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3. ผลการทดลองและวิจารณ

3.1 การเตรียม LDL จากพลาสมา
3.1.1 การเตรียมพลาสมาจากเลือดคนปกติ

จากตัวอยางเลือดคนปกติปริมาตร 20 มิลลิลิตร สามารถแยกพลาสมาโดย
วิธีการปนเหวี่ยงตามที่ระบุไวในหัวขอ 2.1.1  ออกมาได 9 ± 0.8 มิลลิลิตร (X ± S.D., 
n = 20) หรือประมาณ 45% โดยปริมาตรของเลือดที่นํ ามาใชแยก พลาสมาเหลานี้มีระดับ
คอเลสเทอรอลเฉพาะที่อยูใน LDL ของผูชายระหวาง 152 ถึง 196 mg% และของผูหญิง
ระหวาง 130 ถึง 184 mg% ซึ่งนับวาอยูในเกณฑปกติทั้งหมด เมื่อเทียบกับคาปกติที่ใช
อางอิงจากหองปฏิบัติการเคมีคลีนิค โรงพยาบาลสงขลานครินทร คือ 66-202 mg% และ 
57-186 mg% สํ าหรับผูชาย และผูหญิง ที่มีอายุ 20-49 ป ตามลํ าดับ

3.1.2 การแยก LDL จากพลาสมา
เมื่อนํ าพลาสมา มาแยก LDL ตามวิธีการที่ระบุในหัวขอ 2.1.2 ซึ่งใชเวลา

ปนแยกพลาสมาสั้นกวาวิธีการแบบเดิม (conventional sequential-ultracentrifugation 
method) ของ Havel และคณะ (1955) มาก ทํ าให LDL ทีแ่ยกไดไมสูญเสียสารตาน
ออกซิเดชันตาง ๆ ที่อยูภายในโมเลกุล (endogenous antioxidants) โดยเฉพาะวิตามินอี 
ไปมากในระหวางขั้นตอนการแยก (Kleinveld et al., 1992) จากการศึกษานี้พบวา เมื่อนํ า
พลาสมามาแยก LDL โดยวิธีของ Kleinveld และคณะ (1992) สามารถเตรียมเปนสาร
ละลาย LDL ปริมาตร 6.5 ± 0.7 มลิลลิิตร ที่มีปริมาณโปรตีน และ คอเลสเทอรอล  
อยู 5.3 ± 1.9 และ 9.3 ± 1.3 มลิลิกรัม ตามลํ าดับ หรือเทียบเปนอัตราสวนได 1 : 1.75 ซึ่ง
ใกลเคียงกับคาอัตราสวนของโปรตีนตอคอเลสเทอรอลที่พบใน LDL คนปกติคือ 1 : 1.8 
[มโีปรตีน และ คอเลสเทอรอล อยูในปริมาณ 25 และ 45% ตามลํ าดับ (มนตรี จุฬา
วัฒนฑล และคณะ, 2542)] ดังนั้น ถาตัวอยางที่เตรียมไดเหลานี้ประกอบดวย LDL เพียง
อยางเดียว เมื่อนํ าคาของปริมาณคอเลสเทอรอลในแตละตัวอยางที่เตรียมไดมาคํ านวณ
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เทียบเปนปริมาณ LDL แลวหาคาเฉลี่ย พบวา เทากับ 20.7 ± 4.8 มลิลิกรัม จากพลาสมา
ของผูชาย และ 18.6 ± 2.3 มิลลิกรัม จากพลาสมาของผูหญิง หรือประมาณ 85% และ 
84% ของปริมาณ LDL ทัง้หมดในพลาสมา (ปริมาตร 6.4 มิลลิลิตร) ที่นํ ามาใชเตรียม 
ตามลํ าดับ โดยเทียบจากคาเฉลี่ยของระดับ LDL ในพลาสมาของกลุมผูชายคือ 378 ± 31 
mg% และของกลุมผูหญิงคือ 344 ± 18 mg%

3.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ LDL ท่ีเตรียมได
เมื่อนํ าสารละลาย LDL ที่เตรียมไดจากหัวขอ 3.1.2 มาทํ าอะกาโรสเจลอิเล็ก

โทรฟอรีซิส เพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ ตามวิธีการที่ระบุไวในหัวขอ 2.5.1 ไดผล
ดังแสดงในรูปที่ 13  ซึ่งพบวา ในตัวอยาง LDL มีแถบที่ติดสีแดงเขมเมื่อยอมแผนเจล
ดวย Fat red 7B และ Ponceau S อยูตรงกันเพียงแถบเดียว ขณะที่ในพลาสมาปรากฏแถบ
โปรตีนที่ติดสี Ponceau S ชัดเจนหลายแถบ  แตมีแถบที่ติดสี  Fat red 7B  ซึ่งแสดงวา
เปนแถบของไลโปโปรตีนอยูเพียง 3 แถบเทานั้น  โดยแถบที่อยูบนสุดและติดสียอมเขม
ที่สุดไดแก LDL สวนที่อยูถัดลงมาซึ่งไมปรากฏเปนแถบชัดเจนเหมือนกับ LDL คือ
VLDL และ HDL ตามลํ าดับ ในขณะที่ไคโลไมครอนซึ่งประกอบดวยไขมันที่ไมมีข้ัว
เปนจํ านวนมาก และมีปริมาณโปรตีนอยูเพียง 2% (พรทิพย โลหเลขา, 2536) ไมสามารถ
เคลื่อนที่ลงมาไดโดยสังเกตจากการติดสีแดงของ Fat red 7B ณ บริเวณจุดเริ่มตน
เชนเดียวกับผลการทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสของไลโปโปรตีนในพลาสมาที่ 
ปรากฎในเอกสารอางอิง (Montgomery et al., 1996) ดังแสดงในรูปที่ 14  อยางไรก็ตาม
เมื่อเปรียบเทียบตํ าแหนงของแถบ LDL ในตัวอยางที่แยกไดกับแถบ LDL ในพลาสมา
แลว พบวา อยูตรงบริเวณเดียวกัน ตอมาเมื่อนํ าตัวอยางทั้งสองชนิดดังกลาวมาทดลอง
แยกดวยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสซึ่งเปนวิธีการที่แยกโปรตีนออกจากกัน
ตามขนาดโมเลกุลไดละเอียดกวาการทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (บังอร ณ พัทลุง,
2526) พบวา สามารถแยกแถบ LDL กบั แถบ VLDL ในตัวอยางพลาสมาออกจากกันได
โดย VLDL สามารถเคลื่อนที่ไดไกลกวา LDL เล็กนอย  ทั้งนี้เนื่องจาก LDL ประกอบ
ดวย Apo B-100 ซึง่เปนโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลสูงถึง 550,000 ดาลตัน (Dalton)
(Knott et al., 1986) เปนสวนใหญ จึงทํ าใหสามารถเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาไดชากวา
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นั่นเอง  อยางไรก็ตาม ในตัวอยาง LDL ที่แยกไดยังคงปรากฎแถบยอมติดสีสมของ Oil
red O เพียงแถบเดียวอยูที่ตํ าแหนงตรงกับแถบ LDL ในตัวอยางพลาสมา ดังแสดงในรูป
ที่ 15   ซึ่งแสดงวา LDL ที่เตรียมไดนี้มีความบริสุทธิ์เพียงพอที่จะใชในการทดลองตอไป

รูปที่ 13  แบบแผนของแถบไลโปโปรตีนจากการทํ าอะกาโรสเจลอิเล
พลาสมาที่มี LDL อยูประมาณ 65 ไมโครกรัม และมีป
1,050 ไมโครกรัม (แถวที่ 1) กับตัวอยาง LDL ที่เตร
ไมโครกรัม (มีโปรตีนอยู 10.75 ไมโครกรัม) (แถวที่ 2) ซึ่ง
7B เปรียบเทียบกับ แบบแผนที่ไดจากการยอมแถบโปรตีน
ของพลาสมาตัวอยางเดียวกันกับแถวที่ 1  (แถวที่ 3)  กับ 
กนักับแถวที่ 2 (แถวที่ 4)

origin -

- origin
็กโทรฟอรีซิสของ
ริมาณโปรตีนรวม 
ียมไดปริมาณ 43 
ยอมดวยสี Fat red 
ดวยสี Ponceau S
LDL ตัวอยางเดียว
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รูปที่ 14  ตัวอยางของแบบแผนแถบไลโปโปรตีนจากการทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอรี
ซิสของพลาสมาคนปกติที่อดอาหารเปนเวลา 8-12 ชั่วโมง (fasting) และไมได
อดอาหาร (postprandial) (Montgomery et al., 1996)

รูปที่ 15  แบบแผนของแถบไลโปโปรตีนจากการทํ าโพลีอ
ซิสซึ่งยอมดวยสี Oil red O เปรียบเทียบ
อยูประมาณ 57 ไมโครกรัม (แถวที่ 1) กบัตัวอย
34 ไมโครกรัม (แถวที่ 2)
- LDL
ะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรี
ระหวางพลาสมาที่มี LDL  
าง LDL ที่เตรียมได ปริมาณ 

- VLDL
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3.3 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดยมี
Fe2+ เปนตัวเหนี่ยวนํ า
จากหลักฐานที่แสดงวา Fe2+ ที่อยูภายใน intima อาจเปนปจจัยหนึ่งที่สามารถ

เหนี่ยวนํ าใหเกิดการออกซิเดชันของไขมันใน LDL ที่สะสมอยูในผนังหลอดเลือดได 
(Kritharides et al., 1995 อางโดย Abuja et al., 1999) เนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 
Fe2+ (Fe2+ auto-oxidation)  จะให H2O2 (ดังสมการขางลาง)

Fe2+
 + O2 Fe3+ + O2

- (1)
2O2

- + 2H+ H2O2 + O2 (2)
Fe2++ O2

-+ 2H+ Fe3++ H2O2 (1) + (2)
ซึ่งสามารถทํ าปฏิกิริยา Fenton ตอไป เกิดเปนอนุมูล OH• ที่มีความวองไวสูง (Halliwell, 
1999)  ดังแสดงขางลาง
                  Fenton’s reaction  Fe2+ + H2O2 Fe3+ + OH-  + OH•

ดังนั้นในการศึกษานี้จึงเลือกใช Fe2+ สํ าหรับกอปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL ที่
เตรียมไดจากหัวขอ 3.1.2 โดยทํ าการหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยากอนนํ าไป
ทดสอบกับสารสกัดจากมะพูดตอไป

3.3.1 ผลของปริมาณ LDL
ศึกษาผลของปริมาณ LDL ตอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเมื่อใช FeSO4

โดยบม LDL ที่ความเขมขนตาง ๆ กันคือ 0, 100, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมตอ
มลิลิลิตร กับ 30 µM FeSO4 ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมสํ าหรับใชทํ าปฏิกิริยากับ 
LDL 200 ไมโครลิตร ตามที่ระบุโดย Pitaknantakul (1998) ในสารละลาย 10 mM  PBS 
pH 7.4 ที่ 370ซ แลวติดตามปริมาณ TBARS ที่เกิดขึ้นโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
MDA (รูปที่ 16) ทุก ๆ 30 นาที จนครบ 6 ชั่วโมงตามวิธีการในหัวขอ 2.6.1 ไดผล 
ดงัแสดงในรูปที่ 17  ซึ่งพบวา ในชุดทดลองที่ไมมี LDL นั้น มีคาการดูดกลืนแสงที่ 532  
นาโนเมตรเทากับชุดควบคุมซึ่งไมมีทั้ง LDL และ FeSO4 อยูเลย (blank) แสดงวา FeSO4

ไมดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นดังกลาว ในขณะที่ทุกชุดทดลองที่มี LDL ในปริมาณ 
ตาง ๆ กัน พบมี TBARS เกิดขึ้นในลักษณะที่แบงไดเปน 3 ชวง (phase) ซึ่งเห็นได 
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ชัดเจนในปฏิกิริยาที่มีความเขมขนของ LDL เทากับ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใน
ชวงแรก (lag phase) TBARS อยูในระดับตํ่ าและคอนขางคงที่ ซึ่งเปนระยะที่ปฏิกิริยาถูก
ยับยั้งไวดวยฤทธิ์ของสารตานออกซิเดชันตาง ๆ ที่อยูภายในโมเลกุล LDL ไมวาจะเปน 
วิตามินอี, บีตาแคโรทีน (β-carotene), lycopene, retinylstearate และ phytofluene เปนตน 
(Esterbauer et al., 1990 อางโดย Kleinveld et al., 1992)  สวนชวงกลาง (propagation 
phase) เกิดขึ้นหลังจากสารตานออกซิเดชันภายใน LDL ถูกใชจนหมดแลว จึงทํ าใหมี 
TBARS เกิดเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ อยางตอเนื่องจนถึงระดับสูงสุดซึ่งแสดงวามี TBARS เกิดขึ้น
เต็มที่แลว จากนั้นจึงคอย ๆ ลดระดับลงอยางชา ๆ ในชวงสุดทาย (decomposition phase)
เมื่อนํ าระดับ TBARS ที่เกิดขึ้นสูงสุด (Tmax) และคา Tlag (lag time) ซึ่งคํ านวณจากจุดตัด
ระหวางเสนสัมผัสของ propagation phase กับเสนขนานแกนนอนที่ลากจากจุดเริ่มตน
ของแตละปฏิกิริยา (ภาคผนวก 5) มาเปรียบเทียบกัน ดังแสดงในรูปที่ 18  พบวา คา Tlag

ของปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ LDL ซึ่งเปนผลจากการยับยั้งของสารตาน
ออกซิเดชันภายในโมเลกุลที่เพิ่มขึ้นตามปริมาณ LDL นั่นเอง  อยางไรก็ตาม การที่ 
TBARS สูงสุดจากปฏิกิริยาของ LDL ที่ความเขมขน 500 และ 600 ไมโครกรัมตอ
มลิลิลิตร เมื่อครบ 6 ชั่วโมง มีคาลดลงนั้น นาจะเปนเพราะปฏิกิริยายังดํ าเนินไปไมถึง
ชวงสุดทายโดยสังเกตจากกราฟในรูปที่ 17  ถึงแม LDL ที่ความเขมขน 200 กับ 400 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะมี Tmax อยูในระดับสูงไมแตกตางกัน (P > 0.05) แตเมื่อกลับ
ไปพิจารณาผลการทดลองในรูปที่ 17  พบวา LDL 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ถูกออกซิ
ไดสโดย 30 µM FeSO4 ในอัตราสูงกวา LDL ที่ความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เนื่องจาก propagation phase ของปฏิกิริยาใชเวลาแค 2 ชัว่โมงเทานั้น ในขณะที่ปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของ LDL 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชเวลานานถึง 3.5 ชัว่โมง  ดังนั้น จึง
เลือกใชความเขมขนของ LDL ที่ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการทดลองตอไป   
อยางไรก็ตาม เปนที่นาสังเกตวา LDL ที่เตรียมไดจากแตละบุคคล ถูกออกซิไดสโดย 
Fe2+ไดยากงาย (susceptibility to oxidation) ไมเทากัน ซึ่งสันนิษฐานวา เกิดจากความ
แตกตางของปริมาณสารตานออกซิเดชันภายใน LDL นั่นเอง ทั้งนี้เคยมีผูตั้งขอสังเกต
เกี่ยวกับเรื่องนี้วา อาจมีสวนเกี่ยวของกับพฤติกรรมการบริโภค เนื่องจาก LDL ของผูที่
ไดรับวิตามินอีเปนอาหารเสริม ถูกออกซิไดสไดยากกวาปกติ (Esterbauer et al., 1991 
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อางโดย Kleinveld et al., 1992: Jialal and Grundy, 1992) รวมทั้ง LDL ของผูที่
รับประทานผัก และผลไมเปนประจํ า ก็มีแนวโนมถูกออกซิไดสไดยากเชนกัน เนื่องจาก
การสะสมของสารบีตาแคโรทีนใน LDL ของผูคนกลุมดังกลาว (Miller III et al., 1998)
และเมื่อเร็ว ๆ นี้ ยังมีรายงานจากไตหวันวา LDL ของผูที่รับประทานมังสวิรัติ 
(vegeterians) มีความสามารถตานออกซิเดชันโดย Cu2+ ไดดีกวา LDL ของผูที่รับ
ประทานทั้งพืช และเนื้อสัตว (omnivores) (Lu  et al., 2000) ดังนั้นในขั้นตอนตอไป จึง
ตองใชตัวอยางชุดเดียวกัน หรือพยายามเลือกใชตัวอยางที่ใหผลการออกซิเดชันใกลเคียง
กับการทดลองนี้มากที่สุด

รูปที่ 16  กราฟมาตรฐานของ MDA  ที่ไดจากการเตรียมสารละลาย MDA  ในสารละลาย 
50 mM H2SO4 ( ) เปรียบเทียบกับสารละลาย MDA ใน 50 mM H2SO4 ที่
มี 2% (v/v) เอธานอล อยูดวย (- - - - -)
[ผลที่แสดงในกราฟเปนคาเฉลี่ย (X ± S.D) ที่ไดจากการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง]
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รูปที่ 17 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลากับระดับของ TBARS ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันLDL ที่ความเขมขนตาง ๆ กัน เมื่อใช 30 µM FeSO4
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รูปที่ 18  กราฟแสดงระดับเฉลี่ยของ TBARS สูงสุด (A) และ คา lag time (B) เมื่อใช
LDL ความเขมขนตาง ๆ กัน ทํ าปฏิกิริยากับ 30 µM  FeSO4

[หมายเหตุ  - ผลที่แสดงในกราฟ เปนคาเฉลี่ย ( X ± S.D.) ที่ไดจากการทดลอง
ddddddddddซํ้ า 3 ครั้ง ของตัวอยางเดียวกัน
ddddddddd- N.D. หมายถึง หาคาไมได
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3.1.2 ผลของปริมาณ FeSO4

จากการบม LDL ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับ FeSO4 ที่
ความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 0, 10, 30, 60 และ 90 µM ในสารละลาย 10 mM PBS pH 7.4 
ที่ 370ซ แลวติดตามปริมาณ TBARS ที่เกิดขึ้น ทกุ ๆ 30 นาที จนครบ 6 ชั่วโมง ไดผลดัง
แสดงในรูปที่ 19 ซึ่งพบวา ในชุดทดลองที่ไมไดเติม FeSO4 นั้น สามารถตรวจพบ 
TBARS ในระดับตํ่ า ๆ และคอนขางคงที่ ตลอด 6 ชั่วโมงของการติดตามวัดปริมาณ 
แสดงวา LDL บางสวนเกิดการสลายตัวโดยอาจถูกออกซิไดสจากออกซิเจนในอากาศ
ระหวางเก็บไวใชงาน  ในขณะที่ทุกชุดทดลองที่มี FeSO4 อยูดวย มี TBARS เกิดขึ้นใน
ลักษณะ 3 ชวง คือ lag phase, propagation phase และ decomposition phase ตามที่ได 
กลาวมาแลว  เมื่อนํ าระดับ TBARS ที่เกิดขึ้นสูงสุด และคา lag time ของแตละปฏิกิริยา
มาเปรียบเทียบกันดังแสดงในรูปที่ 20 พบวา ระดับ Tmax เพิ่มขึ้น ในขณะที่คา Tlag ลดลง
ตามลํ าดับความเขมขนจากนอยไปมากของ FeSO4 ในปฏิกิริยา โดย FeSO4 ที่ความเขม
ขน 60 µM กบั 90 µM ใหผลการทดลองซึ่งใกลเคียงกันมาก (P > 0.05)  ดังนั้นจึงเลือกใช
ความเขมขนของ FeSO4 เทากับ 60 µM ในการทดลองตอไป

รูปที่ 19  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลากับระดับของ TBARS ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดยใช FeSO4 ที่ความเขมขนตาง ๆ กัน
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รูปที่ 20 กราฟแสดงระดับเฉลี่ยของ TBARS สูงสุด (A) และ คา lag time (B) ที่เกิดจาก
การใช FeSO4 ความเขมขนตาง ๆ กัน
[หมายเหตุ  - ผลที่แสดงในกราฟ เปนคาเฉลี่ย ( X ± S.D.) ที่ไดจากการทดลอง
ddddddddddซํ้ า 3 ครั้ง ของตัวอยางชุดเดียวกับในรูปที่ 18

         - N.D. หมายถึง หาคาไมได]
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3.3.3 ผลของปริมาณวิตามินซี
จากการศึกษาของ Pitaknantakul (1998) พบวา วิตามินซีเปนปจจัยรวมที่

สํ าคัญของ FeSO4 ตอกระบวนการออกซิเดชันของ LDL โดยวิตามินซีที่ความเขมขน
ระดับ µM ซึ่งเปนระดับที่พบไดในพลาสมาของคนทั่วไป (คาปกติ 50-200 µM) ทํ า
หนาที่เปนสารสงเสริมใหเกิดอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น (pro-oxidant) โดยคอยเปลี่ยน
เหล็กที่อยูในรูปออกซิไดส (Fe3+) ใหกลับมาอยูในรูปรีดิวซ (Fe2+) (Herbert et al., 1996) 
ดังแสดงในปฏิกิริยาขางลาง

Fe2+ + O2 Fe3+ + O2
-

Fe2+ + O2
- Fe3+ + H2O2

Fe3+ + Asc Fe2+ + Asc•

O2
- + Asc• + H+ H2O2 + Asc

ในขณะที่วิตามินซีที่ความเขมขนสูง (mM)  นอกจากจะทํ าใหเหล็กถูกเปลี่ยนกลับมาอยู
ในรูป Fe2+จนหมดแลว ยังสงผลยับยั้งกระบวนการออกซิเดชันของ LDL อีกดวย โดย
การใหอิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระตาง ๆ (Carr et al., 2000) เกิดเปน dehydroascorbic 
acid ซึ่งมีรายงานวา สามารถยับยั้งการออกซิเดชัน LDL โดย Cu2+ อีกดวย (Retsky et al., 
1999)

ดังนั้นจึงไดศึกษาปริมาณของวิตามินซีที่เหมาะสมสํ าหรับใชเหนี่ยวนํ าการ
เกิดออกซิเดชันของ LDL รวมกับ FeSO4 โดยการเติมวิตามินซีใหไดความเขมขนเทากับ 
0, 50, 75, 100, 250 และ 500 µM ลงในสารละลายผสมซึ่งประกอบดวย LDL 200
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับ 60 µM FeSO4 เพื่อทํ าปฏิกิริยาเหมือนกับในหัวขอ 3.3.2  ได
ผลดังแสดงในรูปที่ 21 พบวา การเติมวิตามินซีลงไปทํ าใหอัตราการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของ LDL เพิ่มขึ้นอยางชัดเจนโดยให lag phase ที่สั้นขึ้นรวมทั้งระดับ 
TBARS ที่สูงกวาในชุดทดลองที่มีแต FeSO4 อยางเดียว นอกจากนี้การเพิ่มความเขมขน
ของวิตามินซีในปฏิกิริยามีผลทํ าใหระดับของ TBARS สูงสุดเพิ่มขึ้นดวย ในขณะที่ Tlag 

ลดลงตามลํ าดับ ดังแสดงในรูปที่ 22 แตเนื่องจาก วิตามินซีที่ความเขมขนระหวาง 100-
500 µM ใหผล Tmax ใกลเคียงกัน (P > 0.05)  ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของวิตามินซีที่ 
100 µM สํ าหรับทํ าการทดลองตอไป
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รูปที่ 21 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลากับระดับของ TBARS ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดยใช FeSO4 60 µM รวมกับวิตามินซีที่ความ
เขมขนตาง ๆ กัน
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รูปที่ 22  กราฟแสดงระดับเฉลี่ยของ TBARS สูงสุด (A) และ คา lag time (B) เมื่อใช
วิตามินซีที่  ความเข มข นต าง  ๆ  กัน  ร วมกับ  F e S O4  60 µM                
[หมายเหตุ  - ผลที่แสดงในกราฟ เปนคาเฉลี่ย ( X ± S.D.) ที่ไดจากการ
dddddddddddทดลองซํ้ า 3 ครั้ง ของตัวอยางเดียวกัน (ตางชุดกับผลการ
ddddddddddddทดลองในรูปที่ 18 และ20)
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3.4 การเปลี่ยนแปลงของ LDL ท่ีถูกออกซิไดสโดย Fe2+

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ LDL เมื่อถูกออกซิไดสดวย Fe2+ ในเวลาตาง ๆ กัน
โดยบมสารละลาย LDL ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย 10 mM 
PBS pH 7.4 กับ 60 µM FeSO4 และ 100 µM วิตามินซี ที่อุณหภูมิ 370ซ เปนเวลา 0, 3, 6
และ 24 ชัว่โมง เมื่อครบกํ าหนดเวลา เติมสารละลาย 2.1% EDTA ลงไป เพื่อยับยั้ง
ปฏิกิริยา จากนั้นนํ าสารละลายผสมที่ไดมาทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส 
แลวยอมแถบโปรตีนและแถบไขมันบนแผนเจลดังกลาวดวย สีคูแมสซีบลู และ สี Oil 
red O ตามลํ าดับ ตามวิธีการที่ระบุไวในหัวขอ 2.5.2 เพื่อเปรียบเทียบความสามารถ
เคลื่อนที่ในแผนโพลีอะคริลาไมดเจลของ LDL ที่ถูกออกซิไดสในเวลาตาง ๆ กัน  ซึ่งพบ
วา LDL ที่ถูกออกซิไดสเปนเวลานานเกิดการเปลี่ยนแปลงที่สังเกตเห็นไดคือ แถบไขมัน
ของ LDL ที่ถูกออกซิไดสถึง 24 ชัว่โมง ติดสี Oil red O จางลง และสามารถเคลื่อนที่ใน
แผนโพลีอะคริลาไมดเจลไดชาที่สุด  เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ถูกออกซิไดสเปน
เวลา 0, 3 และ 6 ชั่วโมง ตามลํ าดับ  ในขณะเดียวกันตัวอยาง LDL ที่ถูกออกซิไดสเปน
เวลานาน 6 และ 24 ชัว่โมง พบมีโปรตีนแถบบนเพิ่มขึ้นมาอีกหนึ่งแถบดวย เมื่อเทียบกับ
แถบโปรตีนของตัวอยางที่เวลา 0 และ 3 ชัว่โมง ดังแสดงในรูปที่ 23  การที่ LDL ที่ถูก
ออกซิไดสเคลื่อนที่ไดชาลงนั้นเปนผลจากการเปลี่ยนแปลงของ Apo B-100  เนื่องจาก
ถูกสารประกอบอัลดีไฮดตาง ๆ ที่มาจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันเขาเชื่อมตอกับ
หมู ∈-NH2 ของไลซีนที่เปนสวนประกอบ  เกิดเปน Schiff’s base ซึ่งทํ าใหประจุบวก
บนโมเลกุล LDL ลดลงนั่นเอง  นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวา โมเลกุลของ LDL ที่ถูก
ออกซิไดสสามารถเกาะกลุมกันเอง (aggregate) ซึ่งเขาใจวาเปนเพราะการเกิด Schiff’s 
base ระหวางโมเลกุล LDL ที่ถูกออกซิไดส (Hoff and O’Neil, 1991 อางโดย Hevonoja 
et al., 2000; Fabjan et al., 2000) อยางไรก็ตามจากการทดลองนี้ ไมพบแถบโปรตีน
ขนาดเล็กที่เกิดจากการฉีกขาดจากกัน (oxidative cleavage) ของพันธะเพปไทด (peptide 
bond) ในโมเลกุล Apo B-100 ของตัวอยาง LDL ที่ถูกออกซิไดสตามที่ Fong และคณะ 
(1987) เคยรายงานไว
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รูปที่ 23 แบบแผนจากการทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส ของ
ปริมาณ 20 ไมโครกรัม ที่ถูกออกซิไดสโดย FeSO4 รวมกับวิตาม
ชั่วโมง (แถวที่ 1), 3 ชัว่โมง (แถวที่ 2), 6 ชัว่โมง (แถวที่ 3) แ
(แถวที่ 4) ตามลํ าดับ เปรียบเทียบระหวาง ผลการยอมแผนเจลดว
(รูปบน)  กับสีคูแมสซีบลู (รปูลาง)

3.5 การทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันของสารสกัดจากมะพูด

3.5.1 การดูดกลืนแสงของสารสกัดที่ใชทดสอบ

นํ าผงสารสกัดแตละชนิดของมะพูดที่จะนํ ามาทดสอบ คือ 
GXM มาละลายในเอธานอล ใหมีความเขมขนเทากับ 1 มลิลิกรัมตอมิลลิล
มาวัดคาการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 190 ถึง 700 นาโน
ทดลองพบวา ES1.2 มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 214, 2
นาโนเมตร ตามลํ าดับ สวน GXM มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 214 กับ 2
แตสารสกัดทั้งสองชนิดไมดูดกลืนแสงที่ 532 นาโนเมตร ซึ่งเปนความยา
การหาปริมาณ TBARS จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL ดังแสดงในรูปท
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รปูที่ 24 รูปแบบการดูดกลืนแสง (spectrum) ของสารสกัด ES1.2
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รปูที่ 25 รูปแบบการดูดกลืนแสงของสารสกัด GXM
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3.5.2 ปริมาณฟนอลในสารสกัด
เมื่อนํ าสารบริสุทธิ์ทั้งสองชนิดที่สกัดไดจากมะพูดมาทดสอบกับ Folin 

Reagent ตามวิธีการในหัวขอ 2.8 พบวา ทั้ง GXM และ ES1.2 มีหมูฟนอลเปนสวน
ประกอบ เนื่องจากทํ าปฏิกิริยากับ Folin Reagent ไดดี โดยที่ GXM และ ES1.2 จํ านวน 1 
มลิลิกรัม เมื่อทํ าปฏิกิริยากับ Folin Reagent แลวใหคาดูดกลืนแสงซึ่งเทียบเทากับฟนอล 
3.8 และ1.1 µmole ตามลํ าดับ ซึ่งแสดงวา ในปริมาณนํ้ าหนักที่เทากัน GXM มีจํ านวน
ฟนอลเปนสวนประกอบมากกวา ES1.2 เกือบ 3.5 เทา แตทั้งนี้เนื่องจากยังไมทราบนํ้ า
หนักโมเลกุลของสารสกัด จึงไมสามารถคํ านวณหาจํ านวนหมูฟนอลในโครงสราง
โมเลกุลของสารสกัดแตละชนิดได

3.5.3 ผลของเอธานอลตอปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดย FeSO4

เนื่องจากสารสกัดทั้งสองชนิดของมะพูดที่นํ ามาใชทดสอบกับปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของ LDL อยูในรูปของสารละลายเอธานอล ดังนั้นกอนการทดสอบดังกลาว
จึงตองศึกษาผลของเอธานอลที่มีตอ LDL โดยตรง และปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL
โดยการบมสารละลาย LDL ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับ เอธานอลที่
ความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.5, 1 และ 2% (v/v) ทั้งในสภาวะที่มี
และไมมี 60 µM FeSO4 กบั 100 µM วิตามินซีอยูดวย  ที่อุณหภูมิ 370ซ แลวติดตาม
ปริมาณ TBARS ทีเ่กิดขึ้น ทุก ๆ 30 นาที จนครบ 6 ชั่วโมง  พบวา ถึงแมการบม LDL
กับเอธานอลที่ความเขมขนตาง ๆ ในสภาวะที่ไมมีสารกอปฏิกิริยาออกซิเดชัน จะไมทํ า
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงใด ๆ กับ LDL  เนื่องจาก ตลอดระยะเวลาของการบม คาการดูด
กลืนแสงของสารละลายผสมที่ 532 นาโนเมตร (TBARS) ใกลเคียงกับชุดควบคุมที่ไมมี
เอธานอลอยูดวย (ไมไดแสดงผลการทดลอง)  แตเอธานอลที่ความเขมขนมากกวา 0.05%
กลับมีผลยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดย FeSO4 อยางชัดเจน  ดังแสดงในรูปที่
26  ดังนั้นความเขมขนของเอธานอลที่เหมาะสมในปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL ดัง
กลาว จึงไมควรเกิน 0.05% โดยปริมาตรของสารละลายผสมที่ใช
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การคนพบความสามารถในการยับยั้งออกซิเดชันของ LDL โดยเอธานอล
จากการทดลองนี้ ถึงแมจะขัดแยงกับผลการศึกษาของ Fuhrman และคณะ (1995) และ
Croft และคณะ (1996) ซึ่งระบุวา เอธานอลทํ าหนาที่เปนสารเสริมฤทธิ์ออกซิเดชันใน
ไวนแดงแตสนับสนุนผลการวิจัยของ Van Gold และคณะ (1999) ที่พบวา นอกเหนือ
จากสารประกอบโพลีฟนอลตาง ๆ แลว แอลกอฮอลในไวนแดงเองอาจมีฤทธิ์ยับยั้ง
ออกซิเดชันของ LDL ดวย  เนื่องจากไวนแดงมีความสามารถยับยั้งออกซิเดชันของ LDL
โดยการเหนี่ยวนํ าของ Cu2+ ไดดีกวานํ้ าองุนแดงมาก และรายงานเมื่อเร็วนี้ ๆ ของ
Bonnefont-Rousselot และคณะ (2001) ซึ่งแสดงผลการยับยั้งออกซิเดชันของ LDL โดย
อนุมูล O2

-/OH• ที่เกิดขึ้นจากการฉายรังสีแกมมา (γ-radiolysis-generated free radicals)
ของเอธานอลที่ความเขมขน 0.42-17 × 102 mol/l ไวอยางชัดเจน ทั้งนี้โดยการที่เอธา
นอลจะเขาทํ าปฏิกิริยากับอนุมูล OH• และ O2

- เกิดเปน CH3CH(OH)OO• (ethanol-
derived peroxyl radical) ซึ่งมีความวองไวในการทํ าปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ LDL นอย
กวาอนุมูล OH• และจะถูกกํ าจัดออกไปโดยสารตานออกซิเดชันตาง ๆ ภายในโมเลกุล
LDL ในที่สุด

รูปที่ 26  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลากับระดับของ TBARS ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดย FeSO4 ในสภาวะที่มีเอธานอลความเขมขน
ตาง ๆ กัน (ผลที่แสดงเปนคาเฉลี่ยของการทดลองซํ้ า 3 ครั้งในตัวอยางเดียวกัน)
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3.5.4 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการตานออกซิเดชัน LDL ของสารสกัด
โดยใช Fe2+

เมื่อนํ าตัวอยาง LDL ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมาทํ า
ปฏิกิริยากับ 60 µM FeSO4 รวมกับ 100 µM วิตามินซี ที่อุณหภูมิ 370ซ ภายใตสภาวะที่มี
สารสกัดจากผลมะพูด (ES1.2) และใบมะพูด (GXM) ที่ความเขมขนตาง ๆ กันเปรียบ
เทียบกับสารตานออกซิเดชันมาตรฐาน คือ วิตามินอี (α-tocopherol) ซึ่งเปนสารประกอบ
ฟนอลจากธรรมชาติ (natural phenolic compound) ทีม่ีโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 27 
และเปนที่รูจักกันดีในแงความสามารถยุติลูกโซปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (chain-
breaking antioxidant inhibitor of lipid peroxidation) โดยการกํ าจัดอนุมูล LOO• (lipid 
derived-peroxyl radical) ในระบบไขมันตาง ๆ (lipid model systems) ไมวาจะเปน 
liposome (Ingold et al., 1987), linoleic emulsion (Ingold et al., 1993) หรือ LDL
(Meydani, 2001) ไดผลดังรูปที่ 28  ซึ่งพบวา คาความเขมขนตํ่ าสุดของ GXM, ES1.2 
และวิตามินอี ซึ่งสามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL ไดอยางสมบูรณเมื่อเทียบ
กบัชุดควบคุมที่ไมมีสารสกัดนั้น ๆ อยูเลย ไดแก 0.5, 1 และ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลํ าดับ  และเมื่อทดลองนํ าคา lag time และปริมาณ TBARS ที่เกิดขึ้นสูงสุดใน
ปฏิกิริยาของแตละสารสกัดที่ความเขมขน 0.125, 0.25 และ 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
มาเปรียบเทียบกันในตารางที่ 5  พบวา ถึงแมสารสกัดทั้ง 3 ชนิดในแตละความเขมขน 
ดังกลาวจะใหคา lag time ของปฏิกิริยาใกลเคียงกัน แตปริมาณ TBARS สูงสุด (Tmax) ที่
เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาของ GXM มรีะดับตํ่ าที่สุด  ผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวา 
GXM มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันของ LDL โดยมี Fe2+ เปนตัวเหนี่ยวนํ าปฏิกิริยา ไดดีที่สุด 
รองลงมาเปน ES1.2 และ วิตามินอี ตามลํ าดับ  ทั้งนี้การยับยั้งออกซิเดชันของ LDL ดัง
กลาว ซึ่งมีอนุมูล OH• ทีเ่กิดจากปฏิกิริยา Fenton เปนตนเหตุ (chain initiation) สํ าคัญ
นั้น นาจะเกิดจากความสามารถของสารสกัด 2 ประการดวยกัน ประการแรกไดแก ความ
สามารถกํ าจัดอนุมูลอิสระ โดยการให H• จากการแตกตัวของหมู –OH ตาง ๆ ในโครง
สรางฟนอล (phenolic hydroxyl groups) แกอนุมูล LOO• ที่เกิดขึ้นระหวางลูกโซของ
ปฏิกิริยาออกซิเดชันกํ าลังดํ าเนินไป (chain propagation) เปนหลัก เนื่องจากเสถียร 
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(stable) กวาอนุมูล OH• ซึ่งมีขนาดเล็กและวองไวมาก (Halliwell et al., 1995)  สวน
ประการที่สอง คือ การจับ Fe2+ ไว เกิดเปนสารประกอบเชิงซอน (inert iron-complex) 
ซึ่งทํ าใหมีอนุมูล OH• เกิดขึ้นจากการเหนี่ยวนํ าของอิออนโลหะชนิดนี้นอยลงดวย

รูปที่ 27 โครงสรางของวิตามินอี (α-tocopherol)
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รูปที่ 28 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลากับระดับของ TBARS ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดยใช 60 µM FeSO4 รวมกับวิตามินซีภายใต
สภาวะที่มีสารสกัดจากผลมะพูด (ES1.2), ใบมะพูด (GXM) และ  
วิตามินอี ที่ความเขมขนตาง ๆ กัน
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ตารางที่ 5  เปรียบเทียบคา Tlag และ Tmax ที่ไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดย Fe2+ เมื่อมี GXM, ES1.2 และวิตามินอีความเขมขน
0.125, 0.25 และ 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อยูดวย

 สารสกัด ความเขมขน Tlag คา Tlag สัมพัทธ Tmax คา Tmax สัมพัทธ
(µg/ml) (นาที) (%) (µmole/mgLDL) (%)

GXM 0 76.5 ±1.5   100 11.3 ± 0.2  100
0.125 157.5 ± 0.6 205.9   5.7 ± 0.2 50.8
0.25 180.9 ± 2.7 236.5   3.5 ± 0.1    31
0.5  N.D.  N.D.   1.5 ± 0.4 12.8

ES1.2 0   76.5 ±1.5   100 11.3 ± 0.2  100
0.125 114.6 ± 4.1 149.8   8.5 ± 1.4 75.7
0.25 133.9 ± 2.5 175.1  7.4 ± 1.0 65.7
0.5 160.6 ± 6.2   210  1.2 ± 0.2    11

α-tocopherol 0   76.5 ±1.5   100 11.3 ± 0.2  100
0.125   81.7 ± 2.0 106.8 10.9 ± 0.1 97.2
0.25 103.6 ± 2.1 135.4 10.5 ± 0.4 93.3
0.5 109.3 ± 1.0 142.9  9.8 ± 0.1    87

(หมายเหตุ  - N.D.  หมายถึง หาคาไมได
-  ผลที่ไดเปนคาเฉลี่ย (x ± SD.) ทีไ่ดจากการทดลองซํ้ า 3 ครั้งของตัวอยางเดียวกัน (ตางชุดกับการทดลองที่ผานมา)
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3.5.5 ความสามารถจับ Fe2+ของสารสกัดจากมะพูด
เมื่อนํ าสารสกัดทั้งสองชนิดของมะพูด มาทดสอบความสามารถจับ Fe2+

ตามวิธีการที่ระบุไวในหัวขอ 2.9 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 6  พบวา GXM สามารถทํ า
ปฏิกิริยาจับกับ Fe2+ อิสระที่มีอยูในสารละลายผสมไดดีกวา ES1.2 โดยทั้ง GXM และ 
ES1.2 ปรมิาณ 1 มิลลิกรัม สามารถจับ Fe2+ ไวได 2.6 และ 1.9 mmole หรือคิดเปน
ประมาณ 43.3 และ 31.7 % ตามลํ าดับ เปรียบเทียบกับ EDTA ซึ่งสามารถจับกับ Fe2+ 

6 mmole ไดหมด ในขณะที่เอธานอลซึ่งเปนตัวทํ าละลายของสารสกัดไมทํ าปฏิกิริยากับ
อิออนของโลหะชนิดนี้เลย และเมื่อเทียบกับวิตามินอีซึ่งมีหมู –OH อยูในโมเลกุลเพียง
หมูเดียวที่ตํ าแหนง ortho (C6) ของวงแหวนอะโรแมติก (aromatic ring) แลว สารสกัด
จากมะพูดสามารถจับ Fe2+ ไดดีกวามาก แสดงวา ในโครงสรางโมเลกุลของสาร
ประกอบฟนอลทั้ง 2 ชนิดจากมะพูด นาจะมีหมู –OH อยูในตํ าแหนงตาง ๆ ที่ใชทํ า
ปฏิกิริยาจับกับโลหะทรานซิชันอยางเชน Fe2+ และ Cu2+ (metal-complexing sites) อยู
ดวย ซึง่ถาเปนสารประกอบกลุมฟลาโวนอยดแลว มีอยูดวยกัน 3 ตํ าแหนงที่เปนไปได
ข้ึนกับโครงสรางของฟลาโวนอยดชนิดนั้น ๆ ไดแก ระหวางหมู –OH ของคารบอน
ตํ าแหนงที่ 3 (วงแหวน C) กับหมู               (carbonyl group) (วงแหวน A),  ระหวางหมู 
–OH ของคารบอนตํ าแหนงที่ 5 (วงแหวน A) กับหมู                (วงแหวน A) และโดย
เฉพาะระหวางหมู –OH ที่ตํ าแหนงที่ 3′ และ4′ (วงแหวน B) ซึ่งเปนตํ าแหนงที่จับไดดีที่
สุด (Morel et al., 1998) ทั้งนี้กลไกการจับกันระหวางโลหะกับสารประกอบชนิดดัง
กลาว เขาใจวา เกิดจากการแยกเอาอะตอมไฮโดรเจน (hydrogen abstraction) ออกจาก
จากหมู –OH ไดเปนอนุมูล phenoxyl ซึ่งจะเขาจับกับอิออนของโลหะทันทีในสัดสวนที่
มีความเปนไปไดมากที่สุด (most probable molar ratio) คือ 1: 1 (Tyson et al., 1972; 
Schwartner et al., 1996; Kayanaraman et al., 1984; Hodnick et al., 1994 อางโดย Morel 
et al., 1998) ดังแสดงในรูปที่ 29
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ตารางที่ 6   ความสามารถจับ Fe2+ของสารสกัด ES1.2 และ GXM เปรียบเทียบกับ EDTA  
วิตามินอี และเอธานอลที่ความเขมขน 10 % (v/v)

สารทดสอบ ปริมาณ
(mg)

ปริมาณ Fe2+ที่ถูกจับ
(mmole) (n=3)

% Fe2+- chelating
activity

ES1.2 1 1.9 ± 0.1 31.7
GXM 1 2.6 ± 0.2 43.3
EDTA 1 6 100

α-tocopherol 1 0.4 ± 0.1 6.7
10 % ethanol - 0 0

รปูที่ 29 กลไกการจับอนุมูลโลหะของสารประกอบฟลาโวนอยด
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3.5.6 ความสามารถกํ าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดจากมะพูด
เมื่อนํ าสารสกัดทั้งสองชนิดของมะพูดมาทดสอบความสามารถกํ าจัดอนุมูล

อิสระเบื้องตน โดยอาศัยวิธีการกํ าจัดอนุมูล DPPH• ในสารละลาย ตามที่ระบุในหัวขอ 
2.10 ซึ่งอาศัยหลักการ คือ เมื่ออนุมูลชนิดนี้ไดรับอิเล็กตรอนหรือ H• จากสารที่มีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระแลว จะกลายเปนสารประกอบ DPPH ที่เสถียรข้ึน และไมมีสีมวงเขม
เหมือนกับ DPPH• (Blois, 1958 อางโดย Tamura et al., 1990)  พบวา สารสกัดจาก
มะพูดทั้ง 2 ชนิดสามารถกํ าจัดอนุมูล DPPH• ไดดีกวาวิตามินอีมาก โดยสังเกตจากระยะ
เวลาที่ใชในการฟอกจางสีสารละลายและพิจารณาจากเปอรเซนตการยับยั้งปฏิกิริยา 
(%inhibition) ที่เพิ่มขึ้นตามเวลาภายใตสภาวะที่มีสารทดสอบแตละชนิดในปริมาณเทา
กัน นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบระหวางสารสกัดจากมะพูดดวยกันเอง ยังพบวา GXM
และ ES1.2 มีความสามารถกํ าจัดอนุมูลอิสระดังกลาวไดใกลเคียงกัน ดังแสดงในรูปที่ 30 
ซึ่งบงชี้ถึงความสามารถของสารสกัดทั้งสองชนิดในการยับยั้งอนุมูล LOO• ที่เกิดขึ้น
ระหวางลูกโซปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL นั่นเอง เปนที่นาสังเกตวา การที่วิตามินอีซึ่ง
เปนสารตานอนุมูลอิสระมาตรฐานไมสามารถยับยั้งอนุมูลในระบบสารละลายอยางเชน 
DPPH• ที่ใชทดสอบไดดีเมื่อเทียบกับที่เคยมีรายงานมาแลวนั้น  (Tamura et al., 1990) 
แสดงใหเห็นวา วิตามินอีซึ่งมีคุณสมบัติชอบไขมันมาก (marked lipophilic property) 
และกระจายตัวอยูในนํ้ ามันไดดี สามารถออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในสภาพแวดลอมที่
สัมผัสอยูกับโมเลกุลไขมันตาง ๆ ที่เกี่ยวของโดยตรง (in situ) ไดมากกวาในระบบสาร
ละลาย ซึ่งอนุมูลอิสระนาจะมีการเคลื่อนไหวไดคลองตัว จึงทํ าใหกํ าจัดไดยากกวาอนุมูล 
LOO•/ROO• ในระบบไขมันตาง ๆ (Ingold et al., 1987; Ingold et al., 1993; Meydani, 
2001) นอกจากนี้ยังพบวา ความสามารถตานออกซิเดชันของวิตามินอีในไขมันขึ้นกับชั้น
ไขมัน (phase of lipid) ที่ละลายอยูดวย โดยวิตามินอีจะทํ างานไดดีในชั้นไขมันที่ไม
สัมผัสกับนํ้ าหรืออากาศ (Huang et al., 1994; Huang et al., 1996 อางโดย Lampi et al., 
1997)
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รปูที่ 30 เปรียบเทียบความสามารถในการกํ าจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัด ES1.2, GXM
และ วิตามินอี ที่ความเขมขน 13.7 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ผลการทดลองเปน
คาเฉลี่ยของการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง)

3.5.7 การทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันของ LDL โดย AAPH
เมื่อนํ าสารสกัดแตละชนิดที่ความเขมขนตาง ๆ กัน มาทดสอบความ

สามารถตานปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL ที่ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
โดย 4 mM AAPH ตามวิธีการที่ระบุในหัวขอ 2.6.2 พบวา GXM สามารถยับยั้งการเกิด
ออกซิเดชันของ LDL โดยอนุมูล ROO• จากการทํ าปฏิกิริยารวมตัวกันระหวางโมเลกุล
ออกซิเจน (O2) กับอนุมูล AAP• ที่ไดจากการแตกตัว (thermolysis) ของ AAPH ในสาร
ละลาย (Halliwell et al., 1995) ไดดีกวา ES1.2 โดยสังเกตจาก lag time ที่ยาวขึ้นเมื่อคา
ความเขมขนของ GXM เพิ่มขึ้นจาก 0.0625 เปน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ขณะที่
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ES1.2 ในชวงความเขมขนเดียวกันไมสามารถยับยั้งปฏิกิริยาได เนื่องจากยังมีระยะ lag 
time และระดับ TBARS สูงสุดใกลเคียงกับชุดควบคุมซึ่งไมมีสารสกัดดังกลาวอยูเลย 
นอกจากนี้ยังพบวา GXM ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการ
เกิดออกซิเดชันของ LDL โดยปฏิกิริยาดังกลาวไดอยางสมบูรณ เมื่อเทียบกับ ES1.2 ที่
ความเขมขนเดียวกันอีกดวย ในขณะที่วิตามินอีซึ่งเปนสารประกอบฟนอลที่มีหมู –OH 
เพียงหมูเดียว แสดงผลยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันดังกลาวไดไมดีเทาสารสกัดทั้งสอง
ชนิดจากมะพูด (รูปที่ 31)  ถึงแมวิตามินอีอาจจะทํ าหนาที่เสริมฤทธิ์ออกซิเดชันของ 
LDL ไดจากการที่อนุมูล α-tocopheroxyl ที่เกิดขึ้นจากการกํ าจัดอนุมูล ROO• ของ α-
tocopherol สามารถออกซิไดสกรดไขมันไมอ่ิมตัวตาง ๆ ภายในโมเลกุลของ LDL ตอไป
ได (Bowry et al., 1992; Ingold et al., 1993) แตทั้งนี้พบวา การสงเสริมใหเกิดอนุมูล
อิสระเพิ่มมากขึ้นของวิตามินอีจะเกิดขึ้นในภาวะที่มีความเขมขนสูง ๆ (ระดับ mM ข้ึน
ไป) เทานั้น (Mahoney and Graf, 1986 อางโดย Ingold et al., 1993)

ผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา สารสกัดทั้ง 2 ชนิด จากมะพูดมีฤทธิ์
ตานออกซิเดชันของ LDL ไดดี ทั้งแบบที่ใชโลหะเหนี่ยวนํ า (metal-dependent LDL 
oxidation) และแบบที่ใชสารประกอบซึ่งแตกตัวใหอนุมูลอิสระโดยตรง โดยมีอนุมูล 
OH• และ ROO• เปนสารกอปฏิกิริยาในแตละระบบออกซิเดชัน ตามลํ าดับ นอกจาก
ความสามารถปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไขมันโดยการจับกับ Fe2+ ซึ่งอาจรวม
ถึงโลหะทรานซิชันอื่น ๆ ที่สามารถเหนี่ยวนํ าปฏิกิริยาแลว สารสกัดทั้ง 2 ชนิดจาก
มะพูดยังยับยั้งออกซิเดชันของ LDL จากการกํ าจัดอนุมูลอิสระดวย โดยสารสกัดเหลานี้
เขาไปแทรกตัวอยู ในชั้นไขมันบริเวณผิวนอกของ LDL ไดดี อาจดักจับ (trap) 
อิเล็กตรอนจากอนุมูลอิสระตาง ๆ โดยเฉพาะ LOO• ที่เกิดขึ้นจากลูกโซปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมัน มาไวในโครงสรางฟนอลกลายเปนสารประกอบของอนุมูล 
phenoxyl ซึ่งไมสามารถทํ าปฏิกิริยาตอไปได (non-reactive) หรืออาจสงตออิเล็กตรอน
ดังกลาวไปใหกับสารตานออกซิเดชันตาง ๆ ของ LDL อีกทีหนึ่ง เปนผลใหลูกโซของ
ปฏิกิริยาภายใน LDL ยุติลง อยางไรก็ตามนอกเหนือจากความสามารถตานออกซิเดชัน
ทั้ง 2 วิธีการดังกลาวมาแลว สารสกัดทั้ง 2 ชนิดอาจจะยังมีกลไกปองกันการเกิด
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ออกซิเดชัน LDL แบบอื่น ๆ อีก อยางเชน การชวยชะลอความสูญเสียของสารตาน
ออกซิเดชันภายใน LDL ระหวางที่ถูกออกซิไดส โดยคอยเปลี่ยนอนุมูล α-tocopheroxyl
กลับเปน α-tocopherol เพื่อจับอนุมูลอิสระใหมไดอีก หรือการยับยั้งเอนไซม lipo-
oxygenase ซึ่งปจจุบันเปนที่ยอมรับวามีสวนสํ าคัญในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 
LDL ในรางกาย เปนตน  ดังนั้นการศึกษาเพิ่มเติมในกลไกเหลานี้ของสารสกัดจากมะพูด
จึงนับเปนเรื่องที่นาสนใจอยางยิ่ง
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รูปที่ 31 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลากับระดับของ TBARS ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดยใช 4 mM AAPH ภายใตสภาวะที่มีสาร
สกัดจากผลมะพูด (ES1.2), ใบมะพูด (GXM) และ วิตามินอีที่ความเขมขน
ตาง ๆ กัน
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ตารางที่ 7  เปรียบเทียบคา Tlag และ Tmax ที่ไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL โดย AAPH  เมื่อมี GXM, ES1.2 และ วิตามินอีความ
เขมขน 0.25, 0.5 และ 1.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อยูดวย

 สารสกัด ความเขมขน Tlag คา Tlag สัมพัทธ Tmax คา Tmax สัมพัทธ
(µg/ml) (นาที) (%) (µmole/mgLDL) (%)

GXM 0 145.4 ± 2.0   100 7.2 ± 0.1  100
0.25 170.3 ± 4.1 117.1  6.8 ± 1.2 94.6
0.5 180.8 ± 1.5 124.3  4.8 ± 0.1 67.2
1.0  N.D.  N.D.  0.7 ± 0.1   9.7

ES1.2 0  145.4 ± 2.0   100  7.2 ± 0.1  100
0.25 162.9 ± 1.5 112.0  6.6 ± 0.2 92.2
0.5 173.6 ± 0.6 119.4  6.2 ± 0.1 86.5
1.0 213.2 ± 4.1 146.6  1.3 ± 0.1 17.5

α-tocopherol 0  145.4± 2.0   100  7.2 ± 0.1  100
0.25    -     -         -    -
0.5 147.7 ± 1.4 101.6  7.1 ± 1.4 99.4
1.0 147.7 ± 1.1 101.6  6.7 ± 1.1 93.6

(หมายเหตุ  - N.D.  หมายถึง หาคาไมได)
  - ผลที่ไดเปนคาเฉลี่ย (X ± SD.) ทีไ่ดจากการทดลองซํ้ า 3 ครั้งของตัวอยางเดียวกัน (ตางชุดกับการทดลองที่ผานมา)


	ÃÙ»·Õè 21 ¡ÃÒ¿áÊ´§¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸ìÃÐ�
	GXM076.5 (1.5  10011.3 ( 0.2 100
	ES1.20  76.5 (1.5  10011.3 ( 0.2 100
	(-tocopherol0  76.5 (1.5  10011.3 ( 0.2 100
	ÊÒÃ·´ÊÍº
	
	
	ÃÙ»·Õè 29 ¡Åä¡¡ÒÃ¨ÑºÍ¹ØÁÙÅâÅËÐ¢Í�




	GXM0145.4 ( 2.0  1007.2 ( 0.1 100
	ES1.20 145.4 ( 2.0  100 7.2 ( 0.1 100
	(-tocopherol0 145.4( 2.0  100 7.2 ( 0.1 100

