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Abstract 

Free radicals are molecules that can react easily with many substances in the 

human body and thus cause damage to the cells. Some kinds of algae can produce 

a great variety of small peptides which show high free radical scavenging and cancer 

anti-proliferative activities. The aim of the present study was to evaluate such 

activities of protein hydrolysate extracted from Sea grapes. The result revealed that 

protein hydrolysate of Sea grapes obtained from enzymatic hydrolysis with 5% (w/v) 

pepsin-pancreatin showed the highest antioxidant activity against ABTS. This protein 

hydrolysate was separated into 5 fractions based on their molecular weight (MW). 

The protein hydrolysate fraction with MW less than 0.65 kDa (UF-5) exhibited high 

level of free radical scavenging activity on ABTS radical with IC50 values of 3.35 µg/ml. 

It had also the highest anti-proliferative activity on human lung cancer cells (CHAGO-

K1), human liver cancer cells (Hep-G2) and human colon cancer cells (SW620) with 

IC50 values of 0.77, 0.71 and 0.76 µg/ml, respectively. In addition, upregulation of 

CTSS gene and downregulation of BCL2 gene were found in CHAGO-K1 cells treated 

with UF-5, indicating that cells underwent the process of apoptosis after treatment 

with UF-5. By de novo peptide sequencing analysis, peptides exhibiting antioxidant 

activity from Sea grapes contained histidine, aspartic acid and lysine. 
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บทท่ี 1 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของงานวิจัย 

ในปัจจบุัน มนุษย์มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคภัยไข้เจ็บต่างๆ มากขึ้น เนื่องจากการด ารงชีวิต

ของมนุษยต์้องเผชิญกับปญัหาและมลภาวะต่างๆ ในชีวิตประจ าวัน เช่น มลพิษทางอากาศ ความ

กดดันหรือความเครียดจากการท างาน การสูบบุหรี่ การได้รับสารพิษจากเช้ือจุลินทรีย์ สารเคมทีาง

การเกษตร สารก าจัดวัชพืช ยาฆ่าแมลง รวมถึงสารปรุงแต่งในผลิตภัณฑ์อาหาร เป็นต้น  ปัญหาต่างๆ 

เหล่าน้ีท าใหม้นุษย์มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคได้หลายชนิด เช่น โรคมะเร็ง โรคอลัไซเมอร์ และโรค

หลอดเลอืดแดงแข็งตัว ฯลฯ   สาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ เหล่าน้ี ส่วนหนึง่เป็นผลมาจากอนุมลู

อิสระที่เกิดจากปฏิกิริยาทางชีวเคมีภายในร่างกาย และการได้รับอนุมลูอสิระจากสิ่งแวดลอ้มภายนอก 

อนุมูลอสิระ (Free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนที่ไมม่ีคู ่ (Unpaired 

electron) อะตอมหรือโมเลกุลของอนุมลูอสิระมีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับโมเลกลุ

ข้างเคียงอื่นๆ ได้ง่าย โดยมีความสามารถในการแย่งชิงอเิล็กตรอนจากโมเลกลุข้างเคียงอื่นๆ ท าให้

โมเลกุลข้างเคียงเกิดเป็นโมเลกุลที่ไม่มีความเสถียรและท าให้เกิดความเสียหายที่เป็นอันตรายตอ่เซลล์   

โดยทั่วไป อนุมูลอสิระสามารถเกิดข้ึนเป็นปกติจากปฏิกิริยาต่างๆ ภายในร่างกาย โดยเฉพาะอย่างยิง่ 

อนุมูลอสิระกลุ่มออกซิเจน (Reactive oxygen species, ROS) ได้แก่ อนุมูลอิสระซปุเปอรอ์อกไซด ์

(Superoxide radical, O2
–) ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ (Hydrogen peroxide, H2O2) และอนุมลู

อิสระไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical, HO·)  ร่างกายของสิ่งมีชีวิตจะมีกลไกในการก าจัดอนุมลูอสิระ

ที่เกิดจากปฏิกริิยาเคมีต่างๆ ภายในร่างกาย โดยการสร้างเอนไซม์ต้านอนุมลูอิสระ เช่น เอนไซม ์

คะตะเลส (Catalase) เอนไซม์ซปุเปอรอ์อกไซด์ดิสมิวเทส (Superoxide dismutase, SOD) เอนไซม์

กลูตาไทโอนรีดักเทส (Glutathione reductase) ฯลฯ แต่ทว่าอนุมูลอสิระยังสามารถเกิดข้ึนจากการ

ด ารงชีวิตของมนุษย์หรือการรบัมลพิษจากสภาวะแวดล้อมภายนอก เช่น อาหาร แสงแดดหรือรงัส ี

อัลตราไวโอเลท ความเครียด การสบูบหุรี่ และการเผชิญกับมลพิษต่างๆ ในชีวิตประจ าวัน เป็นต้น  

การด ารงชีวิตและกิจกรรมต่างๆ ที่เกิดข้ึนในชีวิตประจ าวันเหล่าน้ีท าให้ร่างกายของมนุษยม์ีการสะสม

อนุมูลอสิระภายในร่างกายมากขึ้น สง่ผลใหอ้นุมูลอิสระกลายเป็นสารพิษทีม่ีอันตรายต่อร่างกาย และ

เป็นสาเหตทุี่ท าใหเ้กิดโรคร้ายหลายชนิด ดังนั้น ระบบหรือกลไกการต้านอนมุูลอิสระจากร่างกายเพียง

อย่างเดียวอาจไมเ่พียงพอต่อการก าจัดอนุมลูอิสระให้อยู่ในระดับที่ไม่เป็นอันตรายต่อร่างกาย ท าให้
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ร่างกายมีความจ าเป็นต้องพึง่พาสารต้านอนุมลูอสิระจากแหล่งภายนอกอื่นๆ เพือ่เป็นการเพิ่มปรมิาณ

สารต้านอนุมูลอสิระภายในร่างกาย ท าให้ร่างกายมีความสามารถในการท าลายอนมุูลอสิระได้ดียิ่งขึ้น 

แหล่งของสารต้านอนุมลูอสิระจากภายนอกสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มหลักๆ คือ สารต้าน

อนุมูลอสิระที่ได้จากธรรมชาติ และสารต้านอนุมลูอิสระสังเคราะห์   ตัวอย่างของสารต้านอนุมลูอสิระ

จากธรรมชาติ ได้แก่ วิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี เบต้า-แคโรทีน รวมถึงสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 

(Flavonoid) และ สารประกอบพอลิฟีนอลิก (Polyphenolic compound) ที่พบได้มากในพืชผัก

และผลไมห้ลากหลายชนิด   ตัวอย่างของสารต้านอนุมลูอสิระสังเคราะห์ เช่น บิวทิเลเทตไฮดรอกซ-ี

โทลูอีน (Butylated hydroxytoluene, BHT) บิวทิเลเทตไฮดรอกซีแอนิโซล (Butylated 

hydroxyanisole, BHA) และ เทอเทียร-ีบิวทิลไฮโดรควิโนน (Tertiary-butylhydroquinone, 

TBHQ) (Cai et al. 2015)   อย่างไรก็ตาม สารต้านอนุมลูอิสระที่ได้มาจากธรรมชาติ เป็นที่ยอมรบั

ของผู้บริโภคมากกว่าสารต้านอนุมูลอสิระที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี เนือ่งจากในปจัจบุันผูบ้รโิภค

ส่วนใหญห่ันมาใส่ใจสุขภาพมากขึ้น ท าให้ผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติรวมถึงอาหารเสริมเพื่อสุขภาพที่

ปราศจากสารเคมเีป็นทางเลือกที่ดีและมีความปลอดภัยต่อผูบ้ริโภค    

เมื่อไม่นานมานี้ มีรายงานว่า เพปไทด์ (Peptide) ที่ได้จากย่อยสลายโปรตีนในอาหารบางชนิด 

เช่น ถ่ัวเหลือง และ หางนม ฯลฯ มีความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระได้อย่างมปีระสิทธิภาพ   โดย

พบว่าเพปไทด์ที่มีกรดอะมิโนในกลุ่มอะโรมาตกิ (Aromatic amino acid) ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน  

ไทโรซีน และ ทริปโทเฟน และเพปไทด์ที่มกีรดอะมิโนซสิเทอีน และ ฮสีทีดีน มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระที่

มีประสิทธิภาพ (Dávalos et al. 2004)  นอกจากนี ้ เพปไทด์ที่มกีรดอะมิโนกลุ่มไฮโดรโฟบิก 

(Hydrophobic amino acid) เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ โพรลีน ลิวซีน อะลานีน ทรปิโทเฟน และ 

ฟีนิลอะลานีน จะมีกจิกรรมตอ่ต้านอนุมลูอิสระทีม่ีประสิทธิภาพเช่นเดียวกัน (Mendis et al. 2005)   

ดังนั้น องค์ประกอบของกรดอะมโินที่พบภายในเพปไทด์ ชนิดของแหลง่โปรตีน และชนิดของเอนไซม์

ที่ใช้ย่อยโปรตีนเป็นปัจจัยส าคัญที่ควบคุมการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของเพปไทด ์  นอกจากนี ้ จาก

รายงานการศึกษาที่ผ่านมายังพบว่า เพปไทดบ์างชนิดมีฤทธ์ิทางชีวภาพอื่นๆ ที่น่าสนใจ เช่น เพปไทด์

ที่มีฤทธ์ิต้านมะเร็ง และ เพปไทด์ทีม่ีฤทธ์ิต้านการอักเสบ เป็นต้น (Qian et al. 2008)   ชนิดของ

แหล่งโปรตีนเป็นปจัจัยส าคัญที่มผีลต่อการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระและฤทธ์ิทางชีวภาพของเพปไทด์ 

ท าให้ในปจัจบุันศูนย์วิจัยและองค์กรทางด้านวิทยาศาสตร์มกีารศึกษาค้นคว้าหาชนิดของแหลง่โปรตีน 

ใหม่ๆ เพื่อเป็นทางเลอืกใหก้ับผู้บริโภคมากยิ่งข้ึน  มรีายงานว่า เพปไทด์ที่ได้จากการย่อยโปรตีนใน

สิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น เพปไทดจ์ากปลาหมึกยักษ์ (Mendis et al. 2005) เพปไทด์จากปลิงทะเล 

(Zhou et al. 2012) เพปไทด์จากปลาทูน่า (Ranathunga et al. 2006) และเพปไทดจ์ากสาหร่าย 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2026/beta-carotene-%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B8%99
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Chlorella vulgaris (Sheih et al. 2009) มีกิจกรรมต้านอนุมลูอสิระไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ  

นอกจากนี้ พบว่าเพปไทดจ์ากสาหร่ายเกลียวทอง Arthrospira platensis (Wang and Zhang 

2016) และเพปไทดจ์ากสาหร่ายสีแดง Pyropia haitanensis (Mao et al. 2016) มีฤทธ์ิในการ

ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งบางชนิด   สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความน่าสนใจในการน ามาศึกษา

ฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดต่างๆ เนื่องจากสาหร่ายหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิง่ สาหร่ายทะเลจัดเป็น

สาหร่ายที่มีคุณค่าทางโภชนาการและเป็นที่นิยมของผู้บริโภคอย่างกว้างขวาง  

สาหร่ายทะเล (Marine algae) เป็นสิ่งมีชีวิตที่อยู่ในกลุ่มยูคาริโอต จัดเป็นพืชช้ันต่ า ไม่มีส่วนที่

เป็นราก ล าต้น และใบที่แท้จริง สาหร่ายทะเลไม่มีระบบท่อล าเลียงอาหารจากรากสู่ล าต้น

เหมือนกับพืชช้ันสูง แต่ใช้วิธีดูดซับแร่ธาตุจากน้ าทะเลเข้าสู่เซลล์โดยตรง และสามารถสร้าง

อาหารด้วยกระบวนการสังเคราะห์แสง สาหร่ายทะเลเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความน่าสนใจในการศึกษา

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดต่างๆ เนื่องจากสาหร่ายทะเลมีคุณค่าทางโภชนาการ อุดมไปด้วยวิตามิน 

แร่ธาตุ ใยอาหาร โปรตีน และ พอลิแซคคาไรด์ (MacArtain et al. 2007)   มีรายงานว่าสาหร่าย

ทะเลบางชนิด เช่น Enteromorpha prolifera, Grateloupia filicina, Porphyra tenera, 

Costaria costata และ Ulva rigida สามารถผลติสารเคมีที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ (Lee et al. 2005)   สารต้านอนุมูลอสิระที่ได้จากสาหร่ายทะเลมหีลายชนิด เช่น กรด

แอสคอรบ์ิก (Ascorbic acid) แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) โบรโมฟีนอล (Bromophenol) และ  

คาเทชิน (Catechin) เป็นต้น (Matsukawa et al. 1997)   นอกจากนี้ เพปไทด์ที่ได้จากสาหร่ายบาง

ชนิด ได้แก่ Ulva rigida, Enteromorpha clathrata, Jania adherens และ Corallina 

elongate มีฤทธ์ิยบัยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเรง็ โดยพบว่าเพปไทดท์ี่ได้จากสาหร่ายเหล่าน้ีมีฤทธ์ิ

ยับยั้งการเจรญิของเซลล์มะเร็งตับในหนู (Salem and Atef 2011) 

สาหร่ายพวงองุ่น (Sea grapes) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Caulerpa lentillifera จัดเป็นสาหร่าย

ทะเลที่เป็นที่นิยมของผู้บริโภค เนื่องจากมรีสชาติดี มีคุณค่าทางโภชนาการ อุดมไปด้วยสารอาหาร  

แร่ธาตุ และวิตามินหลายชนิด เช่น กรดไขมันไม่อิ่มตัวที่มพีนัธะคู่หลายต าแหน่ง (Polyunsaturated 

fatty acid, PUFA) วิตามินบี 2 วิตามินอี โปรตีน และ คาร์โบไฮเดรต เป็นต้น   จากการศึกษา

องค์ประกอบทางเคมีของสาหร่ายพวงองุ่นพบว่า สาหร่ายพวงองุ่นมีคาร์โบไฮเดรต 64 เปอรเ์ซ็นต์ 

ปริมาณโปรตีน 9.26 เปอรเ์ซ็นต์ ปริมาณลพิิด 1.57 เปอรเ์ซ็นต์ ปริมาณใยอาหาร 2.97 เปอร์เซ็นต์ 

และ ปริมาณเถ้า 22.20 เปอรเ์ซ็นต์ โดยน้ าหนักแห้ง (Nguyen et al. 2011) ท าให้สาหร่ายพวงองุ่น

จัดเป็นอาหารที่มีแคลอรีต่ า โซเดียมต่ า มีใยอาหารสงู ช่วยกระตุ้นระบบขับถ่ายได้ดี และใช้เป็น

อาหารส าหรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน โรคหัวใจ และ โรคความดันโลหิตสงู   อย่างไรก็ตาม ในปจัจบุัน 
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การศึกษาสารต้านอนุมลูอิสระและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ได้จากสาหร่ายพวงองุ่น ส่วนใหญ่มุ่งเน้น

ไปที่การศึกษาสารกลุ่มฟีนอลกิและพอลิแซคคาไรด ์แตก่ารศึกษาฤทธ์ิของโปรตีนหรือเพปไทด์ รวมถึง

สารประเภทอื่นๆ จากสาหร่ายชนิดนี้ยังมีรายงานน้อยมาก 

งานวิจัยนี้สนใจศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งของ

โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากสาหร่ายพวงองุ่น โดยการน าตัวอย่างโปรตีนจากสาหร่ายพวงองุ่นมาย่อย

ด้วยเอนไซม์โปรตีเอสชนิดต่างๆ และน าตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระ   หลังจากนั้น น าโปรตีนไฮโดรไลเซทไปผ่านกระบวนการท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิ และน าโปรตีน

ไฮโดรไลเซทที่บริสุทธ์ิ และน าไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็ง และน าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่บริสุทธ์ิจากสาหร่ายพวงองุ่นไประบุชนิดของเพปไทด์ โดย

ท าการศึกษาล าดับของกรดอะมิโนภายในโมเลกุลของเพปไทด์ 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่

ได้จากการย่อยสลายโปรตีนของสาหร่ายพวงองุ่นด้วยเอนไซม์โปรตีเอส 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. เตรียมตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเซท โดยน าตัวอย่างโปรตีนจากสาหร่ายพวงองุ่นมาย่อยด้วย

เอนไซม์โปรตเีอสชนิดต่างๆ ได้แก่ เอนไซม์ปาเปน เอนไซม์โปรตีเอส จี6 เอนไซม์โปรตีเอส จเีอ็น และ

เอนไซมเ์พปซิน-แพนครีเอทิน โดยใช้ความเข้มข้นของสุดทา้ยเอนไซมเ์ท่ากบั 0, 1, 2.5 และ 5 

เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปรมิาตร) 

2. ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ โดยทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกบั

สาร 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพคริลไฮดราซลิ (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) และ 2,2’-อะซิโน-

บิส (3-เอทิลเบนโซไทอะโซลีน)-6-ซัลโฟนกิแอซิด (2,2’-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline)-6-

sulfonic acid, ABTS)  

3. ท าโปรตีนไฮโดรไลเซทให้บรสิุทธ์ิด้วยเทคนิคอัลตราฟลิเทรชัน (Ultrafiltration) โดยการใช้

เมมเบรนทีส่ามารถคัดแยกสารตามขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off membrane, 

MWCO) ขนาด 10, 5, 3 และ 0.65 กิโลดาลตัน และเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู

แบบรเีวิรส์เฟส (Reverse phase-high performance liquid chromatography, RP-HPLC) โดย

ใช้คอลัมน์ Luna C18 (กว้าง 4.6 มิลลเิมตร x ยาว 250 มิลลิเมตร)  
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4. ศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเซททีบ่รสิุทธ์ิต่อการยับยัง้การเจริญเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ดังนี้ 

เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด BT474 เซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 เซลลม์ะเร็งตบัชนิด Hep-G2 

เซลล์มะเร็งล าไส้ชนิด SW620 และ เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารชนิด KATO-III โดยใช้วิธีการวัด

กิจกรรมของเซลล์กบัสาร 3-(4,5-ไดเมทิล-2-ไทอะโซลลิ)-2,5-ไดฟีนิลเตตระโซเลียมโบรไมด์ (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT)  

5. ท าการศึกษาฤทธ์ิของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่บริสุทธ์ิจากสาหร่ายพวงองุ่นต่อการชักน าให้เกิด

การตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส (Apoptosis) โดยศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง

กับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส ได้แก่ ยีน BCL2 (B-cell lymphoma 2 apoptotic 

regulator) ยีน MADD (MAP kinase activating death domain) และ ยีน CTSS (Cathepsin S) 

6. ท าการศึกษาหาล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่บริสทุธ์ิที่ได้จากสาหร่ายพวงองุ่น

ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลว/แมสสเปคโทรเมทร ี (Liquid chromatography/Mass 

spectrometry, LC/MS) และน าข้อมูล Mass spectra ที่ได้มาท าการจัดเรียงล าดับกรดอะมิโน  

(De novo sequencing) 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รบั 

พบเพปไทด์ทีม่ีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระหรือมีฤทธ์ิยับยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเร็งได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ  



 
 

บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

2.1 อนุมูลอิสระ 
อนุมูลอสิระ (Free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกลุทีม่ีอิเล็กตรอนที่ไม่มีคู่ ท าให้อนุมลูอสิระ

เป็นโมเลกุลที่ไม่มีความเสถียร และมีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยากบัอะตอมหรือโมเลกุลข้างเคียง

อื่นๆ ได้ง่าย   โดยทั่วไป อนุมลูอิสระสามารถเกิดข้ึนได้จากกระบวนการหายใจโดยใช้ออกซิเจนของ

สิ่งมีชีวิต ปฏิกิริยาชีวเคมีภายในเซลล์ รวมถงึกระบวนการขนส่งอเิลก็ตรอนภายในเซลล์  นอกจากนี้

อนุมูลอสิระยังสามารถเกิดได้จากการกระตุ้นจากสภาวะแวดล้อมภายนอกอื่นๆ เช่น แสงแดดหรอื

รังสีอัลตราไวโอเลต ความเครียด การสูบบุหรี่ มลพิษทางอากาศ การได้รับสารพิษจากอุตสาหกรรม 

สารก าจัดวัชพืช ยาฆ่าแมลง และสารเตมิแต่งในอาหาร เป็นต้น  

โดยทั่วไป ทุกอะตอมหรือโมเลกลุของสารจะมอีนุภาคของอเิล็กตรอนทีอ่ยู่ภายในเชลล ์ (Shell) 

หรือออรบ์ิท (Orbit) รอบๆ นิวเคลียส  ในแต่ละออรบ์ิทจะมสีับออรบ์ิท (Sub-orbit) ที่เรียกว่า  

ออร์บทิัล (Orbital) โดยในแต่ละออร์บิทลัจะเป็นที่อยู่ของอเิล็กตรอน 2 ตัว   อนุมูลอิสระจะเกิดข้ึน

ได้เมื่อมีการสลายพันธะเคมีระหว่างอะตอมหรือโมเลกลุ สง่ผลให้อะตอมหรือโมเลกลุของสารเหลือ

อิเลก็ตรอนอยูใ่นออรบ์ิทลัเพียงแค่ 1 ตัว ท าให้อะตอมหรือโมเลกุลที่ขาดอิเล็กตรอนน้ีเกิดสภาวะ

เครียดและตอ้งการอิเล็กตรอนอีก 1 ตัว  ด้วยเหตุน้ี อนุมูลอสิระจึงเป็นโมเลกลุที่ไมม่ีความเสถียร  

มีความว่องไวในการเข้าท าปฏิกริิยาทางเคมีกบัอะตอมหรือโมเลกุลข้างเคียง โดยแย่งชิงอิเล็กตรอน

จากโมเลกุลอื่น เพื่อท าให้ตัวอนุมูลอิสระมีความเสถียรมากขึน้    

เมื่อมอีะตอมหรอืโมเลกลุอนมุูลอสิระเกิดข้ึนอย่างน้อย 1 โมเลกุล  จะน าไปสู่การเกิดปฏิกริิยา

ลูกโซ่ของอนุมลูอสิระ (Free radical chain reaction) ส่งผลให้อนุมลูอสิระมีจ านวนเพิม่มากข้ึน   

ปฏิกิริยาลกูโซ่ของอนุมลูอสิระประกอบด้วย 3 ข้ันตอน คือ ข้ันที่ 1 ข้ันเริ่มต้น เป็นข้ันตอนเริ่มต้น

ของการเกิดอนุมลูอสิระที่เกิดจากการสลายพันธะเคมีของโมเลกลุแบบเสมอภาค ที่ใช้ความร้อนหรือ

แสงเป็นตัวเรง่ปฏิกริิยา  อะตอมของแต่ละตัวจะน าอเิลก็ตรอนเดี่ยวไปด้วย 1 ตัว ท าให้เกิดอนุมลู

อิสระข้ึน 2 อะตอม   ข้ันที่ 2 ข้ันแพร่กระจาย อนุมูลอสิระที่เกิดข้ึนจากขั้นเริม่ต้นจะเข้าท าปฏิกริิยา

กับโมเลกุลอื่นๆ โดยแย่งชิงอิเล็กตรอนจากโมเลกลุข้างเคียงเพื่อท าให้ตนเองมีความเสถียร ท าใหม้ี

อนุมูลอสิระตัวใหมเ่กิดข้ึน และข้ันที่ 3 ข้ันสิ้นสุดปฏิกิริยา เป็นข้ันตอนที่อนมุูลอิสระ 2 อะตอมท า

ปฏิกิริยาต่อกัน เกิดเป็นโมเลกลุทีเ่ป็นกลาง และมีความเสถียร (รูปที่ 2.1)  
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รูปท่ี 2.1 ปฏิกิริยาลกูโซ่ของอนุมลูอสิระ 

ดัดแปลงจาก: Dunn 1995 

โดยทั่วไป สิ่งมีชีวิตทุกชนิดมีกระบวนการในการรกัษาสมดุลระหว่างการสร้างและการท าลาย

อนุมูลอสิระทีร่่างกายสร้างข้ึน  แต่อย่างไรก็ตาม ร่างกายของสิ่งมีชีวิตมักจะไดร้ับอนมุูลอสิระจาก

สิ่งแวดล้อมภายนอก ท าให้ร่างกายของสิ่งมีชีวิตมีการสะสมอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น ส่งผลใหเ้กิด

ความไม่สมดุลระหว่างอนุมลูอสิระและกลไกการต้านอนุมลูอิสระภายในร่างกาย ภาวะทีร่่างกายของ

สิ่งมีชีวิตมีการสะสมอนุมลูอิสระทีม่ากเกินกว่าทีร่่างกายจะก าจัดเองไดห้มดนี้ เรียกว่า ภาวะเครียด

ออกซเิดชัน (Oxidative stress) (Birben et al. 2012)   ภาวะเครียดออกซเิดชันเป็นผลกระทบที่

ไม่พึงประสงค์ของความไมส่มดุลทางชีวเคมีภายในร่างกาย เมื่อร่างกายเกิดภาวะเครียดออกซเิดชัน

จะท าใหส้ารชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์และเนื้อเยื่อต่างๆ ในร่างกายได้รบัความเสียหาย

ท าให้ไม่สามารถคงรูปร่างหรือท าหน้าที่ได้ตามปกติ  

อนุมูลอสิระที่มบีทบาทในสิง่มีชีวิตสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทหลักๆ ดังนี ้ (Ames et al. 

1993)  

2.1.1 อนุมูลอิสระกลุ่มออกซิเจน 

   อนุมูลอิสระกลุม่ออกซิเจน (Reactive oxygen species, ROS) เป็นอนุมลูอสิระที่มี

ออกซเิจนเป็นองค์ประกอบ อนุมูลอิสระในกลุ่มนีเ้ป็นอนุมลูอิสระทีเ่กิดข้ึนเป็นปกติภายในเซลล์ของ

สิ่งมีชีวิตที่ใช้ออกซิเจนในการด ารงชีพ เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้มาจากเมแทบอลิซมึของเซลล์ในภาวะปกติ

และเป็นอนุมลูอสิระที่มีทัง้ประโยชน์และโทษต่อสิ่งมีชีวิต (Birben et al. 2012)   ตัวอย่างของ

อนุมูลอสิระกลุ่มออกซิเจนทีม่ีบทบาทในสิ่งมีชีวิตมหีลายชนดิ ดังนี้ 
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 2.1.1.1 อนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ 

   อนุมูลอสิระซุปเปอร์ออกไซด์ (Superoxide radical, O2
−) เป็นอนุมูลอิสระที่

เกิดข้ึนเมือ่โมเลกลุของออกซเิจน (O2) รับอิเล็กตรอนเพิม่มาหนึ่งตัว เป็นอนุมูลอิสระกลุ่มออกซเิจน

ชนิดแรกที่เกิดข้ึนมาจากกระบวนการขนสง่อเิล็กตรอนภายในเซลล์ ซปุเปอร์ออกไซดจ์ัดเป็นอนุมลู

อิสระกลุม่ออกซิเจนปฐมภูมิ (Primary ROS) เป็นอนุมูลอสิระที่มีฤทธ์ิท าลายชีวโมเลกลุของเซลล์ได ้

และสามารถสลายตัวกลายเป็นอนุมลูอิสระกลุ่มออกซเิจนทตุิยภูมิ (Secondary ROS) ได้แก่ 

ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ (Hydrogen peroxide, H2O2) และเมือ่ซปุเปอร์ออกไซด์ท าปฏิกิริยากบั

ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ จะไดเ้ป็นอนุมลูอสิระไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical, HO·)    

   แหล่งก าเนิดของซุปเปอร์ออกไซด์ในสิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่ไดม้าจากกระบวนการ

ขนส่งอิเล็กตรอนภายในไมโทคอนเดรีย คลอโรพลาสต์ และเอ็นโดพลาสมิคเรติคูลัม  นอกจากนี้ ยัง

ได้มาจากกระบวนการก าจัดสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลอืดขาวในระบบภูมิคุ้มกัน  โดยเช้ือโรคหรือสิง่

แปลกปลอมทีเ่ข้ามาในเม็ดเลอืดขาวจะถูกท าลายด้วยซุปเปอร์ออกไซด์ที่สร้างมาจากการท างานของ

เอนไซม์นิโคทินามายด์อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด์ฟอตเฟสออกซิเดส (NADPH oxidase) ที่อยู่บนเยื่อบุ

ช้ันนอกของเซลล์เม็ดเลอืดขาว  นอกจากนี้ อนุมูลอสิระซปุเปอร์ออกไซดส์ามารถเกิดจากปฏิกิริยา

ออกซเิดชันของเอนไซม์แซนทีนออกซเิดส (Xanthine oxidase, XO) ที่เกี่ยวข้องกบัการสลายเบส 

พิวรีน โดยการเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนไฮโพแซนทีน (Hypoxanthine) ไปเป็นแซนทีน (Xanthine) 

และแซนทีนไปเป็นกรดยูริก พร้อมกับการขนส่งอเิลก็ตรอนให้กับออกซเิจน เกิดเป็นอนุมูลอิสระ

ซุปเปอร์ออกไซด์  

   2.1.1.2 อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 

   อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical, HO·) เป็นอนุมูลอสิระที่มีฤทธ์ิ

รุนแรงที่สุด มีความสามารถในการออกซิไดซท์ี่รุนแรง และมีความว่องไวในการเข้าท าปฏิกริิยากับ

สารต่างๆ ที่อยู่รอบข้างได้อย่างรวดเร็ว  ดังนั้น อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลจัดเป็นอนุมลูอิสระที่มีความ

อันตรายต่อสารชีวโมเลกลุของเซลลส์ิ่งมีชีวิตมากกว่าอนุมูลอิสระชนิดอื่นๆ (Siti et al. 2015)   

อนุมูลอสิระไฮดรอกซลิสามารถท าลายคุณสมบัติและหน้าทีข่องลิพิดทีเ่ยื่อหุ้มเซลล์ เอนไซม์ รวมถึง 

ดีเอ็นเอ โดยอนุมลูอสิระไฮดรอกซิลจะท าให้โครงสร้างของสารเปลี่ยนแปลงไป สารอินทรีย์ดังกล่าว

จึงไมส่ามารถท าหน้าที่ได้ตามปกติ   ในสิ่งมีชีวิตหลายๆ ชนิด อนุมูลอสิระไฮดรอกซิลอาจไดม้าจาก

การแตกตัวของไฮโดรเจนเพอรอกไซด์เมื่อไดร้ับความรอ้นหรือรงัสี  นอกจากนี้ อนุมลูอสิระไฮดรอก-

ซิลยังถูกสร้างขึ้นจากปฏิกิริยาของฮาเบอร-์ไวส์ (Haber-Weiss reaction) และปฏิกริิยาของเฟนตัน 
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ปฏิกิริยาเฟนตัน 

Fe2+ 

ปฏิกิริยาเฟนตัน 

Cu+ 

Catalase-Fe3+ 

Peroxidase-Fe3+ 

(Fenton reaction) โดยอาศัยการท างานของเอนไซมซ์ุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (Superoxide 

dismutase, SOD) ที่มีเหล็กหรือทองแดงเป็นโคแฟกเตอร์ (Noori et al. 2012) ดังนี ้

O2
− + Fe3+      Fe2+ + O2                   

Fe2++ H2O2     Fe3+ + HO· + OH- 

O2
− + H2O2     O2 + OH- + HO·  ปฏิกิริยาฮาเบอร-์ไวส์ 

ปฏิกิริยาของฮาเบอร-์ไวส์และปฏิกิริยาของเฟนตันเป็นหัวข้อที่มีการกล่าวถึงมากใน

วิถีชีวเคมีของอนุมูลอสิระ ซึ่งความรู้ที่ได้ส่วนใหญ่ได้มาจากปฏิกิริยาในหลอดทดลอง (In vitro) 

ภายใต้สภาวะเลียนแบบสิ่งมีชีวิต  นอกจากนี ้ยังพบว่า ปฏิกิริยาของฮาเบอร-์ไวส์และปฏิกิริยาเฟน-

ตันสามารถใช้ทองแดงเป็นตัวเรง่ปฏิกริิยาแทนทีเ่หล็กได้ ดังนี้  

O2
− + Cu2+      Cu+ + O2                   

Cu+ + H2O2     Cu2++ HO· + OH- 

O2
− + H2O2     O2 + OH- + HO·  ปฏิกิริยาฮาเบอร-์ไวส์ 

   2.1.1.3 ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ 

   ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ (Hydrogen peroxide, H2O2) จัดเป็นสารประกอบ 

เพอรอกไซด์ทีป่ระกอบด้วยออกซเิจนและไฮโดรเจนอย่างละ 2 อะตอม   โดยทั่วไป H2O2 ในเซลล์

ของสิ่งมีชีวิตเป็นสารทีม่ีความคงตัวมาก และมีความสามารถในการผ่านเยือ่หุม้เซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้

อย่างมีประสิทธิภาพ ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์จัดเป็นอนุมลูอิสระทีส่ร้างความเสียหายต่อชีวโมเลกุล

ของเซลล์ในระดบัที่ไม่เป็นอันตรายมากนัก แตไ่ฮโดรเจนเพอรอกไซด์เป็นสารตั้งต้นทีส่ าคัญทีท่ าให้

เกิดอนุมลูอสิระไฮดรอกซิลที่มีฤทธ์ิรุนแรงทีสุ่ดได้  แหลง่ที่มาที่ส าคัญของไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ คือ 

กระบวนการขนสง่อิเล็กตรอนภายในไมโทคอนเดรีย นอกจากนี้ ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ยังได้มาจาก

ปฏิกิริยาชีวเคมีภายในเซลลบ์างชนิด เช่น ปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่มีไรโบเฟลวิน (Riboflavin) เป็น 

โคเอนไซม์ ปฏิกริิยาออกซิเดชันของควิโนน (Quinone) ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบที่มี

หมู่ซลัฟ์ไฮดริล (Sulfhydryl group) และปฏิกิริยาของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส เป็นต้น 

(Siti et al. 2015)   ในสิ่งมีชีวิตที่ใช้ออกซิเจนในการด ารงชีพส่วนใหญ่จะมีกลไกในการท าลาย

ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์มากกว่า 1 ระบบ โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์คะตะเลส (Catalase) 

และเอนไซม์เพอรอกซเิดส (Peroxidase) ดังนี ้

H2O2 + H2O2    O2 + 2H2O 

H2O2 + R-H2   R + 2H2O    
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2.1.1.4 อนุมูลอิสระเพอรอกซิล 

อนุมูลอสิระเพอรอกซลิ (Peroxyl radical, ROO·) เปน็อนุมูลอสิระทีเ่กิดข้ึนใน

กระบวนการลิพิดเพอรอกซิเดชัน (lipid peroxidation) ของกรดไขมันที่มีพันธะคู่หลายต าแหนง่ 

(Polyunsaturated fatty acid, PUFA)   โดยทั่วไป เมือ่มีอนุมลูอสิระเพอรอกซิลเกิดข้ึน อนุมลู

อิสระชนิดนี้จะแย่งชิงไฮโดรเจนจากอะตอมหรือโมเลกุลของสารทีอ่ยู่ข้างเคียง เพื่อให้ตนเองมีความ

เสถียร เกิดเป็นสารอินทรีย์ออร์แกนิคเพอรอกไซด์ (Organic peroxide, ROOH)  ออร์แกนิค- 

เพอรอกไซด์เป็นโมเลกุลที่มีความคงตัวในร่างกายหรือเซลลข์องสิ่งมีชีวิต อย่างไรก็ตาม ถ้าภายใน

เซลล์มีไอออนของโลหะ ได้แก่ เฟอรัสไออน (Ferrous ion, Fe2+)   ไอออนของโลหะจะไปออกซิไดซ์

โมเลกุลของออร์แกนิคเพอรอกไซด์ เกิดเป็นอนุมลูอสิระอัลคอกซิล (Alkoxyl radical, RO·) และท า

ให้เกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันของลิพิดอีกครัง้   อนุมูลอสิระเพอรอกซิลเป็นอนุมลูอิสระทีม่ีส่วนร่วมท า

ให้เกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันของลิพิด ทีท่ าใหเ้กิดความเสียหายต่อกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของ

เยื่อหุม้เซลล์ (Birben et al. 2012)  

   2.1.1.5 ซิงเกลทออกซิเจน  

 ซิงเกลทออกซเิจน (Singlet oxygen, 1O2*) เป็นสารที่มีความว่องไวในการ

เกิดปฏิกริิยาแต่ไม่จัดเป็นอนุมลูอสิระ เนื่องจากออรบ์ิทลัช้ันนอกสุดประกอบด้วย 2 ออรบ์ิทัล 

ออร์บทิัลหนึ่งมีอนุภาคของอิเล็กตรอน 2 ตัวที่มีการเคลื่อนที่ในทิศทางตรงกันข้าม ในขณะที่อีกหนึ่ง

ออร์บทิัลว่าง หรือไม่มีอเิล็กตรอนในออรบ์ิทลั   ซิงเกลทออกซิเจนเป็นโมเลกุลทีม่ีความว่องไวในการ

เกิดปฏิกริิยากับโมเลกลุข้างเคียง สามารถท าใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซเิดชันของสารอินทรีย์ได้หลายชนิด 

เช่น กรดไขมันไม่อิ่มตัว สารประกอบอะโรมาติก และกรดอะมิโนโดยเฉพาะกรดอะมิโนทรฟิโตแฟน

เป็นต้น 

   2.1.1.6 อนุมูลอิสระไฮโปคลอรัส 

   อนุมูลอิสระไฮโปคลอรสั (Hypochlorous radical, HOCl·) หรืออาจะเรียกว่า

กรดไฮโปคลอรัส เป็นอนุมลูอสิระกลุม่ออกซิเจนที่มีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ   อนุมูลอิสระชนิดนี้

เกิดจากการรวมกันของไฮโดรเจนเพอรอกไซด์และคลอไรด์ไอออน กรดไฮโปคลอรสัมีฤทธ์ิสร้างความ

เสียหายต่อชีวโมเลกลุของเซลล์ ได้แก่ โปรตีน กรดอะมิโน และดีเอ็นเอ ฯลฯ   อนุมูลอิสระ 

ไฮโปคลอรัสผลิตไดจ้ากเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (Neutrophil) ในระบบภูมิคุม้กันเพื่อท าลาย

เช้ือจุลินทรียห์รอืสิง่แปลกปลอมที่เข้ามาในร่างกาย (Elochukwu et al. 2015)  
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2.1.2 อนุมูลอิสระกลุ่มไนโตรเจน 

อนุมูลอสิระกลุ่มไนโตรเจน (Reactive nitrogen species, RNS) เป็นอนุมูลอิสระทีม่ี

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ พบได้ทั่วไปในบรรยากาศและร่างกายของสิง่มีชีวิต  อนุมูลอิสระกลุ่ม

ไนโตรเจนที่พบในร่างกายของสิง่มีชีวิตส่วนใหญ่ท าหน้าที่เปน็สารสื่อประสาท สารขยายหลอดเลอืด 

สารป้องกันการเช่ือมติดกันระหว่างเซลล์ สารก าจัดสิ่งแปลกปลอมในระบบภูมิคุม้กัน สารป้องกัน

ร่างกายจากพยาธิ และ สารที่สามารถฆ่าเซลลม์ะเร็ง เป็นต้น (Siti et al. 2015)  ตัวอย่างของอนุมลู

อิสระกลุม่ไนโตรเจนที่มีความส าคัญในสิ่งมีชีวิต มี 2 ชนิด ดังนี้  

2.1.2.1 ไนตริกออกไซด์ 

  ไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide, NO) เป็นอนุมูลอสิระที่มีสถานะเป็นก๊าซที ่

ไม่มีสี และสามารถเคลื่อนที่ได้ดีภายในเซลล์   อนุมูลอิสระชนิดนี้สามารถพบได้ทั่วไปในบรรยากาศ 

เป็นผลผลิตจากการเผาไหมเ้ช้ือเพลิงฟอสซิลของเครื่องยนต ์ หรือโรงงานอุตสาหกรรมทีม่ีการใช้

เช้ือเพลิงฟอสซลิ   นอกจากนี้ ไนตริกออกไซด์สามารถเกดิข้ึนได้เองตามธรรมชาติระหว่างการเกิด

ฟ้าผ่า   ในร่างกายของมนุษย์ การสร้างไนตรกิออกไซดจ์ะเกี่ยวข้องกบัเอนไซม์ไนตริกออกไซดซ์ิน-

เทส (Nitric oxide synthase)   ไนตริกออกไซด์มบีทบาทต่อการท างานของเซลลท์ี่ส าคัญหลาย

ชนิด เช่น ในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ มีการสร้างไนตริกออกไซด์เพือ่ท าหน้าที่ท าลาย

เซลล์แบคทีเรีย ไวรัสหรอืเซลล์มะเรง็   ในเซลลป์ระสาท ไนตริกออกไซด์ส่วนใหญ่จะถูกใช้เป็นสาร

สื่อประสาทเพื่อควบคุมการไหลเวียนของเลือดในสมอง และ ในเซลลเ์ยื่อบปุอดหรือผนังหลอดเลือด

ไนตริกออกไซดจ์ะถูกใช้ในกระบวนการหายใจและการสบูฉีดเลือด เป็นต้น   ไนตริกออกไซดจ์ัดเป็น

อนุมูลอสิระที่มปีระโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์ แต่อย่างไรกต็าม ไนตริกออกไซด์ยังมีโทษหรือผลเสีย

ต่อร่างกายของมนุษย์ เช่น การท าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน การท าลายระบบสารต้านอนุมลู

อิสระภายในร่างกาย เป็นต้น  บทบาทของไนตรกิออกไซด์ต่ออวัยวะบางชนิดในร่างกายของมนุษย์

แสดงในตารางที่ 2.1  
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ตารางท่ี 2.1 บทบาทของไนตริกออกไซด์ต่ออวัยวะในร่างกายของมนุษย์ (Noori et al. 2012) 

อวัยวะ บทบาทเชิงบวก บทบาทเชิงลบ 

เส้นเลือด ต้านทานการเกิดโรคหลอดเลือดแดงแขง็ตัว ท าให้เกิดการอักเสบ ภาวะตดิเชื้อใน

กระแสเลือด 

ปอด ช่วยให้เกิดการหลัง่ของเยื่อเมือก ท าให้เกิดการอักเสบของถงุลม

เน่ืองจากอิมมูนคอมเพล็กซ์ 

ไต ช่วยในการหลัง่เอนไซม์เรนนิน กรวยไตอักเสบ ไตวายเฉียบพลัน 

ระบบประสาท

ส่วนกลาง 

ช่วยการไหลเวียนของเลือดในสมอง 

ความจ า การท างานของระบบประสาทและ

ต่อมไร้ท่อ การได้ยิน การสื่อสารระหว่าง

เซลล์สมอง ความทรงจ า การเรียนรู้ใหม่ๆ 

ท าให้เกิดอาการชัก เป็นพิษต่อระบบ

ประสาท ปวดหัว การเกิดภาวะอัม

พฤกษ์ อัมพาต การเกิดภาวะชราภาพ

ของสมอง 

ตับอ่อน การหลั่งฮอร์โมนและเอนไซม์ช่วยย่อย การท าลายเซลล ์

ล าไส้ การไหลเวียนของเลือด การบบีตัวของล าไส้ 

การหลั่งเอนไซม์ ฤทธิ์ตา้นจุลินทรีย ์

การกลายพันธุ์ การท าลายเยื่อบุล าไส ้

การอักเสบของเยื่อบุล าไส้ มะเร็งล าไส ้

 

2.1.2.2 เพอรอกซิลไนไตรท์  

   เพอรอกซลิไนไตรท์ (Peroxyl nitrite, ONOO-) เป็นอนุมูลอสิระที่มีความเป็น

พิษต่อเซลล์ของสิง่มีชีวิตอย่างมาก และมีความว่องไวสูงในการท าปฏิกริิยากบัสารโมเลกุลข้างเคียง   

เพอรอกซลิไนไตรทส์ามารถสร้างข้ึนจากเซลล์แมคโครฟาจ เป็นสารที่มีความเป็นพิษสงู มีฤทธ์ิ

ท าลายดีเอ็นเอ โปรตีน และลิพิดทีเ่ป็นองค์ประกอบของเซลล์   เพอรอกซลิไนไตรท์มคีวามจ าเพาะ

เจาะจงในการการเกิดปฏิกิริยากบัชีวโมเลกลุของเซลลบ์างชนิดเท่านั้น ยกตัวอย่างเช่น เพอรอกซลิ

ไนไตรท์สามารถท าปฏิกริิยากับกลูตาไทโอนและกรดอะมิโนซิสเทอีน ท าให้เกิดอนุมลูอสิระไทอิล 

(Thiyl radical, RS·)   เพอรอกซลิไนไตรทจ์ะท าปฏิกิริยาการเติมหมู่ไนเตรต (Nitration) ให้กับ

กรดอะมโินไทโรซีน ท าให้โปรตีนเสียสภาพ และสามารถท าให้เกิดการยับยัง้ปฏิกริิยาฟอสโฟรีเลชัน 

(Phosphorylation) เป็นต้น   นอกจากนี ้ เพอรอกซิลไนไตรท์สามารถเปลี่ยนไปเป็นอนุมลูอิสระ 

ไฮดรอกซลิทีเ่ป็นอนุมูลอิสระทีม่ีฤทธ์ิรุนแรงทีสุ่ดไดด้้วย 
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2.2 ภาวะเครียดออกซิเดชัน 

ภาวะเครียดออกซเิดชัน (Oxidative stress) หมายถึง สภาวะที่ร่างกายมีการสะสมอนมุูลอสิระ

มากเกินกว่าที่ร่างกายจะสามารถก าจัดได้หมด อนุมูลอสิระที่มากเกินไปเหล่าน้ีจะท าให้เกิดปฏิกิริยา

ออกซเิดชันและสร้างความเสียหายต่อสารชีวโมเลกลุที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์ ดังนี ้

2.2.1 การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันกับโมเลกุลของลิพิด 

   ความเสียหายของลิพิดที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์ที่เกิดจากภาวะเครียดออกซเิดชันมา

จากการเกิดปฏิกิริยาลิพิดเพอรอกซเิดชัน (Lipid peroxidation) การเกิดลพิิดเพอรอกซิเดชัน

สามารถเกิดข้ึนได้กับหลายส่วนของเซลล์  บริเวณแรกทีม่ักเกิดลิพิดเพอรอกซเิดชัน คือ เยื่อหุ้มเซลล์ 

โดยมีผลท าใหโ้มเลกลุของลิพิดและคลอเรสเตอรอลทีเ่ยื่อหุม้เซลลเ์กิดความเสียหาย เยือ่หุม้เซลล์จะ

สูญเสียคุณสมบัติการเป็นเยื่อเลอืกผ่าน  นอกจากนี้ เอนไซม์ทรานส์เมมเบรนซึ่งเป็นตัวขนสง่ ตัวรับ 

และโปรตีนอื่นๆ ที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ จะเกิดการเสียสภาพธรรมชาติไม่สามารถท าหน้าที่ได้ตามปกติ 

ท าให้เยื่อหุ้มเซลลส์ญูเสียความสามารถในการรกัษาสภาวะสมดุลของปรมิาตรภายในเซลล์ และท า

ให้เกิดความผิดปกติของเมแทบอลิซมึภายในเซลล์ (Birben et al. 2012)     

   เยื่อหุ้มเซลลม์ีกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัวเป็นองค์ประกอบจ านวนมาก กรดไขมันไม่อิ่มตัว

เหล่าน้ีมีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกริิยาลพิิดเพอรอกซิเดชัน น าไปสู่การเกิดภาวะเครียดออกซเิดชัน   

อนุมูลอสิระที่มปีระสทิธิภาพมากทีสุ่ดในการเข้าท าปฏิกริิยาออกซเิดชันกับกรดไขมันคือ อนุมูลอสิระ 

ไฮดรอกซลิ (OH·)   โดยทั่วไป การเกิดสภาวะเครียดออกซเิดชันของลิพิดแบง่ออกเป็น 3 ระยะ ดังนี ้

   2.2.1.1 ระยะเริ่มต้น 

 ระยะเริ่มต้น (Initiation stage) เป็นระยะที่อนุมลูอสิระเข้าท าปฏิกริิยากับ

กรดไขมันไม่อิ่มตัว โดยอนุมลูอสิระจะดงึเอาไฮโดรเจนอะตอมออกจากหมู่เมทลิีน (Methylene 

group)   ในกรดไขมัน การมีพันธะคู่ที่ติดอยู่กับหมูเ่มทิลีนท าให้เกิดพันธะที่ไม่แข็งแรงระหว่าง

ไฮโดรเจนและคาร์บอนอะตอม  ดังนั้น ไฮโดรเจนอะตอมที่อยู่กับหมูเ่มทลิีนสามารถถูกดึงออกจาก

โมเลกุลของกรดไขมันได้ง่าย หลังจากที่ไฮโดรเจนอะตอมถกูดึงออกไป จะท าให้เกิดกรดไขมันที่เป็น

อนุมูลอสิระ (Fatty acid radical) ที่เหลืออิเล็กตรอนเดี่ยวอยู่ 1 ตัว กรดไขมันที่เป็นอนุมลูอสิระจะ

ท าปฏิกิริยากบัออกซิเจนเกิดเป็นอนุมลูอสิระเพอรอกซิล (ROO·) 

    2.2.1.2 ระยะเพ่ิมจ านวน 

 ระยะเพิม่จ านวน (Propagation stage) เป็นระยะทีก่รดไขมันที่เป็นอนุมูล

อิสระสามารถดึงไฮโดรเจนอะตอมออกจากโมเลกุลของกรดไขมันที่อยู่ข้างเคียงได้ น าไปสู่การสร้าง
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อนุมูลอสิระตัวใหม่ทีเ่กิดจากปฏิกริิยาเดียวกัน จะเห็นได้ว่าการเริม่ต้นของปฏิกิริยาเพียงครัง้เดียว

สามารถน าไปสู่การเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ออกซิเดชันของลิพิดทีเ่ป็นองค์ประกอบของเยือ่หุ้มเซลล์ และ

เกิดการสร้างลิพิดไฮโดรเพอรอกไซด์ (Lipid hydroperoxide) และอัลดีไฮด์ (Aldehyde)  ดังนั้น 

การเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันของกรดไขมันไม่อิ่มตัวเพียงครัง้เดียวสามารถมีผลต่อเนือ่งไปยงัลิพิด

โมเลกุลอื่นๆ อีกหลายโมเลกลุ 

   2.2.1.3 ระยะสิ้นสุดการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ ่

   ระยะสิ้นสุดปฏิกริิยาลกูโซ่ (Chain termination stage) เป็นระยะสิ้นสุดการ

เกิดปฏิกริิยาลูกโซ่ออกซเิดชันของลิพิด ระยะนีจ้ะเกิดข้ึนเมือ่มีการท าปฏิกริิยาเคมีกันระหว่างอนุมลู

อิสระเพอรอกซิล 1 โมเลกลุ กับอนุมลูอิสระตัวอื่นหรือสารตา้นอนุมูลอสิระ 

2.2.2 การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันกับโมเลกุลของโปรตีน 

โปรตีนเป็นสารชีวโมเลกลุทีเ่ป็นองค์ประกอบทีส่ าคัญในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต  และยงัเป็น

เป้าหมายทีส่ าคัญของการจบัของอนุมลูอิสระ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง อนุมูลอสิระกลุ่มออกซิเจน การ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของโปรตีนเนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันมผีลท าใหเ้กิดการ

เปลี่ยนแปลงกจิกรรมทางชีววิทยาของเซลล์   โดยพบว่าอนุมูลอสิระไฮดรอกซิลเป็นอนุมูลอิสระทีม่ี

ประสิทธิภาพในการเหนี่ยวน าใหเ้กิดความเสียหายต่อโปรตนี (Birben et al. 2012)   โปรตีนที่เป็น

องค์ประกอบของเซลล์ทีม่ีความเสี่ยงต่อการถูกท าลายโดยอนุมูลอสิระคือ โปรตีนทีม่ีกรดอะมิโนที่มี

ซัลเฟอรเ์ป็นองค์ประกอบ นอกจากนี้ อนุมลูอสิระสามารถสร้างความเสียหายต่อโปรตีนหรือเอนไซม์

บางชนิด เช่น แอลฟา-1 แอนติโปรตีเอส (Alpha-1 antiprotease) คาลโมดูลิน (Calmodulin) 

แคลเซียมเอทีพีเอส (Calcium ATPase) กลูโคส-6-ฟอสเฟตดีไฮโดรจเีนส (Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase) กลีเซอรอลดีไฮด-์3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจเีนส (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) และโปรตีนทีท่ าหน้าที่ขนส่งไอออนบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ เป็นต้น   ผลของการ

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีนท าใหโ้ครงสร้างทางเคมีของโปรตีนเกิดการแตกหักไมส่ามารถท างาน

ได้ตามปกติ ความเสียหายของโปรตีนทีเ่กิดจากภาวะเครียดออกซิเดชันมีผลต่อเซลล์หลายประการ 

ได้แก่ ท าให้เกิดปฏิกริิยาเพอรอกซิเดชันของกรดอะมิโน เกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโครงสร้างของ

โปรตีน เกิดการเสียสภาพธรรมชาติหรือการแตกหักของโปรตีน และเกิดการสูญเสียกิจกรรมของ

เอนไซม์  
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2.2.3 การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันกับโมเลกุลของดีเอ็นเอ 

อนุมูลอสิระกลุ่มออกซิเจนสามารถสร้างความเสียหายต่อโมเลกุลของดีเอ็นเอได้โดยตรง 

โดยท าให้เกิดความเสียหายต่อน้ าตาลดอีอกซีไรโบส หมู่ฟอสเฟต และไนโตรจีนัสเบส  ดีเอ็นเอเป็น

สารชีวโมเลกลุทีม่ีความคงตัวสูงและมรีะบบปอ้งกันตนเองทีด่ี   แต่อย่างไรก็ตาม อนุมูลอสิระกลุม่

ออกซเิจนสามารถเข้าท าปฏิกริิยากับดเีอ็นเอและก่อใหเ้กิดความเสียหายได้หลายรูปแบบ เช่น การ

ปรับเปลี่ยนเบสในดีเอ็นเอ การแตกหักของสายดีเอ็นเอ การสูญเสียเบสพิวรีน และสร้างความ

เสียหายต่อน้ าตาลดีออกซีไรโบส เป็นต้น  นอกจากนี้ อนุมูลอสิระสามารถท าให้ดีเอ็นเอสญูเสีย

ระบบการซ่อมแซมดีเอ็นเอ ท าให้เกิดการกลายพันธ์ุของยีน ซึ่งน าไปสู่การเกิดโรคมะเร็งหรือการตาย

ของเซลล์ (Birben et al. 2012)  โดยทั่วไป อนุมูลอสิระไฮดรอกซิลเป็นอนุมูลอิสระทีม่ี

ความสามารถในการสร้างความเสียหายต่อดีเอ็นเออย่างมาก  เมื่อดีเอ็นเอสัมผัสกับอนมุูลอสิระไฮ- 

ดรอกซลิจะมผีลท าให้เกิดปฏิกริิยาออกซิเดชัน และเกิดผลติภัณฑ์หลายชนิด เช่น 8-ไฮดรอกซีด-ี 

ออกซีกวาโนซีน (8-Hydroxydeoxyguanosine) 8 (หรือ 4-,5-)-ไฮดรอกซอีะดีนีน (8 (or 4-,5-)-

Hydroxyadenine) เป็นต้น  นอกจากนี ้ อนุมูลอสิระไฮดรอกซลิยังสามารถท าปฏิกริิยากับเบสใน

กลุ่มไพริมิดีน ท าใหเ้กิดการสงัเคราะห์ไทมีนเพอรอกไซด์ (Thymine peroxide) ไทมีนไกลคอล 

(Thymine glycol) และ 5-ไฮดรอกซีเมทลิยูราซลิ (5-Hydroxymethyluracil) (Birben et al. 

2012)   

2.3 สารต้านอนุมูลอิสระ 

สารต้านอนุมูลอสิระหรือสารก าจัดอนุมลูอสิระ (Antioxidant compound) เป็นสารที่สามารถ

ยับยั้งหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันของอนุมลูอสิระต่อสารโมเลกลุอื่นๆ  ท าให้อนุมูลอิสระ

ไม่สามารถเกิดปฏิกริิยาลกูโซ่ออกซเิดชันและสร้างความเสียหายต่อเซลล์ได้   โดยทั่วไป กลไกการ

สร้างสารต้านอนุมลูอิสระในร่างกายมเีพียงพอต่อการก าจัดอนุมูลอสิระทีเ่กิดข้ึนจากปฏิกิริยาชีวเคมี 

ภายในร่างกาย  แต่ทว่า ร่างกายมักจะได้รับอนมุูลอิสระเพิ่มข้ึนจากสิง่แวดล้อมภายนอก ท าให้

ร่างกายของมนุษยม์ีการสะสมอนุมลูอิสระเพิ่มมากขึ้น น าไปสู่สภาวะเครียดออกซิเดชัน ดังนั้น กลไก

การก าจัดอนุมลูอิสระจากร่างกายเพียงอย่างเดียวอาจไมเ่พียงพอ จ าเป็นต้องพึง่พาสารต้านอนุมลู

อิสระจากแหลง่ภายนอกด้วย    

โดยทั่วไป สารต้านอนุมูลอสิระทีส่ังเคราะห์ภายในร่างกายและสารต้านอนุมลูอสิระจากแหลง่

ภายนอกจะมีกลไกออกฤทธ์ิในการก าจัดอนุมลูอสิระที่แตกตา่งกันตามชนิดของสารต้านอนุมลูอสิระ   
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2.3.1 กลไกการออกฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูลอิสระ 

2.3.1.1 การดักจับอนุมูลอิสระ  

สารต้านอนุมูลอสิระที่มกีลไกการออกฤทธ์ิผ่านกลไกนี้ เช่น บิวทิเลเทตไฮดรอก-

ซีโทลูอีน (Butylated hydroxytoluene, BHT) และวิตามนิอี เป็นต้น   ในกลไกนี้ สารต้านอนุมลู

อิสระจะเป็นตัวให้อเิล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมแกอ่นุมลูอิสระโดยตรง   และเมื่อสารต้านอนุมูล

อิสระได้ให้ไฮโดรเจนหรอือิเล็กตรอนแก่อนุมลูอสิระไปแล้ว จะท าให้เกิดเป็นอนุมลูอิสระตัวใหมท่ี่มี

ความรุนแรงน้อยกว่าอนุมูลอิสระตัวเดิม หรือไปรวมตัวกับอนุมูลอสิระอีกโมเลกลุหนึง่เกิดผลิตภัณฑ์

ที่เสถียร ดังสมการ    

อนุมูลอสิระ (R·) + สารต้านอนุมูลอสิระ (AH)         โมเลกลุที่เสถียร (RH) + อนุมูลอสิระ (A·) 

อนุมูลอสิระ (RO·) + สารต้านอนุมลูอสิระ (AH)      โมเลกลุที่เสถียร (ROH) + อนุมลูอิสระ (A·) 

อนุมูลอสิระ (R·) + อนุมูลอสิระ (A·)                     โมเลกุลทีเ่สถียร (RA) 

อนุมูลอสิระ (RO·) + อนุมูลอสิระ (A·)                   โมเลกุลทีเ่สถียร (ROA) 

2.3.1.2 กลไกยับยั้งการท างานของซิงเกลทออกซิเจน  

สารต้านอนุมูลอสิระที่มกีลไกต้านอนุมูลอสิระแบบนี้จะออกฤทธ์ิโดยยับยั้งการ

ท างานของซงิเกลทออกซิเจน โดยการเปลี่ยนซิงเกลทออกซิเจน (1O2*) ให้ไปอยู่ในรปูทรปิเพลท 

ออกซเิจน (3O2) และปลดปล่อยพลังงานที่ได้รับออกไปในรปูความร้อน  สารที่ออกฤทธ์ิผ่านกลไกนี ้

เช่น สารในกลุ่มแคโรทีนอยด์  

2.3.1.3 การจับกับไอออนของโลหะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน  

ไอออนของโลหะ เช่น เฟอรสัไอออน (Fe2+) เฟอริกไอออน (Fe3+) และคอป-

เปอร์ไอออน (Cu2+) ช่วยเร่งปฏิกิริยาออกซเิดชันในร่างกาย ซึ่งไอออนของโลหะดังกล่าวจะไปเรง่

การเกิดอนุมลูอิสระหลายชนิด เช่น อนุมูลอิสระเพอรอกซลิ อนุมูลอสิระไฮดรอกซิล และซิงเกลท 

ออกซเิจน เป็นต้น  ดังนั้น การที่มีสารต้านอนุมลูอสิระไปจบักับไอออนของโลหะเหล่าน้ีจะช่วยชะลอ

การเกิดอนุมลูอิสระภายในร่างกายได้ สารต้านอนุมลูอิสระที่ออกฤทธ์ิผ่านกลไกนี้ ได้แก่ สารใน

กลุ่มฟลาโวนอยด์ กรดฟอสฟอรกิ กรดซิตริก และ วิตามินซี เป็นต้น  

2.3.1.4 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ 

สารประกอบฟีนอลกิบางชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ และ แกลเลท (Gallate) 

สามารถยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ไลพอกซจีีเนส (Lipoxygenase) โดยการเข้าจับกับไอออนของ

เหล็กซึง่เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ ส่งผลให้เอนไซม์ดังกลา่วไม่สามารถท างานได้  
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2.3.2 ชนิดของสารต้านอนุมูลอิสระ 

สารต้านอนุมูลอสิระจัดเป็นสารทีม่ีประโยชน์ในการก าจัดอนุมูลอสิระเพื่อป้องกันความ

เสียหายขององค์ประกอบต่างๆ ภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต   นอกจากนี้ สารต้านอนุมลูอิสระมักจะมี

ประโยชน์กบัระบบต่างๆ ภายในร่างกาย เช่น ระบบหัวใจและหลอดเลือด ช่วยในการมองเห็น เสริม

สุขภาพความงามของผิวพรรณและเส้นผม ป้องกันโรคมะเร็งและโรคจากการเสื่อมของระบบต่างๆ 

เป็นต้น   โดยทั่วไป สารต้านอนุมลูอสิระสามารถแบ่งออกเปน็ 2 ประเภทหลัก ดังนี ้

2.3.2.1 สารต้านอนุมูลอิสระภายในร่างกาย 

สารต้านอนุมูลอสิระภายในร่างกาย (Endogenous antioxidant) คือ สารต้าน

อนุมูลอสิระทีร่่างกายสามารถสังเคราะห์ข้ึนมาเองได้  สารต้านอนุมลูอิสระภายในร่างกายสามารถ

พบได้ทั่วไปในเนื้อเยื่อหรือเซลล์ของสิง่มีชีวิต เป็นสารต้านอนุมูลอสิระที่มปีระสทิธิภาพในการก าจัด

อนุมูลอสิระได้ดีที่สุดและสามารถน าไปใช้ส าหรบัปฏิกริิยาการเปลี่ยนแปลงสารต่างๆ เพื่อให้ได้สารที่

ร่างกายต้องการ (Bouayed and Torsten 2010)   สารต้านอนุมูลอสิระภายในร่างกายสามารถจัด

จ าแนกเป็น 2 กลุ่ม ดังนี ้

2.3.2.1.1 เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 

 เอนไซม์ที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ (Enzymatic antioxidant) คือ 

เอนไซม์ทีม่ีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอสิระ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง อนุมลูอสิระกลุม่ออกซิเจน   

เป็นทีท่ราบกันดีว่า อนุมูลอสิระกลุ่มออกซเิจนทีเ่กิดข้ึนจากปฏิกิริยาต่างๆ ภายในเซลล์ จะถูก

ควบคุมให้อยู่ในระดบัที่ไมเ่ป็นอันตรายต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิต โดยอาศัยกลไกการท างานร่วมกันของ

เอนไซม์ทีม่ีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระหลายๆ ชนิด ซึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดจะมีโมเลกุลของอนุมลูอสิระ

เป้าหมายที่แตกต่างกัน (รปูที่ 2.2)  
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รูปท่ี 2.2 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมลูอสิระ 

 ท่ีมา: Li et al. 2013 

ตัวอย่างของเอนไซม์ต้านอนุมลูอสิระ ได้แก ่

2.3.2.1.1.1 เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 

 เอนไซม์ซปุเปอรอ์อกไซด์ดิสมิวเทส (Superoxide 

dismutase, SOD) เป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการเรง่ปฏิกริิยาการสลายตัวของซุปเปอร์ออกไซด์ให้

เปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนเพอรอกไซด์  เอนไซม์ SOD สามารถพบไดใ้นเซลล์ทกุชนิดและมโีคแฟกเตอร์

ของเอนไซม์ ได้แก่ ทองแดง สงักะสี และแมงกานสี ฯลฯ  ในร่างกายของมนุษย ์ เอนไซมซ์ุปเปอร์

ออกไซด์ดิสมิวเทสที่ขึ้นกบัทองแดงหรือสังกะสีจะพบอยูใ่นไซโทซอล (Cytosol) ในขณะที่เอนไซม์

ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสที่ขึ้นกับแมงกานสีจะพบไดใ้นไมโทคอนเดรีย   อย่างไรก็ตาม ผลิตภัณฑ์ที่

เกิดจากการท างานของเอนไซม ์ SOD ยังคงเป็นสารทีม่ีอันตรายต่อเซลล์ คือ  H2O2 ซึ่งในสภาวะ

ปกติจะมีเอนไซม์คะตะเลส และกลูตาไธโอนเพอรอกซิเดส เข้ามาเปลี่ยนโมเลกุลของ H2O2 ให้

กลายเป็นน้ าและออกซเิจนตอ่ไป  ดังนั้น หากร่างกายขาดเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ SOD 

และ คะตะเลส จะท าใหร้่างกายเกิดภาวะเครียดออกซเิดชันและเสี่ยงต่อการเกิดปฏิกริิยาของเฟนตัน 

(Fenton reaction) ซึ่งจะเปลี่ยนไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ให้กลายเป็นอนมุูลอสิระไฮดรอกซลิที่มี

ความอันตรายต่อเซลล์ ดังสมการ 

Fe2+ + H2O2            Fe3+ + HO· + OH- 
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2.3.2.1.1.2 เอนไซม์คะตะเลส 

 เอนไซม์คะตะเลส (Catalase, CAT) เป็นเอนไซม์ที่มี

ความส าคัญในกระบวนการก าจัดอนุมูลอสิระภายในร่างกาย โดยท าหน้าทีเ่ร่งปฏิกิริยาการสลายตัว

ของไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ให้ไดเ้ป็นน้ าและออกซิเจน   ในสัตว์เลี้ยงลกูด้วยนม เอนไซม์คะตะเลส 

พบมากในเพอรอกซโิซม (Peroxisome) และมีประสิทธิภาพในการก าจัดไฮโดรเจนเพอรอกไซด์ใน

ภาวะเฉียบพลันหรือภาวะทีม่ีการเกิดความเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์  

2.3.2.1.1.3 เอนไซม์กลูตาไทโอนเพอรอกซิเดส 

เอนไซม์กลูตาไทโอนเพอรอกซิเดส (Glutathione 

peroxidase) เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยารีดักชันของไฮโดรเจนเพอรอกไซด์เปลี่ยนเป็นน้ า 

เอนไซม์ชนิดนี้ 25 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์พบในไมโทคอนเดรยี และ 60 ถึง 70 เปอร์เซ็นต์พบใน 

ไซโทพลาซึม 

2.3.2.1.2 สารตา้นอนุมูลอิสระที่ไม่ใช่เอนไซม์ 

 สารต้านอนุมลูอสิระที่ไม่ใช่เอนไซม์ คือ สารต้านอนุมูลอสิระชนิด

อื่นๆ ที่ไม่ใช่เอนไซม์ที่ได้มาจากสังเคราะห์ภายในเซลล์ เช่น กลูตาไทโอน (Glutathione, GSH) 

กรดไลโปอิก (Lipoic acid) นิโคตนิามายด์อะดินีนไดนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต (Nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate, NADPH) โคเอนไซม์ คิว (Coenzyme Q) อัลบูมนิ 

(Albumin) บลิริูบิน (Bilirubin) เฟอร์รทิิน (Ferritin) เมทลัโลไทโอนีน (Metallothionine) เมลา-

โทนิน (Melatonin) และ แอล-คาร์นิทีน (L-carnithine) เป็นต้น (Bouayed and Torsten 2010) 

โดยส่วนใหญ่ สารต้านอนุมลูอสิระที่ไม่ใช่เอนไซม์จะมีความสามารถในการขจัดอนุมูลอสิระกลุ่ม

ออกซเิจนและอนุมลูอสิระกลุม่ไนโตรเจน โดยใช้กลไกการดักจบัอนุมลูอสิระ (Free radical 

scavenging) โดยสารต้านอนุมลูอสิระที่ไม่ใช่เอนไซมเ์หลา่น้ีจะเป็นสารที่มีความสามารถในการให้

อิเลก็ตรอน (Reducing agent) แก่อนุมูลอิสระ ท าให้อนุมลูอิสระกลายเป็นโมเลกุลที่มีความเสถียร 

(Noori, 2012) 

2.3.2.2 สารต้านอนุมูลอิสระจากแหล่งภายนอก 

สารต้านอนุมูลอสิระจากแหลง่ภายนอก (Exogenous antioxidant) เป็นสาร

ต้านอนุมูลอสิระที่ได้มาจากการรับประทานอาหารหรือผลิตภัณฑ์อาหารเสริม เช่น ผัก ผลไม้ ธัญพชื 

พืชสมุนไพร และ วิตามินชนิดต่างๆ เป็นต้น  โดยทั่วไป สารต้านอนุมลูอสิระจากแหลง่ภายนอก 

แบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ  ดังนี้  
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 2.3.2.2.1 สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาต ิ

สารต้านอนุมูลอสิระจากธรรมชาติ (Natural antioxidant) เป็น

สารต้านอนุมูลอสิระที่พบได้ทั่วไปในพืช ผักและผลไม้   ตัวอย่างของสารต้านอนุมลูอสิระที่ได้จาก

ธรรมชาติมีดังนี ้

2.3.2.2.1.1 กรดแอสคอร์บิกหรือวิตามินซี 

  กรดแอสคอรบ์ิก (Ascorbic acid) หรือวิตามินซเีป็น

สารประกอบแลคโตนที่มีคาร์บอน 6 อะตอม ภายในโครงสร้างมหีมู่ไฮดรอกซลิ 4 หมู่ (รูปที่ 2.3) 

ท าให้กรดแอสคอร์บิกมีความสามารถในการละลายน้ าได้ดี วิตามินซีหรือกรดแอสคอรบ์ิกเป็นสาร

ต้านอนุมูลอสิระทีส่ามารถออกฤทธ์ิต้านออกซิเดชันในส่วนทีเ่ป็นของเหลวภายในเซลล์ และในไซโท-

ซอล (Cytosol)  การออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของกรดแอสคอรบ์ิกจะใช้กลไกการดักจับอนมุูล

อิสระ โดยการให้อเิลก็ตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมแก่อนมุูลอสิระ นอกจากนี้ วิตามินซียังมี

คุณสมบัติทางชีวภาพด้านอื่นๆ เช่น ช่วยในการสังเคราะหค์อลลาเจน ท าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ของ

เอนไซม์มอนอออกซจิีเนสที่ขึ้นกบัทองแดง (Cu+-dependent monooxygenase) และเอนไซม ์

ไดออกซิจเีนสที่ขึ้นกับเฟอรัสไอออน (Fe2+-dependent dioxygenase) เป็นต้น  กรดแอสคอร์บกิ

หรือวิตามินซีพบได้ทั่วไปในผักและผลไม้หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง กะหล่ าปลี พรกิหยวกแดง 

ผักเคล ฝรัง่ ส้ม สตรอเบอรี่ องุ่น สบัปะรด ลิ้นจี่ เป็นต้น 

 

 

 

  

รูปท่ี 2.3 โครงสร้างของกรดแอสคอร์บิกหรือวิตามินซ ี

   ท่ีมา: Michels and Frei 2012 
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2.3.2.2.1.2 แคโรทีนอยด์ 

 แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) เป็นกลุ่มสารทีม่ี

โครงสร้างแบบพอลิไอโซพรีนอยด์ (Polyisoprenoid) ที่ประกอบด้วยโครงสร้างทีเ่ป็นสายยาว มี

การเรียงตัวสลับกันระหว่างพันธะคู่และพันธะเดี่ยว และมีสมมาตรของโมเลกลุทีป่ลายทั้งสองข้าง

ของโมเลกลุ (รูปที่ 2.4)  โครงสร้างในลกัษณะนี้ท าให้อเิลก็ตรอนเคลื่อนที่ได้ง่าย ท าให้แคโรทีนอยด์

มีความสามารถในการดูดกลืนแสงในช่วงการมองเห็น (Visible light) และท าให้เห็นเป็นสสี้มแดง   

แคโรทีนอยด์เป็นสารทีม่ีโครงสร้างทีม่ีขนาดใหญ่ โครงสร้างแกนหลักประกอบไปด้วยธาตุคาร์บอน 

40 อะตอม ท าให้แคโรทีนอยด์มีคุณสมบัติที่เป็นไฮโดรโฟบกิ (Hydrophobic) คือละลายน้ าได้น้อย

มาก แต่ละลายได้ดีในไขมัน  แคโรทีนอยด์สามารถพบได้มากในผักผลไม้ และสาหร่ายบางชนิด  

แคโรทีนอยด์เป็นสารต้านอนุมลูอสิระที่มีความสามารถก าจดัอนุมูลอสิระได้โดยตรง โดยผ่านกลไกที่

เป็นไปได้ทัง้สิ้น 3 รูปแบบคือ การเข้าท าปฏิกิริยากับอนมุูลอสิระโดยตรง การให้อิเล็กตรอนแก่

อนุมูลอสิระ และการให้โปรตอนหรืออะตอมของไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.4 โครงสร้างของสารในกลุ่มแคโรทีนอยด์ 

 ท่ีมา: Landrier et al. 2012 
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2.3.2.2.1.3 ฟลาโวนอยด์ 

 ฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) เป็นสารที่จัดอยู่ในกลุม่

สารประกอบพอลิฟีนอลกิ (Polyphenolic compound) ที่พบได้ทั่วไปในพืชหลายชนิด   สารใน

กลุ่มนีส้ร้างข้ึนจากกระบวนการเมแทบอลซิึมของพืช ในรูปสารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิ (Secondary 

metabolite) ฟลาโวนอยด์เป็นสารทีม่ีการรายงานถึงฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระจ านวนมาก โดยเฉพาะ

การเป็นตัวดักจบัอนุมลูอิสระ และความสามารถในการปกป้องดเีอ็นเอจากอนุมลูอิสระไฮดรอกซลิ   

นอกจากนี้ สารกลุม่ฟลาโวนอยด์ยังมีกลไกทีส่ าคัญอกีอย่างหนึ่ง คือ การดักจับกบัไอออนของโลหะ 

โดยเฉพาะ ไอออนของเหล็กและไอออนของคอปเปอร์ ซึง่ช่วยป้องกันการเกิดปฏิกิริยาเฟนตันที่ท า

ให้เกิดอนมุูลอสิระไฮดรอกซลิ   ตัวอย่างของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์แสดงในรปูที่ 2.5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.5 โครงสร้างของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 

  ท่ีมา: Lotito and Frei 2006 
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2.3.2.2.1.4 เพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

  เพปไทด์ที่มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระ คือ ช้ินส่วนของ

โปรตีนขนาดต่างๆ ที่ได้มาจากการย่อยสลายโปรตีน โดยช้ินส่วนของโปรตีนเหล่าน้ีเป็นช้ินส่วนทีม่ี

ฤทธ์ิขจัดอนุมูลอสิระหรือต้านการเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันได้   มีรายงานว่า เพปไทด์ทีป่ระกอบด้วย

กรดอะมโินในกลุม่อะโรมาติก ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน และ ทรปิโทเฟน และเพปไทด์ที่มี

กรดอะมโินซสิเทอีน และฮีสทีดีนมีกจิกรรมตอ่ต้านอนุมลูอสิระอย่างมปีระสิทธิภาพ (Dávalos et 

al. 2004)   นอกจากนี้ เพปไทด์ที่มกีรดอะมิโนในกลุ่มไฮโดรโฟบกิเป็นองค์ประกอบ ได้แก่ โพรลนี 

ลิวซีน อะลานีน ทรปิโทเฟน และฟีนลิอะลานีน  มีกิจกรรมการต่อต้านอนมุูลอสิระสงูเช่นเดียวกนั 

(Mendis et al. 2005)   ดังนั้น องค์ประกอบของกรดอะมิโนที่พบภายในโมเลกลุของเพปไทด์ ชนิด

ของแหลง่โปรตีน และชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลาย เป็นปจัจัยส าคัญที่ควบคุมการออก

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของเพปไทด์ (ตารางที่ 2.2)  นอกจากนี้ น้ าหนักโมเลกลุของเพปไทด์ยังเป็น

ปัจจัยส าคัญที่ควบคุมคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของเพปไทด์  โดยพบว่า เพปไทด์ที่มีน้ าหนัก

โมเลกุลต่ าหรอืเพปไทด์ที่มีขนาดโมเลกลุเล็ก จะมีกจิกรรมการต้านอนุมลูอิสระที่มีประสิทธิภาพ

มากกว่าเพปไทด์ที่มีน้ าหนักโมเลกลุสงูหรือขนาดโมเลกลุใหญ่ (Ranathunga et al. 2006) 

ตารางท่ี 2.2 เพปไทด์ทีม่ีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระที่ไดจ้ากสิ่งมชีีวิตบางชนิด 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แหล่งโปรตนี เอนไซม์ ล าดับกรดอะมิโนของเพปไทด ์ อ้างอิง 

กุ้ง  

(Penaeus japonicas) 

Pepsin Ile-Lys-Lys, Phe-Lys-Lys และ 

Phe-Ile-Lys-Lys 

Suetsuna, 2000 

ปลาหมึกยักษ์  

(Dosidicus gigas) 

Trypsin Phe–Asp–Ser–Gly–Pro–Ala–

Gly–Val–Leu 

Mendis et al. 2005 

ปลาทูน่า  

(Conger myriaster) 

Trypsin Leu-Gly-Leu-Asn-Gly-Asp-

Asp-Val-Asn 

Ranathunga et al. 2006 

สาหร่ายสีเขียว 

(Chlorella vulgaris) 

Pepsin Val-Glu-Cys-Tyr-Gly-Pro-

Asn-Arg-Pro-Glu-Phe 

Sheih et al. 2009 

ปลิงทะเล  

(Stichopus japonicas) 

Trypsin Gly-Pro-Glu-Pro-Thr-Gly-

Pro-Thr-Gly-Ala-Pro-Gln-

Trp-Leu-Arg 

Zhou et al. 2012 
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2.3.2.2.2 สารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ 

 สารต้านอนุมลูอสิระสังเคราะห์ (Synthetic antioxidant) เป็นสาร

ต้านอนุมูลอสิระที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี โดยนิยมใช้สารสังเคราะห์เหล่าน้ีเติมลงไปในอาหาร

เพื่อยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันในอาหาร เช่น การเติมสารต้านอนุมลูอสิระสังเคราะหล์งไป

ในอาหารประเภทไขมันและน้ ามัน เพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยาลกูโซอ่อกซเิดชันของไขมันและ

น้ ามัน  ในปัจจุบัน สารต้านอนุมลูอิสระสังเคราะห์ที่ได้รบัการอนุญาตให้ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น 

บิวทิเลเทตไฮดรอกซีโทลูอีน (Butylated hydroxytoluene, BHT) บิวทเิลเทตไฮดรอกซีแอนิโซล 

(Butylated hydroxyanisole, BHA) และ เทอร์เทียรีบิวทลิไฮโดรควิโนน (Tertiary-

butylhydroquinone, TBHQ) เป็นต้น (Cai et al. 2015)   อย่างไรก็ตาม การใช้สารต้านอนุมลู

อิสระสงัเคราะห์ มีข้อจ ากัดในผลิตภัณฑ์อาหาร สารต้านอนุมูลอสิระสงัเคราะห์อาจก่อให้เกิดความ

ผลกระทบที่ไมพ่ึงประสงค์ต่อผู้บริโภค เช่น การสะสมของสารเคมีภายในร่างกายสง่ผลต่อการ

ท างานของตับหรือไต สารทีส่ังเคราะห์ทางเคมีอาจก่อให้เกิดอาการแพ้ต่อผู้บริโภค เป็นต้น   

โครงสร้างของสารต้านอนุมลูอสิระสงัเคราะห์แสดงในรปูที่ 2.6  

 

รูปท่ี 2.6 โครงสร้างของสารต้านอนุมูลอสิระสงัเคราะหบ์างชนิด 

 ท่ีมา: Iverson 1995 
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2.4 เพปไทดแ์ละโปรตีนไฮโดรไลเซท 

2.4.1 ลักษณะของเพปไทด์และโปรตีนไฮโดรไลเซท 

เพปไทด์ (Peptide) หรือโปรตีนไฮโดรไลเซท (Protein hydrolysate) คือ ผลิตภัณฑ์

ของโปรตีนที่ได้มาจากกระบวนการย่อยสลายพันธะเพปไทดภ์ายในโมเลกลุของโปรตีน โดยทั่วไป 

อาจเรียกกระบวนการย่อยสลายนี้ว่า ปฏิกริิยาไฮโดรไลซสิ (Hydrolysis)  เมื่อโมเลกลุของโปรตีน

เกิดปฏิกริิยาไฮโดรไลซสิจะไดผ้ลิตภัณฑ์เป็นกรดอะมิโนอิสระหรือเพปไทด์ที่มสีายสั้นลง   โครงสร้าง

ของเพปไทด์จะประกอบไปด้วยกรดอะมิโนต่อกันต้ังแต่ 2 ถึง 30 ตัวด้วยพันธะเพปไทด์ ที่ปลายสาย

ข้างหนึ่งจะมหีมู่อะมิโน (Amino group, R-NH2) เรียกปลายด้านน้ันว่า ปลายเอ็น (N-terminus)  

ในขณะที่ปลายสายอีกด้านหนึง่มหีมู่คารบ์อกซิล (Carboxyl group, R-COOH) เรียกปลายด้านน้ัน

ว่าปลายซี (C-terminus) (รูปที่ 2.7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.7 โครงสร้างของเพปไทด ์

ท่ีมา: Daintith 2000 

เพปไทดเ์ป็นสารชีวโมเลกลุทีม่ีบทบาทหลายต่อสิ่งมีชีวิตหลากหลายประการ เช่น ท า

หน้าที่เป็นฮอร์โมน ได้แก่ อินซูลิน และ กลูคากอน   แอสปาร์แตมที่ใช้เป็นสารให้ความหวานแทน

น้ าตาลเป็นสารที่ได้จากเพปไทดท์ี่มีแอสพาราจีนและฟีนิลอะลานีนเป็นองค์ประกอบ  นอกจากนี้ ยัง

พบว่า เพปไทดบ์างชนิดสามารถแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพ ที่มีผลต่อระบบต่างๆ ภายในร่างกายของ

สิ่งมีชีวิต นอกเหนอืจากการแสดงคุณสมบัติของโปรตีนในเชิงหน้าที่และการเป็นสารอาหารที่จ าเป็น

ตามปกติ มักเรียกเพปไทด์เหล่าน้ันว่า เพปไทด์ที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioactive peptide) 
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เพปไทด์ทีม่ีฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioactive peptide) คือ เพปไทด์ทีม่ีผลต่อระบบหรือ

กลไกต่างๆ ภายในร่างกาย ที่นอกเหนอืจากการแสดงคุณสมบัติของโปรตีนในเชิงหน้าที่และการเป็น

สารอาหารที่จ าเป็นตามปกติของโปรตีน เช่น มีฤทธ์ิยับยั้งเซลลม์ะเร็ง มีฤทธ์ิลดความดันโลหิต มีฤทธ์ิ

เร่งการเผาผลาญพลังงาน และมีฤทธ์ิกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน เป็นต้น (รูปที่ 2.8)   เพปไทด์เหล่าน้ี

สามารถพบได้ทั่วไปในอาหารที่มโีปรตีนเป็นองค์ประกอบหลายชนิด เช่น นม ไข่ เนื้อ ปลา และ

โปรตีนจากพืช เป็นต้น  อย่างไรก็ตาม เพปไทด์เหล่าน้ีจะไม่แสดงกจิกรรมทางชีวภาพเมื่ออยู่ภายใน

โมเลกุลของโปรตีนทีพ่บตามธรรมชาติ จนกระทั่งโปรตีนถูกย่อยโดยเอนไซม์ที่อยู่ในระบบทางเดิน

อาหาร ได้เป็นกรดอะมิโนและเพปไทด์สายสั้นๆ เพปไทด์เหล่าน้ีจะถูกดูดซมึเข้าสูร่่างกายทางล าไส้

เล็ก และเข้าสู่กระแสเลือด ก่อนจะแสดงกิจกรรมทางชีวภาพต่อระบบของร่างกายระบบใดระบบ

หนึ่งอย่างจ าเพาะ   โดยทั่วไป เพปไทด์ที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพจะประกอบด้วยกรดอะมิโน 2 ถึง 20 ตัว 

และการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเพปไทดจ์ะข้ึนอยู่กบัล าดับกรดอะมโินที่อยู่ภายในสายของเพปไทด์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.8 ตัวอย่างฤทธ์ิทางชีวภาพของเพปไทด ์

ท่ีมา: Nagpal  et al. 2011 
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โดยทั่วไป เพปไทด์หรือโปรตีนไฮโดรไลเซทจะสามารถผลิตได้จาก 3 กระบวนการ คือ 

การย่อยสลายโปรตีนด้วยสารเคมี (Chemical hydrolysis) การย่อยสลายโปรตีนโดยอาศัย

กระบวนการหมักของจลุินทรีย์ (Microbial fermentation) และการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์

กลุ่มโปรตเีอส (Enzymatic hydrolysis)  อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบัน หน่วยงานและองค์กรต่างๆ ใน

อุตสาหกรรมอาหารนิยมผลิตเพปไทด์โดยใช้วิธีการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตเีอส เนื่องจาก

การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์เป็นปฏิกริิยาที่ไมรุ่นแรง สามารถด าเนินการได้ในสภาวะที่มีค่าพีเอชอยู่

ระหว่าง 6 ถึง 8 อุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาจะอยู่ระหว่าง 40 ถึง 60 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้

การเกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์และซบัสเตรทจะเกิดข้ึนอยา่งจ าเพาะเจาะจง มีโอกาสเกิดปฏิกริิยา

ข้างเคียงอื่นๆ ได้น้อย   ข้อดีเหล่าน้ีท าใหเ้พปไทดท์ี่ผลิตจากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรตเีอสง่าย

ต่อการเก็บเกี่ยว และเพปไทดห์รือโปรตีนไฮโดรไลเซททีไ่ด้มีความบริสทุธ์ิเมื่อเปรียบเทียบกับการ

ผลิตเพปไทด์ด้วยวิธีการอื่นๆ (Clemente 2000) 

   2.4.2 เอนไซม์โปรตีเอส 

 เอนไซม์โปรตีเอส (Protease) เป็นเอนไซมท์ี่เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเพปไทด์

ของโปรตีนให้ได้เป็นโอลิโกเพปไทด์ (Oligopeptide) และกรดอะมิโนอิสระ   เอนไซม์โปรตีเอสผลิต

ได้จากพืช สัตว์ และจุลินทรีย์   ในระยะแรกๆ การผลิตเอนไซม์ชนิดนี้จะผลิตจากพืชและสัตว์เป็น

ส่วนใหญ่  เอนไซมโ์ปรตีเอสทีผ่ลิตไดจ้ากพืช เช่น โบรมเีลนจากสบัปะรด และ ปาเปนจากยางของ

มะละกอ เป็นต้น ส่วนเอนไซม์โปรตีเอสทีผ่ลิตจากสัตว์ เช่น เรนนินจากกระเพาะลูกวัว เป็นต้น แต่

ในปัจจบุัน การผลิตเอนไซม์โปรตีเอสนิยมผลิตจากจลุินทรียม์ากกว่า เนื่องจากเอนไซม์โปรตเีอสที่ได้

จากพืชและสัตว์มีปริมาณการผลิตในแต่ละฤดูกาลที่แตกต่างกัน ปริมาณของเอนไซมท์ี่สกัดได้มีนอ้ย 

เอนไซม์ที่ไดจ้ากพืชจะเสียต้นทุนในการด าเนินการเพาะปลูกในราคาสูง ถ้าเป็นโปรตเีอสจากสัตว์จะ

ข้ึนอยู่กับปริมาณเนือ้สัตว์ทีผ่ลิตได้   ในขณะที่การผลิตเอนไซม์จากจุลินทรียส์ามารถผลิตได้ในอัตรา

ที่สม่ าเสมอ ใช้เวลาและพื้นที่น้อยกว่า 

2.4.2.1 ชนิดของเอนไซม์โปรตีเอส 

 ปัจจบุัน ได้มีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซม์โปรตเีอสอย่างแพรห่ลาย ท าให้แบ่ง 

ชนิดของเอนไซม์โปรตเีอสได้หลากหลายวิธี ดังนี้ 

2.4.2.1.1 แหล่งก าเนิด 

 หากแบ่งชนิดของโปรตีเอสตามแหลง่ก าเนิดจะมทีั้งหมด 3 ชนิด

คือ โปรตีเอสจากพืช โปรตเีอสจากสัตว์ และโปรตเีอสจากจลุินทรีย์ 
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2.4.2.1.2 ลักษณะการตัดบนสายพอลิเพปไทด์ 

 หากแบ่งโปรตีเอสตามลักษณะการเร่งปฏิกริิยาย่อยสลายพนัธะ

เพปไทด์ แบง่ได้เป็น 2 ชนิด ดังนี ้

 2.4.2.1.2.1 เอนโดเพปทิเดส 

เอนโดเพปทเิดส (Endopeptidase) เป็นโปรตีเอสที่

เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเพปไทด์อย่างสุ่มภายในสายของโปรตีน 

 2.4.2.1.2.2 เอ็กโซเพปทิเดส 

เอ็กโซเพปทเิดส (Exopeptidase) เป็นเอนไซมโ์ปร- 

ตีเอสที่เร่งปฏิกริิยาการย่อยสลายพันธะเพปไทดท์ี่ปลายสายของโปรตีน โดยข้ึนอยู่กับความจ าเพาะ

ของเอนไซม์ต่อปลายด้าน N-terminus หรือ C-terminus ด้านใดด้านหนึ่ง ท าใหส้ามารถแบ่ง

เอนไซม์กลุ่มเอ็กโซเพปทเิดสได้อกีเป็น 2 ชนิด ได้แก่ คาร์บอกซีเพปทเิดส (Carboxypeptidase)  ที่

เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะเพปไทด์ทางด้านปลายซี และ อะมิโนเพปทเิดส (Aminopeptidase) ที่

เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะเพปไทด์ทางด้านปลายเอ็น (รูปที่ 2.9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.9 ลักษณะการเร่งปฏิกิริยาสลายพันธะเพปไทด์ของเอนโดเพปทิเดสและเอ็กโซเพปทิเดส 

ท่ีมา: Samanthi 2017 
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2.4.2.1.3 ลักษณะของบริเวณเร่งหรือกลไกการท างาน 

 หากแบ่งโปรตีเอสตามลักษณะของโปรตเีอสหรือกลไกการท างาน

ของเอนไซม์ แบ่งได้เป็น 4 ชนิดดังนี้  

2.4.2.1.3.1 เซอรีนโปรตีเอส  

 เซอรีนโปรตเีอส (Serine protease) เป็นเอนไซม์ทีม่ี

กรดอะมโินเซอรีน ฮีสทีดีน และ กรดแอสปาร์ติก อยู่ที่บริเวณเร่ง (Active site) ของเอนไซม์ เป็น

เอนไซม์ที่ชอบความเป็นด่าง (Alkaline protease) มีช่วงพีเอชที่เหมาะสมตอ่การท างานของ

เอนไซม์อยูร่ะหว่าง 7 ถึง 11 และเป็นเอนไซม์ที่มลีักษณะการเร่งปฏิกิริยาสลายพันธะสายเพปไทด์

แบบเอนโดเพปทเิดส   ตัวอย่างของเซอรีนโปรตีเอส เช่น ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) ทริปซิน 

(Trypsin) อีลาสเทส (Elastase) ทรอมบิน (Thrombin) และ ซับทลิิซิน (Subtilisin) เป็นต้น 

2.4.2.1.3.2 ซีสเทอีนโปรตีเอส 

 ซีสเทอีนโปรตีเอส (Cysteine protease) หรือเรียก

อีกช่ือหนึ่งว่าซลัฟ์ไฮดริลโปรตเีอส (Sulfhydryl protease)   เอนไซม์กลุ่มนีม้ีกรดอะมิโนซีสเทอีน 

ฮีสทีดีน และ กรดแอสปาร์ติกหรือแอสปาร์ราจีน อยู่ทีบ่รเิวณเร่งของเอนไซม์ เป็นโปรตีเอสทีท่ างาน

ได้ดีในสภาวะที่เป็นกลางคือพเีอชระหว่าง 6 ถึง 7.5 และเป็นเอนไซมท์ี่มลีักษณะการเรง่ปฏิกริิยา

สลายพันธะสายเพปไทด์แบบเอนโดเพปทเิดส   ตัวอย่างของซีสเทอีนโปรตีเอส เช่น เอนไซมป์าเปน 

โบรมิเลน และ ฟิซิน เป็นต้น 

2.4.2.1.3.3 แอซิดโปรตีเอส 

 แอซิดโปรตเีอส (Acid protease) เป็นเอนไซมท์ี่

ท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกรด มีพเีอชที่เหมาะสมต่อการท างานอยู่ระหว่าง 2 ถึง 4   เอนไซม์กลุม่นี้

มีกรดอะมิโนแอสปาร์ติก และ ไทโรซีน อยู่ที่บริเวณเร่ง สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ดีกบักรดอะมิโนที่มี

โครงสร้างเป็นวงแหวน   ตัวอย่างของโปรตเีอสในกลุ่มนี้ เช่น เพปซิน และ เรนนิน เป็นต้น 

2.4.2.1.3.4 เมทัลโลโปรตีเอส 

 เมทัลโลโปรตเีอส (Metalloprotease) เป็นเอนไซมท์ี่

มีไอออนของโลหะรวมอยู่ในโมเลกลุของเอนไซม์ หรือต้องการไอออนของโลหะกระตุ้นการท างาน

ของเอนไซม์ (เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม)์  เมทลัโลโปรตีเอสมลีักษณะการเร่งปฏิกริิยาสลายพันธะ

เพปไทด์แบบเอ็กโซเพปทิเดสเกือบทั้งหมด และท างานได้ดีที่พีเอชเป็นกลางหรือด่างข้ึนอยู่ชนิดของ

เอนไซม์   ตัวอย่างของโปรตเีอสกลุ่มนี้ เช่น คาร์บอกซีเพปทิเดส เอ คาร์บอกซเีพปทิเดส บี และ 

โพรลิเดส เป็นต้น  
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2.4.2.2 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตีเอส 

ปัจจัยที่มผีลตอ่การยอ่ยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตีเอสข้ึนอยู่กับ 3 ปัจจัย

หลัก ดังนี้  

2.4.2.2.1 ชนิดของแหล่งโปรตีนท่ีใช้ในการย่อยสลาย  

 แหล่งโปรตีนประกอบด้วยโปรตีนชนิดที่มีความยืดหยุ่นสงูจะย่อย

สลายได้ง่าย ในขณะที่ถ้ามีโปรตีนที่มรีูปร่างกลมจะท าให้เอนไซม์โปรตีเอสจะเข้าท าปฏิกิริยาได้ยาก   

อย่างไรก็ตาม หากมีการปรบัสภาพของแหล่งโปรตีนด้วยความร้อนก่อนน ามาย่อยสลายด้วยเอนไซม์

โปรตเีอสจะช่วยเพิม่ประสทิธิภาพในการย่อยสลายโปรตีนได้ดีย่ิงข้ึน   ผลิตภัณฑ์ที่ได้มาจากการย่อย

สลายแหลง่โปรตีนด้วยเอนไซมโ์ปรตีเอส จะได้เพปไทด์หลายเส้นที่มีขนาดและล าดับกรดอะมิโนที่

แตกต่างกัน ท าให้เพปไทด์ที่ได้มกีารแสดงคุณสมบัติและฤทธ์ิทางชีวภาพที่แตกต่างกันด้วย 

2.4.2.2.2 ชนิดของเอนไซม์โปรตีเอส  

 โดยทั่วไป การท างานของเอนไซม์โปรตเีอสแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 

คือ เอนโดเพปทิเดส (Endopeptidase) และ เอ็กโซเพปทิเดส (Exopeptidase)  เอนไซม์ทีม่ี

กิจกรรมการท างานแบบเอนโดเพปทิเดสสามารถย่อยสลายพันธะเพปไทด์ภายในโมเลกุลของโปรตีน

แบบสุม่ ท าให้เกิดช้ินส่วนของโปรตีนหรือเพปไทดท์ี่มีขนาดต่างๆ หลายชนิด   ในขณะที่เอนไซม์ที่มี

การท างานแบบเอกโซเพปติเดสจะสามารถย่อยสลายกรดอะมิโนออกจากโมเลกุลของโปรตีนไดท้ลีะ

หนึ่งโมเลกุลที่บริเวณปลายเอ็น (N-terminus) หรือ บริเวณปลายซี (C-terminus) ของโปรตีน 

(Clemente, 2000)  

2.4.2.2.3 สภาวะท่ีใช้ในการย่อยสลายแหล่งโปรตีน    

 การใช้เอนไซม์โปรตเีอสในการย่อยสลายโปรตีนจ าเป็นต้องมีการ

ควบคุมสภาวะต่างๆ เช่น พเีอช อุณหภูมิ และระยะเวลาที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา   เพื่อเป็นการ

ส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ใหส้ามารถท างานได้อย่างมีประสทิธิภาพ เอนไซม์โปรตีเอสต่างชนิด

กันจะมสีภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมท์ี่แตกตา่งกัน (ตารางที่ 2.3) 
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ตารางท่ี 2.3 การท างานของเอนไซม์ แหล่งที่มา และสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์

โปรตเีอส (Adler 1986; Jung et al. 2006) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5 ฤทธิ์ขจัดอนุมูลอิสระ  

ฤทธ์ิขจัดอนุมูลอสิระหรือฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระ (Free radicals scavenging activity) คือ 

ความสามารถของสารใดๆ ต่อการยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชันที่เกิดจากอนุมลูอสิระ หรือ

ความสามารถของสารใดๆ ที่ท าให้อนุมลูอสิระมีความเข้มขน้ลดลง  โดยทั่วไป หลักการวิเคราะห์

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ แบง่ออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ ดังนี ้

2.5.1 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยอาศัยหลักการถ่ายเทไฮโดรเจนอะตอม 

   การวิเคราะห์กจิกรรมต่อต้านอนุมูลอิสระโดยอาศัยหลักการถ่ายเทไฮโดรเจนอะตอม 

(Hydrogen atom transfer) เป็นการวัดความสามารถของสารต้านอนุมลูอิสระต่อการก าจัดอนุมลู

อิสระโดยการให้ไฮโดรเจนอะตอม ดังสมการ 

อนุมูลอสิระ (X·) + สารต้านอนุมลูอิสระ (AH)         โมเลกลุที่เสถียร (XH) + อนุมูลอิสระ (A·) 

วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระที่อาศัยหลักการนี้ มี 3 วิธี ดังนี้ 

2.5.1.1 Oxygen radical absorbance capacity 

   Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) เป็นวิธีการวัดกิจกรรม 

ต้านอนุมูลอสิระที่อาศัยหลักการถ่ายเทไฮโดรเจนอะตอมใหก้ับอนุมลูอสิระ วิธีการนีอ้าศัยการสร้าง

อนุมูลอสิระเพอรอกซลิ (ROO·) เมื่ออนุมลูอสิระเพอรอกซิลท าปฏิกริิยาออกซิเดชันกับตัวติดตาม

เอนไซม์ การท างานของเอนไซม์ แหล่งที่มา 
สภาวะที่ใช้ 

พีเอช อุณหภูมิ (°C) 

Pepsin Endopeptidase เมือกในกระเพาะอาหาร 2 37 

Trypsin Endopeptidase วัว สุกร และตับอ่อนของมนุษย์ 5 37 

Alcalase Endopeptidase Bacillus licheniformis 7 50 

Papain Endopeptidase ยางมะละกอ 6 37 

Flavourzyme Endo-exo-peptidase Bacillus stearothermophilus 7 50 

Neutrase Endopeptidase  Bacillus amyloliquefaciens 8 50 
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หรือโพรบเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent probe) จะท าให้ไดผ้ลิตภัณฑ์ที่ไมม่ีคุณสมบัติการ

เรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ ดังสมการ 

ROO· + Fluorescent probe           ROOH + Oxidized probe (ไม่เรืองแสง)  

เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีสารต้านอนุมลูอสิระ สารต้านอนุมลูอสิระจะท าหน้าที่ก าจัด

อนุมูลอสิระเพอรอกซลิ ท าให้โพรบเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์มีความคงตัว และสามารถตรวจสอบโดย

การติดตามการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ การเรืองแสงของโพรบจะอยู่ได้นานเมื่อเทียบกับสภาวะที่

ไม่มีสารต้านอนุมลูอิสระในปฏิกริิยา ตัวอย่างโพรบเรืองแสงที่ใช้ในการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ

โดยวิธี ORAC เช่น บ-ีไฟโคอีรีทริน (B-phycoerythrin, B-PE) แต่โพรบชนิดนี้มีข้อจ ากัดคือ มีความ

แปรปรวนสงูและอาจเกิดปฏิกริิยากับแสงได้  นอกจากนี้ บ-ีไฟโคอีรีทรินสามารถจบักบัสารในกลุม่

พอลิฟีนอล ท าให้เกิดการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ที่ต่ ากว่าปกติ   โพรบชนิดอื่นๆ ที่นิยมใช้ ได้แก่ 

ฟลูออเรสซีน (Fluorescein) และไดคลอโรฟลูออเรสซีน (Dichlorofluorescein) ซึ่งเป็นโพรบเรือง

แสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีความคงตัวมากกว่า 

 การรายงานความสามารถของสารต้านอนุมลูอิสระที่ไดจ้ากวิธีการ ORAC ท าได้

โดยใช้วิธีค านวณความแตกต่างของพื้นที่ใต้กราฟของความสมัพันธ์ระหว่างเวลาในการเกิดปฏิกิริยา

กับระดบัความเข้มของฟลอูอเรสเซนต์สัมพทัธ์ (Relative fluorescent intensity) ในสภาวะที่มี

เปรียบเทียบกับไม่มสีารต้านอนุมลูอิสระ หรอือาจรายงานในรูปของโทรลอกซ์อิควิวาเลนท์ (Trolox 

equivalent, TE) ที่ได้จากการค านวณพื้นที่ใต้กราฟเมือ่ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยสารต้าน

อนุมูลอสิระมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) ที่ระดบัความเข้มข้นต่างๆ ตั้งแต่ 6.25 ถึง 50 ไมโคร 

โมลาร์ และแสดงค่าในรปูของไมโครโมลโทรลอกซ์อิควิวาเลนท์ต่อลิตร (µmol TE/l) หรอื ไมโคร

โมลโทรลอกซ์อิควิวาเลนท์ตอ่น้ าหนักของตัวอย่าง (µmol TE/g sample) (Alam et al. 2013) 

2.5.1.2 Total radical trapping antioxidant parameter 

   Total radical trapping antioxidant parameter (TRAP) เป็นวิธีการ

ตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระ โดยอาศัยการตรวจวัดความสามารถของสารต้านอนุมลูอสิระต่อการ

รบกวนการท าปฏิกริิยาระหว่างอนมุูลอิสระเพอรอกซลิทีส่ร้างจาก 2,2’-อะโซบสิ (2-อะมิดิโน 

โพรเพน) ไดไฮโดรคลอไรด์ (2,2’-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride, AAPH) กับ 

โพรบเรอืงแสงฟลูออเรสเซนต์ ด้วยหลกัการที่คล้ายกบัวิธี ORAC   วิธีนีเ้ป็นการวัดการเรอืงแสงของ 

อาร-์ไฟโคอีรีทริน (R-phycoerythrin) หรอืการวัดการดูดกลืนแสงของ 2,2’-อะซิโนบิส (3-เอทลิ

เบนโซไทอะโซลีน)-6-ซัลโฟนิกแอซิด (2,2’-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic 
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acid, ABTS) (Alam et al. 2013)   ส าหรับวิธีการ TRAP โพรบทีเ่ลือกใช้ต้องสามารถท าปฏิกิริยา

กับอนุมลูอสิระเพอรอกซิลและแสดงความแตกต่างทัง้ในรปูการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์หรือการ

ดูดกลืนแสงได้ระหว่างโพรบในสภาวะปกติกับโพรบทีเ่กิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

การประเมินฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระที่ได้จากวิธี TRAP นิยมแสดงในรปูของ Lag 

time หรอืเวลาในการท าปฏิกิริยาระหว่างสารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเปรียบเทียบกบัเวลาในการ

ท าปฏิกิริยาของสารต้านอนุมลูอิสระมาตรฐานโทรลอกซ์ (Alam et al. 2013)  หรือรายงานในรปู

ของไมโครโมลอนมุูลอิสระเพอรอกซลิที่ถูกก าจัดต่อปริมาตร   ข้อควรระวังส าหรบัวิธีการของ TRAP 

คือ ปฏิกิริยานีต้้องมีออกซเิจนมากพอ เนื่องจากภายใตส้ภาวะที่มีออกซเิจนต่ า อนุมลูอิสระของ

คาร์บอนทีเ่กิดจาก AAPH จะเข้าท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอสิระแทนทีจ่ะเป็นตัวสร้างอนมุูล

อิสระเพอรอกซิลท าใหเ้กิดการความคลาดเคลือ่นของผลการทดลองได ้

2.5.1.3 β-carotene bleaching 

   ß-carotene bleaching เป็นวิธีการตรวจสอบกจิกรรมต้านอนุมูลอสิระ โดย

อาศัยคุณสมบัติของสารกลุม่แคโรทีนอยด์ เมื่อสารในกลุ่มแคโรทีนอยด์เกิดปฏิกริิยาออกซิเดชันที่มา

จากการเหนี่ยวน าโดยแสง ความร้อน หรืออนุมลูอสิระเพอรอกซิล แคโรทีนอยด์จะมสีีจางลง แล้วท า

การวัดการเปลี่ยนแปลงสีของแคโรทีนอยด์ทีจ่างลงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมเิตอรท์ี่ความยาวคลื่น 

470 นาโนเมตร เพื่อเป็นตัวบ่งช้ีว่าสารที่ต้องการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระสามารถเกิดปฏิกิริยา

กับอนุมลูอสิระได้โดยมีการถ่ายเทไฮโดรเจนอะตอมให้กบัอนุมูลอสิระเพื่อก าจัดอนุมูลอสิระก่อนที่

อนุมูลอสิระจะเข้าท าปฏิกริิยากบัแคโรทีนอยด์ 

2.5.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยอาศัยหลักการถ่ายเทอิเล็กตรอน 

   การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระโดยอาศัยหลกัการถ่ายเทอิเล็กตรอน (Electron 

transfer) เป็นการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระที่วัดความสามารถของสารต้านอนุมลูอสิระในการ

ให้อิเล็กตรอนแก่อนุมลูอสิระ และน าไปสู่การเปลี่ยนสี  ในปัจจุบัน การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระโดยอาศัยหลักการถ่ายเทอิเล็กตรอนเป็นวิธีการที่ได้รบัความนิยมมากทีสุ่ด เนื่องจาก วิธีการที่

อาศัยหลักการนี้มีข้ันตอนในการเตรียมสารเคมี การท าปฏิกริิยา และการตรวจติดตามผลที่ไม่ยุง่ยาก

และซบัซ้อนเมื่อเทียบกับการวิเคราะห์ที่ใช้หลักการแบบอื่น  วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระที่

อาศัยหลักการนี้ มีดังนี ้
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   2.5.2.1 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล 

  อนุมูลอิสระ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) เป็นอนุมลูอสิระที่มี

ความโดดเด่น คือ เป็นอนุมลูอิสระชนิดที่มอีินทรีย์ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ มีความคงตัวสูงและ

สามารถดูดกลืนแสงในช่วงของแสงที่ตามองเห็น (Visible light) ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร   

เมื่อ DPPH เกิดปฏิกริิยารีดักชันหรือไดร้ับอเิลก็ตรอนจะเปลี่ยนสจีากสีม่วงเข้มกลายเป็นสีเหลือง 

(รูปที่ 2.10)   การเปลี่ยนแปลงของสีทีเ่กิดข้ึนสามารถตรวจติดตามด้วยเครื่องสเปคโทรโฟโตมเิตอร์  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.10 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของอนมุูลอสิระ DPPH เมื่อเกิดปฏิกริิยารีดักชันกบัสารต้าน

อนุมูลอสิระ (AH)  

ดัดแปลงจาก: Kaur and Geetha 2006  

วิธีการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH· ท าได้โดยการเตรียมสารละลาย 

DPPH ในเมทานอล จากนั้น น าสารละลายอนมุูลอสิระ DPPH· มาผสมกบัสารที่ต้องการทดสอบ

และวัดการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดข้ึนด้วยเครื่องสเปคโทรโฟโตมิเตอรท์ี่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 

และน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระในรูปของร้อยละความสามารถในการ

ก าจัดอนุมลูอสิระ DPPH· โดยเปรียบเทียบกับสารต้านอนุมลูอิสระมาตรฐาน เช่น กรดแอสคอร์บิก 

และ วิตามินอี เป็นต้น   วิธีการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยสาร DPPH· เป็นวิธีการที่ง่ายและ

สะดวกในการติดตามผล  อย่างไรก็ตาม อนมุูลอสิระ DPPH· เป็นอนุมูลอสิระทีม่ีความคงตัวสูง มี

อายุค่อนข้างยาวเมื่อเทียบกบัอนมุูลอสิระทั่วไป จึงพบว่าสารต้านอนุมลูอิสระบางชนิดเกิดปฏิกิริยา

ได้ช้ามากกับ DPPH· ในกรณีนี้จะท าให้การทดสอบกจิกรรมต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH· ได้ค่าที่ต่ า

กว่าความเป็นจริง  
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2.5.2.2 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ 2,2’-อะซิโนบิส (3-เอทิลเบนโซไทอะโซ

ลีน)-6-ซัลโฟนิกแอซิด 

 2,2’-อะซิโนบสิ (3-เอทิลเบนโซไทอะโซลีน)-6-ซัลโฟนกิ แอซิด (2,2’-Azinobis 

(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid, ABTS) เป็นสารเคมีชนิดหนึง่ทีส่ามารถปลดปลอ่ย

อนุมูลอสิระ ABTS· เมื่อเกิดปฏิกริิยาเพอซัลเฟตออกซเิดชันกับโพแทสเซียมเพอซลัเฟต  วิธีการ

เตรียมอนมุูลอิสระ ABTS· ท าได้โดยละลายสาร ABTS ในน้ าและเติมโพแทสเซียมเพอซลัเฟตบ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จนได้เป็นสารละลายสีน้ าเงินเข้ม จากนั้น เจือจางด้วยน้ ากลั่น จน

ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เท่ากับ 0.7 ± 0.2 ท าการทดสอบโดยผสม

สารทีเ่ตรียมได้กับสารที่ต้องการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ ABTS·  เมื่ออนมุูลอสิระ ABTS· 

เกิดปฏิกริิยารีดักชันกบัสารต้านอนุมลูอสิระ สีของสารละลายจะจางลง โดยการเปลี่ยนแปลงของสีที่

เกิดข้ึนสามารถตรวจติดตามด้วยเครื่องสเปคโทรโฟโตมิเตอรท์ี่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร และ

น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระในรูปรอ้ยละความสามารถในการก าจัด

อนุมูลอสิระ ABTS· โดยเปรียบเทียบกบัสารต้านอนุมลูอสิระมาตรฐาน เช่น กรดแอสคอร์บกิ และ

วิตามินอี เป็นต้น   ปฏิกิริยารีดักชันของอนมุูลอสิระ ABTS· แสดงในรปูที่ 2.11  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.11 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของอนุมลูอสิระ ABTS· เมื่อเกิดปฏิกริิยารีดกัชันกับสารต้าน

อนุมูลอสิระ  

ท่ีมา: Huang et al. 2005 
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2.6 ฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง 

โรคมะเร็งเป็นโรคทีม่ีความรุนแรงและเป็นสาเหตุการเสียชีวิตของมนุษยท์ี่ส าคัญทั่วโลก  ใน

อดีตที่ผ่านมา อัตราการเกิดโรคมะเรง็พบมากในวัยผูสู้งอายุ  แต่ปัจจุบันพบว่า แนวโน้มอัตราการ

เกิดโรคมะเร็งชนิดต่างๆ เริ่มพบมากขึ้นในคนวัยท างานหรือวัยรุ่น เนื่องจากการด ารงชีวิตของมนุษย์

มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเรง็มากขึ้น เช่น การสมัผสัสารก่อมะเร็ง และการบรโิภคอาหารที่มีการ

ปรับแตง่ทางพันธุกรรมหรือผ่านกระบวนการต่างๆ   มรีายงานเกี่ยวกบัสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็ง

ว่าสามารถเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น การติดเช้ือไวรัสบางชนิด การได้รับรังสี การได้รบัสารเคมี

ต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิง่ สารโทบัคโค (Tobacco) ที่พบในบุหรี่ สารเคมีในอาหาร สารเคมีที่ใช้

ชีวิตประจ าวัน รวมถึงอนุมลูอิสระทีเ่กิดจากปฏิกริิยาต่างๆ ภายในร่างกายและการรับอนมุูลอสิระ

จากสิง่แวดล้อมภายนอก (Elochukwu 2015) 
โรคมะเร็งเป็นโรคทีเ่กิดจากความเสียหายของดเีอ็นเอหรือสารพันธุกรรม ส่งผลให้เซลล์ปกติมี

การเปลี่ยนแปลงกลายเป็นเซลลท์ี่มีคุณสมบัตเิป็นมะเร็ง   คุณสมบัติทั่วไปของเซลล์มะเรง็ คือ เซลล์

จะมีการเจรญิและแบ่งตัวในระดบัทีม่ากกว่าปกติ ท าให้เกิดกลุ่มกอ้นของเซลลท์ี่มีความผิดปกติ เกิด

การเบียดเบียนเซลล์ข้างเคียง และสามารถแพร่กระจายไปยงัอวัยวะอื่นๆ  นอกจากนี้ เซลล์มะเร็งยงั

มีคุณลักษณะเด่นทีท่ าให้ยากต่อการรักษา คือ เซลล์มะเรง็สามารถรักษาการเจรญิเตบิโตของเซลล์ไว้

ได้ตลอด สามารถหลบเลี่ยงกระบวนการยับยัง้การเจรญิเติบโตของเซลล์ และสามารถต้านทานระบบ

ภูมิคุ้มกันของร่างกาย และการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส   อย่างไรก็ตาม ในปจัจบุัน มีวิธีการ

ในการรักษาโรคมะเรง็มหีลายวิธี เช่น การผ่าตัด การให้ยาหรือเคมีบ าบัด และการฉายแสง แต่ทว่า

การรกัษาด้วยวิธีเหล่าน้ีได้ผลไม่ดีเท่าที่ควร ท าใหผู้้ป่วยเกิดภาวะแทรกซ้อนจากการรักษาและได้รบั

ผลกระทบจากการรักษาทัง้แบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง (Elochukwu 2015)   นอกจากนี้ การ

ออกฤทธ์ิของยารกัษามะเร็งบางชนิดยังไมม่ีความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งทีเ่ป็นเป้าหมายในการก าจัด 

แตย่ังมีผลในการท าลายเซลลป์กติด้วย จากข้อมลูดังกล่าว ท าให้ในปจัจบุัน หน่วยงานทางการแพทย์

และองค์กรต่างๆ ที่เกี่ยวข้องได้มกีารศึกษาค้นคว้าเพื่อพฒันาสารเคมีหรือผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติที่

มีฤทธ์ิยับยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเรง็เพิม่มากข้ึน โดยมุง่เน้นไปทีก่ารศึกษาสารทีม่ีฤทธ์ิยับยั้งการ

แบ่งตัวของเซลล์มะเรง็ และมีความเป็นพิษต่อเซลลป์กติในระดับต่ า  

ฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งหรอืฤทธ์ิต้านการแบง่ตัวของเซลล์มะเร็ง (Cancer anti-

proliferative activity) คือ ความสามารถของสารใดๆ ที่มีผลต่อการยบัยั้งหรอืการลดการแบ่งตัว

ของเซลลม์ะเร็ง ฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งนิยมรายงานผลในรูปของรอ้ยละความสามารถ
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ในการยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง (% Inhibition) หรือรายงานผลในรปูของความเข้มข้นของ

สารทีส่ามารถยับยั้งหรือลดจ านวนเซลล์มะเร็งลงได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (Half maximal inhibitory 

concentration, IC50) โดยเปรียบเทียบกบัยาหรือสารเคมมีาตรฐานที่ใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง เช่น 

5-ฟลูออโรยรูาซลิ (5-Fluorouracil) และดอกโซรูบซิิน (Doxorubicin) เป็นต้น 

วิธีการที่นิยมใช้ในการศึกษาความสามารถของสารใดๆ ต่อการยับยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเร็ง 

คือ การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วย 3-(4,5-ไดเมทิล-2-ไทอะโซลิล)-2,5-ไดฟีนิลเตตระโซ-

เลียมโบรไมด์ (3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

assay)  (Wang and Zhang 2016)   หลักการของ MTT assay คือ เซลล์ที่มีชีวิตจะสามารถใช้

เอนไซม์ไมโทคอนเดรียลรีดักเทส (Mitochondrial reductase) รีดิวซส์าร MTT ที่มีสเีหลืองให้

เปลี่ยนเป็นผลึกของฟอรม์าซาน (Formazan crystal) ที่มสีมี่วง (รูปที่ 2.12) โดยสามารถดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่นประมาณ 550-600 นาโนเมตร ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จะเป็นสัดสวนโดยตรง

กับความเข้มข้นของผลึกของฟอรม์าซานที่มสีีม่วง  

 

 

รูปท่ี 2.12 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ MTT ไปเป็นผลกึของฟอร์มาซานโดยเอนไซม ์

ไมโทคอนเดรียลรีดักเทส 

ดัดแปลงจาก: Stockert et al. 2012 
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2.7 การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส  

อะพอพโทซสิ (Apoptosis) คือการตายของเซลล์ชนิดหนึ่งที่มีแบบแผน (Programmed cell 

death) และจัดเป็นรูปแบบการตายตามธรรมชาติของเซลล ์   อะพอพโทซสิมบีทบาทส าคัญในการ

พัฒนาและรักษาสมดุลของเซลล์ในสิง่มีชีวิตช้ันสูง และเป็นกลไกในการก าจัดเซลลท์ี่ติดเช้ือหรือเซลล์

เป็นอันตรายต่อร่างกายของสิ่งมีชีวิต  ดังนั้น ถ้าการควบคุมการตายแบบอะพอพโทซิสมีความ

ผิดปกติ จะท าใหเ้กิดโรคหรือพยาธิสภาพได้หลายรปูแบบ เช่น เมื่อมีการตายแบบอะพอพโทซสิของ

เซลล์ในระดับที่ต่ าเกินไป จะท าให้เกิดโรคมะเร็ง และโรคภูมิคุ้มกันท าลายตนเอง เป็นต้น  ในขณะที่

ถ้ามีการชักน าใหเ้กิดการตายแบบอะพอพโทซสิในระดบัทีสู่งเกินไป จะท าให้เกิดการเสือ่มของระบบ

ประสาท และโรคสภาวะขาดเลือดเฉพาะที่ เป็นต้น (Elmore 2007)    

การตายแบบอะพอพโทซสิเป็นรปูแบบการตายที่เกิดไดเ้มื่อเซลล์มีความผิดปกติ หรือเกิดข้ึนใน

กลไกตามปกติเพือ่สร้างเซลล์ใหม่ทดแทนเซลล์ที่มีความเสียหาย ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีส่ าคัญ

ของเซลลท์ี่จะเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส คือ มีไซโทพลาสซึมและออร์แกเนลล์ต่างๆ หนาแน่น

ข้ึน เซลล์เหี่ยว เยื่อหุม้เซลล์หดตัว โครมาตินอัดกันอย่างหนาแน่น  ดีเอ็นเอแตกเป็นท่อน นิวเคลียส

แตกเป็นช้ินส่วน  หลังจากนั้น เซลล์จะแยกออกจากกันเป็นถุงเลก็ๆ หลายๆ ถุง ที่เรียกว่า อะพอพ-

โตติกบอดี (Apoptotic bodies) และสุดท้ายอะพอพโตติกบอดีเหล่าน้ีจะถูกท าลายโดยเซลลเ์ม็ด

เลือดขาวชนิดแมคโครฟาจในระบบภูมิคุ้มกัน โดยไม่มกีารกระตุ้นกระบวนการการอักเสบของเซลล์

ซึ่งมีความแตกต่างจากการตายของเซลล์แบบเนโครซสิ (Necrosis) (รูปที่ 2.13)  การเกิดเนื้อตาย

หรือการตายของเซลล์แบบเนโครซิสเกิดจากเซลล์ได้รับความเสียหายแบบเฉียบพลัน เนื่องจากเซลล์

มีการตอบสนองต่อสภาวะเครียดอย่างรุนแรงหรือมกีารสัมผสักับสารพิษ โดยเซลล์ที่จะพัฒนาไปเป็น

เนื้อตายจะมีปริมาตรเพิ่มข้ึนหรือเกิดการรั่วของเยื่อหุ้มเซลล ์ ท าให้เซลล์บวม และเซลล์แตก  การ

เกิดเนื้อตายส่วนใหญจ่ะเกิดกับกลุม่เซลล์หรือเนื้อเยื่อบรเิวณใดบริเวณหนึง่อย่างจ าเพาะ และเมือ่

เซลล์แตกจะปลดปล่อยสารหรอืองค์ประกอบต่างๆ ออกมาสู่ภายนอกจะมีผลท าให้เซลล์หรือเนื้อเยื่อ

ที่อยู่ข้างเคียงได้รับความเสียหายและมกีารอกัเสบเกิดข้ึน (Gewies 2003)  
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รูปท่ี 2.13 ลักษณะของเซลลท์ี่เกิดการตายแบบอะพอพโทซสิและเนโครซิส 

 ท่ีมา: Goland 2014 

การเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสมีเอนไซม์ทีม่ีบทบาทส าคัญในกระบวนการตาย คือ เอนไซม์

แคสเพส (Caspase)  เอนไซม์แคสเพสเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนทีท่ าหน้าที่ควบคุมวิถีของการเกิด 

อะพอพโทซสิ  โดยทั่วไป เอนไซม์แคสเพสที่เกี่ยวข้องกบัการตายแบบอะพอพโทซสิแบ่งออกเป็น 2 

กลุ่มหลกั คือ แคสเพสทีเ่ป็นตัวเริ่มต้น (Initiator) ได้แก่ แคสเพส-8 และ แคสเพส-9 และแคสเพสที่

เป็นตัวด าเนินการ (Executioner) ได้แก่ แคสเพส-3 แคสเพส-6 และ แคสเพส-7   ในสภาวะปกติ

ของเซลล์แคสเพสชนิดต่างๆ จะอยู่ในรูปของเอนไซม์ที่ยงัไมส่ามารถท างานได้ที่เรียกว่า โปรเอนไซม ์

หรือไซโมเจน (Pro-enzyme or zymogen)  เมื่อเซลล์ไดร้ับอันตรายหรือความเสียหาย แคสเพสที่

เป็นตัวเริ่มต้นจะถูกกระตุ้นใหส้ามารถท างานได้อย่างอัตโนมตัิ  จากนั้น แคสเพสที่เป็นตัวเริม่ต้นจะ

ไปกระตุ้นแคสเพสทีเ่ป็นตัวด าเนินการ ท าให้แคสเพสที่เปน็ตัวด าเนินการไปย่อยสลายชีวโมเลกุลที่

เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของเซลล์ และท าให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ เซลล์ทีเ่กิด

การตายแบบอะพอพโทซสิทีบ่รเิวณเยื่อหุ้มเซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี แล้วได้เป็นโมเลกุล

ของฟอสโฟลพิิดฟอสฟาทิดลิเซอรีน (Phospholipid phosphatidylserine) ฟอสโฟลพิิดฟอส

ฟาทิดิลเซอรีนทีจ่ัดเป็นโมเลกลุสญัญาณ (Signal molecule) ที่ส่งสัญญาณให้แมคโครฟาจเข้ามา

ก าจัดอะพอพโทติกบอดีทีเ่กิดข้ึน การตายแบบอะพอพโทซิสเป็นกลไกที่ค่อนข้างซบัซ้อนมียีนและ

โปรตีนทีเ่กี่ยวข้องหลายชนิด นอกจากนี้ สัญญาณทีเ่ป็นตัวบ่งบอกว่าให้เซลล์มกีารตายแบบอะพอพ-

โทซสิมี 2 ชนิด คือ สัญญาณที่เริ่มต้นจากภายนอกเซลล์ (Extrinsic signal) และ สญัญาณทีเ่ริ่มต้น

จากภายในเซลล์ (Intrinsic signal)  
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2.7.1 วิถีการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิถูกควบคุมโดยการสง่สญัญาณของเซลลห์ลายชนิด

ซึ่งอาจเกิดจากตัวชักน าภายนอกเซลล์ (Extrinsic inducer) เช่น สารพิษ ฮอร์โมน หรอื ไซโตไคน์ 

(Cytokine)  นอกจากนี้ การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิอาจถูกชักน าจากการตอบสนองต่อ

สภาวะเครียดของเซลล์ เช่น การขาดสารอาหาร การติดเช้ือไวรัส และ การได้รับรังสี ซึ่งเป็นการ

ตอบสนองต่อความเครียดของเซลล์ทีเ่กิดข้ึนจากปจัจัยภายในเซลล์ ก่อนทีจ่ะเกิดการตายของเซลล์

แบบอะพอพโทซิส สญัญาณอะพอพโทซิสที่ได้รบัจากภายในและภายนอกเซลล์จะเช่ือมต่อกับวิถีการ

ตาย (Death pathway)  กระบวนการเหล่าน้ีจะถูกควบคุมด้วยยีนและโปรตีนหลากหลายชนิด 

เพื่อทีจ่ะน าสัญญาณอะพอพโทซสิเหล่าน้ันเข้าสู่กระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส วิถีการ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิมี 2 วิถีหลัก ดังนี้  

2.7.1.1 วิถีภายในหรือวิถีไมโทคอนเดรีย 

ไมโทคอนเดรียเป็นออร์แกเนลลท์ี่มีความส าคัญในสิ่งมีชีวิตช้ันสูงที่ใช้ออกซิเจน

ในการด ารงชีพ ถ้าหากเซลล์ใดไม่มีไมโทคอนเดรีย หรือไมโทคอนเดรียไดร้ับความเสียหาย เซลล์นั้น

จะเกิดตายอย่างรวดเร็ว และจากสาเหตุดังกล่าวท าใหก้ารตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิสามารถ

เกิดข้ึนได้จากการควบคุมของไมโทคอนเดรีย โปรตีนในวิถีการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสจะเข้า

ไปสร้างความเสียหายหรือมีผลต่อไมโทคอนเดรียได้หลากหลายรูปแบบ เช่น ท าให้เยื่อหุ้มช้ันนอก

ของไมโทคอนเดรียรั่ว หรืออาจเพิ่มความสามารถในการซึมผ่าน (Permeability) ของสารต่างๆ ของ

เยื่อหุม้ไมโทคอนเดรีย เพื่อท าให้สารหรือองค์ประกอบภายในไมโทคอนเดรียบางชนิดรั่วไหลออกมา

ที่บรเิวณไซโทซอล  โดยทั่วไป ในเซลล์ปกติจะพบโปรตีนทีช่ื่อว่า Bcl-2 เป็นโปรตีนที่อยู่บริเวณเยือ่

หุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย  โปรตีน Bcl-2 เป็นโปรตีนที่ท าหน้าทีป่้องกันไม่ใหเ้ซลลเ์กิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส  นอกจากนี้ ยังพบว่าโปรตีน Bcl-2 ยังพบได้ในเยื่อหุม้ของเอนโด- 

พลาสมิกเรติคูลมั และ เยื่อหุ้มนิวเคลียส  เซลล์ที่ได้รบัความเสียหายจากภายในเซลลจ์ะส่งสัญญาณ

ให้โปรตีน 4 ชนิด คือ Bcl-2 associated X protein (Bax), Bcl-2 antagonist of cell death 

(Bad), Bcl-2 antagonist killer (Bak) และ Bcl-2 interacting death domain (Bid) อยู่ในรูปที่

ว่องไว  โปรตีน Bax, Bad, Bak และ Bid จะเคลือ่นย้ายจากไซโทซอลไปยังบรเิวณผิวของ 

ไมโทคอนเดรียเพื่อที่จะยับยั้งการท างานของโปรตีน Bcl-2 โดยโปรตีน Bax, Bad, Bak และ Bid จะ

แทรกตัวเข้าไปในเยือ่หุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย ท าให้เยื่อหุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรียเป็นร ู

และปลดปล่อยไซโทโครม ซี (Cytochrome c, Cyt c) ออกมายังไซโทซอล   จากนั้น Cyt c จะไป

รวมตัวกับโปรตีนทีม่ีช่ือว่า Apoptosis protease activating factor-1 (Apaf-1) แล้วเกิดเป็น 
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อะพอพโทโซม (Apoptosome)  อะพอพโทโซมเป็นตัวกระตุ้นใหเ้กิดการท างานของเอนไซม์แคส-

เพส-9 และเอนไซม์แคสเพส-9 จะเป็นตัวกระตุ้นการท างานของเอนไซม์แคสเพส-3 เอนไซม์แคส-

เพส-6 และ เอนไซม์แคสเพส-7 ต่อไป เอนไซม์แคสเพสจะไปย่อยสลายโปรตีนทีเ่ป็นองค์ประกอบ

ของเซลล์ เช่น ลามิน (Lamin) ฟอดริน (Fodrin) แอคติน (Actin) ส่งผลไม่สามารถคงสภาพอยู่ได้

และเกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิในทีสุ่ด  นอกจากนี้ โปรตีนบางชนิดที่ถูกปล่อยออกมา

จากไมโทคอนเดรีย เช่น โปรตีน Second mitochondria-derived activator of caspases 

(Smac) จะยับยัง้การท างานของโปรตีนที่ต้านการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ (Inhibitor of 

apoptosis proteins, IAPs) ท าให้ IAPs ไม่สามารถยบัยั้งการท างานของเอนไซม์แคสเพสได้ สง่ผล

ให้เซลลส์ามารถเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส  ในทางตรงกันข้าม เมื่อเซลล์ได้รบัการกระตุ้นด้วย

สัญญาณการรอดชีวิตของเซลล์ (Survival signal) จะท าใหม้ีการเพิม่การแสดงออกของยีนที่

เกี่ยวข้องกบัการสังเคราะห ์ IAPs โดยการกระตุ้นการท างานของทรานสครปิชันแฟกเตอร์ที่มีช่ือว่า 

NFkB   โปรตีนที่ท าหน้าที่ต้านการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ (Anti-apoptotic protein) มี

หลายชนิด เช่น โปรตีน Bcl-2 และ Bcl-xL โปรตีนเหล่าน้ีจะไปยบัยั้งการท างานของโปรตีนที่

ส่งเสริมใหเ้กิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ เช่น โปรตีน Bid, Bax และ Bak ซึ่งเป็นโปรตีนที่

ท าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสที่ถูกควบคุมโดยไมโทคอนเดรยี (รูปที่ 2.14)  

2.7.1.2 วิถีภายนอกหรือวิถีตัวรับการตาย 

 วิถีภายนอกหรือวิถีตัวรับการตาย (Extrinsic pathway or death receptor  

pathway) เป็นวิถีการตายของเซลล์ทีเ่ริม่จากการจับกันระหว่างเดทลิแกนด์ (Death ligand) ได้แก่ 

Tumer necrosis factor (TNF), Fas ligand (Fas-L) และ TNF-related apoptosis-inducing 

ligand (TRAIL) กับตัวรับสัญญาณการตาย (Death receptor) ได้แก่ Type 1 TNF-receptor, Fas 

(CD95/Apo-1) และ TRAIL receptor ที่บรเิวณเยื่อหุม้เซลล์ (รปูที่ 2.14) เมื่อมกีารจับกันระหว่าง

เดทลิแกนดก์ับตัวรบัสญัญาณการตายจะเกิดเป็น Death domain ที่เช่ือมอยู่กบัอะแดพเตอร์โปรตีน 

(Adaptor protein) เช่น Fas-associated death domain (FADD) และ TNF receptor-

associated death domain (TRADD) ท าให้เกิดเป็นสัญญาณเหนี่ยวน าการตาย (Death 

inducing signaling complex, DISC) (รูปที่ 2.14) สัญญาณเหนี่ยวน าการตายจะเป็นตัวกระตุ้นให้

เกิดการท างานของเอนไซม์แคสเพส-8 และเอนไซม์แคสเพส-8 จะเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการท างาน

ของเอนไซม์แคสเพส-3 แคสเพส-6 และแคสเพส-7 โดยเอนไซม์แคสเพสเหล่าน้ีจะไปย่อยซบัสเตรท

ที่เป็นโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์เช่นเดียวกันกับวิถีไมโทคอนเดรีย และสง่ผลใหเ้กิดการตาย

ของเซลล์แบบอะพอพโทซสิในทีสุ่ด (รปูที่ 2.14) 
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รูปท่ี 2.14 วิถีการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซสิ 

ท่ีมา: Gewies 2003 

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิเป็นกลไกที่ค่อนข้างซบัซ้อนและต้องใช้โปรตีนในการ

ควบคุมวิถีการตายของเซลล์ชนิดนี้หลายตัวท างานร่วมกันอย่างเป็นระบบ เพื่อป้องกันความผิดพลาด 

เนื่องจาก ถ้าหากการควบคุมการตายเซลล์แบบอะพอพโทซสิเกิดความผิดปกตจิะน าไปสู่เหตุการณ์ที่

เป็นอันตรายต่อร่างกายของสิ่งมีชีวิตได้ เช่น ถ้ามีการเกิดตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิทีสู่งเกินไป

จะท าใหเ้กิดการฝอ่ของอวัยวะ เนื่องจากเกิดภาวะขาดเลอืดเฉพาะที่ (Ischemic damage)  ในขณะ

ที่ถ้ามีการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิที่ไมเ่พียงพอ ท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนเซลล์อย่างรวดเร็ว

ที่ไม่สามารถควบคุมได้จนเกิดเปน็เนื้องอก และอาจกลายเปน็มะเร็งได้ในที่สุด   กลุ่มของโปรตีนที่

ควบคุมการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิมีหลายชนิด มีทั้งกลุ่มที่เป็นตัวยับยั้งไม่ให้เกิดการตาย

ของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ (Anti-apoptotic protein) เช่น Bcl-2 และ Bcl-xL และกลุ่มโปรตีนที่

เป็นตัวสง่เสรมิการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ (Pro-apoptotic protein) เช่น Bid และ Bak 

เป็นต้น  โปรตีนทีเ่กี่ยวข้องกบัการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิเหล่าน้ีจะเกิดมาจากกระบวนการ

ถอดรหสั (Transcription) และกระบวนการแปลรหัส (Translation) ของยีนในดีเอ็นเอ โดยการ

แสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวข้องกบัการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิจะข้ึนอยู่กับสภาวะของเซลล์ ถ้า
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เซลล์อยู่ในสภาวะปกติจะมีการแสดงออกของยีนทีส่ร้างโปรตีนยับยั้งไม่ใหเ้กิดการตายของเซลล์

แบบอะพอพโทซิสมากกว่ายีนทีส่ร้างโปรตีนตัวส่งเสริมให้เกดิการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 

แต่หากเซลล์อยู่ในสภาวะเครียดหรือได้รบัความเสียหายจะมกีารแสดงออกของยีนทีส่ร้างโปรตีนตัว

ส่งเสริมใหเ้กิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิมากกว่ายีนที่สร้างโปรตีนยับยัง้ไม่ใหเ้กิดอะพอพ-

โทซสิ 

2.7.2 ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส 

 การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส เป็นกระบวนการตายของเซลลร์ปูแบบหนึ่งที่

มีความซับซอ้นและถูกควบคุมด้วยโปรตีนหลายตัว ดังนั้น ยีนที่เกี่ยวข้องกบัอะพอพโทซิสก็มหีลาย

ชนิดเช่นเดียวกัน  ตัวอย่างของยีนที่มีความส าคัญในการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ เช่น BCL2 

apoptosis regulator (BCL2), Cathepsin S (CTSS) และ MAP kinase activating death 

domain (MADD) เป็นต้น 

 2.7.2.1 BCL2 apoptosis regulator (BCL2) 

 ในมนุษย ์ยีน BCL2 จะอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 18  เมื่อเกิดการแสดงของยีน 

(Gene expression) BCL2 จะไดผ้ลิตภัณฑ์ที่เป็นโปรตีนที่แทรกอยู่เยื่อหุ้มเซลลห์รือออร์แกเนลล์

บางชนิด (Integral membrane protein) ที่ช่ือว่า Bcl-2   โปรตีน Bcl-2 เป็นโปรตีนที่อยูบ่รเิวณ

เยื่อหุม้ของร่างแหเอนโดพลาซมึ (Endoplasmic reticulum) เยื่อหุม้นิวเคลียส (Nuclear 

membrane) และเยือ่หุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย (Outer mitochondrial membrane)   มี

รายงานว่าโปรตีน Bcl-2 จะท าหน้าที่ป้องกันเซลล์ของสิ่งมีชีวิตไม่ใหเ้กิดการตายของเซลล์แบบ 

อะพอพโทซสิ โดยยับยั้งไม่ให้เกิดอะพอพโทโซมหรือป้องกันไม่ให้มีการรั่วไหลของไซโทโครม ซี และ 

โปรตีน Smac จากไมโทคอนเดรีย  นอกจากนี ้โปรตีน Bcl-2 ยังสามารถยับยัง้โปรตีนทีส่่งเสริมการ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ เช่น โปรตีน Bid, Bak และ Bax โดยโปรตีน Bcl-2 จะกดการ

ท างานของโปรตีนเหล่าน้ีไว้ให้อยู่ในรปูที่ไมส่ามารถท างานได้ (Tsujimoto 1998)  ยีน BCL2 

จัดเป็นยีนที่เป็นตัวส่งเสริมให้เกิดมะเร็ง (Proto-oncogene) เนื่องจากเมื่อยีน BCL2 เกิดกลายพันธ์ุ

และมีการแสดงออกที่มากกว่าปกติจะน าไปสู่การยับยัง้เซลลไ์ม่ให้มีการตายแบบอะพอพโทซสิ ท าให้

เซลล์นั้นเจริญและแบ่งตัวต่อไปเรือ่ยๆ จนกลายเป็นเนือ้งงอก และเนื้องงอกกลายเป็นมะเร็งในทีสุ่ด  
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2.7.2.2 Cathepsin S (CTSS) 

ในมนุษย ์ยีน CTSS จะอยูบ่นโครโมโซมคู่ที่ 1 เมื่อเกิดการแสดงของยีนนี้

จะไดผ้ลิตภัณฑ์เป็นเอนไซมซ์ีสเทอีนโปรตีเอสในไลโซโซม (Lysosomal cysteine protease) ที่ช่ือ

ว่า Cathepsin S   Cathepsin S เป็นเอนไซม์ทีส่ามารถย่อยโปรตีนภายในเซลล์ได้ โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งเมื่อไลโซโซมได้รับความเสียจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมอิย่างเฉียบพลัน (Heat shock) หรือมี

เอนไซม์แคสเพส-8 มาย่อยโปรตีนที่อยู่บริเวณเยือ่หุ้มของไลโซโซม ท าใหเ้ยื่อหุ้มของไลโซโซมเกิดรู

ข้ึนและปลดปล่อยกลุ่มของเอนไซม์ซสีเทอีนโปรตีเอสออกมายังไซโทซอล ได้แก่ Cathepsin B, H, 

K, L และ S   กลุ่มของเอนไซมซ์ีสเทอีนโปรตีเอสเหล่าน้ีจะไปกระตุ้นโปรตีนที่เป็นตัวส่งให้เกิดการ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ ได้แก่ โปรตีน Bid ท าให้โปรตีน Bid อยู่ในรูปที่ว่องไว  เมื่อโปรตีน 

Bid อยู่ในรูปที่ว่องไวจะท าใหโ้ปรตีนชนิดนี้ไปเจาะรเูยื่อหุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย ท าให้ไซโท-

โครม ซี ในไมโทคอนเดรียรั่วไหลออกมายงัไซโทซอล   ไซโทโครม ซ ีจะไปรวมตัวกับโปรตีน Apaf-1 

เกิดเป็นอะพอพโทโซม  อะพอพโทโซมจะไปกระตุ้นโปรแคสเพส-9 ให้อยู่ในรูปว่องไว และแคสเพส-

9 จะไปกระตุ้น แคสเพส-3 แคสเพส-6 และ แคสเพส-7 ท าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสใน

ที่สุด (Stoka et al. 2005) 

2.7.2.3 MAP kinase activating death domain (MADD) 

ในมนุษย ์ยีน MADD จะอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 11 เมื่อเกิดการแสดงของยีน

นีจ้ะได้เป็นผลิตภัณฑ์เป็นโปรตีนตัวรับสัญญาณการตายที่ช่ือว่า Type 1 TNF-receptor (TNFR1) 

ที่รวมอยู่กบัอะแดพเตอรโ์ปรตีน โดยเรียกกลุ่มของโปรตีนนีว่้า Death domain   กลุม่ของโปรตีน 

Death domain จะเป็นตัวกระตุ้นเอนไซม์ Mitogen-activated protein kinase complex 

(MAPK) และน าไปสู่กระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ   Mitogen-activated protein 

kinase complex (MAPK) เป็นกลุม่ของเอนไซมท์ี่สามารถเรง่ปฏิกริิยาการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบั

สารตั้งต้น โดยพบว่า MAPK จะเป็นตัวน าสญัญาณที่ได้รบัจากเยื่อหุม้เซลล์ไปสู่การตอบสนองของ

เซลล์ในรปูแบบต่างๆ เช่น การมีชีวิตของเซลล์ การแบ่งเซลล์ ปฏิกริิยาชีวเคมีภายในเซลล์ รวมถึง

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ   MAPK จัดเป็นกลุ่มเอนไซม์ Serine/Threonine kinase ที่

เป็นตัวเร่งปฏิกริิยาการเติมหมู่ฟอสเฟตใหก้ับโมเลกุลของโปรตีนที่บริเวณกรดอะมิโนเซอรีน และทร-ี

โอนีน จากนั้น โปรตีนที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตเหล่าน้ันจะเปน็ตัวกระตุ้นโปรตีนตัวอื่นๆ ต่อไปเพื่อให้

เซลล์มกีารตอบสนองในรปูแบบต่างๆ โดยการตอบสนองของเซลล์นัน้จะข้ึนอยูก่ับสัญญาณที่ได้รับ

มาจากโปรตีนตัวรบัสญัญาณทีบ่รเิวณเยื่อหุม้เซลล์   วิถีชีวเคมีที่เกี่ยวข้องกับ MAPK มีความซับซ้อน

มาก แต่พบว่ามีเอนไซม์ในกลุ่มนี้ 3 ชนิดที่มีบทบาทในการควบคุมการตายของเซลล์แบบอะพอพโท-
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ซิส ได้แก่ Extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) และ 

p38-MAPK โดยพบว่า ERK มีบทบาทเป็นตัวกระตุ้นให้เกดิการสร้างโปรตีนที่เป็นตัวยับยั้งอะพอพ-

โทซสิ ในขณะที่ JNK และ p38-MAPK สามารถเป็นตัวกระตุ้นให้มกีารสร้างทั้งโปรตีนที่เป็นตัว

ยับยั้งอะพอพโทซิส และโปรตีนที่เป็นตัวส่งเสริมอะพอพโทซิส โดยข้ึนอยูส่ัญญาณที่ได้รับจากเยือ่หุม้

เซลล ์(Wada and Penninger 2004) 

2.8 สาหร่ายพวงองุ่น 

สาหร่ายพวงองุ่น (Sea grapes) มีช่ือวิทยาศาสตร์คือ Caulerpa lentillifera จัดเป็นสิง่มีชีวิต

ที่อยู่ในกลุม่ยูคาริโอต   สาหร่ายพวงองุ่นเป็นสาหร่ายทะเลสีเขียวที่มีขนาดใหญ่ และมลีักษณะทั่วไป

คือ มีลักษณะเป็นเม็ดทรงกลม มสีีเขียวที่มีความใส มีแขนงของล าต้นตัง้ตรงลักษณะคล้ายกับพวง

องุ่น (รปูที่ 2.15)    

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.15 ลักษณะทั่วไปของสาหร่ายพวงองุ่น 

  ท่ีมา: Belton et al. 2015   

สาหร่ายพวงองุ่นสามารถจัดจ าแนกได้ดังนี้ (Dawes 1998) 

อาณาจักร (Kingdom): Plantae 

ดิวิชัน (Division): Chlorophyta 

คลาส (Class): Ulvophyceae 

อันดับ (Order): Bryopsidales 

วงศ์ (Family): Caulerpaceae 

จีนัส (Genus): Caulerpa 

สปีชีส์ (Species): lentillifera 

http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4357
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4585
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5149
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สาหร่ายพวงองุ่นชอบเจรญิอยู่บนโขดหิน ก้อนกรวด และพื้นทราย รวมถึงในเขตที่มีน้ าข้ึนน้ า

ลงไปจนถึงเขตน้ าลงต่ าสุดบริเวณชายฝั่งทีม่ีคลื่นไมรุ่นแรง อาจอยู่รวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อนหรือปะปน

อยู่กับสาหร่ายชนิดอื่นๆ ตามซอกหินหรอืปะการัง   ปัจจุบัน สามารถพบสาหร่ายพวงองุ่นได้ใน

ธรรมชาติในเขตประเทศอินโดนีเซีย ฟลิิปปินส์ ไทย เวียดนาม และญีปุ่่น  นอกจากนี้ ยงัพบสาหร่าย

พวงองุ่นในประเทศเขตรอ้น เช่น เคนยา มาดากัสการ์ โมเซมบิก แทนซาเนียและปาปัวนิวกินี เป็น

ต้น (Zemke and Ohno 1999) 

สาหร่ายพวงองุ่นจัดเป็นสาหร่ายทะเลที่ได้รับความนิยมจากผู้บริโภค เนื่องจากเป็นสาหร่ายทีม่ี

รสชาติดี มีคุณค่าทางโภชนาการ อุดมไปด้วยสารอาหารแร่ธาตุและวิตามินหลายชนิด เช่น กรด

ไขมันไม่อิ่มตัวที่มีพันธะคู่หลายต าแหน่ง  วิตามินบี 2 วิตามินอี โปรตีน และคาร์โบไฮเดรต เป็นต้น  

จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสาหร่ายพวงองุ่น พบว่า สาหร่ายพวงองุ่นมีคาร์โบไฮเดรต 

64 เปอรเ์ซ็นต์ ปริมาณโปรตีน 9.26 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณลพิิด 1.57 เปอร์เซ็นต์ ปรมิาณใยอาหาร 

2.97 เปอรเ์ซ็นต์ และปริมาณเถ้า 22.20 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนักแหง้ (Nguyen et al. 2011) ท าให้

สาหร่ายพวงองุ่นจัดเป็นแหล่งอาหารที่มีแคลอรีต่ า มีโซเดียมต่ า มีใยอาหารสูง ช่วยกระตุ้นระบบ

ขับถ่ายได้ดี และใช้เป็นอาหารส าหรบัผูป้่วยโรคเบาหวาน โรคหัวใจ และโรคความดันโลหิตสูง 

การศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสาหร่ายพวงองุ่นส่วนใหญ่จะเปน็การศึกษาสารในกลุ่ม

คาร์โบไฮเดรต มีรายงานว่าซลัเฟตเทตไซโลกาแลกแทน (Sulfated xylogalactan) ที่ได้จาก

สาหร่ายพวงองุ่นมีฤทธ์ิกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย โดยกระตุ้นการท างานของเซลล์แมคโคร-

ฟาจ (Maeda et al. 2012) และเบตา้-1,3-ไซโลโอลิโกซัคคาไรด์ (ß-1,3-xylooligosaccharide) ที่

ได้จากสาหร่ายพวงองุ่นมีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 โดยชักน าให้เกิดการตายของ

เซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส (Maeda et al. 2012)   นอกจากนี้ ยังพบว่าสารประกอบฟีนอลิก

บางชนิดที่ได้จากสาหร่ายพวงองุ่นมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ เช่น สารสกัดเอทานอลที่ได้จากสาหร่าย

พวงองุ่นมีฤทธ์ิกระตุ้นการหลั่งอนิซลูินจากตับอ่อน (Sharma and Rhyu 2014) เป็นต้น 
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2.9 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

Guo et al. (2009) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของเพปไทด์ที่ได้จากนมผึ้ง โดยท าการศึกษา

เพปไทด์ 12 สายที่มีกรดอะมโิน 2-4 ตัวภายในโมเลกุลของเพปไทด์ คือ Ala-Leu, Phe-Lys, Phe-

Arg, Ile-Arg, Lys-Phe, Lys-Leu, Lys-Tyr, Arg-Tyr, Tyr-Asp, Tyr-Tyr, Leu-Asp-Arg และ Lys-

Asn-Tyr-Pro   จากผลการทดลองพบว่าเพปไทด์ทั้ง 12 เสน้มีฤทธ์ิก าจัดอนุมลูอสิระไฮดรอกซิลและ

ไฮโดรเจนเพอรอกไซด์อย่างมปีระสทิธิภาพ แต่ทว่าเพปไทดเ์หล่าน้ีมีความสามารถในการดกัจบัโลหะ

และมีความสามารถขจัดอนุมูลอิสระซปุเปอรอ์อกไซด์ได้ต่ า 

Sheih et al. (2009) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของเพปไทด์ที่ได้จากสาหร่ายสเีขียว 

Chlorella vulgaris  โดยน าโปรตีนทีส่กัดจาก C. vulgaris มาย่อยสลายด้วยเอนไซม์เพปซิน และ

น าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ไปท าใหบ้รสิุทธ์ิโดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต ผลการ

ทดลองพบว่า เพปไทด์ที่มลี าดับกรดอะมิโน VECYGPNRPQF มีประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมลู

อิสระไฮดรอกซิล อนมุูลอสิระซปุเปอร์ออกไซด์ อนุมลูอสิระเพอรอกซิล อนุมลูอสิระ DPPH อนุมูล

อิสระ ABTS และพบว่าเพปไทด์ชนิดนี้มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระที่มีประสิทธิภาพสงูกว่า BHT และโทร-

ลอกซ์  นอกจากนี้ เมื่อท าการทดสอบความพิษของเพปไทดต์่อเซลล์ไฟโบบลาสท์ของปอด (Human 

diploid fibroblast cell) ชนิด Wi-38  พบว่ามีความเปน็พิษต่อเซลล์ในระดับต่ า แสดงให้เห็นว่า 

เพบไทด์ที่ได้จาก C. vulgaris เป็นเพปไทด์ทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการก าจัดอนุมลูอิสระ และมีความ

เป็นพิษต่อเซลลป์กติในระดบัต่ า 

Alemán et al. (2011) ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของเพปไทด์ที่ได้จากปลาหมึกยักษ์ โดยน า 

เจลาตินจากปลาหมึกยกัษ์ (Dosidicus gigas) มาย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรตีเอสจ านวน 7 ชนิด 

คือ โปรตาเมกซ์ (Protamex) ทริปซิน นิวเทรส ซาวิเนส NS37005 แอสเพอเรส และอลัคาเลส   

จากผลการทดลองพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการยอ่ยสลายด้วยอลัคาเลสมีฤทธ์ิทางชีวภาพ

เป็นสารลดความดันโลหิต (Antihypertensive agent)  ในขณะที่โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการ

ย่อยสลายด้วยเอนไซม์แอสเพอเรสมีฤทธ์ิยั้บยั้งเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 โดยมีค่า IC50 0.13 

มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร และเซลล์มะเรง็สมองชนิด U87 โดยมีค่า IC50 0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

นอกจากนี้ เมือ่ท าการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระ โดยทดสอบความสามารถของโปรตีนไฮโดรไล

เซทในการแย่งจับกบัเฟอรกิไอออน พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการยอ่ยสลายด้วยเอนไซม์

แอสเพอเรสและอลัคาเลสมีค่าความสามารถในการแย่งจับกบัไอออนของโลหะ (Metal chelating 

capacity) ที่สงูกว่า 80 เปอรเ์ซ็นต์ 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996911001670#!
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Zhao et al. (2011) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของโปรตนีไฮโดรไลเซทที่ได้จากเขาออ่นของ

กวางแดง Cervus elaphus โดยท าการย่อยโปรตีนในเขาอ่อนของกวางแดงด้วยเอนไซม์ผสมของ

เพปซินและแพนครีเอทิน และน าโปรตีนไฮโดรไลเซทดงักล่าวไปทดสอบกับอนมุูลอิสระ DPPH และ

อนุมูลอสิระ ABTS  นอกจากนี้ ยังทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากเขา

อ่อนของกวางแดงด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) และ Fe2+-chelating 

assays   ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากเขาออ่นของกวางแดง

พบว่าสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 41.7±3.7 เปอร์เซ็นต์ และสามารถยบัยั้งอนมุูลอสิระ 

ABTS ได้สูงถึง 54.0±1.6 เปอร์เซ็นต์  นอกจากนี้ พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากเขาอ่อนของ

กวางแดงมีก าลังในการรีดิวซเ์ฟอริก (Ferric reducing power) 10.9±0.2 เปอร์เซ็นต์ และมี

ความสามารถในการดักจบัเฟอริกไอออนทีสู่งถึง 85.8±0.2 เปอรเ์ซ็นต์ 

Chen et al. (2012) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของเพปไทด์จากไข่ขาวของเป็ด โดยท าการ

ย่อยสลายโปรตีนจากไข่ขาวของเป็ดด้วยเอนไซม์โปรตเีอสจ านวน 5 ชนิด คือ ปาเปน ทริปซิน  

ไคโมทริปซิน อลัคาเลส และ ฟลาโวไซม์  จากการทดลองพบว่าเอนไซมป์าเปนมีประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายโปรตีนในไข่ขาวได้ดีที่สุด เมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเซทของไข่ข่าวมาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระกับสาร DPPH  พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเซทของไข่ขาวที่ได้จากการย่อยสลายโปรตีนไข่ขาวด้วย

เอนไซมป์าเปนมีประสิทธิภาพในการยบัยั้งอนมุูลอสิระ DPPH  และมีความสามารถในการยับยัง้การ

เกิดปฏิกริิยาออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid) ได้สูงถึง 70 เปอร์เซ็นต์  นอกจากนี ้

พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้มาจากโปรตีนไข่ขาว ยังมีฤทธ์ิก าจัดอนุมลูอิสระซปุเปอร์ออกไซด์และ

อนุมูลอสิระไฮดรอกซลิได้ด้วย 

Umayaparvathi et al. (2014) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยบัยั้งการแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็งของเพปไทด์จากหอยนางรม โดยท าการย่อยสลายโปรตีนจากหอยนางรม (Saccostrea 

cucullate) และน าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้มาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ พบว่า โปรตีนไฮโดร 

ไลเซทจากหอยนางรมมีฤทธ์ิในการก าจัดอนุมลูอสิระ DPPH สูงถึง 85.7±0.37 เปอร์เซ็นต์   

นอกจากนี้ พบว่า เพปไทด์จากหอยนางรมมีฤทธ์ิยับยัง้เซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด HT-29 โดย

เหนี่ยวน าใหเ้กิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซสิ 

Cai et al. (2015) ศึกษาฤทธ์ิการก าจัดอนุมลูอสิระของเพปไทด์ที่ได้จากการย่อยโปรตีนจาก

ปลาเฉา (Ctenopharyngodon idella) ด้วยเอนไซม์อลัคาเลส พบว่าไดเ้พปไทด์ 3 สาย คือ Pro-

Try-Ser-Phe-Lys, Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Leu และ Val-Gly-Gly-Arg-Pro ซึ่งมีน้ าหนกัโมเลกุล 

640.74, 618.89 และ 484.56 ดาลตัน ตามล าดับ   เมื่อท าการทดสอบกับอนมุูลอสิระ DPPH แล้ว 
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พบว่าเพปไทด์ทั้ง 3 สายนี้มีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอสิระ โดยมีความเข้มข้นต่ าสุดที่

สามารถยบัยั้งอนมุูลอสิระ DPPH ที่ร้อยละ 50 เท่ากบั 2.459, 3.634 และ 6.063 มิลลิโมลาร ์

ตามล าดับ และเมื่อท าการทดสอบกับอนุมลูอิสระ ABTS แล้ว พบว่าเพปไทดท์ั้ง 3 สายนี้มี

ความสามารถในการก าจัดอนมุูลอิสระ โดยมีความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยบัยั้งอนุมลูอสิระ ABTS ที่

ร้อยละ 50 เท่ากับ 0.281, 0.530 และ 0.960 มิลลโิมลาร์ ตามล าดับ 

Chi et al. (2015) ศึกษาฤทธ์ิก าจัดอนุมลูอสิระและฤทธ์ิยบัยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งของ

เพปไทด์ 2 สาย ที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตของหอยแครง (Tegillarca granosa) คือ Trp-Pro-

Pro (BCP-A) และ Gln-Pro (BCP-B) ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกลุ 398.44 และ 243.23 ดาลตัน ตามล าดับ 

เมื่อท าการทดสอบกับอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS แล้ว พบว่า Trp-Pro-Pro มีความสามารถใน

การก าจัดอนุมลูอิสระอย่างมีนัยส าคัญ โดยมี IC50 เท่ากับ 1.388 และ 2.75 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร 

นอกจากนี ้ เมื่อทดสอบความเป็นพิษ (Cytotoxicity) กับเซลล์มะเรง็ต่อมลูกหมากชนิด PC-3 

เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด DU-145 เซลล์มะเรง็ปอดชนิด H-1299 และ เซลลม์ะเร็งปากมดลูก

ชนิด HeLa พบว่า Trp-Pro-Pro มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลลม์ะเร็งต่อม

ลูกหมากชนิด PC-3 อย่างมีนัยส าคัญ และท าใหเ้ปอรเ์ซ็นต์การตายแบบอะพอพโทซสิของ

เซลล์มะเร็งชนิดนี้สงูข้ึนจาก 11.22 เปอร์เซ็นต์ เป็น 22.78 เปอร์เซ็นต์ 

 Mao et al. (2016) ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งของเพปไทด์จากสาหร่ายสี

แดง Pyropia haitanensis โดยท าการย่อยสลายโปรตีนในสาหร่ายสีแดงด้วยเอนไซม์โปรตเีอส 2 

ชนิด คือ เอนไซม์เพปซินและเอนไซม์ปาเปน   จากนั้น น าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ไปท าใหบ้รสิุทธ์ิ

โดยใช้เทคนิคอัลตราฟิลเทรชัน (Ultrafiltration) และเจลฟลิเทรชันโครมาโทกราฟี  น าเพปไทด์ที่ได้

ไปทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเร็ง 5 ชนิด ได้แก่ เซลลม์ะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 เซลล์มะเร็งตับชนิด 

Hep-G2 เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 เซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารชนิด SGC-7901 และเซลลม์ะเร็ง

ล าไส้ใหญ่ชนิด HT-29   ผลการทดลองพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการยอ่ยสลายด้วยเอนไซม์

ปาเปนมีฤทธ์ิยับยั้งเซลลม์ะเร็งเต้านม เซลล์มะเร็งตับ และเซลล์มะเรง็ปอด โดยมีค่า IC50 อยู่ระหว่าง 

50.09-272.67 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร และเมื่อท าการศึกษาล าดับกรดอะมโินของเพปไทด์โดยใช้

เทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry แล้วน าล าดับกรดอะมโินไปสังเคราะหเ์พปไทด์ทางเคมี

และน ามาทดสอบกับเซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆ อีกครั้ง พบว่า เพปไทด์สังเคราะห์มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งเซลล์มะเร็งตับไดสู้งถึง 61.36 เปอรเ์ซ็นต์ ในขณะที่เพปไทด์สงัเคราะหม์ีความเป็นพิษต่อเซลล์

ปกติเพียง 22.81 เปอรเ์ซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครกรมัต่อมิลลลิิตร 
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Saisavoey et al. (2016) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านการอักเสบของเซลล์ของ

เพปไทดจ์ากร าข้าว โดยท าการย่อยสลายโปรตีนจากร าข้าวที่ปราศจากไขมันโดยใช้เอนไซม์โปรตีเอส

ชนิดต่างๆ ดังนี้ เอนไซม์อลัคาเลส เอนไซม์ฟลาโวไซม์ เอนไซม์นิวเทรส เอนไซมป์าเปน และเอนไซม์

เพปซิน-แพนครีเอทิน  จากนั้น น าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ไปทดสอบฤทธ์ิก าจัดอนุมูลอิสระโดยใช้

อนุมูลอสิระ 3 ชนิด คือ DPPH, ABTS และไนตริกออกไซด์ (NO) จากผลการทดลองพบว่า  

ไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยสลายโปรตีนด้วยเพปซิน-แพนครีเอทินมีประสิทธิภาพสูงในการก าจัด

อนุมูลอสิระทั้ง 3 ชนิดได้ดี  และเมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม ์

เพปซิน-แพนครีเอทินไปผ่านการท าให้บริสทุธ์ิ น าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ไดไ้ปทดสอบฤทธ์ิก าจัดอนุมูล

อิสระอีกครัง้ พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีขนาดโมเลกุลนอ้ยกว่า 3 กิโลดาลตัน มปีระสิทธิภาพสูง

ในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH, ABTS และไนตริกออกไซด์ นอกจากนี้ ยังพบว่า โปรตีนไฮโดรไล-

เซทที่บริสทุธ์ิเหล่าน้ีมีฤทธ์ิต้านการอักเสบของเซลล์อีกด้วย 

Wang and Zhang (2016) ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเรง็ โปรตีนไฮโดรไลเซท

จากสาหร่ายเกลียวทอง (Arthrospira platensis) ด้วยทรปิซิน อัลคาเลส และปาเปน  จากนั้น น า

โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้ไปทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เซลล์มะเรง็ 5 ชนิด คือ เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 

เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG-2 เซลลม์ะเร็งปอดชนิด A549 เซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารชนิด SGC-

7901 และเซลล์มะเรง็ล าไส้ใหญ่ชนิด HT-29 พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทเหล่าน้ีมีฤทธ์ิยับยัง้

เซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิด โดยมีค่า IC50 อยู่ระหว่าง 31.25 ถึง 336.57 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร 

Tipgomut et al. (2018) ศึกษาฤทธ์ิของพอลเิพปไทดท์ี่ช่ือว่า Melittin ที่แยกได้มาจากพิษ

ของผึ้ง (Apis mellifera venom) ต่อการยับยั้งเซลลม์ะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 พบว่า Melittin 

มีค่า IC50 ต่อเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 เพียง 0.79 ± 0.02 ไมโครโมลาร ์ นอกจากนี้ ได้

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลลม์ะเร็งแบบอะพอพโทซิส ได้แก่ ยีน 

BCL2 และ ยีน MADD   พบว่าเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ได้รับ Melittin จะท าให้เกิด

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ และท าให้เซลล์มะเรง็ปอดชนิดนี้หยุดวัฏจักรของการแบ่งเซลล์

ไว้ที่ระยะอินเตอรเ์ฟสในช่วง G1  นอกจากนี ้ ยังพบว่าเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ได้รับ 

Melittin จะมีการแสดงออกของยีน BCL2 ในระดับที่เพิ่มข้ึน ในขณะที่การแสดงออกของยีน 

MADD มีแนวโน้มที่ลดลง เมื่อเทียบกบัเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ไม่ได้รับ Melittin 

 



 
 

 บทท่ี 3  

 วิธีด าเนินงานวิจยั  
3.1 สาหร่ายที่ใช้ในการทดลอง 

สาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentilifera) ได้รับความอนุเคราะหจ์ากสถาบันวิจัยทรัพยากร

ทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เกาะสีชัง จังหวัดชลบรุี ประเทศไทย  

3.2 อปุกรณ ์

3.2.1 กระบอกตวง (Cylinder) (Kartell, Italy)  

3.2.2 กระดาษกรองเซลลูโลสอะซเีตท (Cellulose acetate filter paper) (Thermo 

Fisher Scientific, USA) 

3.2.3 กระดาษกรองพอลเิตตระฟลูออโรเอทลิีน (PTFE paper filter) (Sigma-Aldrich, 

USA) 

3.2.4 กระดาษกรองวอทแมนเบอร ์ 1 (Whatman no.1) (Whatman plc company, 

UK) 

3.2.5 กล้องจลุทรรศน์ใช้แสงแบบหัวกลบั (Invert microscope) (MXD-400, Bwoptics, 

China) 

3.2.6 เครื่องแก้วต่างๆ (Glasswares) 

3.2.7 เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (Marshall scientific, 

Innova 4330, USA) 

3.2.8 เครื่องโครมาโทรกราฟีของเหลวแยกสารภายใต้ความดัน (High performance 

liquid chromatograph, HPLC) (Spectra System, Thermo Scientific, USA) 

3.2.9 เครื่องช่ังสาร (Analytical balance) (Mettler Toledo, ME104TE/00, 

Switzerland) 

3.2.10 เครื่องนึง่ฆ่าเช้ือด้วยไอน้้า (Autoclave) (Hirayama, HVE-50, Japan) 

3.2.11 เครื่องเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ (Thermocycler) (T100 Thermo cycler, BIO-RAD, 

USA) 

3.2.12 เครื่องปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบเรียลไทม์ (Real-time PCR Cycler) (MyGo Pro, IT-IS 

International Ltd, UK) 

3.2.13 เครื่องปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentifuge) (Labnet, Spectrafuge 16M, USA) 
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3.2.14 เครื่องปั่นเหว่ียงตกตะกอนความเร็วรอบต่้า (Spin down centrifuge) (Labnet, 

Spectrafuge 16M, USA) 

3.2.15 เครื่องปั่นเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Kubota 3700, 

Japan) 

3.2.16 เครื่องปั่นเอนกประสงค์ (Blender) (Phillips, Problend 6, The Netherlands) 

3.2.17 เครื่องผสมสาร (Vortex) (Genie-2, Scientific Industries, USA)  

3.2.18 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) (Mettler Toledo, FP20-bio, 

Switzerland) 

3.2.19 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop ND-1000 spectrophotometer) 

(Thermo Fisher Scientific, USA) 

3.2.20 เครื่องอ่านปฏิกริิยาบนไมโครเพลต (Microplate reader) (Thermo Scientific, 

Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, USA) 

3.2.21 เครื่องโฮโมจีไนเซอร์ (Homogenizer) (IKA, Turrax t25, Germany) 

3.2.22 ชุดสกัดอารเ์อ็นเอส้าเรจ็รปู (RNA extraction kit) (PureLinkTM RNA Mini kit 

Invitrogen, USA) 

3.2.23 ชุดเปลี่ยนดเีอ็นคู่สมส้าเรจ็รปู (Reverse transcription kit, PrimerDesign, UK)  

3.2.24 ชุดอุปกรณ์ถ่ายภาพอะกาโรสเจล (Gel documentation) (Syngene, MD1 1019,    

Japan) 

3.2.25 ชุดอุปกรณ์แยกสารพันธุกรรมด้วยไฟฟ้า (Electrophoresis equipment) 

(Advance Mupid®-exu, Japan)  

3.2.26 ตู้บ่มคาร์บอนไดออกไซด์ (Carbon dioxide (CO2) incubator) (Thermo 

Scientific, Forma Steri-Cult, USA) 

3.2.27 ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar flow cabinet) (ESCO, SCV4A1, Singapore) 

3.2.28 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand) 

3.2.29 ฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ขนาด 25 มิลลลิิตร (Cell culture flask) (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 

3.2.30 เมมเบรนคัดแยกสารตามขนาดโมเลกลุ (Molecular weight cut off (MWCO) 

membrane) ขนาด 10, 5, 3 และ 0.65 กิโลดาลตัน (PALL, USA) 
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3.2.31 ไมโครไทเทอรเ์พลท 96 หลุม (96-wells Microtiter plate) (ThermoFisher 

Scientific, Nunc Microwell F96, USA)  

3.2.32 ไมโครปเิปต (Micropipette) (Transferpette® S pipettes, Sigma-Aldrich, 

USA 

3.2.33 หลอดพซีีอาร์ (PCR tube) (Thermo Fisher Scientific, USA) 

3.2.34 หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (Microcentrifuge tube) (Thermo Fisher Scientific, 

USA) 

3.2.35 อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) (Tokyo Rikakikai, EYELA bath SB-9, 

Japan) 

3.2.36 ฮีโมไซโทมิเตอร์ (Hemocytometer) (Boeco, Neubauer improved bright    

line, Germany)    

3.3 เซลล์และอาหารส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ 

3.3.1 เซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ 

เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด BT474 (Human breast ductal carcinoma, ATCC no. 

HTB 20) เซลล์มะเรง็ตับชนิด Hep-G2 (Human liver hepatoblastoma, ATCC no. HB8065) 

เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO (Human undifferentiated lung carcinoma, ATCC no. HTB 

168) เซลลม์ะเร็งล้าไส้ใหญ่ชนิด SW620 (Human colon adenocarcinoma, ATCC no. 

CCL227) เซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารชนิด KATO-III (Human gastric carcinoma, ATCC no. 

HTB 103) และเซลล์ไฟโบรบลาสของเนื้อเยื่อปอดชนิด Wi-38 (Human diploid fibroblast cell, 

ATCC no. CCL75) ซื้อมาจาก The American Type Culture Collection (ATCC) ประเทศ

สหรัฐอเมรกิา  

3.3.2 อาหารส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล ์

อาหารที่ใช้ส้าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งและเซลลป์กติ คือ อาหารสูตร RPMI-1640 

(Sigma-Aldrich, USA) พีเอช 7.2 ที่ประกอบด้วย โซเดียมไบคาร์บอเนต (Sodium 

bicarbonate,  NaHCO3) 2 กรัมตอ่ลิตร โซเดียมคลอไรด ์ (Sodium chloride, NaCl) 6 กรัมต่อ

ลิตร และโซเดียมฟอสเฟตไดเบสกิแอนไฮดรสั (Sodium phosphate dibasic anhydrous, 

Na2HPO4) 0.8 กรัมต่อลิตร โดยมีการเติมซีรัมตัวอ่อนของลูกวัว (Fetal calf serum) 10 

เปอร์เซ็นต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร)  
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3.4 สารเคมี  

3.4.1 สารเคมีส าหรับการเตรียมเพปไทด์หรือโปรตีนไฮโดรไลเซท 

3.4.1.1 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCl) (Ajax Finechem, New 

Zealand) 

3.4.1.2 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Dipotassium hydrogen 

phosphate, K2HPO4) (Ajax Finechem, New Zealand)  

3.4.1.3 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate, 

KH2PO4) (Ajax Finechem, New Zealand)  

3.4.1.4 เอนไซม์โปรตเีอส จ6ี (Protease G6) (Brentag, Germany) 

3.4.1.5 เอนไซม์โปรตเีอส จีเอ็น (Protease GN) (Brentag, Germany) 

3.4.1.6 เอนไซมป์าเปน (Papain) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.1.7 เอนไซมเ์พปซิน (Pepsin) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.1.8 เอนไซม์แพนครีเอทิน (Pancreatin) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.2 สารเคมีส าหรับการวัดปริมาณโปรตีน 

3.4.2.1 กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid, H3PO4) (Merck, Germany) 

3.4.2.2 คูแมสซีบรเิลียนบลู จ2ี50 (Coomassie brilliant blue G250) 

(Affymetrix, USA) 

3.4.2.3 โบวีนซีรมัอัลบูมิน (Bovine serum albumin, BSA)  

3.4.2.4 เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) (Merck, Germany) 

3.4.3 สารเคมีส าหรับวัดกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ 

3.4.3.1 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพซรลิไฮดราซลิ (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH), C18H12N5O6) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.3.2 โพแทสเซียมเพอร์ซลัเฟต (Potassium persulfate, K2S2O8)(Sigma- 

Aldrich, USA) 

3.4.3.3 เมทานอล (Methanol, CH3OH) (Merck, Germany) 

3.4.3.4 กรดแอสคอร์บกิ (Ascorbic acid, C6H8O6) (Sigma-Aldrich, USA) 
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3.4.3.5 2,2’-อะซิโน-บิส(3-เอทิลเบนโซไทอะโซลีน-6-ซัลโฟนิกแอซดิ (2,2’-Azino-

bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), 

C18H18N4O6S4) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.4 สารเคมีส าหรับวัดกิจกรรมการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง 

3.4.4.1 3-(4,5-ไดเมทลิ-2-ไทอะโซลิล)-2,5-ไดฟีนิล-เตตระโซเลียมโบรไมด์ ( 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), 

C18H16BrN5S) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.4.2 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide (DMSO), C2H6OS) (Merck, 

Germany) 

3.4.4.3 สารละลายทรปิซิน-EDTA (Trypsin-EDTA) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.5 สารเคมีส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนในวิถีการตายแบบอะพอพโตซิส 

3.4.5.1 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCl) (Ajax Finechem, New 

Zealand) 

3.4.5.2 ไซกรีนมกิซ์ (2× qPCRBIO SyGreen Mix) (PCR Biosystem Ltd, UK) 

3.4.5.3 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Dipotassium hydrogen 

phosphate, K2HPO4) (AjaxFinechem, New Zealand) 

3.4.5.4 ด็อกโซรูบิซิน (Doxorubicin, C27H29NO11) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.5.5 2-เมอแคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol) (Sigma-Aldrich, USA) 

3.4.5.6 ไพร์เมอรส์้าหรับปฏิกิริยาเรียลไทม์พซีีอาร์ (qPCR primer) (iScience 

Technology, Thailand) 

3.4.5.7 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate, 

KH2PO4) (Ajax Finechem, New Zealand) 

3.4.5.8 เอทานอล (Ethanol) (Merck, Germany) 

3.4.5.9 เอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide, C21H20BrN3) (Sigma-Aldrich, 

USA) 

3.4.5.10 เอนไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลเีอส 1 (Deoxyribonuclease I, DNase I) 

(Qiagen, Germany) 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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3.4.6 สารเคมีส าหรับการใช้เทคนิคโครมาโทกราฟรีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

3.4.6.1 กรดไตรฟลูออโรอะซีติก (Trifluoroacetic acid (TFA), C2HF3O2) (Merck, 

Germany) 

3.4.6.2 เมทานอล (Methanol, CH3OH) (Merck, Germany) 

3.4.6.3 อะซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile, C2H3N) (Merck, Germany) 

3.5 วิธีการทดลอง 

 3.5.1 การเตรียมเพปไทด์หรือโปรตีนไฮโดรไลเซท 

 น้าตัวอย่างสาหร่ายพวงองุ่น 1.5 กิโลกรัมปั่นใหล้ะเอียดดว้ยเครื่องปั่นอเนกประสงค์ใน

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate buffer saline, PBS) ความเข้มข้น 100 มิลลโิมลาร์ พเีอช 

7.2 (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 5 ลิตร ต่อมา น้าสาหร่ายพวงองุ่นในบัฟเฟอร์มาท้าการโฮโมจีไนซ์ด้วย

เครื่องโฮโมจีไนเซอร์ ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

น้าตัวอย่างที่ผ่านการโฮโมจีไนซม์าย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตีเอสชนิดต่างๆ ได้แก่ เอนไซม์ปาเปน 

โปรตเีอส จ6ี โปรตีเอส จเีอ็น และเอนไซมเ์พปซิน-แพนครีเอทินในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยใช้ความ

เข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์เท่ากับ 1, 2.5 และ 5 เปอร์เซน็ต์ (มวลต่อปริมาตร) โดยมีการควบคุม

สภาวะต่างๆ ให้มีความเหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิด (ตารางที่ 3.1)   เมื่อครบ

เวลาของปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตีเอส น้าตัวอย่างไปหยุดปฏิกริิยาของเอนไซมท์ี่

อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  จากนั้น น้าตัวอย่างไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  เก็บส่วนใส (Supernatant) ที่มีเพป

ไทด์หรือโปรตีนไฮโดรไลเซทไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

ตารางท่ี 3.1 สภาวะที่ใช้ในการย่อยโปรตีนในสาหร่ายพวงองุ่นด้วยเอนไซม์โปรตเีอส 

สภาวะ 
ชนิดของเอนไซม์โปรตีเอส 

ปาเปน โปรตีเอส จี6 โปรตีเอส จีเอ็น เพปซิน-แพนครีเอทิน 

พีเอช 7.0 8.0 7.0 2.5-7.5 

อุณหภูมิ (°C) 60 50 50 37 

เวลา (ช่ัวโมง) 6 4 4 6 
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3.5.2 การวัดปริมาณโปรตีน 

การวัดปรมิาณโปรตีนทั้งหมดในตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเซทจะใช้วิธีการของ Bradford 

(Bradford 1976) โดยใช้ตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเซทผสมกบัสารละลายของ Bradford  (ภาคผนวก 

ก) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 10 ปริมาตรสุทธิ 330 ไมโครลิตร ทิง้ไว้เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น น้าตัวอย่าง

โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผสมกบัสารละลายของ Bradford ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร โดยใช้เครือ่งไมโครเพลทรีดเดอร์สเปคโทรโฟโตมิเตอร์ (Microplate reader 

spectrophotometer) โดยมีสารละลายโบวีนซีรมัอลับูมนิ (Bovine serum albumin, BSA) 

ความเข้มข้น 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 และ 200 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร เป็น

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

3.5.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

3.5.3.1 การตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

ตรวจสอบกจิกรรมต้านอนุมูลอิสระ 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพครลิไฮดราซลิ (2,2-

Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่น โดยดัดแปลง

วิธีการของ Zhang et al. (2007) วิธีการคือผสมสารละลายโปรตีนไฮโดรไลเซทกับน้้าทีร่ะดบัความ

เจือจางต่างๆ ได้แก่ 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0313, 0.0156 และ 0.0078 เท่าของความ

เข้มของโปรตีนที่วัดได้กับสารละลาย DPPH นความเข้มข้  0.1 โมลาร์ในเมทานอลความเข้มข้น 

95.5 เปอร์เซ็นต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 4 ปริมาตรสุทธิ 350 ไมโครลิตร น้า

สารละลายผสมระหว่างโปรตีนไฮโดรไลเซทและ DPPH บ่มในที่มืดเป็นเวลา 15 นาที และน้าไปวัด

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ท้าการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้้า ค้านวณหาฤทธ์ิ

ก้าจัดอนุมลูอสิระ (เปอร์เซ็นต์) และน้าเปอรเ์ซ็นต์การก้าจดัอนุมูลอสิระไปค้านวณความเข้มข้นของ

โปรตีนในไฮโดรไลเซทที่สามารถก้าจัดอนุมลูอิสระ DPPH ไดร้้อยละ 50 (Half maximal inhibitory 

concentration, CI50) โดยมีกรดแอสคอร์บิค (Ascorbic acid) ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร เป็นสารต้านอนุมลูอสิระที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control)  ฤทธ์ิยับยั้งอนุมูล

อิสระ DPPH (เปอรเ์ซ็นต์) สามารถค้านวณไดต้ามสูตร ดังนี้  

ฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอสิระ DPPH (เปอรเ์ซ็นต์) = [1-(A sample – A blank)/A control]× 100 

โดยที่  A sample เป็นค่าการดูดกลืนแสงของเพปไทดท์ี่เติมสารละลาย DPPH 

  A blank เป็นค่าการดูดกลืนแสงของเพปไทด์ที่ไม่เติมสารละลาย DPPH 

A control เป็นค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ทีไ่ม่ได้เติมเพปไทด ์
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3.5.3.2 การตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS  

ตรวจสอบกจิกรรมต้านอนุมูลอิสระ 2,2’-อะซิโน-บิส (3-เอทลิเบนโซไทอะโซ

ลีน-6-ซัลโฟนิกแอซิด (2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid, ABTS) ของ

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่น โดยดัดแปลงวิธีการของ Cai et al. (2004) โดยการเตรียม

อนุมูลอสิระ ABTS จากสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ผสมกับโพแทสเซียมเพอ-

ซัลเฟต (Potassium persulfate) ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ปริมาตร

สุทธิ 50 มิลลลิิตร บม่ไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้น น้าสารละลายอนมุูล

อิสระ ABTS มาผสมกบัโปรตีนไฮโดรไลเซททีร่ะดับความเจอืจางต่างๆ ได้แก่ 1, 0.5, 0.25, 0.125, 

0.0625, 0.0313, 0.0156 และ 0.0078 เท่าของความเข้มของโปรตีนที่วัดได้ โดยใช้สารละลาย

โปรตีนไฮโดรไลเซทปรมิาตร 10 ไมโครลิตรผสมกับอนมุูลอิสระ ABTS ที่เตรียมได้ ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 10 นาที แล้วน้าตัวอย่างเพปไทดท์ี่ผสมกบัอนุมลูอสิระ ABTS ไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร โดยท้าการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้้า หลงัจากนั้น ท้า

การค้านวณหาฤทธ์ิก้าจัดอนุมลูอสิระ ABTS (เปอร์เซ็นต์) และน้าเปอรเ์ซ็นต์การขจัดอนุมูลอิสระไป

ค้านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซทที่สามารถขจัดอนุมูลอิสระได้ 50 เปอรเ์ซ็นต์ โดยมี

กรดแอสคอร์บิคเป็นสารต้านอนมุูลอิสระที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก ฤทธ์ิยับยั้งอนมุูลอิสระ ABTS 

(เปอร์เซ็นต์) สามารถค้านวณไดต้ามสูตร ดังนี ้

ฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอสิระ ABTS (เปอรเ์ซ็นต์) = [1-(A sample – A blank)/A control] × 100 

โดยที่  A sample เป็นค่าการดูดกลืนแสงของเพปไทดท์ี่เติมสารละลาย ABTS 

  A blank เป็นค่าการดูดกลืนแสงของเพปไทด์ที่ไม่เติมสารละลาย ABTS 

A control เป็นค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่ไม่ได้เติมเพปไทด ์

3.5.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง 

3.5.4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล ์

ศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นต่อการยับยั้งเซลล์มะเร็ง

ชนิดต่างๆ ได้แก่ เซลล์มะเรง็เต้านมชนิด BT474 เซลลม์ะเรง็ปอดชนิด CHAGO เซลลม์ะเร็งตบัชนิด 

Hep-G2 เซลล์มะเรง็ล้าไส้ใหญ่ชนิด SW620 และเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารชนิด KATO-III โดย

ท้าการศึกษาด้วย MTT assay   การทดลองเริม่ต้นจากการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ และ

เซลลป์กติไฟโบรบลาสท์ทีเ่นื้อเยือ่ปอดชนิด Wi-38 ลงในฟลาสกเ์ลี้ยงเซลล์ขนาด 25 มิลลลิิตร ด้วย

อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่ผสมซีรมัตัวอ่อนของลูกวัว (Fetal calf serum) 5 เปอร์เซ็นต์ 
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(ปรมิาตรต่อปรมิาตร) ปริมาตรสุทธิ 10 มิลลลิิตร จากนั้นน้าไปบ่มในตู้บม่ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จะได้เซลล์

ประมาณ 2 ถึง 4 ล้านเซลล์ตอ่ขวด   เซลลท์ี่ได้จากการเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง จะถูกน้ามาท้าให้หลุด

ออกจากฟลาสกเ์ลี้ยงเซลล์โดยการเติมเอนไซมท์รปิซินความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อ

ปริมาตร) ที่มี EDTA ความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป

ในฟลาสกเ์ลี้ยงเซลล์ บ่มไว้ในตู้ที่มีคารบ์อนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) อุณหภูม ิ

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เพื่อใหเ้ซลลห์ดตัว เมื่อครบ 2 นาที ท้าการดูดเอนไซม์ทริปซิน

ทิ้งแล้วเตมิอาหารเลี้ยงเซลลล์งไปใหมอ่ีกครัง้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วเคาะใหเ้ซลลห์ลุด จากนั้น

ท้าการนับเซลล์ด้วยฮีโมไซโทมิเตอร์ (Hemocytometer) และเจือจางใหเ้ซลลม์ีความเข้มข้นเริ่มต้น

เท่ากับ 2.5 x 104 เซลล์ต่อมิลลลิิตร   เซลล์เริ่มต้นทีเ่ตรยีมไว้จะถูกน้าไปใส่ในไมโครไทเทอรเ์พลท 

96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร (ปรมิาณเซลลเ์ริม่ต้น 5 x 103 เซลล์ต่อหลมุ) และน้าไปบ่มไว้ในตู้

ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง  

3.5.4.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วย MTT assay  

ท้าการเตรียมตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นที่มีความเข้มข้น

ของโปรตีนเริ่มต้นในไฮโดรไลเซทเท่ากับ 19.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยท้าการเจือจางตัวอย่าง

โปรตีนไฮโดรไลเซทนี้แบบอนกุรม (Serial dilution) ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ให้ได้

ทั้งหมด 9 ระดับความเจือจาง ได้แก่ โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นที่ถูกเจือจาง 2, 4, 8, 

16, 32, 64, 128, 256 และ 512 เท่า   เตรียมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในน้้าเกลือ 0.85 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปรมิาตร) (Normal saline)   เมื่อเซลล์ในไมโครไท-

เทอร์เพลท 96 หลุม จากหัวข้อ 3.5.4.1 บ่มจนครบเวลาที่ก้าหนด ท้าการเติมตัวอย่างโปรตีน

ไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นที่เตรียมไว้ทั้งหมด 9 ระดับความเจือจาง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร

ต่อหลมุ จากนั้นน้าไปบ่มไว้ในตู้ที่มีคารบ์อนไดออกไซด์ 5 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง   เมื่อครบ 72 ช่ัวโมงให้เตมิสารละลาย MTT 

ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร ปรมิาตร 10 ไมโครลติรต่อหลุม โดยหลุมที่เป็นตัวควบคุมเชิง

ลบ (Negative control) ไม่ต้องเติมสารละลาย MTT แล้วน้าเพลทไปบม่ต่อในตู้ที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปรมิาตรต่อปริมาตร) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 

ช่ัวโมง   เมื่อครบ 4 ช่ัวโมงท้าการดูดอาหารเลี้ยงเซลลท์ิง้ แล้วเติม DMSO ความเข้มข้น 100 

เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปรมิาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลมุ เติมไกลซีนที่มีความเข้มข้น 0.1 
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โมลาร์ พีเอช 10.4 ปริมาตร 25 ไมโครลิตรต่อหลมุ แล้วนา้ไมโครไทเทอรเ์พลท 96 หลุมนี้ไปวัดค่า

การดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์สเปคโทรโฟโต-

มิเตอร์   เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการแบ่งของเซลลม์ะเร็งสามารถค้านวณได้จากสมการ ดังนี้ 

  ฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเรง็ (เปอรเ์ซ็นต์) = ((A control-A sample)/A control)) x 100 

โดยที่  A sample เป็นค่าการดูดกลืนแสงของหลมุที่ใส่สารทดสอบ 

A control เป็นค่าการดูดกลืนแสงของหลมุที่ไม่ได้ใสส่ารทดสอบ 

เมื่อค้านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเร็ง ให้น้าเปอรเ์ซ็นต์มา

สร้างกราฟความสัมพันธ์กบัความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซทที่ระดับความเจือจางต่างๆ เพื่อ

น้าไปหาความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซทที่ท้าใหเ้ซลลม์ะเร็งมจี้านวนลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ 

(IC50) ในครั้งนี้จะใช้โปรแกรมส้าเรจ็รูป GraphPad Prism Version 6.01 ในการค้านวณหาค่า IC50 

3.5.5 การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส 

3.5.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลลส์ าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ 

การทดลองเริม่ต้นจากการเพาะเลี้ยงเซลลม์ะเร็งในฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ขนาด 25 

มิลลิลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่มีการผสมซรีมัตัวอ่อนของลกูวัว (Fetal calf serum) 

5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ปริมาตรสทุธิ 10 มิลลลิิตร จากนั้นน้าไปบ่มในตู้บ่มทีม่ี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 

ช่ัวโมง   เซลล์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง จะถูกนา้มาท้าให้หลุดออกจากฟลาสก์เลี้ยงเซลล์

โดยการเตมิเอนไซม์ทริปซินความเข้มข้น 0.05 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ที่มี EDTA ความ

เข้มข้น 0.01 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลลิิตรลงไปในฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ บ่มไว้ในตู้

ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 

นาที เพื่อใหเ้ซลลห์ดตัว เมื่อครบ 2 นาที ท้าการดูดเอนไซม์ทริปซินทิ้งแล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลง

ไปใหม่อีกครั้งปรมิาตร 10 มิลลลิิตร แล้วเคาะใหเ้ซลลห์ลุด จากนั้นท้าการนับเซลล์ด้วยฮีโมไซโท

มิเตอร์ (Hemocytometer) และเจือจางให้เซลล์มีความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากบั 1 x 106 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร   สารละลายเซลล์ที่มีความเข้มข้นของเซลล์ 1 x 106 เซลล์ต่อมลิลิลิตร จะถูกน้าไปใส่ในฟ

ลาสกเ์ลี้ยงเซลล์ขวดใหม่ ทั้งหมด 3 ขวด (แต่ละขวดมีความเข้มข้นของเซลลเ์ท่ากบั 1 x 106 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร) สารละลายเซลล์ขวดที่ 1 เติมโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่น โดยใหม้ีความ

เข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีร่ะดบั IC50 ต่อเซลล์ชนิดนั้น   สารละลายเซลล์ขวดที่ 2 เติมยา

มาตรฐานที่ใช้รกัษาโรคมะเรง็ Doxorubicin โดยให้มีความเข้มข้นของยาทีร่ะดับ IC50 ต่อเซลล์ชนิด
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นั้น   และสารละลายเซลล์ขวดที่ 3 ไม่มีการเตมิสารใดๆ (กลุ่มควบคุม) จากนั้นน้าสารละลายเซลล์

ทั้ง 3 ขวด ไปบ่มไว้ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอรเ์ซน็ต์ (ปริมาตรต่อปรมิาตร) อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง   เมื่อบ่มจนครบเวลาท้าการเก็บเกี่ยวเซลล์เพือ่น้าใช้ในการสกัด

อาร์เอ็นเอต่อไป  

3.5.5.2 การสกัดอาร์เอ็นเอ 

การสกัดอารเ์อ็นเอจะใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอส้าเร็จรูป PureLinkTM RNA Mini kit 

(Invitrogen, USA) โดยในชุดสกัดอาร์เอ็นเอจะประกอบดว้ยน้้ายา 4 ชนิด ได้แก่ Lysis buffer, 

Wash buffer I, Wash Buffer II และ RNase free water นอกจากนี้ ในชุดสกัดจะมหีลอดที่มี

คอลัมนส์้าหรับรองรับอาร์เอ็นเอในข้ันตอนการท้าอาร์เอ็นเอให้บรสิุทธ์ิ Collection tube และ 

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   เซลล์จะถูกเก็บอยู่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 

1.5 มิลลลิิตร แล้วน้าไปปั่นเหว่ียง 12,000 รอบต่อนาที เปน็เวลา 2 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง แล้วเติมน้้าที่

ปราศจากเอนไซม์ RNase ลงไป 500 ไมโครลิตร เพือ่เป็นการล้างอาหารเก่าออกจากเซลล์ที่เก็บ

เกี่ยวมาได้ (ล้างเซลล์ 2 รอบ)   เมื่อท้าการล้างเซลล์ครบ 2 รอบแล้ว ให้ทิ้งส่วนใสใหเ้หลือแค่ตะกอน

ของเซลล์ไว้เท่านั้น จากนั้นท้าการเติมสาร A ที่ประกอบดว้ย 2-เมอแคปโทเอทานอล และ Lysis 

buffer ในอัตราส่วน 10 ต่อ 1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตรลงไปในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ที่มีตะกอนของเซลล์อยู่ ท้าให้สาร A กับเซลล์ผสมกันด้วยเครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 

เพื่อเป็นการเร่งใหเ้ซลล์แตก แล้วน้าหลอดหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ดังกล่าวไปบม่ไว้ในอ่างน้้าควบคุม

อุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (ทุกๆ 10 นาทีน้าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์

ออกมาเร่งการแตกเซลล์ด้วยเครื่องผสมสาร)   เมื่อครบ 30 นาที น้าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ไปปั่น

เหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที แล้วดูดส่วนใสปรมิาตร 700 

ไมโครลิตร ใส่ในหลอดใหม่ จากนั้นท้าการเติมเอทานอล ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ

ปริมาตร) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดดังกลา่ว ท้าให้มีสารละลายอารเ์อ็นเอปริมาตร

สุทธิเป็น 1400 ไมโครลิตร   ข้ันต่อมาคือการท้าอารเ์อ็นเอที่สกัดได้ใหบ้รสิุทธ์ิ โดยการดูดสารละลาย

อาร์เอ็นเอปริมาตร 700 ไมโครลิตรไปใส่ในหลอดที่มีคอลัมน์รองรับอาร์เอ็นเอ น้าไปปั่นเหว่ียงที่

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 20 วินาที และทิ้งส่วนใส (ท้า 2 รอบเนือ่งจาก

สารละลายอารเ์อ็นเอที่ได้มีปริมาตรสทุธิเป็น 1400 ไมโครลิตร)   จากข้ันตอนต่างๆ ดังกล่าวจะท้า

ให้อารเ์อ็นเอติดอยู่กับคอลัมนเ์รียบร้อยแล้ว   ข้ันต่อมาอาร์เอ็นเอที่ติดอยูก่ับคอลัมนจ์ะถูกล้างด้วย 

Wash buffer I ปริมาตร 350 ไมโครลิตร แล้วน้าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 20 วินาที และน้าส่วนใสทิ้งไป  การก้าจัดดีเอ็นเอปนเปื้อนใช้เอนไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลี-
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เอส I (DNase I) (Qiagen, Germany) โดยใช้ DNase I 10 ไมโครลิตร ผสมกบับฟัเฟอร์ 70 

ไมโครลิตร ดังนั้น สารละลาย DNase I ปรมิาตร 80 ไมโครลิตรจะถูกเติมลงไปหลอดที่มีคอลัมน์

รองรับอาร์เอ็นเอที่มีอาร์เอ็นเกาะอยู่ แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 6 นาที เมื่อครบเวลาที่

ก้าหนดน้าหลอดที่ดงักล่าวไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 วินาที 

และน้าส่วนใสทิ้งไป จากนั้นเติม Wash buffer I ลงไปอกีครั้ง ปรมิาตร 350 ไมโครลิตร และน้า

หลอดดังกล่าวไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 วินาที และทิ้งส่วนใส   

คอลัมน์ทีม่ีอารเ์อ็นเอจะถูกเปลี่ยนใส่ในหลอดใหม่ (Collection tube) จากนั้น ท้าการเตมิ Wash 

buffer II ลงไป 500 ไมโครลิตร แล้วน้าหลอดดังกล่าวไปปัน่เหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่

นาที เป็นเวลา 20 วินาที และทิ้งส่วนใส ท้าการล้างคอลมันด์้วย Wash buffer II 2 รอบ   เมื่อล้าง

คอลัมน์ด้วย Wash buffer II ครบสองรอบแล้ว ท้าให้เมมเบรนในคอลมัน์แห้งด้วยการปั่นเหว่ียงที่

ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นท้าการย้ายคอลัมนจ์ากเดมิที่อยู่ใน 

Collection tube มายังหลอดไมโครเซนตริฟิวจห์ลอดใหม่ แล้วเติมน้้าทีป่ราศจาก RNase ปริมาตร 

30 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางคอลัมน์ และทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 2 นาที แล้วน้าไปปั่นเหว่ียง

ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพื่อเป็นการชะอารเ์อ็นเอทีเ่กาะอยู่กบั

คอลัมน์ใหห้ลุดลงมายังหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ์   ตรวจสอบความเข้มข้นและความบรสิุทธ์ิของอาร-์

เอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop ND-1000 spectrophotometer) 

(Thermo Fisher Scientific, USA) โดยจะท้าใหท้ราบถึงความเข้มข้นของอารเ์อ็นเอในหน่วยนาโน-

กรัมต่อไมโครลิตร   ความบริสทุธ์ิของอาร์เอ็นเอจะดูจากค่าอัตราส่วน A260/A230 และ ค่า A260/A280  

นอกจากนี้ คุณภาพของอารเ์อ็นเอจะถูกตรวจสอบด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซสิ โดยใช้

ตัวอย่างอาร์เอ็นเอ 3 ไมโครลิตรผสมกับสีย้อม 5X loading dye 0.8 ไมโครลิตร จากนั้นหยอด

ตัวอย่างอาร์เอ็นที่ผสมกับสีย้อมลงในอะกาโรสเจล 1.2 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ที่ละลายด้วย

บัฟเฟอร์ Tris-acetate EDTA (TAE) โดยใช้ GeneRulerTM 1 kb plus DNA ladder เป็นดีเอ็นเอ

มาตรฐาน แล้วเปิดเครือ่งก้าเนิดไฟฟ้า ตั้งค่าแรงเคลือ่นไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที  เมื่อ

ครบเวลา ท้าการปิดเครือ่งก้าเนิดไฟฟ้า และน้าแผ่นอะกาโรสเจลไปแช่ในสารละลายเอธิเดียมโบร-

ไมด ์ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน้าแผ่นวุ้นไปวางบน 

UV Transilluminator ที่มีแผ่นพลาสตกิใสรองรับ จะเห็นแถบของอาร์เอ็นเอเรืองแสง ท้าการ

บันทึกภาพผลการทดลองที่ได้ 
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3.5.5.3 การเปลี่ยนอาร์เอ็นเอให้กลายเป็นดีเอ็นเอคู่สม 

อาร์เอ็นเอที่ไดจ้ากหัวข้อ 3.5.5.2 จะถูกน้าไปเปลีย่นเป็นดีเอ็นเอคู่สม 

(Complementary DNA, cDNA) ที่ใช้เอ็มอารเ์อ็นเอ (mRNA) เป็นต้นแบบ ด้วยชุดเปลี่ยน

ส้าเร็จรูป Reverse transcription kit (PrimerDesign, UK)   ชุดส้าเรจ็รปูจะประกอบด้วยไพร-

เมอร์ส้าหรบัปฏิกริิยารเีวิร์สทรานสครปิชัน (RT primer), น้้าที่ปราศจากเอนไซม์ DNase และ 

RNase (DNase/RNase free water), nanoScript2 4X Buffer, dNTP mix ความเข้มข้น 10 

มิลลิโมลาร์ และ nanoScript2 reverse transcriptase   การเปลี่ยนอาร์เอ็นเอใหเ้ป็นดีเอ็นคู่สมม ี

2 ข้ันตอนหลัก ดังนี้  

3.5.5.3.1 Annealing step 

ข้ันตอน Annealing step จะน้าตัวอย่างอารเ์อ็นเอใสล่งไปในหลอด

พีซีอาร์ (PCR tube) ขนาด 0.2 มิลลลิิตร แล้วเตมิสารต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 3.2 

ตารางท่ี 3.2 องค์ประกอบของสารที่ใช้ในข้ันตอน Annealing step ใน 1 ปฏิกิริยา  

องค์ประกอบหรือสารท่ีใช้ ปริมาตรสารท่ีใช้ใน 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

อาร์เอ็นเอแม่แบบ (1 ไมโครกรัม) X1 

ไพรเมอรส์้าหรับปฏิกิริยารีเวิรส์ทรานสคริปชัน 1 

น้้าที่ปราศจาก DNase และ RNase X2 

ปริมาตรสทุธิ 10 

ปริมาตรของ X1 และ X2 จะข้ึนอยู่กบัความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอที่วัดได้จากเครื่องวัดปรมิาณสาร

พันธุกรรมในหัวข้อที่ 3.5.5.2 

เมื่อท้าการเติมสารทุกตัวลงในหลอดพซีีอาร์เรียบร้อยแล้ว น้าหลอด

พีซีอารท์ี่มีตัวอย่างอาร์เอ็นเอทีร่วมอยูก่ับสารอื่นๆ ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร ไปบ่มไว้ที่อุณหภูม ิ

65 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 5 นาที ในเครื่องเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ (Thermocycler) โดยใช้ฟังก์ชัน

การบม่ (Incubation)   เมื่อบ่มหลอดพีซีอาร์ที่ 65 องศาเซลเซียส ครบเวลา 5 นาที ให้น้าหลอดพซีี

อาร์มาแช่ในน้้าแข็ง 5 นาทีก่อนที่จะเข้าสู่ข้ันตอน Extension step ต่อไป 

3.5.5.3.2 Extension step 

 หลอดพซีีอาร์ที่มีตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่รวมอยูก่ับสารอื่นๆ ในตารางที ่

3.2 ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร จะถูกน้ามาเติมสารชนิดต่างๆ เพิ่มเติมที่ได้แสดงในตารางที่ 3.3 
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ตารางท่ี 3.3 องค์ประกอบของสารที่ใช้ในข้ันตอน Extension step ใน 1 ปฏิกิริยา  

องค์ประกอบหรือสารท่ีใช้ 
ปริมาณสารท่ีใช้ใน 1 ปฏิกิริยา 

(ไมโครลิตร) 

หลอดพซีีอาร์ที่มี RNA รวมกับสารในตารางที่ 3.2 10 

บัฟเฟอร์ nanoScript2 4X  5 

dNTP mix ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร ์ 1 

น้้าที่ปราศจาก DNase และ RNase 3 

nanoScript2 reverse transcriptase 1 

ปริมาตรสทุธิ 20 

 

หลอดพซีีอาร์ที่เตมิสารต่างๆ ตามตารางที่ 3.2 และ 3.3 จะมี

ปริมาตรสทุธิ 20 ไมโครลิตร จากนั้นน้าหลอดพีซีอาร์ดงักล่าวไปใส่ในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

(Thermocycler) โดยมีการก้าหนดอุณหภูมิดงันี้ ช่วงแรกใช้อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

20 นาที ช่วงที่สองใช้อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   จากนั้นน้า cDNA ที่ได้จาก

ปฏิกิริยาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพือ่น้าไปใช้ในการท้าปฏิกริิยาพีซีอาร์แบบเรียลไทม์

ต่อไป 

3.5.5.4 ไพรเมอรแ์ละปฏิกิริยาพีซีอารแ์บบเรียลไทม์ 

ยีนที่ใช้การศึกษาครั้งนีม้ียีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส

ทั้งหมด 3 ยีน ได้แก่ BCL2 apoptosis regulator (BCL2) Cathepsin S (CTSS) และ MAP 

kinase activating death domain (MADD) โดยใช้ยีน β-actin (ACTB) เป็นยีนที่ถูกควบคุมให้มี

การแสดงออกอย่างสม่้าเสมอในขณะทีเ่ซลล์ยงัมีชีวิตอยู่ (Housekeeping gene)   ล้าดับเบสของ

ไพรเมอร์ทีม่ีความเหมาะสมกบัยีน BCL2, ACTB และ MADD ได้มาจากการศึกษาของ Buahorm 

et al. (2015)  และล้าดับเบสของไพรเมอร์ทีเ่หมาะสมกับยีน CTSS ได้มาจากการศึกษาของ 

Zhang et al. (2016) เพื่อใช้ในการท้าปฏิกริิยาพีซอีาร์แบบเรียลไทม ์  ข้อมูลไพรเมอร์ของยีนทั้ง 4 

ยีนแสดงในตารางที่ 3.4 
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 ตารางท่ี 3.4 ไพรเมอร์ส้าหรบัใช้ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบเรยีลไทม์ 

ยีนเป้าหมาย 
ล าดับเบสของไพรเมอร์  

(5’        3’) 
ความยาว 
(คู่เบส) 

Tm 
(°C) 

ขนาดผลิตภัณฑ์ 
(คู่เบส) 

ACTB 
CCGTTCCGAAAGTTGCCTTTT (FP) 21 61.2 

170 
ATCATCCATGGTGAGCTGGC (RP) 20 59.5 

BCL2 
GTGAACTGGGGGAGGATTGTG (FP) 21 60.2 

194 
CAGCCCAGACTCACATCACCAA (RP) 22 62.0 

CTSS 
CCTGGGAGACATGACCAGTGA (FP) 21 59.5 

117 
GAATCAGGCAATATCCGATTAGGG (RP) 24 60.7 

MADD 
TGCTGTGTGGCTTGGTTGGTTA (FP) 21 58.8 

102 
GGGGAAGGCAGTTTGGTCTT (RP) 20 59.0 

FP คือ Forward primer และ RP คือ Reverse primer   Tm หรอื Melting temperature 

หมายถึง อุณหภูมทิี่ท้าให้ดเีอ็นเอสายคู่แยกออกจากกันกลายเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว 50 เปอรเ์ซ็นต์ 

ปฏิกิริยาพซีีอาร์แบบเรียลไทมจ์ะด้าเนินการโดยใช้เครือ่ง MyGo Pro Real-time PCR 

Cycler (IT-IS International Ltd, UK) โดยเริ่มต้นจากการเตรียมหลอดพีซีอาร์ทีป่ระกอบด้วย 

cDNA 1 ไมโครกรัม ไพรเมอร์แต่ละตัว ความเข้มข้นสุดท้าย 400 นาโนโมลาร์ และ 2× qPCRBIO 

SyGreen Mix (PCR Biosystem Ltd, UK) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จะได้ปรมิาตรสุทธิสุดท้ายใน

หลอดพซีีอาร์เป็น 20 ไมโครลิตร แล้วน้าหลอดพีซีอาร์นี้ไปด้าเนินปฏิกริิยาพีซอีาร์แบบเรียลไทม์ใน

เครื่อง MyGo Pro Real-time PCR Cycler โดยควบคุมสภาวะต่างๆ ในการเกิดปฏิกิริยาพซีีอาร์

ตามที่แสดงในตารางที่ 3.5  

ตารางท่ี 3.5 สภาวะต่างๆ ที่ใช้ในปฏิกิริยาพซีีอาร์แบบเรียลไทม์ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 95 2 นาท ี 1 

Denaturation 95 10 วินาที 40 

Annealing 60 20 วินาที 40 

Extension 72 30 วินาที 40 
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เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาเครื่อง MyGo Pro Real-time PCR Cycler จะแปลผลออกมาในรปู

ของค่า Cycle threshold (Ct) ของแต่ละยีน   ค่า Ct ของยีนทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ BCL2, CTSS และ 

MADD จะถูกน้าไปหักลบกับค่า Ct ของยีน ACTB จากนั้น น้าค่า Ct ที่ได้ไปค้านวณหาระดับการ

แสดงออกของยีน (Relative gene expression) ดังสมการ 

ระดับการแสดงออกของยีน (Relative gene expression) = 2-∆∆Ct 

เมื่อ ∆∆Ct เป็นค่าที่สอดคล้องกับการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของยีนเป้าหมายเมื่อเทียบกับยีนที่ถูก

ควบคุมให้มีการแสดงออกอย่างสม่้าเสมอในขณะทีเ่ซลล์ยงัมชีีวิตอยู่ (Housekeeping gene) ในที่นี้

คือยีน ACTB   โดยเมือ่ระดบัการแสดงออกของยีนเป้าหมายมีค่าเท่ากบั 1 หมายถึงไมม่ีการเปลี่ยน

ระดับการแสดงออกของยีน ในขณะที่ถ้ามีระดับการแสดงออกยีนเป้าหมายมีค่ามากกว่า 1 

หมายความว่ายีนน้ันมีการแสดงออกเพิม่มากข้ึน (Up-regulation) และหากพบว่าระดับการ

แสดงออกของยีนเป้าหมายมีค่าน้อยกว่า 1 จะหมายความว่ายีนน้ันมีการแสดงออกลดลง (Down 

regulation) 

3.5.6 การท าโปรตีนไฮโดรไลเซทให้บริสุทธิ์ 

3.5.6.1 เทคนิคอัลตราฟิลเทรชัน 

น้าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยสลายโปรตีนของสาหร่ายพวงองุ่นด้วย

เอนไซม์โปรตเีอส มาท้าใหม้ีความบรสิุทธ์ิมากขึ้นโดยใช้เทคนิคอัลตราฟลิเทรชัน โดยใช้เมมเบรนคัด

แยกตามขนาดโมเลกลุ (Molecular weight cut off (MWCO) membrane) ขนาดต่างๆ ได้แก่  

เมมเบรนกรองคัดแยกสารทีม่ีขนาดมากกว่า 10 กิโลดาลตัน เมมเบรนคัดแยกสารที่มีขนาด 10 ถึง 5 

กิโลดาลตัน เมมเบรนคัดแยกสารที่มีขนาด 5 ถึง 3 กิโลดาลตัน เมมเบรนคัดแยกสารที่มีขนาด 3 ถึง 

0.65 กิโลดาลตัน และ เมมเบรนคัดแยกสารที่มีขนาดน้อยกว่า 0.65 กิโลดาลตัน   ตัวอย่างโปรตีน

ไฮโดรไลเซทที่ผ่านเทคนิคอัลตราฟลิเทรชัน เรียกว่า อัลตราฟิลเทรต (Ultrafiltrate) น้าอัลตราฟิล

เทรตไปใช้ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง และการแสดงออกยีน

ที่เกี่ยวข้องกบัการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 

3.5.6.2 เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบรีเวิร์สเฟส  

น้าอัลตราฟลิเทรตจะมาท้าให้บรสิุทธ์ิโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูงแบบรเีวิรส์เฟส (Reverse phase High performance liquid chromatography, 

RP-HPLC) โดยใช้คอลัมน์ Luna C18 (กว้าง 4.6 มิลลิเมตร x ยาว 250 มิลลิเมตร)   อัลตราฟิล-

เทรตจะเข้าสู่คอลมัน์และถูกชะออกจากคอลมัน์ด้วยตัวท้าละลาย A ที่ประกอบด้วยกรดไตรฟลอูอ-



67 
 

โรอะซีติก ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปรมิาตร) ตัวท้าละลาย B ประกอบด้วยอะซีโต-

ไนไตรล์ ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในกรดไตรฟลูออโรอะซีติกความเข้มขน้ 

0.05 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) โดยมีอัตราการไหลเป็น 0.7 มิลลลิิตรต่อนาที  น้าของเหลว

ที่ถูกชะออกมาจากคอลัมน์มาตรวจสอบโปรตีนจากค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน

เมตร และแปลผลออกมาในรูปของอัลตราไวโอเลตโครมาโทแกรม (Ultraviolet chromatogram) 

อัลตราไวโอเลตโครมาโทแกรมสามารถดูได้จากระบบคอมพวิเตอร์จากโปรแกรม ChromQuest 

(Thermo Scientific, USA) ของเหลวทีร่วบรวมได้จากข้ันตอน RP-HPLC นี้จะเรียกว่า 

Chromatographic fraction น้าของเหลวนี้ไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ และท้าการระบุชนิด

ของเพปไทด์ด้วยการศึกษาล้าดับกรดอะมิโนต่อไป 

3.5.7 การศึกษาล าดับกรดอะมิโนของเพปไทด์ 

การศึกษาล้าดับกรดอะมิโนของเพปไทด์ที่ได้จากสาหร่ายพวงองุ่น จะใช้เทคนิคโครมาโท- 

กราฟีของเหลว-แมสสเปคโทรเมทรี (Liquid chromatography-Mass spectrometry, LC-MS) 

ประกอบด้วย Liquid chromatograph (Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific, USA) ที่

รวมกับ Electrospray ionization (ESI)/quadrupole ion trap mass spectrometer (Model 

Amazon SL, Bruker, Germany)   การแยกสารด้วยเทคนิค LC จะใช้คอลัมน์แบบรีเวิรส์เฟส 

Hypersil GOLD C18 (ยาว 50 มิลลเิมตร x กว้าง 0.5 มิลลิเมตร)  การแยกสารจะใช้สภาวะ

กราเดียน (Gradient) ของระบบตัวท้าละลาย (Solvent system) ที่ประกอบด้วย ตัวท้าละลาย A 

ที่ประกอบด้วยน้้าทีม่ีกรดฟอรม์ิก 0.1 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) และตัวท้าละลาย B ที่

ประกอบด้วยอะซีโตไนไตรล์ 100 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)   การด้าเนินการเทคนิค LC-MS 

จะสง่ไปด้าเนินการที่ศูนยเ์ครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหดิล แล้วท้าการวิเคราะห์แมสสเปคตรา 

(Mass spectra) จากค่ามวลต่อประจุตั้งแต่ 300 ถึง 1500 m/z ด้วยฐานข้อมูล MASCOT   เมื่อท้า

การวิเคราะห์ข้อมลูจากฐานข้อมลู MASCOT เรียบร้อยแล้วให้น้าข้อมูลดงักล่าวไปจัดเรียงล้าดับของ

กรดอะมโินต่อกันเป็นสายของเพปไทด์ (De novo peptide sequencing) จากนั้น ให้น้าล้าดับ

กรดอะมโินที่ได้ไปเทียบกบัล้าดับกรดอะมโินของโปรตีนที่อยูใ่นฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้ Basic 

Local Alignment Search Tool (BLAST)    
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3.5.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทไดอ้อกแบบเป็นการทดลองที่มี

แผนแบบสุ่มบลอ็กสมบรูณ์ (Randomized Complete Block Design, RCBD)   ในขณะที่การ

ทดลองอื่นๆ ได้แก่ ฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระของอลัตราฟลิเทรตและ Chromatographic fraction  

และฤทธ์ิยับยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเร็งของอัลตราฟิลเทรต ได้ออกแบบการทดลองเป็นแผนการ

ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized design, CRD)   การทดลองทุกชุดการ

ทดลองจะท้าการทดลอง 3 ซ้้า ผลการทดลองจะแสดงในรปูของค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าความคลาด

เคลื่อนมาตรฐาน (Standard error) การทดสอบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยจะใช้วิธีการของ 

Duncan ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 โดยใช้โปรแกรมทางสถิตสิา้เร็จรูป SPSS Statistics version 16.0 

ส้าหรับ Windows (IBM, USA) และและการค้านวณค่า IC50 จะใช้โปรแกรม GraphPad Prism 

Version 6.01 ส้าหรบั Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) 

 

  

 

 
 



 
 

 
 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทและอัลตราฟิลเทรตจากสาหร่าย

พวงองุน่ 

4.1.1 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่น 

จากการน าสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentilifera) มายอ่ยด้วยเอนไซม์โปรตเีอสชนิด

ต่างๆ ได้แก่ เอนไซม์ปาเปน โปรตเีอส จี6 โปรตเีอส จีเอน็ และ เอนไซมเ์พปซิน-แพนครีเอทินใน

อัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์เท่ากับ 0, 1, 2.5 และ 5 เปอร์เซ็นต์ (มวล

ต่อปริมาตร) จะได้โปรตีนไฮโดรไลเซททัง้หมด 16 ตัวอย่าง คือ ปาเปนไฮโดรไลเซท 4 ตัวอย่าง โปร

ตีเอส จ6ี ไฮโดรไลเซท 4 ตัวอย่าง โปรตีเอส จีเอ็น ไฮโดรไลเซท 4 ตัวอย่าง และ เพปซิน-แพนครีเอ-

ทินไฮโดรเซท 4 ตัวอย่าง โดยแต่ละตัวอย่างมาจากการใช้เอนไซม์แต่ละความเข้มข้น   ตัวอย่างที่ได้

ทั้งหมดจะถูกน าไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระกับอนมุูลอิสระ ABTS และ DPPH โดยแสดงฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอสิระของโปรตีนไฮโดรไลเซทในรูปของความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซทที่สามารถ

ยับยั้งอนุมลูอสิระได้ 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50)   จากการน าโปรตีนไฮโดรไลเซททั้ง 16 ตัวอย่างมา

ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกบัอนุมลูอสิระ ABTS พบว่าตัวอย่างโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการ

ย่อยด้วยเอนไซม์ทัง้ 4 ชนิดที่ความเข้มข้นของเอนไซม์ 1, 2.5 และ 5 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) 

สามารถยบัยั้งอนมุูลอสิระ ABTS ได้อย่างมีประสทิธิภาพ (ตารางที่ 4.1)  โดยเฉพาะอย่างยิง่ โปรตีน

ไฮโดรไลเซทที่ได้มาจากการย่อยด้วยเอนไซม์เพปซินกับแพนครีเอทิน ที่ใช้ความเข้มข้นของเอนไซม ์

1, 2.5 และ 5 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปรมิาตร) มีค่าความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีส่ามารถ

ยับยั้ง ABTS ให้ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) เป็น 9.36 ± 0.20, 5.53 ± 0.18 และ 3.61 ± 0.05 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 4.1 ค่า IC50 ของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยโปรตีนของสาหร่ายพวงองุ่นด้วย

เอนไซม์โปรตเีอสชนิดต่างๆ ต่อการยบัยั้งอนมุูลอิสระ ABTS 

ชนิดและความเข้มข้น

ของเอนไซม ์

ความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีส่ามารถยบัยั้งอนมุลูอิสระ 

ABTS ให้ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) (ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร) 

0 เปอรเ์ซ็นต์ 1 เปอรเ์ซ็นต์ 2.5 เปอรเ์ซ็นต์ 5 เปอรเ์ซ็นต์ 

โปรตเีอส จ6ี มากกว่า 200 44.43±0.36h 25.88±0.05f 20.65±0.10e 

โปรตเีอส จีเอ็น มากกว่า 200 55.91±2.73k 46.90±0.48i 49.34±0.95j 

ปาเปน มากกว่า 200 16.43±0.30d 26.63±0.64f 32.03±0.77g 

เพปซิน-แพนครีเอทิน มากกว่า 200 9.36±0.20c 5.53±0.18b 3.61±0.05a 

ข้อมูลในตารางที่ 4.1 แสดงอยู่ในรปูของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด 

(Standard error) ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) ของค่าเฉลี่ย IC50    

กรดแอสคอร์บกิหรือวิตามินซเีป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) โดยมีค่า IC50 ของ 

วิตามินซีต่ออนุมลูอิสระ ABTS เท่ากับ 138 ± 0.35l ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.1 พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ไดจ้ากการย่อยด้วย

เอนไซมผ์สมระหว่างเพปซินกับแพนครีเอทินที่ใช้ความเข้มขน้ของเอนไซม์ 1, 2.5 และ 5 เปอร์เซ็นต์ 

(มวลต่อปริมาตร) มีค่าความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีส่ามารถยบัยั้ง ABTS ให้ลดลง 50 

เปอร์เซ็นต์ (IC50) เป็น 9.36 ± 0.20, 5.53 ± 0.18 และ 3.61 ± 0.05 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร 

ตามล าดับ  เมื่อน าค่า IC50 ของโปรตีนในไฮโดรไลเซทดงักล่าวไปเปรียบเทียบกับค่า IC50 ของ

วิตามินซีต่อการยบัยั้งอนมุูลอสิระ ABTS ซึ่งมีค่าเท่ากับ 138 ± 0.35 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร แสดง

ให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นที่ได้จากการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์เพปซินแพน- 

ครีเอทิน มปีระสิทธิภาพการยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS สูงกว่าวิตามินซี โดยมีค่าเฉลี่ย IC50 แตกต่าง

กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทีร่ะดับความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์   นอกจากนี้ พบว่าการเพิม่ความ

เข้มข้นของเอนไซม์เพปซินกับแพนครีเอทินในการยอ่ยโปรตนีในสาหร่ายพวงองุ่น จะท าให้ได้โปรตีน

ไฮโดรเซททีส่ามารถยับยั้งอนมุูลอิสระ ABTS ที่มีประสิทธิภาพสูงข้ึน 

 

 

 



71 
 

จากรายงานของ Sheih et al. (2009) ที่ได้ทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งอนุมลูอสิระ ABTS ของ

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายสเีขียว Chlorella vulgaris ที่ได้มาจากการย่อยโปรตีนในสาหร่าย

ด้วยเอนไซม์เพปซินความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปรมิาตร) พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จาก

สาหร่ายสเีขียว C. vulgaris มีค่าความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซทที่สามารถยับยัง้อนุมลูอสิระ 

ABTS ให้ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) เท่ากบั 93.4 ± 0.01  ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร และเมือ่

เปรียบเทียบกับผลการทดลองในครั้งนี้พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นที่ได้จากการ

ย่อยด้วยเอนไซม์ทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ปาเปน โปรตีเอส จี6 โปรตีเอส จเีอ็น และเอนไซมผ์สม

ระหว่างเพปซินกบัเอนไซม์แพนครเีอทิน มีประสิทธิภาพในการยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS ที่ดีกว่า

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่าย C. vulgaris 

จากการทดลองของ Cian et al. (2012) ที่ได้ท าการศึกษาฤทธ์ิของโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากสาหร่ายสีแดง Porphyra columbina ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินกับอลัคาเลสความ

เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ต่อการยับยัง้อนุมลูอิสระ ABTS พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากสาหร่ายสีแดง P. columbina มีค่าความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีส่ามารถยับยั้ง

อนุมูลอสิระ ABTS ให้ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 2.1 x 103 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร   และ

เมื่อท าการเปรียบเทียบกับค่า IC50 ของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นกับโปรตีนไฮโดรไล

เซทจากสาหร่ายสีแดง P. columbina ต่อการยับยัง้อนุมลูอิสระ ABTS พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซท

จากสาหร่ายพวงองุ่นมีประสทิธิภาพสูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายสีแดง P. columbina 

นอกจากนี้ Saisavoey et al. (2016) ไดท้ าการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของโปรตีน

ไฮโดรไลเซทที่ได้จากร าข้าวที่ไร้ไขมัน Oryza sativa โดยท าการย่อยโปรตีนในร าข้าวชนิดนี้ด้วย

เอนไซมเ์พปซินกับแพนครีเอทินโดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ 100 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร จาก

การศึกษาพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากร าข้าวมีฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอิสระ ABTS โดยมีค่าความ

เข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีท่ าให้อนมุูลอสิระ ABTS มีปริมาณลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) 

เป็น 0.17±0.01 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร   เมื่อน าผลการทดลองที่ได้ในครัง้นี้เทียบกบัค่า IC50 ของ

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นต่อการยบัยั้งอนุมูลอิสระ ABTS พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเซท

จากร าข้าวที่ไร้ไขมันมปีระสทิธิภาพที่สูงกว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นในการยับยั้ง

อนุมูลอสิระ ABTS เนื่องมาจากการใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ทีส่งูกว่า พบว่าการใช้เอนไซม ์

เพปซินร่วมกบัแพนครเีอทินสามารถย่อยโปรตีนให้ได้โปรตีนไฮโดรไลเซทที่มีฤทธ์ิยับยัง้อนุมลูอสิระ 

ABTS ได้อย่างมีประสทิธิภาพซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดลองของงานวิจัยในครัง้นี้ 
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เมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอสชนิดต่างๆ ทั้งหมด 16 

ตัวอย่างมาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระกับอนมุูลอสิระ DPPH พบว่า มีเพียงปาเปนไฮโดรไลเซทที่

สามารถค านวณหาค่าความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซทที่สามารถยับยัง้อนุมลูอสิระ DPPH ให้

ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) ได้ โดยปาเปนไฮโดรไลเซทที่ใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ 1, 2.5 และ 5 

เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปรมิาตร) มีค่าความเข้มข้นของโปรตีนที่สามารถยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH ให้

ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์เป็น 71.84 ± 4.60, 89.37 ± 3.47 และ 74.16 ± 2.42 ไมโครกรมัต่อ

มิลลิลิตร ตามล าดับ (ตารางที่ 4.2)   ในขณะที่โปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์โปร-

ตีเอสชนิดอื่นๆ สามารถตรวจสอบฤทธ์ิยับยัง้อนุมลูอสิระ DPPH ได้น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ จึงท าให้

ไม่สามารถน าเปอร์เซ็นต์การยบัยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ดังกล่าวมาค านวณเป็นค่าความเข้มข้นของ

โปรตีนทีส่ามารถยับยัง้อนุมลูอิสระ DPPH ให้ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ได้ 

ตารางท่ี 4.2 ค่า IC50 ของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อยโปรตีนของสาหร่ายพวงองุ่นด้วย

เอนไซม์โปรตเีอสชนิดต่างๆ ต่อการยบัยั้งอนมุูลอิสระ DPPH 

ชนิดของเอนไซม ์

ความเข้มข้นของโปรตีนในไฮโดรไลเซททีส่ามารถยบัยั้งอนมุลูอิสระ 

DPPH ให้ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) (ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร) 

0 เปอรเ์ซ็นต์ 1 เปอรเ์ซ็นต์ 2.5 เปอรเ์ซ็นต์ 5 เปอรเ์ซ็นต์ 

โปรตเีอส จ6ี มากกว่า 200 มากกว่า 200 มากกว่า 200 มากกว่า 200 

โปรตเีอส จีเอ็น มากกว่า 200 มากกว่า 150 มากกว่า 200 มากกว่า 350 

ปาเปน มากกว่า 200 71.84±4.60b 89.37±3.47c 74.16±2.42b 

เพปซิน-แพนครีเอทิน มากกว่า 200 มากกว่า 200 มากกว่า 150 มากกว่า 200 

ข้อมูลในตารางที่ 4.2 แสดงอยู่ในรปูของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด 

(Standard error) ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) ของค่าเฉลี่ย IC50 

กรดแอสคอร์บกิหรือวิตามินซเีป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) โดยมีค่า IC50 ของวิตามิน

ซีต่ออนุมลูอสิระ DPPH เท่ากับ 20.50 ± 0.10a ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
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จากตารางที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่าปาเปนไฮโดรไลเซทสามารถยับยั้งอนมุูลอิสระ DPPH 

ได้  แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย IC50 ของปาเปนไฮโดรไลเซทต่อการยับยั้งอนุมลูอิสระ 

DPPH กับกรดแอสคอร์บิกที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก พบว่า ปาเปนไฮโดรไลเซทมีประสิทธิภาพใน

การยับยัง้อนุมลูอสิระ DPPH ที่ต่ ากว่าวิตามินซี โดยมีค่าเฉลี่ย IC50 แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์   นอกจากนี้ ยังพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้จากการย่อย

ด้วยเอนไซม์โปรตีเอสชนิดอื่นๆ ไม่สามารถค านวณหาค่า IC50 ต่อการยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH ที่แน่

ชัดได้ เนื่องจากเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH มีค่าไม่ถึง 50 เปอรเ์ซ็นต์   การที่ไม่สามารถ

วัดเปอรเ์ซ็นต์การยับยัง้อนุมลูอสิระ DPPH ได้ถึง 50 เปอร์เซ็นต์นั้น อาจเป็นเพราะในการทดสอบ

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ DPPH ต้องน าโปรตีนไฮโดรไลเซทมาท าปฏิกิริยากบั DPPH ที่ละลายอยู่ในตัว

ท าละลายอินทรีย์  เมทานอล อาจสง่ผลต่อโครงสร้างของโปรตีนหรือสารทีม่ีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระทีม่ี

อยู่ในไฮโดรไลเซท ท าให้สารต่างๆ เหล่าน้ันมโีครงสร้างที่ไม่เหมาะสมกบัการท าหน้าทีเ่ป็นสารต้าน

อนุมูลอสิระ ส่งผลให้ฤทธ์ิการยบัยั้งอนมุูลอสิระ DPPH มีค่าลดลงจนไมส่ามารถน าไปค านวณค่า 

IC50 ได ้

จากผลการทดลองที่ได้ในตารางที่ 4.2 พบว่าปาเปนไฮโดรไลเซทสามารถยบัยั้งอนมุูล

อิสระ DPPH ได้  แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อน าปาเปนไฮโดรไลเซทเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยบัยั้ง

อนุมูลอสิระ DPPH กับวิตามินซทีี่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวกพบว่า ปาเปนไฮโดรไลเซทมีประสิทธิภาพ

ในการยับยัง้ DPPH ต่ ากว่าวิตามินซี  ในทางตรงกันข้าม เพปซิน-แพนครีเอทินไฮโดรไลเซทมี

ประสิทธิภาพในการยบัยั้งอนมุูลอสิระ ABTS ที่ดีกว่าวิตามินซีที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (ตารางที ่

4.1)  ดังนั้น การท าโปรตีนไฮโดรไลเซทใหบ้รสิุทธ์ิด้วยเทคนิคอัลตราฟลิเทรชัน (Ultrafiltration) จะ

เลือกจากผลของโปรตีนไฮโดรไลเซทต่อการยบัยั้งอนมุูลอสิระ ABTS โดยโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ได้

จากการยอ่ยด้วยเอนไซมเ์พปซินกบัเอนไซม์แพนครเีอทิน ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อ

ปริมาตร) จะถูกน าไปท าให้บรสิุทธ์ิด้วยเทคนิคอัลตราฟลิเทรชัน โดยใช้เมมเบรนคัดแยกตามน้ าหนกั

โมเลกุลขนาดต่างๆ ได้แก่ เมมเบรนคัดแยกสารที่มีขนาดมากกว่า 10 กิโลดาลตัน เมมเบรนคัดแยก

สารทีม่ีขนาด 10 ถึง 5 กิโลดาลตัน เมมเบรนคัดแยกสารทีม่ีขนาด 5 ถึง 3 กิโลดาลตัน เมมเบรนคัด

แยกสารที่มีขนาด 3 ถึง 0.65 กิโลดาลตัน และ เมมเบรนคัดแยกสารทีม่ีขนาดน้อยกว่า 0.65 กิโล-

ดาลตัน  จากนั้น น าส่วนของโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ผ่านเมมเบรนคัดแยกสารตามขนาดต่างๆ ที่

เรียกว่า อัลตราฟิลเทรต (Ultrafiltrate) ไปทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งอนุมลูอสิระ ABTS และอนุมลูอสิระ 

DPPH ต่อไป 
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4.1.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของอัลตราฟิลเทรต 

เมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์เพปซินกับ

แพนครีเอทินที่ใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ 5 เปอร์เซ็นต์ (มวลตอ่ปรมิาตร) ไปผ่านเทคนิคการท าโปรตีน

ให้บรสิุทธ์ิอลัตราฟลิเทรชัน ด้วยการกรองผ่านเมมเบรนคัดแยกสารตามขนาดโมเลกลุต่างๆ จะได้

ออกมาเป็นอลัตราฟลิเทรต (Ultrafitrate) ทั้งหมด 5 ตัวอย่างที่แบ่งตามน้ าหนักโมเลกลุ คือ อัลตรา

ฟิลเทรตทีม่ีน้ าหนกัโมเลกลุมากกว่า 10 กิโลดาลตัน (UF-1) อัลตราฟลิเทรตที่มีน้ าหนักโมเลกลุ 10 

ถึง 5 กิโลดาลตัน (UF-2) อัลตราฟลิเทรตที่มีน้ าหนกัโมเลกลุ 5 ถึง 3 กิโลดาลตัน (UF-3) อัลตราฟลิ

เทรตที่มีน้ าหนกัโมเลกุลตัง้ 3 ถึง 0.65 กิโลดาลตัน (UF-4) และอลัตราฟลิเทรตที่มีน้ าหนกัโมเลกุล

น้อยกว่า 0.65 กิโลดาลตัน (UF-5) จากนั้น น าอัลตราฟลิเทรตทั้ง 5 ตัวอย่างไปทดสอบฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอสิระกับ DPPH พบว่าไม่สามารถหาค่า IC50 ของอลัตราฟิลเทรตทั้ง 5 ตัวอย่างต่อการยับยัง้

อนุมูลอสิระ DPPH ได ้ เนื่องจากการยบัยั้งอนมุูลอสิระ DPPH มีค่าไม่ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที ่

4.3)  เมื่อน าอัลตราฟลิเทรตทั้ง 5 ตัวอย่างไปทดสอบฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอสิระ ABTS พบว่าอัลตราฟลิ

เทรตทั้ง 5 ตัวอย่างมีความสามารถยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS ได้อย่างมีประสทิธิภาพ (ตารางที่ 4.3) 

โดยพบว่าเมื่อโมเลกลุของสารที่อยู่ในอลัตราฟลิเทรตมีขนาดเล็กลงจะท าให้ฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอิสระ 

ABTS มีประสทิธิภาพเพิ่มมากขึ้น   จากตารางที่ 4.3 จะเห็นได้ว่า อัลตราฟลิเทรตทีม่ีน้ าหนัก

โมเลกุลนอ้ยกว่า 0.65 กิโลดาลตันมีค่า IC50 ต่ าสุดโดยมีค่า IC50 ของการยบัยั้งอนมุูลอสิระ ABTS 

เท่ากับ 3.35 ± 0.05 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร 

   จากการเปรียบเทียบค่า IC50 ต่อการยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS ของ UF-5 เทียบกับ 

UF-1 พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตทิี่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์   

อย่างไรก็ตาม แม้ว่า UF-5 มีค่า IC50 ต่ าสุดในการยับยัง้อนมุูลอสิระ ABTS แต่พบว่าเมื่อน าค่าเฉลี่ย 

IC50 ของ UF-5 เปรียบเทียบกบั UF-2, UF-3 และ UF-4 ต่อการยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS พบว่าไม่มี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์ จากข้อมลูเหล่าน้ี

แสดงใหเ้ห็นว่า ขนาดหรือน้ าหนักโมเลกุลของสารทีเ่ป็นองค์ประกอบอยู่ในอลัตราฟลิเทรต มผีลต่อ

การออกฤทธ์ิยับยั้งอนมุูลอสิระ ABTS 
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ตารางท่ี 4.3 ค่า IC50 ของอลัตราฟลิเทรตต่อการยับยัง้อนุมลูอิสระ ABTS และ DPPH 

ตัวอย่าง 
ขนาดของสาร 

(กิโลดาลตัน) 

ความเข้มข้นของโปรตีนในอัลตราฟลิเทรตทีส่ามารถยับยั้ง

อนุมูลอสิระใหล้ดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50)  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  

ABTS DPPH 

UF-1 > 10 4.37±0.01b มากกว่า 150 

UF-2 10 ถึง 5 3.52±0.03a มากกว่า 150 

UF-3 5 ถึง 3 3.43±0.06a มากกว่า 150 

UF-4 3 ถึง 0.65 3.39±0.06a มากกว่า 150 

UF-5 < 0.65 3.35±0.05a มากกว่า 150 

กรดแอสคอร์บกิ 138±0.35c 20.50±0.10 

ข้อมูลในตารางที่ 4.3 แสดงอยู่ในรปูของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด 

(Standard error) ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) ของค่าเฉลี่ย IC50 

กรดแอสคอร์บกิหรือวิตามินซเีป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) 

จากรายงานของ Cai et al. (2015) ที่ศึกษาฤทธ์ิการก าจัดอนุมูลอสิระของเพปไทดท์ี่ได้

จากการยอ่ยโปรตีนจากปลาเฉา (Ctenopharyngodon idella) ด้วยเอนไซม์อลัคาเลส ซึง่ได ้

เพปไทด์ 3 สาย คือ Pro-Trp-Ser-Phe-Lys, Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Leu และ Val-Gly-Gly-Arg-

Pro ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกลุ 0.64, 0.62 และ 0.48 กิโลดาลตนั ตามล าดับ  เมื่อน ามาทดสอบกบัอนมลู

อิสระ DPPH พบว่าเพปไทด์ทั้ง 3 สายนี้มีความสามารถในการก าจัดอนุมลูอิสระ โดยมีความเข้มข้น

ต่ าสุดที่สามารถยับยัง้อนุมลูอสิระ DPPH 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 1.57 x 109, 2.25 x 109 และ 

2.91 x 109 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร ตามล าดับ และยงัมีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอสิระ 

ABTS โดยมีความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS 50 เปอร์เซ็นต์ เป็น 1.80 x 108, 

3.28 x 108 และ 4.60 x 108 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบกบัประสทิธิภาพ

ในการยับยัง้อนุมลูอิสระ ABTS ของเพปไทด์ที่ได้จากปลาเฉาและอลัตราฟลิเทรตจากสาหร่ายพวง

องุ่น พบว่าอัลตราฟลิเทรตที่ไดจ้ากจากสาหร่ายพวงองุน่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมลูอิสระ 

ABTS สูงกว่าเพปไทด์จากปลาเฉา ในขณะที่เพปไทด์จากปลาเฉาสามารถยับยัง้อนุมลูอสิระได้ทั้ง 2 

ชนิด คือ อนุมูลอิสระ ABTS และ อนุมลูอิสระ DPPH 
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ในท านองเดียวกัน Chi et al. (2015) ได้ศึกษาฤทธ์ิของเพปไทด์ 2 สายที่ได้จากโปรตีน

ไฮโดรไลเซทจากหอยแครง คือ Trp-Pro-Pro (BCP-A) และ Gln-Pro (BCP-B) ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกลุ 

0.40 และ 0.24 กิโลดาลตัน ตามล าดับ ต่อการยับยัง้อนุมลูอิสระ ABTS จากผลการทดลองพบว่า 

BCP-A สามารถยับยั้งอนมุูลอิสระ ABTS ได้อย่างมีประสทิธิภาพ โดยมีค่า IC50 ของ BCP-A ต่อ 

ABTS เพียง 2.75 x 103 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร   นอกจากนี ้ยังพบว่า BCP-A สามารถยับยั้งอนุมลู

อิสระ DPPH อนุมูลอิสระไฮดรอกซลิ ซุปเปอร์ออกไซด์ และการเกิดลิพิดเพอรอกซเิดชันได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ   เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยบัยั้งอนุมูลอสิระ ABTS ของอลัตราฟลิเทรต

จากสาหร่ายพวงองุ่นกบัเพปไทดจ์ากหอยแครง พบว่า อัลตราฟิลเทรตจากสาหร่ายพวงองุ่นสามารถ

ยับยั้งอนุมลูอสิระ ABTS ได้ดีกว่าเพปไทด์จากหอยแครง  

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบกบัการศึกษาที่ได้กล่าวมาข้างต้นแสดง

ให้เห็นว่า องค์ประกอบของกรดอะมโินที่พบในโมเลกลุของเพปไทด์ ชนิดของแหล่งโปรตีน เอนไซม์ที่

ใช้ในการย่อยโปรตีน เป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เพปไทด์มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ นอกจากนี ้ ยงัพบว่า 

เพปไทด์ทีม่ีน้ าหนกัโมเลกลุต่ ามีแนวโน้มแสดงให้เห็นฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระที่มปีระสทิธิภาพที่ดีกว่า

เพปไทด์ทีม่ีน้ าหนกัโมเลกลุสูง  จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่า อัลตราฟิลเทรตที่มีน้ าหนักโมเลกุลนอ้ย

กว่า 0.65 กิโลดาลตัน (UF-5) มีค่า IC50 ต่ าสุดในการยบัยั้งอนุมลูอิสระ ABTS   แสดงให้เห็นว่า  

UF-5 ซึ่งประกอบไปด้วยสารที่มีน้ าหนักโมเลกลุต่ า มีความเหมาะสมในการน าไปศึกษาฤทธ์ิทาง

ชีวภาพดังนั้น UF-5 จะถูกน าไปใช้ในการศึกษาฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็ง และศึกษาการ

แสดงออกยีนในวิถีการตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซสิ   สุดท้ายน า UF-5 ไปท าให้บริสทุธ์ิ

ด้วยเทคนิค RP-HPLC และศึกษาล าดับกรดอะมิโนของเพปไทด์ต่อไป 

4.2 ฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งของอัลตราฟิลเทรต-5  

จากการน าอัลตราฟิลเทรตที่มีน้ าหนักโมเลกลุน้อยกว่า 0.65 กิโลดาลตัน (UF-5) ที่มีความ

เข้มข้นของโปรตีนในอลัตราฟลิเทรตเท่ากบั 19.72 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร มาทดสอบความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ (Cytotoxicity testing) ในเซลลม์ะเร็ง 5 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเรง็เต้านมชนิด BT474 

เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 เซลล์มะเร็งตับชนิด Hep-G2 เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 

และ เซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารชนิด KATO-III โดยใช้เซลลป์กติของไฟโบรบลาสทท์ี่เนื้อเยื่อปอด

ชนิด Wi-38 เป็นเซลล์ควบคุม พบว่า UF-5 สามารถยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเรง็ทั้ง 5 ชนิดได้

อย่างประสทิธิภาพ โดย UF-5 ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนในอลัตราฟลิเทรตเท่ากบั 9.86 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร มีฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิดที่มากกว่า 90 เปอรเ์ซ็นต์ 
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โดยพบว่า UF-5 มีฤทธ์ิยับยั้งเซลลม์ะเร็งเต้านมชนิด BT474 เซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 

เซลล์มะเร็งตับชนิด Hep-G2 เซลล์มะเรง็ล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 และเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร

ชนิด KATO-III เท่ากับ 93, 92, 94, 95 และ 96 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ    

เมื่อท าการเจือจาง UF-5 ต่อไปจนเหลอืความเข้มข้นของโปรตีนในอัลตราฟิลเทรตเท่ากับ 1.23 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร UF-5 ก็ยังสามารถแสดงฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล์มะเรง็ได้ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่ง มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 เซลล์มะเรง็ตับชนิด Hep-G2 และ 

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 ถึง 72.22, 71.22 และ 57.10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (รูปที่ 4.1) 

นอกจากนี ้ ยงัพบว่า UF-5 ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนในอัลตราฟลิเทรตเป็น 1.23 ไมโครกรมัต่อ

มิลลิลิตร มีความเป็นพิษต่อเซลลป์กติไฟโบรบลาสท์ของเนือ้เยื่อปอดชนิด Wi-38 ในระดับต่ า โดย

พบว่า UF-5 มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์ปกติชนิดนี้เพียง 23.10 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.1)   จากผลการทดลอง

ข้างต้นช้ีให้เห็นว่า UF-5 สามารถยบัยั้งเซลลม์ะเร็งบางชนิดได้อย่างมีประสทิธิภาพ และมีความเป็น

พิษต่อเซลลป์กติในระดับต่ า    

 

รูปท่ี 4.1 เปอรเ์ซ็นต์การยับยัง้การแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็ง 5 ชนิดและเซลลป์กติของไฟโบบลาสท์ที่

เนื้อเยื่อปอดชนิด Wi-38 ของ UF-5 ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนในอัลตราฟิลเทรตเท่ากับ 1.23 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) ของค่าเฉลี่ย IC50 
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จากการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งของ UF-5 ที่เจอืจางทั้งหมด 9 ระดับ

ความเจือจาง ได้แก่ 2 ,4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 และ 512 เท่า และน าเปอร์เซ็นต์การยบัยั้งการ

แบ่งตัวของเซลล์มะเรง็มาสร้างเป็นกราฟความสัมพันธ์กบัความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 เพื่อทีจ่ะ

ค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนในอัลตราฟิลเทรตทีส่ามารถยับยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเรง็ให้

ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism Version 6.01 พบว่า 

อัลตราฟลิเทรต UF-5 มีฤทธ์ิยับยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งทัง้ 5 ชนิดอย่างมีประสิทธิภาพ 

โดยเฉพาะอย่างยิง่ เซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 เซลลม์ะเร็งตับชนิด Hep-G2 และเซลลม์ะเร็ง

ล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 ที่ใช้ความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 ที่ท าให้เซลล์มะเรง็ลดลง 50 

เปอร์เซ็นต์เท่ากับ 0.77 ± 0.04, 0.71 ± 0.04 และ 0.76 ± 0.02 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ตามล าดับ

(ตารางที่ 4.4)    

ตารางท่ี 4.4 ค่า IC50 ของ UF-5 ต่อการยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล ์

ชนิดของเซลล ์ IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด BT474 1.94±0.03c 

เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 0.77±0.04a 

เซลล์มะเร็งตับชนิด Hep-G2 0.71±0.04a 

เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารชนิด KATO-III 1.31±0.08b 

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 0.76±0.02a 

เซลล์ควบคุมชนิด Wi-38 1.96±0.02c 

ข้อมูลในตารางที่ 4.4 แสดงอยู่ในรปูของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด 

(Standard error) ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) ของค่าเฉลี่ย IC50 

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.4 พบว่า UF-5 สามารถยบัยั้งเซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิดได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ  แต่อย่างไรก็ตาม UF-5 มีความเป็นพิษต่อเซลลป์กติของไฟโบรบลาสต์ทีเ่นื้อเยื่อปอด

ชนิด Wi-38 ด้วย โดยมีค่าความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 ที่ท าให้เซลล์ชนิด Wi-38 มีจ านวนลดลง 

50 เปอรเ์ซ็นต์ เท่ากบั 1.96±0.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ดังนั้น การน า UF-5 ไปใช้ในการรกัษา

ผู้ป่วยมะเรง็จะตอ้งค านึงถึงความปลอดภัยในการใช้และต้องท าการทดสอบความเป็นพิษในคน (Pre-

clinical phase) และการทดสอบทางคลินกิ (Clinical trial) ก่อนการใช้จริง 
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จากการน าเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดภายหลังจากการบม่ด้วย UF-5 มาศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาเปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิดในสภาวะที่ไม่ได้รับ UF-5 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า

เซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิดที่ได้รับ UF-5 มีจ านวนของเซลล์ลดลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเทียบกับเซลลม์ะเร็ง

ในสภาวะปกติ (ตารางที่ 4.5)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่าเพป-

ไทด์มีฤทธ์ิยับยั้งการแบง่ตัวเซลลม์ะเร็งบางชนิด  จากการศึกษาของ Sheih et al. (2010) พบว่า

เพปไทด์ที่ได้จากสาหร่าย C. vulgaris ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น VECYGPNRPQF สามารถยับยั้ง

การแบ่งตัวของเซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารชนิด AGS โดยมีค่าความเข้มข้นของโปรตีนทีส่ามารถ

ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งให้ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 70.7 ไมโครกรัมตอ่มลิลลิิตร   

จากการศึกษาของ Wang and Zhang (2013) ได้ท าการแยกเอาเพปไทด์ CPAP จาก C. 

pyrenoidosa และน าเพปไทด์ที่ได้ไปทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งพบว่า เพปไทด์ 

CPAP สามารถยบัยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเรง็ตับชนิด Hep-G2 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีค่า

ความเข้มข้นของโปรตีนทีส่ามารถยบัยั้งการแบง่ตัวของเซลลม์ะเร็งใหล้ดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) 

เท่ากับ 426 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร   และจากรายงานของ Mao et al. (2016) ที่ได้ศึกษาฤทธ์ิ

ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็งของเพปไทดจ์ากสาหร่ายสแีดง Pyropia haitanensis พบว่า 

เพปไทดจ์ากสาหร่ายสีแดง P. haitanensis มีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็ง 3 ชนิด คือ เซลล์มะเรง็ตับชนิด Hep-G2 เซลลม์ะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 และ

เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 โดยมีค่าความเข้มข้นของโปรตีนทีส่ามารถยบัยั้งการแบง่ตัวของ

เซลล์มะเร็งใหล้ดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) อยู่ระหว่าง 59.09 ถึง 272.67 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร   

นอกจากนี้ Wang and Zhang (2016) ได้ศึกษาฤทธ์ิของเพปไทด์ที่ได้จากสาหร่าย Arthrospira 

platensis พบว่าเพปไทด์ที่ได้จากสาหร่ายชนิดนี้มีฤทธ์ิยบัยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเร็ง 5 ชนิด 

ได้แก่ เซลล์มะเรง็เต้านมชนิด MCF-7 เซลล์มะเรง็ตับชนิด Hep-G2 เซลล์มะเรง็ปอดชนิด A549 

เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารชนิด SGC-7901 และเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด HT-29 โดยมีค่าความ

เข้มข้นของโปรตีนทีส่ามารถยับยั้งการแบง่ตัวของเซลล์มะเรง็ให้ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เท่ากบั

31.25 ถึง 336.57 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 เมื่อท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยบัยั้งเซลล์มะเรง็บางชนิดของ UF-5 กับเพปไทด์ที่

มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเร็งจากสาหร่ายชนิดต่างๆ ที่ได้กล่าวมาข้างต้น พบว่า UF-5 ที่ได้มาจากสาหร่าย

พวงองุ่นมปีระสิทธิภาพทีสู่งกว่าในการยับยัง้เซลล์มะเรง็บางชนิด เช่น เซลล์มะเร็งตับ Hep-G2 โดย

ปริมาณโปรตีนใน UF-5 เพียง 0.71 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตรจะท าให้ Hep-G2 ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางท่ี 4.5 ลักษณะของเซลล์ในสภาวะปกติและเซลล์ที่ได้รับ UF-5 ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ใช้แสง

แบบอินเวิร์ท (Invert microscope) ก าลังขยายภาพ 400 เท่า 

ชนิดของ

เซลล ์

ภาพแสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์

เซลล์ในสภาวะปกต ิ เซลล์ที่ได้รับ UF-5 
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ตารางท่ี 4.5 (ต่อ) ลักษณะของเซลล์ในสภาวะปกติและเซลลท์ี่ได้รับ UF-5 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

ใช้แสงแบบอินเวิร์ท (Invert microscope) ก าลงัขยายภาพ 400 เท่า 

ชนิดของ

เซลล ์

ภาพแสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์

เซลล์ในสภาวะปกต ิ เซลล์ที่ได้รับ UF-5 
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ตารางท่ี 4.5 (ต่อ) ลักษณะของเซลล์ในสภาวะปกติและเซลลท์ี่ได้รับ UF-5 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

ใช้แสงแบบอินเวิร์ท (Invert microscope) ก าลงัขยายภาพ 400 เท่า 

ชนิดของ

เซลล ์

ภาพแสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์

เซลล์ในสภาวะปกต ิ เซลล์ที่ได้รับ UF-5 
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จากข้อมลูในตารางที่ 4.4 แสดงให้เห็นว่า UF-5 สามารถยบัยั้งเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-

K1 เซลลม์ะเร็งตบัชนิด Hep-G2 และ เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

โดย UF-5 มีค่าเฉลี่ยของ IC50 ต่อการยบัยั้งเซลลม์ะเร็งทั้ง 3 ชนิดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิตทิี่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์  แตอ่ย่างไรก็ตาม ในปัจจุบัน พบว่าโรคมะเรง็ที่พบได้ 5 

อันดับแรกของโลก ได้แก่ โรคมะเร็งปอด โรคมะเร็งเต้านม โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ โรคมะเรง็กระเพาะ

อาหาร และ โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก โดยพบว่าในบรรดาผูป้่วยใหม่จ านวน 12.7 ล้านคน พบผู้ป่วย

โรคมะเร็งปอดสูงถึง 1.6 ล้านคน (สถาบันมะเรง็แหง่ชาติ 2560)  จากข้อมูลดังกล่าวช้ีให้เห็นว่า

ประชากรมนุษย์มีความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งปอดเพิม่มากข้ึน  ดังนั้น ในการศึกษาการแสดงของยีน

ที่เกี่ยวข้องกบัการตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส จะเลือกใช้เซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-

K1 เพื่อใช้เป็นตัวอย่างในการศึกษาการตายของเซลลม์ะเร็งแบบอะพอพโทซิสตอ่ไป  

เมื่อพจิารณาค่า IC50 ของโปรตีนใน UF-5 ต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ซึ่งมีค่าเท่ากบั 

0.77 ± 0.04 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร (ตารางที่ 4.4) ในทางปฏิบัติจริงการเตรียมความเข้มข้นของ

โปรตีนใน UF-5 ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 0.77 ± 0.04 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตรนั้นท าได้ยากมาก

เนื่องจากเป็นระดับความเข้นข้นที่ค่อนข้างต่ า ท าให้การทดลองนีม้ีความจ าเป็นต้องทดสอบความ

เป็นพิษของ UF-5 ต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 อีกครั้งหนึ่ง โดยเพิม่ความเข้มข้นเริ่มต้น

ของเซลลม์ะเร็งปอดชนิดนี้ในแต่ละหลมุของไมโครไทเทอรเ์พลท 96 หลุม จากเดิมที่ใช้ความเข้มข้น

เริ่มต้นของเซลล์ในแต่ละหลมุเท่ากับ 5x103 เซลล์ต่อหลมุ จะเพิ่มเป็น 1x104 เซลล์ต่อหลมุ ซึ่งจะท า

ให้ได้ค่า IC50 ของโปรตีนใน UF-5 ที่มีต่อเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 มีค่าเพิ่มข้ึน จากการ

ทดสอบความเป็นพิษของ UF-5 ต่อเซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 ครั้งนี้พบว่า UF-5 มีค่า IC50 

ของโปรตีนใน UF-5 ที่ท าให้เซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 8.18 ± 

0.23 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร และเมื่อเทียบกับยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษาโรคมะเรง็ Doxorubicin 

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร พบว่ายาชนิดนี้ต้องใช้ความเข้มข้นสูงถึง 84.80 ± 4.4 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตรในการท าให้เซลละเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 มีจ านวนเซลล์ลดลง 50 

เปอร์เซ็นต์ แสดงใหเ้ห็นว่า UF-5 สามารถยับยั้งเซลล์ CHAGO-K1 ไดด้ีกว่ายา Doxorubicin 
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4.3 การแสดงออกยนีที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 

การทดลองในครัง้นี้ใช้เซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 เพื่อเป็นตัวอย่างในการศึกษาการ

แสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวข้องกบัการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ การทดลองนีจ้ะใช้เซลล์มะเรง็

ปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ได้รับ UF-5 โดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 ที่สามารถยบัยั้งการ

แบ่งตัวเซลลม์ะเร็งชนิดนี้ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) มาศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกบัการ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ  ท าการเกบ็เกี่ยวเซลลม์ะเรง็ที่ได้รบั UF-5 มาสกัดอารเ์อ็นเอ

ทั้งหมด (Total RNA) ด้วยชุดสกัด PureLinkTM RNA Mini kit (Invitrogen, USA)  จากนั้น น า 

RNA ที่สกัดได้ไปเปลี่ยนเป็นคอมพลเีมนทารีดีเอ็นเอหรือดเีอ็นเอคู่สม (Complementary DNA, 

cDNA) ด้วยชุด Precision nanoScript2 Reverse Transcription Kit (PrimerDesign, UK)    

cDNA ที่ได้ออกมาจากกระบวนการดงักล่าวจะถูกน าไปศึกษาการแสดงออกยีนที่เกี่ยวข้องการตาย

ของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ โดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในสภาพจริง (Quantitative 

real-time polymerase chain reaction, qPCR)   การทดลองนี้ได้ท าการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกบั

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิทั้งหมด 3 ยีน ได้แก่ BCL2 apoptosis regulator (BCL2), 

Cathepsin S (CTSS) และ MAP kinase activating death domain (MADD)    

4.3.1 ผลการสกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 

จากการน าโปรตีนใน UF-5 ที่มีความเข้มข้น 8.18 ± 0.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่ง

เป็นความเข้มข้นทีท่ าใหเ้ซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 มีจ านวนลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) นี้ไป

ทดสอบกับเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 โดยให้เซลลม์ะเร็งปอดชนิดนี้ได้รับ UF-5 ที่ค่า IC50 

เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง  จากนั้น ท าการสกัดอาร์เอ็นเอทัง้หมดจากเซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 

ด้วยชุดสกัด PureLinkTM RNA Mini kit   อาร์เอ็นเอที่ได้จากเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ใน

สภาวะต่างๆ ได้แก่ อาร์เอ็นเอทีส่กัดได้จากเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ในสภาวะปกติ 

(ควบคุม) เซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ได้รับยา Doxorubicin 84.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

และ CHAGO-K1 ที่ได้รับ UF-5 ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 8.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะ

ถูกน าไปวัดความเข้มข้นของอารเ์อ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer และ

ตรวจสอบคุณภาพของอารเ์อ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซสิ จากผลการทดลองพบว่า

เซลล์ CHAGO-K1 ในสภาวะปกติ เซลล์ CHAGO-K1 ที่ได้รับ Doxorubicin และ เซลล์ CHAGO-K1 

ที่ได้รับ UF-5 มีความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอเท่ากบั 267.23 ± 0.32, 228.86 ± 1.01 และ 233.87 

± 0.20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ (ตารางที่ 4.6) 
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ตารางท่ี 4.6 ความเข้มข้นและคุณภาพของอาร์เอ็นเอที่ได้จากเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ใน

สภาวะต่างๆ  

ตัวอย่าง 
ความเข้มข้นอาร์เอ็นเอ  

(นาโนกรมัต่อไมโครลิตร) 
A260/A230* A260/A280** 

CHAGO-K1 สภาวะปกต ิ 267.23±0.32 1.92±0.01 2.07±0.01 

CHAGO-K1 ที่ได้รับ Doxorubicin 228.86±1.01 2.14±0.01 2.06±0.01 

CHAGO-K1 ที่ได้รับ UF-5 233.87±0.20 1.82±0.01 2.08±0.01 

ข้อมูลในตารางที่ 4.6 แสดงอยู่ในรปูของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด 

(Standard error)  

*ค่า A260/A230 เป็นค่าทีบ่่งบอกถึงความบรสิุทธ์ิของอาร์เอ็นเอ อาร์เอ็นเอที่มีความบรสิุทธ์ิและเป็นที่

ยอมรบัให้ใช้ในการทดลองจะต้องมีค่าอัตราส่วน A260/A230 ที่มากกว่า 1.7 ข้ึนไป 

**ค่า A260/A280 เป็นค่าที่บง่บอกถึงความบริสทุธ์ิของอารเ์อน็เอ อารเ์อ็นเอที่มีความบริสทุธ์ิและเป็น

ที่ยอมรบัให้ใช้ในการทดลองจะต้องมีค่าอัตราส่วน A260/A280 ไม่ต่ ากว่า 1.8 ถึง 2.2 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) เป็นค่าที่ใช้ตรวจวัดปรมิาณ

ของกรดนิวคลีอกิที่มอียู่ในตัวอย่าง อาศัยหลกัการที่ว่า โครงสร้างของกรดนิวคลีอิกจะมีไนโตรจีนสั-

เบสเป็นองค์ประกอบ  ไนโตรจีนัสเบสคือเบสทีม่ีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบและมีโครงสร้างเป็นวง

แหวนอะโรมาติก โดยสามารถดูดกลืนแสงได้สูงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  ความเข้มข้นของ

อาร์เอ็นเอจะใช้ค่า A260 ที่วัดได้ เทียบกับ Extinction coefficient ของอาร์เอ็นเอ โดยก าหนดให้

เมื่อวัดค่า A260 ได้เท่ากับ 1 อาร์เอ็นเอจะมีความเข้มข้นเป็น 40 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร  ในการ

ทดลองนี้ ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอสามารถตรวจสอบไดด้้วยเครื่อง  Nanodrop ND-1000 

spectrophotometer  

นอกจากนี้ ความบริสทุธ์ิอาร์เอ็นเอต้องพจิารณาจากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

280 นาโนเมตร (A280) และ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร (A230) ด้วย   การ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เป็นการตรวจสอบปริมาณโปรตีนที่มีอยู่ในตัวอย่าง 

โดยอาศัยหลกัการที่ว่า กรดอะมโินที่มอียู่ในโปรตีนที่มีแขนงข้างเป็นสารประกอบอะโรมาติก เช่น 

ทริปโตเฟน ฟีนิลอะลานีน และ ไทโรซีน สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรได้ดี 

นอกจากนี้ การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร สามารถตรวจสอบปริมาณสารประกอบ

อินทรีย์ทีม่ีฟีนอลเป็นองค์ประกอบบางชนิดได้  ดังนั้น อัตราส่วนของ A260/A280 เป็นค่าที่บง่ช้ีว่ามี
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โปรตีนหรือตัวท าละลายอินทรีย์ที่มฟีีนอลเป็นองค์ประกอบปนเปือ้นอยู่ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอหรือไม่ 

โดยทั่วไป ค่าอัตราส่วน A260/A280 ที่ยอมรับให้ใช้ในการทดลองทางวิทยาศาสตร์จะต้องมีค่าไม่ต่ า

กว่า 1.8 ถึง 2.2   การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร เป็นการตรวจสอบสารอินทรีย์

ชนิดต่างๆ ที่อาจพบได้ในตัวอย่าง เช่น ฟีนอล, TRIzol RNA Isolation Reagents และ 

Chaotropic salts  นอกจากนี้ ยังพบว่าพันธะเพปไทด์ (Peptide bond) ที่อยู่ในโปรตีนสามารถ

ดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 200 ถึง 230 นาโนเมตรได้   ดังนั้นค่า  A260/A230 เป็นค่าที่บ่งช้ีว่า

มีโปรตีนหรือตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการสกัดอารเ์อ็นเอปนเปือ้นอยู่ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอหรือไม่

โดยทั่วไป ค่าอัตราส่วน A260/A230 ที่ยอมรับให้ใช้ในการทดลองทางวิทยาศาสตร์จะต้องมีค่าไม่ต่ า

กว่า 1.7 (Desjardins and Conklin 2010) 

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.6 พบว่าอารเ์อ็นเอที่ได้จากเซลล์ CHAGO-K1 ในสภาวะ

ปกติ เซลล์ CHAGO-K1 ที่ได้รับ Doxorubicin และ เซลล์ CHAGO-K1 ที่ได้รับ UF-5 มีค่า 

A260/A230 เท่ากับ 1.92±0.01, 2.14±0.01 และ 1.82±0.01 ตามล าดับ และ มีค่า A260/A280 เท่ากับ 

2.07±0.01, 2.06±0.01 และ 2.08±0.01 ตามล าดับ จากผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นถึง

คุณภาพของอาร์เอเ็อทีส่กัดได้จากเซลล์ CHAGO-K1 ในสภาวะต่างๆ ว่าเป็นที่ยอมรบัใหส้ามารถ

น าไปใช้ในการทดลองทางวิทยาศาสตร์ได้   แต่อย่างไรก็ตาม การพิจารณาความบรสิุทธ์ิหรือคุณภาพ

ของอารเ์อ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer เพียงอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอ 

จ าเป็นต้องตรวจสอบคุณภาพของอารเ์อ็นเอที่ได้จากเซลล์ CHAGO-K1 ในสภาวะต่างๆ ด้วยเทคนิค 

อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรซีิส พบว่าบนเจลแถวที่ 2, 3 และ 4 มีแถบของไรโบโซมอลอารเ์อ็นเอ็นเอ 

(rRNA) 2 แถบ ที่มีขนาดประมาณ 1400 และ 2100 คู่เบส เมื่อเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐาน 

GeneRulerTM 1 kb plus DNA ladder  (รูปที่ 4.2)   
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รูปท่ี 4.2 แถบของอารเ์อ็นที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซสิ แถวที่ 1 คือ 

GeneRulerTM 1 kb plus DNA ladder แถวที่ 2 คือ RNA ที่สกัดจากเซลล์ในสภาวะปกติ แถวที่ 3 

คือ RNA ที่สกัดจากเซลล์ CHAGO-K1 ที่ได้รับ Doxorubicin และ แถวที่ 4 คือ RNA ที่สกัดจาก

เซลล์ CHAGO-K1 ที่ได้รับ UF-5 

จากรปูที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากเซลล์ CHAGO-K1 ใน

สภาวะต่างๆ ว่าไม่มีการปนเปื้อนของจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ท าให้ตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่ได้

จากเซลล์ CHAGO-K1 ในสภาวะต่างๆ มีความเหมาะสมในการน าไปเปลี่ยนเป็น cDNA ต่อไป  เมื่อ

ท าการเปลี่ยน RNA ที่ได้ไปเป็น cDNA จะใช้ cDNA ในการศึกษาการแสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวข้อง

กับการตายของเซลล์มะเรง็แบบอะพอพโทซิส   ดังนั้น จากการทดลองในหัวข้อนี้จะท าให้ได้ตัวอย่าง

ของ cDNA ทั้งหมด 3 ตัวอย่าง ได้แก่ 1) cDNA ที่ได้มาจาก RNA ที่สกัดจากเซลลม์ะเร็งปอดชนิด 

CHAGO-K1 ที่เลี้ยงในสภาวะปกติที่ไม่ได้รับ UF-5 หรอืยา Doxorubicin (CDC) 2) cDNA ที่ได้มา

จาก RNA ที่สกัดจากเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่เลี้ยงในสภาวะทีม่ียา Doxorubicin ความ

เข้มข้น 84.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (CDD) และ 3) cDNA ที่ได้มาจาก RNA ที่สกัดจาก

เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มี UF-5 ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 

เท่ากับ 8.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (CDU)   ตัวอย่าง CDC, CDD และ CDU จะถูกน าไปศึกษาการ

แสดงออกของยีนในวิถีการตายของเซลลม์ะเร็งแบบอะพอพโทซสิต่อไป  
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4.3.2 ผลการแสดงออกของยีนในวิถีการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส 

ในงานวิจัยน้ี ศึกษาการแสดงออกยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ

ทั้งสิ้น 3 ยีน คือ BCL2 apoptosis regulator (BCL2), Cathepsin S (CTSS) และ MAP kinase 

activating death domain (MADD) โดยใช้ยีน Beta actin (ACTB) เป็นยีนควบคุม หรือ 

Housekeeping gene  เมื่อน าตัวอย่าง cDNA ของเซลล์ CHAGO-K1 ที่ได้จากหัวข้อ 4.3.1 ไปเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอของยีนต่างๆ ด้วยเทคนิคปฏิกริิยาลกูโซพ่อลเิมอเรสโดยใช้เครื่อง  MyGo Pro Real-

time PCR Cycler (IT-IS International Ltd, UK)  และน าค่า Cycle threshold (Ct) ของยีนใน

วิถีอะพอพโทซสิทัง้ 3 ยีน รวมถึงยีน Beta actin ที่ใช้เป็น Housekeeping gene ไปค านวณระดับ

การแสดงออกของยีน (Relative gene expression) ตามวิธีการของ Livak and Schmittgenm 

(2001) โดยก าหนดให้ยีนทีม่ีการแสดงออกของยีนเท่ากบั 1 หมายความว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลง

ระดับการแสดงออกของยีน ยีนที่มีระดบัการแสดงออกของยีนที่มีค่ามากกว่า 1 หมายความว่า มกีาร

แสดงออกยีนเพิม่มากข้ึน (Up-regulation) และ ยีนที่มีระดับการแสดงออกของยีนทีม่ีค่าน้อยกว่า 1 

หมายความว่า มีการแสดงออกของยีนลดลง (Down-regulation)   จากผลการทดลองพบว่า CDU 

มีระดับการแสดงออกของยีน Cathepsin S (CTSS) ในระดับทีส่งูมาก โดยพบว่ามีระดบัการ

แสดงออกของยีนสัมพัทธ์ (Relative gene expression) สูงถึง 6.54±0.24 (รูปที่ 4.3)  ในขณะที่

ยีน BCL2 และ ยีน MADD ของตัวอย่าง CDU มีระดับการแสดงออกของยีนในระดับต่ า โดยมรีะดับ

การแสดงออกของยีนเท่ากับ 0.34±0.10 และ 0.29±0.04 ตามล าดับ (รูปที่ 4.3)    
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รูปท่ี 4.3 ระดับการแสดงออกของยีนสมัพัทธ์ (Relative gene expression) ของยีนที่เกี่ยวข้องกับ

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิในเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1   CDC คือ ตัวอย่าง cDNA 

ที่ได้มาจาก RNA ที่สกัดจากเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่เลี้ยงในสภาวะปกติที่ไม่ได้รบั UF-5 

หรือยา Doxorubicin   CDD คือ ตัวอย่าง cDNA ที่ได้มาจาก RNA ที่สกัดจากเซลลม์ะเร็งปอดชนิด 

CHAGO-K1 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มียา Doxorubicin ความเข้มข้น 84.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 

CDU คือ ตัวอย่าง cDNA ที่ได้มาจาก RNA ที่สกัดจากเซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 ที่เลี้ยงใน

สภาวะที่มี UF-5 ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 เท่ากบั 8.18 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร   

จากผลการดังกล่าวช้ีให้เห็นว่าเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 เมื่อได้รับ UF-5 ที่มี

ความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 เท่ากับ 8.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นทีท่ าให้

เซลล์มะเร็งชนิดนี้ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ มีผลท าให้เกิดการแสดงออกของยีน CTSS เพิ่มมากขึ้น 

(CTSS up-regulation)   มีรายงานว่าเมื่อเกิดกระบวนการแปลรหสัของยีน CTSS จะได้โปรตีนทีม่ี

ช่ือว่า Cathepsin S โดยโปรตีนชนิดนี้ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนทีอ่ยู่ในไลโซโซมและจะถูก

ปล่อยออกมาจากไลโซโซมมายังไซโทซอลเมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะเครียด หรือได้รับสัญญาณเหนี่ยวน า

การตายเชิงซ้อน (Death inducing signaling complex, DISC) ส่งผลใหเ้ยื่อหุ้มของไลโซโซมมี

ความสามารถในการซึมผ่าน (Lysosomal membrane permeabilization) ของสารภายใน

ออกมายังไซโทซอลเพิ่มมากขึ้น  Cathepsin S เป็นเอนไซม์โปรตีเอสจากไลโซโซมที่มีความสามารถ

ไปตัดสายเพปไทด์บางส่วนของโปรตีนที่ช่ือว่า BCL-2 interacting death domain (Bid) ซึ่งโปรตีน 
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Bid เป็นโปรตีนทีส่่งเสริมให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ  เมื่อโปรตีน Bid ถูกตัดเพปไทด์

บางส่วนออกจากโมเลกลุ จะได้เป็นโปรตีนที่มสีายสั้นลงเรียกว่า Truncated BCL-2 interacting 

death domain (tBid) ที่สามารถไปกระตุ้นการซึมผ่านของสารที่อยู่ภายในไมโทคอนเดรียผ่านเยือ่

หุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย (Mitochondrial outer membrane permeabilization) ให้เพิม่

มากขึ้น ส่งผลให้มีการปลดปล่อยโปรตีน Cytochrome C ออกมาสูบ่รเิวณไซโทซอล จากนั้น 

Cytochorme C จะไปรวมตัวกบัโปรตีนที่ช่ือว่า Apaf-1 (Apoptosis protease activating 

factor-1) เกิดเป็น Apoptosome ที่จะไปกระตุ้นให้โปรเอนไซม์แคสเพส-9 เปลี่ยนเป็นเอนไซม์แคส

เพส-9 ที่พร้อมท างาน และเอนไซม์แคสเพส-9 จะไปกระตุน้โปรเอนไซม์แคสเพส-3 ให้เป็นแคสเพส-

3 ที่พร้อมท างานอีกทอดหนึง่  จากนั้น เอนไซม์แคสเพส-3 ที่พร้อมท างานจะไปย่อยสลายโปรตีน

หรือองค์ประกอบทีส่ าคัญของเซลล์ตอ่ไป สง่ผลใหเ้ซลลเ์กิดการตายแบบอะพอพโทซสิ (Stoka et 

al. 2005)  จากผลการทดลองครัง้นี้แสดงให้เห็นว่า UF-5 สามารถกระตุ้นให้เซลล์มะเร็งปอดชนิด 

CHAGO-K1 มีการตายแบบอะพอพโทซสิโดยเหนี่ยวน าใหเ้กิดการแสดงออกของยีน CTSS เพิ่ม

สูงข้ึน และไปกระตุ้นใหเ้กิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสผ่านวิถีภายในหรือวิถีไมโทคอนเดรีย 

(Intrinsic or mitochondrial pathway)  

นอกจากนี้ ยังพบว่า เซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 ที่เลี้ยงในสภาวะทีม่ี UF-5 ที่มี

ความเข้มข้นของโปรตีนใน UF-5 เท่ากบั 8.18 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (CDU) มีระดบัการแสดงออก

ของยีน BCL2 ในระดับต่ า โดยมีระดบัการแสดงออกของยนีชนิดนี้เพียง 0.34±0.10 (BCL2 down-

regulation) (รูปที่ 4.3)  ยีน BCL2 เมื่อเกิดการแปลรหัสออกมาจะได้โปรตีนที่ท าหน้าทีเ่ป็นตัว

ยับยั้งไม่ใหเ้กิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ ได้แก่ โปรตีน Bcl-2  โดย Bcl-2 มีหน้าที่ยับยัง้

การท างานของโปรตีนทีส่่งเสริมให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ เช่น โปรตีน Bid โปรตีน 

BCL-2 associated X protein (Bax) และ โปรตีน BCL-2 antagonist killer (Bak) ให้อยู่ในรูปที่

ไม่พร้อมท างานอยู่ตลอดเวลา (Tsujimoto 1998)  จากการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า UF-5 สามารถ

ยับยั้งการท างานของยีน BCL2 ให้มรีะดับของการแสดงออกยีนชนิดนี้ลดลง ส่งผลให้เซลล์มะเรง็

ปอดชนิด CHAGO-K1 สามารถเกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสได้  

เมื่อพจิารณาผลของ UF-5 ต่อการแสดงออกของยีน MADD ในเซลลม์ะเร็งปอดชนิด 

CHAGO-K1 พบว่ามีระดบัการแสดงออกของยีนเพียง 0.29±0.04 (MADD down-regulation) (รูป

ที่ 4.3)  จากผลการทดลองดงักล่าวอาจเกิดจากการที่ UF-5 ประกอบไปด้วยสารชนิดต่างๆ รวมถึง

เพปไทด์ทีม่ีขนาดเล็กกว่า 0.65 กิโลดาลตัน ท าให้สารที่อยู่ใน UF-5 ซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ได้ง่าย 

ดังนั้น เพปไทดห์รือสารชนิดอื่นๆ ที่มีฤทธ์ิกระตุ้นใหเ้กดิการตายของเซลลจ์ะเป็นตัวกระตุ้นจาก



91 
 

ภายในเซลล์เป็นหลัก ในขณะที่เมือ่ยีน MADD เมื่อเกิดการแปลรหสัจะไดเ้ป็นโปรตีนทีท่ าหน้าที่เป็น

ตัวรับสญัญาณการตาย (Death receptor) ได้แก่ Type 1 TNF-receptor (TNFR1) ที่รวมอยู่กับ

โปรตีนทีเ่ป็นโมเลกลุดัดแปลง (Adaptor molecule) ที่เรียกว่า TNF receptor-associated 

death domain (TRADD) เกิดเป็นกลุ่มโปรตีนทีเ่รียกว่า Death domain ที่บริเวณเยือ่หุ้มเซลล์  

Death domain จะเกี่ยวข้องกับวิถีการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิโดยอาศัยสญัญาณการตาย

ที่มาจากภายนอกเซลล์มาจบัตัวรับการตาย ท าใหเ้ซลลเ์กิดการตายแบบอะพอพโทซสิ การตายใน

ลักษณะนี้จัดเป็นวิถีการตายแบบภายนอกเซลลห์รือวิถีตัวรบัการตาย (Extrinsic or death 

receptor pathway)  จากผลการทดลองพบว่าเซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ได้รับยา 

Doxorubicin ความเข้มข้น 84.80 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร เพิ่มระดบัการแสดงของยีน MADD ข้ึน

เล็กนอ้ย (MADD up-regulation) โดยมีระดับการแสดงออกของยีนเท่ากับ 1.32±0.02 ในขณะที่

ยีน BCL2 และ CTSS มีระดับการแสดงออกของยีนในระดบัต่ า โดยมีระดับการแสดงของยีนเท่ากบั 

0.68±0.28 และ 0.20±0.04 ตามล าดับ (รูปที่ 4.3) อาจกล่าวได้ว่าเมื่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด 

CHAGO-K1 ได้รับยา Doxorubicin ความเข้มข้น 84.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  จะท าให้เกิดการ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิผ่านวิถีภายนอกหรือวิถีตัวรบัการตาย 

จากรายงานของ Tipgomut et al. (2018) ที่ศึกษาฤทธ์ิของพอลเิพปไทดท์ี่ช่ือว่า 

Melittin ที่แยกมาจากพิษของผึ้ง (Apis mellifera venom) ต่อการยับยัง้การแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 และศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของ

เซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส ได้แก่ ยีน BCL2 และ ยีน MADD พบว่าเซลล์มะเรง็ปอดชนิด 

CHAGO-K1 ที่ได้รับ Melittin เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ และท าให้เซลล์มะเร็งปอด

ชนิดนี้หยุดวัฏจักรของการแบง่เซลล์ไว้ที่ระยะอินเตอร์เฟสในช่วง G1 นอกจากนี้ ยังพบว่าเซลลม์ะเร็ง

ปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ได้รับ Melittin จะมีการแสดงออกของยีน BCL2 ในระดับทีเ่พิ่มข้ึน (BCL2 

up-regulation) ในขณะที่ยีน MADD มีแนวโน้มของระดบัการแสดงออกของยีนทีล่ดลง เมื่อเทียบ

กับเซลล์มะเรง็ปอดชนิด CHAGO-K1 ที่ไม่ได้รับ Melittin  อย่างไรก็ตาม กลไกการควบคุมการ

แสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวกับการตายของเซลล์มะเร็งปอดชนดิ CHAGO-K1 ที่เกิดจากพอลเิพปไทด ์

Melittin ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด 

นอกจากนี้ Wang et al. (2019) ได้ท าการศึกษาฤทธ์ิของเพปไทด์ไฟโบรอินของไหม 

(Silk fibroin peptide, SFP) ที่ได้จากรังไหม (Silkworm cocoons) ต่อการยบัยั้งการแบง่ตัวของ

เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 และ เซลล์มะเร็งปอดชนิด H460  จากการศึกษาพบว่า SFP สามารถ

ยับยั้งเซลล์มะเร็งปอดทั้งสองชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดย SFP สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งปอด 
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H460 โดยท าให้เซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 หยุดชะงักอยู่ในระยะอินเตอร์เฟสในช่วงระยะ S 

ของวัฏจักรเซลล์ และเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส  ยิ่งไปกว่านั้น SFP 

สามารถท าให้เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 มีระดับการแสดงออกยีน BCL2 ที่ลดลง และท าให้ยีนที่

ท าหน้าสร้างโปรตีน Bak ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 มรีะดับการแสดงออกของยีนทีเ่พิ่มมากขึ้น 

จากการทดลองดังกล่าวแสดงใหเ้ห็นว่า SFP มีประสิทธิภาพในการยับยัง้เซลล์มะเรง็ปอดทั้ง 2 ชนิด

โดยเหนี่ยวน าใหเ้กิดการตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส 

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิเป็นรูปแบบการตายของเซลลท์ี่มีความซบัซ้อนมาก 

การควบคุมการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสมีกลไกที่ควบคุมหลากหลายรูปแบบที่ท างานร่วมกัน

อย่างเป็นระบบ ท าให้ต้องมียีนและโปรตีนหลายชนิดที่ควบคุมการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 

เนื่องจากถ้าการควบคุมการตายของเซลล์ในลักษณะนีเ้กิดความผิดปกติ อาจน าไปสู่เหตุการณ์ที่เป็น

อันตรายต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้ เช่น การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิมีนอ้ยเกินไปอาจส่งผลให้

เซลลเ์หล่าน้ันพัฒนากลายเป็นเซลลม์ะเร็ง ถ้าหากมีการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิทีม่ากเกินไป

ก็จะน าไปสู่การเสื่อมของระบบประสาท เป็นต้น  

4.4 ผลการศกึษาการท า UF-5 ให้บริสุทธิ์และการระบุชนิดของเพปไทด์ 

งานวิจัยน้ีได้น า UF-5 มาท าให้บริสทุธิด้วยเทคนิค RP-HPLC และตรวจสอบ UF-5 ที่แยกได้

ด้วยอัลตราไวโอเลตโครมาโทแกรม (Ultraviolet chromatogram) ด้วยโปรแกรม ChromQuest 

(Thermo Scientific, USA)  น าของเหลวทีร่วบรวมได้จากข้ันตอนของ RP-HPLC ที่เรียกว่า 

Chromatographic fraction ไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระและศึกษาล าดับของกรดอะมิโน

ต่อไป 

4.4.1 ผลการท า UF-5 ให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค RP-HPLC 

จากการน า UF-5 ไปท าใหบ้รสิุทธ์ิด้วยเทคนิค RP-HPLC จะได้ Chromatographic 

fraction ออกมาทั้งหมด 6 พีค (Peak) ได้แก่ F1, F2, F3, F4, F5 และ F6 (รูปที่ 4.4) จากนั้น น า 

Chromatographic fraction เหล่าน้ีไปทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ ABTS และอนุมูลอิสระ 

DPPH  จากการทดลองพบว่า Chromatographic fraction ทั้ง 6 พีค สามารถตรวจหาฤทธ์ิยับยั้ง

อนุมูลอสิระ ABTS ได้ แต่ทว่า Chromatographic fraction ทั้ง 6 ตัวอย่างนี้มีฤทธ์ิยับยัง้อนุมลู

อิสระ ABTS ไม่ถึง 3 เปอรเ์ซ็นต์ และเมื่อทดสอบกบัอนมุูลอสิระ DPPH พบว่าสามารถหาฤทธ์ิ

ยับยั้งอนุมลูอสิระ DPPH ได้เท่ากบั 18.22±0.01, 11.51±0.68, 13.92±0.51, 32.67±0.75, 

18.03±0.93 และ 19.77±0.51 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 4.7) 
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รูปท่ี 4.4 อัลตราไวโอเลตโครมาโทแกรม (Ultraviolet chromatogram) ของ UF-5 จากเทคนิค 

RP-HPLC บนคอลัมน์แบบรีเวิรส์เฟส C18 โดยวัดจากการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน

เมตร เฟสเคลื่อนทีป่ระกอบด้วย ตัวท าละลาย A คือ กรดไตรฟลูออโรอะซีติกที่มีความเข้มข้น 0.01 

เปอร์เซ็นต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) และ ตัวท าละลาย B คือ อะซีโตไนไตรล์ทีม่ีความเข้มข้น 70 

เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในกรดไตรฟลอูอโรอะซีติกความเข้มข้น 0.05 เปอรเ์ซ็นต์ 

(ปรมิาตรต่อปรมิาตร) 

ตารางท่ี 4.7 ฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS และ DPPH ของ Chromatographic fraction  

ตัวอย่าง 
ฤทธ์ิยับยั้งอนุมลูอสิระ (เปอร์เซ็นต์) 

ABTS DPPH 

F1 2.32±0.01e 18.22±0.01b 

F2 2.25±0.12e 11.51±0.68d 

F3 2.44±0.77e 13.92±0.51c 

F4 2.35±0.61e 32.67±0.75a 

F5 2.51±0.33e 18.03±0.93b 

F6 2.42±0.46e 19.77±0.51b 

ข้อมูลในตารางที่ 4.7 แสดงอยู่ในรปูของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด 

(Standard error) ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) ของค่าเฉลี่ยเปอรเ์ซ็นต์การยับยัง้อนุมลูอสิระ 

DPPH 
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4.4.2 การระบุชนิดของเพปไทด์ 

จากข้อมลูในตารางที่ 4.7 ตัวอย่าง Chromatographic fraction 3 ตัวอย่าง ได้แก่ F1, 

F4 และ F6 เป็นตัวอย่างทีป่ระสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH  ดังนั้น จงึน า F1, F4 และ 

F6 ไปศึกษาล าดับของกรดอะมิโนด้วยเทคนิค LC-MS และน าข้อมูลในรปูของ Mass spectra ซึ่งมี

ค่าเป็นมวลต่อประจุ (m/z) ไปวิเคราะห์โดยใช้ฐานข้อมลู MASCOT  จากนั้น น าข้อมูลที่วิเคราะห์ได้

ไปสร้างและจัดเรียงล าดับของกรดอะมิโนให้ต่อกันเป็นสายของเพปไทด์ (De novo peptide 

sequencing)   และท าการเปรียบเทียบล าดับที่ได้กับล าดับกรดอะมโินของโปรตีนที่อยู่ในฐานข้อมลู

ของ NCBI โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ในหัวข้อ Protein 

Blast  (Blastp) พบว่าไดล้ าดับกรดอะมิโนที่ได้จาก Chromatographic fraction ชนิด F1 และ F6

จ านวนทั้งหมด 9 เส้น ซึ่งมีความใกลเ้คียงกบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนทีพ่บในสาหร่ายพวงองุ่น 

(Caulerpa lentilifera) ที่เคยรายงานมากอ่น (ตารางที ่4.8)   ล าดับกรดอะมโินของเพปไทดเ์ส้นที่ 

1 ถึง 4 มาจาก F1 และ เส้นที่ 5 ถึง 9 มาจาก F6  เมื่อเปรียบเทียบกบัล าดับของกรดอะมโินที่พบ

ในโปรตีนในสิ่งมีชีวิตที่อยู่ในฐานข้อมลู NCBI พบว่า ล าดับกรดอะมโินของเพปไทดเ์ส้นที่ 1 มีความ

เหมอืน (Identity) กับล าดับกรดอะมิโนในเพปไทดห์รอืโปรตีนของ Caulerpa cliftonii 100 

เปอร์เซ็นต์ และยังมีความเหมือนครอบคลุมทั้งสายของในเพปไทด์หรือโปรตีน (Query cover) ชนิด

นี้ 100 เปอร์เซ็นต์   นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาความเหมือนและครอบคลุมทั้งสายของเพปไทดเ์ส้น

อื่นๆ กับสิ่งมีชีวิตในฐานข้อมลู พบว่าเพปไทด์ที่ได้จาก F1 และ F6 มีความเหมือนหรือสอดคล้องกบั

โปรตีนทีอ่ยู่ในสาหร่ายพวงองุ่นจีนัส Caulerpa sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

ตารางท่ี 4.8 ล าดับกรดอะมิโนของเพปไทด์จากการท า De novo peptide sequencing เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนในสิง่มีชีวิตที่อยู่ในฐานข้อมลู 

NCBI  

เส้นที ่ ล าดับกรดอะมโิน สิ่งมีชีวิตที่ใช้เปรียบเทียบ 
ล าดับกรดอะมโินของโปรตีนที่

เหมอืนกับสิ่งมีชีวิตที่ใช้เทียบ 

ความเหมือน 

(เปอร์เซ็นต์) 

ครอบคลมุทัง้สาย 

(เปอร์เซ็นต์) 
หมายเลขการเข้าถึง 

1 LLGPLGLASHK Caulerpa cliftonii PLGLAS 100 100 YP009306420.1 

2 SVPGATGMPGPPA Caulerpa lentilifera PGPP 100 30 YP009514448.1 

3 GEPGTLGLPGPPA Caulerpa lentilifera GEPGT 100 76 YP009514447.1 

4 DGLLGPLGVGHDK Caulerpa lentilifera LLNPLGV 86 53 YP009514388.1 

5 GGDLAGANPL Caulerpa lentilifera GADPL 80 50 YP009514412.1 

6 GLLGPLGLTGHGA Caulerpa racemosa LGLTGH 100 61 YP009326852.1 

7 RKLGPLGMHHM Caulerpa manorensis RKLGELG 86 63 YP009472868.1 

8 LLGPLGYGTGCCK Caulerpa lentilifera LATLGYGVG 67 69 YP009514407.1 

9 GELGPAGLLCAPNSH Caulerpa lentilifera LLGAALLCA 78 66 YP009514408.1 

เส้นที่ 1 ถึง 4 เป็นล าดับกรดอะมิโนที่ได้จาก Chromatographic fraction F1   เส้นที่ 5 ถึง 9 เป็นล าดับกรดอะมโินทีไ่ด้จาก Chromatographic fraction F6 
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จากข้อมลูในตารางที่ 4.8 พบว่าเพปไทดเ์ส้นที่ 1, 4, 7 และ 9 พบว่ามีกรดอะมิโน 

ฮีสทีดีน (Histidine, H) เป็นองค์ประกอบ มรีายงานว่าเพปไทด์ที่มีฮีสทีดีนเป็นองค์ประกอบสามารถ

แสดงฤทธ์ิยับยัง้อนุมลูอิสระได้เนือ่งจากฮสีทีดีนมีแขนงข้างเป็นลักษณะวงแหวนอิมิดาโซลทีส่ามารถ

เป็นตัวให้โปรตอนหรอืไฮโดรเจนตอมแก่อนุมลูอสิระได้ (Hernández-Ledesma et al. 2005)   

เพปไทดเ์ส้นที่ 1, 4, 5 และ 8 พบกรดแอสปาติก (Aspartic acid, D) และไลซีน (Lysine, K)  มี

รายงานว่า เพปไทด์ทีม่ีกรดแอสปาติกและไลซีนเป็นองค์ประกอบจะสามารถดักจับไอออนของโลหะ

ที่เรง่ปฏิกริิยาการเกิดอนมุูลอสิระได้ ได้แก่ ไอออนของเหล็ก และ ไอออนของทองแดง เป็นต้น 

(Saiga et al. 2003)  นอกจากนี้ ยังพบว่ากรดอะมโินอารจ์นีีน (Arginine, R) ที่พบในเพปไทด์เส้นที ่

7 สามารถเป็นตัวดักจบัไอออนของโลหะทีเ่รง่ปฏิกริิยาการเกิดอนุมูลอิสระได้เช่นกัน (Zhang et al. 

2010)   ลิวซีน (Leucine, L) เป็นกรดอะมโินที่พบในเพปไทด์เกือบทกุเส้น (ตารางที่ 4.8)  จาก

รายงานการศึกษาของ Mendis et al. (2005) พบว่าเพปไทด์ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนทีม่ีสมบัติ

ไฮโดรโฟบกิ ได้แก่ กรดอะมิโนโพรลีน (Proline, P) ลิวซีน (Leucine, L) อะลานีน (Alanine, A) 

ทริปโทเฟน (Tryptophane, W) และ ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine, F) จะมีคุณสมบัตเิป็นตัว

ยับยั้งอนุมลูอสิระได้  ดังนั้น องค์ประกอบของกรดอะมิโนภายในโมเลกลุของเพปไทด์เป็นปจัจัยที่

ส าคัญมากที่ท าใหเ้พปไทด์แสดงคุณสมบัตกิารเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 

 

 



บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรปุผลการวิจัย 

จากการน าสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentilifera) มาย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรตเีอสชนิด

ต่างๆ ได้แก่ โปรตีเอส จ6ี โปรตเีอส จีเอ็น ปาเปน และ เอนไซม์เพปซินร่วมกับแพนครีเอทิน และน า

โปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่นไปศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระและฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็ง สรุปผลการทดลองได้ดังนี ้

1. โปรตีนไฮโดรไลเซทของสาหร่ายพวงองุ่นที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์เพปซิน-แพนครีเอทนิ 

ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์ (มวลตอ่ปรมิาตร) จะได้เพปซิน-แพนครีเอทินไฮโดรไลเซท

ที่สามารถยับยั้งอนุมลูอิสระ ABTS ได้อย่างมีประสทิธิภาพ โดยมีค่าความเข้มข้นของโปรตีนใน

ไฮโดรไลเซทที่สามารถยับยัง้อนุมลูอสิระ ABTS ได ้ 50 เปอรเ์ซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 3.61 ± 0.05 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร และเมื่อเปรียบเทียบค่า IC50 ต่อการยับยั้ง ABTS ของเพปซิน-แพนครีเอทิน

ไฮโดรไลเซทกบัวิตามินซี สรุปไดว่้า เพปซิน-แพนครีเอทินไฮโดรไลเซทมีประสทิธิภาพในการยับยัง้

อนุมูลอสิระ ABTS ไดสู้งกว่าวิตามินซ ี

2. จากการน าเพปซิน-แพนครีเอทินไฮโดรไลเซทไปท าใหบ้รสิุทธ์ิด้วยเทคนิคอัลตราฟลิเทรชัน

ด้วยเมมเบรนคัดแยกสารตามขนาดโมเลกลุขนาดต่างๆ   สรปุได้ดังนี ้ อัลตราฟลิเทรตทุกตัวอย่าง

สามารถยบัยั้งอนมุูลอสิระ ABTS ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง อัลตราฟิลเทรตที่มี

น้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 0.65 กิโลดาลตัน (UF-5) มีค่า IC50 ต่ออนุมูลอิสระ ABTS เท่ากบั 3.35 ± 

0.05 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร แสดงให้เห็นถึงเพปไทด์ทีม่ีน้ าหนักโมเลกุลต่ าจะแสดงฤทธ์ิยับยั้งอนุมลู

อิสระ ABTS ที่สงูข้ึน   

3. จากการศึกษาฤทธ์ิของ UF-5 ต่อการยับยัง้การแบ่งตวัของเซลลม์ะเร็ง 5 ชนิด ได้แก่ 

เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด BT474 เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 เซลล์มะเรง็ตับชนิด Hep-G2 

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW620 และเซลล์มะเรง็กระเพาะอาหารชนิด KATO-III สรุปว่า UF-5 

สามารถยบัยั้งเซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่อย่างไรก็ตาม UF-5 มีความเป็นพิษ

ต่อเซลลป์กติของไฟโบลาสต์ทีเ่นื้อเยื่อปอดชนิด Wi-38 ด้วยเช่นกัน 

4. จากการศึกษาฤทธ์ิของ UF-5 ต่อการท าใหเ้กิดการตายของเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-

K1 โดยการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซสิ
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ทั้งหมด 3 ยีน ได้แก่ BCL2 apoptosis regulator (BCL2) Cathepsin S (CTSS) และ MAP 

kinase activating death domain (MADD) สรปุว่า UF-5 สามารถท าใหเ้ซลลม์ะเร็งชนิดนี้มรีะดับ

การแสดงออกของยีน CTSS สูงข้ึน แสดงใหเ้ห็นว่า เซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 มีการตาย

ของเซลล์แบบอะพอพโทซสิทีเ่กิดจากวิถีภายในหรือวิถีไมโทคอนเดรีย  นอกจากนี้ UF-5 ยังท าให้

เซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 มีระดับการแสดงออกของยีน BCL2 ลดลง โดยยีน BCL2 เมื่อเกิด

การแปลรหัสจะได้ออกมาเป็นโปรตีนทีท่ าหน้าที่ยบัยั้งไม่ให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส 

5. จากการท า UF-5 ให้บรสิุทธ์ิด้วยเทคนิค RP-HPLC และน า Chromatographic fraction ที่

ได้ไปศึกษาล าดับกรดอะมิโนด้วยเทคนิค LC-MS สรุปว่า ได้เพปไทด์ออกมาทัง้หมด 9 เส้นที่มลี าดับ

กรดอะมโินคล้ายคลงึกบัล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่อยู่ในสาหร่ายพวงองุ่น   นอกจากนี้ ยังพบว่า

องค์ประกอบของกรดอะมโินที่อยู่ในเพปไทดจ์ากสาหร่ายพวงองุ่นมบีางเส้นที่มีกรดอะมโินฮีสทีดีน 

กรดแอสปาร์ตกิ ไลซีน อารจ์ีนีน โพรลีน ลิวซีน และ อะลานีน เป็นองค์ประกอบ มีผลต่อการออก

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของเพปไทด ์

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่น โดยการน า

โปรตีนไฮโดรไลเซทไปทดสอบกบัอนุมลูอสิระ ABTS และ DPPH เป็นวิธีการทีส่ะดวก รวดเร็ว และ

ได้ผลการทดลองที่น่าเช่ือถือ   อย่างไรก็ตาม อนุมลูอสิระมอีีกมากมายหลายชนิด และมีกลไกในการ

ท าให้เกิดความเสื่อมสภาพของเซลล์สิง่มีชีวิตที่แตกต่างกัน   ดังนั้น จึงควรท าการศึกษาเกี่ยวกับฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอสิระแบบอื่นๆ เช่น ความสามารถในการรีดิวซเ์ฟอริกไอออน (Ferric reducing power) 

เนื่องจาก เฟอรกิไอออนเป็นไอออนของโลหะที่สามารถเรง่ปฏิกิริยาการเกิดอนุมลูอสิระไฮดรอกซิล

ได้   นอกจากนี้ การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระในงานวิจัยครั้งนี้เป็นการทดสอบในหลอดทดลอง (In 

vitro) อาจท าการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเซทจากสาหร่ายพวงองุ่น

ต่อการต้านอนุมลูอสิระภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตหรือในสัตว์ทดลอง 

2. การศึกษาฤทธ์ิของ UF-5 ต่อการยับยัง้เซลล์มะเรง็ 5 ชนดิ พบว่า UF-5 สามารถยับยัง้

เซลล์มะเร็งทัง้ 5 ชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ  แต่อย่างไรก็ตาม UF-5 สามารถยับยัง้หรือมีความ

เป็นพิษต่อเซลลป์กติของไฟโบรบลาสทท์ี่เนื้อเยื่อปอดชนิด Wi-38 เช่นกัน   ดังนั้น การน า UF-5 ไป

พัฒนาส าหรบัใช้ป็นยารกัษาผู้ป่วยมะเร็งจ าเป็นต้องค านึงถึงความปลอดภัยต่อผูป้่วยด้วย โดยอาจ

ท าการศึกษาฤทธ์ิของ UF-5 เพิ่มเตมิในสัตว์ทดลอง (In vivo) รวมถึงศึกษาความเข้มข้นของโปรตีน

ใน UF-5 ที่สามารถยับยั้งเซลล์มะเรง็ได้ดี และมีความเป็นพษิต่อเซลลป์กติให้น้อยที่สุด 
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3. การศึกษาฤทธ์ิของ UF-5 ต่อการชักน าใหเ้กิดตายของเซลล์มะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1

แบบอะพอพโทซิส อาจท าการศึกษายีนตัวอื่นๆ ทีเ่กี่ยวข้องเพิ่มเตมิ และศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของเซลลท์ี่เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสควบคู่กนัไปด้วย เพื่อเป็นการยืนยันว่าการใช้ UF-5 

สามารถชักน าใหเ้กิดการตายของเซลลม์ะเร็งปอดชนิด CHAGO-K1 แบบอะพอพโทซสิได้ 
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ภาคผนวก ก 

บัฟเฟอร์และสารเคมี 
 

1. ฟอสเฟตบัฟเฟอรซ์าไลน์ พีเอช 7.2 (Phosphate buffer saline, PBS) (pH 7.2) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2.721  กรัม  

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  3.483  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    8.766  กรัม 

โซเดียมเอไซด์ (N3Na)    0.065  กรัม 

น้้ากลั่น      1000   มิลลิลิตร 

เตรียม PBS โดยละลายสารทุกตัวในน้้ากลั่น ปรบัพเีอชให้ได้ 7.2 ด้วยโพแทสเซียม 

ไฮดรอกไซด์ (KOH) และปรับปรมิาตรให้ได้ 1000 มิลลลิิตร ด้วยน้้ากลั่น 

2. การเตรียมสารละลายส้าหรับท้าปฏิกิริยาของ Bradford 

2.1 Bradford stock solution ประกอบด้วย  

เอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ (v/v)  100 มิลลิลิตร  

กรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 88 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 200 มิลลิลิตร  

สี SERVA Blue G     350 กรัม 

2.2 สารละลายส้าหรับท้าปฏิกิริยาของ Bradford ประกอบด้วย 

น้้ากลั่น      85 มิลลิลิตร  

เอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ (v/v)  3  มิลลิลิตร  

กรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 88 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 6  มิลลิลิตร  

Bradford stock solution    6  มิลลิลิตร  

3. สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพซริลไฮดราซิล (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) ความ

เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ประกอบด้วย  

2,2-ไดฟีนิล-1-ไพซรลิไฮดราซลิ (DPPH)  0.004 กรัม  

เมทานอล (CH3OH)     100 มิลลิลิตร  
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4. การเตรียมสารละลายอนมุูลอสิระของ 2,2’-อะซิโน-บิส(3-เอทลิเบนโซไทอะโซลีน-6-ซัลโฟนิกแอ

ซิด (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid, ABTS) 

4.1) เตรียมสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ (สารละลาย A) โดยละลาย 

ABTS 0.096 กรัม ด้วยน้้ากลั่น 25 มิลลลิิตร 

4.2) เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเพอซลัเฟต (K2S2O8) (สารละลาย B) โดยละลาย 

K2S2O8 0.016 กรมั ด้วยน้้ากลั่น 25 มิลลลิิตร  

4.3) สารละลายอนุมลูอิสระ ABTS เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ สารละลาย B บ่ม

ในที่มืดเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง ก่อนน้าสารละลายอนุมลูอสิระ ABTS ไปใช้ ต้องน้าไปเจือจาง

ด้วยน้้ากลั่นให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เท่ากบั 0.7 ± 0.02 

5. การเตรียมสารละลายของเอนไซม์ทริปซินความเข้มข้น 0.05 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ที่มี 

EDTA 0.02 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปรมิาตร) 

5.1) เตรียมโดยการใช้ Trypsin-EDTA stock solution 10X (Sigma-Aldrich, USA) 

ปริมาตร 5 มิลลลิิตร ผสมกับฟอสเฟตบพัเฟอร์ซาไลน์ ปรมิาตร 45 มิลลลิิตร 

5.2) ปรับพีเอชใหอ้ยู่ในช่วง 7.2-7.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ หรือ

โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร ์

5.3) ปรับปรมิาตรสุทธิให้ได้ 50 มิลลลิิตรด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ 

6. การเตรียมสารละลาย3-(4,5-ไดเมทลิ-2-ไทอะโซลลิ)-2,5-ไดฟีนิล-เตตระโซเลียมโบรไมด์ ( 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT) ความเข้มข้น 5 

มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร 

6.1) ช่ังสาร MTT (Sigma-Aldrich, USA) 50 มิลลิกรมั ละลายในสารละลายน้้าเกลือ 

0.85 เปอรเ์ซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร ละลายสาร MTT ให้หมด 

6.2) ปรับปรมิาตรสุทธิให้ได้ 10 มิลลลิิตร 
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ภาคผนวก ข 

 
การท ากราฟมาตรฐานของโบวีนเซรัมอัลบูมินเพ่ือใช้ในการค านวณความเข้มข้นของโปรตีนใน
ไฮโดรไลเซทตามวิธีการของ Bradford 1976 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ข 1 กราฟมาตรฐานของความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโบวีนเซรัมอลับูมินกบัค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์แมสเปกตรัมและการจัดเรียงล าดับกรดอะมิโน 

ล าดับกรดอะมิโนของ F1 เส้นท่ี 1: LLGPLGLASHK 

Parentmass:  1105.591 Mass Error:   -0.082  
MH+ (mono):  1105.673  MH+ (avg):   1106.341    
Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da): 0.500  
Number of Peaks: 51   Above Threshold: 51  
Assigned Peaks: 15   Not assigned Peaks: 36  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 1 แมสสเปกตรัมของ F1 chromatographic fraction เส้นที่ 1 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ไดเ้ป็นล้าดับ

กรดอะมโิน LLGPLGLASHK 

 

 



113 
 

ล าดับกรดอะมิโนของ F1 เส้นท่ี 2: SVPGATGMPGPPA 

Parentmass:  1138.557  Mass Error:  0.000  
MH+ (mono):  1138.557 MH+ (avg):  1139.306  
Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da): 0.500  
Number of Peaks: 21   AboveThreshold: 21  
Assigned Peaks: 9  Not assigned Peaks: 12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 2 แมสสเปกตรัมของ F1 chromatographic fraction เส้นที่ 2 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน SVPGATGMPGPPA 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F1 เส้นท่ี 3: GEPGTLGLPGPPA 

Parentmass:  1162.612 Mass Error:  0.001  

MH+ (mono):  1162.611 MH+ (avg):  1163.303  

Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da): 0.500  

Number of Peaks: 58   Above Threshold: 58  

Assigned Peaks: 17  Not assigned Peaks: 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 3 แมสสเปกตรมัของ F1 chromatographic fraction เส้นที่ 3 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน GEPGTLGLPGPPA 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F1 เส้นท่ี 4: DGLLGPLGVGHDK 

Parentmass:  1277.640  Mass Error:  -0.045  

MH+ (mono):  1277.685 MH+ (avg):  1278.437  

Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da):  0.500  

Number of Peaks: 35  Above Threshold: 35  

Assigned Peaks: 16  Not assigned Peaks: 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 4 แมสสเปกตรมัของ F1 chromatographic fraction เส้นที่ 4 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน DGLLGPLGVGHDK 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F6 เส้นท่ี 5: GGDLAGANPL 

Parentmass:  884.469 Mass Error:  0.021 

MH+ (mono):  884.448 MH+ (avg):  884.955  

Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da): 0.500  

Number of Peaks: 71  Above Threshold: 71  

Assigned Peaks: 13  Not assigned Peaks: 58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 5 แมสสเปกตรมัของ F6 chromatographic fraction เส้นที่ 5 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน GGDLAGANPL 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F6 เส้นท่ี 6: GLLGPLGLTGHGA 

Parentmass:  1162.601  Mass Error:  -0.057  

MH+ (mono):  1162.658  MH+ (avg):  1163.349  

Threshold (a.i.): 0.000   Tolerance (Da): 0.500  

Number of Peaks: 59   Above Threshold: 59  

Assigned Peaks: 18   Not assigned Peaks: 41 

 

รูป ค 6 แมสสเปกตรมัของ F6 chromatographic fraction เส้นที่ 6 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน GLLGPLGLTGHGA 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F6 เส้นท่ี 7: RKLGPLGMHHM 

Parentmass:   1276.641 Mass Error:  -0.036  

MH+ (mono):   1276.677 MH+ (avg):  1277.590  

Threshold (a.i.):  0.000  Tolerance (Da): 0.500  

Number of Peaks:  62   Above Threshold: 62  

Assigned Peaks:  20  Not assigned Peaks: 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 7 แมสสเปกตรมัของ F6 chromatographic fraction เส้นที่ 7 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน RKLGPLGMHHM 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F6 เส้นท่ี 8: LLGPLGYGTGCCK 

Parentmass:  1281.643 Mass Error:  0.009  

MH+ (mono):  1281.634 MH+ (avg):  1282.557  

Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da): 0.500  

Number of Peaks: 90  Above Threshold: 90  

Assigned Peaks: 20  Not assigned Peaks: 70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 8 แมสสเปกตรมัของ F6 chromatographic fraction เส้นที่ 8 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน LLGPLGYGTGCCK 
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ล าดับกรดอะมิโนของ F6 เส้นท่ี 9: GELGPAGLLCAPNSH 

Parentmass:  1435.654 Mass Error:  -0.046  

MH+ (mono):  1435.700 MH+ (avg):  1436.617  

Threshold (a.i.): 0.000  Tolerance (Da): 0.500  

Number of Peaks: 72  Above Threshold: 72  

Assigned Peaks: 17  Not assigned Peaks: 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 9 แมสสเปกตรมัของ F6 chromatographic fraction เส้นที่ 8 ที่มีค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

ตั้งแต่ 300 ถึง 1500 ที่น้าไปเปรียบเทียบกับค่า m/z ที่มีในฐานข้อมูล MASCOT ได้เป็นล้าดับ

กรดอะมโิน GELGPAGLLCAPNSH 
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