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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ปัจจุบนัโรคเบาหวานในสตัว์เลีย้งเร่ิมมีอุบตัิการณ์เพิ่มมากขึน้  เน่ืองจากสภาพการ

เลีย้งดท่ีูเปล่ียนไป รวมทัง้สตัว์เลีย้งมีอายุท่ียืนยาวมากกว่าในอดีต  สาเหตขุองโรคเบาหวานเกิด

จากความผิดปกติของต่อมไร้ท่อ โดยร่างกายเกิดความบกพร่องในการสร้างหรือตอบสนองต่อ

ฮอร์โมนอินซูลิน ท าให้ไม่สามารถรักษาระดบัน า้ตาลในเลือดให้อยู่ในเกณฑ์ปกติได้ ปัญหาส าคญั

ของโรคเบาหวานคือ การมีระดบัน า้ตาลกลูโคสในเลือดสูงแบบเรือ้รัง  และเป็นสาเหตทุ าให้เกิด

ภาวะโรคแทรกซ้อนต่างๆตามมา  ปัจจยัหนึ่งท่ีท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนนัน้เกิดจากกระบวนการ

ไกลเคชัน่ (glycation) ซึ่งมีการสร้างผลิตภณัฑ์สดุท้าย (advanced glycation end products; 

AGEs) อนัน าไปสู่การเส่ือมสภาพของเซลล์และเกิดพยาธิสภาพของอวยัวะต่างๆ  บทบาทของ 

AGEs ท่ีเก่ียวข้องกบัภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวานท่ีส าคญัและมีการรายงานมาก่อนหน้านี ้คือ 

การเกิดความผิดปกติของไต ตา ระบบประสาท ระบบหลอดเลือดและหวัใจ เป็นต้น (Brownlee, 

1995; Schmidt and Stern, 2000; Takeuchi et al., 2004)  

กระบวนการไกลเคชัน่หรือ ปฏิกิริยาเมลลาร์ด (mailard reaction) เกิดจากการจบักนั

ระหวา่งน า้ตาลรีดวิซิ่งและหมูอ่ะมิโนของโปรตีน ซึ่งโปรตีนทกุชนิดในร่างกายสามารถเกิดปฏิกิริยา

นีไ้ด้ โดยเป็นการท าปฏิกิริยากันแบบไม่อาศยัเอนไซม์และเกิดขึน้อย่างต่อเน่ือง กระบวนการไกล

เคชัน่จะเกิดขึน้มากหรือน้อยขึน้อยู่กบัระดบัของน า้ตาลเป็นหลกั นอกจากนีอ้นมุลูอิสระและโลหะ

หนกัในร่างกาย เชน่ ธาตทุองแดง หรือ ธาตเุหล็ก สามารถเข้าร่วมท าปฏิกิริยาในขัน้ตอนตา่งๆของ

กระบวนการดงักล่าว และน าไปสู่การเกิด AGEs ในท่ีสุด ซึ่ง AGEs จะท าให้โปรตีนเกิดการ

เปล่ียนแปลงสภาพและสญูเสียหน้าท่ีการท างานตอ่ไป นอกจากนี ้ AGEs ยงัสามารถเพิ่มการสร้าง

อนมุลูอิสระภายในเซลล์และท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ตามมา 
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การป้องกัน และลดการเกิด AGEs เป็นส่วนหนึ่งท่ีช่วยป้องกันการเกิด

ภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวาน การใช้สารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยัง้การเกิด AGEs เป็น

ทางเลือกหนึ่งท่ีน่าสนใจ ปัจจุบนัมีการค้นพบยาและสารเคมีหลายชนิดท่ีสามารถยบัยัง้ขัน้ตอน

ต่างๆของกระบวนการไกลเคชั่น แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มีการน ามาใช้ในทางคลินิก เน่ืองจากยา

สว่นใหญ่ยงัอยูอ่ยูใ่นขัน้ตอนการทดสอบในสตัว์ทดลองและคน นอกจากนีย้งัพบว่ายาและสารเคมี

บางชนิดมีผลข้างเคียงต่อหลายระบบในร่างกาย จึงอาจไม่เหมาะสมท่ีจะน ามาใช้เพ่ือการป้องกัน

หรือรักษา (Miyata et al., 2003; Thomas et al., 2005) การแพทย์ทางเลือกมีการใช้สารต้าน

อนมุลูอิสระเพื่อช่วยป้องกนัภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวานโดยใช้ผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติ หรือ

สมุนไพร แต่อย่างไรก็ตามในทางสตัวแพทย์พบว่าการใช้สารต้านอนมุูลอิสระยงัอยู่ในช่วงเร่ิมต้น

เทา่นัน้ และมีข้อมลูสนบัสนนุคอ่นข้างน้อย 

เปลือกของผลองุ่นประกอบด้วยสารส าคญัชนิดหนึ่ง คือ แอนโธไซยานิน ซึ่งเป็นสาร      

รงควัตถุท่ีท าให้เกิดสีสันต่างๆในพืช จัดเป็นสารประกอบฟีโนลิกซึ่งอยู่ในกลุ่มสารประกอบ       

ฟลาโวนอยด์ งานวิจัยหลายผลงานพบว่าแอนโธไซยานินมีคุณสมบตัิช่วยเสริมการท างานของ

ระบบตา่งๆในร่างกาย เชน่ ชว่ยในการท างานของระบบหวัใจและหลอดเลือด โดยการลดระดบัของ 

low density lipoprotein (LDL) และช่วยให้หลอดเลือดเกิดการขยายตวั หรือช่วยยบัยัง้การเกิด

มะเร็งโดยมีผลเหน่ียวน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง นอกจากนีย้งัมีคณุสมบตัิเป็นสารลดการ

อกัเสบ โดยมีผลยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ cyclooxygenase - 2 (COX-2) ท าให้ช่วยลดระดบั

ของ prostaglandin (PGE2) หรือการเป็นสารต้านจลุชีพ  รวมทัง้การมีคณุสมบตัิเป็นสารลดระดบั

น า้ตาลกลโูคสในกระแสเลือดและสารต้านอนมุลูอิสระ (Dell et al., 2005; Yi et al., 2005; Panico 

et al., 2006; Rodriguez-Vaguero et al., 2007) 

ปัจจบุนัมีงานวิจยัท่ีกลา่ววา่ แอนโธไซยานินจากพืช ผกัและผลไม้ สามารถยบัยัง้การ

เกิดกระบวนการไกลเคชัน่และต้านอนมุลูอิสระได้ แตอ่ย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานท่ีแน่ชดัเก่ียวกบั

คณุสมบตัดิงักล่าวจากเปลือกองุ่น ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีเป้าหมายท่ีจะศกึษาถึงคณุสมบตัิของสาร

สกัดจากเปลือกองุ่นแดงในการต้านอนุมูลอิสระและยับยัง้กระบวนการไกลเคชัน่ ข้อมูลท่ีได้จะ

น าไปสูก่ารพฒันาเป็นสารเสริมสขุภาพท่ีสามารถใช้ได้ในมนษุย์และสตัว์ตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศกึษาถึงความสามารถของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในการยบัยัง้   
            กระบวนการไกลเคชัน่ของ bovine serum albumin (BSA) ท่ีถกูเหน่ียวน าให้   
            เกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน่ด้วยน า้ตาลฟรุกโตส 

2. เพ่ือศกึษาถึงความสามารถของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในการต้านอนมุลู 

            อิสระโดยสามารถลดจ านวนอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้จากการทดสอบได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบข้อมูลของสารสกัดจากองุ่นในเร่ืองต่อการต้านกระบวนการไกลเคชัน่และการต้าน
อนมุลูอิสระ รวมทัง้สามารถน าข้อมลูท่ีได้มาใช้ประโยชน์ทางคลินิกตอ่ไป 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. โรคเบาหวาน 

เบาหวานเป็นโรคท่ีเก่ียวกับความผิดปกติของต่อมไร้ท่อ โดยร่างกายเกิดความ
บกพร่องในการสร้างหรือตอบสนองต่อฮอร์โมนอินซูลิน ท าให้ไม่สามารถรักษาระดบัน า้ตาลใน
เลือดให้อยู่ในเกณฑ์ปกติได้ ส่งผลให้ร่างกายเกิดภาวะน า้ตาลในเลือดสงูอย่างเรือ้รัง รวมทัง้เกิด
ความผิดปกติเก่ียวกบัการเมตาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมนั นอกจากนีย้งัน าไปสู่
การเกิดภาวะแทรกซ้อนเรือ้รังตา่งๆ ตามมา เช่น การเกิดต้อกระจก โรคหลอดเลือดและหวัใจ โรค
ไต การเส่ือมของระบบประสาท 

อบุตัิการณ์ของการเกิดโรคในสตัว์เลีย้งพบว่า สนุขัท่ีเป็นเบาหวาน จะอยู่ในช่วงอายุ
ระหว่าง 4 -14 ปี โดยมกัพบในช่วงอาย ุ7-9 ปี และสนุขัเพศเมียมีแนวโน้มเป็นเบาหวานมากกว่า
สุนขัเพศผู้  นอกจากนีย้งัมีสาเหตุจากพนัธุกรรมเข้ามาเก่ียวข้องด้วย (Feldman and Nelson, 
1996) ส่วนเบาหวานในแมว มกัพบในแมวท่ีอายมุากกว่า 10 ปี และพบในแมวเพศผู้มากกว่าเพศ
เมีย โดยเฉพาะในแมวเพศผู้ ท่ีท าหมนัแล้ว (Nelson et al., 1990) 

การจ าแนกประเภทของเบาหวาน 

เบาหวานสามารถแบง่ออกเป็น 2 ประเภท ตามกลไกและพยาธิวิทยาของการเกิดโรค 
ได้แก่ 

1. เบาหวานประเภทท่ี 1 (Type1 Diabetes Mellitus) 

คือ เบาหวานท่ีมีการหลั่งฮอร์โมนอินซูลินในปริมาณท่ีน้อย หรือไม่มีการสร้าง จึง
จ าเป็นต้องได้รับฮอร์โมนอินซูลินทดแทนจากภายนอก ดงันัน้เบาหวานประเภทนีเ้ป็นเบาหวาน
ชนิดพึ่งอินซูลิน (Insulin dependent diabetes mellitus: IDDM) ในสนุขัมกัเป็นเบาหวานประเภท
นี ้อาการท่ีพบคือ อาการกินน า้มาก ปัสสาวะมาก น า้หนกัตวัลดลง เบื่ออาหารและอาเจียน รวมทัง้
การเกิดต้อกระจกซึง่เป็นภาวะแทรกซ้อนของโรค  

เบาหวานประเภทท่ี 1 เก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย กล่าวคือ เบต้าเซลล์ของ

ตบัอ่อนถูกท าลายจากภาวะภูมิคุ้มกันท าลายตวัเอง โดยร่างกายมีการสร้างแอนติบอดีต้่อเบต้า

เซลล์ ได้แก่ islet cell antibody (ICA), anti glutamic acid decarboxylase (anti GAD), insulin 

antibody (IA-2) โดยกลไกการท าลายเบต้าเซลล์ เกิดจากความผิดปกติของ T-cell เร่ิมจาก     
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แมคโครเฟจจบักับเบต้าเซลล์ แล้วไปกระตุ้น T-helper cell ให้หลัง่ cytokine เช่น interleukine-

1(IL-1), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), nitric oxide (NO) และสารอนมุลูอิสระ เช่น 

อนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์   อนมุลูไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ท าให้เบต้าเซลล์เกิดความเสียหายและถ้า

หาก เ ซล ล์ ถู กท า ล ายมากกว่ า  80%จะท า ใ ห้ เ กิ ดภ าวะน า้ ต า ล ใน เ ลื อดสู ง ต ามม า           

(Pietropaolo et al., 1994)  

นอกจากนีย้ังมีกรณีท่ีขาดอินซูลินโดยไม่พบภาวะภูมิคุ้มกันท าลายตวัเอง เช่น ใน

กรณีภาวะตบัออ่นอกัเสบ ภาวะ amyloidosis (Feldman and Nelson, 1996) 

2. เบาหวานประเภทที่สอง (Type1 Diabetes Mellitus) 

คือ โรคเบาหวานท่ีเกิดจากภาวะดือ้อินซูลินร่วมกบัการลดการหลัง่อินซูลินของเบต้า

เซลล์ ภาวะดือ้ตอ่อินซูลินคือ ภาวะท่ีความสามารถของอินซูลินในการท าให้กลโูคสเข้าเซลล์ลดลง 

เน่ืองจากตวัรับอินซูลินของเซลล์เป้าหมายมีการตอบสนองตอ่อินซูลินลดลง ในระยะแรกเม่ือเกิด

ภาวะน า้ตาลในเลือดสงู ร่างกายพยายามปรับสภาพด้วยการเพิ่มการสร้างอินซูลินจากเบต้าเซลล์ 

แต่หากระดบัน า้ตาลยงัคงสูงอย่างต่อเน่ือง ท าให้เบต้าเซลล์เกิดการล้าและค่อยๆเส่ือมสภาพใน

ท่ีสุด อย่างไรก็ตาม ถ้าสามารถลดระดบัน า้ตาลในเลือดก่อนท่ีเบต้าเซลล์จะถูกท าลาย  ก็จะช่วย

ลดความรุนแรงของโรค รวมทัง้การหายจากเบาหวานได้ (Feldman and Nelson 1996)  

ปัจจยัเส่ียงของเบาหวานประเภทนีคื้อ อายุ ความอ้วน และการขาดการออกก าลัง

กาย ในแมวมกัเป็นเบาหวานประเภทนี ้อาการท่ีพบคือ กินน า้มาก ปัสสาวะมาก น า้หนกัตวัลดลง 

เบื่ออาหารและอาเจียน รวมทัง้การเดินผิดปกติ โดยใช้ส่วนปลายของขาหลงัเดิน เน่ืองจากความ

ผิดปกติของระบบประสาทส่วนปลายซึ่งเป็นภาวะแทรกซ้อนท่ีเกิดจากความเป็นพิษของกลูโคส 

(Nelson et al., 1990) นอกจากนีพ้บว่าฮอร์โมน เช่น ฮอร์โมนกลโูคคอร์ติคอยด์ ฮอร์โมนโปรเจส

เตอโรน หรือความผิดปกติของ growth hormone, thyroxine มีผลท าให้ระดบัน า้ตาลในเลือด

สงูขึน้และท าให้เพิ่มการเกิดภาวะดือ้ตอ่อินซูลิน (Feldman and Nelson, 1996) 
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2. ภาวะแทรกซ้อนเรือ้รังของเบาหวาน 

ปัญหาท่ีส าคญัของเบาหวาน คือ การเกิดภาวะน า้ตาลในเลือดสูง เป็นเวลานาน ท า
ให้เกิดอันตรายต่อเซลล์และเนือ้เย่ือต่างๆ ก่อให้เกิดพยาธิสภาพขึน้มาอย่างช้าๆ และกลายเป็น
ภาวะแทรกซ้อนเรือ้รังในท่ีสุด  ซึ่งพยาธิสภาพต่างๆนัน้เป็นผลจากความเปล่ียนแปลงของระบบ
หลอดเลือดร่วมกับอวัยวะนัน้ ๆ เช่น ไต ตา ระบบประสาท หรือการเกิดภาวะหลอดเลือดแดง
แข็งตวั เป็นต้น (Peppa and Vlassara, 2005) โดยพยาธิสภาพท่ีเก่ียวกบัหลอดเลือดสามารถแบง่
ได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

1. Microangiopathy  
เป็นความผิดปกติท่ีเส้นเลือดฝอย โดยเกิดจากเนือ้เย่ือชัน้ basement membrane

หนาตวัมากขึน้ ร่วมกับการลดลงของเซลล์ pericyte รวมทัง้ความผิดปกติของเซลล์เย่ือบุผนัง
หลอดเลือด ท าให้ผนงัหลอดเลือดมี permeability เพิ่มขึน้เป็นสาเหตขุองการเกิดการเคล่ือนย้าย
ของเซลล์อกัเสบตามมา อวยัวะท่ีมกัเกิดความผิดปกติ เชน่ ตา ไต เป็นต้น 

2. Macroangiopathy  
เป็นความผิดปกติท่ีหลอดเลือด ท าให้เกิดลกัษณะของภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตวั 

เน่ืองจากความผิดปกติของเซลล์เย่ือบุผนังหลอดเลือดมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนและ
เคล่ือนย้ายลดลง ร่วมกับการลดการสร้างไนตริกออกไซด์ภายในเซลล์เย่ือบุผนงัหลอดเลือดการ
เพิ่มปริมาณและขนาดของเซลล์กล้ามเนือ้เรียบ รวมทัง้การเพิ่มปริมาณและขนาดของ arterial 
smooth muscle cells ซึ่งภาวะหลอดเลือดแดงแข็งท าให้เกิดปัญหาของระบบหวัใจและหลอด
เลือดตามมาได้ 

 ปัจจัยท่ีท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อน 

ภาวะระดบัน า้ตาลในเลือดสงูอาจท าให้เกิดความผิดปกตจิากหลายปัจจยัหรือต้นเหตุ
หลายๆอยา่งเป็นสว่นร่วม ได้แก่ 

1. Polyol pathway 

ใน polyol pathway หรือ sorbitol pathway น า้ตาลกลโูคสถกูเปล่ียนเป็น ซอร์บิทอล ด้วย
เอนไซม์ aldose reductase จากนัน้ซอร์บิทอลจะถูกเปล่ียนเป็นฟรุกโตสด้วยเอนไซม์ sorbitol 
dehydrogenase ในภาวะปกติจะมีกลไกนีเ้กิดขึน้น้อยมาก แต่หากมีภาวะน า้ตาลในเลือดสูง
เกิดขึน้ภายในเซลล์ชนิดไม่พึ่งอินซูลินในการพากลโูคสเข้าเซลล์ เช่น เลนส์ เรตินา glomeruli และ
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เซลล์ประสาท จะมีระดบักลูโคสเพิ่มขึน้ภายในเซลล์ ท าให้มีซอร์บิทอลเพิ่มมากขึน้ แตก่ารเปล่ียน
จากซอร์บิทอลเป็นฟรุกโตสจะเกิดได้ช้า เน่ืองจากซอร์บิทอลไม่สามารถแทรกซึมผ่านชัน้พลาสมา 
เมมเบรนได้ การสะสมของซอร์บิทอลภายในเซลล์ท าให้ภายในเซลล์มี osmolarity สงู ส่งผลให้น า้
เข้ามาในเซลล์เพิ่มมากขึน้ ท าให้เซลล์บวมและเกิดความเสียหายได้ ถ้าเกิดท่ีเลนส์จะท าให้เกิดการ
บวมและเกิดการทึบแสง ส่งผลให้การมองเห็นลดลง นอกจากนีก้ารเมตาบอลิซึมของกลูโคสโดย 
polyol pathway ท าให้มีการเพิ่มอตัราส่วนของ NADH/NAD+ ซึ่งมีผลต่อกระบวนการต่างของ
เซลล์ การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกรดไขมนัอิสระ การซ่อมแซมดีเอ็นเอ เป็นต้น (Sheetz and 
King , 2002) 

2. Protein kinase C (PKC)  

ภาวะน า้ตาลในเลือดสงู ท าให้เพิ่มการสร้าง diacylglycerol (DAG) ภายในเซลล์ ผ่านทาง
กระบวนการ glycolysis DAG กระตุ้น PKC ภายในเซลล์ ซึ่งมีหน้าท่ีส าคญัเก่ียวกบัการควบคมุ
การท างานของระบบหลอดเลือด การแข็งตวัของเลือด การสร้าง basement membrane และ 
growth factors ตา่งๆ นอกจากนีย้งัมีผลตอ่การเพิ่ม arachidonic acid และ prostaglandin E2 
(Koya and King, 1998) 

3. Oxidative stress 

ภาวะ oxidative stress เกิดจากความไม่สมดลุระหว่างอนมุลูอิสระและสารต้านอนมุูล
อิสระ โดยในภาวะท่ีระดบัน า้ตาลในเลือดสงู จะท าให้มีอนมุลูอิสระเพิ่มขึน้ เช่น การเกิด glucose 
autoxidation การเกิด redox imbalance เป็นต้น ในขณะท่ีร่างกายมีสารต้านอนุมลูอิสระเช่น 
วิตามินอี วิตามินซี เอนไซม์ catalase หรือ reduced glutathione ลดลง ซึ่งภาวะ oxidative 
stress ท าให้เซลล์ต่างๆในร่างกายเกิดความเสียหายจากการท าลายของอนมุลูอิสระ รวมทัง้การ
เกิดความผิดปกตติา่งๆ เชน่ ภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตวั การเกิดมะเร็ง (Pennathur et al., 2001) 

4. Non enzymatic protein glycation 

เม่ือระดบัน า้ตาลในเลือดสูงขึน้ หมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนสามารถจบักบัน า้ตาลกลูโคส 
โดยเป็นการท าปฏิกิริยากนัแบบไม่อาศยัเอนไซม์ท่ีเรียกว่า ไกลเคชัน่ (glycation) ซึ่งเป็นปฏิกิริยา
สามารถเกิดขึน้ได้อย่างต่อเน่ือง จนสุดท้ายจะมีการสร้างผลิตภัณฑ์ คือ advanced glycation 
end products (AGEs) และ AGEs จะเหน่ียวน าให้โปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพ สญูเสีย
หน้าท่ีการท างานและน าไปสูก่ารเกิดความผิดปกติของระบบอวยัวะตา่งๆในท่ีสดุ  
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3. ไกลเคช่ัน  

กระบวนการไกลเคชั่น หรือปฏิกิริยาเมลลาร์ด ถูกค้นพบในปี ค.ศ.1912 โดย
นกัวิทยาศาสตร์ชาวฝร่ังเศสช่ือ Louis Camille Maillard พบว่า การเกิดสีน า้ตาลของอาหาร หรือ
ปฏิกิริยา browning เกิดจากน า้ตาลรีดิวซิ่งท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนในสภาพท่ีมีอุณหภูมิสูง 
น าไปสู่การอธิบายถึงการเปล่ียนแปลงสี รสชาติโครงสร้าง ตลอดจนการสูญเสียคุณภาพของ
โปรตีนของอาหาร (Ulrich and Cerami , 2001) ท าให้เร่ิมมีการศึกษาอย่างต่อเน่ืองเก่ียวกับ
ปฏิกิริยาเมลลาร์ดโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร ในแง่ของการพัฒนาค้นคว้าเพ่ือควบคุม
โครงสร้างของอาหาร หลงัจากนัน้มีการค้นพบถึงความเก่ียวข้องระหวา่งปฏิกิริยาเมลลาร์ดและการ
เกิดพยาธิสภาพของโรคต่างๆ โดยเฉพาะโรคเบาหวาน โรคอัลไซเมอร์ และน าไปสู่การพัฒนา
ค้นคว้ายาท่ีสามารถยับยัง้ปฏิกิริยาดังกล่าว เพ่ือให้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการควบคุมโรค
เหลา่นัน้  

กระบวนการไกลเคชัน่ คือ กระบวนการของปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้อย่างตอ่เน่ือง เร่ิมจาก
การเกิดปฏิกิริยากันแบบไม่อาศัยเอนไซม์ระหว่างหมู่คาร์บอนของน า้ตาลรีดิวซิ่งกับหมู่อะมิโน
อิสระของโปรตีน ซึ่งสารท่ีเกิดขึน้จากแต่ละปฏิกิริยาสามารถเป็นสารเร่ิมต้นของปฏิกิริยาถดัไปได้
เร่ือยๆ จนเกิดผลิตภณัฑ์สดุท้ายคือ advanced glycation end products (AGEs) จะท าให้โปรตีน
เกิดการเปล่ียนแปลงสภาพ สญูเสียหน้าท่ีการท างานและน าไปสู่การเกิดความผิดปกติของระบบ
อวัยวะต่างๆในท่ีสุด กระบวนการดังกล่าวจะเกิดขึน้มากหรือน้อยขึน้อยู่กับระดับของน า้ตาล
ระยะเวลาท่ีเกิดปฏิกิริยา รวมทัง้ค่าคร่ึงชีวิตของโปรตีนก็มีผลต่อการเกิดกระบวนการไกลเคชัน่ได้
เช่นกัน อนุมูลอิสระและโลหะหนักในร่างกาย เช่น ทองแดงหรือธาตุเหล็ก สามารถเข้าร่วมท า
ปฏิกิริยาในขัน้ตอนต่างๆ และน าไปสู่การเกิด AGEs ในท่ีสุด นอกจากนี ้ AGEs ท่ีเกิดขึน้ยัง
สามารถเพิ่มการสร้างอนมุลูอิสระภายในเซลล์และท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ตามมาได้ 

3.1 ขัน้ตอนการเกิดกระบวนการไกลเคช่ัน 

ไกลเคชัน่เป็นปฏิกิริยาแบบไม่อาศยัเอนไซม์ ระหว่างหมู่คาร์บอนของน า้ตาลรีดิวซิ่ง
กบัหมู่เอมีนของหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีน ท าให้เกิดสารตวัใหม่ช่ือว่า schiff base ขึน้มา โดย
โครงสร้างของ schiff base มีลกัษณะของการรวมกนัระหวา่งน า้ตาลและหมู่อะมิโนของโปรตีน  ซึ่ง
สารตวันีส้ามารถเกิดขึน้อย่างรวดเร็วในระยะเวลาสัน้ๆเพียงไม่ก่ีชั่วโมง แต่มีความไม่เสถียรสูง 
โครงสร้างของหมู่อะมิโนสามารถผันกลับมาเป็นอย่างเดิมได้หากระดับน า้ตาลลดลง แต่ถ้า
ปฏิกิริยายังด าเนินต่อไป schiff base จะมีการจัดเรียงโครงสร้างใหม่กลายเป็นสารช่ือว่า       
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amadori product ซึ่งมีความคงตวัมากขึน้แต่ยงัคงไม่เสถียร สามารถผนักลบัได้เช่นกนั สารตวันี ้
ใช้ระยะเวลาการเกิดในหนว่ยวนัถึงสปัดาห์ (ภาพท่ี 2-1) 

 

 
 

ภาพท่ี 2-1 แสดงขัน้ตอนการเกิดกระบวนการไกลเคชัน่ (Fisman and Tenenbaum, 2008) 

ตัวอย่างของ amadori product คือ ฮีโมโกลบินเอวันซี หรือ HbA1c ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์จากกระบวนการไกลเคชัน่ของฮีโมโกลบิน โดยเกิดจากการจบักนัระหว่างกลูโคสและ
หมูอ่ะมิโนกลุม่ valine ของฮีโมโกลบิน เกิดเป็นสารโครงสร้างใหม่ขึน้มา การจบักนัมากน้อยขึน้อยู่
กบัปริมาณน า้ตาลในเลือดเป็นหลกั ซึ่งระดบัของ HbA1c สามารถเพิ่มขึน้หรือลดลงได้แต่จะเป็น
การเปล่ียนแปลงอยา่งช้าๆ เม่ือพิจารณาจากอายขุองเม็ดเลือดแดงท่ี 120 วนั ดงันัน้ HbA1c จึงถกู
น ามาใช้เป็นตวัวัดค่าระดบัน า้ตาลในเลือดแบบระยะยาว โดยค่า HbA1c จะสัมพันธ์กับระดับ
น า้ตาลในระยะ 2 เดือนก่อนหน้าการวดั (Fisman and Tenenbaum, 2008) 

Amadori product อาจเกิดปฏิกิริยาตอ่ไป ด้วยการเข้าไปจบักบัหมู่อะมิโนอ่ืนๆ โดย

เรียกโปรตีนท่ีถูก amadori product เกาะว่า glycated protein ซึ่ง amadori product สามารถ

เกิดปฏิกิริยาต่อไปได้ 2 รูปแบบ แบบท่ีหนึ่งคือ เกิดการเช่ือมต่อกับหมู่อะมิโนอ่ืนๆแล้วมีการ

จดัเรียงตวัใหม่เป็น  AGEs หรือแบบท่ีสองคือ เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั มีอนุมูลอิสระและโลหะ

หนกั เช่น ธาตเุหล็กหรือทองแดง เข้าร่วมท าปฏิกิริยา ท าให้เกิดสารท่ีมีการจดัเรียงโครงสร้างใหม ่

คือ สารประกอบคาร์บอนิล ซึ่งเป็นสาร reactive intermediates หรือ AGEs precursor (ภาพท่ี 2-

2) โดยสารตวันีส้ามารถไปท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนอ่ืนๆ แล้วก่อให้เกิด ผลิตภัณฑ์ตวัใหม่คือ  

AGEs ซึง่เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีความเสถียร ไมส่ามารถคืนสูส่ภาพเดิมได้  ขัน้ตอนนีใ้ช้เวลาในการเกิด
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เป็นหน่วยเดือน  โดย AGEs สามารถเกิด crosslink กบัโปรตีนตวัอ่ืนๆ หรือ AGEs อาจจบักับ     

หมู่อะมิโนของโปรตีนแล้วท าให้โปรตีนนัน้ๆเกิดโครงสร้างใหม่ขึน้มา ซึ่งโปรตีนท่ีถกู  AGEs เข้าไป

จบัจะเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพและท าให้การท างานเปล่ียนไป (Fisman and Tenenbaum, 

2008) (ภาพท่ี 2-1) 

 

ภาพท่ี 2-2 แสดงขัน้ตอนการเกิดสารประกอบคาร์บอนิล (Uribarri, 2006) 

น า้ตาลรีดิวซิ่ ง  เช่น น า้ตาลกลูโคส สามารถเกิดปฏิกิ ริยาออโต้ออกซิ เดชัน 

(autoxidations) โดยมีโลหะหนกั เช่น ธาตเุหล็ก หรือธาตทุองแดง เข้าร่วมท าปฏิกิริยา ท าให้เกิด

อนุมูลไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และสารประกอบคาร์บอนิลซึ่งเป็นสาร reactive intermediates 

หรือ AGEs precursor จากนัน้สารตวัใหม่นีจ้ะเข้าไปท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนอ่ืนๆ แล้วเกิดการ

จัดเรียงโครงสร้างใหม่และกลายเป็น AGEs ในท่ีสุด ในขณะท่ีอนุมูลไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์

สามารถเกิดปฏิกิริยาเฟนตนัแล้วเกิดเป็นอนมุลูไฮโดรซิลตอ่ไป กระบวนการดงักล่าวเรียกว่า ออโต้

ออกซิเดทีฟ ไกลเคชัน่ (autoxidative glycation) นอกจากนีส้ารตวัอ่ืนๆ เช่น หมู่อะมิโน ไขมนั หรือ 

schiff base สามารถเกิดปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนัและท าให้เกิดสารประกอบคาร์บอนิลได้เช่นกนั 

แต่หากกระบวนการดงักล่าวเกิดจาก amadori product จะเรียกว่าปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชัน 

(glycoxidation) กล่าวคือ amadori product เกิดปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนั โดยมีอนมุลูอิสระและ

โลหะหนกั เช่น ธาตเุหล็กหรือทองแดงเข้าร่วมท าปฏิกิริยา ท าให้เกิดสารประกอบคาร์บอนิลและ

อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาเฟนตัน แ ล้วเกิดเป็นอนุมูลไฮโดรซิลต่อไป      

(Wolff and Dean,1987; Reddy and Beyaz, 2009) (ภาพท่ี 2-2 และ 2-3) 
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สารประกอบคาร์บอนิล ท่ี เ กิดจากปฏิ กิ ริยาออโต้ออกซิ เดทีฟ ไกลเคชั่น  ไ ด้แก่           
methyl glyoxal (MGO), 1 - deoxyglucosone (1-dG) และ 3 - deoxyglucosone (3-dG)                
ส่วนสารประกอบคาร์บอนิลท่ีเกิดจากปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนั ได้แก่ glycosal และ glycosone 
โดยสารประกอบคาร์บอนิลเหล่านีส้ามารถไปท าปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนักับหมู่อะมิโนอ่ืนๆ แล้ว
ก่อให้เกิดผลิตภณัฑ์ตวัใหม่คือ  AGEs และ AGEs สามารถเกิด crosslink กบัโปรตีนตวัอ่ืนๆ หรือ 
AGEs อาจจบักับหมู่อะมิโนของโปรตีนแล้วท าให้โปรตีนนัน้ๆเกิดโครงสร้างใหม่ขึน้มา ซึ่งโปรตีนท่ี
ถกู AGEs เข้าไปจบัจะเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพและท าให้การท างานเปล่ียนไป (Reddy and 
Beyaz, 2009) (ภาพท่ี 2-3) 

 

ภาพที่  2-3 แสดงขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชันและปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชันของ
กระบวนการไกลเคชัน่ (Reddy and Beyaz, 2009) 
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3.2 ประเภทของ AGEs 

แบ่งตามลักษณะการเข้าจับกับโปรตีนและคุณสมบตัิการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์                

(Ulrich and Cerami , 2001) ได้เป็น 3 ประเภท 

3.2.1 Fluorescence AGEs crosslinks 

เกิดจากสารประกอบคาร์บอนิลท่ีสามารถเกิด crosslink หรือเข้าเป็นตวัเช่ือมระหว่าง

หมู่อะมิโนของโปรตีนอ่ืนๆและมีคุณสมบัติการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ เช่น pentosidine, 

crossline, pentodilysine,  AGEs-XI, vesperlysine A-B, FPPC เป็นต้น (ภาพท่ี 2-4) 

 

 

 

ภาพท่ี 2-4  แสดง AGEs ชนิด crosslink และมีคณุสมบตักิารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์         
(Ulrich and Cerami, 2001) 
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3.2.2 Nonfluorescence AGEs crosslink 

เกิดจากสารประกอบคาร์บอนิลท่ีสามารถเกิด crosslink หรือเข้าเป็นตวัเช่ือมกับ

หมู่อะมิโนของโปรตีนอ่ืนๆแต่ไม่มีคุณสมบัติการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์  เช่น imidazolium 

dilysine crosslinks (GOLD/MOLD crosslinks), pyrraline crosslinks, arginine-lysine-

imidazole crosslinks (ALI crosslinks), amadori dione crosslinks เป็นต้น (ภาพท่ี 2-5) 

 

 

ภาพที่  2-5  AGEs ชนิด crosslink แต่ไม่มีคุณสมบัติการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์                
(Ulrich and Cerami, 2001) 
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3.2.3 Noncrosslinking AGEs 

เกิดจากสารประกอบคาร์บอนิลท่ีสามารถเข้ารวมกบัหมู่อะมิโนของโปรตีนอ่ืนๆ แล้ว

ท าให้โปรตีนเกิดโครงสร้างใหม่ขึน้มา หรืออาจกล่าวว่า AGEs ชนิดนีเ้กิดจากโปรตีนเด่ียวท่ี

เปล่ียนแปลงโครงสร้าง เช่น Nε- (carboxymethyl) lysine (CML), Nε-(l-carboxyethyl) lysine 

(CEL), Imidazolones A-B เป็นต้น (ภาพท่ี 2-6) 
 

 

ภาพท่ี 2-6  AGEs ชนิดโปรตีนเดี่ยวท่ีเปล่ียนแปลงโครงสร้าง (Ulrich and Cerami, 2001) 

3.3 AGEs และอนุมูลอิสระ 

กระบวนการไกลเคชัน่เก่ียวข้องกบัอนมุลูอิสระ ทัง้ในขัน้ตอนของปฏิกิริยาไกลคอกซิ

เดชนัและปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนั ซึ่งมีการถ่ายเทประจุกับโลหะหนัก เช่น ธาตเุหล็ก หรือธาตุ

ทองแดง น าไปสู่การเกิดอนมุูลอิสระ reactive oxygen species (ROS) เช่น อนมุูลซุปเปอร์

ออกไซด์ อนุมูลไฮดรอกซิล อนุมูลไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  (Wolff and Dean,1987)และ

สารประกอบคาร์บอนิล เช่น  methlyglyoxal (MGO), glycosal และ glycosone (Reddy and  

Beyaz, 2009)  

  AGEs ท าให้ภายในเซลล์มีการสร้างสารอนุมูลอิสระโดยผ่านทางการจบักับตวัรับ

ของ AGEs หรือ receptor of AGEs (RAGE) แล้วเกิดการสร้างสารประเภท pro-oxidant ขึน้มา

ภายในเซลล์ หากมีสารดังกล่าวจ านวนมากเกินกว่าท่ีสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น เอนไซม์ 

glutathione dismutase สามารถจดัการได้ ก็จะเกิดภาวะ oxidative stress และก่อให้เกิดความ

เสียหายตอ่เซลล์และเนือ้เย่ือตอ่ไป (Fisman and Tenenbaum, 2008) 
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3.4 Receptor of AGEs (RAGE)  

ในระดบัเซลล์ AGEs จะมีตวัรับ AGEs (Receptor of AGEs : RAGE) เป็นส่ือกลาง

ในการเข้าไปมีบทบาทตอ่การท างานของเซลล์ โดย RAGE เป็นตวัรับแบบ multiligands จดัอยู่ใน

กลุ่ม superfamily ของ อิมมูโนโกลบูลินจี หรือ IgG พบบริเวณผิวของเซลล์ทัว่ไป รวมทัง้เซลล์    

โมโนไซต์ แมคโครเฟจ เซลล์เย่ือบผุนงัหลอดเลือด เซลล์กล้ามเนือ้เรียบ RAGE ท างานโดยการดกั

จบั AGEs หรือเป็นส่ือในการส่งสญัญาณภายในเซลล์ โดยทัว่ไปในสตัว์พบว่า มีการปรากฏของ 

RAGE บริเวณผิวเซลล์คอ่นข้างน้อย แตถ้่าหากเกิดความผิดปกติหรือมีพยาธิสภาพเกิดขึน้ RAGE 

จะมีการเพิ่มขึน้อยา่งมาก เน่ืองจากมีการสะสมของ AGEs (Schamidt et al., 2001) 

ตัว รับ  AGEs นอกจาก RAGE แ ล้ว  ยัง มีตัว รับส าห รับ AGEs ตัว อ่ืน  ไ ด้แก่ 

macrophages scavenger receptor class A โดยพบว่า ในกระบวนการของการเกิดภาวะหลอด

เลือดแดงแข็งตวั ตวัรับนีจ้ะท าหน้าท่ีเป็นส่ือกลางในการพา AGEs เข้าไปในเซลล์แมคโครเฟจ 

รวมทัง้ก าจดั AGEs ออกจากเซลล์ด้วย (Buccirielli et al., 2002) อีกประการหนึ่งคือ CD36 ซึ่งจดั

อยู่ในกลุ่ม family scavenger receptor class B ท าหน้าท่ีเป็นตวัรับท่ีเก่ียวข้องกบั AGEs และ

การเหน่ียวน าให้เกิดภาวะ oxidative stress (Goldin et al., 2006) ในขณะเดียวกัน RAGE 

ท างานร่วมกับ ligand อ่ืนๆนอกเหนือจาก AGEs เช่น beta amyloid หรือ amphoterin หรือ       

S-100-calcinulins ซึง่เป็นสารท่ีเก่ียวข้องกบั proinflammatory cytokine เป็นต้น 

3.5 เมตาบอลิซึมของ AGEs 

AGEs ในเนือ้เย่ือตา่งๆภายในร่างกายจะถกูก าจดัด้วยเซลล์แมคโครเฟจโดยถูกย่อย

ให้อยู่ในรูปอนภุาคโปรตีนขนาดเล็กท่ีละลายน า้ได้ แล้วขบัออกทางไต นอกจากนีพ้บว่า kupffer 

cell และเซลล์เย่ือบผุนงัหลอดเลือดของตบั มีบทบาทส าคญัในการก าจดั AGEs ในพลาสมา โดย

เซลล์เหล่านีจ้ะมีตวัรับคอยดกัจบั AGEs เข้ามาก าจดัภายในเซลล์ (Smedsrod et al., 1997) 

ดงันัน้ในกรณีท่ีมีความผิดปกตเิก่ียวกบัไต ตบั หรือในกรณีท่ีร่างกายมีปริมาณ AGEs มากเกินกว่า

ท่ีอวยัวะดงักลา่วจะจดัการการได้หมด ก็อาจสง่ผลท าให้เกิดการสะสมของ AGEs ภายในร่างกาย 
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3.6 ผลของ AGEs ต่อระบบต่างๆภายในร่างกาย 

3.6.1 ระบบหลอดเลือดและหัวใจ 

      AGEs ท าให้เกิดพยาธิสภาพท่ีระบบหลอดเลือด เน่ืองจากการเช่ือมต่อระหว่าง 

AGEs กับหมู่อะมิโนของโปรตีนท่ีอยู่ในพลาสมา เช่น อัลบูมิน LDL และ อิมมูโนโกลบูลิน         

โดย AGEs จะจบักบัโปรตีนอลับมูิน แล้วน ามาสะสมอยู่ท่ีบริเวณชัน้ subendothelium ของหลอด

เลือด ท าให้เกิดการหนาตวัของชัน้ basement membrane และเป็นสาเหตทุ าให้ช่องว่างของ

หลอดเลือดแคบลง หรือ AGEs สามารถจบั LDL แล้วน ามาสะสมบริเวณผนงัหลอดเลือด และ 

LDL อาจถูกออกซิไดซ์กลายเป็นอนุมูลอิสระ ท าให้หลอดเลือดเสียหาย  นอกจากนี ้ AGEs 

สามารถจบักบั IgG และคอมพลีเมนต์ตา่งๆ แล้วท าให้เกิดกระบวนการอกัเสบตอ่ไป (Gugliucci, 

2000) 

ในกรณีท่ี AGEs จบักบั RAGE ท่ีอยู่บนผนงัของเซลล์เย่ือบหุลอดเลือด จะกระตุ้นให้

ภายในเซลล์เกิดการสร้างอนุมูลอิสระ คือ ROS ซึ่งจะไปกระตุ้น NF-KB ซึ่งเป็น transcription 

factor ท่ีตอบสนองต่ออนุมูลอิสระ และน าไปสู่การปรากฏของยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ

อกัเสบ นอกจากนีย้งัไปกระตุ้น adhesion molecule เช่น VCAM-1 (vascular cell adhesion 

molecule 1), ICAM–1 (inter-cellular adhesion molecule 1)ให้เพิ่มมากขึน้ จากทัง้หมดนีก็้จะ

น าไปสู่การเพิ่มขึน้ของ permeability ในหลอดเลือดและการเคล่ือนย้ายของเซลล์อกัเสบให้มาท่ี

บริเวณเซลล์เย่ือบหุลอดเลือด (Wautier et al., 1996) 

เม่ือ AGEs จับกับตัวรับ RAGE ท่ีอยู่บนเซลล์แมคโครเฟจ จะกระตุ้นให้เกิด

กระบวนการอกัเสบ ได้แก่ การเกิดเคล่ือนย้ายของเซลล์อกัเสบหรือ mononuclear cell การสร้าง 

inflammatory cytokine คือ interleukin-1(IL-1), tumor necrosis factor (TNF), platelet-

derived growth factor (PDGF), insulin growth factor-I (IGF-1) และ 

granulocyte/macrophage  AGEs colony stimulating factor (GCSF) ซึ่งจะไปท าให้เกิดการ

เพิ่มของ collagen type VI และเป็นสาเหตทุ าให้เกิดการหนาตวัของชัน้ basement membrane 

นอกจากนีย้งักระตุ้นให้เซลล์กล้ามเนือ้เรียบของหลอดเลือดแดง และแมคโครเฟจให้เกิดการแบง่ตวั

เพิ่มมากขึน้ (Kirstein et al., 1990) 
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3.6.2 ระบบไต 

       AGEs ท่ีสะสมในไต จะท าหน้าท่ีเป็น chemotactic factors ของเซลล์ โมโนไซต์ 

และแมคโครเฟจโดย AGEs จะจบักบั RAGE กระตุ้นการหลัง่ส่ือตา่งๆ ได้แก่ IL-1, TNF, PDGF 

และ IGF-1 ซึง่ส่ือเหลา่นีจ้ะกระตุ้นการสร้าง collagen type VI นอกจากนี ้AGEs จะไปจบักบัเซลล์

เย่ือบุผนังหลอดเลือดของเส้นเลือดฝอยท่ีหน่วยกรองไต ท าให้ลดการสร้างสาร anticoagulant 

tissue factors ซึง่เป็นสาเหตทุ าให้เกิดลิ่มเลือดได้ง่าย และ AGEs ยงัไปยบัยัง้ฤทธ์ิของไนตริกออก

ไซดท์ าให้เกิดการหดตวัของหลอดเลือด และเกิดภาวะขาดเลือดตามมา (Gugliucci, 2000) 

นอกจากนี ้ AGEs จะเกาะอยู่ท่ีหน่วยกรองไตและท่อไต คอยดกัจบัอลับมูิน อิมมโูน

โกลบูลิน และ ไลโปโปรตีนในเลือดให้มาสะสมท่ีชัน้ basement membraneของหน่วยกรองไต มี

ผลท าให้ชัน้ basement membrane หนาตวัมากขึน้ ท าให้หน่วยกรองไตเสียหน้าท่ีและเกิดภาวะ

โปรตีนในปัสสาวะตามมา (Saito et al., 2005)  

3.6.3 ระบบประสาท 

      AGEs เป็นสาเหตหุนึ่งท่ีท าให้เกิด amyloid plaque ซึ่งเป็นพยาธิสภาพท่ีส าคญั

ในโรคอลัไซเมอร์ กล่าวคือ เม่ือโปรตีน amyloid จบักบักลโูคส เกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน่ ท าให้โปรตีน 

amyloid มีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจากโปรตีนทุติยภูมิท่ีมีโครงสร้างเป็นเกลียวหรือมีลกัษณะ

เป็น helical protein เกิดการยืดออกเป็นแผ่นหรือ beta sheet แทน กลายเป็น cross beta 

amyloid structure ท่ีสามารถไปเช่ือมตอ่กบั amyloid ตวัอ่ืนได้ต่อไป เม่ือมีการสะสมของ beta 

sheet มากขึน้เร่ือยๆ ก็จะเกิดการรวมตวักลายเป็นไฟบริลท่ีไม่ละลายน า้และมีการเกาะกลุ่มกนัใน

รูปของ plaque ต่อไป ซึ่ง amyloid plaque จะกระตุ้นกระบวนการอักเสบ รวมทัง้ท าให้

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ท าให้เกิดอนมุลูอิสระขึน้ ส่งผลให้เซลล์ประสาทเกิดความเสียหายในท่ีสดุ

และ amyloid plaque สามารถเปล่ียนแปลงเป็น amadori product และเกิดการเปล่ียนแปลง

โครงสร้างกลายเป็น AGEs ตอ่ไป (Sasaki et al., 1998) นอกจากนีพ้บว่า เม่ือ amyloid เช่ือมตอ่ 

AGEs จะท าให้ขัน้ตอนการเกาะกลุ่มของ amyloid เกิดเร็วขึน้กว่าปกติ (Obrenovich and 

Monnier, 2004) 
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AGEs เข้าจบักบั RAGE ท าให้เกิดเซลล์ประสาทถกูท าลายทัง้ทางตรงและทางอ้อม 

กล่าวคือ การท าลายแบบทางตรง เกิดจากการท่ี AGEs จับกับ RAGE แล้วท าให้เซลล์เกิด

กระบวนการ apoptosis, calcium - influx, ภาวะ oxidative stress ส่วนแบบทางอ้อม เกิดจาก 

AGEs เข้าจบักับ RAGE แล้วเรียกเซลล์แมคโครเฟจเข้ามาท่ีเซลล์แล้วกระตุ้นให้เกิดการหลั่ง 

cytokine เกิดกระบวนการอกัเสบและท าให้เซลล์เกิดความเสียหาย (Sima and Sugimoto, 1999) 

3.6.4 ผิวหนังและเนือ้เยื่อ 

AGEs ท าให้เนือ้เย่ือเกิดความหยาบกระด้างและเกิดการเปล่ียนแปลงของสีผิว การ

เกิดไกลเคชั่นมีผลต่อคอลลาเจน ท าให้หลอดเลือดหนาขึน้  ข้อต่อมีความยืดหยุ่นลดลง 

(Gugliucci, 2000) และการสะสม AGEs ท่ีบริเวณผิวหนงั มีผลท าให้เกิดการเปล่ียนโครงสร้าง

หน้าท่ีของเซลล์และน าไปสู่ความผิดปกติในท่ีสุด นอกจากนีย้งัพบว่า AGEs ท าให้การสมานของ

แผลเกิดช้าลง (Peppa et al., 2003) 
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3.7 ยาต้านการเกิด AGEs 

ย า ต้ า น ก า ร เ กิ ด  AGEs ส า ม า ร ถ แ บ่ ง ต า ม รู ป แ บบ ก า ร ท า ง า น อ อ ก เ ป็ น  3 ก ลุ่ ม                        
(Reddy and Beyaz, 2006) ได้แก่  

1) Carbonyl trapping agents โดยจะเข้าไปจบักบัหมู่คาร์บอนิลของน า้ตาลรีดิวซิ่ง
amadori product และสารประกอบคาร์บอนิล ท าให้สารเหล่านีไ้ม่สามารถไปท า
ปฏิกิริยากบัหมูอ่ะมิโนอ่ืนได้อีกตอ่ไป 

2) Metal ion chelators  โดยช่วยดกัจับกับโลหะหนัก ท าให้สามารถลดการ
เกิดปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนัและปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนั 

3) Cross-link breakers โดยยาจะเข้าไปสลาย crosslink ท่ีเกิดจาก AGEs ท่ีไป
เช่ือมกบัโปรตีนตวัอ่ืนๆได้อีก  

ตัวอย่างยาต้านการเกิด AGEs 

 3.7.1 ยา aminoguanidine  

        เป็นยามีคณุสมบตัิในการเป็น trapping carbonyl compound คือ สามารถดกัจบั
หมู่คาร์บอนิลของน า้ตาลรีดิวซิ่ง  amadori product และสารประกอบคาร์บอนิลได้ เน่ืองจากยามี
หมู่เอมีนเป็นส่วนประกอบ ท าให้เหล่านีจ้ากเดิมท่ีจะจบักบัหมู่อะมิโนของโปรตีนอ่ืนๆ หนัมาจบัท่ี
หมูเ่อมีนของยาแทน ปฏิกิริยาไกลเคชัน่จงึไมส่ามารถเกิดตอ่ไปได้ นอกจากนีย้งัมีความสามารถใน
การดกัจบัโลหะหนกัด้วย ปัจจบุนัยาตวันีถ้กูถอนออกจากการทดลองในขัน้เฟส 2 ของการทดลอง
ในผู้ ป่วยเบาหวาน (Reddy and Beyez, 2006) เน่ืองจากพบว่ายามีผลข้างเคียงตอ่หลายระบบใน
ร่างกาย รวมทัง้มีรายงานวา่ ยาท าให้เกิดภาวะขาดวิตามินบี 6 (Singh et al., 2001)  

3.7.2 ยา pyridoxamine  

       Pyridoxamine หรือ วิตามิน B6 มีคุณสมบตัิเป็นตวัดกัจับโลหะหนัก โดยเข้าไป
ป้องกันการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ในช่วงหลังการเกิด amadori product ท าให้ช่วยลดการเกิด
สารประกอบคาร์บอนิลได้ นอกจากนีย้าสามารถดกัจบัคาร์โบไฮเดรตโมเลกลุต ่าของน า้ตาลหรือ
ไขมนัได้ (Voziyan et al, 2002) ปัจจบุนัยาก าลงัอยู่ในขัน้ตอนเฟส 3 ของการทดลองในผู้ ป่วย
เบาหวาน (Reddy and Beyaz, 2006) 
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ภาพท่ี 2-7 โครงสร้างของตวัอยา่งยาต้าน AGEs ชนิดตา่งๆ (Reddy and Beyaz, 2009) 

       3.7.3 ยา N-phenacyl-1, 3-thiazolium bromide (PTB) 

       ยา  PTB สามารถช่วยลดการเกิด crosslink ระหว่าง AGEs และโปรตีน ด้วยการ

สลายพนัธะคาร์บอน-คาร์บอน โดยแยกไดคีโตนท่ีเป็นตวัเช่ือมระหว่างหมู่คาร์บอนของแต่ละ

โมเลกลุโปรตีนท่ีมาจบั crosslink กนั (Vasan et al., 1996; Reddy and Beyaz, 2006) 
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3.7.4 ยา metformin  

        ยา metformin เป็นท่ีรู้จกักนัทัว่ไปในรูปของยาเม็ดลดระดบัน า้ตาลในเลือดในผู้ ป่วย
โรคเบาหวานประเภทท่ี 2 แต่ในปัจจุบนันีพ้บว่ายามีคณุสมบตัิในการยบัยัง้ปฎิกิริยาไกลเคชัน่ได้
เช่นกนั โดยพบว่ายามีลกัษณะการท างานเป็น trapping carbonyl compound คือ ช่วยดกัจบัหมู่
คาร์บอนิลและสามารถลดการเกิดสารประกอบคาร์บอนิล เช่น MGO ได้ (Reddy and Beyaz, 
2006) นอกจากนีย้งัมีรายงานว่า ยาสามารถยบัยัง้ได้หลายช่วงของกระบวนการไกลเคชัน่  คือทัง้
ในช่วงต้นหรือช่วงเกิด amadori product ช่วง intermediate และช่วงหลงัเกิด amadori product 
(Khalifah et al, 1999) 

ในปัจจบุนั แม้ว่ามีการสงัเคราะห์ยาต้านการเกิด  AGEs หลายตวัยา แตย่งัไม่มีการ
ใช้กันโดยทัว่ไปเน่ืองจากยาส่วนใหญ่ยงัอยู่ในระหว่างการทดลองยา (Miyata et al., 2003; 
Thomas et al., 2005)  สว่นผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติ หรือสมนุไพร พบว่าพืชบางชนิด สามารถลด
การเกิด AGEs ได้ เช่น สารสกัดพืชท่ีมีส่วนประกอบของฟลาโวนอยด์ สามารถลดปริมาณของ
สารประกอบคาร์บอนิลและ AGEs ได้ (Urios et al., 2007) หรือสารสกัดจากสมุนไพรท่ีมี
สว่นประกอบของสารประกอบฟีโนลิก สามารถยบัยัง้การเกิด AGEs ได้ โดยมีความสมัพนัธ์กบัการ
ต้านอนมุลูอิสระ (Harris et al., 2010)  

4. อนุมูลอิสระ 

อนมุลูอิสระ คือ อะตอมหรือโมเลกลุท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว อยู่ในวงอิเล็คตรอนนอก
สดุของวงโคจร ท าให้โมเลกุลไม่เสถียร และเป็นสารท่ีมีความว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยากบัสาร
อ่ืนสงูมาก โดยอนมุลูอิสระจะไปรับอิเล็กตรอนจากสารท่ีอยูใ่กล้เคียงเพ่ือให้ตวัเองเสถียร ในขณะท่ี
สารใกล้เคียงท่ีสญูเสียอิเล็กตรอนไปก็จะมีอิเล็กตรอนไม่ครบคู ่กลายเป็นอนมุลูอิสระตวัใหม่ขึน้มา 
ซึ่งอนมุลูอิสระตวัใหม่นีจ้ะไปท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนตอ่ไป เกิดเป็นปฏิกิริยาลกูโซ่ตอ่เน่ืองไปเร่ือยๆ 
(Halliwell, 1992) หากเกิดกลไกดงักล่าวในสิ่งมีชีวิตมกัเก่ียวข้องกบัการใช้ออกซิเจนในการเผา
ผลาญเพ่ือสร้างพลังงาน โดยผ่านทางปฏิกิริยาออกซิเดชัน ก็จะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างและหน้าท่ีการท างานของสารชีวโมเลกลุตา่งๆ เชน่ โปรตีน ไขมนั ดีเอ็นเอ เอนไซม์ ส่งผล
ให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์และกลายเป็นพยาธิสภาพของระบบอวยัวะต่างๆตามมา เช่น โรคมะเร็ง 
โรคอลัไซเมอร์ โรคหลอดเลือดแดงแข็งตวั ต้อกระจก เป็นต้น อนมุลูอิสระท่ีมีความส าคญัในทาง
ชีวภาพ ได้แก่ อนุมูลไฮดรอกซิล (OH•), อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (O2

-), อนุมูล
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นต้น (Halliwell, 1995) 
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อย่างไรก็ตาม แม้ว่าร่างกายจะมีการสร้างอนุมูลอิสระจากกระบวนการเผาผลาญ
ต่างๆ แต่ร่างกายก็มีระบบท่ีป้องกันความเสียหายจากปฏิกิริยาดงักล่าว โดยการสร้างสารท่ีมี
คณุสมบตัิต้านอนมุลูอิสระขึน้มา ซึ่งประกอบไปด้วยสารหรือเอนไซม์ตา่งๆ ท่ีแม้ว่ามีความเข้มข้น
ต ่า แต่สามารถชะลอหรือป้องกันปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุมูลอิสระได้ เม่ือเกิดการเสียสมดลุ
ระหวา่งอนมุลูอิสระและระบบต้านอนมุลูอิสระ กลา่วคือ ภาวะท่ีปริมาณอนมุลูอิสระมีมากเกินกว่า
ท่ีระบบต้านอนมุลูอิสระจะป้องกนัได้ จะเกิดภาวะ oxidative stress ขึน้มา (Bonnefont, 2002)  
ซึง่อนมุลูอิสระท่ียงัเหลืออยูก็่อาจท าลายเซลล์เกิดความเสียหายและกลายเป็นพยาธิสภาพหรือโรค
ตา่งๆตามมาในท่ีสดุ (Ames, 1993) 

5. สารต้านอนุมูลอิสระ 

สารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารท่ีท าหน้าท่ียบัยัง้หรือตอ่ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัและ

ป้องกันไม่ให้เกิดการดึงอิเล็กตรอน โดยจะเข้าไปจับกับอนุมูลอิสระแล้วท าให้อนุมูลอิสระไม่

สามารถก่อปฏิกิริยาท่ีสร้างความเสียหายได้อีกตอ่ไป (Halliwell, 1992)  โดยทัว่ไปร่างกายมีสาร

ต้านออกซิเดชนัหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นในรูปแบบของเอนไซม์ เช่น เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ ดิส

มิวเทส (superoxide  dismutase) เอนไซม์กลูต้าไธโอน เพอร์ออกซิเดส (glutathione 

peroxidase) เอนไซม์แคทาเลส (catalase) หรือในรูปแบบท่ีไม่ใช่เอนไซม์ เช่น ทองแดง สงักะสี 

วิตามินอี เบต้า-แคโรทีน วิตามินซี บิลิรูบิน กรดยริูก เป็นต้น (Peppa et al., 2005) สารต้านอนมุลู

อิสระ สามารถแบง่ตามกลไกการยบัยัง้ได้เป็น 3 ชนิด ได้แก่ 1) ป้องกนัการเกิดอนมุลูอิสระ 2) ดกั

จบัอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ 3) ท าลายปฏิกิริยาลกูโซข่องการเกิดอนมุลูอิสระ (Bonnefont, 2002) 

แหล่งท่ีมาของสารต้านอนุมูลอิสระ 

5.1 สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์  

      สารต้านออกซิเดชนัสงัเคราะห์ ส่วนใหญ่จะถกูออกแบบโดยใช้โครงสร้างของสารต้าน

อนมุลูอิสระท่ีมีในธรรมชาติมาดดัแปลงให้มีการออกฤทธ์ิท่ีดีขึน้ เช่น สารต้านออกซิเดชนัท่ีพฒันา

มาจากโครงสร้างของวิตามินอี หรือโครงสร้างสารประกอบฟีโนลิก อย่างไรก็ตามแม้ว่าสาร

สงัเคราะห์เหล่านีจ้ะมีประสิทธิภาพและความเสถียรมากกว่าสารจากธรรมชาติ แตก็่มีข้อจ ากดัใน

ด้านผลข้างเคียงจากการน ามาบริโภค (Yang et al., 2000) ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระ

สงัเคราะห์ ได้แก่ 
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5.1.1 Trolox 

                Trolox หรือ 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid        

มีสตูรโมเลกลุทางเคมี คือ C14H18O4 เป็นอนพุนัธ์ของวิตามินอีท่ีดดัแปลงโครงสร้างโดยการเปล่ียน

สตูรโครงสร้าง ท าให้มีความสามารถละลายได้ดีในน า้ และจากความสามารถดงักล่าวจึงท าให้

trolox สามารถออกฤทธ์ิเร็วกว่าวิตามินอี กล่าวคือการออกฤทธ์ิของวิตามินอีต้องใช้เวลานานเป็น

ชัว่โมงหรือเป็นวนั ในขณะท่ี trolox สามารถออกฤทธ์ิได้ทนัที (โอภา วชัระคปุต์และคณะ, 2549) 

ดงันัน้ในการวิจยันิยมใช้ trolox เป็นสารมาตรฐานในการตรวจสอบคณุสมบตัิการต้านออกซิเดชนั 

(Pryor et al., 1993) 

5.1.2 กรดแกลลิก 

               กรดแกลลิก (Gallic acid) หรือ 3,4,5-hydroxybenzoic acid เป็นสารประกอบ
อินทรีย์ท่ีมีสตูรโมเลกลุทางเคมีคือ C7H6O5 เป็นส่วนประกอบของแทนนิน พบมากในองุ่น ใบชา 
เปลือกไม้โอ๊ค และพืชอ่ืนๆ โดยทัว่ไปจะใช้เก่ียวกบัอตุสาหกรรมทางยา คณุสมบตัิของกรดแกลลิก 
คือ สามารถยับยัง้เชือ้รา เชือ้ไวรัส และมีคุณสมบัติเป็นสารต้านออกซิเดชันได้ดี                     
(โอภา วชัระคปุต์และคณะ, 2549) 

5.1.3 EDTA 

               EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) มีสูตรโมเลกุลทางเคมีคือ 
C10H16N2O8 มีคณุสมบตัิเป็นสารคีเลต คือ สามารถจบักบัธาตโุลหะท่ีมีประจุ เช่น ตะกั่ว เหล็ก 
สงักะสี แคดเมียม แมงกานีส และทองแดง มีประโยชน์ทางการแพทย์โดยน ามาใช้ก าจดัไอออนของ
โลหะตา่งๆได้ (โอภา วชัระคปุต์และคณะ, 2549) 

5.2 สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาต ิ

      สารต้านอนุมูลอิสระในธรรมชาติ สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทั่วไป โดยอาจอยู่ใน
รูปแบบของวิตามินหรือสารพฤกษเคมีท่ีมีโครงสร้างเป็นสารประกอบฟีโนลิก เช่น โพลีฟีนอล    
ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น ปัจจุบนัต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติก าลังเป็นท่ีสนใจและมีการศึกษา
ค้นคว้าอย่างกว้างขวาง เน่ืองจากแนวคิดเร่ืองการประยุกต์ใช้สารจากธรรมชาติเพ่ือเสริมสุขภาพ 
ตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระจากธรรมชาต ิได้แก่ 
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5.2.1 วิตามินซี 

        วิตามินซี (Vitamin C) หรือ กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) เป็นวิตามินท่ีมี

คณุสมบตัิละลายน า้ได้ มีฤทธ์ิเป็นกรด สลายตวัอย่างรวดเร็วและมีความไวต่อออกซิเจนสูง มี

คณุสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ โดยท าหน้าท่ีเป็นตวัรีดิวซ์เข้าท าปฏิกิริยากบัอนมุลูไฮดรอกซิล 

อนมุลูเพอร์ออกไซด์ และอนมุลูไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  ป้องกนัไม่ให้เกิดปฏิกิริยาลกูโซ่ (Tolbert 

and Ward, 1982) นอกจากนีย้งัเป็นตวัเสริมประสิทธิภาพการต้านอนมุลูอิสระของวิตามินอีด้วย 

(Traber and Atkinson, 2007) 

5.2.2 วิตามินอี 

         วิตามินอี (Vitamin E) หรือ tocopherol เป็นวิตามินท่ีมีคณุสมบตัิละลายใน

ไขมนัและเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ โดยวิตามินอีเป็นสารท่ีไวตอ่การถกูออกซิไดซ์มากจึงเป็นตวัถกู

ออกซิไดซ์แทนสารอ่ืนท่ีมีความไวน้อยกว่า นอกจากนีย้ังสามารถท างานร่วมกับสารต้านอนุมูล

อิสระตวัอ่ืนๆ เช่น วิตามินซีหรือ ซิลิเนียม เป็นต้น (Traber and Atkinson, 2007) ในธรรมชาติมี

วิตามินอีอยู่หลายชนิด โดยแบง่เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ tocopherols และ tocotrienols และในแตล่ะ

กลุ่มจะแยกเป็นวิตามินย่อยๆ อีก 4 ชนิด ได้แก่ alpha, beta, gamma และ delta ซึ่ง alpha 

tocopherols จดัเป็นกลุม่ท่ีมีบทบาทส าคญัในด้านการปกป้องเซลล์เมมเบรนจากการเกิดปฏิกิริยา

ลกูโซ่ลิปิดเพอร์ออกซิเดชนั (lipid peroxidation chain reaction) ของอนมุลูอิสระ (Mukai et al, 

2007)  

5.2.3 พฤกษเคมี 

        พฤกษเคมี (phytochemicals) หมายถึง สารเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีพบ

เฉพาะในพืช สารกลุ่มนีอ้าจเป็นสารท่ีท าให้พืชผกัชนิดนัน้ๆ มีสี กลิ่นหรือรสชาติท่ีเป็นลกัษณะ

เฉพาะตวั สารพฤกษเคมีเหลา่นีมี้ประโยชน์ตอ่ร่างกาย เช่น การเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ ช่วยเสริม

การท างานของเอนไซม์ เป็นต้น ปัจจุบนัพบสารพฤกษเคมีแล้วมากกว่า 15,000 ชนิด ตวัอย่าง

สารพฤกษเคมี ได้แก่ 
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5.2.3.1 สารประกอบฟีโนลิก  

     สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) เป็นสารท่ีพบได้ในพืชทัว่ไป มีสตูร
โครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนอะโรมาติกท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่หรือมากกว่านัน้  
สามารถละลายน า้ได้ โดยทัว่ไปจะมีฤทธ์ิเป็นกรด สารประกอบฟีโนลิกท่ีพบในพืชมกัจะรวมอยู่กบั
โมเลกุลของน า้ตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด์ นอกจากนีย้ังพบว่าอาจมีการรวมตัวกัน
ระหว่างสารสารประกอบฟีโนลิกด้วยกันเอง หรือสารประกอบฟีโนลิกรวมตวักบักับสารประกอบ
อ่ืนๆ เช่น กรดคาร์บอกซิลิก กรดอินทรีย์ หมู่เอมีน และไขมนัอีกด้วย (Sato et al, 1996) 
สารประกอบฟีโนลิกในธรรมชาติมีอยู่หลายชนิด เช่น  สารประกอบฟลาโวนอยด์ กรดฟีโนลิก 
กรดไฮดรอกซินามิกและอนพุนัธุ์ หรือสารลิกนิน เป็นต้น (Rice-Evans et al., 1997) 

สารประกอบฟีโนลิกจะท าหน้าท่ีดกัจบัอนมุลูอิสระและโลหะหนกัท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัของไขมันและโมเลกุลอ่ืนๆ ด้วยการให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระอย่างรวดเร็ว 

เม่ือสารประกอบฟีโนลิกให้หมู่ไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระไปแล้ว อนุมูลอิสระของสารประกอบ        

ฟีโนลิกเกิดความเสถียรภาพ จึงไม่ท าปฏิกิริยาอ่ืนต่อไป นอกจากนีอ้นมุูลอิสระของสารประกอบ   

ฟีโนลิกบางชนิดยงัคงสามารถรวมตวักับอนุมูลอิสระอ่ืนต่อไปได้ได้อีกด้วย จึงท าให้สามารถลด

จ านวนอนมุลูอิสระลงได้มากขึน้ (Rice-Evans et al., 1997; Williamson, 2000) 

     นอกจากนีมี้รายงานว่า สารประกอบฟีโนลิกมีคณุสมบตัิในการต้านอนุมูลอิสระ โดย

สามารถดกัจับอนุมูลอิสระ ดกัจับไอออนของโลหะ ยับยัง้การเกิดลิปิดเพอร์ออกซิเดชัน (lipid 

peroxidation) ชว่ยลดการเกิดอนมุลูไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ นอกจากนี ้สารประกอบฟีโนลิกยงัท า

หน้าท่ีทัง้เป็นสารให้อิเล็กตรอน หรือเป็นตวัให้ไฮโดรเจน และก าจดัออกซิเจนท่ีอยู่ในรูปแอคทีฟ

ด้วยจากหน้าท่ีตา่งๆ ดงักล่าวจึงท าให้สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีส าคญัชนิด

หนึง่ในพืชทัว่ไป (Sato et al.,1996; Meyer et al.,1997; Soobrattee et al., 2005) 
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5.2.3.2 สารประกอบฟลาโวนอยด์  

   สารประกอบฟลาโวนอยด์ (flavonoids) จดัอยู่ในกลุ่มของสารประกอบฟีโนลิก 

ชนิดหนึง่ พบมากในพืช ผกัและผลไม้ มีคณุสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ โดยความสามารถของ

การต้านออกซิเดชนัจะมากหรือน้อยขึน้อยู่กับโครงสร้างเป็นหลกั ฟลาโวนอยด์มีหลายชนิด เช่น 

แอนโธไซยานิดิน (anthocyanidins) ฟลาโวโนนส์ (flavonones) ฟลาวาน-3-ออลส์ (flavan-3-ols) 

ฟลาโวนส์ (flavones) และฟลาโวนอลส์ (flavonols) แทนนิน (tannin) หรือโปรแอนโธไซยานิดิน 

(proanthocyanidins) เป็นต้น  

จากการศึกษาของ Arora และคณะในปี ค.ศ.1998 พบว่า สารฟลาโวนอยด์            

มีคณุสมบตัิเป็นสารต้านออกซิเดชนั โดยสามารถดกัจบัอนมุูลอิสระ ดกัจบัไอออนของโลหะ โดย

เป็นสารให้อิเล็กตรอน หรือเป็นตวัให้ไฮโดรเจน เน่ืองจากโครงสร้างของโมเลกุลฟลาโวนอยด์        

มีต าแหน่งและจ านวนหมู่ไฮดรอกซิลท่ีท าให้มีความสามารถในการต้านออกซิเดชัน กล่าวคือ  

หมู่ไฮดรอกซิลของวงแหวน B ซึ่งถือเป็นปัจจยัหลกัท่ีใช้ในการพิจารณาความสามารถในการเป็น

สารต้านออกซิเดชนั โดยพบว่าต าแหน่ง 3 และ 4 – ไฮดรอกซิลของวงแหวน  B จะมีผลอย่างมาก

ตอ่การมีคณุสมบตัเิป็นสารต้านออกซิเดชนั นอกจากนีก้ารท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลท่ีต าแหน่ง C5 ของวง

แหวน A หรือท่ีต าแหน่ง C3 ของวงแหวน C ร่วมกบัการมีกลุ่มคีโตท่ีต าแหน่ง C4 ของวงแหวน C 

จะท าให้มีความไวตอ่การท าปฏิกิริยากบัโลหะ ซึง่เป็นการช่วยลดการเกิดออกซิเดชนัได้อีกทางหนึ่ง 

ส่วนต าแหน่ง 3 - ไฮดรอกซิลของวงแหวน C และพนัธะคูร่ะหว่าง C2 และ C3 ในวงแหวน C จะมี

ผลเล็กน้อยตอ่คณุสมบตัิการเป็นสารต้านออกซิเดชนั นอกจากนีจ้ านวนของหมู่ไฮดรอกซิลก็มีผล

ต่อคุณสมบัติดงักล่าว โดยพบว่าเม่ือเติมหมู่ไฮดรอกซิลท่ีฟลาโวนอยด์ นิวเคลียส จะช่วยเพิ่ม

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระแต่หากเติมหมู่เมธอกซิล จะท าให้ความสามารถดงักล่าว

ลดลง (Majo et al., 2005)  

 

 
ภาพท่ี 2-8 โครงสร้างของฟลาโวนอยด์ในการต้านอนมุลูอิสระ (Pedrielli et al., 2001) 
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6. แอนโธไซยานิน 

แอนโธไซยานินเป็นสารรงควัตถุท่ีละลายน า้ ท าให้เกิดสีแดง หรือน า้เงินม่วงในพืช 

จดัเป็นสารประกอบฟีโนลิกอยูใ่นกลุม่สารฟลาโวนอยด์ โดยแอนโธไซยานินเป็นสารท่ีประกอบจาก

ส่วนท่ีเป็นน า้ตาล หรือ glycoside และส่วนท่ีเป็นแอนโธไซยานิดิน หรือ aglycone มีโครงสร้าง

พืน้ฐานทางเคมี ประกอบด้วยวงแหวน benzopyran จ านวน 2 วง ตอ่กบัวงแหวน phenyl 1วง ซึ่ง

จะมีน า้ตาลมาตดิอยู ่เชน่ กลโูคส กาแลคโตส อราบโินส เป็นต้น (ภาพท่ี 2-9) (Von Elbe, 1996)   

   

ภาพท่ี 2-9 โครงสร้างของแอนโธไซยานิน 

ที่มา: Kong et al., 2003 

ปัจจบุนัมีการค้นพบแอนโธไซยานินแล้วมากกว่า 400 ชนิด โดยจะแบง่ตามชนิดของ

แอนโธไซยานิดนิและน า้ตาลท่ีมาจบั พบว่าแอนโธไซยานิดินท่ีเป็นส่วนประกอบในแอนโธไซยานิน

ท่ีพบมากในผักและผลไม้มีเพียงประมาณ 6 ชนิดเท่านัน้ ได้แก่ pelargonidin, peonidin, 

cyanidin, malvidin, petunidin และ delphinidin โดยในพืชแต่ละชนิดก็จะมีอตัราส่วนและ

ปริมาณของแอนโธไซยานินแตกตา่งกนัออกไป (Kong et al., 2003) 
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ตารางท่ี 2-1 แสดงตวัอยา่งปริมาณแอนโธไซยานินในผลไม้ (Wrolstad et al., 2000) 

ผลไม้ แอนโธไซยานิน (mg ตอ่ 100 g น.น.ผลสด) 

แบล็คเบอร์ร่ี 83 - 326 

บลเูบอร์ร่ี 25 - 497 

โช้คเบอร์ร่ี 560 

แคนเบอร์ร่ี 60 - 200 

องุ่น 60 - 600 

สตรอเบอร์ร่ี 15 - 35 

6.1 คุณสมบัตทิางเคมีของแอนโธไซยานิน 

        แอนโธไซยานินจดัเป็น 2-phenylbenzopyrylium หรือ flavylium salt ประกอบด้วย
คาร์บอน 15 ตวั (C6C3C6) ซึง่แอนโธไซยานินแตล่ะชนิดจะมีโครงสร้างแตกตา่งกนัออกไปเน่ืองจาก
กระบวนการทางเคมี เชน่ การเตมิ การย้ายออก หรือการเติมหมู่เมทธิลท่ีหมู่ไฮดรอกซิลของแอนโธ
ไซยานิดนิ จะท าให้เกิดแอนโธไซยานิดินชนิดตา่งๆท่ีมีโครงสร้างตา่งกนัออกไป แอนโธไซยานินมกั
พบในรูปของ monoglycoside หรือ diglycoside โดยการจับกับหมู่น า้ตาลมักเกิดท่ีต าแหน่ง       
3 -ไฮดรอกซิล และถ้าเกิดมากกว่า 1 ต าแหน่งก็จะไปจบัท่ีต าแหน่ง 5 - ไฮดรอกซิล ในขณะท่ี
ต าแหนง่ 7- ไฮดรอกซิล เกิดขึน้น้อยกวา่ (ภาพท่ี 2-10)   

 

ภาพท่ี 2-10 โครงสร้างทางเคมีของแอนโธไซยานิน 

ที่มา: Kong et al., 2003 
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แอนโธไซยานินสามารถเป็นได้ทัง้กรดและเบส เน่ืองจากมี oxonium ion ท่ีวงแหวน 

pyrylium ท าให้เหมาะส าหรับการเกิด nucleophilic attack ส่งผลให้แอนโธไซยานินเกิดเกลือกับ

กรดได้ และจากการท่ีแอนโธไซยานินประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิลจ านวนมาก จึงช่วยแสดงความ

เป็นกรดหรือเบสก็ได้ ขึน้อยู่กบัคา่กรดเบสตวัท าละลายเป็นหลกั (Fuleki and Francis, 1968) และ

นอกจากนีห้มู่ไฮดรอกซิล ยงัมีผลต่อสีของแอนโธไซยานิน กล่าวคือ ถ้ามีหมู่ไฮดรอกซิลมากก็จะ

เกิดสีน า้เงินมาก ในขณะท่ีถ้ามีการแทนท่ีด้วยหมู่เมทอกซิลท่ีต าแหน่ง 3 และ 5 ก็จะเกิดสีแดงมาก

ขึน้ ซึ่งสีของแอนโธไซยานินจะขึน้อยู่กบัคา่ความเป็นกรดเบส โดยในภาวะท่ีเป็นกรดจะเกิดเป็นสี

แดง ส่วนในภาวะท่ีเป็นกลางหรือเป็นเบสจะเกิดเป็นสีน า้เงินม่วง นอกจากนี ้flavylium nucleus 

ในแอนโธไซยานินจัดเป็นสารท่ีมีอิเล็กตรอน ท าให้ว่องไวในการเกิดปฏิกิริยา เช่น ปฏิกิริ ยา

ออกซิเดชนั และการถกูออกซิไดซ์ท่ีมกัท าให้เกิดปฏิกิริยาสีน า้ตาลซึ่งเป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดการเปล่ียน

สีของรงควตัถตุามมา (Kong et al., 2003) 

 

6.2 คุณสมบัตใินการต้านอนุมูลอิสระของแอนโธไซยานิน 

แอนโธไซยานินจัดเป็นสารอยู่ในกลุ่มสารฟลาโวนอยด์ เป็นสารประกอบฟีโนลิกซึ่งมี

ความสามารถในการก าจดัอนมุลูอิสระและไอออนของโลหะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ

โมเลกลุตา่งๆด้วยการให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนมุลูอิสระเหล่านัน้ ท าให้อนมุลูอิสระเหล่านัน้อยู่ใน

สภาพท่ีเสถียร ปัจจยัท่ีมีผลตอ่ความเป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีส าคญัคือต าแหน่งและจ านวนของ

หมู่ไฮดรอกซิล โดยต าแหน่ง 3, 4 และ 5 - ไฮดรอกซิลของวงแหวน B จะเป็นต าแหน่งหลกัในการ

จบักบัอนมุลูอิสระ (ภาพท่ี 2-11) แล้วท าให้เกิดการยบัยัง้ปฏิกิริยาของอนมุลูอิสระ (Tsai et al., 

2002) 
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ภาพท่ี 2-11 ต าแหนง่การจบักบัอนมุลูอิสระของแอนโธไซยานิน 

ที่มา: Kong et al., 2003 

6.3 ประโยชน์ของแอนโธไซยานินต่อร่างกาย 

6.3.1 ต้านอนุมูลอิสระ 

     แอนโธไซยานินสามารถดักจับอนุมูลอิสระด้วยการป้องกันการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน และมีคุณสมบตัิเป็นตัวดกัจับโลหะหนัก  จึงช่วยลดการเกิดอนุมูลไฮดรอกซิลและ
ซุปเปอร์ออกไซด์ได้ (Sarma et al., 1997; Noda et al., 1998) และจากการศกึษาของ Tsuda 
และคณะในปี ค.ศ. 1994 พบว่า cyanidin และ  cyanidin -3-glucoside สามารถป้องกนัการเกิด 
ลิปิดเพอร์ออกซิเดชนัของเซลล์เมมเบรนท่ีถกูเหน่ียวน าด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยสารดงักล่าวมี
ฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระแรงกว่า α-tocopherol นอกจากนีย้งัพบว่า cyanidin -3-glucoside 
สามารถเป็นตวัต้านอนมุูลอิสระด้วยการให้หมู่ไฮโดรเจนและเป็นตวัดกัจบัโลหะหนกั โดยช่วยดกั
จบัอนุมลูไฮดรอกซิลและอนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์ (Tsuda et al., 1996) รวมทัง้ช่วยลดการสร้าง 
thiobarbituric acid reactive substances หรือ TBARS และเพิ่มการต้านการเกิดลิปิดเพอร์
ออกซิเดชนัของซีรัมในหนทูดลอง (Tsuda et al., 1999)  

 6.3.2 ระบบหลอดเลือดและหัวใจ 

      แอนโธไซยานินช่วยลดความเส่ียงในการเกิดโรคหวัใจและหลอดเลือด โดยสามารถ
ชว่ยลดระดบัคอลเรสเตอรอล ช่วยลดไลโปโปรตีนชนิด LDL และเพิ่มปริมาณของไลโปโปรตีนชนิด
HDL (Reed, 2002 ) รวมทัง้ช่วยป้องกนัการเกาะรวมกนัของเกล็ดเลือด ช่วยให้หลอดเลือดคลาย
ตัว โ ดยท า ใ ห้ เ ซ ล ล์ เ ย่ื อบุ ผนั ง หลอด เ ลื อด เพิ่ ม ก า รส ร้ า ง และหลั่ ง ไ นต ริ ก ออก ไ ซ ด์                       
(Tsuda et al., 2002 ) 
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6.3.3 ต้านการอักเสบ 

     แอนโธไซยานินสามารถต้านการอักเสบ โดยมีผลยับยัง้การท างานของเอนไซม์
cyclooxygenase2 (COX-2) ท าให้ช่วยลดระดบัของ PGE2 (Garbacki et al., 2002) นอกจากนี ้
ยงัสามารถช่วยยบัยัง้การ degradulation ของ mast cell จึงช่วยลด IL-2และ TNF-α ได้ (Lin et 
al., 2000: Middleton et al., 2002) 

6.3.4 ต้านมะเร็ง 

     แอนโธไซยานินสามารถช่วยป้องกนัการเกิดมะเร็ง โดยจะไปเหน่ียวน าการปรากฏของ
ยีน Bcl-2 ซึ่งเป็นยีนท่ีต้านการเกิด apoptosis และมีผลยบัยัง้ยีน e-myc และ p21ซึ่งเป็นยีนท่ีท า
ให้ apoptosis ให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง (bagchi et al., 2002)  

6.3.5 ต้านเบาหวาน 

แอนโธไซยานินสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์อัลฟากลูโคซิเดส จึงสามารถช่วย
ชะลอการเพิ่มขึน้ของระดบัน า้ตาลในกระแสเลือดได้ (Matsui et al., 2001) และสามารถช่วย
ป้องกนัเบต้าเซลล์ของตบัอ่อนจากความเป็นพิษของกลโูคสท่ีท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ได้ 
(Al - Awwadi et al., 2005) 

6.3.6 ต้านไกลเคช่ัน 

แอนโธไซยานินชนิด cyanidine-3-α-rhamnosideและ pelargonidins-3-α-rhamnoside 
ในอะเซโรลาเชอร์ร่ีสามารถยบัยัง้การเกิด AGEs ได้ (Hanamaru et al., 2005) 

 

7.  องุ่น 

องุ่นมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ คือ Vitis vinifera Linn. อยู่ในวงศ์ Vitidaceae  ปัจจบุนั

อาจแบง่องุ่นออกเป็น 3 สายพนัธุ์ใหญ่ๆ ได้แก่ สายพนัธุ์ยโุรป ( Vitis vanisfera ) สายพนัธุ์อเมริกา

เหนือ (Vitis labrusca และ  Vitis rotundifolia) สายพนัธุ์ลกูผสมฝร่ังเศส (Xia et al., 2010)      

      องุ่นเป็นผลไม้ท่ีมีการเพาะปลูกอย่างกว้างขวางทัว่โลกและมีการน ามาแปรรูปเป็น
ผลิตภณัฑ์ตา่งๆมากมาย เป็นพืชท่ีประกอบด้วยสารท่ีมีประโยชน์ตอ่ร่างกาย เช่น วิตามิน แร่ธาต ุ
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ไฟเบอร์ รวมทัง้สารพฤกษเคมี เช่น สารประกอบฟลาโวนอยด์ โพลีฟีนอล โปรแอนโธไซยานิน 
แอนโธไซยานิน  

จากการศึกษาของ Cantos และคณะในปี ค.ศ. 2002 พบว่าส่วนเปลือกองุ่น
ประกอบด้วยสารประกอบฟีโนลิก ได้แก่ กรดไฮโดรซินามิก  สารฟลาโวนอล โอลิโกเมอริก โปร
แอนโธไซยานิน และสารแอนโธไซยานิน เช่นเดียวกับการศกึษาของ Mattivi และคณะในปี ค.ศ. 
2006 พบวา่ เปลือกขององุ่นแดงมีสารส าคญัคือ แอนโธไซยานินและสารฟลาโวนอลส์ ซึ่งสารฟลา
โวนอลส์ประกอบด้วย quercetin (43.99%), myricetin (36.81%), kaempferol (6.43%), 
laricitrin (5.65%), isorhamnetin (3.89%), syringetin (3.22%) และ isorhamnetin (1.74%) 
ส่วนแอนโธไซยานินท่ีพบ ได้แก่ 3-glucosides, 3-acetyl-glucosides, 3-coumaroyl-glucosides, 
3-caffeoyl-glucosides, 3,5-diglucosides, 3-acetyl-5-diglucosides, 3-coumaroyl-5-
diglucosides, 3-caffeoyl-5-diglucosides of cyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin, 
และ malvidin (Anderson et al., 1970)  

ประโยชน์ขององุ่นต่อร่างกาย 

1. ต้านอนุมูลอิสระ 

     องุ่นมีคุณสมบัติเป็นตัวดักจับอนุมูลอิสระ สามารถยับยัง้ปฏิกิริยาลิปิดเพอร์

ออกซิเดชันได้ และสามารถลดการเกิดอนุมูลไฮดรอกซิล ได้ มีรายงานว่า สารสกัดจากองุ่น

สามารถลดการเกิดภาวะ oxidative stress ซึ่งคณุสมบตัิเหล่านีเ้กิดจากองุ่นมีสารพฤกษเคมี คือ 

สารประกอบฟีโนลิกซึง่มีความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระ สามารถพบได้แทบทกุส่วนขององุ่น 

(Xia et al., 2010) 

2. ระบบหลอดเลือดและหัวใจ 

      องุ่นช่วยลดการเกิดภาวะกล้ามเนือ้หัวใจขาดเลือด ลดโอกาสเกิดภาวะหลอด

เลือดแดงแข็งตวั โดยจะช่วยป้องกนัการเกิดภาวะไขมนัในเลือดสงู ช่วยลดไลโปโปรตีนชนิด LDL 

ในขณะท่ีเพิ่มปริมาณของไลโปโปรตีนชนิด HDL (Dell et al., 2005) รวมทัง้ช่วยป้องกนัการเกาะ

รวมกันของเกล็ดเลือด ช่วยให้หลอดเลือดคลายตวัโดยท าให้เซลล์เย่ือบุผนงัหลอดเลือดเพิ่มการ

สร้างและหลัง่ไนตริกออกไซด์ (Falchi et al., 2006)  
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3. ต้านมะเร็ง 

    จากการศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่าสารสกัดจากเปลือกองุ่นสามารถเหน่ียวการเกิด

apoptosis ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากได้ (Hudson et al., 2007 ) และ ช่วยป้องกันการเกิด 

angiogenesis ในเซลล์มะเร็งได้ (Yi et al., 2005) 

4. ต้านการอักเสบ 

      สารประกอบฟีโนลิกในองุ่น สามารถยบัยัง้การปล่อย proinflammatory factors และ
มีคณุสมบตัเิป็น immunomodulators (Panico et al., 2006) 

5. ต้านจุลชีพ 

                 สารประกอบฟีโนลิกในองุ่นสามารถต้านเชือ้ต่างๆ เช่น  Escherichia coli 
(Rodriguez-Vaguero et al., 2007) เชือ้ Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus 
และเชือ้ Candida albicans (Radovanovic et al., 2009)  

 



 
 

บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

วัสดุและอุปกรณ์ 

1. สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 

สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงได้รับมาจากบริษัท Breko GmbH (Breman , Germany) 

2. สารเคมี 

2.1 การวิเคราะห์สารพฤกษเคมีของสารสกดัจากองุ่น 

2.1.1 Folin–Ciocalteu’s phenol reagent     (Fluka, Switzerland) 
2.1.2 Aluminium chloride          (Merck, Germany) 
2.1.3 Gallic  acid                      (Fluka, Switzerland) 
2.1.4 Sodium nitrite (NaNO2)                     (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.1.5 Catechin           (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.1.6 Vanillin            (Merck, Germany) 

2.2 การทดสอบคณุสมบตักิารเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 

2.2.1 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)      (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.2 2,2-azinobis3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS)  

        (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.3 Potassium persulfate (K2S2O4)         (Merck, Germany) 
2.2.4 2,4,6- tripyridyl-S-triazine (TPTZ)      (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.5 Iron (III) chloride (FeCl3)          (Merck, Germany) 
2.2.6 Tris-HCl                      (Merck, Germany) 
2.2.7 Trichloroacetic acid (TCA)                (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.8 Thiobarbituric acid (TBA)          (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.9 Iron sulfate (FeSO4)           (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.10 Xanthine           (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
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2.2.11 Xanthine oxidase          (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.2.12 EDTA            (Merck, Germany) 

2.3  การทดสอบคณุสมบตักิารยบัยัง้ปฏิกิริยาไกลเคชัน่ใน BSA 

2.3.1 Bovine serum albumin (BSA)          (Fisher, U.S.A) 
2.3.2 Fructose           (Fluka, Switzerland) 
2.3.3 Nitroblue tetrazolium (NBT)          (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.4 1– deoxy–1 morpholinofructose (DMF)    (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.5 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)         (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.6 Ethyl acetate                      (Merck, Germany) 
2.3.7 Trichloroacetic acid (TCA)               (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.8 Ethanol            (Merck, Germany) 
2.3.9 Thioflavin T reagent                         (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.10 Congo red reagent                          (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.11 5, 5’-dithiobisnitro benzoic acid (DTNB)  (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 
2.3.12 L-cysteine           (Sigma Chemical Co., U.S.A.) 

2.3.13 Nε -(carboxymethyl)lysine (CML)test kit  (Cell Biolabs Inc., U.S.A) 

3. เคร่ืองมือ 

3.1.1 Spectrofluorometer         (BioTek, SynergyTx,U.S.A) 
3.1.2 UV-vis spectrophotometer        (Shimadzu UV-160A, Japan) 
3.1.3 Vortex mixer          (Gemmy industrial, Taiwan) 
3.1.4 Centrifuge               (Heraeus, Biofuge 22R, Germany) 
3.1.5 Analytical balance                    (Sartorius, Germany 
3.1.6 Water bath                     (Grant, England) 
3.1.7 Cuvette          (Bibby sterilin) 
3.1.8 Autopipets           (Gilson, France) 
3.1.9 pH meter          (Hanna, Italy) 
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การวิเคราะห์สารพฤกษเคมีของสารสกัดจากองุ่น 

1.1 การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีโนลิก  

เป็นวิธีตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteau 
colorimetry โดยปริมาณสารประกอบฟีโนลิกค านวนได้จากกราฟมาตรฐานของสาร 
gallic acid รายงานผลเป็น mg gallic acid/g dried extract                            
(Slinkard and Singleton, 1977) 

1.1.1 Folicin – ciocalteu reagent (FCR) reagent (dilute 1:10 v/v) 
                         น า FCR มา 3 ml เตมิลงในน า้กลัน่ 30 ml 

1.1.2 7.5% Na2CO3 
                        ชัง่สาร Na2CO3หนกั 3.75 g ลงในน า้กลัน่ 50 ml 

1.1.3 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml (ท า 3 ซ า้) 
1.1.4 เตรียม gallic acid (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml (ท า 3 ซ า้) 
1.1.5 เติมสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง 0.5 ml               

(กลุม่ control เตมิน า้กลัน่แทนสารทดสอบ) 
1.1.6 เตมิสาร FCR 2.5 ml 
1.1.7 เตมิสาร Na2CO3 2.0 ml 
1.1.8 Incubate ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที 
1.1.9 วดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 
1.1.10 หาปริมาณสารประกอบฟีโนลิกในสารทดสอบ โดยเปรียบเทียบคา่ท่ีวดั  

            ได้กบักราฟมาตรฐานท่ีได้จาก gallic acid 
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1.2 การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

เป็นวิธีตรวจสอบปริมาณของสารฟลาโวนส์ และฟลาโวนอลส์ ซึ่งเป็นสารประเภท
หนึ่งในกลุ่มของสารฟลาโวนอยด์ ด้วยวิธี aluminium chloride colorimetry อ่านน า้หนกัโดยใช้
สาร catechin ในการท ากราฟมาตรฐาน รายงานผลเป็น mg catechin/g dried extract  
(Zhishen et al., 1999)  

1.2.1 เตรียม 15 % NaNO2 
            ชัง่สาร NaNO2หนกั 0.75 g ลงในน า้กลัน่ 5 ml 
1.2.2 เตรียม 10 % AlCl3.6H2O 
            ชัง่สาร AlCl3.6H2O หนกั 0.5 g ลงในน า้กลัน่ 5 ml 
1.2.3 เตรียม 4% NaOH 
            ชัง่สาร NaOH หนกั 2 g ลงในน า้กลัน่ 50 ml 
1.2.4 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml (ท า 3 ซ า้) 
1.2.5 เตรียม catechin (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml (ท า 3 ซ า้) 
1.2.6 เติมสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง 0.5 ml               

(กลุม่ control เตมิน า้กลัน่แทนสารทดสอบ) 
1.2.7 เตมิสาร NaNO2 0.15 ml 
1.2.8 เตมิสาร AlCl3 0.15 ml 
1.2.9 เตมิสาร NaOH 2 ml 
1.2.10 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 5 ml 
1.2.11 Incubate ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 6 นาที 
1.2.12 วดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร 
1.2.13 หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ในสารทดสอบ โดยเปรียบเทียบ

คา่ท่ีวดัได้กบักราฟมาตรฐานท่ีได้จาก catechin 
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1.3 การวิเคราะห์หาปริมาณสาร condensed tannin 

เป็นวิธีตรวจสอบปริมาณสาร condensed tannin ด้วยวิธี vanillin-HCl อ่านน า้หนกั
จากกราฟมาตรฐานของสาร catechin รายงานผลเป็น mg catechin/g dried extract (Brodhurst 
and Jones, 1978) 

1.3.1 vanillin reagent (4% w/v in methanol) 
            ชัง่สาร vanillin หนกั 1.2 g ลงใน methanol 30 ml 
1.3.2 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml  

โดยท าละลายใน methanol (ท า 3 ซ า้) 
1.3.3 เตรียม catechin (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml  

โดยท าละลายใน methanol (ท า 3 ซ า้) 
1.3.4 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 0.25 ml               

(กลุม่ control เตมิ methanol แทนสารทดสอบ) 
1.3.5 เตมิสาร vanillin reagent 1.5 ml 
1.3.6 เตมิสาร 37% HCl ปริมาตร 0.75 ml  
1.3.7 incubate ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 3-4 วินาที 
1.3.8 วดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร 
1.3.9 หาปริมาณสารแทนนินในสารทดสอบ โดยเปรียบเทียบคา่ท่ีวดัได้กบั

กราฟมาตรฐานท่ีได้จาก catechin 
 

1.4  การวิเคราะห์หาปริมาณสารแอนโธไซยานิน 

ตรวจสอบปริมาณสารประกอบแอนโธไซยานินทัง้หมดด้วยวิธี pH-differential method 
โดยแอนโธไซยานินจะเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเม่ือค่าความเป็นกรดด่างเปล่ียนแปลงไป 
กลา่วคือ เม่ือมีคา่ pH 1 สีของแอนโธไซยานินจะออกเป็นสีแดง สามารถวดัคา่การดดูกลืนแสงได้ท่ี
ความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ในขณะท่ี pH 4.5 จะอยู่ในสภาพ colorless โดยจะเห็นเป็นสีของ
สารและตวัท าลายเท่านัน้ ในขณะท่ีแอนโธไซยานินท่ีถกูท าลายโครงสร้าง จะมีการดดูกลืนแสงได้
ทัง้ใน pH 1และ pH 4.5 โดยใช้ cyanidin-3-glucoside เป็นสารมาตรฐาน รายงานผลเป็น       
mg cyanidin-3-glucoside /g dried extract (Fuleki and Francis, 1968) 

1.4.1 เตรียม acidic methanol containing 2% 12.0 M HCl (v/v)   
            เตมิ 12.0 M hydrochloric acid 200 ul ลงใน methanol 9.8 ml 
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1.4.2 0.025 M potassium chloride (pH 1.0) 
1.4.3 ชัง่ potassium chloride (MW= 74.551) 0.186 g ละลายในน า้กลัน่

ปริมาตร 98 ml แล้วปรับคา่ pH 1.0 
1.4.4 0.4 M sodium acetate (pH 4.5) 
            ชัง่ sodium acetate (MW= 82.03) 0.544 g ละลายในน า้กลัน่   

ปริมาตร 96 ml แล้วปรับคา่ pH 4.5 
1.4.5 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml               

โดยท าละลายใน acidic methanol ข้อ 3.3.1 (ท า 3 ซ า้) 
1.4.6 เตมิสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงจากข้อ 3.3.5 ปริมาณ 0.1 ml             

ลงใน potassium chloride buffer (pH 1.0) 2.9 ml 
1.4.7 เตมิสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงจากข้อ 3.3.5 ปริมาณ 0.1 ml             

ลงใน sodium acetate buffer (pH 4.5) 2.9 ml  
1.4.8 Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 15 นาที 
1.4.9 น าสารจากข้อ 3.3.6 และ 3.3.7 มาวดัท่ีความยาวคล่ืน 510 และ 700  

นาโนเมตร 
1.4.10 น าคา่ความยาวคล่ืนท่ีได้มาค านวณหาคา่แอนโธไซยานิน  

1.4.10.1 หาคา่ absorbance (A) 

                               A = (A510nm, pH1 - A700nm ,pH1) - (A510nm ,pH4.5 - A700nm,pH4.5) 

1.4.10.2   หาคา่ anthocyanin concentration (C) (mg/l) 

                              C (mg/L) = A x M.W. x  dilution factor (DF) x 1000 

                                                         ε  x 1 
                                          ก าหนดให้ 

                        ε = molar absorptivity (26,900) 
                             M.W.cyanidin-3-glucoside  = 449.2 g/mol 
                   DF=30  

1.4.10.3     หาคา่ anthocyanins concentration (mg/g grape extract) 

                   Anthocyanins (mg/g grape extract) =   C (mg/L)/ความเข้มข้นเร่ิมต้นของสารทดสอบ  
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2.   การทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
 

2.1   วิธี DPPH radical scavenging activity  

เป็นวิธีทดสอบการยบัยัง้อนุมูลอิสระของตวัทดสอบท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดย
อาศยัหลกัการเกิดปฏิกิริยา hydrogen atom transfer (HAT) ระหว่างอนุมูลอิสระคือ DPPH      
(2, 2 – diphenyl - 1 - picrylhydrazyl) และสารต้านอนมุลูอิสระท่ีต้องการทดสอบท่ีท าให้เกิดการ
เปล่ียนสีของ DPPH จากสีม่วงเป็นสีเหลือง ซึ่งการทดสอบวิธีนีจ้ะวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีเกิดขึน้
จากความเข้มข้นตา่งๆของสารต้านอนมุลูอิสระ โดยก าหนดความยาวคล่ืนท่ี 515 นาโนเมตร แล้ว
น าคา่ท่ีได้มาหาคา่% inhibition และ IC50 ตอ่ไป (Blois et al., 1958)  

2.1.1 0.2 mM DPPH  
             ชัง่ DPPH (M.W. = 394.4) 3.95 mg ใสล่งใน ethanol 50 ml  
2.1.2 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0 – 0.1 mg/ml                           

(0, 0.0125, 0.025, 0.05 และ 0.1 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 
2.1.3 เตรียม ascorbic acid (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 0 – 0.1 mg/ml              

(0, 0.0125, 0.025, 0.05 และ 0.1 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 
2.1.4 เตมิสาร DPPH ในข้อ 2.1.1 ปริมาณ 0.5 ml  
2.1.5 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารทดสอบในแตล่ะความเข้มข้น    

ปริมาณ 0.5 ml (ก าหนด control คือสารละลาย DPPH + น า้กลัน่) 
2.1.6 ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด 30 นาทีท่ีอณุหภมูิห้อง 
2.1.7 วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV – vis spectrophotometer            

ท่ีความยาวคล่ืน  515 นาโนเมตร 
2.1.8 น าคา่ท่ีวดัได้ในแตล่ะความเข้มข้นมาค านวณ  % inhibition จากสมการ 

                               % Radical scavenging = [(AB – AA)/ AB] x100 
                                        เม่ือ  AA   =  absorbance ท่ีวดัได้ของสารตวัอยา่ง + DPPH radical  
                                  AB   =  absorbance ท่ีวดัจากน า้กลัน่ + DPPH radical (control) 

2.1.9 สร้างกราฟระหวา่งคา่ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานหรือสารสกดั
จากเปลือกองุ่นแดง (แกน x) และ% inhibition (แกน y) เพ่ือหาคา่ IC50 
ในการเปรียบเทียบความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างสาร
ทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน 
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2.2 วิธี trolox equivalent antioxidant capacity assay (TEAC) 

เ ป็นวิ ธีการวัดความสามารในการต้านอนุมูล อิสระ ด้วยการใ ช้สาร  ABTS                 
(2, 2-azinobis (3-ethyl benzothiazoline- 6- sulfonic acid) diamoniumsalt) ท าปฏิกิริยากบั 
potassium persulfate (K2S2O4) ได้เป็น  ABTSº+ ซึ่งเป็นอนมุลูอิสระ มีสีเขียวเข้มและ สามารถ
เกิดปฏิกิริยา hydrogen atom transfer (HAT) ได้เม่ือเติมสารต้านอนมุลูอิสระลงไป ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงจากสีเขียวเข้มเป็นไม่มีสี จากนัน้น าคา่ท่ีอ่านได้มาหาคา่ IC50 และน าไปอ่านน า้หนกั
จากกราฟมาตรฐานของ trolox เพ่ือหาค่า trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 
(Madhujith et al., 2006) 

2.2.1 7 mM ABTS  
            ชัง่ ABTS (M.W. = 514.62) 74.43 mg ใน 0.1 M PBS (pH 7.4) 20 ml 
2.2.2 2.45 mM K2S2O4 
            ชัง่ K2S2O4 (M.W. = 270.322) 13.2 mg ในน า้กลัน่ 20 ml 
2.2.3 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0 – 4 mg/ml                         

(0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 3 และ 4 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 
2.2.4 เตรียม trolox (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 0 – 1 mg/ml                               

(0, 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 
2.2.5 ผสมสารละลายข้อ 2.2.1 และ 2.2.2 ด้วยอตัราสว่น 1:1 และเก็บไว้ในท่ี

มืดเป็นเวลา 16 ชัว่โมง เพ่ือให้ ABTS เปล่ียนเป็น  ABTSº+  
2.2.6 วดัคา่การดดูกลืนแสงของ ABTSº+ ท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร แล้ว

ท าการปรับให้คา่อยูใ่นชว่ง 0.700 ( ± 0.020) ด้วย PBS 
2.2.7 เตมิสารทดสอบ ABTSº+ ในข้อ 2.2.6  ปริมาตร 0.99 ml 
2.2.8 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในแตล่ะความ

เข้มข้น ปริมาณ 0.5 ml                                                             
(ก าหนด control คือสารละลาย ABTSº+ + น า้กลัน่) 

2.2.9 ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด 6 นาทีท่ีอณุหภมูิห้อง 
2.2.10 วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV – vis spectrophotometer            

ท่ีความยาวคล่ืน 734 nm 
2.2.11 น าคา่ท่ีวดัได้ในแตล่ะความเข้มข้นมาค านวณ  % inhibition จากสมการ 

              %Radical Scavenging = [(AB – AA)/ AB] x100 
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       เม่ือ  AA  =  absorbance ท่ีวดัได้ของสารตวัอยา่ง + ABTSº+ radical  
      AB  =  absorbance ท่ีวดัจากน า้กลัน่ + ABTSº+ radical (control) 

2.2.12 สร้างกราฟระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน หรือสาร
สกดัจากเปลือกองุ่นแดง (แกน x) และ% inhibition (แกน y) เพ่ือหาค่า 
IC50 ในการเปรียบเทียบความสามารถของสารต้านอนุมลูอิสระระหว่าง
สารทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน 

2.3     วิธี ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

เป็นการวัดความสามารถในการเป็นตวัรีดิวซ์ของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีอยู่ในสาร
ตวัอย่าง โดยอาศยัหลกัการท่ี ferric (Fe3+) รับอิเล็กตรอน (e-) จากสารต้านอนุมูลอิสระแล้ว
กลายเป็น ferrous (Fe2+) จากการเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของ Fe3+ โดยเร่ิมจากการท า ferric 
tripyridyltriazine (Fe3+- TPTZ) complex ซึ่งเป็นสารละลายไม่มีสี เม่ือถูกรีดิวซ์ด้วยสารต้าน
อนมุลูอิสระจะกลายเป็น ferrous tripyridyl-s-triazine (Fe2+- TPTZ) complex ซึ่งเป็นสารละลาย
สีม่วงน า้เงิน นั่นคือ ถ้าตวัอย่างท่ีทดสอบมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้สูง จะเกิด 
Fe2+- TPTZ มากท าให้คา่การดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร มีคา่มากขึน้ จากนัน้น าคา่ท่ีอ่านได้มา
หาค่า EC (Equivalent concentration) จากสารมาตรฐาน ferrous sulfate (FeSO4) 1 mM 
(Benzie and Strain, 1996) 

2.3.1 เตรียมสารละลาย FRAP 
2.3.1.1  เตรียม sodium acetate buffer solution (0.3 M, pH 3.6) 

 ชัง่ sodium acetate trihydrate 0.15 g ละลายใน acetic acid  
ปริมาตร 0.8 ml แล้วเตมิน า้กลัน่จนมีปริมาตรครบ 50 ml  

2.3.1.2  เตรียม 10 mM  2,4,6- tripyridyl-S-triazine (TPTZ)  
ชัง่ 2,4,6- tripyridyl-S-triazine (TPTZ) 0.0312 g ละลายใน              
40 mM HCl  (37% HCl 0.123 ml ในน า้กลัน่ 100 ml) 10 ml 

2.3.1.3  เตรียม 20 mM FeCl3 
              ชัง่ FeCl3   54 mg เตมิน า้กลัน่ 10 ml  
2.3.1.4   ผสมสารข้อ 2.3.1.1-2.3.1.3 และต้องเตรียมใหมท่กุครัง้ก่อนการ

วิเคราะห์ โดยใช้ปริมาตร 25, 2.5 และ 2.5 ml ตามล าดบั 
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2.3.2 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0 - 1 mg/ml                   
 (0, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 และ 1 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 

2.3.3 เตรียม FeSO4 (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 0.1 – 0.8 mM                                     
(0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 และ 0.8 mM ) (ท า 3 ซ า้) 

2.3.4 เตมิสารละลาย FRAP ในข้อ 2.3.1 ปริมาณ 1.8 ml  
2.3.5 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในแตล่ะความ

เข้มข้น ปริมาณ 0.2 ml (ก าหนด control คือสารละลาย FRAP + น า้กลัน่) 
2.3.6 ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด 30 นาทีท่ีอณุหภมูิห้อง 
2.3.7 วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV – vis spectrophotometer                   

ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร  
2.3.8 น าคา่ท่ีวดัได้ในแตล่ะความเข้มข้นมาค านวณหาคา่ equivalent 

concentration (EC) โดยน าคา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัจากเปลือกองุ่น
แดงท่ีได้มาอา่นจากกราฟมาตรฐานของสาร FeSO4 เพ่ือเปรียบแทน
ความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระของสารทดสอบกบั 1mM FeSO4 
(pulido et al., 2000) 
 

2.4 วิธีทดสอบหา hydroxyl radical scavenging activity 
เป็นการทดสอบความสามารถในการขจดัอนมุูลไฮดรอกซิล (OH•) ของสารทดสอบ โดย

ท าการสงัเคราะห์อนมุูลไฮดรอกซิลจากปฏิกิริยาเฟนตนั จากนัน้อนุมลูไฮดรอกซิลจะเข้าไปท าให้
น า้ตาลดีออกซีไรโบสเสียสภาพ แล้วเกิดเป็นสารอลัดีไฮด์ขึน้มา ซึ่งสามารถทดสอบได้ด้วยการเติม 
thiobarbituric acid (TBA) และ trichloroacetic acid (TCA) จะเกิดเป็นสีชมพขูองสารประกอบ
เชิงซ้อน TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) ถ้าในสารทดสอบมีความสามารถ
ในการยับยัง้อนุมูลไฮดรอกซิลก็จะท าให้สีชมพูของ TBARS จางลง รายงานผลเป็นค่า IC50 
(Halliwell et al., 1987) 

2.4.1 เตรียม 0.3 mM FeCl3 
ชัง่สาร FeCl3 (MW=162.2) 7.26 mg ละลายใน                           
potassium phosphate buffer 10 ml  

2.4.2 เตรียม 0.6 mM ascorbic acid   
ชัง่สาร ascorbic acid (MW= 176.12) 15.77 mg ละลายใน               
potassium phosphate buffer 10 ml 
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2.4.3 เตรียม 1.2 mM EDTA 
ชัง่สาร EDTA (MW= 292.24) 106 mg ละลายใน                               
potassium phosphate   buffer 10 ml 

2.4.4 เตรียม 34 mM hydrogenperoxide solution (H2O2 ) 
ดดูสาร 30% hydrogenperoxide (8.82 M) มา 38.54 ul ลงในน า้กลัน่ 10 ml 

2.4.5 เตรียม 17 mM deoxyribose 
ชัง่ deoxyribose (MW= 134.13) 34 mg ละลายใน                       
potassium phosphate buffer 1 ml 

2.4.6 เตรียม TCA (2.8% w/v) 
ชัง่สาร TCA 0.28 g ละลายในน า้กลัน่ 10 ml 

2.4.7 เตรียม TBA (1%ใน NaOH 0.05 M ) 
ชัง่สาร TBA 0.3 g ละลายใน NaOH 0.06 g ในน า้กลัน่ 30 ml 

2.4.8 เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0 - 30 mg/ml                 
(0, 0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 

2.4.9 เตรียม trolox (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 0 – 7 mg/ml                          
(0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 

2.4.10 ผสมสารละลายข้อ 2.4.1 - 2.4.5  ปริมาณ 67, 67, 33, 33 และ 33 ul 
ตามล าดบั  

2.4.11 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในแตล่ะความ
เข้มข้น ปริมาณ 33 ul (กลุม่ control เตมิน า้กลัน่แทนสารทดสอบ) 

2.4.12 Incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมง ในท่ีมืด 
2.4.13 เตมิ TCA ในข้อ 2.4.6 ปริมาณ 0.33 ml 
2.4.14 เตมิ TBA ในข้อ 2.4.7 ปริมาณ 0.33 ml 
2.4.15 incubate ท่ี 100 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที 
2.4.16 วดัคา่การดดูกลืนแสงของ TBARS ท่ีความยาวคล่ืน 522 นาโนเมตร 
2.4.17 น าคา่ท่ีวดัได้แตล่ะความเข้มข้นมาค านวณ  % inhibition จากสมการ 

                           % Radical scavenging = [(AB – AA)/ AB] x100 

                                       เม่ือ  AA  =  absorbance ท่ีวดัได้ของสารตวัอยา่ง + OH• radical  

                         AB   =  absorbance ท่ีวดัจากน า้กลัน่ + OH• radical (control) 
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2.4.18 สร้างกราฟระหวา่งคา่ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดง (แกน x) และ% inhibition (แกน y) เพ่ือหาคา่ IC50 ในการ
เปรียบเทียบความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างสารทดสอบกับ
สารละลายมาตรฐาน 

          2.5  วิธีทดสอบหา superoxide radical scavenging activity 

การทดสอบนีป้ระยุกต์มาจากวิธีการทดลองของ Kweon และคณะในปีค.ศ.2001 
เป็นการศกึษาถึงฤทธ์ิการขจดัอนมุลูอิสระ ซุปเปอร์ออกไซด์ anion radical (O2

-) ของสารทดสอบ 
ซึ่ง O2

- มาจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ท่ีเกิดขึน้จากการท างานของเอนไซม์ xanthine oxidase ในการ
เปล่ียนสาร xanthine ให้เป็นกรดยูริก  โดย O2

- ท่ีเกิดขึน้จะท าปฏิกิริยากับ NBT (nitroblue 
tetrazolium) และให้ผลิตภัณฑ์เป็นสาร diformazan (DF) ท่ีมีสีม่วง  ถ้าในสารทดสอบมี
ความสามารถในการยบัยัง้ O2

- จะท าให้สีมว่งของสารละลายจางลง  วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร รายงานผลเป็นคา่ IC50 (Kweon et al., 2001) 

2.5.1 เตรียม 0.3 mM xanthine 
ชัง่ xanthine (MW=152.11) 4.56 mg ละลายใน                          
potassium phosphate buffer 50 ml 

2.5.2 เตรียม 0.15 mM NBT 
ชัง่ NBT (MW= 817.64) 4.9 mg ละลายใน                               
potassium phosphate buffer 10 ml 

2.5.3 เตรียม 0.6 mM EDTA 
ชัง่สาร EDTA (MW= 292.24) 7 mg ละลายใน                           
potassium phosphate buffer 10 ml 

2.5.4      เตรียม xanthine oxidase 0.5 unit/ml 
         น า xanthine oxidase (5 unit/ml) 0.1 ml ลงใน                            

potassium phosphate    buffer 0.9 ml 
2.5.5 เตรียม 2 M HCl 

  น าสาร 37% HCl 3.65ml ลงน า้กลัน่ 46.35 ml 
2.5.6     เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0 - 5 mg/ml                        
             (0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 



46 
 

2.5.7 เตรียม trolox (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 0 – 2 mg/ml                         
(0, 0.125, 0.25, 0.5,1 และ 2 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 

2.5.8 ผสมสารละลายข้อ 2.5.1 - 2.5.3  ปริมาณ 0.5, 0.25 และ 0.25 ml ตามล าดบั  
2.5.9 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในแตล่ะความ

เข้มข้น ปริมาณ 0.05 ml (กลุม่ control เตมิน า้กลัน่แทนสารทดสอบ) 
2.5.10 เตมิ xanthine oxidase ในข้อ 2.5.4 ปริมาณ 0.05 ml 
2.5.11 Incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียสนาน 40 นาที 
2.5.12 เตมิ 2 M HCl ในข้อ 2.5.5  ปริมาณ 0.05 ml 
2.5.13 incubate ท่ี 100 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที 
2.5.14 วดัการเกิดสีของ NBT-diformazan ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร 
2.5.15 น าคา่ท่ีวดัได้ในแตล่ะความเข้มข้นมาค านวณ  % inhibition จากสมการ 

                           % Radical scavenging = [(AB – AA)/ AB] x100 

                                เม่ือ  AA  =  absorbance ท่ีวดัได้ของสารตวัอยา่ง + O2
- radical  

                   AB   =  absorbance ท่ีวดัจากน า้กลัน่ + O2
- radical (control) 

2.5.16 สร้างกราฟระหวา่งคา่ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดง (แกน x) และ% inhibition (แกน y) เพ่ือหาคา่ IC50 ในการ
เปรียบเทียบความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างสารทดสอบกับ
สารละลายมาตรฐาน 
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          2.6 วิธีทดสอบหา ferrous ion chelating power   

เป็นการวดัความสามารถในการแย่งจับกับโลหะ โดยธาตุเหล็กท่ีอยู่ในรูป ferrous หรือ 

Fe2+ ท าปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็น Fe3+ ซึ่งปฏิกิริยานีส้ามารถเกิดแบบ

ย้อนกลบัได้เช่นกนั ในการทดสอบของวิธีนีจ้ึงเป็นการวดัความสามารถในการแย่งจบัโลหะ Fe2+ 

ของสารทดสอบ โดยเม่ือเติมสาร 2,2’-bipyridyl ลงไป สารนีจ้ะไปจบักบั Fe2+แล้วอยู่ในรูป 2,2’- 

bipyridyl- Fe2+ complex ซึ่งให้สีแดง ถ้าสารทดสอบมีความสามารถในการแย่งจบัโลหะ Fe2+ ได้ 

ก็จะเกิดเป็น antioxidant- Fe2+ complex แทน และท าให้สีแดงของ       2,2’-bipyridyl - Fe2+ 

complex จางลง วดัคา่การดดูกลืนแสงได้ท่ี 522 นาโนเมตร รายงานผลเป็นคา่ IC50 (Yamaguchi 

et al., 2001) 

2.6.1   เตรียม 0.1M Tris-HCl buffer (pH 7.4) 200 ml  
2.1.1.1  ชัง่สาร Tris (hydroxymethyl) aminomethane               

(MW= 121.14) 1.2 g ละลาย ในน า้กลัน่ 100 ml 
2.1.1.2  น าสาร 37% HCl มา 0.3 ml ลงน า้กลัน่ 84 ml 

1.6.2 0.1% 2,2’- bipyridal in 0.2 M HCl (2,2’-bipyridyl solution) 
          ชัง่สาร 2,2’- bipyridyl  0.1 g ใน 0.2 M HCl 100ml                       

(37% HCl 0.73 ml ในน า้กลัน่ 100 ml) 
2.6.3   เตรียม 1mM FeSO4 (MW= 278.05) 

                                      ชัง่ FeSO4 (MW= 278.05) 0.556 g  ละลายในน า้ 100 ml 
2.6.4   เตรียม 10% (w/v) hydroxylamine-HCl  
           ชัง่สาร hydroxylamine-HCl  1 g ละลายในน า้กลัน่ 10 ml 
2.6.5   เตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0 - 5 mg/ml             

(0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 
2.6.6 เตรียม EDTA (สารมาตรฐาน) ท่ีความเข้มข้น 0 - 3 mg/ml                   

(0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 3 mg/ml) (ท า 3 ซ า้) 
2.6.7 ผสมสารละลายข้อ 2.5.1 - 2.5.3  ปริมาณ 1, 1 และ 0.25 ml   

ตามล าดบั  
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2.6.8 เตมิสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในแตล่ะความ
เข้มข้น ปริมาณ 0.25 ml (กลุม่ control เตมิน า้กลัน่แทนสารทดสอบ) 

2.6.9 เตมิ hydroxylamine-HCl  ในข้อ 2.6.5 ปริมาณ 0.4 ml 
2.6.10 เตมิ  ethanol ลงไป 1.5 ml 
2.6.11 เตมิน า้กลัน่ให้ครบ 5 ml 
2.6.12 วดัการเกิดสีของ 2,2’-bipyridyl - Fe2+complex ท่ีความยาวคล่ืน       

522 นาโนเมตร 
2.6.13 น าคา่ท่ีวดัได้ในแตล่ะความเข้มข้นมาค านวณ  % inhibition  

จากสมการ 

                           % Radical scavenging = [(AB – AA)/ AB] x100 

                                เม่ือ  AA  =  absorbance ท่ีวดัได้ของสารตวัอยา่ง + Fe2+ 

                   AB   =  absorbance ท่ีวดัจากน า้กลัน่ + Fe2+ (control) 

2.6.14 สร้างกราฟระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน หรือสาร
สกดัจากเปลือกองุ่นแดง (แกน x) และ% inhibition (แกน y) เพ่ือหาค่า 
IC50 ในการเปรียบเทียบความสามารถของสารต้านอนุมลูอิสระระหว่าง
สารทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน 
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3. การทดสอบคุณสมบัตกิารยับยัง้การเกิดกระบวนไกลเคช่ันใน BSA 

การเหน่ียวน าให้เกิดAGEs 

  เตรียม BSA ท่ีความเข้มข้น 10 mg/ml และฟรุกโตสท่ีความเข้มข้น 1.1 M จากนัน้เติม

สารทดสอบโดยเตรียมสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นระหว่าง 0.03 – 1 mg/ml ละลาย

ใน 0.1 M phosphate buffer saline หรือ PBS (pH 7.4) ก าหนดให้หลอดทดลองท่ีมีเพียง BSA 

และ  ฟรุกโตสเป็น negative control และหลอดทดลองท่ีมียา aminoguanidine ท่ีความเข้มข้น

ระหว่าง 0.25 – 1 mg/ml เป็น positive control ส่วนกลุ่มควบคมุใช้ PBS แทน BSA ในการ

ทดสอบ 

เม่ือเตรียมสารทดลองในแต่ละกลุ่มแล้ว น าไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นระยะเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วนัตามล าดบั (เตรียมกลุ่มการทดลองออกเป็น 5 ชดุตาม

ระยะเวลาการ incubate)  โดยแต่ละชุดการทดลองท าซ า้ 3 ครัง้ เม่ือครบก าหนดการ incubate 

ของแต่ละชุดแล้ว น าสารในหลอดทดลองมาตรวจวัดผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้จากกระบวนไกลเคชั่น

ตอ่ไป  

3.1 การวัดปริมาณการเกิด AGEs ชนิดเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์                          

(Tupe and Agte, 2009) 

3.1.1   ดดูสาร glycated BSA มา 50 ul ลง 96 well plate 

                     3.1.2  วัดค่าการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ด้วยเคร่ือง spectrofluorometer 

ก าหนดคา่ excitation 355 นาโนเมตร และคา่ emission 460 นาโนเมตร 

 3.1.3  น าคา่ท่ีได้มาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ AGEs จากสตูร 

           % inhibition = [1- (Abssample)] x 100                                                                                                                                

Absblank 
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 3.2  การวัดค่าการเกิดสารกลุ่มโปรตีน carbonyl  

         เป็นการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา glycoxidation ด้วยการวดัปริมาณโปรตีน carbonyl   

ท่ีเกิดขึน้ โดยใช้สาร 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)  ท าการทดลองตวัอย่างละ 3 ซ า้ 

จากนัน้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 370 นาโนเมตร (UV-VIS 

spectrophotometer) แล้วน าค่าท่ีได้มาแปลผลเป็นความเข้มข้นของโปรตีน carbonyl ท่ีหน่วย 

nmol carbonyl/mg protein (Ardestani and Yazdanparast, 2007) 

3.2.1 การหาค่า protein carbonyl (carbonly nmol/ml)  

3.2.1.1   ดดูสาร glycated BSA มา 200 ul ลง eppendorf tube ขนาด 2 ml  

3.2.1.2  เตมิสาร 10mM DNPH ใน 2.5 M HCl ลงไป 800 ul                                        

(กลุม่ control เตมิสาร 2.5 M HCl แทน DNPH) 

3.2.1.3 Incubate ในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมงโดยท าการ  vortex            

ทกุ 15 นาที 

3.2.1.4 เตมิ 20% TCA กลุม่ละ 1 ml โดยให้หลอดแช่อยู่บนน า้แข็งและ incubate 

นาน 5 นาทีแล้ว vortex 

3.2.1.5 น ามาป่ันท่ี 10,000 rpm นาน 10 นาทีท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  

3.2.1.6 ทิง้ supernatant แล้วเตมิ 10% TCA กลุม่ละ 1ml โดยให้หลอดแชอ่ยู่      

บนน า้แข็งและ incubate นาน 5 นาที 

3.2.1.7 น ามาป่ันท่ี 10,000 rpm นาน 10 นาทีท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  

3.2.1.8 ทิง้ supernatant แล้วเตมิ ethanol/ethyl acetate (dilution 1:1, v/v) 

3.2.1.9 กวนล้างตะกอนและ vortex แล้วน ามาป่ันท่ี 10,000 rpm นาน 10 นาที      

ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  

3.2.1.10 ท าข้อ 3.2.1.7- 3.2.1.8 ซ า้อีก 2 ครัง้ 

3.2.1.11 เตมิ 6 M guanidine hydrochloride หลอดละ 500 ul 

3.2.1.12 น ามาป่ันท่ี 10,000 rpm นาน 10 นาทีท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  

3.2.1.13 น า supernatant มา 220 ul ลง 96 well plate 



51 
 

3.2.1.14 น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 370 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง    

UV-vis spectophotometer 

3.2.2   การหาค่า protein concentration (mg/ml)  

 เป็นการค านวณหาปริมาณโปรตีนสทุธิ เน่ืองจากมีโปรตีนบางสว่นหายไปใน
ระหวา่งขัน้ตอนการล้างตะกอนโปรตีน 

3.2.2.1 น า supernatant ของตวัอยา่งกลุม่ blank 20 ul ลง 96 well plate แล้ว

เตมิ 6M guanidine hydrochloride 180 ul 

3.2.1.2 น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง             

UV-vis spectrophotometer 

3.2.3 การท ากราฟมาตรฐานของ BSA ที่ความเข้มข้น 0.125-2.0mg/ml 

3.2.3.1 ชัง่ BSA มา 0.01g ละลายใน 6M guanidine hydrochloride 5 ml จะได้

ท่ีความเข้มข้น 2 mg/ml 

3.2.3.2 น าสารละลายข้อ 1 มาเจือจางตอ่ให้ได้ความเข้มข้น 0.125 - 1 mg/ml  

3.2.3.3 น า BSA มาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 220 นาโนเมตร 

 

3.2.4  การค านวณผล 

 

3.2.4.1 Protein carbonyl (nmol/ml)  =  [(abssample-absblank) / (0.011*uM-1)](500ul/200ul) 

3.2.4.2 Protein concentration (mg/ml) =   [(abs280-  (y-intercept)/slope)] x 2.5** x 10*** 

3.2.4.3 Carbonyl content (nmol/mg protein) = (carbonly nmol/ml)/ ( protein mg/ml ) 

   ก าหนดให้  

                   * Extinction coefficient ของ DNPH ท่ี 370 nm = 22,000 M-1cm-1(0.022uM-1cm-1)  

       **Correction factor = (500ul/200ul) = 2.5 

                 ***Dilution factor (DF = ปริมาณสดุท้าย/ปริมาณเร่ิมต้น )= (200ul/20ul) = 10 
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3.3  การวัดปริมาณ cross beta amyloid structure ด้วย thioflavin T reagent       

เป็นการวดัปริมาณ cross beta amyloid structure ซึ่งเป็น protein crosslink        

ท่ีเกิดขึน้จากกระบวนการไกลเคชัน่ โดยการใช้สาร reagent thioflavin T (4-(3,6-dimethyl-1,3-

benzothiazol-3-ium-2-yl)-N,N-dimethylaniline chloride) เป็นตวัตรวจจับผลิตภัณฑ์ดงักล่าว 

โดยท าซ า้ 3 ครัง้ แสดงผลด้วยคา่การดดูกลืนแสงฟลอูอเรสเซนต์ (Tupe and Agte, 2009) 

3.3.1    ดดูสาร glycated BSA มา 50 ul ลง 96 well plate 

3.3.2   เตมิ 64 uM thioflavinT reagent ใน 0.1 mM PBS (pH 7.4)  50ul  

           (กลุม่ control เตมิ PBS แทน reagent) 

3.3.3   Incubate ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 60 นาที 

3.3.4  วดัคา่การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ด้วยเคร่ือง spectrofluorometer 

ก าหนดคา่  excitation 435 นาโนเมตร และคา่ emission 485 นาโนเมตร 

 

3.4  การวัดปริมาณ cross beta amyloid structure ด้วย congo red reagent 

เป็นการวดัปริมาณ cross beta amyloid structure ซึ่งเป็น protein crosslink ท่ี

เกิดขึน้จากกระบวนการไกลเคชัน่ โดยการใช้สาร reagent congo red (1-naphthalenesulfonic 

acid, 3,3-(4,4-biphenylenebis (azo)) bis (4- amino-) disodium salt) เป็นตวัตรวจจบั

ผลิตภณัฑ์ดงักลา่ว ท าซ า้ 3 ครัง้ แสดงผลด้วยคา่การดดูกลืนแสง (Tupe and Agte, 2009) 

3.4.1    ดดูสาร glycated BSA มา 50 ul ลง 96 well plate 

3.4.2   เตมิ 100 uM congo red reagent ใน 0.1M PBS (pH 7.4)                   

+ ethanol  (dilution 10% v/v) 100 ul  

           (กลุม่ control เตมิ PBS + ethanol แทน reAGEsnt) 

3.4.3   Incubateท่ีอณุหภมูิห้องนาน 20 นาที 

3.4.4   วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง                       

           UV-vis spectrophotometer 
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3.5 การวัดค่าการเกิดสารฟรุกโตซามีน 

เป็นการวดัระดบัของฟรุกโตซามีนซึ่งเป็น amadori product ท่ีเกิดขึน้จากปฏิกิริยา

ไกลเคชัน่จากการจบักนัของน า้ตาลกบัอลับมูิน โดยใช้สาร nitroblue tetrazolium (NBT) และใช้

สาร 1-deoxy–1–morpholino-D-fructose (DMF) ซึ่งเป็น ketoamine สังเคราะห์เป็นสาร

มาตรฐานในการหาปริมาณฟรุกโตซามีนในหนว่ย mg/ml (Ardestani and Yazdanparast, 2007) 

3.5.1   ดดูสาร glycated BSA มา 10 ul ลง 96 well plate 

3.5.2   เตมิ 0.5 mM NBT ใน 2 M sodium carbonate buffer (pH 10.3)  90 ul        

           (กลุม่ control เตมิ carbonate buffer  แทน reagent) 

3.5.3   Incubate ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

3.5.4   วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 nm ในนาทีท่ี 10 และ 15  

ด้วยเคร่ือง UV-VIS spectrophotometer   

3.5.5   น าการดดูกลืนแสงท่ีได้มาหาคา่ปริมาณฟรุกโตซามีน จากกราฟมาตรฐาน 

ของ DMF ท่ีความเข้มข้น 0.125 - 2.5 mg/ml (0. 5 – 10 mM) 

3.6  การวัดค่าการเกิดสารกลุ่มโปรตีน thiol  

เป็นการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา glycoxidation ด้วยการวดัปริมาณโปรตีน thiol 
โดยใช้หลักการคือ เม่ือเกิดปฏิกิริยา glycoxidation จะมีผลท าให้โปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลง
สภาพ ดังนัน้ปริมาณโปรตีน thiol จะลดลงเร่ือยๆตามระยะเวลาท่ีเกิดปฏิกิริยา โดยใช้สาร          
5, 5’-dithiobisnitro benzoic acid (DTNB) หรือ Ellman’s reagent ในการทดสอบ แล้วน ามา
แปลผลเป็นความเข้มข้นของโปรตีน thiol ท่ีหน่วย nmol thiol/mg protein ก าหนดสารมาตรฐาน
คือ L-cysteine (Ardestani and Yazdanparast, 2007) 

3.6.1   ดดูสาร glycated BSA มา 70 ul ลง 96 well plate 

3.6.2   เตมิ 2.5 mM DTNB ใน 0.1M PBS (pH 7.4) 130 ul                                          

                    (กลุม่ control เตมิ PBS แทน reagent) 

3.6.3   incubateท่ีอณุหภมูิห้องนาน 15 นาที 

3.6.4  วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร  
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3.6.5   น าการดดูกลืนแสงท่ีได้มาหาคา่ปริมาณโปรตีน thiol จากกราฟมาตรฐาน

ของ L-cysteine ท่ีความเข้มข้น 0.1 – 5 nM 

3.7 การวัดค่าการเกิด Nε -(carboxymethyl) lysine (CML) 

เป็นการตรวจวัดระดบัของ CML ด้วยชุดตรวจ CML-ELISA จากบริษัท cell biolabs  
(San Diego, USA) โดยใช้ anti-CML antibody ในการตรวจจบั CML ท่ีเกิดขึน้ วดัคา่การดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm โดยท า 3 ซ า้ แล้วน ามาหาค่าCML ในหน่วย ng/ ml จากกราฟ
มาตรฐาน CML-BSA  

3.7.1   เตรียมสาร glycated BSA ท่ีความเข้มข้น 10 ug/ml ด้วย PBS มา 100 ul 

ลง 96 well plate ท่ีมี antibody CML 

3.7.2    Incubate ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง 

3.7.3   ล้างในแตล่ะหลมุด้วย 0.1M PBS (pH 7.4) ปริมาตร 250 ul 2ครัง้ 

3.7.4  เตมิน า้ยา assay diluent 200 ul แล้ว incubate ท่ีอณุหภมูิห้องนาน         

2 ชัว่โมง 

3.7.5   ล้างในแตล่ะหลมุด้วย 0.1M PBS (pH 7.4) ปริมาตร 250 ul 3 ครัง้ 

3.7.6   เตมิน า้ยา diluted anti-CML antibody 100ul แล้ว incubate                 

ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมง  

3.7.7   ล้างในแตล่ะหลมุด้วย 0.1M PBS (pH 7.4) ปริมาตร 250 ul 3 ครัง้ 

3.7.8   เตมิน า้ยา diluted Secondary antibody-HRP conjugate 100ul       

แล้วน าไป incubate ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมง 

3.7.9   ล้างในแตล่ะหลมุด้วย 0.1M PBS (pH 7.4) ปริมาตร 250 ul 3 ครัง้ 

3.7.10 เตมิน า้ยา substrate Solution 100ul แล้ว incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง    

นาน  20 นาที 

3.7.11 เตมิน า้ยา stop enzyme reaction 100ul แล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ทนัที 

3.7.12 น าการดดูกลืนแสงท่ีได้มาหาคา่ CML จากกราฟมาตรฐานของ BSA-

CML ท่ีความเข้มข้น 0-50 ng/ml 
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          การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

ค านวนค่า IC50 และ EC ของการทดสอบคณุสมบตัิการต้านอนุมูลอิสระด้วยโปรแกรม 

sigma plot และวิเคราะห์ข้อมูลการทดสอบคุณสมบตัิการยับยัง้กระบวนการไกลเคชั่นด้วย     

one-way analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่ม

ทดลองใช้ post hoc range test โดยใช้ tukey’s HSD ท่ีระดบันยัส าคญั p < 0.01 ในกรณีทดสอบ

ความสามารถในการลดปริมาณ AGEs ชนิดเรืองแสงฟลูออเรสเซ็นต์, โปรตีน carbonyl, cross 

beta amyloid และ CML ส่วนในกรณีทดสอบความสามารถในการลดปริมาณฟรุกโตซามีนและ

โปรตีน thiol ใช้ tukey’s HSD ท่ีระดบันยัส าคญั p < 0.05 และน าเสนอข้อมลูด้วย mean ± 

standard error of mean (S.E.M) 



 
 

บทที่  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการทดลองที่ 1 การตรวจหาสารพฤกษเคมีในสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง 

ตารางท่ี 4-1  ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกในสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 

ครัง้ท่ี ปริมาณสารประกอบฟีโนลิก 
(mg gallic acid / g dried extract) 

1 244.79 
2 247.77 
3 246.12 

ในการตรวจหาปริมาณสารประกอบฟี โนลิก  โดยวิ ธี  Folin-Ciocalteu’s 
colorimetry ท าซ า้ 3 ครัง้ พบว่าสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 1 g มีปริมาณสารประกอบฟีโนลิก 
เท่ากบั 246.23 ± 0.9 mg gallic acid / g dried extract จากสมการ  y = 3.021(X) + 0.0954   
ของกราฟมาตรฐานจากสาร gallic acid และ R2 = 0.9981 (ภาพท่ี 4-1) 

 

ภาพท่ี 4-1 กราฟมาตรฐานของสาร gallic acid ในชว่งความเข้มข้น 1 mg/ml 
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ตารางท่ี 4-2 ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 

ครัง้ท่ี ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 
(mg catechin / g dried extract) 

1 215.03 
2 218.33 
3 214.21 

ปริมาณของสารฟลาโวนส์และฟลาโวนอลส์ซึ่งเป็นสารประเภทหนึ่งในกลุ่มของ

สารฟลาโวนอยด์ ตรวจพบในสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงโดยวิธี aluminum chloride 

colorimetry ท าซ า้ 3 ครัง้ พบว่าในสารสกัดเปลือกองุ่นแดง 1 g มีปริมาณสารฟลาโวนส์และ   

ฟลาโวนอลส์เท่ากบั 215.857 ± 1.3 mg catechin/g dried extract จากสมการ  y = 2.428(X) + 

0.0209 ของกราฟมาตรฐานจากสาร catechin และ R2 = 0.9975 (ภาพท่ี 4-2) 
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ภาพท่ี 4-2 กราฟมาตรฐานของสาร catechin ในชว่งความเข้มข้น 1 mg/ml 
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ตารางท่ี 4-3 ปริมาณสาร condensed tannin ในสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 

คร้ังท่ี ปริมาณ condensed tannin vanillin 
(mg catechin / g dried extract) 

1 175.000 
2 181.375 
3 182.653 

ปริมาณ condensed tannin โดยวิธี vanillin-HClท าการตรวจ 3 ครัง้ พบว่าใน

สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 1 g มีปริมาณสาร condensed tannin เท่ากบั179.677 ± 2.4 mg 

catechin/g dried extract จากสมการ y= 0.784(X) + 0.0768 ของกราฟมาตรฐานจากสาร 

catechin และ R2 = 0.9916 (ภาพท่ี 4-3) 
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ภาพท่ี 4-3 กราฟมาตรฐานของสาร catechin ในชว่งความเข้มข้น 1 mg/ml 
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ตารางที่ 4-4 ปริมาณสารแอนโธไซยานินในสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 

คร้ังท่ี ปริมาณ total anthocyanins content 
(mg cyanidin -3-glucoside / g dried extract) 

1 37.68 
2 35.11 
3 37.45 

ปริมาณ total anthocyanins content โดยด้วยวิธี pH-differential method 
ท าซ า้ 3 ครัง้ พบวา่ในสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 1 g มีปริมาณสารแอนโธไซยานินเท่ากบั 36.74 
± 0.8 mg cyanidin -3-glucoside/g dried extract 

 

ตารางท่ี 4-5 สรุปคา่สารพฤกษเคมีท่ีตรวจพบในสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง  

สารพฤกษเคมี ปริมาณท่ีตรวจพบ หนว่ย 

Total phenolic content 246.23 ± 0.9 mg gallic acid / g dried extract 

Total flavonoids content 215.86 ± 1.3 mg catechin / g dried extract 

Condensed tannin 179.68 ± 2.4 mg catechin / g dried extract 

Total anthocyanins content 36.74 ± 0.8 mgcyanidins-3-glucoside /        

g dried extract 
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ผลการทดลองท่ี 2 การทดสอบคุณสมบัตกิารเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
 

2.1 วิธี DPPH radical scavenging activity 

เม่ือน าสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นตา่งๆมาท าปฏิกิริยากบัสารละลายของ 

0.2 mM DPPH•radical พบว่า สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีช่วงความเข้มข้น 0.0125 - 0.1 

mg/ml สามารถยบัยัง้ DPPH• radical ระหว่าง30 - 93% โดยท่ีความเข้มข้น 0.1 mg/ml              

มีความสามารถในการยบัยัง้สงูสดุท่ี 93 % และมีคา่ IC50 ของการยบัยัง้เท่ากบั 0.027 ± 0.001 

mg/ml จากสมการ y = 29.95ln(x) + 160.3 (R2= 0.9961) (ภาพท่ี 4-4) 

สารมาตรฐาน ascorbic acid ท่ีช่วงความเข้มข้น 0.005 - 0.1 mg/ml สามารถยบัยัง้ 

DPPH• radical ระหว่าง 41 - 96 % และมีคา่ IC50 เท่ากบั 0.012 ± 0.001 mg/ml จากสมการ       

y = 33.379ln(x) + 195.04 (R2= 0.9989) (ภาพท่ี 4-5) และสารสกัดจากเปลือกองุ่นเม่ือ

เปรียบเทียบกบัคา่ IC50 ของสารมาตรฐาน ascorbic acid พบว่า มีคา่ IC50 น้อยกว่าของสารสกดั

จากเปลือกองุ่นเทา่กบั 0.44 เทา่ 
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ภาพที่4-4  IC50และความสามารถในการยบัยัง้ DPPH• radical ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง
ในชว่งความเข้มข้น 0.0125 - 0.1 mg/ml 

 

ภาพที่4-5 คา่ IC50 และความสามารถในการยบัยัง้ DPPH• radical ของ ascorbic acid ในช่วง
ความเข้มข้น 0.005 - 0.1 mg/ml 
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2.2 วิธี trolox equivalent antioxidant capacity assay (TEAC) 

เม่ือน าสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นตา่งๆมาท าปฏิกิริยากบัสารละลายของ

ABTS+• radical พบว่าสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีช่วงความเข้มข้น 0.125 - 4 mg/ml สามารถ

ยบัยัง้ABTS+• radical ระหว่าง 15 - 86% โดยท่ีความเข้มข้น 4 mg/ml มีความสามารถในการ

ยบัยัง้สงูสดุท่ี 86 % และมีคา่ IC50 ของการยบัยัง้เท่ากบั 0.914 ± 0.004 mg/ml จากสมการ         

y = 20.312ln(x) + 57.548 (R2= 0.9902) (ภาพท่ี4-6) 

สารมาตรฐาน trolox ท่ีช่วงความเข้มข้น 0.05 - 1 mg/ml สามารถยบัยัง้ABTS+• radical

ระหว่าง 10 - 98 % และมีคา่ IC50 เท่ากบั 0.321 ± 0.001 mg/ml จากสมการ  y = 41.99ln(x) + 

97.529 (R2= 0.9927) (ภาพท่ี 4-7)และสารสกดัจากเปลือกองุ่นเม่ือเปรียบเทียบกบัคา่ IC50 ของ

สารมาตรฐาน trolox พบวา่ มีคา่ IC50 น้อยกวา่ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นเท่ากบั 0.35 เทา่ 

ความสามารถในการยับยัง้  ABTS+•radical ของสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงสามารถ

เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน trolox ได้ในรูปของ TEAC ดงัสมการ 

              TEAC (mg trolox /g grape extract) =      IC50ของtrolox (mg/ml) 
                                                               IC50 ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง(g/ml) 
 
พบว่า สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงมีคา่ TEAC ของการยบัยัง้ ABTS+• radical เท่ากบั 341.11 ± 
1.13 mg trolox /g grape extract 
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ภาพที่4-6 ค่า IC50 และความสามารถในการยบัยัง้ ABTS+•ของสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง
ในชว่งความเข้มข้น 0.125 – 4 mg/ml 

 

ภาพที่4-7 ค่า IC50 และความสามารถในการยับยัง้ ABTS+• ของ trolox ในช่วงความเข้มข้น     
0.05 - 1 mg/ml 
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2.3 วิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

เม่ือน าสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นตา่งๆมาท าปฏิกิริยากบั Fe3+- TPTZ 

complex เพ่ือหาค่า EC หรือความเข้มข้นของสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีสามารถรีดิวซ์      

Fe3+- TPTZ ได้เท่ากบั สารมาตรฐาน FeSO4 1 mM พบว่า สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงมีคา่ EC 

เท่ากบั 0.671 ± 0.006 mg/ml จากสมการ y = 0.6387ln(x) + 2.1183 (R2= 0.9994) (ภาพท่ี 4-8)

หรือ สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงมีคา่ EC = 1.49 mM FeSO4/mg RGSE โดยสารมาตรฐาน

FeSO41 mM มีคา่การดดูกลืนแสงท่ีคา่ความยาวคล่ืน 595 nm เท่ากบั 1.872 nm จากสมการ       

y = 0.9163ln(x) + 4,4581 (R2= 0.977) (ภาพท่ี 4-9) 
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FRAP assay
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ภาพที่4-8 ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในช่วงความ

เข้มข้น 0.125-1.0 mg/ml 

 

ภาพที่4-9 ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+-TPTZ ของสารมาตรฐาน FeSO4 ในช่วงความ    
เข้มข้น 0.05-0.8 mM 
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2.4 วิธีทดสอบหา hydroxyl radical scavenging activity 

เม่ือน าสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นต่างๆมาทดสอบความสามารถในการ

ยบัยัง้ OH• radical พบว่าสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีช่วงความเข้มข้น 0.5 - 30 mg/ml 

สามารถยบัยัง้ OH•  radical ระหว่าง 8 – 82 % โดยท่ีความเข้มข้น30 mg/ml มีความสามารถใน

การยบัยัง้สงูสดุท่ี 82 % และมีคา่ IC50 ของการยบัยัง้เท่ากบั 7.82 ± 0.065mg/ml จากสมการ                

y = 21.265ln(x) + 20.39 (R2= 0.9917) (ภาพท่ี4-10) 

สารมาตรฐาน trolox ท่ีช่วงความเข้มข้น 1 - 7 mg/ml สามารถยบัยัง้ OH• radical 

ระหว่าง 32 - 81 % และมีคา่ IC50 เท่ากบั 2.38 ± 0.06 mg/ml จากสมการ y = 25.284ln(x)        

+ 31.549 (R2= 0.9989) (ภาพท่ี 4-11) และสารสกดัจากเปลือกองุ่นเม่ือเปรียบเทียบกบัคา่ IC50

ของสารมาตรฐาน trolox พบวา่ มีคา่ IC50 น้อยกวา่ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นเทา่กบั 0.30 เทา่ 
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ภาพที่4-10 ค่า IC50 และความสามารถในการยับยัง้ OH•  radical ของสารสกัดจากเปลือก       
องุ่นแดงในชว่งความเข้มข้น 0.5 – 30 mg/ml 

 

 

ภาพที่4-11 ค่า IC50 และความสามารถในการยบัยัง้ OH•  radical ของ trolox ในช่วงความ  
เข้มข้น 1 - 7 mg/ml 
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2.5 วิธีทดสอบหา superoxide radical scavenging activity 

เม่ือน าสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นต่างๆมาทดสอบความสามารถในการ
ยบัยัง้ O2

- radical พบว่าสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีช่วงความเข้มข้น 0.125 - 5 mg/ml 
สามารถยบัยัง้ O2

- radical ระหว่าง 30 – 83 % โดยท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml มีความสามารถใน
การยบัยัง้สงูสดุท่ี 82 % และมีคา่ IC50 ของการยบัยัง้เท่ากบั 0. 864 ± 0.005 mg/ml จากสมการ        
y = 16.375ln(x) + 60.32 (R2= 0.9928) (ภาพท่ี4-12) 

สารมาตรฐาน trolox ท่ีช่วงความเข้มข้น 0.125 - 2 mg/ml สามารถยบัยัง้ O2
- radical 

ระหว่าง 32 - 81 % และมีคา่ IC50 เท่ากบั 0.485 ± 0.004 mg/ml จากสมการ y = 24.214ln(x)     

+ 77.631 (R2= 0.9935) (ภาพท่ี 4-13) และสารสกดัจากเปลือกองุ่นเม่ือเปรียบเทียบกบัคา่ IC50

ของสารมาตรฐาน trolox พบวา่ มีคา่ IC50 น้อยกวา่ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นเทา่กบั 0.56 เทา่ 
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ภาพท่ี4-12 คา่ IC50 และความสามารถในการยบัยัง้ O2
- radical ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง

ในชว่งความเข้มข้น 0.125 – 5 mg/ml 

 

ภาพที่4-13 ค่า IC50 และความสามารถในการยบัยัง้ O2
- radical ของ trolox ในช่วงความ    

เข้มข้น 0.125 – 2 mg/ml 
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2.6 วิธีทดสอบหา ferrous ion chelating power 

เม่ือน าสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้นต่างๆมาทดสอบความสามารถในการ
แย่งจบักบัโลหะ Fe2+ของสาร 2, 2’ bipyridyl - Fe2+ complex พบว่า สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง
ท่ีช่วงความเข้มข้น 0.125 - 5 mg/ml สามารถแย่งจบักบัโลหะระหว่าง 12 – 83 % โดยท่ีความ
เข้มข้น5 mg/ml มีความสามารถในการแยง่จบักบัโลหะสงูสดุท่ี 83 % และมีคา่ IC50 ของการยบัยัง้
เทา่กบั 1.05 ± 0.012 mg/ml จากสมการ y = 19.473ln(x) + 49.287 (R2= 0.9915)(ภาพท่ี4-14) 

สารมาตรฐาน EDTA ท่ีช่วงความเข้มข้น 1 - 7 mg/ml สามารถแย่งจบักบัโลหะระหว่าง  

32 - 81 % และมีคา่ IC50 เท่ากบั 0.491± 0.007 mg/ml จากสมการ y = 19.643ln(x) + 69.867 

(R2= 0.9898) (ภาพท่ี 4-15) และสารสกัดจากเปลือกองุ่นเม่ือเปรียบเทียบกับคา่ IC50 ของสาร

มาตรฐาน EDTA พบวา่ มีคา่ IC50 น้อยกวา่ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นเทา่กบั 0.47 เทา่ 
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ภาพที่4-14 คา่ IC50 และความสามารถในการแย่งจบักบัโลหะของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง
ในชว่งความเข้มข้น 0.125 - 5mg/ml 

 

ภาพที่4-15 ค่า IC50 และความสามารถในการแย่งจบักบัโลหะของ EDTA ในช่วงความเข้มข้น
0.125 - 3mg/ml 
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ตารางท่ี 4-6 สรุปผลการทดสอบการต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง 

วิธีทดสอบ สารมาตรฐาน IC50 ของRGSE 

(mg/ml) 

คา่เทยีบเทา่สาร

มาตรฐาน 

หมายเหต ุ

DPPH assay ascorbic 

acid 

0.027± 0.001 0.44  

TEAC assay trolox 0.91 ± 0.004 0.35  

FRAP assay FeSO41 mM - - EC=0.671± 0.006   

mg/ml 

HRSA assay trolox 7.82± 0.078 0.30  

SRSA assay trolox 0.86± 0.005 0.56  

Ferrous ion 

chelating power 

EDTA 1.05 ±  0.012 0.47  

(RGSE = สารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง, HRSA = hydroxyl radical scavenging activity            
, SRSA = superoxide radical scavenging activity, EC = equivalent concentration)   
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ผลการทดลองท่ี 3 การทดสอบคุณสมบัตกิารยับยัง้การเกิดกระบวนไกลเคช่ันใน BSA 

3.1  การวัดปริมาณการเกิด AGEs ชนิดเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ 

ผลจากการทดลองสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงในการยับยัง้ AGEs ท่ีเกิดจาก   
BSA - น า้ตาลฟรุกโตส โดยท าการ incubate ติดตอ่กนัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบว่า คา่การเรืองแสง 
AGEs ของทกุกลุม่มีคา่เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ในแตล่ะสปัดาห์ โดยตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 1 เป็น
ต้นไป พบว่า กลุ่มสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงมีค่าการเรืองแสงของ AGEs ลดลงตามค่าความ
เข้มข้นของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ี 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั 
โดยท่ีคา่ความเข้มข้น 1 mg/ml มีการเรืองแสงน้อยท่ีสดุ แตเ่ม่ือเทียบกบักลุ่มยา aminoguanidine 
(positive control) ท่ีความเข้มข้นเท่ากันคือ 1 mg/ml พบว่า กลุ่มยา aminoguanidineมีค่าการ
เรืองแสงของ AGEs น้อยกว่าและกลุ่มสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงทกุความเข้มข้น มีคา่การเรือง
แสงของ AGEs น้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.01)             
(ตารางท่ี 4-7 และรูปท่ี 4-16) 

กลุ่มสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงมีคา่ % inhibition ลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้
ในแต่ละสปัดาห์เช่นเดียวกับกลุ่มยา aminoguanidine โดยพบว่าแต่ละกลุ่มมีค่า %inhibition 
มากท่ีสดุในสปัดาห์ท่ี 1 (day 7) และคา่ %inhibition เพิ่มขึน้ตามคา่ความเข้มข้นของสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดงท่ี 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั โดยในสปัดาห์ท่ี 1 ของ
กลุม่สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีคา่ความเข้มข้น 1 mg/ml มีคา่ %inhibition มากท่ีสดุ (86.77 ± 
2.48) และเม่ือเทียบกับกลุ่มยา aminoguanidine (positive control) ท่ีความเข้มข้นเท่ากันคือ     
1 mg/ml (87.52 ± 0.49) พบว่า กลุ่มยา aminoguanidine มีคา่ %inhibition มากกว่า ในขณะท่ี
สปัดาห์ท่ี 4 (day28) ของกลุ่มสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีค่าความเข้มข้น 1 mg/ml มีค่า 
%inhibition ลดลง คือ 71.06 ± 0.64 % และกลุ่มยา aminoguanidine ท่ีค่าความเข้มข้น            
1 mg/ml มีคา่ %inhibition เทา่กบั 73.33 ± 0.59 % (ตารางท่ี 4-8 และรูปท่ี 4-17) 



 

          

ตารางท่ี 4-7 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การยบัยัง้ AGEs 
ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4  

กลุ่มทดลอง ค่าการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ (nm) 
สปัดาห์ที่ 1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 

Negative control 61,000 ± 349.20 68,000 ± 261.45# 75,200 ± 367.73# 85,100 ± 367.45# 

AG 0.25 mg/ml  13,800 ± 175.71*  22,300 ± 435.06*# 29,900 ± 425.19*#  34,500 ± 746.43*# 

AG 0.5 mg/ml   9,830 ± 351.56* 18,600 ± 473.14*# 23,900 ± 401.30*# 28,900 ± 261.26*# 

AG 1.0 mg/ml 7,661 ± 41.24*       14,300 ± 271.23*      18,200 ± 479.32*     22,400 ± 294.74* 
RGSE 0.03 mg/ml 12,600 ± 363.45* 22,200 ± 674.38*# 28,800 ± 501.82*# 37,600 ± 324.04*# 
RGSE 0.06 mg/ml 12,300 ± 234.74* 21,000 ± 207.56*# 28,100 ± 465.48*# 37,400 ± 936.20*# 
RGSE 0.125 mg/ml 12,100 ± 497.71* 19,900 ± 606.04*# 26,800 ± 978.84*# 35,900 ± 575.44*# 
RGSE 0.25 mg/ml 11,100 ± 434.35* 17,600 ± 545.71*# 28,100 ± 465.48*# 31,100 ± 509.97*# 
RGSE 0.5 mg/ml 10,300 ± 188.57*       17,000 ± 480.69* 25,100 ± 901.68*# 30,600 ± 916.15*# 
RGSE 1.0 mg/ml   6,793 ± 217.31*       16,800 ± 290.28* 22,900 ± 103.37*#     22,600 ± 928.53* 

หมายเหต ุ: ยา aminoguanidine (positive control) แทนด้วย AG 
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN ± S.E.M., n=3) 
*
 แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดยีวกนั



 

 

ตารางท่ี 4-8 คา่ % inhibition ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การยบัยัง้ AGEs          
ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 

กลุม่ทดลอง คา่ %inhibition 

สปัดาห์ที่ 1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 
AG 0.25 mg/ml 77.49 ± 0.44 67.22 ± 0.73 59.66 ± 0.94 58.86 ± 1.36 

AG 0.5 mg/ml 83.97 ± 0.70 72.19 ± 0.18 67.80 ± 0.11 65.60 ± 0.74 

AG 1.0 mg/ml 87.52 ± 0.48 79.01 ± 0.43 75.48 ± 0.44 73.33 ± 0.60 

RGSE 0.03 mg/ml 79.47 ± 0.46 67.41 ± 0.97 60.30 ± 2.11 55.23 ± 0.34 
RGSE 0.06 mg/ml 79.99 ± 0.25 69.10 ± 0.42 62.05 ± 1.12 55.50 ± 1.73 
RGSE 0.125 mg/ml 80.35 ± 0.78 70.25 ± 1.13 63.82 ± 1.67 58.42 ±1.91 
RGSE 0.25 mg/ml 81.93 ± 0.76 74.07 ± 0.90 67.98 ± 3.19 62.93 ± 0.96 
RGSE 0.5 mg/ml 83.26 ± 0.20 74.99 ± 0.78 69.14 ± 0.47 63.52 ± 1.54 
RGSE 1.0 mg/ml 86.11 ± 0.118 75.23 ± 0.52 73.42 ± 1.23 71.60 ± 0.64 

                  หมายเหต:ุ ยา aminoguanidine (positive control) แทนคา่ด้วย AG 
                  ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3) 
 
 



 

 

ภาพท่ี 4-16 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (Red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้น ตอ่การยบัยัง้ AGEs                        
ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ในสปัดาห์ท่ี  1, 2, 3และ 4 

 

ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          

*
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั                                                                                              

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/mlในสปัดาห์เดยีวกนั 



 

       

        

ภาพท่ี 4-17 คา่ %inhibition ของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การยบัยัง้ AGEs 
ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4   
 

 

ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          
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3.2 การวัดค่าการเกิดสารกลุ่มโปรตีน carbonyl 

ผลจากการทดสอบสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงในการลดปริมาณโปรตีน
carbonyl ท่ีเกิดจากกระบวนการไกลเคชั่น โดยท าการวัดจาก glycated BSA ท่ี incubate
ตดิตอ่กนัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ โดยค านวณหาปริมาณโปรตีน carbony lจากสมการ y = 0.3763(X) 

- 0.0873 ของกราฟมาตรฐานจาก BSA ท่ี R2= 0.9844 (ภาพท่ี 4-18) พบว่าปริมาณโปรตีน 

carbonyl ของทกุกลุ่มมีค่าเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ในแตล่ะสปัดาห์ โดยกลุ่มสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดงพบว่า ปริมาณโปรตีน carbonyl มีค่าลดลงตามค่าความเข้มข้นของสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดงท่ี 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั โดยท่ีคา่ความเข้มข้น    
1 mg/ml มีปริมาณโปรตีนcarbonyl น้อยท่ีสุด และเม่ือเทียบกับกลุ่มยา aminoguanidine 
(positive control) ท่ีความเข้มข้นเท่ากนัคือ 1 mg/ml พบว่า กลุ่มยา aminoguanidineมีปริมาณ
โปรตีน carbonyl น้อยกว่าแต่ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติและกลุ่มสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดงทกุความเข้มข้น มีปริมาณโปรตีน carbonyl น้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่าง
มีนยัส าคญัทางสถิต ิ(P< 0.01) (ตารางท่ี 4-9 และรูปท่ี 4-19) 

concentration (mg/ml)
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ภาพที่ 4-18 กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงของ BSA ในชว่งความเข้มข้น 
0.125 - 2 mg/ml



 

 

ตารางท่ี 4-9 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณโปรตีน carbonyl    
ในสปัดาห์ท่ี  1, 2, 3 และ 4 
กลุม่ทดลอง คา่ protein carbonyl (nmol carbonyl/mg protein) 

สปัดาห์ที่ 1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 
Negative control 14.89 ± 0.54 25.99 ± 0.57 34.79 ± 0.49 44.37 ± 0.55 

AG 0.25 mg/ml    11.67 ± 0.47*#    17.32 ± 0.44*#    23.91 ± 0.24*#    28.50 ± 0.39*# 

AG 0.5 mg/ml  10.38 ± 0.54*  14.28 ± 0.23*  22.15 ± 0.14*  24.38 ± 0.16* 

AG 1.0 mg/ml  8.70 ± 0.14* 17.32 ± 0.44*  20.50 ± 0.31*  23.14 ± 0.15* 
RGSE 0.03 mg/ml  12.09 ± 0.14*#  17.84 ± 0.64*#   24.15 ± 0.13*#   29.20 ± 0.19*# 
RGSE 0.06 mg/ml  12.58 ± 0.37*#  17.97 ± 0.64*#   24.12 ± 0.21*#  27.61± 0.51*# 
RGSE 0.125 mg/ml  11.32 ± 0.25*# 15.99 ± 0.24*   22.76 ± 0.34*#   27.55 ± 0.45*# 
RGSE 0.25 mg/ml          10.74 ± 0.30* 14.93 ± 0.65*   23.39 ± 0.15*#   27.18 ± 0.24*# 
RGSE 0.5 mg/ml  9.94 ± 0.13* 14.51± 0.23*   22.35 ± 0.38*#   25.86 ± 0.24*# 
RGSE 1.0 mg/ml  8.75 ± 0.38* 13.98 ± 0.46*  20.83 ± 0.34* 24.77 ± 0.48* 

หมายเหต:ุ AG =aminoguanidine (positive control)  
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN ± S.E.M., n=3) 

*
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั 



 

 

ภาพที่ 4-19 แสดงผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณโปรตีน carbonyl         
ในสปัดาห์ท่ี  1, 2, 3และ 4 

 

ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          

* 
 แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั 
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3.3 การวัดปริมาณ cross beta amyloid structure ด้วย thioflavin T reagent  

ผลจากการทดสอบสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในการลดปริมาณ cross beta amyloid 

structure ท่ีเกิดจากกระบวนการไกลเคชัน่ โดยท าการวดัจาก glycated BSA ด้วย thioflavin T 

reagent  พบว่าปริมาณ cross beta amyloid structure ของทกุกลุ่มมีคา่เพิ่มขึน้ตามระยะเวลา  

ท่ีเพิ่มขึน้ในแต่ละสัปดาห์ โดยกลุ่มสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงพบว่า ปริมาณ cross beta 

amyloid structure มีคา่ลดลงตามคา่ความเข้มข้นของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ี 0.03, 0.06, 

0.125, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั โดยท่ีคา่ความเข้มข้น 1 mg/ml มีปริมาณ cross beta 

amyloid structure น้อยท่ีสุด และเม่ือเทียบกับกลุ่มยา aminoguanidine (positive control)       

ท่ีความเข้มข้นเท่ากันคือ 1 mg/ml พบว่า กลุ่มยา aminoguanidineมีปริมาณ cross beta 

amyloid structure น้อยกว่าแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และกลุ่มสารสกัด

จากเปลือกองุ่นแดงทุกความเข้มข้น มีปริมาณ cross beta amyloid structure น้อยกว่ากลุ่ม 

negative control อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(P< 0.01) (ตารางท่ี 4-10และรูปท่ี 4-20) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ตารางท่ี 4-10 แสดงผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ             
cross beta amyloid structure โดยท าการวดัด้วย thioflavin T reagent ในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 
กลุม่ทดลอง คา่การดดูกลนืแสงฟลอูอเรสเซนต์(nm) 

สปัดาห์ที่ 1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 
Negative control 47,600 ± 471.15 51,100 ± 1,322.89 68,500 ± 936.41 74,100 ± 1,041.38 

AG 0.25 mg/ml   40,000 ± 533.73*# 42,000 ± 1,084.41*     42,700 ± 1,151.92*    46,100 ± 977.73* 

AG 0.5 mg/ml   36,700 ± 402.45*# 38,500 ± 1,259.82*     39,200 ± 1,382.72* 43,000 ± 1,331.56* 

AG 1.0 mg/ml 32,500 ± 466.23* 34,400 ± 1,294.10*    35,600 ± 1,258.11* 40,000 ± 1,017.05* 
RGSE 0.03 mg/ml  42,300 ± 324.97*# 38,500 ± 1,517.94*     53,200 ± 1,068.62*#    54,800 ± 979.60*# 
RGSE 0.06 mg/ml 41,200 ± 525.40*# 37,700 ± 1,208.40*     51,100 ± 1,231.41*# 54,200 ± 1,263.62*# 
RGSE 0.125 mg/ml 40,700 ± 499.24*# 35,800 ± 1,291.00*     49,400 ± 1,027.63*# 51,900 ± 1,387.14*# 
RGSE 0.25 mg/ml  38,000 ± 318.45*# 38,000 ± 1,377.71*    45,400 ± 1,186.67*# 51,200 ± 1,383.79*# 
RGSE 0.5 mg/ml  37,400 ± 279.99*# 36,400 ± 1,037.18*   42,400 ± 1,367.78*   42,300 ± 1,489.68* 
RGSE 1.0 mg/ml       34,000 ± 428.93* 35,000 ± 1,489.94*       38,400 ± 983.05*   40,800 ± 1,175.55* 

หมายเหต ุ: AG = aminoguanidine (positive control) ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN ± S.E.M., n=3) 

* 
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

#  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั 



 

 

ภาพที่ 4-20 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้น ตอ่การลดปริมาณ                                     
cross beta amyloid structure โดยท าการวดัด้วย thioflavin T reagentในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 

 
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          
*
  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

#   แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั
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3.4 การวัดปริมาณ cross beta amyloid structure ด้วย congo red reagent 

ผลจากการทดสอบสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในการลดปริมาณ cross beta amyloid 

structure ท่ีเกิดจากกระบวนการไกลเคชัน่ โดยท าการวดัจาก glycated BSA ด้วย congo red 

reagent พบว่าปริมาณ cross beta amyloid structure ของทกุกลุ่ม มีคา่เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ี

เพิ่มขึน้ในแตล่ะสปัดาห์ โดยกลุม่สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงพบว่า ปริมาณ cross beta amyloid 

structure มีค่าลดลงตามคา่ความเข้มข้นของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ี 0.03, 0.06, 0.125, 

0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั โดยท่ีค่าความเข้มข้น 1 mg/ml มีปริมาณ cross beta 

amyloid structure น้อยท่ีสดุ  

ในสปัดาห์ท่ี 3 พบว่ากลุ่มสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 1 mg/ml   

มีปริมาณ cross beta amyloid structure น้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญั     

และในสปัดาห์ท่ี 4 พบวา่ กลุม่สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงทกุความเข้มข้น มีปริมาณ cross beta 

amyloid structure น้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.01) แตเ่ม่ือ

เทียบกบักลุ่มยา aminoguanidine (positive control)ท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml พบว่า ไม่มีความ

แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.01) (ตารางท่ี 4-11และรูปท่ี 4-21) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ตารางท่ี 4-11 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ                        
cross beta amyloid structure โดยท าการวดัด้วย congo red reagent ในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 

กลุม่ทดลอง คา่การดดูกลนืแสง (nm) 
สปัดาห์ที่ 1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 

Negative control 0.37 ± 0.006 0.41 ± 0.005 0.44 ± 0.005 0.46 ± 0.003 

AG 0.25 mg/ml 0.37 ± 0.007 0.37 ± 0.006* 0.39 ± 0.001* 0.44 ± 0.003 

AG 0.5 mg/ml 0.35 ± 0.009 0.37 ± 0.005* 0.38 ± 0.007* 0.42 ± 0.003* 

AG 1.0 mg/ml 0.35 ± 0.005 0.36 ± 0.006* 0.38 ± 0.008* 0.41 ± 0.007* 
RGSE 0.03 mg/ml 0.38 ± 0.004 0.38 ± 0.005 0.40 ± 0.006 0.43 ± 0.008* 
RGSE 0.06 mg/ml 0.37 ± 0.008 0.38 ± 0.005 0.40 ± 0.006 0.43 ± 0.006* 
RGSE 0.125 mg/ml 0.37 ± 0.003 0.37 ± 0.006* 0.41 ± 0.004 0.42 ± 0.002* 
RGSE 0.25 mg/ml 0.37 ± 0.004 0.37 ± 0.006* 0.40 ± 0.006 0.42 ± 0.007* 
RGSE 0.5 mg/ml 0.37 ± 0.003 0.36 ± 0.003* 0.39 ± 0.006* 0.40 ± 0.001* 
RGSE 1.0 mg/ml 0.36 ± 0.004 0.35 ± 0.005* 0.38 ± 0.009* 0.40 ± 0.007* 

หมายเหต:ุ AG =aminoguanidine (positive control) 
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN ± S.E.M., n=3) 

*
 แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

#  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั 



 

 

ภาพที่ 4-21 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ                                     
cross beta amyloid structure โดยท าการวดัด้วย congo red reagentในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 

 

ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          
*
  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

#  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั  P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั
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3.5 การวัดค่าการเกิดสารฟรุกโตซามีน 

ผลจากการทดสอบสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงในการลดปริมาณสารฟรุกโตซามีนท่ีเกิด
จากกระบวนการไกลเคชัน่ โดยวดัจาก glycated BSA ท่ี incubateติดตอ่กนัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
ค านวณหาปริมาณฟรุกโตซามีนจากสมการ  y = 0.0716(X) - 0.06 ของกราฟมาตรฐานจากสาร   
1–deoxy–1– morpholino–D- fructose (DMF) ท่ี R2= 0.9885 (ภาพท่ี 4-22) พบว่า ปริมาณ
สารฟรุกโตซามีนของทกุกลุ่มมีคา่เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ในแตล่ะสปัดาห์ โดยในกลุ่มสาร
สกัดจากเปลือกองุ่นแดงพบว่า ปริมาณสารฟรุกโตซามีนมีค่าลดลงตามค่าความเข้มข้นของสาร
สกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ี 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั โดยท่ีคา่ความ
เข้มข้น 1 mg/ml มีปริมาณสารฟรุกโตซามีนน้อยท่ีสดุ และเม่ือเทียบกบักลุ่มยา aminoguanidine 
(positive control) ท่ีความเข้มข้นเท่ากนัคือ1 mg/ml พบว่า กลุ่มยา aminoguanidine มีปริมาณ
สารฟรุกโตซามีนน้อยกวา่แตไ่มมี่ความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ในสัปดาห์ท่ี 1-3 พบว่า กลุ่มสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงทุกความเข้มข้น มีปริมาณ    
ฟรุกโตซามีนน้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) แตใ่นสปัดาห์  
ท่ี 4 พบวา่ มีเพียงกลุม่สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น1 mg/ml เท่านัน้ท่ีมีปริมาณฟรุก
โตซามีนน้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) (ตารางท่ี 4-12 
และรูปท่ี 4-23) 

concentration (mM)
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ภาพที่ 4-22  กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงของ 1 – deoxy – 1 – morpholino - D -  
fructose ( DMF ) ในชว่งความเข้มข้น 0. 5 – 10 mM (0.125 - 2.5 mg/ml)



 

 

ตารางท่ี 4-12 ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ                         
สารฟรุกโตซามีนในสปัดาห์ท่ี  1, 2, 3และ 4 
กลุม่ทดลอง คา่ fructosamine (mg/ml) 

สปัดาห์ที่1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 
Negative control 1.69 ± 0.03 2.05 ± 0.04 2.30 ± 0.05 2.47± 0.06 

AG 0.25 mg/ml  1.37 ± 0.37*   1.90 ± 0.03*#  2.12 ± 0.03# 2.23 ± 0.06 

AG 0.5 mg/ml  1.31 ± 0.02* 1.60 ± 0.06*  2.09 ± 0.02#  2.09 ± 0.06* 

AG 1.0 mg/ml  1.26 ± 0.02* 1.53 ± 0.02* 1.84 ± 0.04*  1.97 ± 0.05* 
RGSE 0.03 mg/ml  1.57 ± 0.02# 1.99 ± 0.05# 2.11 ± 0.06#  2.40 ± 0.08# 
RGSE 0.06 mg/ml   1.46 ± 0.05*# 1.85 ± 0.02#  2.00 ± 0.04*#  2.37 ± 0.01# 
RGSE 0.125 mg/ml   1.48 ± 0.01*# 1.69 ± 0.05* 2.09 ± 0.03*#  2.35 ± 0.03# 
RGSE 0.25 mg/ml   1.44 ± 0.02*# 1.69 ± 0.09* 2.05 ± 0.04*  2.28 ± 0.07# 
RGSE 0.5 mg/ml  1.35 ± 0.05* 1.66 ± 0.04* 2.00 ± 0.06*  2.21 ± 0.04# 
RGSE 1.0 mg/ml  1.35 ± 0.06* 1.55 ± 0.06*           1.91 ± 0.05*  2.02 ± 0.03* 

หมายเหต ุ: AG = aminoguanidine (positive control)  
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN ± S.E.M., n=3) 

*
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั 



 

 

ภาพที่ 4-23  แสดงผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (Red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ                               
สารฟรุกโตซามีนในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 

 
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          

*  
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัP< 0.05เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

#   แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/mlในสปัดาห์เดียวกนั
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3.6 การวัดปริมาณโปรตีน thiol 
ผลจากการทดสอบสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงในการช่วยลดการสญูเสียปริมาณโปรตีน

thiol ท่ีเกิดจากกระบวนการไกลเคชัน่ โดยวดัจาก glycated BSA ท่ี incubate ติดตอ่กนัเป็นเวลา 
4 สัปดาห์ ค านวณหาปริมาณโปรตีน thiol จากสมการ  y = 0.4469(X) - 0.1565 ของ            
กราฟมาตรฐานจากสาร L-cysteine ท่ี R2 = 0.9933 (ภาพท่ี 4-24) พบว่าปริมาณโปรตีน thiol 
ของทุกกลุ่มมีค่าลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ในแต่ละสปัดาห์ โดยในกลุ่มสารสกัดจากเปลือก
องุ่นแดงพบวา่ ปริมาณโปรตีน thiol มีคา่คงเหลือแปรตามคา่ความเข้มข้นของสารสกดัจากเปลือก
องุ่นแดงกล่าวคือ ท่ีความเข้มข้น 0.03 mg/ml มีคา่โปรตีนthiol ต ่าท่ีสดุ ในขณะท่ีคา่ความเข้มข้น  
1 mg/ml มีปริมาณโปรตีน thiol เหลือมากท่ีสุดและเม่ือเทียบกับกลุ่มยา aminoguanidine 
(positive control) ท่ีความเข้มข้นเท่ากนัคือ 1 mg/ml พบว่า กลุ่มยา aminoguanidine มีปริมาณ
โปรตีน thiol มากกวา่แตไ่มมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ในสปัดาห์ท่ี 2 และ 3 พบว่า กลุ่มสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น0.25, 0.5 
และ 1 mg/ml มีปริมาณโปรตีน thiol มากกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
(P< 0.05) ส่วนในสปัดาห์ท่ี 4 พบว่า มีเพียงกลุ่มสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ีความเข้มข้น         
1 mg/ml เท่านัน้ท่ีมีปริมาณโปรตีนthiol มากกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(P< 0.05) (ตารางท่ี 4-13และรูปท่ี 4-25) 

concentration (nM)
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ภาพที่  4-24 กราฟมาตรฐานแสดงค่าการดูดกลืนแสงของ L-cysteine ในช่วงความเข้มข้น       

0.1– 5 nM 



 

 

ตารางท่ี 4-13  ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การชว่ยลดการสญูเสีย         
ปริมาณโปรตีน thiol ในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 
กลุม่ทดลอง คา่protein thiol (nmolthiol/mg protein) 

สปัดาห์ที่ 1 สปัดาห์ที่ 2 สปัดาห์ที่ 3 สปัดาห์ที่ 4 
Negative control 2.31 ± 0.06 1.71 ± 0.10 1.12 ± 0.10 0.69 ± 0.14 

AG 0.25 mg/ml 2.34 ± 0.10 2.22 ± 0.09* 1.48 ± 0.05# 1.06 ± 0.09 

AG 0.5 mg/ml 2.51 ± 0.09 2.35 ± 0.07* 1.59 ± 0.09*# 1.09 ± 0.09 

AG 1.0 mg/ml 2.75 ± 0.05 2.52 ± 0.13* 2.16 ± 0.07* 1.40 ± 0.12* 
RGSE 0.03 mg/ml 2.29 ± 0.08# 2.04 ± 0.09# 1.57 ± 0.09*# 0.83 ± 0.17 
RGSE 0.06 mg/ml 2.33 ± 0.09 2.15 ± 0.11 1.61 ± 0.11*# 0.88 ± 0.08 
RGSE 0.125 mg/ml 2.51 ± 0.07 2.16 ± 0.06 1.53 ± 0.07 0.97 ± 0.15 
RGSE 0.25 mg/ml 2.41 ± 0.13 2.26 ± 0.08* 1.56 ± 0.08* 0.94 ± 0.07 
RGSE 0.5 mg/ml 2.60 ± 0.10 2.37 ± 0.10* 1.63 ± 0.10* 1.04 ± 0.12 
RGSE 1.0 mg/ml 2.64 ± 0.10 2.38 ± 0.08* 1.95 ± 0.07* 1.31 ± 0.18* 

หมายเหต:ุ AG =aminoguanidine (positive control)  
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN ± S.E.M., n=3) 

*
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.05เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative controlในสปัดาห์เดียวกนั 

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ AG 1.0 mg/mlในสปัดาห์เดียวกนั 



 

 

ภาพที่ 4-25  ผลของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะความเข้มข้น ตอ่การชว่ยลดการสญูเสีย                                
ปริมาณโปรตีนthiolในสปัดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 

 

ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีย่ ± คา่ความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3)          
*
  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control ในสปัดาห์เดียวกนั 

#  แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั  P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml ในสปัดาห์เดียวกนั
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3.7 การวัดค่าการเกิด Nε - (carboxymethyl) lysine (CML) 

ผลจากการทดสอบสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงในการลดปริมาณ CML ท่ีเกิดจาก
กระบวนการไกลเคชัน่ โดยวดัจาก glycated BSA ท่ี incubate นาน 4 สปัดาห์ ค านวณหาปริมาณ
CML จากสมการ  y = 0.1636(X) - 0.0578 ของกราฟมาตรฐานจากสาร BSA-CML ท่ี              
R2 = 0.996 (ภาพท่ี 4-26) พบวา่ ปริมาณ CMLของทกุกลุ่มมีคา่เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ใน
แตล่ะสปัดาห์ โดยกลุ่มสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงพบว่า ปริมาณ CML มีคา่ลดลงตามคา่ความ
เข้มข้นของสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงท่ี 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ตามล าดบั โดยท่ีค่าความ
เข้มข้น 1 mg/ml มีปริมาณCML น้อยท่ีสดุ และเม่ือเทียบกบักลุ่มยา aminoguanidine (positive 
control) ท่ีความเข้มข้นเทา่กนัคือ 1 mg/ml พบว่า กลุ่มยา aminoguanidine มีปริมาณ CML น้อย
กว่าแต่ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และกลุ่มสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงความ
เข้มข้นท่ี 0.5 และ 1 mg/ml มีปริมาณ CML น้อยกว่ากลุ่ม negative control อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(P< 0.01) (ตารางท่ี 4-14และรูปท่ี 4-27) 

concentration (ng/ml)
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ภาพที่  4-26 กราฟมาตรฐานแสดงค่าการดูดกลืนแสงของสาร BSA-CMLในช่วงความเข้มข้น        

0 – 25 ng/ml 
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ตารางที่ 4-14  แสดงผลของสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE)       
ในแตล่ะความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ CMLในสปัดาห์ท่ี 4 

กลุม่ทดลอง คา่ CML (ng/ml) 
สปัดาห์ที่ 4 

Negative control 3.636±0.30 

AG 0.5 mg/ml 1.228±0.16* 

AG 1.0 mg/ml 0.429±0.13* 

RGSE 0.25 mg/ml 2.118±0.69 
RGSE 0.5 mg/ml 1.523±0.23* 
RGSE 1.0 mg/ml 0.898±0.21* 

 

ภาพที่  4-27ผลของสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง (red grape skin extract; RGSE) ในแตล่ะ  
ความเข้มข้นตอ่การลดปริมาณ CML ในสปัดาห์ท่ี 4  

 

หมายเหต:ุ Aminoguanidine (positive control) แทนคา่ด้วย AG 
ผลการทดลองแสดงเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MEAN±S.E.M., n=3) 
*
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ negative control 

# แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั P< 0.01เมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่  AG 1.0 mg/ml 
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บทที่  5 

อภปิรายผล สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

ระดับน า้ตาลในเลือดสูงเป็นสาเหตุส าคัญ ท่ีก่อให้เกิดภาวะแทรกซ้อนเรือ้รังใน
เบาหวาน เน่ืองจากเซลล์และเนือ้เย่ือของร่างกายต้องอยู่ในสภาพท่ีมีระดบัน า้ตาลสูงอย่างเรือ้รัง 
ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล์และสุดท้ายส่งผลให้เกิดความเสียหายจากความเป็นพิษ
ของกลโูคส (glucose toxicity) โดยกลไกหลกัๆท่ีเก่ียวข้องได้แก่ การเกิด polyol pathwayท่ีมาก
ขึน้ การเพิ่มขึน้ของ DAG อนัเน่ืองมาจากการท างานของ protein kinase C การเพิ่มขึน้ของ 
hexoamine pathway และการเกิดกระบวนการไกลเคชัน่ (Koya and King, 1998; Sheetz and 
King , 2002; Brownlee, 2001;Pennathur et al., 2001) ซึ่งในปัจจบุนัวงการแพทย์ให้ความสนใจ
ต่อกระบวนการไกลเคชั่น เ น่ืองจากกระบวนการดังกล่าวเ ก่ียวข้องกับการเกิดปฏิกิริยา              
ไกลคอกซิเดทีฟ (glycoxidative reaction) ซึ่งท าให้โปรตีนเสียหายและ AGEs ซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์
ของกระบวนการไกลเคชัน่ จดัว่าเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีส าคญัตอ่การน าไปสู่การเปล่ียนแปลงของระบบ
การท างานต่างๆของร่างกายและท าให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆตามมาในท่ีสุด เช่น การเกิดภาวะ
หลอดเลือดแดงแข็งตวั การเพิ่มขึน้ของ permeability ของหลอดเลือด และการเพิ่มขึน้ของอนมุูล
อิสระ เป็นต้น โดยกระบวนการไกลเคชัน่ท าให้เกิดความเสียหายของโปรตีนผ่านทาง 3 สาเหตหุลกั 
คือ 1) amadori pathway 2) สารประกอบคาร์บอนิล และ 3) อนมุลูอิสระ ROS (Ardestani and 
Yazdanparast, 2007) นอกจากนีน้ า้ตาลกลูโคสยังสามารถเกิดปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชัน 
(autoxidation) ร่วมกับโลหะหนัก เกิดเป็นอนุมูลไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และสารคีโตอัลดีไฮด์
ออกมา (Hunt et al., 1988) 

อนุมูลอิสระ ROS เก่ียวข้องกับกระบวนการไกลเคชัน่ในขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยา    
ออโต้ออกซิเดชนัของน า้ตาลรีดิวซิ่งหรือปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนัของ amadori product ซึ่งทัง้ 2 
ปฏิกิริยาเก่ียวข้องกับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและมีการถ่ายทอดประจุกับไอออนของโลหะ
เกิดขึน้ เกิดเป็นสารประกอบคาร์บอนิลและอนุมูลไฮดรอกซิลเพอร์ออกไซด์ขึน้มา ซึ่งโลหะต่างๆ 
เช่น ธาตเุหล็กหรือทองแดง จะเข้ามาท าปฏิกิริยาเฟนตนักับอนุมูลไฮดรอกซิลเพอร์ออกไซด์และ
เกิดเป็นอนุมูลไฮดรอกซิล ซึ่งเป็นสารออกซิไดซ์แรงสูง สามารถก่อความเสียหายต่อเซลล์และ
เนือ้เย่ือ (Wolff and Dean,1987; Reddy and Beyaz, 2009) ดงันัน้สารท่ีมีฤทธ์ิในการต้าน
ออกซิเดชนัจงึสามารถยบัยัง้ปฏิกิริยาไกลเคชัน่ท่ีเก่ียวข้องกบัอนมุลูอิสระ ผา่นทางการดกัจบัอนมุลู
อิสระและโลหะหนกั  
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องุ่นประกอบด้วยสารส าคญัคือ สารประกอบฟีโนลิก ซึ่งอาจแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม
กว้างๆ กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มสารฟลาโวนอยด์ ได้แก่ สารฟลาโวนอลส์ สารฟลาวาน-3-ออลส์         
สารโปรแอนโธไซยานิน และสารแอนโธไซยานิน และกลุ่มท่ี 2 คือ สารท่ีไม่ใช่สารฟลาโวนอยด์ 
ได้แก่ สารไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดไฮดรอกซีซินามิก (Iacopini et al., 2008)  ซึ่งส่วนเปลือก
องุ่นประกอบด้วยสารประกอบฟีโนลิก ได้แก่ สารฟลาโวนอลส์ เช่น เคอร์เซติน แคมเฟอรอล 
รวมทัง้สารโปรแอนโธไซยานิน และสารแอนโธไซยานิน ซึ่งสารแอนโธไซยานินจดัเป็นสารส าคญั
ของกลุ่มฟลาโวนอยด์ ท่ีส่วนเปลือกองุ่น  โดยแอนโธไซยานินท่ีพบ ได้แก่  3-glucosides,               
3-acetylglucosides, 3- coumaroylglucosides, 3- caffeoyl-glucosides, 3,5-diglucosides, 
3-acetyl-5-diglucosides, 3-coumaroyl-5-diglucosides และ 3-caffeoyl-5-diglucosides of 
cyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin และ malvidin (Cantos et al., 2002; Mattivi et 
al., 2006) ซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดลองในครัง้นี ้โดยพบว่า สารสกดัจากเปลือกขององุ่นแดงมี
ส่วนประกอบของสารประกอบฟีโนลิก ได้แก่ สารฟลาโวนส์และฟลาโวนอลส์ สาร condensed 
tannin หรือสารโปรแอนโธไซยานิน และสารแอนโธไซยานิน ซึ่งผลการหาปริมาณสารพฤกษเคมี
ชีใ้ห้เห็นวา่ สารสกดัจากเปลือกขององุ่นแดงมีส่วนประกอบของสารท่ีมีคณุสมบตัิต้านอนมุลูอิสระ
ในปริมาณท่ีสงู 

สารประกอบฟีโนลิกท่ีพบในองุ่นมีคณุสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระ โดยสามารถดกั
จบัอนุมลูอิสระ ดกัจบัไอออนของโลหะยบัยัง้การเกิดลิปิดเพอร์ออกซิเดชนั ช่วยลดการเกิดอนุมูล
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ นอกจากนี ้สารประกอบฟีโนลิกยงัท าหน้าท่ีทัง้เป็นสารให้อิเล็กตรอนหรือ
เป็นตวัให้ไฮโดรเจนและก าจดัออกซิเจนท่ีอยูใ่นรูปแอคทีฟได้ด้วย จากหน้าท่ีตา่งๆดงักล่าวจึงท าให้
สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีส าคญั (Sato et al,1996; Meyer et al,1997; 
Soobrattee et al, 2005) ส าหรับในส่วนของเปลือกองุ่นแดงสารส าคญัในการต้านอนมุลูอิสระคือ 
สารประกอบฟลาโวนอยด์ ได้แก่ สารแอนโธไซยานิน สารฟลาวาน-3-ออลส์ สารฟลาโวน-3-ออลส์ 
สารฟลาโวนส์และสารฟลาโวนอลส์ (Rice-Evan et al, 1997) โดยกลไกการต้านอนมุลูอิสระของ 
ฟลาโวนอยด์จะเป็นไปตามรูปแบบทัว่ไปของสารประกอบฟีโนลิก กล่าวคือ ต าแหน่ง3 และ 4 -  
ไฮดรอกซิลของวงแหวน B จะเป็นต าแหน่งท่ีส าคญั โดยมีผลท าให้ฟลาโวนอยด์มีคณุสมบตัิในการ
ดกัจบัอนมุลูอิสระและดกัจบัโลหะหนกั นอกจากนีก้ารท่ีมีหมูฟั่งก์ชนัไฮดรอกซิลท่ีต าแหน่ง C5 ของ
วงแหวน A หรือต าแหนง่ C3 ของวงแหวน C รวมกบัการท่ีมีกลุม่คีโตท่ีต าแหน่ง C4 ของวงแหวน C 
จะท าให้ไวต่อการท าปฏิกิริยากับโลหะซึ่งเป็นการช่วยลดการเกิดออกซิเดชนัได้อีกทางหนึ่ งส่วน
ต าแหน่ง 3 – ไฮดรอกซิลของวงแหวน C และพนัธะคูร่ะหว่าง C2 และ C3 ในวงแหวน C จะมีผล
เล็กน้อยตอ่คณุสมบตัิการเป็นสารต้านออกซิเดชนั (Majo et al., 2005) จากโครงสร้างเหล่านีท้ า
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ให้ฟลาโวนอยด์สามารถก าจัดอนุมูลอิสระด้วยการให้อะตอมไฮไดรเจนแก่อนุมูลอิสระท่ี
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยจะเข้าไปแย่งท าปฏิกิริยากบัอนมุูลอิสระอย่างรวดเร็วกว่าสารตัง้ ต้น
ตวัอ่ืนๆ แล้วท าให้ปฏิกิริยาหยุดชะงกัลงหรืออาจเข้าไปดกัจบักับโลหะหนกัท่ีมีบทบาทในการร่วม
สร้างอนุมูลอิสระ ดงันัน้สารแอนโธไซยานินจึงสามารถเป็นตัวต้านอนุมูลอิสระด้วยการให้หมู่
ไฮโดรเจนและเป็นตวัดักจับโลหะหนัก รวมทัง้ยังช่วยลดอนุมูลไฮดรอกซิลและอนุมูลซุปเปอร์
ออกไซด์ แต่อย่างไรตาม การลดลงของอนุมูลไฮดรอกซิลไม่ได้เกิดจากถูกดกัจบัโดยตรง แต่เกิด
จากการดกัจบัโลหะแล้วส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาเฟนตนัลดลง อนมุูลไฮดรอกซิลจึงเกิดลดลงตามไป
ด้วย (Tsuda et al., 1996; Noda, 2000) และจากคณุสมบตัิต้านอนมุลูอิสระของเปลือกองุ่นดงัท่ี
กล่าวมา จึงมีความเป็นไปได้ว่า เปลือกองุ่นแดงสามารถยับยัง้ขบวนการไกลเคชั่นได้ด้วยการ
ท างานผ่านทางการดกัจับอนุมูลอิสระและโลหะหนกัในปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชันหรือปฏิกิริยา  
ไกลคอกซิเดชนั  

       จากการทดลองนีพ้บว่า สารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงสามารถยบัยัง้อนุมลูอิสระ 
DPPH+ และ ABTS+• เน่ืองจากมีสว่นประกอบเป็นสารฟลาโวนอยด์ ซึ่งเป็นสารประกอบฟีโนลิกท่ีมี
ความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระโดยอาศยัหลกัการเกิดปฏิกิริยา hydrogen atom transfer 
(HAT) ระหว่างอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระกล่าวคือ สารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงจะให้
อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระDPPH+ และ ABTS+• ท าให้อนุมูลดงักล่าวมีความเสถียรและ     
ไม่สามารถก่อปฏิกิริยาได้อีกตอ่ไปส่วนผลจากการทดสอบด้วยวิธี FRAP assay ซึ่งเป็นวิธีทดสอบ
ความสามารถในการการต้านออกซิเดชนัโดยอาศยัปฏิกิริยารีดอกซ์พบว่า สารสกดัจากเปลือกองุ่น
แดงมีคณุสมบตัใินการเป็นตวัรีดวิซ์ ท าให้อนมุลูอิสระดงักลา่วมีความเสถียรได้เช่นกนั เช่นเดียวกบั
ผลจากผลการทดสอบเร่ือง ferrous ion chelating power ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่า สารสกัดจากเปลือก   
องุ่นแดงมีความสามารถในการดักจับโลหะ นอกจากนีย้ังพบว่า สารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง
สามารถดกัจบัอนมุลูอนมุลูไฮดรอกซิลและอนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์ได้ แตอ่ย่างก็ตามความสามารถ
ในการต้านอนมุูลไฮดรอกซิลอาจเกิดจากการดกัจบัโลหะหนกั แล้วยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาเฟนตนั 
นอกเหนือจากการดกัจับอนุมูลไฮดรอกซิลด้วยการให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอม (Noda, 
2000)ดงันัน้อาจเป็นไปได้ว่าสารฟลาโวนอยด์ รวมทัง้สารแอนโธไซยานินซึ่งเป็นสารประกอบ       
ฟีโนลิกท่ีอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ซึ่งพบมากในส่วนเปลือกขององุ่นแดงเป็นสารส าคญัในการต้าน
อนมุลูอิสระโดยท าหน้าท่ีเป็นทัง้ตวัดกัจบัอนมุลูอิสระและดกัจบัไอออนของโลหะ 

 

 



 
 

98 

AGEs เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากกระบวนการไกลเคชัน่ ซึ่งเป็นการท าปฏิกิริยาแบบไม่
อาศัยเอนไซม์ระหว่างหมู่คาร์บอนของน า้ตาลรีดิวซิ่งกับหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีน ท าให้เกิด 
schiff base ขึน้มา ซึ่งสารตวันีเ้กิดขึน้อย่างรวดเร็วและสามารถผนักลบัได้ แตถ้่าหากปฏิกิริยายงั
ด าเนินตอ่ไป schiff base ก็จะมีการเรียงตวักนัใหม่กลายเป็น amadori productซึ่งมีความคงตวั
มากขึน้แต่ก็สามารถผันกลับได้ amadori product อาจเกิดปฏิกิริยาต่อไป โดยจะเข้าไปท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่กบัหมู่อะมิโนตา่งๆ สดุท้ายกลายเป็น AGEs ซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีความคงตวั 
ไม่สามารถคืนสู่สภาพเดิมได้ โดย AGEs จะไปเช่ือมจบักบัโปรตีนตวัอ่ืนๆแล้วท าให้โปรตีนนัน้เกิด
การเปล่ียนแปลงสภาพและท าให้การท างานเปล่ียนไป(Baynes and Thorpe, 1999; Peppa and 
Vlassara, 2005) 

กระบวนการไกลเคชั่นเป็นปฏิกิริยาท่ีมีการด าเนินติดต่อกันไปเร่ือยๆ และในแต่ละ
ขัน้ตอนของปฏิกิริยาจะมีสารประกอบตวัใหม่เกิดขึน้มา ซึ่งอาจแบ่งช่วงต่างๆของกระบวนการ   
ไกลเคชัน่ออกเป็น 3 ระยะคือ 1) ระยะต้น (early phase) 2) ระยะกลาง (intermediate phase)              
3) ระยะท้าย (late phase) ดงันัน้การศกึษานีจ้ึงท าจากการทดสอบความสามารถในการยบัยัง้
กระบวนการไกลเคชั่น ด้วยการวดัผลิตภณัฑ์ตา่งๆท่ีเกิดขึน้ในช่วงตา่งๆ ของกระบวนการดงักล่าว 
ได้แก่ การวัดฟรุกโตซามีนซึ่งเป็นสาร amadori product ท่ีเกิดในช่วงแรกของกระบวนการ       
ไกลเคชัน่ การวดัปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลและการวดัปริมาณโปรตีน thiol ท่ีบง่ชีถ้ึงการเกิดโปรตีน
ออกซิเดชนั (protei oxidation) ปริมาณ cross beta amyloid ท่ีบอกถึงการเกิดการเช่ือมตอ่กบั
โปรตีนอ่ืนหรือการเกิด protein crosslink รวมทัง้การวดั AGEs ทัง้ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์
และชนิด CML  

ฟรุกโตซามีน เป็นสารคีโตเอมีน ซึ่งจดัเป็น amadori product ท่ีเกิดในช่วงต้นของ
กระบวนการไกลเคชัน่ (early glycation) โดยเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาแบบไม่
อาศยัเอนไซม์ระหว่างน า้ตาลฟรุกโตสและโปรตีนของ BSA ท่ีเกิดขึน้อย่างรวดเร็ว ท าให้เกิดการ
จดัเรียงโครงสร้างใหม่คือ สาร schiff base และ amadori product ตามล าดบัซึ่งฟรุกโตซามีนจะ
เป็นสารตัง้ต้นของการเกิดปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนัและปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนัตอ่ไป  

มีรายงานก่อนหน้านีพ้บว่า สาร diethylenetriaminepentaacetic acid สามารถลด
การเกิด gucose autooxidation ได้เน่ืองจากสารดงักล่าวมีความสามารถในการดกัจบัโลหะหนกั 
จงึชว่ยลดการเกิดพนัธะโควาเลนท์ระหว่างน า้ตาลกลโูคสและ BSA ของปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนั
ของกลูโคส (Wolff and Dean, 1987) และมีงานวิจยัหลายผลงานพบว่า สารสกัดจากพืชท่ีมี
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สารประกอบฟีโนลิกสามารถลดปริมาณฟรุกโตซามีนได้ เน่ืองจากสารประกอบฟีโนลิก                
มีความสามารถในการดกัจบัโลหะหนกั (Wu and Yen, 2005; Wu et al., 2009; Verzelloni et al., 
2010) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองนีคื้อ สารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงซึ่งมีส่วนประกอบของ
สารประกอบฟีโนลิกสามารถ ลดปริมาณฟรุกโตซามีนได้จึงอาจเป็นไปได้ว่า สารสกัดจากเปลือก
องุ่นแดงมีผลต่อกระบวนการไกลเคชั่นในช่วงก่อนการเกิด amadori product หรือ early 
glycation เน่ืองจากในขัน้ตอนการจดัเรียงตวัของสารตวัใหม่ท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยากนัระหว่าง
น า้ตาลและหมู่อะมิโน จะมีอนุมลูท่ีไม่เสถียรหรือมีอิเลกตรอนท่ีไม่ครบคูเ่กิดขึน้มาด้วย ดงันัน้การ
น าสารท่ีมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเข้าไป จึงช่วยยบัยัง้ไม่ให้ขัน้ตอนการจดัเรียงตวั
สามารถด าเนินตอ่ไปได้ และเป็นการชว่ยลดปริมาณ amadori product จากการศกึษานีพ้บว่าสาร
สกัดจากเปลือกองุ่นแดงมีความสามารถในการดกัจบัอนมุูลอิสระและดกัจบัโลหะหนกัดงันัน้สาร
สกัดจากเปลือกองุ่นแดงจึงช่วยลดปริมาณฟรุกโตซามีนได้ โดยการลดการเกิดพันธะโควาเลนท์
ระหว่างน า้ตาลกลโูคสและ BSA และช่วยยบัยัง้ปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนัของฟรุกโตสได้อีกทาง
หนึง่ด้วย 

โปรตีนคาร์บอนิลเป็น glycated protein ท่ีเกิดจากจากโปรตีนออกซิเดชนั (protein 
oxidation) ท่ีเกิดในระยะ intermediate ของกระบวนการไกลเคชัน่และเก่ียวข้องกบัการเกิดอนมุลู
อิสระ ROS และภาวะ oxidative stress เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกระบวนการ
ไกลเคชัน่คือ 1) ปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชนัของสารเร่ิมต้นตา่งๆ เช่น น า้ตาล หมู่อะมิโน ไขมนัหรือ
สาร schiff base และ 2) ปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนัของ amadori product  ซึ่งทัง้ 2 ปฏิกิริยาท าให้
เกิดอนมุลูอิสระ ROS และสารประกอบคาร์บอนิลซึ่งเป็นสาร reactive intermediates หรือ AGEs 
precursor จากนัน้สารประกอบคาร์บอนิลจะเข้าไปจบักบัหมูอ่ะมิโนอ่ืนๆ โดยท าให้เกิดการจดัเรียง
โครงสร้างใหมแ่ละกลายเป็น AGEs ตอ่ไป ดงันัน้การเกิดอนมุลูอิสระ ROS จ านวนมาก จึงบอกถึง
การเปล่ียนแปลงของโปรตีน รวมทัง้การเกิดโปรตีนคาร์บอนิลซึ่งเป็นตัวบ่งชีท่ี้ส าคัญถึงความ
เสียหายของโปรตีนอนัเน่ืองมาจากปฎิกิริยาออกซิเดชนั (Stadtman and Levin, 2000) ในขณะท่ี
โปรตีน thiol เป็นโปรตีนอิสระท่ีมีสว่นประกอบเป็นหมู่อะมิโน cysteine และมีความสามารถในการ
เป็นตวัรีดิวซ์ เม่ือโปรตีน thiol เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัผลิตภัณฑ์ตา่งๆจากกระบวนการไกล
เคชัน่ หรือเกิดโปรตีนออกซิเดชนั จะส่งผลให้โปรตีน thiol สญูเสียสภาพเน่ืองจากการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างและนอกจากนีย้ังมีอนุมูลอิสระเกิดขึน้ขึน้มาด้วย ซึ่งหากเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวเป็น
จ านวนมากก็จะเกิดภาวะ oxidative stress การลดลงหรือการสญูเสียโปรตีน thiol จึงเป็นการบง่ชี ้
ถึงความรุนแรงของกระบวนการไกลเคชัน่เน่ืองจากโปรตีนออกซิเดชนัอีกทางหนึ่ง (Telci et al., 
2000) 
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สารประกอบฟีโนลิก เชน่ สารฟลาโวนอยด์ ซึง่เป็นสารต้านออกซิเดชนั สามารถยบัยัง้
ปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชันหรือปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชัน รวมทัง้ช่วยดักจับอนุมูลอิสระ ROS         
จึงสามารถช่วยลด protein oxidation ซึ่งเป็นสาเหตขุองการเกิดโปรตีนคาร์บอนิลและการสญูเสีย
โปรตีน thiolรวมทัง้ช่วยลดการเกิด oxidative stress ได้ (Ardestani and Yazdanparast, 2007) 
ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองนี ้คือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงช่วยลดปริมาณโปรตีนคาร์บอนิล
และสามารถลดการสูญเสียโปรตีน thiol ได้ เน่ืองจากสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงมีส่วนประกอบ
ของสารฟลาโวนอยด์ ซึ่งมีคณุสมบตัิในการต้านออกซิเดชนั จึงอาจสรุปได้ว่า สารสกดัจากเปลือก
องุ่นแดงสามารถยบัยัง้กระบวนการไกลเคชัน่ในระยะ intermediate glycation ได้ โดยช่วยลด
ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิล  เ น่ืองจากสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงมี ส่วนประกอบของ              
สารฟลาโวนอยด์ จงึสามารถยบัยัง้การเกิดโปรตีนคาร์บอนิลผ่านทางกระบวนการต้านอนมุลูอิสระ 
คือการลดการเกิดปฏิกิริยาออโต้ออกซิเดชันหรือปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชัน ท าให้ช่วยลดการเกิด
protein oxidation ได้ โดยระดบัของโปรตีนคาร์บอนิลและโปรตีน thiol จะแปรผนัตามความ
เข้มข้นของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง กล่าวคือ เม่ือเพิ่มความเข้มข้นก็จะช่วยลดปริมาณโปรตีน
คาร์บอนิลและชว่ยลดการสญูเสียโปรตีน thiol ได้ดีขึน้ 

cross beta amyloid structure เกิดจากปฏิกิริยาไกลเคชั่นระหว่างโปรตีน amyloid 

และน า้ตาลฟรุกโตส ท าให้โปรตีน amyloid มีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจากโปรตีนทุติยภูมิท่ีมี

โครงสร้างเป็นเกลียวหรือลกัษณะของ helical protein เกิดการยืดออกเป็นแผ่นหรือ beta sheet 

แทนกลายเป็น cross beta amyloid structure ซึ่งโปรตีนตวันีส้ามารถไปท าให้เกิดปฏิกิริยา      

ไกลเคชั่นหรือเกิดการเช่ือมต่อกับamyloid ตัวอ่ืนได้ต่อไปเร่ือยๆ และเม่ือมีการสะสมของ        

beta sheet มากขึน้ ก็จะเกิดการเกาะกลุ่มเป็นไฟบริลท่ีไม่ละลายน า้และกลายเป็น amyloid 

plaque ท่ีก่อให้เกิดพยาธิสภาพตา่งๆตอ่ไป (Sasaki et al., 1998) 

มีการรายงานก่อนหน้านีพ้บว่า ปฏิกิริยาออกซิเดชันเป็นขัน้ตอนส าคัญท่ีท าเกิด 

ผลิตภณัฑ์ตา่งๆ ของกระบวนการไกลเคชัน่ รวมทัง้ AGEs (Prasad et al., 2004) ซึ่งในการศกึษา

ครัง้นีพ้บว่า สารสกดัจากเปลือกองุ่นแดงสามารถยบัยัง้การเกิด AGEs และ protein crosslink 

หรือปริมาณ cross beta amyloid structureได้ เน่ืองจากสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดงมี

ส่วนประกอบของสารฟลาโวนอยด์ รวมทัง้สารแอนโธไซยานิน ซึ่งมีความสามารถในการเป็นสาร

ต้านออกซิเดชนั จึงสามารถยบัยัง้การเกิดผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาไกลเคชัน่ ด้วยการลดปฏิกิริยา
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ออโต้ออกซิเดชันและปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชัน ท าให้มีสารตัง้ต้นหรือสารประเภท reactive 

intermediates ลดลง สง่ผลให้ปริมาณของ AGEs ลดลง และลดการเกิด crosslink ของหมู่อะมิโน

ได้ในท่ีสดุ ส่วนการตรวจวดัด้วย thioflavin T reagent และ congo red reagent พบว่า การวดัทัง้ 

2 แบบให้ผลการทดลองไปในทางเดียวกัน โดยพบว่า ระดบัการลดลงของปริมาณcross beta 

amyloid structure จะแปรผนัตามความเข้มข้นของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง กล่าวคือ เม่ือเพิ่ม

ความเข้มข้น ก็จะเพิ่มการยบัยัง้ปริมาณcross beta amyloid structure  

CML เป็น AGEs ท่ีเกิดจากโปรตีนเด่ียวประกอบด้วยหมู่อะมิโนไลซีนและหมู่       

อาร์จินีน ถกูท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเน่ืองจากปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชนัของ amadori 

product หรือเกิดจากสารประกอบคาร์บอนิล ซึ่งเป็นสาร reactive intermediates หรือ AGEs 

precusor   AGEs ชนิด CML จดัเป็น AGEs กลุ่มใหญ่และมีบทบาทส าคญัในการก่อให้เกิดพยาธิ

สภาพตา่งๆในคน โดยมีรายงานการตรวจพบ CML ในพลาสมา เนือ้เย่ือไต เรตินา คอลลาเจน ใน

ผู้ ป่วยโรคเบาหวาน (Peyroux & Sternberg, 2006) รวมทัง้เซลล์ประสาทรวมทัง้ภายในเซลล์

ประสาทของผู้ ป่วยโรคอลัไซเมอร์ (Cervantes-Lauren et al., 2006) 

มีรายงานก่อนหน้านีพ้บว่า สารสกดัจากพืชท่ีมีส่วนประกอบของสารฟลาโวนอยด์ซึ่ง

มีคุณสมบตัิต้านอนุมูลอิสระสามารถยับยัง้กระบวนการไกลเคชั่น โดยสามารถช่วยลดการเกิด 

CML (Verzelloni et al., 2010) ซึ่งสอดคล้องกบัผลการศกึษานี ้คือสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง

สามารถยบัยัง้กระบวนการไกลเคชัน่ โดยสามารถช่วยลดการเกิด CML ได้ เน่ืองจากสารสกดัจาก

เปลือกองุ่นแดงมีส่วนประกอบของสารฟลาโวนอยด์ รวมทัง้สารแอนโธไซยานินซึ่ง เป็น

สารประกอบฟีโนลิกท่ีสามารถต้านอนมุลูอิสระได้ ซึ่งเป็นไปในทางเดียวกบักบัผลการทดลองเร่ือง

การลดลงของ AGEs ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ และระดบัการลดลงของ AGEs ทัง้ 2 ชนิดจะ

แปรผนัตามความเข้มข้นของสารสกดัจากเปลือกองุ่นแดง กล่าวคือ เม่ือเพิ่มความเข้มข้น ก็จะเพิ่ม

การยบัยัง้ AGEs 
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สรุปผลการวิจัย 

สารสกดัจากเปลือกขององุ่นแดงซึ่งมีส่วนประกอบของสารฟลาโวนอยด์ โดยเฉพาะ
สารแอนโธไซยานิน มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและสามารถยับยัง้กระบวนการ       
ไกลเคชั่นได้ด้วยการท างานผ่านทางการดักจับอนุมูลอิสระและโลหะหนักในปฏิกิริยาออโต้
ออกซิเดชันหรือปฏิกิริยาไกลคอกซิเดชัน โดยสารสกัดจากเปลือกขององุ่นแดงสามารถลด
ปริมาณฟรุกโตซามีน ลดการเกิดโปรตีนออกซิเดชนั ลดการเกิด protein crosslink รวมทัง้ช่วยลด
ปริมาณ AGEsทัง้ชนิดเรืองแสงฟลอูอเรสเซ็นต์และ CML 
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ภาคผนวก ก 
 

การค านวนหาค่า EC (equivalent concentration) 

EC หมายถึง ความเข้มข้นของสารต้านออกซิเดชนัท่ีมีความสามารถในการรีดวิซ์Fe3+-
TPTZ ได้เทา่กบั FeSO41 mM 

จากกราฟแสดงความสมัพนัธ์ของคา่การดดูกลืนแสงกบัความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
สมการ  y= 0.9163ln(x) - 4.4581 
แทนคา่  y = absorbance 595nm 

x = ความเข้มข้นของ FeSO4 
เม่ือแทนคา่ด้วย x = 1mM (1000uM) 
ในสมการ  y = 0.9163ln(1) - 4.4581 

y =1.872 
ดงันัน้ FeSO41 mMท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง (ΔOD 595nm) = 1.872 

 
จากกราฟแสดงความสมัพนัธ์ของคา่การดดูกลืนแสงกบัความเข้มข้นของสารสกดัจาก
เปลือกองุ่นแดง 

สมการ    y = 0.6387ln(x) + 2.1183 
เม่ือแทนคา่ด้วย  y = 1.872 (เทา่กบั Δ OD ของ FeSO41 mM) 
ในสมการ       1.872 = 0.6387ln(x) + 2.1183 

x = 0.680 mg 
ดงันัน้EC ของสารสกัดจากองุ่น = 0.68mg หรือสารสกัดจากเปลือกองุ่นแดง 
0.86 mg ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง ΔOD เท่ากบั FeSO41 mM หรือ สกดัจาก
เปลือกองุ่นแดงมีคา่ EC = 1.49 mM FeSO4/mg dried extract 
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