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2. วสัดุ  อุปกรณ  และวิธีการ

วัสดุ

เลือดคนปกติ
เลือดทั้งหมดที่ใชในการศึกษาไดรับความอนุเคราะหจากผูบริจาคโลหิต 

(ชายอายุ 20-40 ป จํ านวน 20 คน และหญิงอายุ 20-45 ป จํ านวน 10 คน)  ณ หนวยคลัง
เลือด โรงพยาบาลสงขลานครินทร  อ.หาดใหญ  จ.สงขลา

สารสกัดจากมะพูด
สารสกัดจากใบและผลของมะพูดที่นํ ามาทดสอบทั้งหมด ไดรับความ

อนุเคราะหจาก ผูชวยศาสตราจารย ดร.วิลาวัลย มหาบุษราคัม  ภาควิชาเคมี คณะวิทยา
ศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

สารเคมี
สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิดคุณภาพวิเคราะห (analytical grade) 

หรือเทียบเทา

ชื่อสารเคมี M.W. บริษัทที่ผลิต
α,α′- Azobutyramidine dihydrochloride (AAPH) 271.19 Fluka
Absolute ethanol 50.00 J.T. Baker
Absolute methanol 32.04 Lab Scan
Acetic anhydride 102.09 Hopkin&Williams
Acrylamide 71.1 Merck
Agarose Type II: Medium EEO - Sigma
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ชื่อสารเคมี M.W. บริษัทที่ผลิต
Ammoniun persulphate 228.7 Merck
L (+) - Ascorbic acid 176.13 May&Baker
Boric acid H3BO3 61.83 May&Baker
Bovine Serum albumin (BSA) 67,000 Sigma
Bromophenol blue - Merck
Butylated hydroxytoluene (BHT) 220.30 Sigma
Cholesterol from lanolin 386.67 Merck
Coomassie brilliant blue R250 - Fluka
Cupric chloride CuCl2•2H2O 170.47 Carlo Erba
Cupric sulphate CuSO4•5H2O 249.68 J.T. Baker
1, 1 – Diphenyl–2–picryl-hydrazyl (DPPH) 394.3 Sigma
Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate
Na2HPO4•12H2O

358.14 Merck

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate
(EDTA)

372.24 Fluka

Fat red 7B 379.50 Sigma
Ferrous sulfate FeSO4•7H2O 278.02 J.T. Baker
Folin Ciocalteau’s phenol reagent - Merck
Glacial acetic acid 60.05 J.T. Baker
Hexamine 140.2 Sigma
Malonaldehyde bis (dimethyl acetal) (MDA) 164.20 Aldrich
N, N′- methylene bis acrylamide 154.17 Fluka
N, N, N′, N′, - tetramethylene diamine (TEMED) 116.2 Fluka
Oil red O 408.5 Sigma
Phenol 94.11 Merck
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ชื่อสารเคมี M.W. บริษัทที่ผลิต
Potassium bromide KBr 119.01 Carlo Erba
Potassium chloride KCl 74.55 Carlo Erba
Potassium dihydrogen phosphate KH2PO4 136.09 Fluka
Sodium azide NaN3 65.01 Sigma
Sodium carbonate Na2CO3 105.99 Carlo Erba
Sodium chloride NaCl 58.44 Carlo Erba
Sodium citrate C6H5Na3O7•2H2O 294.10 Fluka
Sodium dodecyl sulphate (SDS) 288.40 Sigma
Sodium hydroxide NaOH 40.00 Merck
Sodium potassium tartrate tetrahydrate
NaKC4H4O6•4H2O

282.23 Carlo Erba

Sodium salicylate 160.11 Merck
Sodium sulphate anhydrous Na2SO4 142.04 Carlo Erba
Sucrose 342.3 Sigma
Sudan black B 456.5 Sigma
Sulfuric acid H2SO4 98.08 Lab Scan
Tetramethyl murexide (TMM) 340.3 Sigma
D - α - Tocopherol acetate 472.8 Sigma
Thiobarbituric acid (TBA) 144.10 Sigma
Tricine 179.18 Fluka
Trichloroacetic acid (TCA) 163.39 Carlo Erba
Tris (hydroxymethylaminomethane) 121.11 Sigma
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อุปกรณ

1. เครื่องหมุนเหวี่ยงแรงสูง (ultracentrifuge) รุน L8-70M ของ Beckman, 
USA.

2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS recording spectrophotometer) รุน
UV160Aของ Shimadzu, Japan

3. เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบตั้งโตะ (refrigerated bench–top centrifuge)  รุน 
5804 R ของ Eppendorf, Germany

4. เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนงรุน H10 ของ Mettler, Switzerland
5. ชุดทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (agarose gel electrophoresis unit) 

ของ Hoefer, USA.
6. ชุดทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (polyacrylamide gel 

electrophoresis unit) รุน MGV-100 ของ C.B.S, USA.
7. เครื่องกํ าเนิดไฟฟาสํ าหรับเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (power supply) รุน 

100/500 ของ Biorad, USA.
8. อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน SS40-D ของ Grant, England
9. เครื่องวัด pH ของสารละลาย (pH-meter) รุน PHM61 ของ Radiometer, 

Denmark
10. เครื่องกวนสารละลาย (magnetic stirrer) รุน PC-410  ของ Corning, 

USA.
11. เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) รุน K-550-GE ของ Scientific 

Industries, USA.
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วิธีการ

2.1 การเตรียม LDL จากพลาสมา (plasma)
2.1.1 การเตรียมพลาสมา

ผสมตัวอยางเลือดที่เพิ่งเจาะจากหลอดเลือดดํ า (venipuncture) มาใหม ๆ 
กับ EDTA ในอัตราสวน EDTA 1 มลิลิกรัมตอเลือด 1 มิลลิลิตร  ทิ้งไวประมาณ 10 นาที  
จากนั้นนํ าไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง รุน 5804 R ของ Eppendorf โดยใชโรเตอร
(rotor) แบบ swing-bucket ชนิด A-4-44 ในอัตราเร็ว 2,200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 นาที 
ที่อุณหภูมิหอง  เก็บพลาสมาซึ่งเปนของเหลวสีเหลืองใสที่ไดหลังจากการปนเหวี่ยง
เลือดดังกลาว  แบงออกเปน 2 สวน  สวนแรก (ประมาณ 1 มิลลิลิตร) เก็บไวที่อุณหภูมิ 
40ซ สํ าหรับหาปริมาณ LDL และ คอเลสเทอรอล ตอไป  สวนที่เหลือทั้งหมดนํ ามา
เตรียมแยก LDL ทันที

2.1.2 การแยก LDL จากพลาสมา (Kleinveld et al., 1992)
นํ าพลาสมาที่เตรียมไดมาเติมเกลือ KBr ลงไปละลายทีละนอยจนไดความ

หนาแนนเปน 1.261 กรัมตอมิลลิลิตร  แบงพลาสมาที่ปรับความหนาแนนแลวมา 1.8
มลิลิลิตร คอย ๆ เติมสารละลาย 0.85% NaCl ที่มี 10% EDTA อยูดวย (ความหนาแนน 
1.060 กรมัตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปบนผิวหนา  ปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง
แรงสูง รุน L8-70 M ของ Beckman โดยใชโรเตอรแบบ fixed-angle ชนิด 65Ti ที่
ความเร็ว 30,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 150ซ นาน 3 ชั่วโมง  เพื่อแยกสารละลายออกเปน 
3 ชั้น ชั้นบนสุดเปนของเหลวใสมีคราบสีขาวซึ่งประกอบดวย VLDL รวมกับ
ไคโลไมครอน ลอยอยู  สารละลายชั้นกลางเปนชั้นที่มี LDL อยูเปนสวนใหญ  มีลักษณะ
เปนของเหลวใสสีเหลืองออน  ชั้นลางเปนสารละลายสีเหลืองเขมซึ่งเปนชั้นของ HDL
ดงัแสดงในรูปที่ 10  ใชหลอดหยด (Pasteur pipette) คอย ๆ ดูดแยกสารละลายชั้นกลาง
ออกมา 4 มิลลิลิตร  แลวเติมสารละลายเกลือ KBr ใน 0.01% EDTA ที่มีความหนาแนน 
1.10 กรมัตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงไปบนผิวหนา  นํ าไปปนดวยเครื่อง
หมุนเหวี่ยงแรงสูงอีกครั้ง  ที่ความเร็ว 30,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 150ซ เปนเวลานาน 
18 ชั่วโมง  สารละลายที่ไดหลังจากการปนเหวี่ยงดังกลาวถูกแยกออกเปน 2 ชั้น ดังแสดง
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ในรูปที่ 11 ใชหลอดหยดคอย ๆ ดูดเอาเฉพาะสวนของสารละลายสีเหลืองใสชั้นบน
ออกมา จากนั้นนํ า LDL ที่แยกไดไปไดแอไลซ (dialyse) ใน 10 mM PBS (phosphate 
buffered saline) pH 7.4 ซึ่งผานการไลอากาศออกดวยกาซไนโตรเจนกอนนํ ามาใชงาน 
(รายละเอียดสวนประกอบของ PBS อยูในภาคผนวก 1) ที่อุณหภูมิ 40ซ  เปนเวลา 48  
ชั่วโมง  โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร (buffer) 2-3 ครั้ง  เพื่อกํ าจัด EDTA และเกลือสวนใหญ 
ออกไป  นํ า LDL ทีผ่านการไดแอไลซแลว ไปเก็บไวในที่มืด ณ อุณหภูมิ 40ซ เพื่อนํ าไป
หาปริมาณโปรตีน  ปริมาณคอเลสเทอรอล  ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทํ าอิเล็ก
โทรฟอรีซิส (electrophoresis)  และทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชันภายในระยะเวลาไมเกิน 
1 สัปดาหนับจากที่เตรียมได

2.2 การหาปริมาณโปรตีนของ LDL ท่ีเตรียมได (Markwell et al., 1978)
นํ าสารละลาย LDL ปริมาตร 1 มลิลิลิตร มาผสมกับสารละลาย alkaline copper 

reagent (ประกอบดวย 2% Na2CO3 ใน 0.4% NaOH, 0.16% NaKC4H4O6•4H2O ใน 1% 
SDS และ 4% CuSO4•5H2O ในอัตราสวน 100: 1: 1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
หลังจากตั้งไวที่อุณหภูมิหองครบ 10 นาที  จึงเติมสารละลาย Folin Ciocalteau’s phenol 
reagent ซึ่งถูกเจือจางดวยนํ้ ากลั่นปริมาตรเทาตัวกอนใช ลงไป 300 ไมโครลิตร  ผสมให
เขากัน  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที  แลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่เตรียมจากสารละลาย 
BSA ความเขมขนตาง ๆ กัน  เพื่อหาปริมาณโปรตีนในตัวอยาง LDL ดังกลาว ตอไป

2.3 การหาปริมาณคอเลสเทอรอล (Huang et al., 1961)
นํ าสารละลายตัวอยางปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย cholesterol color 

reagent ซึ่งประกอบดวย 30% (v/v) กรดแอซีติก (acetic acid), 60% (v/v) แอซีติกแอนไฮ
ไดรด (acetic anhydride), 10% (v/v) H2SO4 และ 2% Na2SO4 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร
ผสมใหเขากันทิ้งไวนาน 20 นาที  จากนั้นนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
520 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่เตรียมจากสารละลายคอเลสเทอรอล
ความเขมขนตาง ๆ กัน  เพื่อหาปริมาณคอเลสเทอรอลในตัวอยางดังกลาวตอไป จากนั้น
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จึงแปลงคาเปน LDL (mg%) โดยคูณดวย 100/45 ซึ่งเปนคาสัมประสิทธิ์ไดมาจาก การที่ 
LDL ในกระแสเลือดของคนเรานั้นประกอบดวยคอเลสเทอรอลอยู 45% โดยปริมาณ 
(มนตรี จุฬาวัฒนฑล และคณะ, 2542)

รูปที่ 10  ผลการปนเหวี่ยงพลาสมาดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงแรงสูงที่ความเร็วรอบ 30,000 
รอบตอนาที  นาน 3 ชั่วโมง  (รปูซายมือ เปนสารละลายพลาสมาที่มีสี Sudan  
black  B  อยูดวย เพื่อใหเห็นการแยกชั้นของไลโปโปรตีนทั้ง 3 ชนิด ชัดเจน
ข้ึน)

รปูที่ 11  ผลการปนเหวี่ยงสารละลายชั้นกลางจากรูปที่ 10  เพื่อแยก LDL ออกมา   ดวย
เครื่องหมุนเหวี่ยงแรงสูงที่ความเร็ว 30,000 รอบตอนาที  นาน 18 ชั่วโมง
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2.4 การหาปริมาณ LDL ในพลาสมา
ไดรับความอนุเคราะหจากหนวยเคมีคลินิก ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร  

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สํ าหรับการตรวจวัดระดับคอเลสเทอรอลรวม (total 
cholesterol), ระดับคอเลสเทอรอลใน HDL (HDL–cholesterol) และ ระดับไตรกลีเซอ
ไรด (triglycerides) ในตัวอยางพลาสมา ดวยชุดนํ้ ายาสํ าเร็จรูปของ Roche Diagnostics 
Corp., USA. กับเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ (automatic analyzer) รุน Roche/Hitachi 917 
ของ Hitachi, Japan  แลวนํ าคาที่วัดไดมาคํ านวณหาระดับคอเลสเทอรอลใน LDL 
(LDL–cholesterol) หนวยเปน mg% (มลิลิกรัม ตอ 100 มิลลิลิตรของพลาสมา) จากสูตร
“LDL-cholesterol (mg%) = total cholesterol (mg%) – HDL-cholesterol (mg%) – 
triglycerides/5 (mg%)”  (Stein, 1986)

2.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ LDL ท่ีเตรียมได
2.5.1 การทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (agarose gel electrophoresis)

ดัดแปลงจากวิธีของ Stein (1986)  โดยการหลอมเหลวสารละลายอะกาโรส
ที่ความเขมขน 1.5% ใน Tris-salicylate pH 8.7 (รายละเอียดสวนประกอบของ 
Tris-salicylate อยูในภาคผนวก 2) ดวยความรอนประมาณ 800ซ  จนเปนเนื้อเดียวกัน  
จากนั้นเทลงบนถาดรอง (cast) ใหแผนอะกาโรสเจลที่เตรียมไดมีขนาด 6.5×10×0.4 
เซนติเมตร  แลวเสียบหวี (comb) สํ าหรับทํ าเปนชองบรรจุสารตัวอยาง (well) ลงไป  เมื่อ
เจลแข็งตัวไดที่  แลวดึงหวีที่เสียบไวออก  เติมสารละลายตัวอยางที่ตองการทดสอบใน
แตละชอง ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสในบัฟเฟอรชนิดเดียวกับที่ระบุขางตน เปดความตางศักย
คงที่ 65 โวลต (volt) นาน 2 ชัว่โมง ปดกระแสไฟฟา  แลวนํ าแผนเจลที่ไดไปยอม
ไลโปโปรตีนดวยสี Fat red 7B โดยแชแผนเจลในสารละลาย 0.02% Fat red 7B ใน 85% 
(v/v) เมธานอล (methanol) ทิ้งไวคางคืน  จากนั้นลางสีที่ไมตองการออกดวยสารละลาย 
25% เมธานอล จนเห็นแถบไลโปโปรตีนสีแดงชัดเจน  สวนการยอมแถบโปรตีนทํ าโดย 
แชแผนเจลทิ้งไวคางคืนในสารละลายสียอม (staining solution) ซึ่งประกอบดวย 0.5%
Ponceau S ใน 5% TCA  แลวลางสีที่ไมตองการออกดวยสารละลาย 3% (v/v) กรด 
แอซีติก จนเห็นแถบสีแดงชัดเจน
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2.5.2 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (polyacrylamide gel
electrophoresis)
ใชตามวิธีการของ Skinner (1992) โดยเตรียมแผนโพลีอะคริลาไมดเจล 

(slab gel) ใหมีความเขมขนของโพลีอะคริลาไมดเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตั้งแตรอยละ 3 จน
ถึงรอยละ 15 ตามสวนประกอบขางลางนี้

สวนประกอบ ปริมาตรของสาร (ไมโครลิตร)
3% gel  15% gel

30% acrylamide + 0.8% bis-acrylamide    250 1,300
1.5 M Tris-HCl pH 8.8 1,165 1,165
10% ammonium persulphate      30      30
TEMED        5        5
นํ้ ากลั่น 1,050        -
ปริมาตรรวม (ไมโครลิตร) 2,500 2,500

หลังจากเจลแข็งตัวไดที่แลว นํ าแผนเจลที่ไดมาทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสโดยมี
Tris-borate pH 8.35 (รายละเอียดสวนประกอบของ Tris-borate อยูในภาคผนวก 3) เปน
อิเล็กโทรดบัฟเฟอร (electrode buffer) ใชความตางศักยไฟฟาคงที่ 70 โวลต  เปนเวลา 20 
นาที  จึงปดกระแสไฟฟา  แลวนํ าสารตัวอยางซึ่งผสมกับบัฟเฟอรสารตัวอยาง (sample 
buffer) [(Tris-borate pH 8.35 ที่มี 40% ซูโครส (sucrose) และ 0.4% สโีบรโมฟนอลบลู 
(bromophenol blue) อยูดวย] ในอัตราสวน 3: 1 โดยปริมาตร  มาใสลงในแตละชอง
บรรจุสารตัวอยางของแผนเจล แลวทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส โดยใชบัฟเฟอรชนิดเดิม  เปด
ความตางศักยคงที่ 20 โวลต นาน 20 นาที ความตางศักยคงที่ 70 โวลต นาน 30 นาที  
และความตางศักยคงที่ 120 โวลต นาน 20 ชั่วโมง ปดกระแสไฟฟา นํ าเจลที่ไดไปแชใน
สารละลายสียอมโปรตีน (staining solution) ซึ่งประกอบดวย 0.02% สีคูแมสซีบลู 
(Coomassie brilliant blue R250), 7.5% (v/v) กรดแอซีติก และ 50% (v/v) เมธานอล 
ทิ้งไวคางคืน  จากนั้นลางสีที่ไมตองการออกดวย 5% (v/v) เมธานอล ใน 7.5% (v/v) 
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กรดแอซีติก  จนกวาจะเห็นแถบสีนํ้ าเงินของโปรตีนชัดเจน ในกรณีที่ยอมแถบ
ไลโปโปรตีนดวยสี Oil red O ทํ าโดย แชแผนเจลในสารละลาย 0.04% Oil red O ใน 
60% (v/v) เอธานอล  ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 550ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  จึงลางสีที่ไมตองการ
ออกดวย 5% (v/v) กรดแอซีติก  จนเห็นแถบสีแดงอมสมของไลโปโปรตีนชัดเจน

2.6 การทํ าปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL
2.6.1 การใชอนุมูลโลหะเปนตัวเหนี่ยวนํ าปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL

ดัดแปลงจากวิธีการที่ระบุโดย Williams และคณะ (199 5) และ
Pitaknantakul (1998) โดยนํ า LDL ที่เตรียมไดจากหัวขอ 2.1.2  มาเจือจางดวย 10 mM
PBS pH 7.4 ซึ่งผานการไลอากาศออกแลว  จากนั้นเริ่มตนปฏิกิริยาโดยการเติมสาร
ละลายวิตามินซี (ascorbic acid) และ FeSO4 ใน PBS ซึ่งเตรียมใหมทุกครั้งกอนใชงาน 
ลงไปตามลํ าดับ ใหไดความเขมขนของสารละลายผสม (reaction mixture) ตามตองการ 
หลังจากผสมใหเขากันนํ าไปแชในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 370ซ ทันที  จับเวลา  เมื่อ
ครบทกุ ๆ 30 นาที  ดูดสารละลายผสมที่บมไวนี้ (ปริมาตร 2.8 มิลลิลิตร) ออกมา 200 
ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย 2.1% EDTA ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อยับยั้งปฏิกิริยา
ทันที หลังจากนั้นจึงนํ ามาหาปริมาณสารประกอบ TBARS (thiobarbituric acid reactive 
substances) ซึ่งไดแก malondialdehyde (MDA) และอนุพันธของอัลดีไฮดชนิดนี้
(malondialdehyde like substance) โดยการเติม 25% TCA ปริมาตร 250 ไมโครลิตร,  
8% SDS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และ 1% TBA ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไปตาม
ลํ าดับ  ผสมใหเขากัน นํ าไปอุนไวที่อุณหภูมิ 800ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากเย็นลง 
ปนแยกตะกอนออกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง รุน 5804 R ของ Eppendorf  โดยใชโรเตอร
แบบ fixed-angle ชนิด F 45-30-11 ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
ที่ อุณหภูมิหอง แยกสวนใสที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 
นาโนเมตร เทียบกับชุดควบคุมที่ไมมี LDL อยูดวย (blank) จากนั้นนํ าคาที่วัดไดมาเทียบ
กับกราฟมาตรฐานที่เตรียมขึ้นโดยใชสารละลาย MDA ความเขมขนตาง ๆ กันใน 50 
mM H2SO4 ทํ าปฏิกิริยากับ TBA แทนสารละลายผสม
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2.6.2 การทํ าปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL กบัสารประกอบที่แตกตัวใหอนุมูล
อิสระ (Williams et al., 1995)
ดํ าเนินการเชนเดียวกับในหัวขอ 2.6.1 ยกเวนเติมสารละลาย AAPH  เพื่อ

กอปฏิกิริยาลงไปแทน FeSO4 กับวิตามินซี และใช 0.25 mM BHT เพือ่หยุดปฏิกิริยาแทน 
2.1%  EDTA

2.7 การเตรียมสารสกัดจากมะพูดสํ าหรับทดสอบในปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL
สารบริสุทธิ์ 2 ชนิดจากมะพูด ไดแก ES1.2 ซึ่งสกัดแยกไดจากสวนสกัดหยาบของ

เมธานอลจากเนื้อของผล และ GXM ซึ่งสกัดแยกไดจากสวนสกัดหยาบของแอซีโตน
(acetone) จากใบมะพูด  และผานขั้นตอนทํ าใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟ 
(chromatography) และการตกผลึก สารทั้งสองชนิดมีลักษณะเปนผงละเอียดสีเหลือง
ดังแสดงในรูปที่ 12 กอนการทดสอบทุกครั้ง นํ าผงสารสกัดแตละชนิดมาละลายใน
เอธานอลเขมขน (absolute ethanol) แลวจึงผสมกับสารละลาย LDL ใน 10 mM PBS 
pH 7.4 ใหไดความเขมขนตามตองการ  กอนเติมสารกอปฏิกิริยาออกซิเดชันตามที่ระบุ
ในขอ 2.6 ลงไป ทั้งนี้โดยใหสารละลายผสมที่ไดมีความเขมขนของเอธานอลไมเกิน 
0.05% (v/v)

ES1.2 GXM

รปูที่ 12   สารบริสุทธิ์ที่สกัดไดจากผลมะพูด (ES1.2) และ ใบมะพูด (GXM) ตามลํ าดับ
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2.8 การหาปริมาณฟนอลท่ีเปนสวนประกอบ (phenolic content) ของสารสกัดจาก 
มะพูด  (Julkunen-Tiitto, 1985)
นํ าสารละลาย GXM และ ES1.2 ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน

เอธานอลเขมขนปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย Folin Ciocalteau’s phenol
reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที จากนั้น
เติมสารละลายอิ่มตัวของ Na2CO3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไป ผสมใหเขากัน ทิ้งไวนาน
1 ชั่วโมง  แลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร เทียบกับ
กราฟมาตรฐานที่เตรียมจากสารละลายฟนอลความเขมขนตาง ๆ กัน เพื่อคํ านวณหา
ปริมาณฟนอลท่ีเปนสวนประกอบของสารสกัดแตละชนิดตอไป

2.9 การวัดความสามารถจับ (chelate) Fe2+ ของสารสกัดจากมะพูด (Shimada et al.,
1992)
นํ าสารละลายของสารสกัดแตละชนิดที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน 10

mM hexamine pH 5.0 (รายละเอียดสวนประกอบของ hexamine buffer อยูในภาคผนวก 
4)ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาผสมกับบัฟเฟอรชนิดเดียวกันที่มี 3 mM FeSO4 อยูดวย 
ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร  แลวจึงเติม 1 mM TMM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไปเพื่อทํ า
ปฏิกิริยากับ Fe2+  เกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่มีสีชมพู  หลังจากผสมใหเขากันดี นํ า
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 485 และ 530 นาโนเมตร  จากนั้นหาอัตราสวน
ของคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดดังกลาว  แลวนํ าไปเทียบกับกราฟมาตรฐานที่เตรียมขึ้น
จากปฏิกิริยาระหวาง TMM กับ FeSO4 ในปริมาณตาง ๆ กัน  เพื่อคํ านวณหาปริมาณ Fe2+

อิสระที่เหลืออยูในสารละลายผสมตอไป

2.10 การวัดความสามารถในการกํ าจัดอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity)
ของสารสกัดจากมะพูด (Tamura et al., 1990)
นํ าสารละลายของสารสกัดแตละชนิดที่ความเขมขน 0.5 และ 1 มิลลิกรัมตอ

มลิลิลิตร ในเอธานอลเขมขน ปริมาตร 15 ไมโครลิตร มาผสมกับสารละลาย 0.05 mM 
DPPH ในเอธานอลเขมขน ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
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ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ทุก ๆ เวลา 100 วินาที จนครบ 15 นาที เทียบกับชุดควบ
คุมที่ไมมีสารสกัดอยูดวย จากนั้นนํ าคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํ านวณหาเปอรเซนตการ
ยับยั้งปฏิกิริยา (% inhibition) (Yamasaki et al., 1994)

จากสมการ     [(Acontrol- Asample)/Acontrol] × 100
เมื่อ Asample =  คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดของสารละลายที่ผสมกับ DPPH แลว

Acontrol =  คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดของ DPPH และตัวทํ าละลายที่ใช
เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการออกฤทธิ์ตานอนุมูล DPPH• ของสารสกัดแตละ
ชนิดตอไป
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