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มะเร็งผิวหนังจากการกระตุน้ของ UVA อาจารยท์ี่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ : รองศาสตราจารย ์ดร. 
กลัยาณี จิรศรีพงศพ์นัธ ์

  
รังสี UVA สามารถเหน่ียวน าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชนัจากการท าให้เกิดอนุมูล

อิสระ ส่งผลให้เกิดการท าลายเซลล์ผิวหนังและน าไปสู่การพฒันาเป็นมะเร็งได ้สารที่มีคุณสมบตัิ
ตา้นอนุมูลอิสระจึงมีความเหมาะสมที่จะใชเ้ป็นส่วนประกอบของผลิตภณัฑ์ป้องกันผิวหนังจาก
แสงแดด การวิจยัน้ีเป็นการศึกษาสารสกัดจากร าข้าว 2 ชนิดซ่ึงเป็นวสัดุเหลือทิ้งมาใช้ให้เกิด
ประโยชน์ ไดแ้ก่ร าขา้วหอมแดงและก ่าดอยสะเก็ด ผลการทดลองพบว่าหอมแดงมีประสิทธิภาพ
ตา้นอนุมูลอิสระดีกว่าก ่าดอยสะเก็ด ทั้งจากวิธีวิเคราะห์ DPPH, ABTS และ FRAP assay และเม่ือ
ศึกษาผลของสารสกดัร าขา้วกบัความมีชีวติของเซลล์ผวิหนงั (A375 cell line) ที่ไดรั้บรังสี UVA  ที่
ระดบัต ่าๆ (12 J/cm2) พบวา่หอมแดงสามารถฟ้ืนเซลล์ใหมี้ชีวติไดดี้กวา่ก ่าดอยสะเก็ด อยา่งไรก็ตาม
การได้รับรังสี UVA ที่ระดับสูงขึ้น (20 J/cm2) พบว่าสารสกัดร าขา้วทั้งสองชนิดท าให้เซลล์เกิด 
apoptosis มากขึ้น โดยสารสกดัร าขา้วหอมแดงสามารถกระตุน้ให้เซลล์เกิด apoptosis ไดดี้ทั้งก่อน
และหลังรับรังสี UVA แต่สารสกัดร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดให้ผลไดเ้ฉพาะเม่ือได้รับสารสกดัร าขา้ว
ก่อนการรับรังสี UVA นอกจากน้ีพบวา่เซลล์ที่บ่มกบัสารสกดัร าขา้วหอมแดง มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด 
micronuclei ที่เป็นผลจากการไดรั้บ UVA ลดลง และเม่ือศึกษาค่าดูดกลืนแสงของสารสกัดร าขา้ว 
และปริมาณ  ROS ใน เซลล์ที่ ได้ รับ รังสี  UVA  พบว่าสารสกัดร าข้าวทั้ งสองมีสมบัติ เป็น 
photosensitizer  ที่ก่อใหเ้กิด ROS ขึ้นภายในเซลล์ โดยสมบตัิการเป็น photosensitizer และฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วมีบทบาทร่วมกันในการป้องกันและลดความเส่ียงการเกิดมะเร็ง
ผิวหนัง ผ่านการกระตุ้นให้เซลล์ที่ได้รับรังสี  UVA เกิด apoptosis และมี เปอร์เซ็นต์การเกิด 
micronuclei ลดต ่ าลง ดังนั้ น สารสกัดร าข้าวหอมแดงจึงเป็นตัวเลือกที่ น่าสนใจในการน ามา
ประยุกต์ใช้เป็นส่วนประกอบของเคร่ืองส าอางป้องกันแดดที่สามารถช่วยฟ้ืนฟูเซลล์ให้เจริญ
แขง็แรง และลดความเส่ียงการเกิดมะเร็งผวิหนงัจากรังสี UVA ไดดี้กวา่ก ่าดอยสะเก็ด 
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บทคัดย ่อภาษาอังกฤษ  

58401204 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
Keyword : Rice bran, UVA, Skin cancer, Micronuclei assay, Apoptosis 

MISS NITCHANAN JANTANU : EFFICIENCY OF RICE BRAN EXTRACT ON 
PREVENTION OF SKIN CANCER INDUCED BY UVA  THESIS ADVISOR : ASSOCIATE 
PROFESSOR KANYANEE JIRASRIPONGPUN, PH.D. 

UVA irradiation could induce oxidative stress, leading to accumulation of free 
radical and subsequently skin damaged and cancer development. Thus, antioxidant compound 
would be feasible to use as pharmaceutical additive in the product for skin protection from sun 
light. The present work was aimed to verify the agricultural waste of rice bran i.e., Hom Dang and 
Kam Doi Saked as antioxidant materials. It was observed that Hom Dang had a higher antioxidant 
activity than Kam Doi Saked, based on DPPH, ABTS and FRAP assay.  Additionally, Hom Dang 
extract could revive viability of 12 J/cm2 UVA treated cells, better than Kam Doi Saked. 
However, at the higher dose of UVA treatment at 20 J/cm2, both rice bran extracts stimulated 
more apoptotic cells.  The additional of Hom Dang prior to, and after UVA exposure induce more 
apoptosis than the control UVA treated cell. However, Kam Doi Saked could induce apoptosis 
only when apply before the UVA treatment. Besides, Hom Dang extract reduced the percentage 
of micronuclei in UVA treated cells. Testing on the light absorption of rice bran extracts revealed 
photosensitizer property which resulted in induction of intracellular ROS. Thus, these 
characteristics of rice bran extract could play major role in preventing and reducing the risk of 
skin cancer. Consequently, Hom Dang rice bran extract is a remarkable choice of antioxidant 
source to apply as a cosmetic ingredient for it regenerating healthy cells, and reducing the risk of 
skin cancer from UVA rays better than Kam Doi Saked. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.  ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา  
 ร าขา้ว เป็นของเสียที่เกิดจากกระบวนการสีขา้ว ซ่ึงอุดมไปดว้ยคุณค่าทางอาหารรวมถึงสาร
ตา้นอนุมูลอิสระที่หลากหลาย ท าให้ร าขา้วกลายเป็นแหล่งวตัถุดิบที่น่าสนใจในการน ามาแปรรูป
เป็นผลิตภณัฑ์ต่างๆ เพื่อเพิ่มมูลค่าให้สูงขึ้น การน าสารสกดัร าขา้วมาใช้เป็นส่วนประกอบในการ
ผลิตผลิตภณัฑก์นัแดด เพื่อลดความเส่ียงการเกิดมะเร็งผิวหนัง จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่น่าสนใจ 
เน่ืองจากมะเร็งผิวหนังมีความเส่ียงเกิดขึ้นได้ทั้งจาก UVA และ UVB แต่ UVA (95%) มีปริมาณ
มากกว่า UVB (5%) และมีความเขม้รังสีไม่แตกต่างกนัตลอดวนัทั้งปี ทั้งยงัสามารถแทรกผ่านเมฆ
และกระจกไดดี้ ที่ส าคญัคือ มีความยาวคล่ืนที่สั้นกวา่แสง (visible light) ซ่ึงเป็นภยัลุกลามที่มองไม่
เห็น จึงก่อความรุนแรงท าลายผิวหนงัในเชิงลึกมากกวา่ รวมทั้งผลิตภณัฑก์นัแดดทัว่ไป มกัเน้นการ
ป้องกัน UVB จึงเพิ่มโอกาสให้ปริมาณ UVA ลงผ่านชั้นผิวหนังไดม้ากขึ้น และลงลึกไปมีผลต่อ
เซลล์ทุกระดับชั้ นของผิวหนังมากกว่า UVB (Gasparro, 2000) โดย UVA สามารถไปกระตุ ้น 
chromophores ภายในเซลลใ์หส้ร้างอนุมูลอิสระกลุ่ม Reactive oxygen species (ROS) ที่มีผลให้เกิด
ภาวะเครียดออกซิเดชัน ก่อให้เกิดการท าลายดีเอ็นเอทั้ งสายเด่ียวและสายคู่ให้แตกหัก แล้วอาจ
สะสมจนก่อเกิดเป็นมะเร็งผิวหนังได ้ซ่ึงสมัพนัธ์กบัขอ้มูลที่พบว่าบุคคลที่ไปท าผิวสีแทน ซ่ึงไดรั้บ 
UVA มัก มีความ เส่ี ยง เป็นมะเร็งชนิด   basal cell carcinoma (BCC), squamous cell carcinoma 
(SCC) และ melanoma เพิ่มสูงขึ้ น  (Shorrocks et al., 2008) แม้ในสภาวะปกติเซลล์ในร่างกาย
สามารถป้องกนัอนัตรายจากรังสี UV ดว้ยการสร้างเมลานินร่วมกบัการซ่อมแซมดีเอ็นเอของเซลล ์
อยา่งไรก็ตาม ความสามารถในการซ่อมแซมดีเอ็นเอของเซลลม์กัมีประสิทธิภาพลดลงเม่ือมีอายมุาก
ขึ้น ดงันั้น หากมีผลิตภณัฑก์นัแดดที่มีประสิทธิภาพก็จะช่วยลดความเส่ียงการเกิดมะเร็งผวิหนังได้
ดีในสภาวะที่มีแดดแรงมากขึ้นอยา่งเช่นทุกวนัน้ี 
 การเลือกสารสกดัร าขา้วที่มีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระแตกต่างกนั มาศึกษาผลที่ระดับ
ความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อความมีชีวติของเซลล ์การเกิด apoptosis และความถ่ีการเกิด micronuclei ของ
เซลล์ที่ได้รับรังสี UVA ในสภาวะการให้สารสกัดร าข้าวก่อนและหลังรับรังสี UVA รวมทั้ ง
วเิคราะห์ความสามารถดูดกลืนแสงของสารสกดัร าขา้ว และวเิคราะห์ระดบั ROS ภายในเซลล์ร่วม
ดว้ย อาจให้ขอ้มูลตอบโจทยก์ลไกความสามารถของสารสกดัร าขา้วต่อการป้องกนัความเส่ียงการ
เกิดมะเร็งผิวหนังจาก UVA และสามารถเลือกชนิดของสารสกดัร าขา้วที่เหมาะสมในการน ามาใช้
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เป็นองคป์ระกอบของผลิตภณัฑ ์ช่วยใหค้วามมัน่ใจถึงประสิทธิภาพทั้งก่อนและหลงัสมัผสัแสงไดดี้
ยิง่ขึ้น 
 
2.  วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัร าขา้วและความสามารถในการป้องกนัและลดผล
ภาวะเครียดในเซลลท์ี่ไดรั้บ UVA ที่อาจน าไปสู่การเกิดมะเร็งผวิหนงั 

 
3.  ขอบเขตการศึกษา 

3.1 ตรวจสอบประสิทธิภาพความสามารถตา้นอนุมูลอิสระและอายกุารเก็บรักษาสารสกดั
ร าขา้วดว้ยวธีิ DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay 

3.2 ศึกษาผลของสารสกดัร าขา้วต่อความมีชีวิตของเซลล์ การเกิด Apoptosis และความถ่ี
การเกิด Micronuclei ทั้งในสภาวะการใหส้ารสกดัร าขา้วก่อนและหลงัรับรังสี UVA  

3.3 วเิคราะห์ความสามารถดูดกลืนแสงของสารสกดัร าขา้ว และวดัระดบั ROS ภายในเซลล์
ที่ไดรั้บสารสกดัร าขา้วทั้งในสภาวะก่อนและหลงัรับรังสี UVA 

3.4 ตรวจสอบอายกุารเก็บรักษาสารสกดัร าขา้วดว้ยวธีิ DPPH assay 
 
4.  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 สามารถเลือกชนิดวตัถุดิบที่เป็นสารสกดัจากร าขา้วของไทย ซ่ึงเป็นของเสียจากระบวนการ
ผลิตขา้วมาใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตผลิตภณัฑก์นัแดด เพื่อเพิ่มมูลค่าของวสัดุเหลือทิ้งจาก
ภาคการเกษตรของประเทศ อีกทั้งเป็นการสนบัสนุนและสร้างช่ือเสียงใหก้บัผลิตภณัฑจ์ากขา้วไทย 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

 
1.  เซลล์และช้ันผิวหนังมนุษย์  
 ส่วนประกอบของร่างกายที่มีขนาดใหญ่สุดก็คือ ผิวหนัง ซ่ึงมีหน้าที่ในการห่อหุ้มร่างกาย 
เพื่อรักษาสมดุลน ้ า อุณหภูมิในร่างกาย และป้องกนัอนัตรายจากสภาวะแวดลอ้มภายนอก ผิวหนัง
ประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ ส่วนที่อยูด่า้นบน เรียกวา่ ชั้นหนังก าพร้า (Epidermis) และส่วนที่อยูลึ่กลง
ไป เรียกวา่ ชั้นหนงัแท ้(Dermis)  
 ผวิชั้นหนงัก าพร้า มีความหนาโดยเฉล่ียประมาณ 0.4 ถึง 1.5 มิลลิเมตร มีองคป์ระกอบส่วน
ใหญ่เป็นเซลลท์ี่เรียกว่า keratinocytes เซลล์เหล่าน้ีเกิดจากการแบ่งตวัของ basal cells ซ่ึงเป็นเซลล์ที่
อยูช่ั้นล่างสุดของชั้นหนังก าพร้า  เม่ือเจริญเติบโต และมีการพฒันามากขึ้นก็จะเคล่ือนตวัขึ้นชั้นบน
เร่ือยๆ โดยเซลล์จะมีขนาดใหญ่ขึ้นและแบนราบลง  มีการเปล่ียนแปลงของระบบ metabolism ของ
เซลล์ มีการสร้างโปรตีนและไขมันที่มีลักษณะเฉพาะ  มีการเปล่ียนแปลงของ cell  membrane  มี
การสลายตวัของ nucleus  และสูญเสียน ้ าออกจากเซลล์ ซ่ึงสุดทา้ยของการเปล่ียนแปลงน้ี คือ จะได้
เซลล์ keratinocytes ที่ตายแล้ว จึงเรียกช่ือใหม่ว่า corneocytes ซ่ึงจะมีเฉพาะโปรตีนและไขมันอยู่
ที่  cell membrane เท่านั้ น  จะไม่มี nucleus หรือ organells อ่ืนๆ หลังจากน้ี corneocytes ก็จะลอก
หลุดออกไปกลายเป็นขี้ ไคล  ซ่ึงลักษณะการเปล่ียนแปลงและเคล่ือนตัวขึ้ นชั้นบนของเซลล ์
keratinocytes ท  าให้สามารถแบ่งยอ่ยชั้นหนังก าพร้าไดต้ามระยะต่างๆ ของการเปล่ียนแปลง ดงัน้ี 
คือ  (1) Stratum germinativum ห รือชั้ น  Basal cell layer ชั้ น น้ี จะอยู่ล่ างสุด  ประกอบไปด้วย 
basal  cells ที่ เรียงตัวกันชั้ นเดียว เซลล์ชนิดน้ีมีความสามารถในการแบ่งตัวสูงและแบ่งตัว
ตลอดเวลา มีรูปร่างเซลล์เป็น columnar - shaped และมี nucleus ขนาดใหญ่ เม่ือ basal cell  แบ่งตวั
ใหก้ าเนิด keratonocytes และเคล่ือนที่ขึ้นไปชั้นเหนือกวา่จะกลายเป็นชั้นที่มีช่ือเรียกว่า (2) Stratum 
spinosum หรือชั้น Squamous cell layer ซ่ึงประกอบไปด้วยเซลล์  keratinocytes  ที่มีรูปร่างขนาด
ใหญ่  หลายเหล่ียม คลา้ยมีหนามยืน่ออกมาจากผวิเซลล์เรียงตวักนัหนาประมาณ 5-10 ชั้น ถดัขึ้นไป
จะเป็นชั้น (3) Stratum granulosum หรือ Granular cell layer ชั้นน้ีจะพบเซลล์ที่มีรูปร่างค่อนข้าง
แบน เรียงซ้อนกันประมาณ  3-5 ชั้ น  จากนั้ น เซลล์  keratinocytes ก็จะเป ล่ียนแปลงไป เป็น 
corneocytes อยู่ในชั้นบนสุดที่ เรียกว่า (4) Stratum corneum หรือ Horny layer เซลล์ในชั้นน้ีจะมี
ขนาดใหญ่สุด และมีหน้าที่ปกป้องผิวจากอันตรายภายนอก รวมทั้งป้องกนัการสูญเสียน ้ าไปจาก
ผวิหนัง และเป็นทางผ่านทางของยาหรือสารต่างๆ จากภายนอก นอกจากเซลล์ keratinocytes แลว้
ในชั้นหนังก าพร้ายงัมีเซลล์อีกกลุ่ม คือ Dendritic cells ซ่ึงมีรูปร่างคลา้ยดาว ประกอบไปดว้ยเซลล ์
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3 ชนิด คือ (1) Melanocyte เป็นเซลลส์ร้างเม็ดสี (2) Markel  cell เป็นเซลลเ์ก่ียวกบัการรับความรู้สึก 
และ (3) Langerhans  cell เป็นเซลล์เก่ียวกับระบบภูมิคุม้กัน ส่วนผิวชั้นหนังแทจ้ะอยูด่้านล่างต่อ
จากชั้นหนังก าพร้า มีความหนาประมาณ 1-2 มิลลิเมตร มีหน้าที่ท  าให้ผิวหนังมีความยดืหยุน่ ทน
แรงยดืผิวหนังได้ รวมทั้งอุม้น ้ าไวเ้พื่อควบคุมสมดุลความร้อนของร่างกาย และเป็นประสาทรับ
สัมผสัต่างๆ ผิวชั้นน้ีมีต้นก าเนิดมาจาก mesoderm ซ่ึงประกอบไปด้วย เน้ือเยื่อเก่ียวพนั ระบบ 
เส้นเลือด  และเส้นประสาท เป็นที่อยู่ของ mast  cells, fibroblasts cells, macrophages cells และ
เซลล์ของระบบเลือด เช่น lymphocytes และ plasma  cells เป็นตน้ และยงัเป็นแหล่งก าเนิดของ skin 
derivatives ซ่ึงเป็นโครงสร้างที่เจริญพฒันามาจากผิวหนัง เช่น ขน เล็บ ต่อมเหง่ือ และต่อมน ้ ามัน 
ดงัแสดงในภาพที่ 1 
 

 
2.  รังสีอัลตราไวโอเลตและผลกระทบต่อผิวหนัง 
 รังสีอลัตราไวโอเลต หรือ รังสี UV เป็นคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าที่เกิดจากการแผข่องดวงอาทิตย ์
ซ่ึงมีความยาวคล่ืนอยูใ่นช่วง 100 - 400 นาโนเมตร สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น รังสี UVA, UVB และ 
UVC รังสี UV จากแสงแดดในช่วงเที่ยงวนัทัว่โลกประกอบไปดว้ย 95 เปอร์เซ็นต ์ของ UVA และ 5 
เปอร์เซ็นต ์ของ UVB ขณะที่รังสี UVC จะถูกกกัโดยโอโซนในชั้นบรรยากาศ ท าใหเ้หลือเพียงรังสี 
UVA และ UVB เท่านั้นที่แผ่มาถึงพื้นโลก และก่อให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตบนโลกโดยเฉพาะ
มนุษย ์เน่ืองจากรังสี UVA และ UVB มีความยาวคล่ืนอยูใ่นช่วงที่สามารถทะลุผา่นชั้นผิวหนังของ
มนุษย ์จึงก่อใหเ้กิดผลกระทบทางชีวภาพต่อผวิหนงั ดงัแสดงในภาพที่ 2 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของชั้นผิวหนงั (Macgill, 2016) 
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2.1 รังสี UVA อยู่ในช่วงความยาวคล่ืน 315 - 400 นาโนเมตร แบ่งออกเป็น รังสี UVA 1 
(340 - 400 นาโนเมตร) และ UVA 2 (315 - 340 นาโนเมตร) รังสี UVA มีระดบัพลังงานต ่าสุด แต่
สามารถทะลุผ่านกระจก และแทรกซึมผ่านชั้นหนังก าพร้า หนังแท ้และหลอดเลือด ก่อใหเ้กิดการ
ท าลายเซลล์ทางออ้มผ่านการดูดซับของ Chromophores ที่อยูภ่ายในเซลล์ (ตารางที่ 1) (Jaszewska 
et al., 2013) 

2.2 รังสี UVB อยูใ่นช่วงความยาวคล่ืน 280 - 315 นาโนเมตร มีอยูป่ระมาณ 4-5 เปอร์เซ็นต ์
ของรังสี UV ที่แผ่มายงัโลก ก่อให้เกิดความเสียหายที่ผิวหนังชั้นนอก (epidermis) และมีความเขม้
สูงในช่วงเวลา 11:00 น. ถึง 13:00 น. ตลอดทั้งปี (Svobodova et al., 2006) รังสี UVB ถูกดูดซับดว้ย 
DNA โดยตรง จึงก่อใหเ้กิดความเป็นพษิโดยตรงต่อสารพนัธุกรรม (Aoki-Yoshida et al., 2013)  

2.3 รังสี UVC อยูใ่นช่วงความยาวคล่ืน 100 - 280 นาโนเมตร และมีระดบัพลังงานสูงสุด 
แต่ไม่สามารถแผ่มายงัโลกได ้เน่ืองจากประสิทธิภาพของชั้นโอโซนที่ดูดซับรังสี UV ไดถึ้ง 310  
นาโนเมตร ท าให้รังสี  UVC ทั้ งหมด และ UVB 95 เปอร์เซ็นต์ ถูกดูดซับไว ้(Svobodova et al., 
2006)  

 
เม่ือผวิหนงัโดนแสงแดดหรือแสง UV ภายในระยะเวลาสั้นๆ จะท าใหเ้กิดผิวหนงัไหมแ้ดง

จากแสงแดด หรือผิวหนังมีสีคล ้ าลง เน่ืองจากมีการกระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานิน และเม่ือโดน
แสงแดดซ ้ าๆ ระยะยาว ก็จะท าให้เกิดผิวหนังเส่ือมสภาพ เช่น เกิดรอยเห่ียวยน่ ผิวชั้นหนังก าพร้า
บางลง เสน้เลือดขยาย เกิดรอยฝ้า และตกกระ นอกจากน้ีการที่ผิวหนังสัมผสักบัแสงแดดยงัน าไปสู่
ความเส่ียงท าให้เกิดเน้ืองอกและมะเร็งผิวหนังได้ เน่ืองจากรังสี UV สามารถชักน าให้เกิดความ
เสียหายแก่โมเลกุลขนาดใหญ่ภายในเซลล์ โดยเฉพาะ DNA ผ่าน 2 กลไกที่แตกต่างกนั คือ กลไก

ภาพที่ 2 ความยาวคล่ืนของรังสียวู ีและผลกระทบทางชีวภาพต่อผวิหนงั (D'Orazio et al., 2013) 
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การดูดซับโฟตอนของโมเลกุลภายในเซลล์ที่เรียกว่า chromophore และกลไกทางออ้มที่เกิดผ่าน 
photosensitizer  

 

 
การดูดซับโฟตอนจากรังสี  UV โดยตรงของ chromophore ภายในเซลล์ โดยเฉพาะ 

กรดนิวคลีอิค ซ่ึงจดัเป็น chromophore ส าคญัในผิวหนังที่สามารถดูดซับพลังงานโฟตอนในช่วง
ของรังสี UVB ก่อให้เกิด Photoproducts ระหว่างเบส Pyrimidine 2 ตวัที่อยู่ติดกันในสายเดียวกัน 
เรียกว่า Cyclobutane-Pyrimidine Dimer (CPDs) และ (6-4)-Pyrimidine-Pyrimidone photoproduct 
((6-4)-PP) ดงัแสดงในภาพที่ 3 ขณะเดียวกนัทั้งรังสี UVA และ UVB สามารถเปล่ียน (6-4)-PP ไป
เป็น Dewar isomers ไดอ้ยา่งรวดเร็ว และสามารถเปล่ียนกลบัมาเป็น (6-4)-PP ไดอี้กเม่ือสัมผสักบั
รังสี UVB (Pattison และ Davies, 2006) ส่วนกลไกทางออ้มที่เกิดผ่าน photosensitizer จะก่อใหเ้กิด
ความเสียหายผ่าน 2 pathway ที่แตกต่างกนั คือ Type 1 และ Type 2 ดงัแสดงในภาพที่ 4 โดย Type 
1 เป็นกลไกที่เก่ียวขอ้งกบัการลดทอนพลงังานของ excited sensitizer ดว้ยการถ่ายโอนอิเล็กตรอน
ให้กบัสารชีวโมเลกุลอ่ืนโดยตรง ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงระดบัชั้นของพลงังานที่กระตุน้การก่อ
ตวัของ superoxide radicals (O2

. -) และ Type 2 เป็นกลไกที่เก่ียวขอ้งกับการถ่ายโอนพลังงานจาก 
excited sensitizer ไปยงัโมเลกุลของออกซิเจน ซ่ึงจะน าไปสู่การผลิตอนุมูลอิสระในกลุ่ม reactive 
oxygen species (ROS) ส่วนใหญ่ คือ singlet oxygen ที่มีอายุยาวนานและมีความสามารถในการ 
oxidant สูง นอกจากน้ี  ยงัก่อให้เกิด superoxide anion และ hydrogen peroxide (H2O2) ซ่ึง H2O2 

ตารางที่ 1 Chromophore ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ (endogenous chromophores) และทีไ่ดรั้บจาก
ภายนอก (exogenous chromophores) และความยาวคล่ืนที่ดูดซบั (Huang et al., 2009) 
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จดัเป็นอนุมูลอิสระที่มีความเสถียร ไม่ก่อให้เกิดความเสียหาย แต่เม่ือมี metal cation จะท าให้เกิด 
hydroxyl radicals (HO• ) ผา่น Fenton reaction (Fe2+ + H2O2 →Fe3+ + •OH + OH- )  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 (A); การก่อตวัของ cyclobutane-pyrimidine dimer (CPDs) และ (B); (6-4)-pyrimidine-
pyrimidone photoproduct กบั Dewar isomers หลงัการดูดซบัพลงังานจากรังสี UVB (Svobodova et 
al., 2006)  

ภาพที่ 4 กลไกความเสียหายที่ถูกกระตุน้ดว้ย UV และการก่อตวัของ ROS (Sen คือ photosensitizer, 
Sen* คือ Excited photosensitizer, R คือ DNA base/aromatic amino acid (protein) และ Me+ คือ 
metal cation): (A) คือ Type 1, (B) คือ Type 2 (Svobodova et al., 2006) 
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ในผวิหนงัปกติอนุมูลอิสระ ROS จะถูกก าจดัออกอยา่งรวดเร็วดว้ยสารตา้นอนุมูลอิสระทั้ง
ที่เป็นเอนไซม์ (catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), reductase thiredoxin, กลูตาไธโอน 
peroxidase (GPx) และกลูตาไธโอน  reductase) และสารต้านอนุ มูล อิสระที่ ไ ม่ ใช่ เอนไซม ์ 
(วิตามินซี, โทโคฟีรอล, ubiquinol และกลูตาไธโอน (GSH)) อยา่งไรก็ตาม เม่ือผิวหนังสัมผสักับ
รังสี UV จะก่อให้เกิดการผลิตอนุมูลอิสระ ROS ที่มากกว่าสภาวะปกติ ท าให้ประสิทธิภาพการ
ท างานของสารตา้นอนุมูลอิสระลดลง จนเกิดสภาวะเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) ส่งผลให้มี
การท าลายสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ โดยเฉพาะ DNA (ภาพที่ 5) และเพือ่ใหเ้ซลลส์ามารถด ารงอยู่
ไดอ้ยา่งปกติจึงมีการหยดุวงจรชีวิตเซลล์ (cell cycle arrest) เพื่อให้มีเวลาในการซ่อมแซม DNA ที่
ช ารุด (Kadsanit et al., 2011)  

 

 
3.  การหยุดวงจรชีวิตของเซลล์ (cell cycle arrest) 
 การแบ่งตวัของเซลลป์กติจะมี 4 ระยะ คือ (1) G1 phase เป็นระยะที่เซลล์เตรียมพร้อมที่จะ
เข้าสู่การสังเคราะห์ DNA (2) S phase เป็นระยะจ าลอง DNA (3) G2 phase เป็นระยะที่ เซลล์
เตรียมพร้อมเขา้สู่การแบ่งตวั และ (4) M phase เป็นระยะที่เซลล์มีการแบ่งตวั โดยการด าเนินเขา้สู่
ระยะต่างๆ ของวฏัจกัรเซลล์นั้นจะตอ้งอาศยัการท างานของ cyclins กบั cyclin dependent kinases 
(CDKs) ซ่ึงจะมีการจบักันอย่างจ าเพาะในแต่ละระยะ เพื่อให้เซลล์สามารถแบ่งตัวได้ถูกต้อง
ตามล าดบั ในสภาวะที่ DNA เกิดความเสียหาย เซลลจ์ะถูกสัง่ใหห้ยดุการแบ่งตวัอยูใ่นระยะ G1 เพื่อ

ภาพที่ 5 ความเสียหายหลกัของ DNA ที่ถูกเหน่ียวน าดว้ยภาวะเครียดออกซิเดชนัจากรังสี UV: dR 
คือ deoxyribose (Svobodova et al., 2006)  



  9 

ป้องกนัไม่ใหมี้การจ าลอง DNA ที่ผดิปกติ และให้มีกระบวนการซ่อมแซม DNA เกิดขึ้น (Kadsanit 
et al., 2011) โดยโปรตีน p53 และ retinoblastoma (RB) เป็นตวัควบคุมการตอบสนองต่อ DNA ที่
เสียหาย ซ่ึง RB จะส่งเสริมการหยดุวฏัจกัรเซลล์ในระยะ G1 และควบคุมการเขา้สู่ S phase โดยการ
ยบัย ั้ง E2Fs ซ่ึงเป็น transcription factor ส่วน p53 เป็นตัวกลางก่อให้เกิดผลกระทบหลายอย่าง 
รวมทั้ งการหยุดวฎัจักรเซลล์ในระยะ G1, G2 และส่งเสริมการตายแบบ apoptosis นอกจากน้ี 
lncRNAs (long non-coding RNAs) ที่เกิดจาก DNA เสียหายยงัควบคุมการแสดงออกของ cyclins-
CDKs, CKIs, pRB, E2F และ p53 ที่เก่ียวขอ้งกบัการควบคุมวฏัจกัรเซลลด์ว้ย (ภาพที่ 6) 
 

 
4.  การซ่อมแซม DNA (DNA repair) 

หลงัจากเซลลถู์กสั่งให้หยดุการแบ่งตวั กระบวนการซ่อมแซม DNA ที่เสียหายก็จะเร่ิมขึ้น 
โดยความเสียหายของ DNA ภายในเซลล์จากการรับรังสี UV มี 2 รูปแบบหลกั คือ การเหน่ียวน าให้
เกิด Pyrimidine dimer ที่ท  าให้สาย DNA มีการบิดเกลียว และการกระตุน้ให้เกิด ROS ที่มีความไว
ต่อการเข้าท าปฏิกิริยากับเบสของ DNA ท าให้เบสเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงความเสียหายที่ เกิดขึ้ น
สามารถซ่อมแซมได้โดยอาศยักระบวนการซ่อมแซม DNA ภายในเซลล์ ที่เรียกว่า Base excision 
repair (BER) และ Nucleotide excision repair (NER) เพือ่ใหเ้ซลลส์ามารถด ารงอยูไ่ดอ้ยา่งปกติ 
 4.1 Base excision repair (BER) เป็นการซ่อมแซมโดยการตัดออกของเบส ซ่ึงเบสของ 
DNA ที่เสียหายจะถูกจดจ าต  าแหน่งและตดัออกด้วยเอนไซม์ DNA glycosylase ซ่ึงท าหน้าที่สลาย

ภาพที่ 6 ความสมัพนัธร์ะหวา่ง DNA damage กบั Cell cycle (Subramanian et al., 2013) 
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พนัธะไกลโคไซด์ที่ยึดระหว่างเบสและโมเลกุลของน ้ าตาล จากนั้นต าแหน่งที่เบสหายไปจะถูก
ซ่อมแซมโดยกระบวนการการเติมเบสเพิม่เขา้มา และเช่ือมต่อสาย DNA ดว้ยเอ็นไซม ์DNA ligase  

4.2 Nucleotide excision repair (NER) เป็นการซ่อมแซมโดยการตดัออกของนิวคลีโอไทด์
ซ่ึงจะประกอบไปดว้ย 5 ขั้นตอนหลกั คือ (1) จดจ าต  าแหน่ง DNA ที่ผิดพลาดหรือเสียหาย (2) แยก 
DNA สายคู่ที่ผิดพลาดออกเป็น DNA สายเด่ียว (3) ตัด DNA สายเด่ียวที่ มีล าดับผิดพลาด (4) 
สงัเคราะห์นิวคลีโอไทดใ์หม่ที่ถูกตอ้ง และ (5) เช่ือมต่อช้ินส่วน DNA ใหเ้ป็นสายเดียวกนั  
 

  
 
 
 
 
 
 
 

อยา่งไรก็ตาม จากการศึกษาพบว่าความเสียหายของ DNA ที่ไม่ถูกก าจดัจะกระตุน้การ
ท างานของเอนไซม์อีกกลุ่มที่ ช่ือว่า Translesion synthesis DNA polymerase (TLS polymerase) 
เอนไซมก์ลุ่มน้ีสามารถสงัเคราะห์ DNA ผา่น DNA ที่เสียหายแบบไม่มีความจ าเพาะ จึงมีโอกาสเติม
เบสผิดพลาด ส่งผลให้เกิดการกลายพนัธุ์ และยงัพบอีกว่า TLS polymerase มีโอกาสเติมเบสผิด
มากกวา่ DNA polymerase ถึง 1,000 เท่า (ปิยะ เตม็วริินะนุกุล, 2557) ดงันั้น โปรแกรมการตายของ
เซลล์ จึงมีความส าคัญในการก าจัดเซลล์ที่  DNA เสียหาย เพื่อป้องกันการเกิดเซลล์ที่ มีสาร
พนัธุกรรมผดิปกติและมีการสะสมความผดิปกตินั้นจนพฒันาเป็นมะเร็ง  
 

ตารางที่ 2 กระบวนการซ่อมแซมความเสียหายของ DNA แบบต่างๆ ที่เกิดขึ้นในเซลลส์ตัวเ์ล้ียงลูก
ดว้ยนม (ปิยะ เตม็วริินะนุกุล, 2557) 
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5.  โปรแกรมการตายของเซลล์ (Programmed cell death/ apoptosis)  
โปรแกรมการตายของเซลล์ หรือ apoptosis เป็นการตายรูปแบบหน่ึงที่ถูกควบคุมโดยยนี 

เพื่อพัฒนาและรักษาสมดุลของส่ิงมีชีวิตหลายเซลล์ โดยเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis จะมีการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะที่ส าคญั คือ เซลลจ์ะหดตวั (cell shrinks) และโครมาติดอดักนัแน่น (pyknosis) 
DNA ถูกย่อยเป็น ช้ินเล็กๆ ส่วนของ nuclear membrane และ plasma membrane เกิดการบวม
(blebbing) แล ะ ห่ อ หุ้ ม ช้ิน ส่ วน  DNA เรี ยก ว่ า  apoptotic bodies ซ่ึ งจะ ถู กก าจัดด้ว ย เซ ล ล ์
macrophages ในระบบภูมิคุม้กนั จึงไม่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อเซลล์ขา้งเคียง การตรวจ apoptosis 
โดยทัว่ไปนิยมใชส้ารเรืองแสงเพื่อตรวจรูปสัณฐานของเซลล์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ดว้ยคุณสมบติั
ที่แตกต่างกนัของสารเรืองแสง (ตารางที่ 3) จึงจ าแนกการตายของเซลล์ไดจ้ากลกัษณะการยอ้มติดสี 
DNA หรือ RNA ที่ต่างกนั โดยปกติเซลล์มีชีวิตจะไม่ยอมให้สารเรืองแสงแพร่ผ่านเยือ่หุ้มเซลล์จึง
ไม่ติดสียอ้ม หรือติดสีอ่อน เวน้แต่หากมีการยอ้มนานเกินไป (Studzinski, 1999)  

 
จากการศึกษาพบว่า Hoechst 33258 เป็นหน่ึงในสารเรืองแสงที่นิยมใช้ตรวจ apoptosis 

เน่ืองจากไม่สามารถซึมผ่านเมมเบรนของเซลล์ที่มีชีวิต แต่สามารถซึมผ่านเซลล์ที่ตายทั้งแบบ 
apoptosis และ necrosis แลว้ยอ้มติดสีของ nucleic acid โดยเขา้จบับริเวณ AT rich ของ dsDNA เกิด
เป็นสีฟ้าเรืองแสงในลกัษณะที่แตกต่างกนั ส าหรับเซลลมี์ชีวติจะไม่ติดสี หรืออาจติดสีฟ้าอ่อนหาก
ใชร้ะยะเวลาในการยอ้มนานเกินไป ส่วนเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis จะสังเกตพบลกัษณะการขด
แน่นของโครโมโซม และช้ินส่วนการแตกหักของ DNA ไดช้ดัเจนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง 
ขณะเดียวกนัจะสังเกตพบเซลล์ที่มีช้ินส่วนของโครมาตินที่แตกหกัและมีขนาดแตกต่างกนักระจาย
อยูภ่ายในไซโตพลาสซึม โดยที่เซลล์ยงัคงเกาะติดอยูก่บัพื้นผิว ซ่ึงแสดงถึงลกัษณะของเซลล์ที่ตาย
แบบ necrosis (Rello et al., 2005) อย่างไรก็ตาม  การตรวจวัด apoptosis จ  าเป็นต้องค านึงถึง

ตารางที่ 3 ชนิดและคุณสมบติัของสารเรืองแสงในการแพร่ผา่นเยือ่หุม้และการยอ้มติดนิวเคลียสของ
เซลล ์(ปกป้อง ประยงค ์et al., 2007) 
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ระยะเวลาที่เหมาะสม เพือ่ให้ไดข้อ้มูลที่ถูกตอ้ง ซ่ึงโดยทัว่ไปเซลลเ์พาะเล้ียงที่ไดรั้บการกระตุน้ จะ
เขา้สู่กระบวนการตายแบบ apoptosis ภายใน 5 - 10 ชัว่โมง (Sundquist et al., 2006)  

 
6. การตรวจสอบความเสียหายของ DNA ภายในเซลล์ 
 แมว้่าการซ่อมแซม DNA และการเกิด apoptosis จะเป็นกลไกที่ช่วยป้องกนัการเกิดเซลล์
ผดิปกติเน่ืองจาก DNA เสียหายในส่ิงมีชีวิต แต่ในขณะเดียวกนัหากเซลล์ที่มี DNA เสียหาย ไม่ได้
รับการซ่อมแซม หรือไดรั้บการซ่อมแซมแบบผิดปกติ รอดจากโปรแกรมการตายแบบ apoptosis 
และมีการเจริญเพิม่จ  านวนแลว้ถ่ายทอดความผดิปกตินั้นไปยงัเซลล์รุ่นลูก ก่อให้เกิดการสะสมของ
เซลลท์ี่ผดิปกติจนพฒันาเป็นมะเร็งได ้ดงันั้น การประเมินความเสียหายของ DNA ในระดบัเซลลลู์ก
จึงมีความส าคัญต่อการพิจารณาความเส่ียงการเกิดมะเร็งจากรังสี UV ซ่ึงโดยทั่วไปนิยมใช้วิธี 
Comet assay และวิธี  Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay (CBMN) ในการตรวจสอบการ
แตกหกัของ DNA  
 

 

 
Comet Assay เป็นเทคนิคที่ใชว้ดัการขาดของสาย DNA ที่อยูใ่นโครโมโซม ดว้ยการหล่อ

เซลล์ที่ ศึกษาเข้าไว้ใน  agarose จากนั้ นท าให้ เซลล์แตกด้วยสารละลายด่าง แล้วน าไปท า 
electrophoresis จะสงัเกตเห็น DNA ที่ขาดเป็นช้ินเล็กๆ เคล่ือนที่ออกมาจากเซลล ์เม่ือยอ้มสีแลว้ จะ
เห็นเป็นหางยาวช้ีไปทางขั้วบวก ถา้หางยิง่ยาวและใหญ่ แปลวา่ยิง่มีความเสียหายของ DNA มาก ซ่ึง
วธีิน้ีอาจไม่สะทอ้นความเสียหายของ DNA ในระดบัเซลลลู์ก เพื่อประเมินความเส่ียงการเกิดมะเร็ง
ได้ดีเท่าวิธี Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay ที่ตรวจสอบการแตกหักของ DNA หรือ
โครโมโซมด้วยการตรวจไมโครนิวเคลียส เน่ืองจากไมโครนิวเคลียสเป็นนิวเคลียสขนาดเล็กที่
เกิดขึ้นในระยะเมทาเฟส (metaphase) ถึงระยะแอนาเฟส (anaphase) เป็นผลจากการแตกหักของ

ภาพที่ 7 ลกัษณะการเกิด Micronucleated binucleated cell (Aardema และ Kirsch-Volders, 2001) 
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โครโมโซม ซ่ึงเกิดในเซลล์ที่ก  าลังแบ่งตวั และสามารถตรวจพบไดใ้น binucleated cell โดยอาศยั
การยบัย ั้งกระบวนการ cytokinesis ดว้ย Cytochalasin B (Cyt-B) ส่งผลให้เซลล์ที่อยูใ่นวฎัจกัรเซลล์
และผา่นการจ าลอง DNA มาแลว้มี 2 นิวเคลียส ใน 1 เซลล ์(ภาพที่ 7) ซ่ึงมีหลกัเกณฑใ์นการจ าแนก 
คือ micronuclei ตอ้งมีขนาดระหว่าง 1/3-1/9 ของขนาดนิวเคลียสหลกัของเซลล์ และตอ้งไม่เช่ือม
กบันิวเคลียสหลกั แต่อาจเกิดการสัมผสักบันิวเคลียสหลกัไดโ้ดยไม่เกิด overlap และตอ้งติดสียอ้ม
ในระดบัที่มีความเขม้ระดบัเดียวกบันิวเคลียสหลกั (Fenech, 2000) แลว้แปรผลเป็นจ านวนเซลล์ที่
เกิดไมโครนิวเคลียสต่อ 1000 binucleated cell นอกจากน้ี การค านวณค่า NDI และ Fold ยงัช่วยใน
การประเมินผลอีกดว้ย โดยค่า NDI หรือ Nuclear Division Index เป็นค่าบ่งบอกการเพิม่จ  านวนของ
เซลล์ในระหว่างการเกิด cytokinesis-block หากค่า NDI เป็น 1 แสดงว่า เซลล์ไม่เกิดการแบ่งตวัใน
ระหวา่งการเกิด cytokinesis-block จึงพบเซลลจ์  านวนมากเป็น 1 นิวเคลียส ส่วนค่า Fold จะบ่งบอก
ความเส่ียงในการถ่ายทอด DNA ที่เสียหายไปสู่เซลลรุ่์นลูก 
 
7.  มะเร็งผิวหนัง 
 แสงแดดเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์วิตามิน D ในผิวหนัง แต่รังสี UV จาก
แสงแดดอาจเป็นอนัตราย เน่ืองจากการสัมผสักบัรังสี UV มากเกินไปท าให้เกิดมะเร็งผิวหนังและ
ผลกระทบต่อสุขภาพดา้นอ่ืนๆ โดยรังสี UV ก่อให้เกิดมะเร็งผิวหนังที่ส าคญั 3 ชนิด คือ basal cell 
carcinoma, squamous cell carcinoma และ cutaneous malignant melanoma (Balk et al., 2011)  
 7.1 Basal cell carcinoma เป็นมะเร็งผวิหนังในกลุ่ม non-melanoma skin cancer มีจุดเร่ิมตน้
อยู่ในผิวหนังชั้น basal cell layer มักเกิดขึ้นกับคนผิวขาวและเกิดในบริเวณที่สัมผสักับแสงแดด
บ่อยๆ โดยเฉพาะใบหนา้  

7.2 Squamous cell carcinoma เป็นมะเร็งผิวหนั งอีกชนิดหน่ึ งที่ จัดอยู่ในก ลุ่ม  non-
melanoma skin cancer มีจุดเร่ิมตน้อยูใ่นผิวหนังชั้น squamous cell layer ซ่ึงมกัพบในคนที่มีผิวคล ้ า 
มะเร็งชนิดน้ีจะเกิดขึ้นในบริเวณที่ไม่ไดส้มัผสักบัแสงแดดโดยตรง เช่น ขา หรือ เทา้ อยา่งไรก็ตาม 
ในคนผิวขาวที่ตอ้งสัมผสักับแสงแดดบ่อยๆ อาจพบมะเร็งชนิดน้ีเกิดขึ้นบริเวณศีรษะ ใบหน้า หู 
และล าคอ ไดเ้ช่นกนั 

7.3 Cutaneous malignant melanoma เป็นมะเร็งผิวหนังในกลุ่ม melanoma skin cancer เกิด
จากเซลล์ melanocytes หรือเซลล์สร้างเม็ดสี ซ่ึงอาจเกิดขึ้นบริเวณใดก็ได้ โดยในเพศชายมักพบ
บริเวณศีรษะ ล าคอ หรือระหว่างไหล่กบัสะโพก ส่วนในเพศหญิงมกัพบบริเวณขาส่วนล่าง หรือ
ระหวา่งไหล่กบัสะโพก  
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มะเร็งผิวหนังต่างจากไฝ เพราะมะเร็งผิวหนังสามารถแพร่กระจายไปยงัเน้ือเยื่อปกติ
ข้างเคียงได้ และสามารถแพร่กระจายได้ทั่วร่างกาย โดยเฉพาะชนิด melanoma ซ่ึงมีโอกาส
แพร่กระจายไปยงัส่วนต่างๆ ของร่างกายไดม้ากที่สุด รองลงมาคือ Squamous cell carcinoma ส่วน 
Basal cell carcinoma นั้ นมีโอกาสแพร่กระจายน้อยมาก (U.S. Department of Health  and Human 
Services, 2010) อย่างไรก็ตาม สถาบนัมะเร็งแห่งชาติระบุว่าในประเทศไทยพบมะเร็งผิวหนังได้
น้อย ประมาณร้อยละ 5 ของมะเร็งทั้งหมด ซ่ึงมกัพบในผูท้ี่มีอายมุากกว่า 40 ปี และพบในเพศชาย
มากกว่าเพศหญิง โดยปัจจยัที่มีอิทธิพลต่อความเส่ียงเกิดมะเร็งผิวหนงัเป็นอยา่งมาก คือ โครงสร้าง
ของเม็ดสีในชั้นผวิหนงัและการสมัผสักบัรังสี UV 
 
8.  แนวทางการป้องกนั 

รังสี UVA และ UVB เป็นสาเหตุหลักที่ชักน าให้เกิดมะเร็งผิวหนังชนิดต่างๆ ด้วยการ
ท าลาย DNA ผ่านกลไกที่แตกต่างกนั โดยรังสี UVB สามารถเขา้ท าลาย DNA ได้โดยตรง ขณะที่
รังสี UVA สามารถเขา้ท าลาย DNA ทางอ้อมผ่านการก่อให้เกิดอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น แม้ว่าไม่มี
ค  าอธิบายกลไกการเกิดที่ชดัเจนแต่มีงานวจิยัระบุวา่ ผวิหนังที่สมัผสักบัรังสี UVA เก่ียวขอ้งกบัการ
ผลิตอนุมูลอิสระ ROS ซ่ึงอาจเป็นขั้นแรกของความเสียหายต่างๆ ที่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA (Darr 
และ Fridovich, 1994) ดงันั้น การพฒันากลยทุธ์ที่มีประสิทธิภาพตา้นอนุมูลอิสระสูงจึงมีบทบาท
ส าคญัต่อการป้องกันความเสียหายของ DNA ที่เป็นผลมาจากรังสี UVA ซ่ึงอาจน าไปสู่การกลาย
พนัธุเ์ป็นมะเร็งได ้ 

รูปแบบหลกัส าหรับการป้องกนัแสงแดดที่คนทัว่ไปนิยมใชใ้นปัจจุบนั คือ การทาครีมกนั
แดด เน่ืองจากครีมกันแดดช่วยลดความเขม้ของรังสี UV ที่มีผลกระทบต่อผิวชั้นหนังก าพร้า จึง
ป้องกันการเกิดผื่นแดงและผิวไหม้จากแสงแดด ซ่ึงสารกันแดดที่ได้รับการอนุมัติจากองค์การ
อาหารและยาส่วนใหญ่เป็นสารอินทรียท์ี่ดูดซับรังสีในช่วง UVB  (ตารางที่ 4) จึงจ าเป็นตอ้งผสม
สารเคมี คือ Titanium dioxide และ Zinc oxide เพื่อเพิ่มความสามารถในการดูดซับรังสี UVA ดว้ย 
(Balk et al., 2011) และเน่ืองจากสารกันแดดสามารถออกฤทธ์ิได้หลายวิธี คือ (1) สามารถดูดซับ
แสงหรือกรองแสง UV ไวใ้นผิวชั้นหนังก าพร้าโดยเฉพาะชั้นขี้ ไคลที่อยูบ่นสุดของผิวหนัง เพื่อ
ไม่ให้แสงผ่านเขา้ไปในชั้นหนังก าพร้าและหนังแท ้(2) ท  าให้แสงแดดกระจดักระจายไม่เป็นแนว
เดียวกัน (3) สารกันแดดชนิดเคลือบผิวสามารถสะทอ้นแสงออกไปได้ และ (4) สามารถท าลาย
อนุมูลอิสระที่เป็นอนัตรายต่อเซลล์ที่เกิดขึ้นในผิวหนังเม่ือโดนแสงแดด  จึงส่งผลให้เกิดการวิจยั
เพือ่ปรับปรุงและพฒันาผลิตภณัฑก์นัแดดอยา่งต่อเน่ือง ปัจจุบนังานวจิยัส่วนใหญ่มุ่งเนน้ศึกษาสาร
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องคป์ระกอบจากธรรมชาติที่มีคุณสมบตัิตา้นอนุมูลอิสระสูง เพือ่พฒันากลยทุธท์ี่มีประสิทธิภาพใน
การป้องกนัผลกระทบจากแสงแดด โดยเฉพาะรังสี UVA  
 

  
จากการศึกษาพบวา่สารประกอบในกลุ่มโพลีฟีนอล โดยเฉพาะฟีนอลิค และฟลาโวนอยด ์

เป็นสารที่มีประสิทธิภาพตา้นอนุมูลอิสระสูง มกัพบในพืช ผกั และผลไมห้ลากหลายชนิด (ตารางที่ 
5) สามารถป้องกันความเสียหายของ DNA จากการก่อตวัของอนุมูลอิสระ ROS ป้องกันมะเร็ง
ผวิหนงัที่ถูกเหน่ียวน าดว้ยรังสี UVA/B ช่วยปรับสมดุลของวฏัจกัรเซลล ์กระตุน้การซ่อมแซม DNA 
โดยเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการซ่อมแซม DNA ช่วยลดระดับการผลิต 
ROS และการเกิด lipid peroxidation อีกทั้งช่วยลดการเกิด apoptosis ในเซลล์ที่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี 
UVA (Choi et al., 2002; Jaszewska et al., 2013; Ramos et al., 2010; Rossella และ  Laura, 2014; 
Silva et al., 2008; Slamenova et al., 2002; Svobodova et al., 2006) ด้วยคุณสมบัติข้างต้น จึงเป็น

ตารางที่ 4 สารกนัแดดที่ไดรั้บอนุมติัจากองคก์ารอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (Balk et al., 
2011) 
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ทางเลือกที่น่าสนในการน าพืชที่มีสารประกอบโพลีฟีนอลมาใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบส าหรับการผลิต
ผลิตภณัฑก์นัแดดหรือเคร่ืองส าอางที่ช่วยปกป้องผิวจากแสงแดด เพื่อลดปัจจยัเส่ียงที่จะก่อให้เกิด
มะเร็งผวิหนงัตามมา  

 
งานวิจยัน้ีเลือกศึกษาสารสกดัจากร าขา้ว ที่เป็นของเสียจากกระบวนการสีขา้วซ่ึงประกอบ

ไปดว้ยส่วนของเยือ่หุ้มเมล็ด และคพัภะ หรือ จมูกขา้ว โดยร าขา้วสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ชนิด 
คือ ร าหยาบ ที่ไดจ้ากการขดัสีขา้วกลอ้ง และร าละเอียด ที่ไดจ้ากการขดัขาวหรือขดัมนั ร าขา้วอุดม
ไปดว้ยคุณค่าทางโภชนาการที่หลากหลาย ทั้งโปรตีน ไขมนั เกลือแร่ และวติามิน ส่วนของวติามิน
ที่พบมากในร าขา้ว คือ วิตามินบี และโทโคฟีรอล (Luh et al., 1991) อีกทั้งมีสารประกอบที่ออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพ  ได้แ ก่  แกมมาออริซานอล  โทโคฟีรอล  โทโคไตรอีนอล โพลิ ฟีนอล  
ไฟโตสเตอรอล และแคโรทีนอยด์ ซ่ึงจะท างานร่วมกันเพื่อส่งเสริมสุขภาพที่ดี (Rohman et al., 
2014) โดยสารเหล่าน้ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั จึงสามารถช่วยลดอนุมูลอิสระในร่างกายที่เป็นสาเหตุ
การเกิดโรคเร้ือรังหลายชนิด เช่น โรคหลอดเลือด โรคเบาหวาน และโรคมะเร็ง ปัจจุบนัมีการน าร า
ขา้วมาประยุกต์เพื่อใชป้ระโยชน์ในหลายๆ ด้าน ทั้งผสมในอาหารสัตว ์ท าเป็นอาหารเสริม หรือ
สกดัเป็นน ้ ามนัร าขา้วส าหรับใชใ้นทางเภสชักรรม นอกจากน้ียงัพบวา่มีการน าสารสกดัจากขา้วไป
ใชใ้นการผลิตเคร่ืองส าอางตา้นร้ิวรอย และผลิตภณัฑดู์แลตวัเอง หรือ personal care ซ่ึงมีรายงานว่า  
ออริซานอลในขา้วสามารถป้องกันผลของ lipid peroxidation ที่เกิดจากรังสี UV ได้ ส่วน ferulic 
acid สามารถป้องกันการเกิดร้ิวรอยของผิวหนัง และ โทโคไตรอีนอล สามารถรักษาระดับของ
อนุมูลอิสระในผิวหนัง รวมทั้งป้องกนัและซ่อมแซมความเสียหายของผิวหนังหลงัการสัมผสักับ
รังสี UV ได ้(Nagendra Prasad et al., 2011) นอกจากน้ี การศึกษาสารองคป์ระกอบหลกัในร าขา้วที่

ตารางที่ 5 สารโพลีฟีนอลในอาหาร (Etcheverry et al., 2012) 
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มีสี 4 สายพนัธุ์ ได้แก่ ก ่าดอยสะเก็ด หอมแดง หอมกุหลาบแดง และหอมด าสุโขทยั 2 ด้วยการ
วิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิคทั้ งหมด และปริมาณฟลาโวนอยด์ พบว่าร าข้าวพันธุ์หอมแดงมี
ปริมาณฟีนอลิคทั้งหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุด รองลงมา คือ หอมกุหลาบแดง ก ่าดอย
สะเก็ด และหอมด าสุโขทยั 2 ตามล าดบั ส่งผลให้สารสกดัร าขา้วพนัธุห์อมแดงมีความสามารถตา้น
อนุมูลอิสระสูงสุดจากการตรวจสอบดว้ยวิธี DPPH และ ABTS assay (กิตติมา บุตรจนัทร์, 2557) 
ดงันั้น การศึกษาประสิทธิภาพการป้องกนัการเกิดมะเร็งผวิหนังจากรังสี UVA ของสารสกดัร าขา้วที่
มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกัน อาจให้ขอ้มูลที่เป็นประโยชน์ส าหรับการพฒันา
ผลิตภณัฑก์นัแดด เคร่ืองส าอาง หรือโลชนั เพือ่ปกป้องผวิจากแสงแดด และลดปัจจยัเส่ียงเกิดมะเร็ง
ผิวหนังจากรังสี UVA อีกทั้ งช่วยเพิ่มมูลค่าให้กับวสัดุเหลือทิ้งจากภาคการเกษตร และเป็นการ
สนบัสนุนและสร้างช่ือเสียงใหก้บัผลิตภณัฑจ์ากขา้วไทย 
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บทที ่3 
อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
1.  เคร่ืองมืออปุกรณ์และสารเคม ี 

1.1 เคร่ืองมือ  
1.1.1 กลอ้งจุลทรรศน์ (Light microscope, Oympus)  
1.1.2 กลอ้งจุลทรรศน์ รุ่น BX51/BX52 (Oympus)  
1.1.3 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต  าแหน่ง (Balance Sartorius, Precisa)  
1.1.4 เคร่ืองน่ึงความดนัไอ (Autoclave, Tommy)  
1.1.5 เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuge, Universal 32R HeHich CENTRIFUGEN)  
1.1.6 เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer, TECHNE)  
1.1.7 เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH Meter, Ultra basic)  
1.1.8 เคร่ืองอบความร้อนแหง้ (Hot air oven, Binder)  
1.1.9 ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 ºC (Deep freezer, Electrolux)  
1.1.10 ตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิและคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 Incubator, NuAire)  
1.1.11 ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow Class II, NuAire)  
1.1.12 อ่างนา้ควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, SPC group digital heat)  
1.1.13 Autometic pipette ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 µl (Gilson)  
1.1.14 Hemocytometer (Levy Ultra Plane)  
1.1.15 Microcentrifuge (Eppendorf)  
1.1.16 Micro plate reader (TECAN AUSTRIA GmbH)  
1.1.17 Multichannel pipette (Biopette)  
1.1.18 Spectrophotometer (ThermoSpectronic)  

1.2 วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองแกว้  
1.2.1 ขวด Duran Schott  
1.2.2 ชุดกรองอาหาร Corning  
1.2.3 เขม็และหลอดฉีดยา Nipro  
1.2.4 ตวักรองขนาด 0.22 µm Corning  
1.2.5 ปิเปตและบีกเกอร์ขนาดต่างๆ Pyrex  
1.2.6 หลอดป่ันเหวีย่งขนาด 15 ml Corning  
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1.2.7 Cover slip Menzel  
1.2.8 Petri dishes ขนาด 50 mm Anumbra  
1.2.9 Tissue culture flask ขนาด 25 และ 75 cm2 Corning  
1.2.10 96 well cell culture plate Corning  
1.2.11 96 well EIA/RIA plate Nunc  

1.3 สารเคมี  
1.3.1 Aluminium chloride (AlCl3) Sigma  
1.3.2 Absolute ethanol ACL labscan  
1.3.3 Absolute methanol ACL labscan  
1.3.4 ABTS [2, 2’-Azino-bis Sigma (3-ethylbenzothizoline-6-sulfonic acid)]  
1.3.5 Acetic acid ACL labscan  
1.3.6 Cytochalasin B (Cyt-B) Sigma  
1.3.7 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Amresco 
1.3.8 Dulbecco Minimum essential Medium (DMEM) Gibco 
1.3.9 DPPH (2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) Sigma 
1.3.10 Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid (EDTA) Sigma 
1.3.11 Fetal bovine serum (FBS) Hyclone 
1.3.12 Gallic acid Sigma 
1.3.13 Giemsa Merck 
1.3.14 Hoechst 33258 Sigma 
1.3.15 Hydrogen peroxide (H2O2) Merck 
1.3.16 Phosphate buffer saline (PBS) Sigma 
1.3.17 Trypsin powder Gibco 
1.3.18 Trypan blue Fluka 
1.3.19 MTT [4, 5-dimethyl (thiazol-2-yl)-3, 5-diphenyl] Invitrogen tetrazolium   
           bromide  
1.3.20 Sodium pyruvate Gibco 
1.3.21 Sodium acetate buffer Fluka 
1.3.22 Sodium hydroxide (NaOH) Fluka 
1.3.23 α-tocopherol Sigma 
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1.3.24 Potassium persulfate (K2S2O8) Fluka 
 
2.  เซลล์ทีใ่ช้ในงานวิจัยและการเพาะเลีย้ง  

A375 (Human skin malignant melanoma cell line) เป็นเซลล์ผิวหนัง ซ่ึงมีลักษณะเป็น
Adherent cell line ดังแสดงในภาพที่  8 เล้ี ยงในอาหาร Dulbecco Minimum essential Medium 
(DMEM) ที่เสริมด้วย 10% Fetal bovine serum (FBS) และ 1 mM Pyruvate ถ่ายเล้ียงสัปดาห์ละ 1 
คร้ัง อตัราการถ่ายเล้ียง 1:5  

 

 
3.  ตัวอย่างทีใ่ช้ในงานวิจัย  

สารสกัดร าข้าวที่ใช้ในการทดสอบได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัท เอส แอนด์ เจ 
อินเตอร์ เนชั่นแนล เอนเตอร์ไพรส์ จ  ากัด (มหาชน) ในรูปสารละลาย จ านวน 2 ตวัอย่าง ได้แก่  
สารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ด และสารสกดัร าขา้วหอมแดง   
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 ลกัษณะการเกาะแผข่องเซลล ์A375 (ก าลงัขยาย 10X) 

ภาพที่ 9 ลกัษณะสารสกดัร าขา้วทั้ง 2 สายพนัธุ์ 
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4.  ระเบียบวิธีวิจัย 
4.1 การทดสอบความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) 

 4.1.1 DPPH assay (DPPH radical scavenging assay) 
ผสมสารละลาย DPPH : Sample/Standard (Ascorbic acid) ในอัตราส่วน 180 µl : 

20 µl ใน 96 well plate ตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิห้องในที่มืดนาน 30 นาที วดัสีดว้ย Micro plate reader ที่
ความยาวคล่ืน 517 nm ค านวณหา % DPPH inhibition จากสมการ 
 

               %inhibition =   
100

alone sample







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เม่ือ A control  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัควบคุม 
 A sample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งในปฏิกิริยา 
 A sample alone คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 
น าค่า % inhibition ที่ไดจ้ากการค านวณไปสร้างกราฟโดยก าหนดให ้% inhibition  

เป็นแกน Y และความเขม้ขน้ของสารทดสอบ (mg/ml) เป็นแกน X เพือ่หาค่า Effective 
concentration 50 (EC50) ซ่ึงเป็นค่าแสดงถึงความเขม้ขน้ของสารทดสอบที่ท  าให ้DPPH• ลดลง 50 % 

4.1.2 ABTS assay (ABTS radical cationdecolorization assay) 
ผสมสารละลาย ABTS•+ reagent: Sample/Standard (α-tocopherol) ในอัตราส่วน 

490 µl : 10 µl ผสมใหเ้ขา้กนัในที่มืดและบ่มที่อุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคล่ืน 734 nm ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ค  านวณหา % inhibition  จากสมการ 
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เม่ือ A control  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัควบคุม 
 A sample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งในปฏิกิริยา 
 A sample alone คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
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น าค่า % inhibition ที่ไดจ้ากการค านวณไปสร้างกราฟโดยก าหนดให ้% inhibition  
เป็นแกน Y และ ความเขม้ขน้ของสารทดสอบ (mg/ml) เป็นแกน X เพือ่หาค่า Effective 
concentration 50 (EC50) ซ่ึงเป็นค่าแสดงความเขม้ขน้ของสารทดสอบที่ท  าให ้ABTS•+ ลดลง 50 %  

 4.1.3 FRAP assay (ferric reducing antioxidant power assay) 
ผสมสารละลาย FRAP reagent: Sample/Standard (Trolox) ในอตัราส่วน 180 µl: 

20 µl ผสมใหเ้ขา้กนัในที่มืดและบ่มที่อุณหภูมิหอ้งนาน 8 นาที วดัสีดว้ย Micro plate reader ที่ความ
ยาวคล่ืน 593 nm น าค่าที่ไดเ้ทียบกบัความสามารถในการเป็นตวัรีดิวซ์ของสารมาตรฐาน Trolox 
และรายงานผลในหน่วย µg Trolox/mg sample 

 4.2 การวดัปริมาณความมีชีวติของเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ทั้งในสภาวะก่อนและ
หลงัรับสารสกดัร าขา้วที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ดว้ยวิธี MTT assay และ Neutral red uptake assay 
(NR assay) 

 4.2.1 การศึกษาระดบัความเข้มของรังสี UVA ต่อความมีชีวิตของเซลล์ 
 เตรียมเซลล์ A375 ให้มีความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.8 × 105 cell/ml ใน 24 well plate 

บ่มเล้ียงที่ตู ้บ่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 24 ชั่วโมง น าไปฉายด้วยรังสี UVA ที่
ระดบัความเขม้ 5-40 J/cm2 โดยใชส้ภาวะการฉายรังสีภายใตส้ารละลาย PBS จากนั้นเปล่ียนอาหาร
ใหม่แลว้บ่มเล้ียงต่อที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง แลว้
วดัความมีชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay และ Neutral red uptake assay ส าหรับวิธี MTT assay ท า
โดยการเติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 300 µl/well   แล้วบ่มในตู้บ่ม
บรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ  37 ºC นาน 4 ชั่วโมง (บ่มในที่ มืด) เม่ือครบ 4 ชั่วโมง ให้ดูด
สารละลายออกจนหมด แลว้ละลายผลึก Formazan ดว้ย DMSO ปริมาตร 500 µl/well    แลว้น าไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 nm  ดว้ยเคร่ือง Micro plate reader   ส่วนวธีิ Neutral red 
uptake assay ท าโดยการดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออก แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จากนั้ นเติม
สารละลาย NR ความเขม้ขน้ 50 µg/ml ปริมาตร 300 µl/well แล้วบ่มในตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  
อุณหภูมิ 37 ºC นาน 4 ชัว่โมง (บ่มในที่มืด) เม่ือครบ 4 ชัว่โมง ให้ดูดสารละลาย NR ออกจนหมด 
จากนั้ นล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS อีกคร้ัง ก่อนเติมสารละลายกรดปริมาตร 500 µl/well แล้ว
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 nm  ด้วยเคร่ือง Micro plate reader จากนั้ นน า
ขอ้มูลของทั้ง 2 วธีิมาวเิคราะห์ค่าทางสถิติ เพือ่ค  านวณ % viability และหาค่า IC50 จากสมการ 
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% viability = ( 
𝑂𝐷𝑡𝑒𝑠𝑡𝑠

𝑂𝐷𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 ) × 100 

 
เม่ือ OD tests  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 OD control  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัควบคุม 

 
 4.2.2 การวดัปริมาณความมีชีวิตของเซลล์ทีไ่ด้รับสารสกัดร าข้าวที่ระดบัความ

เข้มข้นต่างๆ ก่อนถกูกระตุ้นด้วยรังสี UVA  
  เตรียมเซลล ์A375 ใหมี้ความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.8 × 105 cell/ml ใน 24 well plate 
บ่มเล้ียงที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารสกดัร าขา้ว
เขม้ขน้ 2.5 – 10 mg/ml บ่มต่ออีก 2 ชัว่โมง แลว้จึงลา้งเซลลด์ว้ย PBS และน าไปฉายดว้ยรังสี UVA 
ที่ระดบัความเขม้ 12 J/cm2 ภายใตส้ารละลาย PBS หลงัส้ินสุดการฉายรังสีใหดู้ดสารละลาย PBS 
ออก แลว้เติมอาหารใหม่ปริมาตร 1 ml/well บ่มเล้ียงต่อทีตู่บ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  
นาน 6 ชัว่โมง แลว้วดัความมีชีวติของเซลลด์ว้ยวิธี MTT assay และ Neutral red uptake assay 

 4.2.3 การวดัปริมาณความมีชีวิตของเซลล์ทีไ่ด้รับสารสกัดร าข้าวที่ระดบัความ
เข้มข้นต่างๆ หลงัจากถกูกระตุ้นด้วยรังสี UVA 

 เตรียมเซลล ์A375 ใหมี้ความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.8 × 105 cell/ml ใน 24 well plate 
บ่มเล้ียงที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์
ออก แลว้ลา้งเซลลด์ว้ย PBS และน าไปฉายดว้ยรังสี UVA ที่ระดบัความเขม้ 12 J/cm2 ภายใต้
สารละลาย PBS หลงัส้ินสุดการฉายรังสีใหดู้ดสารละลาย PBS ออก แลว้เติมอาหารที่มีสารสกดัร า
ขา้วเขม้ขน้ 2.5 – 10 mg/ml บ่มต่ออีก 2 ชัว่โมง ดูดอาหารเก่าออกและลา้งเซลลด์ว้ย PBS อีกคร้ัง 
จากนั้นเติมอาหารใหม่ปริมาตร 1 ml/well บ่มเล้ียงต่อที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  
นาน 6 ชัว่โมง แลว้วดัความมีชีวติของเซลลด์ว้ยวิธี MTT assay และ Neutral red uptake assay 

 4.3 การวดัปริมาณการเกิด apoptosis ในเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ทั้งในสภาวะก่อน
และหลงัรับสารสกดัร าขา้วที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  

 4.3.1 การศึกษาลกัษณะการตายแบบ apoptosis 
 เตรียมเซลล ์A375 ใหมี้ความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.8 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well 

ใน 24 well plate ที่มี cover slips บ่มที่ตู ้บ่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 24 ชั่วโมง 
จากนั้ นแทนที่อาหารเล้ียงเซลล์ด้วยสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml/well แล้วน าไปฉายด้วยรังสี 
UVA (ระดับความเขม้แสง  20 - 60 J/cm2) ส่วนตวัควบคุมบ่มในที่มืด จากนั้นเปล่ียนอาหารใหม่
และบ่มเล้ียงต่อที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 6 ชัว่โมง น า cover slips ลา้งดว้ย 
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PBS แลว้น าไปยอ้มดว้ย Hoechst 33258 ความเขม้ขน้ 3 µg/ml ตรวจดูลกัษณะการตายของเซลลด์ว้ย
กล้อง fluorescent โดยเซลล์ที่มีการตายแบบ apoptosis จะติดสีน ้ าเงินของ  Hoechst 33258 ส่วน
เซลลท์ี่มีชีวติจะไม่ติดสี นบัจ านวนเซลล ์แลว้สร้างกราฟเปอร์เซ็นต ์apoptosis ที่ระดบัความเขม้แสง
ต่างๆ เทียบกบัเซลลท์ั้งหมด 

 4.3.2 การศึกษาผลของสารสกัดร าข้าวต่อการตายแบบ apoptosis ในเซลล์ที่ได้รับ
สารก่อนถกูกระตุ้นด้วยรังสี UVA 

 เตรียมเซลล ์A375 ใหมี้ความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.8 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well 
ใน 24 well plate ที่มี cover slips บ่มที่ตู ้บ่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 24 ชั่วโมง 
เติมสารสกัดร าขา้วที่ความเข้มขน้ 2.5 - 10 mg/ml แล้วบ่มต่อเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้ นแทนที่
อาหารเล้ียงเซลล์ดว้ยสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml แลว้น าไปฉายดว้ยรังสี UVA ที่ระดบั 20 และ
40 J/cm2 ส่วนตวัควบคุมบ่มในที่มืด จากนั้นเปล่ียนอาหารใหม่ที่ไม่มีสารสกดัขา้ว แลว้บ่มเล้ียงต่อที่
ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 6 ชั่วโมง น า cover slips ล้างด้วย PBS แล้วน าไป
ยอ้มด้วย Hoechst 33258 ความเข้มข้น  3 µg/ml ตรวจดูลักษณะการตายของเซลล์ด้วยกล้อง 
fluorescent โดยเซลล์ที่มีการตายแบบ apoptosis จะติดสีน ้ าเงินของ  Hoechst 33258 ส่วนเซลล์ที่มี
ชีวิตจะไม่ติดสี นับจ านวนเซลล์ แลว้สร้างกราฟเปอร์เซ็นต ์apoptosis ที่ระดับความเขม้แสงต่างๆ
เทียบกบัเซลลท์ั้งหมด 

 4.3.3 การศึกษาผลของสารสกัดร าข้าวต่อการตายแบบ apoptosis ในเซลล์ที่ได้รับ
สารหลงัถกูกระตุ้นด้วยรังสี UVA 

 เตรียมเซลล ์A375 ใหมี้ความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.8 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well 
ใน 24 well plate ที่มี cover slips บ่มที่ตู ้บ่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 24 ชั่วโมง 
จากนั้นแทนที่อาหารเล้ียงเซลล์ดว้ยสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml แลว้น าไปฉายดว้ยรังสี UVA ที่
ระดบั 20 และ 40 J/cm2 ส่วนตวัควบคุมบ่มในที่มืด หลงัส้ินสุดการฉายรังสีให้ดูดสารละลาย PBS 
ออก แลว้เติมอาหารที่มีสารสกดัร าขา้วที่ความเขม้ขน้ 2.5 - 10 mg/ml และบ่มต่อเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
จากนั้นเปล่ียนอาหารใหม่ที่ไม่มีสารสกดัขา้ว แลว้บ่มเล้ียงต่อที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2  อุณหภูมิ 
37 ºC  นาน 6 ชัว่โมง น า cover slips ลา้งดว้ย PBS แลว้น าไปยอ้มดว้ย Hoechst 33258 ความเขม้ขน้ 
3 µg/ml ตรวจดูลักษณะการตายของเซลล์ด้วยกล้อง fluorescent โดยเซลล์ที่ มีการตายแบบ 
apoptosis จะติดสีน ้ าเงินของ  Hoechst 33258 ส่วนเซลล์ที่มีชีวิตจะไม่ติดสี นับจ านวนเซลล์ แล้ว
สร้างกราฟเปอร์เซ็นต ์apoptosis ที่ระดบัความเขม้แสงต่างๆ เทียบกบัเซลลท์ั้งหมด 
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 4.4 การวดัปริมาณความถ่ีการเกิด Micronuclei ของเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ทั้งใน
สภาวะก่อนและหลงัรับสารสกดัร าขา้วที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
 กรณีตรวจสอบความถ่ีการเกิด Micronuclei ในเซลล์ที่ไดรั้บสารก่อนถูกกระตุน้ดว้ยรังสี 
UVA ให้เตรียมเซลล์ A375 ให้มีความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well ใน 24 
well plate ที่มี  cover slips บ่มที่ ตู ้บ่มบรรยากาศ 5% CO2  มีอุณหภูมิ 37 ºC  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นเติมสารสกดัร าขา้วที่ความเขม้ขน้ 2.5 - 10 mg/mL บ่มเล้ียงต่อนาน 2 ชัว่โมง แทนที่อาหาร
เล้ียงเซลล์ด้วยสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml แล้วน าไปฉายด้วยรังสี UVA ที่ระดับ 20 และ 40 
J/cm2 ส่วนตวัควบคุมบ่มในที่มืด หลงัส้ินสุดการฉายรังสีใหดู้ดสารละลาย PBS ออก แลว้เติมอาหาร 
DMEM + Cyt-B  (3 µg/ml ) ในปริมาตร 1 ml/well  น าไปบ่มต่อในตู้บ่มบรรยากาศ 5% CO2 ที่
อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 48 ชัว่โมง เพือ่ให ้Cyt-B  ยบัย ั้งการแบ่ง cytoplasm ของเซลล ์

กรณีตรวจสอบความถ่ีการเกิด Micronuclei ในเซลล์ที่ได้รับสารหลงัถูกกระตุน้ด้วยรังสี 
UVA ให้เตรียมเซลล์ A375 ให้มีความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well ใน 24 
well plate ที่มี  cover slips บ่มที่ ตู ้บ่มบรรยากาศ 5% CO2  มีอุณหภูมิ 37 ºC  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นแทนที่อาหารเล้ียงเซลล์ดว้ยสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml แลว้น าไปฉายดว้ยรังสี UVA ที่
ระดบั 20 และ 40 J/cm2 ส่วนตวัควบคุมบ่มในที่มืด หลงัส้ินสุดการฉายรังสีให้ดูดสารละลาย PBS 
ออก แลว้เติมอาหารที่มีสารสกดัร าขา้วเขม้ขน้ 2.5 - 10 mg/ml บ่มเล้ียงต่อนาน 2 ชัว่โมง จากนั้นดูด
สารละลายออกให้หมด แลว้ลา้งดว้ย PBS และเติมอาหาร DMEM + Cyt-B  (3 µg/ml ) ในปริมาตร 
1 ml/well  น าไปบ่มต่อในตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 48 ชัว่โมง เช่นเดียวกนั  

จากนั้นตรวจสอบความถ่ีการเกิด Micronuclei ทั้ง 2 กรณี โดยการน า cover slips มาแช่ใน 
0.075 M KCl นาน 8 นาที และตรึงเซลลด์ว้ย 1% Fixative (1% acetic acid ในเมทานอล)  ที่อุณหภูมิ 
4ºC  นาน 5 นาที แลว้ทิ้งไวใ้ห้แห้ง จากนั้นยอ้มดว้ย 5% Giemsa ที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้ว
ลา้งสีส่วนเกินออกดว้ยน ้ ากลัน่ น าสไลด์ไปตรวจผลดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 40X โดยนับ
จ านวนเซลล์ที่มีนิวเคลียส 1-4 นิวเคลียสต่อจ านวนเซลลท์ั้งหมด และจ านวน micronuclei (MN) ต่อ 
1,000 binucleus cells (BN) และบนัทึกความผดิปกติของ nucleus ที่พบตามวธีิของ Michael, (2000) 
ซ่ึง micronucleus ตอ้งมีขนาด 1/3-1/9 เม่ือเปรียบเทียบกบัขนาดของนิวเคลียสหลกั และตอ้งติดสี
เขม้ในระดับเดียวกับนิวเคลียส โดยต้องแยกออกเป็นอิสระจากนิวเคลียส แล้วค  านวณ % MN 
frequency per 1,000 binucleus,  Nuclear Division Index (NDI ) และ Fold ตามสมการ 
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 % MN frequency per 1,000 binucleus = (MN/ 1000 BN)*100 
 

           NDI   =   

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                       Fold   =    
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เม่ือ M1 , M2 , M3 และ M4 คือ จ  านวนเซลลท์ี่มี 1, 2, 3 และ 4 นิวเคลียส   
     ตามล าดบั 
 N   คือ จ  านวนเซลลท์ั้งหมด 

MN test   คือ % MN frequency per 1,000 binucleus ของ     
ตวัอยา่ง 

MN control  คือ % MN frequency per 1,000 binucleus ของ     
ตวัควบคุม 
 

4.5 การวดัปริมาณ ROS ภายในเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ทั้งในสภาวะก่อนและหลงั
รับสารสกดัร าขา้วที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  

การวดัปริมาณ ROS ในเซลลท์ี่ไดรั้บสารก่อนถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ท าโดยเตรียมเซลล ์
A375 ให้มีความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.3 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well ใน 24-well plates บ่มที่ตูบ้่ม
บรรยากาศ 5% CO2  มีอุณหภูมิ 37 ºC  เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้ นเติมสารสกัดร าข้าวที่ความ
เข้มข้น 2.5 - 10 mg/ml บ่มเล้ียงต่อนาน 2 ชั่วโมง แทนที่อาหารเล้ียงเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 
ปริมาตร 1 ml/well แลว้น าไปฉายดว้ยรังสี UVA ที่ระดบั 20 และ 40 J/cm2 ส่วนตวัควบคุมบ่มในที่
มืด หลงัส้ินสุดการฉายรังสีใหเ้ทสารละลาย PBS ออก แลว้เติม 20 µM DCFH-DA ในปริมาตร 500 
µl/well  น าไปบ่มต่อในตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 ºC  นาน 30 นาที แตกเซลล์และดูด
ส่วนใสใส่ใน black 96-well plates 200 µl/well เพื่อวดัสีเรืองแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาว
คล่ืน 485 nm ex/530 nm em  

การวดัปริมาณ ROS ในเซลล์ที่ไดรั้บสารหลังถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ท าโดยเตรียมเซลล์ 
A375 ให้มีความหนาแน่นเร่ิมตน้ 1.3 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml/well ใน 24-well plates บ่มที่ตูบ้่ม
บรรยากาศ 5% CO2  มีอุณหภูมิ 37 ºC  เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นแทนที่อาหารเล้ียงเซลล์ด้วย
สารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml/well แลว้น าไปฉายดว้ยรังสี UVA ที่ระดบั 20 และ 40 J/cm2 ส่วนตวั
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ควบคุมบ่มในที่มืด หลงัส้ินสุดการฉายรังสีใหเ้ทสารละลาย PBS ออก แลว้เติมอาหารที่มีสารสกดัร า
ขา้วเขม้ขน้ 2.5 - 10 mg/ml บ่มเล้ียงต่อนาน 2 ชัว่โมง เทสารละลายออกจนหมดและลา้งเซลล์ด้วย 
PBS อีกคร้ัง แลว้เติม 20 µM DCFH-DA ในปริมาตร 500 µl/well  น าไปบ่มต่อในตูบ้่มบรรยากาศ 
5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 30 นาที แตกเซลล์และดูดส่วนใสใส่ใน black 96-well plates 200 
µl/well เพือ่วดัสีเรืองแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคล่ืน 485 nm ex/530 nm em 

4.6 การศึกษาอายกุารเก็บรักษาสารสกดัร าขา้ว 
สารสกดัร าขา้วที่ใชใ้นการศึกษาบรรจุอยูใ่นหลอดฝาเกลียวปิดสนิทพร้อมหุม้ฟอยล ์และเก็บ

ในที่มืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาทั้งหมด 15 เดือน ซ่ึงจะมีการเก็บตวัอยา่งมาวิเคราะห์ทั้งหมด 4 คร้ัง 
คือ เดือนที่ 1, 6, 11 และ 15 โดยการตรวจติดตามความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้ว
ที่ระยะเวลาเก็บต่างๆ ดว้ยวธีิ DPPH assay เพือ่ประเมินอายกุารเก็บรักษาที่เหมาะสมต่อการน าไปใช้
ประโยชน์ต่อไป 

4.7 การวเิคราะห์ทางสถิติ  
วิเคราะห์เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยการใช้ One-Way ANOVA และ post-hoc test ด้วย 

Least Significant different (LSD) หรือ Dunnett’s T3 ที่ระดบันยัส าคญั P < 0.01 และ P < 0.05  
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บทที ่4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
1. ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดร าข้าว ด้วยวิธีวเิคราะห์ทางเคม ี  

วธีิวเิคราะห์ทางเคมี 3 วธีิ คือ DPPH radical scavenging assay, ABTS radical cation 
decolorization assay และ ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) assay ไดน้ ามาใช้
วเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วพนัธุก์  ่าดอยสะเก็ด และหอมแดง 
จากการหาค่า EC50 (effective concentration 50%) หรือความเขม้ขน้สารที่มีผลก าจดัอนุมูลอิสระได ้
50% เพือ่ประเมินประสิทธิภาพการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วทั้งสองชนิด 

1.1 DPPH radical scavenging assay (DPPH assay)  
ผสมสารสกดัร าขา้วกบัสารละลายอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วง แลว้บ่มในที่มืดเวลาเป็น 30 

นาที ก่อนน ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร เป็นวธีิวดัความสามารถตา้น
อนุมูลอิสระอยา่งง่าย ที่สารซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระจะท าให้สีม่วงของสารละลาย 
DPPH จางลงหรือเปล่ียนเป็นสีเหลืองอ่อน จากภาพที่  10 พบว่าสารสกัดร าข้าวทั้ ง 2 ชนิด มี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากขึ้น เม่ือความเขม้ขน้สารเพิ่มขึ้น โดยสารสกดัร าขา้วพนัธุ์
หอมแดงมีประสิทธิภาพในการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีกว่าพนัธุ์ก  ่าดอยสะเก็ด และให้ค่า 
EC50 ที่ต  ่ากว่าดังแสดงในภาพที่ 12 ดังนั้น อาจสรุปได้ว่าสารสกดัร าขา้วพนัธุ์หอมแดงมีสารตา้น 
อนุมูลอิสระ ที่มีศกัยภาพก าจดัอนุมูล DPPH ได้ดีกว่าพนัธุ์ก  ่าดอยสะเก็ด หรืออีกนัยหน่ึงคือสาร
สกดัร าขา้วพนัธุห์อมแดงมีความสามารถใหไ้ฮโดรเจนอะตอมไดดี้กวา่พนัธุก์  ่าดอยสะเก็ด  
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1.2 ABTS radical cation decolorization assay (ABTS assay)  
ABTS (2, 2 – Azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ที่ ถู กออก ซิไดซ์ ให้ เป็ น

อนุ มูล ABTS•+  เป็นสารละลายสีฟ้าอมเขียว ที่ ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  734  
นาโนเมตร 0.700 ± 0.02 ซ่ึงหากสารมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ จะท าใหค้่าการดูดกลืน

แสงของอนุมูลอิสระ ABTS•+ ลดลง หรือเปล่ียนสารละลายจากสีฟ้าอมเขียวให้จางลงได ้ภาพที่ 11 

แสดงให้เห็นวา่ ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจะมีค่ามากขึ้นตามความเขม้ขน้สารที่เพิ่มขึ้น
โดยสารสกัดร าข้าวพนัธุ์หอมแดงมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระได้ดีกว่าพนัธุ์ก  ่าดอย

สะเก็ด ซ่ึงสอดคลอ้งกบัวิธี DPPH assay และให้ค่า EC50 ตามภาพที่ 12 อาจเป็นเพราะสารสกัดร า
ขา้วพนัธุห์อมแดงมีส่วนประกอบของสารตา้นอนุมูลอิสระที่เป็นสารประกอบฟีนอลิคในปริมาณที่

มากกว่าพนัธุ์ก  ่าดอยสะเก็ด (กิตติมา บุตรจนัทร์, 2557) ซ่ึงสารประกอบฟีนอลิคมีคุณสมบตัิเป็น 

สารตา้นอนุมูลอิสระอยา่งสูง ฉะนั้นถา้มีสารประกอบฟีนอลิคสูงก็มีผลให้ค่าความสามารถรวมใน
การตา้นอนุมูลอิสระสูงขึ้นได ้(นนัทน์ภสั เติมวงศ,์ 2551) ขณะเดียวกนัยงัพบวา่สารสกดัร าขา้วทั้ง 2 

ชนิด มีความไวต่อการตรวจสอบด้วยวิธี ABTS assay มากกว่า จากการให้ค่า EC50 ที่ต  ่ากว่าวิธี 

DPPH assay ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากสารสกัดจากร าขา้วประกอบไปด้วยสารที่มีคุณสมบติัเป็นทั้ ง 
hydrophilic และ hydrophobic ที่สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ ABTS•+ ได้ดี อีกทั้ งยงั

สามารถท าปฏิกิริยาไดดี้ในช่วง pH กวา้ง จึงมีผลให้สารสกดัร าขา้วท าให้ EC50 ในวิธี ABTS assay 
ต  ่ากวา่ DPPH assay (Pellegrini et al., 1999)  
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ภาพที่ 11 % ABTS radicals scarvenging activity ของสารสกดัร าขา้วพนัธุก์  ่าดอยสะเก็ด และ
หอมแดง 



  30 

          ความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วพนัธุ์ก  ่าดอยสะเก็ด และหอมแดงจากค่า 

EC50 ดงัภาพที่ 12 พบว่า สารสกดัร าขา้วพนัธุ์หอมแดง (ร าสีแดง) มีประสิทธิภาพในการตา้นอนุมูล
อิสระไดดี้กว่าพนัธุก์  ่าดอยสะเก็ด (ร าสีด า) จากผลค่า EC50 ที่ต  ่ากว่า และสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ 

Shao et al. (2014) ที่พบว่าสารสกดัร าขา้วสีแดงมีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่ร าขา้วสีด า
และขาว ตามล าดบั จากการทดสอบดว้ยวิธี DPPH assay และ ORAC assay และยงัสอดคล้องกับ

งานวิจยัของ Muntana และ  Prasong (2010) ที่รายงานว่าสารสกดัร าขา้วสีแดงมีความสามารถตา้น

อนุมูลอิสระสูงกวา่ร าขา้วสีด าและขาว ตามล าดบั จากการทดสอบดว้ยวธีิ DPPH assay 

  

 
1.3 Ferric ion reducing antioxidant power assay (FRAP assay) 
ความสามารถของสารตา้นอนุมูลอิสระในการรีดิวซ์ ferrictripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) ให้

อยูใ่นรูป Fe2+ วดัไดจ้ากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร เทียบกบัความสามารถ
ในการเป็นตวัรีดิวซ์ของสารมาตรฐาน Trolox และแสดงผลเป็น µg Trolox/mg sample ดงัแสดงใน
ภาพที่ 13 ซ่ึงพบว่าสารสกดัร าขา้วพนัธุห์อมแดงมีความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกไดดี้กว่าพนัธุ์
ก  ่าดอยสะเก็ด แสดงถึงสารสกดัร าขา้วพนัธุ์หอมแดงมีคุณสมบติัเป็นตวัให้อิเล็กตรอนที่ดีกว่าสาร
สกดัจากพนัธุก์  ่าดอยสะเก็ด 
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ภาพที่ 12 ค่า EC50 ของสารสกดัร าขา้วพนัธุก์  ่าดอยสะเก็ด และหอมแดง (จ านวน 3 ซ ้ า) โดยอกัษร a 
b c และ d ที่แตกต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 99% (P < 
0.01) 
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จากการศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วดว้ยวธีิ DPPH,ABTS 

และ FRAP assay พบว่าสารสกัดร าข้าวทั้ ง 2 ชนิด แสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้โดยการให้
ไฮโดรเจนอะตอม และการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ซ่ึงทั้ ง 3 วิธี มีแนวโน้มไปในทิศทาง
เดียวกัน คือ สารสกัดร าข้าวพนัธุ์หอมแดงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระที่สูงกว่าพนัธุ์ก  ่าดอยสะเก็ด 
อยา่งไรก็ตาม ผลทั้งหมดที่กล่าวมานั้นเป็นผลที่เกิดจากการศึกษาโดยอาศยัอนุมูลอิสระสังเคราะห์
ซ่ึงไม่พบในส่ิงมีชีวติ ท  าให้ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเป็นเพียงปฏิกิริยาเคมีที่ไม่เก่ียวขอ้งกบัสภาวะภายใน
ร่างกาย ดงันั้น การศึกษากบัเซลล์น่าจะให้ผลความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วที่
น าไปประยกุตก์บัส่ิงมีชีวติไดดี้กว่า จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาผลกระทบของ UVA ต่อเซลลผ์ิวหนงั A375 
ก่อน เพือ่ใหไ้ดข้อ้มูลน าไปศึกษาความสามารถของสารสกดัร าขา้วต่อเซลลท์ี่ไดรั้บ UVA ต่อไป 

 
2.  ปริมาณความมีชีวิตของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสี UVA ทั้งก่อนและหลังรับสารสกัดร าข้าวที่
ระดับเข้มข้นต่างๆ ด้วยวิธี MTT assay และ Neutral red uptake assay  
 UV มีผลให้เกิดการท าลาย DNA ทั้ งสายเด่ียวและสายคู่ภายในเซลล์ตามปริมาณ UV ที่
เพิ่มขึ้น แลว้ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ได้ทั้งสามแบบคือ necrosis, immediate apoptosis และ 
delayed apoptosis (หรือ programmed cell death) ความเสียหายของ DNA ที่ เกิดจาก UV ภายใน
เซลล์ ยงัสามารถก่อความเส่ียงให้เกิดเป็นมะเร็งได้ ดังนั้น การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัด 
ร าข้าวต่อการป้องกันการเกิดมะเร็งกับเซลล์ จึงควรศึกษากับความเข้ม UVA ที่ระดับให้เกิด 
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ภาพที่ 13 ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารสกดัร าขา้วพนัธุ์ก  ่าดอยสะเก็ด และหอมแดง 
เทียบกบัปริมาณ Trolox (จ  านวน 3 ซ ้ า) โดยอกัษร a และ b ที่แตกต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 99% (P < 0.01) 
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apoptosis และหลีกเล่ียงการตายของเซลล์แบบ necrosis ซ่ึงในงานวิจยัน้ีจะศึกษาประเมินความมี
ชีวติของเซลลห์ลงัไดรั้บ UVA ที่ความเขม้ต่างๆ ดว้ยวธีิ MTT assay และ NR assay 

2.1 ระดบัความเขม้ของรังสี UVA ต่อความมีชีวติของเซลล ์
การตรวจสอบระดบัความเขม้ของรังสี UVA ที่มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ ท  าไดโ้ดยการ

ฉายรังสี UVA ที่มีความเขม้แสง 5 - 40 J/cm2 ให้กับเซลล์ที่แช่อยู่ในสารละลาย PBS ใน 24 well 
plate เทียบกบัสภาวะควบคุมที่เซลล์ไม่ไดรั้บรังสี UVA แต่แช่อยูใ่นสารละลาย PBS ในที่มืด แล้ว
ตรวจสอบความมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT และ NR assay หลังส้ินสุดการฉายรังสีเป็นเวลา 6 
ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง 

 

 

 
MTT assay ว ัดความมีชีวิตของเซลล์ได้โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์  succinate 

dehydrogenase ของเซลล์ที่มีชีวิต ที่เปล่ียนสารละลาย MTT สีเหลืองให้เป็นผลึก formazan สีม่วง 
แล้วจึงละลายผลึก formazan และวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ส่วนวิธี 
NR assay วดัความมีชีวิตของเซลลไ์ดโ้ดยอาศยั lysosome ของเซลลท์ี่มีชีวติ ที่ท  าใหเ้กิด pH gradient 
ให้ Neutral red ซึมผ่านเขา้ไป และสะสมอยู่ใน lysosome ขณะที่เซลล์ตายจะไม่เกิดกิจกรรมน้ี 
จากนั้นจึงท าการแตกเซลล์ด้วยสารละลายกรด และวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540  
นาโนเมตร จากผลดงัภาพที่ 14 พบวา่ทั้ง 2 วธีิ ให้ผลเหมือนกนั คือ เม่ือความเขม้แสงของรังสี UVA 
เพิ่มขึ้นมีผลให้ความมีชีวิตของเซลล์ลดลง โดย UVA ไปกระตุน้ sensitizer ภายในเซลล์ท  าให้เกิด
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ภาพที่ 14 ระดบัความเขม้แสงของรังสี UVA (J/cm2) ต่อความมีชีวติของเซลล ์เม่ือตรวจสอบดว้ยวิธี 
MTT assay และ NR assay ที่เวลา 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมงหลงัส้ินสุดการฉายรังสี (จ  านวน 8 ซ ้ า) 
โดยอกัษร a b c และ d ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูล หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P < 0.05) 
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การส่งถ่ายและส่งถ่ายพลงังานไปยงัโมเลกุลของออกซิเจน แลว้ก่อใหเ้กิดอนุมูลอิสระชนิด reactive 
oxygen species (ROS) ขึ้น โดยปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นในระดบัต ่าๆ จะมีส่วนช่วยในกระบวนการ
ส่งสัญญาณภายในเซลล์ ขณะเดียวกนัปริมาณ ROS ที่มากเกินไปจะก่อความเสียหายแก่โมเลกุล
ขนาดใหญ่ภายในเซลล์ เช่น โปรตีน ไขมนั และกรดนิวคลีอิก เป็นตน้ (Stadtman, 1993) โดยความ
เสียหายต่อเซลลท์ี่ไดรั้บการฉายรังสี UVA ที่ระดบัต่างๆ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั (ก าลงัขยาย 
20X) จะเห็นลกัษณะของเซลล์ที่มีการเปล่ียนแปลงไป โดย ภาพ 15a เป็นลกัษณะเซลลก์ลุ่มควบคุม
ซ่ึงไม่ไดรั้บการฉายรังสี UVA จึงเห็นเซลลใ์นลกัษณะเกาะแผเ่ป็นกระสวย และเซลลบ์างส่วนที่เพิ่ง
แบ่งตวัจะมีลกัษณะกลมวาวใส ส่วนภาพ 15b ถึง 15f เป็นเซลลท์ี่ไดรั้บรังสี UVA ที่ความเขม้แสง 5, 
10, 20, 30 และ 40 J/cm2 ตามล าดบั สังเกตเห็นเซลล์สูญเสียการแผ่ให้เซลล์ลักษณะโคง้มนแทนที่
เป็นกระสวยที่ระดบัความเขม้แสงต ่าๆ (15b และ 15c) ส่วนที่ระดบัความเขม้แสงที่เพิ่มสูงขึ้น มีผล
ท าลายเซลล์อยา่งเห็นไดช้ดั โดยที่ความเขม้แสง 20 J/cm2 (15d) สามารถท าให้เซลล์สูญเสียการแผ่
ไดเ้กือบร้อยเปอร์เซ็นต ์แต่ก็ยงัมีเซลล์กลมวาวใส ซ่ึงบางเซลลจ์ะหดกลมเล็กลง บางเซลล์อว้นกลม
เป็น giant cells และมีลักษณะ ghost cell ปรากฏให้เห็น ส่วนที่ระดับความเขม้แสง 30 และ 40 
J/cm2 (15e และ 15f) นั้ นมีความรุนแรงต่อเซลล์มาก โดยเห็นเซลล์ลักษณะกลมวาวใสน้อยมาก 
รวมทั้งพบเซลลห์ดกลมเล็กและ giant cells 
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ภาพที่ 15 ลกัษณะการเปล่ียนแปลงของเซลลห์ลงัไดรั้บรังสี UVA 6 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
หวักลบั (20X) โดย a คือ control ส่วน b c d e และ f คือ ลกัษณะเซลลห์ลงัไดรั้บรังสี UVA ที่ความ
เขม้แสง 5, 10, 20, 30 และ 40 J/cm2 
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เม่ือค  านวณค่า IC50 ของความเขม้แสงที่มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ดว้ยวิธี MTT assay 
และ NR assay หลงัส้ินสุดการฉายรังสีเป็นเวลา 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง พบว่า วธีิ MTT assay ให้
ค่า IC50 เท่ากบั 27.30 ± 6.36 และ 20.11 ± 3.09 J/cm2 ที่ 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั ส่วนวิธี 
NR assay ให้ค่า IC50 เท่ากับ 20.18 ± 6.94 และ 18.95 ± 2.98 J/cm2 ที่  6 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง 
ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพที่ 16 สังเกตเห็นว่าวิธี NR assay จะมีความไวในการตรวจสอบมากกว่า 
เน่ืองจากให้ค่า IC50 ต ่ากว่าเม่ือเวลาผ่านไปที่ 6 ชั่วโมง ขณะที่พบค่า IC50 ใกล้เคียงกันกับผลจาก 
MTT assay ที่ 24 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่า NR assay สามารถตรวจความมีชีวิตของเซลล์จากการ
ท าลายของ UVA ไดต้ั้งแต่ระยะแรกภายใน 6 ชัว่โมงที่ศึกษา และใหผ้ลค่า IC50 ไม่แตกต่างกนัในทั้ง
สองวธีิที่ 24 ชัว่โมง ทั้งน้ีอาจเป็นผลเน่ืองมาจากอนุมูลอิสระ ROS ที่เกิดขึ้นจากการกระตุน้ดว้ยรังสี 
UVA เข้าไปท าปฏิกิริยากับโมเลกุลของไขมัน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ได้ไวกว่า
โมเลกุลอ่ืนๆ จึงท าให้การตรวจวัดด้วยวิธี NR assay ที่อาศัยการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ของ 
lysosome มีความไวมากกว่าวิธี MTT assay ที่อาศยัการท างานของเอนไซม์ในไมโตคอนเดรีย ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Chiba et al. (1998) ที่มีการประเมินผลความมีชีวิตของเซลล์ดว้ยวธีิ NR 
assay และ MTT assay กบัเซลลช์นิดเดียวกนั ปรากฏวา่วธีิ NR assay ใหค้่า IC50 ต  ่ากว่า ส่วนผล IC50 

ที่ไม่แตกต่างกนัที่เวลาบ่มหลงัการรับ UVAที่ 24 ชัว่โมง อาจเป็นไปไดว้า่ที่เวลานานขึ้น ROS ที่เขา้
ท  าปฏิกิริยากับไขมันในเมมเบรน ท าให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่จาก lipid-peroxidation แล้วท าให้เกิด
อนุมูลอิสระมากขึ้น ท าให้เกิดผลท าลายเซลล์ทั้งไขมนั โปรตีน และดีเอนเอให้เสียหาย แลว้ท าให้
เซลล์ตายในที่สุด จึงท าใหค้่า IC50 จากสองวธีิไม่แตกต่างที่เวลานานขึ้น สอดคลอ้งกบัผลที่วา่ UVA 
ที่มากขึ้น ท าให้เกิด TBAR จากเซลล์มากขึ้น (Merwald et al., 2005) นอกจากน้ี ยงัมีงานวิจยัอีก
หลากหลายที่กล่าวถึงความไวในการตรวจสอบที่แตกต่างกนัระหวา่งวธีิ NR และ MTT assay ซ่ึงผล
ที่ได้จะขึ้นอยู่กับชนิดของสารที่ตรวจสอบ รวมถึงกลไกการออกฤทธ์ิที่แสดงความเป็นพิษต่อ
เป้าหมายภายในเซลล์ที่แตกต่างกัน ท าให้งานวิจยัส่วนใหญ่จ  าเป็นตอ้งใชว้ิธีที่หลากหลายในการ
ตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ และตอ้งหาสภาวะที่เหมาะสมในการศึกษาตอบโจทย ์ซ่ึงใน
งานวิจยัน้ี จะเลือกใช้ระยะเวลาหลงับ่ม 6 ชั่วโมงในการตรวจประเมินศกัยภาพของสารสกดัขา้ว
ต่อไป 
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2.2 ปริมาณความมีชีวติของเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ที่ระดบั IC30 (12 J/cm2) ทั้งก่อน

และหลงัรับสารสกดัร าขา้วที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
จากผลการทดสอบระดบัความเขม้ของรังสี UVA ต่อความมีชีวติของเซลล ์พบว่าที่ความเขม้ 

12 J/cm2 ที่ให้ IC30 น่าเป็นระดบัที่เหมาะสมในการศึกษาผลของสารสกดัร าขา้วต่อความมีชีวิตของ
เซลลท์ี่ไดรั้บรังสี UVA เน่ืองจากเป็นระดบัที่ให้เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติสูงและเซลล์ไม่ไดถู้กท าลาย
จาก UVA มาก และอาจเป็นระดบัที่น่าตรวจพบการเกิด apoptosis ที่จะศึกษาหาความสัมพนัธ์กับ
สารขา้วต่อไปได ้โดยจะท าการบ่มเซลลก์บัสารขา้วนาน 2 ชัว่โมง แลว้ตรวจสอบผลของสารสกดัร า
ขา้วทั้งก่อนและหลงัการฉายรังสี UVA ที่ความเขม้ 12 J/cm2 ดว้ยวธีิ MTT assay และ NR assay เพื่อ
ประเมินความสามารถของสารในการป้องกันการตายของเซลล์ หรือการฟ้ืนตัวของเซลล์ภาย
หลงัจากการไดรั้บรังสี UVA เทียบกบัสภาวะที่เซลลไ์ม่ไดรั้บสารสกดั พบว่าให้ผลดงัแสดงในภาพ
ที่ 17 ซ่ึงมีการเปรียบเทียบระหว่างการให้สารสกดัที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆแก่เซลล์ทั้งก่อนและ
หลังการฉายรังสี UVA ที่ประเมินผลด้วยวิธีเดียวกัน จากผลพบว่าสารสกัดร าข้าวทั้ ง 2 ชนิด 
สามารถช่วยเพิ่มระดบัความมีชีวติของเซลล์ทั้งก่อนและภายหลงัการไดรั้บรังสี UVA แสดงถึงสาร
ขา้วช่วยป้องกันการตายของเซลล์จาก UVA ได ้ไม่ว่าจะให้สารขา้วก่อนหรือให้หลงัการรับ UVA 
อยา่งไรก็ตาม สารสกดัร าขา้วพนัธุห์อมแดงใหค้วามมีชีวติของเซลลท์ี่ไดรั้บ UVA ไดสู้งกวา่ก ่าดอย
สะเก็ด อาจเป็นผลมาจากประสิทธิภาพการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกัดร าขา้วพนัธุ์หอมแดงที่
ดีกวา่ และอาจเป็นผลจากการกระตุน้การเจริญของสารขา้วพนัธุ์หอมแดงที่มีมากกวา่ก ่าดอยสะเก็ด 
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ภาพที่ 16 ค่า IC50 ของความเขม้รังสี UVA (J/cm2) ที่มีผลต่อเซลล ์เม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ MTT assay 
และ NR assay ที่เวลา 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมงหลงัส้ินสุดการฉายรังสี (จ  านวน 8 ซ ้ า) โดยอกัษร a 
และ b ที่แตกต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P < 
0.05) จากการตรวจสอบความมีชีวติของเซลลห์ลงัการรับ UVA ที่เวลาต่างกนั 
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ร่วมเสริมให้ความมีชีวิตของเซลล์สูงกว่าก ่าดอยสะเก็ด โดยจะเห็นผลความมีชีวิตของเซลล์สูงขึ้น
เล็กนอ้ยแปรตามปริมาณสารขา้วพนัธุห์อมแดง  ขณะที่ไม่เห็นผลแปรตามกนัเม่ือทดสอบกบัก ่าดอย
สะเก็ด แสดงถึงการรอดชีวติของเซลลท์ี่ไดรั้บ UVA จากสารสกดัร าขา้ว น่าจะเป็นผลความสามารถ
ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้ว ซ่ึงในที่น้ีพบวา่สารสกดัร าขา้วพนัธุห์อมแดงมีความสามารถ
ตา้นอนุมูลอิสระไดสู้งกวา่ โดยมีความสามารถทั้งใหไ้ฮโดรเจนอะตอม และใหอิ้เล็กตรอนแก่อนุมูล
อิสระตามผลขา้งตน้ที่กล่าวมาแลว้ 

 

   

 
3.  ปริมาณเซลล์ที่เกิด apoptosis ของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสี UVA ทั้งก่อนและหลังรับสารสกัด
ร าข้าวที่ระดับเข้มข้นต่างๆ 

Apoptosis เป็นการตายรูปแบบหน่ึงของส่ิงมีชีวิตหลายเซลล์ ซ่ึงมีความส าคัญต่อการ
ควบคุมสมดุลระหว่างการแบ่งตวัและการตายของเซลล์ ในการเกิด apoptosis เซลล์จะมีลักษณะ
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ภาพที่ 17 เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของเซลลก่์อนและหลงัรับสารสกดัร าขา้วพนัธุห์อมแดง (A, B) 
และก ่าดอยสะเก็ด (C, D) เม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ MTT และ NR assay (จ  านวน 6 ซ ้ า) โดยอกัษร a 
และ b ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูล หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% (P < 0.05) 
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เห่ียว โครมาตินขดแน่น DNA แตกหัก เกิดเป็น apoptotic bodies และจะถูกก าจดัอยา่งรวดเร็วโดย
เซลล์ macrophage จึงไม่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเน้ือเยื่อขา้งเคียงและหากมีการเหน่ียวน าหรือ
ยบัย ั้ง apoptosis จนเสียสมดุลจะก่อใหเ้กิดโรคต่างๆ มากมาย เช่น โรคมะเร็ง ซ่ึงเป็นผลมาจากความ
ผิดปกติในการยบัย ั้ง apoptosis ท  าให้เซลล์มะเร็งสามารถแบ่งตวัผ่านวฏัจกัรเซลล์และเพิ่มจ านวน
อยา่งไม่ส้ินสุด ดงันั้น การตรวจสอบปริมาณเซลลท์ี่เกิด apoptosis ในงานวจิยัน้ีจึงมีความส าคญัต่อ
การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัร าขา้วต่อการเกิดมะเร็ง โดยอาศยัสียอ้ม Hoechst 33258 

3.1 ผลของรังสี UVA ต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis  
การตรวจสอบปริมาณเซลลท์ี่เกิด apoptosis สามารถท าไดโ้ดยการฉายรังสี UVA ให้กบัเซลล์

ที่แช่อยูใ่นสารละลาย PBS ใน 24 well plate เทียบกบัสภาวะควบคุมที่เซลล์ไม่ไดรั้บรังสี UVA แต่
แช่อยูใ่นสารละลาย PBS ในที่มืด แล้วตรวจสอบปริมาณเซลล์ที่เกิด apoptosis ดว้ยสียอ้ม Hoechst 
33258 หลงัส้ินสุดการฉายรังสีเป็นเวลา 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง โดย Hoechst 33258 เป็นสียอ้มที่
ไม่สามารถซึมผ่านเมมเบรนของเซลลท์ี่มีชีวติ แต่สามารถซึมผา่นเซลลท์ี่ตายทั้งแบบ apoptosis และ 
necrosis แล้วยอ้มติดสีของ nucleic acid โดยเขา้จบับริเวณ AT rich ของ dsDNA เกิดเป็นสีฟ้าเรือง
แสง ดงัภาพที่ 18 
 

 

 

 

 

 

 
จากผลการทดลองพบว่า ระดับความเขม้ของรังสี UVA ที่เพิ่มขึ้นมีผลต่อปริมาณการเกิด 

apoptosis ทั้ งที่ 6 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 19 เน่ืองจากรังสี UVA สามารถทะลุ
ผา่นชั้นหนังก าพร้า หนังแท ้และหลอดเลือด แลว้ก่อใหเ้กิดการท าลายเซลล์ทางออ้มโดยกระตุน้ให้
เกิดอนุ มูล อิสระ  ROS เช่น  superoxide anion (O·

2
- ), hydrogen peroxide (H2O2) และ  hydroxyl 

radical (HO·) เพิ่มมากขึ้น (Jaszewska et al., 2013) จึงน าไปสู่ความเสียหายออกซิเดชนัของผิวหนัง 
(oxidative damage) ที่เกิดผ่านกระบวนการออกซิเดชนัไขมนั (lipid peroxidation) โปรตีน (protein 

Living cells 

chromatin condensation 

nuclear fragmentation 

ภาพที่ 18 ลกัษณะเซลล ์A375 cell line ที่ยอ้มดว้ย Hoechst 33258  
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peroxidation) และที่ส าคญัสุดคือ ความเสียหายที่เกิดจากการออกซิเดชัน DNA (oxidative DNA 
damage) ซ่ึงจะก่อให้เกิด 8-oxoguanine (Cooke et al., 2000) แล้วไปกระตุ ้น p53 น าไปสู่การตาย
แบบ apoptosis ด้วยการกระตุ ้น  pro-apoptotic เช่น Bcl-2 family (Rastogi et al., 2009) และเม่ือ
พิจารณาค่า IC50 (ความเข้มของ UVA ที่ มีผลท าให้เซลล์ตาย 50 %) พบว่าที่  6 ชั่วโมง และ 24 
ชัว่โมง ให้ค่า IC50 เท่ากับ 46.66 ± 2.61 J/cm2 และ 43.98 ± 0.18 J/cm2 ตามล าดับ ค่าที่แตกต่างกัน
แสดงถึงระยะเวลาบ่มเซลล์ในอาหารปกติหลงัจากเซลลไ์ดรั้บรังสี UVA มีผลต่อการเกิด apoptosis 
โดยระยะเวลาบ่มที่นานขึ้นก่อให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ที่ส่งผลต่อการท าลายเซลล์ อีกทั้งก่อให้เกิด 
ROS มากขึ้น เน่ืองจากการท าปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 ที่เสถียรกบัธาตุ Fe2+ ในอาหารเล้ียงเซลล์ผ่าน 
Fenton reaction (Fe2+ + H2O2 →Fe3+ + •OH + OH−) ก่ อ ให้ เกิ ด  HO• ซ่ึ งจะ เห น่ี ยวน าให้ เกิ ด 
apoptosis มากขึ้น  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.2 ผลของสารสกดัร าขา้วต่อการตายแบบ apoptosis ของเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA  
จากการศึกษาผลของรังสี UVA ต่อการเกิด apoptosis โดยใชค้วามเขม้ของรังสี UVA ที่ระดบั 

12 J/cm2 ซ่ึงเป็นค่า IC30 ที่ได้จากการวดัความมีชีวิตของเซลล์ พบว่าส่งผลให้เซลล์เกิด apoptosis 
เทียบเท่ากบัสภาวะ control คือ 3 - 5 % ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงเพิ่มระดบัรังสี UVA เป็น 20 J/cm2 
(เกิด apoptosis ≤ 20 %) และ 40 J/cm2 (เกิด apoptosis ≥ 50 %) เพื่อให้เห็นผลของสารสกัดร าขา้ว
ต่อเซลลท์ี่สมัผสักบัรังสี UVA ไดช้ดัเจน โดยบ่มเซลลก์บัสารสกดัร าขา้วนาน 2 ชัว่โมง ทั้งก่อนและ
หลงัสมัผสักบัรังสี UVA ที่ระดบั 20 และ 40 J/cm2 ในสภาวะที่เซลลแ์ช่อยูใ่นสารละลาย PBS เทียบ
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ภาพที่ 19 เปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosis หลงัส้ินสุดการฉายรังสีเป็นเวลา 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง 
(จ านวน 12 ซ ้ า) โดยอกัษร a, b, c, d และ e ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูล หมายถึง เปอร์เซ็นตก์าร
เกิด apoptosis ที่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P < 0.05) 
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กบัสภาวะควบคุม (control) ซ่ึงไม่ได้รับสารสกัดและไม่ฉายรังสี และสภาวะ UVA treatment ซ่ึง
ไม่ไดรั้บสารสกดั แต่ฉายรังสี UVA ที่ระดบั 20 และ 40 J/cm2 แลว้วดั apoptosis ดว้ยสียอ้ม Hoechst 
33258 แสดงผลดังภาพที่ 20 คือ ในสภาวะที่เซลล์ได้รับสารสกัดร าขา้วก่อนฉายรังสี UVA (Pre-
treatment) ที่ระดับ 20 J/cm2 พบว่าสารสกดัร าขา้วทั้ง 2 ชนิด ส่งผลให้เซลล์เกิด apoptosis เพิ่มขึ้น
ในลกัษณะแปรผนัตามความเขม้ขน้ของสารที่ไดรั้บ เน่ืองจากคุณสมบตัิการเป็น chromophore ของ
สารสกดัร าขา้วที่สามารถดูดซับรังสีในช่วง UVA แลว้กระตุน้ให้เกิดอนุมูลอิสระ ROS ภายในเซลล์
มากขึ้นจนเกิดภาวะเครียด จึงเหน่ียวน าให้เซลล์มีการตายแบบ apoptosis เพิ่มขึ้น และเม่ือให้เซลล์
ไดรั้บรังสี UVA ที่ระดบั 40 J/cm2 พบว่าเซลล์ที่ไดรั้บสารสกดัร าขา้วหอมแดงมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด 
apoptosis ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญั ขณะที่เซลล์ซ่ึงได้รับสารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดยงัคง
ส่งผลให้เกิด apoptosis เพิม่ขึ้นตามความเขม้ขน้ของสารที่ไดรั้บ ซ่ึงเห็นไดช้ดัที่ระดบัความเขม้ขน้ 
10 mg/ml อาจเป็น เพราะสารสกัดร าข้าวทั้ ง  2 ชนิด มีประสิทธิภาพต้านอนุมูลอิสระและ
ความสามารถดูดซบัรังสีในช่วง UVA แตกต่างกนั โดยหอมแดงมีประสิทธิตา้นอนุมูลอิสระสูงและ
มีความสามารถดูดซับรังสีในช่วง UVA ต ่ากว่าก ่าดอยสะเก็ด จึงช่วยก าจดัอนุมูลอิสระ ROS ที่ถูก
กระตุน้ด้วยรังสี UVA ได้ดีกว่า ขณะที่ก  ่ าดอยสะเก็ดซ่ึงมีประสิทธิภาพตา้นอนุมูลอิสระต ่า แต่
สามารถดูดซับรังสีในช่วง UVA ไดดี้กว่าหอมแดง จึงกระตุน้ให้เกิดอนุมูลอิสระ ROS ที่เหน่ียวน า
ใหเ้กิด apoptosis เพิม่ขึ้นในสภาวะที่มีความเขม้ขน้ของสารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดสูงขึ้น  
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ภาพที่ 20 เปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosis ในเซลลท์ี่ไดรั้บสารสกดัร าขา้วก่อนฉายรังสี UVA (Pre-
treatment) แลว้บ่มในอาหารปกติ 6 ชัว่โมง (จ านวน 9 ซ ้ า) โดยสญัลกัษณ์ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุด
ขอ้มูล หมายถึง เปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosisที่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% (P < 0.05) 
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และจากการตรวจสอบในสภาวะที่ให้เซลล์ไดรั้บสารสกัดร าขา้วหลังฉายรังสี UVA (Post-

treatment) แสดงผลดงัภาพที่ 21 ซ่ึงพบว่าที่ระดบั 20 J/cm2 สารสกดัร าขา้วหอมแดงส่งผลให้เซลล์
เกิด apoptosis เพิ่มขึ้นแบบมีแนวโน้มแปรผนัตามความเขม้ขน้ของสารที่ไดรั้บ แต่เซลลท์ี่ไดรั้บสาร

สกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosis ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัในทุกระดบั
ความเขม้ขน้ อาจเป็นเพราะสารประกอบที่อยู่ในร าข้าวหอมแดงมีคุณสมบติักระตุน้ให้เซลล์ที่ 

ดีเอ็นเอเสียหายจากการสัมผสักับรังสี UVA เกิด apoptosis โดยอาจไปกระตุ ้นการท างานของ

โปรตีนในกลุ่ม Pro-apoptotic เช่น P53 และ Bcl-2 รวมทั้งกระตุน้การท างานของ caspase ส่งผลให้
เซลล์ที่ได้รับ UVA ระดับ 20 J/cm2 และได้รับสารสกัดร าข้าวหอมแดงมีการตายแบบ apoptosis 

เพิม่ขึ้น และเม่ือใหเ้ซลลไ์ดรั้บสารสกดัร าขา้วทั้ง 2 ชนิด หลงัฉายรังสี UVA ที่ระดบั 40 J/cm2 พบว่า

มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosis ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัเม่ือเทียบกบัเซลลท์ี่ไม่ไดรั้บสารสกดั 
(UVA treatment) อาจเป็นเพราะระดับความเข้ม 40 J/cm2 ของรังสี UVA ที่ใช้ในการทดลองน้ี

ก่อให้เกิดความเสียหายแก่เซลล์มากเกินไป จึงไม่เห็นผลของสารสกัดร าขา้วในสภาวะที่ให้เซลล์
ไดรั้บหลงัสมัผสักบัรังสี UVA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
         จากผลการวดัปริมาณเซลล์ที่เกิด apoptosis ทั้งหมดสามารถสรุปได้ว่า สารสกัดร าขา้วทั้ง 2 
ชนิด ส่งผลกระทบต่อความมีชีวติของเซลล ์โดยการลดระดบัความมีชีวติและเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิด 
apoptosis เพิม่ขึ้นในลกัษณะที่ขึ้นอยูก่บัความเขม้ขน้ของสาร ระดบัความเขม้ของรังสี UVA รวมถึง
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ภาพที่ 21 เปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosis ในเซลลท์ี่ไดรั้บสารสกดัร าขา้วหลงัฉายรังสี UVA (Post-
treatment) แลว้บ่มในอาหารปกติ 6 ชัว่โมง (จ านวน 9 ซ ้ า) โดยสญัลกัษณ์ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุด
ขอ้มูล หมายถึง เปอร์เซ็นตก์ารเกิด apoptosis ที่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% (P < 0.05) 
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ระยะเวลาที่ใช้ในการตรวจสอบ ทั้งน้ีคาดว่าผลที่เกิดขึ้นนั้ นมาจากสารประกอบที่ออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพในร าข้าวโดยเฉพาะโพลีฟีนอล ซ่ึง Rodríguez et al. (2013) รายงานว่าสารประกอบ 
โพลีฟีนอล เช่น resveratrol, EGCG ((-)-epigallocatechin-3-gallate), curcumin และ pterostilbene 
สามารถเหน่ียวน าให้เกิด apoptosis ไดท้ั้งแบบ extrinsic และ intrinsic apoptosis ในเซลล์มะเร็งที่
ต่างชนิดกนั โดยอาศยักลไกส าคญั คือ เพิม่การควบคุม pro-apoptotic proteins ลดการควบคุม anti-
apoptotic proteins และการเหน่ียวน า Nf-kB รวมถึงการกระตุน้ p53 ซ่ึง Lo et al. (2011) ได้สังเกต
กลไกการเกิด apoptosis ในระดับโมลกุลในเซลล์ A375.S2 โดยใช้ Gallic acid (GA) เป็นตัว
เหน่ียวน า พบว่า GA ช่วยเพิ่มการควบคุม pro-apoptotic เช่น Bax และเหน่ียวน า caspase cascade 
activity แต่ลดการควบคุม anti-apoptotic proteins เช่น  Bcl-2 จึงสามารถกระตุ้นให้ เซลล์เกิด 
apoptosis เพิม่ขึ้นได ้
 
4.  ปริมาณความถี่การเกิด Micronuclei ของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสี UVA ทั้งก่อนและหลังรับ
สารสกัดร าข้าวที่ระดับเข้มข้นต่างๆ 

การตรวจสอบความถ่ีการเกิด Micronuclei (MN) เป็นการประเมินการแตกหักของ DNA
ดว้ยการตรวจไมโครนิวเคลียสซ่ึงสามารถสะทอ้นให้เห็นความเสียหายในระดบัเซลล์ลูกต่อไปได ้
จึงใชป้ระเมินความเส่ียงเป็นมะเร็งไดดี้ การศึกษาคร้ังน้ีอาศยัเกณฑก์ารจ าแนกของ Fenech (2000) 
เพื่อประเมินผล ซ่ึงลกัษณะของ micronuclei นั้นตอ้งมีขนาดระหว่าง 1/3-1/9 ของขนาดนิวเคลียส
หลกัของเซลล ์และตอ้งไม่เช่ือมกบันิวเคลียสหลกั แต่อาจเกิดการสัมผสักบันิวเคลียสหลกัไดโ้ดยไม่
เกิด overlap และตอ้งติดสียอ้มในระดบัที่มีความเขม้ระดบัเดียวกบันิวเคลียสหลกั ดงัภาพที่ 22 
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ภาพที่ 22 ลกัษณะการเกิด Mononucleus (Mono), Binucleus (BN) และ Micronucleus (MN) ของ
เซลล ์A375 cell line จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ CBMN assay 
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ผลการทดลองเซลล์ที่ไดรั้บสารสกดัร าขา้วที่ระดบัเขม้ขน้ต่างๆ ก่อนและหลังการรับรังสี 
UVA ที่ระดับ 20 J/cm2 และบ่มกับ Cyt-B นาน 48 ชั่วโมง ก่อนตรึงและยอ้มเซลล์ด้วย Giemsa 
พบว่าค่า Nuclear Division Index (NDI) ในทุกสภาวะการทดลองมีค่า NDI มากกว่า 1 (ตารางที่ 6) 
แสดงถึงเซลลท์ี่ใชท้ดสอบอยูใ่นระหวา่งการแบ่งเซลล์ ซ่ึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบ 
MN และจากการค านวณ % MN/1000 BN พบว่าเซลล์ A375 cell line ในสภาวะปกติมีปริมาณ 
Micronuclei สูงที่  19.974 ± 4.346 % /1000 BN cells แสดงถึงลักษณะเฉพาะของเซลล์มะเร็งที่ มี
ความผิดปกติของสารพนัธุกรรมอยู ่จึงมีผลให้ไดค้่าความถ่ีปริมาณ MN สูง ดงัรายงานของ Sangle 
et al. (2016) ที่พบว่าปริมาณความถ่ีการเกิด MN ในเซลล์ปกติจะมีค่าต  ่า ขณะที่เซลล์มะเร็งและ
ระดบัความรุนแรงของมะเร็งจะมีผลให้ปริมาณ MN สูงขึ้น ดงันั้น ค่าความถ่ีปริมาณ MN จึงใชเ้ป็น
ค่าในการประเมินความเส่ียงมะเร็งได้ และสภาวะที่ใส่ colchicine ซ่ึงเป็นสารก่อการกลายพนัธุ ์
ชนิดแอนิวเจน (aneugen) ท าใหเ้ซลลเ์กิด MN ไดม้ากขึ้นกวา่สภาวะปกติ (control)  

 
ตารางที่ 6 สรุปผลการตรวจสอบปริมาณความถ่ีการเกิด micronuclei ของเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี 
UVA (20 J/cm2) ทั้งก่อนและหลงัรับสารสกดัร าขา้วที่ระดบัเขม้ขน้ต่างๆ โดยตวัอกัษรที่แตกต่างกนั
ในแต่ละชุดขอ้มูลหมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) 
 

Condition NDI % MN/1000BN Fold 
Control 1.447 19.974 ± 4.346a  1.000a 
Colchicine (0.08 µg/ml) 1.454 36.234 ± 1.065b 1.814b 
Pre-treatment 
UVA 1.424 25.940 ± 3.632ab 1.299ab 
UVA + Hom 2.5 mg/ml 1.402 26.265 ± 1.601ab 1.315ab 
UVA + Hom 5 mg/ml 1.469 20.742 ± 3.305ab 1.038a 
UVA + Hom 10 mg/ml 1.411 19.866 ± 3.307a 0.995a 
UVA + Kam 2.5 mg/ml 1.508 29.269 ± 5.009ab 1.465ab 
UVA + Kam 5 mg/ml 1.483 25.366 ± 4.135ab 1.270ab 
UVA + Kam 10 mg/ml 1.489 25.374 ± 5.668ab 1.270ab 
Post-treatment 
UVA 1.526 25.195 ± 5.156ab 1.261ab 
UVA + Hom 2.5 mg/ml 1.562 21.245 ± 0.961ab 1.064ab 
UVA + Hom 5 mg/ml 1.569 22.381 ± 0.594ab 1.121ab 
UVA + Hom 10 mg/ml 1.521 19.395 ± 2.273a 0.971a 
UVA + Kam 2.5 mg/ml 1.597 24.053 ± 0.723ab 1.204ab 
UVA + Kam 5 mg/ml 1.568 22.558 ± 0.810ab 1.129ab 
UVA + Kam 10 mg/ml 1.564 23.046 ± 4.604ab 1.154ab 
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สภาวะ Pre-treatment หรือ การให้เซลล์ไดรั้บสารสกดัร าขา้วก่อนไดรั้บ UVA พบว่าเซลล์
ที่ไดรั้บ UVA มีปริมาณความถ่ีการเกิด MN เพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกบัเซลลป์กติ แสดงถึงการรับ UVA มี
ผลให ้DNA ของเซลล์เสียหายมากขึ้น และพบว่าสารสกดัร าขา้วหอมแดงสามารถลดความถ่ีการเกิด 
MN ลงแปรตามความเขม้ขน้ของสาร ส่วนสภาวะ Post-treatment พบวา่รังสี UVA กระตุน้ใหเ้ซลล์
เกิด micronuclei สูงกว่าสภาวะ control เช่นกนั และเม่ือให้เซลล์ไดรั้บสารสกดัร าขา้ว พบว่าเฉพาะ
สารสกดัร าขา้วหอมแดงที่ความเขม้ขน้ 10 mg/ml สามารถลด %MN/1000BN ลงจนเกือบเทียบเท่า
กบัเซลล์ในสภาวะปกติ แสดงถึงสารสกดัร าขา้วหอมแดงที่มีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่า
ก ่าดอยสะเก็ดสามารถลดการแตกหกัของ DNA ในเซลลท์ี่สัมผสักบัรังสี UVA ได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวิจยัที่ระบุว่า รังสี UVA สามารถกระตุน้ให้เกิด DNA double-strand breaks (dsbs) ผ่านการเกิด 
ROS ใน human keratinocytes cells และเม่ือเซลล์ไดรั้บสารตา้นอนุมูลอิสระ พบว่าสามารถลดการ
แตกหกัของ DNA จากการกระตุน้ดว้ย UVA ได ้(Greinert et al., 2012)  
 
5.  ความสามารถดูดกลืนแสงในช่วง UVA ของสารสกัดร าข้าว และปริมาณ ROS ภายในเซลล์ทีถู่ก
กระตุ้นด้วยรังสี UVA ทั้งก่อนและหลังรับสารสกัดร าข้าวที่ระดับเข้มข้นต่างๆ 
 การวดัความสามารถดูดกลืนแสงของสารสกัดร าขา้วในช่วง 250-450 nm พบว่าสารสกัด 

ร าขา้วหอมแดงและก ่าดอยสะเก็ดที่ระดบัความเขม้ขน้ 2.5, 5 และ 10 mg/ml สามารถดูดกลืนแสง

ในช่วง UVA ได ้โดยค่าการดูดกลืนแสงที่วดัได ้(315-400 nm) แปรผนัตามความเขม้ขน้ของสาร 
และสารสกัดร าขา้วหอมแดงยงัสามารถดูดกลืนแสงในช่วงต ่ากว่า UVA (280-300 nm) ได้ดีกว่า 

ก ่าดอยสะเก็ดเล็กน้อย (ภาพที่ 23) แสดงถึงสารสกัดร าขา้วทั้งสองมีสมบติัเป็น Chromophore ที่

สามารถดูดกลืนแสงในช่วง UV-Visible (200-800 nm) ได ้ 
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ภาพที่ 23 ค่าการดูดกลืนแสงในช่วงรังสี UVA ของสารสกดัร าขา้วหอมแดงและก ่าดอยสะเก็ด 
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 การตรวจปริมาณ ROS ภายในเซลลท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UVA ระดบั 20 J/cm2 โดยอาศยั 

Dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) พบวา่สารสกดัร าขา้วทั้งสองมีสมบติัเป็น 
photosensitizer ที่กระตุน้ใหเ้กิด ROS โดยปริมาณการเกิด ROS ไม่ไดส้มัพนัธก์บัความเขม้ขน้ของ

สารสกดัร าขา้ว ทั้งน้ีอาจเป็นผลเน่ืองมาจากความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วที่ร่วม
ก าจดั ROS ที่เกิดขึ้นดว้ย (ไม่แสดงผล) การตรวจวดัปริมาณ ROS ในสภาวะก่อนและหลงัรับ UVA 

ไดผ้ลดงัแสดงในภาพที่ 24 พบวา่ในสภาวะ Pre-treatment ก่อใหเ้กิด ROS เพิม่ขึ้นตามความเขม้ของ 

UVA ซ่ึงการใหเ้ซลลไ์ดรั้บสารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดและหอมแดงที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
ก่อนสมัผสักบัรังสี UVA ไม่สามารถช่วยเพิม่หรือลด ROS ที่เกิดขึ้นไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบั 

UVA control ซ่ึงผลที่ไดไ้ม่สะทอ้นใหเ้ห็นถึงคุณสมบติัการเป็น Chromophore ของสารสกดัร าขา้ว

ที่ชดัเจน ขณะที่สภาวะ Post-treatment ส่งผลให้ระดบั ROS ในเซลลท์ี่ไดรั้บรังสี UVA ที่ระดบั 20 
และ 40 J/cm2 ไม่แตกต่างกนั และเม่ือใหเ้ซลลไ์ดรั้บสารสกดัร าขา้วทั้ง 2 ชนิด พบวา่หอมแดงมี

แนวโนม้ช่วยลดระดบั ROS ที่เกิดขึ้นแบบแปรผนัตามความเขม้ขน้เม่ือเทียบกบั UVA control ซ่ึงจะ
เห็นวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัในเซลลท์ีไ่ดรั้บรังสี UVA ที่ระดบั 40 J/cm2 แสดงถึง

คุณสมบตัิในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วหอมแดงสามารถช่วยก าจดั ROS ที่เกิดจาก

รังสี UVA ได ้ ซ่ึงผลที่ไดส้อดคลอ้งกบังานวจิยัของ Jaszewska et al. (2013) ที่ตรวจสอบกิจกรรม
การป้องกนัรังสี UVA ของสารสกดัจากเมล็ด O. paradoxa ที่มีการสกดัแยกไขมนัออก แลว้พบวา่

สารดงักล่าวมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระที่สามารถช่วยลดระดบั ROS ภายในเซลล ์ เน่ืองจาก

สามารถออกฤทธ์ิก าจดั O·
2

- และ H2O2 oxygen species ได ้(Kiss et al., 2010)  
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6. การตรวจติดตามความสามารถต้านอนุมูลอสิระของสารที่ระยะเวลาเก็บต่างๆ เพ่ือประเมินอายุ
การเก็บสารสกัดร าข้าว 
          การวิเคราะห์ศึกษาความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วดว้ยวิธี DPPH, ABTS 
และ FRAP assay พบวา่ทั้ง 3 วธีิมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกนั คือ สารสกดัร าขา้วหอมแดงมีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าก ่าดอยสะเก็ด ดังนั้น จึงเลือกใชเ้พียงวิธี DPPH assay ซ่ึงเป็นวิธีที่นิยม มี
ความสะดวกและรวดเร็วที่สุดในการศึกษาความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสาร โดยในที่ น้ีจะ
ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วที่เก็บที่เวลาต่างๆ เพื่อประเมินอายกุารเก็บสารสกดั
ร าขา้วที่เก็บในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 15 เดือน ซ่ึงไดผ้ลดงัแสดงในภาพที่ 25 ที่พบว่า
สารสกดัร าขา้วหอมแดงมีความสามารถตา้นอนุมลอิสระสูงกว่าก ่าดอยสะเก็ดตลอดระยะเวลาการ
เก็บ  
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ภาพที่ 24 ระดบัของ ROS ในเซลลท์ี่ไดรั้บสารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดและหอมแดงในสภาวะ
ก่อน (A, B) และหลงั (C, D) สมัผสัรังสี UVA ที่ระดบั 20 และ 40 J/cm2, (K1, K2, K3: สารสกดัร า
ขา้วก ่าดอยสะเก็ดเขม้ขน้ 2.5, 5 และ 10 mg/ml และ H1, H2, H3: สารสกดัร าขา้วหอมแดงเขม้ขน้ 
2.5, 5 และ 10 mg/ml ตามลาดบั 
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เม่ือน าความสามารถตา้นอนุมูลอิสระมาประเมินอายุการเก็บสารสกัดร าขา้วโดยอาศัย

ปฏิกิริยาอนัดบัหน่ึง จากสมการของอาร์รีเนียส (Arrhenius equation) เพื่อค  านวณหา Half-life ของ
สารทั้ ง 2 ชนิด จะได้ Half-life (t1/2) = 0.693/k เม่ือ k คือ ความชันที่ได้จากกราฟความสัมพันธ์
ระหว่าง ln (µg Ascorbic acid/mg Sample) กับ เวลา (เดือน) ซ่ึงพบว่าสารสกัดร าข้าวหอมแดงมี 
Half-life สั้นกวา่เล็กนอ้ย คือ 21.39 เดือน ขณะที่ก  ่าดอยสะเก็ดมี Half-life คือ 22.35 เดือน ทั้งน้ีอาจ
เป็นผลจากการที่สารสกดัร าขา้วทั้งสองมีสารองคป์ระกอบที่แตกต่างกนั โดยสารสกดัจากร าขา้วที่มี
สีด า จะมีปริมาณแอนโทไซยานินมากกวา่ร าขา้วที่มีสีแดง (Sompong et al., 2011) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
ผลการศึกษาของ กิตติมา บุตรจนัทร์ (2557) ที่พบวา่ สารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดซ่ึงเป็นร าขา้วที่มี
สีด ามีปริมาณแอนโธไซยานินสูงกว่าสารสกัดร าขา้วหอมแดงที่มีร าสีแดง โดยแอนโทไซยานิน
จดัเป็นสารกลุ่มโพลีฟีนอลที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ และมีโครงสร้างหลากหลายแบบ จึงมีความคงตวั
และสลายตวัในสภาวะที่แตกต่างกนัไดช้า้กวา่ ดงันั้น สารที่มีแอนโทไซยานินเป็นองคป์ระกอบใน
ปริมาณมากจึงเส่ือมสภาพไดช้า้กวา่สารที่มีแอนโทไซยานินนอ้ยกวา่  

อยา่งไรก็ตาม เม่ือพิจารณากิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ พบว่าฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ
สารสกดัร าขา้วทั้งสองจะคงอยูไ่ดดี้ เม่ือเก็บรักษาสารสกดัร าขา้วหรือผลิตภณัฑท์ี่มีสารสกดัร าขา้ว
ในสภาวะมืด ที่อุณหภูมิหอ้ง ในเวลาเก็บไม่เกิน 1 ปี 

 
 

ภาพที่ 25 กิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วเทียบกบัสารมาตรฐาน Ascorbic acid จากวธีิ 
DPPH assay (จ  านวน 3 ซ ้ า) โดยอกัษรที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูล แสดงถึงความแตกต่างอยา่ง
มีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P < 0.01) 
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
1. สรุปผลการทดลอง 

สารสกดัร าขา้วหอมแดงมีประสิทธิภาพตา้นอนุมูลอิสระดีกวา่ก ่าดอยสะเก็ด และสามารถ
ป้องกนัเซลลไ์ดดี้เม่ือไดรั้บรังสี UVA ต ่าๆ โดยสารสกดัร าขา้วหอมแดงมีฤทธ์ิส่งเสริมเซลลใ์หเ้จริญ
ไดดี้กวา่ก ่าดอยสะเก็ด เม่ือให้เซลล์ไดรั้บรับรังสี UVA ที่ระดบั 20 J/cm2 พบว่าสารสกดัร าขา้วทั้ง 2 
ชนิด มีผลใหเ้ซลล์เกิด apoptosis มากขึ้น โดยสารสกดัร าขา้วหอมแดงสามารถกระตุน้ใหเ้ซลลเ์กิด 
apoptosis เพิม่ขึ้นทั้งในสภาวะก่อนและหลงัรับรังสี UVA แต่สารสกดัร าขา้วก ่าดอยสะเก็ดให้ผลได้
เฉพาะเม่ือไดรั้บสารสกดัร าขา้วก่อนการรับรังสี UVA นอกจากน้ีพบว่าเซลล์ที่ไดรั้บสารสกดัร าขา้ว
หอมแดงมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด micronuclei ลดลง และจากการศึกษาค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั
ร าขา้วและปริมาณ ROS ภายในเซลล์ที่ได้รับรังสี UVA พบว่าสารสกดัร าขา้วทั้งสองมีสมบติัเป็น 
photosensitizer ที่ก่อให้เกิด ROS ขึ้นภายในเซลล์ โดยคุณสมบติัการเป็น photosensitizer และฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัร าขา้วมีบทบาทร่วมกนัในการป้องกนัและลดความเส่ียงการเกิดมะเร็ง
ผิวหนังผ่านการกระตุ้นให้เซลล์ที่ได้รับรังสี UVA เกิด apoptosis และมีเปอร์เซ็นต์การเกิด 
micronuclei ลดลง ดงันั้นสารสกดัร าขา้วหอมแดงจึงเป็นตวัเลือกที่น่าสนใจในการน ามาประยกุตใ์ช้
เป็นส่วนประกอบของเคร่ืองส าอางป้องกนัแดดที่สามารถช่วยฟ้ืนฟูเซลล์ให้เจริญแข็งแรง และลด
ความเส่ียงการเกิดมะเร็งผวิหนงัจากรังสี UVA ไดดี้กวา่ก ่าดอยสะเก็ด 
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2. ข้อเสนอแนะ 
 2.1 การศึกษาการเกิด apoptosis ดว้ยสียอ้ม Hoechst 33258 อาจไม่เพียงพอจะบอกสาเหตุที่
ท  าให้เกิด apoptosis เพื่อที่จะเลือกวิธีในการศึกษาแนวทางป้องกันได้ถูกต้อง อาจตอ้งใช้วิธีการ
ทดสอบอ่ืนๆ เช่น การตรวจวดัระดับของ caspases, DNA fragmentation และการเปล่ียนแปลง 
เยือ่หุม้เซลล ์
 2.2 การตรวจสอบเปอร์เซ็นตเ์กิด apoptosis ของ A375 cell line ที่สัมผสักบัรังสี UVA ดว้ย 
Hoechst 33258 ควรเลือกใช ้UVA ที่ระดบั 20 J/cm2 เป็นอยา่งน้อย เน่ืองจากระดบัที่ต  ่ากว่าน้ีจะให้
ค่าที่ใกลเ้คียงกบัสภาวะ control จึงไม่สามารถน าขอ้มูลไปวเิคราะห์ผลต่อได ้

2.3 การประเมินอายกุารเก็บรักษาสารสกัดร าขา้วเพื่อคงคุณสมบติัของสารดว้ยการตรวจ
ติดตามความสามารถตา้นอนุมูลอิสระที่ระยะเวลาต่างๆ ของการเก็บ อาจใหข้อ้มูลไม่ชดัเจนต่อการ
ออกฤทธ์ิของสารในระบบส่ิงมีชีวิต จึงควรมีการเก็บตัวอย่างที่ระยะเวลาต่างๆ มาทดสอบกับ 
เซลลโ์มเดลร่วมดว้ย 
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