No. 300139] : ศูนยพ์นัธุวศิวกรรม
และเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ-ไบโอเทค 

 
วิธีการ 

 
 1)    การเตรียมสารละลายไบยเูร็ต – น าคอปเปอร์ซลัเฟตและโซเดียมโพแทสเซียมทาร์
เทรตจ านวน 0.375 กรัมและ 1.51 กรัม ตามล าดบั ละลายในน ้ ากลัน่ 100  มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮ
ดรอกไซคค์วามเขม้ขน้ 7.5 เปอร์เซ็นต ์(7.5%sodium hydroxide) จ  านวน 100 มิลลิลิตร (น ้ ากลัน่ที่
ใชใ้นการเตรียมโซเดียมไฮดรอกไซคต์อ้งผา่นการตม้เพือ่ไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดอ์อก) ปรับ
ปริมาตรในขวดวดัปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนได ้250 มิลลิลิตร 
 

 2)    การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย – เตรียมตามวธีิการของผูผ้ลิต โดยชัง่อาหารเล้ียง
เช้ือจ านวน 20 กรัม เติมน ้ ากลัน่จ  านวน 1 ลิตร แลว้ท าการน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาท ี
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 3)    การเตรียมอาหารเล้ียงเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารชนิด IMDM – เทอาหารเล้ียงเช้ือ
ส าเร็จรูปชนิด Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรออกจากขวด 
จากนั้น เติม fetal bovine serum (FBS) และสารตา้นการเจริญเติบโตของจุลชีพ (Antibiotic-
microtic) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรและ 5 มิลลิลิตร ตามล าดบั ลงในอาหาร IMDM    
 

 4)    การเตรียมอาหารเล้ียงเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารชนิด RPMI – ชัง่ผง RPMI จ านวน 
10.4 กรัมละลายในน ้ าบริสุทธ์ิสูงที่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร กวน
ใหเ้ขา้กนั ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 7.4 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริคหรือโซเดียมไฮดรอกไซค ์กรองดว้ยตวั
กรองขนาด 0.2 ไมครอน ความจุ 500 มิลลิลิตร (500 mL Rapid-Flow Filter Unit; 0.2 micron aPES 
Membrane, 75 มิลลิเมตร) 
 

 5)    อาหารเล้ียงเซลลต์บัปกติชนิด MEM – เทอาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปชนิด Minimum 
Essential Media (MEM) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรออกจากขวด จากนั้นเติม fetal bovine serum (FBS) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร สารตา้นการเจริญเติบโตของจุลชีพปริมาตร 5 มิลลิลิตร กรดอะมิโนที่ช่วยใน
การเจริญเติบโตของเซลล ์(1%MEM non-essential amino acids) (100X) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แอล 
– อะลานิล- แอล – กลูตามีนความเขม้ขน้ 200 มิลลิโมลาร์ (200 mM L-Alanyl-L-glutamine) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โซเดียมไพรูเวทความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ (100 mM Sodium pyruvate) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร   
 

 6)    การเตรียมสารละลาย DPPH - ชัง่อนุมูลอิสระ DPPH จ านวน 0.125 มิลลิกรัมละลาย
ในเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์(70% ethanol) 1 มิลลิลิตร   

 
1.   การสกัดโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในเมล็ดข้าวขาวพันธ์ุดอกมะลิ 105 และ
โปรตีนอัลบูมิน โกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในเมลด็ข้าวขาวพันธุ์พิษณโุลก 2 (PSL2) 
 

การสกดัโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในเมล็ดขา้วขาวดอกมะลิ 105 และ
โปรตีนอลับูมิน โกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในเมล็ดขา้วขาวพนัธุ์พิษณุโลก 2 (PSL2) 
ดดัแปลงจากวธีิการของ Osborne (Agboola et al., 2005) ท าโดยชัง่ขา้วขาว 1 กิโลกรัมที่ผ่านการบด
อยา่งละเอียดดว้ยเคร่ืองป่ัน (kitchen blender) เติมน ้ ากลัน่ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ 4,000 มิลลิลิตร กวนที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชัว่โมงเพื่อสกดัโปรตีนอลับูมินและก าจดัแป้งบางส่วนออก แยกกากขา้ว
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ออกดว้ยผา้ขาวบางและน ากากขา้วที่ไดม้าท าการสกดัโปรตีนอลับูมินอีกคร้ังดว้ยน ้ ากลัน่ที่ผ่านการ
ฆ่าเช้ือ 4,000 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืน น าส่วนใสทั้ง 2 ส่วนมารวมกนัแลว้ตม้
เพือ่ตกตะกอนโปรตีนอลับูมิน (เฉพาะส่วนใสของอลับูมินจากขา้วขาวพนัธุ์พิษณุโลก 2) แยกกาก
ขา้วออกดว้ยผา้ขาวบางและน ากากขา้วที่ไดไ้ปสกดัโปรตีนโกลบูลินดว้ยโซเดียมคลอไรด์ความ
เขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์(5% sodium chloride) จ  านวน 4,000 มิลลิลิตร กวนที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง แยกกากขา้วออกดว้ยผา้ขาวบางและน ากากขา้วที่ไดม้าท าการสกดัโปรตีนโกลบูลินอีกคร้ัง
ดว้ยโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์ (5% sodium chloride) จ  านวน 4,000 มิลลิลิตรที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืน แยกกากขา้วออกดว้ยผา้ขาวบาง น าส่วนใสทั้ง 2 ส่วนมารวมกนั
แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืนเพื่อให้แป้งตกตะกอน ป่ันเหวี่ยงส่วนใสที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที (10,000 rpm) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาทีตามดว้ยการกรอง
ดว้ยกระดาษกรอง (WHATMAN No.1) เพือ่แยกแป้งออกจากโปรตีนโกลบูลิน จากนั้น ตกตะกอน
โปรตีนโกลบูลินโดยท าให้สารละลายมีค่าพีเอช (pH) เท่ากบัค่าไอโซอิเล็กทริค [isoelectric point 
(pI)] ของโกลบูลิน (pI = 4.3) ดว้ยกรดไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ (1 M hydrochloric 
acid) ตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิหอ้งอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมงจึงป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอน ลา้งตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่ที่
ผ่านการฆ่าเช้ือ โปรตีนโกลบูลินจะถูกน าไประเหยแห้ง (lyophilize) เพื่อเก็บไวใ้ช้ในการทดลอง
ต่อไป กากขา้วที่เหลือจะถูกน ามาสกดัโปรตีนกลูเตลินดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.1 
โมลาร์ (0.1 M sodium hydroxide) จ  านวน 4,000 มิลลิลิตร กวนที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
แยกกากขา้วออกด้วยผา้ขาวบางและน ากากขา้วที่ได้มาท าการสกัดโปรตีนกลูเตลินอีกคร้ังด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ (0.1 M sodium hydroxide) จ  านวน 4,000 มิลลิลิตร
ดว้ยวธีิเดิม น าส่วนใสทั้งสองส่วนมารวมกนัแลว้เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืนเพื่อให้แป้ง
ตกตะกอน ป่ันเหวีย่งส่วนใสที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 
นาทีตามดว้ยการกรองดว้ยกระดาษกรอง (WHATMAN No.1) เพื่อแยกแป้งออกจากโปรตีนกลูเตลิ
นจากนั้น ตกตะกอนโปรตีนกลูเตลินโดยท าให้สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบัค่าไอโซอิเล็กทริคขอ
งกลูเตลิน (pI = 4.8) ดว้ยกรดไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ (1 M hydrochloric acid)  ตั้งทิ้ง
ไวท้ี่อุณหภูมิหอ้งอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมงจึงป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอน ลา้งตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่ที่ผ่านการฆ่า
เช้ือ โปรตีนกลูเตลินจะถูกน าไปท าการระเหยแหง้เพือ่เก็บไวใ้ชใ้นการทดลองต่อไป 

 
2.   การสกัดโปรตีนละลายน ้าจากร าพันธ์ุพิษณโุลก 2 (PSL2) 
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  การสกดัโปรตีนจากร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 ท าโดยน าร าขา้ว 30 กรัม เติมน ้ ากลัน่ที่ผ่านการฆ่า
เช้ือ 120 มิลลิลิตร กวนที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง แยกกากร าขา้วออกดว้ยผา้ขาวบาง น าส่วน
ใสที่ผา่นการกรองเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสขา้มคืน จากนั้น ตกัไขมนับริเวณผวิหน้าทิ้งและ
ท าให้ส่วนใสมีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง เติมผงถ่านกัมมันต์ (activated charcoal) โดยใช้
อตัราส่วนสารสกดัจากร า 25 มิลลิลิตรต่อผงถ่านกมัมนัต ์1 กรัม ตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 
นาที ป่ันเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ตามดว้ยการ
กรองดว้ยกระดาษกรอง (WHATMAN No.1) เพือ่แยกผงถ่านกมัมนัตอ์อก 
 
3.   การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนอัลบูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในเมล็ด
ข้าวขาวและโปรตีนละลายน ้าจากร าพันธ์ุพิษณโุลก 2 (PSL2) ด้วยเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน 
 

น าโปรตีนอลับูมิน โกลบูลินและกลูเตลินมาอยา่งละ 2 มิลลิกรัม เติมน ้ ากลัน่ที่ผา่นการฆ่า 
เช้ือปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ท าการยอ่ยโปรตีนทั้งสามชนิดและสารละลายโปรตีนจากร าดว้ยเปปซิน
ที่พีเอช 4.5 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมงโดยใชอ้ตัราส่วนเอนไซม์ : สับสเตรต
เท่ากบั 1 : 25 (w/w) ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยการตม้ในน ้ าเดือด 30 นาที จากนั้นท าการยอ่ยดว้ย 
ทริปซินต่อที่พีเอช 8 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมงโดยใชอ้ตัราส่วนเอนไซม์ : 
สับสเตรตเท่ากบั 1 : 25 (w/w) ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยการตม้ในน ้ าเดือด 30 นาที ตั้งทิ้งไวจ้น
สารละลายมีอุณหภูมิเท่าอุณหภูมิห้อง ปรับพีเอชของสารตวัอยา่งให้เท่ากบั 7 และปรับปริมาตร
สุดทา้ยจนเท่ากบั 1 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ที่ผา่นการฆ่าเช้ือ จากนั้น ป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใสเพือ่ใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
4.   การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในเมล็ดข้าว
ขาวดอกมะลิ 105 ด้วยเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน 
 
 ชัง่โปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินมาอยา่งละ 50 มิลลิกรัม เติมน ้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือ 4 
มิลลิลิตร ท าการยอ่ยโปรตีนทั้งสองชนิดดว้ยเปปซินที่พีเอช 2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชัว่โมงโดยใชอ้ตัราส่วนเอนไซม์ : สับสเตรตเท่ากบั 1 : 25 (w/w) ท าการหยดุปฏิกิริยาโดย
การตม้ในน ้ าเดือด 30 นาที จากนั้นท าการยอ่ยดว้ยทริปซินต่อที่พเีอช 8 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมงโดยใชอ้ตัราส่วนเอนไซม์ : สับสเตรตเท่ากบั 1 : 25 (w/w) ท าการหยดุปฏิกิริยา
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โดยการตม้ในน ้ าเดือด 30 นาที ตั้งทิ้งไวจ้นสารละลายมีอุณหภูมิเท่าอุณหภูมิห้อง ปรับพีเอชของ
สารตวัอยา่งใหเ้ท่ากบั 7 และปรับปริมาตรสุดทา้ยจนเท่ากบั 7.5 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ที่ผ่านการฆ่า
เช้ือ จากนั้น ป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
กรองส่วนใสดว้ยตวักรองขนาด 0.45 ไมครอน (0.45 micron syringe filter; Acrodisc® Syringe 
Filters with Supor® Membrane) และท าการระเหยแหง้เพือ่เก็บไวใ้ชใ้นการทดลองต่อไป 
 
5.   การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีขนาดเล็กกว่า 3 กิโลดาลตันจากเปปซิน-ทริปซิน (ที่ไม่มีกลูเต
ลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดผสมอยู่)    
 
 น าไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน (ที่ไม่มีกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสททั้ง 2 
ชนิดผสมอยู)่ ที่ผา่นการระเหยแห้งจ านวน 672 มิลลิกรัม    ละลายในน ้ ากลัน่ที่ผา่นการฆ่าเช้ือปริ- 
มาตร 1 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที กรองส่วนใสด้วยตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน (0.2 micron nylon filter) (VERTICAL 
CHROMATOGRAPHY : Thailand) น าสารที่กรองมาท าการป่ันเหวี่ยงดว้ยหลอดเซ็นตริฟิวส์ที่มี
เยือ่เลือกผา่นขนาด 3 กิโลดาลตนั (3 kDa centrifugal filter) ที่แรงเหวี่ยง 4,000 g จากนั้น น าส่วนใส
ที่มีโปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดเล็กกวา่ 3 กิโลดาลตนัไปท าการระเหยแหง้เพือ่เก็บไวใ้ชใ้นการทด 
ลองต่อไป 
 
6.   การวัดปริมาณโปรตีนในสารตัวอย่างด้วยสารละลายไบยูเร็ต  
 
 สร้างกราฟมาตรฐาน BSA (Albumin from bovine serum) ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 0.01, 0.05, 
0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 2, 2.5 และ 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 200 ไมโครลิตร สาร
ตวัอยา่ง 200 ไมโครลิตร สารละลายไบยเูร็ต 900 ไมโครลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
545 นาโนเมตรของแต่ละปฏิกิริยา เปรียบเทียบกบัสารตวัอยา่งที่ตอ้งการวดั 
 
7.   การวัดปริมาณโปรตีนในสารตัวอย่างด้วยสารละลาย Bradford 
 
 สร้างกราฟมาตรฐาน BSA (Albumin from bovine serum) ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ (0.002, 
0.004, 0.006, 0.008, 0.010 และ 0.012 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) จ  านวน 800 ไมโครลิตร สารละลาย 
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Bradford (Bradford reagent, Biorad) 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้ วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 595 นาโนเมตรของแต่ละปฏิกิริยา เปรียบเทียบกบัสารตวัอยา่งที่ตอ้งการวดั 
 
8.   การวิเคราะห์โปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบวัฏภาค
ย้อนกลับ [Reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC)] 
 
 วเิคราะห์โกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทจากเอนโดสเปิร์มในเมล็ดขา้ว
ขาวดอกมะลิ 105 โดยใชส้ารตวัอยา่งปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตามสภาวะในตารางที่ 3 ซ่ึงปรับปรุง
จาก (Devkota et al., 2010) โดยตวัท าละลาย A คือ กรดไตรฟลูออโรแอซิติคความเขม้ขน้ 0.01 
เปอร์เซ็นต ์ (0.01%TFA) ในน ้ าบริสุทธ์ิสูง (ultrapure water) ตวัท าละลาย B คือ แอซิโตไนไทรล์
ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต ์(100% Acetonitrile) คอลมัน์ที่ใชไ้ดแ้ก่ ไฮเปอร์ซิลซี 18 อนุภาคขนาด 
5 ไมครอน ขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตร (Hypersil C 18 Particle size 5 micron, length 250 x 4.6 
mm.) น าโปรตีนโกลบูลิน กลูเตลินและโปรตีนไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซิน
ของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดผสมกับแอซิโตไนไทรล์ 1 เท่า แลว้กรองด้วยตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน 
(0.2 micron nylon syringe filter) วเิคราะห์กราฟของสารตวัอยา่งโดยใชส้ภาวะตามตารางที่ 3   
 
ตารางที่ 3  การตั้งค่าโปรแกรมเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบวฏัภาคยอ้นกลบั  
                 (RP – HPLC) ส าหรับวเิคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิ 

ขั้นตอน โปรแกรม เวลา(นาท)ี อัตราการไหล
(มิลลลิิตร/นาที) 

เปอร์เซ็นต์ตัวท า
ละลาย B 

0 Equil 0-2 1 0% 
1 Run 2-3 1 0-12% 
2 Run 3-13.5 1 12-26% 
3 Run 13.5-15 1 26% 
4 Run 15-20 1 26-40% 
5 Run 20-50 1 40-50% 
6 Run 50-55 1 50-100% 
7 Wash 55-60 1 100% 
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9.  การเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด์ 12 เปอร์เซ็นต์ส าหรับหารูปแบบโปรตีนจากข้าวขาว (Sodium 
dodecyl sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis ; SDS-PAGE)   
 
 เตรียม separating gel ด้วย Tris-HCl ความเขม้ข้น 1.5 โมลาร์ พีเอช 8.8 จ  านวน 2.5 
มิลลิลิตร น ้ ากลั่นจ านวน 3.25 มิลลิลิตร อะคริลาไมด์/บิสจ านวน 4  มิลลิลิตร โซเดียมโดเดคิล
ซัลเฟตความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์จ  านวน 0.1 มิลลิลิตร กลีเซอรอลจ านวน 0.1 มิลลิลิตร 
แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟตความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นตจ์  านวน 50 ไมโครลิตรและ TEMED จ านวน 5 
ไมโครลิตร จากนั้ นเทเจลลงไปในแผ่นกระจกของชุดเตรียมเจล รอจนเจลแข็งตัวแล้วจึงเติม 
stacking gel ลงไป (เตรียมได้โดยใช ้ Tris-HCl ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ พีเอช 6.8 จ  านวน 1.25 
มิลลิลิตร น ้ ากลั่นจ านวน 3 มิลลิลิตร อะคริลาไมด์/บิสจ านวน 0.65 มิลลิลิตร โซเดียมโดเดคิล
ซัลเฟตความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์จ  านวน 50 ไมโครลิตร กลีเซอรอลจ านวน 50 ไมโครลิตร 
แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟตความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์จ  านวน 25 ไมโครลิตรและ TEMED จ านวน 5 
ไมโครลิตร) เสียบหวเีพือ่ใหช้ั้น stacking gel เป็นรู รอจนเจลทั้งแผ่นแข็งตวัดี แลว้จึงโหลดโปรตีน
ที่ผสมกบั tracking dye ลงไป ท าการรันเจลโดยใชค้วามต่างศกัยท์ี่ 150 โวลต ์30 มิลลิแอมแปร์ใน 
1X running buffer จากนั้นท าการยอ้มเจลดว้ยสียอ้ม (เตรียมจาก Comassie brilliant blue จ  านวน 
0.25 กรัม กรดแอซิติคจ านวน 25 มิลลิลิตร เอทานอลบริสุทธ์ิจ านวน 100 มิลลิลิตร น ้ ากลัน่จ  านวน 
100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบ 250 มิลลิลิตร) เป็นเวลา 20 นาที แลว้ท าการลา้งสียอ้มซ่ึงเตรียม
จากเมทานอลบริสุทธ์ิจ านวน 300 มิลลิลิตร น ้ ากลัน่จ  านวน 1,100 มิลลิลิตร และกรดแอซิติคจ านวน 
100 มิลลิลิตร 
 
10. การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ 4 สายพันธ์ุ
ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม (96-well microplate) 
 

ท าการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย ์4 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ A.anitratus DMST 4183, 
 A.baumannii ATCC 19066, A. lwoffii ATCC 15309, S. aureus ATCC 25923 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
LB broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 220 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 16 ชัว่โมง ท าการ
เจือจางเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตรจนค่าการดูดกลืนแสง (optical density) เท่ากบั 
0.5 ปิเปตตเ์ช้ือที่ท  าการเจือจางน้ีลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลว้ท า
การเล้ียงเช้ือจนไดค้่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.1  เติมสารตวัอยา่งที่ไดจ้ากการเตรียมโปรตีน
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ไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบลิูน กลูเตลินจากเอนโดสเปิร์มในขา้วขาวและโปรตีนละลายน ้ าจาก
ร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรซ่ึงผ่านการกรองดว้ยตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน (0.2 
micron nylon filter) ที่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือโรคแลว้ วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตรที่เวลา 0, 2, 4, 6, 24 ชัว่โมง 
 
11.   การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ 11 สาย
พันธ์ุในหลอดทดลอง 
 

ท าการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย ์11 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ B. subtilis  ATCC 6633, 
 E. aerogenes  ATCC 13048, E. coli. ATCC 8739, E. coli. ATCC 25922, E. coli.O157:H7, S. 
aureus ATCC 25923, S. aureus  ATCC 6538, S. aureus  ATCC 6538P, P. aeruginosa  ATCC 
27853, P. aeruginosa  ATCC 9027, S. epidermidis  ATCC 12228 ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ท าการเจือจางเช้ือใน
อาหารเล้ียงเช้ือจนค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.13 - 0.15 ปิเปตตเ์ช้ือปริมาตร 800 ไมโครลิตรใส่
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมโกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเป
ปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 โดยใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการระเหยแห้งจ านวน 
2.5 มิลลิกรัมละลายในน ้ ากลัน่ 1,000 ไมโครลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตรโดยสารตวัอยา่งจะถูก
กรองดว้ยตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน (0.2 micron nylon filter) ที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือโรคแลว้ วดัค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรที่เวลา 0, 3, 6, 8, 24 ชัว่โมงโดยมีคานามยัซิน
ซลัเฟต (kanamycin sulfate) เป็นสารควบคุม 
 
12.  การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระชนิด 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
radical (DPPH●)  
 
 การทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระชนิด DPPH ดดัแปลงมาจากวิธีของ (Zhang et al., 
2010) โดยโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของขา้วขาว
ดอกมะลิ 105 ท าปฏิกิริยากบั DPPH●  โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ยโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์
พีเอช 7 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (50 mM potassium phosphate buffer pH7) สารตวัอยา่ง 50 
ไมโครลิตรหรือ 100 ไมโครลิตรและสารละลาย DPPH●  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปรับปริมาตร
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สุดทา้ยของปฏิกิริยาให้เท่ากับ 1,000 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สามารถ
ค านวณไดจ้ากสมการ 
 
 % Scavenging effect (%SE) = (1 – As/Ac) x 100    
 
โดย As    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตรของสารตวัอยา่ง 

Ac    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตรของสารควบคุม 
        (ไม่ใส่สารตวัอยา่ง) 
ใชก้รดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) แทนโปรตีนและเปปไทด ์ 
 

13.   การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH●) 
 
 การหาความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH●) ดดัแปลงจากวธีิของ   
(Malik et al, 2011) ในปฏิกิริยาปริมาตร 500 ไมโครลิตรประกอบดว้ยสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเต
ตระแอซิติคแอซิด (EDTA) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซค ์(H2O2) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ดีออกซีไรโบส (2-deoxy-D-
ribose) ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เฟอรัสซลัเฟต (ferrous sulfate) ความ
เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โปรตีนกลูเตลินหรือกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเป
ปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของขา้วขาวดอกมะลิ 105 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรโดยใชค้วาม
เขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1.5, 15, 150 นาโนกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรและ 1.5, 15 และ 150 ไมโครกรัม
โปรตีน/มิลลิลิตร บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นเติมกรดไทโอบาร์บิทู
ริคความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์[(1% of 2-thiobarbituric acid (1%TBA)] และกรดไตรคลอโรแอซิติค
ความเขม้ขน้ 2.8 เปอร์เซ็นต ์[2.8% trichloroacetic acid (2.8%TCA)] อยา่งละ 500 ไมโครลิตร ตม้
ในน ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที ป่ันเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสของ
ปฏิกิริยามาวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร ความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลสามารถค านวณไดจ้ากสมการ 

 
% Scavenging effect (%SE) = (1 – As/Ac) x 100 



 

37 

 

      
 

โดย As    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตรของสารตวัอยา่ง 
Ac    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตรของสารควบคุม 
        (ไม่ใส่สารตวัอยา่ง) 
ใชก้รดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) แทนโปรตีนและเปปไทด ์ 
 

14.   การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของกรดไขมันลิโนเลอิก (Inhibition 
of Linoleic acid autooxidation) 
 
 การทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิก  
(linoleic acid) ท าโดยดดัแปลงวธีิของ (Nazeer  and Kulandai, 2012) ในปฏิกิริยา 18.84 มิลลิ 
ลิตรประกอบดว้ยเอทานอล 99.5 เปอร์เซ็นต ์(99.5% ethanol) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โปรตีนกลูเตลิน 
และกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของขา้วขาวดอกมะลิ 105 ที่ 
ละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พเีอช 7 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ความเขม้ขน้ต่างๆ  
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและกรดไขมนัลิโนเลอิก 25 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรจนได ้18.84 มิลลิลิตร 
ดว้ยโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พเีอช 7 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วนัในที่มืด จากนั้น ดูดสารในปฏิกิริยาที่บ่มในวนัที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 มา 25  
ไมโครลิตร เติมลงในเอทานอล 75 เปอร์เซ็นต ์(75% ethanol) จ  านวน 1,175 ไมโครลิตร แอมโม 
เนียมไทโอไซยาเนต 30 เปอร์เซ็นต ์(30% ammonium thiocyanate) และเฟอรัสคลอไรดค์วาม 
เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ [20 mM Ferrous chloride (ละลายในกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 3.5  
เปอร์เซ็นต)์] อยา่งละ 25 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 3 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คล่ืน 500 นาโนเมตร ความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิก 
ค  านวณไดจ้ากสมการ 
 

% inhibition = (1 – As/Ac) x 100 
 
โดย As    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตรของสารตวัอยา่ง 

Ac    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตรของสารควบคุม 
        (ไม่ใส่สารตวัอยา่ง) 
ใชว้ติามินอี (α-tocopherol) แทนโปรตีนและเปปไทด ์
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15.   การวัดความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร 
 

ท  าการเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII ATCC No.HTB103) ในอาหาร
เล้ียงเซลล์มะเร็ง IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Media) ท  าการยอ่ยเซลล์มะเร็งที่เกาะอยูท่ี่
ผวิขวดเล้ียงเซลล์ดว้ยทริปซิน-อีดีทีเอความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์(0.05% Trypsin-EDTA) ท าให้
เซลลแ์ยกออกจากกนัโดยการปิเปตตข์ึ้น – ลง ปิเปตตเ์ซลลใ์ส่ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุมๆละ 200 
ไมโครลิตร โดยเจือจางเซลล์ให้มีจ  านวนประมาณ 4,000 เซลล์ต่อหลุม บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนั้น ปิเปตตอ์าหารเก่าออกแลว้
เติมอาหารใหม่ลงไป 200 ไมโครลิตร เติมโปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน
และชนิดเปปซิน-ทริปซินที่ผ่านการกรองดว้ยตวักรองขนาด 0.45 ไมครอน (0.45 micron syringe 
filter; Acrodisc® Syringe Filters with Supor® Membrane) ที่ผ่านการฆ่าเช้ือลงไปหลุมละ 20 
ไมโครลิตร บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง แลว้เติมสารละลาย MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
คาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ปิเปตตส์ารละลายเก่าทิ้ง แลว้เติมสารละลาย
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide) ลงไปหลุมละ 200 ไมโครลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกบัเซลล์ตบัปกติ [Human Liver cell line (Chang), 
CLS No. 300139] ที่เล้ียงใน MEM (Minium Essential Medium Eagle) ค  านวณร้อยละการอยูร่อด
ของเซลล ์(% cell viability) จาก 
    

% cell viability = (As/Ac) X 100 

 

โดย As    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตรของสารตวัอยา่ง 
Ac    คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตรของสารควบคุม 
        (ไม่ใส่สารตวัอยา่ง) 

   

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl


 

39 

 

      
 

ผลและวจิารณ์ 
 

ผล 
 

1.  การศึกษารูปแบบโปรตีนอัลบูมิน โกลบูลนิและกลูเตลินในข้าวไทย 16 พันธ์ุ 
 
 เม่ือท าการสกัดขา้วขาวจ านวน 16 พนัธุ์ดว้ยวิธีในขอ้ 1 พบว่าโปรตีนอลับูมิน โกลบูลิน
และกลูเตลินในขา้วทั้ง 16 พนัธุ์ มีลกัษณะดังภาพที่ 8 (ก-ค) โดยพบว่ารูปแบบโปรตีนอลับูมิน 
โกลบูลินและกลูเตลินในขา้วขาว 16 พนัธุ ์มีลกัษณะคลา้ยคลึงกนั จากภาพที่ 8ก  จะพบวา่ขา้วทั้ง 16 
สายพนัธุมี์อลับูมินซ่ึงประกอบไปดว้ยโปรตีนหลกั 1 แถบ คือที่ประมาณ 12 กิโลดาลตนั ภาพที่ 8ข 
มีโกลบูลินซ่ึงประกอบไปดว้ยโปรตีนหลกั 2 ชนิด มีน ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 19 และ 22 กิโลดาล
ตนั ส่วนรูปที่ 8ค พบวา่ในการสกดักลูเตลินจากขา้วทั้ง 16 สายพนัธุ์ พบแถบโปรตีนหลกั 4 แถบมี
น ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 12, 21, 30 และ 83 กิโลดาลตนั จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีโดย (Wen  and 
Luthe, 1985) พบวา่กลูเตลินมีแถบโปรตีนหลกั 2 แถบอยูท่ี่ประมาณ 21 และ 30 กิโลดาลตนั ซ่ึงใน
การทดลองน้ีกลูเตลินในขา้วจึงมีน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 21 และ 34 กิโลดาลตนั อยา่งไรก็ตามยงั
พบแถบโปรตีนชนิดอ่ืนซ่ึงคาดว่าอาจเป็นโปรลามินซ่ึงมีน ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 12 กิโลดาลตนั
จ านวน 1 แถบและโปรตีนชนิดอ่ืนซ่ึงมีขนาดใหญ่กว่า 75 กิโลดาลตนัอีก 1 แถบ (Shewry  and 
Halford, 2002) เน่ืองจากโปรตีนที่พบมีความคลา้ยคลึงกนั ในการทดลองขั้นถดัไปจึงท าการศึกษา
เพิ่มเติมโดยเลือกขา้วขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงเป็นสายพนัธุ์ที่นิยมบริโภคมาท าการศึกษาทดลอง
เพิม่เติม 
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ภาพที่ 8  รูปแบบโปรตีน (ก) อลับูมิน (ข) โกลบูลินและ (ค) กลูเตลินที่สกดัจากขา้วขาว 16 พนัธุ ์ 
 

ข 

22 กิโลดาลตนั 

19 กิโลดาลตนั 

พล
าย
งา
มป

รา
จีน

บรุี
 

ก 

 12 กิโลดาลตนั 
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ภาพที่ 8 (ต่อ)   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30 กิโลดาลตนั 
 (กลูเตลนิ) 

21 กิโลดาลตนั 
(กลูเตลนิ) 
 
 12 กิโลดาลตนั 
  

ค 

 ใหญ่กวา่ 75 กิโลดาลตนั 
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2.  การเตรียมโปรตีนอัลบูมิน โกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดเสปิร์มของข้าวขาวและโปรตีนที่
ละลายน ้าจากร าพันธ์ุพิษณโุลก 2 และโปรตีนไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซิน
เพื่อใช้ทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 4 สายพันธุ์  
 
 จากผลการทดลอง เม่ือท าการยอ่ยโปรตีนอลับูมิน โกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดสเปิร์ม
ในเมล็ดขา้วขาวพนัธุพ์ษิณุโลก 2 (PSL2) และน าตะกอนโปรตีนไดแ้ก่ อลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลิน
และไฮโดรไลเสทของโปรตีนแต่ละชนิดมาอย่างละ 2 มิลลิกรัม เติมน ้ ากลัน่ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ 1 
มิลลิลิตรพบวา่โปรตีนจากขา้วขาวและร ารวมทั้งไฮโดรไลเสทของโปรตีนแต่ละชนิดมีความเขม้ขน้
แตกต่างกนัดงัตารางที่ 4  
 
ตารางที่ 4  แสดงความเขม้ขน้โปรตีน(ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร)เร่ิมตน้ของอลับูมิน โกลบูลิน  
                 กลูเตลินในขา้วขาว โปรตีนที่ละลายน ้ าจากร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 และไฮโดรไลเสทที่ 
                  เตรียมไดเ้ม่ือน าตะกอนโปรตีน 2 มิลลิกรัมละลายในน ้ า 1 มิลลิลิตรซ่ึงหาปริมาณโปร 
                  ตีนดว้ยวธีิไบยเูร็ตในการทดลองที่ 6 และความเขม้ขน้สุดทา้ยที่ใชใ้นการทดสอบความ 
                  สามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
 

 
ชนิดของ
โปรตีน 

ความเข้มข้นของโปรตีนแต่ละชนิด (ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ไม่ผ่านการย่อย ย่อยด้วยเปปซิน ย่อยด้วยเปปซิน-ทริปซิน 

เร่ิม สุดท้าย เร่ิม สุดท้าย เร่ิม สุดท้าย 

อัลบูมิน 38 7.6 133 26.6 398 79.6 
โกลบูลิน 171 34.2 361 72.2 1,651 330.2 
กลูเตลิน 0 0 361 72.2 778 155.6 
ร า 1,139 227.8 1,082 216.4 1,120 224 
*หมายเหตุ              เร่ิม คือ ความเขม้ขน้โปรตีนของสารตวัอยา่ง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ที่เตรียม
                จากการน าตะกอน 2 มิลลิกรัมละลายในน ้ า 1 มิลลิลิตร 
                     สุดทา้ย คือ ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอยา่งที่ใชศึ้กษาความสามารถในการ 
                  ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
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3.  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ 4 สายพันธ์ุ 
ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม (96-well microplate) 
 
 จากการเตรียมโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของขา้วขาวทั้ง 9 ชนิดและร า 3 ชนิด 
พบวา่เม่ือน าสารตวัอยา่งมาท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อ
โรคในมนุษย ์4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ A. anitratus DMST 4183, A. baumannii ATCC 19066, A. lwoffii 
ATCC 15309, S. aureus ATCC 25923 โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งในตารางที่ 4   
  
 โปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทบางชนิดสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียชนิด A. anitratus 
DMST 4183 โดยจากการทดลองทั้ง 2 คร้ังพบว่าเม่ือครบเวลา 6 ชัว่โมง ตวัอยา่งที่ใส่โปรตีนอลับู
มิน อลับูมินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินและโปรตีนกลูเตลินมีการเจริญต ่ากว่าตวัอยา่งอ่ืน
และชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง มีเพียงโปรตีนกลูเตลินเท่านั้นที่ยงั
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนอลับูมิน อลับูมินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริป 
ซินและโปรตีนกลูเตลินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีได ้นอกจากน้ี ตั้งแต่เวลา 4 
ชัว่โมงขึ้นไป ตวัอยา่งที่ใส่โปรตีนละลายน ้ าจากร าและไฮโดรไลเสทจากร าทั้ง 2 ชนิดมีการเจริญสูง
กว่าตัวอย่างอ่ืนและชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่าโปรตีนละลายน ้ าจากร าและ
ไฮโดรไลเสทจากร าทั้ง 2 ชนิดส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียน้ี ดงัแสดงในภาพที่ 9 (ก-ข) 
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ภาพที่ 9ก  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2  
                ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ A.anitratus DMST 4183 (ทดสอบคร้ังที่ 1) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 
                ดว้ยวธีิ Duncan  และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่ง  
                เร่ิมตน้ 2 มิลลิกรัมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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ภาพที่ 9ข  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 
                ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ A.anitratus DMST 4183 (ทดสอบคร้ังที่ 2) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 
                ดว้ยวธีิ Duncan  และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่งเร่ิมตน้  
                2 มิลลิกรัมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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 โปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทบางชนิดสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียชนิด A. 
baumannii ATCC 19066 โดยจากการทดลองทั้ง 2 คร้ังพบวา่ที่เวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งที่ใส่โปรตีน
โกลบูลินและกลูเตลินมีการเจริญของเช้ือต ่ากว่าตวัอยา่งอ่ืนและชุดควบคุมอยา่งมีนัยส าคญั แสดง
ใหเ้ห็นวา่โปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียได ้
ในขณะที่ตวัอยา่งที่ใส่โปรตีนละลายน ้ าจากร าและไฮโดรไลเสทจากร าทั้ง 2 ชนิดมีการเจริญของเช้ือ
สูงกวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบที่เวลาเดียวกนั นอกจากน้ีที่เวลา 4 และ 6 ชัว่โมง
พบวา่โปรตีนจากขา้วขาวและร า รวมทั้งโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนทั้ง 2 ชนิด เร่งการเจริญ
ของเช้ือชนิดน้ี แสดงให้เห็นว่าโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียน้ีได ้ในขณะที่โปรตีนละลายน ้ าจากร าและไฮโดรไลเสทจากร าทั้ง 2 ชนิดส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ี ดงัแสดงในภาพที่ 10 (ก-ข)  
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 ภาพที่ 10ก  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 
                   ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ A. baumannii ATCC 19066 (ทดสอบคร้ังที่ 1)โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 

                   ดว้ยวธีิ Duncan  และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่งเร่ิมตน้ 
                  2 มิลลิกรัมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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 ภาพที่ 10ข  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2  

                   ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ A. baumannii ATCC 19066 (ทดสอบคร้ังที่ 2) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบ 
                    เทียบดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่ง  
                    เร่ิมตน้ 2 มิลลิกรัมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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48 

 โปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งบางชนิดสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียชนิด A. lwoffii ATCC 15309 โดยจากการทดลองทั้ง 2 คร้ังพบวา่ที่เวลา 6 ชัว่โมง ตวัอยา่ง
ที่ใส่โปรตีนจากขา้วขาวและร ารวมทั้งไฮโดรไลเสทของโปรตีนแต่ละชนิดมีการเจริญต ่ากว่าชุด
ควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั ส่วนที่เวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งที่ใส่โปรตีนและไฮโดรไลเสทจากขา้วขาว
เท่านั้นที่มีการเจริญต ่ากว่าตวัอยา่งอ่ืนและชุดควบคุมอยา่งมีนัยส าคญั ในขณะที่โปรตีนละลายน ้ า
จากร าและไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดจากร าเร่งการเจริญของเช้ือชนิดน้ี แสดงให้เห็นว่าโปรตีนและ
ไฮโดรไลเสทของโปรตีนแต่ละชนิดจากขา้วขาวสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียน้ีได ้
ในขณะที่โปรตีนละลายน ้ าจากร าและไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดจากร าส่งเสริมการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียชนิดน้ีดงัแสดงในภาพที่ 11 (ก-ข) 
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ภาพที่ 11ก  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2  
                  ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lwoffii ATCC 15309 (ทดสอบคร้ังที่ 1) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 
                  ดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่งเร่ิมตน้ 
                  2 มิลลิกรัมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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ภาพที่ 11ข  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับมิูน โกลบลิูน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2  
                   ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lwoffii ATCC 15309 (ทดสอบคร้ังที่ 2) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 
                   ดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่งเร่ิมตน้ 
                   2 มิลลิกรัมน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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51 

 โปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทบางชนิดสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย
ชนิด S.aureus ATCC 25923 โดยจากการทดลองทั้ง 2 คร้ังพบว่าที่เวลา 2, 4 และ 6 ชัว่โมง ตวัอยา่ง
ที่ใส่โปรตีนอลับูมิน โกลบูลินและกลูเตลินมีการเจริญต ่ากว่าตวัอยา่งอ่ืนและชุดควบคุมอยา่งมี
นัยส าคญั แสดงให้เห็นว่าโปรตีนอลับูมิน โกลบูลินและกลูเตลินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียนน้ีได้ ในขณะที่ที่ เวลา 4 ชั่วโมงขึ้ นไป ตัวอย่างที่ใส่โปรตีนละลายน ้ าจากร าและ
ไฮโดรไลเสทจากร าทั้ง 2 ชนิดมีการเจริญสูงกว่าตวัอยา่งอ่ืนและชุดควบคุมอยา่งมีนัยส าคญั แสดง
ใหเ้ห็นว่าโปรตีนละลายน ้ าจากร าและไฮโดรไลเสทจากร าทั้ง 2 ชนิดส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
เช้ือแบคทีเรีย ดงัแสดงในภาพที่ 12 (ก-ข) 
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ภาพที่ 12ก  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2  
                   ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S.aureus ATCC 25923 (ทดสอบคร้ังที่ 1) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 
                   ดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่งเร่ิมตน้ 
                   2 มิลลิกรัมน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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 ภาพที่ 12ข  แสดงความสามารถของโปรตีนและโปรตีนไฮโดรไลเสทของอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาวและร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 

                   ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S.aureus ATCC 25923 (ทดสอบคร้ังที่ 2) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบ 
                   ดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ใชส้ารตวัอยา่งเร่ิมตน้ 
                   2 มิลลิกรัมน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร)    
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4.  การเตรียมโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินจากเอนโดเสปิร์มของข้าวขาวดอกมะลิ 105 และโปรตีนไฮโดรไล
เสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซิน 
 
 โปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินที่สกดัไดจ้ากขา้วขาวดอกมะลิ 105 จ านวน 1 กิโลกรัมเม่ือผ่านการ
ระเหยแหง้แลว้มีประมาณ 0.8 กรัมและ 16 กรัมตามล าดบั และเม่ือท าการยอ่ยโปรตีนทั้งสองชนิดดว้ยเปป 
ซินและเปปซิน–ทริปซินและตรวจสอบการย่อยของโปรตีนด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
แบบวฏัภาคยอ้นกลบั (RP – HPLC) พบวา่มีการเปล่ียนแปลงของรูปแบบโครมาโทแกรมเม่ือเปรียบเทียบกบั
โปรตีนก่อนยอ่ยซ่ึงแสดงให้เห็นว่าโปรตีนทั้งสองชนิดถูกยอ่ยโดยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด ดงัแสดงให้เห็นใน
ภาพที่ 13 (ข) และ (ค) โดยรูป (ก) คือโครมาโทแกรมของตวัท าละลายที่ใชล้ะลายสารตวัอยา่ง (น ้ า) และ
เอนไซมท์ี่ใชใ้นการยอ่ยสารตวัอยา่ง 
   
 เม่ือน าตะกอนโปรตีนของโกลบูลิน กลูเตลินที่ไม่ผา่นการยอ่ยและโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีน
ทั้งสองชนิดจ านวน 10 มิลลิกรัมที่ผา่นการระเหยแหง้แลว้ เติมน ้ ากลัน่ (ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ) ลงไป 1 มิลลิลิตร 
พบวา่โปรตีนที่ไม่ผา่นการยอ่ยและโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนทั้งสองชนิดมีความเขม้ขน้แตกต่างกนั
ดงัตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  แสดงความเขม้ขน้ของโปรตีน (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) ของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้ว 
                  ขาวดอกมะลิ 105 ก่อนการยอ่ยและโปรตีนไฮโดรไลเสทของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดที่ผา่นการระเหย 
                  แหง้จ านวน 10 มิลลิกรัมในน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร  
  
                 ความเข้มข้นโปรตีน (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ก่อนย่อย เปปซิน เปปซิน – ทริปซิน 
โกลบูลิน 3.4+0.2 1.5+0.1 0.1+0.0 

กลูเตลิน 5.1+0.2 1.2+0.1 0.2+0.0 
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รูปที่ 13  แสดงความสามารถในการยอ่ยโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105  
              ดว้ยเปปซินและเปปซิน–ทริปซินโดย (ก) แบค็กราวน์: น ้ า (เขียว) – เปปซิน (ม่วง) –  
              ทริปซิน (แดง)  (ข) โกลบูลินที่ไม่ถูกยอ่ย (ม่วง) – โกลบูลินยอ่ยดว้ยเปปซิน (แดง) – โกล 
               บูลินยอ่ยดว้ยเปปซิน-ทริปซิน (เขียว)  (ค) กลูเตลินที่ไม่ถูกยอ่ย (เขียว)- กลูเตลินยอ่ยดว้ย 
               เปปซิน (ม่วง) – กลูเตลินยอ่ยดว้ยเปปซิน - ทริปซิน (แดง)  
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5.  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ 11 สายพันธ์ุ
ในหลอดทดลอง 
 
 เม่ือทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย ์11 สาย
พนัธุ์ ไดแ้ก่ B.subtilis  ATCC 6633, E.aerogenes  ATCC 13048, E.coli ATCC 8739, E.coli ATCC 
25922, E. coli O157:H7, S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 6538, S.aureus ATCC 6538P, 
P.aeruginosa  ATCC 27853, P.aeruginosa ATCC 9027, S.epidermidis ATCC 12228 ดว้ยโกลบู
ลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน (จากขา้วขาวดอกมะลิ 105) ที่
เวลา 0, 3, 6, 8 และ 24 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในรูปที่ 14-24 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย B.subtilis  ATCC 
6633 พบว่าที่เวลา 6 ชัว่โมงขึ้นไป กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีความสามารถใน
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียอย่างมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมและชุดที่ถูก
ทดสอบดว้ยโกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย E.aerogenes  
ATCC 13048 ทั้งโกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินไม่มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย E.coli ATCC 
8739 พบวา่ที่เวลา 3, 6 และ 24 ชัว่โมง โกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปป 
ซิน-ทริปซินสามารถส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียไดม้ากกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคุม 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย E.coli ATCC 
25922 พบวา่ที่เวลา 3 และ 6 ชัว่โมง โกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-
ทริปซินส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ส่วนที่
เวลา 24 ชัว่โมงโกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญ
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ของเช้ือแบคทีเรียอยา่งมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดที่ถูกทดสอบดว้ยกลูเตลิน
ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย E.coli O157:H7 
ที่เวลา 3 ชัว่โมง โกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินส่งเสริม
การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียอย่างมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และที่เวลา 6 
ชัว่โมงมีเพยีงโกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินเท่านั้นที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดที่ถูกทดสอบดว้ยกลูเตลินไฮโดรไล
เสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S.aureus ATCC 
25923 ที่เวลา 6 ชัว่โมงขึ้นไป ทั้งโกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน- 
ทริปซินส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S.aureus  ATCC 
6538 พบว่าที่เวลา 6 ชัว่โมง โกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรียอยา่งมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดที่ถูกทดสอบดว้ยกลูเตลิน
ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน  
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S.aureus  ATCC 
6538P ทั้ งโกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน -ทริปซินไม่มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย P.aeruginosa  
ATCC 27853  พบว่าที่เวลา 3, 6 และ 8 ชัว่โมง ทั้งโกลบูลินไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไล
เสทชนิดเปปซิน-ทริปซินส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคุม 
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 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย P.aeruginosa  
ATCC 9027 พบว่าที่เวลา 8 ชั่วโมง โกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียอยา่งมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดที่ถูกทดสอบ
ดว้ยกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน  
 
 เม่ือท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S.epidermidis 
ATCC 12228 จ านวน 2 ซ ้ าที่ไม่ขึ้นต่อกนั พบวา่ที่เวลา 3, 6 และ 8 ชัว่โมงทั้งโกลบูลินไฮโดรไลเสท
และกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียอยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
 
 จากผลการทดลองท าให้สรุปไดว้่าโกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินและกลูเต
ลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีฤทธ์ิต่อเช้ือแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 11 สายพนัธุ ์ดงัตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6  สรุปผลความสามารถของโกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินและกลูเตลิน 
                  ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินในการยบัย ั้งหรือส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 
                  ก่อโรคทั้ง 11 สายพนัธุ ์
 

เช้ือแบคทีเรีย โกลบูลินไฮโดรไลเสท 
ชนิดเปปซิน-ทริปซิน 

กลูเตลินไฮโดรไลเสท 
ชนิดเปปซิน-ทริปซิน 

ยับยั้ง ส่งเสริม ยับยั้ง ส่งเสริม 
B.subtilis  ATCC 6633 - - √ - 
E.aerogenes  ATCC 13048 - - - - 
E.coli. ATCC 8739 - √ - √ 
E.coli. ATCC 25922 - √ - √ 
E.coli.O157:H7 - √ - √ 
S.aureus ATCC 25923 - √ - √ 
S.aureus  ATCC 6538 - √ - - 
S.aureus  ATCC 6538P - - - - 
P.aeruginosa  ATCC 27853 - √ - √ 
P.aeruginosa  ATCC 9027 - √ - - 
S.epidermidis ATCC 12228 - √ - √ 
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ภาพที่ 14  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญเติบ 
                 โตของเช้ือ B.subtilis  ATCC  6633 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความ 
                  แตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบลิูนและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน- 
                  ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 15  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ E.aerogenes  ATCC 13048 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ 
                 แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไล 
                 เสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 16  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการ  
                 เจริญเติบโตของเช้ือ E.coli ATCC 8739 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ  
                 แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไล 
                 เสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 17  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ E.coli ATCC 25922 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดง 
                 ความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบลิูนและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                 เปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 18  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ E.coli O157:H7 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความ 
                 แตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน- 
                 ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 19  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ S.aureus ATCC 25923 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดง 
                 ความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบลิูนและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน- 
                 ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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               ภาพที่ 20  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 

                 เติบโตของเช้ือ S.aureus  ATCC 6538 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดง   
              ความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั  (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
              ชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 21  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ S.aureus  ATCC 6538P โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดง 
                 ความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
              เปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 22  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ P.aeruginosa  ATCC 27853 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ 
                 แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
              ชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 23  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                 เติบโตของเช้ือ  P.aeruginosa ATCC 9027 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ 
                 แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไล  
                 เสทชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 24ก  แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                   เติบโตของเช้ือ S.epidermidis ATCC 12228 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ 
                   แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
                ชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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ภาพที่ 24ข   แสดงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในการยบัย ั้งการเจริญ 
                    เติบโตของเช้ือ S.epidermidis ATCC 12228 โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียวดัดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ 
                    แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
                 ชนิดเปปซิน-ทริปซิน = 0.05 และ 0.1 มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ) 
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6.  การศึกษาความสามารถเบือ้งต้นในการต้านอนุมูลอสิระชนิด 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
radical (DPPH) ของโปรตีนโกลบูลิน กลูเตลินจากข้าวขาวดอกมะล ิ105 และโปรตีนไฮโดรไลเสท
ชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของโปรตีนทั้ง 2 ชนิด  
 
 เม่ือชัง่ตะกอนโกลบูลิน กลูเตลินและโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผา่นการระเหยแหง้อยา่งละ 10  
มิลลิกรัม ละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พเีอช 7 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 1  
มิลลิลิตร พบวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทละลายไดห้มดในขณะที่โปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินละลาย 
ไดเ้พยีงบางส่วนเท่านั้น ดงันั้นจึงท าการป่ันเหวีย่งโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินและน าเฉพาะส่วน 
ใสมาใชใ้นการทดสอบเม่ือทดลองหาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH โดยใชส้ารตวั 
อยา่งปริมาตร 50 และ 100 ไมโครลิตร พบวา่โปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล 
อิสระ DPPH มากกวา่โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน เม่ือ 
ใชป้ริมาณตะกอนโปรตีนเร่ิมตน้เท่ากนัโดยความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH แสดงใน 
รูป %scavenging effect (%SE) หรือร้อยละการก าจดัอนุมูลอิสระดงัแสดงในตารางที่ 7   
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ตารางที่ 7  แสดงร้อยละการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH (%SE) ของโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลิน  
                  เปรียบเทียบกบัไฮโดรไลเสทของโปรตีนทั้งสองชนิดเม่ือชัง่ตะกอนโปรตีนที่ผา่นการ   
                   ระเหยแหง้ 10 มิลลิกรัมในโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พเีอช 7 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิ  
                  โมลาร์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 
      
                สารตัวอย่าง 

ร้อยละการก าจัดอนุมูลอิสระ 

50 ไมโครลิตร 100 ไมโครลิตร 
โกลบูลิน 8.3 + 0.9% 13.9 + 0.3% 
โกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิด 
เปปซิน 

8.6 + 2.0%   11.6 + 0.7%  

โกลบูลินไฮโดรไลเสทชนิด 
เปปซิน-ทริปซิน 

-1.1 + 6.2% 4.0 + 0.6% 

กลูเตลิน 28.4 + 2.7% 38.0 + 4.7% 
กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
เปปซิน 

4.6 + 1.2%   8.4 + 2.0%  

กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
เปปซิน-ทริปซิน 

2.8 + 0.5%  -0.5 + 1.1%  

 
 จากผลการทดลองในตารางที่ 7 แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนกลูเตลินมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล 
อิสระ DPPH มากกวา่โปรตีนโกลบูลิน ไฮโดรไลเสทของโกลบูลินและกลูเตลินชนิดเปปซินและ 
ชนิดเปปซิน-ทริปซิน ดงันั้น ในการทดลองขั้นถดัไป เฉพาะโปรตีนกลูเตลินเท่านั้นที่ถูกเลือกมา 
เน่ืองจากมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH มากที่สุดและเป็นโปรตีนที่สามารถสกดัออกมาไดเ้ป็น 
ปริมาณมาก 
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7.  การทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระชนิด 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 
 (DPPH) ของโปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
 
 เม่ือน าโปรตีนกลูเตลินและโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดมาทดสอบหาฤทธ์ิในการตา้น 
อนุมูลอิสระ DPPH โดยเพิม่ปริมาณของตะกอนเพือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้โปรตีนที่ใชท้ดสอบเท่ากนั  
ดงันั้น สารตวัอยา่งจะมีความเขม้ขน้สุดทา้ยของโปรตีนเท่ากบั 66, 137, 206, 274 และ 548 ไมโคร 
กรัมโปรตีน/มิลลิลิตร พบวา่โปรตีนกลูเตลินมีร้อยละความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระDPPH  
มากที่สุด แต่เม่ือผา่นการยอ่ยดว้ยเปปซินและเปปซิน-ทริปซินแลว้ ฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระ  
DPPH กลบัมีค่าลดลงซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองแรก ดงัแสดงในภาพที่ 25 แต่เม่ือเปรียบเทียบกบั 
ความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ของกรดแอสคอร์บิค (ภาพที่ 26) แลว้ พบวา่ตอ้งใช ้
โปรตีนกลูเตลินถึง 274 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรจึงจะมีร้อยละความสามารถในการก าจดัอนุมูล 
อิสระ DPPH ใกลเ้คียงกบัเม่ือใชก้รดแอสคอร์บิค 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยค่า IC50 ของกลูเตลิน 
และกรดแอสคอร์บิคเท่ากบั 0.19 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร และ 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
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ภาพที่ 25  เปรียบเทียบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของโปรตีนกลูเตลินทีไ่ด ้
                 จากการสกดัขา้วขาวดอกมะลิ 105 และกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปป 
                 ซิน-ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 

 
 

 

ภาพที่ 26  แสดงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของกรดแอสคอร์บิคที่ความ 
                        เขม้ขน้ต่างๆ 
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8.  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกดิอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH) 
 
 เม่ือน าโปรตีนกลูเตลินและโปรตีนไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดมาท าการทดสอบร้อยละ
ความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH) โดยให้ปฏิกิริยามีความเขม้ขน้
สุดทา้ยของสารตวัอยา่งเท่ากับ 1.5, 15, 150 นาโนกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรและ 1.5, 15 และ 150 
ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร พบวา่ทั้งกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดสามารถยบัย ั้ง
การเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล โดยกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีความสามารถใน
การยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลได้มากที่สุดเม่ือเปรียบเทียบที่ความเข้มข้นของสาร
ตวัอย่างตั้งแต่ 1.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรขึ้นไป ดงัแสดงในภาพที่ 27 นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบ
ความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลระหว่างกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเป
ปซิน-ทริปซินและกรดแอสคอร์บิค พบว่า เม่ือใชส้ารตวัอยา่งที่มีความเขม้ขน้เดียวกัน กลูเตลิน
ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลได้
สูงกว่ามาก ดงัแสดงในภาพ 27-28 โดยค่า IC50 ของกลูเตลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน
และกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินเท่ากบั 1.91, 5.80 และ 1.72 มิลลิกรัมโปรตีน/
มิลลิลิตร ในขณะที่กรดแอสคอร์บิคมีค่า IC50 เท่ากบั 29.74 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นอกจากน้ี เม่ือท า
การทดลองซ ้ าอีก 2 คร้ังพบวา่ผลการทดลองสอดคลอ้งกบัผลการทดลองลองในคร้ังแรกดงัแสดงใน
ภาพผนวกที่ 14-17 
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ภาพที่ 27  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของโปรตีนกลูเต             
                 ลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 

 
 

ภาพที่ 28  แสดงร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของกรดแอสคอร์บิคที่ 

                 ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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9.  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกดิออกซิเดชันของกรดไขมันลิโนเลอิก (Inhibition 
of Linoleic autooxidation) 
 
 เม่ือน าโปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินมา 
ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกโดยใหทุ้กปฏิกิริยามี 
ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอยา่งเท่ากบั 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร พบวา่ตั้งแต่วนัที่ 1 ถึง 
วนัที่ 5 ของการบ่มปฏิกิริยา พบวา่ทั้งกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปป 
ซิน-ทริปซินสามารถยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกได ้โดยกลูเตลินไฮโดรไล 
เสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิก 
ไดม้ากที่สุดดงัแสดงในภาพ 29  นอกจากน้ี เม่ือเปรียบเทียบความสามารถน้ีกบัแอลฟา–โทโคฟีรอล  
(วติามินอี) และกรดแอสคอร์บิคที่ความเขม้ขน้เดียวกนัจะเห็นวา่กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปป 
ซิน-ทริปซินมีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกไดม้ากกวา่ 
แอลฟา–โทโคฟีรอล (วติามินอี) และกรดแอสคอร์บิค ดงัแสดงในตารางที่ 8 จากผลการทดลอง 
แสดงใหเ้ห็นวา่กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออก 
ซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกไดดี้ที่สุด ดงันั้น จึงเลือกใชก้ลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริป 
ซินในการทดลองการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกขั้นต่อไป 
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             ภาพที่ 29  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของ 
                              กรดลิโนเลอิกของโปรตีนกลูเตลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน 
                              และชนิดเปปซิน – ทริปซินเม่ือใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอยา่ง 
                              เท่ากบั 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 8  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิกของ 
                  โปรตีนกลูเตลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน – ทริปซิน 
 

 ร้อยละความสามารถในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 

กลูเตลิน  62.0 + 5.9 80.5 + 2.5 90.8 + 1.3 92.1 + 2.1 93.8 + 2.4 
กลูเตลินไฮโดรไลเสท 
ชนิดเปปซิน 

  60.5 + 12.8 83.9 + 3.2 93.0 + 3.5 94.3 + 3.0 95.1 + 3.2 

กลูเตลินไฮโดรไลเสท 
ชนิดเปปซิน-ทริปซิน 

  73.8 + 7.7 92.0 + 1.6 96.9 + 2.0 96.7 + 3.6 98.1 + 3.5 

แอลฟา-โทโคฟีรอล 41.0 + 15.7 72.2 + 5.6 80.1 + 4.4 78.0 + 4.1 71.5 + 5.8 

กรดแอสคอร์บิค 84.1 +  6.5 19.9 + 10.4 -11.1 + 6.0 -5.5 + 9.5 8.1 + 4.5 

*หมายเหตุ ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารตวัอยา่งในปฏิกิริยาเท่ากบั 150 ไมโครกรัมโปรตีน/   
                   มิลลิลิตร 
  
 เม่ือน ากลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน–ทริปซินมาทดสอบความสามารถในการป้องกนั 
การเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกโดยใหป้ฏิกิริยามีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1.5, 15,  
150 นาโนกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรและ 1.5, 15 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร บ่มปฏิกิริยา 
เป็นเวลา 5 วนั และเก็บผลการทดลองในวนัที่ 2 – 5 พบวา่กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน–ทริป 
ซินสามารถป้องกนัการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกไดเ้ม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของสารตวั 
อยา่งตั้งแต่ 15 นาโนกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรขึ้นไป และความสามารถน้ีจะเพิม่มากขึ้นเม่ือบ่มปฏิกิริ 
ยานานขึ้น ดงัแสดงในภาพที่ 30 โดยค่าของสารตวัอยา่ง IC50 ในวนัที่ 2, 3, 4 และ 5 เท่ากบั 8.47,  
8.82, 9.09 และ 17.06 นาโนกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร
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ภาพที่ 30  แสดงร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิกของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                 เปปซิน–ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ตั้งแต่วนัที่ 2 – 5 ของการบ่มปฏกิิริยา 
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10.  การวัดความสามารถของโปรตีนกลูเตลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน– 
ทริปซินจากข้าวขาวดอกมะลิ 105 ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารเปรียบ 
เทียบกับเซลล์ตับปกติ 
 
 เม่ือน าโปรตีนกลูเตลิน กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน – ทริปซินมา
ท าการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารเปรียบเทียบกบั
เซลล์ตบัปกติโดยให้สารตวัอย่างมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากับ 30 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/
มิลลิลิตร พบวา่เฉพาะกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน – ทริปซินที่ความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรัม
โปรตีน/มิลลิลิตรมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารและเซลล์ตบั
ปกติอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ดงัแสดงในภาพที่ 31 และเม่ือท าการทดลองซ ้ า
อีก 1 คร้ัง ผลการทดลองที่ไดส้อดคลอ้งกบัผลการทดลองในคร้ังแรก ดงัแสดงในภาพผนวกที่ 18 
ดงันั้น จึงเลือกกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน–ทริปซินเพือ่ใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ภาพที่ 31  ร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบ 
                 เทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang)  เม่ือใชก้ลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทเชนิดเปปซินและเปปซิน- 
                 ทริปซินที่ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร โดยความแตกต่างของ 
                 ค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05)  
                 ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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 เม่ือน ากลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน – ทริปซินมาท าการทดสอบหาความสามารถใน
การยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารเปรียบเทียบกบัเซลล์ตบัปกติโดยใชส้ารตวัอยา่ง
ที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร พบว่าเม่ือ
ใช้กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน – ทริปซินทุกชุดการทดลองสามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารและเซลล์ตบัปกติเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม อย่างไรก็ตาม เม่ือ
เปรียบเทียบการกับชุดการทดลองที่มีเฉพาะเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดท้ายตั้ งแต่ 30 
ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร พบว่าการทดลองชุดควบคุมน้ีก็สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งได้ในระดับเดียวกับชุดทดลองที่ใช้ตวัอย่างจากข้าวที่ความเข้มข้น 120 และ 150 
ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพที่ 32 และเม่ือท าการทดลองซ ้ าอีก 3 คร้ังพบว่าผลการ
ทดลองสอดคลอ้งกบัคร้ังแรก ดงัแสดงในภาพผนวกที่ 19-21 
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        ภาพที่ 32  แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลล ์

                 ตบัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60,  
                 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินท าการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ 
                 เจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษ 
                 แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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 จากนั้น เม่ือท าการทดลองซ ้ าอีกคร้ังโดยใชก้ลูเตลินไฮโดรไลเสทที่ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
ต่างๆ (30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) เปรียบเทียบกบัเปปซิน-ทริปซิน 
(ที่ไม่มีกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทผสมอยู)่ และเปปซิน-ทริปซิน (ที่ไม่มีกลูเตลินและกลูเต 
ลินไฮโดรไลเสทผสมอยู)่ ซ่ึงผา่นการแยกขนาดใหเ้หลือแต่กรดอะมิโนอิสระและเปปไทดท์ี่มีขนาด 
เล็กกวา่ 3 กิโลดาลตนัและมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 9 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร พบวา่ ชุด 
การทดลองเปปซิน-ทริปซินที่มีขนาดเล็กกวา่ 3 กิโลดาลตนัสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง 
กระเพาะอาหารและเซลลต์บัปกติไดดี้ที่สุด ดงัแสดงในภาพที่ 33 และเม่ือท าการทดลองซ ้ าอีก 2  
คร้ังพบวา่ผลการทดลองสอดคลอ้งกบัคร้ังแรก ดงัแสดงในภาพผนวกที่ 22-23 จากผลการทดลอง 
แสดงใหเ้ห็นวา่ฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารและเซลต์บัปกติอาจมา 
จากทั้งกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซิน (ที่ไม่มีกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดร 
ไลเสทผสมอยู)่ 
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ภาพที่ 33  แสดงความสามารถของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60,  
                 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรและเปปซิน-ทริปซินและเปปซิน-ทริปซินซ่ึงมีขนาดเล็ก 
                 กวา่ 3 กิโลดาลตนัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลล ์
                 ตบัปกติ (Chang) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดง 
                 ความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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วิจารณ์ 

 ขา้วเป็นอาหารหลกัของคนไทยและเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคญัของประเทศ การแปร
รูปเป็นผลิตภณัฑเ์พือ่เพิม่มูลค่าใหก้บัขา้วรวมถึงการศึกษาวจิยัเพือ่ใชใ้นการรักษาโรคจึงเป็นทาง 
เลือกหน่ึงที่น่าสนใจเน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียและโรคมะเร็งรวมถึงอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นยงัคงเป็นปัญ 
หาดา้นสุขภาพของประชากรบนโลก โปรตีนหลกัในขา้วแบ่งออกเป็น 4 ชนิดตามความสามารถใน
การละลายในตวัท าละลาย โดยโปรตีนกลูเตลินซ่ึงเป็นโปรตีนที่ละลายในกรด/ด่างและมีปริมาณ
มากที่สุดในเอ็นโดสเปิร์มของเมล็ดขา้ว (Ju et al., 2001) มีล าดบักรดอะมิโนดงัแสดงในภาพที่ 34 
กลูเตลินจะถูกสร้างขึ้นในรูปแบบของ glutelin precursor ซ่ึงมีน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 57 กิโลดาล
ตนั หลังจากผ่านกระบวนการต่างๆ จะได้โพลีเปปไทด์ 2 สายคือ α-subunit และ β-subunit 
(Takemoto et al., 2002) เม่ือน าล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนกลูเตลินในเอ็นโดสเปิร์มของเมล็ด
ข้ า ว ใ น ภ า พ ที่  34 ม า ท า น า ย น ้ า ห นั ก โ ม เ ล กุ ล ด้ ว ย เ ว ป ไ ซ ต์  ProtParam 
(http://web.expasy.org/protparam/) พบว่าล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนกลูเตลินในภาพที่ 34 มี
น ้ าหนักโมเลกุลเท่ากบั 56.51 กิโลดาลตนัซ่ึงใกลเ้คียงกบัน ้ าหนักโมเลกุลของ glutelin precursor 
ดงันั้น ผูว้จิยัจึงคาดวา่ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนกลูเตลินในภาพที่ 34 เป็น glutelin precursor  
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MASSVFSRFSIYFCVLLLCHGSMAQLFNPSTNPWHSPRQGSFRECRFDRLQAFEPLRKVR
SEAGVTEYFDEKNELFQCTGTFVIRRVIQPQGLLVPRYTNTPGVVYIIQGRGSMGLTFPGC
PATYQQQFQQFSSQGQSQSQKFRDEHQKIHQFRQGDIVALPAGVAHWFYNDGDAPVVA
VYVYDVNNNANQLEPRQKEFLLAGNNNRAQQQQVYGSSIEQHSGQNIFSGFGVEMLSES
LGINAVAAKRLQSQNDQRGEIIHVKNGLQLLKPTLTQQQEQAQAQDQYQQVQYSERQQ
TSSRWNGLEENFCTIKARVNIENPSRADSYNPRAGRITSVNSQKFPILNLIQMSATRVNLY
QNAILSPFWNVNAHSLVYMIQGRSRVQVVSNFGKTVFDGVLRPGQLLIIPQHYAVLKKA
EREGCQYIAIETNANAFVSHLAGKNSVFRALPVDVVANAYRISREQARSLKNNRGEEHG
AFTPRFQQQYYPGLSNESESETSE 
 
ภาพที่ 34  ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนกลูเตลินในเอ็นโดสเปิร์มของเมล็ดขา้ว  
                 (ที่มา : National Center for Biotechnology Information; GenBank: AGT59178.1) 
 
 จากนั้น เม่ือท าการยอ่ยโปรตีนกลูเตลินดว้ยเปปซินและเปปซิน-ทริปซินแลว้ท านาย
ต าแหน่งตดัของกลูเตลินดว้ยโปรแกรม Peptide Cutter  (ที่มา : http://web.expasy.org/peptide 
_cutter/)  พบต าแหน่งตดัจ านวนมาก โดยเกิดเป็นกรดอะมิโนอิสระและเปปไทด์ขนาดเล็ก โดยเปป
ไทดท์ี่มีขนาดตั้งแต่ 5 อะมิโนขึ้นไปอาจมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ ดงัแสดงใหเ้ห็นดงัตารางที่ 9  
            
  การศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่โปรตีนจากร าและไฮโดรไลเสทจากร าสามารถส่งเสริมการ
เจริญของเช้ือแบคทีเรียบางชนิดได ้อาจมีสาเหตุมาจากเม่ือยอ่ยโปรตีนจากร าขา้วดว้ยเปปซินและ 
เปปซิน-ทริปซินแลว้ อาจไดก้รดอะมิโนและเปปไทดข์นาดเล็กที่แบคทีเรียสามารถน าไปใชใ้นการ
เจริญเติบโตได ้รวมถึงในสารสกดัจากร าขา้วเองก็อาจมีสารอาหารอ่ืนๆ ที่แบคทีเรียสามารถน าไป 
ใชไ้ดด้ว้ย อยา่งไรก็ตาม โปรตีนอลับูมิน โกลบูลินและกลูเตลินจากขา้วขาวพนัธุ์พิษณุโลก 2 ที่ไม่
ผ่านการยอ่ยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 4 ชนิด (A. anitratus DMST 4183, A. 
baumannii ATCC 19066, A. lwoffii ATCC 15309, S. aureus ATCC 25923) ดงัแสดงในภาพที่ 9-
12 (ก-ข) โดยสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ (Mohammad H.H.T. et al, 2014) ซ่ึงพบว่าโปรตีนจาก
เมล็ดลินินมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียชนิด Salmonella typhimurium และ 
Escherichia coli ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบได ้จากผลการทดลองอาจสันนิษฐานไดว้่าโปรตีนอลับู

http://web.expasy.org/peptide
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มิน โกลบูลินและกลูเตลินอาจสามารถจบักบัลิโปโพลีแซคคาไรค์ (lipopolysaccharide) ที่อยูท่ี่เยือ่
หุม้ชั้นนอกของแบคทีเรียได ้(Matsuzaki, 1999)  ในขณะที่โปรตีนไฮโดรไลเสทบางชนิดของขา้ว
ขาวพนัธุ์พิษณุโลก 2 ก็มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิดน้ีได้
เช่นกัน โดยอาจเกิดจากการที่เปปไทด์มีขนาดเล็กกว่าโปรตีนท าให้เขา้จบัอย่างจ าเพาะที่ตวัจับ
บริเวณพื้นผวิของเยือ่หุม้เซลลแ์บคทีเรีย (protein-lipid interaction) และเหน่ียวน าให้เกิดรูบนเยือ่หุ้ม
เซลลแ์บคทีเรียไดง่้ายกวา่ โดยความลึกในการสอดแทรกของเปปไทดเ์ขา้ไปในเยือ่หุม้เซลลจ์ะขึ้น 
อยูก่บัชนิดของลิโปโพลีแซ็คคาไรค ์(lipopolysaccharide) ที่อยูท่ี่เยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรีย  
(Gutsmann et al, 2001) นอกจากน้ีเม่ือน าโกลบลิูนไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเป
ปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105  มาท าการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรค 11 สายพนัธุ ์พบวา่กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือแบคทีเรียชนิด B. subtilis  ATCC 6633 ได ้ในขณะที่โกลบูลินไฮโดรไลเสทและ 
กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 กลบัเร่งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียบางชนิดได ้โดยเฉพาะเช้ือ S. epidermidis  ATCC 12228 โดยอาจเกิดจากเปปไทด์ที่ได้
จากการยอ่ยโกลบูลินและกลูเตลินดว้ยเปปซิน-ทริปซินอาจถูกใชเ้ป็นอาหารส าหรับการเจริญเติบโต
ของเซลลแ์บคทีเรีย 
 
 มีรายงานการวจิยัแสดงให้เห็นวา่เปปไทดท์ี่มีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระจะประกอบดว้ย
กรดอะมิโน 5 – 16 เรซิดิวส์และมีกรดอะมิโนทีไ่ม่มีขั้วเป็นองคป์ระกอบ (Chen et al, 1995) รวมถึง
มกัมีกรดอะมิโนไทโรซีน  ทริปโตเฟน  แอสปาราจีน กลูตามีน (Chen et al., 2012) กลูเตลินจาก
ขา้วขาวดอกมะลิ105 มีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน ทริปโตเฟน แอสปาราจีน กลูตามีนและซิสเต
อีนคิดเป็นร้อยละ 3.8, 0.8, 6.8, 11 และ 1.4 ตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบกบักรดอะมิโนในสายเปป
ไทด ์โปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทมีฤทธ์ิในการก  าจดัฤทธ์ิอนุมูลอิสระ DPPH โดย
โปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิดจะท าหนา้ที่เป็นตวัใหไ้ฮโดรเจนแก่อนุมูล
อิสระ (hydrogen donor) (Bamdad et al., 2011) ท าใหอ้นุมูลอิสระ DPPH กลายเป็น DPPH ที่มี
โครงสร้างเสถียร กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินมีฤทธ์ิในการก าจดั
อนุมูลอิสระ DPPH ไดน้อ้ยกวา่โปรตีนกลูเตลินเม่ือเปรียบเทียบที่ความเขม้ขน้เท่ากนั ซ่ึงแสดงให้
เห็นวา่โปรตีนหรือเปปไทดท์ี่มีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงจะมีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ได้
ดีกวา่โปรตีนหรือเปปไทดท์ี่มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่าซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ (Xia et al., 2012) ที่
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พบวา่เปปไทดจ์ากขา้วบาร์เลยท์ี่มีขนาดใหญ่จะมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และ
ตา้นทานการเกิดออกซิเดชนัของโลหะ (reducing power) ไดดี้กวา่เปปไทดท์ี่มีขนาดเล็ก ส าหรับ
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเป็นอนุมูลอิสระที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดบ์างโมเลกลุที่ไม่ไดถู้ก
เปล่ียนเป็นน ้ าและท าปฏิกิริยากบัไอออนของโลหะ (Bektasoglu et al., 2006) โดยอนุมูลอิสระชนิด
น้ีส่งผลเสียต่อร่างกายมากมายรวมถึงเป็นสารตั้งตน้ของการการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชนัซ่ึงเป็น
ปฏิกิริยาที่ท  าใหคุ้ณลกัษณะของอาหารเปล่ียนแปลง (Zhang et al., 2010) ดว้ย ดงันั้น หากสามารถ
ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลไดม้าก อตัราการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชนัก็จะยิง่นอ้ยลง จาก
ผลการทดลองจะเห็นวา่กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลไดดี้กวา่โปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ (Xia et al., 2012) ซ่ึงเปปไทดห์รือโปรตีนที่มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่าจะมีฤทธ์ิในการก าจดั
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและจบักบั Fe2+ ไดดี้กวา่โปรตีนหรือเปปไทดท์ี่มีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง 
นอกจากน้ี การศึกษาการยอ่ยโปรตีนจากถัว่หวัชา้งดว้ยอลัคาเลส พบวา่เปปไทดท์ี่มีน ้ าหนกัโมเลกุล
ต ่ามีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและการเกิดออกซิเดชนัของกรดไขมนัลิโนเลอิกได้
ดีกวา่เปปไทดส่์วนที่มีน ้ าหนกัโมเลกลุสูง (Li et al., 2008) ดงันั้นขนาดและน ้ าหนกัโมเลกลุของเปป
ไทดจึ์งมีผลต่อความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ นอกจากน้ีกรดอะมิโนจ าพวกไทโรซีนและท
ริปโตเฟน ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มของฟีโนลิกและอินโดลิกก็มีความสามารถในการถ่ายโอนไฮโดรเจน
ใหแ้ก่อนุมูลอิสระ (Hernandez-Ledesma et al., 2005) ซ่ึงกลไกการก าจดัอนุมูลอิสระน้ีจะคลา้ยคลึง
กบักลไกการก าจดัอนุมูลอิสระของแอลฟา-โทโคฟีรอลที่เกิดขึ้นโดยอะตอมไฮโดรเจนของหมู่ไฮ
ดรอกซิลที่อยูบ่นวงเบนซีนจะถูกถ่ายโอนใหก้บัอนุมูลอิสระเปอร์ออกซิลดงัแสดงใหเ้ห็นดงัภาพที่ 
6 (Engin, 2009;Hernandez-Ledesma et al., 2005) 
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ตารางที่ 9  แสดงล าดบักรดอะมิโนและผลการท านายโครงสร้างเปปไทด์ดว้ยเวปไซค ์PSIPRED 3.3   
                  (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py?form=PEP-   
                  FOLD#forms::psipred) ที่มีขนาดตั้งแต่ 5 อะมิโนขึ้นไปทีไ่ดจ้ากการยอ่ยโปรตีนกลูเต  
                  ลินดว้ยเปปซิน-ทริปซินและท านายฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งดว้ยเวป็  
                  ไซค ์http://acpp.bicpu.edu.in/predict.php  
                  (Vijayakumar  and Lakshmi, 2015). 
 
ต าแหน่ง 
ตัด 

เปปไทด์ที่ได้ ความยาว
เปปไทด์ 

ประจุ
สุทธิ 

โครงสร้างแบบ 
ทุติยภูม ิ

ฤทธ์ิต้าน
มะเร็ง 

5 MASSV 5 0 CCCCC - 
25 CHGSMAQ 7 +1 CCCCCCC √ 
33 FNPSTNP 7 0 CCCCCCC - 
38 WHSPR 5 +2 CCCCC - 
67 SEAGVTE 7 -2 CCCCCCC - 
81 QCTGT 5 0 CCCCC - 
92 VIQPQG 6 0 CCCCCC - 
105 TNTPGVV 7 0 CCCCCCC - 
111 IIQGR 5 +1 CCCCC - 
124 PGCPAT 6 0 CCCCCC - 
142 SSQGQSQSQK 10 +1 CCCCHHHHCC - 
149 DEHQK 5 0 CCCCC - 
161 QGDIVAL 7 -1 CCCEEEC - 
167 PAGVAH 6 +1 CCCCCC - 
180 NDGDAPVVAV 10 -2 CCCCCCEEEC - 
191 DVNNNANQ 8 -1 CCCCCCCC - 
207 AGNNNR 6 +1 CCCCCC - 
213 AQQQQV 6 0 CCCCCC - 
247 GINAVAAK 8 +1 CCEEHHCC √ 

http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py?form=PEP-%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20FOLD#forms::psipred
http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py?form=PEP-%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20FOLD#forms::psipred
http://acpp.bicpu.edu.in/predict.php


 

94 
 

  

      
           

       

ตารางที่ 9 (ต่อ)        
           
ต าแหน่งตัด เปปไทด์ที่ได้ ความยาว

เปปไทด์ 
ประจุ
สุทธิ 

โครงสร้างแบบ 
ทุติยภูม ิ

ฤทธ์ิต้าน
มะเร็ง 

256 LQSQNDQR 8 0 CCCCCCCC - 
263 GEIIHVK 7 +1 CEEEEEC - 
273 LKPTL 5 +1 CCCCC - 
285 TQQQEQAQAQDQ 12 -2 CHHHHHHHHHHC - 
300 QQTSSR 6 +1 CCCCCC - 
372 NVNAHS 6 +1 CCCCCC - 
380 MIQGR 5 +1 CCCCC - 
388 VQVVSN 6 0 CEEEEC - 
402 LRPGQ 5 +1 CCCCC - 
409 IIPQH 5 +1 CCCCC - 
432 IAIETNANA 9 -1 CEEEECCCC - 
455 ALPVDVVANA 10 -1 CCCEEEEECC - 
480 GEEHGAFTPR 10 0 CCCCCCCCCC - 
499 SNESESETSE 10 -4 CCCCHHHHCC - 

*หมายเหตุ  H = α-helix (เกลียวแอลฟา), E = β-sheet (เบตา้ชีท), C = Random coil  
                    (แรนดอม คอยล)์, √ = anticancer peptide, - = non-anticancer peptide       
  
 มะเร็งเป็นโรคที่ก่อให้เกิดความทุกขท์รมานและคร่าชีวิตผูป่้วยไปเป็นจ านวนมาก 
ในปัจจุบนั นักวิจยัพยายามคน้หายารักษามะเร็งจากธรรมชาติ อาทิ  โปรตีนจากมนัเทศ (Li et al., 
2013) เปปไทด์จากร าขา้ว  (Kannan et al., 2008) เป็นตน้ โดยเปปไทด์จากธรรมชาติเป็นส่ิงที่
นกัวจิยัใหค้วามสนใจเป็นอยา่งยิง่ จากงานวจิยัที่ผา่นมาพบว่าเปปไทด์ที่มีความสามารถในการตา้น
มะเร็งมักมีกรดอะมิโนที่ไม่มีขั้ว (hydrophobicity) เป็นองค์ประกอบในสายเปปไทด์และมี
โครงสร้างระดบัทุติยภูมิเป็นแบบเกลียวแอลฟา เบตา้ชีทหรือแรนดอมคอยล์ก็ได ้(Ghavami et al., 
2008;Huang et al., 2011;Lehrer et al., 1993;Prabhu et al., 2014) รวมถึงมกัมีประจุสุทธิเป็นบวกซ่ึง
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ท าให้เขา้จบักบัเยือ่หุ้มเซลล์มะเร็งไดดี้กว่าเปปไทด์ที่มีประจุสุทธิเป็นลบ (Chen et al., 1997) จาก
การทดลองน ากลูเตลินไฮโดรไลทชนิดเปปซิน-ทริปซินมาทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารเปรียบเทียบกบัเซลล์ตบัปกติพบว่า เม่ือใชส้ารตวัอยา่งที่มีความเขม้ขน้
สุดทา้ยเท่ากบั 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร จะสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ทั้ง 2 ชนิดได ้
จากการใช้โปรแกรมเวปไซค์ PSIPRED  3.3 (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/portal.py?form=PEP- FOLD#forms::psipred และท านายประจุสุทธิของเปปไทด์ดว้ยเวป็ไซค ์
The Antimicrobial Data Base (http://aps.unmc.edu/AP/main.html.) (Wang  and Wang, 2004) 
พบเปปไทด์ที่อาจมีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง ซ่ึงจากการท านายเปปไทด์ที่อาจมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็ง ไดแ้ก่  1) CHGSMAQ มีลกัษณะเป็นแรนดอมคอยล์และมีโอกาสที่จะยบัย ั้งการ
เจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารไดเ้น่ืองจากมีประจุสุทธิเท่ากบั +1 ท าให้มีโอกาสที่จะจบักบั
เยือ่หุม้เซลลม์ะเร็งที่มีประจุลบไดดี้  นอกจากน้ียงัมีกรดอะมิโนที่ไม่มีขั้วเป็นองคป์ระกอบซ่ึงอาจท า
ให้สามารถแทรกตวัเขา้ไปในเยือ่หุ้มเซลล์ได ้และ 2) GINAVAAK มีลกัษณะเป็นแรนดอมคอยล ์
เกลียวแอลฟาและบีตา้ชีทอยูใ่นสายเดียวกนัและมีประจุสุทธิเท่ากบั +1 และและมีกรดอะมิโนที่ไม่มี
ขั้วเป็นองคป์ระกอบ จึงคาดวา่น่าจะจบักบัเยือ่หุม้เซลลม์ะเร็งที่มีประจุลบไดดี้และสามารถแทรกตวั
เขา้ไปในเยือ่หุม้เซลลม์ะเร็งได ้ 

 
 อยา่งไรก็ตาม ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร
อาจไม่ไดม้าจากกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินเพียงอยา่งเดียว เน่ืองจากเปปซินที่ถูก
ใชเ้ป็นโปรติเอสตวัแรกในการยอ่ยกลูเตลินยงัคงผสมรวมอยูก่บักลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน 
และเม่ือท าการย่อยกับกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินด้วยทริปซิน เปปซินก็จะถูกย่อยด้วย
เช่นกนั ดงันั้น ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารอาจมาจากเปป
ไทดท์ี่ไดจ้ากการยอ่ยเปปซินดว้ยทริปซินก็เป็นได ้จากการศึกษาคุณสมบตัิของโปรตีนที่ไดจ้ากขา้ว
ขาวแสดงใหเ้ห็นว่า กลูเตลินซ่ึงเป็นโปรตีนที่มีปริมาณมากที่สุดในเมล็ดขา้ว เม่ือผ่านการยอ่ยดว้ย
เอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารแลว้มกัมีความสามารถในการตา้นการเกิดอนุมูลอิสระไดช้ดัเจน 
ในขณะเดียวกันก็มีความสามารถในการยบัย ั้งและส่งเสริมเช้ือแบคทีเรียก่อโรคและมีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งไดดี้ที่สุด  

 
 

http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py?form=PEP-%20FOLD#forms::psipred
http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py?form=PEP-%20FOLD#forms::psipred
http://aps.unmc.edu/AP/main.html
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
สรุป 

 
 ในปัจจุบนั โรคมะเร็ง  เช้ือแบคทีเรียก่อโรคและอนุมูลอิสระที่มกัเกิดขึ้นภายใตส้ภาวะ
ความเครียดส่งผลร้ายต่อคุณภาพชีวิตของประชากรบนโลก การหาสารธรรมชาติเพื่อใช้ในการ
ป้องกนัและรักษาจึงเป็นที่สนใจและเป็นที่นิยมมากขึ้น งานวิจยัช้ินน้ีตอ้งการศึกษาฤทธ์ิของกลูเต
ลินไฮโดรไลเสทซ่ึงผ่านการยอ่ยดว้ยเปปซินและทริปซินซ่ึงเป็นเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร 
ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าทั้งโปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิด
เปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  อนุมูลอิสระไฮ 
ดรอกซิลและยบัย ั้งการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิกได ้โดยโปรตีนกลูเตลินมีฤทธ์ิ
ในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีกว่ากลูเตลินไฮโดรไลเสททั้ง 2 ชนิด ในขณะที่กลูเตลิน
ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและยบัย ั้งการเกิดลิปิด
เปอร์ออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิกไดดี้กวา่โปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน 
นอกจากน้ี ทั้งโปรตีนกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินมี
ฤทธ์ิในการตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII ATCC No.HTB103) แต่มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเซลลต์บัปกติ [(Chang), CLS No. 300139] ไดเ้ช่นกนั นอกจากน้ี เม่ือทดสอบความสามารถใน
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคจ านวน 11 สายพนัธุ์ พบว่ากลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด
เปปซิน-ทริปซินมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B.subtilis ATCC 6633 ได ้ในขณะที่โกลบูลิน
ไฮโดรไลเสทและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียที่เหลือเป็นส่วนใหญ่ โดยเฉพาะ S.epidermidis  ATCC 12228 โปรตีนอลับูมิน  โกลบูลิน  
กลูเตลินและไฮโดรไลเสทของโปรตีนบางชนิดจากขา้วขาวพนัธุพ์ษิณุโลก 2 มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 4 ชนิด ไดแ้ก่  A.anitratus DMST 4183, A.baumannii ATCC 19066, 
A.lwoffii ATCC 15309  และ S.aureus ATCC 25923 ในขณะที่ร าและไฮโดรไลเสทของร าจะ
กระตุน้การเจริญของเช้ือแบคทีเรียขา้งตน้ จากผลการทดลองมีความเป็นไปไดว้่าฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
การเกิดอนุมูลอิสระ  ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียและมะเร็งจะเกิดขึ้นที่ล  าไส้เน่ืองจาก
อาหารที่คนเราบริโภคเขา้ไปตอ้งผา่นการยอ่ยดว้ยเปปซินในกระเพาะอาหารก่อน แลว้จึงถูกยอ่ยต่อ
ดว้ยทริปซินในล าไส ้ 
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ข้อเสนอแนะ 
 

                1.  จากการทดลองจะเห็นวา่ ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระเป็นฤทธ์ิที่ดีที่สุดเม่ือเปรียบ 
เทียบกบัฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียก่อโรคและมะเร็ง เน่ืองจากแมว้า่จะใชส้ารตวัอยา่งที่ความเขม้ขน้ต ่าก็
สามารถตา้นอนุมูลอิสระได ้
 
                2.  ผูท้ี่จะน าโปรตีนและเปปไทดจ์ากขา้วไปใชค้วรมีความระมดัระวงั เน่ืองจากโปรตีน
และเปปไทดจ์ากขา้วมีฤทธ์ิส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเป็นส่วนใหญ่  
 
               3.  กลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง
กระเพาะอาหารได ้อยา่งไรก็ตาม ฤทธ์ิที่เกิดขึ้นอาจมาจากเปปซินที่ถูกยอ่ยดว้ยทริปซิน 
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ตารางผนวกที่ 1  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 545 
                             นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนอลับูมิน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้วขาว 
                             และโปรตีนที่ละลายน ้ าจากร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 (PSL2) และโปรตีนไฮโดรไลเสท 
                             ของร าแต่ละชนิด 

 
 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 545 นาโนเมตร 

0.01 0.001 
0.05 0.003 
0.1 0.006 
0.25 0.015 
0.5 0.026 
0.75 0.041 

1 0.057 
1.25 0.070 
1.5 0.084 
2 0.109 

2.5 0.134 
5 0.257 
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                         545 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนอลับมิูน โกลบูลิน กลูเตลินจากขา้ว    
                         ขาวและโปรตีนที่ละลายน ้ าจากร าพนัธุพ์ษิณุโลก 2 (PSL2) และโปรตีนไฮโดรไล  
                         เสทของร าแต่ละชนิด 
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ตารางผนวกที่ 2  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595  
                            นาโนเมตรส าหรับหาความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) ของกลูเตลิน 
                            ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ที่ 
                            ผา่นการระเหยแหง้จ านวน 10 มิลลิกรัมในน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 2  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                         595 นาโนเมตรส าหรับหาความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) ของกลูเตลิน 
                         ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ที่ 
                         ผา่นการระเหยแหง้จ านวน 10 มิลลิกรัมในน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร 
  

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.105 
0.004 0.206 
0.008 0.38 
0.010 0.466 
0.012 0.541 



 

116 
 

  

      
           

       

ตารางผนวกที่ 3  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595  
                            นาโนเมตรส าหรับหาความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) ของโปรตีนกลู 
                            เตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้ว 
                            ขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  

 

 
 
ภาพผนวกที่ 3  กราฟระหวา่งสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 นา 
                         โนเมตรส าหรับหาความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) ของโปรตีนกลูเตลิน 
                          และกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอก 
                          มะลิ 105 ส าหรับทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  

 

 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.117 
0.006 0.310 
0.008 0.400 
0.012 0.570 
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ตารางผนวกที่ 4  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595  
                            นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินทีไ่ม่ผา่นการยอ่ย 
                            จากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮ 
                            ดรอกซิลคร้ังที่ 1) 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 4  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  

                          595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินทีไ่ม่ผา่นการ 
                          ยอ่ยจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูล  
                          อิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1) 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.100 
0.004 0.194 
0.006 0.282 
0.008 0.394 
0.010 0.482 
0.012 0.586 
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ตารางผนวกที่ 5  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595  
                            นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินทีไ่ม่ผา่นการยอ่ย 
                            จากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮ 
                            ดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3) 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 5   กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                          คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนโกลบูลินและกลูเตลินทีไ่ม่ 
                          ผา่นการยอ่ยจากขา้วขาว ดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
                          อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3) 
 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.102 
0.004 0.202 
0.006 0.284 
0.008 0.375 
0.010 0.442 
0.012 0.539 
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ตารางผนวกที่ 6  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน   
                            595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของโกลบูลินและกลูเตลินไฮโดร  
                            ไลเสทชนิดเปปซิน จากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการ 
                            ยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1) 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 6   กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                          คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของโกลบูลินและกลูเตลิน 
                          ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิใน 
                           การยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1) 

 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.083 
0.004 0.182 
0.008 0.367 
0.010 0.445 
0.012 0.556 
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 ตารางผนวกที่ 7  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                             เปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูล  
                             อิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3) 
 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 7  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                         595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                         เปปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูล 
                         อิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3) 
 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.076 
0.004 0.184 
0.006 0.264 
0.008 0.353 
0.010 0.426 
0.012 0.515 
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ตารางผนวกที่ 8  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595  
                            นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                            เปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105(ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
                            อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1) 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 8   กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                          คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
                          ชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการ  
                          ยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 1) 

  

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.110 
0.004 0.206 
0.006 0.313 
0.008 0.393 
0.010 0.497 
0.012 0.550 
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ตารางผนวกที่ 9  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน   
                            595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                            เปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
                            อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที่ 2 และ 3) 

 

 
 

ภาพผนวกที่ 9  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                         595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                         เปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 
                         อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลคร้ังที ่2 และ 3) 

 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.116 
0.006 0.310 
0.008 0.389 
0.010 0.508 



 

123 
 

  

      
           

       

ตารางผนวกที่ 10  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                              595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวมถึงไฮโดรไลเสท 
                              ชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดจากขา้วขาวดอก  
                              มะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิ 
                              โนเลอิก) ส าหรับซ ้ าที่1และ2 
 

 

 

 
 

ภาพผนวกที่ 10  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                           คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวมถึงไฮโดรไลเสท 
                           ชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดจากขา้วขาวดอก     

มะลิ 105 (ส าหรับการทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิ โนเล
อิก) ส าหรับซ ้ าที่1และ2 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.134 
0.004 0.214 
0.006 0.312 
0.008 0.407 
0.010 0.481 
0.012 0.574 



 

124 
 

  

      
           

       

ตารางผนวกที่ 11  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                              595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวมถึงไฮโดรไลเสท 
                              ชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการ 
                              ทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก) ส าหรับซ ้ าที่3 
 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 11  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                           คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนกลูเตลินรวมถึงไฮโดรไลเสท 
                           ชนิดเปปซินและชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 (ส าหรับการ 
                           ทดลองฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก) ส าหรับซ ้ าที่3 
 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.100 
0.004 0.201 
0.006 0.281 
0.008 0.370 
0.010 0.475 
0.012 0.560 
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ตารางผนวกที่ 12  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                              595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                              เปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 และเปปซิน-ทริปซินที่ไม่มีกลูเตลิน 
                              และกลูเตลินไฮโดรไลเสทผสมอยูส่ าหรับท า serial dilution คร้ังแรก (ภาพที ่32) 
 

 

 
 
ภาพผนวกที่ 12  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                           คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสท 
                           ชนิดเปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ส าหรับท า serial dilution คร้ัง 
                           แรก (ภาพที่32) 

  

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.109 
0.004 0.200 
0.008 0.379 
0.010 0.470 
0.012 0.559 
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ตารางผนวกที่ 13  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  
                              595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิด 
                              เปปซิน-ทริปซินจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 และเปปซิน-ทริปซิน (ที่ไม่มีกลูเต 
                              ลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทผสมอยู)่ ส าหรับท า serial dilution แบบที่มีเปป 
                              ไทดเ์ล็กกวา่ 3 กิโลดาลตนั 
 

 
 

 
 

ภาพผนวกที่ 13  กราฟความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
                           คล่ืน 595 นาโนเมตรส าหรับการหาปริมาณโปรตีนส าหรับการหาปริมาณโปรตีน 
                           ของเปปซิน-ทริปซิน (ที่ไม่มีกลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทผสมอยู)่ จากขา้ว 
                           ขาวดอกมะลิ105 ส าหรับท า serial dilution แบบที่มีเปปไทดเ์ล็กกวา่ 3 กิโลดาล 
                           ตนั 

สารละลายมาตรฐาน BSA 
(มิลลกิรัมโปรตีน/มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

0.002 0.106 
0.004 0.204 
0.006 0.299 
0.008 0.389 
0.010 0.466 
0.012 0.552 
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ภาพผนวกที่ 14  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของโปรตีนกลูเตลิน  กลูเตลินไฮโดร 
                           ไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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ภาพผนวกที่ 15  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของโปรตีนกลูเตลิน  กลูเตลิน 
                           ไฮโดรไลเสทชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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ภาพผนวกที่ 16  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของกรดแอสคอร์บิคที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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ภาพผนวกที่ 17  เปรียบเทียบร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลของกรดแอสคอร์บิคที ่
                           ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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ภาพผนวกที่ 18  ร้อยละความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบ 
                           กบัเซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินและกลูเตลินไฮโดรไลเสทเชนิดเปปซินและเปปซิน-ทริปซินที่ 
                           ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบ 
                           เทียบดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ  (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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   ภาพผนวกที่ 19  แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบั 
                              เซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่า 
                              กบั 30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินท าการทดสอบฤทธ์ิ 
                              ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวธีิ Duncan  
                               และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิต ิ(p = 0.05)   ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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ภาพผนวกที่ 20  แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบั 
                           เซลลต์บัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่า 
                           กบั 30, 60, 90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินท าการทดสอบฤทธ์ิ 
                           ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวธีิ Duncan  
                            และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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ภาพผนวกที่ 21  แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลล ์
                           ตบัปกติ (Chang) เม่ือใชก้ลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60,  
                           90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินท าการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ 
                           เจริญของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองั 
                           กฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ  (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั 
 
 



 

 

  

      
                  

135 

                        
ภาพผนวกที่ 22  แสดงความสามารถของกลูเตลินไฮโดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60,  
                           90, 120 และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินและเปปซิน-ทริปซินซ่ึงมีขนาดเล็ก 
                           กวา่ 3 กิโลดาลตนัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บั 
                           ปกติ (Chang) โดยความแตกต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวิธี Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดง 
                           ความแตกต่างทางสถิติ  (p = 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนั 
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ภาพผนวกที่ 23  แสดงความสามารถของกลูเตลินไฮดดรไลเสทชนิดเปปซิน-ทริปซินที่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 30, 60, 90, 120  
                            และ 150 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรรวมถึงเปปซิน-ทริปซินและเปปซิน-ทริปซินซ่ึงมีขนาดนอ้ยกวา่ 3 กิโลดาลตนั 
                           ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATOIII) เปรียบเทียบกบัเซลลต์บัปกติ (Chang) โดยความแตก 
                            ต่างของค่าเฉล่ียเปรียบเทียบดว้ยวธีิ Duncan และตวัอกัษรภาษาองักฤษแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p = 0.05) ในช่วง 
                            เวลาเดียวกนั 
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