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มะเขือเทศราชินีเป็นพืชชนิดหนึ่งท่ีอุดมไปด้วยคณุค่าทางอาหาร นิยมใช้รับประทานสด 
และแปรรูปเป็นผลไม้แช่อ่ิม สามารถนํามาใช้เป็นพืชสมนุไพรแตย่งัไมมี่การรายงานผลในการรักษา
โรคความจําเส่ือม  การวิจัยครัง้นี มี้วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของมะเขือเทศ ต่อ
ความสามารถในการออกฤทธ์ิยบัยัง้สารอนมุลูอิสระจากการวดักิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ ผลต่อ
การลดความรุนแรงของโรคจากภาวะ Oxidative stress ของเซลล์ประสาทท่ีเพาะเลีย้ง และการ
ต้านภาวะสมองเส่ือมจากการขาดเลือด ตอ่พฤติกรรมการเรียนรู้และการจําของหนทูดลอง ผลการ
ทดสอบพบว่า สารสกดัมะเขือเทศราชินีด้วยนํา้และเอทานอล มีคา่ SOD activity เท่ากบั 32.71% 

และ 57.41 % มีคา่ GPx activity เท่ากบั 8.65 mol/L และ 9.32 mol/L  มีคา่ CAT activity 
29.16 M และ 30.84 M ตามลําดบั ซึง่สารสกดัด้วยเอทานอลมีกิจกรรมของเอนไซม์สําหรับต้าน
สารอนมุลูอิสระได้ดีกว่าสารสกดัด้วยนํา้ แตไ่ม่แตกตา่งอย่างมีนยัยะสําคญัทางสถิติ สว่นสารสกดั
ด้วยเอทานอลของมะเขือเทศราชินีสามารถใช้ความเข้มข้นน้อยท่ีสดุ 250 mg/ml ตอ่ฤทธ์ิป้องกนั
การตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากการชกันําของสาร H2O2 สารสกัดจากมะเขือเทศราชินี
ด้วยเอทานอลและวิตามินอีสามารถช่วยชะลอและป้องกันภาวะของการเรียนรู้และจดจําท่ี
บกพร่องได้ เม่ือเปรียบเทียบกับหนูถูกผูกหลอดเลือดอย่างเดียว ผลการทดสอบแสดงให้เห็นถึง 
แนวทางการป้องกันเบือ้งต้นในการใช้สารสกัดมะเขือเทศด้วยเอทานอลท่ีมีฤทธ์ิต่อการต้านสาร
อนมุลูอิสระมาช่วยป้องกนัภาวะตงึเครียดและโรคความจําเส่ือม  
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Cherry tomato (Solanum lycopersicum L. var. cerasiforme) enrich with nutrient. 
Normally people eat fresh or preserve tomatoes. It is also used as herbal medicine 
however, there is no report on application as dementia therapy. The objective of this 
research was to study the effect of antioxidant activities by enzymatic assay, reduction 
of oxidative stress of nerve cell culture and test for memory and recognition against 
dementia resulted from OV rat. The result was found that the activity of superoxide 
dismutase (SOD) of cherry tomatoes extracts by water and ethanol was 32.71% and 
57.41%, respectively. The activity of glutathione peroxidase (GPx) of cherry tomatoes 

extracts by water and ethanol was 65 mol/L และ 9.32 mol/L, respectively. The 
activity of catalase (CAT) of cherry tomatoes extracts by water and ethanol was 29.16 M 
and 30.84 M, respectively. It has been showed that tomato extract by ethanol was better 
antioxidant activities rather than its extract by water. The results have no significant 
potential effects. The minimal concentration of tomato extract by ethanol to protect nerve 
cell death induced by H2O2 was 250 mg/ml. Tomato extract by ethanol and vitamin E 
could reduce and protect learning and cognition when determining by OV rat model. 
These results were demonstrated that the pre-treatment of using tomato extract by 
ethanol which have antioxidant effects to protect oxidative stress and dementia. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเป็นมาและความสาํคัญ 

มะเขือเทศราชินี  หรือท่ีเรียกกนัว่ามะเขือเทศเชอร์ร่ี เป็นมะเขือเทศผลเล็กท่ีมีรสชาติหวานอมเปรีย้ว 
เนือ้แน่นมีกลิ่นหอม และมีแหล่งสารอาหารท่ีสําคญั ได้แก่ แร่ธาต ุวิตามินเอ และซี  สารแคโรทีนอยด์ และโพ
ลีฟีนอล มะเขือเทศราชินี มีช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Solanum lycopersicum L. var. cerasiforme วงศ์ 
Solanaceae การปลกูจะเก็บเก่ียวได้ภายใน 90 วนั ผลผลิตเฉล่ีย 2,000 - 4,000 กิโลกรัม/ไร่ นิยมรับประทาน
สด และสามารถแปรรูปผลผลิตทางเกษตรให้สามารถยืดอายกุารเก็บรักษาให้ยาวนานและเพิ่มมลูคา่ให้สินค้า
ในรูปของมะเขือเทศราชินีอบแห้งและแช่อ่ิม (วีณา จิรัจฉริยากลู, 2553)  จากการวิเคราะห์องค์ประกอบสําคญั
ท่ีพบได้ในผลมะเขือเทศราชินี พบว่า วิตามินเอ ซี และอี  สารแคโรทีนอยด์และโพลีฟีนอล เป็นองค์ประกอบท่ี
สําคญัในกระบวนการต้านสารอนุมลูอิสระ ลดปริมาณไขมนัไม่ดี (LDL-cholesterol) และลดอุบตัิการณ์การ
เกิดโรคหลอดเลือดหวัใจและมะเร็งตอ่มลกูหมาก (สธุาทิพ ภมรประวตั,ิ 2552) 

ถึงแม้วิตามินซีนัน้สามารถพบได้ในมะเขือเทศราชินี แต่ปริมาณวิตามินซีท่ีพบยงัมีปริมาณน้อยเม่ือ
เทียบกบักลุ่มผลไม้ท่ีมีปริมาณวิตามินซีมากกว่า เช่น มะขามป้อม ฝร่ัง และส้ม อีกทัง้ในกระบวนการอบแห้ง
และแช่อ่ิมท่ีใช้อณุหภมูิสงูสามารถทําลายวิตามินซีซึง่สลายตวัได้ง่ายได้ อย่างไรก็ตาม ในกระบวนการอบแห้ง
ทัว่ไปสามารถมีการเสริมวิตามินซีเข้าไปในการผลิต และมีการแช่ผลไม้ในสารละลายกรด เช่น 1% กรด
แอสคอร์บคิ ท่ีช่วยยบัยัง้การเกิดสีนํา้ตาลในผลไม้และทําให้สีของผลไม้แห้งคงตวัมากขึน้ และในการทําผลไม้
แช่อิ่มโดยการเค่ียวในนํา้เช่ือม สามารถเพ่ิมรสชาติโดยการเติมนํา้มะนาวซึง่มีปริมาณวิตามินซีอยู่มากเช่นกนั 
จึงมีความน่าสนใจเป็นอย่างยิ่งท่ีจะศึกษาผลของการเสริมฤทธ์ิด้วยวิตามินซีต่อสารสกัดจากผลมะเขือเทศ
ราชินีท่ีสามารถยบัยัง้สารอนมุลูอิสระ (Ilahy et al, 2011) และความสามารถในการออกฤทธ์ิรักษาโรคสมอง
เส่ือมหรือความจําเส่ือม ซึง่งานวิจยัทางด้านนีย้งัไมมี่รูปแบบการศกึษาเป็นท่ีทราบแน่ชดั 

การทดลองนีจ้ึงตัง้อยู่สมมติฐานท่ีว่า สารอาหารท่ีพบได้ในมะเขือเทศราชินีมีคุณสมบตัิในการต้าน
อนุมลูอิสระ โดยทําการตรวจสอบความสามารถความเป็นสารต้านอนุมลูอิสระของกิจกรรมเอนไซม์ 3 ชนิด 
ได้แก่ Superoxide dismutase (SOD), Peroxidase (POD) และ Catalase (CAT) ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดั
ในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาทท่ีเลีย้งในหลอดทดลอง โดยประเมินจากลกัษณะการตายของเซลล์
ด้วยสี Trypan blue การวดัคา่ร้อยละของเซลล์ท่ีมีชีวิตโดยการทดสอบ MTT และทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัตอ่
การรักษาโรคสมองเส่ือมในหนท่ีูถกูเหน่ียวนําให้สมองอยู่ในภาวะขาดเลือดจากการผกูหลอดเลือด 2VO โดย
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งานวิจยัชิน้นีส้ามารถทําการศึกษาวิจยัต่อยอดถึงผลประโยชน์ของมะเขือเทศ/ มะเขือเทศราชินี ต่อความเป็น
สารต้านอนุมลูอิสระในการป้องกนัโรคสมองเส่ือม เปรียบเทียบกบัผลความเป็นสารต้านอนุมลูอิสระท่ีได้จาก
วิตามินซีและวิตามินอี โดยตรง ซึง่องค์ความรู้เหล่านีส้ามารถนําไปสู่การพฒันาการใช้พืช ผกัสมนุไพรท่ีมีสาร
ต้านอนมุลูอิสระในการรักษาภาวะโรคความจําเส่ือม 

ซึง่งานวิจยัชิน้นีส้ามารถทําการศกึษาวิจยัตอ่ยอดถึงผลประโยชน์ของมะเขือเทศ/ มะเขือเทศราชินี ต่อ
ความเป็นสารต้านอนุมลูอิสระ การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของลิปิดท่ีเป็นสาเหตุสําคญัของไขมนัอุดตนัใน
หลอดเลือดและโรคหวัใจ และเผยแพร่คณุสมบตัใินการต้านสารจลุชีพ โดยเฉพาะเชือ้ราในช่องปาก ซึง่สามารถ
ค้นพบได้ในสารสกดัจากมะเขือเทศ  อีกทัง้การศกึษาผลของการเพ่ิมวิตามินซี ซึง่จําเป็นตอ่ร่างกายมากและ
เป็นสารอาหารท่ีร่างกายไม่สามารถสงัเคราะห์ได้เอง และมีความเก่ียวข้องในการออกฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ
โดยตรง ซึ่งองค์ความรู้เหล่านีส้ามารถนําไปสู่การพฒันา ปรับปรุง และแปรรูปอาหารเพ่ือเพ่ิมคณุค่าของ
ผลติภณัฑ์ตอ่สขุภาพมากย่ิงขึน้ 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจยั 

1) เพ่ือศกึษาคณุสมบติัของสารสกดัจากผลมะเขือเทศราชินี เปรียบเทียบกบัวิตามินซีและวิตามินอี 
ตอ่ความสามารถในการออกฤทธ์ิยบัยัง้สารอนมุลูอิสระ 

2) เพ่ือศกึษาผลของสารสกัด antioxidants ท่ีได้จากผลมะเขือเทศ ในการลดความรุนแรงของโรค
จากภาวะ oxidative stress ของเซลล์ประสาทท่ีเพาะเลีย้ง 

3) เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดผลมะเขือเทศ ในการต้านภาวะสมองเส่ือมจากการขาดเลือด ต่อ
พฤตกิรรมการเรียนรู้และการจําของหนทูดลอง 

 
ขอบเขตการวิจัย 

ในการศึกษาครัง้นี ้กลุ่มผู้ วิจยัจะทําการศึกษาสารอาหารท่ีพบได้ในมะเขือเทศราชินีท่ีมีคณุสมบตัิใน
การต้านสารอนมุลูอิสระ ทําการสกดัผลมะเขือเทศราชินีสกุด้วยนํา้และตวัทําละลายเมทานอล ในรูปแบบของ 
Hydrophilic และ Lipophilic extracts เพ่ือให้ได้สารท่ีมีคณุสมบตัิท่ีละลายนํา้และละลายไขมนัในการทดสอบ 
โดยทําการทดสอบการออกฤทธ์ิตอ่การต้านสารอนมุลูอิสระ โดยใช้วิธี Superoxide dismutase (SOD) ทําการ
ทดสอบผลของสารสกัด antioxidants ท่ีได้จากผลมะเขือเทศ ในการลดความรุนแรงของโรคจากภาวะ 
oxidative stress ของเซลล์ประสาทท่ีเพาะเลีย้ง และศกึษาผลของสารสกดั ในการต้านภาวะสมองเสื่อมจาก
การขาดเลือด ต่อพฤติกรรมการเรียนรู้และการจําของหนูทดลอง เพ่ือศึกษาแนวโน้มของสารสกัดท่ีได้ต่อ
แนวทางในการป้องกนัหรือรักษาโรคสมองเส่ือม 
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สมมตฐิานการวิจยั   

จากการศึกษาพบว่า มะเขือเทศราชินีจดัเป็นพืชผกัผลไม้ชนิดหนึ่งท่ีมีความสําคญักบัประเทศไทยทัง้
ในด้านเศรษฐกิจและสงัคม ท่ีผู้บริโภคนิยมรับประทานสด หรือแปรรูปผลไม้แบบอบแห้ง และแช่อ่ิม นอกจากนี ้
ยงัให้ประโยชน์ทางอ้อมกบัสขุภาพร่างกายด้านอ่ืนๆ ด้วย เช่น ช่วยเสริมสร้างสขุภาพร่างกาย ต้านอนมุลูอิสระ  
สารต้านเชือ้ราในช่องปาก และป้องกนัโรคหลอดเลือดหวัใจและมะเร็งต่อมลกูหมาก จากรายงานวิจยัต่างๆ
สนบัสนุนว่า สารชนิดต่างๆ ท่ีเป็นส่วนประกอบท่ีอยู่ในมะเขือเทศ/มะเขือเทศราชินีเป็นแหล่งสําคญัในการ
นํามาใช้ตอ่สู้กบัความเจ็บป่วย รวมไปถึงโรคตดิเชือ้ได้เป็นอยา่งดี   

การทดลองนีจ้ึงตัง้อยู่สมมติฐานท่ีว่า สารอาหารท่ีพบได้ในมะเขือเทศราชินีมีคุณสมบตัิในการต้าน
อนมุลูอิสระ โดยทําการทดสอบการออกฤทธ์ิตอ่การต้านสารอนมุลูอิสระโดยวิธี TEAC และ SOD ฤทธ์ิของสาร
สกดัสามารถป้องกนัสารอนมุลูอิสระของเซลล์ประสาทเลีย้งในหลอดทดลอง และสามารถรักษาโรคสมองเส่ือม
ในหนท่ีูเหน่ียวนําให้สมองอยู่ในภาวะขาดเลือดจากการผกูหลอดเลือดแบบ 2VO โดยประเมินจากการฟืน้ฟู
พฤติกรรมการเรียนรู้จดจํา และการเปล่ียนแปลงของ antioxidant defense ท่ีพบในเลือด ซึง่องค์ความรู้ท่ีได้
จากงานวิจยัชิน้นีส้ามารถนําไปสู่การเพ่ิมค่านิยมในการรับประทานมะเขือเทศราชินี และการหาแนวทางการ
พฒันาแปรรูปผลติภณัฑ์เพ่ือเพิ่มคณุคา่ทางโภชนาการตอ่สขุภาพและการรักษาโรคมากยิ่งขึน้ 

  
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. บริการความรู้แก่ประชาชน 

ข้อมลูทางวิทยาศาสตร์เบือ้งต้นท่ีได้จากผลมะเขือเทศราชินีสกุอาจมีสว่นช่วยป้องกนัโรคความจําเส่ือม 
การเกิดมะเร็ง โรคหลอดเลือดและหวัใจ จะเป็นการเพิ่มมลูคา่ของพืชสมนุไพรและผลไม้ไทยในการนํามาใช้เป็น
ยารักษาโรค และการบ่งบอกคณุสมบตัิในการต้านโรคหรือช่วยรักษาโรคต่างๆนีจ้ะเป็นการส่งเสริมการขายให้
กลุ่มเกษตรกรและวิสาหกิจชมุชน ทําให้ผู้ ซือ้มีความมัน่ใจในผลิตภณัฑ์มากขึน้และผู้ผลิตสามารถขยายตลาด
ออกไปสูว่งกว้างมากขึน้   

2. บริการความรู้แก่ภาคธุรกิจ และนําไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ 

จากผลการศกึษาท่ีได้นีส้ามารถนํามะเขือเทศ/มะเขือเทศราชินี เพ่ือช่วยในการป้องกนัการแก่ก่อนวยั 
(anti-aging) ความเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ สามารถช่วยป้องกนัการเกิดโรคสมองเส่ือม หลอดเลือดและหวัใจ 
และมะเร็ง สามารถนําข้อมลูท่ีได้นีบ้ริการความรู้ ให้ข้อมลูแก่ภาคธุรกิจได้แก่ องค์การเภสชักรรม หรือ บริษัท
ยาต่างๆ เพ่ือนําไปผลิตในเชิงพาณิชย์ต่อไปเป็นการเพ่ิมผลผลิตทางด้านธุรกิจและเชิงพาณิชย์  
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3. เป็นประโยชน์ต่อประชากรกลุ่มเป้าหมายและประชากร  

ประชากรทัว่ไปของประเทศไทยส่วนใหญ่ยงัไม่ตระหนกัถึงความสําคญัของการรับประทานผกัผลไม้
เท่าท่ีควร ตวัอย่างท่ีเห็นเด่นชดั เช่น มะเขือเทศ/มะเขือเทศราชินี เน่ืองจากการศกึษาผลประโยชน์และคณุค่า
ทางโภชนาการของผกัผลไม้ไทยยงัอยู่ในวงจํากดั และศึกษาผลไม่ชดัเจนแน่ชดัเม่ือเทียบกบัพืชสมนุไพรชนิด
อ่ืน เช่น ใบชะพล ูขมิน้ชนั การศึกษาองค์ความรู้เก่ียวกบักลไกการออกฤทธ์ิของสารต้านอนุมลูอิสระและสาร
ต้านจุลชีพในกลุ่มผลไม้ยงัคงมีน้อย การเผยแพร่ข้อมลูยงัไม่เพียงพอ ดงันัน้การวิจยัชิน้นีจ้ะเป็นการส่งเสริม
และเผยแพร่ความรู้ท่ีได้แก่ประชาชนและชมุชนเป้าหมายท่ีมีอตัราเส่ียงในการใช้ยาปฏิชีวนะ ยาแผนปัจจบุนัใน
การรักษาโรค ผลข้างเคียงของการใช้ยาแผนปัจจบุนั ช่วยเสริมสร้างสขุภาพ เพิ่มภมูิคุ้มกนัโรค     

นอกจากนีใ้นโครงการวิจยันีเ้ม่ือแล้วเสร็จ คาดว่าจะเป็นโครงงานวิจัยย่อยแก่นิสิตระดบัปริญญาตรี
ประมาณ 2 โครงงาน และหน่วยงานตา่งๆสถาบนัการศกึษาวิจยั ทัง้ในด้านชีวเคมี เซลล์วิทยา สรีรวิทยาเภสชั
เคมี และเทคนิคการแพทย์ ซึง่สามารถนําไปศกึษาและพฒันาตอ่ไปได้ 

4. เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป 

ถึงแม้ว่า ความรู้เก่ียวกบักลไกการออกฤทธ์ิตอ่สารต้านอนมุลูอิสระของกลุม่ผกัผลไม้ และพืชสมนุไพร 
จะมีการศกึษาเพิ่มขึน้อย่างมากมายในช่วงทศวรรษท่ีผ่านมา แต่รายละเอียดความรู้เชิงลึก วิธีการวิเคราะห์ 
ตลอดจนปริมาณของวิตามินและสารอนพุนัธ์ทตุิยภมูิจากสารสกดัทัง้ท่ีละลายนํา้และไขมนัท่ีได้ตอ่ผลการออก
ฤทธ์ินัน้ยงัมีไม่มากนกั โดยเฉพาะผลของความสารต้านอนมุลูอิสระท่ีพบได้ผกัผลไม้ต่อการยบัยัง้และป้องกนั
โรคความจําเส่ือม ยังไม่มีการศึกษาวิจัยท่ีมากพอในการแปรรูปให้อยู่ในรูปผลิตภัณฑ์ท่ีใช้ได้จริง ดังนัน้
เป้าหมายหลกัของการศึกษานี ้ จะมุ่งเน้นท่ีความรู้ความเข้าใจในการสกัดสารจากผกัผลไม้ การวิเคราะห์
ความสามารถในการต้านสารอนมุลูอิสระ ความสามารถในการยบัยัง้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของลิปิดอนันําไปสู่
การเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคสมองและความจําเส่ือม โรคไขมันในเลือดสูง โรคหัวใจ เบาหวาน มะเร็ง โรคไต 
รวมทัง้ความแก่ชรา และการนําวิตามินซี/อี เข้ามาใช้ในผลิตภณัฑ์เพ่ือเสริมคณุค่าทางโภชนาการของผลไม้ใน
การบริโภคมากยิ่งขึน้ อีกทัง้ยงัช่วยป้องกนัและสง่เสริมสขุภาพให้แข็งแรง โดยท่ีความรู้ความเข้าใจในการศกึษา
ผลของออกฤทธ์ิต่อผลไม้ชนิดนีจ้ะเป็นองค์ความรู้พืน้ฐานท่ีสําคญัต่อพืชผลไม้ชนิดอ่ืน และสามารถศึกษาถึง
ผลกระทบของสารสกัดจากพืชในเชิงพิษวิทยา คณุค่าทางโภชนาการ ปริมาณท่ีเหมาะสมในการรับประทาน 
หรือการรับประทานควบคูก่บัพืชผลไม้ไทยชนิดอ่ืนเพ่ือประโยชน์ในการป้องกนัรักษา ซึง่สามารถวิจยัตอ่ยอดใน
สตัว์ทดลอง หรือในกลุม่คนตวัอย่างตอ่ผลการใช้ผลไม้ชนิดนีท่ี้ชดัเจนมากขึน้ในอนาคต 
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บทที่ 2 

แนวคดิ ทฤษฎี เอกสารและงานวจัิยที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 รายละเอียดเก่ียวกับพืชและสารเคมีที่นํามาศึกษา      
2.1.1 มะเขือเทศราชินี           
 ช่ือวิทยาศาสตร์; Solanum lycopersicum L. Var. cerasiforme    
 วงศ์; SOLANACEAE         
 ช่ือพ้อง; Lycopersicon esculentum var. cerasiforme มะเขือเทศเชอร์ร่ี 
 

 
ภาพที่ 2.1 ลกัษณะของมะเขือเทศราชินี 

ท่ีมา: http://missveggie.igetweb.com/product/390879/มะเขือเทศราชินี.html 
 

 ลกัษณะทางพฤษศาสตร์ (สถาบนัการแพทย์แผนไทย, 2542) 
 มะเขือเทศเป็นพืชล้มลกุ สงูประมาณ 1-2 เมตร ลําต้นล้มง่าย มีขนอ่อนนุ่มปกคลมุใบ เป็นใบรวม ใบ
ย่อยมีลกัษณะยาวรี ขอบใบยกัเว้าลกึ ปลายใบแหลม ดอกออกเป็นช่อตามง่ามใบ ช่อละ 3-7 ดอก ดอกย่อย
เป็นดอกเด่ียวขนาดเล็กสีเหลือง ประกอบด้วยกลีบ 5-6 กลีบ โคนกลีบเช่ือมติดกนัเป็นหลอดหรือจะออกเป็น
ดอกเด่ียวก็มี ผลมีรูปร่างและขนาดแตกต่างกันได้ตามสายพนัธุ์ อาจกลมหรือแบน ผลดิบมีสีเขียวเม่ือสกุมีสี
แดงอมส้มหรือแดงสด เปลือกผลบาง ชํา้ง่ายภายในมีเมล็ดสีขาวจํานวนมาก และมะเขือเทศเป็นพืชท่ีชอบ
อากาศอบอุน่และแสงแดดพอควร ขยายพนัธุ์โดยใช้เมลด็  
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สรรพคณุในตํารายาไทย  (สถาบนัการแพทย์แผนไทย, 2542) 
  ราก สรรพคณุแก้ปวดฟัน ชะล้างบาดแผล 

  ใบ มีสรรพคณุทาผิวหนงัแก้แดดเผา 
   ผล เป็นยาบํารุงกระเพาะอาหาร ลําไส้ ไต เป็นยาเจริญอาหาร ยาระบายออ่นๆ             
   ช่วยขบัพิษและสิง่คัง่ค้างในร่างกาย แก้กระหายนํา้     
 สารสําคญัทีพ่บในมะเขือเทศ  (อิสริยา เตชะธนะวฒัน์, 2008)  
 ผลมะเขือเทศมีสารท่ีสําคญัจําพวก carotenoid ท่ีช่ือว่า lycopene ซึง่เป็นสารสีแดงและ β-carotene 
และพบสารกลุม่ glycol-alkaloid ท่ีช่ือ tomatine และ salanine ในปริมาณต่ําท่ีใบของมะเขือเทศ 

คณุสมบติัทางเภสชัวิทยาของมะเขือเทศ (อิสริยา เตชะธนะวฒัน์, 2008) 
Tomatoside เป็นสารท่ีพบในกลุม่ Steroidal glycoside ในมะเขือเทศ แสดงคณุสมบตัขิอง interferon 

ซึง่อาจใช้ป้องกนัและรักษาการตดิเชือ้ไวรัสในมนษุย์และสตัว์ นอกจากนีมี้การศกึษาการใช้สารเล็คตินสกดัจาก
มะเขือเทศสีดา พิสจูน์เชือ้เบต้าฮีโมลยัตคิสเตร็ปโตคอ็คคสั กลุม่บี  

มะเขือเทศมีสารต้านอนมุลูอิสระ คือ ไลโคปีน ท่ีมีคณุสมบตัิสามารถลดการเกิดมะเร็งลําไส้และมะเร็ง
ตอ่มลกูหมาก โดยทานมะเขือเทศ 10 ครัง้/สปัดาห์ จะช่วยลดอตัราการเกิดมะเร็งตอ่มลกูหมากในเพศชายได้ถึง 
45%   

มะเขือเทศมีสรรพคณุทางยาค่อนข้างสงู เพราะมะเขือเทศมี วิตามินพี (citrin) ซึง่จะช่วยป้องกนัการ
แข็งตวัของหลอดเลือด มะเขือเทศยงัมีฤทธ์ิขบัปัสสาวะจงึสามารถแก้อาการความดนัโลหิตสงู รักษาโรคตาจาก
อาการตาบอดกลางคืน (Night blindness) ท่ีสําคญัอีกอย่างหนึ่งคือมีวิตามินซีมากทําให้สามารถป้องกนัและ
รักษาโรคลกัปิดลกัเปิด   
        องค์ประกอบทางเคมี 
 แคโรทีนอยด์ เป็นสารสีธรรมชาติท่ีพบมากท่ีสดุ พบในคลอโรพลาสต์ในรูป chromoproteins หากอยู่
นอกคลอโรพลาสต์ จะพบเป็น acyclic carotenoids ซึง่แคโรทีนอยด์ ท่ีเป็นสีของมะเขือเทศคือ ไลโคปีน และ
พบว่าไลโคปีน มีโครงสร้างโมเลกุลท่ียาวกว่าแคโรทีนอยด์ชนิดอ่ืนๆ ทําให้มีประสิทธิภาพและมีฤทธ์ิการต้าน
สารอนมุลูอิสระ ซึง่จะช่วยลดความผิดปกติ ลดความเสื่อมของเซลล์ ท่ีเกิดจากการทําลายของอนมุลูอิสระ และ
คนท่ีรับประทานมะเขือเทศมากๆ จะลดอตัราเส่ียงการเกิดมะเร็งบางชนิด โดยเฉพาะมะเร็งปอดและมะเร็งใน
ช่องท้อง (วินยั ดะห์ลนั, 2550) 
 ไลโคปีน เป็นตัวช่วยป้องกันความเสียหายของไขมัน โปรตีน และดีเอ็นเอ ท่ีเกิดจากกระบวนการ 
Oxidative stress โดยสามารถทําปฏิกิริยากบัออกซิเจน (จากปฏิกิริยา reactive ของออกซิเจน) แสดงให้เห็น
ได้ว่า ไลโคปีนอาจจะมีคุณสมบตัิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพกว่าแคโรทีนอยด์ตวัอ่ืนๆ ท่ีอยู่ใน
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พลาสมา (Paolo et al., 1989) และมีงานวิจยักลา่วว่า ไลโคปีนมีศกัยภาพและมีความจําเพาะในการต้านการ
เพิ่มจํานวนของเซลล์มะเร็ง ในกระบวนการ cell cycle ท่ีเซลล์มะเร็งจะมีการแบ่งตวัอย่างรวดเร็วและไม่
สามารถควบคมุได้ ซึง่การทํางานของไลโคปีนนัน้จะเข้าไปลดกระบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล์มะเร็งบางชนิด 
(Levy et al., 1995) ช่วยลดความเส่ียงในการเกิดมะเร็งตอ่มลกูหมากได้ (William et al., 1999) ลดการเกิด
มะเร็งเต้านมในผู้หญิง (Grant et al., 1999) ถ้าได้รับไลโคปีนในปริมาณสงูจะสามารถช่วยลดความเส่ียงในการ
เกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหารได้อีกด้วย (Tsubono  et al., 1999) 
 มะเขือเทศมีสารฟลาโวนอยด์มากในรูปของกลุม่ฟลาโวนอล โดยพบมากท่ีสดุในผิวมะเขือเทศ สารท่ีพบ
คือเควอร์เซติน (Quercetin) และแคมป์ฟีรอล (kaempferol) สว่นสารไลโคพีนนัน้พบในมะเขือเทศมากกว่าผกั
ผลไม้อ่ืน มี 288 ไมโครกรัม/กรัม ในมะเขือเทศ, 45 ไมโครกรัม/กรัม ในแตงโม และ 14 ไมโครกรัม/กรัม ในส้มโอ
สีชมพ ูนกัวิจยัเช่ือว่าสารประกอบทุติยภมิูเหล่านีมี้ส่วนช่วยลดอบุตัิการณ์ของโรคหลอดเลือดหวัใจและมะเร็ง
ตอ่มลกูหมาก (สธุาทิพ ภมรประวตั,ิ 2552)  
  

 
 

ภาพที่ 2.2 โครงสร้างของไลโคปีน  
(ท่ีมา: วีระ วีระกลุ และ วฒิุชยั ศรีวิกรานต์โยธิน, 2546) 

 
ผลิตภัณฑ์จากมะเขือเทศเป็นแหล่งธาตุโพแทสเซียม สารโฟเลต วิตามินเอ ซี และอี ท่ีดีมีปริมาณ

โพแทสเซียมและโฟเลตในปริมาณใกล้เคียงกับผักยอดนิยมหลายชนิด แต่มีวิตามินซีและอลัฟ่าโทโคฟีรอล 
มากกวา่ผกัอ่ืนๆ ดงัแสดงตารางท่ี 2.1 
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ตารางที่ 2.1 แสดงองค์ประกอบของวิตามิน และสารประกอบทตุยิภมูิในผลมะเขือเทศสด 100 กรัม 

(ท่ีมา: https://sites.google.com/site/mymint3003/bthkhwam-4/bthkhwamwichakar-2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.2 วิตามินซี 

ช่ือสารเคมีในระบบ 
IUPAC; 2-oxo-L-threo-hexono-1,4-lactone-2,3-endiol 
ช่ือพ้อง ; L-ascorbic acid, สตูรเคมี; C6H8O6 

นํา้หนกัโมเลกลุ; 176.14 กรัมตอ่โมล  

จดุหลอมเหลว; 190-192 °C 
 

 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างของวิตามินซ ี(Vitamin C) หรือ กรดแอล-แอสคอร์บกิ 
(ท่ีมา; http://www.bloggang.com/mainblog.php ) 
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คณุสมบติัทางกายภาพ (ศริิวรรณ สทุธจิตต์, 2550)  
 วิตามินซี ( Ascorbic acid) เป็นผงสีขาวสามารถละลายนํา้ได้ดี ละลายเล็กน้อยในอะซิโตนและ
แอลกอฮอล์ มีฤทธ์ิเป็นกรดอยา่งแรง ดดูความชืน้ในอากาศได้สลายตวัได้ง่ายเม่ือโดนความร้อน แสงสว่าง ดา่ง 
และสารออกซไิดส์ ดงันัน้มกัเก็บวิตามินซีไว้ในขวดสีชา   
 คณุสมบตัทิางชีวภาพ (ศริิวรรณ สทุธจิตต์, 2550)  
 ช่วยในการดดูซมึธาตเุหล็กในทางเดินอาหาร ช่วยในการสลายตวัของโคเลสเตอรอล ช่วยในการสร้าง
สารส่ือประสาทและฮอร์โมน เป็น cofactor ในกระบวนการสร้าง collagen เป็นสารต้านอนุมลูอิสระ และ
สง่เสริมระบบภมูิคุ้มกนั   
 แหล่งของวิตามินซี (Carvilla  et al., 2007) 
 อาหารท่ีจดัได้ว่ามีวิตามินซีสงูได้แก่ อาหารจําพวกผกัและผลไม้ เช่น ส้ม ฝร่ัง มะละกอ มะนาว  กีวี 
พริกหยวก ผกักาด มะเขือเทศ หน่อไม้ฝร่ังและบล็อกโคลี่ เป็นต้น  วิตามินซีสามารถละลายนํา้ได้ พบว่ามี
บทบาทสําคญัในการต้าน Boron stress ซึง่เป็นสาเหตสํุาคญัของการเกิด Reactive Oxygen Species (ROS) 
 คําแนะนําสําหรบัการรบัประทานวิตามินซี         
 Adult women   75 mg/day       

Adult men   90 mg/day     
 Children 9-12 years  45 mg/day  

ผลของการขาดวิตามินซี  
การขาดวิตามินซีจะก่อให้เกิดโรคต่างๆ โดยมีลกัษณะท่ีแสดงให้เห็น เช่น เลือดออกตามไรฟัน การ

ซอ่มแซมบาดแผลช้า และเลือดจาง (Anemia) นอกจากนีว้ิตามินซี ยงัเป็น cofactor ท่ีสําคญัสําหรับปฏิกิริยา
ตา่งๆ ประกอบด้วย การสงัเคราะห์ collagen การสงัเคราะห์ norepinephrine adrenal hormone รวมทัง้การ
สงัเคราะห์ carnitine เป็นต้น (Phillips et al., 2010) 

การขาดวิตามินซี ทําให้เกิดโรคลกัปิดลกัเปิด ซึ่งเกิดจากความบกพร่องของกระบวนการสงัเคราะห์
โปรตีนคอลลาเจนในเนือ้เย่ือเก่ียวพนั ทําให้เนือ้เยื่อเหล่านีไ้ม่แข็งแรง จึงมีเลือดออกง่าย เหงือกบวมและฟัน
หลดุได้ง่าย ปวดข้อและข้อบวม ผิวหนงัมีการสมานแผลได้ช้าและยงัทําให้ร่างกายติดเชือ้ได้ง่าย (นภา หลิม
รัตน์, 2550) 

ผลเสียจากการทีไ่ดร้บัวิตามินซีมากเกิน (สมทรง เลขะกลุ, 2543) 
วิตามินซี หากได้รับมากเกินไปจะเปล่ียนไปเป็นออกซาเลต ซึง่เป็นสาเหตหุนึ่งท่ีทําให้เกิดน่ิวในไตจาก

การท่ีมีออกซาเลตตกผลกึตามสว่นตา่งๆของทางเดนิปัสสาวะและกระเพาะปัสสาวะได้   
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การวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซี (Ronald, 2008)                 
คา่การดดูกลืนแสงของวิตามินซี จะขึน้อยูก่บัคา่ความเป็นกรดหรือเบสของสาร แตโ่ดยสว่นมากจะมีคา่

ดดูกลืนแสงท่ีมากท่ีสดุในช่วง 245-265 นาโนเมตร นอกจากนีย้งัสามารถหาปริมาณวิตามินซี โดยวิธีการ
ไทเทรต แบบ back titration   

 
2.1.3  วิตามนิเอ   
สูตรเคมีของวิตามินเอ  
วิตามนิเอเป็น Long chain primary alcohol ท่ีมีไอโซเมอร์ได้หลายรูป เป็นผลกึสีเหลืองออ่นละลายได้

ดีในตวัทําละลายอินทรีย์และไขมนั วิตามนิเอในธรรมชาตสิว่นใหญ่จะอยูใ่นรูปของ trans form ของ retinol (ดงั
รูปท่ี 2.9)   

สตูรโครงสร้างของวิตามนิเอ ประกอบด้วยสว่นสําคญั 3 สว่น คือ (1) Beta-ionone ring ซึง่เป็น 
hydrophobic head (2) conjugated isoprenoid side chain ตรงสว่นนีจ้ะสามารถมี polymerization ได้เม่ือ
ถกูแสง และ (3) polar terminal group ซึง่สามารถเปล่ียนแปลงได้เป็นสารเอสเพอร์ (Ronald, 2008)                 

 

 
 

รูปที่ 2.4  สตูรโครงสร้างของเรตนิอล 
(ท่ีมา; สมทรง เลขะกลุ, 2543) 

 

  วิตามินเอ ทนตอ่ความร้อนได้ดีพอสมควร ดงันัน้ในการประกอบอาหารหรือทําอาหารกระป๋องท่ี
ใช้กรรมวิธี Pasteurization, Sterilization, หรือ Dehydration จึงทําให้สญูเสียวิตามินเอไปเพียงเล็กน้อย
เท่านัน้ แตจ่ะเสียง่ายเม่ือถกูแสงอลุตราไวโอเล็ท หรือถกูออกซิไดส์ เน่ืองจากวิตามินเอและโปรวิตามินเอ มี
คาร์บอนคู่ในอณหูลายแห่ง ดงันัน้ในการเก็บจึงควรเก็บในขวดสีนํา้ตาล และใส่สารช่วยป้องกนัการออกซิ
เดชัน่ เช่น วิตามินอี ลงไปด้วย (สมทรง เลขะกลุ, 2543) 
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วิตามินเอ เป็นวิตามินตวัแรกท่ีค้นพบ มีช่ืออ่ืนๆเช่น Anti-interfective vitamin, fats-solubel A, 
biostoerol, ophathalmin ซึง่หมายถึงกลุม่ของสารเหลา่นี ้

 (1) วิตามิน เอ1 (retinol หรือ azerophthol) 
 (2) วิตามิน เอ2 (3, 4-dehydroretinol) 
 (3) อนพุนัธ์ของวิตามินเอ เช่น กรดเรตโินอิก (retinoic acid, RA) และ retinol   

แหล่งกําเนิดและแหล่งทีพ่บ (ศิริวรรณ สทุธจิตต์, 2550)  
วิตามินเอ พบได้ในอาหารและผลติภณัฑ์จากพืชและจากสตัว์ทัว่ไป ในพืชใบเขียวเข้ม วิตามินเอ จะอยู่

ในรูปของ provitamin A ซึง่มีเบต้าแคโรทีน (β-carotene) และมกัรวมกบัสารแคโรทีนอยด์อ่ืนๆ ซึง่พบว่าแคโรที
นอยด์ พบมากในพืชทัว่ไปท่ีมีสีเขียว และพบมากส่วนใหญ่ในพืชสีเหลือง สีส้ม และสีแดง ส่วนในผลิตภณัฑ์
อาหารจากสตัว์ พบวิตามินเอในปริมาณสงูมาก เช่น นมสด เนือ้ ไข่ เนยเข็ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเคร่ืองในสตัว์
และนํา้มนัตบัปลา ในปลาและสตัว์ทัว่ไปจะพบวิตามิน เอ1 สว่นวิตามินเอ2 พบเฉพาะในปลานํา้จืด   

แคโรทีนอยด์ เป็น Isoprenoids pigment ท่ีได้จากพืช พบมากในพืชทัว่ไปท่ีมีสีเขียว และสว่นใหญ่ของ
พืชสีเหลือง สีส้ม สีแดง เช่น β-carotene พบในตําลงึ มะละกอสกุ ฟักทอง ฟักข้าว ส่วน lycopene พบใน
มะเขือเทศ แตงโมและฟักข้าว เป็นต้น ทกุสว่นของพืชจะมีแคโรทีนอยด์ สว่นมากจะมีปริมาณสงูในสว่นท่ีกําลงั
เจริญ เช่น  

- ใบ มีแซนโตฟิลล์สงู และ 5-40% ของแคโรทีนอยด์ทัง้หมด เป็น β-carotene   ดอก โดยทัว่ไปจะ
เป็นแคโรทีน  

- ดอกบางชนิดจะมีแคโรทีนอยด์ชนิดพิเศษเฉพาะตวัดอกสีเหลืองจะมีแซนโธฟิลล์สงู ดอกสีส้มแคโร
ทีนอยด์สว่นใหญ่จะเป็น Lycopene  เกสรตวัผู้  และละอองเกสร (pollen) ในพืชบางชนิดมีแคโรที
นอยด์ เช่น กุหลาบ ผล พบว่าชนิดและปริมาณของแคโรทีนอยด์ในผลต่างๆ จะต่างกัน เช่น 
มะม่วงสกุ มีเบต้า-แคโรทีนสงู มะเขือเทศสกุมี lycopene สงูและปริมาณของแคโรทีนอยด์จะสงู
มากขึน้ในผลไม้สกุ  

- เมลด็ จะมีแคโรทีนอยด์ต่ํา ราก รากของพืชสว่นมากมีแคโรทีนอยด์ปริมาณต่ํา ยกเว้น แครอทและ
มนัเทศ   
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คณุสมบติัทางกายภาพของวิตามินเอ (ศิริวรรณ สทุธจิตต์, 2550) 
 วิตามินเอ ท่ีบริสทุธ์ิมีลกัษณะเป็นของเหลวคล้ายนํา้มนัและทําให้เป็นผลึกได้รูปผลึกปริซึม มีสีเหลือง 
ผลกึของ neovitamin A เป็นรูปผลกึสีเหลืองออ่น  
 Retinol ละลายได้ดีในนํา้มนั รวมทัง้ตวัทําละลายอินทรีย์ทัง้หลาย ทนตอ่ความร้อนในท่ีไม่มีอากาศ ทน
ตอ่กรดได้ดีกวา่ดา่ง แตล่ะลายได้ง่ายด้วยแสงและขบวนการออกซเิดชนั    
 เบต้า-แคโรทีน เป็นผลึกปริซึมหกเหล่ียมสีม่วงเข้ม (ถ้าตกผลึกจากเบนซีนและเมทานอล) หรือ 
Rhombic square leaflets มีผลกึสีแดง (ถ้าตกผลกึจากปิโตรเลียมอีเทอร์) มีจดุหลอมเหลวท่ี 183°C   
 คณุสมบติัทางเคมี (ศิริวรรณ สทุธจิตต์, 2550) 
 วิตามินเอ1 (retinol, C20H30O) มีการดดูกลืนแสงได้มากท่ีสดุในช่วงความยาวคล่ืนท่ี 325 นาโนเมตร ใน
สารละลายแอลกอฮอล์         วิ ต า มิ น เ อ 2 

(Dyhydroretinol, C20H28O) มีสตูรโครงสร้างคล้ายคลงึกบัวิตามินเอ1 เพียงแตมี่พนัธะคูใ่น ionone ring เพิ่มท่ี 
C3, C4 และดดูกลืนแสงท่ีดีท่ีสดุท่ี 2 ช่วง คือ ท่ีความยาวคล่ืน 620 และ 693 นาโนเมตร    
 แคโรทีนอยด์ เป็นสารพวก Tetraterpenoids แบ่งออกเป็น 2 พวกใหญ่ๆ คือ carotenes และ 
xanthophylls ซึง่เป็นอนพุนัธ์ของแอลกอฮอล์  α-carotene เป็นแคโรทีนท่ีสายไฮโดรคาร์บอนมี  β-ionone 
ring และ α-ionone ring อย่างละ 1 วง สว่น β-carotene มี β-ionone ring 2 วง และ  γ-carotene มี β-
ionone ring 1 วง   
 คณุสมบติัทางชีวภาพ (ศิริวรรณ สทุธจิตต์, 2550)   
 การมองเห็นของดวงตา   

ในปี ค.ศ. 1967 Dr. George Wald ได้รับรางวลัโนเบลจากการพบว่า วิตามินเอ มีบทบาทตอ่กลไกของ
การมองเห็น โดยเฉพาะการมองเห็นในท่ีมืด (scotopic vision) ตอ่มามีการยืนยนัว่าสารท่ีทําหน้าท่ีสําคญัของ
วิตามินเอในตาคือ retinal ซึง่เป็นสว่นสําคญัของจอประสาทตา 

การเจริญเตบิโตของกระดกูและเนือ้เย่ือบผิุว      

 กรดเรติโนอิกและ Retinol จําเป็นต่อการพฒันาของตวัอ่อนในครรภ์ กรดเรติโนอิกควบคมุการทํางาน
ของเซลล์ osteoblast และ osteoclast ซึง่ทําหน้าท่ีเปล่ียนแปลงกระดกูและฟันในร่างกายท่ีกําลงัเจริญเติบโต 
สว่นสาร retinol ทําหน้าท่ีควบคมุและรักษารูปร่างและความแข็งแรงของเนือ้เย่ือบผิุวให้เป็นปกตเิสมอ   
 วิตามินเอ มีบทบาทต่อการผลิตอสจิุ โดยการเปลี่ยนแปลงสภาพ (differentiation) ของเซลล์เร่ิมต้นใน
การสร้างอสจิุ รวมทัง้พฒันาการและการเจริญของตวัออ่น (embryo) และรก (placenta)  
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 ผลของการขาดวิตามินเอ (นภา หลมิรัตน์, 2550) 
 อาการแรกเร่ิมของการขาดวิตามินเอ คือ ตาบอดกลางคืน กล่าวคือ มองเห็นได้ไม่ดีในขณะท่ีมีแสงสลวั 
และหากยงัขาดวิตามินเออีกตอ่ไประยะเวลานานอาจทําให้เปลือกตาอกัเสบ การทํางานของตอ่มสร้างนํา้ตาเสีย 
ซึง่จะทําให้ผิวของลกูตาโดยเฉพาะสว่นของกระจกตา แห้ง อกัเสบ และบวม หากปล่อยไว้เป็นเวลานานอาจทํา
ให้ตาบอดได้   
 ผลเสียจากการทีไ่ดร้บัวิตามินเอมากเกิน (กิจจา ฤดีขจร 2551)     
 การได้รับวิตามินเอท่ีมากเกินจะทําให้ มีอาการอ่อนเพลียและอาเจียน แต่ถ้าหากได้รับเป็นระยะนาน
เกิน อาจทําให้เกิดโรคตบัขัน้รุนแรง (โรคตบัแข็ง) หากได้รับมากเกินไป จะทําให้ผิวหนงัแห้ง ตกสะเก็ด เล็บ
เปราะ ผมร่าง   
 วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณของวิตามินเอ (สมทรง เลขะกลุ, 2543)     
 การวิเคราะห์หาปริมาณของวิตามินเอ มีหลายวิธี เช่น วิธีการใช้ Colorimetry, Fluorometry และ High 
performance liquid chromatography (HPLC) โดยมี UV detector เป็นเคร่ืองตรวจวดั ในปัจจบุนันีนิ้ยมใช้วิธี 
HPLC เพราะจดัเป็นวิธีการท่ีมีความถกูต้องมากวิธีหนึง่  
 
2.2 อนุมูลอสิระ (Free radicals)  

อนมุลูอิสระ (free radicals) หมายถึง สารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired electrons) ในอะตอม
หรือโมเลกลุ พบได้ทกุแห่งทัง้ในสิ่งแวดล้อม ในสิ่งมีชีวิต และในเซลล์ โดย เฉพาะอย่างยิ่ง กระบวนการผลิต
พลงังานภายในเซลล์ หรือจากกระบวนการเมแทบอลิซมึ (metabolism) โดยมีการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนออก
จากโมเลกลุของออกซิเจน ทําให้อิเล็กตรอนในโมเลกลุออกซิเจนไม่สมดลุ กลายเป็นอนมุลูอิสระและว่องไวใน
การเข้าทําปฏิกิริยามาก และสามารถดงึอิเล็กตรอนจากโมเลกลุอ่ืนมาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีขาดหายไปเพ่ือให้
ตวัเองเกิดความสมดลุหรือเสถียร ซึง่ปฏิกิริยานีจ้ะเกิดขึน้อย่างตอ่เน่ืองเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่ และเกิดขึน้ในเซลล์
ตลอดเวลา (ดงัสมการ 1 และ 2) 

                   R• + O2  ROO•                    (สมการท่ี1) 
                  ROO• + RH  ROOH + R•         (สมการท่ี2) 
อนมุลูอิสระท่ีสําคญัท่ีสดุท่ีเกิดในเซลล์ท่ีใช้ออกซิเจน ได้แก่ oxygen radical, อนพุนัธ์ของ oxygen 

radical (เช่น superoxide radical และ hydroxyl radical), hydrogen peroxide, transition metals (โลหะ
ทรานซิชนั), carbonate radical (CO3

•-), nitrate radical(NO3
•), methyl radical (CH3

•), superoxide radical 
(O2

•), peroxyl radical (ROO•), reactive oxygen species (ROS) เป็นต้น(27)นอกจากนีอ้นมุลูอิสระสามารถ
ทําลายชีวโมเลกลุทกุประเภท ทัง้ในเซลล์และส่วนประกอบของเซลล์สิ่งมีชีวิต เช่น ลิพิด (lipid) โปรตีน 
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(protein) เอนไซม์ (enzyme) ดีเอ็นเอ (DNA) อาร์เอ็นเอ (RNA) คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) เซลล์เมมเบรน 
(cell membrane) คอลลาเจน(collagen) ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) และเนือ้เย่ือเก่ียวพนั (connective 
tissues) ซึง่เป็นสาเหตใุห้เซลล์ตาย การเกิดการกลายพนัธ์ุของดีเอ็นเอในเซลล์ และก่อให้เกิดโรคตา่ง ๆ ได้แก่ 
โรคชรา (aging) โรคมะเร็ง (cancer) โรคหวัใจขาดเลือด (coronary heart disease) โรคความจําเส่ือม 
(Alzheimer’s disease) โรคข้ออกัเสบ (arthritis) โรคภมูิแพ้(allergies) โรคความดนัโลหิต โรคเหงือก โรค
เก่ียวกบัสายตา ความผิดปกติของปอดและระบบประสาท โรคเก่ียวกบัทางเดินหายใจ โรคเก่ียวกบัความ
ผิดปกตขิองผิวหนงั และโรคลําไส้อกัเสบเป็นต้น (Ames et al., 1993) 
 อนมุลูอิสระนอกจากจะเกิดภายในสิ่งมีชีวิตแล้วอนมุลูอิสระสามารถเกิดจากภายนอกสิ่งมีชีวิตหรือใน
สิ่งแวดล้อม ได้แก่ การได้รับเชือ้โรคเช่น การติดเชือ้โรคไวรัสหรือเชือ้แบคทีเรีย โรคเก่ียวกบัภมูิคุ้มกนั (immune 
diseases) เช่น ข้ออกัเสบรูมาตอยด์ เป็นต้น จากรังสี เช่น รังสีอลัตราไวโอเลต รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมา จาก
มลภาวะ เช่น ควนับหุร่ี แก๊สจากท่อไอเสีย เช่น ไนตรัสออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์ เขม่าจากเคร่ืองยนต์ ฝุ่ น
จากกระบวนการประกอบอาหาร เช่น การย่างเนือ้สตัว์ท่ีมีส่วนประกอบของไขมนัสงู การนํานํา้มนัท่ีใช้ทอด
อาหารท่ีมีอณุหภมิูสงู ๆ กลบัมาใช้อีก การทําให้เกิดอาหารประเภทเกรียม ไหม้ หรือเกิดจากการปิง้ย่าง จากยา
บางชนิด เช่น โดโซรูบิซิน (doxorubicin) เพนนิซิลลามิน (penicillamine) พาราเซตามอล (paracetamol) 
(ไมตรี สทุธจิตต์, 2555) 

แหล่งกําเนิดอนมูุลอิสระ (Sources of free radical) (เจนจิรา จิรัมย์ และคณะ, 2554) 
 ในสิ่งมีชีวิตทกุชนิดท่ีใช้ออกซิเจนในการดํารงชีพ จะมีอนมุลูอิสระของออกซิเจน เกิดขึน้อยู่ตลอดเวลา 
การเกิดอนมุลูอิสระเหลา่นี ้มีสาเหตมุาจากปัจจยั ทัง้ภายในและภายนอกร่างกายดงันี ้
 ปัจจยัภายในร่างกาย ) (ไมตรี สทุธจิตต์, 2555) 
 ในร่างกายของสิ่งมีชีวิตจะมีปฏิกิริยามากมายท่ีเก่ียวข้องทัง้การสร้างและการสลายโมเลกลุของสารท่ี
เรียกว่ากระบวนการเมทาบอลิซมึซึง่ถือป็นสาเหตหุลกัอย่างหนึ่งท่ีทําให้เกิดอนมุลูอิสระ ตวัอย่างปฏิกิริยาท่ีทํา
ให้เกิดอนมุลูอิสระได้แก่  

ปฏิกิริยาออกซเิดชัน่ท่ีเกิดขึน้เอง (Auto-oxidation) เช่น การเกิดออกซิเดชัน่ของไขมนั ซึง่แบง่ออกเป็น 
3 ระยะ คือ  

1) ระยะเหน่ียวนําเร่ิมต้น (initiation) เป็นระยะท่ีกรดไขมนัแตกตวัเป็นอนมุลูอิสระ โดยมีแสงหรือ
อณุหภมูิเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  

2) ระยะเพ่ิมจํานวน (propagaton) เป็นระยะท่ีอนุมลูอิสระทําปฏิกิริยากบัออกซิเจนเกิดเป็นอนุมลู
เปอร์ออกซ่ี (peroxy radical) แล้วทําปฏิกิริยาตอ่กบักรดไขมนัเกิดเป็นไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (hydro peroxide) 
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และอนมุลูอิสระ ซึง่ถ้ามีแสงและความร้อนเป็นตวัเร่งก็จะเกิดปฏิกิริยาตอ่ ทําให้อนมุลูอิสระเพิ่มขึน้ แล้วอนมุลู
อิสระท่ีเกิดขึน้ก็สามารถทําปฏิกิริยากบัออกซเิจนใหมไ่ด้ตอ่เน่ืองไปเร่ือยๆ  

3) ระยะสิน้สดุ (Termination) เป็นระยะท่ีอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้รวมตวักนักลายเป็นโมเลกลุท่ีเสถียร 
ปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซม์เป็นตวัเร่ง การทํางานของเอ็นไซม์สําคญั 2 ชนิดท่ีมีผลกระตุ้นการสร้างอนุมูล

อิสระภายในร่างกาย ได้แก่  
1) เอ็นไซม์ แซนธีนออกซเิดส (xantine oxidase : XO) ทําหน้าท่ีสําคญัในกระบวนการสลายเบสพิวรีน 

(purine) โดยเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียนไฮโปแซนธีน (hypoxantine)เป็นแซนธีน (xantine) และแซนธีน เป็น กรด
ยริูก (uric acid) พร้อมๆกบัเคล่ือนย้ายอิเลค็ตรอนให้ออกซเิจน เกิดเป็นอนมุลูอิสระซเูปอร์ออกไซด์ (O2

-)  
2) เอ็นไซม์ไลโพออกซีจีเนส (lipoxygenase :LOX) ทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของกรดไขมนัไม่

อ่ิมตวัสงู (polyunsaturated fatty acid) ภายในโมเลกลุของเอนไซม์นีมี้เหล็ก (Fe2+) เป็นสว่นประกอบอยู่ทํา
หน้าท่ีดึงอะตอมไฮโดรเจนจากกรดไขมนัและเติมออกซิเจนให้กับกรดไขมนัเกิดเป็นไฮโดรเพอรอกไซด์ ซึ่งจะ
สลายตวัเป็นอนมุลูของกรดไขมนัตอ่ไป  

โลหะทรานซิซัน่ (transition metal) โลหะทรานซิชัน่ 2 ชนิดคือ เหล็ก (Fe2+) และทองแดง (Cu2+) ท่ีมี
อยู่ทั่วไปในร่างกายสามารถเร่งการสร้างอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลจากซูปเปอร์ออกไซด์ และไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (hydrogenperoxide, H2O2) ในปฏิกิริยา Fenton (Fenton’s reaction) 
 ปัจจยัภายนอกร่างกาย (ไมตรี สทุธจิตต์, 2555) 

ยารักษาโรค ยาบางชนิดท่ีรับประทานเข้าไป ในร่างกายสามารถก่อให้เกิดอนมุลูอิสระได้ โดย เฉพาะ
อย่างยิ่ง ยาในกลุ่มต้านจุลชีพและต้านมะเร็ง เช่น บลีโอไมซิน (bleomycin), แอนทราไซคลินส์ 
(antracyclines) และ เมโธทรี เสต ( methotrexate) เน่ืองจากมีฤทธ์ิเสริมปฎิกิริยาออกซเิดชัน่ (pro-oxidation) 

รังสี การใช้รังสีรักษาโรค เช่น รังสีเอกซ์ (X-ray), รังสีแกมมา (-ray) อาจเป็นสาเหตทํุาให้เกิด อนมุลู
อิสระขึน้ในร่างกายจากการถ่ายทอดพลงังาน ให้กบันํา้ ซึง่เป็นสว่นประกอบของเซลล์แล้วก่อให้เกิด ปฏิกิริยา
ขัน้ตอ่ไป (secondary reaction) กบั ออกซเิจนท่ีละลายอยูใ่นเซลล์นัน้ได้อนมุลูอิสระ 

ควนับหุร่ี ในควนับหุร่ีมีสว่นประกอบของ ไน ตริกออกไซด์ (NO), ไนโตรเจนออกไซด์ (NO2) และ เพ อร
อกซีไนไตรท์ (ONOO-) รวมทัง้สารมลพิษได้แก่ ซลัเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) และ คาร์บอนเตรตตะคลอ ไรด์ 
(CCl4) ซึ่งจะถูกกําจดัออกจากร่างกายโดยการทํางานของเอ็นไซม์ ไซโทโครม P-450 ไฮดรอกซีเจส 
(cytochrome P-450 hydroxylase) ท่ีมีอยู่มากใน เซลล์ตบัและพบได้บ้างในเซลล์ ปอดและลําไส้เล็ก ทําให้
เป็นสาเหตขุองการสร้างอนมุลูซเูปอร์ออกไซด์ ภายในเซลล์ดงักลา่ว 

โอโซน โอโซนไม่ได้เป็นอนมุลูอิสระแตจ่ดัเป็น สารออกซิไดส์แรงสงูซึง่สามารถเปลี่ยนรูปเป็นอนมุลูไฮ
ดรอกซลิได้จากการกระตุ้นของคลื่นแสง  
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2.3 สารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant) 
 คือ สารท่ีทําหน้าท่ียบัยัง้ ต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั หรือสารท่ีสามารถขจดัอนุมลูอิสระออกจาก
ร่างกาย ระบบต้านออกซิเดชนัในร่างกาย แบ่งได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ ได้แก่ ประเภทท่ีป้องกันการเกิดอนุมลู
อิสระเช่น เอนไซม์ superoxide dismutase, glutathione peroxidase และ catalase เป็นต้น สว่นอีกประเภท 
คือ ประเภทท่ีทําลายปฏิกิริยาลกูโซ ่เช่น วิตามินอี, เบตาแคโรทีน และวิตามินซี เป็นต้น (Velloglu et al., 1998) 
สารต้านอนุมูลอิสระสามารถพบมากในผกัและผลไม้ เช่น วิตามินอี (alpha-tocopherol) พบได้ในอลัมอนด์ 
และนํา้มนัตา่งๆ เป็นต้น (Herrera and Barbas, 2001) เบตาแคโรทีนพบมากในอาหารท่ีมีสีส้ม เช่น มนัฝร่ัง, 
แครอท และแคนตาลปู เป็นต้น (Borek, 1991)  
 
2.3.1 ประเภทของสารต้านอนุมูลอสิระ 

สามารถแบง่ได้เป็น 2 กลุม่ คือ primary หรือ natural antioxidants และ secondary or synthetic 
antioxidants 

1. primary or natural antioxidants เป็นกลุม่ท่ีทําหน้าท่ียบัยัง้ปฏิกิริยาลกูโซ ่โดยไปทําปฏิกิริยา 
กับอนุมูลของไขมัน ให้กลายเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีความเสถียร สารต้านอนุมูลอิสระในกลุ่มนีจ้ะมีฟีโนลิก 
(phenolic) เป็นโครงสร้างหลกั (Hurrell, 2003) ซึง่ได้แก่  

1.1 antioxidants minerals ทําหน้าท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ (cofactor) ของเอนไซม์ท่ีต้านการ 
ออกซิเดชนั โดยพบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น คาร์โบไฮเดรต ตวัอย่างของสารต้านอนุมูล
อิสระกลุม่นี ้ได้แก่ selenium, copper, iron, zinc และ manganese 

1.2 antioxidants vitamins มีความจําเป็นตอ่กระบวนการเมแทบอลซิมึของร่างกาย 
ประกอบด้วย วิตามินซี วิตามินอี และวิตามินบี 

1.3 phytochemicals เป็นสารประกอบฟีโนลกิท่ีไมใ่ช่ทัง้วิตามินและแร่ธาต ุ
2. secondary or synthetic antioxidants เป็นสารประกอบฟีโนลกิท่ีทําหน้าท่ีจบักบัอนมุลูอิสระ 

และหยดุปฏิกิริยาลกูโซ่ สารเหล่านัน้ประกอบด้วย Butylated hydroxyl anisole (BHA), Butylated 
hydroxyrotoluene (BHT), Propyl gallate (PG), metal chelating agent (EDTA), Tertiary butyl 
hydroquinone (TBHQ) และ Nordihydro guaretic acid (NDGA)  
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ภาพที่ 2.11 โครงสร้างของสารต้านอนมุลูอิสระบางชนิด 

(ท่ีมา: Hamid , 2010) 
 
2.3.2 กลไกการยับยัง้อนุมูลอสิระของสารต้านอนุมูลอิสระ 

สามารถแบง่ได้เป็น 3 ชนิด (Lobo et al., 2010) ดงันี ้
1. ป้องกนัการเกิดอนมุลูอิสระ (Preventive antioxidant)  

โดยการเปล่ียนอนมุลูอิสระให้อยูใ่นรูปของโมเลกลุท่ีมีความเสถียรก่อนท่ีจะไปทําปฏิกิริยา 
กบัสารอ่ืน ช่วยกําจดัไอออนของเหล็ก และ ROS สารในกลุ่มนี ้ได้แก่ Glutathione peroxidase, Glutathione-
s-transferase, Phospholipid hydroperoxide, Catalase (CAT), Superoxide dismutase (SOD) 

2. ทําลายหรือยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ (Scavenging antioxidant)  
เป็นการกําจดัอนมุลูอิสระหรือจบัอนมุลูอิสระ เพ่ือป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาลกูโซใ่นขัน้ตอน  

initiation และ propagation ซึง่จะทําให้เกิดอนมุลูอิสระขึน้อย่างไม่สิน้สดุ สารในกลุม่นีแ้บง่เป็น 2 กลุม่ย่อย 
กลุม่แรก คือ hydrophilic เช่น Vitamin C, uric acid, bilirubin, albumin, และ thiols สว่นกลุม่ท่ีสอง คือ 
ipophilic เช่น vitamin E และ ubiquinol  
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3. หยดุปฏิกิริยาลกูโซข่องการเกิดอนมุลูอิสระ (Chain breaking antioxidant)  
เป็นการซอ่มแซมสารชีวโมเลกลุท่ีเกิดความเสียหาย สารในกลุม่นีคื้อ คือ proteolytic  

enzymes, proteinases, proteases, peptidases, glycol - sylases และ nucleases เป็นต้น 
 
2.4 เอนไซม์ Superoxide dismutases (SOD) 
 SOD เป็นเมทลัโลเอนไซม์ (metalloenzyme) เป็นเอนไซม์ท่ีทําหน้าท่ีในการกําจดัหรือต้านอนมุลูอิสระ 
ได้แก่ superoxide anion (O2 - ) ซึง่เป็นอนมุลูเร่ิมแรกท่ีเกิดขึน้จากเมแทบอลิซมึของเซลล์ท่ีมีการใช้ออกซิเจน 
และจากกระบวนการ respiratory burst ท่ีเกิดระหว่างการกําจดัสิ่งแปลกปลอมแบบ phagocytosis หรือ 
encapsulation ของเซลล์เม็ดเลือด (Holmblad and Söderhäll, 1999) โดย peroxinectin จะช่วยในการ
สง่เสริมให้มีการกําจดัสิ่งแปลกปลอม ซึง่เอนไซม์ NADPH oxidase จะเปล่ียนโมเลกลุของออกซิเจน (O2) เป็น
ซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (superoxide anion) จากนัน้ SOD จะเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียน superoxide anion 
ไปเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide, H2O2) โดย peroxinectin ซึง่เป็นโปรตีน ท่ีช่วยสง่เสริม
กระบวนการ phagocytosis จะเปล่ียน hydrogen peroxide ให้อยู่ในรูปของกรดไฮโปคลอรัส (hypochlorous 
acid, HOCl) เพ่ือทําลายสิ่งแปลกปลอม (รพีพร ฤกษ์พฒุ และจินตนา สและน้อย, 2556) เอนไซม์ชนิดนี ้
สามารถพบได้ทัง้ในพืชและสตัว์ โดยพบมากท่ีสมอง, ตบั, หวัใจ, เม็ดเลือดแดง และไต (Malmstrom et al., 
1975)  
 
2.4.1 กลไกการทาํงานของเอนไซม์ SOD 
 กลไกการทํางานของเอนไซม์ในการกําจดัอนมุลูอิสระ จะมีความสมัพนัธ์กนัเป็นห่วงโซ ่โดย SOD จะ
ทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาระหว่าง superoxide anion กบันํา้ เปล่ียนเป็น hydrogen peroxide และออกซิเจน 
จากนัน้ hydrogen peroxide จะถูกกําจดัต่อโดยเอนไซม์แคตาเลส (catalase) และเพอร์รอกซิเดส 
(peroxidase) ดงัสมการ 

Superoxide dismutase: 2O2
- + 2H                       H2O2 + O2 

Catalase: 2H2 O2                                                  2H2 O+ O2 

Peroxidase: H2 O2 + AH2                                       2H2 O+ A 
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2.4.2 การแบ่งกลุ่มของ SOD  
ในมนษุย์พบได้ 3 ไอโซฟอร์ม คือ คอปเปอร์ซิงค์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (Cu/Zn-SOD, SOD 1), 

แมงกานีสซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (Mn-SOD, SOD 2) และเอ็กซ์ตราเซลลลูาร์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส 
(extracellular SOD, SOD 3) (Sandstrom, 1994)  

1. Cu/Zn SOD มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 32 kDa เป็นเอนไซม์ท่ีมีโครงสร้างแบบโฮโมไดเมอร์  
(homodimer) ประกอบด้วย 2 หน่วยย่อย แต่ละหน่วยย่อยมีกลุ่มของโลหะ ได้แก่ คอปเปอร์และสงักะสี ท่ี
บริเวณเร่งปฏิกิริยา เช่ือมโมเลกลุด้วยฮิสติดีน 61 (histidine 61) ถกูควบคมุการสร้างโดยยีน CuZn-SOD ซึง่
อยูบ่นโครโมโซมแท่งท่ี 21 บริเวณตําแหน่ง 21q22 (Zelko et al., 2002) เอนไซม์ชนิดนีม้กัพบในสิ่งมีชีวิตท่ีเป็น 
eukaryote เป็นส่วนใหญ่ แต่ก็สามารถพบได้ในแบคทีเรียบางชนิด เช่น Photobacterium leiognathi, 
Caulobacter crescentus และ Pseudomonads Cu/Zn SOD ท่ีพบในเซลล์พืช สามารถแบง่ได้เป็น 2 กลุม่ 
โ ด ย ก ลุ่ ม แ ร ก เ ป็ น โ ฮ โ ม ไ ด เ ม อ ร์  ( homodimer)  พ บ อ ยู่ ใ น ไ ซ โ ต พ ล า ซึ ม  ( cytoplasm)  แ ล ะ 
เพอริพลาซึม (periplasm) ส่วนกลุ่มท่ีสองเป็นโอโมเตตระเมอร์ (homotetramer)พบอยู่ในคลอโรพลาสต์ 
(chloroplast) และเอ็กซ์ตราเซลลลูาร์ (extracellular) (Bordo et al., 1994)  

2.  Mn SOD มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 96 kDa เป็นเอนไซม์ท่ีมีแมงกานีสเป็นโคแฟกเตอร์ ถกู
ควบคมุการสร้างโดยยีน Mn-SOD ซึง่จากการศกึษาในเซลล์ลกูผสมของมนษุย์กบัหนเูมาส์ (mouse/human 
hybrids) พบว่ายีนดงักล่าวอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 6 บริเวณตําแหน่ง 6q25 โดยเอนไซม์ชนิดนีมี้หน้าท่ีกําจดั
อนุมลูอิสระภายในไมโตคอนเดรีย (Zelko et al., 2002) สามารถพบได้ทัง้สิ่งมีชีวิต prokaryote และ 
eukaryote โดยพบในไมโตคอนเดรีย และ peroxisomes มีโครงสร้างปฐมภมูิ, ทตุิยภมิู และตติยภมูิ คล้ายคลงึ
กบั Fe SOD (Fridovich, 1986) มีทัง้ชนิดท่ีเป็นโฮโมไดเมอร์ และโฮโมเตตระเมอร์ เอนไซม์ชนิดนีจ้ะไมถ่กูยบัยัง้
โดย KCN (potassium cyanide) หรือถกู inactivate โดย H2O2 (Bowler et al., 1994) ในสาหร่ายสีเขียวและ
กลุม่ไซยาโนแบคทีเรีย จะพบเอนไซม์ชนิดนีไ้ด้ในบริเวณ thylakoid membrane (Kanematsu and Asada, 
1979) 

3. extracellular SOD มีนํา้หนกัโมเลกุลประมาณ 135 kDa เป็นเอนไซม์ท่ีมีโครงสร้างเป็นแบบ 
เตตระเมอร์ ประกอบด้วยคอปเปอร์ สงักะสีและไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เป็นเอนไซม์ท่ีมีความจําเพาะ 
พบเฉพาะในกลุ่มสตัว์เลีย้งลูกด้วยนม ถูกควบคมุการสร้างโดยยีน EC-SOD ซึ่งอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 4 
บริเวณตําแหน่ง 4p-q21เอนไซม์ชนิดนีเ้ป็นเอนไซม์หลกัท่ีช่วยในการกําจดัอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ในช่องว่างของ
ผนงัหลอดเลือด (Zelko et al., 2002) โดยจะพบเอนไซม์ชนิดนีอ้ยู่ภายนอกเซลล์ บริเวณช่องว่างระหว่าง
เนือ้เย่ือและเมทริกซ์ท่ีอยูภ่ายนอกเซลล์ และพบมากในพลาสมา นํา้เหลือง นํา้ไขข้อและของเหลวภายในสมอง
และไขสนัหลงั (Carlsson et al., 1995) 
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นอกจากนีย้งัมีไอออนซปุเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (Fe SODs) ซึง่ไมพ่บในมนษุย์ แตก็่สามารถพบได้ทัง้
ในสิ่งมีชีวิตท่ีเป็น prokaryote และ eukaryote โดยใน eukaryote สามารถสกดัได้จาก Euglena gracilis 
(Kanematsu and Asada, 1979) เอนไซม์ชนิดนีจ้ะถกู inactivate โดย H2O2 และทนทานตอ่การยบัยัง้ของ
โพแทสเซียมไซยาไนด์ (KCN) โดย Fe SOD สามารถแบ่งกลุ่มได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มแรกเป็นโฮโมไดเมอร์ มี
นํา้หนกัโมเลกลุ 20kDa ซึง่สกดัได้จากแบคทีเรียหลายชนิด เช่น  Esterichia coli (Yost and Fridovich, 1973) 
และกลุ่มท่ีสองเป็นเตตระเมอร์ มีนํา้หนกัโมเลกุล 80-90 kDa ซึ่งพบในพืชชัน้สงู และสามารถสกัดจาก 
prokaryote ได้ เช่น Mycobacterium tuberculosis (Kusunose et al., 1976) และใน eukaryote คือ 
Tetrahymena pyridornis (Barro et al., 1990) 
 
2.5 บทความและงานวิจยัที่เก่ียวข้อง         

Phillip et al., 2010 ได้ทําการศกึษาเก่ียวกบัเสถียรภาพของวิตามินซีในผกั ผลไม้สดป่ันแช่แข็งเม่ือเก็บ
ไว้เป็นระยะเวลา 1 ปี โดยทําการเลือกผกัผลไม้ มา 3 ชนิด ประกอบด้วย collard greens (Brassica oleracea 
var. viridis), clementines (Citrus clementina hort. ex Tanaka), and potatoes (Solanum tuberosum) 
มาหัน่ให้เป็นชิน้ประมาณ ชิน้ละ 2×2 มิลลิเมตร จากนัน้แช่ใน liquid nitrogen ป่ันให้ละเอียด centrifuge เก็บ
สว่นของ supernatant ไว้ในขวดสีชา ท่ี -60 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะนํามาวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีด้วย
เคร่ือง HPLC โดยทําการวิเคราะห์ 7 ช่วงเวลา คือ  0.5, 1, 2, 3, 4, 6,และ 12 เดือน ตามลําดบั ผลการ
วิเคราะห์ พบว่า ความเข้มข้นของตามินซีใน clementines ไม่มีการเปล่ียนแปลง เม่ือเก็บไว้เป็นเวลา 1 ปี สว่น
ความเข้มข้นของวิตามินซีใน collard greens และ potatoes มีปริมาณท่ีลดลง ตามลําดบัเวลา กล่าวคือ เม่ือ
เก็บไว้ระยะเวลานานขึน้ จะทําให้ปริมาณวิตามินซีลดลง ซึง่สงัเกตได้จากกราฟของสารตวัอย่างเทียบกบักราฟ
ของวิตามินซีมาตรฐาน     

วีระ วีระกลุ และวฒุิชยั ศรีวิกรานต์โยธิน, 2556 ได้ทําการศกึษาและรายงานว่า มะเขือเทศมีถ่ินกําเนิด
ในประเทศเปรูและเอกวาดอร์ มะเขือเทศจดัเป็นพืชผกัท่ีมีความสําคญัในแง่อตุสาหกรรมและบริโภค เน่ืองจาก
มีสารสําคญัท่ีมีคณุประโยชน์ตอ่สขุภาพ เพราะในมะเขือเทศประกอบไปด้วยวิตามินหลายชนิด เช่น วิตามินเอ 
วิตามินซี และแร่ธาตหุลายชนิด ภายในมะเขือเทศยงัประกอบด้วยสารต้านอนมุลูอิสระท่ีมีช่ือว่า ไลโคพีน ซึง่
ช่วยลดอตัราการเส่ียงตอ่การเกิดโรคมะเร็งหลายชนิด และยงัช่วยให้สขุภาพผิวดีขึน้อีกด้วย การทดลองเร่ิมต้น
จากการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินเอ วิตามินซีในมะเขือเทศ โดยในการหาปริมาณวิตามินเอ ใช้เอทานอลเป็น
ตวัทําละลาย และวิตามินซีใช้นํา้เป็นตวัทําละลาย จากการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินเอ วิตามินซี โดยใช้
เคร่ืองยวีูวิสสิเบิล สเปคโตรโฟโตมิเตอร์พบว่าวิตามินเอ และวิตามินซีในมะเขือเทศ1 กิโลกรัมเท่ากบั 0.148 
กรัมและ 19.22 กรัม ตามลําดบั สว่นการศกึษาตวัทําละลายท่ีใช้ในการสกดัสารไลโคพีน โดยใช้ คลอโรฟอร์ม 
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เบนซีน และอะซีโตนเป็นตวัทําละลาย จากการวิเคราะห์โดยใช้เคร่ือง HPLC วิเคราะห์พบว่าตวัทําละลายท่ี
สกดัไลโคพีนได้ดีท่ีสดุคือ อะซีโตน รองลงมาคือ คลอโรฟอร์ม และเบนซีน ตามลําดบั 
 จากข้อมลูพืน้ฐานทางโภชนาการและประโยชน์ท่ีพบในมะเขือเทศ รวมทัง้ผลงานวิจยัท่ีศกึษาก่อนหน้า
นี ้ชีใ้ห้เห็นถึงความสําคญัของคณุสมบตัิองค์ประกอบต่างๆท่ีดีต่อสขุภาพผู้บริโภค โดยเฉพาะอย่างยิ่งฤทธ์ิใน
การต้านสารอนุมลูอิสระ ซึ่งยงัคงไม่มีข้อมลูการศึกษาท่ีออกมาแน่ชดัทําให้มะเขือเทศสีดา  มะเขือเทศราชินี 
และมะเขือเทศลกูใหญ่ซึง่เป็นผลไม้ท่ีนิยมรับประทานสด ถกูเลือกมาทําการสกดัธรรมชาติ (Natural extracts) 
ในรูปแบบละลายนํา้และไมล่ะลายนํา้ เพ่ือศกึษาฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ 
 
กรอบแนวคิดในการวิจัย 

               การทําการวิจยัในครัง้นีมี้จุดมุ่งหมายเพ่ือศึกษาผลของสารสกัดมะเขือเทศท่ีมีฤทธ์ิต้านสารอนุมูล
อิสระต่อการรักษาโรคความจําเส่ือม กลุ่มผู้ วิจัยจะทําการสกัดผลมะเขือเทศราชินีสุกในรูปแบบสารสกัดท่ี
ละลายนํา้ และตวัทําละลายท่ีสกดัสารละลายในไขมนั จากนัน้ทดสอบการออกฤทธ์ิตอ่การต้านสารอนมุลูอิสระ
ประเภทท่ีเป็นเอนไซม์ อย่างน้อย 3 ชนิด ได้แก่ การวดักิจกรรมเอนไซม์ SOD, Glutathione peroxidase และ 
Catalase ของสารสกดัท่ีได้ ทดสอบผลของสารสกดัตอ่การยบัยัง้สารอนมุลูอิสระในเซลล์สมอง/เซลล์ประสาท 
ท่ีเพาะเลีย้งในห้องทดลอง ฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ โดยการย้อมเซลล์ด้วยสี Trypan blue และ
ทดสอบ MTT จากนัน้ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัเม่ือประยกุต์ในหนูท่ีถูกเหน่ียวนําให้สมองเส่ือมจากการผูก
หลอดเลือดคอมมอนคาโรติดทัง้สองข้างต่อพฤติกรรมการเรียนรู้และความจํา และศึกษาผลการทํางานของ
เอนไซม์ในเลือด เซลล์ และเนือ้เย่ือท่ีเปล่ียนแปลงไป เปรียบเทียบกบัวิตามินซีและอี ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
เช่นเดียวกนั 
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Tomato fruit sampling 
 

Hydrophilic and Lipophilic extracts 

Compare results with Vitamin C & Vitamin E 

     Biochemistry assay of Antioxidant activity  

Dementia Therapy 

Protection of Oxidative stress    Improvement of cognitive deficits and brain damage 

รูปที่ 2.12 แผนภาพโดยรวมของการดําเนินการวิจยั 
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บทที่ 3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
 

การสุ่มกลุ่มตวัอย่าง 
มะเขือเทศราชินี 
ผลมะเขือเทศราชินีสดท่ีใช้ในการทดลอง ซือ้จาก Top supermarket และจากรถขายผลไม้ของนาง

บังอร จ.ชลบุรี ในช่วงเดือนพฤศจิกายน ถึง มกราคม พ.ศ. 2556 ท่ีผ่านการตรวจสอบสารกลุ่ม 
Organophosphate รับรองผลติภณัฑ์ปราศจากยาฆ่าแมลงสารตกค้าง 

ผลมะเขือเทศราชินีสดท่ีใช้ในการทดลอง ชือ้จากร้าน รักผกั อ.ศรีราชา จ.ชลบรีุ ในช่วงเดือนตลุาคม ถึง 
พฤศจิกายน พ.ศ. 2557 ท่ีผ่านการตรวจสอบสารกลุ่ม Organophosphate รับรองผลิตภณัฑ์ปราศจากยาฆ่า
แมลงสารตกค้าง 

 

เคร่ืองมือในการวิจัยและการตรวจสอบคุณภาพเคร่ืองมือ 
1) ชดุสกดัสาร 

- โกร่งบด (Motar w/spout และ pestle ‘porcelain’dia.130mm) 
- บีกเกอร์ 
- ฟอร์ย 
- เคร่ือง magnetic sterling 

2) ชดุกรองสาร 
- ผ้าขาวบาง  
- กรวยกรอง 
- กระดาษกรอง (Whatmam®เบอร์ 1 UK ) 
- ชดุทดสอบยาฆา่แมลง: ชดุนํา้ยาตรวจสอบสารพิษตกค้าง GT KIT,

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
3) หลอดทดลอง, Pyrex 
4) เคร่ืองชัง่, Satorius 
5) Incubator  
6) Shaker Incubator   
7) UV / Vis Spectrophotometer (Genesys 10s UV-Vis) 
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สารเคมี 
1) เอทานอล (Analytical grade, Carlo) 
2) นํา้ปราศจากเชือ้   
3) วิตามินซีบริสทุธ์ิ (Sigma-Aldrich) 
4) β-carotene (Sigma-Aldrich) 

5) SOD assay kit (Sigma-Aldrich) 
6) Hydrogen peroxide 

 
 
วิธีการทดลอง 
1) การสกัดสารจากมะเขือเทศ 
 ผลมะเขือเทศสกุท่ีจะทําการทดลองต้องผา่นการทดสอบความปลอดภยัจากยาฆา่แมลง โดยใช้ชดุ
ทดสอบหายาฆา่แมลงในผกัและผลไม้ TM kit ในการตรวจสอบและยืนยนัผล (วิธีการทดลองดงัในภาคผนวก 
การตรวจหายาฆ่าแมลงในมะเขือเทศ) ล้างด้วยนํา้ดา่งทบัทิม เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วยนํา้เปลา่ เป็นเวลา 2 
นาที ก่อนทําการสกดัด้วยวิธีตา่งๆ   

การสกดัสารจากมะเขือเทศดว้ยน้ําปราศจากเชือ้ 
 นําผลมะเขือเทศสกุ สด มาหัน่เป็นชิน้เล็กๆให้มีขนาดประมาณชิน้ละ 5 X 5 มิลลิเมตร ชัง่นํา้หนกั 20 
กรัม ใสล่งไปในบีกเกอร์ เติมนํา้ปราศจากเชือ้ 0.4 มิลลิลิตร (ความเข้มข้นของสารสกดั 50 กรัมนํา้หนกัสดตอ่
มิลลลิติร) ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้บดมะเขือเทศด้วยโกร่งให้ละเอียด กรองด้วยผ้าขาวบางเพ่ือเอากาก
ออก และกรองสารสกดัท่ีได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman ®เบอร์4 เก็บตวัอย่างท่ีจะทดสอบไว้ท่ี –20 องศา
เซลเซียส   
 การสกดัสารจากมะเขือเทศดว้ยเอทานอล 
 นําผลมะเขือเทศสกุ สด มาหัน่เป็นชิน้เลก็ๆให้มีขนาดประมาณชิน้ละ 5X5 มิลลเิมตร ชัง่นํา้หนกั 20 
กรัม ใสล่งไปในบีกเกอร์ เตมิเอทานอล 12 มิลลลิติร (ความเข้มข้นของสารสกดั 1.67กรัมนํา้หนกัสดตอ่
มิลลลิติร) คนสารให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง magnetic sterling เป็นเวลา 8 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง จากนัน้กรองด้วยผ้าขาวบางเพ่ือเอากากออก และกรองสารสกดัท่ีได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman ® 
เบอร์4 เก็บตวัอยา่งท่ีจะทดสอบไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส  
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2) การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
  ทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ชนิดตา่งๆดงันี ้คือ Superoxide dismutase โดยวดัผา่นเคร่ืองสเปกโตรโฟโตร
มีเตอร์ และหาคา่ความเข้มข้นของโปรตีนโดยการใช้ Bradford method เทียบกบั BSA standard 
  1 Superoxide Dismutase (SOD) assay (Beyer et al, 1991; Nebot et al, 1993)  

ทําการสงัเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ SOD โดยวดัอตัราการเกิด autoxidation ของสาร 5,6,6a,11b-
tetrahydro-3,9,10-trihydroxybenzo[c]fluorine:R1 ในสารละลาย alkaline solution ได้ผลิตภณัฑ์เป็น 
chromophore ท่ีสามารถดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสงูสดุท่ี 525 nm ดงัภาพ 

 

 
 
การรบกวนของ Mercaptans (RSH) เช่น reduced glutathione สามารถควบคมุได้โดย pretreat สาร

ตวัอย่างด้วย 1-methyl-2-vinylpyridinium R2 ซึ่งสามารถกําจดั mercaptans จากปฏิกิริยาท่ีเป็นด่าง 
alkylation  

 
 

วดัคา่ดดูกลืนแสง (Absorbance) ท่ีเปล่ียนไป คํานวณคา่ kinetic measurement เป็น Unit enzyme 
คา่ SOD activity คํานวณจากคา่ Vs/Vc ratio ของอตัราการเกิด autoxidation ของสารสกดั (Vs) เทียบกบั
สารละลายท่ีไม่มี SOD (Vc) จากสารประกอบเชิงโมเลกลุชนิดตา่งๆของ SOD เช่น Cu/Zn-SOD, Mn-SOD 
และ Fe-SOD  
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ในการทดสอบครัง้นี เ้ ป็นวิ ธีการตรวจหาระดับของอนุมูลอิสระทางอ้อม  ด้วยวิธีทําให้เกิดสี 
(colorimetric method) โดยใช้สาร nitroblue tetrazolium (NBT) หลกัการของวิธีนี ้คือ เอนไซม์ xanthine 
oxidase จะเป็นตวัปลดปล่อยอนุมลูอิสระ superoxide anion ออกมา และเกิดปฏิกิริยากบัเอนไซม์ SOD 
จากนัน้ superoxide anion จะเกิดปฎิกิริยารีดกัชนักบัเกลือ tetrazolium ได้ผลิตภณัฑ์เป็น formazan ซึง่เป็น
สารท่ีมีสี ตรวจวดัสีท่ีเกิดขึน้ โดยใช้ชดุทดสอบมาตรฐาน 19160 SOD Determination Kit (Sigma-aldrich) 

เร่ิมต้นโดยการตวัอย่าง ตวัอย่างละ 20 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุของ microplate ใส ่pool ซีร่ัมของ
ตวัอยา่งปริมาตร 20 ไมโครลติร ลงในหลมุของ Blank 2 และใส ่ddH2O ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในหลมุของ 
Blank 1 และ Blank 3 จากนัน้เติม  WST working solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในทกุหลมุ แล้วเติม 
Dilution Buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในหลมุ Blank 2 และ Blank 3 สดุท้ายเติม Enzyme Working 
Solution ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในหลมุของซีร่ัมตวัอย่าง และ Blank 1 แล้วผสมให้เข้ากนั ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร โดยใช้
เคร่ือง VersaMax ELISA Microplate reader แล้วนํามาคํานวณหาฤทธ์ิของการต้านออกซิเดชนั ตามสมการ
ดงันี ้

 

 
 

2. Glutathione Peroxidase (GPx) assay (Paglia, et al., 1967) 
เป็นการวดัการทาํงานของเอนไซม ์Glutathione Peroxidase ท่ี catalyze H2O2 ในปฏิกิริยาควบคู่ (Couple 

reaction) ระหวา่ง Glutathione reductase (GR) และ oxidized Glutathione (GSSG) โดยการใชเ้อนไซม ์GPx ผา่น
กระบวนการ Oxidation-reduction ของ NADPH ซ่ึงเป็นผลใหค่้าดูดกลืนแสงลดลง ท่ีความยาวคล่ืน 340 nm ดงั
สมการ   

             GPx 
R-O-O-H    +  2GSH  R-O-H   +  GSSG  +  H2O 
        GR 
GSSG + 2NADPH + H+  2GSH + NADP+ 
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3  Catalase (CAT) assay (Aebi, 1984) 
เป็นการทดสอบความสามารถในการออกซิไดส์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ H2O2 ใหไ้ดน้ํ้ า H2O และ

ออกซิเจน O2 ดงัสมการ 

      catalase 
2H2O2          2H2O + O2 

โดยการใชส้ารตั้งตน้ 10 mM H2O2 ตั้งท้ิงไวบ้นนํ้ าแขง็ วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนไปท่ีความยาวคล่ืน 
240 nm (t0) จนครบ 3 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (t3min) กาํหนดให ้CAT activity มีค่า extinction coefficient เท่ากบั 
39.4 mM-1cm-1 ที่ 240 nm เป็นเวลา 3 min (Aebi, 1984) ซ่ึงสามารถพฒันาเป็นการวดัผลของสีท่ีเกิดข้ึนแบบ 
coloric methods โดยการใช ้4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole ท่ีเป็น chromogen ใหส้าร purpald 
ท่ีถูก oxidize ไดด้ว้ย potassium periodate ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 nm 
 
3) การทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้อนุมูลอสิระและการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง 
 1. การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกาํเนิดชนิดมีเซนไคม์ (Mesenchymal stem cells, MSCs)  
     การศกึษาครัง้นีจ้ะใช้เซลล์ประสาทท่ีได้จากการเหน่ียวนําเซลล์ต้นกําเนิด MSCs  ท่ีแยกได้จากไข
กระดกูให้พฒันาเป็นเซลล์ประสาท (neuron) ซึ่งศาสตร์นีกํ้าลงัเป็นท่ีสนใจของนกัวิจยัทัว่โลกในการนํามา
ประยุกต์ใช้รักษาโรคท่ีเกิดจากความเสื่อมของเซลล์ประสาทหรือนํามาใช้เป็นเซลล์ต้นแบบ (model) ใน
การศกึษาชีววิทยาของเซลล์ประสาท โดยเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิด MSCs ใน flask T75 ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ 
DMEM, 10% fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml 
streptomycin เลีย้งเซลล์ท่ี 37°C, 5% CO2 เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ ทกุๆ 2-3 วนั เป็นระยะเวลาประมาณ 1 
เดือน เพ่ือเพ่ิมจํานวนเซลล์ให้มากพอในการทําการทดลอง 

2. การเหน่ียวนํา MSCs เป็นเซลล์ประสาท (Cell culture and neuronal differentiation)  
 เม่ือเพิ่มจํานวนเซลล์มากพอ ทําการ trypsinized เซลล์ โดยใช้ trypsin-EDTA และเลีย้งเซลล์จํานวน
ประมาณ1x103 cells/cm2 ใน 6-well plate ท่ีเคลือบด้วยสาร laminin จากนัน้เตมิ Neuronal medium ซึง่มี 1 

mM β-mercaptoethanol (BME), 10% FBS, 10 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF), 2% 
dimethylsulfoxide (DMSO) และ 200 mM butylated hydroxyanisole (BHA) ในการเหน่ียวนําเซลล์ต้น
กําเนิดเป็นเซลล์ประสาท เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ ทกุๆ 2-3 วนั จนครบ 5 วนั 
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2.1 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงจากเซลล์ต้นกาํเนิดไปเป็นเซลล์ประสาทภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ 
 สงัเกตดกูารเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ทกุ ๆ 24 ชม. หลงัการเหน่ียวนํา โดย
เซลล์ประสาทจะมีสว่นของ Cytoplasm หดแคบเข้า แตมี่สว่นของ protoplasm ย่ืนออกไปจากตวัเซลล์เป็น
จํานวนมาก เปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีไมไ่ด้เหน่ียวนํา (control cell หรือ non-induced cells) ซึง่จะมีลกัษณะยาว
รีคล้ายกระสวย (spindle shape) 

 
 

รูปที่ 3.1  ลกัษณะของเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ (MSCs) เปรียบเทียบกบัเซลล์ประสาท (neuron) 
  
  2.2 Semi-quantitative RT-PCR  

      Semi-quantitative RT-PCR ตรวจสอบการแสดงออกของจีนจําเพาะกบัเซลล์ประสาท 
(neuronal marker genes) หลงัการเหน่ียวนํา 5 วนั เปรียบเทียบกบั control cell โดยสกดั RNA จากเซลล์
ประสาทท่ีเหน่ียวนําครบ 5 วนั และเปลี่ยน RNA เป็น cDNA เพ่ือทํา semi-quantitative RT-PCR ใน
การศกึษาครัง้นีจ้ะใช้ GAPDH เป็น control ในการเปรียบเทียบความเข้มของจีนจําเพาะกบัเซลล์ประสาท 
โดยในการศกึษาครัง้นีจ้ะตรวจสอบการแสดงออกของจีนจําเพาะตอ่เซลล์ประสาท (neural marker genes) 
4 ชนิด โดยจีนแตล่ะชนิดมีหน้าท่ีดงันี ้
  1. Neurogenin (NGNs) เป็น transcript factor ท่ีมีบทบาทสําคญัในการควบคมุ
กระบวนการถอดรหสัในการพฒันาของเนือ้เยื่อประสาท (neurogenesis) จะพบการแสดงออกของจีนนีใ้น
ระหวา่งท่ีมีการสร้างระบบประสาท 
  2. Nuclear receptor related 1 protein (Nurr) เป็น transcript factor ท่ีมีบทบาทสําคญัใน
การป้องกนัการอกัเสบของเซลล์ประสาทและคงสภาพของ dopamine ให้อยู่ในภาวะปกติพบการแสดงออก
ของNurrในระหวา่งการพฒันาของระบบประสาทสว่นกลาง (Central nervous system) 
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  3. Nestin เป็นintermediate filament ท่ีสําคญัในระบบประสาทพบการแสดงออกของจีนนีใ้น
เซลล์ของระบบประสาทสว่นกลาง (Central nervous system) และระบบประสาทสว่นปลาย (peripheral 
nervous system)  

  4.-Tubulin III เป็นโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของไมโครทบูลู (microtubule) ของเซลล์
ประสาท 

การตรวจสอบการแสดงออกของจีน NGN, Nurr, Nestin และTubulin จะเปรียบเทียบกนั
ระหว่าง Control cells กบั Induced cells และใช้จีน glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) เป็นจีนควบคมุหรือ housekeeping gene โดยจะสกดั RNA จาก Induced cellsและ control 
cellsจากนัน้ทําการสงัเคราะห์ cDNA และตรวจสอบการแสดงออกของ neuron marker genes ด้วย
เทคนิค Semi quantitative RT-PCRโดยใช้ primer ดงัตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 3.1 ลําดบัเบสของ primer ท่ีใช้ในการศกึษา 
Primer Sequences Primer length Size (bp) 

NGN 
 

Forward: 5’ - AGT GAC CTA TCC GGC TTC CT - 3’      
Reverse:  5’ - TCA AGT TGT GCA TGC GGT TG - 3’ 

20 bp 
20 bp 

368 

Nurr 
 

Forward: 5’ - TTC CAC CAG AAC TAC GTG GC - 3’ 
Reverse:  5’ - ACT GTG CGC TTA AAG AAG CC - 3’ 

20 bp 
20 bp 

419 

-tubulin III Forward: 5’ - ACC TAC TGC ATC GAC AAC GA - 3’ 
Reverse:  5’ - ACC TCC TTC ATG GAC ATG CG - 3’ 

20 bp 
20 bp 

383 

Nestin Forward: 5’ AAA GAG GGT TCA GGG CTT GG - 3’ 
Reverse:  5’ CAA GGT GAA GGG GCA TCA CT - 3’ 

20 bp 
20 bp 

216 

GAPDH Forward: 5’ - GAG AAG GCT GGG GCT CAT TT - 3’ 
Reverse:  5’ - AGT GAT GGC ATG GAC TGT GG - 3’ 

20 bp 
20 bp 

231 

 
  2.3 Hematoxylin staining เพ่ือให้การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ต้นกําเนิด
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ให้ชดัเจนย่ิงขึน้ โดยทําการย้อม Hematoxylin ในเซลล์ต้นกําเนิดท่ีเลีย้งในอาหารท่ีเติม
neuronal medium เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ล้างเซลล์ด้วย PBS และ fixed เซลล์ด้วย 10% neutral 
buffer formalin 20 นาที จากนัน้ล้างเซลล์อีกครัง้ด้วย PBS และเตมิ Hematoxylin ให้ทว่มเซลล์เป็นระยะเวลา 
30 นาที ล้างเซลล์ด้วย PBS อีกครัง้ก่อนสอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ 
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3. การชักนําเซลล์ประสาทให้เกิดภาวะ oxidative stress ด้วยสาร hydrogen peroxide (H2O2) 
     การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ H2O2 ในการชกันําการตายของเซลล์ประสาททําได้โดยนําเซลล์

ต้นกําเนิดจํานวน 1x103 cell/well มาเพาะเลีย้งใน 96-well plate และเหน่ียวนําเป็นเซลล์ประสาทโดยเตมิ 
neural medium ลงไป 100 ul/well เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์เดมิทิง้ไป 

แล้วเตมิอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี H2O2 ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 30, 60, 100 และ 200 M (Xin et al., 2001) 
เป็นระยะเวลา 24ชัว่โมง โดยทําการทดลอง 3 ซํา้ (n = 3) เม่ือครบเวลา ทําการวดัจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดด้วย
วิธี Sulforhodamine B (SRB Assay) การทดสอบทําโดย fix เซลล์ท่ีมีชีวิตด้วย 40% trichloroacetic acid 
(TCA) และย้อมด้วย SRB  ซึง่เป็น aminoxanthene dye  สามารถจบักบั basic amino acid  ของโปรตีน
ภายในเซลล์ท่ีรอดชีวิตได้  ความเข้มข้นของสี SRB  ท่ีวดัด้วยเคร่ือง ELISA reader ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 570 
nm แสดงถึงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดซึง่วธีินีส้ามารถลดการรบกวนคา่ดดูกลืนแสง (Absorbance) ท่ีอาจเกิด
จากสีของสารสกดัได้ 
 
 การคาํนวณหา % cell viability  
  % cell viability =           Absorbance of treated cell x 100   
                                Absorbance of control cell  
 
 4 การทดสอบ Sulforhodamine B colorimetric (SRB) assay เพื่อวัดความเป็นพิษของสาร 
H2O2 ต่อเซลล์  

นําเซลล์ท่ีผ่านการชกันําให้เกิดภาวะ oxidative stress มาย้อมสี SRB เพ่ือดกูารตายของเซลล์
เพาะเลีย้ง หลงัจากบม่เซลล์เพาะเลีย้งใน 96 well plates เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วนํา 96 well plates ออกมา
จากตู้ CO2 incubator เติม 10 % TCA ปริมาตร 100 ul ในแตล่ะหลมุ โดยไม่ต้องทิง้ supernatant ทําการห่อ
ด้วยกระดาษฟอยด์แล้วไปบม่ท่ีตู้ เย็นอณุหภมิู 4°C เป็นเวลา 1 ชม. เม่ือครบเวลาล้าง 96 well plates ด้วย
นํา้ประปา 3 ครัง้ เช็ดนํา้สว่นเกินแล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องรอให้แห้ง เม่ือ 96 well plates แห้ง นํามาเติม SRB 
solution ปริมาตร 100 ul ห่อกระดาษฟอยด์ ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลานํามาล้าง
ด้วย 1% acetic acid ทนัที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลานํามาล้างด้วย 1% acetic 
acid ทนัที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องรอให้แห้ง เม่ือ 96 well plates แห้ง นํามาเติม 10 mM TBS ปริมาตร 200 ul 
ดดูขึน้ลงให้เข้ากนั จากนัน้นําไปวดัด้วยเคร่ือง ELISA reader ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 570 nm  (ทําการทดลอง 3 
ครัง้) 
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5. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดมะเขือเทศในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาท  
นําเซลล์ต้นกําเนิด MSCs จํานวน 1x103 cell/well มาเพาะเลีย้งใน 96-well plate และเหน่ียวนําเป็น

เซลล์ประสาทโดยเตมิ neural medium ลงไป 100 ml/well เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ถ่ายอาหาร
เลีย้งเซลล์เดมิทิง้ไป แล้วเตมิอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสารสกดัแตล่ะความเข้มข้น (ตารางท่ี 2) ลงในแตล่ะหลมุ (n 
= 3) เลีย้งเซลล์ท่ี 37°C, 5% CO2เป็นเวลา 24 ชัว่โมงเม่ือครบเวลา ถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์เดมิทิง้ไป แล้วเตมิ
อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี H2O2 ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ เพ่ือชกันําการตายของเซลล์ประสาท โดยบม่เซลล์ท่ี 37°C 5% 
CO2เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ล้างเซลล์ด้วย PBS เพ่ือทํา SRB assay เพ่ือวดัคา่ร้อยละของเซลล์ท่ีมี
ชีวิตอยู ่
 ฤทธ์ิของสารสกดัในการป้องกนัการตายของเซลล์นีจ้ะถกูเปรียบเทียบผลกบัการเตมิวติามินซี (Vitamin 
C) และวิตามนิเอ (Vitamin A) ความเข้มข้น 25 และ 50 mg/ml เพ่ือดวูา่สารสกดัท่ีได้จากมะเขือเทศมี
คณุสมบตัป้ิองกนัการตายของเซลล์จากภาวะ oxidative stress ท่ีชกันําโดย H2O2 เทียบเทา่หรือดีกวา่สาร
มาตรฐาน  
 

ตารางที่ 3.2 คา่ความเข้มข้นของสารสกดัมะเขือเทศชนิดตา่งๆ ท่ีใช้ทําการทดสอบ 
ชนิดของสารสกัด ความเข้มข้นสุดท้ายที่ใช้ทาํการทดสอบ (mg/ml) 

มะเขือเทศสีดา (ใช้นํา้สกดั) 125 และ 250 
มะเขือเทศสีดา (ใช้ ethanol สกดั) 180 และ 370 
มะเขือเทศราชินี (ใช้นํา้สกดั) 125 และ 250 
มะเขือเทศราชินี (ใช้ ethanol สกดั) 180 และ 370 
Vitamin C 25 และ 50 
Vitamin A 25 และ 50 
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4)  การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดมะเขือเทศต่อการรักษาภาวะความจาํเส่ือมในหนูทดลอง 
ใช้หนขูาวถีบจกัรเพศผู้พนัธ์ุ ICR หนกั 15-20 กรัม ให้อยูใ่น light/dark cycle 23°C และให้กินอาหาร

และนํา้ตามปกตเิป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้ทําการสลบหนดู้วย pentobarbital-sodium 50 mg/kg ผา่ตดัตาม
แนวกลาง cervical แล้วแบง่หนอูอกเป็น 2 กลุม่ 

โดยกลุม่ท่ี 1 ผกูเส้นเลือด common carotid artery ทัง้สองเส้น (หน ู 2VO) เพ่ือจําลองภาวการณ์
ไหลเวียนเลือดในสมองต่ํา (Farkas et al., 2007) กลุม่ท่ี 2 ไมไ่ด้ผกูเส้นเลือด (หน ูSham) จากนัน้ 8 สปัดาห์ 
หลงัการผา่ตดั ทดสอบ Morris water maze test ตอ่เน่ืองกนั 5 วนั และทดสอบ probe test ในวนัท่ี 5 หลงัจาก
นัน้แบง่หน ู 2VO ออกเป็น 4 กลุม่ยอ่ย โดยกลุม่ท่ี 1 ได้รับ saline (2VO+ saline), กลุม่ท่ี 2 ได้รับ vitamin C 
หรือ vitamin E 10-20 mg/kg กลุม่ท่ี 3 และ 4 ได้รับสารสกดัจากมะเขือเทศท่ีละลายในตวัทําละลายท่ีความ
เข้มข้นตา่งๆกนั ประมาณ 10 และ 20 mg/kg ตามลาํดบั และกลุม่ท่ี 5 เป็นหน ูsham และได้รับ saline โดยทํา
การป้อนสารให้หนขูาวทกุๆวนัตอ่เน่ืองกนัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ แล้วทําการทดสอบ Morris water maze test อีก
ครัง้ในวนัท่ี 85-90 เพ่ือทดสอบผลของสารสกดัมะเขือเทศตอ่ความสามารถในการเรียนรู้จดจํา (Farkas et al., 
2007) จากนัน้เจาะเลือดแบบ cardiac puncture จากหนทูดลองมาทดสอบทาง Biochemical assay นําหนู
มาสลบแล้วผา่สมองสว่น cortex และ hippocampus ออกมาแช่ในนํา้แข็ง ใส ่ 10%ice-cold saline แล้ว 
วิเคราะห์ระดบั SOD, Px และ Catalase ของเนือ้เย่ือสมองของหนท่ีูได้รับสารสกดัมะเขือเทศ เทียบกบัหนท่ีู
ได้รับวิตามินซีหรือวิตามนิอี  

4.1 การทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจาํ ด้วย Morris water maze  
test  

การทดสอบ Morris water maze test จะใช้ภาชนะทึบทรงกลม ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 30 
cm ลกึ 20 cm ใสนํ่า้ลกึประมาณ 15 cm และมี platform แบง่พืน้ท่ีภาชนะออกเป็น 4 quadrant เท่าๆกนั วาง 
platform อยูใ่ต้นํา้อยา่งน้อย 3-5 cm.อยูใ่น quadrant ใด quadrant หนึง่ เร่ิมทดลองโดยวางให้หนอูยูบ่น 
platform 20 วินาที ในครัง้แรก จากนัน้คอ่ยๆปลอ่ยหนลูงในนํา้ ให้วา่ยอยา่งอิสระจนกระทัง่หนหูา platform 
เจอและปีนขึน้ไปหยดุอยูบ่น platform และบนัทกึเวลาท่ีหนใูช้ในการหา platform โดยหนแูตล่ะตวัจะถกู
ทดสอบ 2 ครัง้/วนั ตอ่เน่ืองกนัเป็นเวลา 5 วนั  

 
4.2 การทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจาํ ด้วย  Probe test 

การทดสอบ Probe test จะทําในวนัสดุท้ายของการทดลอง เพ่ือทดสอบความสามารถในการ
เรียนรู้และจดจํา โดยการนําเอา platform ออกไปจากภาชนะ และทดสอบให้หนวูา่ยนํา้ในภาชนะนัน้ เป็นเวลา 
1 นาที สงัเกตและจบัเวลาท่ีหนวูา่ยวนอยูใ่นตําแหน่งท่ีเคยมี platform  
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      บทที่ 4 

ผลการวจัิย 
  

4.1 ผลการตรวจสอบความปลอดภยัการสกัดสารจากมะเขือเทศ 
 ผลการทดสอบยาฆ่าแมลงในมะเขือเทศราชินี โดยใช้ชดุทดสอบหายาฆ่าแมลงในผกัและผลไม้ในการ
ยืนยนัผลการตรวจสอบ พบว่ามะเขือเทศท่ีนํามาทําการทดลองมีความปลอดภยัปราศจากยาฆ่าแมลงของสาร
กลุม่ Organophosphate   
 ผลมะเขือเทศสกุท่ีผา่นการทดสอบความปลอดภยัจากยาฆา่แมลงจะถกูนํามาสกดัด้วยนํา้ปราศจาก
เชือ้และเอทานอลได้สารสกดัท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลวใสและมีสีเหลืองใส ตามลําดบั 
 
4.2 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในสารสกัดจากมะเขือเทศ  

จากการคํานวณวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในสารสกดัมะเขือเทศราชินี, มะเขือเทศสีดา และมะเขือ
เทศลกูใหญ่ท่ีสกดัด้วยนํา้มีคา่ความเข้มข้นท่ี 316,181 และ 195 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ตามลําดบั เม่ือเทียบกบั
ความเข้มข้นของสารละลายวิตามินซีบริสทุธ์ิมาตรฐาน 

จากการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในสารสกดัมะเขือเทศราชินี, มะเขือเทศสีดา และมะเขือเทศลกู
ใหญ่ท่ีสกดัด้วยเอทานอลมีคา่ความเข้มข้นท่ี 396 ,284 และ 295 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั เทียบกบั
ความเข้มข้นของวิตามินซีบริสทุธ์ิมาตรฐาน 
 

ตารางที่ 4-1 คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัมะเขือเทศชนิดตา่งๆท่ีความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงได้สงูสดุ
เท่ากบั 245 นาโนเมตร 

ประเภทของ 
การสกัด 

ชนิดของสาร
สกัดมะเขือเทศ 

ค่า Absorbance ที่ 245 นาโนเมตร  ความเข้มข้น 
( mg / ml ) ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 คา่เฉล่ีย 

 
สกดัด้วยนํา้ 

มะเขือเทศราชินี 0.677 0.631 0.571 0.626 316.00 
มะเขือเทศสีดา 0.395 0.357 0.322 0.358 180.72 
มะเขือเทศลกูใหญ่ 0.357 0.400 0.395 0.387 195.36 

 
สกดัด้วย 
เอทานอล 

มะเขือเทศราชินี 0.734 0.804 0.817 0.785 396.26 
มะเขือเทศสีดา 0.512 0.595 0.582 0.563 284.20 
มะเขือเทศลกูใหญ่ 0.588 0.645 0.524 0.585 295.31 

หมายเหต ุผลการวดัจากการเจือจางสาร 10 เท่า (dilution factor = 10) 
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4.3 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ 
4.3.1 ผลการทดลองฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระโดยวิธี SOD 
ทําการสงัเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ SOD โดยวดัอตัราการเกิด autoxidation ของสาร 5,6,6a,11b-

tetrahydro-3,9,10-trihydroxybenzo[c]fluorine:R1 ในสารละลาย alkaline solution ได้ผลิตภณัฑ์เป็น 
chromophore ท่ีสามารถดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสงูสดุท่ี 525 nm ได้ผลดงัตาราง 

 
 ตารางที่ 4.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี SOD ของสารสกดัมะเขือเทศ  
ชนิดของสาร

สกัด 
Ablank Asample 20 min A450 

SOD activity 
(% inhibition rate) 

สีดา (et) 0.474 0.616 0.142 29.96 

สีดา (นํา้) 0.391 0.500 0.109 27.88 

ราชินี (et) 0.378 0.595 0.217 57.41 

ราชินี (นํา้) 0.425 0.564 0.139 32.71 

ใหญ่ (et) 0.459 0.656 0.197 42.92 

ใหญ่ (นํา้) 0.610 0.730 0.120 19.67 
 
 

4.3.2 ผลการทดลองฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระโดยวิธี Peroxidase 
วดัการทํางานของเอนไซม์ Glutathione Peroxidase ท่ี catalyze H2O2 ในปฏิกิริยาควบคู ่(Couple 

reaction) ระหว่าง Glutathione reductase (GR) และ oxidized Glutathione (GSSG) โดยการใช้เอนไซม์ 
GPx ผา่นกระบวนการ Oxidation-reduction ของ NADPH ซึง่เป็นผลให้คา่ดดูกลืนแสงลดลง ท่ีความยาวคล่ืน 
340 nm (เม่ือกําหนดให้ molar absorptivity of NADH ท่ี 340 nm = 6.22x103 L.mol-1.cm-1) 
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ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี Peroxidase ของสารสกดัมะเขือเทศ  

ชนิดของสาร
สกัด 0 min 3 min  A c = A/b (mol/L) 

GPx activity   

(mol/L) 

ราชินี (et) 1.057 0.477 0.58 0.0000932 9.32 

ราชินี (นํา้) 1.074 0.536 0.538 0.0000865 8.65 
 

4.3.2 ผลการทดลองฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระโดยวิธี Catalase 
ใช้สารตัง้ต้น 10 mM H2O2 ตัง้ทิง้ไว้บนนํา้แข็ง วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีเปล่ียนไปท่ีความยาวคล่ืน 240 nm 

(t0) จนครบ 3 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง (t3min) กําหนดให้ CAT activity มีคา่ extinction coefficient เท่ากบั 39.4 
mM-1cm-1 ที่ 240 nm เป็นเวลา 3 min (Aebi, 1984) ซึง่สามารถพฒันาเป็นการวดัผลของสีท่ีเกิดขึน้แบบ 
coloric methods โดยการใช้ 4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole ท่ีเป็น chromogen ให้สาร 
purpald ท่ีถกู oxidize ได้ด้วย potassium periodate ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 nm ได้ผลดงัตาราง 
 
ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี Catalase ของสารสกดัมะเขือเทศ  

ชนิดของสารสกัด 0 min 3 min  A c = A/b (mM) CAT activity (M) 

สีดา (et) 1.861 0.784 1.077 0.03 27.34 

สีดา (นํา้) 1.728 0.769 0.959 0.02 24.34 

ราชินี (et) 1.969 0.754 1.215 0.03 30.84 

ราชินี (นํา้) 1.617 0.468 1.149 0.03 29.16 

ใหญ่ (et) 1.825 0.716 1.109 0.03 28.15 

ใหญ่ (นํา้) 1.806 0.78 1.026 0.03 26.04 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้อนุมูลอสิระและการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง 

 1. การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกาํเนิดชนิดมีเซนไคม์ (Mesenchymal stem cells, MSCs)  
 การศึกษาครัง้นีจ้ะใช้เซลล์ประสาทท่ีได้จากการเหน่ียวนําเซลล์ต้นกําเนิด MSCsให้พฒันาเป็นเซลล์
ประสาท (neuron)โดยเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิด MSCs ใน flask T75 ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM,10% fetal 
bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine และ100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin เลีย้งเซลล์ท่ี 
37°C, 5% CO2เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ ทกุๆ 2-3 วนั เป็นระยะเวลาประมาณ 1 เดือน เพ่ือเพิ่มจํานวนเซลล์ให้
มากพอในการทําการทดลองเม่ือสงัเกตลกัษณะของเซลล์ MSCs ภายใต้กล้อง Inverted light microscope จะ
พบวา่เซลล์มีรูปร่างยาวรีคล้ายกระสวย (spindle shape) ดงัรูปที่ 4.1 
 

 
 

รูปที่ 4.1 เซลล์ MSCs ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM มีรูปร่างยาวรีคล้ายกระสวย (spindle shape) 
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2. การเหน่ียวนํา MSCs ให้พัฒนาเป็นเซลล์ประสาท (Cell culture and neuronal 
differentiation)  
 ในการเหน่ียวนําเซลล์ต้นกําเนิดให้พฒันาเป็นเซลล์ประสาท ทําได้โดยการเพาะเลีย้งเซลล์ MSCs
จํานวน1x103 cells/cm2 ใน 6-well plate ท่ีเคลือบด้วยสาร laminin จากนัน้เตมิ Neuronal medium ซึง่
ประกอบไปด้วย 1mM  β-mercaptoethanol (BME), 10% FBS, 2% dimethylsulfoxide (DMSO) และ 200 
uM butylatedhydroxyanisole (BHA) เป็นระยะเวลา 5 วนั จากนัน้ทําการตรวจสอบการพฒันาจาก MSCs 
เป็นเซลล์ประสาทโดยการดกูารเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์และใช้เทคนิค Semi-
quantitative RT-PCR ตรวจสอบการแสดงออกของจีนเซลล์ประสาท (neural marker genes) โดย
เปรียบเทียบระหวา่งเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหารท่ีเตมิ neuronal medium (Induced cells) กบัเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหาร
ท่ีไมไ่ด้เตมิ neuronalmedium (Control cells)  
  2.1 Neuronal morphology สงัเกตดกูารเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์
หลงัการเหน่ียวนําโดยเปรียบเทียบรูปร่างของ Induced cellsกบั Control cells พบวา่Induced cellsมีรูปร่าง
แตกตา่งจาก Control cells อยา่งชดัเจน โดยcytoplasm ของเซลล์จะหดแคบเข้าและมีสว่นของ protoplasm 
ย่ืนออกไปจากตวัเซลล์เป็นจํานวนมาก ซึง่เป็นลกัษณะพิเศษของเซลล์ประสาทดงั รูปที่ 4.2  
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รูปที่ 4.2 ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ต้นกําเนิดภายใต้กล้องจลุทรรศน์ เม่ือเลีย้งเซลล์ต้น
กําเนิดชนิดMSCsในอาหารท่ีเตมิneuronal medium (Induced cells) เป็นระยะเวลา 1 และ 5 วนัโดย 
cytoplasm ของเซลล์จะหดแคบเข้าและมีสว่นของ protoplasm ย่ืนออกไปจากตวัเซลล์เป็นจํานวนมาก ซึง่เป็น
ลกัษณะพิเศษของเซลล์ประสาทเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหารท่ีไมไ่ด้เตมิ neuronal medium (control 
cells) ยงัคงมีรูปร่างยาวรีคล้ายกระสวย (spindle shape) 
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2.2 ย้อม Hematoxylin 
 ผู้ วิจยัได้เพิ่มเทคนิคการย้อม hematoxylin เพ่ือให้การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ต้น
กําเนิดภายใต้กล้องจลุทรรศน์เห็นชดัเจนยิ่งขึน้ โดยทําการย้อม hematoxylinในเซลล์ต้นกําเนิดท่ีเลีย้งในอาหาร
ท่ีเติมneuronal mediumเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ซึง่พบเซลล์ท่ีมีรูปร่างเหมือนเซลล์ประสาท (neural-like 
cell) ดงัรูปที่ 4.3 
 

 
 
รูปที่ 4.3 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ต้นกําเนิดโดยย้อมสี hematoxylin หลงัจากเหน่ียวนํา
เซลล์เพาะเลีย้งในอาหารท่ีเตมิneuronal medium (Induced cells) เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
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2.3 Semi-quantitative RT-PCR ในการศกึษาครัง้นีจ้ะตรวจสอบการแสดงออกของจีนจําเพาะต่อ
เซลล์ประสาท (neural marker genes) 4 ชนิด คือ Neurogenin (NGNs), Nuclear receptor related 1 

protein (Nurr), Nestin และ -Tubulin III โดยการตรวจสอบการแสดงออกของจีนทัง้ 4 ชนิด จะ
เปรียบเทียบกนัระหวา่ง Control cells กบั Induced cells และใช้จีน glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) เป็นจีนควบคมุหรือ housekeeping gene  

จากผลการตรวจสอบการแสดงออกของจีนเซลล์ประสาททัง้ 4 ชนิด พบว่าในเซลล์ท่ีเหน่ียวนําเป็น
เซลล์ประสาทโดยการเลีย้งในอาหารท่ีเติม neuronal medium เป็นระยะเวลา 5 วนั มีการแสดงออกของ 
Nestin, Tubulin และNGN สงูกว่าใน control cells ในขณะท่ีจีน Nurrไม่พบการแสดงออกทัง้ในInduced 
cells และ Control cellsดงัแสดงในรูปที่ 4.4 

 

  

รูปที่ 4.4 ผล RT-PCR เพ่ือตรวจการแสดงออกของจีนเซลล์ประสาทใน Induced cells เปรียบเทียบกบั 
control cells (Ct = Control cells, In = Induced cells, NTC = Non template control) 
 
 จากผลการทดลองสรุปได้วา่การเลีย้งเซลล์ MSCs โดยใช้ neuronal medium สามารถเหน่ียวนําให้ 
MSCs มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างคล้ายเซลล์ประสาท (Neural-like cell) คือ cytoplasm ของเซลล์หดเลก็ลง
และมีแขนงย่ืนยาวออกมาจํานวนมากเม่ือตรวจดกูารแสดงออกของจีนเซลล์ประสาท พบวา่จีน NGN, Nestin
และ Tubulin มีการแสดงออกใน Induced cells สงูกวา่ใน control cells ดงันัน้ผู้ วิจยัจงึใช้เซลล์ท่ีได้จากการ
เหน่ียวนําครัง้นีม้าเป็นเซลล์ต้นแบบ (model) ในการทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้อนมุลูอิสระและการตายของ
เซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง 
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3. การชักนําเซลล์ประสาทให้เกิดภาวะ oxidative stress ด้วยสาร hydrogen peroxide (H2O2) 
นําเซลล์ต้นกําเนิด MSCs จํานวน 1x103 cell/well มาเพาะเลีย้งใน 96-well plate และเหน่ียวนําเป็น

เซลล์ประสาทโดยเตมิ neural medium ลงไป 100 ml/well เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ถ่ายอาหาร
เลีย้งเซลล์เดมิทิง้ไป แล้วเตมิอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี H2O2 ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 30, 60, 100 และ 200 uM 
(Xin et al., 2001) เพ่ือชกันําให้เซลล์อยูใ่นภาวะ oxidative stress เป็นเวลา 24 ชม. แล้วล้างเซลล์ด้วย PBS 
และทํา Sulforhodamine B colorimetric (SRB) assay เพ่ือวดัคา่ร้อยละของเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู ่
 จากผล SRB พบวา่อตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์ประสาทลดลงเม่ือเพิม่ความเข้มข้นของ H2O2มากขึน้
โดยท่ีความเข้มข้นของH2O230 uM  อตัราเซลล์มีชีวิต 96.93%   ความเข้มข้น 60 uM  พบเซลล์มีชีวิต 85.89% 
และท่ีความเข้มข้น 100 uM  พบเซลล์มีชีวิต 61.96%นอกจากนีย้งัพบวา่เม่ือเพิม่ความเข้มข้นของ H2O2เป็น
200 uM อตัราการมีชีวิตอยูข่องเซลล์ไมแ่ตกตา่งจากการใช้ความเข้มข้น H2O2100 uM โดยพบร้อยละของเซลล์
ท่ีมีชีวิตอยู6่0.73%ดงัรูปที่ 4.5 ดงันัน้ในการทดลองครัง้นีจ้งึเลือกใช้ความเข้มข้นท่ี 200 uM มาทําการทดสอบ
ฤทธ์ิของสารสกดัในการป้องกนัการตายของเซลล์จากการชกันําของสาร H2O2 

 

 
 

รูปที่ 4.5 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ H2O2 ในการชกันําการตายของเซลล์ประสาท 
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4. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดมะเขือเทศในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาท 
 นําเซลล์ต้นกําเนิด MSCs จํานวน 1x103 cell/well มาเพาะเลีย้งใน 96-well plate และเหน่ียวนําเป็น
เซลล์ประสาทโดยเตมิ neural medium ลงไป 100 ml/well เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ถ่ายอาหาร
เลีย้งเซลล์เดมิทิง้ไป แล้วเตมิอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสารสกดัแตล่ะความเข้มข้น 100 ul ลงในแตล่ะหลมุ (n = 3) 
เลีย้งเซลล์ท่ี 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมงเม่ือครบเวลา ถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์เดมิทิง้ไป แล้วเตมิอาหาร
เลีย้งเซลล์ท่ีมี H2O2 ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ เพ่ือชกันําการตายของเซลล์ประสาท โดยบม่เซลล์ท่ี 37°C5% CO2

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ล้างเซลล์ด้วย PBS เพ่ือทํา SRB assay เพ่ือวดัคา่ร้อยละของเซลล์ท่ีมีชีวิต
อยู ่
 ฤทธ์ิของสารสกดัในการป้องกนัการตายของเซลล์นีจ้ะถกูเปรียบเทียบผลกบัการเตมิวติามินซี (Vitamin 
C) และวิตามนิเอ (Vitamin A) ความเข้มข้น 25 และ 50 mg/ml เพ่ือดวูา่สารสกดัท่ีได้จากมะเขือเทศมี
คณุสมบตัป้ิองกนัการตายของเซลล์จากภาวะ oxidative stress ท่ีชกันําโดย H2O2 เทียบเทา่หรือดีกวา่สาร
มาตรฐาน  
 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัมะเขือเทศในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจากการชกันําด้วย
สาร H2O2 ความเข้มข้น 200 uM พบวา่สารสกดัจากทัง้มะเขือเทศสีดาและราชินีท่ีสกดัด้วยเอทานอลท่ีความ
เข้มข้น 180และ 370 mg/ml มีฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจากการชกันําด้วย H2O2 สว่นสาร
สกดัจากมะเขือเทศสีดาและราชินีท่ีสกดัด้วยนํา้ ท่ีความเข้มข้น 125 และ 250 mg/ml พบวา่เฉพาะสารสกดั
จากมะเขือเทศราชินีเท่านัน้ท่ีมีฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจาก H2O2 ในขณะท่ีสารสกดัจาก
มะเขือเทศสีดาท่ีสกดัด้วยนํา้ไมพ่บฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทดงัรูปที่ 4.6 สว่นสาร
มาตรฐาน Vitamin C และ Vitamin A ไมพ่บฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท อาจเกิดจาก
การศกึษาครัง้นีใ้ช้ความเข้มข้นของ vitamin C และ Vitamin A น้อยเกินไปคือ 25 และ 50 mg/ml จงึไมพ่บฤทธ์ิ
ในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท ตารางเปรียบเทียบชนิดของสารสกดั ความเข้มข้นของสารสกดัท่ีใช้ 
รวมทัง้ฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท ซึง่แสดงเป็นร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ (% cell 
viability) แสดงในตารางที่ 4.3 
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รูปที่ 4.6 แสดงการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัมะเขือเทศในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจากการชกันําด้วยสาร H2O2 ความเข้มข้น 200 �M 

คา่ที่แสดงในตาราง เป็นคา่ mean +SD (n = 3) 
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ตารางที่ 4.5 ตารางเปรียบเทียบชนิดของสารสกดั ความเข้มข้นของสารสกดัและร้อยละการรอด
ชีวิตของเซลล์ (% cell viability)  
 
ชนิดของมะเขือเทศ ประเภทของการ

สกัด 

ความเข้มข้น 
( mg /ml ) 

ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ 
(% cell viability) 

มะเขือเทศสีดา เอทานอล 180 100 % 

มะเขือเทศราชินี นํา้ 250 100 % 

มะเขือเทศสีดา เอทานอล 370 100 % 

มะเขือเทศราชินี เอทานอล 370 98.7 % 

มะเขือเทศราชินี นํา้ 125 77.9 % 

มะเขือเทศราชินี เอทานอล 180 75.4 % 

มะเขือเทศสีดา นํา้ 250 47.2 % 

มะเขือเทศสีดา นํา้ 125 46.0 % 

วิตามนิเอ - 25 42.3 % 

วิตามนิเอ - 50 33.7 % 

วิตามนิซี - 50 33.7 % 

วิตามนิซี - 25 24.5 % 
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4.5 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดมะเขือเทศต่อการรักษาภาวะความจาํเส่ือมในหนู
ทดลอง 

4.5.1การทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจาํ ด้วย Morris 
water maze test  

การทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจําของหนทุดลองด้วย 
Morris water maze test โดยให้หนทูดลองวา่ยอยา่งอิสระจนเป็นเวลา 60 วินาที เพ่ือเรียนรู้และ
จดจําตําแหนง่ของ platform จนกระทัง่สามารถเรียนรู้และจดจําตําแหนง่ของ platform และปีนขึน้
ไปหยดุอยูบ่น platform และบนัทกึเวลาท่ีหนใูช้ในการหา platform โดยหนแูตล่ะตวัจะถกูทดสอบ 
4 ครัง้/วนั ตอ่เน่ืองกนัเป็นเวลา 5 วนั จากผลการทดลองพบวา่ หนกูลุม่ท่ีถกูผกูหลอดเลือด (RCO 
vehicle) มีความสามารถในการเรียนรู้แยท่ี่สดุ เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (Sham vehicle) กลุม่ท่ี
ถกูผกูหลอดเลือดและได้รับการป้อนสารสกดัจากมะเขือเทศราชินี และวิตามนิอี ความเข้มข้น 30 
mg/Kg มีความสามารถในการเรียนรู้ใกล้เคียงกบักลุม่ควบคมุ แสดงให้เห็นวา่ทัง้สารสกดัจาก
มะเขือเทศและวิตามนิอี สามารถช่วยชะลอและป้องกนัภาวะของการเรียนรู้และจดจําท่ีบกพร่องได้ 
เม่ือเปรียบเทียบกบัหนถูกูผกูหลอดเลือดอยา่งเดียว 
 
ตารางที่ 4.6 ตารางเปรียบเทียบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจําของหนทุดลอง
ด้วย Morris water maze test 
 

Group 
avg d1 
(sec) 

avg d2 
(sec) 

avg d3 
(sec) 

avg d4 
(sec) 

avg d5 
(sec) 

RCO Vehicle 39.47 33.42 31.14 24.81 25.72 

Sham Vehiclel 29.94 24.53 15.33 23.75 19.81 

Vit E 31.94 32.22 23.44 24.66 20.78 

Tomato 32.09 31.75 24.14 18.50 23.68 
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รูปที่ 4.7 กราฟแสดงความสามารถในการเรียนรู้จดจําของหนทูดลอง ด้วยวิธี Morris water maze 
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4.5.2 การทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจาํ ด้วย Probe 
test 

การทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการจดจําของหนทุดลองด้วย  probe test โดยการ
นําเอา platform ออกไปจากอา่งนํา้ และให้หนทูดลองวา่ยอยา่งอิสระจนเป็นเวลา 60 วินาที เพ่ือ
ทดสอบความสามารถในการเรียนรู้และจดจําตําแหน่งของ platform เดมิ บนัทกึเวลาท่ีหนใูช้ใน
การวา่ยวนหา platform ใน target quadrant จากผลการทดลองพบวา่หนทูกุกลุม่มีความสามารถ
ในการเรียนรู้และจดจําตําแหนง่ของ platform ไมแ่ตกตา่งกนั 

 
ตารางที่ 4.7 เปรียบเทียบความสามารถในการจดจําของหนทูดลอง ด้วยวธีิ probe test 

 
Group Probe (sec) sd 

RCO Vehicle 19.56 10.86 

Sham Vehiclel 20.89 7.20 
Vit E 25.50 3.10 
Tomato 16.00 7.67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.8 กราฟแท่งแสดงความสามารถในการจดจําของหนทูดลอง ด้วยวธีิ probe test 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัย อภปิรายผลและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย 
 จากการทดลองหาสารองค์ประกอบสําคญัในสารสกดัจากมะเขือเทศท่ีใช้นํา้ปราศจากเชือ้
และเอทานอลเป็นตวัทําละลาย พบว่า สารสกดัจากมะเขือเทศราชินีด้วยนํา้ปราศจากเชือ้ท่ีความ
เข้มข้น 50 กรัมตอ่มิลลิลิตร พบปริมาณวิตามินซีเท่ากบั 0.32 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีสาร
สกัดด้วยเอทานอลท่ีความเข้มข้น 1.67 กรัมต่อมิลลิลิตร พบปริมาณวิตามินเอเท่ากับ 0.009 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั เม่ือนําสารสกดัจากมะเขือเทศท่ีได้มาศกึษาประสิทธิภาพในการ
ต้านอนมุลูอิสระของมะเขือเทศ การวิจยันีไ้ด้เลือกทดสอบท่ีมีหลกัการแตกตา่งกนั 3 วิธี คือ SOD 
GPx และ CAT ซึง่เป็นการวดักิจกรรมการทํางานของเอนไซม์  

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี SOD พบว่าสารสกดัจากมะเขือเทศราชินีท่ี
สกดัด้วยนํา้มีคา่เท่ากบั  32.71 % inhibition rate สว่นสารสกดัจากมะเขือเทศราชินีท่ีสกดัด้วยเอ
ทานอลมี 57.41 % inhibition rate ดงันัน้สารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดัด้วยเอทานอลมีความสามารถ
ในการต้านสารอนมุลูอิสระได้ดีกวา่สารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดัด้วยนํา้  

ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี GPx  พบว่าสารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดั
ด้วยเอทานอลสามารถทําลายอนมุลูอิสระ หรือ catalyze H2O2  ได้ โดยมีคา่ GPx activity เท่ากบั  

9.32 mol/L ได้ดีกวา่สารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดัด้วยนํา้  8.65 mol/L  
ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี CAT พบวา่สารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดัด้วย

เอทานอลความสามารถในการออกซิไดส์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ H2O2 ให้ได้นํา้ H2O และ
ออกซิเจน โดยมีค่า CAT activity เท่ากบั 30.84 M ได้ดีกว่าสารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดัด้วยนํา้ 
29.16 M 

ส่วนการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดมะเขือเทศราชินีและมะเขือเทศสีดาในการป้องกันการ
ตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากการชกันําภาวะ oxidative stress ด้วยสาร H2O2 โดยโมเดล
ของเซลล์ประสาทท่ีนํามาใช้ในการศกึษาครัง้นีม้าจากการเหน่ียวนําเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์
ให้พฒันาเป็นเซลล์ประสาท พบว่าเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ (Mesenchymal stem cells, 
MSCs) ถูกเหน่ียวนําให้มีการแสดงออกของจีนเซลล์ประสาทเพิ่มมากขึน้ เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์ใน
อาหารท่ีมีสาร butylatedhydroxyanisole (BHA) และ β-mercaptoethanol (BME) นอกจากนี ้
เซลล์เหน่ียวนํายงัเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากเดิมซึง่มีลกัษณะยาวรีคล้ายกระสวยไปเหมือนเซลล์ท่ีมี
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ลักษณะคล้ายเซลล์ประสาท คือ cytoplasm ของเซลล์มีการหดแคบเข้าและมีส่วนของ 
protoplasm ย่ืนออกไปจากตวัเซลล์เป็นจํานวนมาก เม่ือนําเซลล์เหน่ียวนําไปทดสอบฤทธ์ิของสาร
สกดัมะเขือเทศราชินีและมะเขือเทศสีดาในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจาก
การชกันําของสาร H2O2 ท่ีความเข้มข้น 200 uM พบว่าสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิป้องกนัเซลล์ตายดีท่ีสดุ 
โดยมีร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ เป็น 100% และใช้ความเข้มข้นน้อยท่ีสดุ คือ สารสกดัด้วยเอ
ทานอลของมะเขือเทศสีดาท่ีความเข้มข้น 180 mg/ml รองลงมาคือ สารสกดัด้วยนํา้ของมะเขือเทศ
ราชินี ท่ีความเข้มข้น 250 mg/ml  

ผลการทดสอบพฤตกิรรมความสามารถในการเรียนรู้และจดจําของหนทุดลองด้วย Morris 
water maze test จากผลการทดลองพบว่า หนูกลุ่มท่ีถกูผกูหลอดเลือด (RCO vehicle) มี
ความสามารถในการเรียนรู้แย่ท่ีสดุ เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (Sham vehicle) กลุม่ท่ีถกูผกูหลอด
เลือดและได้รับการป้อนสารสกดัจากมะเขือเทศราชินี และวิตามินอี ความเข้มข้น 30 mg/Kg มี
ความสามารถในการเรียนรู้ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคมุ แสดงให้เห็นว่าทัง้สารสกัดจากมะเขือเทศ
และวิตามินอีสามารถช่วยชะลอและป้องกันภาวะของการเรียนรู้และจดจําท่ีบกพร่องได้ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัหนถูกูผกูหลอดเลือดอยา่งเดียว 

ผลการทดสอบพฤติกรรมความสามารถในการจดจําของหนทุดลองด้วย probe จากผล
การทดลองพบว่าหนูทุกกลุ่มมีความสามารถในการเรียนรู้และจดจําตําแหน่งของ platform ไม่
แตกตา่งกนั 
 
อภปิรายผล 
 สารสกดัจากมะเขือเทศด้วยเอทานอล ได้สารสกดัท่ีสีเหลืองคล้ายนํา้มนัพืช ซึ่งอาจจะ
เป็นสีของวิตามินเอบริสุทธ์ิ เพราะผลจากการสกัดท่ีได้นัน้มีความสอดคล้องกับบทความใน
หนงัสือเร่ือง วิตามิน ท่ีกล่าวว่า “วิตามินเอบริสทุธ์ิจะมีลกัษณะเป็นของเหลวคล้ายนํา้มนั” (ศิ
ริวรรณ สทุธจิตต์, 2550) เม่ือนําสารสกดัท่ีได้ไปวดัค่าการดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV/ Vis 
spectrophotometer พบว่าสารสกดัจากมะเขือเทศท่ีใช้นํา้ปราศจากเชือ้เป็นตวัทําละลายมีค่า
ความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงได้สงูสดุเท่ากบั  245 นาโนเมตร  ซึ่งเป็นค่าการดดูกลืนแสงของ
วิตามินซี จากค่าความยาวคล่ืนดังกล่าว สอดคล้องกับบทความในหนังสือ เร่ือง Vitamin 
analysis for the health and food sciences ท่ีกลา่วว่า “Ascorbic acid มีคา่ความยาวคล่ืนท่ี
ดดูกลืนแสงได้สงูสดุเท่ากบั 245 นาโนเมตร (Ronald, 2008) แสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากมะเขือ
เทศด้วยนํา้ปราศจากเชือ้ท่ีได้มีวิตามินซีเป็นองค์ประกอบ  สว่นสารสกดัจากมะเขือเทศท่ีใช้เอทา
นอลเป็นตวัทําละลาย มีคา่ความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงได้สงูสดุเท่ากบั 450 นาโนเมตร ซึง่เป็น
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ค่าการดดูกลืนแสงของ β-carotene จากค่าความยาวคล่ืนดงักล่าวสอดคล้องกับบทความใน
หนงัสือ เร่ือง Vitamin analysis for the health and food sciences ท่ีกลา่วว่า “β-carotene มี
คา่ความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงได้สงูสดุเท่ากบั 450 นาโนเมตร  (Ronald, 2008) แสดงให้เห็นวา่
สารสกดัจากมะเขือเทศด้วยเอทานอลท่ีได้มีวิตามินเอเป็นองค์ประกอบ   
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณวิตามินซีท่ีได้จากสารสกัดมะเขือเทศทัง้ 2 ชนิด กับ 
ตารางข้อมลูทางโภชนาการ (สธุาทิพ ภมรประวตัิ, 2552) พบว่า ปริมาณวิตามินซีท่ีได้มีปริมาณ
น้อยกว่าเม่ือเทียบกบัตารางข้อมลูทางโภชนาการ (มะเขือเทศสด 100 กรัม) เน่ืองจากในการ
สกัดเป็นการสกัดโดยวิธีทางธรรมชาติ จึงอาจส่งผลให้มีการสูญเสียวิตามินซีได้ ซึ่งมีความ
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Phillip K.M.และคณะ (Phillips et al., 2010) ได้ทําการศึกษา
เก่ียวกบัเสถียรภาพของวิตามินซีในผกั ผลไม้สดป่ันแช่แข็งเม่ือเก็บไว้เป็นระยะเวลา 1 ปี ท่ีกลา่ว
ว่า “การสกัดสารจากผกั ผลไม้สด ควรทําภายใต้ตวักรองรังสียูวี ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการป้องกันสาร
องค์ประกอบสําคญัไม่ให้เส่ือมสลาย เช่น วิตามินซี เป็นต้น” ส่วนการเปรียบเทียบปริมาณ
วิตามินเอท่ีได้จากสารสกดัมะเขือเทศทัง้ 2 ชนิด กบั ตารางข้อมลูทางโภชนาการ พบว่า วิตามิน
เอท่ีได้มีปริมาณใกล้เคียงกบัตารางข้อมลูทางโภชนาการ เน่ืองจากตวัทําละลายอินทรีย์ เช่น เอ
ทานอลมีประสิทธิภาพในการดงึวิตามินเอได้ดี ซึง่ตรงกบับทความในหนงัสือเร่ือง วิตามินของ ศิ
ริวรรณ สทุธจิตต์ ท่ีกลา่ววา่ “วิตามินเอและอนพุนัธ์จะลายได้ดีในไขมนัและตวัทําละลายอินทรีย์ 
เช่น เอทานอล, เมทานอล เป็นต้น” (สธุาทิพ ภมรประวตั,ิ 2552) นอกจากนีย้งัขึน้กบัระยะเวลาท่ี
ใช้ในการสกดัด้วย ซึง่ตรงกบังานวิจยัของ วีระ วีระกุล และ วฒุิชยั ศรีวิกรานต์โยธิน ท่ีกล่าวว่า 
“เวลาเป็นส่วนสําคญัในการสกดั เพราะจะมีผลต่อการสกดัให้ได้วิตามินเอมากหรือน้อย ดงันัน้
เม่ือสกดัสารจากมะเขือเทศจําเป็นต้องรอให้ตวัมะเขือเทศท่ีมีสีแดงให้มีสีจางลงมากท่ีสดุ” (วีระ 
วีระกลุ และ วฒุิชยั ศรีวิกรานต์โยธิน, 2546) 

ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระจากการทํางานกิจกรรมเอนไซม์ สอดคล้องกับ
การศกึษาของ ชลดา จดัประกอบ และคณะ ท่ีได้ศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ฤทธ์ิต้านการก่อกลาย
พนัธุ์ของสารสกดัเห็ดหิง้เกือกม้าท่ีสกดัด้วยเอทานอล นํา้ และแอลคาลอยด์ พบว่า การสกดัเห็ดหิง้
เกือกม้าด้วยวิธีแอลคาลอยด์ได้ % yield สงูสดุ รองลงมาคือ การสกดัด้วยเอทานอล และการสกดั
ด้วยนํา้ ตามลําดบั ซึ่งการสกัดด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิในการต้านอนุมลูอิสระและฤทธ์ิต้านการก่อ
กลายพนัธุ์ ท่ีมีประสิทธิภาพดีมากท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับ Ascorbic acid ซึ่งใช้เป็นสาร
มาตรฐาน ดงันัน้จึงอาจเป็นไปได้ว่าสารสกัดมะเขือเทศท่ีสกดัด้วยเอทานอล มีความสามารถใน
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การต้านอนมุลูอิสระ ได้ดีกว่าสารสกดัมะเขือเทศท่ีสกดัด้วยนํา้ปราศจากเชือ้ (ชลดา จดัประกอบ 
และคณะ 2013) 
  จากการเปรียบเทียบผลการศึกษาพบว่าสารสกัดจากมะเขือเทศทัง้สามชนิดมีฤทธ์ิการ
ต้านอนมุลูอิสระท่ีไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ และสมัพนัธ์กบัปริมาณวิตามินซีท่ีพบ
ในสารสกัดมะเขือเทศราชินีมากกว่ามะเขือเทศชนิดอ่ืน และสอดคล้องกับผลการศึกษาของ 
Luengthanaphol et al. 2004 และ Sudjaroen et al., 2005 ท่ีพบว่า สารประกอบฟีนอลเป็นสาร
ต้านอนมุลูอิสระท่ีทําหน้าท่ีเป็น free radical terminators (Abdel-Hameed, 2009) ท่ีโครงสร้าง
หลกัประกอบด้วย aromatic ring แทนท่ีด้วย hydroxyl group ท่ีสามารถใช้จบักบัอนมุลูอิสระได้   

เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ ซึง่เป็นเซลล์ต้นกําเนิดท่ีมีความสามารถในการแบง่ตวัเพิ่ม
จํานวนสงู และสามารถแยกได้ง่ายจากไขกระดกู (bone marrow) เลือด (peripheral blood) และ
เลือดสายสะดือ (cord blood)   นอกจากนีเ้ซลล์มีเซนไคม์ยงัสามารถพฒันาไปเป็นเซลล์ได้หลาย
ชนิด เชน่ เซลล์กระดกู (osteocyte) (Jiang Y et al., 2002; Pittenger MF et al., 1999) เซลล์
ไขมนั (adipocyte) (Pittenger MF et al., 1999) เซลล์กระดกูออ่น (chondrocyte) (Chonanant 
C et al., 2011; Indrawattana N et al., 2004) epithelial cell  (Wang Y et al., 2009) และเซลล์
ประสาท (neuron) (Choi CB et al., 2005; Krampera M et al., 2005; Cho KJ et al., 2005; 
Keenee CD et al., 2003) ซึง่ขึน้อยูก่บัชนิดของสารท่ีใช้ในการเหน่ียวนําเซลล์ เซลล์ต้นกําเนิด
ชนิดมีเซนไคม์ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้ได้รับความอนเุคราะห์จาก ผศ. ดร. วิไลรัตน์ ลีอ้นนัต์ศกัดิศ์ริิ 
อาจารย์ประจําสํานกัวชิาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี โดยเป็นเซลล์ต้นกําเนิดท่ี
แยกได้จาก Wharton jelly ของรก ซึง่เป็นการนําของเสียท่ีไมไ่ด้ใช้ประโยชน์แล้ว กลบัมาใช้ให้เกิด
ประโยชน์ในการแยกเซลล์ต้นกําเนิด ซึง่ถือวา่เป็นประโยชน์อยา่งมากตอ่วงการแพทย์ นอกจากนี ้
เซลล์ต้นกําเนิดท่ีแยกได้จาก Wharton jelly ของรกยงัมีความสามารถในการกระตุ้นระบบภมูิคุ้น
กนัน้อย ซึง่จะเป็นประโยชน์ในการปลกูถ่ายเพราะสามารถลดอตัราการเกิด graft rejection ได้ 
เม่ือนําเซลล์ต้นกําเนิดชนิดนีม้าเลีย้งในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ี
เตมิ 10% Fetal bovine serum และ 1% Penicillin/Streptomycin เซลล์จะเกาะบนพืน้ผิวของ
ภาชนะเพาะเลีย้ง และมีรูปร่างยาวรีคล้ายกระสวย (Fibroblast-like cells) ซึง่เป็นลกัษณะ
โดยทัว่ไปของเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ เม่ือนําเซลล์ชนิดนีม้าเพาะเลีย้งเพ่ือเหน่ียวนําเป็น
เซลล์ประสาท โดยใช้อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเตมิสาร butylatedhydroxyanisole (BHA) และ β-
mercaptoethanol (BME) (Woodbury D et al., 2000) เป็นตวัช่วยในการเหน่ียวนํา เป็น
ระยะเวลา 5 วนั พบวา่เซลล์ต้นกําเนิดมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างไปอยา่งชดัเจน โดย cytoplasm 
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ของเซลล์จะหดแคบเข้าและมีสว่นของ protoplasm ย่ืนออกไปจากตวัเซลล์เป็นจํานวนมาก ซึง่เป็น
ลกัษณะพเิศษของเซลล์ประสาท ร่วมกนันัน้เซลล์เหน่ียวนํายงัมีการแสดงออกของจีนเซลล์ประ
สารท 3 ชนิด คือ Nestin, Tubulin และ NGN ซึง่เป็นจีนท่ีมีบทบาทสําคญัในการควบคมุ
กระบวนการถอดรหสัในการพฒันาของเนือ้เย่ือประสาท (neurogenesis) (Choi CB et al., 2005; 
Woodbury D et al., 2000; Benvenuti S  et al., 2006) โดยพบการแสดงออกของจีนเซลล์
ประสาทสงูขึน้ในเซลล์เหน่ียวนําเม่ือเทียบกบัเซลล์ควบคมุ (เซลล์ท่ีไมไ่ด้เตมิสารเหน่ียวนําเซลล์
ประสาทลงไป) ซึง่บง่บอกวา่เซลล์ต้นกําเนิด MSCs ถกูสาร butylatedhydroxyanisole (BHA) 

และ β-mercaptoethanol (BME) เหน่ียวนําให้มีการแสดงออกของจีนเซลล์ประสาท ร่วมกบัสง่ผล
ให้เซลล์มีรูปร่างหน้าตาเปล่ียนไปเป็นเซลล์ประสาทด้วย ซึง่สอดคล้องกบังานวจิยัท่ีผา่นมาของ 
Woodbury D และคณะ (Woodbury D et al., 2000) ซึง่ใช้สาร butylatedhydroxyanisole 
(BHA) และ β-mercaptoethanol (BME) เหน่ียวนําเซลล์ต้นกําเนิดท่ีแยกได้จากไขกระดกูของคน
และของหน ู rat ให้พฒันาเป็นเซลล์ประสาท ผู้วิจยัจงึนําเซลล์ท่ีถกูเหน่ียวนํานีม้าเป็นเซลล์ต้นแบบ 
(model) ในการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัมะเขือเทศราชินี และมะเขือเทศสีดาในการป้องกนัการตาย
ของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากการชกันําของสาร H2O2  

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากมะเขือเทศราชินี และมะเขือเทศสีดาในการป้องกนัการ
ตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากการชกันําภาวะ oxidative stress ด้วยสาร H2O2 ซึง่จาก
การศกึษาการตายของเซลล์ประสาทท่ีเลีย้งในอาหารท่ีเตมิ H2O2 พบวา่ท่ีความเข้มข้นของ H2O2 
200 M มีผลทําให้เซลล์ประสาทตาย 40% แตเ่ม่ือให้สารสกดัมะเขือเทศราชินีและมะเขือเทศสีดา
แก่เซลล์ประสาทเป็นระยะเวลา 24 ช.ม. ก่อนท่ีเซลล์จะสมัผสักบั H2O2  พบวา่สารสกดัด้วยนํา้ของ
มะเขือเทศราชินีและสารสกดัด้วยนํา้และสารสกดัด้วยเอทานอลของมะเขือเทศสีดา สามารถยัง้ยัง้
หรือป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากการชกันําของสาร H2O2 ได้ โดยพบวา่สาร
สกดัจากทัง้มะเขือเทศสีดาและราชินีท่ีสกดัด้วยเอทานอลท่ีความเข้มข้น 180 และ 370 mg/ml มี
ฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจากการชกันําด้วย H2O2 สว่นสารสกดัจากมะเขือ
เทศสีดาและราชินีท่ีสกดัด้วยนํา้ ท่ีความเข้มข้น 125 และ 250 mg/ml พบวา่เฉพาะสารสกดัด้วย
นํา้จากมะเขือเทศราชินีเทา่นัน้ท่ีมีฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจาก H2O2 ในขณะ
ท่ีสารสกดัจากมะเขือเทศสีดาท่ีสกดัด้วยนํา้ไมพ่บฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท 

สว่นสารมาตรฐาน Vitamin C และ Vitamin A ไมพ่บฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท 
อาจเกิดจากการศกึษาครัง้นีใ้ช้ความเข้มข้นของ vitamin C และ Vitamin A น้อยเกินไปคือ 25 และ 
50 mg/ml จงึไมพ่บฤทธ์ิในการป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท ประกอบกบัสารสกดัท่ีได้จาก
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มะเขือเทศทัง้ 2 ชนิด อาจมีองค์ประกอบของสารชีวโมเลกลุอ่ืนๆ ปนอยูด้่วยหลายชนิด จงึอาจมีผล
ป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทจากการเหน่ียวนําด้วยสาร H2O2  

เม่ือเปรียบเทียบความเข้มข้นท่ีใช้ในการทดสอบพบว่าสารสกดัด้วยเอทานอลของมะเขือ
เทศสีดาท่ีความเข้มข้น 180 mg/ml สามารถป้องกนัการตายของเซลล์ประสาทได้ 100% สว่นสาร
สกดัด้วยนํา้ของมะเขือเทศราชินี ต้องใช้ความเข้มข้น 250 mg/ml จึงจะสามารถป้องกนัการตาย
ของเซลล์ประสาทได้เท่ากบัสารสกดัด้วยเอทานอลของมะเขือเทศสีดา แสดงให้เห็นวา่สารสกดัจาก
มะเขือเทศด้วยเอทานอลซึ่งมีวิตามินเอเป็นองค์ประกอบสงู  สามารถป้องกันการตายของเซลล์
ประสาทได้ดีกวา่เม่ือเทียบกบัสารสกดัจากมะเขือเทศด้วยนํา้ ซึง่องค์ประกอบสว่นใหญ่เป็นวิตามิน
ซี หรืออีกนยัหนึ่งคือวิตามินเอมีความสามารถในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาทจากการ
เหน่ียวนําให้เกิด oxidative stress ด้วย  H2O2 ได้ดีกว่าวิตามินซี อย่างไรก็ตาม สารสกดัจากผล
มะเขือเทศมีสารท่ีสําคญัหลายชนิด เช่น ไลโคปีนซึง่เป็นสารต้านอนุมลูอิสระ สามารถลดการเกิด
มะเร็งลําไส้ มะเร็งต่อมลกูหมากลดอตัราเส่ียงการเกิดมะเร็งบางชนิด โดยเฉพาะมะเร็งปอดและ
มะเร็งในช่องท้อง เน่ืองจากไลโคปีนเป็นสารท่ีมีศกัยภาพและมีความจําเพาะในการต้านการเพิ่ม
จํานวนของเซลล์มะเร็ง ในกระบวนการ cell cycle ท่ีเซลล์มะเร็งจะมีการแบง่ตวัอย่างรวดเร็วและ
ไม่สามารถควบคุมได้ ซึ่งการทํางานของไลโคปีนนัน้จะเข้าไปลดกระบวนการเพิ่มจํานวนของ
เซลล์มะเร็งบางชนิด (Levy et al., 1995) ช่วยลดความเส่ียงในการเกิดมะเร็งต่อมลกูหมากได้ 
(William et al., 1999) ลดการเกิดมะเร็งเต้านมในผู้หญิง (Grant et al., 1999) ถ้าได้รับไลโคปีนใน
ปริมาณสงูจะสามารถช่วยลดความเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหารได้อีกด้วย (Tsubono  
et al., 1999) นอกจากนีส้ารสกดัจากผลมะเขือเทศยงัมีสาร Tomatoside และ citrin ซึง่ช่วย
ป้องกนัการแข็งตวัของหลอดเลือด รักษาการติดเชือ้ไวรัสในมนุษย์และสตัว์ ได้ด้วย ดงันัน้ผลการ
ทดสอบคณุสมบตัิของสารสกดัจากมะเขือเทศท่ีสามารถยบัยัง้การตายของเซลล์ประสาทอาจเป็น
ผลจากสารสกดัท่ีได้มีองค์ประกอบอ่ืน ๆ หรือมีสารชนิดอ่ืนท่ีพบร่วมกนัในสารสกดัจากมะเขือเทศ
ท่ีสามารถออกฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้ดี นอกเหนือจากวิตามินซีและวิตามินเอก็ได้  
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ข้อเสนอแนะในการนําผลการวิจัยไปใช้ 
อุณหภูมิมีผลทําให้สารบางตัวสลายไป โดยเฉพาะวิตามินซีท่ีสลายตัวได้ง่ายเม่ือโดน

ความร้อน ดงันัน้ในการสกดัสารจากมะเขือเทศจําเป็นต้องควบคมุอุณหภูมิ โดยใช้อณุหภูมิห้อง
เป็นมาตรฐาน สารองค์ประกอบบางตวัในสารสกดัจากมะเขือเทศอาจสลายไป เน่ืองจากรังสียวีู 
ดังนัน้ในขัน้ตอนการสกัดควรทําภายใต้ตัวกรองรังสียูวีเพ่ือเป็นการช่วยลดการสูญเสียสาร
องค์ประกอบท่ีสําคญัในมะเขือเทศ 

การเก็บสารสกดัจากมะเขือเทศไว้เป็นระยะเวลานานๆ จะทําให้สารท่ีเป็นองค์ประกอบมี
ปริมาณเปลี่ยนแปลง ดงันัน้ก่อนการศึกษาควรท่ีจะทดลองเก็บสารสกัดไว้เป็นระยะเวลาต่างๆ
เพ่ือท่ีจะวิเคราะห์ว่า สารท่ีเก็บนัน้มีปริมาณเปล่ียนแปลงมากน้อยเพียงใด และเพ่ือเป็นแนวทางท่ี
จะคงสภาพสารองค์ประกอบให้คงท่ี  
  
ข้อเสนอแนะในการทาํวิจยัครัง้ต่อไป 
 สารองค์ประกอบท่ีได้จากสารสกัดเม่ือนําไปวิเคราะห์โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงนัน้ 
อาจให้ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบสารท่ีไม่ครบถ้วนเพียงพอ ดงันัน้เพ่ือความแม่นยํา ควรนําสาร
สกดัท่ีได้มาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง High-performance liquid chromatography (HPLC) 

ควรมีการวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอล หรือสารประกอบชนิดอ่ืน นอกจากวิตามินซี ท่ี
สามารถพบได้ในผลมะเขือเทศ เพ่ือหาสารท่ีเป็นปฏิภาคโดยตรงกบัความเข้มข้นของสารสกดั 
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ผลผลิต 
(Output) 

 
ผลงานตพีมิพ์ 
การนําเสนอผลงานวิจัยชิน้นี ้เพื่อเผยแพร่ผลงานวจิัยสู่สาธารณชน 

- เสนอผลงานแบบโปสเตอร์ (Poster Presentation) หวัข้อเร่ือง Effect of antimicrobial 
activities of Solanum lycopersicum L. var. cerasiforme (การศกึษาผลของสารสกดั
มะเขือเทศราชินี ต่อความสามารถในการออกฤทธ์ิต้านเชือ้จุลชีพ) งานประชุมวิชาการ
เฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในโอกาสฉลอง
พระชนมาย ุ๕ รอบ ๒ เมษายน ๒๕๕๘ การประชมุวิชาการโภชนาการแห่งชาติ ครัง้ท่ี ๙ 
“โภชนาการดีถ้วนหน้า ตามรอยพระบาทเจ้าฟ้านกัโภชนาการ” 21-23 ตลุาคม 2558 ณ 
รอยลั พารากอน ฮอลล์ ชัน้ 5 ศนูย์การค้าสยามพารากอน กรุงเทพฯ 

- เสนอผลงานแบบโปสเตอร์ (Poster Presentation) หวัข้อเร่ือง Neural induction from 
Wharton’s jelly mesenchymal stem cells using LiCl. งานประชมุวิชาการ Genomics 
bioinformatics and system biology conference 2015, 10-11 กนัยายน 2558, Bitec 
บางนา กรุงเทพฯ 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. 0.85 % Normal Saline Solution 

   ประกอบด้วย  
    NaCl    0.85  กรัม 

    นํา้กลัน่    100  มิลลลิติร 
   ชัง่ NaCl จํานวน 0.85 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 100 มิลลลิติร จากนัน้
นําไป autoclaved ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. 0.1 g/mL Vitamin C 
   ประกอบด้วย 

    Vitamin C   1  กรัม 

    นํา้กลัน่    10  มิลลลิติร 
    ชัง่ Vitamin C จํานวน 1 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 10 มิลลลิติร
  

3. 3M H2SO4 

   ประกอบด้วย 

    H2SO4    11.20  มิลลลิติร 
    นํา้กลัน่    88.80  มิลลลิติร 
   ปิเปตสารละลายกรดซลัฟิวริก 11.20 มิลลลิติร ลงในนํา้กลัน่ 88.80 มลิลลิติร 

 
4. การวิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) 

a. เตรียม WST working solution ปริมาตร 20 ml 
- WST solution  1 ml 
- Buffer solution   19 ml 

b. เตรียม Enzyme working solution 
   Centrifuge the Enzyme solution tube 5 วินาที จากนัน้ Mix ด้วย Auto pipette 

- Enzyme solution 15 μl 
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- Dilution buffer  2.5 ml 
c. เตรียม SOD solution ท่ีความเข้มข้น 0.001 – 200 U/ml 

ความเข้มข้น (U/ml) Enzyme solution (μl) Dilution buffer (μl) 
0.001 10 90 
0.01 20 80 
0.05 50 50 
0.1 10 90 
1 20 80 
5 50 50 

10 50 50 
20 40 60 
50 50 50 

100 50 50 
200 33.33 66.67 
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ภาคผนวก ข 
การตรวจหายาฆ่าแมลงในมะเขือเทศ 

 
วัสดุ-อุปกรณ์ 

1. ขวดพลาสตกิ (สําหรับสกดั)   1 ขวด 

2. หลอดทดสอบชนิดแก้ว   1 ขวด 

3. หลอดทดสอบชนิดพลาสตกิ   2 ขวด 

4. หลอดหยดขนาด 3 cc.   3 อนั 

5. บีกเกอร์     1 อนั 

 
สารเคมี 

1. นํา้ยาสกดั     1 ขวด 

2. นํา้กลัน่     1 ขวด 

3. นํา้ยาทดสอบ 1    1 ขวด 

4. นํา้ยาทดสอบ 2    1 ขวด 

5. นํา้ยาทดสอบ 3    1 ขวด 

 
วิธีการทดสอบ 

1. หัน่ผกัหรือผลไม้ท่ีจะทดสอบให้เป็นชิน้เลก็ๆใสล่งในขวดตวัอยา่งให้ได้ 3 ขีดของ

ขวด 

2. เตมินํา้ยาสกดั 6 ซีซี.ปิดผาขวดให้แนน่ เขยา่แรงๆประมาณ 2 นาที 

3. คอ่ยๆเปิดฝาขวด รินนํา้ยาสกดัลงในหลอดแก้วจนหมด 

4. จุ่มหลอดแก้วลงในบีกเกอร์ท่ีมีนํา้อุน่อยูป่ระมาณคร่ึงแก้ว เพ่ือระเหยนํา้ยาสกดั

ออก 

5. ขณะรอนํา้ยาสกดัระเหย เตมินํา้กลัน่ 1 ซีซี.ลงในขวดนํา้ยาทดสอบ 1ตัง้ทิง้ไว้ 

6. แกวง่หลอดท่ีจุ่มอยูใ่นบีกเกอร์นํา้อุน่จนนํา้ยาสกดัเหลือประมาณ 1 หยด ยกออก

หมนุจนหลอดแห้ง 
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7. เตมินํา้ยาทดสอบ 2 ลงในหลอดแก้วข้อ 6 และหลอดควบคมุ หลอดละ 3 ซีซี. 

8. เตมินํา้ยาทดสอบ 1 ท่ีเตรียมไว้ลงในหลอดแก้วและหลอดควบคมุ หลอดละ 2 

หยด เขยา่และตัง้ทิง้ไว้ 

9. รินนํา้ยาออกจากหลอดแก้วลงในขวดพลาสตกิ (หลอดตวัอยา่ง) 

10. เตมินํา้ยาทดสอบ 3 ลงในหลอดตวัอยา่งและหลอดควบคมุ หลอดละ 2 หยด 

เขยา่ให้เข้ากนั จบัเวลา สงัเกตสีท่ีเกิดขึน้ท่ีเวลา 5 นาทีพอดี 

การอ่านผล          

อา่นผลการทดสอบสีสารละลายท่ีเกิดขึน้ในหลอดตวัอยา่ง โดยเปรียบเทียบกบัสีของ

หลอดควบคมุ 

หลอดควบคมุ สีส้มเข้ม   แปลผล ปลอดภยั 

 
การแปลผล          
  สีส้มเข้มเหมือนหลอดควบคมุ  ปลอดภยั    

  สีส้ม ปน ชมพ ู    ไมป่ลอดภยั    

  สีชมพ ู     ไมป่ลอดภยัมาก 



68 
 

ประวัตผู้ิวจิัย 

 
หวัหน้าโครงการ      
ช่ือ-สกลุ    นิรมล ธรรมวิริยสต ิ 
   Niramon Thamwiriyasati 
คณุวฒุิ    ปร.ด.(อณพูนัธุศาสตร์และพนัธวุิศวกรรม)   มหาวทิยาลยัมหิดล 
ตําแหนง่ปัจจบุนั    อาจารย์  
หนว่ยงานท่ีสงักดั    สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับรูพา  
ท่ีอยู ่   169 ถ. ลงหาดบางแสน ต. แสนสขุ อ. เมืองฯ จ. ชลบรีุ 20131  
โทรศพัท์    038-103-166  
โทรศพัท์เคล่ือนท่ี    081-713-1556, 082-685-4567 
โทรสาร   038-393-497 
E-mail    niramon25@yahoo.com, niramon@buu.ac.th 

สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญ           Biochemistry and Molecular Biology, Bacterial Protein  

    Toxins, Clinical chemistry, Microbiology 
 
ผลงานที่เผยแพร่/ตพีมิพ์ในวารสารทางวิชาการทัง้ในระดบัชาตแิละนานาชาต ิ

1. Juntapremjit S, Thamwiriyasati N, Kurehong C, Prangkio P, Shank L, 

Powthongchin B, Angsuthanasombat C. Functional importance of the Gly 

cluster in transmembrane helix 2 of the Bordetella pertussis CyaA-hemolysin: 

implications for toxin oligomerization and pore formation. TOXICON 2015: 1-6. 

(Accepts: Manuscript Number: TOXCON-D-15-00247R1) 

2. Thamwiriyasati N, Angsuthanasombat C. Kinetic characterization of the CyaC 

enzyme that activates Bordetella pertussis CyaA pore-forming toxin. 

Proceeding in Burapha University International Conference 2015, Bangsaen, 

Chonburi, Thailand: July 10th-12th, 2015.   



69 
 

3. นิรมล ธรรมวิริยสติ. การปรากฏขึน้อีกครัง้ของโรคไอกรน: ปัญหาและแนวทางการ

ควบคมุ. ธรรมศาสตร์เวชสาร, ๑๔(๒), ๒๓๗-๒๔๖. 

4. Thamwiriyasati N, Angsuthanasombat C. p-Nitrophenyl palmitate mimics acyl-

ACP as the acyl donor for activating proCyaA-PF in vitro by CyaC-

acyltransferase. Proceeding in the 7th AOHUPO and the 9th International 

Symposium of the Protein Society of Thailand: August 6th -8th, 2014.  

5. Yentongchai M, Angsuthanasombat C, Thamwiriyasati N. Generation of the 

Bordetella pertussis CyaA toxin fragment containing the hydrophobic region 

with an acylation site for structure-folding studies. Proceeding in Burapha 

University International Conference, Burapha University, Thailand: July 4th -5th, 

2013. HSP342-9: page 706-712. 

6. Kurehong C, Powthongchin B, Thamwiriyasati N. & Angsuthanasombat, C. 

Functional significance of the highly conserved Glu570 in the putative pore-

forming helix 3 of the Bordetella pertussis haemolysin toxin. Toxicon 2011; 57: 

897-903. 

7. Pojanapotha P, Thamwiriyasati N, Powthongchin  B, Katzenmeier G, 

Angsuthanasombat C. Bordetella pertussis CyaA-RTX subdomain requires 

calcium ions for structural stability against proteolytic degradation. Protein Expr 

Purif 2010; 75(2): 127-132. 

8. Thamwiriyasati N, Sakdee S, Chuankhayan P, Katzenmeier G, Chen C.J, 

Angsuthanasombat C. Crystallization and preliminary X-ray crystallographic 

analysis of a full-length active form of Cry4Ba toxin from Bacillus thuringiensis. 

Acta Crystallogr F 2010; 66: 721-724.   

 

 



70 
 

9. Thamwiriyasati N, Powthongchin B, Kittiworakarn J, Katzenmeier G, 

Angsuthanasombat C. Esterase activity of Bordetella pertussis CyaC-

acyltransferase against synthetic substrates: Implications for catalytic 

mechanism in vivo. FEMS Microbiol Letters 2010; 304(2): 183-190.   

10. Ruchiwit K., Thamwiriyasati N., Sukavest P. & Na-Ubol M. The isolation of Vibrio 
cholerae in the lower Chao Phraya River: virulence genes and DNA patterns. J. 
Med Tech Assoc. Thailand 2003, 31: 450-62.  

 
ผู้ร่วมงานวิจยั   
ช่ือ-สกลุ    จิราพร จรอนนัต์  
   Chirapond  Chonanan 
คณุวฒุิ    ปร.ด. (ชีวเวชศาสตร์)  มหาวิทยาลยัขอนแก่น 
ตําแหนง่ปัจจบุนั    อาจารย์  
หนว่ยงานท่ีสงักดั    สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับรูพา  
ท่ีอยู ่   169 ถ. ลงหาดบางแสน ต. แสนสขุ อ. เมืองฯ จ. ชลบรีุ 20131  
โทรศพัท์    038-103-167 
โทรศพัท์เคล่ือนท่ี    085-855-0460 
โทรสาร   038-393-497 
E-mail   chirapond@buu.ac.th, chirapond1502@hotmail.com 

สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญ  

ผลงานที่เผยแพร่/ตพีมิพ์ในวารสารทางวิชาการทัง้ในระดบัชาตแิละนานาชาต ิ
1. Chirapond Chonanant, Niramon Thamwiriyasati, Wilairat Leeanansaksiri. Neural 

induction from Wharton’s jelly mesenchymal stem cells using LiCl. In Abstract of 
Genomics bioinformatics and system biology conference 2015; September 10-
11, 2015, Bangkok, Thailand. (Fund: ทนุอดุหนนุการวิจยั ประเภทเงินรายได้ประจําปี
งบประมาณ พ.ศ.2556 คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา) 

 

 



71 
 

2. Chonanant C, Bambery K, Jearanaikoon N, Chio-Srichan S, Limpaiboon T, Tobin 
M, et al. Discrimination of micromass-induced chondrocytes from human 
mesenchymal stem cells by focal plane array-Fourier transform infrared 
microspectroscopy. Talanta. 2014 Jun 130; 39–48. (Fund: Strategic 
Scholarships for Frontier Research Network grant from the Office of the Higher 
Education Commission, Thailand and Synchrotron Light Research Institute 
(Public Organization), Thailand.) 

3. Chonanant C, Jearanaikoon N, Leelayuwat C, Limpaiboon T, Tobin MJ, 
Jearanaikoon P, et al. Characterisation of chondrogenic differentiation of human 
mesenchymal stem cells using synchrotron FTIR microspectroscopy. Analyst. 
2011 Jun 21; 136(12): 2542-51. (Fund: Strategic Scholarships for Frontier 
Research Network grant from the Office of the Higher Education Commission, 
Thailand and Synchrotron Light Research Institute (Public Organization), 
Thailand. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 
 

ผู้ร่วมงานวิจยั     
 
ช่ือ-สกลุ    ปองรุ้ง จนัทรเจริญ 
   Pongrung Chancharoen  
คณุวฒุิ    วท.ม. (สรีรวิทยา)   มหาวิทยาลยัมหิดล 
ตําแหนง่ปัจจบุนั    อาจารย์  
หนว่ยงานท่ีสงักดั    คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับรูพา  
ท่ีอยู ่   169 ถ. ลงหาดบางแสน ต. แสนสขุ อ. เมืองฯ จ. ชลบรีุ 20131  
โทรศพัท์    038 745900 ตอ่ 3166 
โทรศพัท์เคล่ือนท่ี    087-863-8588 
โทรสาร   038-393-497 
E-mail   pongrung@buu.ac.th, porpia101@hotmail.com  
สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญ กายภาพบําบดั, สรีรวิทยาระบบประสาท 

 
ผลงานที่เผยแพร่/ตพีมิพ์ในวารสารทางวิชาการทัง้ในระดบัชาตแิละนานาชาต ิ

1. Chancharoen P., Tilokskulchai K., Tantisira M., & Chompoopong S.  Piperine 
and cognitive performance of discriminative learning task in rats with mild 
chronic cerebral hypoperfusion. Proc. Thai Neuroscience Society 
Conference. 2010, 27. 

 

 

 


	รายงาน วช สมบูรณ์-Dementia 57 Complete
	รายงาน วช สมบูรณ์-Dementia -Final

