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บทคดัย่อ 
 

เบตา-กลูแคนจากเห็ดสามารถกระตุ้นการท างานของเซลล์ชนิดต่าง ๆ ใน
รา่งกายโดยเฉพาะเซลล์ในระบบภูมคิุม้กนัใหท้ าหน้าที่ได้ดีข ึ้น รายงานการศกึษาต่าง  ๆ ที่ผ่าน
มาพบวา่ เบตา-กลูแคนสามารถเหนี่ยวน าใหเ้ซลล์แมคโครฟาจผลิตไนตรกิออกไซด์ได้ผ่านทาง
ตวัรบัทีจ่ าเพาะบนผิวเซลล์ นอกจากนี้เบตา -กลูแคนจากเหด็สามารถลดระดับน ้ าตาลในเลือด
ของหนูได้ แต่กลไกของการกระตุ้นการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์โดยเบตา -กลูแคนยังต้องรอ
การศกึษาเพิ่มเติม ดังนัน้ในการศกึษาครัง้นี้จงึได้ท าการทดสอบความสามารถของสารสกดัที่
มเีบตา-กลูแคนทีแ่ยกได้จากเหด็นางฟ้า ในการกระตุ้นการผลติไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโคร-
ฟาจชนิด RAW264.7 และการกระตุ้นการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 จากผลการ
ทดลองพบว่า เบตา-กลูแคนชนิด alkaline insoluble -glucan-containing crude extract และ 
purified soluble -glucan ไม่สามารถกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจให้ผลิตไนตรกิออกไซด์ได้ 
             -glucan-containing polysaccharide extract จากเหด็นางฟ้าที่ได้มาจากการ
สกดัโดยใชน้ ้ารอ้น และก าจดัโปรตนีบางสว่นออกโดย Sevag reagent อาจจะสามารถเหนี่ยวน า
การสร้างไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ได้แต่ผลการทดลองยังไม่
ชดัเจนและต้องมกีารทดลองเพิม่เตมิ นอกจากนี้                     กระตุ้นการน าน ้ าตาล
เขา้สูเ่ซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 โ ย                                        ทางการท างานของ
เอนไซมช์นิด PI3K/Akt     /     p38 MAPK ซึ่งวถิีและกลไกของการกระตุ้นยังคงต้องศกึษา
ต่อไป 
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ABSTRACT 
 

Fungal -glucan can activate several cells in the body, especially cells in 
the immune system. Previous studies found that mushroom -glucan binds to a specific 
receptor to induce nitric oxide production in mouse macrophages. Moreover, it was 
shown that mushroom -glucan-containing extract potentially reduces blood glucose in 
mouse.  However, the mechanism of how -glucan stimulates cellular glucose uptake 
requires further investigation. In this study, we analyzed the effects of -glucan-
containing extract from the grey oyster mushroom [Pleurotus sajor-caju (Fr.) Sing] on 
nitric oxide production in RAW264.7 cells and rat L6 myotubes. The results show that 
both insoluble -glucan-containing crude extract and purified soluble -glucan were not 
able to induce nitric oxide production in RAW264.7 cells. Additionally, -glucan-
containing polysaccharide extract, which was isolated by hot-water extraction method 
and protein removal by the Sevag reagent, might be able to induce nitric oxide 
production in RAW264.7 cells. However, the results remain unclear and additional 
experiments required. In addition, this polysaccharide extract stimulates the glucose 
uptake by the L6 muscle cells. The stimulation might be done through PI3K/Akt and/or 
p38 MAPK proteins. The mechanism and specific pathway of glucose uptake stimulated 
by -glucan awaits future studies. 
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บทท่ี 1 
 

บทน ำ 
 
 
1.1 บทน ำต้นเร่ือง 
 

ปจัจบุนัมกีารศกึษาสารสกดัในเหด็อย่างกว้างขวาง เนื่องจากสารสกดัจากเหด็
นัน้ประกอบด้วย พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) โปรตีน (protein) เลคติน (lectin) และโพ-
ลฟีีนอล (polyphenol) ซึ่งสารแต่ละชนิดท าหน้าทีเ่รง่ปฏกิริยิาและมผีลในทางการแพทย์แตกต่าง
กนัออกไป (Smiderle et al., 2010) ส าหรบัพอลแิซก็คาไรด์ทีเ่ป็นองคป์ระกอบในเหด็โดยเฉพาะ  
เบตา-กลูแคน (-glucans) เป็นโครงสร้างของผนังเซลล์ที่พบได้ในเหด็ ยีสต์ ข้าวโอ๊ต ข้าว
บาร์เลย์และแบคทเีรยีบางชนิด ตัง้แต่ศตวรรษที่ 21 เป็นต้นมา ผู้คนนิยมบรโิภคอาหารและ
ผลติภณัฑ์จากแหล่งธรรมชาต ิเนื่องจากมคีวามเป็นพิษต ่าและช่วยส่งเสรมิระบบภูมคิุ้มกนัของ
ร่างกาย ดังนั ้น เห็ดจึงถูกน ามาใช้เ ป็นอาหารและผลิตเป็นยา (Zhang et al., 2011) ซึ่งมี
ประโยชน์ในการรกัษาสขุภาพและสง่เสรมิการมอีายุยนืยาว (Manzi and Pizzoferrato, 2000)  

จากการศกึษากอ่นหน้านี้พบวา่ องคป์ระกอบในเหด็ทีเ่ป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่พบ
บรเิวณฟรตุบอดี้ (fruit bodies) และไมซเีลยีม (mycelium) มโีครงสรา้งหลายแบบ เช่น (13), 
(16)--glucans และ (13)-α-glucans ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์ดังกล่าวมีคุณสมบัติในการ
กระตุ้นระบบภูมคิุ้มกนั ต้านเซลล์มะเรง็และไวรสัได้ (Mizuno et al, 1995) โดยเบตา-กลูแคน
สามารถสกดัได้จากเหด็หลายชนิด เช่น เหด็หอม (Lentinus edodes) เหด็ไมตาเกะ (Grifola 
frondosa) เหด็แครง (Schizophyllum commune) เป็นต้น โดยเฉพาะเลนติแนน (lentinan) ซึ่ง
เป็นเบตา-กลูแคนชนิดหนึ่งทีไ่ด้จากเหด็หอมถูกน ามาใช้ทดสอบในผู้ป่วยและสตัว์ทดลองที่เป็น
มะเร็งพบว่า เมื่อให้เลนติแนนควบคู่ไปกับการบ าบัดทางเคมี ท าให้ผู้ป่วยและสัตว์ทดลอง
ดงักล่าวมอีายุทีย่นืยาวขึน้ รวมไปถึงก้อนมะเรง็มขีนาดลดลง โดยทัง้หมดนี้เป็นผลมาจากการ
ปรบัปรงุของระบบภูมคิุม้กนัหลงัได้รบัการกระตุ้นจากเลนตแินน อย่างไรกต็ามพอลิแซ็กคาไรด์ที่
ได้จากเห็ดนั ้นไม่สามารถจับกบัเซลล์มะเร็งได้โดยตรง แต่จะท างานผ่านระบบภูมิคุ้มกัน 
(Wasser, 2002) นอกจากนี้ เหด็ในสกุล Pleurotus เป็นอกีสายพันธุ์หนึ่งที่ประกอบด้วยพอลิ-
แซก็คาไรด์ทีม่คีวามสามารถทางด้านการต้านเชื้อรา ต้านอนุมูลอสิระและไวรสั (Croan, 2004; 
Kashangura et al., 2006) โดยเฉพาะเบตา-กลูแคนที่แยกได้จากเหด็นางฟ้าพบว่า สามารถ
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กระตุ้นการสร้างไนตรกิออกไซด์ (nitric oxide: NO) ในเซลล์แมคโครฟาจ (macrophages) ได้ 
(Carbonero et al., 2012; Satitmanwiwat et al., 2012)  

นอกจากฤทธิใ์นการกระตุ้นภูมคิุ้มกนั เบตา-กลูแคนยังมคีวามสามารถในการ
รักษาเบาหวานรวมไปถึงโรคที่ เกี่ยวข้องกับหลอดเลือด (Chen and Raymond, 2008)  
การศึกษาที่ผ่านมานิยมใช้เบตา -กลูแคนจากข้าวโอ๊ตในการลดระดับน ้ าตาล (Tappy et al., 
1996; Jenkins et al., 2002) นอกจากนี้มกีารศกึษาโดยใชเ้บตา-กลูแคนจากข้าวโอ๊ตและเหด็รา
ในสตัวท์ดลอง เพื่อทดสอบถงึความสามารถในการลดระดบัน ้าตาล (Lo et al., 2006) และเมื่อไม่
นานมานี้มกีารศกึษาพบวา่ เบตา-กลูแคนทีส่กดัได้จากเหด็นางฟ้าช่วยลดระดับน ้ าตาลในเลือด
ของหนูทีถู่กท าใหเ้ป็นเบาหวาน (Kanagasabapathy et al., 2012) 

ดงันัน้เบตา-กลูแคนจากเหด็นางฟ้าจงึอาจมผีลต่อการกระตุ้นการผลิตไนตรกิ- 
ออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 และกระตุ้นการน าน ้ าตาลสู่เซลล์กล้ามเนื้อชนิด 
L6 งานวจิยันี้จงึได้เตรยีมพอลแิซก็คาไรด์จากเหด็นางฟ้าโดยการน าเหด็มาสกดัด้วยน ้ าร้อน เพื่อ
น าไปศกึษาองค์ประกอบ รวมทัง้ทดสอบการออกฤทธิท์างชวีภาพที่มตี่อเซลล์เมด็เลือดขาว 
ในชว่งแรกของวทิยานิพนธน์ี้ได้มุง่เน้นศกึษาการท างานของพอลิแซ็กคาไรด์จากเหด็นางฟ้าต่อ
เซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ในการกระตุ้นการผลิตไนตรกิออกไซด์ ซึ่งผลการศกึษาไม่
สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์ผลติไนตรกิออกไซด์ได้ ผู้วจิยัจงึได้เปลี่ยนทศิทางการศกึษาโดยทดสอบ
กบัเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 เพื่อทดสอบประสทิธภิาพการลดระดับน ้ าตาลจากการกระตุ้นของ 
พอลแิซก็คาไรด์จากเหด็นางฟ้า 
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1.2 กำรตรวจเอกสำร 

 
1.2.1 เหด็ 

 เหด็จดัอยู่ในอาณาจกัรฟงัไจทีอ่ดุมไปด้วยองคป์ระกอบทางชวีภาพหลากหลาย 
ได้แก ่พอลแิซก็คาไรด์ โปรตนี เลคตนิ และโพลฟีินอล (Volman et al., 2010) และเหด็บางชนิด
ได้รบัการยอมรบัวา่ เป็นอาหารทีร่บัประทานได้และเป็นประโยชน์ต่อรา่งกายในแง่ของการรกัษา
โรค เนื่องจากมโีมเลกลุทีอ่อกฤทธิท์างชวีภาพ โดยเฉพาะองค์ประกอบที่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่
อยู่ในสว่นทีเ่ป็นฟรตุบอดี้และไมซเีลยีม ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์ดังกล่าวจะมอีงค์ประกอบทางเคมทีี่
แตกต่างกนัออกไป ยกตวัอย่างเชน่ เบตา-กลูแคนทีพ่บได้ในเหด็หลายชนิดมศีกัยภาพมากที่สุด
ในการเป็นสารต่อต้านมะเร็งและกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (Mizuno, 1996; Wasser, 2002) 
โดยเฉพาะเบตา-กลูแคนจากเหด็หอมถูกน ามาใชเ้ป็นยารกัษาโรคมะเรง็มาตัง้แต่ปี ค.ศ. 1980 

 
1) องค์ประกอบของเหด็ 
โครงสรา้งของเหด็โดยทัว่ไปประกอบด้วย เนื้อเยื่อ 3 ชัน้ ชัน้นอกสุดประกอบ

ไปด้วยกลูแคนที่ละลายน ้ าได้ซึ่งมีลักษณะเป็นเมือก (mucilage) ส่วนที่สองเป็นเนื้อเยื่อที่
ประกอบด้วย alkaline-soluble glucan (-(13)-glucan) และชัน้ในสุดประกอบด้วยส่วนที่
เป็น alkaline-insoluble glucan (-(13)-glucan) และไคทนิ (chitin) จ านวนมาก (Pramanik 
et al., 2005)  โดยพบว่าที่ผนังเซลล์ของเหด็มีพอลิแซ็กคาไรด์อยู่ 50-90% ซึ่งส่วนใหญ่เป็น   
เบตา-กลูแคน นอกจากนั ้นเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดอื่น เช่น ไกลโคเจน (glycogen) ไคทนิ    
ไซแลน (xylan) และเซลลูโลส (cellulose) (Synytsya et al., 2009) และพบว่า ที่ผนังเซลล์ของ
เห็ดมกีลูแคนบางชนิดจับอยู่กับโปรตีนด้วยเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และเซลลูโลส
กลายเป็นโครงสร้างที่ซับซ้อน  (Leung et al., 2006) นอกจากนี้  Gutiérrez และคณะได้
ท าการศกึษาเหด็ในสกลุ Pleurotus พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากเหด็ทัง้ 6 ชนิด ประกอบ
ไปด้วย มอโนแซ็กคาไรด์ (monosaccharide) เป็นหลัก คดิเป็น 95% รวมทัง้มสีัดส่วนของ     
D-mannose และ D-galactose คดิเป็น 4.5 และ 0.5% ตามล าดบั โดยพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จาก
เห็ดมีโครงสร้างที่ห ลากหลาย เช่น (13), (16)--glucan และ (13)--glucans 
(Wasser, 2002) โดยเฉพาะโครงสร้างแบบ -(13) มลีักษณะเป็นสายหลักและมโีซ่ข้าง     
-(16) เป็นสว่นทีม่คีณุสมบตัใินการต้านมะเรง็ (antitumor) และส่งเสรมิระบบภูมคิุ้มกนั แต่
หากเป็นเบตา-กลูแคนที่ม ีสายหลักเป็น -(16) จะไม่มีคุณสมบัติดังที่กล่าวมา (Mizuno, 
1996)   

ส าหรบัการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์มหีลายวธิ ีเช่น การใช้เอทานอลเข้มข้น การ
ตกตะกอนด้วยกรดอะซิติก การท าบรสิุทธิด์้วยวิธี ion-exchange chromatography เป็นต้น 
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(Wasser, 2002) นอกจากนี้ Mizuno และคณะ ได้พัฒนาขัน้ตอนการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์จาก
เหด็ให้มีประสทิธภิาพ เริม่ต้นด้วยใช้เอทานอล 80% สกดัส่วนฟรุตบอดี้ เพื่อก าจดัส่วนอื่นที่
ไม่ใช่พอลิแซ็กคาไรด์ (พวกที่ม ีน ้ าหนักโมเลกุลต ่า) จากนัน้น าส่วนที่เหลือมาต้มด้วยน ้ าที่
อุณหภูม ิ100ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และสกดัเพิ่มเติมด้วย ammonium oxalate (C2H8N2O4) 
2% ที่ 100ºC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และ NaOH 5% ที่ 80ºC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ตามล าดับ 

(Mizuno et al.,1996)   
 

2) เหด็นำงฟ้ำ 
เหด็นางฟ้าหรอืเหด็แขก มแีหล่งก าเนิดจากเทอืกเขาหมิาลัย ประเทศอนิเดีย 

จดัเป็นเหด็สกลุเดยีวกบัเหด็เป๋าฮื้อและเหด็นางรม เจรญิเตบิโตได้ดชีว่งหน้าร้อน ประมาณเดือน
เมษายน และเป็นเหด็ในสกลุ Pleurotus ทีจ่ดัว่าเป็นอาหารที่ส่งเสรมิสุขภาพ เนื่องจากปรมิาณ
แคลอรี่ต ่ า  อุดมไปด้วย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไคทนิ วิตามินและแร่ธาตุ (Manzi and 
Pizzoferrato, 1999; Bonatti et al., 2004) 

 
3) กำรจ ำแนกเหด็นำงฟ้ำ 
ชือ่สามญั: grey oyster mushroom 
ชือ่วทิยาศาสตร:์ Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singers 
Subdivision Basidiomycotina 
 Class  Hymenomycetes 
  Subclass Holobasidiomycetidae 
   Order  Agaricales (Agarics) 
    Family  Pleurotaceae 
     Genus  Pleurotus 
      Specie  sajor-caju 

 
4) องค์ประกอบของเหด็นำงฟ้ำ 
Gutiérrez และคณะ ได้ท าการวเิคราะห์ผลของส่วนที่เป็น water-soluble และ

ส่วนที่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ (extracellular polysaccharides) ของเหด็ในสกุล Pleurotus พบว่า 
ส่วนของเหด็นางฟ้าที่เป็น water-soluble ซึ่งม ี15% ของทัง้หมด จะประกอบไปด้วย โปรตีน 
แมนแนน (mannan) กาแลกโทส (galactose) และกลูโคส (glucose) คดิเป็น 27, 31, 12 และ 
30% ตามล าดบั และสว่นทีเ่ป็นองคป์ระกอบหลัก (พอลิแซ็กคาไรด์) ซึ่งม ี85% ของทัง้หมด จะ
ประกอบด้วย แมนแนน และกลูโคส คดิเป็น 7 และ 93% ตามล าดบั (Gutiérrez et al., 1996)  
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1.2.2 เบตำ-กลูแคน 
เป็นสารประกอบประเภทน ้ าตาลหลายโมเลกุล (พอลิแซ็กคาไรด์) ซึ่งพบได้

ทัว่ไปในสิง่มชีวี ิตหลายชนิดทัง้พืชและจุลินทรีย์ ได้แก่ ข้าวโอ๊ต ข้าวบาร์เลย์ เห็ด สาหร่าย 
แบคทเีรยีและยีสต์ (Gawronski et al.,1999) โดยประกอบขึ้นจากน ้ าตาลกลูโคสซึ่งเป็นน ้ าตาล
โมเลกลุเดี่ยว และมเีซลลูโลส [-(14)-glucan] รวมอยู่ด้วย (Goodridge et al., 2009)  

เบตา-กลูแคนถูกค้นพบครัง้แรกจากไซโมซาน (zymosan) ซึ่งเป็นสารสกัด
หยาบ (crude) ที่สกดัได้จากผนังเซลล์ของยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) ซึ่งทดสอบแล้ว
วา่ มฤีทธิใ์นการเพิม่ภูมคิุม้กนั ต่อต้านเชือ้ชนิดต่าง ๆ แต่ไมท่ราบแน่ชดัว่าส่วนใดคอืส่วนที่ออก
ฤทธิจ์นกระทัง่มกีารสกดัเพิ่มเติมจนพบว่า ส่วนที่กระตุ้นภูมติ้านทาน คอื -(13)-D-glucan 
ซึ่งเกดิจากน ้าตาลกลูโคสโมเลกลุเชงิเดี่ยวทีเ่ป็นรปูวงแหวนมาเชือ่มต่อกนัโดยคาร์บอนต าแหน่ง
ที่ 3 ของกลูโคสโมเลกุลที่ 1 จบักบักลูโคสตัวถัดไปในคาร์บอนต าแหน่งที่ 1 ด้วย glycoside 
linkage ส่วนเบตา () คอื ส่วนของ hydroxyl (OH) ชี้ข ึ้นด้านบนดังแสดงในภาพที่ 1.1 และ
ส าหรบั D คอื หมู ่–OH ของคาร์บอนอะตอมตัวที่ 5 ของกลูโคส อยู่ทางขวามอื เป็นโครงสร้าง
แบบ D-isomer แต่ถ้า –OH อยู่ทางซ้ายมอื จะเป็นโครงสร้างแบบ L-isomer ซึ่งในธรรมชาติ
สว่นใหญ่จะมโีครงสรา้งแบบ D-isomer (Malinow, 1996) ดงัภาพที ่1.2  

 
 

 
(ก)     (ข)    

ภาพที ่1.1 การจ าแนกชนิดน ้าตาลกลูโคสตามต าแหน่งหมู่ OH (ก) ต าแหน่ง OH ที่อยู่ด้านล่าง 
เรยีกวา่ -D-glucose สว่น (ข) ต าแหน่ง OH ทีอ่ยู่ด้านบน เรยีกวา่ -D-glucose  
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              (ก)                  (ข) 

ภาพที ่1.2 เปรยีบเทยีบโครงสร้างของน ้ าตาลกลูโคสแบบ D กบั L isomer (ก) โครงสร้างแบบ 
D-isomer (ข) โครงสรา้งแบบ L-isomer (Pischetsrieder, 2000) 

 
1) โครงสร้ำงของเบตำ-กลูแคน 
เนื่องจากเบตา-กลูแคนเกดิจากน ้าตาลกลูโคสหลายโมเลกุลมาเชื่อมต่อกนัด้วย

พนัธะไกลโคซิดิค (glycosidic bond) โดยมโีซ่หลักเป็น -(13)-linked--D-glucopyranosyl 
ซึ่งอาจจะมโีครงสรา้งต่างกนัไป เช่น เป็นสายสัน้หรอืยาว มแีขนงหรอืไม่มแีขนง isomers เป็น
แบบเบตา () ละลายน ้าได้หรอืเป็นอนุภาค (ไม่ละลายน ้ า) เป็นต้น ทัง้นี้ข ึ้นอยู่กบัแต่ละแหล่ง
ผลิต ซึ่งจะมโีครงสร้างของเบตา-กลูแคนที่หลากหลายและมชีื่อเรียกแตกต่างกนัออกไปตาม
ตารางที่ 1 เช่น ผนังเซลล์ของโอ๊ตและบาร์เลย์ เป็นแบบไม่มแีขนง แต่เป็นเส้นตรงจากการ
เชื่อมต่อกันของ (13), (14)--glucan ส่วนในเห็ดราและยีสต์มีการเชื่อมต่อกันของ 
(16), (13)--glucan เป็นแขนง แต่ส าหรบัในแบคทเีรยี เช่น curdlan เป็นการเชื่อมต่อ
กันของ (13)--glucan โดยไม่มีแขนง (Volman et al., 2008) ดังภาพที่ 1.3 ซึ่งการที่ม ี
โครงสรา้งแตกต่างกนันี้มผีลต่อหน้าทีท่างชวีภาพแตกต่างกนัไป และมผีลกบักจิกรรมของเบตา-
กลูแคน ไมว่า่จะเป็นความยาวของสายพอลิแซ็กคาไรด์ ความยาวของแขนงที่เชื่อมต่อ เป็นต้น 
(Ensley et al., 1994; Yan et al., 2005) ดงัเชน่ทีผ่่านมามกีารคน้พบวา่ เบตา-กลูแคนที่มขีนาด
โมเลกลุใหญ่หรอืเป็นอนุภาค เชน่ ไซโมซาน มฤีทธิก์ระตุ้นเซลล์เมด็เลือดขาวให้มกีารผลิตสาร
ต่อต้านจลุนิทรยี์ รวมไปถึงกระตุ้นการท าหน้าที่กลืนกนิเชื้อโรคของเมด็เลือดขาว ในส่วนของ  
เบตา-กลูแคนทีม่ขีนาดโมเลกุลต ่า เช่น glucan phosphate มฤีทธิก์ารกระตุ้นในร่างกายได้ แต่
การทดสอบกบัเซลล์ยงัไมแ่น่ชดั สว่นเบตา-กลูแคนสายสัน้ ๆ เช่น laminarin (soluble -glucan 
จาก Laminaria digitata) โดยทัว่ไปไมอ่อกฤทธิ ์ (Akramiene et al., 2007) 
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ตารางที ่1.1 เบตา-กลูแคนจากเหด็ชนิดต่าง ๆ (Rop et al., 2009)  
 

ชนิดของเหด็ ชือ่เบตา-กลูแคน 
Pleurotus spp. Pleuran 
Lentinus edodes Lentinan 
Schiophyllum commune Schizophylan 
Ganodema lucidum Gl-1 
Trametes versicolor Krestin 
Grifola fondosa Grifolan 
Flammulina velutipes Flammulin 

 

 

 
 

ภาพที ่1.3 โครงสรา้งเบตา-กลูแคน (ก) การจบักนัของเบตา-กลูแคน จากธญัพืช (cereal) (บน) 
มโีครงสร้างแบบ (13), (14)--glucan เป็นเส้นตรงไม่มีแขนง และจากยีสต์ (ล่าง) มี
โครงสรา้งแบบ (13), (16)--glucan ซึ่งเชือ่มต่อกนัแบบมแีขนง (ข) โครงสร้างอย่างง่าย
ของเบตา-กลูแคนทีไ่ด้จากแหล่งต่าง ๆ (Volman et al., 2008)  
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2) ตวัรบั (receptors) ท่ีจ  ำเพำะกบัเบตำ-กลูแคน  
เนื่องจากเบตา-กลูแคนไมใ่ชส่ารทีส่งัเคราะห์ได้ในมนุษย์ ดังนัน้มนัจงึถูกจดจ า

ด้วยตวัรบัทีจ่ าเพาะกบัเบตา-กลูแคน (Brown, 2005) อย่างเช่น เซลล์แมคโครฟาจที่ถูกกระตุ้น
ด้วยพอลแิซก็คาไรด์ทีไ่ด้จากพชืนัน้ เป็นเพราะมนัถูกจดจ าด้วยตัวรบัที่มคีวามจ าเพาะกบัพอลิ-
แซ็กคาไรด์เหล่านัน้ (pattern recognition molecules) (Schepetkin and Quinn, 2006) ซึ่ง
จนถึง ป ัจจุบั นนี้ พบ ว่า  มีด้ วย กัน  4 ชนิด  ได้ แก่  (1)  Complement receptor 3 (CR3; 
CD11b/CD18) (2) Lactosylceramide (LacCer) (3) Selected scavenger receptor (Sc) และ 
(4) Dectin-1 (-glucan receptor: GR) (Akramiene et al., 2007) และจากการท างานผ่าน
ตัวรบัเหล่านี้ ส่งผลให้เกดิการส่งสญัญาณภายในเซลล์อย่างเป็นล าดับ (signaling cascades) 
เพื่อน าไปสูก่ารสงัเคราะหแ์ละผลติ pro-inflammatory cytokines  

2.1) Complement receptor 3 (CR3) มีโครงสร้าง เป็น  heterodimeric 
transmembrane glycoprotein ที่ประกอบด้วย m (CD11b) และ 2 (CD18) โดยม ีbinding 2 
ชนิด คอื ส่วนที่เป็นปลายด้าน N-terminus (I domain) สามารถจดจ า ligands ได้หลายชนิด 
เ ช่ น  intercellular adhesion molecules (ICAMs), extracellular matrix protein แ ล ะ  iC3b 
opsonized particles เพื่อตอบสนองต่อการกลืนกนิ (phagocytosis) และส่วนที่เป็นปลายด้าน 
C-terminus (lectin domain) ของ CD11b สามารถจบักบัคาร์โบไฮเดรต ซึ่งรวมไปถึงเบตา-  
กลูแคน (Thornton et al., 1996) ตัวรับชนิดนี้พบได้ในเซลล์ชนิดนิวโทรฟิวส์ (neutrophils)    
โมโนไซต์ (monocytes) และ natural killer cells (NK) ส่วนในเซลล์แมคโครฟาจถือว่าพบน้อย 
นอกจากนี้มหีลกัฐานทีพ่บวา่ เบตา-กลูแคนสามารถกระตุ้นผ่านทาง CR3 นัน่คอื ไซโมซาน ใน
การเพิ่มจ านวนของ NK ผ่านทาง iC3b เพื่อท าลายเซลล์มะเรง็ (Vetvika and Yvin, 2004; 
Diniz et al., 2004) นอกจากนี้มรีายงานการศกึษาระหวา่งเบตา-กลูแคนกบั CR3 ครัง้แรกพบใน
เซลล์นิวโทรฟิวส์ โดยกระตุ้นให้มกีารสร้างสารที่เป็นพิษผ่านทางโมเลกุล spleen tyrosine 
kinase (Syk) ซึ่งเกีย่วขอ้งกบั LacCer receptor ด้วย (Goodridge et al., 2009)  อย่างไรกต็าม
กลไกระหวา่งเบตา-กลูแคนกบั CR3 กย็งัไมช่ดัเจนนัก 

2.2) Dectin-1 เป็นเลคตนิทีป่ระกอบด้วย 4 สว่น ได้แก ่สว่นที่จบักบั ligand 
ภายนอก คอืสว่นที่เรยีกว่า carbohydrate-recognition domain (CRD), stalk, transmembrane 
region และ intracellular cytoplasmic tail ซึ่งตัวรบัชนิดนี้พบได้ในหลากหลายเซลล์ ได้แก ่ 
แมคโครฟาจ นิวโทรฟิวส์ dendritic cells (DC) และ T-cells แต่ไม่พบใน NK (Ross, 2000; 
Willment et al., 2005) มกีารคน้พบวา่ตวัรบัชนิดนี้สามารถจดจ าและจบักบัคาร์โบไฮเดรตชนิด 
-(13)/-(16)-glucans (Ariizumi et al., 2000; Marshall et al., 2004) ที่ พ บ ไ ด้ จ า ก
แบคทเีรยีและผนังเซลล์ของเหด็ราที่มขีนาดตัง้แต่ 3×10-3 ถึง 2×10-12 M (Goodridge et al., 
2009) การท างานของตวัรบัชนิดนี้สง่เสรมิการตอบสนองของภูมคิุ้มกนัผ่านทางการกระตุ้นการ
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กลืนกนิ การผลิต reactive oxidation species (ROS) และสร้างไซโตไคน์ชนิดต่าง ๆ ซึ่งการ
ท างานผ่านทางตัวรับชนิดนี้ อาจเกิดขึ้นได้หลายกลไก (pathway) และมีตัวสื่อสัญญาณ 
(signaling molecules) หลายตวัทีเ่กีย่วขอ้ง ดงัทีป่รากฏในรายงานก่อนหน้านี้ เช่น การกระตุ้น
ให้มกีารผลิต ROS ซึ่งไม่เกี่ยวข้องกบัการกลืนกิน เกดิขึ้นผ่าน tyrosine kinase ที่บรเิวณ 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) ของ Dectin-1 นอกจากนี้ tyrosine 
kinase ยงักระตุ้นใหม้กีารสงัเคราะห์ tumor necrosis factor (TNF-), interleukin (IL)-2, IL-10 
และ IL-12 (Goodridge et al., 2009) ส่วนการกระตุ้นโมเลกุล NF-κB นัน้พบว่าผ่านทางกลไก
ของ  caspase recruitment domain-containing protein 9 (CARD9) และ nuclear factor of 
activated T cells (NFAT) (Goodridge et al., 2007; Gross et al., 2006; Rogers et al., 
2005) โดยท้ายที่สุดจะน าไปสู่การหลัง่ไซโตไคน์รวมไปถึง IL-12, IL-10, IL-6, TNF- 
(Akramiene et al., 2007) และการศกึษาก่อนหน้านี้พบว่า Dectin-1 มกีารท างานร่วมกบั Toll-
like receptors (TLRs) ในการกระตุ้น NF-κB เพื่อใหไ้ซโตไคน์ต่าง ๆ (TNF-, MIP2 และ IL-6) 
ถูกสรา้งขึน้ ซึ่งการท างานรว่มกนัระหวา่ง Dectin-1 และ TLR นัน้จะไปเพิ่มการท าลาย I-κB ท า
ให ้NF-κB สามารถเคลื่อนที่ไปยังเป้าหมายได้ (Gantner et al., 2003; Dennehy et al., 2008) 
นอกจากนี้มกีารศกึษาพบว่า TLR2 สามารถกระตุ้น NF-κB transcription factors ให้ผลิต NF-
κB เพื่อสรา้งไซโตไคน์ผ่านทางโปรตนีทีช่ ือ่วา่ MyD88 อกีด้วย (Chen and Seviour, 2007) 

2.3) Lactosylceramide (LacCer) มโีครงสร้างเป็น glycolipid ที่มสี่วนไม่
ชอบน ้าเป็นลิพิด (lipid) และส่วนที่ชอบน ้ าเป็นน ้ าตาล โดยเป็นตัวรบัที่มคีวามสามารถในการ
จดจ าเซลล์จลุนิทรยี์และเบตา-กลูแคนจากเหด็รา (13--glucans) ส าหรบัตัวรบัชนิดนี้พบได้
ในเซลล์นิวโทรฟิวส์และเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด (endothelial cells) (Zimmerman et al., 
1998) โดย -(13)-glucan ทีไ่ด้จากผนังเซลล์ของราชนิดหนึ่งสามารถกระตุ้นเซลล์เยื่อบุผนัง
หลอดเลอืด ผ่านทางตวัรบัชนิดนี้ใหเ้พิม่การสงัเคราะห์ NF-κB ผ่านทางกลไก protein kinase C 
signaling (Wang et al., 2005; Evans et al., 2005) ส าหรบัในนิวโทรฟิวส์ การกระตุ้นผ่าน
ตัวรับชนิดนี้ เพื่อเพิ่มการสร้าง ROS ในการท าลายจุลินทรีย์แปลกปลอม ( Iwabuchi and 
Nagaoka, 2002) แต่ส าหรบัการตอบสนองต่อเบตา-กลูแคนยงัไมช่ดัเจนนัก  

2.4) Scavenger receptor (Sc) มโีครงสร้างแบบ heterogeneous group 
ซึ่งสามารถจดจ าเซลล์แปลกปลอมได้มากมาย เช่น low-density lipoprotein (LDL), high-
density lipoprotein (HDL) (Assanasen et al., 2005) และมหีลกัฐานทีพ่บวา่เบตา-กลูแคนชนิด
เลนตแินนสามารถจบักบัตวัรบัชนิดนี้ได้ (Rice et al., 2002) ส าหรบัตัวรบัชนิดนี้พบได้ในเซลล์
ไมอลิอยด์ (myeloid) และเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด โดยการกระตุ้นผ่านตัวรบัชนิดนี้สามารถ
ส่งสญัญาณผ่านทางโปรตีนหลายชนิดได้แก่ Src kinase, PI3K, Akt รวมไปถึง p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK) (Mineo and Shaul, 2003)  ดงัภาพที ่1.4 
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ภาพที ่1.4  ตวัรบัทีจ่ าเพาะกบัเบตา-กลูแคน ได้แก ่Dectin-1, Sc, CR3 และ LacCer ซึ่งมกีลไก
การท างานภายในเซลล์แตกต่างกนัออกไป ขึ้นอยู่กบัการจบักนัระหว่างเบตา-กลูแคนกบัตัวรบั 
เช่น เมื่อเบตา -กลูแคนเข้ามาจับกับ LacCer จะเหนี่ ยวน า ให้เซลล์แมคโครฟาจผลิต 
macrophage inflammatory protein 2 (MIP2) แ ล ะกร ะตุ้ น ก า ร เพิ่ ม ขึ้ น ข อ ง  NF-κB ไ ด้ 
(Akramiene et al., 2007)   

 
3) กลไกกำรท ำงำนของเบตำ-กลูแคนต่อระบบภูมิคุ้มกัน 
การตอบสนองต่อระบบภูมคิุม้กนัทีม่แีต่ก าเนิด (effects on the innate immune 

system) เป็นการตอบสนองแบบไม่จ าเพาะเจาะจง ดังนัน้จงึสามารถท าลายเชื้อโรคหรือสิ่ง
แปลกปลอมได้ทนัท ีโดยเฉพาะเซลล์แมคโครฟาจซึ่งเป็นเซลล์ที่มกีารท าหน้าที่หลากหลาย 
ได้แก่ การตรวจสอบสิ่งแปลกปลอม การหลัง่สารเคมีที่ม ีผลต่อเซลล์อื่นหรือมีผลต่อสิ่ง
แปลกปลอม รวมไปถึงการกลืนกนิและการท าลาย ซึ่งมกีารศกึษาโดยใช้พอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้
จากพืชชนิดหนึ่งพบว่า มผีลต่อการท าหน้าที่ของเซลล์แมคโครฟาจ (Schepetkin and Quinn, 
2006)  ดงัภาพที ่1.5 ได้แก ่กระตุ้นการผลติไซโตไคน์และสารต่าง ๆ เช่น IL, interferon (IFN), 
TNF-, NO รวมถงึการเพิม่จ านวนเซลล์ การทีร่ะบบภูมคิุม้กนัชนิดนี้จะถูกกระตุ้นด้วยเบตา-กลู
แคนได้นั ้น จะต้องมีการจับกันของเบตา-กลูแคนกบัตัวรบัจ าเพาะจงึสามารถท าให้เกิดการ
ตอบสนอง รวมไปถึงการหลัง่ไซโตไคน์ คโีมไคน์ (chemokines), transcriptional factors และ 
growth factors (Akramiene et al., 2007) ซึ่งการศกึษาเกี่ยวกับ เบตา-กลูแคนต่อระบบ
ภูมคิุ้มกนัชนิดนี้ที่ผ่านมาพบว่า ไซโมซานและ microparticulate form of β-(13)-glucans 
จาก S. cerevisiae (MG) มคีวามสามารถในการกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจให้ผลิตไซโตไคน์ ซึ่ง
บางชนิดสามารถไปกระตุ้นการท างานของระบบภูมคิุ้มกนัที่มภีายหลัง (adaptive immunity) 
เชน่ IL-2 และ IFN-α เพื่อกระตุ้นให้ T และ B cells ผลิตสารมาท าลายสิง่แปลกปลอมหรอืเพิ่ม
จ านวนเซลล์ในการเพิ่มประสทิธภิาพการท าลายเชื้อโรค (Chen and Seviour, 2007; Ladányi 
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et al., 1993; Kurashige et al., 1997) ดังภาพที่ 1.5 และการศกึษาที่ผ่านมาพบว่า ไซโมซาน
สามารถกระตุ้นให้มกีารผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-2, IL-10 และ IL-12 (Du et al., 2006; Brown, 
2005) นอกจากนี้ SCG (เบตา-กลูแคนจาก Sparassis cripa) สามารถเพิ่มการผลิต IL-12, TNF 
และ IFN-α (Chen and Seviour, 2007) จากการศกึษาทีก่ล่าวมานี้แสดงให้เหน็ว่าเบตา-กลูแคน
มคีวามสามารถในการกระตุ้นระบบภูมคิุม้กนัของโฮสต์ได้ ดงัภาพที ่1.6 

 

 
 
ภาพที่ 1.5 การท างานของเซลล์แมคโครฟาจเมื่อถูกกระตุ้นด้วยพอลิแซ็กคาไรด์ เมื่อพอลิ-  
แซก็คาไรด์จบักบัตวัรบัทีอ่ยู่บนเซลล์แมคโครฟาจ สง่ผลใหเ้กดิการผลิตไซโตไคน์ต่าง ๆ รวมไป
ถึงการหลัง่ไซโตไคน์ชนิดที่ก่อให้เกดิการอกัเสบ (TNF-, IL-1) ที่มผีลท าลายสิง่แปลกปลอม 
และการเพิม่จ านวนของเซลล์แมคโครฟาจเพื่อประสทิธภิาพการท างานที่มากขึ้น (Schepetkin 
and Quinn, 2006)  
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ภาพที ่1.6 กลไกการท างานของเบตา-กลูแคนต่อระบบภูมคิุม้กนั เกดิได้ทัง้การตอบสนองที่มมีา
แต่ก าเนิดและการปรบัตัวเพื่อตอบสนอง นอกจากนี้ เบตา-กลูแคนยังช่วยเพิ่มการท าลายเซลล์ 
การท างานแบบการกลนืกนิและเพิม่การหลัง่ของไซโตไคน์อย่างเป็นล าดับ (Chen and Seviour, 
2007)  

 
4) เบตำ-กลูแคนกบักำรลดระดบัน ้ำตำล 
จากการศกึษาที่ผ่านมาพบว่า เบตา-กลูแคนที่ได้จากข้าวโอ๊ต ซึ่งมโีครงสร้าง

เป็น -(13), -(14)-D-glucan สามารถลดระดบัน ้ าตาลในเลือดได้ (Tappy et al., 1996) 
แสดงใหเ้หน็ถงึการออกฤทธิข์องเบตา-กลูแคนนอกเหนือจากกระตุ้นระบบภูมคิุ้มกนั และเมื่อไม่
นานมานี้ยงัมกีารคน้พบวา่ เบตา-กลูแคนจากเหด็รากม็คีวามสามารถในการลดระดับน ้ าตาลใน
เลือดของสตัว์ทดลองได้เช่นกนั (Lo et al., 2006) อกีทัง้มรีายงานพบว่า ส่วนที่ละลายน ้ าได้
ของเบตา-กลูแคนชนิด grifolan สามารถเพิม่การผลติอนิซูลนิได้ถงึ 25% แสดงใหเ้หน็ว่ากลูแคน
สามารถน ามาใช้รกัษาโรคเบาหวานได้ (Adachi et al., 1994; Manohar et al., 2002) ซึ่งการ
ที่เบตา-กลูแคนจากเห็ดรามคีวามสามารถในการลดระดับน ้ าตาลในเลือดได้นั ้น หลังจากที่
รบัประทานอาหารเขา้ไปเป็นไปได้วา่ อาหารอยู่ในกระเพาะเป็นเวลาหนึ่งท าให้น ้ าตาลในอาหาร
คอ่ย ๆ ถูกดูดซมึมากขึน้ (Lo et al., 2006)  

การศกึษาทีผ่่านมายงัไมม่กีารท าใหเ้บตา-กลูแคนมคีวามบรสิุทธิ ์ดังนัน้ในการ
ทดสอบแต่ละครัง้จงึเป็นเพียงแค่สารสกัดหยาบเท่านั ้น ซึ่งพบว่ามคีวามสามารถในการน า
น ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์ได้ เช่น สารสกดัหยาบจาก Phellinus baummi สามารถต่อต้านภาวะน ้ าตาล
ในเลอืดต ่า (hypoglycemia) ในหนูทีเ่ป็นเบาหวาน (Kiho et al., 2000) แต่ถึงอย่างไรกต็ามการ
ทดลองของ Kim และคณะพบว่า หากท าการย่อยด้วยเอนไซม์ endo beta-(1-6)-glucanase 
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จาก Bacillus megaterium จนได้เป็นไดแซ็กคาไรด์ (disaccharides) และไตรแซ็กคาไรด์ 
(trisaccharides) จะมคีวามสามารถในการต่อต้านเบาหวานได้เพิ่มมากขึ้น  (Kim et al., 2005) 
แสดงใหเ้หน็วา่โมเลกลุเลก็มคีวามสามารถมากกวา่โมเลกลุขนาดใหญ่  

 
1.2.3 กำรดูดซึมกลูโคสเข้ำสู่กระแสเลือด 
บรเิวณเยื่อหุ้มเซลล์ที่มสี่วนที่ไม่ชอบน ้ าหนัเข้าด้านใน (hydrophobic interior) 

ท าให้โมเลกุลขนาดเล็ก เช่น กลูโคส ไม่สามารถผ่านเข้าไปได้ ดังนัน้การดูดซึมกลูโคสเข้าสู่
เซลล์จงึอาศยัการน าพาของโปรตีนที่สามารถละลายได้ในไขมนัที่สามารถเคลื่อนผ่านเยื่อหุ้ม
เซลล์ได้ โดยการศกึษาในสตัว์ทดลองพบว่า การน ากลูโคสเข้าสู่เซลล์มดี้วยกนั 2 กลไก คือ 
อาศยัโซเดียม (Na+) เป็นตัวช่วยน าพาเข้าสู่เซลล์ (sodium-glucose cotransporter) และการ
แพรผ่่านตวัขนสง่น ้าตาลเข้าสู่เซลล์ (facilitative glucose transporter) (Mizock, 1995) ดังภาพ
ที ่1.7 เมือ่น ้าตาลถูกย่อยจนกลายเป็นน ้าตาลโมเลกลุเดี่ยวนัน่คอืกลูโคส ซึ่งยังคงอยู่ในส่วนของ
ล าไส้ (intestinal lumen) โดยการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์นัน้มกีารพาโซเดียมเข้าไปในส่วนที่
เป็นผนังล าไส้ (epithelial cell) โดยผ่านโปรตีนขนส่งที่เป็นการขนส่งแบบทศิทางเดียวกนัและ
เกดิขึน้พรอ้มกนั (symport transport protein) จากนัน้จงึถูกสง่ต่อเขา้สู่กระแสเลือดผ่านทางการ
ป ัม๊ของโปรตีนขนส่งกลูโคส (glucose uniporter protein) และเกิดการแลกเปลี่ยนระหว่าง
โซเดยีมและโพแทสเซยีม (K+) เกดิขึน้ไปพรอ้ม ๆ กนั 

 

 
 

ภาพที ่1.7 กระบวนการดูดซมึน ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์และกระแสเลอืด โดยกลูโคสจะถูกขนส่งผ่านเข้า
ไปทีผ่นังล าไสพ้รอ้มกบัโซเดยีม 2 โมเลกลุ ผ่านทาง Na+ glucose symporter จากนัน้กลูโคสจะ
ถูกขนสง่เขา้สูก่ระแสเลอืดผ่านทางตัวขนส่งน ้ าตาลชนิด GLUT2 พร้อมกบัเกดิการแลกเปลี่ยน
ระหวา่งโซเดยีม และโพแทสเซยีมไปพรอ้มกนัด้วย (Wright, 1993)  
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1.2.4 กำรน ำน ้ำตำลเข้ำสู่เซลล์ (glucose uptake) 
โดยปกติแล้วเมื่อมีน ้ าตาลเข้าสู่กระแสเลือด ยิ่งโดยเฉพาะหลังรับประทาน

อาหารเสรจ็ ระดับน ้ าตาลในกระแสเลือดจะเพิ่มมากขึ้น ร่างกายจะสร้างกลไกเพื่อกระตุ้นให้
น ้าตาลในกระแสเลือดถูกน ามาเกบ็ไว้ที่ตับรวมไปถึงเนื้อเยื่ออื่น  ๆ เกดิเป็นกระบวนการสร้าง
ไกลโคเจน (glycogenesis) ท าให้ระดับน ้ าตาลในเลือดลดลงอยู่ในระดับปกติ ส าหรบัเนื้อเยื่อ
กล้ามเนื้อนัน้ อนิซูลนิ การออกก าลงักาย และภาวะขาดออกซิเจน จะเป็นตัวกระตุ้นให้มกีารดูด
ซมึกลูโคสผ่านทาง GLUT4 มากขึน้ (Ojuka et al., 2002)  

 
1) กำรน ำน ้ำตำลเข้ำสู่เซลล์แบบอำศัยอินซูลิน (insulin dependent 

glucose uptake) 
เป็นการน าน ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์ ได้แก ่เซลล์กล้ามเนื้อ และเซลล์ไขมนั ผ่านตัวรบั

น ้าตาลชนิด GLUT4 ทีเ่กดิจากการกระตุ้นผ่านอนิซูลนิ โดยเมือ่ระดบัน ้าตาลในเลือดสูง อนิซูลิน
จะถูกหลัง่ออกมา เพื่อท าหน้าที่ร ักษาสมดุล โดยเมื่ออินซูลินจับกับตัวรับจ าเพาะ (insulin 
receptors) ที่อยู่บนผิวเซลล์ เกิดการส่งสัญญาณให้  insulin receptor substrate-1 (IRS-1) 
จากนัน้สง่สญัญาณใหก้บั PI3K ท าหน้าทีก่ระตุ้น Akt ตามล าดับ ให้มกีารเติมหมู่ฟอสเฟสให้กบั 
GSK ท าให ้GSK หยุดการท างาน นัน่คอืไมส่ามารถเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบั glycogen systhase 
(GS) ได้ สง่ผลให้มกีารสงัเคราะห์ไกลโคเจนมากขึ้น อกีทัง้ PKB/Akt ยังช่วยให้เกดิการหลอม 
(fusion) ของ GLUT4 vesicle ส่งผลให้ที่บรเิวณเยื่อหุ้มเซลล์ มจี านวนของ GLUT4 เพิ่มขึ้น 
เพื่อเร่งให้มกีารขนส่งกลูโคสสู่เซลล์แสดงในภาพที่ 1.8 (Fang et al., 2000; McManus et al., 
2005) นอกจากนี้กระบวนการสงัเคราะห์ไกลโคเจนในตับที่เกดิจากการกระตุ้นด้วยฮอร์โมน
อนิซูลนินัน้ เกดิขึน้โดยที่กลูโคสเข้าสู่เซลล์ผ่านทาง GLUT2 ที่พบเฉพาะในเซลล์ตับและเบตา
เซลล์ ใ นตับอ่อน และเมื่อกลู โคสถูกเปลี่ยนเป็น glucose 6-phosphate โดยเอนไซม ์
glucokinase จะเขา้สูว่ถิขีอง glycolysis และ glycogenesis ต่อไปเชน่กนั 

ส าหรบั PI3K/Akt พบว่า มคีวามส าคญัต่อการเพิ่มการท าหน้าที่ของ GLUT4 
โดยเฉพาะองคป์ระกอบย่อยชนิด p110α ทีก่ระตุ้นการโยกย้ายของ GLUT4 เพื่อเพิ่มการดูดซึม
น ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์ (Chen and Raymond, 2008) อย่างไรกต็ามในสว่นของกล้ามเนื้อ การดูดซึม
น ้าตาลเขา้เซลล์ผ่านทาง GLUT4 โดยการกระตุ้นของอนิซูลินนัน้ กลไกการกระตุ้นการท างาน
ของ GLUT4 อาจเกดิขึ้นจากปจัจยัอื่น เช่น แคลเซียม (Ca2+), ROS, NO และ AMPK (Merry 
and McConell, 2009)  
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ภาพที ่1.8 กลไกการท างานของอนิซูลิน เมื่ออนิซูลินเข้าจบักบั insulin receptor ส่วนที่อยู่นอก
เซลล์ (extracellular alpha) จะไปกระตุ้นโมเลกลุภายในเซลล์ชนิด tyrosine kinase หลังจากนัน้ 
insulin receptor substrate family (IRS1-4) จงึถูกกระตุ้นตามล าดับ ซึ่ง IRS-proteins ดังกล่าว
ไปกระตุ้นวถิีการท างานของกลไก PI3K/Akt ให้เกิดการส่งสญัญาณต่าง ๆ ภายในเซลล์ ซึ่ง
น าไปสู่กระบวนการ apoptosis, cell growth รวมไปถึงควบคุมการท างานของ GLUT4 ให้เกดิ
การโยกย้ายต าแหน่งมาอยู่บรเิวณผวิเซลล์เพื่อท าหน้าทีใ่นการดูดซมึน ้าตาลเข้าสู่เซลล์ (Torres-
Leal et al., 2009)  

 
2) กำรน ำน ้ำตำลเข้ำสู่เซลล์แบบไม่อำศัยอินซูลิน (insulin independent 

glucose uptake) 
เป็นการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์ผ่านตัวรบับนเซลล์โดยอาศยัการแพร่ของความ

เขม้ขน้ของกลูโคสจากความเข้มข้นสูงไปต ่า ( facilitated transport) ผ่านตัวรบัชนิด GLUT1 ซึ่ง
มจี านวนมากอยู่แล้วบนผิวเซลล์ ดังนัน้จงึไม่ต้องผ่านการกระตุ้นของอนิซูลิน  แต่เกดิจากการ
กระตุ้นของไซโตไคน์ทีห่ลัง่มาจากเซลล์ ซึ่งได้แก ่TNF- หรอื IL-1 ส าหรบักลไกการท างานเป็น
ดังภาพที่ 1.9 จะเหน็ได้ว่า ไซโตไคน์จะเป็นตัวส่งเสรมิการท างานให้กบั GLUT1 แต่กดการ
ท างานของ GLUT4 และส าหรบัการดูดซมึน ้าตาลในลกัษณะนี้เกดิขึ้นได้ในกรณีที่ร่างกายมกีาร
ต่อต้านอนิซูลนิ เชน่ โรคอว้น (obisity) การอกัเสบ (inflammation) และภาวะน ้ าตาลในเลือดสูง 
(hyperglycemia) (Ebeling et al., 1998)  
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ภาพที่  1.9 การน าน ้ าตาลกลู โคสเข้าสู่เ ซลล์ผ่านทาง ตัวขนส่งชนิด GLUT1 (insulin-
independent) และ GLUT4 (insulin-dependent) เมื่อกลูโคสถูกดูดซึมผ่านเข้าทาง GLUT1 จะ
เ กิด กา รส ล า ย จา ก  glucose-6-phosphate (G-6-P) เ ป็ น  fructose-6-phosphate (F-6-P) 
จนกระทัง่ได้เป็น hexosamines ที่สามารถลดการท างานของ GLUT4 ส่งผลให้การน าน ้ าตาล
เขา้สูเ่ซลล์ผ่านการกระตุ้นของอนิซูลนิลดลงตามเชน่กนั (Ebeling et al., 1998)  
 

แต่ในกรณีที่มกีารดูดซึมกลูโคสผ่านทาง GLUT4 โดยไม่ผ่านการกระตุ้นของ
อนิซูลนินัน้ มรีายงานว่าเกี่ยวข้องกบัการกระตุ้น AMPK ด้วยเช่นกนั กล่าวคอื เป็นที่ทราบอยู่
แล้ววา่ กลูโคสเป็นแหล่งที่ให้พลังงานต่อร่างกาย ซึ่งนัน่หมายรวมถึงเซลล์เช่นกนั เมื่อภายใน
เซลล์มพีลงังานลดลง (อตัราสว่นระหว่าง ATP:AMP ลดลง) เซลล์จงึต้องการพลังงานเพิ่ม โดย
ปรมิาณที่เพิ่มขึ้นของ AMP จะไปกระตุ้น AMPK ได้ ซึ่ง AMPK จดัเป็นตัวที่สามารถวดัระดับ
พลังงานในเซลล์ เนื่องจากมคีวามรบัรู้ได้ถึงพลังงานที่ลดต ่าลง และสามารถควบคุมโมเลกุล  
ต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องเพื่อรกัษาระดับพลังงาน (Holmes and Dohm, 2004) โดยจากการศกึษาที่
ผ่านมาพบว่า AMPK จะไปกระตุ้น transcription factors ชนิด myocyte enhancer factor 2 
(MEF2) และ GLUT4 enhancer factor (GEF) ให้มกีารสงัเคราะห์ GLUT4 เพิ่มขึ้น และจาก
การทดลองของ Liu และคณะ ที่ทดสอบ APS ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกดัจาก Astragalus 
membranaceus ต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 เพื่อศกึษากลไกการดูดซึมกลูโคสเข้าสู่เซลล์ แสดง
ให้เหน็ถึงการกระตุ้นของ APS ผ่านทาง AMPK และน าไปสู่การกระตุ้นโมเลกุล Akt (AS160) 
หรอืกลไกของ AMP-AMPK-AS160 (Liu et al., 2012)   
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จากทีก่ล่าวมาทัง้หมดสามารถสรุปได้ว่า การที่ Akt ถูกกระตุ้นจนกระทัง่ส่งผล
ให ้GLUT4 สามารถเคลื่อนย้ายมาบนผวิเซลล์เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพการดูดซมึกลูโคสได้นัน้ เกดิ
จากการกระตุ้นโดยอนิซูลินผ่านตัวรบั IRS และการกระตุ้นผ่านทาง AMPK ดังแสดงในภาพที ่
1.10 

 

 
ภาพที ่1.10 กลไกการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์ เมื่อเกดิการกระตุ้นผ่านทาง insulin receptor และ 
AMP-activated kinase ซึ่งการท างานทัง้สองชนิดนี้ท้ายที่สุดจะน าไปสู่การเพิ่มปริมาณของ 
GLUT4 (Epstein et al., 1999)  

 
จากการทดลองของ Ho และคณะ พบว่า p38ᵧ MAPK ช่วยเพิ่มการดูดซึม

น ้าตาลของเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 แต่ลดการท างานของ 2,4-dinitrophenol (DNP) ซึ่งเป็นตัวที่
ท างานผ่านกลไกที่ไม่เกี่ยวข้องกบัอนิซูลิน (Ho et al., 2004) โดย DNP เป็นสารประกอบที่ท า
ให้การสงัเคราะห์ ATP ลดลง (Terada, 1990) ในส่วนของการศกึษาของ Huang และคณะ
พบว่า อนิซูลินเป็นตัวกระตุ้นให้มกีารเติมฟอสเฟตให้กับ Akt1 ซึ่งมผีลต่อการเคลื่อนที่ของ 
GLUT4 ไปยงัผวิเซลล์ ซึ่งทัง้หมดเป็นการท างานผ่านทาง IRS-1 และในขณะที่ IRS-2 เป็นตัว
สง่สญัญาณให้กบั ERK, Akt2 และ p38 MAPK (Huang et al., 2005) ที่กล่าวมานี้แสดงให้เหน็
วา่การดูดซมึกลูโคสของเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 นัน้ เกีย่วขอ้งกบัอนิซูลนิ 

ส าหรับกลไกการท างานผ่านการกระตุ้น PI3K/Akt ดังกล่าวพบว่า หากการ
ท างานของ PI3K/Akt ลดลง จะท าใหเ้กดิโรคเบาหวานได้มากขึน้ แต่อย่างไรกต็ามเบตา -กลูแคน
ได้แสดงใหเ้หน็ถงึความสามารถในการเพิม่การท างานของ PI3K/Akt ผ่านทางตัวรบัชนิดต่าง ๆ 
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(Chen and Seviour, 2007)  ซึ่งจากการทดลองพบว่า ไซโมซานและสารสกดัจากเหด็สามารถ
กระตุ้นกลไก PI3K/Akt ผ่านการกระตุ้น Syk kinase ซึ่งแสดงให้เหน็ว่า มนัท างานผ่านทาง
ตวัรบัชนิด Dectin-1 นอกจากนี้เบตา-กลูแคนชนิดเลนติแนนท างานผ่านตัวรบัชนิด scavenger 
receptor และไปกระตุ้นกลไก PI3K/Akt ผ่านทาง Src tyrosine kinase (Rice et al., 2002) ซึ่ง
นอกจากตวัรบัของเบตา-กลูแคนสว่นใหญ่ทีพ่บในเซลล์ชนิดโมโนไซต์ แมคโครฟาจ นิวโทรฟิวส ์
อโีอซโินฟิล (eosinophils) และ NK แล้ว ยงัพบในเซลล์อืน่ทีไ่มใ่ชเ่ซลล์ในระบบภูมคิุ้มกนั ได้แก ่
เซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด เซลล์บุถุงลมปอด (alveolar epithelial cells) และไฟโบรบลาสต์ 
(fibroblasts) (Brown and Gordon, 2003) แต่อย่างไรกต็ามการท างานของเบตา-กลูแคนต่อ
เซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ในการกระตุ้นการน าน ้าตาลเขา้สู่เซลล์ยังไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นการ
ท างานผ่านตวัรบัชนิดใดบนผวิเซลล์ซึ่งต้องศกึษาต่อไป 

 
1.2.5 ตัวขนส่งน ้ำตำล (glucose transporter facilitators หรือ GLUT 

family)  
ในยีนของมนุษย์มีอยู่ด้วยกัน 14 ชนิด และยังแบ่งออกเป็น 3 subfamilies 

ตามล าดับ (sequence) ที่คล้ายคลึงกนั ดังภาพที่ 1.11 และสามารถจ าแนกออกเป็น isoform 
ตามอวยัวะหรอืเซลล์ทีพ่บดงัในตารางที ่ 1.2 

 

 
 
ภาพที ่1.11 แผนภาพต้นไมแ้สดงความเหมอืนของ GLUT family จากการวเิคราะห์ด้วย clustal 
program (Scheepers et al., 2004)  
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ตารางที ่1.2 การจ าแนกชนิดของ GLUT ตามต าแหน่งทีพ่บ ดดัแปลงจาก Scheepers และคณะ
(Scheepers et al., 2004)  
 

isoform  main expression 
GLUT1  erythocytes, brain (blood-brian barrier) 
GLUT2  liver, islet cells, kidney, small intestine 
GLUT3  brain (neuronal), testis 
GLUT4  adipocytes, muscle 
GLUT5  testis, intestine, muscle 
GLUT6  brain, spleen, peripheral leukocytes 
GLUT7  intestine, testis, prostate 
GLUT8  testis, brain (neuronal), adipocytes 
GLUT9  liver, kidney 

GLUT10  liver, pancreas 
GLUT11  pancreas, kidney, placenta, muscle 
GLUT12  heart, prostate, breast cancer 

HMIT  brain 
GLUT14  testis 

 
จากการศกึษาพบว่ามอียู่ด้วยกนั 5 isoforms ที่เกี่ยวข้องกบัการดูดซึมกลูโคส 

และพบในหลากหลายเนื้อเยื่อ โดยแต่ละเนื้อเยื่อและแต่ละเซลล์อาจมไีด้มากกว่า 1 isoform และ
มกีารพบว่า มี 3 isoforms ด้วยกันที่ม ีบทบาทส าคัญเกี่ยวข้องกบัการดูดซึมกลูโคส ได้แก ่
GLUT1, GLUT2 และ GLUT4 (Mizock, 1995)  

GLUT1 เป็นตวัทีต่อบสนองต่อกลูโคสโดยปกต ิและพบได้ในหลายเนื้อเยื่อ โดย
พบมากในเซลล์ทีเ่กีย่วกบัการขนส่งเลือด เช่น สมองและรก แต่กม็คีวามสมัพันธ์กบัการขนส่ง
กลูโคสในกรณีทีเ่กดิภาวะน ้าตาลในเลอืดต ่า 

GLUT2 พบได้ในเนื้อเยื่อที่เฉพาะมากกว่า GLUT1 โดยพบว่ามกีารแสดงออก
ในหลายอวยัวะ ได้แก ่ตบั ไต ล าไส้เล็ก และเบตาเซลล์ในตับอ่อน ในส่วนของตับ GLUT2 ท า
หน้าทีเ่ป็นตวักลาง (mediator) ในการดูดซมึและหลัง่กลูโคสผ่านทางเซลล์ตับ (hepatocytes) ใน
ตบัออ่น พบวา่ GLUT2 เกีย่วขอ้งกบัการควบคมุการหลัง่อนิซูลนิ  

GLUT4 พบได้เฉพาะในเนื้อเยื่อที่มกีารดูดซึมกลูโคสผ่านอินซูลิน ( insulin-
mediated glucose uptake: IMGU) ได้แก่ เซลล์กล้ามเนื้อ เซลล์ไขมนั และกล้ามเนื้อหวัใจ 
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ภายใต้ภาวะปกติ GLUT4 มลีักษณะเป็นถุงอยู่ภายในเซลล์  (intracellular vesicles) และอยู่
บรเิวณเยื่อหุ้มเซลล์เล็กน้อย ในขณะที่ GLUT1 มกีารกระจายอย่างสม ่าเสมอระหว่างเยื่อหุ้ม
เซลล์กบัถุงภายในเซลล์ 

 
1.2.6 อินซูลิน  
เป็นเปปไทด์ฮอรโ์มนชนิดหนึ่ง ถูกสรา้งโดยเซลล์ของตับอ่อนชนิดเบตาเซลล์ที่

เกีย่วขอ้งกบักระบวนการเผาผลาญ (metabolism) ของคารโ์บไฮเดรตและไขมนัในร่างกาย โดย
มผีลกบัเซลล์ชนิดต่าง ๆ เชน่ ตบั กล้ามเนื้อ และเซลล์ไขมนั ซึ่งเกี่ยวข้องกบัการควบคุมระดับ
น ้าตาลในกระแสเลือด โครงสร้างดังภาพที่ 1.12 ซึ่งประกอบด้วยอนิซูลินจ านวน 6 โมเลกุลที่
เชื่อมต่อเข้าด้วยกนัด้วย zinc ion แทนด้วยทรงกลม และต าแหน่งของ histidine แทนด้วยกิง่
ก้านซึ่งเชื่อมต่อกบั zinc ion เข้าไว้ด้วยกนั เมื่ออยู่ในรูปที่ไม่ท างานจะจบักนัเป็น 6 โมเลกุล 
(hexamer) ในขณะรปูทีพ่รอ้มท างานจะอยู่เป็นโมเลกลุเดี่ยว (monomer) (Chang et al., 1997)  

ส าหรบัการกระตุ้นการท างานของอนิซูลินนัน้มรีายงานว่า เมื่อน ้ าตาลถูกย่อย
จนได้เป็นกลูโคส จะเคลื่อนที่ตามกระแสเลือดผ่านมาที่ตับอ่อน ซึ่งเป็นบรเิวณที่ผลิตฮอร์โมน
อนิซูลินดังกล่าว และถูกดูดซึมผ่าน GLUT2 ที่อยู่บนผิวเซลล์ของตับอ่อน ท าให้เกดิการส่ง
สญัญาณภายในเซลล์จนไปถงึถุงทีบ่รรจอุนิซูลนิ เมือ่ถูกกระตุ้นถุงดงักล่าวจะเคลื่อนที่มาบรเิวณ
ผิวของเซลล์ จนกระทัง่ปลดปล่อยอนิซูลินที่อยู่ภายในออกมา เพื่อไปกระตุ้นการท างานของ
เซลล์ชนิดอื่นต่อไป โดยอนิซูลินที่ถูกปล่อยออกมาในปรมิาณมากนัน้ จะกนิเวลาเพียงสัน้  ๆ 
เนื่องจากเป็นฮอรโ์มนทีม่ ี half life สัน้ และจะถูกก าจดัต่อไป 
 

 
ภาพที ่1.12 โครงสรา้งสามมติขิองอนิซูลนิ (Chang et al., 1997) 

 

Zinc ion 
Histidine 
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วตัถปุระสงค์ของกำรทดลอง 
 

1. ศึกษา กา รออกฤทธิข์ อ ง สา รสกัด  alkaline insoluble -glucan-
containing crude extract และ purified soluble -glucan จากเหด็นางฟ้า ต่อเซลล์แมคโคร-
ฟาจชนิด RAW264.7 ในการกระตุ้นการผลติไนตรกิออกไซด์ 

2. ศกึษาการออกฤทธิข์องพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกดัได้จากเหด็นางฟ้า (-
glucan-containing  polysaccharide extract: BPEG) ต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 
และเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6  
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บทท่ี 2 
 

วิธีการวิจยั 
 
 
2.1 วสัดุอุปกรณ์ 

- กล้องจลุทรรศน์ 
- ขวด duran 
- เครือ่งชัง่ละเอยีด 2 ต ำแหน่ง 
- เครือ่งชัง่ละเอยีด 4 ต ำแหน่ง 
- เครือ่งผสมสำร (vortex) 
- เครือ่งวดั pH (pH meter) 
- เครือ่งหมนุเหวีย่งตะกอน  
- ตู้ควบคมุสภำวะส ำหรบัเลี้ยงเซลล์ (incubator) 
- ตู้ปลอดเชือ้ (laminar airflow) 
- ตู้อบ (hot air oven) 
- หมอ้นึ่งฆำ่เชือ้ควำมดนัไอน ้ำ (autoclave) 
- หลอด centrifuge 
- หลอด eppendorf 
- อปุกรณ์ส ำหรบักำรเพำะเลี้ยงเซลล์ (cells culture)  
- hot plate stirrer 
- microautopipett ขนำด 0.2-10, 2-20, 10-100, 100-1,000 ไมโครลติร 
- microplate reader spectrophotometer 
- rotary evaporator 
- sonicator  
- spectrophotometer 
- thermometer  
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2.2 รายการสารเคมี 
-  absolute ethanol 
-  α-MEM(α-minimum essential medium) 
-  bovine serum albumin (BSA)  
-  compound C 
-  cycloheximide 
-  dimethyl sulfoxide (DMSO) 
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM)  
-  fetal bovine serum (FBS) 
-  Folin-Ciocalteau 
-  glucose (GO) assay kit 
-  Griess assay kit 
-  guanidine hydrochloride 
-  horse serum (HS)  
-  L6 myoblast cells 
-  metformin 
-  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
-  PD98059 (MEK1 inhibitor) 
-  penicillin/streptomycin                     
-  phenol reagent 
-  RAW264.7 murine macrophage 
-  SB203580 
-  sodium bicarbonate 
-  sulfuric acid  
-  tryphan blue 
-  wortmannin 
-  rapamycin 

Labscan 
GibCo, Invitrogen 
NEB 
Merck 
Sigma 
Sigma 
Gibco 
 
Invitrogen 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Seromed, Biochrm 
Sigma 
ATCC 
GibCo 
GibCo 
 
Cell signaling technology 
Seromed, Biochrm KG 
AMRESCO 
ATTC® TIB-71™ 
Sigma 
Sigma 
J.T. Baker 
Sigma 
Sigma 
Sigma 

สำรสกดั alkaline-insoluble -glucan-containing crude extract และ purified 
soluble -glucan จำกเหด็นำงฟ้ำได้รบัควำมอนุเครำะห์จำก ศำสตรำจำรย์ ดร.รพีพรรณ    
วทิติสุวรรณกุล ภำควชิำชวีเคมี คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยสงขลำนครนิทร์ วทิยำเขต
หำดใหญ่ 
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2.3 วิธีการทดลอง 

 
2.3.1 การเตรียมพอลิแซก็คาไรด์จากเหด็นางฟ้า (BPEG) 

ขัน้ตอนท่ี 1 
ขัน้ตอนกำรเตรยีมดัดแปลงมำจำกวธิกีำรของ Yap และ NG (Yap and NG, 

2001) น ำเหด็นำงฟ้ำสด 400 กรมั มำล้ำงด้วยน ้ำสะอำด จำกนัน้น ำมำตัดให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ และ
น ำไปอบทีอ่ณุหภูม ิ60ºC เป็นเวลำอย่ำงน้อย 3 วนัจนกระทัง่ตัวอย่ำงแห้ง จำกนัน้น ำมำป ัน่ให้
เป็นผงละเอยีด แล้วจงึน ำไปต้มเป็นเวลำ 3 ชัว่โมง ที่อุณหภูมปิระมำณ 80-90ºC รอให้ตัวอย่ำง
เยน็ลงจงึน ำมำตกตะกอนข้ำมคนืด้วยเอทำนอล 95% ที่อุณหภูม ิ4ºC หลังจำกนัน้จงึน ำไปป ัน่
เพื่อน ำตะกอนทีไ่ด้มำท ำแหง้แบบแช่เยือกแขง็ (freeze dry) น ำตะกอนที่ได้มำต้มต่อ 8 ชัว่โมง 
ทีอ่ณุหภูม ิ80-90ºC รอจนกระทัง่ตวัอย่ำงเย็นจงึน ำไปบ่มข้ำมคนืที่อุณหภูม ิ4ºC จำกนัน้น ำมำ
ป ัน่เหวีย่งเพื่อตกตะกอนทิ้ง น ำส่วนใสมำตกตะกอนข้ำมคนืด้วยเอทำนอล 95% และน ำไปป ัน่
ตกตะกอนเพื่อน ำไปท ำใหแ้หง้และอบเพื่อไล่ไอน ้ำออกที่อณุหภูม ิ 70ºC เป็นเวลำ 1 วนั 

 
ขัน้ตอนท่ี 2 

ก ำ จั ด โป ร ตี น ที่ เ ห ลื อ ใ น ตั ว อ ย่ ำ ง ด้ ว ย  Sevag reagent (อัต ร ำ ส่ ว น 
chloroform:butanol คอื 1:4) โดยใช้อตัรำส่วนระหว่ำงตัวอย่ำงกบั Sevag 1:1 ผสมให้เข้ำกนั
โดยกำรเขย่ำ จำกนัน้น ำไปหมนุเหวีย่งทีอ่ณุหภูมหิ้อง ตัวอย่ำงจะแยกออกเป็นสองส่วน ดูดเอำ
เฉพำะสว่นใสด้ำนบนถ่ำยใส่ในหลอดใหม่ โดยระวงัไม่ให้ชัน้ของโปรตีนติดขึ้นมำด้วย ท ำกำร
สกดัซ ้ำด้วย Sevag อกีครัง้หนึ่ง จำกนัน้น ำมำท ำกำรแยกสำรผ่ำนเยื่อ (dialysis) ที่ม ีmolecular 
weight cut off อยู่ที่ 12 kD โดยเปลี่ยนน ้ ำสะอำดทุกวนั จนกระทัง่ปรมิำตรของตัวอย่ำงไม่
เปลี่ยนแปลง สุดท้ำยน ำตัวอย่ำงที่ได้ไปท ำให้แห้งและน ำไปอบที่อุณหภูม ิ 70ºC จนกระทัง่
ตวัอย่ำงแหง้และเกบ็ตวัอย่ำงไวท้ี่อณุหภูม ิ -20ºC จนกระทัง่ใชง้ำน 

 
2.3.2 การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชนัของตวัอย่างด้วยเทคนิค FT-IR 
ตัวอย่ำงบำงส่วนในรูปผงแห้งจำกกำรท ำแห้งแบบแช่เยือกแขง็ ส่งตรวจ

วเิครำะหห์ำองคป์ระกอบทีศ่นูย์เครื่องมอืวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลัยสงขลำนครนิทร์ วทิยำเขต
หำดใหญ่ โดยใชเ้ครือ่ง FT-IR spectrophotometer วเิครำะหใ์นชว่งคลื่น 4000-400 cm-1 
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2.3.3 ทดสอบปริมาณโปรตีน 
ทดสอบโปรตีนตำมวธิกีำรของ Lowry และคณะ (Lowry et al., 1951) โดยน ำ

BPEG แบ่งมำละลำยให้ได้ควำมเข้มข้นเป็น 1 มลิลิกรมั/มลิลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย alkaline 
copper (ประกอบด้วย 2% sodium carbonate in 0.1N NaOH และ 0.5% copper sulphate in 
1% potassium tartrate) ปรมิำตร 3 มลิลิลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมหิ้องประมำณ 10 นำท ีจำกนัน้
เตมิสำรละลำย Folin-Ciocalteau 300 ไมโครลติร และวำงไว้ที่อุณหภูมหิ้อง 30 นำท ีซึ่งโปรตีน
ทีอ่ยู่ในตวัอย่ำงจะถูกรดีวิซ์เกดิเป็นสำรประกอบสนี ้ำเงนิ น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ 500 และ 
650 นำโนเมตร น ำคำ่ดงักล่ำวทีว่ดัได้มำค ำนวณเทยีบกบักรำฟมำตรฐำนของ BSA 
 

2.3.4 ทดสอบปริมาณคารโ์บไฮเดรต 
ปรมิำณคำร์โบไฮเดรตทัง้หมดในตัวอย่ำงตรวจหำได้โดยใช้ phenol sulfuric 

method (Dubois et al., 1956) โดยเตรียมตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น 0.25 มลิลิกรัม/มิลลิลิตร 
ปรมิำตร 500 ไมโครลิตร เติมสำรละลำย 5% phenol ปรมิำตร 500 ไมโครลิตร และ sulfuric 
acid 2 มลิลลิติร จำกนัน้ผสมใหเ้ขำ้กนัด้วยเครือ่งผสมสำรและวำงให้เย็นที่อุณหภูมหิ้อง เพื่อรอ
ใหก้รดระเหยหลังท ำปฏิกริยิำ จำกนัน้น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 470 นำโน
เมตร และน ำคำ่ทีไ่ด้มำค ำนวณเทยีบกบักรำฟมำตรฐำนของกลูโคส 
 

2.3.5 ศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัด  BPEG ต่อเซลล์  
แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 

1) การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ (complete DMEM) 
ชัง่อำหำรผง Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (ประกอบด้วย 

glucose 4.5 กรมั/ลิตร sodium pyruvate และ phenol red) มำ 12.89 กรมั และ NaHCO3 3.7 
กรมั ลงในบกีเกอร ์เตมิ milliQ water 800 มลิลลิติร คนใหล้ะลำยเข้ำกนั ปรบั pH ให้อยู่ที่ pH 7 
เตมิ heat-inactivated FBS 100 มลิลลิติร เขย่ำให้เข้ำกนัอย่ำงช้ำ ๆ เติม 100xL-glutamine 10 
มลิลลิิตร เติมสำรละลำยยำปฏิชวีนะ penicillin/streptomycin 1 มลิลิลิตร เติม milliQ water ให้
ครบปรมิำตร 1 ลติร น ำไปกรองผ่ำน 0.2 µm membrane filter แบ่งใส่ขวดขนำด 250 มลิลิลิตร 
พันฝำขวดด้วย parafilm อกีชัน้หนึ่ ง เกบ็ที่อุณหภูม ิ4ºC จะได้เป็น complete media ซึ่ง
ประกอบด้วยสำรละลำยยำปฏิชวีนะ penicillin/streptomycin 1% และ FBS 10% ส ำหรบัเลี้ยง
เซลล์ (ขัน้ตอนหลงัจำกปรบั pH ท ำในตู้ปลอดเชือ้) 
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2) การเพาะเล้ียงเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 
ดูดอำหำร cDMEM ปรมิำตร 9 มลิลลิติร ทีน่ ำมำบ่มให้อุ่นไว้ก่อนล่วงหน้ำใส่ลง

ในหลอด conical tube ขนำด 15 มลิลลิติร จำกนัน้น ำเซลล์แมคโครฟำจชนิด RAW264.7 ที่อยู่
ในหลอดเกบ็เซลล์ซึ่งเก็บอยู่ในถังไนโตรเจนเหลวมำท ำให้ละลำยที่ 37ºC (จนเกือบหมด ) 
จำกนัน้ดูดเซลล์ทัง้หมดมำใสใ่นหลอดทีม่อีำหำรเตรยีมไวน้ ำไปป ัน่ตกตะกอนเซลล์ที่ 2,000 rpm 
เป็นเวลำ 2 นำท ีจำกนัน้ดูดอำหำรเกำ่ออก และท ำกำรละลำยให้เข้ำกนัอย่ำงช้ำ  ๆ ด้วยอำหำร
ใหม ่1 มลิลลิติร จำกนัน้ดูดทัง้หมดใส่ลงในจำนเพำะเชื้อ (petri dish) ขนำด 10 cm ที่มอีำหำร
อยู่ 9 มลิลิลิตร (จะได้ปรมิำตรทัง้หมด 10 มลิลิลิตร) เขย่ำจำนเพำะเชื้อเล็กน้อยเพื่อให้เซลล์
กระจำยตวั แล้วจงึน ำไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูม ิ37ºC และมปีรมิำณ CO2 5% เป็นเวลำ 2 
วนั หรอืจนกระทัง่เซลล์เตบิโตได้ประมำณ 80-90% ของจำนเพำะเชือ้แล้วจงึท ำกำรแยกเพื่อเพิ่ม
จ ำนวนเซลล์ (sub culture) 
 

3) การเพ่ิมจ านวนเซลล์   
เมื่อครบเวลำน ำออกมำส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพื่อดูกำรเจริญเติบโตของ

เซลล์ เมือ่เซลล์เจรญิเตบิโตประมำณ 80-90% ของจำนเพำะเชือ้ จงึท ำกำรดูดอำหำรเก่ำออกจน
หมด เติม 1xPBS 10 มลิลิลิตร เพื่อท ำกำรล้ำงตะกอนเซลล์ที่หลุดออก จำกนัน้จงึดูด 1xPBS 
ทิง้ และเตมิอำหำรลงไป 2 มลิลลิติร ท ำกำรขดูเซลล์ด้วย scraper โดยขูดจำกขอบจำนเพำะเชื้อ
เขำ้หำกึง่กลำงจนครบรอบทัง้จำนเพำะเชือ้ เตมิอำหำรลงไปอกี 8 มลิลิลิตร ปิเปตขึ้นลงให้เซลล์
กระจำยทัว่ ๆ จำกนั ้นจึงดูดมำ 2 มิลลิลิตรใส่ลงในจำนเพำะเชื้อใหม่ที่ใส่อำหำรไว้แล้ว 8 
มลิลลิติร เขย่ำจำนเพำะเชือ้เพื่อให้เซลล์กระจำยทัว่ ๆ แล้วจงึน ำไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูม ิ
37ºC และมปีรมิำณ CO2 5% 
 

4) การนับจ านวนเซลล์ 
กอ่นท ำกำรเพิม่จ ำนวนเซลล์ใหแ้บ่งเซลล์มำจ ำนวนหนึ่งเพื่อค ำนวณหำจ ำนวน

เซลล์ทัง้หมด โดยปิเปตเซลล์มำประมำณ 10 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microcentifuge tube ที่มกีำร
เตมิสยี้อม (0.4% tryphan blue) ลงไป 30 ไมโครลิตร (อตัรำส่วนเซลล์:ส ีคอื 1:3) ปิเปตขึ้นลง
ให้เซลล์และสยี้อมกระจำยตัวเข้ำกนั จำกนัน้ดูดมำ 10 ไมโครลิตร ใส่ลงใน hemacytometer 
เพื่อท ำกำรนับจ ำนวนเซลล์ ซึ่งวธิกีำรนับเซลล์จะนับเฉพำะเซลล์ที่มลีักษณะกลมและใสที่อยู่ใน
ช่องใหญ่ (quadrant) หมำยเลข 1, 2, 3 และ 4 แต่ในกรณีที่เซลล์อยู่บรเิวณขอบหรอืเส้นแบ่ง
ระหวำ่งชอ่งใหน้ับเซลล์นัน้ด้วย สว่นเซลล์ทีอ่ยู่นอกเหนือบรเิวณดงักล่ำวไม่ต้องนับ หลังจำกนัน้
จงึน ำมำค ำนวณเพื่อทรำบถงึจ ำนวนเซลล์ทัง้หมด 
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 กำรค ำนวณหำจ ำนวนเซลล์ทัง้หมด 
  จ ำนวนเซลล์ทัง้หมด = จ ำนวนเซลล์ใน 4 quadrants × 104 cells/ml 

 
ภำพที ่2.1 ต ำแหน่งกำรนับเซลล์บน hemacytometer 

 
5) การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของ alkaline insoluble -

glucan-containing crude extract จากเหด็นางฟ้า 

seed cell ที่ เ จือจำ งไว้ลง ใน  96-well plate ให้ไ ด้ จ ำ นวน เซลล์  23,000 
cells/well แล้วจงึน ำไปบ่มในตู้บ่ม ที่อุณหภูม ิ37ºC ปรมิำณ CO2  5% บ่มไว้ 24 ชัว่โมงเพื่อให้
เซลล์เกำะจำนเพำะเชื้อ เมื่อครบ 24 ชัว่โมง เตรียม alkaline insoluble -glucan-containing 
crude extract ที่ควำมเข้มข้น 10, 25, 50, 100, 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร 
จำกนัน้น ำ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract แต่ละควำมเข้มข้นใส่ลงใน 
96-well plate ปรมิำตรหลุมละ 100 ไมโครลติร โดยดูดอำหำรเกำ่ออกกอ่น แล้วน ำกลับไปบ่มไว ้ 
24 ชัว่โมง เมือ่ครบ 24 ชัว่โมง จงึทดสอบควำมเป็นพิษในเซลล์ด้วยวธิ ีMTT assay ท ำโดยน ำ
เซลล์ที่ทดสอบมำดูดอำหำรเก่ำออกให้หมดและเติม MTT ที่ควำมเข้มข้น 1:20 (MTT:อำหำร 
cDMEM) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไว้เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง ที่ 37ºC เมื่อครบ 2 ชัว่โมง จงึน ำ
ออกมำและปิเปตสว่นของเหลวทิง้ จะเหน็เป็นผลึก formazan สมี่วงอยู่ที่ก้นหลุม ขัน้ตอนนี้ควร
ระวงัไมใ่หผ้ลกึหลุดตดิมำกบัปิเปต และเตมิ DMSO เพื่อละลำยผลึก formazan จำกนัน้จงึน ำไป
วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ที่ควำมยำวคลื่น 570 นำโนเมตร โดยม ีblank 
เป็น DMSO แล้วมำค ำนวณหำกำรรอดชีวติของเซลล์ โดยให้ชุด control หรือ ชุดที่ไม่เติม 
alkaline insoluble -glucan-containing crude extract เท่ำกบักำรรอดชวีติ 100% โดยถือว่ำ
หำกต ่ ำกว่ำ  80% ถือว่ำ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract เ ป็นพิษต่อ
เซลล์ 

กำรค ำนวณเซลล์ทีร่อดชวีติ 
   % cell viability = OD test cell / OD control × 100 

1 2 

3 4 
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6) การทดสอบอิทธิพลการกระตุ้นการสร้างไนตริกออกไซด์ในเซลล์
แมค โครฟาจชนิด  RAW264.7 โ ดย alkaline insoluble -glucan-containing crude 
extract จากเหด็นางฟ้า 

เมือ่เซลล์เจรญิเติบโตประมำณ 80% ของจำนเพำะเชื้อ จงึท ำกำร seed ลงใน 
24-well plate ใหใ้นแต่ละ well มเีซลล์ 3.5×105 cells/well หลงัจำกนัน้น ำไปบ่มในตู้บ่มเลี้ยงเชื้อ 
ที่อุณหภูม ิ37ºC ภำยใต้อำกำศชื้นที่ปรมิำณ CO2 5% เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เมื่อบ่มครบ 24 
ชัว่โมง จงึเตรยีมเบตำ-กลูแคนที่ต้องกำรทดสอบในอำหำรเลี้ยงเซลล์ โดยเจอืจำงให้ได้ควำม
เขม้ขน้ต่ำง ๆ ที่ต้องกำรในอำหำรเลี้ยงเซลล์ แล้วน ำกลับไปบ่มในตู้บ่มเลี้ยงเชื้อเป็นเวลำ 24 
ชัว่โมง ครบเวลำจึงเกบ็เอำอำหำรที่เลี้ยงเซลล์ไปทดสอบกำรสร้ำงไนตริกออกไซด์ด้วยชุด
ทดสอบ Griess assay kit (Invitrogen) 
 

7) การเกบ็ตวัอย่างและทดสอบการสร้างไนตริกออกไซด์ 
เมื่อครบ 24 ชัว่โมงจงึน ำ 24-well plate ออกจำกตู้บ่มเลี้ยงเชื้อและเกบ็ส่วน 

supernatant ในแต่ละ well ลงใน microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มลิลลิติร กำรหำปรมิำณกำร
สรำ้งไนตรกิออกไซด์ ท ำโดยกำรดูดส่วน supernatant ที่เกบ็มำ 120 ไมโครลิตร ลงใน 96-well 
plate แล้วท ำกำรเตมิ milliQ water 1,040 ไมโครลติร และ Griess reagent 40 ไมโครลิตร (โดย
เ ต รี ย ม  Griess reagent จ ำ ก  0.05% N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride 
ปริมำตร 200 ไมโครลิตร และ 0.5% sulfanilic acid ปริมำตร 200 ไมโครลิตร) ตัง้ทิ้งไว้ที่
อณุหภูมหิ้องเพื่อให้ท ำปฏิกริยิำ 30 นำท ีจำกนัน้น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วย microplate 
reader ทีค่วำมยำวคลื่น 548 นำโนเมตร โดยม ีblank เป็น milliQ water แล้วน ำมำค ำนวณหำ
ปรมิำณกำรสรำ้งไนตรกิออกไซด์กบักรำฟมำตรฐำนของไนไตรท์ 
 

2.3.6 ศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดต่อเซลล์กล้ามเน้ือ
ชนิด L6 

1) การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ (10% cAMEM) 
เทอำหำรผง Alpha Minimum Essential Medium (AMEM) (ประกอบด้วย 

phenol red และ L-glutamine) 1 ซอง และ NaHCO3  2.2 กรมั ลงในบีกเกอร์ เติม milliQ water 
800 มลิลิลิตร คนให้ละลำยเข้ำกนั เติม heat-inactivated FBS 100 มลิลิลิตร เขย่ำให้เข้ำกนั
อย่ำงช้ำ ๆ เติมสำรละลำยยำปฏิชวีนะ penicillin/streptomycin 1 มลิลิลิตร เติม milliQ water 
ใหค้รบปรมิำตร 1 ลติร น ำไปกรองผ่ำน 0.2 µm membrane filter แบ่งใส่หลอด tube ขนำด 50 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4ºC จะได้ เป็น complete media ซึ่ งประกอบด้วยสำรละลำยยำ
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ปฏชิวีนะ penicillin/streptomycin 1% และ FBS 10% ส ำหรบัเลี้ยงเซลล์ (ขัน้ตอนหลังจำกปรบั
ปรมิำตรท ำในตู้ปลอดเชือ้) 

 
2) การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ (2% cAMEM) 
ขัน้ตอนกำรเตรยีมท ำเช่นเดียวกบั 10% cAMEM ในข้อ 1) แต่เปลี่ยนจำกกำร

เตมิ heat-inactivated FBS 100 มลิลลิติร มำเป็น HS 20 มลิลิลิตร จะได้เป็น complete media 
ซึ่งประกอบด้วยสำรละลำยยำปฏิชวีนะ penicillin/streptomycin 1% และ HS 2% ส ำหรบัเลี้ยง
เซลล์ 
 

3) การเพาะเล้ียงเซลล์กล้ามเน้ือชนิด L6 
ท ำเชน่เดยีวกบักำรเพำะเลี้ยงเซลล์แมคโครฟำจชนิด RAW264.7 โดยดูดเซลล์

ทัง้หมดใสล่งในจำนเพำะเชื้อขนำด 10 cm ที่มอีำหำรอยู่ 7 มลิลิลิตร (จะได้ปรมิำตรทัง้หมด 8 
มลิลิลิตร) เขย่ำจำนเพำะเชื้อเล็กน้อยเพื่อให้เซลล์กระจำยตัว แล้วจงึน ำไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่
อณุหภูม ิ37ºC และมปีรมิำณ CO2 5% เป็นเวลำ 2 วนั  
 

4) การเพ่ิมจ านวนเซลล์ 
เมื่อครบเวลำน ำออกมำส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพื่อดูกำรเจริญเติบโตของ

เซลล์ เมือ่เซลล์เจรญิเตบิโตประมำณ 70-80% ของจำนเพำะเชือ้ จงึท ำกำรดูดอำหำรเก่ำออกจน
หมด เติม 1xPBS 10 มลิลิลิตร เพื่อท ำกำรล้ำงตะกอนเซลล์ที่หลุดออก จำกนัน้จงึดูด 1xPBS 
ทิง้และเติม trypsin ลงไป 1 มลิลิลิตร กลัว้ให้ทัว่น ำไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูม ิ37ºC และมี
ปรมิำณ CO2 5% เป็นเวลำ 5 นำท ีเอำออกมำเขย่ำเบำ ๆ เพื่อให้เซลล์หลุดจำกจำนเพำะเชื้อ 
เติมอำหำรลงไปอีก 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดกำรท ำงำนของ trypsin และปิเปตขึ้นลงให้เซลล์
กระจำยทัว่ ๆ จำกนัน้จึงดูดมำ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในจำนเพำะเชื้อใหม่ที่ใส่อำหำรไว้แล้ว 7 
มลิลลิติร เขย่ำจำนเพำะเชือ้เพื่อใหเ้ซลล์กระจำยทัว่ ๆ แล้วจงึน ำไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูม ิ
37ºC และมปีรมิำณ CO2 5% 
 

5) การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเน้ือชนิด L6  
เมือ่เซลล์เจรญิเตบิโตประมำณ 70-80% ของจำนเพำะเชื้อ จงึท ำกำร seed ลง

ใน 48-well plate โดยใสห่ลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่ำจำนเพำะเชื้อเพื่อให้เซลล์กระจำยทัว่ ๆ 
แล้วจงึน ำไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37ºC และมปีรมิำณ CO2 5% เลี้ยงจนกระทัง่เซลล์
เตบิโต 70-80% ของจำนเพำะเชื้อ แล้วจงึท ำกำรเปลี่ยนอำหำรเป็น 2% AMEM เพื่อชกัน ำให้
เซลล์เกดิกำรเปลี่ยนรูปร่ำงที่พร้อมส ำหรบักำรทดสอบ (differentiate cells) โดยท ำกำรเปลี่ยน
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อำหำรเป็น 2% AMEM วันเว้นวันประมำณ 3 ครัง้ จึงสำมำรถลงตัวอย่ำงได้ โดยเตรียม
ตวัอย่ำงเบตำ-กลูแคนแต่ละชนิดในอำหำร 2% AMEM ที่ควำมเข้มข้น 31.25, 62.5, 125, 250, 
500, 1,000 และ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จำกนั ้นน ำตัวอย่ำงเบตำ-กลูแคนแต่ละควำม
เขม้ขน้ใสล่งใน 48-well plate โดยดูดอำหำรเก่ำออกก่อน แล้วน ำกลับไปบ่มไว้ 24 ชัว่โมง เมื่อ
ครบ 24 ชัว่โมง จงึทดสอบควำมเป็นพิษในเซลล์ด้วยวธิ ีMTT แล้วมำค ำนวณหำกำรรอดชวีติ
ของเซลล์  โดยให้ชุด control หรือ ชุดที่ไม่เติมตัวอย่ำงเบตำ-กลูแคน เท่ำกบักำรรอดชีว ิต 
100% โดยถอืวำ่หำกต ่ำกวำ่ 80% ตวัอย่ำงเบตำ-กลูแคนเป็นพษิต่อเซลล์ 
 

6) การทดสอบอิทธิพลการกระ ตุ้นการน าน ้ าตาลเข้ าสู่เซลล์
กล้ามเน้ือชนิด L6 โดยตวัอย่างเบตา-กลูแคน  

หลงัจำกชกัน ำใหเ้ซลล์เกดิกำรเปลี่ยนรปูรำ่งทีพ่รอ้มส ำหรบักำรทดสอบ โดยท ำ
กำรเปลี่ยนอำหำรเป็น 2% AMEM วนัเว้นวนัประมำณ 3 ครัง้ โดยเลี้ยงเซลล์ใน 48-well plate 
จงึลงตัวอย่ำงได้ โดยเตรยีมตัวอย่ำงเบตำ-กลูแคนแต่ละชนิดในอำหำร 2% AMEM ที่ควำม
เขม้ขน้ต่ำง ๆ ในอำหำรเลี้ยงเซลล์ แล้วน ำกลบัไปบ่มในตู้บ่มเลี้ยงเชื้อเป็นเวลำ 48 ชัว่โมง ครบ
เวลำจึงเกบ็เอำอำหำรที่เลี้ยงเซลล์ไปทดสอบระดับน ้ ำตำลโดยใช้ชุดทดสอบ glucose (GO) 
assay kit (Sigma) 
 

7) การเกบ็ตวัอย่างและทดสอบระดบัน ้าตาล 
 เมื่อครบ 48 ชัว่โมงจงึน ำ 48-well plate ออกจำกตู้บ่มเลี้ยงเชื้อและเกบ็ส่วน 

supernatant ในแต่ละ well ปรมิำตร 50 ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate กำรทดสอบระดับ
น ้ ำตำลที่เหลืออยู่ในอำหำร ท ำโดยดูด supernatant ที่เก็บมำ 10 ไมโครลิตร ลงใน 96-well 
plate อนัใหมแ่ละท ำกำรเจอืจำงด้วยน ้ำกลัน่ 40 ไมโครลิตร ปิเปตขึ้นลงให้เข้ำกนัจำกนัน้ดูดใส ่
96-well plate อนัใหม่ปรมิำตร 25 ไมโครลิตร และใส่ glucose kit 50 ไมโครลิตร (โดยเตรยีม 
glucose kit reagent จำกกำรละลำยแคปซูล glucose oxidase/peroxidase ด้วย sterile water 
39 มลิลิลิตร จนหมด และละลำย o-Dianisidine reagent ด้วยน ้ ำกลัน่ 1 มลิลิลิตร จำกนัน้ดูด
สำรละลำย o-Dianisidine reagent ใส่ผสมกบั glucose oxidase/peroxidase แบ่งใส่ขวดเล็ก
เกบ็ทีอ่ณุหภูม ิ-20ºC) น ำไปบ่มทีอ่ณุหภูม ิ37ºC เป็นเวลำ 30 นำท ีครบเวลำหยุดปฏิกริยิำโดย
กำรเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 12 N (12N H2SO4) จำกนั ้นน ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วย 
microplate reader ทีค่วำมยำวคลื่น 540 นำโนเมตร โดยม ีblank เป็น sterile water แล้วน ำมำ
ค ำนวณหำปรมิำณน ้ำตำลกบักรำฟมำตรฐำนของกลูโคส 
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บทท่ี 3 
 

ผลการทดลอง 
 
 

3.1 ผลการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 โดย alkaline insoluble -glucan-containing crude extract 

 
การศึกษาที่ผ่านมาก่อนหน้านี้ แสดงให้เห็นความสามารถของ  alkaline 

insoluble -glucan ต่อระบบภูมคิุ้มกนั ตัวอย่างเช่น การศกึษาของ Volman และคณะ พบว่า 
สารสกดัจากเหด็ Agaricus bisporus มปีรมิาณของเบตา-กลูแคนอยู่มาก และมคีวามสามารถใน
การกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจชนิด bone marrow-dirived macrophages (BMM) ให้ผลิตไน-  
ตรกิออกไซด์ได้ อกีทัง้เมื่อท าการวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมทีี่เป็นมอโนแซ็กคาร์ไรด์ด้วย
เครื่อง HPLC พบว่า มปีรมิาณกลูโคสสูงถึง 93.3% โดยเชื่อมต่อกนัแบบ -(14) (Volman  
et al., 2010) นอกจากนี้การศกึษาของ Byeon และคณะพบว่า เบตา-กลูแคนที่แยกได้จากเหด็ 
Tricholoma mastsutake สามารถเหนี่ยวน าการผลติไนตรกิออกไซด์รวมไปถึง TNF- ในเซลล์
แมคโครฟาจ และยังเพิ่ม CD43 ในเซลล์โมโนไซต์อกีด้วย (Byeon et al., 2009) นอกจากนี้ 
Ljungman และคณะพบว่า  alkaline insoluble -glucan ที่ม ีโครงสร้างชนิด -(13)-D-
glucan สามารถเหนี่ยวน าการสร้างไนตริกออกไซด์โดยเซลล์ แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 
(Ljungman et al., 1998) เช่นกัน จากหลักฐานดังกล่ าวจึงได้ ตั ้งสมมติฐานว่า  alkaline  
insoluble -glucan จากเหด็นางฟ้าน่าจะสามารถเหนี่ยวน าการสร้างไนตรกิออกไซด์ในเซลล์
แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ได้เช่นกนั ดังนัน้จงึเริม่ต้นด้วยการทดสอบความเป็นพิษของ 
alkaline insoluble -glucan-containing crude extract โดยวธิ ีMTT assay ผลการทดสอบ
ความเข้มข้นของ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ตัง้แต่ 10, 25, 50, 
100, 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร พบว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชวีติของเซลล์ไม่
แตกต่างกับเซลล์ชุดควบคุมที่ไม่มีการเติม  alkaline insoluble -glucan-containing crude 
extract คดิเป็นเปอรเ์ซน็ต์การรอดชวีติไมต่ ่ากว่า 80% ซึ่งแสดงให้เหน็ว่า alkaline insoluble -
glucan-containing crude extract ไม่เป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ดังภาพที ่
3.1 เชน่เดยีวกบัการทดลองทีผ่่านมา ซึ่งรายงานวา่ เบตา-กลูแคนจากเหด็นางฟ้าไม่มคีวามเป็น
พิษต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 (Carbonero et al., 2012; Satitmanwiwat et al., 
2012) 
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เนื่องจากผลการทดสอบพบว่า alkaline insoluble -glucan-containing crude 
extract ไม่เป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ดังนัน้ alkaline insoluble -glucan 
จงึอาจมปีระสทิธภิาพในการกระตุ้นใหเ้ซลล์มกีารผลติไนตรกิออกไซด์ เริม่จากการทดสอบเซลล์
แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ด้วยความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นของ alkaline insoluble -glucan-
containing crude extract (ตัง้แต่ 62.5-2,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร) พบว่า alkaline insoluble 
-glucan-containing crude extract ที่ทุกความเข้มข้นไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตรกิ- 
ออกไซด์ได้เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุมที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น (untreated: UT) แต่ส าหรบั Escherichia 
coli พบว่าสามารถกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกับชุด
ควบคุม คดิเป็น 14 ไมโครโมลาร์ ดังภาพที่ 3.2 ซึ่งผลการทดสอบของ alkaline insoluble -
glucan-containing crude extract ต่อการผลิตไนตริกออกไซด์โดยเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 มคีวามเป็นไปได้ว่า alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ที่ใช้
ทดสอบยงัคงมโีปรตนีหลงเหลอือยู่ ซึ่งขดัขวางการเข้าจบักนัของเบตา-กลูแคนกบัตัวรบั ดังนัน้
ผู้วจิยัจงึน า alkaline insoluble -glucan-containing crude extract มาล้างด้วย 0.1 M NaOH 
โดยการต้มด้วยหม้ออดัความดันเป็นจ านวน 2 รอบ เพื่อก าจดัโปรตีนที่เหลืออยู่และน ามา
ทดสอบกบัเซลล์อกีครัง้ พบวา่ ทกุความเขม้ข้นตัง้แต่ 0.1, 0.5, 1, 5 และ 10 มลิลิกรมั/มลิลิลิตร 
ของ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ยังคงไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์
ผลติไนตรกิออกไซด์ได้ เมือ่เทยีบกบัชดุควบคมุทีไ่ม่ใส่ตัวกระตุ้น  แต่ส าหรบัไซโมซานและยีสต์
สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์ผลติไนตรกิออกไซด์ได้อย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกบัชุดควบคุม คดิเป็น 
34 และ 10 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบัดงัแสดงในภาพที ่3.3 

เ นื่ อ ง จ า ก  LPS แ ล ะ  alkaline insoluble -glucan ส า ม า ร ถ ก ร ะ ตุ้ น 
inflammatory response ในเซลล์แมคโครฟาจ เช่น การสร้างไนตริกออกไซด์  และจาก
การศกึษาของ Green และคณะ พบว่า LPS กระตุ้น respiratory burst และกระตุ้น tyrosine 
kinase enzyme ให้เกิดกระบวนการ tyrosine phosphorylation ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
BMM (Green et al., 1992) ดงันัน้ผู้วจิยัจงึตัง้สมมติฐานว่า LPS น่าจะช่วยส่งเสรมิการกระตุ้น 
insoluble -glucan จากเหด็นางฟ้าให้สามารถสร้างไนตรกิออกไซด์ได้ สมมติฐานดังกล่าวจงึ
น าไปสู่ผลการทดลองที่กระตุ้น เซลล์แมคโครฟาจชนิด  RAW264.7 ด้วย LPS พร้อมกับ  
alkaline insoluble -glucan-containing crude extract จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของ 
alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ที่เพิ่มขึ้นไม่สามารถเพิ่มระดับการ
เหนี่ยวน าการสร้างไนตริกออกไซด์ด้วย LPS ได้ ดังภาพที่ 3.4 แต่การทดสอบ alkaline 
insoluble -glucan-containing crude extract พร้อมกบัไซโมซานกลับพบว่า ปรมิาณของสาร
สกดัทีเ่พิม่ข ึน้กลบัลดระดบัการเหนี่ยวน าการสร้างไนตรกิออกไซด์ที่เกดิจากการเหนี่ยวน าของ
ไซโมซาน การลดลงของไนตรกิออกไซด์ยังไม่เป็นที่เข้าใจและต้องรอการตรวจสอบต่อไป  จาก
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ผลการทดลองดังกล่าวอาจเป็นไปได้ว่า alkaline insoluble -glucan-containing crude extract 
ทีก่ าจดัโปรตนีแล้ว ยงัอาจม ีpolysaccharide หรอืน ้ าตาลตัวอื่น ๆ ที่ปิดกัน้ไม่ให้เบตา-กลูแคน
จบักบัตวัรบับนผวิเซลล์ได้ ซึ่งการทดลองดังกล่าวต้องมกีารก าจดัน ้ าตาลตัวอื่น ๆ หรอืการท า
บรสิทุธิ ์(purify) เพิม่เตมิ  

 
ภาพที่ 3.1 ทดสอบความเป็นพิษของ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract 
ต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่าไม่มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์ เนื่องจากเปอร์เซ็นต์
การรอดชวีติมีค่าสูงกว่า 80% ที่ทุกความเข้มข้น หลังจากบ่มเซลล์กบัตัวอย่างเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และทดสอบด้วย MTT assay 

 
ภาพที่ 3.2 ผลของ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ของเหด็นางฟ้าต่อ
เซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบวา่ ทีท่กุความเขม้ขน้ไมส่ามารถกระตุ้นเซลล์ในการผลิต   
ไนตรกิออกไซด์ เมือ่เปรยีบเทยีบกบั E. coli หลงัจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 150,000 
cells/well ความแตกต่างกันทางสถิติว ิเคราะห์โดยใช้  Two-tailed Student’s T-test (* คือ 
P<0.05, ** คอื P<0.001) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ untreated (UT) 
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ภาพที่ 3.3 ผลของ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ของเหด็นางฟ้าที่
ผ่านการล้างด้วย 1 M NaOH ต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่าไม่สามารถกระตุ้น
เซลล์ใหผ้ลติไนตรกิออกไซด์ได้ เมื่อเปรยีบเทยีบกบัไซโมซาน และยีสต์ หลังจากบ่มเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 350,000 cells/well ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed 
Student’s T-test (* คอื P<0.05) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 

 
 
ภาพที่ 3.4 ผลของ alkaline insoluble -glucan-containing crude extract ของเหด็นางฟ้าที่
ผ่านการล้างด้วย 1 M NaOH เมื่อบ่มร่วมกบั LPS และไซโมซานพบว่า ไม่มผีลต่อการกระตุ้น
การผลติไนตรกิออกไซด์ของ LPS แต่มแีนวโน้มลดระดบัการกระตุ้นของไซโมซานในเซลล์แมค-
โครฟาจชนิด RAW 264.7 หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 350,000 cells/well ความ
แตกต่างกันทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed Student’s T-test (* คอื P<0.05, ** คือ 
P<0.001)  
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3.2 ผลการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 โดย purified soluble -glucan 

 
เนื่องด้วยการทดสอบการผลิตไนตริกออกไซด์โดยการกระตุ้นของ alkaline 

insoluble -glucan-containing crude extract ไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 ผลิตไนตรกิออกไซด์ได้ จงึน ามาสู่การทดสอบโดยใช้ส่วน purified soluble -
glucan ที่สกัดได้จากเห็ดนางฟ้าเช่นกัน โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ.  ดร.รพีพรรณ     
วทิติสวุรรณกลุ ซึ่งเป็นตวัอย่างทีผ่่านการย่อยเป็นเวลา 7 วนั และมนี ้ าหนักโมเลกุล 1.0-8.7 kD 
และจากการรายงานการศกึษาที่ผ่านมาของ Carbonero และคณะ พบว่า soluble -glucan 
จากเหด็นางฟ้ามฤีทธิก์ระตุ้นการผลิตไนตรกิออกไซด์และไซโตไคน์บางชนิดได้ (Carbonero   
et al., 2012)   

ส าหรบั purified soluble -glucan ทีน่ ามาใช้ทดสอบมสี่วนที่เป็นตะกอนซึ่งไม่
ละลายน ้ าอยู่ด้วย ดังนัน้จงึน าเบตา-กลูแคนดังกล่าวไปป ัน่แยกตะกอนเพื่อน าเฉพาะส่วนที่
ละลาย (supernatant) โดยท าเป็นความเข้มข้น 0.1, 0.5 และ 1 มลิลิกรมั/มลิลิลิตร มาทดสอบ 
พบว่า ที่ทุกความเข้มข้นไม่มกีารกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตรกิออกไซด์ แต่ส าหรบั LPS ความ
เขม้ขน้ 1 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และไซโมซานความเข้มข้น 0.1 มลิลิกรมั/มลิลิลิตร มกีารกระตุ้น
การผลติไนตรกิออกไซด์อย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกบัชุดควบคุมที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น คดิเป็น  76 
และ 82 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั ดงัภาพที ่3.5 

นอกจากนี้ผู้วจิยัได้ทดสอบ purified soluble -glucan ที่น าไปผ่านการกรอง
เพื่อแยกเอาส่วนที่เป็นตะกอนออก โดยท าเป็นความเข้มข้น 62.5, 125, 250, 500, 1,000 และ 
2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่าทุกความเข้มข้น ยกเว้นความเข้มข้น 125 ไมโครกรัม/
มลิลิลิตร มกีารกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตรกิออกไซด์ในระดับที่ต ่ าเมื่อเทียบกบั LPS ที่ความ
เข้มข้น 1 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร หรอืไซโมซานที่ 0.1 มลิลิกรมั/มลิลิลิตร ดังภาพที่ 3.6 และ
ถงึแมว้า่ผลการกระตุ้นจะอยู่ในระดบัทีส่งูกวา่ชดุควบคุมที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น แต่การกระตุ้นอาจไม่
ได้มาจากผลของการจบัของเบตา-กลูแคนกบัตวัรบัโดยตรง และนอกจากนี้รายงานวจิยัที่ผ่านมา
มกีารใช้ soluble -glucan ที่ได้จากรา (Candida spp.) บ่มร่วมกบั LPS พบว่า สามารถเพิ่ม
การท างานของ LPS ในการกระตุ้นการผลิตไนตรกิออกไซด์ (Tokunaka et al., 2000) ดังนัน้จงึ
ท าการทดสอบ purified soluble -glucan ที่ผ่านการกรองความเข้มข้น 1, 5, 10, 20 และ 50 
ไมโครกรมั/มลิลลิติร โดยบ่มร่วมกบั LPS ความเข้มข้น 1 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร พบว่า purified 
soluble -glucan ทกุความเขม้ขน้ไมส่ามารถกระตุ้นเซลล์ใหเ้พิม่ระดบัการผลิตไนตรกิออกไซด์
ไดเ้มือ่เทยีบกบัชดุควบคมุทีม่เีพยีง LPS เพยีงอย่างเดยีว แสดงดงัภาพที ่3.7 
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ภาพที่ 3.5 ผลของส่วนที่เป็น supernatant ของ purified soluble -glucan ที่ได้จากการป ัน่
แยกตะกอนออกต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่าไม่มกีารกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไน-
ตรกิออกไซด์เมื่อเทยีบกับ LPS และไซโมซาน หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 
350,000 cells/well ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed Student’s T-test   
(* คอื P<0.05) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 

 
ภาพที่ 3.6 ผลของ purified soluble -glucan จากเหด็นางฟ้าที่ผ่านการกรองต่อเซลล์แมค-  
โครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่าทุกความเข้มข้นไม่มกีารกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตรกิออกไซด์
เมือ่เทยีบกบั LPS และไซโมซาน หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 350,000 cells/well 
ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed Student’s T-test (* คอื P<0.05, ** คอื 
P<0.001) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 
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ภาพที่ 3.7 ผลของ purified soluble -glucan จากเหด็นางฟ้าที่ผ่านการกรองต่อเซลล์แมค- 
โครฟาจชนิด RAW264.7 เมือ่บ่มรว่มกบั LPS พบวา่ ไม่มกีารกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตรกิออก-
ไซด์และเมือ่บ่มรว่มกบั LPS ไมม่ผีลต่อการกระตุ้นของ LPS ในการผลิตไนตรกิออกไซด์เช่นกนั 
หลงัจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใชเ้ซลล์ 350,000 cells/well  
 

3.3 ผลการเตรียมพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดนางฟ้า (BPEG) และผล
การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชนัของตวัอย่างด้วยเทคนิค FT-IR 

 
เมื่อน าเห็ดนางฟ้ามาสกัดด้วยน ้ าร้อน และก าจัดโปรตีนออกด้วย Sevag 

reagent ขัน้ตอนสดุทา้ยได้ตะกอนมลีกัษณะสนี ้าตาลออ่น จ านวน 0.37 กรมั ซึ่งการเตรยีมพอ-
ลแิซก็คาไรด์ด้วยวธิกีารนี้ ท าให้ส่วนที่เป็นเบตา-กลูแคนถูกสกดัออกมาอยู่ในสารละลาย และ
เมือ่ท าการก าจดัโปรตนีด้วย Sevag reagent ท าใหป้รมิาณโปรตีนในพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงและ
ปรมิาณคารโ์บไฮเดรตเพิม่ขึน้เป็น 93.5% ดงัตารางที่ 3.1 ซึ่งแสดงให้เหน็ว่าพอลิแซ็กคาไรด์มี
ความบรสิทุธิม์ากขึน้  
 

ตารางที ่3.1 ปรมิาณโปรตนีและคารโ์บไฮเดรตทีไ่ด้จากขัน้ตอนการสกดั 

องคป์ระกอบ หลงัจากสกดัด้วยน ้าร้อน (%) หลงัจากสกดัด้วย Sevag (%) 
โปรตนี 7 2 

คารโ์บไฮเดรต 56 93.5 
 
 



38 
 

ผลการวเิคราะห์หมู่ฟงัก์ชนัของตัวอย่างด้วยเทคนิค FT-IR โดยการวเิคราะห์
หมูฟ่งักช์นัมจีุดประสงค์เพื่อบ่งชี้ถึงเบตา-กลูแคนที่อยู่ในสารสกดั ผลการตรวจสอบพบว่าสาร
ตัวอย่างดูดกลืนรงัสใีนหลายต าแหน่ง เช่น ที่ต าแหน่ง 1078 cm-1 แสดงถึงการม ี-(13)-
glucans (Satitmanwiwat et al., 2012) และที่ต าแหน่ง 1153 cm-1 พบว่าเป็นต าแหน่งของ
น ้ าตาลฟรุกโทส (Gutiérrez et al., 1996) อีกทัง้ยังพบ -(14)-glucans ที่ต าแหน่ง 1025 
cm-1  (Satitmanwiwat et al., 2012; Galichet et al., 2001) แสดงใหเ้หน็ถึงการมอีงค์ประกอบที่
เป็นเซลลูโลสอยู่ในสารสกดั นอกจากนี้มรีายงานว่าต าแหน่งที่ 1150-1160 cm-1 เป็น C-O-C 
stretching ของพนัธะไกลโคซดิกิ อกีทัง้พบการสัน่สะเทอืนแบบ stretching ของหมู่อลัคลิ (C-H) 
ซึ่งมาจากโมเลกุลของน ้ าตาลกลูโคส และหมู่ไฮดรอกซิล (O-H) ที่แสดงถึงการจบักนัของสาย  
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ต าแหน่ง 2920 และ 3394 cm-1 ตามล าดับ (Synytsya et al., 2009) และ
รายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า การดูดกลืนรงัสีของเบตา-กลูแคนมักพบที่ต าแหน่งและ
บริเวณใกล้เคียงกับต าแหน่ง 1376, 1317, 1162, 1100, 1080, 1040 และ 990 cm-1 และ
ต าแหน่งของพอลแิซ็กคาไรด์พบที่ต าแหน่ง 1458-1464, 1363-1371, 1258-1267, 1118-1131, 
1074-1084 และ 1040-1048 cm-1 นอกจากนี้ตัวอย่างที่สกดัได้พบว่ามกีารสัน่สะเทอืนของหมู่
ฟงัก์ชนัที่แสดงถึงโปรตีนชนิด amind I ที่ต าแหน่ง 1590 และ 1643 cm-1 ซึ่งต าแหน่งของ
โปรตนีทีพ่บมกีารทบัซ้อนกบัต าแหน่งของน ้ าใกล้กบับรเิวณต าแหน่ง 1640 cm-1 ดังภาพที่ 3.8 
จากองคป์ระกอบต่าง ๆ ทีพ่บจะเหน็ได้วา่ พอลแิซก็คาไรด์ทีส่กดัได้ยังคงมอีงค์ประกอบชนิดอื่น
ปนอยู่ด้วย (Synytsya et al., 2009; Satitmanwiwat et al., 2012) 
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ภาพที ่3.8 ผลการวเิคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR ของตัวอย่าง BPEG พบ -(13)-glucans ที่
ต าแหน่ง 1078 cm-1   

 
3.4 ผลการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด 

RAW264.7 โดย BPEG 
 
เนื่องด้วยผลการทดสอบการผลิตไนตรกิออกไซด์โดยการกระตุ้นของ  purified 

soluble -glucan ไมส่ามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ให้ผลิตไนตรกิออก-
ไซด์ได้ ผู้วจิยัจงึท าการทดสอบโดยใช ้BPEG ในการกระตุ้นการเหนี่ยวน าการสร้างไนตรกิออก-
ไซด์ จากการทดลองพบวา่ ทีค่วามเขม้ขน้สงูขึน้สารสกดัดังกล่าวมคีวามสามารถในการกระตุ้น
การสรา้งไนตรกิออกไซด์ในระดบัต ่ามากถงึแม้วา่จะมนีัยส าคญักต็าม (ภาพที ่3.9)  

โดยทัว่ไปแล้ว soluble -glucan ไม่สามารถเหนี่ยวน าให้เกดิ inflammatory 
responses ในเซลล์แมคโครฟาจได้ ตัวอย่างเช่น เบตา -กลูแคนชนิดเลนติแนนที่สกดัโดยวิธ ี
sonication หรอื LNT ไมส่ามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการสรา้งไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ
ชนิด RAW264.7 อกีทัง้สามารถยับยัง้การสร้าง iNOS และ TNF- ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 ที่ถูกกระตุ้นโดย LPS (Xu X et al., 2012; Xu X et al., 2011) นอกจากนี้ เบตา-  
กลูแคนทีไ่ด้มาจากขา้วบารเ์ลย์สามารถลดระดบัของการสร้างไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโคร-
ฟาจอกีด้วย (Yang JL, 2008) ดังนัน้ผู้วจิยัจงึสนใจที่จะท าการกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 รว่มกบั LPS จากผลการทดลองในภาพที ่3.10 พบวา่ BPEG ที่ความเข้มข้น 1,000 
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ไมโครกรมั/มลิลลิติร สามารถเพิม่ระดบัการกระตุ้นการสร้างไนตรกิออกไซด์โดยเซลล์แมคโคร-
ฟาจชนิด RAW264.7 ทีถู่กเหนี่ยวน าโดย LPS ได้เพียงเล็กน้อยเท่านัน้ ในขณะที่ความเข้มข้น 
100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ไมส่ามารถกระตุ้นเซลล์ร่วมกบั LPS ได้ ผลการทดลองนี้จงึไม่เป็นที่
ชดัเจนวา่ BPEG สามารถกระตุ้นการสรา้งไนตรกิออกไซด์ควบคูก่บั LPS ได ้ 

เมื่อพิจารณาระดับของไนตรกิออกไซด์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 1 ไมโครกรมั/
มลิลลิติร พบวา่ มรีะดบัทีต่ ่ามาก ๆ เมือ่เทยีบกบัการทดลองผ่านมา เช่นในภาพที่ 3.6 ผู้วจิยัจงึ
ได้ตัง้สมมตฐิานวา่ LPS อาจมกีารเสือ่มประสทิธภิาพ จงึได้ขอความอนุเคราะห์ LPS จากคณะ
เภสชัศาสตร์ มหาวทิยาลัยสงขลานครนิทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ เพื่อน ามาใช้เปรยีบเทยีบการ
ทดลอง ซึ่งจากการทดลองพบวา่ LPS ทัง้สองชนิดมกีารกระตุ้นให้ผลิตไนตรกิออกไซด์ในระดับ
ทีต่ ่ามากเหมอืนกนัดงัแสดงในภาพที ่3.11 ดงันัน้ LPS จงึไมน่่าจะเป็นปญัหาในการทดลอง  

และเนื่องจากการทดลองดงักล่าว ความผิดปกติไม่ได้อยู่ที่ LPS จงึน ามาสู่การ
ทดสอบเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด cDMEM และชนิด RPMI เนื่องจากมกีารใช้อาหาร RPMI 
ในการเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ในบางรายงาน (Sosroseno et al., 2002; Seo 
et al., 2001) ดงันัน้ผู้วจิยัจงึท าการทดสอบโดยใช้ LPS ที่ความเข้มข้น 3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 
62.5, 125 และ 250 ไมโครกรมั/มลิลลิติร พบว่าระดับการผลิตไนตรกิออกไซด์อยู่ในระดับที่ต ่า
มากแมว้า่จะเพิม่ความเขม้ขน้ของ LPS กต็าม ซึ่งการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็วา่เซลล์แมคโครฟาจ
ชนิด RAW264.7 ไมต่อบสนองต่อความเขม้ขน้ของ LPS ทีเ่พิม่ข ึ้นในอาหารทัง้สองชนิด (ไม่ได้
แสดงผล) และถึงแม้ว่าจะน าเซลล์ที่แบ่งเกบ็ไว้ (original cells) มาทดสอบใหม่พบว่า ผลการ
ทดลองทีไ่ด้ยงัคงเหมอืนเดมิ นัน่คอื เซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ไม่ตอบสนองต่อ LPS 
ซึ่งใชเ้ป็นชดุควบคมุส าหรบัการทดลอง (ไมไ่ด้แสดงผล) 
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ภาพที ่3.9 ผลของ BPEG ต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่ามกีารกระตุ้นให้เซลล์
ผลติไนตรกิออกไซด์ในระดบัต ่ามากเมือ่เทยีบกบั UT หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 
350,000 cells/well ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed Student’s T-test   
(* คอื P<0.05) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 

 

ภาพที่ 3.10 ผลของ BPEG เมื่อบ่มร่วมกบั LPS พบว่า BPEG ที่ความเข้มข้น  1,000 
ไมโครกรมั/มลิลลิติร มกีารกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตรกิออกไซด์ เมื่อเทยีบกบั LPS หลังจากบ่ม
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้เซลล์ 350,000 cells/well  ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ 
Two-tailed Student’s T-test (* คอื P<0.05)  
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ภาพที ่3.11 ทดสอบประสทิธภิาพของ LPS พบวา่ทัง้สองแหล่งไมแ่ตกต่างกนั นัน่คอื ระดับการ
กระตุ้นการผลติไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ใกล้เคยีงกนั หลังจากบ่ม
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed Student’s T-test 
(** คอื P<0.001) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 
 

ผลการทดสอบทัง้หมดพบว่า อาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ รวมไปถึงสมมติฐานที่ว่า 
LPS เสื่อมประสทิธภิาพไม่เป็นจรงิ ท าให้สรุปได้ว่าปญัหาเกดิจากตัวเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW 264.7 ซึ่งปกตริะดบัไนตรกิออกไซด์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จะอยู่ที่ 80 ไมโครโมลาร์ ซึ่ง
ท าใหไ้มส่ามารถระบุได้แน่ชดัวา่ BPEG ทีใ่ชน้ ามาทดสอบมกีารกระตุ้นเซลล์ได้หรอืไม่ แต่จาก
งานวจิยัของ Carbonero และคณะ ที่สกดัเหด็นางฟ้าด้วยน ้ าร้อนและน ้ าเย็นพบว่า มปีรมิาณ
กลูโคสสงูถงึประมาณ 80% และยงัคงมนี ้ าตาลชนิดอื่นปนอยู่ด้วยแต่มปีรมิาณน้อย และเมื่อท า
การวเิคราะหพ์บโครงสรา้งชนิด -(13)-D-glucan และเมือ่ทดสอบกบัเซลล์แมคโครฟาจชนิด 
RAW264.7 พบว่า สามารถกระตุ้นเซลล์ให้เพิ่มการสงัเคราะห์ไนตรกิออกไซด์และไซโตไคน์
ชนิด TNF- และ IL-1 ได้ (Carbonero et al., 2012) เช่นเดียวกนักบั Satitmanwiwat และ
คณะทีพ่บวา่เบตา-กลูแคนทีแ่ยกได้จากฟรตุบอดี้ของเหด็นางฟ้าสามารถกระตุ้นเซลล์แมคโคร-
ฟาจชนิด J774A.1 ให้ผลิตไนตริกออกไซด์ได้  (Satitmanwiwat et al., 2012) นอกจากนี้ 
Volman และคณะพบวา่ สารพอลิแซ็กคาไรด์จากเหด็มผีลต่อการผลิตไนตรกิออกไซด์ในเซลล์
แมคโครฟาจชนิด BMM แต่ข ึน้อยู่กบัโครงสรา้งของพอลิแซ็กคาไรด์ กล่าวคอืพอลิแซ็กคาไรด์ที่
สกดัจากฟรุตบอดี้ (cap, stem และ mycelium) ของ Agaricus bisorus และส่วนสปอร์ของ G. 
lucidum และ Coprinus comatus เพิ่มการผลิตไนตรกิออกไซด์ได้ แต่ส าหรบัพอลิแซ็กคาไรด์
จากฟรุตบอดี้ของ Agaricus blazei Murill, Phellinus linteus และ G. lucidum ไม่สามารถ
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เหนี่ยวน าการผลิตไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด BMM ได้ (Volman et al., 2010) 
จากการทดลองในสว่นของเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 จงึตัง้สมติฐานได้ว่า หากเซลล์มี
ประสทิธภิาพ ดงันัน้ BPEG จะสามารถกระตุ้นการผลติไนตรกิออกไซด์ได้เช่นกนั อย่างไรกต็าม
ผู้วจิยัได้เปลี่ยนทศิทางการทดลอง ซึ่งทดสอบการกระตุ้นของ BPEG ในการลดระดับน ้ าตาลใน
เซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 แทน  
 

3.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเน้ือชนิด L6 ของ BPEG 
 
มรีายงานการศกึษากอ่นหน้าทีใ่ชพ้อลแิซก็คาไรด์ที่สกดัจากพืชชนิดหนึ่งพบว่า

มกีารกระตุ้นใหเ้ซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 สามารถดูดซึมกลูโคสได้มากขึ้น (Liu et al., 2012) และ
เพื่อทดสอบการกระตุ้นดงักล่าวจงึได้น าพอลแิซ็กคาไรด์ที่สกดัได้จากเหด็มาเริม่ท าการทดสอบ
ความเป็นพิษ ผลการทดสอบความเป็นพิษของ BPEG และตัวอย่างเบตา-กลูแคนแต่ละชนิด 
โดยวธิ ีMTT assay โดยทดสอบความเข้มข้นของเบตา-กลูแคน ตัง้แต่ 31.25, 62.5, 125, 250, 
500, 1,000 และ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่า เปอร์เซ็นต์การรอดชวีิตของเซลล์ไม่
แตกต่างกบัเซลล์ชดุควบคมุทีไ่มม่กีารเตมิเบตา-กลูแคน และเปอร์เซ็นต์การรอดชวีติไม่ต ่ากว่า 
80% แสดงใหเ้หน็วา่ เบตา-กลูแคนไมเ่ป็นพษิต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ดงัภาพที ่3.12 

 
 

ภาพที่ 3.12 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ของสารสกดัแต่ละชนิด 
พบวา่ สารสกดัแต่ละชนิดไมม่คีวามเป็นพษิต่อเซลล์ หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เทยีบกบั
คา่เฉลี่ยในการทดสอบทัง้ 3 ครัง้ (mean ± SD) 
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3.6 ผลการกระตุ้นการน าน ้าตาลเข้าสู่เซลล์กล้ามเน้ือชนิด L6 โดย 
BPEG 

 
ผลการทดสอบความเป็นพษิของเบตา-กลูแคนแต่ละชนิดต่อเซลล์พบว่า ไม่เป็น

พษิต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ดงันัน้จงึอาจมปีระสทิธภิาพในการกระตุ้นใหม้กีารน าน ้ าตาลเข้าสู่
เซลล์ได้ ส าหรบัการทดสอบเบื้องต้นของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากเหด็นางฟ้าหรอื BPEG รวม
ไปถงึเบตา-กลูแคนจากแหล่งต่าง ๆ พบวา่ BPEG และ laminarin มฤีทธิใ์นการกระตุ้นให้มีการ
ดูดซมึน ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์ได้โดยเฉพาะความเข้มข้น 2,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร ของ laminarin 
มกีารกระตุ้นสงูสดุ สว่น BPEG พบวา่ การกระตุ้นไมต่่างกนัมากนักที่ความเข้มข้นตัง้แต่ 500 – 
2,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร ดังภาพที่ 3.13 และเมื่อน าผลการทดสอบ BPEG พอลิแซ็กคาไรด์
จากเหด็หหูนู (BPEE) และ laminarin ทีค่วามเข้มข้น 2,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร มาเขยีนเป็น
กราฟแทง่พบวา่ BPEG และ laminarin มฤีทธิใ์นการกระตุ้นการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์ได้อย่างมี
นัยส าคญัเมือ่เทยีบกบัชดุควบคมุทีไ่มไ่ด้ใสต่วักระตุ้น คดิเป็น 26% ดังแสดงในภาพที่ 3.14 จาก
ผลการทดลองดงักล่าวจงึน ามาสูก่ารทดสอบ BPEG ที่ความเข้มข้นตัง้แต่ 62.5, 125, 250, 500, 
1,000, 2,000 และ 4,000 ไมโครกรมั/มลิลิลิตร เทยีบกบั positive control ที่เป็นอนิซูลิน (Ins) 
และเมทฟอร์มนิ (Met) พบว่า เหด็ที่ความเข้มข้น 62.5, 250, 500, 1,000, 2,000 และ 4,000 
ไมโครกรมั/มลิลิลิตร กระตุ้นให้เซลล์น าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์ได้อย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกบัชุด
ควบคมุทีไ่มไ่ด้ใสต่วักระตุ้น คดิเป็น 6, 7, 15, 16, 17 และ 34% ตามล าดับ ดังภาพที่ 3.15 ผล
การทดลองดังกล่าวแสดงให้เหน็ว่า BPEG มผีลต่อการกระตุ้นเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ผ่าน
โปรตนีต่าง ๆ ที่อยู่ภายในเซลล์ ซึ่งอาจจะเป็น IRS-1 ที่ท าหน้าที่ส่งสญัญาณให้กบั PI3K/Akt 
อย่างเป็นล าดับ ท าให้มกีารเพิ่มขึ้นของ GLUT4 ที่ผิวเซลล์ ส่งผลให้มกีารดูดซึมน ้ าตาลเข้าสู่
เซลล์มากขึน้ หรอือาจเกดิจากการท างานผ่านทาง AMPK ที่สามารถส่งสญัญาณให้กบั Akt ได้
เชน่กนั ดงันัน้เพื่อต้องการศกึษาเบื้องต้นเกี่ยวกบักลไกการท างานภายในเซลล์กล้ามเนื้อชนิด 
L6 จงึได้ทดสอบ BPEG กบัตัวยับยัง้ (inhibitor) ชนิดต่าง ๆ พบว่า ตัวยับยัง้ชนิด CHX, SB 
และ WM มผีลท าใหก้ารน าน ้าตาลเข้าสู่เซลล์ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกบั BPEG 4,000 
ไมโครกรมั/มลิลิลิตร โดยการกระตุ้นของ CHX, Rapa, PD, com.C, SB, WM  คดิเป็น 25, 26, 
51, 24, 14, 12% ตามล าดับ ดังภาพที่ 3.16 ดังนัน้จงึอาจบอกได้เพียงเบื้องต้นเกี่ยวกบักลไก
การท างานของเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ทีถู่กกระตุ้นด้วย BPEG ส าหรบัในอนาคตยังต้องศกึษา
เกีย่วกบักลไกการท างานของเซลล์ในเชงิลึกต่อไป 
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ภาพที ่3.13 ผลการทดสอบการน าน ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 พบวา่ที่ความเขม้ขน้ 
2,000 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ของ BPEG และ laminarin มแีนวโน้มกระตุ้นเซลล์ได้หลังจากบ่ม
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (mean ± SD) 
 

 
ภาพที่ 3.14 ผลของ BPEG BPEE และ laminarin ต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 พบว่า ที่ความ
เข้มข้น 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ของ BPEG สามารถกระตุ้นการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์
กล้ามเนื้อชนิด L6 ได ้หลงัจากบ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดย
ใช ้Two-tailed Student’s T-test (* คอื P<0.05) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 
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ภาพที่ 3.15 ผลของ BPEG ต่อเซลล์กล้ามเนื้ อชนิด L6 พบว่า ที่ความเข้มข้น 4,000 
ไมโครกรมั/มลิลลิติร สามารถกระตุ้นเซลล์ได้คดิเป็น 34% เมื่อเทยีบกบัชุดควบคุมหลังจากบ่ม
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed Student’s T-test  
(* คอื P<0.05, ** คอื P<0.001) โดยเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ UT 

 
ภาพที่ 3.16  ผลการทดสอบ BPEG ร่วมกบัตัวยับยัง้ชนิดต่าง ๆ พบว่า ตัวยับยัง้ชนิด CHX, 
SB และ WM มผีลท าใหก้ารน าน ้าตาลเขา้สูเ่ซลล์ลดลงอย่างมนีัยส าคญั  หลังจากบ่ม BPEG กบั 
inhibitor แต่ละชนิดเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความแตกต่างกนัทางสถิติวเิคราะห์โดยใช้ Two-tailed 
Student’s T-test (* คอื P<0.05) โดยเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (BPEG 4,000 ไมโครกรมั/
มลิลลิติร) 
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บทท่ี 4 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 

4.1 การเตรียมพอลิแซก็คาไรด์จากเหด็นางฟ้า (BPEG)   
 

การศกึษากอ่นหน้านี้แสดงให้เหน็ขัน้ตอนของการเตรยีมสารสกดัพอลิแซ็กคา
ไรด์ให้บรสิุทธิม์ากขึ้นโดยการท า gel-permeation chromatography เพิ่มเติมหลังจากการแยก
สารผ่านเยื่อซึ่งพบว่า fraction ที่เกบ็ได้ส่วนหนึ่งเป็น soluble glucan และอกีส่วนพบน ้ าตาล
โมเลกุลเดี่ยวชนิดอื่นด้วย (Pramanik et al., 2005; Roy et al., 2008) แสดงให้เหน็ว่า ในส่วน
ของพอลแิซก็คาไรด์ทีส่กดัได้ยงัคงมนี ้ าตาลชนิดอื่นปนอยู่ ซึ่งนอกจากจะมนี ้ าตาลชนิดอื่นแล้ว
ยงัคงมอีงคป์ระกอบอืน่อยู่ด้วย เชน่ โปรตีน โดยการทดลองของ Satitmanwiwat และคณะที่ท า
การสกดัองคป์ระกอบทีเ่ป็น α-glucan-protein complex จากเหด็นางฟ้าพบว่า มปีรมิาณของพอ
ลแิซก็คาไรด์ 82% และโปรตีน 13% (Satitmanwiwat et al., 2011) นอกจากนี้  Satitmanwiwat 
และคณะได้ท าการสกดัเบตา-กลแูคนจากเหด็นางฟ้าด้วยวธิกีารที่คล้ายคลึงกนั กล่าวคอื ใช้น ้ า
รอ้นในการสกดั (120ºC) จากนัน้น าสว่นใสมาก าจดัโปรตีนด้วย Sevag reagent ได้ออกมาเป็น
สารสกดัพอลแิซก็คาไรด์ชนิดหยาบพบวา่ เมือ่ท าการสกดัเพิม่เตมิจนได้สว่นที่เป็นเบตา-กลูแคน
บริสุทธิโ์ดยใช้ เ อนไซม์  xylanase และ cellulose ปริมาณของ เบตา -กลูแคน ใน  crude 
polysaccharide เ พิ่ ม ขึ้ น จ า ก  44.9% เ ป็ น  54.6% ห รือ เ พิ่ ม ขึ้ น จ า ก เ ดิ ม เ กือ บ  10% 
(Satitmanwiwat et al., 2012) ซึ่งเป็นไปได้ว่า องค์ประกอบที่เป็นน ้ าตาลชนิดอื่นถูกก าจัด
ออกไป อกีทัง้เนื่องจากผนังเซลล์ของเหด็มโีครงสร้างหลายชัน้ซึ่งกลูแคนบางชนิดจะจบัอยู่กบั
โปรตนีกลายเป็นโครงสรา้งทีซ่บัซ้อน โดยโครงสร้างที่ซับซ้อนนี้จะจบัอยู่กบัเซลลูโลสกลายเป็น
องค์ประกอบที่ใหญ่ขึ้น ซึ่งการจะแยกกลูแคนออกจากโครงสร้างเหล่านี้จงึต้องใช้เอนไซม์ แต่
เนื่องจากขอ้จ ากดัทางทรพัยากรและเวลา ดงันัน้จงึไม่ได้ท าการสกดัให้มคีวามบรสิุทธิแ์ละไม่ได้
ทดสอบปรมิาณของเบตา-กลูแคนในสารสกดัพอลแิซก็คาไรด์ อย่างไรกต็าม Kanagasabapathy 
และคณะได้ท าการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์จากเหด็นางฟ้าด้วยวธิกีารที่คล้ายคลึงกนัและพบว่า มี
ปรมิาณของเบตา-กลูแคนอยู่ในสารสกดัคดิเป็น 80% (Kanagasabapathy et al., 2012) และ
นอกจากนี้มรีายงานวา่พบ -(13) และ -(16)-D-glucan ในพอลแิซก็คาไรด์ของเหด็ชนิด 
P. ostreatus และ P. eryngii (Synytsya et al., 2009) ดังนัน้ในการทดสอบด้วย FT-IR จงึ
สามารถบอกได้ว่าพบเบตา-กลูแคนอยู่ในสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ อย่างไรกต็ามในอนาคตมี
ความสนใจในการท าให ้crude polysaccharide จากเหด็นางฟ้ามคีวามบรสิุทธิม์ากขึ้น โดยการ
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ก าจดัน ้าตาลโมเลกลุเดี่ยวชนิดอืน่รวมไปถงึการทดสอบปรมิาณเบตา-กลูแคนที่สามารถสกดัได้ 
และจากการศกึษาของ Mizuno และคณะพบว่า การแยกพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากการสกดัด้วย
กรด ใช้ว ิธีก า รท า  ion-exchange chromatography ผ่ าน  DEAE-cellulose จ ากนั ้น จึงท า 
filtration และ affinity chromatography เพื่อแยก -glucan (ส่วนที่ไม่อยู่ใน fraction) ออกจาก 
α-glucan (สว่นทีอ่ยู่ใน fraction) (Mizuno et al.,1999)    

นอกจากนี้ Manzi และ Pizzoferrato พบว่า เหด็ในตระกูล Pleurotus บางสาย
พนัธุม์เีบตา-กลูแคนกระจายตวัอยู่ในสว่นทีไ่มล่ะลายน ้ามากกว่าส่วนที่ละลายน ้ าได้ (Manzi and 
Pizzoferrato, 2000) ดังตารางที่ 4.1 แตกต่างจากเห็ดหอมที่พบเบตา -กลูแคนอยู่ในส่วนที่
ละลายได้มากกว่า ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองที่ผ่านมา นั น่คือส่วนที่ละลายน ้ าได้จะมี
ประสทิธภิาพดกีวา่สว่นอนุภาค ดังนัน้ในอนาคตการเปรยีบเทยีบปรมิาณเบตา -กลูแคนทัง้สอง
สว่นของเหด็นางฟ้าอาจต้องมกีารทดสอบเพิม่เตมิ 

 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณเบตา-กลูแคน (%) อยู่ ในส่วนละลายน ้ าและส่วนที่ไม่ละลายน ้ า         
ขอ้มลูดดัแปลงจาก Manzi และ Pizzoferrato (Manzi and Pizzoferrato, 2000) 
 

ชนิดเหด็ 
เบตา-กลูแคนในสว่นละลายน ้า 

(water-soluble -glucan) 
เบตา-กลูแคนในสว่นทีไ่มล่ะลาย 

(water-insoluble -glucan) 

Pleurotus ostreatus 37.8% 62.2% 

Pleurotus eryngii 16.8% 83.2% 
Pleurotus pulmonarius 8.7% 81.3% 

Lentinus edodes 46.% 53.9% 

 
4.2 การกระตุ้นของ alkaline insoluble -glucan-containing crude 

extract และ -glucan-containing polysaccharide extract จากเห็ดนางฟ้าต่อเซลล์ 
แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 
 

จากการศกึษาที่ผ่านมา Chang และคณะได้ท าการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์จาก
เหด็ชนิด Phellinus baumii (PBP) และทดสอบกบัเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่า
สามารถลดระดบัการผลติไนตรกิออกไซด์ที่เกดิจากการกระตุ้นของ LPS (Chang et al., 2007) 
นอกจากนี้ Tomassen และคณะท าการสกดัเลนติแนน [-(13)-D-glucan] จากเหด็หอมด้วย
วธิกีารเดียวกนัพบว่า สารสกดัดังกล่าวสามารถยับยัง้การผลิตไนตริกออกไซด์ที่เกดิจากการ
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เหนี่ยวน าของ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ได้เช่นเดียวกนั (Tomassen et al., 
2011) การทดลองของ Ji และคณะทีใ่ช้พอลิแซ็กคาไรด์จากเหด็หลินจอื (G. lucidum) กบัเซลล์
แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ดังกล่าวมฤีทธิก์ระตุ้นให้เซลล์ผลิตไน -  
ตรกิออกไซด์รวมไปถึงกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ต่าง ๆ (Ji et al., 2007) Carbonero และคณะ
พบว่า โครงสร้างชนิด (13), (16)-linked--glucan ที่พบในเหด็นางฟ้าเป็นส่วนที่ออก
ฤทธิท์างชวีภาพต่อระบบภูมคิุ้มกนัในการกระตุ้นการสร้างไนตรกิออกไซด์ของเซลล์ แมคโคร-
ฟาจชนิด RAW264.7 (Carbonero et al., 2012) รวมถงึพอลแิซก็คาไรด์ทีไ่ด้จากเหด็ชนิดอื่นกม็ ี
ผลในการเหนี่ยวน าการสร้างไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจเช่นกนั (Kim et al., 2004; 
Yeon et al., 2008) ดงันัน้จงึเป็นไปได้วา่พอลแิซ็กคาไรด์ดังกล่าวมโีครงสร้างที่ไม่ซับซ้อนหรอื
อาจมอีงคป์ระกอบอืน่เหลืออยู่เพียงเล็กน้อย ซึ่งการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ที่อยู่ในเหด็โดยใช้น ้ า
รอ้นและท าการตกตะกอนด้วยเอทานอลมรีายงานว่า สามารถกระตุ้นการสร้างไนตรกิออกไซด์
ได ้(Volman et al., 2010) ดงันัน้การศกึษาในขัน้ตอนนี้ผู้วจิยัได้มุ่งเน้นการกระตุ้นการสร้างไน-
ตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจเป็นหลัก ซึ่งจากการวเิคราะห์ปรมิาณไนตรกิออกไซด์ที่ถูก
กระตุ้นด้วย alkaline insoluble -glucan-containing crude extract จากเห็ดนางฟ้าพบว่า ไม่
สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ผลติไนตรกิออกไซด์ได้ รวมถึงไม่มผีลใน
การลดระดับหรอืยับยัง้การผลิตไนตรกิออกไซด์ที่เกดิจากการกระตุ้นของ LPS ทัง้นี้อาจเป็น
เพราะโครงสรา้งของสารสกดัทีไ่ด้ไมเ่หมอืนกบัการศกึษาที่ผ่านมา อกีทัง้อาจเป็นโมเลกุลขนาด
ใหญ่จงึอาจสง่ผลใหก้ารเขา้จบักนัของ (13)--glucan กบัตวัรบัถูกรบกวน  

ในส่วนของ BPEG นัน้ผลการทดลองยังไม่ชดัเจน สารสกัดดังกล่าวอาจจะมี
ความสามารถในการกระตุ้นการผลติไนตรกิออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ เนื่องจากเกดิปญัหาที่
ตวัเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 ท าใหเ้มือ่น า BPEG มาทดสอบกบัเซลล์จงึไม่แสดงฤทธิ ์
ในการกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 จากปญัหาดังกล่าวและความซ ้าซ้อนของงาน
ที่ตีพิมพ์ไปแล้ว (Satitmanwiwat et al., 2012; Carbonero et al., 2012) ท าให้ผู้วจิยัตัดสนิใจ
เปลี่ยนแนวทางของการวจิยัมาศกึษาผลของสารสกดัดงักล่าวต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 แทน  

นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกดัได้เมื่อตรวจสอบพบว่า ยังมอีงค์ประกอบอื่น
ปนอยู่ ถงึแมจ้ะพบ -(13)-glucan กต็าม โดยเฉพาะโปรตีนที่พบว่ามกัจบัอยู่กบัพอลิแซ็ก-   
คาไรด์ (Synytsya et al., 2009; Leung et al., 2006) ซึ่งการท างานของเบตา-กลูแคนนัน้ข ึ้นอยู่
กบัคุณสมบัติทางโครงสร้าง เช่น ความยาวของสายโพลิเมอร์ โครงสร้างสามมติิ และน ้ าหนัก
โมเลกลุ (Graham et al., 2006) เชน่ เลนตแินนที่มนี ้ าหนักโมเลกุลต ่า ๆ จะมคีวามสามารถใน
การต้านมะเรง็ได้สูง (Zhang et al., 2005) เช่นเดียวกนัหากเบตา-กลูแคนเป็นชนิดที่มโีซ่ข้าง  
-(16) จะมคีวามสามารถในการต่อต้านมะเรง็ได้มากขึ้น นอกจากนี้หากมกีารเปลี่ยนแปลง
ทางเคมโีดยเกดิจากขัน้ตอนการสกดักม็สี่วนในการกระตุ้นการท างานที่เพิ่มขึ้นด้วย เช่น การ
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สกัดพอลิแซ็กคาไ รด์ จาก P. ostreatus ที่ม ี -(13)-linked-glucan เมื่อถู กท า ให้ เ ป็น 
carboxymethylated ปฏิกิร ิย าการแทนที่หมู่  –OH บนกลู โคสด้ วยหมู่คา ร์บอกซี เมทิล             
(-CH2COO-) จะแสดงคณุสมบตัเิกีย่วกบัภูมคิุ้มกนัโดยเฉพาะเพิ่มการท าหน้าที่กลืนกนิมากขึ้น 
(Paulik et al.,1996) ซึ่งแสดงใหเ้หน็วา่สารเคมทีีน่ ามาใชใ้นการสกดันัน้ส่งผลต่อการท างานของ
พอลแิซก็คาไรด์ได้ 
   

4.3 การกระตุ้นของ purified soluble -glucan ต่อเซลล์แมคโครฟาจ
ชนิด RAW264.7 

 
จากการวเิคราะห์ปรมิาณไนตรกิออกไซด์ที่ถูกกระตุ้นด้วย purified soluble -

glucan ต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 โดยเมือ่เทยีบกบัการทดลองที่ไม่ได้ใส่ตัวกระตุ้น
พบวา่ purified soluble -glucan สามารถกระตุ้นการสร้างไนตรกิออกไซด์ได้ แต่เมื่อเทยีบกบั 
positive control ถอืวา่กระตุ้นได้เพียงเล็กน้อยเท่านัน้หรอืแทบจะไม่กระตุ้น ทัง้นี้เม ื่อเทยีบกบั 

alkaline insoluble -glucan-containing crude extract มแีนวโน้มว่าจะกระตุ้นการผลิตไน -   
ตรกิออกไซด์ได้มากกวา่ เนื่องจาก purified soluble -glucan ทีไ่ด้ในขัน้ตอนนี้ค่อนข้างมคีวาม
บรสิุทธิแ์ละมขีนาดโมเลกุลเล็ก (มขีนาดน้อยกว่า 10 kD) และเมื่อตรวจสอบจงึพบว่ามีเบตา-  
กลูแคนทัง้ชนิด -(13)-glucan และ -(16)-glucan ซึ่งตัวรบับนเซลล์ชนิด Dectin-1 มี
ความจ าเพาะเจาะจงกับ -(13) และ/หรือ -(16)-glucans และมีหลักฐานที่บ่งชี้ว่า 
Dectin-1 มีค ว า มจ า เ พ า ะกับ  -(13)-glucan ที่ ต่ อ อยู่ กัน เ ป็ น โ อลิ โ กแซ็ กคา ไ ร ด์ 
(oligosaccharide) อย่างน้อย 10 ตัวขึ้นไป (Chen and Seviour, 2007) จงึท าให้การจบักนัของ
ตัวรบักับเบตา-กลูแคนเกดิขึ้นได้ เช่นเดียวกบัการศึกษาที่ผ่านมามีรายงานว่า ส่วนที่เป็น 
soluble -glucan มคีวามสามารถในการกระตุ้นภูมคิุ้มกนัได้มากกว่าส่วนที่เป็น insoluble -
glucan เนื่องจาก insoluble -glucan อาจถูกย่อยใหม้ขีนาดโมเลกลุเลก็ลงหลังจากถูกน าเข้าไป
ในรา่งกาย นอกจากนี้มกีารศกึษาส่วนที่เป็น soluble -glucan พบว่ามกีารเหนี่ยวน าให้มกีาร
ผลติ IFNᵧ ในหม ู(Xiao et al., 2004) ซึ่งชีใ้หเ้หน็วา่เกดิจากผลการเข้าจบักนัของเบตา -กลูแคน
กบัตวัรบัมากกวา่ทีจ่ะเป็นการกลนืกนิของเซลล์ (Di Luzio et al., 1979) 
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4.4 การกระตุ้นของ BPEG ต่อเซลล์กล้ามเน้ือชนิด L6 
 

เนื่องจากการทดสอบ BPEG กับเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 เกิด
ปญัหา อกีทัง้มรีายงานวจิยัทีศ่กึษาเกีย่วกบัเบตา-กลูแคนจากเหด็ต่อเซลล์แมคโครฟาจค่อนข้าง
มาก ดงันัน้ผู้วจิยัจงึได้เปลี่ยนเอา BPEG มาทดสอบกบัเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 แทน เนื่องจาก
ยงัไมเ่คยมกีารศกึษาวจิยัมากอ่นอกีทัง้มกีารรายงานพบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จากเหด็นางฟ้าซึ่งมี
ปรมิาณของเบตา-กลูแคนอยู่คอ่นขา้งมากสามารถป้องกนัการเกดิน ้ าตาลในเลือดสูงในหนูที่ถูก
เลี้ยงด้วยอาหารที่มไีขมนัสูง (Kanagasabapathy et al., 2012) นอกจากนี้เบตา-กลูแคนจาก
เหด็ทีส่กดัด้วยน ้ารอ้นพบวา่ มคีวามสามารถในการต้านภาวะน ้าตาลในเลอืดสงูรวมไปถึงภาวะที่
มโีคเลสเตอรอลสงูในหนูทีเ่ป็นเบาหวาน (Kim et al., 2005) ดงันัน้การศกึษาครัง้นี้จงึได้ทดสอบ
การดูดซึมกลูโคสในเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 พบว่า BPEG ที่สกดัจากเหด็นางฟ้าด้วยน ้ าร้อน
สามารถกระตุ้นให้เซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ดูดซึมกลูโคสได้ อกีทัง้ในการทดลองนี้ผู้วจิยัได้ท า
การทดสอบ laminarin และ BPEE รว่มด้วยพบว่า laminarin และ BPEG สามารถกระตุ้นเซลล์
กล้ามเนื้อชนิด L6 ให้ดูดซึมกลูโคสได้ แต่ BPEE ไม่มีฤทธิก์ระตุ้นการน าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์ 
ดังนั ้นจึงเ ป็นไปได้ว่าสารที่อยู่ ใน  BPEG ที่ เ ป็นตัวท าหน้าที่ออกฤทธิค์ ือเบตา -กลูแคน 
เช่นเดียวกบั Kanagasabapathy และคณะที่พบความสามารถในการลดระดับน ้ าตาลในเลือด
ของหนูทดลองของเบตา -กลูแคนที่อยู่ ใ นสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์ จากเห็ดนางฟ้ า 
(Kanagasabapathy et al., 2012) แต่อย่างไรกต็ามกลไกการท างานของพอลิแซ็กคาไรด์จาก
เหด็นางฟ้าต่อเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ยังไม่เป็นที่แน่ชดั แต่การทดลองก่อนหน้าที่ใช้พอลิ-  
แซก็คาไรด์จากพชืชนิดหนึ่งพบวา่ สามารถกระตุ้นให้เซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 ดูดซึมกลูโคสได้
ผ่านทางกลไก AMPK/Akt (Liu et al., 2012) ซึ่งการท างานของ AMPK เกี่ยวข้องกับการ
ควบคมุระดับน ้ าตาลแต่การส่งสญัญาณภายในเซลล์ยังไม่ทราบแน่ชดั ถึงอย่างไรกต็ามมกีาร
พบวา่ Akt เป็นตวัรบัสญัญาณต่อจาก AMPK ไปยังตัวขนส่งน ้ าตาลเข้าเซลล์ชนิด GLUT 4 ซึ่ง
พบทีเ่นื้อเยื่อกล้ามเนื้อและเซลล์ไขมนัให้เคลื่อนที่ไปอยู่ผนังเซลล์เพื่อให้สามารถดูดซึมกลูโคส
ได้มากขึน้ (Liu et al., 2012) นอกจากนี้ Akt เกีย่วขอ้งกบัการควบคุมการเจรญิเติบโตของเซลล์ 
การมชีวีติของเซลล์ และการควบคุมระดับน ้ าตาล (Hajduch et al., 2001; Lawlor and Alessi, 
2001)    

ดงันัน้วทิยานิพนธน์ี้ได้ศกึษากลไกการท างานของพอลิแซ็กคาไรด์ในเบื้องต้น 
โดยใช้ mTOR inhibitor (Rapa), MEK1/2 inhibitor (PD), AMPK inhibitor (com.C), protein 
synthesis inhibitor (CHX), p38 MAPK inhibitor (SB), PI3K (WM) พบว่า BPEG ที่มกีารเติม 
CHX, SB และ WM ระดบัการดูดซึมกลูโคสลดลงเมื่อเทยีบกบั BPEG เพียงอย่างเดียว ดังนัน้
การท างานของ BPEG จงึน่าจะเกี่ยวข้องกบั PI3K และกลไกของ p38 MAPK (Chen and 
Raymond, 2008; Chen and Seviour, 2007) เนื่องจากตัวยับยัง้ชนิด WM ยับยัง้ PI3K 
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โดยตรงและตามรายงานทีผ่่านมาพบความสมัพนัธ์ระหว่าง Akt เกี่ยวข้องกบัการแสดงออกของ
ยีน GLUT4 และพบว่า p38 เป็นตัวส่งสญัญาณที่มสี่วนในการกระตุ้นการท างานของ GLUT4 
นัน่คอื เมือ่ท าการยับยัง้การท างานของ p38 พบว่า การดูดซึมกลูโคสลดลง (Niu et al., 2003; 
Konrad et al., 2001) เนื่องจาก p38 เป็นตัวควบคุมการสร้าง GLUT4 (Montessuit et al., 
2004) ดงัภาพที่ 4.1 แสดงให้เหน็กลไกของ p38 MAPK และ PI3K ในการมสี่วนเกี่ยวข้องกบั 
GLUT4 (Konrad et al., 2001) และจากรายงานการศกึษาที่ผ่านมาพบว่า ตัวรบัของอนิซูลินที่
ติดอยู่กบัโมเลกุลภายในเซลล์ชนิด IRS-1 และ PI3K เป็นตัวส าคญัในการส่งต่อสญัญาณการ
ตอบสนองต่ออนิซูลินในการท าให้ GLUT4 เกดิการโยกย้ายมาที่เยื่อหุ้มเซลล์ (Cong et al., 
1997) รวมถึงปฏิสัมพันธ์ระหว่าง IRS และ PI3K จ าเป็นต่อการกระตุ้นที่เหมาะสมเพื่อให้
เอนไซมห์รอืโมเลกลุภายในเซลล์นัน่คอื Akt เคลื่อนไปหาเป้าหมาย (GLUT4 vesicles) ได้อย่าง
ถูกต้อง (Pessin and Saltiel, 2000)  
 

 
 
ภาพที ่4.1 การกระตุ้นการดูดซมึกลูโคสของ lipoic acid โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คอื PI3K และ 
p38 MAPK โดยโปรตนีทัง้สองชนิดนี้ต่างท างานร่วมกนัในการกระตุ้นการท างานของ GLUT4 
vesicle ให้เคลื่อนที่ไปยังเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อเพิ่มการดูดซึมกลูโคสเข้าสู่เซลล์ (Konrad et al., 
2001)  
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ในอนาคตยังต้องมีการศึกษาเกี่ยวกับตัวรับที่ม ีการตอบสนองของเซลล์
กล้ามเนื้อชนิด L6 ต่อเบตา-กลูแคน ซึ่งจากการศกึษาที่ผ่านมาพบว่า เบตา-กลูแคนสามารถจบั
กับตัวรับได้หลายชนิด (Chen and Seviour, 2007) และนอกจากนี้ยังคงต้องมีการศึกษา
เกี่ยวกบัวถิีทางการท างานของ BPEG ในการกระตุ้นการดูดซึมกลูโคสโดยเฉพาะการศกึษา
เกี่ยวกบักลไกของ p38 MAPK และ PI3K อกีทัง้การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกบั AMPK ในการ
ตอบสนองต่อการดูดซึมน ้ าตาลกเ็ป็นที่น่าสนใจเช่นกัน และจากรายงานวิจยัที่ผ่านมาใช้ 5-
aminoimidazole-4-carboxamide-1--D-ribofuranoside (AICAR) พบว่ า  ส า ม า รถกร ะตุ้ น 
AMPK ใหเ้พิม่การดูดซมึน ้าตาลได้ในเซลล์กล้ามเนื้อหวัใจและเซลล์กล้ามเนื้อ (Hayashi et al., 
1998; Russell et al., 1999) โดย AMPK อาจมคีวามเกี่ยวข้องกบั p38 MAPK ซึ่งที่ผ่านมา
การศกึษาความสมัพนัธร์ะหวา่งโปรตีนทัง้สองชนิดนี้มน้ีอยมาก แต่กพ็บว่าอาจมสี่วนเกี่ยวข้อง
กนั นอกจากนี้ Li และคณะรายงานว่า AMPK สามารถส่งเสรมิการท างานของ p38 MAPK ได้ 
โดยไมผ่่านกลไกของ PI3K (Li et al., 2005) ดังนัน้การตรวจสอบว่าการกระตุ้นนี้เกี่ยวข้องกบั 
AMPK หรอืไม่อาจต้องมกีารท า immunoblotting รวมไปถึงการตรวจสอบโปรตีนชนิดอื่นอาจ
ต้องใชว้ธิกีารเดยีวกนันี้ในการทดสอบเชน่กนั 
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บทท่ี 5 
 

สรปุผลการทดลอง 
 
 

การศกึษาการเตรยีม BPEG และผลการทดสอบการออกฤทธิท์างชวีภาพใน

เซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 และเซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 สามารถสรปุผลการทดลองดงันี้ 

1. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 และ

เซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 พบวา่ BPEG ไมเ่ป็นพษิต่อเซลล์ทัง้สองชนิด  

2. Alkaline insoluble -glucan-containing crude extract และ purified 

soluble -glucan จากเหด็นางฟ้าไม่มฤีทธิก์ระตุ้นให้เซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 สร้าง

ไนตรกิออกไซด์  

3. BPEG สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์กล้ามเนื้อชนิด L6 น าน ้ าตาลเข้าสู่เซลล์

ได้ (glucose uptake) แต่กลไกการท างานยงัคงต้องศกึษาต่อไปในอนาคต 
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β-glucan-containing polysaccharide extract from the grey oyster mushroom 
[Pleurotus sajor-caju (Fr.) Sing.] stimulates glucose uptake by 

the L6 myotubes

Abstract

Mushroom β-glucan has the ability to affect many cellular functions, including cellular glucose 
uptake. Although cumulative evidence in literature suggests a connection between β-glucan 
and reduction of blood glucose concentration, a mechanism of how β-glucan affects cellular 
glucose uptake has not been demonstrated.  In this study, we analyzed the effect of β-glucan 
containing polysaccharide extract from mushrooms on glucose uptake by the L6 myotubes.  We 
extracted crude polysaccharide from fruiting bodies of the grey oyster mushroom (Pleurotus 
sajor-caju), using hot water and protein removed by the Sevag reagent. The presence of 
β-glucan in the extract was confirmed by FT-IR analysis.  We found that the partially purified 
polysaccharide extract from the grey oyster mushroom stimulated glucose uptake by the rat L6 
muscle cells.  In addition, laminarin, a small soluble β-glucan, enhanced the cellular glucose 
uptake.  Results from this study suggest that β-glucan in the extract might promote the effect to 
the cells. The effect of purified mushroom β-glucan on the L6 cells requires additional analyses, 
and mechanistically how the mushroom β-glucan affects blood glucose concentration becomes 
our future goal.

Introduction

β-glucans are polysaccharides found in the cell 
wall of fungi, plants and some bacteria (Gawronski 
et al., 1999). They consist of glucose molecules 
that link through β(1→3), β(1→4) and β(1→6) 
glycosidic bonds.  As part of the pathogen associated 
molecular patterns (PAMPs), β-glucan affects several 
pathways in the immune and non-immune systems.  
For example, it can induce cytokines and nitric oxide 
production in macrophages and promote monocyte  
adhesion (Byeon et al., 2009; Carbonero et al., 2012; 
Satitmanwiwat et al., 2012) and activate neutrophils 
and natural killer cells combat against cancer cells 
(Yoon et al., 2008). Furthermore, β-glucan was 
shown to reduce total and LDL cholesterol level of 
hypercholesterolemic in adult individuals (Braaten 
et al., 1994; Kerckhoffs et  al., 2003) and blood 
glucose in both animals and humans (Lo et al., 
2006).  In addition, it also has the ability to prevent 
occurrence of glucose intolerance in mice high-fat 
diet (Kanagasabapathy et al., 2012).  Thus, β-glucan 
possesses several activities, which depend on 
structure, size, solubility, and the degree of branching 
(Graham et al., 2006).  For example, highly branched 
β-glucan was shown to be a better immune stimulator 

than one with less frequent branches (Kubala et al., 
2003).

One of the best sources for β(1→3) with 
β(1→6) glucan is mushroom. β-glucan isolated 
from mushrooms has been subjects for many intense 
research investigations. One of the mushrooms: 
the grey oyster mushroom [Pleurotus sajor-caju 
(Fr.) Sing.], which is easily found in Thailand, has 
been used for β-glucan isolation.  It was found that 
β-glucan from this mushroom was highly branched - 
it contained a single β(1→6) glucose side chains on 
every second and third glucose residues (Carbonero 
et al., 2012).  This β-glucan was shown to stimulate 
nitric oxide production in macrophages (Carbonero 
et al., 2012; Satitmanwiwat et al., 2012).  In addition 
to the immunomodulatory activity, β-glucan from 
this mushroom was shown to reduce blood glucose 
concentration in mice fed with high-fat diets 
(Kanagasabapathy et al., 2012).

Glucose, the major metabolic fuel in animals, 
enters cells through glucose transporter proteins 
especially, through the isoform 4 (GLUT-4), which is 
expressed in skeletal muscles, heart muscles, and fat 
tissue (Shi and Kandror, 2008).  The L6 myotube cell 
line is the best-characterized cellular model of skeletal 
muscle origin for studying glucose uptake (Klip 
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2009).  Recently, it was shown that the polysaccharide 
extract from Astragalus membranaceus Bunge 
stimulated glucose uptake in the L6 muscle cells 
(Liu et al., 2013). However, this study failed to 
show the presence of β-glucan in the polysaccharide 
extract. In addition, the effect of β-glucan on 
glucose uptake by the L6 muscle cells has yet to be 
illustrated. Although the recent study showed the 
ability of β-glucan-rich polysaccharide extract from 
the grey oyster mushroom to reduce blood glucose 
(Kanagasabapathy et al., 2012), the direct effect of 
the polysaccharide on the L6 myotube has not been 
shown. Therefore, we carried out experiments to 
test the effect of carbohydrate extract from the grey 
oyster mushroom on the L6 cells.  We found that the 
β-glucan-containing polysaccharide extract from 
this mushroom stimulated glucose uptake in the 
L6 myotube in time- and dose-dependent fashions.  
Likewise, laminarin, a small soluble β-glucan from 
plant, showed the same effect. 

Materials and Methods

Extraction of polysaccharide from mushroom
The polysaccharide was extracted using the 

method from Yap and NG with some modifications 
(Yap and Ng, 2001).  First, 400 g of fresh fruiting 
bodies of grey oster mushroom (P. sajor-caju) were 
washed and diced into small pieces. Then, they 
were baked in a hot air oven at 60oC for 3 days or 
until completely dry, and subsequently grinded into 
powder. The dried, powdered mushroom weighted 
approximately 35 g. They were boiled for 3 hours 
on a heating plate stirrer at 80-90oC. After cooling 
down at room temperature, the polysaccharide was 
precipitated by adding one volume of 95% ethanol 
and incubated for 14-18 h at 4oC.  The whole mixture 
was centrifuged at 3,024 x g for 20 minutes at 4oC, 
and the supernatant was discarded.  The pellets were 
combined and flash frozen with liquid nitrogen prior 
to lyophilization. The sample was dissolved in one 
volume of water and boiled for 8 hours on a heating 
plate stirrer at 80-90oC.  After cooling down at room 
temperature, the sample was incubated at 4oC for 
14-18 hours to allow precipitation of impurities. 
The precipitates were removed by centrifugation at 
the same speed, and the soluble material was mixed 
with one volume of 95% ethanol to precipitate the 
polysaccharides.  After 14-18 hours of incubation at 
4oC, the precipitated polysaccharides were collected 
by centrifugation at respectively 3,024 x g and 5,927 
x g for 20 minutes each at 4oC. They were then 
flashed frozen and lyophilized.  The trace moisture in 
the lyophilized sample was completely removed by 

baking at 70oC hot air oven for 1 day.
To remove proteins from crude polysaccharide, 

the Sevag reagent (chloroform:butanol ratio of 4:1) 
was employed. Briefly, the crude polysaccharide 
was dissolved with water to 10 mg/ml. The Sevag 
reagent was added to the sample with a ratio of 1:1, 
and subsequently mixed and votexed.  The mixture 
was centrifuged at 12,096 x g for 10 minutes at room 
temperature. After centrifugation, the sample was 
separated into two layers. The top layer is the aqueous 
solution, which contains the polysaccharides and the 
bottom layer is the Sevag reagent. The top layer was 
carefully pipetted without picking up the interface, 
which contains some proteins, and transferred to a 
clean tube.  The solution was pooled and the extraction 
was repeated twice. Then, the aqueous layer was 
dialysed against 2L distilled water. Water used for 
dialysis was changed everyday until the volume of 
sample did not change. Finally, the dialysed sample 
was frozen at -80oC, lyophilized and subsequently 
dried at 70oC.  The weight of the sample was recorded, 
and the sample was kept at -20oC until needed. The 
components of the extract were analyzed with fourier 
transformed infared spectroscopy (FT-IR).
 
Determination of protein

Proteins were determined by the Lowry assay 
(Lowry et al., 1951).  Briefly, 100 µl 1 mg/ml sample 
was mixed with 3 ml alkaline copper solution (2% 
Na2CO3 in 0.1 M NaOH, 1% sodium potassium 
tartrate, 1% CuSO4.7H2O). After incubation at 
room temperature for 10 minutes, 300 µl of Folin 
and Ciocalteu’s phenol reagent was added, and the 
incubation was continued for another 30 minutes.  
The optical density (OD) at 500 and 650 nm of the 
sample was measured, and the amount of protein was 
calculated by comparing with a standard curve from 
bovine serum albumin (BSA).

Determination of carbohydrate
Total carbohydrate in the sample was determined 

using the phenol-sulfuric acid method (DuBois et al., 
1956).  Briefly, 500 µl 0.25 mg/ml sample was mixed 
with 500 µl 5% phenol.  Then, 2 ml sulfuric acid was 
added to the mixture and incubated for 20 minutes at 
room temperature.  The OD at 470 nm was measured, 
and the total sugar was calculated by comparing with 
a standard curve from glucose.

Effect of crude polysaccharide on glucose-uptake
Glucose uptake was determined using a glucose 

(GO) assay kit.  Briefly, L6 rat skeletal muscle cells 
were grown in α-MEM (low glucose) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS) at 37oC under 5% 
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CO2. L6 cells were differentiated to L6 myotubes by 
2% horse serum (HS)-containing medium in 48 well 
culture plates. The various concentrations of crude 
extracts were added to the cells and incubated for 
24 and 48 hours. Insulin (500 nM) and metformin (2 
mM) were used as positive controls.  After incubation, 
medium was collected and used to determine the 
glucose level. The assay reagent (Glucose Oxidase/
Peroxidase Reagent and o-Dianisdine Reagent) was 
added to the sample and incubated for 30 minutes at 
37 oC.  The reaction was stopped by adding 50 µl 12 
N H2SO4. The remaining glucose in the sample was 
measured using the A540 absorbance. This reagent 
specifically reacts with glucose, which is ultimately 
converted them into a colored substance.

Results and Discussion

Purification of the crude polysaccharide extract from 
P. sajor-caju 

In this study, the crude polysaccharide was 
extracted using hot water. Proteins in the extract 
were removed using the Sevag reagent. The total 
polysaccharide was estimated by the phenol-sulfuric 
modified method (DuBois et al., 1956). We found 
that the polysaccharide content before and after the 
Sevag extraction was increased from 56% to 93.5%, 
respectively. A previous study also used the Sevag 
reagent to remove proteins from the polysaccharide 
purify β-glucan (Satitmanwiwat et al., 2012). In this 
work, we did not further purify the polysaccharide 
after the Sevag extraction and did not determine the 
amount of β-glucan in the partially purified extract.  
However, a study done by Kanagasabapathy and 
colleagues also extracted the polysaccharides from 
the grey oyster mushroom using hot-water extraction 
method and found approximately 80% β-glucan in 
their crude extract (Kanagasabapathy et al., 2012).  
Additional studies reported that the branched β(1→3) 
and β(1→6)-D-glucan is predominated in the hot 
water polysaccharide extract from Pleurotus ostreatus 
and Pleurotus eryngii (Synytsya et al., 2009).  
Collectively, these studies suggest that β-glucan 
is the major component in our partially purified 
polysaccharide from the grey oyster mushroom.

FT-IR analysis 
To further confirm the presence of β(1→3)-

glucan in our partially purified extract from the 
dried mushroom, the FT-IR spectroscopy technique 
was employed. Previous FT-IR analysis of the yeast 
polysaccharide cell wall and purified β-glucan 

was used as references (Galichet et al., 2001; 
Satitmanwiwat et al., 2012). For example, the peaks 
in the range of 950 - 1,200 cm-1 indicate the presence 
of polysaccharides. The peaks at 1,150 - 1,160 cm-1 

define the stretching of glycosidic bonds. Other 
peaks and shoulders for β-glucan can be found at 
1,376, 1,317, 1,162, 1,100, 1,080, 1,040 and 990 
cm-1 (Synytsya et al., 2009).  As shown in Figure 
1, we found a peak at 1,078 cm-1, which represents 
the β(1→3)-glucans. Additional peaks at 1,153 and 
1,025 cm-1 correspond to the pyranose ring and 
β(1→4) glucans, respectively (Galichet et al., 2001; 
Satitmanwiwat et al., 2012), suggesting cellulose 
contamination in our sample. No evidence of other 
sugars was found in the FT-IR analysis. In addition to 
the sugar, the two peaks at 1,590 cm-1 and 1,643 cm-1 
represent vibration of proteins (Figure 1).  Proteins 
are overlapped with water near 1,640 cm-1 (Synytsya 
et al., 2009). Other peaks at 2,920, 3,394 cm-1 are 
C-H stretching vibration and  hydroxyl stretching 
vibration, respectively (Synytsya et al., 2009; 
Satitmanwiwat et al., 2012).

Our FT-IR result shows that the sample still 
contains some proteins, which might not completely 
be removed by the Sevag reagent (Synytsya et al., 
2009). We also found a significant loss in the total 
carbohydrate after the Sevag extraction (data not 
shown).  Therefore, this extraction method might not 
be the best technique for eliminating proteins from the 
polysaccharide. Consistently, it has been suggested 
that this extraction technique might not be able to 
remove polysaccharide-binding proteins (Synytsya 
et al., 2009).  Previous studies used specific enzymes 
to eliminate some unwanted carbohydrates (e.g. 
cellulose and hemicellulose) in β-glucans (Ookushi et 
al., 2008; Satitmanwiwat et al., 2012).  Thus, a similar 
technique using an enzyme to remove proteins could 
also be utilized.  This enzymatic digestion might be 
a better technique than the Sevag extraction method 
because it might confer a better yield and purity to 

Figure 1. FT-IR spectra of the partially purified 
polysaccharide extracted from the dried grey oyster 

mushroom
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the polysaccharide.

Effect of the partially purified polysaccharide extract 
on glucose uptake 

The relationship between polysaccharide and 
reduction of blood glucose has been demonstrated.  
For example, a previous study found that the effect of 
polysaccharide extracted from the fruiting bodies of 
Tremella aurantia reduced blood glucose in diabetic 
rats (Kiho et al., 1995).  In addition, polysaccharide 
from Pleurotus tuber-regium has many properties 
such as, antihyperglycemia, antihyperlipidemic, 
and antioxidant in diabetic rat model (Huang et al., 
2012).  Moreover, extracellular polysaccharide from 
Phellinus linteus prevented high blood glucose in 
diabetes patients (Kim et al., 2001).  Together, these 
data led us to investigate the effect of our partially 
purified β-glucan from the grey oyster mushroom 
and the ear mushroom (Auricularia auricula) on 
glucose uptake by the L6 cells.  We also included 
laminarin, a small soluble β-glucan from Laminaria 
digitata in the experiment.  Results in figure 2 show 
that polysaccharide extracted from the grey oyster 
mushroom and laminarin stimulated glucose uptake 
in the L6 cells, suggesting that β-glucan in the extract 
probably caused the effect. Unlike those samples, 
polysaccharide extracted from the ear mushroom 
showed no effect on the cells (Figure 2). These 
polysaccharides did not affect viability of the cells 
(data not shown).  From these data, we continued to 
investigate the effect of the polysaccharide extract 
from the grey oyster mushroom on glucose uptake 
in this cell type.  We found that the level of glucose 
uptake increased as the concentration of the extract 
increased, and the stimulation of the uptake was 
clearly evident in 48-hour incubation (Figure 3).    

The role of polysaccharide in regulation of 
glucose uptake has been illustrated.  A recent study 
showed that Astragalus polysaccharide (APS) 
extracted from Astragalus membranaceus stimulated 
glucose uptake in the L6 myotubes through the AMP-
activated protein kinase (AMPK) pathway (Liu et al., 
2013).  It was found that the APS-dependent AMPK 
pathway stimulation subsequently promoted the 
phosphorylation of Akt substrate of 160 kDa (AS160), 
which led to the excotytosis of the glucose transporter 
4 (GLUT-4) to promote glucose uptake by this cell 
type (Liu et al., 2013).  GLUT-4 has been shown to 
be a major glucose transporter in the skeletal muscle 
cells (Sakamoto and Holman 2008).  The involvement 
of the Akt pathway and AS160 in glucose uptake by 
skeletal muscles has been demonstrated (Treebak 
et al., 2006; Choi et al., 2012). This Akt/AMPK 
pathway might be responsible for β-glucan-induced 

glucose uptake by the L6 cells, although the direct 
connection between β-glucan and glucose uptake 
has not been confirmed.  Another study also showed 
that β-glucan-rich polysaccharide extract from the 
grey oyster mushroom decreased the overall blood 
glucose concentration in mice fed with high-fat diet 
(Kanagasabapathy et al., 2012).  This group showed 
that their β-glucan-rich extract upregulated GLUT-4 
gene expression and downregulated the expression 
of many proinflammatory cytokines, including 
interleukine-6 (IL-6) and TNF-α (Kanagasabapathy 
et al., 2012). However, the experiment was 
performed in mice, but not in the context of the cell 
line.  Therefore, we hypothesize that β-glucan might 
activate the expression or exocytosis of GLUT-4 on 
the L6 cells through the activation of Akt/AMPK 

Figure 2. Differential effects of polysaccharides on glucose 
uptake. L6 myotubes were incubated with different 
treatments [2 mg/ml crude polysaccharide from the ear 
mushroom (EM), 2 mg/ml crude polysaccharide from the 
grey oyster mushroom (GOM), and 2 mg/ml Laminarin] 
for 48 hours. The histogram shows the average percentages 
of glucose remaining in the media, calculated from 3 
repeats. The error bars represent standard deviations of the 
data. Statistical differences compare with the control set 
(untreated) were calculated by two-tailed Student’s T-test 

(* for P < 0.05 and ** for P < 0.001).

Figure 3. Polysaccharide from fruiting bodies of P. 
sajor-caju stimulated glucose uptake in time- and dose-
dependent manners. (A) L6 cells were incubated with the 
various concentrations of the polysaccharide (62.5-4000 
µg/ml).  Ins (Insulin) at 500 nM and Met (Metformin) at 
2 mM were used as positive controls. UT is abbreviated 
for untreated.  Each represented data point was calculated 
from 6 repeats, and the glucose uptake experiment was 
repeated for 3 times.  The error bars represent standard 
deviations of the data. Statistical differences compare with 
the control set (untreated) were calculated by two-tailed 

Student’s T-test (* for P < 0.05 and ** for P < 0.001).
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pathway.
The ability of the L6 cell to respond to β-glucan 

suggests the existent of β-glucan receptor on the cell 
surface.  It has been shown that β-glucan can signal 
through several receptors on the cell surface. These 
receptors include dectin-1, complement receptor 
3 (CR3), lactosylceramide (LacCer), scavenger 
receptors (SR) and toll like receptors (TLRs), and 
the expression of these receptors is cell type specific 
(Chen and Seviour, 2007). Each of these receptors 
can signal through different signaling pathway, 
including PI3K/Akt, Extracellular signal-regulated 
kinase (Erk), p38 mitogen-activated protein kinase 
(p38-MAPK) pathways (Chen and Seviour, 2007; 
Chen and Raymond, 2008). To our knowledge, 
the specific β-glucan receptor on the L6 myotubes 
has not been suggested. Thus, identification of the 
specific β-glucan receptor and characterization of the 
signaling pathway for the glucose uptake by the L6 
myotube await the future investigation.

Conclusion

Partially purified polysaccharide isolated from 
Pleurotus sajor-caju increased glucose uptake in 
the L6 muscle cells, possibly due to the presence of 
β-glucan in the extract. This finding suggests that 
β-glucan from this mushroom might be used with 
diabetes patients to help reducing blood glucose 
concentration. However, additional experiments are 
required to confirm that this activity is due to β-glucan 
in the extract.  Furthermore, the specific β-glucan 
receptor and the signaling pathway that lead to the 
stimulation of glucose uptake by this cell remain our 
priority tasks in future experimentation.  
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