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บทคัดย่อ 
 

 บทน า ผึ้งชันโรงเป็นผึ้งท่ีมีขนาดเล็ก และไม่มีเหล็กใน ท่ีเกษตรกรในเขตภาคตะวันออก
ของประเทศไทยนิยมเลี้ยงเพื่อประโยชน์ในการผสมเกสรช่วยขยายพันธุ์พืชผล  น้ าผึ้งนั้นได้มี
รายงานการใช้ทางยามาเป็นเป็นเวลานาน เช่น ใช้เพื่อสมานแผล มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น การศึกษาใน
ประเทศไทยรวมท้ังต่างประเทศส่วนมากเป็นการศึกษาจากผ้ึงสายพันธุ์ท่ีมีเหล็กใน ดังนัน้ การวิจัย
นี้จึงต้องการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของน้ าผึ้งจากผึ้งชันโรง สายพันธ์ุขนเงิน 
 วิธีการและผลการทดลอง ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ พบว่าน้ าผ้ึงท่ีได้จากป่าชายเลนนั้น มีฤทธิ์
สูงกว่าน้ าผึ้งท่ีได้จากสวนผลไม้และน้ าผึ้งจิตรลดา มีค่าค่า IC50 เท่ากับ 19.82±1.82, 62.27±3.95  
% (w/v) และไม่สามารถหาค่าได้ ตามล าดับ โดย DPPH assay และน้ าผึ้งจากทุกแหล่งมีฤทธิ์ใน
การต้านการอักเสบ ด้วยวิธี Proteinase inhibitory assay และ มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของ
ต่อเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก และยับยั้งการสร้างแอดวานซ์
ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ โดยน้ าผ้ึงจิตรลดามีความสามารถในการได้สูงกว่าน้ าผ้ึงจากอีก 2 แหล่ง 
 สรุปและอภิปราย พบฤทธิ์ของการต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก และฤทธิ์ยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์
โพรดัคท์ของน้ าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลนและน้ าผึ้งจิตรลดา โดยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจะพบ
สูงสุดในน้ าผึ้งจากชันโรงท่ีได้จากป่าชายเลน ส่วนฤทธิ์อื่นๆ พบว่าน้ าผึ้งจิตรลดามีแนวโน้มของฤทธิ์
สูงกว่า 
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Abstract 
 

 Introduction Stingless has been known to use in agriculture, especially in 
Eastern Thailand, for a long time. They are used to fertilize plants including fruit 
trees. Moreover, honey has been used in Ayuravedic for thousand years such as 
wound healing, anti-inflammation, anti-oxidant and anti-bacterium. However, most 
of studies investigated the honey from sting-available bee species, not stingless 
bees. Therefore, this study aims to study bioactivities of honey from stingless bees. 
 Methods Anti-oxidant activity was found in honey from mangrove forest 
higher than in fruit orchard or Jitralada honey at IC50 19.82±1.82, 62.27±3.95 % (w/v) 
which Jitralada honeny could not be determined by DPPH assay. All kinds of kiney 
showed activity of anti-inflammation, anti-bacterium (gram positive bacilli) and anti-
AGEs formation whereas the honey of Jitralada brand shwed the hight potency than 
other 2 honey samples from mangrove forest and fruit orchard. 
 Results and Conclusion Anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-bacterial 
activities and anti-AGEs formation were found in honey samples from fruit orchard, 
mangrove forest and Jitralada brand. The anti-oxidant effect shwed the highest 
potency in honey from mangrove forest whereas the anti-inflammation, andti-
bacterium and anti-AGEs formation tend to be found the highest potency in Jitralada 
honey. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 

ผึ้งชันโรง (stingless bee) เป็นผึ้งท่ีมีขนาดเล็กและไม่มีเหล็กใน ท่ีเกษตรกรในเขตภาค
ตะวันออกของประเทศไทยนิยมเลี้ยงเพื่อประโยชน์ในการผสมเกสรช่วยขยายพันธุ์พืชผล รวมท้ัง
ผลผลิตท่ีได้จากการเลี้ยงผึ้งชันโรง อาทิ เช่น น้้าผึ้ง (honey) ชันผึ้ง (propolis) ไขผึ้ง (wax) ยัง
สามารถสร้างรายได้เพิ่มเติมแก่เกษตรกรได้ ราคาผลิตภัณฑ์จากผึ้งชันโรงในท้องตลาดเมื่อเทียบกับ
ผึ้งสายพันธุ์ท่ีมีเหล็กใน พบว่ามีราคาสูงกว่ามาก ส่วนหนึ่งสืบเนื่องมาจากผลผลิตท่ีมีน้อยกว่าของ
ผึ้งชันโรงและมีความเชื่อบางส่วนว่าน้้าผึ้งและชันผึ้งของผึ้งชันโรงนั้นมีฤทธิ์ทางยามากกว่าผึ้งสาย
พันธุ์ท่ีมีเหล็กในอื่นๆ  น้้าผึ้งนั้นได้มีรายงานการใช้ทางยามาเป็นเป็นเวลานาน เช่น ใช้เพื่อสมาน
แผล มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระ เป็นต้น การศึกษาในประเทศไทยพบฤทธิ์ของน้้าผึ้งสายพันธุ์ Apis florae และ Apis 
andreniformis  ก็เป็นไปในทิศทางเดียวกัน การศึกษาของประเทศมาเลเซียซึ่งมีน้้าผึ้งหลากหลาย
ชนิด เช่น Tualang, Nenas, , Gelam เป็นต้น พบว่าน้้าผึ้ง Tualang และ Gelam มีคุณฤทธิ์ทาง
ชีวภาพสูงสุด โดยเฉพาะฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านการอักเสบ  

ส้าหรับรายงานการศึกษาในผึ้งชันโรงนั้นยังพบการศึกษาน้อย โดยพบฤทธ์ิในการต้านเชื้อ
แบคทีเรียจากผึ้งชันโรงสายพันธุ์ Trigona laeviceps (พันธุ์ถ้วยด้า) ซึ่งพบได้ทั่วไปในประเทศไทย 
ในเขตภาคตะวันออกของไทย พบผึ้งชันโรงสายพันธุ์อื่นๆ ได้แก่ Trigona pagdeni Seh. (พันธุ์ขน
เงิน) Trigona terminata Smith (พันธุ์ปากแตรแดง) และ Trigona ventralis Smith (พันธุ์
ปากแตรขาว) เป็นต้น โดยเฉพาะพันธุ์ขนเงินซึ่งให้น้้าผึ้งท่ีมีรสชาติเป็นท่ีชื่นชอบของเกษตรกร
ชาวสวนผลไม้ ทางทีมนักวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรียและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้งจากผึ้งชันโรงดังกล่าวนี้ ท่ีได้จากแหล่งเพาะเลี้ยงท่ี
แตกต่างกัน เพื่อใช้เป็นข้อมูลทางวิชาการในการสนับสนุนการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อเพิ่มมูลค่าของ
น้้าผ้ึงจากผึ้งชันโรท่ีผลิตได้ในท้องถิ่นเขตภาคตะวันออกของประเทศไทยต่อไป 

 
1.2 ทบทวนวรรณกรรม 
  1.2.1 คุณสมบัติและองค์ประกอบทำงเคมีของน้ ำผ้ึง 

  ผึ้ง (Bees) มีหลากหลายสายพันธุ์ มากกว่า 6-11 สายพันธุ์จากกว่า 20,000 สาย
พันธุ์ สามารถสร้างน้้าผึ้งได้จากการทบทวนวรรณกรรมของ Ball DW. (2007) โดยมีท้ัง
ชนิดท่ีมีเหล็กใน เช่น Apis florae และ Apis andreniformis และไม่มีเหล็กใน ท่ีเรียกว่า 
ชันโรง (stingless bees) เช่น สายพันธุ์  Trigona laeviceps (พันธุ์ถ้วยด้า) Trigona 
pagdeni Seh. (พันธุ์ขนเงิน) Trigona terminata Smith (พันธุ์ปากแตรแดง) และ 
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Trigona ventralis Smith (พันธุ์ปากแตรขาว) ซึ่งพบได้ท่ัวไปในประเทศไทย ในเขตภาค
ตะวันออกของไทย เช่น ท่ีจังหวัดจันทบุรี เกษตรกรใช้ในการช่วยผสมเกสรต้นผลไม้ในสวน
ผลไม้ เป็นต้น น้้าผึ้ง เป็นสารให้ความหวานจากธรรมชาติ ท่ีถูกน้ามาใช้ประโยชน์มา
มากกว่า 6,000 ปีแล้ว โดยน้้าผึ้งท่ีได้ จะขึ้นอยู่กับว่าผึ้งนั้นเติบโตและหาอาหารอยู่ในเขต
พื้นท่ีใด (Ball DW, 2007) ซึ่งส่งผลต่อส่วนประกอบท่ีพบในน้้าผึ้ง โดยมีส่วนประกอบท่ี
หลากหลาย ได้แก่ sugars (80-89%), proteins, amino acids (0.1-0.4%), enzymes, 
organic acids, vitamins, minerals, phenolic, volatile compounds และ น้้า (15-
17%) อย่างไรก็ตามพบว่า น้้าผึ้งจากท่ัวโลกมีองค์ประกอบท่ีคล้ายกัน ได้แก่ กลุ่ม
สารประกอบ phenolic เช่น caffeic, ellagic, ferulic and p-coumaric acids, กลุ่ม
สารประกอบ flavonoid เช่น apigenin, chrysin, galangin, hesperetin, kaempferol, 
pinocembrin และ quercetin; กลุ่มสารท่ีมีทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ tocopherols, 
ascorbic acid, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) แ ล ะ reduced 
glutathione (GSH) 
  นอกจากนั้น ยังพบวิตามินหลากหลายชนิด ได้แก่ ascorbic acid (Vitamin C), 
thiamine (Vitamin B1), pantothenic acid (Vitamin B5), riboflavin (Vitamin B2), 
nicotinic acid (Vitamin B3), pyridoxine (Vitamin B6), biotin (Vitamin B8), folic 
acid (Vitamin B9) และ cyanocobalamin (Vitamin B12) (Ciulu M, 2011)  
  โดยท่ีสารแต่ละตัวนั้น พบรายงานฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาท่ีชัดเจน รวมท้ังคุณสมบัติ
ทางโภชนาการด้วย ท้ังยังสามารถเสริมฤทธิ์สารแต่ละตัวให้มากยิ่งขึ้น ซึ่งน้าไปสู่การใช้ท่ี
หลากหลาย (Patricia V, 2015) และสัมพันธุ์กับความคงตัวของน้้าผึ้งนั้นๆ ในการเก็บ
รักษา หรือความร้อนท่ีสามารถทนได้ โดยท่ีคุณค่าทางโภชนาการและส่วนประกอบไม่
เปลี่ยนไป (da Silva PM, 2015) ท้ังนี้ อาจรวมถึงกระบวนการเมตาบอลิซึมในผึ้งแต่ละ
ชนิดด้วย 

  
 1.2.2 ฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำของน้ ำผ้ึง 

 น้้าผึ้ง ได้ถูกน้ามาใช้ทางยาอย่างยาวนาน ดังนั้น การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ
น้้าผึ้งจึงสามารถพบเห็นได้โดยท่ัวไป ได้แก่ ฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 
(antimicrobial effect) ฤทธ์ิต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) ฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (anticancer) ฤทธ์ิลดระดับไขมัน
ในเลือด (antihyperlipidemic) ฤทธิ์ในการท้าหน้าท่ีป้องกันภาวะทางหลอกเลือดหัวใจ 
(cardioprotective properties) ใช้ในการรักษาอาการตาผิดปกติ โรคทางเดินอาหาร โรค
ทางระบบประสาทและความบกพร่องในการสืบพันธุ์ รวมท้ังความสามารถในการรักษา
แผลด้วย (Raoa PV, 2016) ดังแสดงในภาพท่ี 1 และตารางท่ี 1 
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ภำพที่ 1 ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของน้้าผึ้ง (Raoa PV, 2016) 
   
ตำรำงที่ 1 Physicochemical properties of honey bee (Tualang and Manuka honey) 
      and stingless bee honey (Raoa PV, 2016)

 
 

 จากข้อมูลเบื้องต้น จะเห็นว่ามีการศึกษาส่วนใหญ่ในผึ้งสายพันธุ์ท่ีมีเหล็กใน แต่ใน
สายพันธุ์ท่ีไม่มีเหล็กในนั้น ยังมีการศึกษาท่ีจ้ากัด ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ จึงต้องการศึกษา
ฤทธ์ิต่างๆในน้้าผึ้งจากชันโรงท่ีได้จากหลายแหล่ง  
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 1.2.3 กำรทดสอบฤทธิ์ทำงงำนวิจัยและควำมส ำคัญ 
  1.2.3.1 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ 

 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร ได้รับความสนใจอย่างกว้างขวาง 
เทคนิคและวิธีการท่ีใช้วิเคราะห์ก็ได้รับการคิดค้นและพัฒนาอย่างต่อเนื่องเช่นกัน 
โดยแนวทางในการวิเคราะห์นั้น จะประเมินในแง่ของความสามารถของสารที่สนใจ
ในการก้าจัดสารอนุมูลอิสระหรือการลดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative 
stress) โดยแบ่งออกได้เป็น 2 รูปแบบ ขึ้นกับปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ กลไกโดย
หลักการถ่ ายเทไฮโดรเจนอะตอม (hydrogen atom transfer, HAT) เช่น 
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) หรือ Total radical trapping 
antioxidant parameter (TRAP) เป็นต้น และอีกกลไก คือ อาศัยหลักการถ่ายเท
อิเล็กตรอน (electron transfer, ET) เช่น FRAP assay, DPPH assay เป็นต้น 
(สุพัตรา ปรศุพัฒนา, 2555) 
 

ตำรำงที่ 2 การจ้าแนกชนิดของการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระตามกลไก (สุพัตรา ปรศุพัฒนา, 
      2555) 
Assays involveing 
hydrogen atom transfer 
reactions 
ROO˚ + AH --> ROOH + A˚ 
ROO˚ + LH --> ROOH + L˚ 

ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) 
TRAP (total radical trapping antioxidant parameter) 
Crocin bleaching assay 
IOU (Inhibited oxygen uptake) 
Inhibition of linoleic acid oxidation 
Inhibition of LDL oxidation 

Assays by electron-
transfer reaction 
M(n) + e (from AH) --> 
AH˚+ + M(n-1) 

TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) 
FRAP (ferric ion reducing antioxidant parameter) 
DPPH (diphenyl-1-picrylhydrazy) 
Copper(II) reduction capacity 
Total phenolic assays by Folin-Cicalateu reagent 

Other assays TOSC (total oxidant scavenging capacity) 
Inhibition of Briggs-Rauscher oscillation reaction 
Chemiluminescent 
Electrochemiluminescence 

AH, antioxidant 
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  1.2.3.2 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ 

 การอักเสบ (Inflammation) เป็นปฏิกิริยาการตอบสนองของร่างกายต่อ
สิ่งแปลกปลอมท่ีมากระตุ้นเซลล์หรือเนื้อเยื่อให้เกิดความเสียหาย โดยลักษณะ
ส้าคัญท่ีสามารถสังเกตได้ 5 อย่างหลักๆ คือ อาการปวดบริเวณท่ีอักเสบ (pain), 
บวมบริเวณท่ีอักเสบ (swelling), บริเวณท่ีอักเสบมีลักษณะแดงขึ้น (redness), 
บริเวณท่ีอักเสบมีอุณหภูมิท่ีสูงขึ้น (heat), และมีการเสียหน้าท่ีการท้างานของ
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะท่ีเกิดการอักเสบ (loss of function) หรือท่ีมักนิยามให้เข้าใจ
ง่ายถึงพยาธิสภาพว่าเกิดการอักเสบ ประกอบด้วย ปวด บวม แดง ร้อน นั่นเอง 
การเปลี่ยนแปลงท่ีส้าคัญ ประกอบไปด้วย 3 กระบวนการหลัก ได้แก่ 1) การขยาย
หลอดเลือดขนาดเล็กท้าให้การเพิ่มขึ้นของการไหลเวียนเลือด 2) การเปลี่ยนแปลง
ทางโครงสร้างของหลอดเลือด ท้าให้เพิ่มการซึมผ่านของผนังหลอดเลือด โปรตีน
และ เซลล์เม็ดเลือดขาวไหลออกจากการไหลเวียนเลือดได้ และ 3) การเคลื่อนตัว
ของ เม็ดเลือดขาวออกจากหลอดเลือดสู่บริเวณท่ีได้รับบาดเจ็บและเริ่มก้าจัดสิ่ง
แปลกปลอม 

การตอบสนองของหลอดเลือดต่อภาวะการเกิดการอักเสบแบบเฉียบพลัน 
จะท้าให้เกิดการรั่วออกมาของโปรตีนและสารน้้าจากหลอดเลือด เนื่องจากการ
ขยายตัวของหลอดเลือดและเพ่ิมการซึมผ่านของผนังหลอดเลือดมากขึ้นเกิดได้จาก
การหลั่งของสารตัวกลางการอักเสบต่างๆเช่น histamine ท้าให้กล้ามเนื้อเรียบ
บริเวณหลอดเลือดขยายส่งผลให้การไหลเวียนของเลือดเพิ่มมากขึ้นซึ่งเป็นสาเหตุ
ของความร้อนและแดง บริเวณท่ีเกิดการอักเสบ การเพิ่มการซึมผ่านของผิวเซลล์
บริเวณผนังของหลอดเลือด (endothelial cells) ช่วยให้ neutrophils ออกจาก
หลอดเลือดมาได้จากการท่ี neutrophils สะสมอยู่ กล่าวคือการรั่วผ่านออกมา 
เกิดจาก vascular endothelial growth factor (VEGF) เพิ่มมากขึ้น การเพิ่มขึ้น 
hydrostatic pressure และการลดลงของ colloid osmotic pressure (Kumar 
JM, 2015)  

การตอบสนองของเม็ดเลือดขาวท่ีส้าคัญท่ีสุดในปฏิกิริยาการอักเสบ
โดย ท่ัวไปคือ  การการเกิดภาวะ phagocytosis ได้ แก่  neutrophils และ 
macrophage การตอบสนองจะให้เกิดการเคลื่อนตัวของ เม็ดเลือดขาว จาก
ภายในหลอดเลือดออกไปยังเนื้อเยื่อท่ีมีการอักเสบ โดยจะถูกควบคุมโดย 
adhesion molecules และ  cytokines ซึ่ ง เ รี ยกว่ า  chemokines โดยจะมี
กระบวนการหลายขั้นตอน เร่ิมจากการท่ี เม็ดเลือดขาว เคลื่อนท่ีมาบริเวณผิวเซลล์ 
มีการหมุนไปบนผนังหลอดเลือด endothelium cellเพื่อให้ ได้ต้ าแหน่ง ท่ี
เหมาะสมของการยึดเกาะ โดยการใช้การจับกันของ integrin บน เม็ดเลือดขาว 
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จับกับ selectin บน endothelium cell และ adhesion molecules ตัวต่างๆ 
เช่น CD31 (PECAM-1), ICAM-1 หลังจากเม็ดเลือดขาวออกมาจะท้าการจับกินสิ่ง
แปลกปลอมแล้วหลั่ง cytokines  เช่น TNF, IL-1  leukocytes ส่วนใหญ่ของการ
อักเสบเฉียบพลัน neutrophils จะตอบสนองต่อการอักเสบก่อนและออกไปก่อน
ในช่วง 6 ถึง 24 ชั่วโมงแรกและในขณะท่ี monocytes มาถึงใน 24 ถึง 48 ชั่วโมง 
การจะเคลื่อนท่ีของเม็ดเลือดขาวไปยังเนื้อเยื่อบริเวณท่ีเกิดการบาดเจ็บด้วย
กระบวนการท่ีเรียกว่า chemotaxis โดยอาศัยสารสื่อกลางในการอักเสบท่ีสร้าง
ขึ้นในพลาสมา ได้แก่  cytokines ,complement system โดยเฉพาะ C5a และ 
arachidonic acid (AA) metabolites  การตอบสนองของเม็ดเลือดขาว เช่น 
neutrophils และ monocytes เหล่านี้ประกอบด้วย  การรับรู้ของสิ่งแปลกปลอม
โดย TLRs และตัวรับอื่นๆ การเกิด phagocytosis ของเม็ดเลือดขาว ท้าลายสิ่ง
แปลกปลอม โดย lysosomal enzymes และ  reactive oxygen, nitrogen 
species( ROS,NOS)  เ ช่ น  superoxide (O2

- )  คื อ  hypochlorite ( HOCl- )  , 
hydroxyl radical ( -OH)  แ ละ จ าก  nitric oxide ( NO)  เ ป็ น  peroxynitrite 
(OONO-) เป็นต้น Reactive Oxygen Species มีการผลิต ROS ภายใน lysosome 
และ phagolysosome ซึ่งสามารถท้าปฏิกิริยากับอนุภาคท่ีเม็ดเลือดขาวกินเข้าไป
ได้ โดยไม่ ท้าลายเซลล์  หลังจากนั้น superoxide (O2

-)   จะถูกเปลี่ยนเป็น 
hydrogen peroxide (H2O2) โดย เม็ดเลือดขาว จะมีเอนไซม์ myeloperoxidase 
(MPO) เปลี่ยน H2O2 เป็น hypochlorite (OCl2-) ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องในการเกิด
ความเสียหายของเนื้อเยื่อท่ีเกิดจากการอักเสบ Nitric Oxide(NO) สร้างจาก 
arginine โ ด ย ใ ช้  nitric oxide synthase ( NOS)  ซึ่ ง ม า  3 ชนิ ด คื อ  NOS: 
endothelial (eNOS), neuronal (nNOS) และ inducible (iNOS) eNOS และ 
nNOS โดยใช้ iNOS ในการก้าจัดเชื้อ  จุลินทรีย์ซึ่งจะถูกกระตุ้นโดย cytokines  
(เช่น IFN-γ) หรือผลิตภัณฑ์จากจุลินทรีย์ ภายใน macrophages NO จะท้า
ปฏิกิริยากับ O2

- ได้ peroxynitrite (ONOO− ) โดยจะงานเหมือน ROS ท้าให้เกิด
การโจมตีไขมัน lipids โปรตีนและกรดนิวคลีอิกของจุลินทรีย์และเซลล์สาร
สื่อกลางการอักเสบ ท่ีส้าคัญท่ีสุดในการอักเสบเฉียบพลัน ได้แก่ amyloid 
vasoactive ผลิตภัณฑ์ lipid (prostaglandins และ leukotrienes), cytokines 
(รวม chemokines) และ comple-ment activation  
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ตำรำงที่ 3 แสดงรายละเอียดของสารส่ือกลางในการอักเสบ (Kumar JM, 2015) 

ชนิดของสาร แหล่งที่มา การเปลี่ยนแปลงท่ีส้าคัญ 

Histamine Mast cells, basophils, 
platelets 

ขยายหลอดเลือด เพ่ิมการซึมผ่านของ
หลอดเลือด 

Prostaglandins Mast cells, leukocytes ขยายหลอดเลือด อาการปวด ไข้ 

Leukotrienes Mast cells, leukocytes เพ่ิมการซึมผ่านของผนังหลอดเลือด การ
เคล่ือนเข้าหาส่ิงกระตุ้น การเกาะของเม็ด
เลือดขาวกับผนังหลอดเลือด 

Cytokines  
(TNF, IL-1, IL-6) 

Macrophages, 
endothelial cells, mast 
cells 

กระตุ้นผนังหลอดหลอดแดง ไข้ ระบบเผา
ผลาญผิดปกติ ความดันโลหิตต่้า (shock) 

Chemokines Leukocytes, activated 
macrophages 

การเคล่ือนเข้าหาสิ่งกระตุ้น กระตุ้นเซลล์
เม็ดเลือดขาว 

Platelet-activating 
factor 

Leukocytes, mast cells หลอดเลือดขยายตัว และเพิ่มการซึมผ่าน 
การเกาะติดของเม็ดเลือดขาวกับผนัง
หลอดเลือด การเคลื่อนเข้าหาส่ิงกระตุ้น 
สลายแกรนูล  

Complement Plasma  
(สร้างจากตับ) 

การกระตุ้นและการเคล่ือนท่ีของเม็ดเลือด
ขาวหาสิ่งกระตุ้น, ลายสิ่งแปลกปลอม
โดยตรง (membrane attack 
complex), ขยายหลอดเลือด 

Kinins Plasma  
(สร้างจากตับ) 

เพ่ิมการซึมผ่านของผนังหลอดเลือด, การ
หดตัวของกล้ามเน้ือเรียบ, หลอดเลือด
ขยายตัว, อาการปวด 

 

Arachidonic Acid Metabolites เป็น เกิดจาก arachidonic (AA) ใน 
phospholipids ของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยใช้เอนไซม์ phospholipase A2 ซึ่งจะถูก
เปลี่ ยนไปเป็น  prostaglandins (สร้ าง โดย cyclooxygenases:COX) และ 
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leukotrienes, lipoxins (สร้างโดย lipoxygenases) ซึ่งมีส่วนในการเกิดการ
อักเสบ โดยตัวท่ีส้าคัญท่ีท้าให้เกิดการอักเสบคือ prostaglandins โดยจะถูก
กระตุ้นได้โดย COX-1 และ COX-2 แต่ COX-2 จะสามารถกระตุ้นได้ในช่วงของ
การอักเสบ  

Cytokines เป็น โมเลกุลของ Messenger ของระบบภูมิคุ้มกัน การ
ปฏิสัมพันธ์ของเซลล์และหน้าท่ีของ leukocytes เป็นสื่อกลางโดยโปรตีนท่ีเรียกว่า 
cytokines จะถูกควบคุมโดย interleukins ซึ่งในการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน
ท่ีได้รับมา (innate immune) จะสร้างขึ้นมากระตุ้นการอักเสบและยับยั้งการ
จ้าลองแบบของไวรัส cytokines เหล่านี้ ได้แก่ TNF, IL-1, IL-12, IFN ชนิด I, IFN-
γและ chemokines จะถูกสร้างจาก macrophages Tumor Necrosis Factor 
(TNF)  และ Interleukin-1 ( IL-1)  เพิ่ มการยึด เกาะของเม็ด เลื อดขาวกับ 
endothelium และเคลื่อนตัวออกจากหลอดเลือด TNF เกิดจากสัญญาณผ่าน 
TLRs และตัวรับสัญญาณอื่นๆ การสังเคราะห์ IL-1 ถูกกระตุ้นโดยสัญญาณเดียวกัน 
TNF ช่วยเพิ่มการตอบสนองของ neutrophils ต่อสิ่งเร้าอื่น ๆ เช่นแบคทีเรีย 
endotoxin และกระตุ้นการท้างานของจุลินทรีย์ใน macrophages โดยกระตุ้น
การผลิต NO  

เซลล์และสารสื่อกลางในกระบวนการอักเสบเรื้อรัง ท่ีส้าคัญ ได้แก่ 
Macrophage จะได้รับการกระตุ้นโดยสารหลายชนิดหลังจาก T-lymphocyte 
ถูกกระตุ้น จะหลั่งสารสื่อกลาง จ้าพวก cytokoines ให้มากระตุ้น Macrophage 
ให้มีขนาดเซลล์ท่ีโตขึ้น ซึ่งจะมีความสามารถในการจับกินและท้าลายเชื้อโรคเพิ่ม
สูง Classical macrophage activation จะถูกกระตุ้นโดยสิ่งท่ีจุลชีพผลิตออกมา 
เช่น endotoxin ซึ่งจะไปจับกับ Toll-Like Receptors (TLRs) ซึ่งได้รับสัญญาณ
ท่ีส้าคัญจาก T-cell ก็คือ IFN-γ   macrophage จะหลั่ง NO, ROSและเอนไซม์ 
lysosomal ซึ่งทั้งจะสามารถฆ่าเชื้อจุลชีพและหลั่ง cytokine กระตุ้นกระบวนการ
อักเสบ ส่วน Alternative macrophage activation จะถูกกระตุ้นโดย cytokine 
นอกเหนือจาก IFN-γ เช่น IL-4 และ IL-13 ซึ่งหลั่งมาจาก T lymphocyte และ
เซลล์อื่น ๆ ซึ่ง Macrophage เหล่านี้จะยับยั้ง  classical activation pathway 
โดย Macrophage จะหลั่ง growth factors ซึ่งส่งเสริมการสร้างหลอดเลือดใหม่,
กระตุ้นเซลล์ fibroblasts รวมถึงกระตุ้นกระบวนการสร้างคอลลาเจน  

ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบสามารถท้าได้ท้ังทางอ้อมและทางตรง 
ได้แก่  

- การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบในหลอดทดลอง (in vitro test) เช่น 
Anti-denaturation activity ท่ีวัดความสามารถในการยับยั้งการเสีย
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สภาพของโปรตีนในหลอดทอลอง (Williams LA, 2018)  หรือ 
Proteinase inhibitory assay ซึ่ งวัดความสามารถในการยับยั้ ง
เอนไซม์กลุ่ม proteinase ท่ีท้าหน้าท่ีหลักระหว่างเกิดการอักเสบ โดย
ใช้เอนไซม์ trypsin เป็นต้นแบบ (Mallikadevi T, 2012) หรือ β-
glucosidase inhibition assay ท่ีอาศัยหลักการคล้ายกัน (Gacche 
RN, 2006) และอีกหลายการทดสอบ 

- การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยใช้เซลล์เม็ดเลือดแดง เช่น การ
ทดสอบการเหนี่ยวน้าให้เม็ดเลือดแตกโดยใช้ความร้อน (Heat induce 
hemolysis) หรือ การเหนี่ยวน้าให้เม็ดเลือดแตกโดยใช้ Hypotonicity 
(Hypotonic induce- hemolysis)  

- การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในการเพาะเลี้ยงเซลล์มาโครฟาจ 
THP-1 หรือ RAW264.7 (Srisook K, 2005; Dechayont B, 2017) 

- การทดสอบสารสื่อการอักเสบ และ cytokines ท่ีเกี่ยวข้อง (Dong L, 
2017) 

- การทดลองฤทธิ์ต้านการอักเสบในสัตว์ทดลอง (in-vivo test) เช่น วิธี
ทดลอง Xylene – Induced Ear Edema (Bagad AS, 2013)  หรือ 
Carragenan-induced paw edema (Costa G, 2016) เป็นต้น 

 
  1.2.3.3 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อแบคทีเรีย 

 ในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย โดยท่ัวไปสามารถการวิเคราะห์ด้วย 
2 วิธีหลักๆ ได้แก่ Disc-agar diffusion method และ Broth micro dilution 
method โดยเชื้อแบคทีเรียท่ัวไปท่ีนิยมน้ามาทดสอบ เพื่อเป็นตัวแทนครอบคลุม
เชื้อแบคทีเรีย ท้ังแกรมบวกและแกรมลบ ได้แก่ Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia 
coli  
 

  1.2.3.4 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแอดวำนซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ 
 AGEs เกิดจากปฏิกิริยาเมลลลาร์ด (millard reaction) เป็นการจับกันของ
หมู่คาร์บอนิลของน้้าตาลรีดิวซ์ กับกรดอะมิโนท่ีมีหมู่อะมิโนอิสระท่ีปลายสาย (N-
terminal amino acid) ของโปรตีน ไล-โปโปรตีน หรือกรดอะมิโนด้วยพันธะโควา
เลนซ์เป็นกระบวนการท่ีไม่อาศัยเอนไซม์ในการเกิดปฏิกิริยา(non-enzymatically 
reaction) ได้ เป็นผลิตภัณฑ์ในรูป schiff’s base ซึ่ งเป็นสารท่ีไม่คงตัวและ
เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า ผั น ก ลั บ ไ ด้  (reversible and unstable N-substituted 
glycosylamine) โดยผลิตภัณฑ์ในรูป Schiff’s base จะเกิดกระบวนการไอโซเมอ
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ไรเซซัน (isomerization) และมีการเรียงตัวใหม่เรียกว่ากระบวนการ amadori 
rearrangement ได้สารท่ีมีความคงตัวเรียกว่าผลิตภัณฑ์แอมาดอริ (amadori 
products) ( Peng X, 2011) และสามารถพัฒนาต่อไปเป็น AGEs โดยผ่าน
กระบวนการออกซิเดชันดีไฮเดรชัน (oxidation dehydration) และคอนเดนเซชัน 
(condensation) ต่อไป (22) ดังแสดงในรูปท่ี 3  ระหว่างท่ี เกิดการเปลี่ยน
โครงสร้างของสารประกอบแอมาดอริจะเกิดการสะสมของสารตัวกลางท่ีมีหมู่คาร์
บอนิ ล ท่ี ไ วต่ อการ เกิ ดปฏิ กิ ริ ย า (highly reactive intermediate carbonyl 
groups) คือ สารประเภทแอลฟาไดคาร์บอนิล (α-dicarbonyls) หรือออกโซแอล
ดีไฮด์ (oxoaldehydes) เช่น 3-deoxyglucosone และ methylglyoxal โดยจะ
เรียกสารตัวกลางเหล่านี้ว่า “carbonyl stress” โดยแอลฟาไดคาร์บอนิลมี
คุณสมบัติในการท้าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนซัลฟ์ไฮดริน (amino sulfhydryl) และ
หมู่กวานิดีน (guanidine functional) ของโปรตีน ส่งผลท้าให้เกิดการแปลงสภาพ
ของโปรตีนเกิดปฏิกิริยาสีน้้าตาลและสร้างพันธะจับกับโปรตีน (Goldin A, 2006)  

 
ภำพที่ 2 แสดงกระบวนการเกิด AGEs ผ่านปฏิกิริยา millard reaction ( Nagai 
   R, 2012)  

 
        หมู่คาร์บอนิลท่ีใช้ในการเกิดปฏิกิริยาไม่ได้มาจากการเมแทบอลิซึมของ
คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate metabolism) เท่านั้น แต่ยังสามารถเกิดได้จาก
การสลายของโปรตีนหรือไขมัน  โดยเรียกผลิตภัณฑ์จากหมู่คาร์บอนิลท่ีมาจาก
กระบวนการสลายของไขมันว่า  “advanced lipoxidation end products 
(ALEs)” แต่อย่างไรก็ตามผลิตภัณฑ์ของ AGEs และ ALEs ไม่มีความแตกต่างกัน
มากนัก ยกตัวอย่างเช่น Nε-(carboxymethyl) lysine หรือ CML สามารถเกิดได้
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จากหมู่คาร์บอนิลท้ังในส่วนท่ีมาจากการสลายของคาร์โบไฮเดรตและไขมัน ( 
Stirban A, 2014) 
        การเกิดและสะสมของ AGEs ใช้เวลานานเป็นสัปดาห์ถึงหลายปีจึงจะส่งผล
กระทบต่อสารประกอบอายุยาว (long-lived substrates) ยกตัวอย่างเช่น คอลลา
เจน แต่ในภาวะท่ีมีระดับน้้าตาลและอุณหภูมิท่ีสูงขึ้น หรือสภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชันเกิดมากขึ้น กระบวนการสร้าง AGEs สามารถเกิดได้ภายในเวลาไม่กี่
ชั่วโมงมีผลกระทบต่อสารประกอบอายุสั้น (short-lived substrates) ยกตัวอย่าง
เช่น ฮอร์โมน เอนไซม์ กรดอะมิโนหรือไขมัน โดยส่งผลต่อโครงสร้างหรือหน้าท่ี
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ( Stirban A, 2014)  
 The Receptor for Advanced Glycation End products หรือ  RAGE 
เป็นค้าท่ีใช้เรียกรีเซปเตอร์ของ AGEs โดย RAGE จัดเป็นรีเซปเตอร์ในกลุ่ม 
immunoglobulin superfamily (Goldin A, 2006) ท่ี พบบนผิ ว เ ซ ลล์ ข อ ง
กล้ามเน้ือเรียบ (smooth muscle) แมโครเฟจ (macrophages) เซลล์บุผิวหลอด
เลือด (endothelial cell) และแอสโทรไซต์ (astrocyte) (25) RAGE ประกอบด้วย 
3 โดเมนหลักท่ียื่นออกนอนเซลล์ ได้แก่ V-type ท้าหน้าท่ีเป็น ligand binding มี 
1 โดเมนและ C-type ท้าหน้าท่ีเป็น immunoglobulin มี 2 โดเมน การจับกัน
ระหว่าง AGEs กับรีเซปเตอร์มีผลก่อการเกิดพยาธิสภาพ เนื่องจาก RAGE มี
บทบาทและความสัมพันธ์กับภาวะการอักเสบของร่างกาย เช่น โรคหลอดเลือด 
โรคมะเร็ง โรคที่มีการท้าลายของเซลล์ประสาทในสมอง และโรคเบาหวาน 
 ชนิดของ  AGEs สามารถแบ่ งออกได้ เป็ น  3 ประ เภทหลัก  ดั งนี้  
Fluorescent cross-linking AGEs, Non-fluorescent cross-linking AGEs และ 
Non-cross-linking AGEs (Ahmed N, 2005; Peyroux J, 2006) 
 1) Fluorescent cross-linking AGEs ได้แก่ pentosidine และ crossline 

                       
 
 2) Non-fluorescent cross-linking AGEs ได้แก่ 

  Imidazolium dilysine cross-links, Alkyl formyl glycosyl 
pyrrole (AFGP) cross-links, Arginine–lysine imidazole (ALI) cross-
links, Glucosepane และ Methylglyoxyl lysine dimer 
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3) Non-cross-linking AGEs ได้แก่ pyraline และ Nε-(carboxymethyl) 
lysine (CML) 
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ตำรำงที่ 4 แสดงค่า Excitation และ Emission ของ AGEs ท่ีมีคุณสมบัติ fluorescent ใน    
     Neutral aqueous media (Sero L, 2013) 

 
ชนิดของ AGEs 

ควำมยำวคลื่น (wave length) 

Excitation (nm) Emission (nm) 

1. Vesperlysine A 366 442 

2. Vesperlysine B 366 442 

3. Vesperlysine C 345 405 

4. Pentosidine 335 385 

5. Lysyl - pyrropyridine 370 448 

6. FFI 380 440 

7. Argpyrimidine 335 400 

8. Crossline 379 463 

9. Fluorolink 380 480 
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ภำพที่ 3 แสดงวัฎจักรของ endogenous และ exogenous AGEs (Stirban A, 
   2014)  

 
 AGEs ถูกท้าลายจากภายนอกเซลล์ด้วยกระบวนการโปรติโอไลซิส 
(proteolysis) หรือการท่ีเข้าไปจับกับรีเซปเตอร์ของ AGEs (AGEs-receptor: 
AGER-1) ท้าให้เกิดการน้ากลับ (uptake) เข้าไปท้าลายภายในเซลล์แมคโครเฟจ
เป็น secondary generation AGEs ซึ่งเป็นสารท่ีมีมวลโมเลกุลต่้า และเปปไทด์ที่
สามารถละลายน้้าได้ โดยจะถูกขับออกทางไต อีกท้ังตับท่ีมี kuffer cells และเยื่อ
บุผนั งหลอดเลือด (endothelial cells) พบว่ ามีบทบาทส้ าคัญใน ท้าลาย
สารประกอบไกลเคชัน (glycated substrate) (Stirban A, 2014) 
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ภำพที่ 4 แสดงผลของ AGEs ต่อ RAGE ท่ีมีผลท้าให้กระบวนการท้างานของเซลล์
   ผิดปกติและเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคเรื้อรัง (Sparvero LJ, 2009)   
         
 AGEs มีผลต่อการท้างานภายนอกเซลล์โดยอาศัยกระบวนการสร้างพันธะ
ระหว่ า ง โ ม เลกุ ล ใน เนื้ อ เ ยื่ อ รอ ง รั บ ฐ าน  (basement membrane) ขอ ง 
extracellular matrix (ECM) ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์
อย่างถาวร และมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง AGEs ต่อ RAGE (receptor for 
advance glycation end products)  
        การเกิด AGEs ใน ECM เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นอย่างช้าๆระหว่าง AGEs กับ
โปรตีน ท้าให้เกิดการสะสมของ AGEs บนโปรตีนใน ECM ซึ่งAGEsสามารถสร้าง
พันธะหรือเรียกว่า “Trap” ระหว่าง Macromolecule อื่นในบริเวณนั้น และ 
AGEs มีผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของโปรตีน คอลลาเจน ไวโทเนคติน 
(vitronectin) และลามินิน (laminin) โดยอาศัยการสร้างพันธะโควาเลนซ์ระหว่าง 
AGEs กับ AGEs (AGE-AGE intermoleculer covalent bonds) หรือสร้างพันธะ
ระหว่างAGEs กับโปรตีน เช่น AGEs สร้างพันธะกับคอลลาเจน ชนิดท่ี1 และอิลา
สติน (elastin) เป็นการเพิ่มพื้นท่ีมากขึ้นใน ECM ท้าให้หลอดเลือดแข็งมากขึ้น 
เป็นต้น (Goldin A, 2006)  
 การเกิด AGEs ภายในเซลล์จากน้้าตาลกลูโคส (glucose) เกิดช้ากว่า
น้้าตาลจากธรรมชาติ ได้แก่ fructose, glyceralde-hyde-3-phopshate และ 
glucose-6-phosphate หลังจากระดับน้้าตาลในเลือดสูงเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ 
พบว่ามีปริมาณของ AGEs เพิ่มสูงขึ้นในเยื่อบุผนังหลอดเลือดอย่างมีนัยส้าคัญทาง
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สถิติ โดย AGEs มีบทบาทส้าคัญต่อการเกิดสภาวะความเครียดออกซิเดชัน 
(oxidative stress) ภายในเซลล์ (Goldin A, 2006)  
 อะมิโนกวานิดีน (aminoguanidine) มีเป็นส่วนประกอบของไฮดราซีน 
(hydrazine) ในการป้องกันปฏิกิริยารวมกันหมู่คาร์บอนิลของน้้าตาลรีดิวซ์กับ
หมู่อะมิโนในปฏิกิริยาไกลเคชันขั้นเริ่มต้น (early glycation) ซึ่งจะยับย้ังและลดลง
การเกิดผลิตภัณฑ์แอมาดอริ นอกจากนี้กลไกการยับยั้งการสร้าง AGEs โดยการ
เข้าจับกับสารประกอบไดคาร์บอนิลอาศัยกระบวนการไรโบสออกซเดชัน (ribose 
oxidation) ผ่านทาง namiki หรือ wolff pathway เปลี่ยนไปอยู่ในอนุพันธ์ไตรอะ
ซีน (1,2,4-triazine derives)  

 
ภำพที่ 5 รูปภาพแสดงกลไกการยับย้ังการสร้าง AGEs ของ Aminoguanidine 
   (Nagai R, 2012) 

 
 นอกจากนี้ ยังพบว่าสารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สามารถยับยั้งการสร้าง 
AGEs ได้ (บุริน เลาหะวัฒนะ, 2011) ได้แก่ 

1) วิตามินอ ี 
 เป็นวิตามินท่ีละลายได้ในไขมันเป็นสารต้านออกซิเดชันท่ีส้าคัญ 
โดยวิตามินอีท้างานร่วมกับสารต้านออกซิเดชันตัวอื่นๆ เช่น วิตามินซีและ
ซิลิเนียม เป็นต้น วิตามินอีช่วยปรับให้ร่างกายสามารถน้าเอาวิตามินเอมา
ใช้ซึ่งจะช่วยในการป้องกันสารท่ีเป็นพิษท่ีมีผลมาจากโลหะเช่น ตะกั่วใน
ธรรมชาติ มีวิตามินอีอยู่หลายชนิด ปัจจุบันแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่คือโทโคฟ
รอลและโทโคไทอินอลแต่ละกลุ่มยังแยกเป็นวิตามินย่อยๆ อีก 4 ชนิดไดแก่ 
อัลฟา (α-) เบตา (β-) แกมมา (γ-) และเดลตา (δ-) วิตามินอีท้าหน้าท่ีให้
ไฮโดรเจนกับเปอรอซิล (peroxyl) เพื่อยับยั้งกระบวนการเกิดอนุมูลอิสระ  
2) วิตามินซี  



17 
 

 มีชื่อทางเคมีว่ากรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) เป็นวิตามินท่ี
ละลายได้ในน้้า สลายตัวเมื่อถูกความร้อนหรือท้ิงไว้ในอากาศท่ีมีความชื้น  
วิตามินซีมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยเข้าท้าปฏิกิริยากับ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและเปอรอซิล นอกจาก
วิตามินซีสามารถเข้าท้าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระแล้ว ยังท้าหน้าท่ีเป็นตัว
ส่งเสริมประสิทธิภาพของสารต้านอนุมูลอิสระของวิตามินอีด้วย โดยท้าให้
อนุมูลอิสระแอลฟาโทโคฟีรอล (alpha-tocopherol• หรือ TO•) เปลี่ยน
กลับไปเป็นแอลฟาโทโคฟีรอล (alpha-tocopherol หรือ TOH) เช่นเดิม  

 3) สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds)  
 สารประกอบฟีโนลิกเปนสารท่ีพบได้ในพืชท่ัวไป มีสูตรโครงสร้าง
ทางเคมีเป็นวงแหวนเบนซีนท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่หรือ
มากกว่านั้น พบในพืชมักจะรวมอยู่ในโมเลกุลของน้้าตาลในรูปของ
สารประกอบไกลโคไซด์ (glycosides) สารประกอบฟีโนลิก ท่ีพบใน
ธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด มีลักษณะสูตรโครงสร้างทางเคมีท่ีแตกตาง
กัน ซึ่ งกลุ่มใหญ่ ท่ีสุดท่ีพบจะเป็นสารประกอบพวกฟลาโว  -นอยด์  
(flavonoids)  คุณสมบัติที่ได้รับความสนใจอย่างมากของสารประกอบฟิโน
ลิกคือ การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยสารประกอบฟิโนลิกท้าหน้าท่ีเป็น
สารรีดิวซ์  โดยเป็นตัวให้ไฮโดรเจน และก้าจัดออกซิเจนท่ีอยู่ในรูปแอคทีฟ 
(ROS) ด้วย  
4) ฟลาโวนอยด์ (ไบโอฟลาโวนอยด์) 
 ฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบฟิโนลิกท่ีพบมากชนิดหนึ่ง จะพบ
มากในพืชผักและผลไม้  ฟลาโวนอยด์มีคุณสมบัติท้าให้การไหลเวียนเลือด
ดี   ช่วยลดการอัก เสบ และมีคุณสมบัติ เป็นสารต้ านอนุมูลอิสระ 
เนื่องมาจากมีคุณสมบัติเป็นดักจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) โดย
หมู่ไฮดรอกซิลใน B-ring (รูปภาพท่ี 7) มีคุณสมบัติในการดักจับก้าจัด
ออกซิเจนท่ีอยู่ในรูปแอคทีฟ (superoxide anion; O2•-) นอกจากนี้การท่ี
มีหมู่ไฮดรอกซิลท่ีต้าแหน่ง C-3 จะช่วยเพ่ิมคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระได 
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ภำพที่ 6 โครงสร้างพื้นฐานของฟลาโวนอยด์ 
 
1.3 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 เพ่ือทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของน้้าผ้ึงจากผึ้งชันโรง ซึ่งได้แก่ ฤทธ์ิต้านการอักเสบ ฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย และฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีเกี่ยวข้องอื่นๆ 
 
1.4 ขอบเขตของกำรวิจัย 

เป็นการศึกษาทดลองในห้องปฏิบัติการวิจัยในหลอดทดลองและในระดับเซลล์ ท่ีคณะ
เภสัชศาสตร์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา และคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
เพ่ือทดสอบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาเบ้ืองต้นของน้้าผึ้งชันโรง 

 
1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 ทราบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาเบื้องต้นของสารสกัดในการต้านการอักเสบ ต้านแบคทีเรีย และ
ต้านอนุมูลอิสระซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลการใช้น้้าผึ้งโดยวิถีชาวบ้าน พร้อมทราบความสามารถใน
การพัฒนาต่อยอดเพื่อศึกษาในระดับกลไกการออกฤทธิ์ และการสร้างผลิตภ้ณฑ์ท่ีสอดคล้องกับ
ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีพบได้ 
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บทที ่2 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
2.1 การเก็บตัวอย่าง 
 น้้ำผึ้งชันโรง สำยพันธุ์ขนเงิน (Tetragonula pagdeni Schwarz) ได้ถูกเก็บจำก 3 แหล่ง 
ได้แก่  

1) สวนผลไม้ ใน อ.มะขำม จ.จันทบุรี ในช่วงเดือนธันวำคม พ.ศ. 2558  
2) ป่ำชำยเลน ในเขตภำคตะวันออก พื้นท่ีศูนย์ศึกษำกำรพัฒนำอ่ำวคุ้งกระเบนอัน

เนื่องมำจำกพระรำชด้ำร ิจ.จันทบุรี ในช่วงเดือนธันวำคม พ.ศ. 2558 
3) น้้ำผ้ึงจิตรลดำ ที่มีจ้ำหน่ำยตำมท้องตลำด 

โดยตัวอย่ำงน้้ำผึ้งท้ังหมด ถูกเก็บในภำชนะบรรจุปิดมิดชิด เก็บไว้ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศำเซลเซียส ตลอดระยะเวลำท่ีท้ำกำรวิเครำะห์ 
 

2.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 ในกำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระในหลอดทดลอง ได้ใช้กำรวิเครำะห์ 3 วิธี ได้แก่ 
FRAP assay, DPPH assay และ ORAC assay ซึ่งมีหลักกำรวิเครำะห์ท่ีอำศัยกลไกท่ีแตกต่ำงกัน 
ดังรำยละเอียดต่อไปนี้ 
 
 2.2.1 DPPH assay 

 ในกำรวัดคุณสมบัติกำรตำนอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging activity assay ดัดแปลงมำจำกวิธีของ Chang และ คณะ 
(2005) ใช้หลักกำรวัดควำมสำรมำรถสำรต้ำนอนุมูลอิสระในกำรให้อิเล็คตรอนแก่สำรท่ีมี
คุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ ตรวจวัดกำรเปลี่ยนสีเมื่อสำรอนุมูลอิสระนั้นได้รับอิเล็คตรอน  
โดยท่ีมีสำรตั้งต้น DPPH เป็นตัวก้ำเนิดอนุมูลอิสระในปฏิกิริยำ ดังรำยละเอียดกำร
วิเครำะห์ต่อไปนี้ เติมสำรละลำยน้้ำผึ้งท่ีเตรียมใน 0.9% steriled normal saline ควำม
เข้มข้นสุทธิ 6.25, 12.5, 25, 50, 75 % (w/v) แต่ละควำมเข้มข้น ท้ำ 3 ซ้้ำ ปริมำตร 100 
µl ลงใน 96-well plate และเติมสำรละลำย DPPH (0.15 mM) ปริมำตร 100 µl ผสมให้
เข้ำกัน เก็บในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง นำน 30 นำที จำกนั้นน้ำมำวัดกำรดูดกลืนคลื่นแสงท่ี
ควำมยำวคลื่น 520 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader โดยใช้ Ascorbic acid 
และ Trolox เป็นสำรมำตรฐำน ฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระ ค้ำนวนได้จำก % inhibition 
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ของสำรสกัดเทียบกับตัวควบคุม และค้ำนวณหำค่ำ IC50 ของสำรสกัดชันจำกชันโรงแต่ละ
สำยพันธ์ุ  

 
 2.2.2 FRAP assay 

 ในกำรวิเครำะห์ด้วย Ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) assay 
เป็นกำรวัดควำมสำรมำรถสำรต้ำนอนุมูลอิสระในกำรให้อิเล็คตรอนแก่สำรท่ีมีคุณสมบัติ
เป็นอนุมูลอิสระ ตรวจวัดกำรเปลี่ยนสีเมื่อสำรอนุมูลอิสระนั้นได้รับอิเล็คตรอน ระดับของสี
ท่ีเปลี่ยนไปมีควำมสัมพันธ์โดยตรงกับควำมเข้มข้นของสำรต้ำนอนุมูลอิสระ โดยมีวิธีกำรวัด 
ดังนี้ น้ำสำรละลำย FRAP reagent ซึ่งเตรียมจำกส่วนผสม ได้แก่ Acetate buffer (300 
mM, pH 3.6) ปริมำตร 200 มิลลิลิตร, สำรละลำย 2,4,6-Tri (2-pyridyl)-s-triazine 
(TPTZ) (10 mM ใน 40 mM HCl) ปริมำตร 20 มิลลิลิตร และ สำรละลำย Ferric 
chloride (20 mM) ปริมำตร 20 มิลลิลิตร โดยท้ำกำรอุ่นสำรละลำยก่อนใช้ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศำเซลเซียส 30 นำที ก่อนใช้งำน ท้ำกำรวิเครำะห์โดยเติมสำรละลำยน้้ำผึ้งท่ีเตรียมใน 
0.9% steriled normal saline ควำมเข้มข้นสุทธิ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37.5 % (w/v) 
ปริมำตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับสำรละลำย FRAP reagent ปริมำตร 190 ไมโครลิตร ใน 
96-well plate ผสมให้เข้ำกัน แต่ละควำมเข้มข้น ท้ำ 3 ซ้้ำ แล้วตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืด ท่ี
อุณหภูมิห้อง 30 นำที จำกนั้นน้ำมำวัดกำรดูดกลืนคลื่นแสงท่ีควำมยำวคลื่น 593 นำโน
เมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader โดยใช้ Ascorbic acid และ Trolox เป็นสำร
มำตรฐำน (25) ฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระ เทียบจำกสำรละลำยมำตรฐำน Trolox โดย
ค้ำนวณเป็นค่ำ Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) โดยเทียบเป็นหน่วย
ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระของสำรทดสอบ ในหน่วย µM Trolox/g  

 
2.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
 ในกำรทดสอบฤทธ์ิกำรต้ำนกำรอักเสบในหลอดทดลอง ได้ใช้กำรวิเครำะห์ 2 วิธี ได้แก่ กำร
ยับย้ัง Protein denaturation และ Proteinase inhibitory assay ดังรำยละเอียดต่อไปนี้ 
 
 2.3.1 การยับยั้งการเสียสภาพของโปรตีน (Protein denaturation) 

 ในกำรตรวบสอบฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบโดยกำรวัดควำมสำมำรถในกำรยับยั้ง 
Protein denaturation ซึ่งดัดแปลงมำจำกวิธีของ Williams และ คณะ (2008) สังเขป
ดังต่อไปนี้ เติมสำรละลำยเริ่มต้น BSA (0.2% w/v) ในสำรละลำย Tris-acetate buffer 
(pH 6.8) ปริมำตร 2850 µl และเติมสำรสกัดชันจำกชันโรง หรือสำรละลำยยำสีฟัน หรือ
น้้ำยำบ้วนปำกท่ีได้จำกโครงกำรย่อยท่ี 2 ปริมำตร 150 µl ผสมให้เข้ำกัน ตั้งท้ิงไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง นำน 20 นำที จำกนั้นน้ำมำแช่ในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิท่ี 72 องศำเซลเซียส 
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นำน 20 นำที แล้วตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องอีก 20 นำทีเพื่อให้เย็นลง จำกนั้นน้ำไปวัดค่ำ
ควำมขุ่น ท่ีควำมยำวคลื่น 660 nm ด้วยเครื่อง UV/Vis Double beam spectrometer 
(Elico SL-196, Mettler Teledo, Thailand) (28) ค่ำท่ีได้รำยงำนเป็น %inhibition ใน
กำรยับยั้งกำรตกตะกอนของโปรตีน เทียบกับตัวควบคุม โดยใช้ Diclofenac sodium 
เป็นสำรมำตรฐำน 

 
 2.3.2 การยับยั้งเอนไซม์โปรตีเนส (Proteinase inhibitory assay) 

 ในกำรตรวบสอบฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบโดยกำรวัดควำมสำมำรถในกำรยับยั้งกำร
ท้ำงำนของเอนไซม์ Proteinase ได้แก่เอนไซม์ Trypsin ในกำรย่อยสำรตั้งต้นท่ีเป็นโปรตีน 
Casein ซึ่งดัดแปลงมำจำกวิธีของ Mallikadevi และ คณะ (2012) โดยมีรำยละเอียด
คร่ำวๆ ดังนี้ ในหลอดทดลอง (2 ml) ประกอบไปด้วย Trypsin ปริมำณ 0.06 mg เตรียม
ในสำรละลำย Tris-HCl (25 mM, pH 7.4) ปริมำตร 1 ml และ สำรสกัดชันจำกชันโรง 
หรือสำรละลำยยำสีฟัน หรือน้้ำยำบ้วนปำกท่ีได้จำกโครงกำรย่อยท่ี 2 ปริมำตร 1 ml ผสม
ให้เข้ำกัน จำกนั้นน้ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิ นำน 5 
นำที แล้วเติมสำรละลำย Casein (0.8% w/v) ปริมำตร 1 ml ผสมให้เข้ำกันและบ่มต่อท่ี
อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที จำกนั้นหยุดปฏิกิริยำด้วยกำรเติม Perchloric 
acid (70%) ปริมำตร 2 ml และเขย่ำให้เข้ำกัน น้ำไปปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนท่ีควำมเร็ว 
5000 รอบต่อนำที นำน 5 นำที และน้ำสำรละลำยใสส่วนบนมำวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี
ควำมยำวคลื่น 280 nm ด้วยเครื่อง UV/Vis Double beam spectrometer (Elico SL-
196, Mettler Teledo, Thailand) โดยค่ำท่ีได้ค้ำนวณเป็นค่ำ %inhibition จำกสมกำร 
%inhibition = (1 – Asample /Acontrol) x 100 (29) 

 
2.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 
 ในกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อแบคทีเรียได้ใช้กำรวิเครำะห์ 2 วิธี ได้แก่ Disc-agar diffusion 
method และ Broth micro dilution method ได้ท้ำกำรทดสอบฤทธิ์ต่อเชื้อ ท้ังแกรมบวกและ
แกรมลบ ได้แก่ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas 
aerugi nosa และ Escherichia coli โดยวิธี Disc diffusion method ดังนี้ 
 
 2.4.1 Disc-agar diffusion method 

 ในกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียด้วยวิธี Disc-agar diffusion method มีวิธีกำร
คร่ำวๆ ดังนี้ ใน Agar plate จะท้ำกำรเลี้ยงเชื้อท่ีต้องกำรศึกษำก่อน จำกนั้น น้ำ Disc ท่ี
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หยดสำรละลำยน้้ำผึ้งท่ีเตรียมใน 0.9% steriled normal saline ควำมเข้มข้นสุทธิ 6.25, 
12.5, 25, 50, 75 % (w/v) แต่ละควำมเข้มข้น ท้ำ 3 ซ้้ำ วำงลงบน Agar plate แล้วบ่ม
ในตู้เล้ียงเชื้อ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำสเซลเซียส เป็นเวลำ 72 ชั่วโมง ฤทธ์ิต้ำนแบคทีเรียวัดได้
จำกเส้นผ่ำศูนย์กลำงคร่อม disc ในหน่วย mm ของบริเวณท่ีเป็น Clear zone ซึ่งเรียกว่ำ 
Zone of inhibition 
 

 2.4.2 Broth micro dilution method 
 ในกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียด้วยวิธี  Broth micro dilution method มี
วิธีกำรคร่ำวๆ โดยกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อท่ีมีเชื้อท่ีต้องกำรทดสอบในควำมเข้มข้นท่ี
พอเหมำะ และเติมลงใน 96-well flatt-bottom plate ปริมำตร 150 µl ในแต่ละหลุม 
จำกนั้นเติมสำรละลำยน้้ำผ้ึงท่ีเตรียมใน 0.9% steriled normal saline ควำมเข้มข้นสุทธิ 
6.25, 12.5, 25, 50, 75 % (w/v) ปริมำตร 50 µl แต่ละควำมเข้มข้น ท้ำ 3 ซ้้ำ จำกนั้นท้ำ
กำรบ่มในตู้ตู้เลี้ยงเชื้อ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำสเซลเซียส จำกนั้น น้ำไปวัดค่ำควำมขุ่นท่ีควำม
ยำวคลื่น 600 nm ทุกๆ 12 ชั่วโมงเป็นเวลำ 72 ชั่วโมง  

 
2.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ 
 ในกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแอดวำนซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ (Advanced glycation-end 
products, AGEs) ด้วยกำรสร้ำง AGEs ในหลอดทดลอง โดยกำรเติมสำรละลำย 10 mg/ml 
bovine serum albumin (BSA) ใน 0.02% (w/v) PBS-azide และน้้ำตำลฟรุกโตส ควำมเข้มข้น 
250 mM ปริมำตรสุทธิ 2.9 ml และเติมสำรละลำยน้้ำผึ้งท่ีเตรียมใน 0.02% (w/v) PBS-azide 
แต่ละควำมเข้มข้น ปริมำตร 0.1 ml แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศำสเซลเซียสในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิ 
เป็นเวลำ 12 และ 24 ชั่วโมง จำกนั้นน้ำไปวัดแสงฟลูออเรสเซนส์ของ AGEs ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ท่ีควำมยำวคลื่น excitation/emission เท่ำกับ 335/385 nm เทียบกับ
สำรมำตรฐำน Aminoguanidine ซึ่งเป็น AGEs inhibitor และค้ำนวณหำค่ำกำรยับยั้งกำรสร้ำง 
AGEs ไ ด้ จ ำกสู ต ร  % inhibition = 100 x (Intensitycontrol –Intensitysample)/ Intensitycontrol 
(Singh R, 2001) 
   
2.6 สถิติที่ใช้ทดสอบ 
 ในกำรทดลองท้ำกำรทดสอบ 3 ซ้้ำและรำยงำนเป็น ค่ำเฉลี่ย ± ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนโดย
กำรเปรียบเทียบผลกำรทดลองระหว่ำงกลุ่มทดลองกับตัวควบคุม ใช้สถิติ Student’s t-test และ 
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ANOVA โดยใช้ เครื่องมือ SPSS version 17.0 software (SPSS Inc., IBM, US) และยอมรับ
สมมุติฐำนอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติท่ีค่ำ P-value < 0.05  
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บทที 3 
ผลการทดลองและอภิปราย 

 
3.1 การทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ 
 3.1.1 DPPH assay 

  

 
ภาพที่ 7 แสดงผลการต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับน้้าผ้ึงจิตรลดา 
    ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay (*p-value<0.05, ANOVA test) 
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ตารางที่ 5 แสดงผลการต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับน้้าผึ้ง    
      จิตรลดาด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay 

แหล่งที่มา ความเข้มข้น 
(% w/v) 

% inhibition IC50 
(% w/v) 

สวนผลไม้ 6.25 
12.5 
25 
50 
75 

1.25±0.76 
9.00±2.63 
18.16±4.16 
38.90±2.12 
61.14±3.45 

62.27±3.95 

ป่าชายเลน 3.125 
6.25 
12.5 
25 
50 

12.64±0.67 
18.73±1.29 
35.23±0.17 
61.03±2.67 
91.00±0.47 

19.82±1.82 

น้้าผ้ึงจิตรลดา 6.25 
12.5 
25 
50 
75 

0.79±2.34 
5.35±1.54 
8.52±1.94 
24.66±4.10 
37.18±1.22 

n.d. 

n.d., not detectable 
 

 ตัวอย่างน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชานเลน และน้้าผึ้งจิตรลดาท่ีมีจ้าหน่ายใน
ท้องตลาด ถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay ท่ีความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50, 75 % 
(w/v) ยกเว้นตัวอย่างน้้าผึ้งจากป่าชายเลยท่ีวิเคราะห์ท่ีความเข้มข้นท่ี 3.125 % (w/v) 
ด้วย เนื่องจากสังเกตพบฤทธิ์ท่ีค่อนข้างสูงในขั้นตอนท้าการทดลองเบื้องต้น จากผลการ
ทดลองในภาพท่ี 7 และตารางท่ี 5 พบว่า เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้งท่ี
ได้จากท้ัง 3 แหล่งแล้วนั้น น้้าผึ้งท่ีได้จากป่าชายเลนนั้น มีฤทธิ์สูงกว่าน้้าผึ้งท่ีได้จากสวน
ผลไม้และน้้าผึ้งจิตรลดา ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญ ท่ี p-value<0.05 โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 19.82±1.82, 62.27±3.95 และไม่สามารถหาค่าได้ ตามล้าดับ 
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 3.1.2 FRAP assay 
 ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP assay นั้น ท้าการเทียบค่าการ
ดูดกลืนคลื่นแสงท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน โดยใช้สารมาตรฐาน trolox และค้านวนเป็นค่า 
trolox equivalent acntioxidant capacity (TEAC) โดยแสดงกราฟมาตราฐาน ดังภาพ
ท่ี 8 

 
ภาพที่ 8 แสดงกราฟมาตรฐานของ trolox ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP assay 

 

 
ภาพที่ 9 แสดงผลการต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับน้้าผ้ึงจิตรลดา 
    ด้วยวิธีวิเคราะห์ FRAP assay (*p-value<0.05, ANOVA test) 
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ตารางที่ 6 แสดงผลการต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับน้้าผึ้ง    
      จิตรลดาด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay 

 
แหล่งที่มา ความเข้มข้น 

(% w/v) 
TEAE 

(µg/ml) 
สวนผลไม้ 3.125 

6.25 
12.5 
25 

37.5 

0.081±0.002 
0.150±0.007 
0.247±0.013 
0.487±0.066 
0.843±0.067 

ป่าชายเลน 3.125 
6.25 
12.5 
25 

37.5 

0.235±0.005 
0.434±0.020 
0.799±0.005 
1.395±0.057 
2.232±0.050 

น้้าผ้ึงจิตรลดา 3.125 
6.25 
12.5 
25 

37.5 

0.063±0.002 
0.118±0.001 
0.211±0.016 
0.413±0.009 
0.651±0.040 

 
 ตัวอย่างน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชานเลน และน้้าผึ้งจิตรลดาท่ีมีจ้าหน่ายใน
ท้องตลาด ถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay ท่ีความเข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37.5 
% (w/v) จากผลการทดลองในภาพท่ี 9 และตารางท่ี 6 พบว่า เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระของน้้าผึ้งท่ีได้จากท้ัง 3 แหล่งแล้วนั้น น้้าผึ้งท่ีได้จากป่าชายเลนนั้น มีฤทธิ์สูง
กว่าน้้าผึ้งท่ีได้จากสวนผลไม้และน้้าผึ้งจิตรลดา อย่างมีนัยส้าคัญ ท่ี p-value<0.05 
อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์ต่อด้วย post hoc analysis แล้ว พบว่า น้้าผึ้งจากสวนผลไม้
และน้้าผ้ึงจิตรลดานั้น ไม่แตกต่างกันอย่างมีนับส้าคัญ  
 ซึ่งการวิเคราะห์ท้ัง 2 วิธี ให้ผลท่ีสอดคล้องกัน โดยฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของ
น้้าผึ้งจากแหล่งต่างๆ ได้แก่ ป่าชายเลน สวนผลไม้ และน้้าผึ้งจิตรลดา เรียงล้าดับจากมาก
ไปน้อย ซึ่งฤทธ์ิดังกล่าวสอดคล้องกับการรายงานก่อนหน้าของฤทธ์ิน้้าผ้ึงอื่นๆ 
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3.2 การทดสอบฤทธิต์้านการอักเสบ 
 3.2.1 การยับยั้งการเสียสภาพของโปรตีน (Protein denaturation) 
 
ตารางที่ 7 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับ
      น้้าผึ้งจิตรลดา ด้วยวิธี Protein denaturation assay 

Sample 
Concentration Turbidity % Inhibition 

%w/v AVERAGE SD AVERAGE SD 
Control  0 73.4 2.957 0 0.012 

Diclofenac in DI 2.5 (mg/ml) 2.1 0.058 97.09 0.079 

สวนผลไม้ 

6.25 94.9 1.300 n.d. 1.771 
12.50 92.4 0.058 n.d. 0.079 
25.00 86.9 0.000 n.d. 0.000 
50.00 72.2 0.000 1.63 0.000 
75.00 64.4 0.000 12.26 0.000 

ป่าชายเลน 

6.25 97.1 0.153 n.d. 0.208 
12.50 96.6 0.000 n.d. 0.000 
25.00 94.3 0.000 n.d. 0.000 
50.00 89.7 0.000 n.d. 0.000 
75.00 84.8 0.000 n.d. 0.000 

น้้าผ้ึงจิตรลดา 

6.25 81.0 0.985 n.d. 1.342 
12.50 85.2 0.608 n.d. 0.829 
25.00 88.3 1.150 n.d. 1.567 
50.00 87.3 0.153 n.d. 0.208 
75.00 84.0 0.153 n.d. 0.208 

 
 จากผลการทดสอบในตารางท่ี 7 พบว่า วิธีวิ เคราะห์นี้ สามารถตรวจพบ
ความสามารถในการยับยั้งการยับยั้งการเสียสภาพของโปรตีนของน้้าผ้ึงจากสวนผลไม้ ได้ท่ี
ความเข้มข้น 50 และ 75 % (w/v) คิดเป็น %inhibition เท่ากับ 1.63 และ 12.26% 
ตามล้าดับ โดยท่ีไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างอื่นๆได้ และผลการยับยั้งการเสียสภาพ
ของโปรตีนของ diclofenac sodium ท่ีเป็นยาในกลุ่ม NSAIDs ท่ีมีข้อบ่งใช้ในเพื่อแก้
อักเสบนั้น มีค่า %inhibition ท่ีความเข้มข้น 2.5 mg/ml เท่ากับ 97.09±0.08% ซึ่งได้มี
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การวิเคราะห์ยา diclofenac sodium ท่ีความเข้มข้นที่ลดลง และพบว่าฤทธ์ิสอดคล้องกับ
ความเข้มข้นที่ลดลง 
 

 3.2.2 การยับยั้งเอนไซมโ์ปรตีเนส (Proteinase inhibitory assay) 
 

 
ภาพที่ 10 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับ
น้้าผ้ึงจิตรลดา ด้วยวิธี Proteinase inhibitory assay 
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ตารางที่ 8 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับ
     น้้าผ้ึงจิตรลดา ด้วยวิธี Proteinase inhibitory assay 

Sample 
Initial Concentration %Inhibition 

(%w/v) AVERAGE SD 

สวนผลไม้ 

6.25 55 11.4 
12.50 57 8.5 
25.00 64 7.6 
50.00 76 4.2 
75.00 100 26.3 

ป่าชายเลน 

6.25 29 8.8 
12.50 42 7.5 
25.00 29 9.1 
50.00 32 6.5 
75.00 100 19.9 

น้้าผ้ึงจิตรลดา 

6.25 100 7.1 
12.50 100 4.0 
25.00 100 4.0 
50.00 100 14.6 
75.00 91 16.2 

 
 จากผลการทดลองในภาพท่ี 10 และตารางท่ี 8 แสดงให้เห็นว่า น้้าผึ้งจากทุกแหล่ง
มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ด้วยงวิธี Proteinase inhibitory assay ซึ่งพบว่า น้้าผ้ึง
จิตรลดา มีฤทธิ์สูงสุดใรความเข้มข้นท่ีน้อยกว่า 
 อย่างไรก็ตาม ความไวในการวิเคราะห์ด้วยวิธีท้ัง 2 นี้ ยังมีข้อจ้ากัดอยู่มาก จึงควร
ท่ีจะท้าการยืนยันผลของฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยเทคนิคในระดับที่สูงขึ้น ต่อไป 
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3.3 การทดสอบฤทธิต์้านเช้ือแบคทีเรีย 
 3.3.1 Disc-agar diffusion method 
 
ตารางที่ 9 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเชื้อแบคทีเรียองน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบ
      กับน้้าผ้ึงจิตรลดา 

สารทดสอบ 
Conc. 

(mg/ml) 
Inhibition zone (mm.) 

E.coli S. aureus S. epidermidis Ps. aeruginosa 

สวนผลไม้ 

1000 - 11.5 11.8 - 
500 - - - - 
250 - - - - 
125 - - - - 

ป่าชายเลน 

1000 - 15 13.8 - 
500 - 12.2 11.7 - 
250 - - - - 
125 - - - - 

น้้าผ้ึง
จิตรลดา 

1000 - 11.5 13.7 - 
500 - 9.5 12.5 - 
250 - - - - 
125 - - - - 
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 3.3.2 Broth micro dilution method 
 

 
ภาพที่ 11 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเชื้อแบคทีเรียองน้้าผึ้งจากสวนผลไม้ ป่าชายเลน เทียบ
      กับน้้าผ้ึงจิตรลดา 
 

 จากผลสการทดสอบท้ัง 2 วิธี พบว่า น้้าผ้ึงตัวอย่างท้ัง 3 ชนิด มีผลต่อเชื้อ S. 

aureus และ S. epidermidis ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก โดยน้้าผ้ึงจากป่าชายเลน มี
แนวโน้มมีฤทธ์ิท่ีสูงกว่าตัวอย่างน้้าผึง้จากอีก 2 แหล่ง อย่างไรก็ตาม ผลท่ีได้นั้น ไม่แตกต่าง
กันอย่างมนีัยส้าคัญ 
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3.4 การทดสอบฤทธิต์้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ 
 

 
ภาพที่ 12 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ของน้้าผึ้งจากสวน    
     ผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับน้้าผึ้งจิตรลดา (*p-value<0.05, ANOVA test) 
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ตารางที่ 10 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ของน้้าผึ้งจากสวน
        ผลไม้ ป่าชายเลน เทียบกับน้้าผ้ึงจิตรลดา 

Sample 
Concentration 

% (w/v) 

% Inhibition 

AVERAGE SD 

AMG 0.025 61.26 2.84 

สวนผลไม้ 
25 84.19 3.97 
50 95.79 3.55 
75 102.33 4.75 

ป่าชายเลน 
25 55.60 7.43 
50 77.98 1.48 
75 91.59 1.21 

น้้าผ้ึงจิตรลดา 
25 60.39 4.97 
50 111.63 4.54 
75 141.02 1.32 

 
 จากผลในภาพท่ี 12 และตารางท่ี 10 แสดงให้เห็นว่า น้้าผึ้งจิตรลดามีความสามารถในการ
ยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ได้สูงกว่าน้้าผึ้งจากอีก 2 แหล่ง และเมื่อทดสอบ
ด้วย post hoc test ท่ีความเข้มข้นสูงสุด 75 %(w/v) โดยท่ีน้้าผึ้งอีก 2 แหล่งนั้น มีฤทธิ์ใกล้เคียง
กัน  อย่างไรก็ตาม เป็นท่ีน่าสนใจอย่างยิ่งว่าองค์ประกอบของน้้าผึ้งนั้น ประกอบไปด้วยน้้าตาล
รีดิวส์ เช่น ฟรุกโตส ถึง 30-40% (Rao PV, 2016) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสร้าง AGEs แต่กลับ
พบว่าน้้าผึ้งจากท้ัง 3 แหล่ง สามารถยับยั้งการสร้าง AGEs ได้ เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน 
aminoguanidine (AMG) ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง 61.26±2.84% ท่ีความเข้มข้น 0.025 %(w/v) หรือ 25 
µg/ml ซึ่งอาจเกิดสืบเนื่องจากสารประกอบอื่นๆท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้าง AGEs เช่น สาร
กลุ่มท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ท้ังนี้ท้ังนั้น ยังต้องมีการวิเคราะห์ในขั้นถัดไปเพื่อยืนยันผลดังกล่าวนี้
ด้วย รวมถึงการวิเคราะห์องค์ประกอบของน้้าผ้ึงแต่ละแหล่ง เพ่ือเปรียบเทียบและหาความสัมพันธุ์
ของสารท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังการสร้าง AGEs  
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บทที่ 4 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน้้าผึ้ง เรียงตามล้าดับแหล่งของน้้าผึ้งจากฤทธิ์มากไปน้อย ดังนี้ 
ป่าชายเลน สวนผลไม้ และน้้าผึ้งจิตรลดา ตามล้าดับ โดยผลการทดลองสอดคล้องกันท้ัง 2 วิธี
วิเคราะห์ คือ DPPH assay และ FRAP assay ซึ่งสัมพันธ์กับงานวิจัยท่ีเคยมีการศึกษาก่อนหน้า 
ซึ่งแสดงว่า น้้าผ้ึงจากชันโรงนั้น มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าน้้าผึ้งจากผึ้งหลวง ซึ่งเป็นสาย
พันธุ์ผึ้งท่ีใช้ในการผลิตน้้าผึ้งจิรลดา อย่างไรก็ตาม ควรมีการตรวจสอบโดยการใช้น้้าผึ้งท่ีเก็บ
ภายในช่วงระยะเวลาเดียวกัน และไม่ผ่านกรรมวิธีในการบรรจุใดๆ เพื่อเปรียบเทียบให้ชัดเจน
ยิ่งขึ้น 
 
ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
 ในการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบ โดยวิธีท่ีใช้ในการวิจัยครั้งนี้ พบว่า น้้าผ้ึงจากทุกแหล่งมี
ฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ แต่ฤทธิ์นั้นค่อนข้างต่้า เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน diclofenac 
sodium อย่างไรก็ตาม เพียงผลการวิธีเคราะห์โดยวิproteinase inhibitory assay เท่านั้น ท่ี
สามารถบอกได้ว่า น้้าผึ้งจิตรรลด มีฤทธิ์ต้านการอักเสบสูงสุดท่ีความเข้มข้นต่้ากว่า  50 % (w/v) 
และควรได้รับการยืนยันจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคในระดับเซลล์หรือสูงกว่านี้ต่อไป 
 
การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 
 จากผลสการทดสอบท้ัง 2 วิธี พบว่า น้้าผึ้งตัวอย่างท้ัง 3 ชนิด มีผลต่อเชื้อ S. aureus และ 
S. epidermidis ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก โดยน้้าผึ้งจากป่าชายเลน มีแนวโน้มมีฤทธิ์ท่ีสูงกว่า
ตัวอย่างน้้าผึง้จากอีก 2 แหล่ง อย่างไรก็ตาม ผลท่ีได้นั้น ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ 
 
การทดสอบฤทธิ์ต้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ 
 น้้าผ้ึงจิตรลดามีความสามารถในการยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคท์ได้สูง
กว่าน้้าผึ้งจากอีก 2 แหล่ง ซึ่งมีฤทธิ์ใกล้เคียงกัน ต้องมีการวิเคราะห์ในขั้นถัดไปเพื่อยืนยันผล
ดังกล่าวนี้ด้วย รวมถึงการวิเคราะห์องค์ประกอบของน้้าผึ้งแต่ละแหล่ง เพื่อเปรียบเทียบและหา
ความสัมพันธ์ุของสารท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังการสร้าง AGEs  
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บทที่ 5 
ผลผลิต 

 
5.1 ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการทั้งในระดับชาติ และนานาชาติ 
 อยู่ในระหว่างการรอตีพิมพ์แบบ proceeding ในงานประชุมระดับชาติ 
 
5.2 การจดสิทธิบัตร 
 - ไม่มี - 
 
5.3 ผลงานเชิงพาณิชย์ 
 - ไม่มี - 
 
5.4 ผลงานเชิงสาธารณะ  

1) มีการเผยแพร่กลับสู่ชุมชน กลุ่มเกษตรกรชาวสวนผลไม้ ในเขตภาคตะวันออกและ
พื้นท่ีใกล้เคียง ในงานมหกรรมคนเลี้ยงผึ้งชันโรง เมื่อวันท่ี 8 กันยายน 2560 ณ ต าบล
มะขาม อ าเภอท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี 

2) มีการเผยแพร่ในโครงการประชุมวิชาการและนิทรรศการทรัพยากรไทย ครั้งท่ี 9 : 
ศักยภาพมากล้นมีให้เห็น เมื่อวันท่ี 28 พฤศจิกายน – 4 ธันวาคม พ.ศ. 2560 ณ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยขสระบุรี ต าบลผักแพว อ าเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี  
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ภาพบรรยากาศ 
โครงการประชุมวิชาการและนิทรรศการทรัพยากรไทย ครั้งท่ี 9 : ศักยภาพมากล้นมีให้เห็น  
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