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Abstracts 

 Water based-fresh mulberry fruit extracts and mulberry fruit freeze dried extracts 
from two cultivation areas in Thailand, Phetchabun and Nakhonratchasima province, was 
characterized.  Mulberry fruits from Nakhonratchasima (NK) had 1.5X higher total solid 
weight than those from Phetchabun (PB). Total soluble solid (% Brix) of fresh mulberry fruit 
extracts from NK (15.90% Brix) were higher than the extracts from PB (9.98% Brix). 
Tritratable acidities of fresh mulberry fruit extracts from both areas were higher than from the 
freeze dried extracts. However the reducing sugar of fresh fruit extracts were significantly 
lower than from the freeze dried extracts. The extracts had pHs in the range of 3.67-4.31. The 
NK fresh fruit extracts had higher blue color and higher anthocyanin contents than those of 
the PB. The anthocyanins contents were highest at 12.37±0.75 mg/gDW with free radical 
scavenging activities (IC50 ) of 0.23±0.01 mg/ml. Anthocyanins in the PB extracts were stable 
after storage at 4oC for 10 hrs., but were degraded to 45% if they were stored at 70oC, and  to 
5% at 100oC for the same period of time. After LTLT pasteurization process, anthocyanin 
contents of the extracts were at 80.92% (fresh fruit extracts), and 85.84% (freeze dried 
extracts). Sterilization of the extracts reduced anthocyanin contents to 22-24%. Anthocyanin 
contents after storages at four freeze-thaw cycles of fresh or freeze-dried extracts were not 
significantly different. The effect of anthocyanin (cyanindin-3-glucoside, C3G) on rat’s bone 
marrow derived-mesenchymal stem cells (MSCs) was investigated in vitro. Specific growth 
rate of MSCs culture with growth media mixed with C3G at 50 and 100 micromoles were 
increased to at 26.22x10-3 h-1 and 32.73 x10-3 h-1, respectively. However, the cell growth 
reduced by 2 folds if the freeze-dried PB extracts were used at the same anthocyanin 
contents. C3G was found to enhance alkaline phosphatase (ALP)  activities and calcium 
deposition of MSCs, while using the mulberry extract reduce these signs of osteogenic 
differentiation at the same conditions. These results show impacts of process temperatures on 
anthocyanins in mulberry extracts. The fruit has potential as functional fruits due to its high 
anthocyanin contents. We are the first to reveal potential of anthocyanin as an osteogenic 
substance.
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บททีÉ 1 
บทนํา 

1.1 ทีÉมาและความสาํคัญ 
ผลหม่อน (Morus alba L.) ทัÉวไป มีสารประกอบฟีนอลลิกเป็นองค์ประกอบในปริมาณสงู 

โดยเฉพาะสารกลุ่มแอนโธไซยานิน (anthocyanin) สารนี Êมีคณุสมบตัิสําคญัคือเป็นสารต้านอนมุลู
อิสระ ฤทธิÍต้านการอกัเสบ ช่วยพฒันาพฒันาการเรียนรู้และความจํา ลดความเสีÉยงต่อโรคหวัใจ
และหลอดเลือด และมีรายงานว่าสามารถยบัยั ÊงการเจริญเติบโตและเคลืÉอนทีÉของเซลล์มะเร็งชนิด
บางชนิดได้ คณะผู้วิจยัมีความสนใจทีÉจะศกึษาคณุลกัษณะทางเคมีกายภาพของผลหม่อนสกดัสด 
(crude extract) และผงผลหม่อนสกดั (freeze dried) รวมทั Êงปริมาณสารแอนโธไซยานินและ
กิจกรรมการตอ่ต้านอนมุลูอิสระ จากอยา่งน้อย 2 แหลง่ผลิตในประเทศ รวมทั Êงประเมินความคงตวั
ทีÉอุณหภูมิสูง และทีÉสภาวะต่างๆ ได้แก่สภาวะการทําปลอดเชื Êอและสภาวะเร่ง นอกจากนั Êนใน
ประเทศไทยมีการใช้เซลล์ต้นกําเนิดจากเลือดและไขกระดกูเพืÉอการรักษาได้ ซึÉงคณะผู้วิจยัมีความ
ชํานาญในการแยกเซลล์ได้ง่าย ไม่มีปัญหาในด้านจริยธรรมการทดลอง และใช้เป็นเซลล์ต้นแบบ
เพืÉอเปรียบเทียบกับเซลล์ต้นกําเนิดชนิดเดียวกันกับมนุษย์ได้ดี คณะผู้ วิจัยจึงมีความสนใจทีÉจะ
ศกึษาผลของสารสกดัผลหมอ่นตอ่การเจริญเตบิโตและการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกู (bone) โดย
ใช้เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนเูป็นเซลล์ต้นแบบ เนืÉองจากหนึÉงในปัญหาสําคญัทีÉต้องการการ
ศกึษาวิจยัคือ การขยายจํานวนให้เพียงพอแก่การใช้งานเนืÉองจากมีปริมาณจํากัดและการควบคมุ
การเปลีÉยนแปลง (differentiation) ใหเป็นเซลล์หรือมีการซ่อมแซมเนื ÊอเยืÉอทีÉต้องการ ในระดบัการ
วิจัยมีรายงานการใช้เซลล์ต้นกําเนิดทีÉสกัดจากไขกระดูกของหนู (bone marrow derived 

mesenchymal stem cells, MSC) จํานวนมากเนืÉองจากมีแหล่งบริจาคทีÉจํากัดและข้อมลูทีÉได้
สามารถเทียบเคียงได้กับเซลล์ต้นกําเนิดของมนุษย์ การควบคุมการเปลีÉยนแปลงของเซลล์ต้น
กําเนิดไปเป็นเซลล์กระดกู (osteoblast) ซึÉงจะสร้างเนื ÊอเยืÉอกระดกูตอ่ไปในปัจจบุนัมีรายงานการใช้
เทคนิคตา่งๆ ได้แก่ 1) การใช้สารเคมีในอาหารเลี Êยงเซลล์ทีÉเรียกว่า osteogetic medium, การใช้
หมู่ทางเคมีบนโครงเลี Êยงเซลล์สามมิติ, ลําดบัเปปไทด์ของกรดอะมิโน RGD 2) การใช้สารเร่ง
ประเภท cytokines และ bone growth factors 3) การปรับปรุงสิÉงแวดล้อมทางกายภาพ เช่น การ
ใ ช้แรงกด  แรง เ ฉือน  การสัÉนสะ เ ทือน  รั ง สี  หรือใ ช้ ลักษณะพื Êน ผิ ว เฉพาะ  เช่ น  ขนาด                     
ความเป็นระเบียบ ความขรุขระ อย่างไรก็ตามการรายงานผลการกระตุ้นโดยใช้สมุนไพรหรือสาร
สกัดจากผกัผลไม้ในธรรมชาติยงัมีน้อย นอกจากนี ÊในการทดสอบการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกู
ของ MSC จากหนูแรทพนัธ์ุวิสต้า พบว่าสารเคมีทีÉมีฤทธิÍกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดูก
มกัจะลดอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์หรือหากใช้ปริมาณมากอาจทําให้เกิด apoptosis จาก
คุณสมบัติการยับยั Êงการเจริญเติบโตมีส่วนกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงเป็นเซลล์กระดูกได้ และมี
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รายงานวิจยั พบว่า สาร quercetin ซึÉงเป็นสารในกลุ่มฟลาวานอยด์ ซึÉงมีลกัษณะโครงสร้างคล้าย
แอนโธไซยานิน ซึÉงสารต้านอนุมูลอิสระชนิดหนึÉงมีฤทธิÍในการยบัยั Êงการเจริญเติบโต และช่วยให้
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ human Mesencrymal Stem Cells (hMSC) โดย
สร้างกิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตสสงูขึ Êนร่วมกบัการกระตุ้นของ estrogen receptor ทีÉเซลล์สร้าง
ขึ Êน [Kim และคณะ, 2006] นอกจากนี Êยงัพบว่า สารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัจาก สมนุไพรจีน Herba 
Epimedii  สามารถช่วยสนบัสนุนการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ hMSC ได้แสดงจาก
ปริมาณการแสดงออกของยีน mRNA ของ BMP-2, BMP-4, Runx2, β-catenin และ cyclinD1 ซึÉง
เป็นตวับง่บอกในการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู [Jin และคณะ, 2010] ทั Êงนี Êยงัไม่มีรายงาน
การทดสอบเชน่นี Êมาก่อน ผลทีÉได้จากการทดสอบนี Êจะให้ข้อมลูหรือทางเลือกในการไม่ใช้สารเคมีใน
กระตุ้นการเจริญและการเปลีÉยนแปลงของเซลล์ต้นกําเนิด ซึÉงจะเป็นผลดีในการรักษาหรือสร้าง
เนื ÊอเยืÉอกระดูกทดแทน อาจแสดงถึงความเป็นไปได้ในการใช้สารสกัดผลหม่อนเป็นอาหารเสริม
สําหรับผู้ ป่วยทีÉกระดกูหรือกระดกูอ่อนเสียหายและมีการใช้เซลล์ต้นกําเนิดในการรักษา 

 ข้อมูลทีÉได้จากการวิจัยจะมีประโยชน์ในการส่งเสริมการบริโภคผลหม่อนโดยจะมีการ
จดัการเผยแพร่ความรู้แก่ผู้สนใจและผู้ประกอบการในรูปแบบการสมันาและการเผยแพร่ผลงานใน
ทีÉประชมุระดบันานาชาติ/บทความวิจยัระดบันานาชาติ ผลการวิจยัทีÉได้อาจใช้เป็นพื Êนฐานในการ
ผลกัดนัให้มีการใช้งานสารสกดัผลหม่อนเป็นอาหารเสริมทีÉมีฤทธิÍช่วยในการรักษาหรือส่งเสริมใช้มี
การใช้มีการสกดัแอนโธไซยานินจากหม่อนมาใช้งานด้านการแพทย์ทีÉ มีการใช้เซลล์ต้นกําเนิดเพืÉอ
งานซอ่มแซมกระดกูตอ่ไปอยา่งเป็นขั Êนตอน 

 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 
1.2.1) เพืÉอศึกษาคุณลักษณะของผลหม่อนสกัดสด และผงผลหม่อนสกัดรวมทั Êงปริมาณสาร  
แอนโธไซยานิน กิจกรรมการตอ่ต้านอนมุลูอิสระ (antioxidation) และความคงตวั   
1.2.2) เพืÉอศึกษาระดบัความเป็นพิษต่อเซลล์และผลของสารสกัดผลหม่อนต่อการเจริญเติบโต 
(proliferation) และการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (osteogenesis) ของเซลล์ต้นกําเนิด     
ไขกระดกู (bone marrow derived mesenchymal stem cells) ของหนแูรทพนัธุ์วิสต้า (wistar rat) 

นอกร่างกาย  
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1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 
1.3.1 วิเคราะห์ลกัษณะสมบตัทิางเคมีกายภาพ ของสารสกดัหม่อนแบบสดและแบบแห้ง (โดยใช้
หมอ่นสดแชแ่ข็งและหมอ่นแห้ง) 
 -  คา่พีเอช, ร้อยละของของแข็ง, ปริมาณของแข็งทีÉละลายนํ Êาได้, ปริมาณกรดทีÉไทเทรตได้, 

ปริมาณนํ Êาตาลรีดวิซ์ 
 -  สีด้วยระบบ L, a*, b* และ spectrophotometry 

-  ปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมด ในรูปของมิลลิกรัมของ cyanidin-3-glucoside ต่อ
นํ Êาหนกัหมอ่น 

-  ฤทธิÍต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant activity) ด้วยวิธี DPPH แสดงคา่ IC50 

1.3.2 ศกึษาความคงตวัของสารสําคญัในสารสกดัผลหม่อนอณุหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4, 40, 70,100 
องศาเซลเซียส ความคงตวัในกระบวนการพาสเจอร์ไรส์ และสเตอริไรส์ และในสภาวะเร่ง 
1.3.3 ศกึษาผลของสารสกดัผลหม่อนทีÉความเข้มข้นตา่งๆ ตอ่การเจริญเติบโต (proliferation) และ
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก (osteogenesis) ของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูก (bone 

marrow derived mesenchymal stem cells) ของหนแูรทพนัธุ์วิสต้า (wistar rat) นอกร่างกายโดย
ประเมินการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay และความสามารถของเซลล์ต้นกําเนิดใน
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกโดยวิเคราะห์สัญญาณการเปลีÉยนแปลงเป็นกระดูกได้แก่ 
กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) และปริมาณแคลเซียมตอ่จํานวนเซลล์  
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บททีÉ 2 
ทฤษฎีทีÉเกีÉยวข้อง 

2.1 หม่อน (Mulberry) 
หมอ่นเป็นพืชอยูใ่นวงศ์ Moraceae ซึÉงมีถิÉนกําเนิดในประเทศจีน ตระกลู Morus spp. มี

ถิÉนกําเนิดอยูใ่นแถบเขตหนาวจดัเป็นไม้ผลในกลุม่ deciduous fruit plant หรือ ประเภท hard 

wood คือใบจะร่วงในฤดใูบไม้ร่วงและมีการพกัตวัในฤดหูนาวพนัธุ์หมอ่นทีÉมีปลกูกนัอยูท่ัÉวโลกมี
มากมายหลายพนัธุ์ มีแหลง่กําเนิดกระจายกว้างขวางมากคือ ตั Êงแตเ่ขตร้อน (tropical zone) เขต
อบอุน่ (subtropical zone) เขตหนาว (temperate zone) และเขตหนาวเย็น (sob-arctic zone) 

สว่นใหญ่เป็นการปลกูเพืÉอนําใบไปเลี Êยงไหมแตมี่อีกหลายพนัธุ์ทีÉนําไปใช้ประโยชน์ในด้านอืÉนๆ เชน่
การรับประทานผล การนําไปเป็นต้นไม้สําหรับบงัลม ปลกูไว้เพืÉอใช้สําหรับเป็นอาหารของนก การ
ปลกูเป็นไม้ประดบัริมถนนหนทาง และบางพนัธุ์ยงัเป็นพืชพนัธ์ุป่า มีการจําแนกพนัธ์ุหมอ่นระดบั s

สปีชีซ์เริÉมตั Êงแตปี่ ค.ศ.1753 เมืÉอ Linneaus ได้จําแนกพนัธ์ุหมอ่นออกเป็น 5 สปีชีซ์ได้แก่ Morus 
alba L., Morus nigra L., Morus rubra L., Morus tartarica L. และ Morus indica L. จนถึงปี 

ค.ศ.1917 Koidzumi ได้จําแนกพนัธุ์หมอ่นออกเป็น 24 species และ 1 supspecies ตอ่มานกั
พฤกษศาสตร์ชาวญีÉปุ่ นชืÉอ Horita ได้จําแนกพนัธ์ุหมอ่นออกเป็น 35 สปีชีซ์ [วสนัต์ นุ้ยภิรมย์, 

2553 ] 

 

พันธ์ุหม่อนทีÉปลูกในประเทศไทย 
พนัธุ์หม่อน ตระกลู Murus alba L. ได้ปลกูในประเทศไทยเพืÉอเก็บผลผลิตใบหม่อนมาใช้

เป็นอาหารสําหรับเลี Êยงหนอนไหมให้ได้รังไหมและเก็บผลผลิตผลหม่อน  พื ÊนทีÉส่วนใหญ่ทีÉปลูก
หม่อนคือภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดนครราชสีมา ขอนแก่น บุรีรัมย์ 

สุรินทร์ และเพชรบูรณ์  พันธุ์หม่อนทีÉมีการเพาะปลูกและปรับปรุงพันธ์ุ เช่น พันธุ์ เชียงใหม่
นครราชสีมา 60 บรีุรัมย์ 60 บรีุรัมย์ 51 ศรีษะเกษ 33 สกลนคร 72   
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รูปทีÉ 2.1 ลกัษณะทางกายภาพของผลหมอ่น [Qin และคณะ, 2010] 

 

ตารางทีÉ 2.1 สมบัตทิางเคมีของผลหม่อนทีÉปลูกในประเทศไทย [www.moac.co.th] 
 

ผลหม่อนสด ผลห่าม ผลสุก 
ความชื Êน (%) 87.00 83.50 

ความหวาน (% brix) 10.05 13.10 

ปริมาณกรด(% w/w as citric) 1.35 0.65 

 
ผลหม่อนอบแห้ง 

โปรตีน (%) 12.81 

ไขมนั (%) 4.94 
คาร์โบไฮเดรท (%) 8.14 

เส้นใย (%) 6.74 
เถ้า (%) 0.06 

ความชื Êน (%) 16.56 
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ตารางทีÉ 2.2 ส่วนประกอบทางเคมีของผลหม่อนสุกสีดาํของพันธ์ุต่างๆ 

 [วสนัต์ นุ้ยภิรมย์, 2553] 

พนัธุ์หมอ่น 
โปรตีน 

(%) 

คาร์โบไฮ เดรต 

(%) 

ไขมนั 

(%) 

นํ Êาตาล 

(%) 

ความเปรี Êยว 

(% w/v) 
pH 

ความชื Êน 

(%) 

นครราชสีมา 60 1/  1.56  ไมมี่ข้อมลู  1.47  26.31  1.39  6.00  90.27  

บรีุรัมย์ 60 1/  1.26  ไมมี่ข้อมลู  1.31  21.81  1.51  5.90  90.15  

เชียงใหม ่2/  11.86  61.19  3.66  11.2  1.19  4.00  16.58  

1/ วิเคราะห์ จากผลหมอ่นสด 2/ วิเคราะห์ จากผลหมอ่นอบแห้ง 
 

2.2 แอนโธไซยานิน (Anthocyanins) 
 

แอนโธไซยานินเป็นไกลโคไซด์ของแอนโธไซยานิดิน มีโครงสร้างเป็นเกลือฟลาวาเลียมใน
ธรรมชาติมักพบใน รูป ไกลโคไซด์ซึÉ ง มี นํ ÊาตาลมาเกาะทีÉ ตํ าแหน่ ง  C-3 หรือ  C-5 

[www.drug.pharmacy.psu.ac.th] ได้แก่กลโูคส กาแลคโตส แรมโนส ไซโรส และอะราบิโนส  
[Wang และ Gary, 2008] ซึÉงแอนโธไซยานิดนิคือ โครงสร้างพื ÊนฐานของแอนโธไซยานินดงัรูปทีÉ 
2.2 ปัจจบุนันี Êได้พบแอนโธไซยานินมากกว่า 500 ชนิด ความหลากหลายของแอนโธไซยานินนั Êน
ขึ Êนกบัจํานวนของหมู่ไฮดรอกซิล และลกัษณะ จํานวน ตําแหน่งของนํ ÊาตาลทีÉมาเกาะ และจํานวน 

ลกัษณะของกรดอะลิฟาติก และอะโรมาตกิ ทีÉมาเกาะกบันํ Êาตาลในโมเลกลุโดยชนิดของ แอนโธไซ-

ยานิดินทีÉพบมากทีÉสดุโดยทัÉวไปมี 6 ชนิด คือ ไซยานิดิน (cyaniding) เดลฟินิดิน (delphinidin) พี
ลาร์โกนิดิน (pelargonidin) มลัวิดิน (malvidin) พีทนูิดิน (petunidin) และพีโอนิ-ดิน (peonidin) 

ซึÉงมีสดัส่วนโดยประมาณในผกัและผลไม้ดงันี Ê ไซยานิดินร้อยละ 50, เดลฟินิดิน ร้อยละ 12, พีลาร์
โกนิดินร้อยละ 12, พีโอนิดินร้อยละ 12, พีทนูิดินร้อยละ 7 และมลัวิดินร้อยละ 7 [Castaneda-

Ovando และคณะ2009] ตารางทีÉ 2.3 แสดง ชนิด หมูฟั่งก์ชนั และลกัษณะสีของแอนโธไซยานิดนิ 
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รูปทีÉ 2.2 โครงสร้างทัÉวไปของแอนโธไซยานิน [Hosseinian และ Beta, 2008] 

 

ตารางทีÉ 2.3 ชนิด หมู่ฟังก์ชัน และลักษณะสีของแอนโธไซยานิดิน [Hosseinian และ Beta, 

2008] 

ชืÉอ R1 R2 สี 

Cyanindin (Cy) OH H Red 

Peonidin (Pn) OCH3 H Bluish-purple 

Pelargonidin (Pg) H H Orange-red 

Malvidin (Mv) OCH3 OCH3 Purple 

Delphinidin (Dp) OH OH Purple 

Petunidin (Pt) OCH3 OH Purple 

 

แอนโธไซยานินทีÉพบในผลหมอ่น (mulberry fruit) ทัÉวไปหลกัๆ มี 2 ชนิด คือ ไซยานิดิน-3-

กลโูคไซด์ (cyanidin-3-glucoside) และไซยานิดนิ-3-รูตโินไซด์ (cyanidin-3-rutinoside) [Bae 

และ Suh, 2007] (รูปทีÉ 2.3) 
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รูปทีÉ 2.3 โครงสร้างแอนโธไซยานินทัÉวไปทีÉพบในผลหม่อน [Butt และคณะ, 2008] 

Bae และShu (2007) ได้วิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินของผลหม่อน 5 สายพนัธุ์คือ 
Pachungsipyung, Whazosipmunja, Suwonnosang, Jasan และ Mocksang  เป็นสายพนัธุ์ทีÉ
ปลูกในเกาหลี ซึÉงอยู่ในสปีชีซ์ Morus alba L. สกดัโดยนําผลหม่อนมา 50 กรัมปัÉนจนเป็นเนื Êอ
เดียวกนัและสกดัด้วย 70% เอทานอลเป็นเวลา 4 ชัÉวโมงทีÉอณุหภูมิห้อง จากนั Êนกรองด้วยกระดาษ
กรองแล้วล้างด้วยเอทานอล 50 มิลลิลิตร และสกัดกากทีÉเหลือซํ Êาอีกครั Êง แล้วนําสารสกัดทีÉได้
ทั Êงหมดรวมกันแล้วผ่านกระบวนการระเหย ภายใต้สภาวะตํÉากว่าบรรยากาศ ทีÉอุณหภูมิ 40                  

องศาเซลเซียส เพืÉอให้ได้สารสกดัแห้ง การวิเคราะห์แอนโธไซยานินโดยใช้ HPLC คอลมัน์ C18 ทีÉ
อณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส ด้วยอตัราการไหล 1 มิลลิลิตร ตอ่นาที วดัทีÉความยาวคลืÉน 530 นาโน-

เมตร ซึÉงมีการเปลีÉยนแปลงตัวทําละลาย B ในช่วง 20%-80% (1.5% กรดฟอสฟอริก,                  
20% กรดอะซิตกิ, 25% อะซิโตไนไตรล์ละลายในนํ Êา) ใน ตวัทําละลาย A คือ 1.5 %กรดฟอสฟอริก
ละลายในนํ Êาพบแอนโธไซยานิน 2 ชนิดหลกัคือ ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ และไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ 
ดงัตารางทีÉ 2.4 

 

ตารางทีÉ 2.4 ปริมาณแอนโธไซยานินในผลหม่อนสายพันธ์ุต่างๆทีÉถูกสกัดด้วยเอทานอล 
[Bae และ Shu, 2007] 

 

 

 

 

 

หมายเหต ุ M-1: Pachungsipyung, M-2: Whazosipmunja, M-3: Suwonnosang, M-4: Jasan, 

M-5: Mocksang 



9 

 

Qin และคณะ (2010) ได้ใช้ HPLC-PAD ในการวิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินในผล
หมอ่นสกดัสปีชีซ์ Morus alba L. สายพนัธ์ุในประเทศจีนการสกดัทําโดยนําหม่อนสดทีÉปัÉนละเอียด
ด้วยเครืÉองปัÉนมา 100 กรัมผสมกบัสารสกดั 500 มิลลิลิตร (เป็นสดัส่วน 1:5 (นํ Êาหนกัตอ่ปริมาตร)) 
สารสกดัประกอบด้วย 95% เอทานอล ตอ่ 0.1% กรดไฮโดรคลอริค (สดัส่วน1:1) เก็บในทีÉมืดเป็น
เวลา 4 ชัÉวโมง จากนั ÊนนําไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 5000 รอบตอ่นาทีทีÉอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 นาที แล้วแยกส่วนใสมากรองด้วยกระดาษกรอง การวิเคราะห์หาปริมาณ           
แอนโธไซยานินด้วย HPLC-PAD นั Êน โดยใช้แอนโธไซยานินทีÉผ่านกระบวนการทําให้บริสทุธิÍ และ
ผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดก่อนในการวิเคราะห์ทีÉค่าการดดูกลืนแสง 520 นาโนเมตร คอลมัน์ 

C18 วฎัภาคเคลืÉอนทีÉ (mobile phase) คือ A (0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซิติก (TFA) ในนํ Êา), B 

(0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซิติกในอะซิโตไนไตรล์) การชะ (elution) เกิดทีÉเวลา 0–60 นาที: 0 นาที, 

10% B; 0–2 นาที, 10% B; 2–35 นาที, 10–90% B; 35–40 นาที, 90–100% B;   40–60 นาที, 

100% B อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที พบว่ามีแอนโธไซยานินตา่งกนั 4 ชนิด เวลา 9.6 นาที
พบพีคทีÉ 1 38% คือ ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์, เวลา 9.9 นาทีพบพีคทีÉ 2  60% คือ ไซยานิดิน-3-      
รูตโินไซด์, พีคทีÉ 3 พบทีÉเวลา 10.4 นาที ประมาณ 0.5% และ พีคทีÉ 4 พบเวลา 10.7 นาที 1.5% คือ 

พีลาร์โกนิดนิ-3-กลโูคไซด์ และพีลาร์โกนิดิน-3-รูติโนไซด์ตามลําดบั ดงัรูปทีÉ 2.4 (a) จากนั ÊนเมืÉอนํา
แอนโธไซยานินทีÉทีÉผ่านกระบวนการทําให้บริสุทธิÍมาไฮโดรไลซีสด้วยกรดแล้ววิเคราะห์พบว่า จะ
แอนโธไซยานินในหม่อนสกดัจะเกิดอะไกลโคนขึ Êน 2 ชนิด คือ ไซยานิดิน กบั พีลาร์โกนิดิน ดงั
แสดงในพีคทีÉ 5 และ6 ทีÉเวลา 12.5 และ 13.9 นาทีตามลําดบัดงัรูปทีÉ 2.4 (b) โดยทีÉจากแอนโธไซ-

ยานินจากพีคทีÉ 1 กบั 2 เมืÉอถกูไฮโดรไลซีสจะได้เป็นพีค 5 และพีคทีÉ 3 กบั 4 เมืÉอถกูไฮโดรไลซีสจะ
ได้เป็นพีค 6   
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 รูปทีÉ 2.4 กราฟ HPLC-PAD ทีÉ 520 นาโนเมตร (a) สารสกดัของผลหมอ่นทีÉผ่านกระบวนการทํา
ให้บริสทุธิÍแล้ว (b) สารสกดัของผลหมอ่นทีÉผ่านกระบวนการทําให้บริสทุธิÍ หลงัจากไฮโดรไลซีสด้วย
กรด [Qin และคณะ, 2010] 

 

มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร  ตรงจิตภักดี (2553) ได้ตรวจสอบชนิดและปริมาณ        
แอนโธไซยานินในผลหม่อนสายพนัธ์ุกําแพงแสน-เอ็มบี-42-1 แห้งสกดัโดยผลหม่อนแห้ง 1 กรัม
ด้วยเมทานอล 50% ทีÉมีสว่นผสมของกรดไฮโดรคลอริก 0.01% ทําการสกดัซํ Êา 2 ครั Êง ปรับปริมาตร
สดุท้ายให้ได้ 25 มิลลิลิตรในการวิเคราะห์ชนิดแอนโธไซยานินใช้เทคนิค HPLC โดยใช้คอลมัน์ชนิด 
C18 (Symmetry, 4.6mm.x250mm.) (Water, Mailford, MA, USA) โดยมีวฎัภาคเคลืÉอนทีÉเป็นนํ Êา
ปราศจากไอออนและอะซิโตไนไตรล์ ทีÉมีส่วนผสมของ 0.1% กรดฟอสฟอริก ทั Êง 2 วฎัภาคเคลืÉอนทีÉ 
และใช้ UV diode-array detector ตรวจวดัแอนโธไซยานินทีÉความยาวคลืÉน 520 นาโนเมตร พบว่า
แอนโธไซยานินชนิดหลกั 2 ชนิดคือ ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ และ ไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ โดยมี
ปริมาณแอนโธไซยานินเท่ากบั 889.3±36.9 และ 827.4±31.3  มิลลิกรัมตอ่ 100 กรัมของหม่อน
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แห้งตามลําดบั นอกจากนี Êยงัได้หาปริมาณแอนโธยานินทั Êงหมดด้วยวิธี pH-differential พบว่ามี
ปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมด 1843.6±13.9  มิลลิกรัมของไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ตอ่ 100 กรัม
ของหม่อนแห้งจากการตรวจสอบชนิดและปริมาณแอนโธไซยานินแสดงให้เห็นว่าผลรวมของ
ปริมาณแอนโธไซยานินของ ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ และไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ จากเทคนิค HPLC 

ใกล้เคียงกบัปริมาณแอนโธยานินทั ÊงหมดทีÉตรวจสอบด้วยวิธี pH-differential   

รูปทีÉ 2.5 กราฟ HPLC ของผลหมอ่นสกดัสายพนัธุ์ กําแพงแสน-เอ็มบี-42-1(ผลหมอ่นทีÉสกุเตม็ทีÉ) 
ทีÉ 520 นาโนเมตร [มนต์วดี หุน่เจริญ และศศธิร ตรงจิตภกัดี, 2553] 

 

 

2.3 ความคงตัวของแอนโธไซยานิน (anthocyanin stability) [Castaneda-Ovando และคณะ, 

2009] 

แอนโธไซยานิน เป็นสารทีÉมีความคงตวัตํÉาและไม่คอ่ยเสถียร เสืÉอมสลาย (degradation) 

ได้ง่าย [Giusti และ Wrolstad, 2003] ความเสืÉอมสลายของแอนโธไซยานินนั Êนมีสาเหตมุาจาก
หลายปัจจยั เช่น พีเอช อณุหภูมิในการเก็บ โครงสร้างทางเคมี ความเข้มข้น แสง ออกซิเจน ตวัทํา
ละลาย ไอออนโลหะ  
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ตัวทาํละลายและความเข้มข้นของแอนโธไซยานิน 

การใช้ตวัทําละลายในการสกัดแอนโธไซยานินทีÉต่างกันมีผลทําให้สีของแอนโธไซยานิน
เกิดการเปลีÉยนแปลงเนืÉองจากการเกิดเกลือฟลาวิเลียม (flavylium salts) ในสารละลายทีÉมี
ธรรมชาติทีÉตา่งกนั เช่น สารละลายอะซิโตไนไตรด์ เอทานอล โพรพิลีนไกลคอล ไดโอเซน และ       

ทบูิวทาโนน ทําให้เกิดการเปลีÉยนแปลงของสีซึÉงก็ขึ Êนกบัทั ÊงตวัทําละลายทีÉใช้และความเข้มข้นของ
เกลือฟลาวิเลียมในตวัทําละลายโพรติกเป็นตวัทําละลายทีÉมีหมู่ไฮดรอกซิลหรือเอมีน ซึÉงสีของ
เกลือฟลาวิเลียมแสดงเป็นสีแดง ในขณะทีÉในตวัทําละลายอโพรตกิจะแสดงเป็นสีเหลือง  

พีเอช 

แอนโธไซยานินสามารถเกิดการเปลีÉยนแปลงโครงสร้างทางเคมีในสภาวะสารละลาย
ตวักลางทีÉมีคา่พีเอชตา่งกนัได้ดงัรูปทีÉ 2.6 ทีÉคา่พีเอชเท่ากบั 1 แอนโธไซยานินจะมีโครงสร้างอยู่ใน
รูปฟลาวิเลียมแคทไอออน (flavylium cation) ซึÉงมีสีแดงสามารถเปลีÉยนแปลงให้แอนโธไซยานิน
เกิดเป็นสีม่วงและแดงได้คา่พีเอชทีÉ 2 ถึง 4 จะเกิดเป็นโครงสร้างของควินอยดอลบล ู(quinoidal 

blue) มีสีฟ้าและค่าพีเอชทีÉ 5 กับ 6 โครงสร้างเปลีÉยนไปเป็นคาร์บินอลซูโดเบส (carbinol 

pseudobase) และแคลโคน (chalcones)ตามลําดบั ซึÉงเกิดการเปลีÉยนแปลงจนไม่ปรากฎสีหรือ
จะแสดงการให้สีคอ่นข้างน้อยและทีÉพีเอชเท่ากบั 7 สารแอนโธไซยานินจะเกิดการสลายตวัจากรูป
ทีÉ 2.6 แสดงการเปลีÉยนแปลงของแอนโธไซยานินเมืÉออยู่ในสภาวะทีÉมีการเปลีÉยนแปลงคา่พีเอช จึง
สรุปได้วา่ทีÉพีเอชระหวา่ง 4 กบั 6 จะเกิดสมดลุของควินอยดอล, คาร์บนิอล ร่วมกบัฟลาวิเลียมแคท
ไอออน เมืÉอพีเอชสูงขึ Êนจนอยู่ในสภาวะทีÉเป็นกรดอ่อนหรือเป็นกลางปริมาณฟลาวิเลียมแคท
ไอออนจะเริÉมลดลงและเมืÉอสภาวะทีÉเป็นกรดมากจะเกิดโครงสร้างทีÉเป็นฟลาวิเลียมแคทไอออนทีÉมี
ความคงตวัมากสุด ดงันั ÊนทีÉพีเอชเท่ากับ 1 เป็นสภาวะทีÉมีความคงตวัสูงสุด ซึÉงความคงตวัของ
แอนโธไซยานิดินหรือเรียกว่า อะไกลโคน (aglycones) มีอิทธิพลจากหมู่ทีÉมาแทนวงแหวน B และ
หมู่ไฮดรอกซิลกับเมทรอกซิลทีÉมาเกาะกับโมเลกุลซึÉงทําให้ความคงตวัของอะไกลโคนลดลงใน
สภาวะทีÉเป็นกลาง ดงันั Êน พีลาร์โกนิดิน (pelargonidin) จึงเป็นแอนโธไซยานินดินทีÉมีความคงตวั
มากทีÉสดุ เมืÉอเปรียบเทียบกบัอนพุนัธ์ของ อะไกลโคน โมโนไกลโคไซด์ ไดไกลโคไซด์ ลกัษณะทีÉ
เกิดขึ Êนนี ÊเนืÉองจากโมเลกลุของนํ Êาตาลสามารถช่วยลดการเสืÉอมสลายไปเป็นสารทีÉไม่คงตวัของทั Êง
กรดฟีนอลิคและสารประกอบอลัดีไฮด์ ได้ปฎิกิริยาการเสืÉอมสลายในรูปทีÉ 2.6 
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รูปทีÉ 2.6 โครงสร้างของแอนโธไซยานินทีÉเสืÉอมสลายจากการเปลีÉยนแปลงของคา่พีเอช (A) ทีÉ        
พีเอช 1 เกิดโครงสร้างฟลาวิเลียมแคทไอออน เป็นสีแดง , (B)-(D) พีเอช 2-4 เกิดโครงสร้าง                  
ควินอยดอลบลู เป็นสีฟ้า, (E)-(F) พีเอช 5-6 เกิดโครงสร้างคาร์บินอล ซูโดเบส และแคลโคนเป็นสี
ออ่น [Castaneda-Ovando และคณะ, 2009] 
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อุณหภูมิ 
มนต์วดี หุ่นเจริญ และศศิธร จนัทนวรางกูร (2551) ได้ศึกษาความคงตวัของแอนโธไซ-

ยานินตอ่อณุหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส และทีÉคา่พีเอช 2.5-8.0 ในนํ Êาลกูหม่อน พบว่าการเสืÉอม
สลายของแอนโธไซยานินเป็นไปตามอัตราการเกิดปฎิกิริยาอันดับหนึÉงเมืÉอเทียบกับอุณหภูมิ 
สมการคือ ln(Ct/C0) = -k X t เมืÉอ อณุหภูมิเพิÉมขึ Êน คา่คงทีÉอตัราการเกิดปฎิกิริยาอนัดบัทีÉหนึÉงของ
แอนโธไซยานินในนํ Êาลกูหมอ่นมีคา่สงูขึ Êน ซึÉงมีผลทําให้คา่ครึÉงชีวิต (t1/2) ลดลง  และคา่พีเอชทีÉมีผล
ตอ่ความคงตวัของแอนโธไซยานินพบวา่เมืÉอคา่พีเอชเพิÉมขึ Êน แอนโธไซยานินในนํ Êาลกูหม่อนมีความ
คงตวัลดลง ซึÉงคงตวัมากทีÉสดุทีÉคา่พีเอชเท่ากบั 2.5 รองมา 4.0, 6.0 และ 8.0 ตามลําดบั และทีÉคา่
พีเอชทีÉ 2.5 นําไปให้ความร้อนทีÉอณุหภูมิ 70, 80, 90 องศาเซลเซียส แอนโธไซยานินมีคา่ครึÉงชีวิต 
(t1/2)  เทา่กบั 13.7, 8.4 และ 4.6 ชัÉวโมง  ตามลําดบั 

 
รูปทีÉ  2.7 การเสืÉอมสลายของมอนอเมอร์ริกแอนโธไซยานิน ในนํ Êาลูกหม่อนทีÉอุณหภูมิต่างกัน      
(พีเอช 2.5) [มนต์วดี และศศธิร, 2551] 

 

Aramwit และคณะ (2010) ได้ศกึษาผลของอุณหภูมิ 40-70 องศาเซลเซียส และแสง
ฟลอูอเรสเซนท์ (220 V, 50 Hz และ0.37 A) ตอ่ความคงตวัของแอนโธไซยานินในนํ Êาผลหม่อน   
สปีชีส์ Morus alba L. 3 สี คือ มว่ง มว่งแดง และแดง พบว่าผลหม่อนสีม่วงจะมีปริมาณแอนโธไซ-

ยานินและการต้านอนุมลูอิสระ (IC50) และประสิทธิภาพในการต้านเอนไซม์ไทรโรสิเนสสงูอย่างมี
นยัสําคญัเมืÉอเทียบกับผลหม่อนสีม่วงแดงและแดง และความคงตวัของอุณหภูมิพบว่าสารสกัด
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หมอ่นทีÉเก็บทีÉอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชัÉวโมง  และความสามารถในการต้านอนมุลู
อิสระ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) แสดงจากค่า IC50 ลดลงอย่างมีนัยสําคัญ 
นอกจากนี Êยงัได้หาปริมาณนํ Êาตาล สารเบตาแคโรทีน กรดแอสคอบิค และสีของผลหม่อนทั Êง 3 สี  
เมืÉอสารสกดัผลหม่อนได้รับแสงฟลอูอเรสเซนท์ 10 ชัÉวโมงมีผลทําให้ปริมาณแอนโธไซยานิน และ
การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ลดลงอย่างมีนัยสําคญั และสารเบตาแคโรทีน กรดแอสคอบิค มี
ปริมาณทีÉลดลง แสดงให้เห็นว่าทั Êงอณุหภูมิและแสงมีผลทําให้ความคงตวัของสารแอนโธไซยานิน
ลดตํÉาลงได้ 

 

 

รูปทีÉ 2.8 ปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมด (A) และค่าความเข้มข้นทีÉสามารถต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH 50% (IC50, B) ของนํ Êาผลหม่อนสีม่วงหลงัจากเก็บไว้ในสภาวะทีÉอณุหภูมิตา่งกนั [Aramwit 
และคณะ, 2010] 
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2.4 ฤทธิÍของแอนโธไซยานินต่อเซลล์ 
 

ในปี 2003 Kang และคณะได้พบวา่แอนโธไซยานินจาก Tart cherry มีฤทธิÍสามารถยบัยั Êง
เซลล์มะเร็งลําไส้ได้ จากผลการทดลองแอนโธไซยานินและไซยานิดิน สามารถลดการเจริญเติบโต
ของเซลล์มะเร็งลําไส้ชนิด HT 29 และ HCT 116 ได้ทีÉคา่ IC50 ของแอนโธไซยานิน และไซยานิดิน 
เท่ากบั 780 และ 63 ไมโครโมลลาร์ สําหรับการยบัยั Êงเซลล์ HT 29  และ 285 กบั 85 ไมโคร-
โมลลาร์ สําหรับการยบัยั Êงเซลล์ HCT 116 

งานวิจยัของ Shin และ คณะ (2005) ได้ศึกษาผลของแอนโธไซยานินในรูปอนุพนัธ์ของ 
อะไกลโคน  5 ชนิด ไซยานิดิน เดลฟินิดิน มลัวิดิน พีลาร์โกนิดิน และพีโอนิดิน ตอ่การต้านการเกิด
มะเร็ง และอนพุนัธ์ไกลโคไซด์ 4 ชนิด ไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ มลัวิดิน-3-กลโูคไซด์ พีลาร์โกนิดิน-3-

กลโูคไซดแ์ละพีโอนิดนิ-3-กลโูคไซด์ ทีÉมีผลตอ่เซลล์และการชกันําให้เซลล์เกิดตาย (apoptosis) ใน
เซลล์ human gastric adenocarcinoma AGS พบว่ามลัวิดิน 100 และ 200 ไมโครโมลลาร์ มีผล
ทําให้การแสดงออกของสญัญาณการตาย คือ p38 kinase สงูขึ Êนและสามารถยบัยั Êง ERK activity 

ซึÉงเป็นกิจกรรมในการแบง่เซลล์มะเร็ง 
Netzel  และคณะ (2007) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของการต้านการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งและเมตาบอลิซึมของแอนโธไซยานินในแครอทดํา จากการทดลอง พบว่าแอนโธไซ-

ยานินทีÉได้จากแครอทดํามีความสามารถในการต้านการเจริญเติบโตของเซลล์ HT-29 colorectal 

adenocarcinoma ทีÉความเข้มข้น 0.5-1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ HT-60 promyelocytic 

leukaemia ทีÉความเข้มข้น 0.5-2.0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และการศกึษาในเมตาบอลิซึมของ
แอนโธไซยานิน โดยแอนโธไซยานินจะมีโครงสร้างสองแบบคือ acylated  และ nonacylated ซึÉง
โครงสร้างแบบ acylated จะมีความคงตัวมากกว่า nonacylated จึงทําให้โครงสร้างทีÉเป็น 
nonacylated มีการนํากลบัมากบัปัสสาวะของคนมากกวา่โครงสร้างทีÉเป็น  acylated  ถึง 8 เทา่  

 

2.5 Mesenchymal Stem Cells (MSCs) 
 

Mesenchymal stem cells คือ เซลล์ต้นกําเนิดจากเนื ÊอเยืÉอชั Êนกลาง (mesoderm) ทีÉ
สามารถเปลีÉยนแปลงรูปร่างเป็นเนื ÊอเยืÉอชนิดตา่งๆ ได้ เช่น กระดกู กระดกูอ่อน เนื ÊอเยืÉอไขมนั เส้น
เอ็นและกล้ามเนื Êอ  MSC สามารถแยกออกมาจากไขกระดกู เนื ÊอเยืÉอไขมนัและเลือดสายสะดือ 

(cord blood) เป็นต้น ในปี 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จากไขกระดกูจาก Fisher F-344 

rat อาย ุ2-4 เดือน [Lennon และคณะ, 1995] เซลล์ MSC เมืÉอนํามาเลี Êยงในจานเลี Êยงเซลล์ เซลล์
ยึดเกาะบนจานเลี Êยงเซลล์และเริÉมเจริญเติบโตรวมกนัเป็นกลุ่มหรือเรียกว่า  fibroblastic-like cell 
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cluster (fibroblast colony forming units: CFU-F) [Sautier และคณะ,1993] การควบคมุให้ 

MSC เปลีÉยนแปลงรูปร่างเป็นเนื ÊอเยืÉอชนิดตา่งๆ สามารถทําได้โดยการเติมสารอาหารตา่งๆ เช่น 

growth factor หรืออาหารเลี Êยงเซลล์ทีÉมีการเหนีÉยวนําให้เกิดการเปลีÉยนแปลงรูปร่าง ของ MSC 

เป็นเนื ÊอเยืÉอชนิดต่างๆ มีรายงานการวิจัยว่าอาหารเลี Êยงเซลล์ทีÉองค์ประกอบของสารจําพวก    

osteo-inductive agents เช่น β-glycerophosphate, glucocorticoids, sodium β-

glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ dexamethasone [Kim และคณะ, 

2005] มีผลดีตอ่การเกิดกระดกู และกิจกรรมของ ALP เกิดขึ Êนสงูสดุในชว่งสองสปัดาห์แรกของการ
เปลีÉยนไปเป็นเซลล์กระดกู [Kim และคณะ, 2005] นอกจากนี Ê การดดัแปลงหรือปรับปรุงโครงเลี Êยง
เซลล์ให้มีสมบตัิเหมาะสมกับ MSC เช่น สมบตัิทางเคมีของพื Êนผิวโครงเลี Êยงเซลล์ ซึÉงสามารถ
ควบคมุพฤตกิรรมของเซลล์ การยดึเกาะ รูปร่างและการเปลีÉยนแปลงหน้าทีÉเป็นเซลล์ชนิดอืÉนๆ โดย
พื Êนผิวของโครงเลี Êยงเซลล์ควรประกอบด้วยหมู่ methyl (-CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl          

(-COOH), amino (-NH2) และ silane (-SH) ซึÉงหมูเ่หลา่นี Êพบในระบบชีวภาพ 

การเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นกําเนิดสามารถแบง่ได้เป็น 3 ขั Êนตอน ดงัรูปทีÉ 2.9 คือ ขั Êนตอน
แรก การเพิÉมจํานวน (proliferation) เป็นขั Êนตอนของเซลล์เกิดการแบ่งตวัและขยายจํานวนอยู่ใน
ระยะเวลาประมาณ 6 วนั ขั ÊนตอนทีÉสอง matrix maturation เซลล์จะเริÉมหยดุการแบง่ตวัทําให้มี
อตัราการเจริญเติบโตลดลงและเริÉมสร้าง Extracellular Matrix (ECM) เกิดขึ Êนภายใน 12 วนั เป็น
ขั ÊนตอนทีÉเซลล์เกิดการกลายชนิดของเซลล์ (differentiation) และขั ÊนตอนทีÉ 3 เซลล์เริÉมสร้างแร่ธาตุ
ขึ Êนเช่นถ้าเซลล์เกิดการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกูจะเริÉมสร้างแคลเซียมขึ Êนมาในขั Êนตอนนี Êใน 20 

วนั การเปลีÉยนแปลงของเซลล์ต้นกําเนิดไปเป็นเซลล์กระดกูจะมีการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์ตา่งๆ
ตามขั ÊนตอนตามรูปทีÉ 2.10   
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รูปทีÉ 2.9 ขั Êนตอนการ differentiation ในระดบัห้องปฎิบตัิการ (A) การย้อมสีด้วย toluidine blue 

(ซ้าย), alkaline phosphatase (กลาง), von Kossa silver (ขวา) (B) แสดงปริมาณของ 
transcription factor ในช่วงเวลาตา่งๆ (C) แสดงชนิดของ transcription factor ของแตล่ะลําดบั
ขั Êน (D) แสดงการเจริญเติบโต (growth) และการกลายชนิดของเซลล์ (differentiation) [Lian and 

Stein, 2001] 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปทีÉ 2.10 แผนผงัการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู [Lian JB 

และ Stein GS, 2001] 
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งานวิจยัของณัฐพล วชิรโรจน์ (2552) ได้การพฒันาเครืÉองปฏิกรณ์ชีวภาพแบบไหลผ่าน
สําหรับงานวิศวกรรมเนื ÊอเยืÉอทีÉใช้เซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดูกหนูแรทพันธ์ุวิสต้า โดยได้ศึกษา
พบว่าเซลล์ต้นกําเนิด MSC ทีÉแยกจากไขกระดกูหนูแรทพนัธ์ุวิสต้านั Êน passage ทีÉ 2 และ 3 มี
อตัราการแบง่ตวั 0.038 รุ่นตอ่ชัÉวโมง เวลาในการแบง่ตวัเป็นทวีคณูเป็น 25.99 และ 26.33 ชัÉวโมง
ตามลําดบั ได้แสดงจลศาสตร์ของการเจริญเตบิโตดงัรูปทีÉ 2.11  

นอกจากนั Êนได้มีการศึกษาการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดูกของเซลล์ MSC บนจาน
เพาะเลี Êยงพอลิสไตรีน โดยมีการเปรียบเทียบเลี Êยงในอาหารปกติ (Normal Medium, NM) และ
อาหารทีÉชกันําให้เกิดการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (Osteogenic Medium, OM) ใน 

passage 2 และ 3 พบว่าเซลล์ทีÉเลี Êยงใน OM เหนีÉยวกิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase 

(ALP) มากกว่าเซลล์เลี Êยงใน NM ทกุช่วงเวลา แตเ่ซลล์ทีÉเลี Êยงใน NM จะมีการเจริญเติบโตของ
เซลล์ได้ดีกว่าใน OM ซึÉงเอนไซม์ ALP ทีÉเซลล์สร้างขึ Êนได้แสดงสญัญาณการเปลีÉยนเป็นกระดกูทีÉ
เกิดขึ Êนในชว่งแรก 

 

รูปทีÉ 2.11 จลศาสตร์ของการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูหนูแรทพนัธุ์วิสต้า
(Mesenchymal Stem Cells (MSC)) passage ทีÉ 2 และ 3  ด้วยอาหารเลี Êยงเซลล์ α-MEM, 15% 

FBS ทีÉสภาวะอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 บนจานเลี Êยงเซลล์พอลิสไตรีน พื ÊนทีÉ 2.8x104 

มม2. กราฟแสดง a คือ lag phase, b คือ exponential phase และ c คือ stationary phase 
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บททีÉ  3 

วิธีดาํเนินการวิจัย 
 
3.1 วัสดุและสารเคมี 

1. ผลหม่อนสด แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส และผงผลหม่อนสกดั แหล่งทีÉ 1 ไร่กํานนัจุล 

จงัหวดัเพชรบูรณ์ พนัธุ์เชียงใหม่ (Morus alba), ช่วงการเก็บเกีÉยวเดือนธันวาคม 2553

แหล่งทีÉ 2 สถาบันหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติ สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติÍ 
พระบรมราชินีนาถ ศูนย์ด่านเกวียน จังหวัดนครราชสีมา มีเฉพาะหม่อนสด สายพนัธุ์
เชียงใหม ่(Morus alba) ชว่งการเก็บเกีÉยวเดือนมีนาคม 2554) 
2. หนแูรทพนัธุ์วิสต้า, เพศเมีย อาย ุ3 สปัดาห์ (ศนูย์สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลยัมหิดล) 
3. Potassium chloride (KCl, Fluka, Germany) 

4. Sodium acetate hydrated (CH3CO2Na.3H2O, Ajax Finechem, Australia) 
5.  Cyanidin-3-O-glucoside chloride (Fujicco, Japan)  

6.  1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich, Germany) 

7.  Absolute ethanol (JT Baker, Malaysia) 

8.  Hydrochloric Acid (HCl, Qrec, Newland) 
9. MEM/ALPHA minimum essential medium alpha modification (Cyclone, USA) 

10. Fetal bovine serum (Hyclone, UK) 

11. Penicillin-Streptomycin solution (Hyclone, USA) 

12. Trypsin/EDTA 0.25% Trypsin (1X) solution (Hyclone, USA) 

13. Phosphate buffer saline, PBS powder, (Cyclone, USA)  
14. Sodium chloride (NaCl, Ajax Finechem, Australia) 

15. Tri-sodium citrate (Na3Citrate. 2H2O, Merck, Germany) 

16. Hoechst 33258 (bisBenzimide H33258, Sigma-Aldrich, Germany) 

17. Sodium lauryl sulphate (SDS lysis buffer, Ajax Finechem, Australia) 

18. Dimethyl sulfoxide for cell freezing (Cell culture tested DMSO, Sigma-Aldrich, 

Germany) 

19. p-Nitrophenol standard solution (10 mM, Sigma-Aldrich, Germany) 

20. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, Sigma-Aldrich, Germany) 

21. Sodium hydroxide (Ajax Finechem, Australia) 

22. Ascorbic acid  for cell culture tested (Sigma, China) 
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23. β-glycerol phosphate disodium salt pentahydrate (Fluka, Germany) 

24. Dexamathasone (Sigma,China) 

25. O-cresolphythalein complex substrate (OCPC),(C32H12N2O12, Fluka, Japan) 

 26. Ethanolamine (C2H7NO, Sigma, Germany) 
27. CO2 gas  
28. Trypan blue stain 0.4% (Gibco, USA) 

29. Acetic acid (CH3COOH, J.T.Baker, Thailand) 

30. Calcium carbonate (CaO3, Fluka, Italy) 

31. Dimethyl sulfoxide (DMSO)(Riedel-deHaen, USA) 

32. Sodium hydrogen carbonate (Merck, Germany) 

33. Buffer solution pH4.0 (Ajax Finechem, Australia) 

34. Buffer solution pH7.0 (Ajax Finechem, Australia) 

 

 

3.2 อุปกรณ์  
1. Laminar Flow (Holten, EU) 

2. CO2 incubator (HEPA CLASS 100, USA) 
3. Fluorescence microplate reader (Perkin elmer, 1420 multilabel counter, USA) 
4. Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 

5. UV-VIS spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning, 

USA) 

6. Microplate reader (UVM 340, ASYS, Australia) 

7. Scanning Electron Microscope (JSM-5410LV, JEOL Ltd., Japan) 

8. Centrifuge (Eppendorf 5810R, Germany) 

9. -40°C freezer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 

10. Lyophilizer (Christ Loc-1m, Alpha 1-4, Germany) 

11. Vacuum drying oven and pump (VD23, Binder, Germany) 

12. 24-well and 96-well polystyrene tissue culture plates (Costar, USA) 

13. Hemocytometer (Counting chamber, Boeco, Germany) 

14. Autopitte (100-5,000 ul with tips (Eppendorf, Germany) 

15. Stirrer (MSH-10, Daihan Scientific Ltd., WiseStir) 
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16. Refrigerator 4oC (PT203, Italy) 

17. Autclave (HVE-25/50, Hiclave) 

18. Sputter coater (SCD 040, Balzer, Lichtenstein)  
19. Centrifuge (Hettich universal 320R, Germany) 

20. Waterbath (SUB6, Grant, England) 

21. Peristaltic Pump (MCP V5.21 15M 726B-0773, Watson-Marlow, USA)  

22. 1.5 ml sterilized vials (Corning USA) 

23. Phase-contrast microscope (IX70,Olympus Optical CO.,Japan) 

24. 96-well black plate (Corning USA) 

25. Vortex (Chemoscience,Thailand) 
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3.3 แผนผังการดาํเนินงาน  

 แผนผงัสรุปการดําเนินการทั Êงโครงการเป็นไปดงัรูปทีÉ 3.1 และมีรายละเอียดของขั Êนตอน
ดงัตอ่ไปนี Ê 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปทีÉ 3.1 แผนผงัสรุปการดําเนินการทั Êงโครงการ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

สกดัผลหมอ่นสด / แห้งจากแหลง่ผลติ   2 แหลง่ในประเทศ 

ศกึษาคณุสมบตัิทางเคมีและกายภาพ 

ศกึษาความคงตวัทีÉอณุหภมูิสงูและสภาวะเร่ง 

การศกึษาผลตอ่การเจริญเติบโต   

(proliferation) ของเซลล์ต้นกําเนิด 

ไขกระดกูของหนวูิสต้านอกร่างกาย 

การศกึษาผลตอ่การเปลีÉยนแปลง 
ไปเป็นเซลล์กระดกู  ( osteogenesis )   

ของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของ 
หนวูิสต้านอกร่างกาย 

สรุปวิเคราะห์ผล เผยแพร่ผลงานวิจยั
- จดัสมันาวิชาการเผยแพร่ผลงาน 
- เผยแพร่ผลงานระดบันานาชาติ 

ศกึษาความคงตวัทีÉอณุหภมูิสงูและสภาวะเร่ง 

การศกึษาผลตอ่การเจริญเติบโต   (proliferation)  
ของเซลล์ต้นกําเนิด 

วิสต้านอกร่างกาย 

 

ไขกระดกูของหนแูรทพนัธุ์ 
 

การศกึษาผลตอ่การเปลีÉยนแปลง 
ไปเป็นเซลล์กระดกู (Osteogenesis)      

ของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของ 
หนวูิสต้านอกร่างกาย 

สรุปวิเคราะห์ผล เผยแพร่ผลงานวิจยั
- จดัสมันาวิชาการเผยแพร่ผลงาน 
- เผยแพร่ผลงานระดบันานาชาติ 

ปริมาณแอนโทไซยานิน 

การต้านอนมุลูอิสระ 
(antioxidant activity ) 
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3.4 ขั Êนตอนการดาํเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเตรียมสารสกดัผลหมอ่น 

 ผลหม่อนสดสายพนัธุ์เชียงใหม่ 2 ชนิด ทีÉได้จากแหล่งการปลูก 2 แหล่ง คือ ไร่กํานนัจุล 

จังหวัดเพชรบูรณ์ และสถาบันหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติ สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติÍ 
พระบรมราชินีนาถ ศนูย์ดา่นเกวียน นครราชสีมา  
 - นํ Êาคั Êนผลหม่อนสด เตรียมการสกัดจากผลหม่อนทําได้โดยการนําผลหม่อนมาปัÉนให้
ละเอียดด้วยเครืÉองปัÉนนํ Êาผลไม้แล้วนําไปคั ÊนเพืÉอแยกส่วนทีÉเป็นนํ Êาหม่อนออกจากกากผลหม่อน
ด้วยผ้าขาวบางและนําส่วนทีÉ เป็นนํ Êาหม่อนมาแยกเอาส่วนใสอีกครั Êงด้วยเครืÉ อง ปัÉ นเหวีÉยง 
(centrifuged) ด้วยความเร็ว 4500 รอบตอ่นาที ทีÉอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
และกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatmanno. 4) โดยใช้กรวยกรองบุชเนอร์ ซึÉงจะได้ลักษณะ
สารละลายเป็นสีมว่งเข้ม ดงัรูปทีÉ 3.2 

 - ผงผลหมอ่นสกดั จาก 2 แหลง่ คือ 
1. ผลหม่อนทีÉผ่านกระบวนการทําแห้งแข็ง (freeze dried) แล้วทําเป็นผงเพืÉอการค้า จาก 

ไร่กํานนัจลุ จงัหวดัเพชรบรูณ์   
2. ผลหม่อน จากสถาบนัหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติ สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติÍ 

พระบรมราชินีนาถ ศนูย์ดา่นเกวียน นครราชสีมา ซึÉงผู้ วิจยันําผลหม่อนสด มาแยกก้าน ใบ และ
สิÉงเจือปนออกก่อน แล้วนําไปแช่แข็งทีÉอณุหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส จากนั Êนนําผลหม่อนทีÉได้ผ่าน
กระบวนการทําแห้งแข็งแล้วนําบดละเอียดให้เป็นผงด้วยครกบดยา  การสกดัผงผลหม่อนสกดัมีทํา
โดยละลายผงหม่อนด้วยอตัราส่วน 10 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตรในนํ Êาปราศจากไอออน (deionized 

water, DI) และปัÉนกวนทิ Êงไว้ประมาณ 1 ชัÉวโมง จากนั Êนนําไปแยกส่วนใสออกด้วยเครืÉองปัÉนเหวีÉยง 
ด้วยความเร็ว 4500 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที และกรองด้วย
กรวยกรองบชุเนอร์ ใช้กระดาษกรองอีกครั Êง ซึÉงจะได้สารละลายเป็นสีมว่งเข้ม ดงัรูปทีÉ 3.2 
 การควบคมุคณุภาพ ทําโดยควบคมุการทดลองทีÉใช้สารสกดัหม่อนทั ÊงหมดทําในทีÉมืดและ
หม่อนสกัดทีÉเตรียมทั Êงสองวิธีนี Êจะมีการใช้งานทนัที ผลหม่อนสดทีÉรับมาจากไร่และผงผลหม่อน
สกัดจะมีการเก็บไว้โดยการแช่แข็งทีÉ -20 องศาเซลเซียส ก่อนนํามาทดลอง และมีการทําการ
ทดลองซํ Êาอยา่งน้อย 3 ซํ Êาทกุการทดลอง 
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   ผลหม่อนหลังการปัÉ น
เพชรบูรณ์ นครราชสีมา

ปัÉ นด้วยเครืÉองปัÉน
นํ Êาผลไม้คั Êน

แยกกากด้วยผ้าขาวบาง
   ผลหม่อนสด

เพชรบูรณ์ นครราชสีมา

ปั ้ ืÉ ปัÉ

กรองด้วยกรวยกรอง
บุชเนอร์กระดาษกรอง

(Whatman no.4)

แย

นครราชสีมา
สารสกัดผลหม่อน

(เก็บสารสกัดให้พ้นแสง)

เพชรบูรณ์

10 กรัมผงหม่อนต่อ
นํ Êา DI 100 มิลลิลิตร
ปัÉ นกวนทิ Êงไว้ 1 ชัÉวโมง   ผงผลหม่อน

เพชรบูรณ์ นครราชสีมา

ั ่

ทําแห้งแข็งด้วย
เครืÉอง Freeze dry

ปัÉ นเหวีÉยง ความเร็วรอบ 
4500 รอบต่อนาที , 

4องศาเซียลเซียส 20 นาที

 
 
 

รูปทีÉ 3.2 ขั Êนตอนการสกดัสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหมอ่นทีÉใช้ในการวิจยันี Ê 
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3.4.2 การศกึษาลกัษณะทางกายภาพของหม่อนสกดั 
 ก. คา่พีเอช ด้วย pH meter (ยีÉห้อ mettle toledo) 
 ข. ร้อยละของของแข็ง (% solid weight) โดยนําผลหม่อนสดจากแหล่งปลกูทั Êง 2 แหล่ง 
คือจงัหวดัเพชรบูรณ์และนครราชสีมา โดยนําผลหม่อนไประเหิดเอานํ Êาออกด้วยกระบวนการทํา
แห้งแข็ง (freeze dry) ชัÉงนํ Êาหนกัของผลหม่อนสดก่อนการทําแห้งและหลงัการทําแห้ง เพืÉอหา
ปริมาณนํ Êาหนกัของผลหม่อนแห้งและนํ Êาในผลหม่อนของผลหม่อนสดทีÉระเหิดไปในกระบวนการ
ทําแห้งแข็งก่อนทีÉจะนําไปทําเป็นผงผลหมอ่นสกดัตอ่ไป 
 ค. ปริมาณของแข็งทีÉละลายนํ Êาได้ทั Êงหมด (Total Soluble Solid, TSS) ด้วยเครืÉอง hand 

refractometer อ่านค่าเป็นองศาบริกซ์ ( Brix) ซึÉงเป็นอปุกรณ์ทีÉวดัคา่นํ Êาตาลในสารละลายโดย
อาศยัหลกัการหกัเหของแสงซึÉงจะมีค่าเท่ากับความเข้มข้นของของแข็งทีÉละลายนํ Êาได้ทั Êงหมดใน
สารละลาย 

 ง . ปริมาณกรดทีÉ ไทเทรตทั Êงหมด  ทําโดยให้สารสกัดทําปฎิกิ ริยากับด่างแก่  คือ      
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.025 นอร์มลั) โดยนํานํ ÊาสกัดทีÉกรองแล้วปริมาณ 1 มิลลิลิตร มาเจือจาง
ด้วยนํ Êาปราศจากไอออน 40 มิลลิลิตร แล้วหยดฟีนอลทาลีน 1% ซึÉงใช้เป็นอินดิเคเตอร์ประมาณ  
3-5 หยด แล้วนําไปไทเทรตด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.025 นอร์มลั จนกระทัÉงคา่พีเอช
ของสารสกดัเท่ากบั 8.3 ซึÉงเป็นคา่พีเอชของจุดยตุิของฟีนอลทาลีน (เนืÉองจากสีของนํ Êาสกดัเป็นสี
มว่งทําให้สงัเกตกุารเปลีÉยนแปลงสีไมช่ดัเจน) แล้วคํานวณหาร้อยละของกรดซิตริกซึÉงเป็นกรดทีÉพบ
ในผลหมอ่น [Ercisli และ Orhan, 2007] ดงัสมการทีÉ (3.1) 

 

%Citric acid =     ml NaOH x N NaOH x meq.wt of citric acid x100 ……………… (3.1) 

ml sample juice 

 

โดย  %Citric acid = %กรดซิตริก (%นํ Êาหนกัตอ่ปริมาตร) 
N NaOH = ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (โมลตอ่ลิตร) 
ml NaOH = ปริมาณของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ทีÉไทเทรต (มิลลิลิตร) 
ml sample juice = ปริมาณสารสกดัทีÉใช้ (มิลลิลิตร) 
meq.wt of Citric acid = 0.064 [Ercisli และ Orhan, 2007] 

 

จ. สี วดัด้วยเครืÉองมือวดัสี colormeter (CE MINOLTA รุ่น CR-400, Japan) ในระบบ 
Hunter’s scale ซึÉงจะวดัค่า L* a* b*  โดยทีÉ L* แสดงคา่ความสว่าง ซึÉงมีคา่เท่ากับ 0-100          

L* เทา่กบั 0 หมายถึง สีดํา และ L* เท่ากบั100 หมายถึง สีขาว โดยทีÉความสว่างมากคา่ L* จะใกล้ 
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100 แตถ้่าความสว่างน้อย คา่ของ L* ก็จะเข้าใกล้ 0  คา่ a* และ b* บอกทิศทางของสี เช่น      

+a* หมายถึงอยู่ในทิศของสีแดง –a* หมายถึงอยู่ในทิศของสีเขียว ถ้า a มีคา่เป็นบวกยิÉงคา่มาก
แสดงว่าวตัถุมีสีแดงอยู่มาก แตถ้่า a เป็นค่าลบ ยิÉงค่าติดลบมากแสดงว่าวตัถุมีสีเขียวมาก,      

+b* หมายถึงอยูใ่นทิศของสีเหลือง และ –b* หมายถึงอยูใ่นทิศของสีนํ Êาเงิน ถ้าคา่ b ยิÉงคา่เป็นบวก
มากแสดงวา่วตัถจุะมีสีเหลืองมากแตถ้่า b เป็นลบมากแสดงว่าวตัถมีุสีนํ Êาเงินมาก [Rommel และ
คณะ, 1990] 

ฉ. ปริมาณสารแอนโธไซยานินทั Êงหมดในสารสกัดผลหม่อน การวิเคราะห์หาปริมาณ
แอนโธไซยานินทั Êงหมดในสารสกดัผลหม่อนด้วยวิธี pH-differrential method ตามวิธีของ Durst 

และ Wrolstad (2005) ทําโดยเตรียมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์บฟัเฟอร์ทีÉพีเอชเท่ากบั 1.0 

(โพแทสเซียมคลอไรด์ 1.86 กรัมในนํ Êาปราศจากไอออน 980 มิลลิลิตร) วดัค่าพีเอชและปรับค่า
ด้วยกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้นจนได้พีเอช 1.0 และเตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ทีÉ     
พีเอช 4.5 (โซเดียมอะซิเตท 54.43 กรัมในนํ Êาปราศจากไอออน 960 มิลลิลิตร) วดัคา่พีเอชและปรับ
คา่ด้วยกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้นจนได้พีเอชเท่ากบั 4.5 นําสารสกดัจากผลหม่อนมาเจือจางด้วย
บฟัเฟอร์ทั Êงสองเป็น 100 เท่า จากนั Êนวัดค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 520 และ 700         
นาโนเมตร โดยมีสารละลายเปรียบเทียบ (blank) ซึÉงใช้นํ ÊาDI แล้วคํานวณหาปริมาณแอนโธไซ-    
ยานินจากสมการ (3.2) และ (3.3) 

 

          5.47005200.1700520 pHpH
)Α(Α)Α(ΑΑ

     ……...…….……………….(3.2) 

 ปริมาณแอนโธไซยานินทัÊงหมด (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
1

)1000( DFMWA
  ……..(3.3) 

 

โดยทีÉ A520 = คา่การดดูกลืนแสงทีÉ 520 นาโนเมตร 
A700 = คา่การดดูกลืนแสงทีÉ 700 นาโนเมตร 

 MW = มวลโมเลกลุของ cyanindin-3-glucoside = 449.2 กรัมตอ่โมล 

 DF = dilution factor = 100 

  = molar absorptivity = 26,900  

 1 = pathlength (cm) 

 การรายงานผล ปริมาณแอนโธไซยานิน มีหน่วยเป็น (นํ Êาหนกัแอนโธไซยานินต่อนํ Êาหนกั
ผลหม่อนแห้ง) วิธี pH-differrential method นี ÊทําเพืÉอใช้ในงานวิจยัเป็นประจําเนืÉองจากเป็นวิธีทีÉ
ง่าย รวดเร็ว และคา่ใช้จ่ายไม่สงู โดยมีการเปรียบเทียบกบัการวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินทีÉ
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แม่นยําด้วย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช้คอลมัน์ C-18 ทีÉ
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ค่าดูดกลืนแสง 530 นาโนเมตร  
และมีเฟสเคลืÉอนทีÉคือ ตวัทําละลายชนิด A ประกอบด้วย 1.5% กรดฟอสฟอริก, 20% กรดอะซิติก, 
25% อะซิโตไนไตรล์ในนํ Êา และตวัทําละลายชนิด B คือ 1.5% กรดฟอสฟอริกในนํ Êาตามวิธีของ 
Bae และ Suh (2007) ใช้สารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์เป็นสารแอนโธไซยานินมาตรฐาน (Fujicco, 
ญีÉปุ่ น, Code No.30637661)  ซึÉงเป็นชนิดทีÉพบมากทีÉสดุในสารสกดัหม่อน (รูปทีÉ 1.2) ตวัอย่างพีค 
ทีÉปรากฎจากการวิเคราะห์แอนโธไซยานินในผลด้วยเครืÉอง HPLC แสดงในรูปทีÉ 3.3 [Hassimotto 
และคณะ, 2008] 

 

 

รูปทีÉ  3.3 High-performance liquid chromatography DAD chromatogram ของ           
แอนโธไซยานินทีÉสกดัจาก wide mulberry (Morus nigra L.)(แสดงพีคของ cy-3-glu = cyanidin 

3-glucoside, cy-3-rut = cyanidin 3-rutinoside, pg = pelargonidin derivate [Hassimotto 
และคณะ, 2008] 

 

ช. กิจกรรมการต้านอนมุูลอิสระ (antioxidant activity, IC50) การวิเคราะห์กิจกรรมการ
ต้านอนมุูลอิสระด้วยวิธี1,1-diphennyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay 

ดดัแปลงตามวิธีของ Brand-William และคณะ (1995) เป็นการวิเคราะห์ความสามารถในต้าน
ออกซิเดชัÉน ทําโดยเตรียมสารละลาย DPPH ซึÉงเป็นอนมุลูอิสระทีÉมีคณุสมบตัิคอ่นข้างเสถียรชนิด
หนึÉงเมืÉออยู่ในรูปสารละลาย DPPH จะมีสีม่วง และสามารถดดูกลืนแสงได้ดีทีÉความยาวคลืÉน 518 

นาโนเมตร โดย DPPH จะเกิดปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระทีÉต้องการทดสอบ  (AH) หรือ    
อนมุลูอิสระ (R•) ดงัสมการทีÉ (3.4) และ (3.5) สารละลาย DPPH จะเปลีÉยนสีของสารละลายจาก
สีมว่งเป็นสีเหลือง สง่ผลให้คา่ดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 518 นาโนเมตรลดลง 
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AHDPPHAHDPPH  ……………………………………… (3.4) 
 

 RDPPHRDPPH …………….…………………..………..….. (3.5) 

 

การทดลองทําโดยเตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรใน    
เอทานอลบริสุทธิÍ และเตรียมสารสกัดผลหม่อนโดยเจือจางเป็นลําดับเท่า (serial dilution)      

ความเข้มข้นละ 100 ไมโครลิตรจากนั Êนเติมเอทานอล 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนัด้วย vortex 

mixer แล้วเตมิสารละลาย DPPH 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัและบม่ปฎิกิริยาทิ Êงไว้นาน 30 นาที
ในทีÉมืดทีÉอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 518 นาโนเมตร 
ด้วยเครืÉอง microplate reader และสารละลายทีÉไม่ได้เติมสารละลาย DPPH เป็นสารละลาย
เปรียบเทียบ (blank) แล้วคํานวณหา antioxidant activity ในรูปของคา่ half maximal inhibitory 

concentration หรือ IC50 โดย สร้างกราฟระหว่าง % Inhibition DPPH กับความเข้มข้นของสาร
ตวัอย่าง จากกราฟจะได้ค่าความเข้มข้นของสารตวัอย่างทีÉสามารถทําให้ความเข้มข้นของ DPPH 

ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ คือ คา่ IC50 ตามสมการ (3.6) 

 

  100%
control

samplecontrol

OD
ODOD

DPPHInhibition    ………………………. (3.6) 

 

โดยทีÉ ODcontrol = คา่การดดูกลืนแสงของตวัควบคมุ 
     ODsample = คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 

การรายงานผลกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระมีหน่วยเป็นร้อยละโดยปริมาตรของสารสกัดถ้าค่า 
IC50 มีคา่น้อยแสดงถึงประสิทธิภาพในการยบัยั ÊงอนมุลูอิสระทีÉดีคือ ใช้ความเข้มข้นของตวัอย่างทีÉ
ความเข้มข้นตํÉาก็สามารถยบัยั Êงอนมุลูอิสระได้ 50% จากเริÉมต้น  

ฌ. ปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ ด้วย วิธี Dinitrosalicylic Colorimetric Method (DNS method) 
ดดัแปลงตามวิธีของ Lorenz Miller (1959) วิธีการนี Êใช้ทดสอบหมู่คาร์บอกซิล (carbonyl group, 

C=O) ในนํ Êาตาลรีดิวซ์ โดยสาร 3, 5 Dinitrosalicylic Acid (DNS) เป็นสารประกอบอะโรมาติก 
สามารถทําปฏิกิริยากับนํ Êาตาลรีดิวซ์ (reducing sugars) และทําให้เกิดเป็น 3-amino-5-

nitrosalicylic acid ภายใต้สภาวะความเป็นด่าง ซึÉงสามารถดดูกลืนแสงได้ดีในช่วง 520-575     
นาโนเมตร สามารถทําได้โดยเตรียมสารสารละลาย dinitrosalicylic acid 1% ดงันี Êเตรียมสาร 
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DNS 1 กรัมละลายในนํ ÊากลัÉน 25 มิลลิลิตร และเตรียมสาร NaOH 1.6 กรัม ละลายในนํ ÊากลัÉน 20 
มิลลิลิตรจากนั Êนเติมสารละลาย NaOH ลงในสารละลาย DNS ผสมให้เข้ากนัแล้ว นําไปให้ความ
ร้อนในอ่างควบคมุอณุหภูมิ จนกระทัÉงสารละลายใสแล้วคอ่ยๆ เติม potassium sodium tartrate 

30 กรัม ลงในสารละลายผสมทีÉใสแล้วทีละน้อยจนครบจากนั Êนเติม sodium sulphite 0.05 กรัม 
และเติมนํ ÊากลัÉนเพืÉอปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาไว้ทีÉอุณหภูมิห้อง 
การทดลองใช้กลโูคสเป็นสารมาตรฐาน โดยเตรียม stock solution ของสารละลายกลโูคสในนํ Êา
กลัÉนความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร นํามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตั Êงแต ่0-1.0 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ขั Êนตอนการทดสอบนําสารละลายตวัอย่าง (unknow) ทีÉต้องการวิเคราะห์ปริมาณ
กลโูคส 500 ไมโครลิตรแล้วเตมิสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองนําไปต้มใน
นํ Êาเดือดอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีจากนั Êนนํามาแช่ในอ่างนํ Êาเย็นทนัทีจากนั Êน
เติมนํ ÊากลัÉนปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองผสมสารให้เข้ากันจึงนําไปวดัคา่การดดูกลืน
แสงทีÉความยาวคลืÉน 520 นาโนเมตร ด้วยเครืÉองวดัการดดูกลืนแสงโดยใช้นํ ÊากลัÉนเป็น blank สาร
มาตรฐานทําเช่นเดียวกนั เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างคา่การดดูกลืนแสงทีÉ A520 (แกน Y) และ
ความเข้มข้นของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิลิตรต่อมิลลิลิตร) (แกน X) คํานวณความ
เข้มข้นของนํ Êาตาลรีดวิซ์ ในสารละลายตวัอยา่งเป็น มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรจากกราฟมาตรฐาน 

 

3.4.3 การศกึษาความคงตวัในสารสกดัผลหมอ่น 

นําสารสกดัผลหมอ่นไปให้ความร้อน ในสภาวะไมมี่แสงแบบตา่งๆ ตอ่ไปนี Ê 
 ก. ทีÉอณุหภมูิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชัÉวโมง  
 ข. ทําปลอดเชื Êอตามมาตรฐานอุตสาหกรรมอาหารโดยการใช้ความร้อน 2 แบบคือ 

กระบวนการพาสเจอร์ไรส์ และ การสเตอริไลส์  ได้แก่ พาสเจอร์ไรส์ แบบ LTLT (60  องศาเซลเซียส 
ใช้เวลา 30 นาที), พาสเจอร์ไรส์ แบบ HTST (อณุหภูมิ 70  องศาเซลเซียส เวลา 15 วินาที) และ 
สเตอริไลส์ (อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที) [http://www.fda.moph.go.th/] 

ค. สภาวะเร่ง แบบ freeze-thaw cycling โดยนําตวัอย่างไปแช่แข็งทีÉอณุหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 46 ชัÉวโมงจากนั ÊนนํามาละลายทีÉอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาทีแล้วนําไปไว้ใน
อ่างควบคมุอุณหภูมิทีÉอณุหภูมิ 40 องศาเซียสเซียสเป็นเวลา 1.5 ชัÉวโมง ทําซํ Êาจนครบ 4 รอบ 

[Regan และ Mulvihill, 2010] 

 นํ Êาสกัดผลหม่อนทีÉผ่านกระบวนการเหล่านี Êแล้วถูกนํามาวิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซ -

ยานินทั Êงหมดด้วย วิธี pH differrential ตามรายละเอียดในข้อ 3.4.2) ฉ. 
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3.4.4     การเตรียมเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู (Mesenchymal Stem Cells, MSCs) 

เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูถูกสกัดจากกระดกูต้นขาหลังของหนูแรทพันธุ์วิสต้า (เพศเมีย 

อายุ  3  สัปดาห์  ซื Êอจากศูน ย์สัต ว์ทดลองแห่งชาติ  มหาวิทยาลัยมหิดล )  ตามวิ ธีของ 
Ratanavaraporn J. และคณะ (2009) โดยผ่าเอากระดกูต้นขาหลงัของหนูตั Êงแต่บริเวณสะโพก 
เลาะเศษเนื ÊอเยืÉออืÉนออกให้สะอาดตดัทีÉปลายทั Êงสองข้างของกระดกูจะพบช่องไขกระดูก ใช้เข็ม
เบอร์ 26 ดดูอาหารเลี Êยงเซลล์ 1 มิลลิลิตร (alpha-modified eagle medium: -MEM ทีÉมี 15 % 

FBS และ 50 U/ml penicillin streptomycin) ชะล้างผ่านช่องไขกระดกูลงหลอดขนาด 1 มิลลิลิตร
ทีÉผ่านการฆ่าเชื Êอแล้วทําซํ Êาหลายครั ÊงจนกระทัÉงก้อนไขกระดกูหลุดออกหมด ทําสารแขวนลอยให้
เป็นเนื Êอเดียวกนัโดยใช้เข็มฉีดพ่นหลายๆ ครั Êง จากนั Êนดดูใส่จานเลี Êยงเซลล์ทีÉใส่อาหาร 3 มิลลิลิตร
ไว้เรียบร้อยแล้ว ทําการเพาะเซลล์ในสภาวะ 5 % CO2 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปลีÉยนอาหาร
เลี Êยงเซลล์ในวนัทีÉ 4 หลังจากการเพาะเซลล์ เพืÉอกําจดัเซลล์เม็ดเลือดทีÉไม่เกาะจานเลี Êยงเซลล์ 
จากนั ÊนเปลีÉยนอาหารเลี Êยงเซลล์ทกุ 3 วนั ในวนัทีÉ 7-10 หลงัการเพาะเซลล์ สามารถทําการแบ่ง
เซลล์ (subculture) ได้ โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 100  มิลลิโมลลาร์ (pH 7.4) ทีÉมี 0.25 

% โดยมวล trypsin และ 0.02 % โดยมวล EDTA อบไว้ทีÉอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 

นาที ขยายจํานวนเซลล์บนจานเพาะเลี Êยงเซลล์ชนิดพอลิสไตรรีนเพาะเลี Êยงให้จํานวนเซลล์มีความ
หนาแน่นประมาณ ร้อยละ 90 (4 วนั) สําหรับการทดลองใช้เซลล์ใน passage ทีÉ 2-3 เท่านั Êน
เพืÉอให้มัÉนใจวา่เซลล์ไมมี่การเปลีÉยนแปลง 

 
3.4.5 การศกึษาผลของสารสกดัผลหมอ่นตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ 

เพาะเซลล์ลงบนจานเพาะเลี Êยงให้มีจํานวนเซลล์ 2x104 เซลล์ตอ่หลมุใน 24 well-plate 

เลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซล์ปกติ (Normal Medium, NM) ประกอบด้วย -MEM, 15% FBS , 50 

U/ml penicillin streptomycin ในตู้บม่ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเติมสาร
มาตรฐาน ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (C3G) และสารสกดัจากผลหม่อนให้มีความเข้มข้นเท่ากบั 1 %

โดยปริมาตรของปริมาตรอาหารเลี Êยงเซลล์ทั ÊงหมดโดยเปลีÉยนอาหารทกุๆ 3 วนั(มีการเติมสารสกดั
หม่อนเพิÉมเพืÉอให้ความเข้มข้นคงทีÉเมืÉอมีการเปลีÉยนอาหาร) ตรวจสอบการยึดเกาะของเซลล์ 

(attachment) ทีÉเวลา 6 ชัÉวโมง และเจริญเติบโตของเซลล์ (proliferation) ทีÉเวลา 1, 2, 3, 5 และ 7 
วนั กลุม่การทดลองแบง่เป็น 6 กลุม่ได้ดงันี Ê 
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กลุม่ทีÉ ตวัย่อ 

ทีÉใช้ 
สารสกดัหมอ่น 

(mg/ml) 

สารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ 
(μM) 

หมายเหต ุ

1 NM - - 
อาหารเลี Êยงเซลล์ปกต ิเพืÉอเป็น 

positive control 

2 C3G50 - 50 - 

3 C3G100 - 100 - 

4 M50 2.5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า C3G 
50 ไมโครโมลลาร์ 

5 M100 5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า C3G 
100 ไมโครโมลลาร์ 

6 Zn - - 
เติม Zn acetate 20 ppm เพืÉอ
เป็น negative control 

 

 
ก. จํานวนเซลล์ ด้วยวิธี MTT assay หรือ (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- 

diphenyltetrazolium bromide) assay [Liu และคณะ, 2004] MTT มีโครงสร้างเป็นวงแหวนของ
เกลือ tetrazolium มีสีเหลือง โดยทีÉ MTT ทีÉถกูละลายในอาหารเลี Êยงเซลล์ทีÉไม่มี phenol red จะถกู
เปลีÉยนเป็นผลึก formazan สีม่วงทีÉเนืÉองจากการถูกทําลายวงแหวน tetrazolium ด้วยเอนไซม์ 

dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียทีÉอยู่ในเซลล์ทีÉยงัมีชีวิตอยู่ผลึกสีม่วงทีÉเกิดขึ Êน ภายในเซลล์
ไม่สามารถแพร่ผ่านเยืÉอหุ้ มเซลล์ได้แต่สามารถละลายได้โดยใช้ตัวทําละลายเช่น dimethyl 

suklfoxide (DMSO) สารละลายสีม่วงทีÉได้จะถูกนําไปวดัคา่ดดูกลืนแสงในช่วงความ ยาวคลืÉน 

570 นาโนเมตรเพืÉอหาปริมาณผลกึ formazan ทีÉถกูละลายออกมามีคา่แปรผนัโดยตรง กบัปริมาณ
เซลล์ทีÉมีชีวิตอยู่  แสดงกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ช และ คํานวณหาอตัราการเจริญเติบโตของ
เซลล์ (growth rate, μ) ดงัสมการ (3.7) ถึง (3.12) และเวลาการแบง่ตวัทวีคณูคือระยะเวลาทีÉเซลล์
เพิÉมจํานวนขึ Êนเป็น 2 เท่า (Population Doubling Time, PDT) ดงัสมการ (3.9), (3.11)และ (3.12) 

โดยการคํานวณทําในช่วง log phase (exponential growth phase) [Vunjak-Novakoivic และ
คณะ, 2006] ดงันี Ê  
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อตัราการเจริญเตบิโตของเซลล์ (ตอ่ชัÉวโมง)     dt
dx

x
1

…...................…………… (3.7) 
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โดย 1X  คือจํานวนเซลล์ทีÉเวลา 1t  

       2X  คือจํานวนเซลล์ทีÉเวลา 2t  

 

เวลาแบง่ตวัทวีคณู  t (ชัÉวโมง) โดยทีÉ  12 ttt  และ 12 2XX  

 

จากสมการ (3.9)                                       11 ln)2ln( XXt ………….….. (3.11)    

                   
2lnt ….………………................. (3.12)    

 

 

ข. รูปร่าง (morphorogy) ของเซลล์โดยการถ่ายภาพด้วยกล้องจลุทรรศน์ (ยีÉห้อ Nikon  

eclipse TS100) ศึกษาลกัษณะรูปร่าง และการยึดเกาะของเซลล์ทีÉเพาะเลี Êยงเป็นเวลา 6 ชัÉวโมง,  
1 วนั, 2 วนั, 3 วนั, 5 วนั และ 7 วนั 

 

 
3.4.6 การศกึษาผลของสารสกดัผลหมอ่นตอ่การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 

การศกึษาทําโดยการเพาะเซลล์ลงบนจานเพาะเลี Êยงให้มีจํานวนเซลล์ 2x104 เซลล์ตอ่ซม.2 
ใน 24 well-plate เลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซลล์คือ 

1. Normal Medium (NM) : ประกอบด้วย -MEM, 15% FBS , 50 U/ml penicillin 

streptomycin   

2. Osteogenic Medium (OM) : ประกอบด้วย -MEM, 10% FBS, 50 U/ml penicillin 

streptomycin, 50 g/ml, L-ascorbic, 10-6 M dexamethasone และ1 M -glycerophosphate  
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เพาะเลี Êยงเซลล์ในตู้บ่ม 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสโดยเติมสารมาตรฐาน         
ไซยานิดิน-3- กลโูคไซด์ (C3G) และสารสกดัจากผลหม่อนให้มีความเข้มข้นเท่ากบัร้อยละ 1 โดย
ปริมาตรของปริมาตรอาหารเลี Êยงเซลล์ทั ÊงหมดโดยเปลีÉยนอาหารทกุๆ 3 วนั เพาะเลี Êยงเซลล์เป็น
เวลา 4 สปัดาห์ (มีการเติมสารสกดัหม่อนเพิÉมเพืÉอให้ความเข้มข้นคงทีÉเมืÉอมีการเปลีÉยนอาหาร) ซึÉง
สามารถแบง่กลุม่การทดลองเป็น 6 กลุม่ได้ดงันี Ê  

 

กลุม่ทีÉ ตวัย่อ สารสกดัหมอ่น 

(mg/ml) 

สารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ 
(μM) 

หมายเหต ุ

1 NM - - 
อาหารเลี Êยงเซลล์ปกต ิเพืÉอเป็น 

negative control 

2 C3G50 - 50 - 

3 C3G100 - 100 - 

4 M50 2.5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า C3G 
50 ไมโครโมลลาร์ 

5 M100 5 - 
ความเข้มข้นเทียบเท่า C3G 
100 ไมโครโมลลาร์ 

6 OM - - 
อาหารเลี Êยงเซลล์ OM เพืÉอเป็น 
positive control 

 

การประมาณการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกูทําทีÉ 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยวิเคราะห์
สญัญาณการเปลีÉยนแปลงเป็นกระดกูด้วยวิธีตอ่ไปนี Ê 

 

ก. กิจกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase, ALP) ซึÉงเป็น 

early marker ของการเปลีÉยนแปลงเป็นเซลล์กระดกู วิเคราะห์เอนไซม์ ALP ภายในเซลล์ ทําโดย
ทําให้เซลล์แตกโดยใช้ Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) ด้วยการเตมิสาร SDS lysis buffer 1 
มิลลิลิตร บม่ทีÉอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัÉวโมง แล้ววดักิจกรรมของเอนไซม์ใน      
cell lysate นั Êนด้วยสาร p-nitrophenyl phostphate ซึÉงเป็นซบัสเตรทของเอนไซม์โดยการปิเปต
สารมาตรฐานและสารตวัอย่างปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงในถาดเลี Êยงเซลล์ขนาด 96 หลมุ แล้ว
เตมิ p-nitrophenyl phostphate 100 ไมโครลิตร บม่ไว้ทีÉ 37 องศาเซลเซียส 15 นาที หยดุปฏิกิริยา
ด้วย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.02 นอร์มลัปริมาตร 80 ไมโครลิตร  และใช้สาร 
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p-nitrophenol เจือจางในนํ Êาปราศจากไอออนความเข้มข้น 10. 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31, 0.16 

และ 0.08 มิลลิโมลลาร์เป็นสารมาตรฐานจากนั Êนวดัคา่การดดูกลืนแสงทีÉ 405 นาโนเมตร 
[Takahashi Y. และคณะ, 2005] รายงานผล ALP/จํานวนเซลล์ ทกุๆ สปัดาห์ เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ข. ปริมาณการสะสมแคลเซียม ซึÉงเป็น late marker ของการเปลีÉยนแปลงเป็นเซลล์กระดกู
วิเคราะห์โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน cell 

lysate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วนําไปบม่ปฎิกิริยาทีÉ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัÉวโมงเพืÉอ  

กรดไฮโดรคลอริกจะช่วยย่อยแคลเซียมออกมา หลงัจากนั Êน ปิเปตสารตวัอย่างมา 10 ไมโครลิตร 
ใส่ในถาดเลี Êยงเซลล์ขนาด 48 หลุมเติมสารละลาย ethanolamine buffer ความเข้มข้น 0.88 

โมลลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ O-cresolphythalein complex substrate (OCPC) ความ
เข้มข้น 0.63 มิลลิโมลลาร์ในกรดไฮโดรคลอริกปริมาตร 100 ไมโครลิตร และใช้สารละลาย
แคลเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 1 โมลลาร์ในกรดไฮโดรคลอริก โดยมีปริมาณแคลเซียมความ
เข้มข้น 20, 10,5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31 และ 0.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสารมาตรฐาน 
แคลเซียมจะทําปฏิกิริยากบั OCPC ให้สารสีม่วง แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 
570 นาโนเมตร [Takahashi และคณะ, 2005] รายงานผลปริมาณแคลเซีÉยม/จํานวนเซลล์ ทกุๆ
สปัดาห์เป็นเวลา 4 สปัดาห์  

ค. จํานวนเซลล์ ด้วยวิธี DNA assay เป็นวิธีประมาณการเปลีÉยนแปลงของประชากรเซลล์
ด้วยการใสส่ารเรืองแสงทีÉมีคณุสมบตัิจบัจําเพาะกบั DNA  เช่น  bisbenzidine  (Hoechst)  มีมวล
โมเลกลุขนาด 533.88 และย้อมบริเวณเบส  A-T  ให้เรืองแสงได้ภายใต้แสงฟลอูอเรสเซนต์ ทีÉมีการ
กระตุ้นด้วยความถีÉ 340-380 nm และปลดปลอ่ยพลงังานแสงทีÉ 430-450 nm ทําได้โดยเตรียมสาร
มาตรฐานโดยใช้เซลล์เจือจางด้วย SDS ให้มีความเข้มข้น 1.56x104, 3.12x104, 6.25x104, 

1.25x105, 2.5x105, 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร และ cell lysate ของตวัอย่างบ่มทีÉอุณหภูมิ 37             
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัÉวโมงจากนั Êนนํา cell lysate ทีÉได้เก็บไว้ทีÉอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
เพืÉอให้เซลล์แตกและปล่อย DNA ออกมา การนําตวัอย่างไปวดัให้นํา cell lysate มาละลายทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสก่อน และเตรียมสารละลาย Hoechst 33258 ซึÉงเตรียมได้โดยนํา 

Hoechst 33258 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร, นํ Êาปราศจากไอออน 19 มิลลิลิตร และ SSC 1 มิลลิลิตร 
ผสมรวมกัน จากนั Êนปิเปตสารละลายของสารมาตรฐานและตัวอย่างทีÉนําไปวัดปริมาณ DNA 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ในถาดสีดําขนาด 96 หลุม แล้วเติมสารละลาย Hoechst 33258 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปวดั fluorescence intensity ทีÉ 355 นาโนเมตร (excitation) และ 
460 นาโนเมตร (emission) ด้วยเครืÉองสเปกโตรฟลอูอโรมิเตอร์ทีÉ [Takahashi  Y. และคณะ 2005] 
แสดงกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ช 
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3.4.8 ปัญหาทางจริยธรรมในการทดลอง 
การทดสอบทีÉมีการใช้สิÉงมีชีวิตจะมีการเสนอแผนงานวิจัยและได้รับการอนุมัติจาก

คณะกรรมการจริยธรรมแหง่จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลัยก่อนการดําเนินการ โดยผู้วิจยัได้ปฏิบตัิตาม
ข้อกําหนด มาตรฐานการดแูลและใช้สตัวทดลองแหง่จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อยา่งเคร่งครัด 

3.4.9 การใช้สถิตใินการวางแผนและวิเคราะห์ผลการทดลอง 
ในงานวิจยันี Êเปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งของข้อมลู โดยเก็บตวัอย่างแบบสุ่ม 3 ซํ Êานํามา

หาคา่เฉลีÉย และคา่การเบีÉยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation, SD) เพืÉอศึกษาว่าคา่ทีÉได้มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัหรือไม่ โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบที (Anova) ด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์มินิแทบ (Minitab system for Windows version 14, USA) ทีÉระดบัความ
เชืÉอมัÉน 95% (p-value<0.05) 
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บททีÉ 4 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

4.1 ลักษณะสมบัตขิองสารสกัดผลหม่อน 

 ผลหม่อนสายพนัธุ์เชียงใหม่ (Morus alba L.) ทีÉนํามาใช้ในการศกึษานั Êนมาจากแหล่งทีÉ 
มาในประเทศไทยด้วยกนั 2 แหล่งคือ จากไร่กํานนัจุล จงัหวดัเพชรบูรณ์ และจากสถาบนัหม่อน
ไหมแหง่ชาตเิฉลิมพระเกียรต ิสมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติÍพระบรมราชินีนาถ ศนูย์ดา่นเกวียน จงัหวดั
นครราชสีมา ซึÉงมีลกัษณะโดยทัÉวไปดงัรูปทีÉ 4.1  

 

รูปทีÉ 4.1 ลกัษณะทัÉวไปของผลหมอ่นสายพนัธ์ุเชียงใหม่จากแหลง่ปลกูจงัหวดั 

(a) เพชรบรูณ์ (b) นครราชสีมา 

 

ผลหมอ่นจากแหล่งจงัหวดัเพชรบรูณ์จะมีลกัษณะผลทีÉใหญ่ มีขนน้อย ส่วนผลหม่อนจาก
แหล่งจงัหวดันครราชสีมาจะมีผลทีÉเล็กกว่า และมีขนเยอะแตล่กัษณะโดยรวมคล้ายคลงึกนัคือผล  
สีม่วงเข้ม ผิวขรุขระ แต่จากการศึกษาลกัษณะทางกายภาพของผลหม่อนดงัตารางทีÉ 4.1 พบว่า 
นํ ÊาหนกัเฉลีÉยตอ่ผลของผลหมอ่นจากแหลง่จงัหวดัเพชรบรูณ์เทา่กบั 2.53±0.49 กรัม ซึÉงมีคา่สงูกว่า
อย่างมีนัยสําคัญเมืÉอเทียบกับผลหม่อนทีÉปลูกในนครราชสีมามีนํ ÊาหนกัเฉลีÉย  1.46±0.51 กรัม     
ผลหม่อนจากไร่กํานันจุล จังหวัดเพชรบูรณ์นั Êนได้มีการควบคุมและดูแลการผลิตผลหม่อนเป็น
อย่างดีเพืÉอให้ได้คณุภาพทีÉสูงในการจําหน่ายเชิงการค้า นอกจากผลหม่อนสดแล้วยงัสามารถนํา
ผลหม่อนไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dried) เพืÉอง่ายตอ่การเก็บรักษาและ

(a) (b) 
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สามารถยืดอายขุองผลหมอ่นได้นานพบวา่ผลหมอ่นทีÉผา่นกระบวนการทําแห้งแบบเหยือกแข็งจาก
เพชรบรูณ์มีร้อยละของนํ Êาหนกัแห้งเท่ากบั 14.27±0.35 และจากนครราชสีมาเท่ากบั 22.19±0.17 

ซึÉงแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั ซึÉงแสดงให้เห็นว่าผลหม่อนทีÉได้จากเพชรบรูณ์ มีปริมาณนํ Êาในผล
หมอ่นมากกว่าผลหม่อนจากนครราชสีมา คือมีปริมาณนํ Êาประมาณร้อยละ 85.8 ซึÉงผลหม่อนจาก
นครราชสีมามีนํ Êาเป็นองค์ประกอบประมาณร้อยละ 78.8  

ตาราง 4.1 สมบัตทิางกายภาพของผลหม่อนสด 

a-f แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05)  ของผลหมอ่นแหลง่ตา่งๆ 

เมืÉอนําผลหม่อนสดจาก 2 แหล่งนํามาผ่านกระบวนการสกัดโดยการปัÉนด้วยเครืÉองปัÉนนํ Êาผลไม้ 
และแยกกากได้ส่วนใสของสารสกัดผลหม่อนสด และผลหม่อนจากแต่ละแหล่งนํามาผ่าน
กระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง แล้วนํามาสกัดด้วยนํ Êาปราศจากไอออน ได้เป็นสารสกัดผงผล
หมอ่นสกดัแล้วนํามาศกึษาคณุลกัษณะของสารสกดัทีÉได้ทั Êงทางกายภาพและเคมี ดงันี Ê 

4.1.1 ลกัษณะทางกายภาพของสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหมอ่น 

 ลกัษณะทางกายภาพของสารสกัดหม่อนทั Êงของสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อน
สกดัดงัแสดงในตารางทีÉ 4.2 จะเห็นว่าสารสกดัหม่อนทีÉได้มีคา่ความหนาแน่นใกล้เคียงกับความ
หนาแน่นของนํ ÊาซึÉงมีคา่ประมาณ 1.0 กรัมตอ่มิลลิลิตร  คา่ความหนาแน่นของสารสกดัหม่อนทีÉได้
อยูใ่นชว่ง 0.971±0.006 ถึง 1.012±0.004 กรัมตอ่มิลลิลิตร แสดงถึงความเป็นเนื Êอเดียวกนัของสาร
สกัดทีÉสามารถสกดัสารสําคญัทีÉละลายในนํ Êาได้เท่านั Êน จากนั ÊนเมืÉอพิจารณาหาค่าความเป็นกรด 
ด่าง หรือค่าพีเอช พบว่าสารสกัดหม่อนมีค่าเป็นกรดเล็กน้อยประมาณ 3.67 ถึง 4.31 เมืÉอ

แหลง่ของผลหมอ่น 

สายพนัธุ์เชียงใหม ่

นํ ÊาหนกัเฉลีÉยตอ่
ผล(กรัม) 

นํ Êาหนกัแห้งของผลหมอ่น 

(ร้อยละโดยนํ Êาหนกั) 

ปริมาณนํ Êาในผล 

(ร้อยละโดยนํ Êาหนกั) 

เพชรบรูณ์ (Morus alba) 2.53±0.49a 14.27±0.35c 85.72±0.35e 

นครราชสีมา (Morus alba ) 1.46±0.51b 22.19±0.17d 77.82±0.17f 
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เปรียบเทียบระหว่างสารสกดัจากผลหม่อนสดกบัผงผลหม่อนสกดั พบว่าสารสกัดทีÉได้จากผงผล
หม่อนสกัดละลายในนํ Êาปราศจากไอออนมีค่าพีเอชสูงขึ Êนอย่างมีนัยสําคญั คือ 3.67±0.02 เป็น 
4.04±0.01 จากแหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์ และพีเอชเท่ากับ 4.08±0.02 เป็น 4.31±0.01 สําหรับ
แหล่งจงัหวดันครราชสีมา นอกจากนี Êยงัมีการหาค่าปริมาณของแข็งทีÉละลายนํ Êาได้ทั Êงหมดในสาร
สกัดผลหม่อนซึÉงแสดงค่าเป็น % Brix สารสกัดผลหม่อนสดจากแหล่งจังหวัดนครราชสีมามี
ปริมาณของแข็งทีÉละลายนํ Êาทั Êงหมดเทา่กบั 15.9±0.08 % Brix และสารสกดัผลหม่อนสดจากแหล่ง
จงัหวดัเพชรบรูณ์ซึÉงมีคา่เทา่กบั 9.98±0.12 % Brix ผลหมอ่นทีÉได้จากแหล่งนครราชสีมามีปริมาณ
ของแข็งทีÉละลายนํ Êาได้สูงกว่าแหล่งจงัหวดัเพชรบูรณ์ เนืÉองจากผลหม่อนจงัหวดันครราชสีมามี
ปริมาณนํ Êาเป็นองค์ประกอบตํÉากว่าผลหม่อนจากเพชรบรูณ์ และในสารสกดัผงผลหม่อนพบว่าผล
หมอ่นจากทั Êง 2 แหลง่มีคา่ปริมาณของแข็งทีÉละลายนํ Êาได้ไม่แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญั สารสกดัผง
ผลหม่อนจากแหล่งจงัหวดัเพชรบรูณ์เท่ากบั 7.68±0.17 % Brix และ แหล่งนครราชสีมาเท่ากับ 
7.70±0.14 % Brix จากคา่ % Brix ของผงผลหมอ่นสกดัมีคา่ใกล้เคียงกนัเนืÉองจากเกิดจากการเอา
ผงผลหม่อนปริมาณเท่ากนัมาสกดัในนํ Êาในสดัส่วนทีÉเท่ากัน อีกทั Êงค่าปริมาณของแข็งทีÉละลายนํ Êา
ได้สอดคล้องกบัคา่ร้อยละของนํ Êาหนกัแห้งของสารสกดั สารสกดัผลหม่อนสดจากแหล่งเพชรบรูณ์
มีคา่ร้อยละของนํ Êาหนกัแห้งเท่ากับ 11.19±0.03 และนครราชสีมาร้อยละของนํ Êาหนกัแห้งเท่ากับ 
17.47±0.03 สําหรับสารสกัดผงผลหม่อนพบว่าร้อยละของนํ Êาหนักแห้งเท่ากับ 6.59±0.99 และ 
7.48±0.04 จากแหลง่เพชรบรูณ์และนครราชสีมาตามลําดบั 

ตารางทีÉ 4.2 สมบัตทิางกายภาพของสารสกัดหม่อน 

ชนิดสารสกดั 
แหลง่ผล
หมอ่น 

ความหนาแนน่
(กรัมตอ่มิลลิลิตร) 

pH 
Total soluble 

solids (% Brix) 
ร้อยละของ
นํ Êาหนกัแห้ง 

ผลหมอ่นสด 
เพชรบรูณ์ 0.986±0.001a,b 3.67±0.02c 9.98±0.12f 11.19±0.03i 

นครราชสีมา 1.012±0.004b 4.08±0.02d  15.9±0.08g 17.47±0.03j 

ผงผลหมอ่น 
เพชรบรูณ์ 0.988±0.016a,b 4.04±0.01c  7.68±0.17h 6.59±0.99k 

นครราชสีมา 0.971±0.006a 4.31±0.01e  7.70±0.14h 7.48±0.0k 

a-k แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) ของสารสกดัผลหมอ่นชนิดตา่งๆ 
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การวัดสีของสารสกัดผลหม่อนทั Êงสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด โดยใช้
เครืÉองมือ colormeter รายงานผลเป็นค่า L*, a* และคา่ b* โดยคา่ L* แสดงคา่ความสว่างถ้าใกล้ 
100 แสดงว่าสว่างมาก คา่ a* แสดงคา่สีแดงกบัสีเขียวถ้าคา่ a* มีคา่เป็นบวกแสดงว่าวตัถมีุสีแดง 
และถ้าคา่ a* มีคา่เป็นลบแสดงว่าวตัถมีุสีเขียว ค่า b* แสดงคา่สีเหลืองกับสีนํ Êาเงินถ้าคา่ b* มี      
คา่เป็นบวกแสดงว่าวตัถมีุสีเหลือง และถ้าคา่ b* มีคา่เป็นลบแสดงว่าวตัถุมีสีนํ Êาเงิน ดงัตารางทีÉ 
4.3 พบว่าสารสกดัหม่อนมีค่า L* ตํÉากว่า 100 มากแสดงถึงสีของสารสกัดมีความสว่างตํÉาเมืÉอ
เทียบกนัระหวา่งสารสกดัผลหมอ่นสดกบัผงผลหมอ่นสกดัพบวา่สารสกดัทีÉได้จากผลหม่อนสดจะมี
คา่ความสว่างสงูกว่าเล็กน้อย แตเ่มืÉอเปรียบเทียบสารสกดัผลหม่อนสดจาก 2 แหล่งมีความสว่าง
ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั เมืÉอพิจารณา คา่ a* ของสารสกดัผลหม่อนทีÉได้มีคา่เป็นบวกแสดง
ถึงลกัษณะสารสกัดค่อนข้างจะเป็นสีแดง ซึÉงสารสกัดหม่อนจากแหล่งเพชรบรูณ์มีสีแดงมากกว่า
นครราชสีมา ในส่วนของคา่ b* ซึÉงมีคา่ติดลบมากแสดงว่าสารสกดัทีÉได้จะมีสีในโทนสีนํ Êาเงิน สาร
สกดัหม่อนสดมีสีนํ Êาเงินมากกว่าผงผลหม่อนสกดั และสารสกัดจากแหล่งนครราชสีมามีสีนํ Êาเงิน
มากกว่าเพชรบรูณ์ จากงานวิจยัของ Aramwit และคณะ (2010) พบว่าสีของผลลกูหม่อนมีผลทํา
ให้คณุลกัษณะทางเคมีและกายภาพของหม่อนแตกต่างกัน รวมถึงปริมาณแอนโธไซยานินและ
ฤทธิÍของการต้านอนมุลูอิสระด้วย ดงันั Êนในการนําผลหมอ่นมาศกึษานั Êน สีเป็นสิÉงสําคญัทีÉใช้ในการ
ควบคมุสมบตัทิางเคมีและกายภาพได้จงึควรเก็บผลหม่อนทีÉสีลกัษณะสีเดียวกนั ของในแตล่ะสาย
พนัธ์ุเนืÉองจากสีแสดงถึงการสุกของลูกหม่อน ดงันั Êนสีเข้มกว่าของผลหม่อนนครราชสีมาแสดงว่า
สกุมากกว่าเนืÉองจากมีนํ Êาตาลมากกว่า และนํ Êาตาลเป็นสารตั Êงต้นของสารแอนโธไซยานิน จากสี
อาจกลา่วได้เบื Êองต้นวา่ปริมาณแอนโธไซยานินทีÉได้จากหมอ่นทั Êง 2 แหลง่แตกตา่งกนั 
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ตารางทีÉ 4.3 สี ระบบ L*, a* และ b* ของสารสกัดผลหม่อน  

ชนิดสารสกดั แหลง่ผลหมอ่น 
สี 

L* 

(คา่ความสว่าง) 
a* 

(คา่สีแดง) 
b* 

(คา่สีนํ Êาเงิน) 

ผลหมอ่นสด 
เพชรบรูณ์ 20.45±0.28b,c 2.19±0.11d -2.17±0.07e 

นครราชสีมา 20.83±0.27b 2.00±0.11d -2.23±0.05e,g 

ผงผลหมอ่น 
เพชรบรูณ์ 20.03±0.15a,c 2.21±0.17d -2.20±0.06e 

นครราชสีมา 19.80±0.20a 2.07±0.11d -2.33±0.05f,g 

a-g แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) ของสารสกดัผลหมอ่นชนิดตา่งๆ 

4.1.2 ลกัษณะทางเคมีของสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหมอ่น 

การศกึษาสมบตัิทางเคมีของสารสกดัผลหม่อน ในทีÉนี ÊจะพิจารณาปริมาณกรดทีÉไทเทรต
ได้ นํ Êาตาลรีดิวซ์ และสารสําคญัซึÉงเป็นสารสีทีÉสามารถละลายนํ Êาได้ พบปริมาณสงูในผลไม้สีเข้ม
ทัÉวไปคือ สารแอนโธไซยานินเป็นสารในกลุ่มโพลิฟีนอล มีสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระชนิดหนึÉง 
อีกทั Êงยงัได้มีการศกึษาฤทธิÍการต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัหม่อน ดงัรูปทีÉ 4.2 พบว่าในสารสกดั
ของผลหม่อนสดจะมีปริมาณกรดในนํ Êาผลหม่อนด้วยการไทเทรตหาปริมาณกรด ซึÉงในทีÉนี Êคือ         
กรดซิตริกปริมาณสูงกว่าในสารสกัดทีÉได้จากผงผลหม่อนสกัดคือ จากแหล่งเพชรบูรณ์ มีร้อยละ 
1.32±0.02  และ 0.80±0.01 โดยนํ Êาหนกัต่อปริมาตรของสารสกัดหม่อนสดและสารสกัดผงผล
หม่อนสกัดตามลําดบั และแหล่งนครราชสีมามีปริมาณกรดทีÉไทเทรตได้ร้อยละ 0.87±0.02 และ 
0.57±0.01 โดยนํ Êาหนกัต่อปริมาตรของสารสกัดหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัตามลําดบัเช่นกัน 
สารสกดัผลหมอ่นทีÉได้จากแหลง่จงัหวดัเพชรบรูณ์จะมีปริมาณกรดทีÉสงูกว่าจากแหล่งนครราชสีมา 
ซึÉงปริมาณกรดทีÉไทเทรตได้นี Êสอดคล้องกบัคา่พีเอชในตารางทีÉ 4.2 ปริมาณกรดทีÉไทเทรตได้ในสาร
สกดัหมอ่นสงูจะมีคา่พีเอชตํÉา  
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รูปทีÉ 4.2 ปริมาณกรดทีÉไทเทรตได้ของสารสกดัผลหมอ่นสดและผงผลหม่อนสกดัจากแหล่งจงัหวดั
เพชรบรูณ์ และนครราชสีมา โดยทีÉ a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง
สถิต ิ(p<0.05) 

 

นอกจากนี Êยงัได้มีการศกึษาปริมาณนํ Êาตาลในสารสกดัหม่อนซึÉง Ozgen และคณะ (2009) 

ได้รายงานว่าในผลหม่อนมีนํ Êาตาลชนิดหลกัอยู่ 2 ชนิดคือ กลูโคสและฟรุคโตส ประมาณร้อยละ 
52 และ ร้อยละ 48 ตามลําดบั อีกร้อยละ 1 ทีÉพบน้อยมากคือนํ Êาตาลซูโครส จากนํ ÊาตาลชนิดหลกัทีÉ
พบในผลหมอ่นทําให้ในงานวิจยันี Êได้หาปริมาณนํ ÊาตาลทีÉพบในสารสกดัซึÉงเป็นนํ Êาตาลรีดิวซ์ โดยใช้
นํ Êาตาลกลูโคสเป็นสารมาตรฐาน ดงัรูปทีÉ 4.3 สารสกัดผลหม่อนสดจากแหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์             
มีปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ 50.13±6.25 มิลลิกรัมกลูโคสต่อกรัมนํ Êาหนกัแห้ง ในขณะทีÉผงผลหม่อน
สกดัมีปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ 127.26±9.29 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมนํ Êาหนกัแห้ง และแหล่งจงัหวดั
นครราชสีมา สารสกดัผลหม่อนสดมีปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ 12.25±1.22  มิลลิกรัมกลโูคสต่อกรัม
นํ Êาหนกัแห้ง และสารสกดัผงผลหม่อนแห้งเท่ากบั 150.55± 8.56 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมนํ Êาหนกั
แห้ง แตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทุกกลุ่มสารสกัด โดยเฉพาะผงผลหม่อนสกดัทีÉมีปริมาณนํ Êาตาล
รีดิวซ์สูงกว่าสารสกัดผลหม่อนสดมากเนืÉองจากการคํานวณคิดเทียบกับนํ ÊาหนักเริÉมต้น  สิÉงทีÉน่า
สงัเกตคือสารสกดัหม่อนทีÉมีคา่พีเอชสงูจะมีปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์สงูเช่นกนั อย่างไรก็ตามปริมาณ



43 

 

นํ Êาตาลรีดวิซ์ไมส่อดคล้องกบัคา่ % Brix เนืÉองจาก % Brix ไมไ่ด้แสดงถึงปริมาณนํ Êาตาลเพียงอย่าง
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รูปทีÉ 4.3 ปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหมอ่นสกดั จากแหลง่จงัหวดั
เพชรบรูณ์ และนครราชสีมา โดยทีÉ a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง
สถิต ิ(p<0.05) 

 

 เมืÉอพิจารณาหาปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมดในสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อน
สกดัด้วยวิธี HPLC ดงัรูปทีÉ 4.4 พบว่าสารสกดัผลหม่อนสดจากแหล่งเพชรบรูณ์มีปริมาณแอนโธ-

ไซยานินทั Êงหมดเท่ากับ 8.67±0.63 มิลลิกรัมต่อกรัมนํ Êาหนกัแห้งและสารสกัดผงผลหม่อนสกัด
เท่ากบั 12.14±0.77 มิลลิกรัมต่อกรัมนํ Êาหนกัแห้งและในสารสกัดหม่อนจากแหล่งนครราชสีมามี
ปริมาณแอนโธไซยานิน 9.96±0.32 มิลลิกรัมตอ่กรัมนํ Êาหนกัแห้ง และ 14.35±0.43 มิลลิกรัมต่อ
กรัมนํ Êาหนกัแห้งของสารสกัดหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัตามลําดบั จากงานวิจยัของมนต์วดี 
และศศิธร (2551) สกดัผลหม่อนพนัธ์ุกําแพงแสน-เอ็มบี-42-1 ด้วยเมทานอลร้อยละ 50 ผสมกับ
กรดไฮโดรคลอริคร้อยละ 1 พบว่าสารสกัดหม่อนทีÉได้มีปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมดเท่ากับ 
18.43 มิลลิกรัมตอ่กรัมหมอ่นแห้ง มีปริมาณแอนโธไซยานินมากกว่าในงานวิจยัดงักล่าว เนืÉองจาก
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การใช้ตัวทําละลายด้วยเมทานอลสามารถสกัดสารต้านอนุมูลอิระได้สูงกว่านํ Êาทําให้ได้               
สารประเภทฟีนอลลิกทีÉสงูขึ Êน [Arabshahi-Delouee และUrooj, 2007]  

นอกจากนี Êรายงานว่า Aramwit  และคณะ (2010) วิเคราะห์นํ Êาคั Êนหม่อนสดสายพนัธุ์
เชียงใหม่ (Morus alba L.) จากไร่กํานนัจุล เพชรบูรณ์ พบว่าสีของผลหม่อนมีผลต่อปริมาณ
แอนโธไซยานิน โดยผลหมอ่นสีแดงมีปริมาณแอนโธไซยานินเท่ากบั 13.48 มิลลิกรัมตอ่กรัมหม่อน
แห้ง ผลหม่อนสีม่วงแดง 44.92 มิลลิกรัมตอ่กรัมหม่อนแห้ง และผลหม่อนสีม่วง 76.36 มิลลิกรัม
ตอ่กรัมหม่อนแห้ง สรุปว่าหม่อนทีÉมีสีโทนม่วงจะมีปริมาณแอนโธไซยานินทีÉสงูกว่า จากงานวิจยั
ดงักล่าวมีความสอดคล้องกบังานวิจยันี Êคือ คา่ b* ของสารสกดัผงผลหม่อนมีคา่ติดลบสงูกว่าสาร
สกดัผลหม่อนสดและอีกทั Êงสารสกดัทั Êงสองชนิดจากแหล่งจงัหวดันครราชสีมามีคา่  b*  ติดลบสงู
กว่าแหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์ แสดงว่าสารสกัดผลหม่อนจากแหล่งนครราชสีมามีสีโทนนํ Êาเงิน
มากกวา่จากเพชรบรูณ์และมีปริมาณแอนโธไซยานินสงูกวา่ประมาณร้อยละ 25  
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รูปทีÉ 4.4 ปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมดของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดัจากแหล่ง
ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ และนครราชสีมาโดยใช้วิธี HPLC โดยทีÉ a, b, c แสดงความแตก ตา่งกนั
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05)  
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เมืÉอพิจารณาการทําแห้งแบบเหยือกแข็งของผลหม่อนทีÉมีต่อปริมาณแอนโธไซยานิน
ทั Êงหมดพบว่าการทําแห้งแข็งของผลหม่อน ผ่านกระบวนการแช่แข็งทีÉอุณหภูมิตํÉาประมาณ -20 

องศาเซลเซียส แล้วนําไปทําแห้งภายใต้สญูญากาศ นํ ÊาทีÉเกิดเป็นผลึกจะเกิดการระเหิดออกทําให้
เกิดการสูญเสียนํ Êาไปทั Êงหมด ค่าร้อยละของนํ Êาหนักแห้งของผลหม่อนสดจากเพชรบูรณ์เท่ ากับ  
ร้อยละ 14.27 และผลหมอ่นสดจากนครราชสีมาเท่ากบัร้อยละ 22.19  ดงันั Êนเกิดการสญูเสียนํ Êาไป
ร้อยละ 85.73 และร้อยละ 77.81 ตามลําดบั (ตารางทีÉ 4.1) พบว่า ผลหม่อนทีÉผ่านกระบวนการทํา
แห้งแข็งแล้วนํามาสกดัสารสกัดผลหม่อนด้วยนํ Êาทําให้ปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมดตอ่นํ Êาหนกั
แห้งของสารสกัดของผงผลหม่อนสกัดสูงกว่าสารสกัดจากผลหม่อนสดแตกต่างอย่างมีนยัสําคญั 
แสดงให้เห็นว่ากระบวนการทําแห้งเป็นการระเหิดนํ Êาออกแตส่ารสําคญันั ÊนทีÉจริงมีอยู่ทีÉผิวกบัส่วน
ของเนื Êอผลหม่อนมากกว่าซึÉงการสญูเสียนํ ÊาในจํานวนหนึÉงแต่กลบัทําให้สารแอนโธไซยานินทีÉได้มี
มากกว่าในปริมาณสงู Gonsalez-SanJose, M L (1992) รายงานว่านํ ÊาตาลซึÉงเป็นสารตั Êงต้นของ
แอนโธไซยานินและสารประกอบฟีนอลหลายชนิดมีความเข้มข้นสงูทีÉบริเวณเปลือก (skin) ของผล
องุ่นซึÉงมีสีแดงเข้มมากกว่าในนํ Êาคั Êน ซึÉงในกรณีของผลหม่อนก็น่าจะเป็นไปในทํานองเดียวกัน 
เนืÉองจากในผงผลหม่อนสกดัมีปริมาณนํ Êาตาลรีดิว์สงูกว่าสารสกดัผลหม่อนสดมาก จึงมีผลทําให้
ปริมาณแอนโธไซยานินในผงผลหม่อนสกัดซึÉงได้จากการทําแห้งแข็งหม่อนทั Êงผลสูงกว่าในนํ Êาคั Êน
จากผลสดทีÉมีการแยกกากซึÉงมีเปลือกเป็นองค์ประกอบจํานวนมากออกมากจึงเป็นไปได้ว่าการ
บริโภคหม่อนทั Êงผลหรือส่วนเปลือกจะได้รับแอนโธไซยานินมากกว่าการบริโภคสารสกัดทีÉผ่าน
กระบวนการกรองเอากากออก 

การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแอนโธไซนินด้วยเทคนิค HPLC ได้ผลดงัรูปทีÉ 4.5 แหล่ง
ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์และนครราชสีมา พบว่าสารสกดัผลหม่อนมีสารแอนโธไซยานินหลกั 2 ชนิด 
คือ ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ (cyanidin-3-glucoside) พบในพีคแรกและไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ 
(cyanidin-3-rutinoside) ซึÉงพบในพีคทีÉสองทีÉเวลา 18.835 และ 22.026 นาที ของสารสกดัหม่อน
สดจากแหล่งเพชรบูรณ์ มีปริมาณไซยานินดิน-3-กลูโคไซค์ร้อยละ 47.97 และไซยานิดิน-3-            
รูติโนไซด์ร้อยละ  48.86 และทีÉเวลา 18.463 และ 21.707 นาที พบไซยานิดิน-3-กลโูคไซค์ร้อยละ 
53.83% และไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ร้อยละ 36.39 ของสารสกดัหม่อนสดจากแหล่งนครราชสีมา
ตามลําดบั มีงานวิจยัทีÉผ่านมารายงานการสกดัผลหม่อนพบว่าชนิดแอนโธไซยานินส่วนใหญ่ทีÉพบ 
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คือไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ และ รองมาคือ ไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ [Qin และคณะ, 2010, Bae และ
Shu, 2007, มนต์วดี และศศธิร, 2553]  

 

 

 

รูปทีÉ 4.5  ตวัอย่างผลการวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานิน ด้วย High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหมอ่นสดจาก A) เพชรบรูณ์ B) นครราชสีมา, ปริมาณ
ตัวอย่างทีÉใช้ 20 ไมโครลิตร ใช้คอลัมน์ C-18 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อัตราการไหล 1 
มิลลิลิตรตอ่นาที คา่ดดูกลืนแสง 530 นาโนเมตร วฎัภาคเคลืÉอนทีÉคือตวัทําละลาย A 1.5% H3PO4, 

20% HOAc, 25% MeCN  ในนํ Êา และตวัทําละลาย B 1.5% H3PO4 ในนํ Êา [มนต์วดี และศศิธร, 
2553] พบพีคหลกัคือ a: ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ทีÉเวลาประมาณ 18 นาที, และพีค b: ไซยานิดิน-

3-รูตโินไซด์ ทีÉเวลาประมาณ 22 นาที 

  A) 

B) 

47.97% 

a 48.86% 

b 

53.83% 

a 36.39% 

b 

a b 
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การหาปริมาณแอนโธไซยานินทั Êงหมดจากวิธี pH-differential เป็นวิธีทีÉสะดวก รวดเร็ว 
และมีการนําไปใช้ในงานวิจยัตา่งๆ จํานวนมาก ตา่งจากเทคนิค HPLC ซึÉงเป็นวิธีทีÉมีคา่ใช้จ่ายสงู 
ในการทดลองนี Êจึงเลือกใช้วิธี pH-differential ในการหาปริมาณแอนโธไซยานินและนํา HPLC มา
เปรียบเทียบคา่ความคลาดเคลืÉอนของวิธีดงักล่าวนี ÊดงัแสดงในรูปทีÉ 4.6 พบว่าในช่วงทีÉปริมาณ
แอนโธไซยานินตํÉากว่า 125 มิลลิกรัมต่อลิตร วิธี pH-differential กับ HPLC มีค่าความ
คลาดเคลืÉอนประมาณร้อยละ 18 แตช่่วงปริมาณแอนโธไซยานิน 125-500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่า
วิธี pH-differential กับ HPLC มีค่าความคลาดเคลืÉอนต่างกันประมาณร้อยละ 15 และช่วงทีÉ
ปริมาณแอนโธไซยานินสงูกว่า 500 มิลลิกรัม คา่ความคลาดเคลืÉอนประมาณร้อยละ 10 อาจมี
สาเหตมุาจากทั Êง 2 วิธีมีการประมาณคา่ทีÉตา่งกนั คือ HPLC ใช้ การประมาณคา่ปริมาณแอนโธ-  
ไซยานินทั Êงหมดจากพื ÊนทีÉใต้พีคของแอนโธไซยานินชนิดเดียวคือ ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ ทีÉใช้เป็น
สารมาตรฐานในขณะทีÉ pH-differential เป็นการประมาณจากสตูรการคํานวณปริมาณแอนโธไซ-

ยานินทั Êงหมดในสภาวะพีเอช 1.0 ทีÉแอนโธไซยานินคงตวัสงูสดุ และพีเอช 4.5 แอนโธไซยานิน
เสืÉอมสลายมากสุด [Durst และ Wrolstad, 2005] ซึÉงในสารสกัดผลหม่อนมีแอนโธไซยานิน
มากกว่าหนึÉงชนิด การวิเคราะห์ผลทีÉใช้ในงานวิจยันี Êศกึษาปริมาณแอนโธไซยานินในช่วงทีÉสูงกว่า 
500 มิลลิกรัมตอ่ลิตรแตก่ารศกึษาความคงตวัทีÉอณุหภมูิตา่งๆ คา่จะอยู่ครอบคลมุทกุช่วงเนืÉองจาก
แอนโธไซยานินมีการเสืÉอมสลายไป อย่างไรก็ตามคา่ทีÉวดัได้จากวิธี pH differential ทีÉได้ถือว่าอยู่
ในเกณฑ์ยอมรับได้  

 

 

 

 

 

 



48 

 

y = 0.91x
R² = 0.9968

y = x
R² = 1

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

C
ya

ni
di

n-
3-

gl
uc

os
id

e 
(m

g/
L)

Cyanidin-3-glucoside (mg/L)

pH differrential method

HPLC method

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปทีÉ 4.6 เปรียบเทียบเทคนิควิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินของวิธี pH differential (   ) กบั 
วิธี HPLC (   ) ซึÉงใช้สารละลายไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ในนํ Êาปราศจากไอออนในการเปรียบเทียบ  

 

ในการศกึษาฤทธิÍการต้านอนุมลูอิสระของสารสกดันํ Êาหม่อนทําโดยพิจารณาจากค่า half 

maximal inhibitory concentration หรือ IC50 ซึÉงเป็นคา่มาตรฐานทีÉสามารถบอกประสิทธิภาพของ
ความเข้มข้นของสารสกดัทีÉสามารถยบัยั Êงปฎิกิริยาของอนมุลูอิสระได้ครึÉงหนึÉง  ดงัรูปทีÉ 4.7 พบว่า
แหล่งจังหวัดเพชรบูรณ์ สารสกัดผลหม่อนสดมีฤทธิÍการต้านอนุมูลอิสระทีÉดีกว่าสารสกัดผงผล
หม่อน  พิจารณาจากปริมาณสารสกัดทีÉ ใ ช้ ในการยับยั Êงอนุมูล อิ สระ  1,1-diphennyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) จากคา่ IC50 ความเข้มข้นทีÉน้อยกว่าคือ 0.28±0.02 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร
ของสารสกดัผงผลหม่อน และ 0.30±0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารสกัดผลหม่อนสด ซึÉงไม่
แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั แตสํ่าหรับสารสกัดจากแหล่งนครราชสีมาพบว่าฤทธิÍในต้านอนุมูล
อิสระของสารสกดัผงผลหม่อนเท่ากบั 0.23±0.01 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และสารสกดัผลหม่อนสด
เท่ากบั 0.29±0.02 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ซึÉงสารสกดัผงผลหม่อนมีฤทธิÍในการต้านอนมุลูอิสระสงู
กวา่สารสกดัผลหมอ่นสดอยา่งมีนยัสําคญั และเมืÉอเปรียบเทียบกนัระหว่าง 2 แหล่งทีÉมาพบว่าสาร

ตารางความคลาดเคลืÉอน 
mg/L ความคลาดเคลืÉอนสงูสดุ 
0-125 18% 

125-500 15% 

500-1200 10% 
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สกดัผลหม่อนสดจากจงัหวดันครราชสีมาและเพชรบรูณ์มีฤทธิÍในการต้านอนมุลูอิสระไม่แตกตา่ง
กนัอยา่งมีนยัสําคญั แตสํ่าหรับสารสกดัผงผลหมอ่น คา่ IC50  ของสารสกดัจากนครราชสีมาตํÉากว่า
แหล่งจงัหวดัเพชรบูรณ์ หมายถึงสารสกัดจากนครราชสีมามีฤทธิÍในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า 
ความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระนั Êน นอกจากสารแอนโธไซยานินซึÉงเป็นเพียงหนึÉงในสารกลุ่ม
แอนติออกซิแดนซ์แล้วในสารสกัดอาจมีสารแอนติออกซิแดนซ์กลุ่มอืÉนเช่น ฟลาโวนอยด์             
โพลิฟินอล ซึÉงประกอบด้วยสารสําคญัต่างๆ มากมาย จากงานวิจยันี Êพบว่าสารสกัดผงผลหม่อน
สกัดมีฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระทีÉสูงกว่าผลหม่อนสดซึÉงพิจารณาต่อนํ Êาหนกัแห้งของสารสกัด เพราะ
การสกัดหม่อนแห้งสกัดโดยนํ ÊาจึงสามารถสกัดสารสําคัญชนิดอืÉนนอกจากแอนโธไซยานินทีÉ
สามารถละลายในนํ Êาได้มากกว่าแต่เนืÉองจากสารสกัดหม่อนสดได้จากการคั Êนนํ ÊาซึÉงอาจมี
สารสําคญัตวัอืÉนทีÉละลายอยูใ่นนํ Êาคั ÊนทีÉตํÉากวา่   
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รูปทีÉ 4.7 คา่ half maximal inhibitory concentration หรือ IC50 ของสารสกดัผลหม่อนสดและผง
ผลหม่อนสกัดจากแหล่งปลูกจงัหวดัเพชรบูรณ์และนครราชสีมา  โดยทีÉ a, b, c แสดงความ      
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) 
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4.2 ศึกษาความคงตัวของสารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อน  

ในการศกึษาความคงตวัของแอนโธไซยานินในสารสกดัหม่อนได้เลือกสารสกดัผลหม่อนทีÉ
ได้จากแหล่งปลูกจังหวัดเพชรบูรณ์ เพียงแหล่งเดียวในการศึกษาเนืÉองจากแหล่งผลิตเป็นไร่ทีÉมี
มาตรฐานและการควบคมุคณุภาพของผลหมอ่นทีÉดีได้แก่ ขนาด อาย ุและการหลีกเลีÉยงศตัรูพืช อีก
ทั Êงผลหมอ่นจากไร่ยงัมีการผลิตทีÉสมํÉาเสมอในจํานวนมากเพืÉอใช้ในเชิงพาณิชย์อีกด้วย 

4.2.1 ผลของอณุหภมูิทีÉมีตอ่ความคงตวัของสารสกดัผลหมอ่น 

 จากการศึกษาความคงตัวของสารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อนต่ออุณหภูมิดัง
แสดงในรูปทีÉ 4.8 (a)  และ รูปทีÉ 4.8 (b)  พบว่าร้อยละของสารแอนโธไซยานินมีค่าตํÉาลงเมืÉอ
อณุหภมูิสงูขึ Êนทั Êงในสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดั แสดงให้เห็นว่าสารแอนโธไซยานิน
มีการสลายตวัเพิÉมสงูขึ Êน แอนโธไซยานินมีความคงตวัสงูสดุทีÉอณุหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ของทั Êง
สารสกัดหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด แต่หม่อนสดมีแนวโน้มทีÉจะสลายตัวทีÉอุณหภูมิ 40      

องศาเซลเซียสมากกว่าผงผลหม่อนสกัด อีกทั ÊงยังสามารถพบครึÉงชีวิตของการสลายตัวเมืÉอ
อณุหภูมิสงูขึ Êนเป็น 70 องศาเซลเซียสของหม่อนสดและผงผลหม่อนซึÉงเท่ากบั 7.14 ชัÉวโมง และ 
8.39 ชัÉวโมง และอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ค่าครึÉงชีวิตเท่ากับ 0.89 และ 0.96 ชัÉวโมง 
ตามลําดบั ซึÉงให้ผลการทดลองทีÉสอดคล้องกบัรายงานของ Kirca และ Cemeroglu (2003) พบว่า
แอนโธไซยานินในนํ Êาของส้มสีเลือด (blood orange) เกิดการสลายตวัเพิÉมสงูขึ ÊนเมืÉออณุหภูมิสงูขึ Êน 
ทีÉ Brix ร้อยละ 11 ครึÉงชีวิต เท่ากับ 6.3, 3.6 และ 1.5 ชัÉวโมง ทีÉอุณหภูมิ 70, 80 และ 90           
องศาเซลเซียส ตามลําดับ นอกจากนี Êในปี 2007 ยังมีรายงานว่าแอนโธไซยานินในนํ Êาของ       
แบล็คเบอร์รีÉสลายตัวมากขึ ÊนเมืÉออุณหภูมิสูงขึ Êนเช่นกัน ทีÉอุณหภูมิ 60, 70, 80 และ 90            
องศาเซลเซียสค่าครึÉงชีวิตเท่ากบั 16.7, 8.8, 4.7 และ 2.9 ชัÉวโมงตามลําดบั [Wang และ Xu, 

2007] การเปรียบเทียบการสลายตวัของสารแอนโธไซยานินทีÉอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสของในผล
หม่อนส้มสีเลือดและแบล็คเบอร์รีÉ มีค่าการสลายตวัทีÉแตกต่างกัน อาจจะเป็นเพราะชนิดของสาร
แอนโธไซยานินและองค์ประกอบทางเคมีทีÉมีความแตกต่างกนัของผลไม้ทีÉตา่งชนิดกนัซึÉงอาจมีผล
ตอ่ความคงตวัของสารแอนโธไซยานินได้ นอกจากนี Êงานวิจยัของมนต์วดี และศศิธร (2551) ยงัได้
รายงานผลของอณุหภมูิตอ่ความคงตวัของแอนโธไซยานินในนํ Êาลกูหม่อนพบว่า การสลายตวัสงูขึ Êน
เมืÉออณุหภูมิสงูขึ Êนโดยอตัราการสลายตวัเกิดเป็นปฎิกิริยาอนัดบัหนึÉง  ความคงตวัของสารสกดัผล
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หม่อน คา่ครึÉงชีวิตในนํ Êาลกูหม่อนเท่ากบั 12.3, 6.2 และ 4.0 ชัÉวโมง ทีÉอณุหภูมิ 70, 80 และ 90              
องศาเซลเซียสตามลําดบั  
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รูปทีÉ 4.8 การเปลีÉยนแปลงของสารแอนโธไซยานินในสารสกดัสารสกดัผลหม่อนสด (a) และผงผล
หม่อนสกดั (b) จากแหล่งปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ ทีÉอณุหภูมิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียส ทีÉ
เวลาตา่งๆ   

      fresh (a) 

freeze dried 
(b) 
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และอีกงานวิจยัของ Aramwit และคณะ (2010) พบว่าความคงตวัของแอนโธไซยานินใน
นํ Êาคั Êนของผลหม่อนจากไร่กํานนัจลุ จงัหวดัเพชรบรูณ์ ทีÉอณุหภูมิ 40, 50 และ 70 องศาเซลเซียส
ลดลงอย่างมีนยัสําคญั ทีÉอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเวลา 10 ชัÉวโมง แอนโธไซยานินสลายตวัไป
ประมาณร้อยละ 10 แม้ว่าในการศึกษาเป็นผลไม้ชนิดเดียวกนัแตย่งัมีการสลายตวัทีÉต่างกันอาจ
เป็นเพราะสายพนัธุ์ ลกัษณะการเพาะปลกู แหลง่เพาะปลกู และฤดกูารเก็บเกีÉยว ทีÉทําให้สมบตัิทาง
กายภาพและเคมีต่างกัน มีผลต่อความคงตวัของสารแอนโธไซยานินได้ รูปทีÉ 4.9 แสดงกราฟ
ความสัมพันธ์ของร้อยละของแอนโธไซยานินในสารผลหม่อนทีÉเก็บไว้เป็นเวลา  10 ชัÉวโมง ทีÉ
อณุหภมูิตา่งๆ จะเห็นว่าการสลายตวัของแอนโธไซยานินสงูขึ ÊนตามอณุหภูมิทีÉเก็บรักษา แสดงเป็น
สมการเชิงคณิตศาสตร์ชนิดพหุนามตัวแปรเดียว (polynomial equation) ดีกรี 2 ได้ว่า                  
y = -0.0044x2 - 0.5122x  + 101.46 สําหรับสารสกดัผลหม่อนสด และ y = -0.0083x2 - 0.1372x 

+ 99.297 ความสมัพนัธ์ดงักล่าวสามารถใช้ประมาณร้อยละของแอนโธไซยานินทีÉเหลืออยู่ ณ 
อณุหภมูิตา่งๆ ได้ 

   

 

y = -0.0044x2 - 0.5122x + 101.46
R² = 0.9986

y = -0.0083x2 - 0.1372x + 99.297
R² = 0.992
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รูปทีÉ 4.9 การเปลีÉยนแปลงของสารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด
จากแหลง่ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ ทีÉอณุหภมูิ 4, 40, 70 และ 100 องศาเซลเซียส ทีÉเวลา 10 ชัÉวโมง 
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เมืÉอพิจารณาเปรียบเทียบความคงตวัทีÉอุณหภูมิต่างๆ ระหว่างสารสกัดผลหม่อนสดและ
สารสกดัผงผลหม่อนสกดั พบว่ากระบวนการทําแห้งแข็งไม่มีผลทําให้แอนโธไซยานินคงตวัสงูขึ Êน 
ไม่ว่าจะผ่านกระบวนการในอณุหภูมิตา่งๆ  ได้แก่ 4, 70 และ 100 องศาเซลเซียสโดยสารสกดัทีÉ
ผา่นการเก็บในแตล่ะอณุหภมูินั Êนจะมีร้อยละของปริมาณแอนโธไซยานินทีÉเหลืออยู่ใกล้เคียงกนัโดย
ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารสกัดผงผลหม่อนมีความคงตวัดีกว่าสารสกัดผลหม่อนสดเพียง
เล็กน้อย 

4.2.2 ผลของสภาวะการฆา่เชื ÊอทีÉมีตอ่ความคงตวัของสารสกดัผลหมอ่น 

 เมืÉอนําสารสกดัผลหมอ่นของทั Êงผลหมอ่นสดและผงผลหม่อนสกดัผ่านกระบวนการฆ่าเชื Êอ
ด้วยวิธีต่างๆ ดงัรูปทีÉ 4.10  คือ พาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT (60  องศาเซลเซียส ใช้เวลา 30 นาที), 

พาสเจอร์ไรส์ แบบ HTST (อณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เวลา 15 วินาที) และ สเตอริไลส์ (อณุหภูมิ
121 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที) พบว่าการฆ่าเชื Êอแบบ LTLT และแบบสเตอริไลส์ มีผลให้
ปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกดัหมอ่นลดลงอยา่งมีนยัสําคญัโดยลดลงเหลือร้อยละ 86 ของสาร
สกัดผงผลหม่อนสกัดและร้อยละ 81 ของสารสกัดหม่อนสดตามลําดับ และการฆ่าเชื Êอแบบ        
สเตอริไลส์ มีผลทําให้แอนโธไซยานินเสืÉอมสลายมากทีÉสดุ โดยมีแอนโธไซยานินในสารสกัดผงผล
หม่อนสกัดเหลืออยู่เพียงร้อยละ 64 และในสารสกัดผลหม่อนสดเท่ากับร้อยละ 62 ซึÉงนอกจาก
อณุหภมูิทีÉมีผลเวลาก็มีสว่นสําคญัแม้วา่การฆา่เชื Êอแบบพาสเจอร์ไรส์แบบ HTST ซึÉงใช้อณุหภูมิ 70 

องศาเซลเซียสสงูกว่า 60 องศาเซลเซียส ทีÉเป็นการพาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT แตใ่ช้เวลาในการฆ่า
เชื ÊอทีÉตํÉากว่าเพียง 15 วินาทีเท่านั Êน ทําให้พบว่าการใช้เวลาทีÉมากขึ Êนมีผลตอ่การสลายตวัของสาร
แอนโธไซยานินซึÉงก็มีผลควบคูไ่ปกบัการใช้อุณหภูมิทีÉสงู อีกทั ÊงเมืÉอพิจารณาเปรียบเทียบสารสกัด
ของผลหม่อนสดกับผงผลหม่อนสกัดทีÉสภาวะเดียวกันก็ให้ผลเช่นเดียวกันกับข้างต้นคือสารสกัด
จากผงผลหม่อนสกดัทีÉผ่านกระบวนการทําแห้งไม่มีผลทําให้ความคงตวัของสารแอนโธไซยานินมี
คา่สงูขึ Êนได้เนืÉองจากปริมาณแอนโธไซยานินทีÉไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญั 
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รูปทีÉ 4.10 การเปลีÉยนแปลงปริมาณแอนโธไซยานินของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดั
ทีÉได้จากแหล่งปลกูเพชรบรูณ์ ในสภาวะไม่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื Êอ (non sterilization), สภาวะฆ่า
เชื Êอแบบพาสเจอร์ไรส์ 60 oC เวลา 30 นาที (LTLT), สภาวะฆ่าเชื Êอแบบพาสเจอร์ไรส์ 70 oC เวลา 
15 วินาที (HTST) และสภาวะฆ่าเชื Êอแบบสเตอริไลส์ 121 oC เวลา 20 นาที (sterilization) (a-d 

แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) ของทกุกลุม่ตวัอยา่ง) 
 

4.2.3 ผลของสภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle ทีÉมีตอ่ความคงตวัของสารสกดัผลหมอ่น 
 ในการศึกษาสภาวะเร่งซึÉงเป็นการเร่งสารสกัดผลหม่อนให้เกิดการสูญเสียสภาพได้เร็ว
ยิÉงขึ Êนโดยการเร่งแบบ freeze thaw cycle มีการเปลีÉยนแปลงสภาวะในการเก็บสารโดยสลบักัน
ระหว่างอุณหภูมิร้อนกับเย็น โดยนําสารสกัดผลหม่อนเก็บไว้ทีÉอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเป็น 
ระยะเวลา 46 ชัÉวโมง นําออกมาคายความเย็นทิ Êงไว้ทีÉอุณหภูมิห้อง 30 นาที แล้วนําไปแช่ในอ่าง
ควบคมุอุณหภูมิทีÉอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเวลา 90 นาที นบัเป็น 1 รอบ ทําจนครบ 4 รอบ 

[Regan และMulvihill, 2010] หาร้อยละแอนโธไซยานินทีÉคงอยู่เทียบกับทีÉเริÉมต้น ดงัรูปทีÉ 4.11 

พบว่า สภาวะแบบ freeze thaw cycle ไม่มีผลให้สารแอนโธไซยานินเกิดการเสืÉอมสภาพได้เร็ว
ยิÉงขึ Êน ในรอบทีÉ 1 ถึงรอบทีÉ 4 ไม่มีการเปลีÉยนแปลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติของทั Êงสารสกัดผล
หม่อนสดและผงผลหม่อนสกัด  อาจเป็นเพราะอุณหภูมิมีผลมากกว่าการเร่งสภาวะเนืÉองจาก
สภาวะเร่งมีการใช้อณุหภูมิทีÉ -20, 40 และอณุหภูมิห้องในการแช่แข็งและละลายสลบักนั จากผล
ของอุณหภูมิทีÉมีต่อการเปลีÉยนแปลงของแอนโธไซยานินข้างต้นพบว่า อุณหภูมิสูงทีÉ 40 องศา-

เซลเซียส 90 นาทีจะพบวา่ปริมาณแอนโธไซยานินไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ   
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รูปทีÉ 4.11 การเปลีÉยนแปลงปริมาณแอนโธไซยานินของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดั
ทีÉไม่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื Êอ จากแหล่งปลกูเพชรบรูณ์ ในสภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle โดย 
แชแ่ข็งทีÉอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 46 ชัÉวโมง จากนั Êนทิ Êงไว้ทีÉอณุหภูมิห้อง (26±2) เวลา 30 นาที 
และแชใ่นอา่งควบคมุอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  90 นาที เท่ากบั 1 cycle จนครบ 4 cycle โดยทีÉ 
a และ b แสดงความแตกตา่งกนั อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) 

 

 จากการศึกษาความคงตวัของแอนโธไซยานินในสภาวะอุณหภูมิต่างๆ สภาวะทีÉผ่านการ
ฆ่าเชื Êอ และสภาวะเร่งแบบ freeze thaw cycle จะแสดงให้เห็นว่าสภาวะทีÉเหมาะสมในการ
นําไปใช้ในการเก็บรักษาสารสกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัดเพืÉอให้ได้แอนโธไซยานินคงมี
ประสิทธิภาพสูงสุดคือ ควรเก็บสารสกัดหม่อนไว้ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ให้ปราศจากการ
สมัผสัแสงและอากาศ แตถ้่าจําเป็นต้องนําสารสกดัหมอ่นไปผ่านกระบวนการทีÉใช้ความร้อนสงูควร
ใช้เวลาสั ÊนเพืÉอให้แอนโธไซยานินเสืÉอมสลายน้อยสดุ และการฆ่าเชื ÊอทีÉมีความเหมาะสมถ้าต้องการ
ให้ได้รับแอนโธไซยานินทีÉมีความคงตัวสูงสุดควรผ่านการฆ่าเชื Êอแบบพาสเจอร์ไรส์แบบ HTST 

อณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที  
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4.3 ศึกษาความเป็นพิษของแอนโธไซยานินและสารสกัดหม่อนต่อเซลล์ต้นกําเนิดไข
กระดูกและผลของสารสกัดผลหม่อนต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูก
ของหนูแรทพันธ์ุวิสต้าในระดับห้องปฏิบัตกิาร 

 

 การศึกษาความเป็นพิษของแอนโธไซยานินและสารสกัดผงผลหม่อนต่อเซลล์ต้นกําเนิด  
ไขกระดกูและผลตอ่การเจริญเตบิโตของเซลล์ ดงัแสดงในรูปทีÉ 4.12 (a) และตารางทีÉ 4.5 การเลี Êยง
เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูทีÉผสมสารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ในอาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ C3G50 และ 
C3G100 ไม่เป็นพิษกับเซลล์และส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูให้สูงขึ Êน 
เห็นได้จากจํานวนเซลล์ทีÉเพิÉมสงูขึ Êนตั Êงแต่ 24 ชัÉวโมงจนกระทัÉงถึง 120 ชัÉวโมง ในขณะทีÉการใช้ซิงค์
อะซิเตรตซึÉงเป็นพิษกบัเซลล์ตามมาตราฐานความปลอดภยั ISO 10993 part 5 ทําให้เซลล์ตาย 
ความเข้มข้น 20 ppm ตั Êงแต ่6 ชัÉวโมงแรก การเพาะเลี Êยงเซลล์ระยะแรกจะมี lag phase ในช่วง 24 

ชัÉวโมงแรกเนืÉองจากเซลล์มีการใช้พลงังานเพืÉอปรับตวั เกาะติดพื Êนผิว และสร้าง Extra cellular 

metric (ECM) จะมีอตัราการเพิÉมจํานวนเซลล์ตํÉาสดุ และเริÉมมีการเพิÉมจํานวนเซลล์อย่างรวดเร็ว 
(log phase) การเลี Êยงเซลล์ในอาหารปกติ C3G50 และ C3G100 นี Êมีระยะ log phase ในช่วง 24-

72 ชัÉวโมง แสดงดงัรูปในภาคผนวก ซ หากคํานวนอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์เท่ากับ 
26.22x10-3 ต่อชัÉวโมง และ 32.73 x10-3 ต่อชัÉวโมงสําหรับการเลี Êยงใน C3G50 และC3G100 
ตามลําดบั การเจริญเติบโตของเซลล์ในอาหาร C3G100 สงูกว่าการเลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซลล์ปกต ิ
(NM) แสดงจากค่าอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ทีÉสูงกว่าและระยะเวลาทีÉเซลล์เพิÉม
จํานวนขึ Êนเป็น 2 เท่า (PDT) ทีÉตํÉากว่า เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกทีÉเลี Êยงใน NM มีอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ประมาณ 26.22-26.95 x10-3 ตอ่ชัÉวโมง และอตัราการแบง่ตวัเป็น 2 

เท่าประมาณ 25.74-26.33 ชัÉวโมง จากรายงานการทดลองทีÉผ่านมาของคณะผู้ วิจัย เซลล์ต้น
กําเนิดไขกระดกูทีÉเพาะเลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซลล์ปกติใน passage 2-3 จะมีอตัราการแบง่ตวั 2 เท่า 
ประมาณ 25.99-26.33 ชัÉวโมง [Vachiraroj และคณะ, 2009] จะเห็นว่าจํานวนเซลล์มีปริมาณมาก
สงูสุดทีÉเวลา 120 ชัÉวโมง คือประมาณ 150 เซลล์ต่อมิลลิเมตร2 และหลงัจากนั ÊนในเวลาทีÉ 144 

ชัÉวโมง จํานวนเซลล์ลดลงอาจเป็นเพราะข้อจํากดัทางพื ÊนทีÉของถาดเพาะเลี Êยงขนาด 24 หลมุ มี
พื ÊนทีÉในการเพาะเลี Êยงเท่ากบั 200 มิลลิเมตร2ตอ่หลมุ ทําให้ความหนาแน่นของเซลล์สงูเกินจนไม่
สามารถขยายจํานวนต่อไปได้ รูปร่างของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูทีÉเลี Êยงในอาหาร NM, C3G50 

และ C3G100 ในแตล่ะชว่งเวลา ทีÉเวลา 6 ชัÉวโมง เซลล์เริÉมมีการยดึเกาะถาดเพาะเลี Êยงและจากนั Êน
มีการเพิÉมจํานวน จนประมาณ 72 ชัÉวโมงจํานวนเซลล์มีความหนาแน่นมาก ในขณะทีÉใช้ซิงค์อะซิ-

เตรต ลกัษณะของเซลล์เกาะบ้างเล็กน้อยแตไ่มมี่การแผข่ยาย ดงัรูปทีÉ 4.13 และ 4.14 และสามารถ
หาความหนาแน่นของเซลล์สงูสุดต่อมิลลิเมตร2 ได้ดงันี Ê ในอาหาร NM ความหนาแน่นของเซลล์
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สูงสุดเท่ากับ 578.75±17.97 เซลล์ต่อมิลลิเมตร2, C3G50 เท่ากับ 538.75±16.52 เซลล์ต่อ
มิลลิเมตร2 และ C3G100 เทา่กบั 453.75±29.55 เซลล์ตอ่มิลลิเมตร2   

นอกจากการเพาะเลี Êยงเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูในอาหารทีÉมีไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์เป็น
องค์ประกอบแล้ว ผู้วิจยัยงัพบว่าในสารสกดัผลหม่อนมีสารไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์อยู่เช่นกนัจึงได้
ทดสอบฤทธิÍของสารสกดัผงผลหม่อน M50 และ M100 มีความเข้มข้นของสารสกัดผงผลหม่อน
เท่ากับ 2.5 และ 5.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลําดบั โดยทีÉแต่ละความเข้มข้นคิดเป็นปริมาณ      
ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์เทียบเท่า 50 และ 100 ไมโครโมลลาร์ ดงัรูปทีÉ 4.12(b) และตารางทีÉ 4.5 
พบว่า การเจริญเติบโตของเซลล์ทีÉเลี Êยงในอาหาร M50 และ M100 มีระยะ log phase ทีÉสั ÊนลงซึÉง
อยู่ในช่วง 24- 48 ชัÉวโมง (ในภาคผนวก ซ) และมีจํานวนเซลล์เพิÉมสงูขึ Êนเล็กน้อย หลงัจากนั Êนการ
เจริญเติบโตของเซลล์เริÉมคงทีÉเข้าสู่ระยะ stationary phase ในช่วง 48-120 ชัÉวโมง จะเห็นได้จาก
จํานวนเซลล์ไม่เปลีÉยนแปลงเมืÉอเวลาผ่านไป ในระยะ log phase การเลี Êยงในอาหารปกติ M50 มี
อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์เท่ากับ 15.35 x10-3 ต่อชัÉวโมง และ M100 มีอตัราการ
เจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์เท่ากบั 14.94 x10-3 ตอ่ชัÉวโมง และอตัราเพิÉมจํานวนของเซลล์เป็น 2 
เทา่ทีÉเลี Êยงในอาหาร M50 และ M100 เท่ากบั 45.17 ชัÉวโมง และ 46.43 ชัÉวโมงตามลําดบั ข้อจํากดั
ของพื ÊนทีÉในการเพาะเลี Êยงเซลล์ทีÉเท่ากนั กลบัพบว่าการเลี Êยงเซลล์ในอาหาร M50 และ M100 มี
ความหนาแน่นของเซลล์สงูสดุเพียง 296.67±24.66 เซลล์ตอ่มิลลิเมตร2และ 256.67±42.52 เซลล์
ตอ่มิลลิเมตร2 ซึÉงน้อยกว่าการเลี Êยงในอาหาร NM ประมาณ 2 เท่า และลกัษณะรูปร่างของเซลล์ใน
รูปทีÉ 4.15 และ 4.16 ทีÉเลี Êยงในอาหาร M50 และ M100 เซลล์มีการยึดเกาะในระยะ 6 ชัÉวโมงแรก 
หลงัจากนั Êนมีการแผ่ขยายและเพิÉมจํานวนเซลล์เล็กน้อย โดยจํานวนเซลล์ไม่มีความหนาแน่น การ
เลี Êยงเซลล์ในอาหาร M50 และ M100 มีผลให้การเจริญเติบโตของเซลล์การเข้าสู่ stationary 

phase เร็วขึ Êน ทําให้มีความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดต่อพื ÊนทีÉตํÉา แสดงว่าสารสกัดผลหม่อนทีÉใช้
ศกึษานี ÊมีฤทธิÍในการยบัยั Êงการเจริญเติบโตของเซลล์  แม้ว่าความเข้มข้นของสารสกดัผงผลหม่อน
จะมีปริมาณไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ เทียบเท่ากับการใช้สารไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์มาตรฐานแต่
พบว่าในสารสกัดหม่อนนั Êนนอกจากจะมีแอนโธไซยานินแล้วยังมีองค์ประกอบอืÉนในปริมาณสูง
ได้แก่ นํ Êาตาลรีดิวซ์ 127.26±9.29 มิลลิกรัมกลโูคสตอ่กรัมนํ Êาหนกัแห้งของสารสกดั ปริมาณกรดทีÉ
ไทเทรตได้ร้อยละ 0.80±0.01 โดยนํ Êาหนักต่อปริมาตร และสารประกอบพอลิฟีนอลอืÉนๆ เคยมี
รายงานว่านํ Êาตาลกลโูคสปริมาณความเข้มข้น 49.5 มิลลิโมลลาร์ (8.92 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) มี
ผลยับยั Êงการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ เนืÉองจากกลูโคสไปยับยั Êงการทํางานของ  ornithine 

decarboxlase (ODC) activity ซึÉงเป็นเอนไซม์ทีÉใช้ในการสงัเคราะห์ polyamine ในขั Êนตอนการ
ควบคมุปฎิกิริยา ซึÉง polyamine นี Êเป็นส่วนสําคญัในการกระตุ้นเจริญเติบโตและเปลีÉยนแปลงของ
เซลล์โดยทําให้โครงสร้าง DNA ทีÉถกูสงัเคราะห์มีความคงตวัมากยิÉงขึ Êน [Terada และคณะ, 1988] 
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ซึÉงด้วยเหตผุลนี Êทําให้แอนโธไซยานินไม่สามารถออกฤทธิÍกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซล์ได้เต็มทีÉทีÉ
สารสกดัผลหมอ่นความเข้มข้นดงักลา่วเนืÉองจากมีนํ Êาตาลเป็นองค์ประกอบอยูเ่ป็นจํานวนมาก 
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รูปทีÉ 4.12 การเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิด (MSC) ทีÉเลี Êยงในอาหาร Normal  Medium (NM), 

ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 μM (C3G50), 100 μM (C3G100), สารสกดัผงผลหม่อน 
ความเข้มข้น  2.5 mg/ml (M50), 5.0 mg/ml (M100)  และ ซิงค์อะซิเทรตความเข้มข้น 20 ppm 

(ZN) บนถาดเลี Êยงเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 24 หลมุ ทีÉสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO 2  

ปริมาณเซลล์ทีÉใช้ 2x104/หลุม (a-q แสดงความแตกตา่งกันอย่างมีนยัสําคญั (p<0.05) ในช่วง
เวลาเดียวกนัและในการทดสอบครั Êงเดียวกนั) 

(a) 

(b) 
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ตารางทีÉ 4.5 อตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะของเซลล์ (growth rate, μ), เวลาการแบง่ตวัทวีคณู คือ
ระยะเวลาทีÉเซลล์เพิÉมจํานวนขึ Êนเป็น 2 เท่า (population doubling time, PDT) และความหนาแน่น
ของจํานวนเซลล์สงูสดุ (maximum density) ทีÉเวลา tmax 

Sample 
μ x10-3 

(hr-1) 
PDT 

(hr) 

Maximum density 

(cells/mm.2) 

tmax 

(hr) 

NM1 26.34 26.33 578.75±17.97 120 

C3G501 26.22 26.45 538.75±16.52 120 

C3G1001 21.27 32.61 453.75±29.55 120 

Zn1 -268.24 Infinity N/A 6 

NM2 26.95 25.74 591.67±18.93 120 

M502 15.35  45.17  296.67±24.66 120 

M1002 14.94  46.43  256.67±24.66 120 

Zn2 -248.61 Infinity N/A 6 

1รายงานผลจากรูปทีÉ 4.12(a) 
2 รายงานผลจากรูปทีÉ 4.12(b) 
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4.4 ศึกษาผลของแอนโธไซยานินและสารสกัดหม่อนต่อการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดูกของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูกของหนูแรทพันธ์ุวิสต้าในระดับห้องปฏิบัตกิาร 

 เมืÉอศกึษาผลของการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูทีÉมีการ
เติมไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ และสารสกัดผงผลหม่อนในอาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ โดยเพาะเลี Êยง
เปรียบเทียบกับการใช้อาหาร Osteogenic Medium (OM) เป็นอาหารทีÉมี dexamethasone      
β-glycerophosphate และ ascorbic acid เป็นอาหารพื Êนฐานสามารถช่วยกระตุ้นให้เซลล์เกิด
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ [Vater และคณะ, 2011]  พบว่าไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ใน
อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติทีÉมีความเข้มข้น 50 μM (C3G50) และ 100 μM (C3G100) มาทดสอบ ดงั
รูปทีÉ 4.17 (a) พบว่าการเลี Êยงเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูในอาหาร NM, C3G50, C3G100 และ OM 

จํานวนเซลล์ไม่เปลีÉยนแปลง โดยทัÉวไปการเลี Êยงเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูในอาหาร NM ซึÉงทํา
หน้าทีÉเป็น growth media จํานวนเซลล์จะเพิÉมขึ Êนตามลกัษณะกลศาสตร์การเจริญเติบโตจนกว่า
เซลล์จะเข้าสู่ stationary phase หรือเพิÉมจํานวนมากจนเต็มพื ÊนทีÉ ในขณะทีÉการใช้อาหาร OM 

จํานวนเซลล์มกัจะเปลีÉยนแปลงน้อยกว่า เนืÉองจากเซลล์มีการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูทํา
ให้การเจริญเติบโตของเซลล์ลดลง [Belmonte และคณะ 2005] โดยทัÉวไปแล้วการเปลีÉยนแปลง
ของเซลล์ต้นกําเนิดไปเป็นเซลล์กระดกู (osteoblasts) จะมีการเปลีÉยนแปลงจากเซลล์ต้นกําเนิด 
เปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์ immature osteoprogenitor จากนั ÊนเปลีÉยนไปเป็น mature 

osteopogenitor แล้วจึงเปลีÉยนเป็น preosteoblast  จากนั Êนจึงได้เปลีÉยนเป็นเซลล์ mature 

osteoblast แล้วจึงเปลีÉยนเป็นเซลล์กระดกูทีÉโตเต็มทีÉคือ  osteocyte ในทีÉสดุ [Lian JB. และ Stein 

GS., 2001] (รูปทีÉ 2.4) เซลล์ต้นกําเนิดจะมีการเจริญเติบโตสงูจนถึงช่วงเวลาหนึÉงการเจริญเติบโต
จะลดลงและจะมีการสร้าง Extra Cellular Matrix (ECM) เพิÉมขึ ÊนเรืÉอยๆ ในระยะนี ÊมีการหลัÉง
สารสําคญัคือ เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) คอลลาเจน ชนิด I เป็นต้น ซึÉงเป็น early 

marker ในช่วงนี Ê หลงัจากกระบวนการสร้าง ECM ลดลง จะเกิดการสะสมแร่ธาตเุพิÉมขึ ÊนเพืÉอให้
กลายเป็นเซลล์กระดกูในระยะนี ÊจะมีการหลัÉงสารสําคญัซึÉงเป็น late marker คือ ออสทีโอแคลซิน 
คอลลาจีเนส แคลเซียม [Komori T.และ Kishimoto T., 1998] ดงัทีÉกล่าวมาแล้วในรูปทีÉ 2.4  คา่
กิจกรรม ALP ตอ่เซลล์ รูปทีÉ 4.17 (b) ทีÉสร้างขึ Êนในช่วงแรกของการเกิดการเปลีÉยนแปลงไปเป็น
เซลล์กระดกู ซึÉงเป็น early maker วดัได้สงูสดุในวนัทีÉ 14 โดยทีÉการเลี Êยงเซลล์ในอาหาร C3G50 

และ C3G100 มีผลทําให้กิจกรรม ALP ตอ่เซลล์ลดลงเล็กน้อยอย่างมีนยัสําคญั โดยปกติแล้วการ
เลี Êยงเซลล์ใน osteogenic medium จะทําให้กิจกรรมของเอนไซม์ ALP สูงสุดในสปัดาห์ทีÉ 2 

[Porter และคณะ, 2004] แตเ่มืÉอพิจารณาปริมาณแคลเซียมสะสมทีÉเซลล์สร้างขึ Êน รูปทีÉ 4.17 (c) 

นั Êนกลบัพบว่าการเลี Êยงในอาหาร C3G50 และ C3G100 เพิÉมการสะสมของแคลเซียมอย่างมี
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นยัสําคญัเช่นกนั แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการสร้างแคลเซียมขึ ÊนมาเนืÉองจากเซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิด
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกู 

สําหรับการศกึษาผลของการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกู
ทีÉมีการใช้อาหาร M50 และ M100 ในการเลี Êยงเซลล์ ดงัรูปทีÉ 4.18 (a) พบวา่จํานวนเซลล์ไม่เกิดการ
เปลีÉยนแปลงอย่างมีนยัสําคญัในแตล่ะช่วงเวลา และกิจกรรม ALP ตอ่เซลล์สงูสดุในช่วง 14 วนั 
เช่นกนั โดยทีÉอาหารเลี Êยงเซลล์ M50 และ M100 มีผลในการลดกิจกรรมของเอนไซม์ ALP อย่างมี
นยัสําคญั (รูปทีÉ 4.18 (b)) อีกทั ÊงเมืÉอพิจารณาการสะสมปริมาณแคลเซียมพบว่า M50 และ M100 

ลดปริมาณการสะสมของแคลเซียม (รูปทีÉ 4.18 (c)) แสดงว่าสารสกดัผงผลหม่อนทีÉใช้ในการศกึษา
ไม่ได้มีฤทธิÍช่วยกระตุ้นให้เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูให้การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู แตส่าร
ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลลาร์ มีฤทธิÍในการช่วยกระตุ้นการ
เปลีÉยนแปลงของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูหนไูปเป็นเซลล์กระดกูได้ ถึงอย่างไรก็ตามสารสกัดผล
หม่อนมีศกัยภาพทีÉจะนําไปใช้เป็นอาหารเสริมเพราะกลไกการดูดซึมของสารชนิดต่างๆ ไม่ว่าจะ
เป็นกลูโคส แอนโธไซยานิน และสารชนิดอืÉนๆ มีการดดูซึมสารเพืÉอนําไปใช้แตกตา่งกนั  เนืÉองจาก
แอนโธไซยานินมีนํ Êาหนกัโมเลกลุไมส่งูมากนกัซึÉงอาจดดูซึมผ่านระบบการดดูซึมของร่างกายได้โดย
ไม่ต้องผ่านกระบวนการย่อยในขณะทีÉนํ ÊาตาลทีÉเป็นองค์ประกอบในผลหม่อนต้องได้รับการย่อย
ก่อนจึงถูกดูดซึม ดงันั ÊนแอนโธไซยานินทีÉอยู่ในสารสกัดผลหม่อนนั Êน ร่างกายจึงสามารถดูดซึม
นําไปใช้งานได้จึงอาจจะมีศกัยภาพทีÉจะใช้งาน เพืÉอเป็นประโยชน์กบังานด้านการแพทย์ทีÉมีการใช้
เซลล์ต้นกําเนิดเพืÉองานซอ่มแซมกระดกูตอ่ไป 
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รูปทีÉ 4.17 กราฟแสดงจํานวนของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู (a) กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline 

phosphatase (ALP) (b) และปริมาณแคลเซียมทีÉสร้าง (c) ทีÉเลี Êยงในอาหาร  Normal  Medium 

(NM) เป็น negative control, อาหาร Normal Medium ทีÉมีปริมาณไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ความ
เข้มข้น 50 μM (C3G50), 100 μM (C3G100) และอาหาร Osteogenic Medium เป็น positive 

control บนถาดเลี Êยงเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 24 หลมุ ทีÉสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5%  
CO2 ปริมาณเซลล์ทีÉใช้ 2x104/ซม2 (a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p<0.05) 
ในชว่งเวลาเดียวกนั) 

(a) 

(b) 

(c) 
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รูปทีÉ 4.18 กราฟแสดงจํานวนของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู (a) กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline 

phosphatase (ALP) (b) และปริมาณแคลเซียมทีÉสร้าง (c) ทีÉเลี Êยงในอาหาร Normal Medium 

(NM) เป็น negative control, สารสกดัผงผลหมอ่นความเข้มข้น 0.25 mg/μl (M50), 0.5 mg/μl 

(M100) และอาหาร Osteogenic Medium เป็น positive control บนถาดเลี Êยงเซลล์พอลิสไตรีนข
นาด 24 หลมุ ทีÉสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 ปริมาณเซลล์ทีÉใช้ 2x104/ซม2          

(a, b, c, d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p<0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั) 

(a) 

(b) 

(c) 



69 

จนถึงปัจจุบันการศึกษาฤทธิÍของแอนโธไซยานิน ส่วนมากจะการนําไปทดสอบกับ
เซลล์มะเร็งเนืÉองจากสมบตัิทีÉสําคญัคือ เป็นสารต้านอนมุลูอิสระ มีงานวิจยัมากมายพบว่าแอนโธ-

ไซยานินสามารถต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ได้แก่ เซลล์มะเร็งลําไส้ชนิด HT 29 และ 
HCT 116 [Kang และคณะ, 2003], เซลล์ human gastric adenocarcinoma AGS [Shin และ
คณะ, 2005], เซลล์ HT-29 colorectal adenocarcinoma และ HT-60 promyelocytic 

leukaemia  [Netzel และคณะ, 2007]  แต่มิใช่ว่าสารต้านอนมุูลอิสระจะต้านการเจริญเติบโต
เท่านั Êน สารบางชนิดถ้ามีการใช้ปริมาณทีÉเหมาะสมยงัมีผลต่อการเปลีÉยนแปลงของเซลล์ได้ ในปี 
2006 Kim และคณะ ได้พบว่า สาร quercetin ซึÉงเป็นสารในกลุ่มฟลาวานอยด์ สารต้านอนุมูล
อิสระชนิดหนึÉงมีฤทธิÍในการยบัยั Êงการเจริญเติบโต และช่วยให้การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 
ของเซลล์ human Mesencrymal Stem Cells (hMSC) โดยสร้างกิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส
สูงขึ Êนร่วมกับการกระตุ้นของ estrogen receptor ทีÉเซลล์สร้างขึ Êน [Kim และคณะ, 2006] 

นอกจากนี Ê สารสกดัขมิ Êนชนั (curcumin) ทีÉมีฤทธิÍต้านอนมุลูอิสระมีรายงานว่าทําให้เกิด apoptosis 

ของเซลล์หลายชนิด มีผลลด differentiation ของเซลล์ไขมนั [Kim และคณะ, 2010] แตก่ระตุ้นการ
เปลีÉยนแปลงของเซลล์ mouse  embryonal  carcinoma  PCC4 [Batth และคณะ, 2001]  

และสรุปตารางเปรียบเทียบคา่กิจกรรม ALP และปริมาณแคลเซียมทีÉสร้างสะสมของเซลล์
ทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดงัตารางทีÉ 4.6    
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ตารางทีÉ 4.6 แสดงการเปรียบเทียบการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้น
กาํเนิดจากไขกระดูกของหนูแรทพันธ์ุวิสต้าทีÉเลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซลล์ชนิดต่างๆ 

 

ชนิดอาหาร 

กิจกรรมของ ALP 
 

ปริมาณแคลเซียมสะสม 

 

(x10-7mM/15min/cells) 
สงูสดุทีÉ 14 วนั 

ร้อยละ
สมัพทัธ์เทียบ
กบั NM 

 

(x10-7mg/cells) 

สงูสดุทีÉ 28 วนั 
 

ร้อยละ
สมัพทัธ์เทียบ
กบั NM 

 แอ
นโธ

ไซย
านิ
น NM1 24.35±1.50  100% 99.13±17.63  100% 

C3G501 20.47±1.74 84.06% 136.56±16.25 137.76% 

C3G1001 19.64±1.82  80.66% 196.52±11.04 198.24% 

OM1 29.31±3.27 120.37% 182.22±10.44 183.82% 

 สา
รส
กดั
ผง
หม
อ่น

 NM2 20.71±1.33 100% 79.21±10.49 100% 

M502 10.74±1.38 51.86% 4.41±0.70 5.57% 

M1002 5.87±0.22 28.34% 0.71±0.53 0.72% 

OM2 35.39±1.98 170.88% 205.55±20.12  259.50% 
1 รายงานผลจากรูปทีÉ 4.17 
2 รายงานผลจากรูปทีÉ 4.18 
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บททีÉ 5 

บทสรุป 

 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของสารสกดัผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกดั จากแหล่งปลกู 2 

แหลง่คือ จงัหวดัเพชรบรูณ์ และจงัหวดันครราชสีมา พบว่าร้อยละของนํ Êาหนกัแห้งในผลหม่อนจาก
นครราชสีมามีค่าสูงกว่าเพชรบูรณ์ ร้อยละ 22.17 และร้อยละ 14.27 ตามลําดบั และปริมาณ
ของแข็งทีÉละลายนํ Êาทั Êงหมดในหม่อนสดของนครราชสีมามีค่าบริกซ์ร้อยละ 15.9 สูงกว่าแหล่ง
เพชรบรูณ์ซึÉงเทา่กบัร้อยละ 9.98 เนืÉองจากมีปริมาณนํ ÊาทีÉเป็นองค์ประกอบน้อยกว่า สารสกดัหม่อน
ผลทีÉได้มีค่าความหนาแน่นใกล้เคียงกับนํ Êา ปริมาณกรดทีÉไทเทรตได้ของสารสกัดผลหม่อนสดสูง
กวา่สารสกดัผงผลหมอ่นของทั Êงสองแหลง่ แตป่ริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ของสารสกดัผงผลหม่อนสงูกว่า
สารสกดัหมอ่นสดอยา่งมีนยัสําคญั  คา่พีเอชของสารสกดัทั Êงสองแบบเป็นกรดอ่อนประมาณ 3.67- 
4.31 แตสี่ของสารสกดัผลหมอ่นจากนครราชสีมามีสีโทนนํ Êาเงินมากกว่าเพชรบรูณ์และพบปริมาณ
แอนโธไซยานินสงูกว่าคือ 9.96±0.32 มิลลิกรัมตอ่กรัมนํ Êาหนกัแห้ง และ 14.35±0.43 มิลลิกรัมตอ่
กรัมนํ Êาหนักแห้ง ของสารสกัดหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัดตามลําดับ ส่วนในหม่อนจาก
เพชรบรูณ์ซึÉงมีแอนโธไซยานินเป็นองค์ประกอบ 8.67±0.63 มิลลิกรัมต่อกรัมนํ Êาหนกัแห้ง และใน
สารสกัดผงผลหม่อนสกัด  12.14±0.77 มิลลิกรัมต่อกรัมนํ Êาหนักแห้ง การต้านอนุมูลอิสระของ
หม่อนสกดัพบว่าสารสกดัผงผลหม่อน แหล่งนครราชสีมา มีคา่ IC50 เท่ากบั 0.23±0.01 มิลลิกรัม
ตอ่มิลลิลิตร และสารสกดัผลหม่อนสดเท่ากบั 0.29±0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแตกต่างอย่างมี
นยัสําคญั ซึÉงค่า IC50 ทีÉตํÉากว่าแสดงถึงฤทธิÍการต้านอนุมูลอิสระทีÉสูงกว่า สําหรับสารสกัดผงผล
หม่อนยังพบว่าแหล่งนครราชสีมามีฤทธิÍในต้านอนุมูลอิสระตํÉากว่าเพชรบูรณ์อย่างมีระดับ
นยัสําคญั แต่อย่างไรก็ตามผลหม่อนสายพนัธ์ุเดียวกันแต่คณุลักษณะสมบตัิต่างกันมีปัจจยัจาก
แหล่งปลูก ระยะการเก็บผลผลิต โดยเฉพาะระดับความสุกของผลทีÉมีผลทําให้สีของผลหม่อน
แตกต่างกันซึÉงทําให้ปริมาณนํ Êาตาล เป็นสารตั Êงต้นของแอนโธไซยานิน ซึÉงเป็นสารสําคญัในผล
หมอ่นตา่งกนัด้วย 
 ในการศกึษาความคงตวัของแอนโธไซยานินในสารสกดัผลหม่อนจากเพชรบรูณ์ในสภาวะ
ปราศจากแสงและออกซิเจนพบว่าอณุหภูมิ เวลาในการเก็บรักษา และวิธีในการทําปลอดเชื Êอมีผล
ตอ่การเปลีÉยนแปลงของปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกดั โดยมีการสลายตวัของแอนโธไซยานิน
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สงูขึ ÊนเมืÉออณุหภูมิและเวลาในการเก็บรักษาสงูขึ Êน ทีÉอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสแอนโธไซยานินใน
สารสกดัผลหมอ่นมีความคงตวัมากทีÉสดุแตห่ากเก็บรักษาทีÉ 70 และ 100 องศาเซลเซียสแอนโธไซ-

ยานินในหม่อนสกัดทั ÊงสองชนิดเสืÉอมสลายเท่าๆ  กันคือ เหลืออยู่ ร้อยละ 45 และร้อยละ 5 
ตามลําดบั(หากเก็บรักษาเป็นเวลา 10 ชัÉวโมง) อย่างไรก็ตามอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียสสารสกดั
ผงผลหมอ่นมีความคงตวัสงูกวา่สารสกดัผลหมอ่นสดเล็กน้อย โดยหากเก็บรักษาไว้ทีÉอณุหภูมินี Ê 10 

ชัÉวโมงปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกัดผงผลหม่อนเหลืออยู่ร้อยละ 84.70 และในสารสกดัผล
หม่อนสดคงเหลือร้อยละ 72.23 นอกจากนี Êกระบวนการฆ่าเชื Êอยังมีผลต่อการสลายตวัของสาร
แอนโธไซยานิน การฆ่าเชื Êอแบบพาสเจอร์ไรส์แบบ LTLT ทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสนาน 30 

นาทีมีผลให้มีปริมาณแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อนสดเหลืออยู่ร้อยละ 80.92 และในสาร
สกดัผงผลหม่อนเหลืออยู่ร้อยละ 85.84 สําหรับการฆ่าเชื Êอแบบสเตอริไรส์ ปริมาณแอนโธไซยานิน
ในสารสกดัผลหม่อนสดคงเหลือเพียงร้อยละ 62.14 และในสารสกัดผงผลหม่อนร้อยละ 64.76 

เท่านั Êน ส่วน การฆ่าเชื Êอแบบพาสเจอร์ไรส์แบบ HTST อณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสนาน 15 วินาที   
มีผลให้แอนโธไซยานินการสลายตวัเล็กน้อย การทําแห้งแข็งของผลหม่อนสดไม่มีผลเพิÉมความคง
ตวัให้สารแอนโธไซยานินในสารสกัดผลหม่อน นอกจากนี Êในระบบ สภาวะเร่งแบบ freeze thaw 

cycle ทีÉสภาวะอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 46 ชัÉวโมง และคายความเย็นทีÉอณุหภูมิห้อง
เป็นเวลา 30 นาที แล้วนําไปแช่ในอ่างควบคมุอณุหภูมิทีÉอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเวลาเป็นเวลา 
90 นาทีจํานวน 4 รอบ ไม่มีผลต่อการเปลีÉยนแปลงปริมาณแอนโธไซยานินอย่างมีนยัสําคญั  แต่
อย่างไรก็ตามสภาวะทีÉเหมาะสมในการเก็ยสารสกัดผลหม่อนเพืÉอให้มีปริมาณแอนโธไซยานินสูง
ควรเก็บไว้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยปราศจากแสงและอากาศ แต่ถ้าต้องการให้สารสกัด
หมอ่นผา่นกระบวนการทีÉใช้ความร้อนสงูควรใช้เวลาสั Êนๆ ในกระบวนการจงึมีความเหมาะสม 

ในการศึกษาความเป็นพิษของแอนโธไซยานินและสารสกัดผงผลหม่อนต่อเซลล์ต้น  
กําเนิดไขกระดกู และผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ พบว่าการเลี Êยงเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูทีÉ
ผสมสารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ ในอาหารเลี Êยงเซลล์ปกติโดยมีไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 
50 ไมโครโมลลาร์ (C3G50) และ 100 ไมโครโมลลาร์ (C3G100) ไม่เป็นพิษกบัเซลล์และมีผลตอ่
การเจริญเติบโตของเซลล์ให้เพิÉมสูงขึ Êน โดยอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์เท่ากับ 
26.22x10-3 ตอ่ชัÉวโมง และ 32.73 x10-3 ตอ่ชัÉวโมง ตามลําดบั จํานวนเซลล์มีปริมาณมากสงูสดุทีÉ
เวลา 120 ชัÉวโมง และหลงัจากนั ÊนในเวลาทีÉ 144 ชัÉวโมง จํานวนเซลล์ลดลงอาจเป็นเพราะข้อจํากดั
ทางพื ÊนทีÉของถาดเพาะเลี Êยง ความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดต่อมิลลิเมตร 2 ในอาหาร C3G50 
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เท่ากับ 538.75±16.52 เซลล์ต่อมิลลิเมตร2 และ C3G100 เท่ากับ 453.75±29.55 เซลล์ต่อ
มิลลิเมตร2  และพบว่าอาหารเลี Êยงเซลล์ทีÉผสมสารสกัดผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (M50) และ 5.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (M100) มีผลให้การเจริญเติบโตของเซลล์การเข้าสู ่
stationary phase เร็วขึ Êน ในช่วง 48-120 ชัÉวโมง ทําให้มีความหนาแน่นของเซลล์สงูสดุตอ่พื ÊนทีÉตํÉา 
แสดงว่า สารสกดัผลหม่อนทีÉใช้ศกึษานี Ê มีฤทธิÍในการยบัยั Êงการเจริญเติบโตของเซลล์ เนืÉองจากใน
สารสกดัหมอ่นนอกจากจะมีแอนโธไซยานินแล้วยงัมีองค์ประกอบอืÉนหลายชนิด ได้แก่นํ Êาตาลรีดิวซ์ 
กรดซิตริก และของแข็งละลายนํ Êาได้ ซึÉงอาจมีผลยบัยั Êงการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ M50 มีอตัรา
การเจริญเตบิโตจําเพาะของเซลล์เทา่กบั 15.35x10-3 ตอ่ชัÉวโมง และ M100 มีอตัราการเจริญเติบโต
จําเพาะของเซลล์เท่ากับ 14.94x10-3 ต่อชัÉวโมง และความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดเพียง 
296.67±24.66 เซลล์ตอ่มิลลิเมตร2และ 256.67±42.52 เซลล์ตอ่มิลลิเมตร2 ซึÉงน้อยกว่าการเลี Êยงใน
อาหาร NM ประมาณ 2 เทา่  

เมืÉอศกึษาผลของการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูทีÉมีการ
เตมิ ไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ และสารสกดัผงผลหม่อนในอาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ พบว่าไซยานิดิน-3-

กลโูคไซด์ C3G50 และ C3G100 คา่กิจกรรม ALP ตอ่เซลล์ทีÉสร้างขึ Êนในช่วงแรกของการเกิดการ
เปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ซึÉงเป็น early maker วดัได้สงูสดุในวนัทีÉ 14 แตล่ดลงเล็กน้อยเมืÉอ
เทียบกบัการเลี Êยงในอาหาร NM และ OM โดยทีÉปริมาณแคลเซียมสะสมทีÉเซลล์สร้างขึ Êนนั Êนกลบั
เพิÉมการสะสมของแคลเซียมให้สูงขึ Êนอย่างมีนัยสําคญัเช่นกัน แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการสร้าง
แคลเซียมขึ ÊนมาเนืÉองจากเซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู สําหรับการ
เลี Êยงเซลล์ทีÉใช้อาหาร M50 และ M100 พบว่าจํานวนเซลล์ไม่เปลีÉยนแปลงในแตล่ะช่วงเวลา และมี
กิจกรรม ALP ตอ่เซลล์สงูสดุในช่วง 14 วนัเช่นกนั โดยทีÉ M50 และ M100 มีผลในการลดกิจกรรม
ของเอนไซม์ ALP อยา่งมีนยัสําคญั อีกทั ÊงเมืÉอพิจารณาปริมาณแคลเซียมทีÉสะสม พบว่า M50 และ 
M100 มีผลลดปริมาณการสะสมของแคลเซียมทีÉเซลล์สร้างขึ Êน แสดงวา่สารสกดัผงผลหม่อนทีÉใช้ใน
การศึกษาไม่ได้มีฤทธิÍช่วยกระตุ้นให้เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกเกิดการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกูในขณะทีÉสารแอนโธไซยานินบริสุทธิÍสามารถกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ทีÉ
ความเข้มข้นดงักลา่ว 
 

 

 

 

 

 



74 

ประโยชน์ทีÉได้รับจากการศึกษา 
1) ได้ข้อมลูทางเคมีกายภาพ และความคงตวัของสารสําคญัในสารสกดัผลหม่อนทั Êงสาร

สกัดผลหม่อนสดและผงผลหม่อนสกัดจาก 2 แหล่งผลิตในประเทศไทยคือ เพชรบูรณ์และ
นครราชสีมา 

2)  ได้ผลทางชีววิทยาของสารสกดัผลหมอ่น ด้านความเป็นพิษ และผลตอ่การเจริญเติบโต
และการเปลีÉยนแปลงเป็นเซลล์กระดกูของของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของหนูแรทพนัธ์ุวิสต้าใน
ระดบัห้องปฏิบตัิการ เซลล์ต้นกําเนิดชนิดนี Êได้รับการยอมรับกันอย่างเป็นสากลว่าสามารถใช้เป็น
ต้นแบบของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของสตัว์อืÉนๆ รวมถึงมนษุย์ได้ 

 3) ได้ผลงานวิจยัทีÉเป็นพื Êนฐานสําหรับผู้วิจยัอืÉนทีÉสนใจนําไปศกึษาตอ่ในระดบัตอ่ไป และผู้
ประกอบทีÉมีความเกีÉยวข้องด้านนี Êนําไปพฒันาใช้งานได้จริงในระดบัการค้า 
 

ข้อเสนอแนะ 
1) ปรับปรุงวิธีการสกัดให้มีปริมาณแอนโธไซยานินให้ได้สูงกว่านี Ê และสกัดซํ Êาจากกาก

หมอ่นทีÉเหลือทีÉยงัคงมีสีมว่งเข้มอยู่ 
2) การทดสอบสภาวะเร่งควรนําสารสกดัหม่อนทีÉได้ไปผ่านกระบวนการฆ่าเชื Êอในสภาวะ

ทีÉเลือกก่อนนํามาทดสอบ 

3) ในการทดสอบความเป็นพิษของเซลล์ควรจะนําสารสกดัหม่อนและแอนโธไซยานินไป
ทดสอบด้วยเซลล์ L929 ก่อนเนืÉองจากเป็นเซลล์ทีÉใช้ทดสอบตามสากล 

4) ควรมีการออกแบบการทดลองในการศึกษาผลของการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกูของการเลี Êยงในไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ในทางชีววิทยาเชิงลึกมากกว่านี ÊเพืÉอให้
ทราบถึงปัจจัยทีÉ ทําให้สารนี Êมีผลต่อเซลล์ อาทิ ปฎิกิริยาหรือขั Êนตอนใดในการ
เปลีÉยนแปลงของเซลล์กระดกู 
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ภาคผนวก  
 

 

ภาคผนวก ก :      กราฟมาตราฐานของสารไซยานินดนิ-3-กลโูคไซด์ ด้วยเครืÉอง High Performance              

                          Liquid  Chromatography (HPLC) 
ภาคผนวก ข :      High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารไซยานิดิน -3-กลโูคไซด์ 
ภาคผนวก ค :      High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหมอ่นสดแหลง่     
                           ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ 
ภาคผนวก ง :      High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผงผลหมอ่นแหลง่ 
                          ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ 
ภาคผนวก จ  :     High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหมอ่นสดแหลง่  
                          ปลกูนครราชสีมา 
ภาคผนวก ฉ :     High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผงผลหมอ่นแหลง่   
                         ปลกูจงัหวดันครราชสีมา 
ภาคผนวก ช :     กราฟมาตรฐานของการวดัจํานวนเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู 
ภาคผนวก ซ :     กราฟการเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นกําเนิด (MSC) 
ภาคผนวก ฌ:     ตารางเปรียบเทียบแผนงาน 
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ภาคผนวก ก. 
 
 

 
รูปทีÉ ก กราฟมาตราฐานของสารไซยานินดิน-3-กลโูคไซด์ ด้วยเครืÉอง High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) 
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ภาคผนวก ข. 
 

 

 
 

รูปทีÉ ข  High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารไซยานิดนิ -3-กลโูคไซด์ 
 (สารแอนโธไซยานินมาตราฐาน) 
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ภาคผนวก ค. 
 

รูปทีÉ ค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหมอ่นสดแหลง่
ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ 
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ภาคผนวก ง. 
 

 
 

รูปทีÉ ง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผงผลหมอ่นแหลง่
ปลกูจงัหวดัเพชรบรูณ์ 
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ภาคผนวก จ. 
 

 

 

 
 
รูปทีÉ จ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผลหมอ่นสดแหลง่
ปลกูนครราชสีมา 
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ภาคผนวก ฉ. 
 

 

 
 

รูปทีÉ ฉ  High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของสารสกดัผงผลหมอ่นแหลง่
ปลกูจงัหวดันครราชสีมา 
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ภาคผนวก ช. 
 

y = 1E-06x + 0.0003
R² = 0.9956
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รูปทีÉ ช-1 กราฟมาตรฐานของการวดัจํานวนเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูโดยวิธี MTT 

 

y = 0.053x
R² = 0.9894
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รูปทีÉ ช-2  กราฟมาตรฐานของการวดัจํานวนเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูโดยวิธี DNA 
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ภาคผนวก ซ. 
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รูปทีÉ ซ-1 การเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิด (MSC) ทีÉเลี Êยงในอาหาร Normal  Medium (NM), 

ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ความเข้มข้น 50 μM (C3G50), 100 μM (C3G100) และซิงค์อะซิเตรต
ความเข้มข้น  20 ppm (ZN)  
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รูปทีÉ ซ-2 การเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิด (MSC) ทีÉเลี Êยงในอาหาร Normal  Medium (NM), 

สารสกดัผงผลหม่อน ความเข้มข้น  0.25 mg/μl (M50), 0.5 mg/μl (M100)  และ ซิงค์อะซิเตรต
ความเข้มข้น 20 ppm (ZN)  
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ภาคผนวก ฌ. 
ตารางเปรียบเทียบแผนงาน 

 

1)  Grant chart เปรียบเทียบกิจกรรมทีÉเสนอและกิจกรรมจริง 
กิจกรรมทีÉเสนอ กิจกรรมทีÉทําจริง 

1.ศึกษาคณุลกัษณะของหม่อนสกัดสดและผงผลหม่อน
สกัดรวมทั Êงปริมาณสารแอนโธไซยานิน  กิจกรรมการ
ตอ่ต้านอนมุลูอิสระ 

ตามทีÉนําเสนอและมีการทดลองหา
ปริมาณนํ Êาตาลรีดวิซ์เพิÉมเพืÉอให้การ
ทดลองสมบรูณ์ยิÉงขึ Êน 

2.ศึกษาความคงตวัของสารสําคญัในสารสกัดผลหม่อน 

อณุหภูมิสงู 100-121 องศาเซลเซียส, สภาวะการฆ่าเชื Êอ,

สภาวะเร่ง 

ตามทีÉนําเสนอและมีการทําการ
ทดลองเพิÉมทีÉอณุหภมูิ 4, 40 และ   
70 องศาเซลเซียสเพืÉอให้การทดลอง
สมบรูณ์ยิÉงขึ Êน 

3.ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหม่อนและแอนโธไซ-

ยานินตอ่เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูและผลของสารสกดัผล
หม่อนต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูก
ของหนแูรทพนัธุ์วิสต้าในระดบั 

ห้องปฏิบตักิาร 

ตามทีÉนําเสนอ 

4.ศกึษาผลของสารสกัดผลหม่อนต่อการเปลีÉยนแปลงไป
เป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของหนแูรท
พนัธุ์วิสต้าในระดบัห้องปฏิบตักิาร 

ตามทีÉนําเสนอ  
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2)  ตารางเปรียบเทียบ output ทีÉเสนอ กบัทีÉได้จริง 
Output ในกรณีลา่ช้า(ผลไมสํ่าเร็จไม่ถึง

100%)ระบสุาเหตแุละการแก้ไข กิจกรรมทีÉเสนอในโครงการหรือจากการปรับแผน ผลสําเร็จ
(100%) 

1.ได้คุณลักษณะของหม่อนสกัดสดและผงผล
หม่อนสกัดรวมทั Êงปริมาณสารแอนโธไซยานิน 
กิจกรรมการตอ่ต้านอนมุลูอิสระ 

100% - 

2.ได้ผลความคงตวัของสารสําคญัในสารสกดัผล
หม่อนอณุหภูมิสงู 4, 40, 70, 100 องศาเซลเซียส
, สภาวะการฆา่เชื Êอ, สภาวะเร่ง 

100% - 

3.ได้ผลความเป็นพิษของสารสกัดหม่อนและ
แอนโธไซยานินต่อเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูและ
ผลของสารสกดัผลหมอ่น ตอ่การเจริญเติบโตของ
เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของหนูแรทพันธุ์วิสต้า
ในระดบั   ห้องปฏิบตักิาร 

100% - 

4.ไ ด้ ผ ล ข อ ง ส า ร ส กั ด ผ ล ห ม่ อ น ต่ อ ก า ร
เปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้น
กําเนิดไขกระดูกของหนูแรทพันธุ์วิสต้าในระดบั
ห้องปฏิบตักิาร 

100% - 
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เปรียบเทยีบการวิเคราะห์แอนโธไซยานินด้วยวธิี 
HPLC  และ pH differential

y = 0.91x
R² = 0.9968

y = x
R² = 1
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Cyanidin-3-glucoside (mg/L)

pH differrential method

HPLC method

ตารางความคลาดเคลืÉอน
mg/L ความคลาดเคลืÉอนสูงสุด
0-125 18%

125-500 15%

500-1200 10%



ปริมาณแอนโธไซยานินในหม่อน

โดยทีÉ a, b, และ c แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05)
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ผงผลหมอ่นสกดัมีปริมาณแอนโธไซยานินสงูกว่าสารสกดัผลหม่อนสดทั Êงจากเพชรบรูณ์และนครราชสีมา 
แต่ปริมาณแอนโธไซยานินจากแหลง่นครราชสมีาสงูกว่าเพชรบรูณ์ ซึÉงสอดคล้องกบัสีและปริมาณนํ Êาตาลรีดิวซ์ 



หาฤทธิÍในการยบัยั Êง อนมุลูอิสระ 1, 1-Diphenyl -2-picrylh,drazyl (DPPH) 

ซึÉงมีความคงตวั ,ดดูกลืนแสงทีÉ 518 nm

RDPPHRDPPH

AHDPPHAHDPPH

IC50 คือ ความเขม้ขน้ของสารสกดัทีÉมีฤทธิÍ ยบัย ัÊง อนุมูลอิสระ DPPH ลดลง 50%

ฤทธิÍต้านอนุมูลอสิระ



ฤทธิÍต้านอนุมูลอสิระ

วิธี DPPH assay (ดดัแปลงวิธีของ Brand-William และคณะ ,1995) 

เตรียมสารสกดัหมอ่น
ทีÉความเข้มข้นต่างๆ 100μl

เติมเอทานอล 100μl และสารละลาย DPPH  

0.08 mg/ml 50 μl , blank  ไม่ได้เติม DPPH

H

บม่ปฏิกิริยาในทีÉมืด 30 นาที , 37oC

วดัค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 518 นาโนเมตร
 ด้วยเครืÉอง Microplate  reader 

สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง 
% Inhibition DPPH กบัความ
เข้มข้นของสารตวัอย่าง  ลาก
กราฟตดัแกนได้ค่า IC50
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ฤทธิÍต้านอนุมูลอสิระ (IC50)

โดยทีÉ a และ b แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05)

สารสกดัผลหมอ่นจากนครราชสีมามีฤทธิÍการต้านอนมุลูอสิระสงูกว่าเพชรบรูณ์พิจารณาจากค่า IC50 ทีÉตํÉากว่า
และสารสกดัผงผลหมอ่นมีฤทธิÍการต้านอนมุลูอิสระสงูกว่าสารสกดัผลหมอ่นสด



สรุป

• การเลือกระยะสกุของผลหม่อนมีความสําคญัตอ่สมบตัิตา่งๆของหม่อนได้แก่ ค่าพีเอช ปริมาณ
นํ Êาตาลรีดิวซ์ ปริมาณแอนโธไซยานิน 

• ผลหม่อนทีÉมีสีเข้มกว่าเนืÉองจากมีระยะสกุมากว่าทําให้มีปริมาณแอนโธไซยานินสงูกวา่
• ปริมาณนํ Êาตาลสงูมีผลทําให้ได้ปริมาณแอนโธไซยานินสงูเนืÉองจากนํ Êาตาลเป็นสารตั Êงต้นการ

เกิดแอนโธไซยานิน
• ปริมาณแอนโธไซยานินเป็นสว่นหนึÉงในการสง่เสริมฤทธิÍการต้านอนมุลูอิสระซึÉงสารประกอบอืÉน

เช่นสารกลุม่โพลิฟีนอล มีสว่นช่วยสง่เสริมการต้านอนมุลูอิสระเช่นกนั



ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ

• ทราบถึงประโยชน์และคณุสมบตัิของผลหมอ่นและแอนโธไซยานินใน
หมอ่น

• ช่วยสง่เสริมการเพาะปลกูและการผลติผลหมอ่นในประเทศไทย
• สามารถนําข้อมลูทีÉได้ไปพฒันาการบริโภคหมอ่นเพืÉอให้ได้ประโยชน์
สงูสดุ ในการแปรรูปและการนําไปใช้ของหมอ่นในงานด้านตา่งๆ



Ackhowledgement

• งานวิจยันี Êได้รับการสนบัสนนุเงินทนุวิจยัจากสนบัสนนุโดยสํานกังานกองทนุ
สนบัสนนุการวิจยั(สกว.)โครงการการเพิÉมมลูค่าสมนุไพรครบวงจร



วนั จนัทร์ ทีÉ 16 กรกฎาคม 2555 
ณ ห้อง 209 อาคาร 3 คณะวศิวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลัย

ผลของแอนโธไซยานินและผลหม่อนสกัด ทีÉมีต่อ
การเจริญเตบิโต และการเปลีÉยนแปลงไปเป็นกระดูก
ของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูกของหนูแรท พนัธุ์วิสต้า

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. โศรดา กนกพานนท์ 
ภาควิชา วิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

Mulberry:
The Functional Fruit

การสัมมนาพิเศษเพืÉอเผยแพร่ความรู้



เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก 
(Mesenchymal stem cell, MSC)

MSC สกดัได้จากไขกระดกู สามารถเปลีÉยนแปลงเป็นเนื ÊอเยืÉอชนิดตา่งๆ ทีÉทํางานได้ เช่น กระดกู กระดกูอ่อน 
เนื ÊอเยืÉอไขมนั  เส้นเอ็น และกล้ามเนื Êอ สกดัได้จริงจากผู้ใหญ่ จงึมีศกัยภาพในการใช้งานทางการแพทย์สงู



การเปลีÉยนแปลงของ MSC 
กระตุ้นได้จากปัจจัยภายนอก

• ชีวเคมี (growth factors, enzyme)
• เคมี (สารเคมี)
• กายภาพ (แรงกล รปูรา่งของพืÊนผิว ความ
หนาแน่น รงัสีต่างๆ)



การเปลีÉยนแปลงของ MSC

ไปเป็นเซลล์กระดกู (Osteoblast)

สญัญาณการเปลีÉยนแปลง
เป็นกระดกูทีÉวดัในงานนีÊ

• กจิกรรมของเอน็ไซม์
Alkaline phosphatase สงู

(early marker)
• เซลลม์กีารหลั Éงแรธ่าตุ
แคลเซีÉยมออกมาสะสม
ภายนอก (late marker)



การกระตุ้นเซลล์ต้นกาํเนิดให้เป็นกระดูก

• การใช้สารเคมีในอาหารเลี Êยงเซลล์
• การใช้หมู่ทางเคมีบนโครงเลี Êยงเซลล์สามมติ ิ, ลาํดบัเปปไทด์ RGD

• การใช้สารเร่ง ประเภท Cytokines , Growth factors

• การปรับปรุงสิÉงแวดล้อมทางกายภาพ เช่น การใช้แรงกด แรงเฉือน การสัÉนสะเทอืน รังสี
• การใช้ลักษณะพื Êนผิวเฉพาะ เช่น ขนาด ความเป็นระเบยีบ ความขรุขระ



การใช้สารเคมีในการกระตุ้นการสร้างเซลล์กระดูก

• Dexamethasone (dex) : 10pM-1μM 28 วัน
• Beta-glycerophosphate (β-GP)
• Ascorbic acid : 50-500 μM
• Vitamin D3

• Growth factor-beta (TGF-β)
• Bone morhogenetic proteins (BMPs)

ALP =green , actin=red
[Vater และคณะ, 2011]

ALP



วัตถุประสงค์ของการทดลอง

1) เพืÉอศึกษาระดับความเป็นพษิ ของสารสกัดผลหม่อน ทีÉมีต่อเซลล์
ต้นกาํเนิดไขกระดกู (bone marrow derived mesenchymal stem 

cells, MSC) ของหนูวิสต้า (Wistar rat)

2) เพืÉอศึกษาผลต่อการเจริญเตบิโต (proliferation) และการ
เปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (osteogenesis) ของสารสกัดผล
หม่อน ทีÉมีต่อเซลล์ MSC 

***ศึกษาในระดับห้องทดลอง นอกร่างกาย



การแยกและเพาะเลี Êยง MSC เพืÉองานวิจัย

การผ่าเอากระดกูต้นขาหลงัหนู

ทําการเพาะเซลล์ในสภาวะ 5 % CO2

อณุหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วนั

การสกัดแยกเซลล์ต้นกาํเนิด MSCs จากกระดูกต้นขาหลังของ หนูวสิต้า

Ref : Takahashi, Y., Yamamoto, M. and Tabata, Y. Osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells in 

biodegradable sponges composed of gelatin and β-tricalcium phosphate, Biomaterials 26, (2005), 3587-3596.

การสกดัแยกเซลล์ด้วยอาหารเลี Êยงเซลล์

เพาะเลี Êยงในจานเลี Êยงเซลล์



สารสกัดผลหม่อนต่อการเจริญเตบิโตของเซลล์

เพาะเซลล์ 2x104 เซลล์ตอ่ well 
ใน อาหารเลี Êยงเซล์ปกติ (NM)

ในตู้บ่ม 5% CO2 

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

คํานวณหา Growth 
rate หรือ ระยะเวลา
ทีÉเซลล์เพิÉมจํานวน
ขึ Êนเป็น 2 เท่า (PDT)

ใ ้ ่ 5% CO

 วัดจาํนวนเซลล์
ด้วย MTT assay

ตรวจสอบการยดึเกาะของเซลล์ ทีÉ
เวลา 6 ชัÉวโมง และเจริญเติบโตของ
เซลล์ ทีÉเวลา 1, 2, 3, 5 และ7 วนั

กลุม่ทีÉ ตวัยอ่ สารสกดัหมอ่น(mg/ml) สารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ (μM) หมายเหตุ
1 NM - - อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ (กลุ่มควบคมุ)
2 C3G50 - 50 ใสแ่อนโธไซยานิน 50 ไมโครโมลาร์
3 C3G100 - 100 ใสแ่อนโธไซยานิน100ไมโครโมลาร์
4 M50 2.5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 50 ไมโครโมลลาร์
5 M100 5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 100 ไมโครโมลลาร์
6 Zn - - Zn acetate 20 ppm ระดบัทีÉเป็นพิษตอ่เซลล์
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การทดสอบความเป็นพษิของ C3G ต่อ
เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก

a-q แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนัและในการทดสอบครัÊงเดียวกนั

NM= อาหารเลีÊยงเซลล์ปกต ิ
C3G50= C3G @ 50 μM
C3G50= C3G @ 100 μM
Zn= ซิงค์อะซิเตรต 

• C3G ความเข้มข้น 50 และ 100 μM ไม่เป็นพิษกบัเซลล์และสง่เสริมการเจริญเติบโตของ MSC

• ทีÉ 168 ชัÉวโมงจํานวนเซลล์ลดลงเนืÉองจากข้อจํากดัของพื ÊนทีÉในการเพาะเลี Êยง

C3G:แอนโธไซยานินรปูทีÉมี
มากในสารสกดัผลหม่อน
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การทดสอบความเป็นพษิของสารสกัดผลหม่อน
ต่อเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก

a-q แสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในช่วงเวลาเดียวกนัและในการทดสอบครัÊงเดียวกนั

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ 
M50=สารสกดัผลหม่อน
2.5 mg/ml  

M100=สารสกดัหม่อน 5 

mg/ml

Zn = ซงิค์อะซเิตรต 

• สกดัหมอ่นความเข้มข้น 2.5 และ 5 mg/ml มีฤทธิÍยบัยั Êงการเจริญเตบิโตของ MSC

• คาดว่าเกิดจากการทีÉสารสกดัหมอ่นมีปริมาณนํ Êาตาลสงู และมีความเป็นกรด ทําให้ไมค่วรนํามาเลี Êยงเซลล์โดยตร
• หากต้องการใช้ประโยชน์จากสารสกดัหมอ่นเพืÉอให้มีผลต่อ MSC ควรนํามาสกดัเอาแอนโธไซยานินบริสทุธิÍ หรือมี
การแยกนํ Êาตาลและกรดออก ให้สารทีÉนํามาใช้เลี Êยงเซลล์มีค่า พีเอช 7.4 และออสโมลาริตี Ê 290-310 mOS



Sample μ x10-3 (hr-1) PDT (hr)
Maximum 

density 
(cells/mm.2)

tmax (hr)

NM1 26.34 26.33 578.75±17.97 120
C3G501 26.22 26.45 538.75±16.52 120

C3G1001 21.27 32.61 453.75±29.55 120
Zn1 -268.24 Infinity N/A 6

NM2 26.95 25.74 591.67±18.93 120
M502 15.35 45.17 296.67±24.66 120

M1002 14.94 46.43 256.67±24.66 120
Zn2 -248.61 Infinity N/A 6

ผลการประเมนิ อัตราการเจริญเตบิโตจาํเพาะของเซลล์ ( ) , เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 
(PDT) และ ความหนาแน่นของจาํนวนเซลล์สูงสุด ทีÉเวลา tmax



6 hr 24 hr  48 hr 72 hr 120 hr 168 hr

ลักษณะของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูทีÉเจริญ
เตบิโตในอาหารเลี Êยงเซลล์ C3G

NM

C3G50 μM

C3G100 μM

Zn 20 ppm

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM Zn= ซิงค์อะซิเตรต 



6 hr 24 hr 48 hr 72 hr 120 hr 168 hr

ลักษณะของเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูทีÉเจริญ
เตบิโตในอาหารเลี Êยงเซลล์ C3G

NM

M50 

M100 

Zn 20 ppm

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , M50=สารสกดัผลหมอ่นความเข้มข้น 2.5 mg/ml , M100=สารสกดัผลหมอ่นความเข้มข้น
 5 mg/ml, Zn= ซิงค์อะซิเตรต 



การเพาะเซลล์ 2x104 เซลล์ต่อซม.2 เลี Êยงใน
อาหารเลี Êยงเซล์ปกติ (NM) และอาหารเลี Êยง

เซลล์ทีÉกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงเป็นกระดกู (OM) 

ในตู้บ่ม 5% CO2 

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

์ 2 104 ์ ่ 2

ใ ้ ่

-กจิกรรมของเอนไซม์         
 อัลคาไรล์ฟอสฟาเตส (ALP)

-ปริมาณการสร้างแคลเซียม

สารสกัดผลหม่อนต่อการเปลีÉยนแปลง
ไปเป็นเซลล์กระดูก

เพาะเลี Êยงเซลล์ต่อไปเป็นเวลา 
4 สปัดาห์เก็บตวัอย่างทกุๆ 
สปัดาห์

กลุม่ทีÉ ตวัยอ่ สารสกดัหมอ่น(mg/ml) สารไซยานิดนิ-3-กลโูคไซด์ (μM) หมายเหตุ
1 NM - - อาหารเลี Êยงเซลล์ปกต ิเพืÉอเป็น negative control

2 C3G50 - 50 -

3 C3G100 - 100 -

4 M50 2.5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 50 ไมโครโมลลาร์
5 M100 5 - ความเข้มข้นเทียบเทา่ C3G 100 ไมโครโมลลาร์
6 OM - - อาหารเลี Êยงเซลล์ Osteogenic เพืÉอเป็น positive control

OM (Osteogenic medium) = อาหารเลีÊยง MSC ที Éใชใ้นการกระตุน้การเปลี Éยนแปลงเป็นกระดกูตามมาตรฐานสากล



ผลการเปลีÉยนแปลงจาํนวนเซลล์

a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั
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ไซยานิดนิ-3-กลูโคไซด์ (C3G) สารสกัดหม่อน (M)

NM= อาหารเลีÊยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM , M50=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 mg/ml , 
M100=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 5 mg/ml OM = อาหารเลีÊยงเซลล์ Osteogenic 



ผลกจิกรรมของเอ็นไซม์ Alkaline Phosphatase
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ไซยานิดนิ-3-กลูโคไซด์ (C3G) สารสกัดหม่อน (M)

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM , M50=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 mg/ml , 

M100=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 5 mg/ml OM = อาหารเลี Êยงเซลล์ Osteogenic 

a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั



ปริมาณแคลเซียมทีÉเซลล์หลัÉงออกมาสะสม
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ไซยานิดนิ-3-กลูโคไซด์ (C3G) สารสกัดหม่อน (M)

NM= อาหารเลี Êยงเซลล์ปกติ , C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ (แอนโธไซยานินมาตรฐาน)ความเข้มข้น 50 μM, 
C3G50=ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ ความเข้มข้น 100 μM , M50=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 2.5 mg/ml , 

M100=สารสกดัผลหม่อนความเข้มข้น 5 mg/ml OM = อาหารเลี Êยงเซลล์ Osteogenic 

a, b, c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) ในชว่งเวลาเดียวกนั



ชนิดอาหาร

กิจกรรมของ ALP ปริมาณแคลเซียมสะสม

(x10-

7mM/15min/cells) 
สงูสดุทีÉ 14 วนั

ร้อยละสมัพทัธ์
เทียบกบั NM

(x10-

7mg/cells) สงูสดุ
ทีÉ 28 วนั

ร้อยละสมัพทัธ์เทียบ
กบั NM

 แอ
นโธ

ไซย
านิ
น NM1 24.35±1.50 100% 99.13±17.63 100%

C3G501 20.47±1.74 84.06% 136.56±16.25 137.76%
C3G1001 19.64±1.82 80.66% 196.52±11.04 198.24%

OM1 29.31±3.27 120.37% 182.22±10.44 183.82%

  ส
ารส

กดั
ผง
หม่
อน NM2 20.71±1.33 100% 79.21±10.49 100%
M502 10.74±1.38 51.86% 4.41±0.70 5.57%

M1002 5.87±0.22 28.34% 0.71±0.53 0.72%
OM2 35.39±1.98 170.88% 205.55±20.12 259.50%

แสดงการเปรียบเทยีบการเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้นกาํเนิด
จาก ไขกระดูกของหนูวิสต้าทีÉเลี Êยงในอาหารเลี Êยงเซลล์ชนิดต่างๆ



สรุป

• สารสกดัหม่อนมีฤทธิÍยบัยั Êงการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู ในขณะทีÉ
ไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์ซึÉงเป็นแอนโธไซยานินทีÉพบมากทีÉสดุในหม่อนไม่เป็นพิษและช่วย
สง่เสริมการเจริญเติบโตของเซลล์

• สารสกดัหม่อนไมม่ีฤทธิÍช่วยกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูให้เป็น
เซลล์กระดกูได้ในขณะทีÉไซยานิดิน-3-กลโูคไซด์บริสทุธิÍสามารถกระตุ้นการเปลีÉยนแปลงเป็น
เซลล์กระดกูได้ได้ทีÉความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลลาร์ ทั Êงนี Êอาจเกิดจากปฏิกิริยาของ
สารเจือปนอืÉนๆในสารสกดั อย่างไรก็ตามสารต่างๆเหล่านี Êน่าจะถกูดดูซมึในร่างกายอย่างไม่
มีผลตอ่กนัและกนั จึงจําเป็นต้องมีการศกึษาเพิÉมขึ Êนในร่างกายตอ่ไปก่อนการสง่เสริมให้ใช้
งานจริง



ประโยชน์ทีÉได้รับจากการทดลอง

•  ได้ข้อมลูฤทธิÍของสารสกดัหมอ่นและแอนโธไซยานินตอ่การเจริญเติบโตและ
การเปลีÉยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู
•  สามารถนําสารแอนโธไซยานินไปพฒันาใช้เป็นสารช่วยกระตุ้นเซลล์ต้นกําเนิดให้
เป็นเซลล์กระดกูซึÉงเป็นสารทีÉมีอยูใ่นสารสกดัธรรมชาติแทนการใช้สารเคมีและสาร
สงัเคราะห์
• ได้ข้อมลูเบื Êอต้นในการพฒันาผลติภณัฑ์อาหารเสริม และยาทีÉมีฤทธิÍช่วยสง่เสริม
การซอ่มแซมกระดกู
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