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Abstract 
 

Non-enzymatic glycation, as the chain reaction between reducing sugars and the free 
amino groups of proteins, has been shown to correlate with severity of diabetes and its 
complications. Tiliacora triandra Diels, one of the medicinal plants, known in Thai as 
Yanang, belongs to Menispermaceae family. The aim of this study was to evaluate  the 
antioxidant activity of the water extract of T. triandra and their inhibition of protein 
glycation in a bovine serum albumin (BSA)/glucose system. Furthermore lipid 
peroxidation, glycated hemoglobin and Ca2+-ATPase activities were determined in the 
glucose-treated human RBC.  The antioxidant activities of these extracts were evaluated 
by 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazile (DPPH) free radical scavenging activity and ferrous 

ion chelating ability. The IC50 values were 61 ± 16 and 45 ± 4 g/ml, respectively. The 
results indicated that high glucose treatment increased fluorescence intensity of 
glycated BSA, the level of glycated hemoglobin (GHb), and lipid peroxidation in the 
glucose-treated RBC. The activities of  Ca2+-ATPases  were significantly lowered in high 

glucose-treated RBC.  The extract (10-100 g/ml) significantly quenched the 
fluorescence intensity of glycated BSA and lowered the level of GHb in a dose- 
dependent manner. However T. triandra extract had no effect on lipid peroxidation and 
Ca2+-ATPase activities in the glucose-treated human RBC. These data concluded that 
the water extract of T. triandra  possessed antioxidant and antiglycation activities. These 
results might lead to the possibility of using the plant extract for targeting diabetic 
complications. 
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บทคัดย่อ 
 
ปฎิกิริยา non-enzymatic glycation คือปฏิกิริยาระหว่างน า้ตาลและกลุม่อะมิโนของโปรตีน ซึง่
เก่ียวข้องกบัความรุนแรงและภาวะแทรกซ้อนในโรคเบาหวาน  Tiliacora triandra Diels เป็นหนึง่
ในสมนุไพรไทย รู้จกักนัดีในช่ือ ย่านาง อยู่ในวงศ์ Menispermaceae งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือ 
ประเมินฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัน า้ของยา่นาง และฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดไกลเคชัน่ของ
โปรตีนใน bovine serum albumin (BSA)/glucose system รวมทัง้ lipid peroxidation และ 
glycated hemoglobin และการท างาน Ca2+-ATPase จะถกูวิเคราะห์ในเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่น
สภาวะน า้ตาลสงู โดยฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัจะวิเคราะห์โดยวิธี1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazile (DPPH) free radical scavenging activity และ ferrous ion chelating ability ซึง่ คา่ 
IC50 เทา่กบั 61 ± 16 and 45 ± 4 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั จากผลการทดลอง พบว่า 
สภาวะน า้ตาลสงู จะเพิ่ม fluorescence intensity ของ glycated BSA ปริมาณของ glycated 
hemoglobin และ lipid peroxidation ของเซลล์เม็ดเลือดแดง ส่วนการท างานของ Ca2+-ATPases 
จะลดลงในเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่นสภาวะน า้ตาลสงู สารสกดั (10-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) จะ
ลด fluorescence intensity ของ glycated BSA และ glycated hemoglobin โดยขึน้กบัความ
เข้มข้น อยา่งไรก็ตาม สารสกดั T. triandra จะไมมี่ผลตอ่ lipid peroxidation และการท างานของ 
Ca2+-ATPase ในเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่นสภาวะน า้ตาลสงู จากข้อมลูนี ้ สรุปได้วา่สารสกดัย่านางมี
ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและต้านปฏิกิริยาไกลเคชัน่ ซึง่ผลการทดลองนีอ้าจน าไปสู่การพฒันาพืช
สมนุไพรนีใ้นการรักษาโรคแทรกซ้อนของเบาหวาน  
 
ค าสาคัญ:  ยา่นาง อนมุลูอิสระ ปฏิกิริยาไกลเคชัน่ 
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สารบัญตาราง 

ตารางท่ี  หน้า 

1 แสดงคา่ IC 50 ของ ความสามารถในการดกัจบัอนมุลูอิสระ DPPH ของสาร

สกดัย่านาง ท่ีความเข้มข้น 1 g/mL – 10 mg/mL หรือสาร L- ascorbic 

acid ท่ีความเข้มข้น 1 g/mL – 10 mg/mL  

18 

2 แสดงคา่ IC 50 ของ ความสามารถในการ metal chelating activity ของสาร

สกดัย่านาง ท่ีความเข้มข้น 1 g/mL – 10 mg/mL หรือสาร EDTA ท่ีความ

เข้มข้น 0.1 g/mL – 10 mg/mL 

18 

3  แสดงฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดไกลเคชนั (glycation) ของ Tiliacora triandra 
ความเขมัข้น 10, 25, 50 µg/ml เทียบกบั aminoguanidine (AG) 1 mM ท่ี 
7 วนั และ 24 วนั 

20 

4 แสดงผลของสารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL ตอ่การ
เกิด amadori compound ในระบบ BSA/glucose system คา่แสดงในรูป
คา่เฉล่ีย ± SEM 

20 

5 แสดงคา่การเกิด glycosylated hemoglobin (GHb) ของเม็ดเลือดแดงท่ี
อยูใ่น สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือด
สงู; HG)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM  ร่วมกบั  สารสกดั

ยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL 

23 

6 แสดงคา่การเกิด Lipid peroxide ของเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่นสภาวะท่ีมีน า้ตาล
กลโูคส 5 mM (เลียนแบบภาวะปกติ) และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM 
(เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM  

ร่วมกบั  สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 1, 50 และ 100 g/mL 
 

23 
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สารบัญรูปภาพ 

ภาพท่ี   หน้า 

1 แสดงคา่ fluorescence intensity ของ Tiliacora triandra 10, 25, 50 µg/ml และ 

aminoguanidine 1 mM ท่ี 7 วนั และ 24 วนั โดยข้อมลูท่ีได้จะอยูใ่นรูป Mean  
SEM 

21 

2 แสดงผลของสารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL ตอ่การเกิด 
amadori production ในระบบ BSA/glucose system คา่แสดงในรูปคา่เฉล่ีย ± 
SEM; *P< 0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
 

22 

3 แสดงการเกิด glycosylated hemoglobin (GHb) ของเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่น สภาวะ
ท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู; HG)   และ สภาวะท่ี
มีน า้ตาลกลโูคส 25 mM  ร่วมกบั  สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 

g/mL โดยข้อมลูท่ีได้จะอยู่ในรูป Mean  SEM ; *P< 0.01 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
 

25 

4 แสดง Ca2+ ATPase activity ในผนงัเซลล์ของ RBC ท่ีอยู่ใน สภาวะท่ีมีน า้ตาล
กลโูคส 25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู; HG)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาล

กลโูคส 25 mM  ร่วมกบั  สารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL 

26 
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สัญญาเลขที่ R2554B103 
สรุปโครงการ (Executive Summary) 

 
โครงการ           : ผลของสารสกดัย่านางตอ่การเกิด protein glycosylation,  lipid peroxidation 
และการท างานของ Ca2+-ATPase ของเซลล์เม็ดเลือดแดงจากคนปกติ ในสภาวะท่ีชกัน าให้มี
ระดบัน า้ตาลสงู 
หัวหน้าโครงการ   :  ดร. วชิราวดี มาลากลุ 
หน่วยงาน           :  ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลยันเรศวร 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 

โรคเบาหวานเป็นความผิดปกตเิน่ืองจากร่างกายไมส่ามารถน าน า้ตาลในร่างกายไปใช้ได้
อยา่งเตม็ท่ี สาเหตเุน่ืองจากขาดฮอร์โมน อินซูลิน หรือ ร่างกายตอบสนองตอ่ฮอร์โมนตวันีล้ดลง ซึง่
ผลท่ีตามมาคือระดบัน า้ตาลในเลือดสงูกวา่ปกติ สง่ผลให้เกิดการท าปฏิกิริยาระหวา่งกลุม่ 
aldehyde ของ reducing sugar (เชน่ glucose)  และหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีน หรือ  เอมไซม์
ตา่งๆ เรียกปฏิกิริยานีว้า่ glycation หรือ  non-enzymatic glycosylation  ปฏิกิริยาดงักลา่ว
น าไปสูก่ารเกิดสารท่ีมีโครงสร้างท่ีเรียกว่า Schiff base ซึง่เป็นสารท่ีไมค่งท่ีเปล่ียนกลบัไปกลบัมา
ได้ หลงัจากนัน้จะมีการเรียงตวัใหม ่ เป็นสารท่ีมีความคงตวัมากขึน้เรียกวา่ Amadori products  
และเม่ือ Amadori products เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidation) และะมีการจดัเรียงโครงสร้าง
ใหม ่ (rearrangement) จะเปล่ียนแปลงไปเป็นสารท่ีคงท่ีท่ีเรียกว่า เรียกว่า advanced 
glycosylation end products (AGEs) การเกิด glycation ของ โปรตีน, เอนไซม์ หรือ Insulin 
หรือ การสะสมของ AGEs  สง่ผลให้เซลล์นัน้ๆ ท างานผิดปกติ เชน่ ลดการตอบสนองตอ่ insulin 
หรือ ไวตอ่การเกิด oxidative stress  รวมทัง้ สาร AGEs ยงัเป็นแหลง่ส าคญัท่ีท าให้เกิดอนมุลู
อิสระ ซึง่จะไปท าลายเซลล์ตา่งๆภายในร่างกาย จนก่อให้เกิดความผิดปกต ิหรือ อาการแทรกซ้อน
ตา่งๆในเบาหวาน (1-4) จากงานวิจยั พบวา่ การเกิด glycation ของโปรตีน มีผลให้ ATPase  
activity จะลดลงในเนือ้เย่ือตา่งๆของสตัว์ทดลองท่ีถกูชกัน าให้เป็นเบาหวาน  และในเซลล์เม็ด
เลือดแดงของคนป่วยเบาหวาน type I ซึง่ความผิดปกตนีิ ้ จะสง่ผลให้เกิด diabetic 
polyneuropathy ในเบาหวานได้ (5,7,9) โดยปกตแิล้ว การควบคมุการเคล่ือนท่ีของ cation ตา่งๆ
บนเย่ือหมุเซลล์ โดย Na/K ATPase และ  Ca2+ ATPase activity จะมีความส าคญัในการควบคมุ
น า้  สารอาหาร และสารตา่งๆให้แก่เซลล์  และยงัมีผลควบคมุการหดตวัของเซลล์กล้ามเนือ้  และ
การน าสญัญาณของเซลล์ประสาท    ซึง่ถ้า Na+-K+ ATPase และ  Ca2+ ATPase activity ท างาน
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ผิดปกตไิป อาจเป็นอีกหนึง่สาเหตท่ีุท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนตา่งๆ เชน่ diabetic neuropathy ใน
เบาหวานได้ 

ส าหรับการรักษาโรคนีจ้ะได้ผลดีขึน้อยูก่บัการใช้ยาอยา่งมีประสิทธิภาพและรับประทานยา
อยา่งสม ่าเสมอ จงึสามารถลดอตัราการตายและโรคแทรกซ้อนจากภาวะนีไ้ด้ แตพ่บวา่ผู้ ป่วยสว่น
ใหญ่มกัให้ความร่วมมือในการรับประทานยาน้อยมาก อาจเป็นความยุง่ยากในการต้องใช้ยา
ควบคูก่นัหลายชนิด และยารักษาโรคเบาหวานหลายตวัก็น าเข้าจากตา่งประเทศ ซึง่มีราคาแพง
มาก ดงันัน้การใช้พืชสมนุไพรในการป้องกนัและควบคมุโรคจงึเป็นแนวทางในการรักษาท่ีน่าสนใจ 
ปัจจบุนั หลายคนหนัมานิยมผลิตภณัฑ์ตามธรรมชาติ พวกพืชผกัปลอดสารพิษ รวมทัง้หนัมาใช้
สมนุไพรกนัมากขึน้  ส าหรับการใช้สมนุไพรในการป้องกนัและรักษาโรค เป็นภมูิปัญญาท่ีสืบทอด
กนัมานานแล้ว แตย่งัไมเ่คยมีผลงานวิจยัเดน่ชดัท่ีสนบัสนนุสรรพคณุเหลา่นัน้ ดงันัน้เพ่ือสง่เสริมให้
มีการใช้สมนุไพรในการรักษาโรคอย่างเหมาะสม จงึควรมีการศกึษาฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของ
สมนุไพรเหลา่นี ้

ย่านางเป็นอีกหนึง่สมนุไพรท่ีใช้เป็นอาหารและเป็นยามาตัง้แตโ่บราณ  หมอยาโบราณ
ภาคอีสาน เรียกช่ือยาของยา่นางวา่ “หม่ืนปีไมแ่ก่”    ช่ือวิทยาศาสตร์ Tiliacora triandra 
(Colebr.) Diels. วงศ์ Menispermaceae  ด้วยสรรพคณุท่ีบอกตอ่กนัมา ว่าการด่ืมน า้คัน้จากใบ
ยา่นางเป็นประจ า จะสามารถลดน า้ตาลในเลือด ความดนัโลหิตสงู  ตกเลือดจากมดลกู โรคเก๊าท์ 
และโรคเชือ้ราท าลายเล็บ หรือเป็นผ่ืนคนั เป็นต้น ถึงอย่างไรก็ยงัไมมี่งานวิจยัใดท่ีสนบัสนนุข้อมลู
ดงักลา่ว  นอกจากการศกึษาเบือ้งต้นท่ีพบวา่ สารสกดัน า้ของใบย่านางมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 
และยงัพบสารประกอบ phenolic compound ในใบยา่นาง  

 จากการศกึษาทางระบาดวิทยาจ านวนมาก ยืนยนัถึงการเพิ่มขึน้ของอนมุลูอิสระสมัพนัธ์
กบัการเกิดโรคร้ายตา่งๆ รวมทัง้ภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวาน ดงันัน้การให้สารท่ีมีฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระ หรือบริโภคผกั และผลไม้ ซึง่มีฤทธ์ิดงักลา่ว อาจชว่ยลดการเกิดโรคร้ายแทรกซ้อนใน
ผู้ ป่วยเบาหวาน งานวิจยันีจ้ึงมุง่เน้นจะศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัย่านางแบบ In vitro ตอ่การเกิด 
glycosylated protein และ oxidative stress ในเซลล์เม็ดเลือดแดง (RBC) ของคนปกติ  ใน
สภาวะ high glucose และยงัศกึษาผลตอ่การท างานของ Na+-K+ ATPase และ Ca2+ ATPase 
activity บนผนงัของเซลล์เม็ดเลือดแดง (RBC ghost) ของคนปกติ ท่ีอยูใ่นสภาวะ high glucose 
ซึง่เป็นการเลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงูจากเบาหวาน  ซึง่ถ้าสารสกดัยา่นางสามารถลดการ
เกิด glycosylated protein และ oxidative stress ในเซลล์เม็ดเลือดแดง (RBC) ของคนปกติ  ใน
สภาวะ high glucose  และเพิ่มการท างานของ Ca2+ ATPase activity บนผนงัของเซลล์เม็ดเลือด
แดง (RBC ghost) ของคนปกติ ท่ีอยูใ่นสภาวะ high glucose ได้ก็อาจจะเป็นอีกทางเลือกหนึง่ท่ี
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ชว่ยลดภาวะแทรกซ้อนและอตัราการป่วยจากโรคเบาหวาน และยงัเป็นแนวทางพฒันางานวิจยัยา
สมนุไพรไทยในขัน้สงูเพ่ือใช้ในเชิงคลินิกตอ่ไปได้ 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดย่านางต่อการเกิด glycation protein ใน BSA/glucose 
system และ high glucose-treated human erythrocytes  ของคนปกต ิ 

2. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดย่านางต่อการเกิด  lipid peroxide ใน high glucose-
treated human erythrocytes  ของคนปกต ิ 

3. เพ่ือศกึษาผลของสารสกดัย่านางตอ่การเกิดตอ่การท างานของ Ca2+ ATPase activity 
บน high glucose-treated human erythrocytes ghost ของคนปกต ิ  

4. เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานของสมนุไพรย่านางในการพฒันาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารใน
การบรรเทาอาการแทรกซ้อนในโรคเบาหวาน 
 
วิธีการทดลอง 

 

1. การเตรียมสารสกดัยา่นาง 
น าใบของยา่นางท่ีได้จาก จ. ขอนแก่น ประเทศไทย มาหัน่เป็นชิน้เล็กๆแล้วอบแห้งในตู้อบ

ท่ีอุณหภูมิ 500C แล้วน าไปบดจนเป็นผงละเอียดแล้วน าไปสกัดด้วยน า้จากนัน้เก็บรักษาไว้ท่ี
อณุหภมูิ -500C จนกวา่จะน ามาใช้ 
 
2. การเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดง (red blood cell; RBC) และผนงัเซลล์ ของ RBC (RBC ghosts) 

เลือดจากอาสาสมคัรเพศชาย วยั 20 – 30 ปี ท่ีมีระดบัน า้ตาลในเลือดปกต ิ (70-110 
mg/mL) จะถกูเก็บใน tube ท่ีมีสาร ethylenediamine tetraacetate (EDTA) จากนัน้จะถกูน าไป
ป่ันให้ตกตะกอน (Centrifuge) แล้วแยกสว่นท่ีเป็น plasma และ buffy coat ทิง้ หลงัจากนัน้จะท า
การแยกเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดงและผนงัเซลล์เม็ดเลือดแดง หลงัจากนัน้น า เซลล์เม็ดเลือดแดงและ
ผนงัเซลล์เม็ดเลือดแดง ผสมใน phosphate-buffer saline ท่ีผสม น า้ตาลกลโูคส ท่ี 0, 5 และ 25 

mM แล้วน าไป incubate ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนน าไปทดลองเพ่ือวิเคราะห์  
- ฤทธ์ิตอ่การเกิด glycosylated hemoglobin (GHb)  
- ฤทธ์ิตอ่ Ca2+ ATPase activity ในผนงัเซลล์ของ RBC (RBC ghost) 
- ฤทธ์ิตอ่การเกิด Lipid peroxide 
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3. ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ของสารสกดัย่านาง โดยวิเคราะห์จาก 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazile 
(DPPH) free radical scavenging activity และ ferrous ion chelating ability DPPH 

  
4. ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน่ (glycation) โดยวิธี Glucose-BSA (bovine serum 
albumin) assay  
 น า Albumin (5mg/ml) มาบม่ร่วมกบั Glucose 5 และ 500mM ใน PBS (Phosphate 
buffer saline) โดยไมมี่ หรือ มีสารสกดัยา่นาง ท่ีความเข้มข้น 0, 10, 25 และ 50 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร หรือสารมาตรฐาน aminoguanidine (เป็น positive control ซึง่มีฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาไกล
เคชัน่) จากนัน้ incubate ปฏิกิริยา ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั และ 14 วนั 
 เม่ือครบก าหนด วดัการเรืองแสงโดยใช้เคร่ือง Spectrofluorometer โดยexcition และ 
emission อยู่ท่ี 360 nm และ 460 nm  เพ่ือประเมินการเกิด AGEs และวิเคราะห์ปริมาณ 
Amadori products  โดยวิธี Fructosamine assay 
 
ผลการทดลอง 
1. ผลต้านอนมุลูอิสระ 
พบวา่ IC50 จากการดกัจบัอนมุลูอิสระ DPPH และ metal chelating activity ของสารสกดัย่านาง 

เทา่กบั 61 ± 16 g/ml และ 45 ± 4 g/ml ตามล าดบั  
 
3. ผลยบัยัง้การเกิดไกลเคชนั (glycation)  
 เม่ือ Incubate bovine serum albumin และ glucose 500 mM เป็นเวลา 7 และ 14 วนั 
พบว่าค่า fluorescence intensity เพิ่มขึน้ แสดงถึงการเกิดไกลเคชันท่ีเพิ่มขึน้  และค่า วัน  
amadori compound เพิ่มขึน้โดยแปรผันตามระยะเวลาในการ Incubate และ co-incubation 
ร่วมกบัสารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 10, 25 และ 50 µg/ml พบว่าคา่ fluorescence intensity 
และ การเกิด amadori compound  ลดลงซึง่ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของสารสกดั  
 
4. ผลตอ่การเกิด glycosylated hemoglobin (GHb)  

จากการทดลอง พบว่าการ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 
mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสูง) จะเพิ่มการเกิด glycosylated hemoglobin ของเซลล์
เม็ดเลือดแดง จากการทดลอง พบว่าสารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 10 ug/ml ไม่มีผลยบัยัง้การ

เกิด glycosylated hemoglobin ขณะท่ีความเข้มข้น 50 และ 100 g/mL ลดการเกิด 
glycosylated hemoglobin อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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5. ผลตอ่การเกิด Lipid peroxide 

จากการทดลอง พบว่าการ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 
mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู) จะเพิ่มการเกิด Lipid peroxide ของเซลล์เม็ดเลือดแดง 

และการให้สารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 1, 50 และ 100 g/mL ไม่มีผลยบัยัง้การเกิด Lipid 
peroxide ของเซลล์เม็ดเลือดแดง  
 
6. ผลตอ่ Ca2+ ATPase activity ในผนงัเซลล์ของ RBC (RBC ghost) 

จากการทดลอง พบว่าการ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 
mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู) จะลด Ca2+ - ATPase ของผนงัเซลล์เม็ดเลือดแดง และ

การให้สารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 1, 50 และ 100 g/mL ไม่มีผลตอ่ Ca2+ - ATPase ของผนงั
เซลล์เม็ดเลือดแดง  
 
สรุปผลการทดลอง 
 

งานวิจยันี ้ พบวา่สารสกดัยา่นางมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกล
เคชัน่ โดยไมมี่ผลตอ่การเกิด lipid peroxidation และ Ca2+ ATPase activity ของเซลล์เม็ดเลือด
แดง ข้อมลูนีถื้อวา่เป็นข้อมลูเบือ้งต้นในการสนบัสนนุคณุสมบตัขิองสารสกดัสมนุไพรยา่นางใน
การน ามาพฒันาเป็นยารักษาในการรักษาโรคแทรซ้อนจากเบาหวานตอ่ไปในอนาคต 
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สัญญาเลขที่         :  R2554B103 
โครงการ      :   ผลของสารสกดัยา่นางตอ่การเกิด protein glycosylation, lipid peroxidation 
และการท างานของ Ca2+-ATPase ของเซลล์เม็ดเลือดแดงจากคนปกติ ในสภาวะน า้ตาลสงู 

 

บทน า 

โรคเบาหวานเป็นความผิดปกตเิน่ืองจากร่างกายไมส่ามารถน าน า้ตาลในร่างกายไปใช้ได้
อยา่งเตม็ท่ี สาเหตเุน่ืองจากขาดฮอร์โมน อินซูลิน หรือ ร่างกายตอบสนองตอ่ฮอร์โมนตวันีล้ดลง ซึง่
ผลท่ีตามมาคือระดบัน า้ตาลในเลือดสงูกวา่ปกติ สง่ผลให้เกิดการท าปฏิกิริยาระหวา่งกลุม่ 
aldehyde ของ reducing sugar (เชน่ glucose)  และหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีน หรือ  เอมไซม์
ตา่งๆ เรียกปฏิกิริยานีว้า่ glycation หรือ  non-enzymatic glycosylation  ปฏิกิริยาดงักลา่ว
น าไปสูก่ารเกิดสารท่ีมีโครงสร้างท่ีเรียกว่า Schiff base ซึง่เป็นสารท่ีไมค่งท่ีเปล่ียนกลบัไปกลบัมา
ได้ หลงัจากนัน้จะมีการเรียงตวัใหม ่ เป็นสารท่ีมีความคงตวัมากขึน้เรียกวา่ Amadori products  
และเม่ือ Amadori products เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidation) และะมีการจดัเรียงโครงสร้าง
ใหม ่ (rearrangement) จะเปล่ียนแปลงไปเป็นสารท่ีคงท่ีท่ีเรียกว่า เรียกว่า advanced 
glycosylation end products (AGEs) การเกิด glycation ของ โปรตีน, เอนไซม์ หรือ Insulin 
หรือ การสะสมของ AGEs  สง่ผลให้เซลล์นัน้ๆ ท างานผิดปกติ เชน่ ลดการตอบสนองตอ่ insulin 
หรือ ไวตอ่การเกิด oxidative stress  รวมทัง้ สาร AGEs ยงัเป็นแหลง่ส าคญัท่ีท าให้เกิดอนมุลู
อิสระ ซึง่จะไปท าลายเซลล์ตา่งๆภายในร่างกาย จนก่อให้เกิดความผิดปกต ิหรือ อาการแทรกซ้อน
ตา่งๆในเบาหวาน (1-4) จากงานวิจยั พบวา่ การเกิด glycation ของโปรตีน มีผลให้ ATPase  
activity จะลดลงในเนือ้เย่ือตา่งๆของสตัว์ทดลองท่ีถกูชกัน าให้เป็นเบาหวาน (5-6)  และในเซลล์
เม็ดเลือดแดงของคนป่วยเบาหวาน type I (7-8) ซึง่ความผิดปกตนีิ ้ จะสง่ผลให้เกิด diabetic 
polyneuropathy ในเบาหวานได้ (5,7,9) โดยปกตแิล้ว การควบคมุการเคล่ือนท่ีของ cation ตา่งๆ
บนเย่ือหมุเซลล์ โดย Na/K ATPase และ  Ca2+ ATPase activity จะมีความส าคญัในการควบคมุ
น า้  สารอาหาร และสารตา่งๆให้แก่เซลล์  และยงัมีผลควบคมุการหดตวัของเซลล์กล้ามเนือ้  และ
การน าสญัญาณของเซลล์ประสาท  (10)  ซึง่ถ้า Na+-K+ ATPase และ  Ca2+ ATPase activity 
ท างานผิดปกตไิป อาจเป็นอีกหนึง่สาเหตท่ีุท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนตา่งๆ เชน่ diabetic 
neuropathy ในเบาหวานได้ 

ส าหรับการรักษาโรคนีจ้ะได้ผลดีขึน้อยูก่บัการใช้ยาอยา่งมีประสิทธิภาพและรับประทานยา
อยา่งสม ่าเสมอ จงึสามารถลดอตัราการตายและโรคแทรกซ้อนจากภาวะนีไ้ด้ แตพ่บวา่ผู้ ป่วยสว่น
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ใหญ่มกัให้ความร่วมมือในการรับประทานยาน้อยมาก อาจเป็นความยุง่ยากในการต้องใช้ยา
ควบคูก่นัหลายชนิด และยารักษาโรคเบาหวานหลายตวัก็น าเข้าจากตา่งประเทศ ซึง่มีราคาแพง
มาก ดงันัน้การใช้พืชสมนุไพรในการป้องกนัและควบคมุโรคจงึเป็นแนวทางในการรักษาท่ีน่าสนใจ 
ปัจจบุนั หลายคนหนัมานิยมผลิตภณัฑ์ตามธรรมชาติ พวกพืชผกัปลอดสารพิษ รวมทัง้หนัมาใช้
สมนุไพรกนัมากขึน้  ส าหรับการใช้สมนุไพรในการป้องกนัและรักษาโรค เป็นภมูิปัญญาท่ีสืบทอด
กนัมานานแล้ว แตย่งัไมเ่คยมีผลงานวิจยัเดน่ชดัท่ีสนบัสนนุสรรพคณุเหลา่นัน้ ดงันัน้เพ่ือสง่เสริมให้
มีการใช้สมนุไพรในการรักษาโรคอย่างเหมาะสม จงึควรมีการศกึษาฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของ
สมนุไพรเหลา่นี ้
 

ย่านางเป็นอีกหนึง่สมนุไพรท่ีใช้เป็นอาหารและเป็นยามาตัง้แตโ่บราณ  หมอยาโบราณ
ภาคอีสาน เรียกช่ือยาของยา่นางวา่ “หม่ืนปีไมแ่ก่”    ช่ือวิทยาศาสตร์ Tiliacora triandra 
(Colebr.) Diels. วงศ์ Menispermaceae  ด้วยสรรพคณุท่ีบอกตอ่กนัมา ว่าการด่ืมน า้คัน้จากใบ
ยา่นางเป็นประจ า จะสามารถลดน า้ตาลในเลือด ความดนัโลหิตสงู  ตกเลือดจากมดลกู โรคเก๊าท์ 
และโรคเชือ้ราท าลายเล็บ หรือเป็นผ่ืนคนั เป็นต้น (11-12)  ถึงอยา่งไรก็ยงัไมมี่งานวิจยัใดท่ี
สนบัสนนุข้อมลูดงักล่าว  นอกจากการศกึษาเบือ้งต้นท่ีพบวา่ สารสกดัน า้ของใบยา่นางมีฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระ และยงัพบสารประกอบ phenolic compound  ในใบยา่นาง  (13-14) 

จากการศกึษาทางระบาดวิทยาจ านวนมาก ยืนยนัถึงการเพิ่มขึน้ของอนมุลูอิสระสมัพนัธ์
กบัการเกิดโรคร้ายตา่งๆ รวมทัง้ภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวาน ดงันัน้การให้สารท่ีมีฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระ หรือบริโภคผกั และผลไม้ ซึง่มีฤทธ์ิดงักลา่ว อาจชว่ยลดการเกิดโรคร้ายแทรกซ้อนใน
ผู้ ป่วยเบาหวาน  งานวิจยันีจ้งึมุง่เน้นจะศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัยา่นางแบบ In vitro ตอ่การเกิด 
glycosylated protein และ oxidative stress ในเซลล์เม็ดเลือดแดง (RBC) ของคนปกติ  ใน
สภาวะ high glucose และยงัศกึษาผลตอ่การท างานของ Ca2+ ATPase activity บนผนงัของ
เซลล์เม็ดเลือดแดง (RBC ghost) ของคนปกต ิท่ีอยูใ่นสภาวะ high glucose ซึง่เป็นการเลียนแบบ
ภาวะน า้ตาลในเลือดสงูจากเบาหวาน  ผลท่ีได้รับจากการทดลองนีจ้ะถือว่าเป็นข้อมลูพืน้ฐานทาง
วิทยาศาสตร์ส าหรับสารสกดัยา่นางในการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์เสริมอาหารตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 

1. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดย่านางต่อการเกิด glycation protein ใน BSA/glucose 
system และ high glucose-treated human erythrocytes  ของคนปกต ิ 

2. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดย่านางต่อการเกิด  lipid peroxide ใน high glucose-
treated human erythrocytes  ของคนปกต ิ 

3. เพ่ือศกึษาผลของสารสกดัย่านางตอ่การเกิดตอ่การท างานของ Ca2+ ATPase activity 
บน high glucose-treated human erythrocytes ghost ของคนปกต ิ  

4. เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานของสมนุไพรย่านางในการพฒันาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารใน
การบรรเทาอาการแทรกซ้อนในโรคเบาหวาน 
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วิธีการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารสกดัยา่นาง 
น าใบของยา่นางท่ีได้จาก จ. ขอนแก่น ประเทศไทย มาหัน่เป็นชิน้เล็กๆแล้วอบแห้งในตู้อบ

ท่ีอุณหภูมิ 500C แล้วน าไปบดจนเป็นผงละเอียดแล้วน าไปสกัดด้วยน า้จากนัน้เก็บรักษาไว้ท่ี
อณุหภมูิ -500C จนกวา่จะน ามาใช้ 
 
2. การเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดง (red blood cell; RBC) 

เลือดจากอาสาสมัครเพศชาย วัย 20 – 30 ปี ท่ีมีระดับน า้ตาลในเลือดปกติ (70-110 
mg/mL) จะถกูเก็บใน tube ท่ีมีสาร ethylenediamine tetraacetate (EDTA) จากนัน้จะถกูน าไป
ป่ันให้ตกตะกอน (Centrifuge) แล้วแยกส่วนท่ีเป็น plasma และ buffy coat ทิง้ ส่วนเซลล์เม็ด
เลือดแดงท่ีเหลือจะน าไป dilute 1:10 ก่อนท่ีจะถกูล้างด้วย cold PBS (ตามวิธีใน Ref. 15) 
 
3. การเตรียม RBC ในสภาวะ high glucose  และ/หรือ มีสารสกดัยา่นาง แบบ In vitro  

น า RBC จากคนปกติ dilute ใน phosphate-buffer saline ให้ได้ความเข้มข้นเป็น 10% 
hematocrit จากนัน้ เติมสารสกดัท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ก่อนเติมสารละลาย glucose 0, 5 และ 25 

mM เป็นเวลา 30 นาที  แล้วน าไป ท่ีอณุหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนน าไปทดลองขัน้
ตอ่ไป (ตามวิธีใน Ref. 16) 
 
4. การเตรียมผนงัเซลล์ ของ RBC (RBC ghosts) 

RBC จากคนปกติ จะถกู dilute ด้วย hypotonic saline เพ่ือท าให้เกิดการแตกของเซลล์

เม็ดเลือดแดง แล้วน าไป centrifuge 20,000 g ท่ีอณุหภูมิ 4C จากนัน้ล้างผนงัเซลล์ ของ RBC  
ด้วย hypotonic saline  ท าซ า้3-4 ครัง้ (ตามวิธีใน Ref. 15) 

 
5. ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ DPPH ของสารสกดัยา่นาง 
 น าสารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 0, 10, 25, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารอนมุลูอิสระ DDPH 0.5 มิลลิลิตร แล้ว incubateในท่ีมืด 30 นาที 
ก่อนน าไปวดัabsorbance ท่ี 517 nm โดยเคร่ือง Spectrophotometer ในการทดลองนีจ้ะใช้ L-
ascorbic เป็น positive control 
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6. ฤทธ์ิ  Metal chelating activity 
 น าสารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 0, 10, 25, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
ผสมกบั 2 mM FeCl2 หลงัจากนัน้ใส่สาร ferrozine solution ก่อน incubate ท่ีอณุหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที แล้วน าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ี 562 nm ในการทดลองนีจ้ะใช้ EDTA เป็น positive 
control 
  
7. ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน่ (glycation) โดยวิธี Glucose-BSA (bovine serum 
albumin) assay  
 น า Albumin (5mg/ml) มาบม่ร่วมกบั Glucose 5 และ 500mM ใน PBS (Phosphate 
buffer saline) โดยไม่มี หรือ มีสารสกดัย่านาง ท่ีความเข้มข้น 0, 10, 25 และ 50 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร หรือสารมาตรฐาน aminoguanidine (เป็น positive control ซึ่งมีฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาไกล
เคชัน่) จากนัน้ incubate ปฏิกิริยา ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั และ 14 วนั 
 เม่ือครบก าหนดให้เติมสาร Trichloroacetic acid (TCA) แล้ว centrifuge นาน 5 นาที 
ก่อนน าตะกอนท่ีได้มาเติม PBS (ph 10) แล้ววดัการเรืองแสงโดยใช้เคร่ือง Spectrofluorometer 
โดย excition และ emission อยูท่ี่ 360 nm และ 460 nm  
 
8. ฤทธ์ิตอ่การเกิด Amadori products  
 การทดลองนีจ้ะวิเคราะห์ปริมาณ Amadori products  โดยวิธี Fructosamine assayน า 
Albumin (5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) มาบม่ร่วมกบั Glucose 5 และ 500mM ใน PBS (Phosphate 
buffer saline) โดยไมมี่ หรือ มีสารสกดัยา่นาง ท่ีความเข้มข้น 0, 10, 25 และ 50 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร เป็นเวลา 7 และ 14 วนั  หลงัจากนัน้ ผสมกบั 0.5 mM NBT แล้ว incubate ท่ีอณุหภมูิ 

37 C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าไปวดัการดดูกลืนแสงท่ี 530 nm 
 
9. ฤทธ์ิตอ่การเกิด glycosylated hemoglobin (GHb)  

คา่ GHb จะถกูวดัโดยใช้ Direct HbA1C kit ก่อนน าคา่ท่ีได้วดั Spectrophotometer ท่ี 
620 nM ซึง่คา่ท่ีได้จะแสดงในรูปเปอร์เซ็นต์ของ total hemoglobin   
 
10. ฤทธ์ิตอ่การเกิด Lipid peroxide 

การวดั lipid peroxide อาศยัหลกัการท าปฏิกิรยากบั  thiobarbituric acid (TBA) จนได้ 
malondialdehyde (MDA) ซึ่งถือว่าเป็น end product ของ  fatty acid oxidation น า RBC ท่ีได้
จากข้อ 2 ผสมใน phosphate buffer saline และ butylated hydroxytoluene  จากนัน้เติม 30% 
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TBA 0.5 มล. แล้วทิง้บนน า้แข็ง 2 ชม. ก่อนป่ันให้ตกตะกอนด้วย centrifuge 15 นาที   
Supernatant ท่ีได้จะน าไปผสมกบั 1%TBA และ 0.05 NaOH แล้วปล่อยในท าปฏิกิริยาท่ี boiling 
water bath  15 นาที   ความเข้มข้นของ MDA-TBA complex ท่ีเกิดขึน้จะวัดโดย 
Spectrophotometer ท่ี 532 และ 600  nm (ตามวิธีใน Ref. 15) 
 
11.ฤทธ์ิตอ่ Ca2+ ATPase activity ในผนงัเซลล์ของ RBC (RBC ghost) 

ปริมาณ Protein ของ RBC ghost จากคนปกติ จะถกูวดัโดยใช้ protein assay kit ซึ่งจะ
ใช้ bovime serum albumin เป็น standard  RBC ghost ผสมกบั 40 mM Hepes, 100 mM KCl, 
5 mM MgSO4, 2.1 mM ATP, 1 mM EGTA และ 0.86 mM  CaCl2 ทิง้ไว้ 5 นาที แล้วใส่ 100 mM 
EGTA ก่อน incubate บนน า้แข็งเป็นเวลา 60 นาที  ปริมาณ total phosphate ท่ีเกิดขึน้จะถกูวดั 
โดยใช้ phosphate assay kit วดัโดย Spectrophotometer ท่ี 660  nm คา่ท่ีได้จะแสดงในรูป 

μmol/mg protein (ตามวิธีใน Ref. 18) 
 

12. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
จากผลการทดลอง  ข้อมลูท่ีได้จะอยูใ่นรูป mean ± SEM   การวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ

โดยใช้ one way analysis of variance (ANOVA) และวดัคา่ความแตกตา่งระหวา่งกลุม่โดยใช้ 
Duncann test ทดสอบคา่ความแตกตา่งทางสถิตแิละคา่ระดบัความเช่ือมัน่อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิตท่ีิระดบั P<0.05 โดยใช้โปรแกรม Graphpad Prism 
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ผลการทดลอง 
 

1 ผลการยับยัง้การดักจับอนุมูลอิสระ DPPH 
 จากตารางท่ี 1 พบวา่ IC50 จากการดกัจบัอนมุลูอิสระ DPPH ของสารสกดัยา่นางสามารถ
ยบัยัง้ความเข้มข้นของสารอนมุลูอิสระ DPPH  เทา่กบั 61 ± 16 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรซึง่เม่ือ
เทียบกบั L-ascorbic สารสกดัจากยา่นางมีผลยบัยัง้ได้ดีกวา่ L-ascorbic ถึง 2.6 เทา่ 
 
2. ผล metal chelating activity 
 จากตารางท่ี 2 พบวา่คา่ IC50 จากการ metal chelating activity ของสารสกดัยา่นาง  
เทา่กบั 45 ± 4 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ขณะท่ี คา่ IC50 จากการ metal chelating activity ของ 
EDTA เทา่กบั 17 ± 3 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 1 แสดงคา่ IC 50 ของ ความสามารถในการดกัจบัอนมุลูอิสระ DPPH ของสารสกดั

ยา่นาง ท่ีความเข้มข้น 1 g/mL – 10 mg/mL หรือสาร L- ascorbic acid ท่ีความเข้มข้น 1 

g/mL – 10 mg/mL  
 

สาร          IC50  
 

ยา่นาง 61± 16 g/ml 
l-ascorbic 160± 3 g/ml 
 
 
ตารางที่  2 แสดงคา่ IC 50 ของ ความสามารถในการ metal chelating activity ของสารสกัด

ย่านาง ท่ีความเข้มข้น 1 g/mL – 10 mg/mL หรือสาร EDTA ท่ีความเข้มข้น 0.1 g/mL – 10 
mg/mL  
 

สาร          IC50  
 

ยา่นาง 45 ± 4 g/ml 
EDTA 17 ± 3 g/ml 
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3. ผลยับยัง้การเกิดไกลเคชัน (glycation) ของสารสกัดย่านาง  
 จากตารางท่ี 3  และภาพท่ี 1  แสดงฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาไกลเคชนั เม่ือ Incubate bovine 
serum albumin และ glucose 500 mM เป็นเวลา 7 และ 14 วนั พบว่าคา่ fluorescence 
intensity เพิ่มขึน้ แสดงถึงการเกิดไกลเคชนัท่ีเพิ่มขึน้โดยแปรผนัตามระยะเวลาในการ Incubate 
และ co-incubation ร่วมกบัสารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 25 และ 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร
พบวา่คา่ fluorescence intensity ลดลงซึง่ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของสารสกดั ขณะท่ีสาร 
aminoguanidine ท่ีมีฤทธ์ิต้านการเกิดไกลเคชนัให้ผล fluorescence intensity ท่ีลดลง
เชน่เดียวกนั จากผลดงักลา่วแสดงให้เห็นว่าสารสกดัย่านางมีฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกลเคชนั 
 
4. ผลต่อการเกิด Amadori production ใน BSA/glucose system 
 การเกิด glycation ของโปรตีน ซึง่จะประเมินความสามารถของการเกิด amadori 
compound โดยใช้การวิเคราะห์ fructosamine assay โดย  amadori compound จะ reduce 
สาร NBT เป็น tetrazinolyl radical ซึง่สามารถวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 530 nm จากการทดลอง 
พบวา่การ incubate โปรตีนอลับมูินในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 500 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาล
ในเลือดสงู) เป็นระยะเวลา 7 และ 14 วนั  จะเพิ่ม amadori compound โดยขึน้กบัระยะเวลา และ
สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรจะลดการเกิด 
amadori compound อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 4 และภาพท่ี 2) 
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ตารางที่ 3 แสดงฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดไกลเคชนั (glycation) ของ Tiliacora triandra ความเขมัข้น 
10, 25, 50 µg/ml เทียบกบั aminoguanidine (AG) 1 mM ท่ี 7 วนั และ 24 วนั 
 

 
 condition  

7 วนั 14 วนั 

Mean ± SEM Mean ± SEM 
BSA 
BSA+glucose 5 mM 
BSA+glucose 500 mM 
BSA+glucose 500 mM+สารสกดั 10 ug/ml 
BSA+glucose 500 mM+สารสกดั 25 ug/ml 
BSA+glucose 500 mM+สารสกดั 50 ug/ml 
BSA+glucose 500 mM+AG 1mM 
 

8.2± 2.4 
13.1± 3.9 
44.8± 5.1 
17.2± 2.9* 
11.2± 1.3* 
10.2± 1.1* 
7.1± 1.2* 

10.7± 0.7 
19.0± 1.8 
46.6± 2.0 
22.6± 0.8* 
21.5± 1.9* 
18.5± 1.8* 
16.7± 1.1* 

* แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P< 0.01 เม่ือเทียบกบักลุม่ BSA+glucose 500 mM 
 
 

ตารางที่  4 แสดงผลของสารสกัดย่านางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL ตอ่การเกิด 
amadori compound ในระบบ BSA/glucose system คา่แสดงในรูปคา่เฉล่ีย ± SEM 
 
 Amadori production (Absorbance; 530 nm) 
 7 วนั 14 วนั 
BSA 0.19 ± 0.01 0.24 ± 0.03 
HG (500 mM) 0.92 ± 0.04 1.17 ± 0.14 
HG (500 mM) + สารสกดั 10 ug/mL 0.79 ± 0.03* 1.07 ± 0.11* 
HG (500 mM) + สารสกดั 25 ug/mL 0.77 ± 0.04* 1.04 ± 0.14* 
HG(500 mM) + สารสกดั 50 ug/mL 0.76 ± 0.01* 1.02 ± 0.09* 
HG (500 mM) + สารสกดั 100 ug/mL 0.75 ± 0.02* 1.00 ± 0.06* 
* แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P< 0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
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ภาพท่ี 1 แสดงคา่ fluorescence intensity ของ Tiliacora triandra 10, 25, 50 µg/ml และ 

aminoguanidine 1 mM ท่ี 7 วนั และ 24 วนั โดยข้อมลูท่ีได้จะอยูใ่นรูป Mean  SEM 
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ภาพท่ี 2 แสดงผลของสารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL ตอ่การเกิด 
amadori production ในระบบ BSA/glucose system คา่แสดงในรูปคา่เฉล่ีย ± SEM; *P< 0.05 
เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
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5. ผลต่อการเกิด glycosylated hemoglobin (GHb)  
จากการทดลอง พบวา่การ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 

mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู) จะเพิ่มการเกิด glycosylated hemoglobin ของเซลล์
เม็ดเลือดแดง จากการทดลอง พบวา่สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ไมมี่

ผลยบัยัง้การเกิด glycosylated hemoglobin ขณะท่ีความเข้มข้น 50 และ 100 g/mL ลดการ
เกิด glycosylated hemoglobin อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(ตารางท่ี 5 และภาพท่ี 3) 
 
6. ผลต่อการเกิด Lipid peroxide 

จากการทดลอง พบวา่การ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 
mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู) จะเพิ่มการเกิด Lipid peroxide ของเซลล์เม็ดเลือดแดง 
และการให้สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 1, 50 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ไมมี่ผลยบัยัง้การ
เกิด Lipid peroxide ของเซลล์เม็ดเลือดแดง ดงัแสดงในตารางท่ี 6 
 
7. ผลต่อ Ca2+ ATPase activity ในผนังเซลล์ของ RBC (RBC ghost) 

จากการทดลอง พบวา่การ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 
mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู) จะลด Ca2+ - ATPase ของผนงัเซลล์เม็ดเลือดแดง และ
การให้สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 1, 50 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ไมมี่ผลตอ่ Ca2+ - 
ATPase ของผนงัเซลล์เม็ดเลือดแดง ดงัแสดงในภาพท่ี 4 
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ตารางที่ 5 แสดงคา่การเกิด glycosylated hemoglobin (GHb) ของเม็ดเลือดแดงท่ีอยู่ใน สภาวะ
ท่ีมีน า้ตาลกลูโคส 25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู; HG)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาล

กลโูคส 25 mM  ร่วมกบั  สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL 
 

 Glycated Hemoglobin 
(HbA1, % control) 

HG (25 mM) 100 
HG (25 mM) + สารสกดั 10 ug/mL 96 ± 4 
HG (25 mM) + สารสกดั 50 ug/mL 87 ± 3* 
HG (25 mM) + สารสกดั 100 ug/mL 87 ± 2* 
HG (25 mM) + AG 1 mM 83 ± 2* 

           * แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P< 0.01 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
 
ตารางท่ี 6 แสดงคา่การเกิด Lipid peroxide ของเม็ดเลือดแดงท่ีอยู่ในสภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 5 
mM (เลียนแบบภาวะปกติ) และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลูโคส 25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลใน
เลือดสงู)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM  ร่วมกบั  สารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 1, 50 

และ 100 g/mL 
 

 Lipid peroxide 
 (nmol/g Hb) 

Glucose (5 mM) 3.5 ± 0.9* 
HG (25 mM) 4.8 ± 1.3 
HG (25 mM) + สารสกดัย่านาง 1 ug/mL 4.7 ± 1.2 
HG (25 mM) + สารสกดัย่านาง 50 ug/mL 4.2 ± 1.0 
HG (25 mM) + สารสกดัย่านาง 100 ug/mL 4.3 ± 1.1 

           * แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P< 0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
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ภาพท่ี 3 แสดงการเกิด glycosylated hemoglobin (GHb) ของเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่น สภาวะท่ีมี
น า้ตาลกลโูคส 25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู; HG)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 

25 mM  ร่วมกบั  สารสกดัย่านางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL โดยข้อมลูท่ีได้จะอยูใ่น

รูป Mean  SEM ; *P< 0.01 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
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ภาพท่ี 4  แสดง Ca2+ ATPase activity ในผนงัเซลล์ของ RBC ท่ีอยูใ่น สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 
25 mM (เลียนแบบภาวะน า้ตาลในเลือดสงู; HG)   และ สภาวะท่ีมีน า้ตาลกลโูคส 25 mM  ร่วมกบั  

สารสกดัยา่นางท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 g/mL ; *P< 0.01 เม่ือเทียบกบักลุม่ HG 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
งานวิจยันี ้ พบวา่สารสกดัยา่นางมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกล

เคชัน่ โดยไมมี่ผลตอ่การเกิด lipid peroxidation และ Ca2+ ATPase activity ของเซลล์เม็ดเลือด
แดง 

โรคเบาหวานเป็นความผิดปกตเิน่ืองจากร่างกายไมส่ามารถน าน า้ตาลในร่างกายไปใช้ได้
อยา่งเตม็ท่ี สาเหตเุน่ืองจากขาดฮอร์โมน อินซูลิน หรือ ร่างกายตอบสนองตอ่ฮอร์โมนตวันีล้ดลง ซึง่
ผลท่ีตามมาคือระดบัน า้ตาลในเลือดสงูกวา่ปกติ สง่ผลให้เกิดการท าปฏิกิริยาระหวา่งกลุม่ 
aldehyde ของ reducing sugar (เชน่ glucose)  และหมูอ่ะมิโนอิสระของโปรตีน หรือ  เอนไซม์
ตา่งๆ เรียกปฏิกิริยานีว้า่ glycation หรือ  non-enzymatic glycosylation   การเกิด glycation 
ของโปรตีน อาจแบง่เป็น 2 ระยะ คือ ระยะเร่ิมต้น ท่ีก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงจนเกิด amadori 
products ขณะท่ีระยะสดุท้าย จะเป็นระยะท่ีมีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ amadori products 
จนกลายเป็น  AGEs ซึง่จะมีคณุสมบตัเิรืองแสง การวดั BSA fructosamine เป็นการประเมินการ
เกิด amadori products ในระยะเร่ิมต้น (19) พบวา่ สารสกดัย่านางมีฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด amadori 
products  นอกจากนี ้ ยงัวดัการเกิด total AGE products โดยการวดั fluorescence intensity 
พบวา่ การ incubate โปรตีนในสภาวะท่ีมีกลโูคสสงู จะเพิ่ม total AGE products และสารสกดั
ยา่นางมีฤทธ์ิลดการเกิด total AGE products นอกจากนี ้ เม่ือ incubate เซลล์เมด็เลือดแดงกบั
น า้ตาลกลโูคส เป็นเวลา 1 วนั พบวา่ มีการเพิ่มปริมาณ glycated hemoglobin และการให้สาร
สกดัย่านางร่วมด้วย จะลดปริมาณ glycated hemoglobin ดงันัน้ อาจสรุปได้วา่ สารสกดัย่านางมี
ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน่ 

มีหลายงานวิจยั พบว่า การเพิ่มขึน้ของอนมุลูอิสระ เป็นอีกปัจจยัท่ีก่อให้เกิด
ภาวะแทรกซ้อนตา่งๆในโรคเบาหวาน  โดยภาวะน า้ตาลท่ีเพิ่มสงูขึน้จะเพิ่มอนมุลูอิสระ จาก
ปฏิกิริยา autoxidation ของน า้ตาลกลโูคส หรือจากการเกิด glycated protein  ซึง่ก่อให้เกิด lipid 
peroxidation และการท าลายเย่ือหุ้มเซลล์ของเซลล์ตา่งๆ รวมทัง้เซลล์เม็ดเลือดแดงในภาวะ
เบาหวาน นอกจากนี ้ อนมุลูอิสระก็เป็นอีกปัจจยัหนึง่ท่ีเสริมให้ glycated protein เกิดการ
เปล่ียนแปลงมากขึน้จนเป็น  AGEs (20,21) มีงานวิจยัพบวา่ activity ของเอนไซม์  ATPase จะ
ลดลงในเม็ดเลือดแดงท่ีอยูใ่นภาวะน า้ตาลในเลือดสงู โดยเป็นผลมาจากการเกิด lipid 
peroxidation หรือ การเกิด glycation ของ enzyme protein 

จากการทดลอง พบวา่ สารสกดัย่านางมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ โดยสามารถดกัจบัอนมุลู
อิสระ DPPH ได้ดีกวา่ L-ascorbic และยงัมีความสามารถจบักบัโลหะท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ 
(metal chelating activity) ซึง่ให้ผลคล้ายกบัการทดลองก่อนหน้านี ้ (13-14) จงึเป็นไปได้วา่ ฤทธ์ิ
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ในการยบัยัง้การเกิด AGEs ของสารสกดัย่านางนัน้อาจเป็นผลมาจากฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ และ 
metal chelating activity  เพราะ อนมุลูอิสระ และ transition metal ions มีสว่นท าให้เกิด AGEs 
(22, 23)เม่ือ incubate เซลล์เม็ดเลือดแดงในสภาวะท่ีมีน า้ตาลสงู จะเพิ่มการเกิด lipid 
peroxidation และลด Ca2+ ATPase activity ของเซลล์เม็ดเลือดแดง แตเ่ม่ือให้สารสกดัย่านาง
ร่วมด้วย กลบัไมมี่ผลตอ่ การเกิด lipid peroxidation และลด Ca2+ ATPase activity ของเซลล์เม็ด
เลือดแดง เป็นไปได้วา่ ความเข้มข้นของสารสกดัย่านางท่ีใช้ในการทดลองอาจน้อยเกินไป 

ดงันัน้สรุปได้วา่สารสกดัยา่นางมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาไกล
เคชัน่ ข้อมลูนีถื้อวา่เป็นข้อมลูเบือ้งต้นในการสนบัสนนุคณุสมบตัขิองสารสกดัสมนุไพรยา่นางใน
การน ามาพฒันาเป็นยารักษาในการรักษาโรคแทรซ้อนจากเบาหวานตอ่ไปในอนาคต 

 
 

สรุปและเสนอแนะเก่ียวกับการวิจัยในขัน้ต่อไป 
 จากผลการวิจยัพบว่าสารสกดัยา่นางมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยา
ไกลเคชัน่ โดยเป็นการศกึษาแบบ in vitro อยา่งไรก็ตามการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัยา่นางตอ่าร
เกิดปฏิกิริยาไกลควรได้มีการศกึษาตอ่ไป รวมทัง้ทัง้การศกึษาในสตัว์ทดลองและมนษุย์ เพ่ือยืนยนั
คณุสมบตัขิองสารสกดัยา่นางตอ่เกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน่ และสามารถน ามารักษาโรคแทรกซ้อนใน
ภาวะเบาหวาน 
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