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บทคดัย่อ 
 

 การตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม ประเมินจาก
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอกัเสบ และการยบัย ั้งการตายของเซลลแ์บบอะพอพโต
ซีส ภายหลงัการสกดัเปลือกหุ้มเมลด็มะขามดว้ย 50% อะซิโตน ไดป้ริมาณสารสกดัร้อยละ 45.8 ของ
น ้ าหนักแห้ง โดยมีสารประกอบฟีนอลิกเทียบเท่าน ้ าหนักกรดแกลิคเป็น 178 ± 3.8 mg/g  และมี
คุณสมบติัซ่ึงแปรผนัตามปริมาณสารในการตา้นอนุมูลอิสระและการรีดกัชัน่สูงกว่าวิตามินซีและสาร
สกดัจากเมล็ดองุ่นเม่ือประเมินโดยวิธีทดสอบ DPPH และ FRAP สารสกดัยงัยบัย ั้งการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ได้สูงถึงร้อยละ 60 ในเซลล์ RAW 264.7 เม่ือถูกกระตุน้ด้วย LPS และ IFN-  ท่ีความ
เขม้ขน้ 10 µg/mL ของสารสกดัซ่ึงเป็นระดบัสารท่ีไม่ก่อใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์นอกจากนั้นความเขม้ขน้
เดียวกนัของสารสกดัสามารถลดระดบัการแสดงออกของเอมไซม์ iNOS และ COX-2 และลดการ
เกิดอะพอพโตซีสของเซลล ์RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยอีโทโพไซดไ์ดร้้อยละ 10 เม่ือประเมินโดย
วิธี annexin-V-PI ซ่ึงผลท่ีไดก้็สอดคลอ้งกบัการลดการแตกหักของดีเอน็เอ ดงันั้นสารสกดัจึงมีผลทั้ง
ต่อระบบประสาทส่วนกลางและส่วนปลาย โดยรวมการศึกษาช้ีชดัว่าสารสกดัจากเปลือกหุ้มเมล็ด
มะขามเป็นแหล่งส าคญัของสารตา้นอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูง ราคาถูก และมี
ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีควรค่าต่อการพฒันาให้เป็นยาธรรมชาติเพื่อการป้องกนัหรือผลิตภณัฑ์เสริม
อาหารต่อไปในอนาคต 
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Abstract 

 
 Effects of seed coat extract of Tamaridus indica Linn. (TAM) on antioxidant capacity, 
anti-inflammatory, and anti-apoptotic activities were investigated.  After 50% acetone extraction, 
the yield of TAM extract was 45.8%, and the total phenolic content was 178 ± 3.8 mg gallic acid 
equivalent per gram dry extract.  TAM extract showed a higher dose dependent radical scavenging 
activity and power of reduction than vitamin C and grape seed extract as evaluated by the DPPH 
and FRAP assays, respectively. TAM extract induced a high suppression (≈ 60%) of NO 
production by LPS plus IFN-  activated RAW 264.7 cells at 10 µg/mL, the concentration that had 
no cytotoxicity.  In addition, TAM at the same concentration induced inhibition of iNOS and COX-
2 protein expressions.  TAM at this concentration also reduced the etoposide-induced apoptosis of 
RAW 264.7 cells by 10% as evaluated by the annexin V-PI binding.  The decreased apoptotic result 
was also confirmed by a reduction of DNA fragmentation.  Overall, the present data suggest that 
TAM extract has high potential as a safe, effective, low-cost source of natural antioxidant with 
many pharmaceutical properties and is worthwhile to be developed as natural chemopreventive 
products or nutraceuticals in the future. 
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   บทที ่1  

บทน า 
 
ความส าคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย 
 การน าพืชพนัธ์ุจากธรรมชาติมาเป็นทั้งอาหารและยาสมุนไพรเป็นวถีิชีวิตและวฒันธรรมของคน
ไทยท่ีสืบเน่ืองกนัมาตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั  โดยข้ึนอยูก่บัองคค์วามรู้พื้นบา้นและความแตกต่างของ
พนัธ์ุพืชแต่ละทอ้งถ่ิน มะขาม (Tamarindus indica Linn) เป็นพืชท่ีพบในประเทศไทย และคนไทยคุน้เคย
กบัการน าเน้ือมะขามและใบอ่อนมาใชเ้ป็นเคร่ืองเทศส าหรับปรุงอาหาร และต าราแพทยแ์ผนไทยระบุ
สรรพคุณในส่วนต่างๆ ของมะขามเช่น ผลมีสรรพคุณช่วยในการยอ่ย บ ารุงเลือด ระบายและขบัลม เมล็ด
มีฤทธ์ิตา้นอาการทอ้งร่วง ช่วยขบัพยาธิและท าใหอ้าเจียน  ส่วนเยือ่หุม้เมล็ดช่วยสมานแผลท่ีโดนไฟไหม้
ได ้ แต่งานวจิยัท่ีสามารถใชอ้า้งอิงเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพของส่วนต่างๆในมะขามยงัมีปริมาณจ ากดั 
โดยเฉพาะส่วนเปลือกนอกหุ้มเมล็ดมะขาม ซ่ึงมกัเป็นส่วนเหลือทิ้งจากการรับประทานและจาก
อุตสาหกรรม หรืออาจถูกน ามาใชป้ระโยชน์บา้งเป็นส่วนนอ้ย เช่น ในบางทอ้งถ่ินของประเทศไทยผสม
ผงบดจากเมล็ดมะขามในกาแฟโบราณ (Suttajit, 1985; Sittikijyothin and Cherdwongchroensuk, 2011) 

คณะผูว้จิยัเร่ิมให้ความสนใจและศึกษาเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพของเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม  และ
ไดร้ายงานฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั ethanol จากเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม (Pumthong, 1999) ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Tsuda et al. (1994) ท่ีพบส่วนประกอบต่างๆ ในสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ด
มะขามวา่มีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่สูง ดว้ยเหตุน้ีจึงมีทีมนกัวิจยัพฒันาสารสกดั ethanol จากเปลือกหุม้เมล็ด
มะขามเป็นผลิตภณัฑเ์สริมอาหารตา้นอนุมูลอิสระชนิดอดัเมด็ (ทรงวฒิุ ยศวมิลวฒัน์, 2555)  Pumthong 
(1999) ไดว้เิคราะห์เปลือกหุ้มเมล็ดมะขามดว้ยวธีิ thin layer chromatography และพบวา่สาร flavonoids 
ในสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามเป็นสารกลุ่ม oligomeric proanthocyanidin complexes (OPCs)  ซ่ึง
เป็นสารส าคญัท่ีพบในเปลือกตน้สน เมล็ดองุ่น และในเมล็ดพืชอ่ืน เช่นถัว่ pistachio มีรายงานการวิจยั
มากมายเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆของสารกลุ่ม OPCs หรือ proanthocyanidin วา่สามารถประยกุตใ์ช้
ในการบ าบดัหรือป้องกนัการเกิดโรคต่าง ๆ (Fine, 2000; Bagchi et al., 2000; Ray, Kumar, and Bagchi, 
1999; Dhanalakshmi, Agarwal, and Agarwal, 2003; Cos et al., 2003; Gentile, Allegra, and Angileri, 
2012)  ณฐัฐาพร ดาลยั (2550) ไดส้กดัสารจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามดว้ย methanol และพบวา่มีปริมาณ 
condense tannins (proanthocyanidins) และฟีนอลิกสูงซ่ึงสอดคลอ้งกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงของ
สารสกดั และเม่ือทดสอบความเป็นพิษเบ้ืองตน้ต่อหนูขาว พบวา่มีความเป็นพิษต ่าทั้งในการทดลองแบบ

 



2 
 

เฉียบพลนัและก่ึงเฉียบพลนั เช่นเดียวกนักบังานวจิยัของ Komutarin et al. (2004) ซ่ึงไดร้ายงานวา่ สาร
สกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามมีความเป็นพิษต ่าในหนูเมา้ส์  นอกเหนือจากการมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
แลว้ สารสกดั ethanol และน ้าจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามยงัมีฤทธ์ิปกป้องโรคไขขอ้อกัเสบ (arthritic) อีก
ดว้ย (Babaria et al., 2011) คณะผูว้จิยัไดศึ้กษาฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กนั (Komutarin et al., 2004) พบวา่
สารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามสามารถยบัย ั้งการสร้าง nitric oxide (NO) ของเซลล ์ macrophage ทั้ง
ในหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวท์ดลอง (in vivo)  
 Macrophage เป็นเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีบทบาทส าคญัในโรคต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการอกัเสบ เม่ือเซลล ์ macrophage ถูกกระตุน้ (activated macrophage) จะผลิตสารส าคญัท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ อาทิเช่น nitric oxide (NO) และ prostaglandin E2 (PGE2) (MacMicking et al., 
1997; Harris et al., 2002)  NO เป็นโมเลกุลทางชีวภาพท่ีมีความส าคญัยิง่ สามารถก่อใหเ้กิดทั้งประโยชน์
และโทษต่อร่างกาย ทั้งน้ีข้ึนกบัปริมาณ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่า  NO มีบทบาทส าคญัช่วยในการปฏิบติั
หนา้ท่ีต่างๆ ของเซลล ์ แต่ในทางตรงกนัขา้ม ท่ีระดบัความเขม้ขน้สูง NO ท าหนา้ท่ีเป็นสารส่ือกลาง 
(mediator) ส าคญัในกลไกของการก่อโรคหลายชนิด  โดยเฉพาะโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบ
แบบเฉียบพลนัและเร้ือรัง การชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ NO ในปริมาณสูงจนถึงระดบัท่ีเป็นโทษต่อ
ร่างกาย ข้ึนกบัการท างานของเอนไซม ์ nitric oxide synthase (NOS) ชนิดถูกเหน่ียวน าใหส้ร้างข้ึน 
(induced nitric oxide synthase; iNOS)  ซ่ึงเป็นเอนไซมห์ลกัท่ีท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ NO ให้
อยูใ่นระดบัสูงมากกวา่ระดบัท่ีถูกสร้างในสภาวะปกติของร่างกาย  (Bernstein et al., 2005; Korde et al., 
2012) นอกจาก NO  สารกลุ่มอ่ืนท่ีมีบทบาทเป็นสารส่ือกลางส าคญัในกระบวนการอกัเสบคือ 
prostaglandin E2 (PGE2)  ซ่ึงเป็นหน่ึงใน metabolite ของ arachidonic aicd  ท่ีถูกเปล่ียนแปลงโดย
เอนไซม ์ cyclooxygenase-2 (COX-2) ซ่ึงโดยปกติอยูใ่นระดบัต ่า แต่ระดบัของเอนไซมเ์พิ่มสูงข้ึนใน
สภาวะท่ีเซลลถู์กกระตุน้หรือพบในระหวา่งเกิดการอกัเสบ (Donnelly and Hawkey, 1997; Harris et al., 
2002) หลายคณะวจิยัไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ในสภาวะท่ีเซลลถู์กกระตุน้ใหส้ังเคราะห์ NO สามารถตรวจพบ
ปริมาณการเพิ่มข้ึนของเอนไซมท์ั้ง iNOS และ COX-2 (Lin et al., 2003; Park et al., 2005;  Kim et al., 
2006) ดงันั้น การลดลงของระดบัการแสดงออกของทั้ง NO, iNOS และ COX-2  จึงถูกใชเ้ป็นหน่ึงในกล
ยทุธ์ของการคดักรอง (screen) หาสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งกระบวนการอกัเสบ  

 การตายแบบอะพอพโตซิส (apoptosis) เป็นการตายของเซลลท่ี์มีความส าคญัในกระบวนการ
เจริญพฒันาของส่ิงมีชีวิต และเป็นตวัการหลกัในพยาธิสภาพของโรคหลายชนิด มีปัจจยัทั้งภายนอกและ
ภายในเซลลห์ลายชนิดท่ีชกัน าใหเ้ซลลเ์กิด apoptosis (Thompson, 1995)  สภาวะเครียดออกซิเดชนั 
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(oxidative stress) จดัเป็นปัจจยัหน่ึงในการชกัน าใหเ้ซลลเ์กิดการตายแบบ apoptosis ไดใ้นเซลล์
หลากหลายชนิดรวมทั้งเซลล ์macrophage (Slater et al., 1995; Li et al., 1997)  

 จากการคน้พบของคณะวจิยัวา่เปลือกหุม้เมล็ดมะขามมีคุณสมบติัตา้นออกซิเดชนัสูง มีกลุ่ม สาร 
OPCs ซ่ึงมีฤทธ์ิทางชีวภาพมากมายเป็นองคป์ระกอบ มีความสามารถยบัย ั้งการสร้าง NO ของเซลล ์
macrophage และมีความปลอดภยัต่อสัตวท์ดลองในระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม โครงการวจิยัน้ีจึง
เสนองานวิจยัต่อเน่ืองเพื่อศึกษากลไกยบัย ั้งการผลิต NO ในเซลล ์ macrophage  โดยเปลือกหุม้เมล็ด
มะขาม ตลอดจนศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามวา่สามารถ
ป้องกนัการเกิด apoptosis หรือบรรเทาความเสียหายท่ีเกิดข้ึนในเซลล ์macrophage เพราะสภาวะท่ีถูกชกั
น าใหเ้กิดการผลิต NO ทั้งน้ีเพื่อประเมินศกัยภาพของการใชฤ้ทธ์ิทางชีวภาพของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามท่ี
คณะผูว้จิยัคน้พบเพื่อประยกุตใ์นเชิงเภสัชวทิยา หรือเพื่อพฒันาให้เป็นผลิตภณัฑเ์สริมสุขภาพต่อไปใน
อนาคต 

 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. เพื่อใหท้ราบกลไกการยบัย ั้งการสร้าง NO ในเซลล ์RAW264.7 โดยเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม 
2. เพื่อหาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม 
3. เพื่อหาความสามารถของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามในการยบัย ั้งกระบวนเกิด apoptosis 

 
ขอบเขตของการวจัิย 
 งานวจิยัน้ีจ  ากดัการทดลองดว้ย in vitro model  โดยใชเ้ซลล ์RAW264.7 ซ่ึงเป็นเซลลส์ายพนัธ์ุ
ของ macrophage ในหนูเมา้ส์ และใช ้LPS และ mouse IFN-  เป็นสารกระตุน้ใหเ้กิดการสังเคราะห์ NO  
ศึกษากลไกยบัย ั้งการสร้าง NO ในเซลล ์RAW264.7 โดยดูผลของสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามต่อ
การแสดงออกของเอนไซม ์ iNOS และการประเมินความสามารถของสารสกดัในการป้องกนั/ลดการตาย
แบบอะพอพโตซิสของเซลล ์ RAW264.7 ท่ีเกิดจาก oxidative stress ของ NO โดยการชกัน าของ 
etoposide ส าหรับฤทธ์ิตา้นการอกัเสบกระท าโดยดูฤทธ์ิของสารสกดัต่อการแสดงออกของเอนไซม ์
COX-2 ควบคู่กบัการยบัย ั้ง NO 
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ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย 
1. ขอ้มูลฤทธ์ิทางดา้นชีวภาพของสารสกดัเปลือกหุม้เมล็ดมะขามสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นเชิง

เภสัชวทิยา หรือเพื่อพฒันาใหเ้ป็นผลิตภณัฑเ์สริมสุขภาพต่อไปในอนาคต 
2. ทราบกลไกของสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามในการยบัย ั้งการผลิต NO  
3. ไดข้อ้มูลทางดา้นฤทธ์ิตา้นการอกัเสบโดยสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม 
4. ไดข้อ้มูลเชิงวทิยาศาสตร์ในการสนบัสนุนและส่งเสริมการใชม้ะขามของประชากรไทยท่ีใช้

มะขามเป็นเคร่ืองเทศหรือยารักษาโรคต่างๆ  
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บทที ่2 

 การวจิัยทีเ่กีย่วข้อง  

 

มะขาม 
 มะขามเป็นไมย้นืตน้ขนาดใหญ่ มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Tamarindus indica L. (รูปท่ี 1) จดัเป็นพืช
ตระกลูถัว่ (Legumminosae หรือ Fabaceae) พบในประเทศแถบร้อนช้ืน โดยเฉพาะประเทศอินเดียและ
ประเทศไทย เกือบทุกส่วนของมะขามสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ได ้ มะขามมีคุณค่าทั้งทางดา้น
สารอาหารและใชเ้ป็นยารักษาโรค (De Caluwé  et al., 2010) ส าหรับคนไทยซ่ึงใชป้ระโยชน์จากส่วน
ต่างๆ ของมะขามมาชา้นานและถือวา่มะขามมีสรรพคุณมากมาย เช่น ใชเ้ป็นยาระบายแกอ้าการทอ้งผกู 
ขบัลม ขบัเสมหะ แกห้วดั แกไ้อ แกโ้รคบิด แกท้อ้งร่วง แกค้ล่ืนไส้ อาเจียน รวมไปถึงอาการแพท้อ้ง 
รักษากากเกล้ือนหรือฝี และใชเ้ป็นยาฆ่าพยาธิ เป็นตน้ (จินดาพร  ภูริพฒันาวงษ ์ 2556; ศูนยเ์ทคโนโลยี
สารสนเทศและการส่ือสาร, 2556; หน่วยบริการฐานขอ้มูลสมุนไพร, 2556) ในบางประเทศใชม้ะขาม
บรรเทาอาการเจบ็คอ รักษาโรคมาลาเรีย รักษาบาดแผลและการบวมเน่ืองจากการอกัเสบ และรักษา
โรคเบาหวาน  (De Caluwé  et al., 2010)    

 

 
รูปที ่1 แสดงส่วนต่างๆ ของมะขาม (Tamarindus indica L.) (De Caluwé  et al., 2010) 

 
 สืบเน่ืองจากสรรพคุณอนัมากมายของมะขาม นักวิจยัหลายคณะจึงสนใจศึกษาฤทธ์ิทางด้าน
ชีวภาพจากส่วนต่างๆ ของมะขาม และพบวา่ไม่วา่จะเป็นผล (Martinello et al., 2006) ดอก (Al-Fatimi et 
al., 2007) หรือใบ (El-Siddig et al., 2006) ลว้นมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ นอกจากนั้น Martinello et 
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al. (2006) พบว่าสารสกัดจากผลมะขามย ังมีฤท ธ์ิลดระดับคลอเรสเตอรอลสูงในเ ลือด 
(hypercholesterolemic) ของหนู hamsters ส่วนเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามซ่ึงเป็นส่วนเหลือทิ้งจากการ
รับประทาน ในบางทอ้งถ่ินของประเทศไทยไดมี้การน าผงบดจากเมล็ดมะขามมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์ โดย
ผสมกบักาแฟโบราณ  ส าหรับประเทศอินโดนีเซียใชเ้ป็นยาสมานแผลหรือเป็นยาห้ามเลือด (De Caluwé  
et al., 2010) ดงันั้นจึงมีคณะวจิยัคน้หาองคป์ระกอบของสารและฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากเปลือก
หุ้มเมล็ดมะขาม  Pumthong (1999) ศึกษาองคป์ระกอบของสารสกดั ethanol จากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม 
พบว่าประกอบดว้ยสารกลุ่ม phenolics ในปริมาณสูง โดยเฉพาะกลุ่มสารoligomeric proanthocyanidin 
complexes (OPCs) และแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระอย่างดียิ่งดว้ยการท าลายอนุมูลอิสระชนิด peroxyl, 
hydroxyl และ superoxide anions เม่ือท าการทดลองใน in vitro นอกจากน้ียงัแสดงผลปกป้อง lipid 
peroxidation และความเสียหายอนัสืบเน่ืองจากสภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress)ในเยื่อหุ้ม
เซลล์ของเม็ดเลือดแดง  ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Tsuda et al. (1994) ท่ีพบวา่สารสกดั ethanol และ 
ethyl acetate ท่ีเตรียมจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ คนไทยนิยมใชท้ั้งมะขามดิบและ
แหง้หรือเรียกอีกอยา่งวา่มะขามสุกเป็นเคร่ืองเทศประกอบอาหาร โดยเฉพาะมะขามหวานซ่ึงเป็นมะขาม
สุกท่ีชาวไทยนิยมบริโภค ดังนั้นจึงมีงานวิจยัค้นหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระจากมะขามทั้ง 2 ชนิดน้ี  
Siddhuraju (2007) พบว่าเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามดิบและแห้งมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระใน linoleic acid 
emulsion system โดยมีฤทธ์ิต ่ากวา่ butylated-hydroxy-anisole (BHA) แต่สูงกวา่ ascorbic acid งานวิจยั
ของ Sittikijyothin และ Cherdwongchroensuk (2011) เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดั 
ethanol จากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามแห้งระหว่างมะขามเปร้ียวและมะขามหวาน พบว่ามะขามเปร้ียวมี
ปริมาณ phenolic และยบัย ั้ง DPPH radical (DPPH•) สูงกวา่สารสกดัจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามหวาน 
นอกจากนั้น การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัด methanol จากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามบ่งช้ีว่า
สารประกอบ polyphenol หลกั ไดแ้ก่ procyanidin dimer และ procyanidin trimer มีความปลอดภยัต่อหนู 
ไม่เหน่ียวน าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น และเพิ่มระดบัเอ็นไซม์ตา้นอนุมูลอิสระต่าง ๆ ในตบั คือ
เอนไซม ์glutathione peroxidase, heme oxygenase และ glutathione S-transferase นอกจากน้ียงัมีฤทธ์ิ
ป้องกนัการเกิดมะเร็งตบัในระยะเร่ิมตน้ โดยยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์ตบัท่ีผิดปกติและส่งเสริม
เอนไซมก์ าจดัสารพิษในตบั (รววิรรณ วงศภ์ูมิชยั 2554) งานวจิยัน้ีสอดคลอ้งกบัการทดลองของ ณัฐฐาพร 
ดาลยั  (2550) ซ่ึงสกดัสารจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามคัว่ด้วย methanol และพบว่ามีปริมาณ condense 
tannins (proanthocyanidins) และ phenolics สูง  รวมทั้งมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ย เม่ือทดสอบความเป็น
พิษเบ้ืองต้นต่อหนูขาว พบว่าสารสกัดมีความเป็นพิษต ่ าทั้ งในการทดสอบแบบเฉียบพลันและก่ึง
เฉียบพลนั ฤทธ์ิอ่ืนๆของสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม อาทิเช่น ฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กนั Komutarin 
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et al. (2004) พบวา่สารสกดัจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามสามารถยบัย ั้งการสร้าง NO ของเซลล์ในระบบ
ภูมิคุม้กนั macrophage ทั้งในหลอดทดลองและในสัตวท์ดลอง อีกทั้งยงัมีฤทธ์ิตา้นการปวดตามข้อ 
(antiarthritic) (Babaria et al., 2011) โดยการทดลองให้สารสกดัจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามท่ีสกดัดว้ย 
ethanol และ น ้ากบัหนู rat พบวา่วา่สารสกดัทั้ง 2 ชนิดสามารถยบัย ั้งการบวมของอุง้เทา้หนู (paw edema) 
ท่ีชกัน าโดย Freud’s complete adjuvant  นอกจากงานวิจยัเก่ียวกบัสรรพคุณของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม
ในการป้องกันหรือรักษาพยาธิสภาพของโรคหลายชนิด  ยงัมีงานวิจยัเก่ียวกับการใช้มะขามในการ
ปรับปรุงการผลิตไก่เน้ือ (Gallus domesticus)   งานวิจยัน้ีพบวา่สารประกอบ polyphenolic จากสารสกดั
เปลือกหุม้เมล็ดมะขามมีคุณสมบติัคลา้ย antibiotics และสามารถเพิ่มค่าเฉล่ียน ้าหนกัของไก่เน้ือต่อวนั อีก
ทั้งยงัสามารถลดสภาวะเครียดอนัเน่ืองจากความร้อน (heat stress) สภาวะเครียดจากออกซิเดชัน รวมทั้ง
สามารถปรับปรุงอตัราการเจริญเติบโตจากสภาวะเครียดสืบเน่ืองจากความร้อนได ้(Aengwanich, Suttajit 
and Narkkong, 2009a, b; Aengwanich and Suttajit, 2010) 
 
บทบาทของ NO  
 NO เป็นโมเลกุลชีววทิยาท่ีมีความส าคญัยิง่ต่อการควบคุมขบวนการสรีรวทิยา เช่น การขยายตวั
ของหลอดเลือด (vasodilation) การส่ือสารระหวา่งเซลลป์ระสาท (neural signal transmission) การ
ป้องกนัการเกาะตวัของเกร็ดเลือด (platelet aggregation) การแขง็ตวัขององคชาติ (penile erection) การ
ควบคุมการท าหนา้ท่ีของระบบภูมิคุม้กนั มีฤทธ์ิท าลายจุลินทรีย ์ (antimicrobial) และตา้นมะเร็ง 
(antitumor) อยา่งไรก็ตามในระหวา่งการติดเช้ือและการอกัเสบ NO มีปริมาณสูงข้ึนซ่ึง NO ในระดบัท่ีสูง
กวา่ปกติสามารถก่อใหเ้กิดโทษต่อร่างกายดว้ยการสร้างสารก่อมะเร็ง N-nitroso compounds การเกิด 
deamination ของ DNA base  การเกิดออกซิเดชนัของ DNA base  การกลายพนัธ์ุ (mutation) และการ
ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเน้ือเยือ่ดว้ยการเกิดออกซิเดชนั (Liu and Hotchkiss, 1995)  นอกจากนั้น NO 
ยงัเป็นสารส่ือกลาง (mediator) ท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกของการเกิดโรคต่างๆ  เช่นโรคมะเร็ง โรคไขขอ้
อกัเสบ (rheumatoid arthritis) กระแสโลหิตเป็นพิษ (septic shock) โรคภูมิตา้นตนเอง (autoimmunity) 
รวมถึงโรคต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบ (Karpuzoglu and Ahmed, 2006) รูปท่ี 2 สรุปบทบาท
ท่ีเป็นประโยชน์และเป็นโทษของ NO ในขบวนการทางสรีรวทิยา (physiological) และทางพยาธิสภาพ 
(pathophysiological) ตามล าดบั 
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การสังเคราะห์ NO โดยเอนไซม์ iNOS 
 การสังเคราะห์ NO เกิดจากปฏิกิริยาการน า guanine nitrogen ออกจากกรดอะมิโน L-arginine 
โดยเอนไซม ์nitric oxide synthase (NOS) และ cofactors ต่างๆ ขีดจ ากดัของการสังเคราะห์ NO ภายใน
ร่างกายข้ึนกบั activity ของ NOS  การสังเคราะห์ NOS ในร่างกายมี 2 ลกัษณะ คือเอนไซม ์NOS แบบท่ีมี
การสังเคราะห์ตลอดเวลา เรียกวา่ constitutive NOS (cNOS)  และเอนไซม ์NOS แบบท่ีมีการถูกชกัน าให้
เกิดการสังเคราะห์ เรียกวา่ induced NOS (iNOS)   เอนไซม ์cNOS มี 2 isoform คือ nNOS และ eNOS ท่ี
ท าหนา้ท่ีในระบบประสาทและหลอดเลือดตามล าดบั  ส าหรับการสังเคราะห์ iNOS เกิดข้ึนในกรณีท่ีถูก
ชกัน า (induced) เท่านั้น  เซลลท่ี์อยูใ่นสภาวะพกัปกติ (resting cell) จึงไม่พบ iNOS  แต่ iNOS สามารถ
ถูกตรวจพบไดภ้ายในเซลลห์ลายชนิดเม่ือถูกกระตุน้ เช่น macrophage, endothelial cell, epithelial cell, 
เซลลก์ลา้มเน้ือเรียบ เซลลไ์ขกระดูก เซลลต์บั และเซลลม์ะเร็งบางชนิด (Robbins and Sisson, 1996; 
Weisz et al., 1994) ตวัอยา่งสารท่ีสามารถชกัน าใหเ้กิด iNOS ภายในเซลลไ์ดแ้ก่ lipopolysaccharide 
(LPS), interferon-, phorbol ester, รังสี UV โอโซนและ cytokine ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ เช่น tumor 
necrosis factor (TNF-α), interleukin-1 (IL-1), interleukin-12 (Nathan and Xie, 1994; Park et al., 2000) 
Macrophage เป็นเซลลส์ าคญัในระบบภูมิคุม้กนัท่ีสามารถสร้าง NO ไดห้ลากหลายระดบัโดยข้ึนอยูก่บั
ชนิดของตวักระตุน้ เป็นท่ีน่าสนใจเป็นอยา่งยิง่วา่ การใหต้วักระตุน้ชนิด LPS ร่วมกบั cytokine ชนิด 
IFN- สามารถกระตุน้ให้เซลลส์ร้าง NO ไดสู้งกวา่การใชต้วักระตุน้ LPS เพียงชนิดเดียวหรือใช ้ LPS 
ร่วมกบั cytokine ชนิดอ่ืน เช่น TNF-α หรือ IL-1β (Cheng et al., 2010) การชกัน า iNOS มีผลใหเ้กิดการ
สังเคราะห์ NO ในปริมาณท่ีสูงกวา่และมีฤทธ์ิยาวนานกวา่เม่ือเทียบกบั NO ท่ีสังเคราะห์โดย cNOS 
(Wink et al., 1998) NO ท่ีสังเคราะห์ผา่น cNOS จ าเป็นส าหรับการท าหนา้ท่ีต่างๆ ของเซลล ์ ในขณะท่ี 
NO ท่ีสังเคราะห์โดย iNOS น ามาซ่ึงความเสียหายต่อเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ ก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพท่ีส าคญัของ
โรคหลายชนิด  โดยเฉพาะโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบดงัไดร้ะบุเบ้ืองตน้ 
 การอกัเสบ (inflammation) หมายถึงปฏิกิริยาตอบสนองท่ีซบัซอ้นของเน้ือเยื่อต่อส่ิงท่ีก่อภยั
อนัตราย (injurious agent) และต่อเซลลห์รือเน้ือเยือ่ท่ีเสียหายหรือตายลง การอกัเสบสามารถบ่งบอกได้
จากปริมาณท่ีสูงข้ึนของสารส่ือกลางต่างๆ อาทิเช่น สารอนุมูลอิสระทั้งชนิด reactive oxygen species 
(ROSs) และ reactive nitrogen species (RNSs) รวมถึง cytokine ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ (Reuter et al., 
2010) ดงันั้นปริมาณท่ีสูงของ NO ท่ีสังเคราะห์โดย iNOS อาจรวมเขา้กบั superoxide เกิดเป็น 
peroxynitrite ion (OONO_) ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ในการอกัเสบ (Fang et al., 2009) 
NO ท่ีสังเคราะห์ดว้ย iNOS ยงัสามารถชกัน าการแสดงออกของยนีหลากหลายชนิดและน ามาซ่ึงผลผลิต
อยา่งหลากหลายจากยนีเหล่านั้น และหน่ึงในนั้นคือ COX-2  ในพยาธิสภาพของโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
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อกัเสบรวมถึงการตอบสนองต่อตวักระตุน้ เช่น LPS และ IFN- ในเซลล ์macrophage สามารถตรวจพบ
ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบรวมถึงผลผลิตท่ีไดจ้ากยนีเหล่านั้น (Jang et al., 2005; Karpuzoglu 
and Ahmed, 2006) ดงันั้น NO จึงท าหนา้ท่ีเป็นตวักลาง (mediator) ท่ีเก่ียวกบัการอกัเสบ (inflammatory 
mediator) ท่ีส าคญัซ่ึงถูกผลิตข้ึนโดยเซลลจ์  าพวก macrophage อาทิเช่น เซลลส์ายพนัธ์ุ macrophage ใน
หนูเมาส์ RAW264.7 การยบัย ั้งการผลิต NO ท่ีมากเกินไปสามารถช่วยรักษาหรือบรรเทาโรคต่างๆท่ี
เก่ียวกบัการอกัเสบท่ีมี NO เป็นส่ือกลาง  ดงันั้น ในปัจจุบนัจึงมีความพยายามอยา่งยิ่งในการคน้หาสาร
จากธรรมชาติท่ีสามารถยบัย ั้งการผลิต NO เพื่อน าไปสู่การพฒันาเป็นยาตา้นการอกัเสบต่อไป 
 
 

 
 
รูปที ่ 2 แสดงประโยชนแ์ละโทษของ NO ในขบวนการสรีรวทิยา (physiological) และพยาธิสภาพ 

(pathophysiological) ตามล าดบั (Liu and Hotchkiss, 1995) 
 
Cyclooxygenase-2 (COX-2)  
 Prostaglandin E2 (PGE2) เป็นอีกหน่ึง mediator ส าคญัท่ีตอบสนองในระหวา่งการอกัเสบ การ
สังเคราะห์ PGE2 เกิดผา่นเอนไซม ์cyclooxygenase หรือ prostaglandins H2 synthase (PGH2)  เอนไซมน้ี์
ท าหนา้ท่ีเปล่ียน arachidonic acid ใหเ้ป็น PGH2 ซ่ึงเปล่ียนต่อเป็น PGE2 และ prostaglandins (PGs) ชนิด
อ่ืนๆ เช่น PGI2 PGE2, PGF2α PGD2 และ thromboxane A2 (รูปท่ี 3) เอนไซม ์ cyclooxygenase มี 2 
ประเภท (isoform) คือ เอนไซม ์cyclooxygenase-1 (COX-1) ซ่ึงเป็นเอนไซมป์ระเภทท่ีถูกสังเคราะห์และ
แสดงออกตลอดเวลา (constitutively expressed) ในสภาวะปกติในร่างกายเพื่อท าหนา้ท่ีทางสรีรวทิยา 
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และเอนไซม ์ cyclooxygenase-2 (COX-2) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ถูกสังเคราะห์ข้ึนเม่ือถูกชกัน า (induced) ให้
แสดงออกระหวา่งเกิดการอกัเสบ (Subbaramaiah and Dannenberg, 2003; Iñiguez et al., 2003) ตวัอยา่ง
เซลลท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบท่ีสามารถตรวจพบการแสดงออกของ COX-2 ไดแ้ก่ macrophages, 
endothelial cell และ synoviocytes เป็นตน้ การเกิด transcription ของยนี COX-2 ถูกกระตุน้โดย growth 
factor, cytokine และ endotoxin ตวัอยา่งสารท่ีสามารถกระตุน้การแสดงออกของ COX-2 ไดแ้ก่ 
proinflammatory cytokines (IL-1α/β, IL-2, IFN-, และ TNF-α), endotoxin, mitogens, oncogenes, 
phorbolic ester, growth factors และ hormones เป็นตน้ การยบัย ั้งการแสดงออกของเอนไซม ์ COX-2 
เกิดข้ึนไดด้ว้ย cytokine บางชนิด เช่น IL-4, IL-10 และ IL-13 รวมถึง glucorticoid (Dannhardt and 
Kiefer, 2001) นอกจากบทบาทของ COX-2 ในกระบวนการอกัเสบ COX-2 ยงัมีบทบาทในกระบวนการ
สร้างหลอดเลือดใหม ่(angiogenesis) มะเร็งล าไส้ (colon cancer) และโรค Alzheimer ซ่ึงโรคเหล่าน้ีมีการ
แสดงออกของ COX-2 ในปริมาณสูง ดงันั้น การพฒันายาท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ COX-2 จึงมี
ความส าคญั โดยเฉพาะกลุ่มท่ีมีฤทธ์ิจ าเพาะต่อ COX-2 โดยไม่ส่งผลกระทบต่อการท างานของ COX-1 
ซ่ึงมีบทบาทจ าเป็นในการควบคุมการท างานในดา้นสรีรวิทยาของร่างกาย (Vane et al., 1998)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 การสังเคราะห์ prostanoids.  Arachidonic acid ถูกสังเคราะห์จาก phospholipids ท่ีเยือ่หุม้เซลล์

โดย phospholipase A2     arachidonic acid ถูกเปล่ียนเป็น  prostaglandin G2 (PGG2) และเปล่ียน
ต่อเป็น PGH2 โดย cyclooxygenases (COX-1 และ COX-2)  ส าหรับการเปล่ียนจาก PGH2 เป็น 
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prostanoids ท่ีแตกต่างกนั (prostaglandins และ thromboxanes (TXs) ) ถูก catalyzed โดย
เอนไซม ์ synthases และ isomerases ต่าง ๆ ท่ีจ  าเพาะ  อกัษรยอ่:  15dGJ2, 15-deoxy Δ12,14–
prostaglandin J2; 6-keto-prostaglandin F1  (Iñiguez et al., 2003) 

 
บทบาทของ NO ใน apoptosis 
 Apoptosis เป็นกระบวนการตายของเซลลแ์บบมีระเบียบแบบแผนตามโปรแกรมท่ีถูกก าหนด
ของเซลล ์ การชกัน าใหเ้กิด apoptosis มีหลายวธีิ อาทิเช่นการกระตุน้ death receptor เช่น Fas, TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) สภาวะเครียดของเซลล ์(cellular stress) ชกัน าใหเ้กิดการหลัง่
ของ cytochrome c จาก mitochondria ความเสียหายต่อ DNA และการติดเช้ือไวรัส (viral infection) เป็น
ตน้ (Schmitt and Lowe, 1999)  หนา้ท่ีหน่ึงของ NO คือการชกัน าความเป็นพิษต่อเซลลเ์น้ืองอก (tumor 
cells)  และเน้ือเยือ่ท่ีอยูโ่ดยรอบ ปริมาณท่ีสูงของ NO หรือ peroxynitrite  สามารถชกัน าใหเ้กิดการตาย
ของเซลลแ์บบ apoptosis ในเซลลห์ลายชนิด เช่นเซลล ์ macrophages, thymocytes, pancreatic islets, 
neuron บางชนิด และ เซลลเ์น้ืองอก เป็นตน้ โดยส่วนใหญ่ NO สามารถส่งเสริมการเกิด apoptosis 
(proapoptotic) ต่อเซลลเ์หล่านั้นโดยไม่จ  าเป็นตอ้งข้ึนอยูก่บั cGMP แต่ก็ไม่ทั้งหมด  ปัจจยัส าคญัท่ี
ส่งเสริมการเกิด apoptosis โดย NO คือสภาวะการให้หรือรับอิเล็กตรอน (redox state) และ transition 
metal complexes ภายในและการแสดงออกของยนี NO สามารถชกัน าการเกิด apoptosis ไดห้ลายวธีิ ดงั
แสดงในรูปท่ี 4  คือ NO สามารถชกัน าใหเ้กิดรูร่ัว หรือการสลายของเยือ่หุม้ mitochondria เกิดการหลัง่ 
cytochrome c จาก mitochondria สู่ cytoplasm ซ่ึงกระตุน้ใหเ้กิด apoptosis ผา่นเอนไซม ์ caspase 
นอกจากน้ี NO ยงัสามารถจบักบั cytochrome c oxidase ใน mitochondria electron transfer chain ภายใต้
สภาวะน้ี  superoxide ท่ีเกิดจาก mitochondria สามารถท าปฏิกิริยากบั NO เกิดเป็น peroxynitrite มีผลท า
ให ้mitochondria ท างานผดิปกติ และปลดปล่อย cytochrome c  นอกจากนั้น ทั้ง NO และ peroxynitrite  
สามารถก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อ DNA และชกัน าใหเ้กิด apoptosis โดยการสะสมของ p53 และการ
เพิ่มข้ึนของอตัราส่วน  Bax/Bcl-xL ท่ีน าไปสู่การปลดปล่อย cytochrome c  NO ท่ีสร้างโดย iNOS ยงัชกั
น าการเกิด apoptosis ไดโ้ดยการกระตุน้ (activation) ของ JNK/SAPK, p38MAPK และ caspase 3  
นอกจากน้ี NO ยงัสร้าง ceramide ท่ีก่อใหเ้กิดการปลดปล่อย cytochrome c และก่อใหเ้กิด apoptosis ดว้ย
การกระตุน้ caspase-9,  caspase-3, JNK/SAPK, การยบัย ั้งของ protein kinase B/AKT รวมถึงการยบัย ั้ง
การแสดงออกของ Bcl-2 (Chung et al., 2001) 
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รูปที ่4   กลไกการกระตุน้ให้เกิด Apoptotic pathway ท่ีชกัน าโดย NO (Chung et al., 2001) 

  

ฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาและชีวภาพของพชืสมุนไพร 
 งานศึกษาและวิจยัมากมายแสดงวา่สารบริสุทธ์ิหรือสารสกดัจากพืชสมุนไพรหลายชนิดมีฤทธ์ิ
ทางเภสัชวิทยาและชีวภาพ รวมถึงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และตา้นการอกัเสบ สารสกดัจากธรรมชาติบาง
ชนิดนอกจากมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระแลว้ยงัมีคุณสมบติัตา้นการอกัเสบร่วมดว้ย (Calixto et al., 2003; 
Kris-Etherton et al., 2004) ส าหรับการศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบแบบ in vitro เซลล์ท่ีนิยมใช้ใน
การศึกษามากท่ีสุดคือเซลล์ macrophage เพราะจดัเป็นหน่ึงใน inflammatory cells ท่ีมีบทบาทส าคญั
เก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบและเกิดมะเร็ง ในสภาวะท่ีถูกกระตุน้ เซลล์  macrophage สังเคราะห์อนุมูลอิสระ
ทั้งชนิด reactive oxygen species (ROSs) และ reactive nitrogen species (RNSs) ต่างๆ มากมาย เช่น NO•, 
H2O2 และ ONOO- รวมถึงการสร้างเอนไซม์ iNOS และ COX-2 (Karpuzoglu and Ahmed, 2006)  
นอกจากท าลายจุลินทรียท่ี์กลืนกินเขา้สู่เซลล์ (phagocytosis) ROSs และ RNSs ท่ีสร้างข้ึน ชกัน าให้เกิด 
pro-oxidant environment ท าลายเซลล์หรือเน้ือเยื่อของร่างกาย ลดระดบัสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ภายในเซลล์ และ/หรือท าความเสียหายต่อ DNA ดงัพยาธิสภาพท่ีพบในโรคต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
อกัเสบเร้ือรัง เช่น โรคไขขอ้อกัเสบ กลา้มเน้ือหวัใจอกัเสบ (myocarditis) ภูมิตา้นตนเอง ปฎิกริยาการไม่
ยอมรับการปลูกถ่ายเน้ือเยื่อ เหงือกอกัเสบ (gingivitis) และพิษในกระแสโลหิต (sepsis diseases) เป็นตน้ 
(deRojas-Walker et al., 1995;Virgili et al., 1998) 
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 ตวัอยา่งของสารสกดัจากธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิทั้งตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการอกัเสบโดยผา่นกลไก
การยบัย ั้ง NO, iNOS หรือ COX-2 มีมากมาย อาทิเช่น สารประกอบ polyphenol จาก Ulmus 
marcrocarpa มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยการยบัย ั้ง DPPH•และตา้นการอกัเสบโดยการยบัย ั้ง NO ในเซลล ์
macrophage RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS และยงัยบัย ั้งเอนไซม ์iNOS และ COX-2 ในเซลล์ชนิดอ่ืน
ร่วมดว้ย  (Kwon et al., 2011) Wang et al. (2006) ไดแ้สดงวา่สารในกลุ่ม flavonoids เช่น flavonols, 
kaemferol, quercetin, morin, และ myricetin มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยการยบัย ั้ง DPPH• และตา้นการ
อกัเสบโดยการยบัย ั้ง NO ในเซลล์ RAW264.7  ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS  เช่นกนั arctigenin เป็นสารท่ี
คน้พบในพืชสมุนไพรหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระด้วยการยบัย ั้ง ROSs  ภายในเซลล์ และมี
คุณสมบติัตา้นการอกัเสบโดยการยบัย ั้งการแสดงออกของยีนและโปรตีน iNOS ในเซลล์ RAW264.7 ท่ี
ถูกกระตุน้ดว้ย LPS  มีงานศึกษาและวิจยัมากมายท่ีสนบัสนุน polyphenol โดยเฉพาะกลุ่ม flavonoid ใน
พืชสมุนไพรหลายชนิดทั้งในรูปสารบริสุทธ์ิ หรือสารสกดัสามารถยบัย ั้งการสร้าง NO ภายในเซลล์ เช่น 
rutin, quercetin, apigenin, wogonin, luteolin, tectorignin, galangin, morin, naringenin, epigallocatechin 
galllate,  ginko biloba extract (Egb 761), silymarin, hesperidin, pycnogenol, grape seed extract รวมถึง
สารสกดัจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม เป็นตน้ (Kolb and Kolb-Bachofen, 1992; Kim et al., 1999; Raso et 
al., 2001; Kobuchi et al., 1997; Sakata et al., 2003; Chan et al., 1997; Kang et al., 2002; Komutarin et 
al., 2004) สารflavonoids ท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่และ/หรือยบัย ั้งการสร้าง NO มีฤทธ์ิป้องกนัความ
เสียหายต่อเซลล์ท่ีถูกกระตุน้โดยการยบัย ั้งกระบวนการเกิด apoptosis เช่น L-ascorbic acid ยบัย ั้งการเกิด 
apoptosis ในเซลล์ T84 และ RAW264.7 (Sandoval et al., 1997) สารประกอบ polyphenol เช่น caffeic 
acid, allagic acid และ ferulic acid สามารถยบัย ั้งการเกิด apoptosis ไดใ้นเซลล์เม็ดเลือดคนปกติ (normal 
human peripheral blood) (Khanduja et al., 2006) ไวตามิน E ท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่สามารถยบัย ั้งการ
เกิด apoptosis ในเซลล์ประสาท HT-22 โดยป้องกนัการเกิดออกซิเดชัน่ของ anti-apoptotic protein (Choi 
et al., 2003) IH 636 GSPE มีฤทธ์ิยบัย ั้งการแตกหกัของ DNA (DNA fragmentation) และ apoptosis ใน
เซลล์ keratinocyte  ท่ีเตรียมจากปากของคนท่ีได้รับการกระตุ้นด้วยสารสกดัจากยาสูบ (smokeless 
tobacco extract ) (Bagchi et al., 2002)  
 สารกลุ่ม oligomeric proanthocyanidins (OPCs) เป็นสาระส าคญัคน้พบโดยชาวฝร่ังเศส 
professor Jacques Masquelier ไดจ้ดสิทธิบตัรสาร OPCs ท่ีสกดัจากเปลือกตน้สน (French maritime pine 
bark) ใชช่ื้อทางการคา้วา่ pycnogenols ในกลุ่มยโุรปหรือ MASQUELIER’S® ในประเทศสหรัฐอเมริกา 
และมีผูส้กดัสารใหม่ในกลุ่ม OPCs จากเมล็ดองุ่น เรียกวา่ IH636 grape seed proanthocyanidin extract 
(GSPE) (Fine,2000; Bagchi et al., 2000)  OPCs มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และพบไดใ้นพืชหลายชนิด มี
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รายงานวจิยัเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพและเภสัชวทิยาต่าง ๆ มากมาย เช่น มีฤทธ์ิตา้น bacteria ตา้นไวรัส 
ตา้นมะเร็ง ตา้นการอกัเสบ และภูมิแพ ้และช่วยขยายหลอดเลือด เป็นตน้ นอกจากนั้น มีงานวจิยัวา่ OPCs 
สามารถยบัย ั้ง lipid peroxidation, การเกาะกนัของเกร็ดเลือด (platelet aggregation),  การซึมผา่น 
(permeability) ของสารและความเปราะบาง (fragility) ของหลอดเลือดฝอย (capillary) และยงัมีผลยบัย ั้ง
เอนไซมท่ี์เก่ียวกบักระบวนการอกัเสบ  phospholipase A2, cyclooxygenase, และ lipoxygenase ใน
ปัจจุบนัมีการน า OPCs ไปประยกุตใ์ชเ้ป็นยาเพื่อลดการบวมน ้า (edema) เพิ่มการไหลเวยีนของโลหิตต่อ
ร่างกาย (peripheral circulation) ปรับปรุงการมองเห็นของสายตา รักษาเบาหวานข้ึนจอตา (diabetic 
retinopathy) ป้องกนัการเกิดโรคหวัใจ รักษาภาวะคอเรสเตอรอลสูงในเลือด (hypercholesterolemia) ลด
การเกิดภูมิแพแ้ละการตอบสนองต่อการอกัเสบ รวมทั้งรักษาบาดแผล (Fine, 2000) ดงันั้น จึงเป็นไปได้
วา่สารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่สูง และมีสารประกอบ polyphenol 
โดยเฉพาะสารกลุ่ม OPCs เป็นส่วนประกอบหลกั และสามารถตา้นการอกัเสบโดยยบัย ั้งการสร้าง NO ทั้ง
ในเซลล ์macrophage ในช่องทอ้งและในเซลลส์ายพนัธ์ุ RAW264.7 (Pumthong, 1999; Komutarin et al., 
2004) นั้น น่าจะมีกลไกการออกฤทธ์ิผา่นการยบัย ั้งการแสดงออกของ iNOS และ/หรือ COX-2 ในเซลล ์
RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN- และสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามน่าสามารถ
ปกป้องการเกิด apoptosis ในเซลล ์RAW264.7 เม่ือถูกกระตุน้ไดด้ว้ยเช่นกนั 
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บทที ่3 
วธิีการด าเนินการวจิัย 

 
สารเคมี 
ตารางที ่1 แสดงรายช่ือสารเคมี         

ช่ือสารเคมี บริษัท 

Acetic acid Merck 

Acrylamide Sigma 
Agarose GIBCO 

Ammonium persulfate Merck, Darmstadt 

Annexin V-FITC apoptosis detection kit II BD Biosciences 

Anti- iNOS (mouse monoclonal IgG1) (C-11) Santa cruz 
Anti-COX-2 (murine monoclonal IgG1) (Sc-1999) Santa cruz 

Anti-COX-2 (murine polyclonal) (160106) Cayman 

L-Ascorbic acid (vitamin C) Sigma-Aldrich 
Boric acid (H3BO) Merck, Darmstadt 
Bromphenol blue Sigma 

Coomassie blue G250 Sigma 

Dicolfenac NOVARTIS 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) Wako company 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Wako company 

DNA detection Kit QIAGEN 

DNA Ladder 100 bp BIOLabs Inc. 

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) Sigma 
ECL Plus Western blotting detection reagents Amersham 

Ethidium bromide  Sigma 
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ตารางที ่1 แสดงรายช่ือสารเคมี (ต่อ) 

ช่ือสารเคมี บริษัท 

Ethyl alcohol  BDH 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Sigma 
E-64 
Etoposide (20 mg/mL) 

Sigma-Aldrich 
Fytosid 

Fetal bovine serum (FBS) Hyclone 

Ferric-2,4,6-tripyridyl-s-triazine (FeIII-TPTZ) Sigma 

Ferrous sulfate (FeSO4.7H2O) Sigma 
Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent Sigma 

Hybond ECL nitrocellulose membrane Amersham 

Hyperfilm ECL Amersham 

Gallic acid Sigma 

Gentamicin Gibco 

Goat-anti-mouse-IgG-HRP conjugate (sc-2005, lot L1304) Santa Cruz 
Goat-anti-rabbit IgG-HRP conjugate (10004301) Cayman 

Glycine Sigma 

N-2-hydroxethyl sulfuric acid (HEPES) buffer Gibco 

Interferon gramma (IFN-γ) Sigma 
Leupeptin Sigma 

Lipopolysaccharide (LPS) Sigma 

2-Mercaptoethanol (2-ME) Sigma 

Methyl alcohol Sigma 
Octylphenoxypolyethoxylethanol (Nonidet-P 40)  Bio active 

Penicillin and streptomycin solution Sigma 

Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) Sigma 
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ตารางที ่1 แสดงรายช่ือสารเคมี (ต่อ) 

ช่ือสารเคมี บริษัท 

Phosphate buffered saline (PBS) Sigma 

Proanthocyanidin from grape seed extract (GSE) Sigma 

Rainbow coloured protein molecular weight marker GE Healthcare 

Resazurin Sigma 
RNase A US Biology 

RPMI 1640 Gibco 

Sodium acetate Sigma 

Sodium azide  Sigma 
Sodium bicarbonate  Sigma 

Sodium carbonate  Sigma 

Sodium dodecyl sulfate  Sigma 

Sodium hydroxide  Carlo 
Trizma base  Sigma 

Triton X-100 Bio-Active Bio-Active 

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) Sigma 

Trypan blue dye Gibco 
α-tubulin (mouse monoclonal IgG) (B-7, Sc 5286, lot J2505) Santa cruz 

Trypsin Gibco 

Tween-20  Sigma 
 
น า้ 
 น ้าท่ีใชใ้นการทดลองเป็นน ้ากลัน่ (distilled water; DI) ยกเวน้ในการทดลองดา้นเซลล ์ใช ้MilliQ 
water (MQ water) ซ่ึงไดจ้ากการน าน ้า DI ผา่นเขา้เคร่ือง Milliopore Milli-Q Simplicity 185 (EMD 
Millipore Corporation, Massachusetts, USA) 
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วสัดุ อุปกรณ์ และเคร่ืองมือการวจัิย 
ตารางที ่2 แสดงวสัดุ  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือส าหรับการวิจยั 

วสัดุ  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ บริษัท 

6-well plate (flat bottom) Co-Star 

24-well plate  (flat bottom) Co-Star 

96-well plate (flat, round and U bottom)  Co-Star 
Alundum extraction thimbles  Fisher Scientific 

Blender  Moulinex 

Centrifuge machine model RT 7  SORVALL 

CO2 incubator  SHEL LAB 
Conical tubes  Nunc Co. 

Coulter counter  Beckman 

Electrophoresis system model # B1   BIORAD 

Intelligent electrophoresis unit (model I My run)  Cosmo Bio 
ELISA plate reader (model E6504)  BIORAD 

FACScalibur cell analyzer (model FACSCaliburTM Flowcytometry) Becton Dickinson 

Glasswares  Pyrex Co. 

Haemocytometer และ cover slip  Fisher Scientific 
Hot air oven Gallenkamp 

Inverted microscope  Olympus optical 

Laminar flow hood (model SG 600E)  Holten, Scientific 

Light microscope  Nikon 

Lyophilizer  Dura-dry 

Microcentrifuge  SORVALL 

Microscope slides  Fisher Scientific 

Multichannel pipette   Gibco 
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ตารางที ่2 แสดงวสัดุ  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือส าหรับการวิจยั (ต่อ)  

วสัดุ  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ บริษัท 

Pasteur pipettes  Fisher Scientific 

pH meter  Metrohm 

Rotary evaporator with vacuum (model R205) Buchi 

Single frosted end slide  Fisher Scientific 
Snap cap tubes   Nunc 

Soxhlet extraction apparatus (model B-811)   Buchi 

TLC plate Silica gel 60 F254 (Cat.OB 342214)  Merck 

UV-Vis spectrophotometer Perkin Elmer 
Water bath (model 122006180703)  SHEL LAB 

WEALTEC Dolphin-DOC ultraviolet analyzer  WEALTEC 
 
วธีิด าเนินการวจัิยและสถานทีท่ าการวจัิย 
 ทุกการทดลองท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพาะเล้ียงเซลล์ (cell culture) กระท าในตูป้ลอดเช้ือ 

(biosafety cabinet class II)  ใชว้สัดุและอุปกรณ์ต่างๆ ปลอดเช้ือรวมทั้งใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ ส่วนความ

เขม้ขน้ของสารต่าง ๆ ท่ีระบุในการทดลองเก่ียวกบัเซลล์เป็นความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารใน culture การ

บ่มเซลล์กระท าในตูบ้่มท่ีมีอุณหภูมิ 37oC และ 5% CO2  การทดลองอ่ืนๆท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัการเพาะเล้ียง

เซลลก์ระท าในหอ้งปฏิบติัการพิษวทิยา ส่วนประกอบของ reagents ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการทดลองแสดงอยูใ่น

ภาคผนวก ก ผลการทดลองท่ีแสดงทุกการทดลองเป็นตวัแทนของการทดลองแบบเดียวกนัอย่างน้อย 3 

ซ ้ า  ทั้ งห้องเพาะเล้ียงเซลล์และห้องปฎิบัติการพิษวิทยาอยู่ท่ีอาคารเฉลิมพระเกียรติ 80 พรรษา 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

 
1.  เซลล์สายพนัธ์ุ (Cell lines) 

เซลลส์ายพนัธ์ุ RAW264.7 gamma NO (-) (ATCC, CRL2278) ซ่ึงเป็นเซลลแ์มคโครฟาจ 
(macrophage) ถูกใชเ้พื่อศึกษาผลของสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามต่อกลไกการยบัย ั้งการสร้าง NO 
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เม่ือเซลลถู์กกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN-  และใชใ้นการทดลองการยบัย ั้งการเกิด apoptosis เม่ือเซลลถู์ก
ชกัน าใหเ้กิด apoptosis ดว้ย etoposide 

 1.1   การเพาะเล้ียงเซลล ์RAW264.7 
   อาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงเซลล ์ (complete media) คือ RPMI-1640 ท่ีประกอบดว้ย 2 mM 
glutamine, 1 mM sodium pyruvate,  1.5 g/L ของ sodium carbonate, 10% heat-inactivated fetal bovine 
serum (FBS), 100 U/mL penicillin และ 100 µg/mL streptomycin   การบ่มเซลลก์ระท าในตูบ้่ม 
(incubator) ภายใตส้ภาวะ 37°C, 5% CO2  และเล้ียงเซลลจ์นกระทัง่เซลลเ์จริญเติบโตคลุมพื้นท่ีผวิใน 
culture flask (confluence) ประมาณ 80% ทุกคร้ังก่อนน าเซลลไ์ปใชใ้นการทดลอง 
 1.2  การ trypsinize เซลล ์RAW264.7 
  เม่ือปริมาณเซลลเ์จริญคลุมพื้นท่ีผวิเพาะเล้ียงใน culture flask ตามตอ้งการแลว้  
สามารถเก็บเก่ียวเซลลโ์ดยการ trypsinize เซลลเ์พื่อใหเ้ซลลห์ลุดออกจากพื้นท่ีผวิเกาะยดึใน flak ท่ีใช้
เพาะเล้ียง ดงัมีรายละเอียดของขั้นตอนต่าง ๆ ดงัน้ีคือ 

1. Pipette RPMI media ออกจากเซลลท่ี์อยูใ่น culture flask 
2. ลา้งเซลล ์2 คร้ังดว้ย PBS 
3. Trypsinize เซลลอ์อกดว้ยการใชส้ารละลาย trypsin (0.25% trypsin 1 mM EDTA 

ใน 0.85% NaCl) โดยใชป้ริมาตรของสารละลาย trypsin ใหน้อ้ยท่ีสุด แต่สามารถ
คลุมพื้นท่ีผวิทั้งหมดของเซลล ์ ซ่ึงกระท าโดยขยบั flask ไปมาอยา่งน่ิมนวลให้ 
trypsin ไหลคลุมผวิเซลลใ์หท้ัว่ 

4. บ่มเซลลร่์วมกบั trypsin ท่ีตูบ้่ม 37 oC 5% CO2 เป็นระยะเวลาประมาณ 5-10 นาที  
ในระหวา่งการบ่ม น าเซลลอ์อกมาตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั (invert 
microscope) เป็นคร้ังคราวเพื่อดูวา่เซลลไ์ดห้ลุดออกจากพื้นท่ีผวิเกาะยดึหมดแลว้
หรือไม่ ทั้งน้ีสามารถเคาะ flask เบา ๆ และหมัน่กล้ิง trypsin ใหค้ลุมพื้นท่ีผวิใหท้ัว่ 
flask เพื่อช่วยให้เซลลห์ลุดง่ายข้ึน  ระยะเวลาของการบ่มเซลลก์บั trypsin ควรใช้
ระยะเวลาใหส้ั้นท่ีสุดเท่าท่ีจะกระท าได ้ ในกรณีของเซลล ์RAW264.7 จะค่อนขา้ง 
trysinize ออกยาก ในบางคร้ังอาจใชเ้วลานานกวา่ 10 นาที แต่ไม่ควรใชเ้วลา
มากกวา่ 15 นาที เพราะ trypsin เป็น protease  ถา้สัมผสักบัเซลลน์านเกิน จะเป็น
พิษต่อเซลล ์
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5. เม่ือเซลลห์ลุดออกจากพื้นท่ีผิวเรียบร้อย รีบท าการตา้นฤทธ์ิ (neutralize) ของ 
trypsin ดว้ยการใส่ complete RPMI media ซ่ึงมี 10% FCS 

6. ท าการป่ันเหวีย่งเซลลท่ี์ 1,500 rpm เป็นระยะเวลา 10 นาที 
7. ลา้งเซลล ์1 คร้ังดว้ย PBS 
8. Resuspend เซลลใ์น media ท่ีตอ้งการใชใ้นการทดลอง   

 
2. การเตรียมสารสกดัจากเปลอืกหุ้มเมลด็มะขาม 

 รายละเอียดและขั้นตอนการเตรียมสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม มีดงัน้ีคือ 

1. อบเมล็ดมะขามใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 140°C เป็นระยะเวลา 2 ชม. 

2. น าเมล็ดแหง้โขกใหแ้ตกในโกร่งบดยา (mortar and pestle) แยกเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม

ออกจากเมล็ดมะขามดว้ยการใชมื้อ (ใส่ถุงมือ) ขยี้เปลือกออก และป่ันเปลือกหุม้เมล็ด

มะขามใหล้ะเอียดโดยใชเ้คร่ืองป่ัน (Moulinex) 

3. สกดัผงบดจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามใน 50% acetone ดว้ยเคร่ือง soxhlet ใส่ผงบดใน

หลอดส าหรับใส่ตวัอยา่ง (thimble) ท่ีมีขนาดของรูเยือ่กรองเส้นผา่ศูนยก์ลาง 10-15 µm  

ท าการสกดัจนกระทัง่ตวัท าละลายไม่สามารถชะสีจากตวัอยา่งไดเ้พิ่มข้ึน (สารละลาย

ใส ไม่มีสี หรือจางลงมาก (ใชเ้วลาประมาณ 2-3 วนั) 

4. ท าสารละลายใหเ้ขม้ขน้ท่ีสุดเท่าท่ีกระท าไดด้ว้ยการใชเ้คร่ือง rotary evaporator 

5. น าสารละลายเขม้ขน้ไปแช่แขง็ท่ี -80oC เป็นระยะเวลาอยา่งนอ้ย 16 ชม. น าสารละลาย

เขม้ขน้ท่ีแขง็ตวัไปท าใหแ้หง้เป็นผงดว้ยเคร่ือง lyophilizer (ใชเ้วลาประมาณ 2 วนั) 

6. เก็บสารสกดัท่ีเปล่ียนเป็นผงแหง้ไวท่ี้ -20°C เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป  

 ทุกการทดลอง ผงแหง้ของสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขาม (TAM) ถูกน ามาละลายใน 

methanol : น ้า ดว้ยอตัราส่วน 1 : 2 ยกเวน้กรณีการทดลองเก่ียวกบัการเพาะเล้ียงเซลล ์  สารสกดั TAM  

ถูกน ามาละลายใน 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) และเจือจางดว้ย RPMI complete media เพื่อ

ป้องกนัการเกิดพิษเน่ืองจาก DMSO และใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสารตามท่ีตอ้งการ  
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3. การวเิคราะห์หาปริมาณ phenolics รวมและฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ 
3.1   การหาปริมาณ phenolics รวม  (total phenolic content) 

การหาปริมาณ phenolic รวมในสารสกดั TAM ใชว้ธีิ Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 

1999) Folin–Ciocalteu reagent ประกอบดว้ยสาร sodium tungstate, sodium molybdate, phosphoric acid 

และ sodium carbonate หลกัการของวธีิทดสอบคือ เม่ือไดรั้บอิเล็คตรอนจากสารตา้นออกซิเดชนั  ไอออน 

Molybdate (Mo) VI ซ่ึงมีสีเหลืองจะถูกรีดิวซ์ใหอ้ยูใ่นรูปของ Mo V ซ่ึงมีสีน ้าเงิน และวเิคราะห์หา

ปริมาณไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm และน าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน (calibration 

curve) ซ่ึงอาจใชส้ารมาตรฐานกรดแทนนิค (tannic acid) กรดแกลลิค (gallic acid) หรือคาทีชิน 

(catechin) เป็นตวัแทนของสารประกอบ phenolic อา้งอิง (Singleton et al., 1999) การหาปริมาณของ 

phenolic รวมในสารสกดั TAM ดว้ยวธีิของ Folin Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965) มีการดดัแปลง

บางขั้นตอนดงัรายละเอียดดงัน้ีคือ 

1. เติมสารสกดั 0.02 mL, methanol : water (1:2) 1.5 mL และ Folin-Ciocalteu reagent 0.1 
mL ลงไปใน cuvette  ผสมใหเ้ขา้กนัทิ้งไว ้5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

2. เติม sodium carbonate (7.5%) 0.3 mL ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1.5 
ชม. 

3. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 760 nm ดว้ย Perkin-Elmer15 UV-Vis spectrophotometer 
(Norwalk, CT)  

4. หาปริมาณ phenolics โดยค านวณเปรียบเทียบกบั calibration curve ของสารมาตรฐาน 

gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0, 25, 100, 200, และ 300 µg/mL 

5. รายงานผลความเขม้ขน้ของสารประกอบ phenolic ในสารสกดัเป็น mg ของ gallic acid 

equivalent (GAE) ต่อกรัมของสารสกดั 

3.2  การวเิคราะห์หาสารประกอบของ TAM ท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสสระดว้ยเทคนิคทินเล

เยอร์โครมาโตกราฟี (Thin-layer chromatography; TLC) 
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ในการหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั TAM ดว้ยวิธี TLC ใชว้ิธีท่ีดดัแปลงจาก 

Pumthong (1999) ในการทดลองใช้ TLC plate Silica gel 60 F254 และสารละลาย toluene : acetone : 

formic acid  ในอตัราส่วน 6 : 6 : 1 ดงัมีรายละเอียดของวธีิการดงัต่อไปน้ี 

1. การแยกสารประกอบ ถูกสร้างข้ึนดว้ยการใชแ้ผน่ TLC  ท่ีเคลือบดว้ยตวัดูดซบัชนิด 

silica ซ่ึงเป็นตวัดูดซบัท่ีมีสารเรืองแสงผสมอยู ่

2. ท าสัญลกัษณ์เป็นจุดเล็ก 2 จุด ไวท่ี้ขอบล่างของแผน่ TLC โดยเวน้ระยะห่างจากขอบ

ล่าง 1 cm 

3. ใชห้ลอดแคปิลลารี (capillary) ดูดสารละลายของสารสกดั TAM  และสารอา้งอิง (สาร

สกดัจากเมล็ดองุ่น; GSE) แลว้จุด (spot) ลงบนแผน่ TLC ตรงจุดท่ีท าสัญลกัษณ์ไว ้

ตวัอยา่งละจุด รอให้ตวัอยา่งซึมเขา้ไปในแผน่ TLC ก่อนท าการจุดตวัอยา่งซ ้ าบนจุดเดิม 

กระท าการจุดแต่ละตวัอยา่งซ ้ า ๆ กนัหลายคร้ัง จนจุดท่ีไดมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 

ระวงัใหส้้นผา่ศูนยก์ลางของแต่ละจุดไม่เกิน 1 ซม. รอใหต้วัท าละลายระเหยจนแห้ง

ก่อนท าขั้นตอนต่อไป 

4. น าแผน่ TLC ท่ีจุดสารตวัอยา่งเรียบร้อยแลว้มาวางในภาชนะแกว้ท่ีบรรจุตวัท าละลาย 

toluene : acetone : formic acid ในอตัราส่วน 6 : 6 : 1 ปิดฝาภาชนะใหส้นิทเพื่อให้

ภายในภาชนะอ่ิมตวัดว้ยไอของตวัท าละลาย  ซ่ึงจะท าใหต้วัท าละลายเคล่ือนข้ึนขา้งบน

ไดเ้ร็วข้ึน 

5. เม่ือตวัท าละลายเคล่ือนข้ึนไปจนเกือบถึงขอบบน  ใหน้ าแผน่ TLC ออกพร้อมกบัขีด

แนวท่ีตวัท าละลายเคล่ือนข้ึนไปไดสู้งสุด (solvent front) ก่อนท่ีตวัท าละลายจะแหง้   

6. ตรวจหาสารประกอบ flavonoids ท่ีมีฤทธ์ิท าลายอนุมูลอิสระโดยการฉีดพ่นสารละลาย 

DPPH ลงไปบนแผน่ TLC 

3.3  การตรวจสอบความสามารถตา้นอนุมูลอิสระชนิด 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

  (DPPH) radical  

    DPPH assay เป็นวธีิการวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชัน่ สาร reagent ท่ี

ใช ้ คือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) ซ่ึงเป็น organic nitrogen radical ท่ีเสถียรและมีสีม่วงใน
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ตวัท าละลาย methanol ถา้ตวัอยา่งมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดย scavenge radical ได ้ความ

เขม้ของสารละลายสีม่วงจะจางลง การทดสอบกระท าตามวธีิท่ีอธิบายโดย Saha et al. (2004) โดยมีการ

ปรับเปล่ียนเล็กนอ้ยดงัมีรายละเอียดดงัน้ี 

1. เตรียมสารสกดั TAM 10 mg/mL ใน methanol เพื่อใชเ้ป็น stock   

2. เจือจาง stock solution ของสารสกดั TAM ดว้ย methanol ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 

500-3.9 µg/mL 

3. เติมสารสกดั TAM ของแต่ละความเขม้ขน้ 95 µL ลงไปใน 96-well plate  ใชต้วัอยา่ง

ละ 4 ซ ้ า 

4. เติม 5 µL ของสารละลาย DPPH 10 mg/mL ท่ีเตรียมใน methanol ลงไปในแต่ละหลุม  

5. ผสมสารสกดัและสารละลาย DPPH ใหเ้ขา้กนั และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็น

ระยะเวลา 30 นาที 

6. วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ี 517 nm โดยการใช ้spectrophotometer 

7. ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระชนิด DPPH• โดยใชส้มการดงัต่อไปน้ี  
 

Percent inhi ition   
  ( PP )   ( PP  sample)

    PP  
      

3.4  FRAP (ferric reducing/antioxidant power) assay 

  FRAP assay เป็นอีกวธีิหน่ึงท่ีใชใ้นการตรวจสอบความสามารถในการตา้นออกซิเดชัน่ 

โดยอาศยัปฏิกิริยารีดอกซ์ และติดตามการเปล่ียนแปลงสีของสารประกอบเชิงซอ้น เม่ือสารประกอบ

เชิงซอ้น ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) ไดรั้บอิเล็กตรอนหรือถูกรีดิวซ์จากสารตา้นออกซิเดชนั จะ

ถูกเปล่ียนใหอ้ยูใ่นรูปของ ferrous tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) ท่ีมีสีม่วงน ้าเงิน วธีิน้ีสามารถติดตาม

ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยวดัค่า absorbance ท่ี 593 nm จากนั้นศึกษาความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัใน

สารตวัอยา่ง โดยเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน แลว้รายงานเป็นค่าของ FRAP (FRAP value)  การวดั

ความสามารถในการรีดิวซ์ของแต่ละสารสกดักระท าตามวธีิของ Benzie และ Strain (1996)  ดงัมีขั้นตอน

ดงัน้ี 
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1. เตรียมส่วนประกอบของ FRAP reagent ซ่ึงประกอบดว้ย 300 mmol/L ของ acetate 

buffer (pH 3.6), 10 mmol/L 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) solution 

ใน 40 mmol/L HCl และ สารละลาย 20 mmol/L FeCl3·6H2O  

2. น าส่วนประกอบของสารทั้ง 3 ชนิดในขอ้ 1 ผสมรวมกนัดว้ยอตัราส่วน 10:1:1      

(v /v/v) เพื่อเตรียม FRAP reagent 

3. เติม FRAP reagent (3 mL) ลงไปใน หลอดทดลองท่ีมี 0.1 mL ของสารสกดั และ

ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex โดยทุกตวัอยา่งจะถูกกระท า 3 ซ ้ า 

4. วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ี 593 nm โดยใช ้spectrophotometer 

5. น าไปค านวณเปรียบเทียบกบั calibration curve ของ FeSO4·7H2O และสาร

มาตรฐาน vitamin C  

6. รายงานความสามารถในการรีดิวซ์ของแต่ละสารสกดัโดยแสดงผลเป็น FRAP value 

มีหน่วยเป็น mol FeII /L หรือรายงานเป็นค่า mg vitamin C equivalent (VCE) ต่อ

กรัมของสารสกดั 

 

4.  การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ 

 การหาความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีไม่ก่อใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์ RAW264.7 กระท าดว้ย 2 วธีิท่ี

แตกต่างกนั ไดแ้ก่ trypan blue exclusion และ resazurin-based in vitro toxicology assay  

  4.1 การบ่มเซลลร่์วมกบัสารสกดั TAM 

 ทั้ง 2 วธีิท่ีใชใ้นการหาความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีไม่ก่อใหเ้กิดพิษ เร่ิมตน้เหมือนกนัโดย

การบ่มเซลลร่์วมกบัสารสกดั TAM โดยมีขั้นตอนดงัน้ีคือ 

1. ใส่เซลล ์RAW264.7 ท่ีอยูใ่น RPMI complete media ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-

well plate (5 x 105 เซลลต่์อหลุม)  ในกรณีท่ีประเมินดว้ยวธีิ trypan blue exclusion 

และ ใส่เซลลล์งไปในแต่ละหลุมของ 24-well plate (6 x 105 เซลล ์ ต่อหลุม) ใน

กรณีท่ีประเมินดว้ย resazurin-based in vitro toxicology assay  
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2. น าเซลลท่ี์อยูใ่น plate เขา้บ่มในตูบ้่ม (incubator) ท่ีควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ 37°C, 5% 

CO2  เป็นระยะเวลา 2 ชม. เพื่อใหเ้ซลลย์ดึเกาะกบั plate  

3. หลงัจากนั้นเติมสารสกดั TAM ลงไปในแต่ละหลุมของ plate โดยใหค้วามเขม้ขน้

สุดทา้ยของสารสกดัเป็น 0.01-100 µg/mL และบ่มเซลลต่์ออีกเป็นระยะเวลา 24 

ชม.  

4. เม่ือครบก าหนดเวลา ท าการประเมินความเป็นพิษของสารสกดั TAM ต่อเซลลด์ว้ย

การใช ้2 วธีิเปรียบเทียบกนั 

    4.2   การประเมินความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวธีิ trypan blue exclusion 
    การประเมินความเป็นพิษของสารสกดั TAM ต่อเซลล ์RAW264.7 ดว้ยการใชสี้ trypan 
blue  อาศยัหลกัการวา่ โดยปกติสี trypan blue ไม่สามารถผา่นเยือ่หุม้เซลลท่ี์มีชีวติได ้ดงันั้น เซลลท่ี์มี
ชีวติจะยอ้มไม่ติดสี trypan blue  เฉพาะเซลลท่ี์ไม่มีชีวติเท่านั้นท่ียอ้มติดสีน ้าเงินของ trypan blue  
ขั้นตอนของวธีิทดสอบมีดงัน้ีคือ 

1. น า single cells 100 µLใส่ในหลอดทดลอง และใส่ปริมาตรท่ีเท่ากนัของสี trypan blue 
0.4% (w/v) ใน normal saline solution (0.85% sodium chloride)  

2. Pipet เซลลท่ี์ผสมอยูก่บัสี trypan blue ลงไปในช่องของ haemocytometer ส าหรับนบั
เซลลแ์ละปิดดว้ย cover glass 

3. นบัเซลลท่ี์มีชีวติ (เซลลมี์ลกัษณะใสเพราะไม่ติดสีน ้าเงิน) และเซลลท่ี์ไม่มีชีวติ (เซลล์
ติดสีน ้าเงิน)โดยการใช ้ haemocytometer และกลอ้งจุลทรรศน์แบบพื้นสวา่ง (light 
microscope) ดว้ยก าลงัขยาย 100X (objective len 10X และ ocular len 10 X) 

4. ค านวณเปอร์เซ็นตข์องเซลลท่ี์มีชีวติโดยใชส้มการ: 
 

เปอร์เซ็นตเ์ซลลท่ี์มีชีวติ   
จ านวนเซลลท์ั้งหมด จ านวนเซลลท่ี์ตาย

จ านวนเซลลท์ั้งหมด
       

      4.3   Resazurin-based in vitro toxicology assay 
    การประเมินความเป็นพิษของสารสกดั TAM ต่อเซลล ์ RAW264.7 ดว้ยการใชสี้เรือง
แสง (fluorescence) resazurin มีหลกัการวา่ เฉพาะเซลลท่ี์มีชีวติสามารถรีดิวซ์สี resazurin ซ่ึงมีสีน ้าเงิน
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เขม้ใน oxidized form ใหเ้ปล่ียนเป็น fluorescent intermediate resorufin ซ่ึงมีสีแดง และสามารถวดัการ
เปล่ียนแปลงน้ีไดด้ว้ย spectrophotometrically หรือ fluorometrically  วธีิการทดลองมีขั้นตอนดงัน้ีคือ 

1. เติม resazurin dye solution ท่ีเจือจาง 10 เท่าจาก stock 10 mg/mL ดว้ย RPMI complete 

media ลงไปในแต่ละหลุมของ 24-well plate  

2. บ่มเซลลท่ี์ 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 4 ชม. 

3. Pipette supernatant 200 µL ท่ีมีสารเรืองแสง resazurin ไปใส่ใน 96-well plate และวดั

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ดว้ย fluorometer 

 

5. การวดั nitrite (nitrite assay) 

 ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของเมล็ดมะขามสามารถวดัไดจ้าก inflammatory mediator NO ท่ีสร้าง

จากเซลล ์ RAW264.7 เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN- โดย NO ท่ีเกิดข้ึนใน culture media จะถูก 

oxidize เป็น nitrite อยา่งรวดเร็ว  ปริมาณของ nitrite ท่ีเกิดข้ึนจึงเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัปริมาณของ NO 

ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึน ดงันั้น ในงานทดลองจึงนิยมวดัปริมาณของ nitrite ท่ีเกิดข้ึนแทนการวดัปริมาณของ 

NO โดยตรงซ่ึงตอ้งใชเ้คร่ืองมือและเทคนิคท่ียุง่ยาก การวดัปริมาณของ nitrite ซ่ึงเป็นผลผลิตท่ีมีความ

เสถียรของ NO สามารถกระท าโดย Griess reagent (de Oliveira et al., 2012)  ส าหรับรายละเอียดของการ

ทดลองมีขั้นตอนดงัน้ีคือ 

1. Plate เซลล ์RAW264.7 cells (2 x 105 เซลล/์หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well 

plate และบ่มไวเ้ป็นเวลา 2 ชม. เพื่อใหเ้ซลลย์ดึเกาะติดพื้นท่ีผวิของหลุม 

2. เติม antioxidant positive control ไดแ้ก่ vitamin C (500 µM) หรือ GSE (10 µg/mL) 

และสารสกดั TAM (1, 5, หรือ 10 µg/mL) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well plate 

3. หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 30 นาที กระตุน้การสร้าง NO ดว้ยการใช ้LPS 1 µg/mL 

ร่วมกบั IFN-  25 U/mL และบ่มเซลลต่์ออีกเป็นระยะเวลา 24 ชม. 

4. เม่ือครบก าหนดเวลาการบ่ม น า 96-well plate ไปป่ันเหวี่ยงท่ี 1,500 rpm 10 นาที 

แลว้ pipet 100 µL ของ supernatant ไปยงั 96-well plate ใหม่ (ใช ้non-sterile plate 

ไดใ้นขั้นตอนนบัจากน้ี)  
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5. เติม 100 µL ของ Griess reagent [1% sulfanilamide, 0.1% 

naphthylethylenediamine dihydrochloride (NED) และ 3% phosphoric acid] ลงไป

ใน plate ท่ีมี supernatant อยู ่ ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการปิเปตข้ึนลงอยา่งน่ิมนวล 

พยายามหลีกเล่ียงการเกิดฟอง  บ่มเซลลใ์นท่ีมืดเป็นระยะเวลา 10 นาที  

6. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 545 nm โดยการใช ้spectrophotometric microplate reader  

7. ปริมาณของ nitrite ในตวัอยา่ง ค านวณไดโ้ดยการเปรียบเทียบกบั calibration curve 
ของสารมาตรฐาน sodium nitrite ท่ีมีความเขม้ขน้ 1.56 µM – 200 µM 

 
6.     การวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2  

                    6.1   การเตรียม protein lysate  
1. Plate เซลล ์RAW264.7 (2 x 106 เซลล/์หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 6-well plate 

และบ่มเป็นเวลา 2 ชม. เพื่อใหเ้ซลลติ์ดท่ีพื้นท่ีผวิของแต่ละหลุม 
2. เติมสาร antioxidant control ไดแ้ก่ GSE (1 หรือ 10 µg/mL) หรือ vitamin C (500 

µM) รวมทั้งสารสกดั TAM (1 หรือ 10 µg/mL) ลงไปในแต่ละหลุม 
3. บ่มเซลลใ์นตู ้CO2 incubator เป็นเวลา 30 นาที ตามดว้ยการกระตุน้เซลลด์ว้ย LPS 

(1 µg/mL) ร่วมกบั IFN- (25 U/mL) เป็นระยะวลาอีก 16-20 ชม. 
4. ลา้งสารสกดัออกจากเซลล ์ 3 คร้ังดว้ย PBS และเติม 150 µL ของ ice-cold lysis 

buffer (1 mL RIPA buffer ซ่ึงไดเ้ติม 2 mM PMSF, 2 µM leupeptin และ 1 µM E-
64) เป็นเวลา 15 นาที 

5. Pipet cell lysate ท่ีอยูใ่นแต่ละหลุมของ 6-well plate ไปท่ี  microcentrifuge tubes 
และ ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 x g ท่ี 4°C เป็นเวลา 30 นาที 

6. เก็บ supernatant ไวใ้น -8 ˚C เพื่อน าไปใชใ้นการท า Western blot ในขั้นตอนต่อไป 
และแบ่งอีกส่วนหน่ึงของตวัอยา่งเดียวกนัน าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน 

6.2    การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

 วเิคราะห์หาปริมาณของโปรตีนใน lysate โดยใชว้ธีิการของ Lowry et al. (1951) โดย

มีรายละเอียดของขั้นตอนการทดสอบดงัน้ี 

1. เจือจาง protein lysate ใน lysis buffer (1 : 10 v/v) 
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2. เติม 20 µL ของโปรตีนท่ีไดเ้จือจางแลว้ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well plate ตาม

ดว้ย 200 µL ของ reagent D และบ่มต่อเป็นระยะเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3. เติม 20 µL ของ reagent C ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well plat และบ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้งอีกเป็นระยะเวลา 30 นาที  

4. วดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 750 nm โดยการใช ้ spectrophotometry 

microplate reader หาปริมาณโปรตีนของสารสกดัโดยใช ้calibration curve ของสาร

มาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  

6.3    SDS-PAGE gel electrophoresis และ Western blot 

         การคน้หาฤทธ์ิของสารสกดั TAM ต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 

กระท าโดยใชเ้ทคนิค Western blot ซ่ึงเร่ิมจากการแยกโปรตีนโดย polyacrylamide gel electrophoresis  

ตามวธีิการของ Laemmli (1970) และหาชนิดของโปรตีนโดยใช ้ monoclonal antibody ท่ีจ  าเพาะต่อ

โปรตีนท่ีตอ้งการศึกษา  ขั้นตอนการทดสอบมีรายละเอียดดงัน้ีคือ 

1. น า cellular protein ไปตม้เป็นเวลา 5 นาที ใน 6X sample buffer (50 mM Tris-base, 

pH 7.4, 4% SDS, 10% glycerol, 4% 2-mercaptoethanol, 0.05 mg/mL ของ 

bromophenol blue) 

2. โหลด (load) 30 µg ของ cellular protein lysate ลงในแต่ละ lane ของ 10% sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) กระท าการแยก

โปรตีนท่ี 125 โวลต ์เป็นระยะเวลา 150 นาที  

3. ยา้ยโปรตีนท่ีอยูใ่นแผน่เจลไปท่ี nitrocellulose membrane โดยการ blot ท่ี 80 โวลต ์

เป็นเวลา 1 ชม. ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

4. Block membrane ดว้ยการเติม 2% BSA และ 5% milk powder ใน 0.1% Tween-20 

ใน PBS-buffer (TPBS) ลงไปท่ีแผน่ nitrocellulose membrane และบ่มต่อเป็น

ระยะเวลา 4 ชม.  

5. บ่ม nitrocellulose membrane ขา้มคืนดว้ย 1 : 1000 dilution ของ primary antibody 

anti-iNOS mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) 
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หรือ 1 : 2000 dilution ของ primary antibody anti-COX-2 mouse polyclonal 

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)  

6. ตรวจสอบและ normalize โปรตีนท่ีโหลดในแต่ละ lane วา่มีปริมาณเท่ากนัจริง โดย

บ่ม  nitrocellulose membrane ดว้ย primary antibodies ต่อ protein ของ house 

keeping gene ต่าง ๆ ซ่ึงในการทดลองน้ีเลือกใช ้ anti-tubulin mouse monoclonal 

antibody (Santa Cruz) ท่ีไดเ้จือจาง 1 : 2000  

7. ภายหลงัการบ่ม primary antibody ลา้ง nitrocellulose membrane ดว้ย TPBS 3 คร้ัง 

ๆ ละ10 นาที และบ่ม nitrocellulose membrane ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชม. ดว้ย 

1:10,000 dilution ของ secondary antibody goat-anti-mouse-HRP conjugate (Santa 

Cruz) ส าหรับ iNOS และ tubulin และ goat-anti-rabbit IgG-HRP conjugate 

(Cayman) ส าหรับ COX-2 

8. ภายหลงัขั้นตอนการบ่มกบั secondary antibody ลา้งแผน่ membrane TPBS 3 คร้ัง ๆ 

ละ 10 นาที  

9. ในหอ้งมืด เติม ECL Western blotting substrate (Piearce Protein Research 

Products) ลงบน nitrocellulose membrane เคลือบใหท้ัว่พื้นท่ีผวิ โดยบ่มเป็นเวลา 5 

นาที ตามดว้ยการประกบกบัฟิมลเ์ป็นเวลา 5 นาที ส าหรับ iNOS และ 30 วนิาที

ส าหรับ COX-2  

  

7 การศึกษา apoptosis 
 การประเมินการตายของเซลลแ์บบ apoptosis สามารถวเิคราะห์ไดจ้าก 2 ระยะของการเกิด 
apoptosis นัน่คือระยะเร่ิมแรกของ apoptosis (early apoptosis) และระยะช่วงหลงัของ apoptosis (late 
apoptosis) ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดโ้ดยการยอ้มดว้ยสี annexin V ควบคู่กบัสี propidium iodide (PI)   
และวเิคราะห์การแตกหกัเป็นท่อนๆ ของ DNA (DNA fragmentation) ตามล าดบั การเกิดการแตกหกัของ 
DNA ในกระบวนการ apoptosis ท าใหเ้กิดลกัษณะของ DNA ladder ใน agarose gel electrophoresis ซ่ึง
เป็นเอกลกัษณ์ทางสัณฐานวิทยาของเซลลท่ี์ตายดว้ยกระบวนการ apoptosis 
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 7.1     Annexin V-PI  
     เซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis ถูกตรวจพบไดด้ว้ยการใช ้V-FITC apoptosis detection kit 
II (BD Biosciences)  หลกัการตรวจสอบของวธีิน้ีคือ เซลลท่ี์เร่ิมเกิด apoptosis มีการเปล่ียนแปลง โดย 
phosphatidyl serine (PS) ท่ีเดิมเคยอยูด่า้นในของเยือ่หุม้เซลล์ (plasma membrane) จะเคล่ือนออกสู่ผวิ
นอกของเยือ่หุม้เซลล ์ท าใหย้อ้มติดสี annexin V ซ่ึงเป็นโปรตีนขนาด 35-36 kDa ท่ีจบักบั phospholipid 
(phospholipid binding protein)  โดย annexin V มีความจ าเพาะกบั PS มากกวา่ phospholipid ชนิดอ่ืน 
เน่ืองจากสามารถจบักบัประจุลบของ PS ไดสู้ง เซลลท่ี์ไม่เกิด apoptosis จะยอ้มไม่ติด annexin V 
เน่ืองจากการเคล่ือนท่ีของ PS เกิดก่อนการสูญเสียคุณสมบติัของเยื่อหุม้เซลล ์ ท าใหเ้ซลลย์อ้มไม่ติดสี PI 
ในระยะแรกเร่ิมของการเกิด apoptosis  ส าหรับสี PI จะยอ้มติดเฉพาะเซลลต์ายซ่ึงคุณสมบติัของเยื่อหุม้
เซลลเ์สียหาย ท าใหสี้ PI สามารถผา่นเยือ่หุม้เซลลเ์ขา้ไปแทรกตวัระหวา่ง (intercalate) base ของ 
nucleotide (ทั้ง DNA และ RNA) เม่ือจบักบั DNA สี PI จะใหส้ารเรืองแสง (fluorescent) เพิ่มข้ึนอีก 20-
30 เท่า ท าใหส้ามารถตรวจสอบ DNA ได ้ ทั้งน้ีการตรวจสอบการเกิด apoptosis ของเซลลโ์ดยใช ้ flow 
cytometer หากใช ้ annexin V กบัสารเรืองแสง (annexin V-fluorescein) ร่วมกบั PI  จะสามารถจ าแนก
เซลลไ์ด ้4 สภาวะออกจากกนัได ้คือ 1) เซลลท่ี์มีชีวติ (ยอ้มไม่ติด annexin V และไม่ติด PI)  2) เซลลท่ี์เร่ิม
เกิด early apoptosis (ยอ้มติด annexin V และไม่ติด PI) 3) เซลลท่ี์เกิด late apoptosis/necrosis (ยอ้มติด 
annexin V และ PI) และ 4) เซลลท่ี์เกิด necrosis (ยอ้มไม่ติด annexin V แต่ติด PI) (Fahrmann and 
Hardman, 2013; Zhang et al., 1997; Vermes et al., 1995; Vermes, et al., 2000; Darzynkiewicz, et al., 
1992)   ขั้นตอนของวธีิทดสอบมีดงัน้ีคือ 

1. Plate เซลล ์RAW264.7 จ านวน 1 x 106 เซลล/์หลุม ใน 6-well plate และบ่มเป็น

ระยะเวลา 2 ชม. เพื่อใหเ้ซลลย์ดึเกาะติดกบัพื้นท่ีผวิ   

2. เติม antioxidant positive controls ไดแ้ก่ GSE (10 µg/mL) หรือ vitamin C (500 

µM) และสารสกดั TAM (1, 10, หรือ 20 µg/mL) ลงไปในแต่ละหลุมของ 6-well 

plate และบ่มเป็นระยะเวลา 30 นาที    

3. เติมสาร etoposide เพื่อชกัน าใหเ้กิด apoptosis  โดยความเขม้ขน้สุดทา้ยของ 

etoposide คือ 20 µg/mL  และเซลลถู์กบ่มต่ออีกเป็นระยะเวลา 24 ชม.  

4. ลา้งเซลล ์1 คร้ังดว้ย PBS และอีก 2 คร้ังดว้ย binding buffer (10 mM HEPES, pH 

7.4, 100 mM NaCl และ 2.5 mM CaCl2) 
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5. Resuspend เซลลใ์น 100 µL ของ binding buffer และ 5 µL ของ annexin-V 

6. เติม 3 µL ของ propidium iodide (PI) ลงไป และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 

นาที ในท่ีมืด  

7. Resuspend เซลลใ์น 400 µL ของ binding buffer และวเิคราะห์ขอ้มูลโดยการใช ้

flow cytometry (Becton Dickinson FACScalibur cell analyzer, USA) 

7.2    DNA ladder 
         ลกัษณะหน่ึงซ่ึงค่อนขา้งเป็นเอกลกัษณ์ของเซลลท่ี์เกิดการตายแบบ apoptosis คือเกิด
การแตกหกัของ genome DNA ตรงต าแหน่งของ nucleosome เกิดเป็น oligonucleosome fragment ท่ีมี
ขนาดแตกต่างกนัข้ึนกบัจ านวนของ nucleosome ในแต่ละ fragment ขนาดของท่อน DNA ท่ีแตกหกั หรือ 
DNA fragment สามารถตรวจสอบไดจ้ากการเคล่ือนท่ีของ DNA fragment ในสนามไฟฟ้าเม่ือถูกแยก
ออกจากกนัโดย agarose gel electrophoresis เซลลท่ี์เกิด apoptosis  มีลกัษณะจ าเพาะของ DNA fragment 
ในเจลเป็นแบบขั้นบนัได (DNA ladder) เน่ืองจากขนาดของ fragment เป็นจ านวนเท่าของหน่ึง 
nucleosome ท่ีถูกตดัจาก genomic DNA  โดยหน่ึง nucleosome มี 180-200 base pair (Koopman et al., 
1994; Cohen et al., 1992; Wyllie et al., 1984) ทั้งน้ีสามารถหาขนาดของ DNA fragment หรือจ านวน 
base pair ไดโ้ดยเทียบกบั DNA marker ท่ีรู้ขนาดของโมเลกุลอยา่งแน่นอน ในการทดลองน้ี วเิคราะห์การ
แตกหกัของ DNA ในเซลลท่ี์เกิด apoptosis โดยใช ้genomic DNA detection kit (QIAGEN) (Kang, 2003)  
ขั้นตอนของการทดสอบมีรายละเอียดดงัน้ีคือ 

1. Plate เซลล ์RAW264.7 จ านวน 1 x 106 เซลล/์หลุมใน 6-well plate และบ่มเซลลใ์น
ตูบ้่ม  37oC  5% CO2  เป็นระยะเวลา 2 ชม. เพื่อใหเ้ซลลย์ดึเกาะติดกบัพื้นท่ีผวิ   

2. เติม antioxidant positive controls ไดแ้ก่ GSE (1, 10 หรือ 20 µg/mL) หรือ vitamin 
C (500 µM) และสารสกดั TAM (1, 10, หรือ 20 µg/mL) ลงไปในแต่ละหลุมของ 
6-well plate และบ่มเซลลต่์ออีก 24 ชม.    

3. เติม etoposide 20 µg/mL เพื่อชกัน าใหเ้ซลลเ์กิด apoptosis  บ่มเซลลเ์พิ่มเติมอีกเป็น
ระยะเวลา 24 ชม.  

4. ลา้งเซลล ์2 คร้ังดว้ย PBS และเก็บเก่ียวเซลลโ์ดยการ trysinize เซลล ์(ดูรายละเอียด
การ trysinize เซลล ์RAW264.7 ในหวัขอ้ 2.2) 
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5. Cytosolic mononucleosomes และ oligonucleosomes (180 bp nucleotides หรือ 
จ านวนเท่าของ 180 bp nucleotide) ถูกวเิคราะห์โดยการใช ้ DNA detection kit 
(QIAGEN)  ตามวธีิการท่ีระบุไวใ้นคู่มือของชุด kit  

6. Load DNA ลงไปใน 1.2% agarose gel ท่ีประกอบดว้ย 0.1 mg/mL ethidium 
bromide ใน 1X TBE buffer และ electrophoresis ท่ี 80 volts เป็นระยะเวลา 90 นาที  
ใช ้100 bp DNA markers  ของ BIOLabs Inc. (New England Biolabs, Ipswich, 
MA, USA) 

7. ส่องดู DNA ladder ใน gel ภายใต ้WEALTEC Dolphin-DOC ultraviolet analyzer 
(WEALTEC, Corp., Sparks, Nevada, USA)  

 

8.  การวเิคราะห์ข้อมูล 

ชนิดขอ้มูลท่ีมีการกระจายตวัแบบเดียวกนั (homogenous data) ประเมินดว้ย One-way 

analysis of variance (ANOVA) โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มทดลองกบักลุ่มควบคุมดว้ย

การใช ้ unnett’s two tail Test ส าหรับขอ้มูลทีมีการกระจายต่างกนั (non-homogeous data) ประเมินโดย

การใชค้วามแปรปรวนแบบสถิติการแจกแจงอิสระ (non-parametric analysis of variance) โดย

เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มทดลองกบักลุ่มควบคุมดว้ยการใช ้Wilcoxon rank test  
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บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 
 การสกดัเปลือกหุม้เมล็ดมะขามดว้ย acetone ไดป้ริมาณสารสกดัร้อยละ 45.8 ของน ้ าหนกัสาร
สกดัแหง้เทียบกบัน ้าหนกัเร่ิมตน้ของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามก่อนการสกดั สารสกดั TAM ท่ีไดจ้ะน าไป
วเิคราะห์หาปริมาณ phenolics และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิต่างๆ รวมถึงฤทธ์ิตา้นการอกัเสบทั้งแบบ 
in vitro และ in vivo  
 

1. ปริมาณ phenolics และฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ 
1.1   การตรวจสอบดว้ยเทคนิค Thin-layer chromatography system 

เพื่อตรวจสอบหาส่วนประกอบในสารสกดั TAM ท่ีมีความสามารถในการก าจดั
อนุมูลอิสระ (free radical scavenging capacity)  ส่วนประกอบต่าง ๆ ในสารสกดั TAM  ถูกแยกออกจาก
กนัดว้ยวธีิ TLC และคน้หาสารท่ีมีฤทธ์ิท าลายอนุมูลอิสระดว้ยการใชส้ารละลาย DPPH ซ่ึงมีสีม่วง ตรง
ต าแหน่งท่ีอนุมูลอิสระ DPPH• ถูกก าจดั จะปรากฏเป็นสีขาวหรือสีม่วงท่ีซีดจางลง (Soler- Rivas et al., 
2000) ซ่ึงเป็นหลกัการเดียวกนักบัวธีิการใน DPPH spectrophotometric assay  รูปท่ี 5 แสดง TLC 
chromatogram ของสารสกดั TAM และ GSE ท่ีไดจ้ากการแยกสารดว้ยการใช ้ TLC ท่ี develop ใน
สารละลาย toluene : acetone : formic acid  (6:6:1, v/v/v) ผลการทดลองพบวา่ในการแยกสารสกดั TAM 
ไดส้าร 6 กลุ่มหลกั (มี 6 ต าแหน่ง)  โดยแต่ละต าแหน่งซ่ึงมีสีเหลืองซีดหรือไม่มีสีของ DPPH  มีค่า Rf 
ต่างกนั ดงันั้น สารสกดั  TAM จึงประกอบดว้ยสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระอยา่งนอ้ย 6 ชนิด 
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รูปที ่5   แสดง thin layer chromatography (TLC) ของสารสกดัจากเมล็ดมะขาม (TAM) ท่ียอ้มดว้ย DPPH 

solution  หมายเลข 1 คือ GSE และหมายเลข 2 คือสารสกดั TAM  สารละลายท่ีใชใ้น TLC คือ 
toluene : acetone : formic acid  (6:6:1, v/v/v) 

1.2    ปริมาณของ phenolic รวม  
   ในการทดลองน้ี หาค่าปริมาณของสารประกอบ phenolic รวม (TPC) โดยเทียบกบั  

gallic acid และค่า TPC มีหน่วยป็น mg gallic acid equivalent (GAE) ต่อ หน่ึงกรัมน ้าหนกัแหง้ของสาร
สกดั  จากผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 6 สารสกดั TAM มีค่า TPC เท่ากบั 178.6 ± 3.36 mg GAE ต่อ g 
ของสารสกดั ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ปริมาณ TPC ของ GSE อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) โดย GSE มีค่า 
TPC เท่ากบั 133.2 ± 2.39 mg GAE ต่อ g ของสาร 
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รูปที ่6 ปริมาณ phenolic รวม (TPC) ของสารสกดั TAM และ GSE ท่ีแสดงหน่วยเป็น mg GAE ต่อ g 
น ้าหนกัแหง้ของสาร  ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD (n = 3) ตวัอกัษรท่ีต่างกนัแสดงถึงความ
ต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p < 0.01 

 
1.3    การท าลายอนุมูลอิสระชนิด DPPH (free radical scavenging assay) 

 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระชนิด DPPH ของสารสกดั TAM และสารมาตรฐานทั้ง GSE 
และ vitamin C แสดงค่าเป็นความเขม้ขน้ของสารท่ีสามารถยบัย ั้งปริมาณ DPPH• ซ่ึงเป็น stable free 
radical ไดท่ี้ 50% (median inhibitory concentration; IC50)  สารท่ีมีค่า IC50 ต  ่ามีประสิทธิภาพในการก าจดั
อนุมูลอิสระไดดี้กวา่สารท่ีมีค่า IC50 สูง เน่ืองจากสารท่ีมีค่า IC50 ต ่าหมายถึงใชค้วามเขม้ขน้ของสารนอ้ยก็
สามารถก าจดัอนุมูลอิสระได ้ 50% ทดัเทียมกบัสารท่ีมีค่า IC50 สูงซ่ึงตอ้งใชส้ารท่ีความเขม้ขน้สูงกวา่ใน
การออกฤทธ์ิท่ีเท่ากนั  จากรูปท่ี 7 ซ่ึงแสดงผลการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระชนิด DPPH บ่งบอกวา่สาร
สกดั TAM มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (IC50 = 13.2 µg/mL) ดีกวา่สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานอา้งอิงคือ 
GSE (IC50 = 20.7 µg/mL) และ vitamin C (38 µg/mL) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p < 0.01 
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รูปที ่ 7 ฤทธ์ิการท าลายอนุมูลอิสระชนิด DPPH ของสารสกดั TAM เทียบกบัสารมาตรฐาน vitamin C 
และ GSE  ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD (n = 3) ตวัอกัษรท่ีต่างกนัแสดงถึงความต่างกนัทาง
สถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p < 0.01 

 
1.4    Ferric reducing/antioxidant power (FRAP) assay 

ผลการทดสอบค่า total antioxidant power ของสารในการ reduce สารประกอบ
เชิงซอ้น ferric tripyridyltriazine (Fe(III)-TPTZ) ใหเ้ป็น Fe(II)-TPTZ ใน FRAP assay แสดงในรูปท่ี 8     
สารสกดั TAM สามารถรีดิวซ์  Fe3+ ไปเป็น Fe2+ ไดข้ึ้นอยูก่บัความเขม้ขน้ของสารสกดั ค่า  slope ของ
ความสามารถในการรีดิวซ์ (reducing power) ของสารสกดั TAM เป็น 0.0083 ในขณะท่ีค่า slope ของ 
vitamin C เป็น 0.1437  ดงันั้นศกัยภาพในการรีดิวซ์ Fe3+ ไปเป็น Fe2+ ของสารสกดั TAM เป็นประมาณ 1 
ใน 17 เท่า ของ vitamin C  ดงันั้น vitamin C มีความสามารถในการรีดิวซ์ไดดี้กวา่สารสกดั TAM   
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รูปที ่8  ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยการใช ้ ferric reducing/antioxidant power assay (FRAP) ของสารสกดั 
TAM  เทียบกบัสารอา้งอิงมาตรฐาน vitamin C 

 
2. การศึกษาความเข้มข้นของสารสกดั TAM ทีไ่ม่ก่อให้เกดิพษิต่อเซลล์ RAW264.7  

ในการหาความเขม้ขน้สูงสุดของ TAM ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล ์RAW264.7 เซลล ์RAW264.7 
ถูกบ่มร่วมกบัสารสกดั TAM ท่ีความเขม้ขน้ 0.01-100  µg/mL ท่ีอุณหภูมิ 37°C, 5% CO2 เป็นระยะเวลา 
24 ชม. ผลการทดลอง (รูปท่ี 9) พบวา่ ความเขม้ขน้ของสารสกดั TAM ท่ีนอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 10 µg/mL 
ไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษใดๆ ต่อเซลลเ์ม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (control) ไม่วา่จะวดัปริมาณเซลล์
ซ่ึงมีชีวติอยู ่(cell viability) ดว้ยวธีิ trypan blue exclusion method หรือ resazurin assay ทั้ง 2 วธีิใหผ้ลใน
ทิศทางเดียวกนั และช้ีชดัวา่ท่ีความเขม้ขน้ของ TAM ท่ีสูงข้ึน (25-100 µg/mL)  สามารถลดปริมาณเซลล์
ท่ีมีชีวติลงประมาณ 25-50%  
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รูปที ่ 9 ความเป็นพิษของสารสกดั TAM ต่อเซลล ์ RAW264.7 ซ่ึงถูกประเมินโดยวิธี trypan blue และ 

resazurin assay   (* = แตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ี p <0.05) 
 

3. การยบัยั้งการสร้าง NO  ของเซลล์ RAW264.7 โดย TAM 
3.1  การหาชนิดและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารกระตุน้การสังเคราะห์ NO ของเซลล ์

RAW264.7  
เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ NO  เซลล ์ RAW264.7 

macrophage ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS หรือ IFN-  ท่ีความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั เป็นระยะเวลา 24 ชม. 
ก่อนการวดัปริมาณ NO ท่ีเซลลส์ังเคราะห์ข้ึน เน่ืองจาก NO ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนจะถูกออกซิไดซ์อยา่ง
รวดเร็วเป็น nitrite ปริมาณของ nitrite ท่ีเกิดข้ึนจึงเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัปริมาณของ NO ท่ีถูกสังเคราะห์
ข้ึน ดงันั้น ในงานทดลองจึงนิยมวดัปริมาณของ nitrite ท่ีเป็นผลผลิตท่ีเสถียรของ NO โดยใช ้ Griess 
reagent  ผลการทดลองพบวา่เซลล ์RAW264.7 สามารถปลดปล่อย nitrite หรือสังเคราะห์ NO ไดสู้งสุด
เม่ือไดรั้บการกระตุน้โดยใชค้วามเขม้ขน้ 1- 5 µg/mL LPS (รูปท่ี 10) และ 25-50 U/mL IFN-  (รูปท่ี 11)  
ดงันั้น ความเขม้ขน้ 1 µg/ml ของ LPS และ 25 U/mL ของ IFN- จึงถูกคดัเลือกเพื่อใชศึ้กษาศกัยภาพใน
การเสริมฤทธ์ิกนัของทั้ง 2 สาร ผลการทดลอง (รูปท่ี 12) พบวา่เม่ือเซลล ์RAW264.7 ถูกกระตุน้ดว้ย LPS 
(1 µg/mL) และ IFN- (25 U/mL) ร่วมกนัสามารถชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ nitrite หรือ NO ได้
มากกวา่การกระตุน้ดว้ย LPS หรือ IFN- เพียงอยา่งเดียว ดงันั้น สารกระตุน้ทั้ง 2 ชนิดท่ีเสริมฤทธ์ิกนัคือ 

* 
* 

* * 

* 

* 
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LPS (1 µg/mL) และ IFN- (25 U/mL) จึงถูกน ามาใชใ้นการศึกษาผลการยบัย ั้งของสารสกดัเปลือกหุม้
เมล็ดมะขามต่อการสร้าง NO รวมถึงการศึกษาเก่ียวกบักลไกของการยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ในเซลล ์
macrophage RAW264.7  

  

 

รูปที ่10  ผลของความเขม้ขน้ของ LPS (0.001-5 µg/mL) ต่อการชกัน าให้เซลล ์RAW264.7 สังเคราะห์NO  
ภายหลงัการกระตุน้ดว้ย LPS เป็นระยะเวลา 24 ชม. ปริมาณของ nitrite ถูกตรวจวดัโดยใช ้
Griess reagent  ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SEM (n = 4)  กราฟแท่งท่ีมีอกัษรต่างกนั แตกต่างกนั
ทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p < 0.05 

a 

b 

c 

d d 

CCS
Line
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3.2  การหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการชกัน าการสังเคราะห์ NO ของเซลล ์RAW264.7 
 ในการศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมเพื่อชกัน าใหเ้ซลล ์ RAW264.7 สังเคราะห์NO  

เซลล ์RAW264.7 ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS (1 µg/mL) ร่วมกบั IFN-   (25 U/mL)   ดว้ยระยะเวลาท่ี
แตกต่างกนัคือ 0,  2,  4,  8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 32, 36 และ 48 ชม. ก่อนการวดัปริมาณของ nitrite 
ท่ีเกิดข้ึน  ผลของการศึกษาปัจจยัของระยะเวลาของการกระตุน้แสดงในรูปท่ี 13 เม่ือกระตุน้ดว้ย
ระยะเวลาสั้น ๆ คือ 0-4 ชม. ปริมาณ nitrite มีค่าคงท่ี (ประมาณ 6 µM)  หลงัจากนั้น ปริมาณ nitrite เร่ิมมี
ค่าเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง เป็นปฎิภาคโดยตรงกบัระยะเวลาของการกระตุน้ท่ีเพิ่มข้ึน โดยปริมาณ nitrite 
เพิ่มจาก 6 µM เม่ือกระตุน้เป็นระยะเวลา 4 ชม. ไปจนถึง 70 µM  เม่ือระยะเวลาของการกระตุน้เป็น 36  
ชม. ซ่ึงเป็นช่วงท่ีอตัราการสังเคราะห์ NO สูงสุด (slope ชนัท่ีสุด) แต่เม่ือใชร้ะยะเวลาของการกระตุน้
นานกวา่ 36 ชม. ปริมาณของ nitrite ก็ยงัคงเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ แต่เป็นการเพิ่มดว้ยอตัราท่ีชา้ (ค่า slope ต ่าลง)  
และมีแนวโนม้ท่ีจะมีระดบัท่ีคงท่ี (plateau level) หรือไม่เพิ่มมากกวา่ปริมาณสูงสุด จากผลการทดลองท่ี
ได ้ผูว้จิยัเลือกใชร้ะยะเวลาของการกระตุน้ท่ี 24 ชม. ซ่ึงมีค่าระดบัของ nitrite อยูป่ระมาณ 45 µM สูงกวา่
ปริมาณท่ี 0 ชม. ประมาณ 8 เท่าและช่วงระยะเวลาดงักล่าวยงัอยูใ่นช่วงของ slope ท่ีชนั ซ่ึงหมายถึงอตัรา
การสังเคราะห์ NO เกิดข้ึนอยา่งรวดเร็ว จึงเหมาะสมต่อการน ามาศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดั TAM ต่อ
การสร้าง NO ของเซลล ์RAW264.7 
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รูปที ่13 ผลของระยะเวลาของการกระตุน้ต่อการสังเคราะห์ NO ของเซลล ์macrophage RAW264.7 เม่ือ
กระตุน้ดว้ย LPS (1 µg/mL) ร่วมกบั IFN- (25 U/mL) ภายหลงัการกระตุน้ดว้ยระยะเวลาท่ี
ก าหนด ปริมาณของ nitrite ถูกตรวจวดัดว้ย Griess reagent   กราฟท่ีแสดงเป็นขอ้มูลซ่ึงเป็น
ตวัแทนจาก 4 การทดลองซ่ึงใหผ้ลท่ีคลา้ยคลึงกนั 

 
3.3  การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ของ RAW264.7 โดยสารสกดั TAM 

ในการศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดั TAM ต่อการสังเคราะห์ NO ของเซลล ์
RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN-  เซลล ์ RAW264.7 ถูกบ่มล่วงหนา้ (pretreat) เป็น
ระยะเวลา 30 นาทีกบัสารสกดั TAM ท่ีความเขม้ขน้ 1-10 µg/mL ซ่ึงเป็นช่วงของความเขม้ขน้ท่ีไม่
ก่อใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์(ดงัแสดงในรูปท่ี 8) หรือบ่มร่วมกบั antioxidant control คือ GSE (10 µg/mL) หรือ 
vitamin C (500 µM) ก่อนการชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ NO โดยการเติม LPS (1 µg/mL) ร่วมกบั IFN-
 (25 U/mL) ภายหลงัการบ่มเซลลต่์ออีก 24 ชม. ระดบัของ nitrite ถูกตรวจวดัโดย Griess reagent  ผล
การศึกษาแสดงในรูปท่ี 14  สารสกดั TAM มีฤทธ์ิยบัย ั้งปริมาณของ nitrite และปริมาณการยบัย ั้งข้ึนอยู่
กบัระดบัของความเขม้ขน้ของสารสกดั ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/mL ของสารสกดั TAM สามารถยบัย ั้ง
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น่าจะมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ งานวจิยัน้ีจึงศึกษาฤทธ์ิของสารสกดั TAM ต่อการยบัย ั้ง COX-2 ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบ การแสดงออก (expression) ของทั้ง iNOS และ COX-2 
protein ถูกตรวจสอบดว้ยวธีิ Western blot analysis  ในการทดลอง เซลล ์ RAW264.7 ไดรั้บการบ่ม
ล่วงหนา้กบัสารสกดั TAM หรือ antioxidant control ทั้ง GSE หรือ vitamin C ก่อนไดรั้บการกระตุน้ดว้ย 
LPS ร่วมกบั IFN- เป็นระยะเวลา 24 ชม. และประเมินดว้ยวธีิ Western blot analysis ผลการทดลองดงั
แสดงในรูปท่ี 15 สารสกดั TAM ทั้งท่ีความเขม้ขน้ 1 หรือ 10 µg/mL และ antioxidant control (GSE หรือ 
vitamin C) สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ iNOS protein ไดเ้ม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (induced)  
โดยสารสกดั TAM ท่ี 10 µg/mL สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ iNOS protein ไดสู้งถึง 68% ซ่ึงมีค่า
มากกวา่ antioxidant control GSE (10 µg/mL) และ vitamin C (500 µM) ท่ีสามารถยบัย ั้งการแสดงออก
ของ iNOS ไดเ้พียง 40.7% และ 32.3% ตามล าดบั โดยร้อยละของการยบัย ั้งวดัโดยการใช ้densitometry  
 

 

รูปที ่ 15 ผลของสารสกดั TAM ต่อการชกัน าการแสดงออกของ iNOS protein จากเซลล ์ macrophage 
RAW264.7 ท่ีกระตุน้ดว้ย LPS (1 µg/mL) ร่วมกบั IFN- (25 U/mL) เป็นเวลา 24 ชม. ภายหลงั
จากเซลลไ์ดรั้บการบ่มล่วงหนา้กบัสารสกดั TAM (1 หรือ 10 µg/mL) และ antioxidant control 
GSE (10 µg/mL) หรือ vitamin C (500 µM) เป็นระยะเวลา 30 นาทีก่อนการกระตุน้ การ
แสดงออกของ iNOS protein  ประเมินโดย Western blot analysis  ปริมาณของ protein ท่ีถูก load 
คือ 30 µg/lane 
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ผลของ Western blot analysis ของ COX-2 แสดงในรูปท่ี 16 สารสกดั TAM ทั้งท่ีความ
เขม้ขน้ 1 และ 10 µg/mL และ antioxidant control (GSE หรือ vitamin C) สามารถยบัย ั้งการแสดงออก
ของ COX-2 protein ไดโ้ดยสารสกดั TAM ท่ี 10 µg/mL มีฤทธ์ิยบัย ั้งการแสดงออกของ COX-2 protein 
ไดสู้งถึง 59.6% ซ่ึงมากกวา่ antioxidant control GSE (10 µg/mL) และ vitamin C (500 µM) ท่ีสามารถ
ยบัย ั้งการแสดงออกของ COX-2 ไดเ้พียง 45.2% และ 20.2% ตามล าดบั   ทั้งน้ีร้อยละของการยบัย ั้งถูกวดั
โดยการใช ้densitometry  

 

 

 
รูปที ่ 16 ผลของสารสกดั TAM ต่อการชกัน าการแสดงออกของ COX-2 protein จากเซลล ์macrophage 

RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS (1 µg/mL) + IFN- (25 U/mL) เป็นระยะเวลา 24 ชม. 
ภายหลงัท่ีเซลลไ์ดรั้บการบ่มล่วงหนา้กบัสารสกดั TAM (1 หรือ 10 µg/mL) และ antioxidant 
control GSE (10 µg/mL) หรือ vitamin C (500 µM) เป็นระยะเวลา 30 นาทีก่อนการกระตุน้ การ
แสดงออกของ COX-2 protein ประเมินโดย Western blot analysis ปริมาณของ protein ท่ีถูก 
load คือ 30 µg/lane 

 
5. ผลของสารสกดั TAM ต่อการยบัยั้งการเกดิ apoptosis ในเซลล์ RAW264.7 

การทดสอบความสามารถของ TAM ในการยบัย ั้งการเกิด apoptosis ในเซลล ์RAW264.7 ท่ี
ถูกกระตุน้ดว้ย LPS ร่วมกบั IFN--   กระท าโดย 2 เทคนิคคือการใช ้ annexin-V  และการตรวจหา DNA 
ladder ซ่ึงเป็นคุณลกัษณะจ าเพาะของเซลลท่ี์ตายดว้ยกระบวนการ apoptotisis  
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5.1     Annexin V-PI method 
     การตายของเซลลแ์บบ apoptosis สามารถตรวจพบไดด้ว้ยการยอ้มเซลลก์บั Annexin 

V-FITC และ propidium iodide (PI)  ในการทดลอง  เซลล ์RAW264.7 ไดรั้บการบ่มล่วงหนา้กบัสารสกดั 
TAM (1, 10 หรือ 20 µg/mL) และ antioxidant control GSE (1, 10 หรือ 20 µg/mL) หรือ vitamin C (500 
µM) เป็นระยะเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นเติม etoposide (20 µg/mL) ลงไปเพื่อชกัน าการเกิด apoptosis 
เซลลบ์่มร่วมกบั etoposide เป็นระยะเวลา 24 ชม.  ผลของการทดลองแสดงในรูปท่ี 17-19 สารสกดั TAM 
และ antioxidant control สามารถลดการเกิด apoptosis ในเซลล ์ RAW264.7 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม (control) สารสกดั TAM ท่ี 10 µg/mL สามารถลดการเกิด apoptosis จากกลุ่มควบคุมได ้62.1% 
(ลดลงจากกลุ่มควบคุม 16.1% เหลือ 6.1% ) ซ่ึงใหผ้ลดีกวา่ antioxidant positive control   แต่อยา่งไรก็
ตาม ความเขม้ขน้ของ TAM ท่ี 1 และ 20  µg/mL กลบัไม่มีผลต่อการเกิด apoptotsis (รูปท่ี 17) ส าหรับ 
antioxidant control 10 µg/mL ของ GSE (รูปท่ี 18) และ 500 µM ของ vitamin C (รูปท่ี 19) สามารถลด
การเกิด apoptosis จาก 16.1% ของกลุ่มควบคุมเป็น 12.2% และ 14.8%  ตามล าดบั  หรือมีค่าลดลงจาก
กลุ่มควบคุม  24.2% และ 8.1%  ตามล าดบั  
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รูปที ่ 17 ฤทธ์ิยบัย ั้งการเกิด apoptosis ในเซลล ์ macrophage RAW264.7 โดยสารสกดั TAM เซลล ์

RAW264.7 ไดรั้บการบ่มล่วงหนา้กบั Vehicle control (0.08% DMSO) หรือสารสกดั TAM  (1, 
10 หรือ 20 µg/mL) เป็นระยะเวลา 30 นาที ก่อนการชกัน าใหเ้กิด apoptosis ดว้ย 20 µg/mL 
etoposide  ตวัเลขท่ีแสดงเป็นร้อยละของ early apoptosis หรือเซลลท่ี์ติดสี annexin V-FITC และ
ไม่ติดสี PI  



49 
 

 

 

 
รูปที ่18 ผลของ GSE ต่อการเกิด apoptosis ในเซลล ์macrophage RAW264.7  เซลล ์RAW264.7 ไดรั้บ

การบ่มล่วงหนา้ดว้ย Vehicle control (0.08% DMSO) หรือ GSE เป็นระยะเวลา 30 นาที ก่อน
ก่อนการชกัน าให้เกิด apoptosis  ดว้ย 20 µg/mL etoposide   ตวัเลขท่ีแสดงเป็นร้อยละของ early 
apoptosis หรือเซลลท่ี์ติดสี annexin V-FITC และไม่ติดสี PI  
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รูปที ่19 ผลของ vitamin C ต่อการเกิด apoptosis ในเซลล ์macrophage RAW264.7   เซลล ์RAW264.7 
ไดรั้บการบ่มล่วงหนา้กบั vehicle control (0.08% DMSO) หรือ vitamin C เป็นระยะเวลา 30 
นาที ก่อนการชกัน าให้เกิด apoptosis  ดว้ย 20 µg/mL etoposide   ตวัเลขท่ีแสดงเป็นร้อยละของ 
early apoptosis หรือเซลลท่ี์ติดสี annexin V-FITC และไม่ติดสี PI  

 
  5.2    การตรวจดูลกัษณะการแตกหกัของ DNA  (DNA fragmentation) 
                           เซลล ์RAW264.7 ไดรั้บการบ่มล่วงหนา้กบัสารสกดั TAM (1, 10 หรือ 20 µg/mL) 
และ antioxidant control GSE (1, 10 หรือ 20 µg/mL) หรือ vitamin C (500 µM) เป็นระยะเวลา 30 ชม. 
หลงัจากนั้นชกัน าใหเ้กิด apoptosis โดยเติม etoposide (20 µg/mL) และบ่มต่ออีกเป็นระยะเวลา 24 ชม. 
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การตรวจดูลกัษณะการแตกหกัของ DNA กระท าโดยใช ้agarose gel electrophoresis ผลการทดลองแสดง
ใน รูปท่ี 20 ใน lane ท่ีไม่มีการเติมสารใดนอกจาก etoposide (E20) และ lane ท่ีเติมเฉพาะตวัท าละลาย 
(VH)  พบลกัษณะการแตกหกัของ DNA เป็นแบบขั้นบนัได (DNA ladder) ซ่ึงเป็นเอกลกัษณ์ของเซลลท่ี์
ตายดว้ยกระบวนการ apoptosis  แสดงวา่ etoposide สามารถชกัน าใหเ้ซลล ์RAW 264.7 เกิด apoptosis 
ไดต้ามความตอ้งการ และตวัท าละลายส าหรับสารสกดั ไม่ไดส่้งผลต่อการเกิด apoptosis ตามความ
คาดหมาย แต่ทั้งสารสกดั TAM และ antioxidant control (GSE หรือ vitamin C) สามารถลดการเกิด 
apoptosis ในเซลล ์RAW264.7 ได ้ เม่ือเทียบกบักลุ่ม vehicle (VH) control สารสกดั TAM ท่ี 10 µg/mL 
สามารถยบัย ั้งการเกิด apoptosis ไดสู้งสุด แต่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้เป็น 20 µg/mL การยบัย ั้งกลบัลดลง
เล็กนอ้ย เพราะพบ DNA ladder หรือการเกิด apoptosis ท่ี TAM 20 µg/mL นอ้ยกวา่ท่ีความเขม้ขน้ 10 
µg/mL อยา่งไรก็ตาม  DNA ladder ของ  20 µg/mL TAM ก็ยงันอ้ยกวา่กลุ่ม vehicle control  แต่สารสกดั 
TAM ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด (1 µg/mL)   ไม่สามารถลดการเกิด apoptosis ได ้  ซ่ึงผลการทดลองค่อนขา้ง
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองใน annexin V ในท านองเดียวกนั ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด antioxidant positive 
control GSE (1 µg/mL) ไม่สามารถลด DNA ladder ได ้ แต่ท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึน (10 และ 20 µg/mL)  
GSE สามารถลดการเกิด DNA ladder ได ้แต่ไม่มีความแตกต่างของการยบัย ั้งระหวา่งสองความเขม้ขน้ท่ี
ใช ้  
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รูปที ่20 การลดลงของ DNA ladder โดยสารสกดั TAM และ antioxidant positive controls (GSE และ 

vitamin C)  การสกดั DNA ใช ้DNA mini kit การตรวจหา DNA ladder กระท าใน 1.2% agarose 
gel electrophoresis และดูการเกิด DNA ladder โดยใช ้ ethidium bromide และ gel document 
system (Lane M = 100 base-pair ladder marker, E20 = etoposide (20 µg/mL), VH = vehicle 
control (0.08% DMSO), T1-T20 = สารสกดั TAM (1, 10 หรือ 20 µg/mL), G1-G20 = GSE (1, 
10, หรือ 20 µg/mL) และ Vitc = vitamin C 500 µM)  
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บทที ่5 
การวจิารณ์ 

 
 ในการสกดัสารจากพืช ผกั สมุนไพร หรือธญัพืช ท่ีมีไขมนัเป็นองคป์ระกอบมกันิยมก าจดัไขมนั
ออกก่อน สารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามท่ีประกอบดว้ยน ้ามนั (oil) 4-16% ก่อนท่ีจะสกดั phenolic 
compounds ก็มีการก าจดัน ้ามนัออกก่อนเช่นกนั (Shahidi and Naczk, 1995) ซ่ึงปกตินิยมก าจดัไขมนัดว้ย
การใช ้methanol/aluminium/water (Naczk and Shahidi, 1989) หรือดว้ย carbon tetrachloride (Li and El 
Rassi, 2002) โดยปกติเมล็ดธญัพืชท่ีก าจดัไขมนัออกแลว้มกัถูกสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์ (organic 
solvents) และท่ีนิยมใชก้นั ไดแ้ก่ methanol, ethanol หรือ acetone  การสกดั tannins จากมะขามสามารถ
สกดัไดด้ว้ยการใช ้50% acetone ซ่ึงเป็นตวัท าละลายท่ีนิยมใชก้นัมาก (Vuorela, 2005) นอกจากน้ี acetone 
ยงัเป็นตวัท าละลายท่ีระเหยไดง่้าย (volatile) ท าใหมี้ปริมาณท่ีหลงเหลือ (residue) ในสารสกดันอ้ย เม่ือ
ผา่นการระเหยดว้ย rotary evaporator นอกจากนั้น acetone ท่ีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมมีความเป็นพิษนอ้ย 
เป็นท่ียอมรับไดใ้นการศึกษาวจิยัทางดา้นชีวภาพ (Eloff, 1998) ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงใช ้ acetone เป็นตวัท า
ละลายในการสกดัเปลือกหุม้เมล็ดมะขามดว้ยการผสมกบัน ้าในอตัราส่วน 1:1 (acetone 50%) 
 การศึกษาโดยใชว้ธีิ TLC แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดั TAM มีฤทธ์ิท าลายอนุมูลอิสระชนิด DPPH 
เทคนิค   TLC เป็นวธีิการวเิคราะห์เชิงคุณภาพ (qualitative)  ขอ้มูลท่ีไดบ้อกแต่เพียงวา่สารท่ีทดสอบมี
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระหรือไม่ แต่ไม่ไดบ้่งบอกขอ้มูลเชิงปริมาณ (quantitative) วา่สารสกดั TAM มี
ประสิทธิภาพเท่าใดในการท าลาย DPPH•  ดงันั้น งานวจิยัน้ีจึงใช ้ DPPH assay ร่วมดว้ยในการวดั
ประสิทธิภาพการท าลายอนุมูลอิสระของสารสกดั TAM  ผลการวจิยัช้ีชดัวา่สารสกดั TAM มีศกัยภาพสูง
ในการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH•  และสามารถก าจดั DPPH• ไดดี้กวา่ antioxidant control ทั้งชนิด GSE 
และ vitamin C ทั้งน้ีอาจสืบเน่ืองจากในสารสกดั TAM มีสารพฤกษเคมีท่ีเป็นสารประกอบฟีนอลลิกสูง 
ดงัผลท่ีไดจ้ากการทดสอบโดย Folin-Ciocalteu assay จึงท าใหส้ารสกดั TAM มีศกัยภาพสูงในการท าลาย
อนุมูลอิสระ ซ่ึงคุณสมบติั antioxidant ของสารประกอบฟีนอลลิกใน DPPH model ข้ึนกบัจ านวนของ 
hydroxyl groups ท่ีสามารถให ้electron หรือ hydrogen radical กบั DPPH radical ได ้ Brand-Williams et 
al. (1995) รายงานวา่ฤทธ์ิในการท าลายอนุมูลอิสระของสารสกดัเปลือกหุม้เมล็ดมะขามมีความสัมพนัธ์
กบัการแทนท่ีของ hydroxyl groups ใน aromatic ring ของ phenolics ท่ีเก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการ
ให ้hydrogen อะตอม  Pumthong (1999) ไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่สารสกดั TAM ท่ีอุดมดว้ย flavonoids รวมถึง 
tannins, polyphenols และ anthocyanidins มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง ซ่ึงผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบั
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การศึกษาของ Sudjaroen et al. (2005) ท่ีรายงานวา่สารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามมีคุณสมบติัตา้น
อนุมูลอิสระอนัเน่ืองมาจากสารประกอบ oligomeric flavonoids: procyanidin B2 (II),  procyanidin trimer 
(IV), procyanidin tetramer (V), procyanidin pentamer (VI), และ procyanidin hexamer (VII)  โครงสร้าง
ของ oligotmeric flavonoids เหล่าน้ีแสดงในรูปท่ี 21  
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รูปที ่ 21 โครงสร้างของ oligomeric flavonoids: procyanidin B2 (II), procyanidin trimer (IV), 

procyanidin tetramer (V), procyanidin pentamer (VI) และ procyanidin hexamer (VII) 
(Sudjaroen et al., 2005)  
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 Hagerman et al. (1998) ไดร้ายงานวา่น ้าหนกัโมเลกุลท่ีสูงของ phenolics (tannins) สัมพนัธ์กบั
ความสามารถในการจบักบัอนุมูลอิสระ ประสิทธิภาพของการจบัหรือการก าจดัอนุมูลอิสระนอกจาก
ข้ึนกบัน ้าหนกัโมเลกุลแลว้ ยงัข้ึนอยูก่บัจ านวนของ aromatic rings และการแทนท่ีของ hydroxyl groups 
มากกวา่ functional groups จ าเพาะในปฎิกริยาของ oxidative phenolic coupling, phenolic dimers และ 
oligomer reactions ดงันั้นสารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามท่ีประกอบดว้ย oligomeric procyanidins จึง
สามารถแสดงผลเป็น antioxidant และท าลายอนุมูลอิสระไดดี้ยิง่   
 นอกเหนือจาก DPPH assay สารสกดั TAM ยงัมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระใน FRAP assay ซ่ึงเป็นอีก
วธีิหน่ึงของการวดัความสามารถตา้นอนุมูลอิสระโดยอาศยัคุณสมบติัในการให ้ electron อิสระ ซ่ึงคือ
ปฏิกิริยา reduction จาก Fe3+ ใหเ้ป็น Fe2+ ในสภาวะท่ีมี pH ต ่า (Benzie and Strain, 1996) ศกัยภาพในการ 
reduction โดย TAM ใน FRAP assay อาจข้ึนอยูก่บั dihydroxy ของ benzene derivatives ในเปลือกหุม้
เมล็ดมะขาม  ดงันั้น phenolic compounds จากสารสกดั TAM จึงเป็นแหล่ง antioxidant ท่ีอุดม ควรค่าต่อ
การคน้หาและพฒันาให้เป็นผลิตภณัฑเ์สริมอาหารตา้นอนุมูลอิสระ ในปัจจุบนั ทรงวฒิุ ยศวมิลวฒัน์ 
(2555) ไดมี้การพฒันาสารสกดั ethanol จากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามเป็นผลิตภณัฑเ์สริมอาหารตา้นอนุมูล
อิสระชนิดอดัเม็ด อยา่งไรก็ตามแมเ้ปลือกหุม้เมล็ดมะขามจะไดรั้บการพฒันาใหเ้ป็นผลิตภณัฑเ์สริม
อาหารแลว้ แต่ยงัขาดขอ้มูลยนืยนัคุณสมบติัของการตา้นออกซิเดชนัในโมเดล in vivo และขอ้มูลใน
มนุษย ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่การประเมินเร่ืองความปลอดภยัในระยะยาวต่อผูบ้ริโภค 
 NO เป็น free radical gas ท่ีไม่เสถียร เซลลห์ลกัท่ีสามารถผลิต NO ไดคื้อ macrophage ปริมาณ 
NO ในรูปท่ีถูกชกัน าใหส้ังเคราะห์ข้ึน (induced NO) โดยตวักระตุน้จะมีปริมาณสูง  สามารถก่อใหเ้กิด
ความเสียหายกบัเซลลห์รือเน้ือเยือ่และเป็นสารส่ือกลาง (mediator) ส าคญัในกระบวนการอกัเสบ 
(Korhonen et al., 2005)  RAW264.7 เป็นเซลลส์ายพนัธ์ุ macrophage จากหนูเมา้ส์ (murine macrophage 
cell line) ท่ีสามารถสร้าง NO เพื่อตอบสนองต่อ LPS หรือ LPS ร่วมกบั IFN- การกระตุน้เซลล ์
macrophages ใหส้ร้าง NO จ าเป็นตอ้งใชก้ารส่งสัญญาณถึงสองคร้ัง IFN- เป็นตวักระตุน้ท่ีส าคญัต่อการ
ตอบสนองจากสัญญาณท่ีกระตุน้โดย LPS แมส้ัญญาณท่ีเกิดจากการกระตุน้โดย IFN- จะไม่ใช่
สัญญาณหลกั แต่การกระตุน้เซลล ์ RAW264.7 ดว้ย IFN- เพียงชนิดเดียวก็สามารถชกัน าใหเ้กิดการ
สังเคราะห์ NO ไดเ้ช่นกนั (Scuro et al., 2004) ดงันั้น ทั้ง IFN- และ LPS จึงถูกใชใ้นการศึกษาน้ี โดย
เซลล ์RAW264.7 ถูกกระตุน้ ดว้ย LPS  หรือ IFN- เพียงอยา่งเดียว หรือกระตุน้โดยใช ้ LPS ร่วมกบั 
IFN-  เป็นระยะเวลา 24 ชม. เพื่อชกัน าการสร้าง NO การศึกษาช้ีชดัวา่การกระตุน้เซลล ์RAW264.7 ดว้ย 
LPS (1 µg/mL) ร่วมกบั IFN- (10 U/mL) ชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ NO ไดสู้งกวา่การกระตุน้ดว้ย 
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LPS หรือ IFN- เพียงอยา่งเดียว การวดัปริมาณของ NO โดยตรงกระท าไดย้าก เน่ืองจาก NO มีปริมาณ
นอ้ย และเม่ือเกิดใน in vitro สามารถเกิดการเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็ว ในปัจจุบนั การวดั NO กระท าได้
หลากหลายวธีิ อาทิเช่น chemiluminescence (Gladwin et al., 2000), ultraviolet (UV) visible 
spectroscopic (Kelm et al., 1997) และ electron paramagnetic resonance (ERP) (Kuppusamy et al., 
1996) รวมถึง colorimetric assay ซ่ึงเป็นการวดัปริมาณของ NO ทางออ้ม เน่ืองจาก NO ท่ีเกิดใน cell 
culture ไม่เสถียร ในสภาวะท่ีมีก๊าซ oxygen  ก๊าซ NO เกิดการเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็ว โดย autoxidize 
ได ้nitrogen oxides ในรูปต่าง ๆ ดงัน้ีคือ (Tarpey et al., 2004) 

    2NO + O2  →  2NO2 (nitrogen dioxide) 

   2 NO + 2NO2  →  2N2O3 (dinitrogen trioxide) 

   2N2O3 +2H2O  →  4NO2
─

 (nitrite) + 4H+ 

  ในบรรดาผลผลิตของ nitrogen oxide ต่าง  ๆ  ท่ีเกิดจาก autoxidation ของ NO ในสารละลายท่ีมี 
oxgen ผลผลิตเดียวท่ีเสถียรคือ nitrite ซ่ึงสามารถตรวจหาโดย Griess reagent ท่ีมีส่วนผสมของ 
sulfanilamide, phosphoric acid และ N-(1-napthyl) ethylenediamine ใน Griess reaction สภาวะท่ีเป็น
กรดท าให ้ nitrite เปล่ียนเป็น nitrous acid ซ่ึงไม่เสถียร และอยูใ่นรูปของ anhydride คือ N2O3  จาก
ปฎิกริยาท่ีแสดงขา้งตน้ N2O3 ยงัอาจเกิดจากการท าปฎิกริยาระหวา่ง NO และ NO2 ใน Griess reaction  
ปฎิกริยา 2 ขั้นตอนหลกัของการเกิด diazotization  (รูปท่ี 22) คือ nitrosating agent ท่ีไดจ้าก NO คือ N2O3 
ท าปฎิกริยากบั sulfanilic acid  ได ้diazonium ion ซ่ึงจบัคู่ (couple)  กบั N-(1-napthyl) ethyl-enediamine  
ใน Griess reagentไดส้ารประกอบ azo ท่ีมีสี (chromophoric azo product) ท่ีดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 540 nm  
(Tarpey et al., 2004) ค่าการดูดกลืนแสงเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของ nitrite ซ่ึงเป็นสัดส่วน
โดยตรงกบัปริมาณของ NO ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนนัน่เอง  ดงันั้น เม่ือเติม Griess reagent ลงไปในตวัอยา่งท่ี
มี nitrite ตวัอยา่งจะเปล่ียนเป็นสีม่วง และปริมาณของ nitrite สามารถหาไดโ้ดยเทียบกบักราฟท่ีใชส้าร
มาตรฐาน nitrite ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  (Sun et al., 2003) 
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รูปที ่ 22 ปฎิกริยา Griess  สาร nitrosating agent N2O3 ท าปฎิกริยากบั sulfanilamide ไดอ้นุพนัธ์ของ 

diazonium ซ่ึงท าปฎิกริยาต่อกบั N-1 naphthylethylenediamine ได ้diazo product ท่ีดูดกลืนแสง
สูงสุดท่ี 540 nm (Tarpey et al., 2004)  

  
  งานวจิยัน้ีจึงใช ้ Griess reaction เพื่อวดัปริมาณของ nitrite ซ่ึงสัมพนัธ์กบัปริมาณของ NO ท่ี
สังเคราะห์จาก RAW264.7 เซลลเ์ม่ือถูกกระตุน้โดย LPS ร่วมกบั IFN- เน่ืองจากวิธีน้ีป็นวธีิเรียบง่าย 
ไม่แพง และมีความไว  (sensitive) ต่อการตรวจวดั  ผลการวจิยัคร้ังน้ีพบวา่สารสกดัจากเปลือกหุม้เมล็ด
มะขามท่ีสกดัดว้ย acetone 50% สามารถลดระดบัของ NO ท่ีถูกชกัน าใหส้ังเคราะห์จากเซลล ์RAW264.7 
เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS ร่วมกบั IFN- โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุด (10 µg/mL) ท่ีใชใ้นการทดลองสามารถ
ยงัยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ไดดี้กวา่ antioxidant positive control (GSE 10 µg/mL และ vitamin C 500 
µM) (รูปท่ี 14) ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Komutarin et al. (2004) ท่ีคน้พบวา่สารสกดั
จากเปลือกหุม้เมล็ดมะขามท่ีสกดัดว้ย 70% ethanol มีฤทธ์ิยงัย ั้งการสังเคราะห์ NO ในเซลล ์RAW264.7 ท่ี
กระตุน้ดว้ย LPS ร่วมกบั IFN-  ใน in vitro นอกจากนั้น สารสกดัยงัสามารถยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO 
จากเซลล ์macrophage ท่ีเตรียม (isolate) จากช่องทอ้งของหนูเมาส์ (peritoneal macrophage) B6C3F1 ท่ี
น ามากระตุน้ in vitro ดว้ย LPS, IFN-  หรือ LPS ร่วมกบั IFN-   และกระตุน้แบบ in vivo โดยการฉีด
ดว้ย 12-o-tetradecanoylporbol-13-acetate (TPA) เขา้ช่องทอ้ง อยา่งไรก็ตาม กลไกของการยบัย ั้งการ
สังเคราะห์ NO โดยสารสกดั TAM ยงัไม่เคยมีงานวจิยัมาก่อน เน่ืองจากกลไกหลกัในการชกัน าใหเ้กิด
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การสังเคราะห์ NO ในเซลล ์ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้โดย LPS ร่วมกบั IFN- เกิดผา่นการเพิ่มข้ึนของ
เอนไซม ์  iNOS ในเซลล ์ (Jang et al., 2005; Korhonen et al., 2005) ดงันั้น งานวิจยัน้ี จึงศึกษาวา่กลไก
การยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO โดย TAM เกิดผา่นการยบัย ั้งการแสดงออกของโปรตีน iNOS หรือไม่  โดย
การตรวจวดัดว้ยวธีิ Western blot  ผลงานวจิยัช้ีชดัวา่  ในเซลล ์RAW264.7 ท่ีการสังเคราะห์ NO ถูกยบัย ั้ง
โดย TAM เม่ือกระตุน้ดว้ย  LPS ร่วมกบั IFN-  มีปริมาณการแสดงออกของเอนไซม ์ iNOS ลดลง
เช่นกนั โดยปริมาณ iNOS ท่ีลดลงแปรผนัตามความเขม้ขน้ของสารสกดั TAM ท่ีเพิ่มข้ึน (รูปท่ี 15)  และ
เป็นไปตามทิศทางเดียวกนักบัผลการศึกษาใน NO  ดงันั้น กลไกหน่ึงของการยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ท่ี
ถูกชกัน าใน RAW264.6 เซลลเ์ม่ือถูกกระตุน้โดย LPS และ IFN-  เกิดผา่นการลดลงของโปรตีน  iNOS  
ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์รับผดิชอบในการสังเคราะห์ NO ในกรณีท่ีถูกชกัน าโดย proinflammatory cytokine 
หรือสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ ดงัเช่น LPS และ IFN-  ยงัสามารถชกัน าการแสดงออกของ COX-2 
ในเซลล ์RAW264.7 (Jang et al., 2005; Karpuzoglu and Ahmed, 2006)  เป็นท่ีทราบกนัดีวา่เม่ือ COX-2 
เพิ่มข้ึน ปริมาณของ PGE2 มกัเพิ่มข้ึนดว้ย นอกจากนั้น มกัพบการเพิ่มของ COX-2 ในเซลลห์รือเน้ือเยือ่
อกัเสบ (Subbaramaiah and Dannenberg, 2003) การศึกษาคร้ังน้ียงัไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่สารสกดั TAM 
แสดงผลในการยบัย ั้งการอกัเสบดว้ยการไปลด COX-2 และการยบัย ั้งน้ีแปรผนัโดยตรงกบัความเขม้ขน้
ของ TAM ท่ีเพิ่มข้ึนเฉกเช่นเดียวกนักบัการยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO และ iNOS protein  ผลการศึกษา
ช้ีแนะวา่สารสกดั TAM สามารถลด iNOS ไดดี้กวา่ COX-2  ผลงานวจิจยัน้ีสอดคลอ้งกบัรายงานวจิยัท่ี
แสดงวา่สารสกดัจากพืชหลากหลายชนิดท่ีมีคุณสมบติัเป็น antioxidant สามารถมีฤทธ์ิยบัย ั้ง NO, iNOS 
หรือ COX-2 ในเซลล ์RAW264.7 และฤทธ์ิทางดา้นชีวภาพอ่ืนๆ รวมทั้งฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ตวัอยา่งเช่น 
curcumin จาก Curcuma longa L., resveratrol จากเปลือกองุ่น, ไวน์แดง และสารสกดัจากพืชอ่ืนๆ อีก
มากมาย เป็นตน้ (Surh et al., 2001; Calixto et al., 2003) นอกจากน้ี phenolic compounds โดยเฉพาะกลุ่ม 
flavonoids อาทิเช่น apigenin, genistein และ kaempferol เม่ือบ่มล่วงหนา้กบัเซลล ์RAW264.7 สามารถ
ยบัย ั้งการแสดงออกของ NO, iNOS และ COX-2 protein ท่ีกระตุน้ดว้ย LPS ได ้ (Kobuchi et al., 1997; 
Liang et al., 1999; Raso et al., 2001; Sakata et al., 2003) ดงันั้น สารสกดั TAM ซ่ึงประกอบดว้ย 
phenolic สูง จึงมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ นอกเหนือจากฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
 การยบัย ั้ง transcription factors อาทิเช่น NF-kB และ activator protein-1 (AP-1) เป็นอีกหน่ึง
กลไกของการยบัย ั้ง iNOS (Bourke and Moynagh, 1999) ดงันั้นกลไกท่ีสารสกดั TAM ลดปริมาณ iNOS 
และ COX-2 protein จะเกิดผา่นการยบัย ั้ง NF-kB หรือ AP-1 หรือไม่ควรตอ้งมีการตรวจสอบต่อไปใน
อนาคต นอกจากการยบัย ั้ง NO, iNOS และ COX-2 โดย flavonoids  แลว้ สารประกอบ flavonoids อาทิ
เช่น rutin, quercetin, luteolin, hesperidin และ bioflavonoids ยงัมีฤทธ์ิตา้นการเจ็บปวดและตา้นการ



60 
 

อกัเสบ (Ramesh et al., 1998; Bittar et al., 2000; Calixto et al., 2000) การศึกษาน้ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่สาร
สกดั TAM ท่ีประกอบไปดว้ย flavonoid มีฤทธ์ิลดการสังเคราะห์ NO และ  COX-2 in vitro ส่วน
ความสามารถของสารสกดั TAM ในการตา้นความเจบ็ปวด หรือการอกัเสบ   in vivo จ  าเป็นตอ้งมี
การศึกษาต่อไป  
  Apoptosis เป็นรูปแบบหน่ึงของการตายของเซลลท่ี์ตายอยา่งมีระเบียบแบบแผน มีลกัษณะเฉพาะ 
และเป็นการตายท่ีไดถู้กโปรแกรมไวแ้ลว้ (programed cell death)  เซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis  จะเกิด
ความเสียหายสูงสุดท่ี nucleus โดยอวยัวะอ่ืน ๆ ของเซลล ์ (cell organelles) ส่วนใหญ่ยงัอาจคงรูป
เหมือนเดิม ส่ิงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงคือ เซลลมี์ขนาดเล็กลง (shrinkage) ส่วนท่ีเป็น chromatin เกิดการ
หดตวั (chromatin condensation) ตามดว้ยการหดตวัของ nucleus (nuclear condensation) และ DNA เกิด
การแตกหกั (DNA fragmentation) (Pelfrey et al., 1995) ผลจากการทดลอง (lane E20 ในรูปท่ี 20) พบวา่
เซลล ์RAW264.7 ท่ีบ่มร่วมกบั etoposide เกิดการตายแบบ apoptosis ดงัสังเกตจากการแตกหกัของ DNA 
มีลกัษณะแบบขั้นบนัไดท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของเซลลท่ี์เกิด apoptosis สืบเน่ืองจาก DNA ถูกตดัท่ี 
nucleosome มีขนาดประมาณ 180-200 bp  ดงันั้น เม่ือ load DNA ของเซลลท่ี์เกิด apoptosis ใน agarose 
gel electrophoresis จึงไดล้กัษณะเป็นขั้นบนัไดของ DNA (DNA ladder) ท่ีมีขนาด 180 bp หรือเป็น
จ านวนเท่าของ 180 bp ดงัแสดงในรูปท่ี 20 lane ซ่ึง DNA มีลกัษณะเป็น ladder ไม่พบในเซลลท่ี์ไม่ไดบ้่ม
ร่วมกบั etoposide (untreat ในรูปท่ี 20)หรือไม่ถูกชกัน าใหเ้กิด apoptosis นัน่เอง ในกรณีท่ีเซลลไ์ม่ไดต้าย
ดว้ยกระบวนการ apoptosis เม่ือ load DNA ใน agarose gel electrophoresis จะมีลกัษณะเป็น smear ซ่ึง
หมายถึง DNA ท่ีเกิดการแตกหกัมีทุกขนาด bp เพราะถูกตดัอยา่งไม่เจาะจง (random) lane E20 ในรูปท่ี 
20 แสดงวา่เซลลท่ี์ไดรั้บ etoposide เท่านั้น ท่ี DNA มีลกัษณะเป็น ladder ทั้งน้ีเพราะ etoposide เป็นสารท่ี
ชกัน าใหเ้ซลลเ์กิดการตายแบบ apoptosis  (Kozmar et al., 2010)   ผลการทดลองในงานวจิยัน้ี ช้ีชดัวา่ 
การบ่มเซลล ์RAW264.7 ล่วงหนา้กบัสารสกดั TAM ท่ี 10 µg/mL เป็นระยะเวลา 24 ชม. สามารถลดลด
การเกิด apoptosis ในเซลล ์ RAW264.7 ท่ีถูกชกัน าใหเ้กิด apoptosis โดย etoposide ได ้  (รูปท่ี 17 และ  
20) ผลการประเมินการเกิด apoptosis ของเซลลโ์ดย 2 วธีิคือการดูลกัษณะการเกิด DNA ladder และการ
ใช ้ annexin V-PI ใหผ้ลการทดลองท่ีสอดคลอ้งกนั คือการลดการเกิด apoptosis ข้ึนกบัความเขม้ขน้ของ
สารสกดั TAM ท่ีใช ้  สารสกดั TAMท่ี 10 µg/mL ให้ผลสูงสุดในการลดการเกิด apoptosis ในขณะท่ี
ความเขม้ขน้ต ่ากวา่ (1 µg/mL) ไม่ส่งผลต่อการเกิด apoptosis และในกรณีท่ีเพิ่มความเขม้ขน้ของสารสกดั
เป็น 2 เท่า (20 µg/mL)  การลดการเกิด apoptosis ไม่ไดเ้พิ่มข้ึน แต่กลบัมีแนวโนม้ลดลง  ดงันั้น สารสกดั 
TAM ตอ้งมีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม จึงสามารถลดการเกิด apoptosis ได ้แต่ถา้ความเขม้ขน้มากหรือนอ้ย
เกินไป จะไม่มีผล หรืออาจใหผ้ลท่ีไม่พึงประสงคไ์ด ้  ซ่ึงเป็นลกัษณะของ biphasic dose response curve 
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ท่ีมกัพบในสารท่ีใหคุ้ณค่าทางอาหาร (nutrient) เช่นในกรณีของไวตามินต่าง ๆ ตอ้งไดรั้บในปริมาณท่ี
เหมาะสม จึงมีประโยชน์ต่อร่างกาย แต่เถา้ไดรั้บในปริมาณท่ีนอ้ยเกินไป ก่อให้เกิดโรคท่ีเก่ียวกบัการขาด
ไวตามิน (vitamin deficiency) และถา้ไดรั้บในปริมาณมากเกินไปก็ก่อใหเ้กิดพิษได ้ 
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บทที ่6 

สรุป 

 

สรุปผลการวจัิย 

1. การสกดัเปลือกหุม้เมล็ดมะขามดว้ย  50% acetone ไดส้ารสกดั TAM คิดเป็นร้อยละ 

45.8 ของน ้าหนกัแหง้ สารสกดั TAM อุดมไปดว้ยสารประกอบฟีนอลลิก  ปริมาณฟีนอลรวมมีค่า เท่ากบั 

178 ± 3.8 mg GAE/g ซ่ึงสูงกวา่สารสกดัจากเมล็ดองุ่น (GSE) ท่ีเป็นผลิตภณัฑท์างการคา้ (ปริมาณฟีนอล

รวมเท่ากบั 133.2 ± 2.39 mg GAE/g)  และจากการวเิคราะห์ส่วนประกอบดว้ยวธีิ TLC พบวา่สารสกดั 

TAM มีส่วนประกอบคลา้ยคลึงกบัสารสกดั GSE  โดยสาร 5 กลุ่ม จาก 6 กลุ่มหลกัในสารสกดั TAM มีค่า 

Rf  ใกลเ้คียงกบัท่ีพบในสารสกดั GSE 

2. สารสกดั TAM สามารถออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยกลไกท่ีแตกต่างกนัทั้งใน DPPH 

และ FRAP assay โดยสารสกดั TAM ท าลายอนุมูลอิสระชนิด DPPH ไดดี้กวา่ antioxidant control GSE 

และ vitamin C  ค่า IC50 ของ TAM, GSE และ vitamin C เท่ากบั 13 µg/mL,  20.7 µg/mL และ 38.7 

µg/mL ตามล าดบั ส่วนศกัยภาพในการ reduce ferric เป็น ferrous ของสารสกดั TAM ใน FRAP assay มี

ค่าประมาณ 1/17 เท่าของ vitamin C  

3. สารสกดั TAM มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ in vitro สามารถยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO และการ

แสดงออกของโปรตีน COX-2 ในเซลล ์ RAW264.7 ท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS (1 g/mL) ร่วมกบั 

IFN-  (25 U/mL)  

4. กลไกการยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ของสารสกดั TAM เกิดผา่นการยบัย ั้งเอนไซม ์iNOS 

ท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ NO 

5. สารสกดั TAM ท่ี 10 g/mL มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเกิด apoptosis ในเซลล ์RAW264.7 ท่ีถูก

ชกัน าใหเ้กิด apoptosis โดย etoposide (20 g/mL) เม่ือวิเคราะห์โดยดูลกัษณะการแตกหกัของ DNA ใน 

agarose gel electrophoresis และการยอ้มติดสี annexin V โดยใช ้ flow cytometry  อยา่งไรก็ดี ฤทธ์ิตา้น

การเกิด apoptosis ของสารสกดั TAM ไม่เด่นชดัเท่าฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการอกัเสบ เพราะการ
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ออกฤทธ์ิอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ท่ีจ  ากดั ถา้เพิ่มหรือลดความเขม้ขน้จากความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม สารสกดั

จะไม่มีฤทธ์ิ 

 

ข้อเสนอแนะ 

งานวจิยัน้ีไดแ้สดงให้เห็นวา่เปลือกหุม้เมล็ดมะขามเป็นแหล่งท่ีอุดมสมบูรณ์ไปดว้ยสารท่ีมี

ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ รวมถึงฤทธ์ิตา้นการอกัเสบดว้ยการทดสอบแบบ in vitro ทั้งน้ีโดยภาพรวมใน

ประเทศไทย ประชาชนนิยมบริโภคมะขาม น ามาประกอบอาหาร ใชเ้ป็นยาสมุนไพร และน ามาใช้

ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมต่าง ๆ แต่เปลือกหุม้เมล็ดมะขามซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของเมล็ดมะขามกลบัไม่

ถูกน ามาใชป้ระโยชน์มากนกั นอกจากอาจมีการน ามาบดเป็นผงผสมกาแฟ แต่ไม่ไดน้ าไปใชใ้นการ

บริโภคโดยตรง ในทางตรงขา้ม เมล็ดมะขามมกัเป็นส่วนเหลือทิ้ง การศึกษาในงานวจิยัน้ีช้ีแนะถึง

ประโยชน์ของแปลือกหุม้มล็ดมะขามวา่มีศกัยภาพสูง ควรค่าต่อการไดรั้บการพฒันาและศึกษาต่อยอด

งานวจิยัเก่ียวกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบเพิ่มเติม เพื่อพฒันาให้เป็นผลิตภณัฑเ์สริม

อาหารหรือยารักษาโรคท่ีมีสาเหตุจากอนุมูลอิสระหรือเก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบต่าง ๆ  รวมทั้ง

การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามเพิ่มเติม 

ส าหรับขอ้เสนอแนะของงานวจิยัท่ีสามารถกระท าต่อยอดในดา้นท่ีเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ตา้น

อนุมูลอิสระและฤทธ์ิตา้นการอกัเสบไดมี้ดงัน้ีคือ  

1. ควรศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามท่ีเกิดภายในเซลล ์ เช่น 

ใช ้cell line ท่ีไดรั้บสารสกดัใน in vitro  และไดรั้บการชกัน าใหเ้กิดสภาวะเครียดออกซิเดชนั เพื่อดูวา่สาร

สกดั TAM ท่ีเขา้สู่เซลล ์ สามารถลดหรือตา้นการเกิดอนุมูลอิสระท่ีเกิดภายในเซลลไ์ดดี้เพียงใด ทั้งน้ีอาจ

ใชส้าร 2’,7’-dichlorodihydrofluorescin diacetate  (DCFHDA) เป็น probe ใน  DCFHDA assay สาร 

DCFHDA เม่ือเขา้สู่เซลล ์  หมู่ acetyl จะถูกดึงออกโดย esterase ได ้  2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

(DCFH) ซ่ึงเกิดการ oxidize อยา่งรวดเร็วโดย อนุมูลอิสระ หรือ ROS ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล ์ไดส้ารเรือง

แสง dichlorodihydrofluorescein (DCF) ดงันั้น ปริมาณสารเรืองแสงท่ีลดลงเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัตาม

ความสามารถของสารสกดัในการตา้นการเกิดอนุมูลอิสระหรือการเกิด ROS ภายในเซลล ์ 
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2. ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของเปลือกหุม้แล็ดมะขามเพิ่มเติมใน in vivo โดยใช้

สัตวท์ดลอง 

3. การศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ นอกจากการยบัย ั้ง COX-2 แลว้ ควรยนืยนัการลด

ระดบัของ prostaglandins และศึกษาผลกระทบของเปลือกหุม้เมล็ดมะขามต่อ proinflammatory cytokines 

ต่าง ๆ เช่น IL-1, IL-6 และ TNF เป็นตน้ และในการวจิยั ควรศึกษาผลของสารสกดัต่อ COX-1 ดว้ย 

เน่ืองจาก COX-1 เป็น mediator ท่ีมีบทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการท างานของสรีรวทิยา 

ดงันั้นหากสารสกดั TAM ไปลดระดบั COX-1 ยอ่มมีผลกระทบต่อกระบวนการท างานปกติของร่างกาย 

ซ่ึงคลา้ยกบัยาแผนปัจจุบนัหลายชนิดท่ีมีผลลดการอกัเสบโดยการไปลด COX-2 แต่ในขณะเดียวกนัมีผล

ไปลด COX-1 ดว้ย ดงันั้นถา้สารสกดั TAM มีฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะ COX-2 แต่ไม่มีผลต่อ COX-1 เปลือกหุม้

เมล็ดมะขามก็ควรค่าอยา่งยิง่ต่อการต่อยอดงานวจิยัและพฒันาไปเป็นยาในอนาคต   

4. ในกรณีท่ีสารสกดัสามารถยบัย ั้ง COX-2 และไม่มีผลต่อ COX-1 ใน in vitro ควร

ศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดั TAM ในสัตวท์ดลองวา่สามารถตา้นการอกัเสบไดม้ากนอ้ย

เพียงใด โมเดลสัตวท์ดลองท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบมีอยูม่ากมาย เช่น carrageenan-induced paw edema, 

acetic acid-induced vascular permeability หรือ arachidonic-acid-induced ear edema เป็นตน้  

5. ศึกษากลไกการยบัย ั้ง iNOS และ COX-2 ในเชิงลึกวา่เกิดผา่นการยบัย ั้ง 

transcription factors ท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น NF-kB และ AP-1  หรือไม่ เป็นตน้ 

6. ศึกษากลไกของสารสกดัต่อการยบัย ั้ง apoptosis วา่เกิดผา่น intrinsic หรือ extrinsic 

pathway  โดยศึกษาผลของสารสกดัต่อ initiator caspase และ protein ต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งในแต่ละ pathway 

และการชกัน าใหเ้กิด apoptosis เช่น ผลต่อ caspase 8, caspase 9, apoptosis-inducing factors, surivvin, 

Apaf-1, Fas receptor. กลุ่ม BCl-2 family ท่ีเป็น proapoptotic (BCl-2, BCL-XL) และกลุ่มท่ีเป็น pro-

apoptotic (Bad, Bax, Bid, PUMA, NOXA) รวมทั้งการหลัง่ของ cytochrome c การเปล่ียนแปลง 

mitochondrial membrane potential, transcription factors ต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น p53, Akt  เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคม ี

 
1. Folin-Ciocalteau micro method 

 Gallic acid stock solution 

Gallic acid        0.500        g 

Ethanol         10          mL 

เจือจางความเขม้ตามตอ้งการดว้ยน ้า (เก็บท่ี 4° C) 

 Sodium carbonate solution 

Anhydrous sodium carbonate      200           g 

DI  water        800        mL 

น าไปตม้ ทิ้งไวจ้นหายร้อน เติมผลึกของ sodium carbonate  

ลงไปเล็กนอ้ย ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชม. น าไปกรองและเติม DI water  

จนมีปริมาตร 1 L (เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

2. DPPH assay 
 Stock DPPH solution (1 mM) 

DPPH         0.0985      g 

Methanol        250        mL 

(กรอง และเก็บไวใ้น freezer) 

 Working DPPH (0.2 mM) 

Stock DPPH solution (1 mM)      10          mL 

Methanol        40          mL 

3. FRAP assay 

 Acetate buffer (300 mM, pH 3.6) 
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Sodium acetate.3H2O       3.1            g 

Glacial acetic acid       16          mL 
เติม DI water ไปจนกระทัง่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 L 
(เก็บไวท่ี้ 4° C) 

 Dilute HCl: 40 mM 

Conc. HCl (1 M)       1.46       mL 
เติม DI water ไปจนกระทัง่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 L 
(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

 TPTZ (10 mM) 

TPTZ         0.062        g 
HCl (40 mM)        20          mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

 Ferric chloride (20 mM) 

FeCl3.6H2O        0.108        g 
DI water        20          mL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

 Working FRAP reagent 

Acetate buffer (300 mM, pH 3.6)      200        mL 
TPTZ (10 mM)        20          mL 
Ferric chloride (20 mM)       20          mL 
DI water       24  mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

4. Nitrite assay 

 Griess reagent 
Phosphoric acid              3.5        mL 

             Sulfanilamide                     1              g 
             N-(1-napthyl)-ethylenediamine (NED)               0.1              g 
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เติม DI water ไปจนกระทัง่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 mL 
             (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

5.  Western blot 
 RIPA buffer 

PBS 1X        100  mL 
NP-40         1  mL 
SDS         0.1     g 
(เก็บไวท่ี้ 4° C) 

 Lysis buffer 

RIPA buffer        1  mL 
PMSF (200 mM)       10   µL 
Leupeptin (2 mM)       1   µL 
E-64 (1 mM)         1   µL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

 6X Sample Buffer 

Tris-base        0.59      g 
DI water        8.5         mL 
SDS         1.5      g 
2ME         0.6         mL 
Glycerol        7.5         mL 
Bromophenol blue       7.5         mg 
(เก็บไวท่ี้ 4° C) 

 10% SDS-polyacrylamide gel 

SDS         10      g 
DI water       100        mL 
(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 
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 10% AP solution 

Ammonium persulfate        0.1            g 
DI water        1            mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

 30% acrylamide 

Acrylamide          30             g 
bis- acrylamide        0.8            g 
DI water        100        mL 

(กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

 1.5 M Tris Cl, pH 8.8 

Tris-base        18.165      g 
DI water        80          mL 
ปรับดว้ยกรด HCL ไปท่ี pH 8.8  จากนั้นปรับปริมาตรสุดทา้ย 
ดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

 5 M TrisCl, pH 6.8 
Tris-base        6     g 
DI water        80          mL 
ปรับดว้ยกรด HCL ไปท่ี pH 6.8  จากนั้นปรับปริมาตรสุดทา้ย 
ดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

 Running buffer (10 X) 

Tris-base        30             g 
Glycine        14.4          g 
SDS         10             g 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 1 L (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

 Running buffer (1X) 

Running buffer (10 X)       100        mL 
DI water        900        mL 
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กรอง (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

 Blotting buffer (1X) 

Tris-base        3.03          g 
Glycine        14.4          g 
Methanol        200        mL 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 1 L (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

 TPBS 0.1% Tween 20 

PBS 1X        1,000     mL 

Tween 20        1            mL 

กรอง (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

 5% skim milk 

Skim milk        0.75          g 

TPBS 0.1% Tween 20       15          mL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

 Coomassie stain solution 

Coomassie blue        0.05          g 
Methanol        80          mL 
Glacial acetic acid       14          mL 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL  

(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

 Destaining solution 

Methanol        5            mL 
Glacial acetic acid       7            mL 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL  

(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 
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 10% Resolving gel (12.05 mL ส าหรับ 2 gel) 

30% acrylamide                     3.984    mL 

1.5 M Tris/SDS pH 8.8                    2.988    mL 

DI water         4.98      mL 

10% AP         84      µL 

TEMED        15       µL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

 Stacking gel (4.99 mL ส าหรับ 2 gel) 

30% acrylamide                     0.65      mL 
0.5 M Tris/SDS pH 6.8       1.25  mL 
DI water        3.05  mL 
10% AP        34  µL 
TEMED        5  µL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

 Lowry reagent  
             Reagent A (2% Na2CO3 in 0.1 N NaOH) 

 Na2CO3       5               g 
  NaOH (0.1 N)     250        mL 
      (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

             Reagent B (0.5% CuSO45H2O in 1% sodium citrate) 
 CuSO45H2O       0.05          g 
  Sodium citrate     0.1            g 
  DI water      10          mL 

             Reagent C (1 N Folin phenol reagent) 

 2 N Folin phenol reagent เจือจางดว้ย DI water (1:1, v/v) 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 
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                          Reagent D 
 Reagent A : Reagent B (50 : 1)  

       (เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 
 Primary antibodies iNOS หรือ COX-2 (1:500) 

Primary antibodies (iNOS or COX-2) (200µg/ mL)   20       µL 
Skim milk        0.1            g 
TPBS         10          mL 

             (เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 
 Secondary antibody HRP-conjugated rabbit-anti-mouse-IgG (1:10,000) 

Secondary antibody HRP (200 µg/ 0.5 mL)    1            µL 
Skim milk        0.1            g 
TPBS         10          mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

 Tubulin antibody (1:1,000) 
Tubulin antibody (200 µg/ mL)      10           µL 
Skim milk        0.1            g 
TPBS         10          mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

6.   DNA fragmentation 
 1.2% agarose gel 

Agarose gel        1.2            g 
DI water        100        mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

 TBE buffer 10X solution 
Boric acid        55             g 
Tris-base        109           g 
EDTA         9.3            g 
DI water        800        mL 
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ละลาย และปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 1 L 
(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

 TBE buffer 1 X solution 

TBE buffer 10 X solution      100        mL 

DI water        900        mL 

(กรอง และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง) 

 RNaseA 100 mg/mL 

RNaseA        50          mg 

Double-distilled water (DDW)      500        µL 

(Aliquot และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

 DNA ladder 100 bp (keep in -20°C) (DNA detection kit (QIAGEN)) 

Stock solution= 500 µg/mL = 0.5 µg/µL = 500 ng/µL 

Working solution = 50 ng/µL 

Stock 5 µL + 45 µL AE 

 DNA mini kit (QIAGEN) 

AW1 + ethanol 25 mL 

AW2 + ethanol 30 mL 

(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 
 Ethidium bromide staining (10 mg/mL, FW=394.3) 

DI water        100        mL 
Ethidium Bromide       1               g 
(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมสี าหรับการเลีย้งเซลล์ 

 
1. สารเคมีส าหรับการเลีย้งเซลล์ 

 FBS/FCS (inactivated, Hyclone) 

ละลาย FBS ท่ีแช่แขง็ใน -20°C ดว้ยการน าไปแช่ใน breaker ท่ีเปิดน ้าไหลผา่น 

วางขวด serum ไวใ้น water bath ท่ีตั้งอุณหภูมิไว ้37°C  

สังเกตใหล้ะลายเป็นของเหลวจนเป็นเน้ือเดียวกนั 

Heat inactivate ท่ีอุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 20 นาที   

เขยา่เบา ๆโดยการหมุนเป็นวงกลมในน ้าทุก 5-10 นาที 

 Aliquot ใน 50 mL conical tube (เก็บไวท่ี้ -20°C) 

 RPMI 1640 1X 

RPMI-1640 1X ดว้ย L-glutamine และ phenol red    1          ซอง 

NaHCO3        2               g 

ปรับปริมาตรดว้ย MQ water ไปท่ี 1000 mL 

ปรับ pH ไปท่ี 7.4 ตามดว้ยการกรอง และเก็บไวท่ี้ 4°C 

 RPMI 1640 1X (complete media) 

FBS (inactivated, Hyclone)      20         mL 

HEPES buffer 1 M       3.75      mL 

Penicillin+Streptomycin  (100 X)     2           mL 

RPMI-1640 1X  ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น    200       mL 

 (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

 PBS 10X 

KH2PO4        0.288        g 
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NaCl         18             g 

Na2HPO4.7H2O        1.5            g 

MQ.water        200       mL 

(Autoclave ท่ี 121°C, 15 นาที, และเก็บไวท่ี้ 4°C) 

 PBS 1X 

PBS 10X        20         mL 

MQ.water        180       mL 

(เก็บไวท่ี้ 4°C) 

 Hepes buffer (1M) 

Hepes         23.83        g 

MQ.water        100       mL 

(เก็บไวท่ี้ 4°C) 

 Penicillin/Streptomycin (100X) 

Penicillin        0.6            g 

Streptomycin        1.34          g 

PBS 1X        100       mL 

(Aliquot และเก็บไวท่ี้ -20°C) 

 Trysin/EDTA 

Trysin         0.25          g 

EDTA         0.04          g 

PBS 1X        100       mL 

(Aliquot และเก็บไวท่ี้ -20°C) 
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 DNA mini kit manufacturer's instructions 

เติม 180 µL ALT ลงใน cell pellet 
 

เติม 20 µL proteinase K 
 

ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการใช ้vortex 
 

บ่มใน water bath ท่ี 56°C เป็นเวลา 10 นาที 
 

Spin down 
 

เติม 4 µL RNaseA 
 

ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการใช ้Vortex และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 
 

เติม 200 µL AL solution 
 

ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการใช ้Vortex 
 

บ่มใน water bath ท่ี 70°C เป็นเวลา 10 นาที 
 

เติม 200 µL ethyl alcohol 
 

ผสมใหเ้ขา้กนั 
 

Spin down 
 

เติมลงไปใน column ท่ีอยูใ่น collection tube 
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Centrifuge 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
 

ยา้ย column ไปใส่ใน tube อนัใหม่ 
 

เติม 500 µL AW1 solution 
 

Centrifuge 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
 

ยา้ย column ไปใส่ใน tube อนัใหม่ 
 

เตม็ 500 µL AW2 solution 
 

Centrifuge 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที 
 

ยา้ย column ไปใส่ใน tube อนัใหม่ 
 

Elute ดว้ย 200 µL (100 µL) AE buffer หรือ DDW 
 

บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
 

Centrifuge 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
 

Elute ดว้ย 200 µL (100 µL) AE buffer หรือ DDW 
 

บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
 

Centrifuge 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
 

Solution น้ีจะถูกใชส้ าหรับการ load gel (1.2% agarose gel) 100 โวลต ์เป็นเวลา 90 นาที 
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 ภาคผนวก ค  
Standard curve 

1. Standard curve ของ FeSO4.7H2O ใน FRAP assay 

 
2. Standard curve ของ gallic acid ใน total phenolic content 
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3. Standard curve ของ NaNO2 ใน Nitrite assay 

 
4. Standard curve ของ Albumin ใน Lowry method 
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