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บทคัดย่อ 
  

ภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลง หรือ sacopenia เป็นภาวะที่พบมากในผู้สูงอายุซึ่งมีปัจจัย
ส าคัญคือ การสลายโปรตีนกล้ามเนื้อที่ เพ่ิมขึ้นและการสะสม  reactive oxygen species (ROS) 
ภายในเซลล์ ดังนั้นการลดอัตราการสลายโปรตีนในเซลล์กล้ามเนื้อและป้องกันการสะสมของ ROS จึง
มีความส าคัญส าหรับการป้องกันภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลง งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตจากสาหร่าย  Arthrospira platensis (A. platensis 
protein hydrolysate หรือ APH) ในการต้านอนุมูลอิสระ การปกป้องเซลล์จากอนุมูลอิสระ และการ
ลดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสลายโปรตีนในเซลล์กล้ามเนื้อ L6 ผลการศึกษาคุณสมบัติ
การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay พบว่า APH มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงถึง 90.10 ± 0.53% 
scavenging ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml และยังพบว่าพบว่า APH สามารถป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์ L6 
จากความเครียดออกซิเดชั่นที่เกิดจาก H2O2 ได้ เมื่อท าการทดสอบการลดการสะสมของอนุมูลอิสระ
ภายในเซลล์ด้วยวิธี Dichloro-dihydro-fluorescein Diacetate (DCFH-DA) Assay พบว่าปริมาณ
ของ ROS ที่สะสมในเซลล์ L6 ที่ได้รับ APH ร่วมกับ H2O2  ทั้งในรูปแบบของ co-treatment และ 
protection ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ H2O2 และผู้วิจัยยังพบอีก
ว่า APH สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระ  ได้แก่ glutathione 
peroxidase ได้ นอกจากนี้ในการศึกษานี้ยังพบว่า APH มีคุณสมบัติในการลดการแสดงออกของยีน 
MuRF1 และ Atrogin-1 ในเซลล์ L6 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสลายโปรตีนในเซลล์กล้ามเนื้อได้
อย่างมีนัยยะส าคัญ จากผลการศึกษาที่ได้จึงแสดงให้เห็นว่า APH มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ
และป้องกันการสะสมของ ROS ภายในเซลล์ และยังสามารถการลดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการสลายโปรตีนในเซลล์กล้ามเนื้อได้อีกด้วย ผลที่ได้จากงานวิจัยนี้เป็นประโยชน์ส าหรับการพัฒนา 
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ABSTRACT 
  

Muscle aging is a complex process that is usually associated with a 
decrease in muscle mass, strength, and velocity of contraction. One of the most 
striking effects of muscle aging is known as sarcopenia, a condition characterized by 
loss of skeletal muscle mass and function. Increased of muscle protein degradation 
and the accumulation of the reactive oxygen species (ROS) is an important factors 
leading to decrease of muscle mass. Therefore, reduction of muscle protein 
degradation and prevention of ROS is crucial for protection of muscle mass loss. This 
research aims to study the antioxidant and cytoprotective effect of protein 
hydrolysate produced from blue-green algae, Arthrospira platensis (APH). The 
antioxidant activity of A. platensis protein hydrolysate (APH) was determined by using 
ABTS assay. The result showed that APH exhibited 90.10 ± 0.53% scavenging activity 
at the concentration of 100 µg/ml. Further study in L6 rat skeletal muscle cells 
indicated that APH could protect and recover the cells from H2O2-induced oxidative 
stress. The accumulation of ROS in L6 cells were determined by using the DCFH-DA 
assay. The result showed the ROS accumulation in the L6 cells treated with APH 
both co-treatment and protection experiments was significantly lower than those 
treated with H2O2 only. In addition, we also found that APH could stimulate the 
expression of antioxidant gene, glutathione peroxidase. The effect of APH on the 
expression of genes involved in muscle wasting , MuRF1 and Atrogin-1 was also 
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studied. The result showed that APH could significantly reduce the expression of 
MuRF1 and Atrogin-1 in L6 cells when compared to the L6 cells treated with 
dexamethasone only. Taken together, this research demonstrated that APH exhibits 
the antioxidant and cytoprotective activity, and could reduce the expression of 
muscle wasting-related genes. The results obtained from this research will be useful 
for developing APH as a dietary supplement for prevention of Sarcopenia. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

การท าวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโทในครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดีนั้น ผู้วิจัยต้องขอขอบพระคุณ 
ผศ.ดร.อ านาจ เพชรรุ่งนภา อาจารย์ที่ปรึกษาที่ได้คอยให้ความช่วยเหลือ ค าแนะน า คอยชี้แนะในเรื่อง
ต่างๆรวมถึงให้ค าปรึกษาตลอดการท าวิจัยในครั้งนี้ ขอขอบคุณ 

ผศ.ดร.ดามรัศมน สุรางกูร อาจารย์ที่ปรึกษาร่วมวิทยานิพนธ์  ที่คอยให้ค าปรึกษาและ
ค าแนะน าในการท าวิจัย ขอขอบคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ธารทิพย์ บุญส่ง กรรมการสอบโครงร่าง
วิทยานิพนธ์และกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายในและ ดร.สิทธิรักษ์ รอยตระกูล ประธานกรรมการสอบ
วิทยานิพนธ์  ที่ได้สละเวลามาให้ค าแนะน าแนวทางการแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆของการท าวิทยานิพนธ์ใน
ครั้งนี ้ จนท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์ 

ขอขอบคุณ คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่เอ้ือเฟ้ือสถานที่ในการท าวิจัย 
รวมทั้งเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณทุนสนับสนุนการวิจัยจากส านักงานประสานงาน
โครงการวิจัยการพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานความหลากหลายทางชีวภาพ  (BEDO) ขอบคุณสมาชิก AP 
lab ทุกคนที่คอยช่วยเหลือและให้ก าลังใจในการท าวิจัยในครั้งนี้ และขอบคุณเพ่ือนๆ พ่ีๆ บัณฑิตศึกษา
ภาควิชาชีวเคมีที่คอยให้ค าแนะน าและอยู่เป็นเพื่อนร่วมทุกข์ร่วมสุขตลอดการท าวิจัยในครั้งนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ที่ให้การสนับสนุน เป็นทั้งแรงกายแรงใจในการศึกษาเล่า
เรียน เป็นทุกสิ่งทุกอย่างและเป็นส่วนส าคัญท่ีสุดที่ท าให้มีก าลังใจในการท าวิจัยในครั้งนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไป
ด้วยดี และสุดท้ายนี้ของขอบคุณตัวผู้วิจัยเองที่อดทนและตั้งใจในการศึกษาเล่าเรียนจนบรรลุถึง
ความส าเร็จ 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 โครงสร้างประชากรโลกในปัจจุบันมีประชากรผู้สูงอายุเพ่ิมมากขึ้น เมื่ออายุเพ่ิมขึ้นจะเกิด
ความเสื่อมของร่างกายตามมาและท าให้ เกิดความเจ็บป่วยต่างๆ ภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลง 
(sarcopenia) เป็นกลุ่มอาการที่พบมากในผู้สูงอายุ (geriatric syndrome) (Promklang D., 2018) 
ซึ่งกล้ามเนื้อถือเป็นอวัยวะที่มีขนาดใหญ่ที่สุดของร่างกาย (Preedy et al., 2001) การสูญเสียมวล
กล้ามเนื้อและความแข็งแรงของกล้ามเนื้อเมื่อมีอายุเพ่ิมข้ึนนั้นเป็นกระบวนการหนึ่งของการเกิดความ
ชราภาพ หลังจากอายุ50 ปีจะเกิดการลดลงของมวลกล้ามเนื้อในอัตรา 1-2 % ต่อปี (von Haehling, 
Morley, & Anker, 2010) สภาวะดังกล่าวอาจน าไปสู่การมีคุณภาพชีวิตที่แย่ลงในเรื่องของการ
เคลื่อนไหวและการขยับร่างกาย ท าให้ผู้สูงอายุเสี่ยงต่อการเกิดอุบัติเหตุและอาจน าไปการเสียชีวิตได้ 
(Santilli, Bernetti, Mangone, & Paoloni, 2014) สาเหตุของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงใน
ผู้สูงอายุนั้นมีสาเหตุหลายประการ เช่น ความบกพร่องในการท างานของระบบประสาทสั่งการ 
(motor neuron) (Brown, 1972) ก ารล ด ล งข อ ง  anabolic hormones (Gundersen, 1998) 
รวมถึงการสูญเสียการท างานของไมโทรคอนเดรียในเซลล์กล้ามเนื้อ (Johnson, Robinson, & Nair, 
2013) นอกจากนี้หนึ่งในปัจจัยที่มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงคือการ
สะสมของ ROS ภายในร่างกาย โดยพบว่าในเนื้อเยื่อของคนที่อยู่ในวัยสูงอายุจะมีการสร้างและสะสม
อนุมูลอิสระมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด ซึ่ง ROS ในปริมาณที่สูงจะส่งผลท าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์
และเนื้อเยื่อ รวมถึงท าลายสารชีวโมเลกุลต่างๆ ภายในเซลล์ เช่น ดีเอ็นเอ โปรตีน และไขมัน เป็นต้น 
(Fulle et al., 2004) Ubiquitin proteasome system (UPS) เป็น pathway หลักที่เกี่ยวข้องกับ
การสลายตัวของโปรตีนกล้ามเนื้อที่หมดอายุการใช้งานแล้ว โดยมีการศึกษาพบว่ากระบวนการ UPS 
มียีนสองยีนคือ atrogin-1 (muscle atrophy F-box) และ muscle ring finger 1 (MuRF1) เป็น
ยีนที่เข้ารหัสส าหรับ E3 (ubiquitin protein ligase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีต าแหน่งจดจ าต่อ substrate 
ในกระบวนการสลายโปรตีนผ่าน UPS (Bodine et al., 2001) โดยจะมีการแสดงออกเฉพาะใน
กล้ามเนื้อหัวใจ (cardiac muscles) และกล้ามเนื้อโครงร่าง (skeletal muscles) และท าหน้าที่ใน
การควบคุมการสลายตัวของกล้ามเนื้อ (Cao, Kim, & Lecker, 2005) จึงชี้ให้เห็นว่าการแสดงออก
ของ atrogin-1 และ MuRF1 อาจใช้เป็น maker ที่สามารถบ่งชี้ได้ว่ากล้ามเนื้อโครงร่างเกิดการสลาย
ผ่านกระบวนการ UPS (Latres et al., 2005)  
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 A. platensis เป็นสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินที่ ได้รับการรับรองจาก  Food and Drug 
Administration (FDA) ว่ามีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค อุดมไปด้วยโปรตีนสูงถึง 70% ของน้ าหนัก
เซลล์แห้ง และมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนจ าเป็นในกลุ่มของ Aromatic amino acids ได้แก่ 
phenylalanine และ tryptophan สูง (Pyne PK, 2017) ซึ่งมีรายงานวิจัยจ านวนมากแสดงให้เห็น
ว่า Aromatic amino acids สามารถถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้กับอนุมูลอิสระเพ่ือก าจัด (Liu, Jin, Lin, 
Jones, & Chen, 2015) และที่ส าคัญมีรายงานวิจัยแสดงให้เห็นว่า เปปไทด์ที่ได้จากกระบวนการย่อย
โปรตีนไฮโดรไลเสทของ A. platensis สามารถดูดซึมเข้าสู่ร่างกายได้ดีกว่าโปรตีนจากสัตว์ เช่น เวย์
โปรตีน และยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านมะเร็ง (Zhang, Yokoyama, & Zhang, 2012) และ
ที่ส าคัญมีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ (antioxidant) สูง โดยมี % DPPH scavenging activity สูง
ถึง 81.44  ±0.43 ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml ซึ่งมีฤทธิ์เทียบเท่ากับ glutathione (82.63  ±0.56%) 
(Yu et al., 2016)  
 จากที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าการเกิดการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อเมื่ออายุมากขึ้นและการ
เกิดอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุที่ส าคัญของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงในผู้สูงอายุ ดังนั้นการลดการ
สลายโปรตีนกล้ามเนื้อและการป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระจึงเป็นสิ่งส าคัญในการป้องกันและลดการ
สูญเสียมวลกล้ามเนื้อในผู้สูงอายุ ในวิทยานิพนธ์นี้มีจุดประสงค์ที่จะศึกษาการฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระและการปกป้องเซลล์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย  Arthrospira platensis โดย
ใช้เซลล์กล้ามเนื้อหนู (L6 Rat skeletal muscle cell) เป็นโมเดลในการศึกษา โดยผู้วิจัยได้ท าการ
ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A. platensis โดยการย่อยด้วยเอนไซม์ แล้วน าไปทดสอบฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระและปกป้องเซลล์กล้ามเนื้อ โดยได้ท าการศึกษาความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทใน
การกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระและลดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การสลายโปรตีนกล้ามเนื้อในเซลล์กล้ามเนื้อหนู ผลการวิจัยที่ได้จากวิทยานิพนธ์นี้อาจน าไปสู่การ
พัฒนาโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A. platensis ไปเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมที่มีคุณสมบัติป้องกันการ
สูญเสียกล้ามเนื้อ ลดอนุมูลอิสระ และเสริมสร้างสุขภาพต่อไป 
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จุดมุ่งหมายของการวิจัยจุดมุ่งหมายของการศึกษา 
1. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย A. 

platensis ในเซลล์กล้ามเนื้อหนู 
2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการการลดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสลายโปรตีน

กล้ามเนื้อของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย A. platensis 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 
ท าการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis โดยกระบวนการทางเอนไซม์ 

(Enzymatic hydrolysis) จากนั้นท าการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ 
1. ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้ด้วยวิธี ABTS assay ศึกษา

คุณสมบัติในการป้องกันและก าจัดอนุมูลอิสระของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในเซลล์กล้ามเนื้อ
หน ูศึกษาคุณสมบัติการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงศึกษา
คุณสมบัติในการลดระดับการสะสม ROS ภายในเซลล์ด้วยวิธี DCFH-DA assay 

2. ศึกษาคุณสมบัติในการป้องกันการสลายของโปรตีนกล้ามเนื้อในเซลล์กล้ามเนื้อหนู โดยศึกษา
ความเป็นพิษของโปรตีนไฮโดรไลเสทและดูอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay 
จากนั้นท าการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อด้วยเทคนิค Reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 
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ภาพ 1 Flow chart ขอบเขตการศึกษา 
 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
 RT-PCR  (Reverse Transcription-Polymerase chain reaction) 
 ABTS  (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 
 MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) 
 BCAAs  (Branched-chain amino acids) 
 Atrogin-1  (Muscle atrophy F-box)  

MuRF1  (Muscle ring finger 1)  
UPS  (Ubiquitin proteasome system) 
DCFH-DA (2’-7’dichlorofluorescin diacetate) 
H2O2  (Hydrogen peroxide) 
ROS  (Reactive oxygen species)  
SOD1  (Superoxide dismutase 1)  
GPx1  (Glutathione peroxidase 1)  
CAT  (Catalase) 
APH  (Arthrospira platensis protein hydrolysate)  
Ml  (Milliliter) 
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µM  (Micro molar) 
µg  (Microgram) 
bp  (Base pair)  
cDNA  (Complementary deoxyribonucleic acid) 
RNA  (Ribonucleic acid) 
DMSO  (Dimethyl sulfoxide) 
FBS  (Fetal bovine serum) 
IC50  (Half maximal inhibitory concentration) 
CO2  (Carbon dioxide)  
  

สมมุติฐานของการวิจัย 
1. โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย A. platensis มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ 
2. โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย A. platensis มีความสามารถในลดระดับการ

แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อในเซลล์กล้ามเนื้อหนู 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ระบบกล้ามเนื้อ (Muscular system) 

กล้ามเนื้อ (Muscle) เป็นเนื้อเยื่อที่หดตัวได้ในร่างกาย เปลี่ยนแปลงมาจากเมโซเดิร์ม 
(mesoderm) ของชั้นเนื้อเยื่อในตัวอ่อน และเป็นระบบหนึ่งของร่างกายที่ส าคัญต่อการเคลื่อนไหว
ทั้งหมดของร่างกาย  ซึ่งกล้ามเนื้อนั้นเป็นส่วนประกอบใหญ่ของร่างกายมนุษย์ และเป็นส่วนส าคัญ
ที่สุด กล้ามเนื้อในร่างกายทั้งหมดมีน้ าหนักประมาณ 2/5 ของน้ าหนักตัว ร่างกายแบ่งกล้ามเนื้อ
ออกเป็น 3 ชนิด คือ กล้ามเนื้อยึดกระดูกหรือกล้ามเนื้อลาย (skeletal muscle or striated 
muscle), กล้ ามเนื้ อเรียบ (smooth muscle) และกล้ ามเนื้ อหั วใจ (cardiac muscle) โดยที่
กล้ามเนื้อลายนั้นถูกควบคุมอยู่ภายใต้อ านาจจิตใจหรือรีเฟล็กซ์ ส่วนกล้ามเนื้อเรียบและกล้ามเนื้อ
หัวใจท างานนอกอ านาจจิตใจ โดยกล้ามเนื้อนั้นมีท าหน้าที่หดตัวเพ่ือให้เกิดแรงและท าให้เกิดการ
เคลื่อนที่ (motion) รวมถึงการเคลื่อนที่และการหดตัวของอวัยวะภายใน ซึ่งกล้ามเนื้อจ านวนมากหด
ตัวได้นอกอ านาจจิตใจ และจ าเป็นต่อการด ารงชี วิต เช่น การบีบตัวของหัวใจ หรือการบีบรูด 
(peristalsis) ท าให้เกิดการผลักดันอาหารเข้าไปภายในทางเดินอาหาร การหดตัวของกล้ามเนื้อที่อยู่
ใต้อ านาจจิตใจมีประโยชน์ในการเคลื่อนที่ของ ร่างกาย และสามารถควบคุมการหดตัวได้ เช่น การ
กลอกตา หรือการหดตัวของกล้ามเนื้อควอดริเซ็บ (quadriceps muscle) ที่ต้นขาใยกล้ามเนื้อ 
(muscle fiber) ที่อยู่ใต้อ านาจจิตใจแบ่งกว้างๆ ได้เป็น 2 ประเภทคือ กล้ามเนื้อ fast twitch และ
กล้ามเนื้อ slow twitch กล้ามเนื้อ slow twitch สามารถหดตัวได้เป็นระยะเวลานานแต่ให้แรงน้อย 
ในขณะที่กล้ามเนื้อ fast twitch สามารถหดตัวได้รวดเร็วและให้แรงมากแต่ล้าได้ง่าย  

 
ชนิดของกล้ามเนื้อ (Types of muscle)  
 

กล้ามเนื้อเรียบ (Smooth muscle)  
กล้ามเนื้อเรียบ (Smooth Muscle) เป็นกล้ามเนื้อที่ท างานนอกอ านาจจิตใจ พบที่อวัยวะ

ภายในของร่างกายเช่น หลอดอาหาร หลอดเลือด เป็นต้น  เซลล์มีรูปร่างคล้ายกระสวย แต่ละเซลล์มี
นิวเคลียสอันเดียวอยู่ตรงกลางเซลล์ เซลล์ไม่มีลายตามขวาง ดังภาพ 2 ตรงรอยต่อของเยื่อหุ้มเซลล์
บางส่วนจะมีบริเวณถ่ายทอดคลื่นประสาทเรียกว่า อินเตอร์คอนเนกติง บริดจ์ ( interconnecting 
bridge) เพ่ือถ่ายทอดคลื่นประสาทไปยังเซลล์ข้างเคียง การท างานของกล้ามเนื้อชนิดนี้อยู่นอกอ านาจ
จิตใจ การหดตัวเกิดได้เองโดยมีเซลล์เริ่มต้นการท างาน (pace maker cell point) และการหดตัวถูก
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ควบคุมโดยระบบประสาทอัตโนมัติดังนั้นกล้ามเนื้อชนิดนี้ปลายประสาทจึงไม่ได้ไปเลี้ยงทุกเซลล์
ยกเว้นกล้ามเนื้อเรียบในบางส่วนของร่างกายมีปลายประสาทไปเลี้ยงทุกเซลล์ เช่น กล้ามเนื้อในลูกตา 
กล้ามเนื้อชนิดนี้เรียกว่า กล้ามเนื้อเรียบหลายหน่วย (multiunit smooth muscle) ส่วนกล้ามเนื้อ
เรียบชนิดแรกที่กล่าวถึงในตอนต้นเรียกว่า กล้ามเนื้อหน่วยเดียว (single unit smooth muscle)  

 
 
 
 
 
 
  

 
ภาพ 2 ลักษณะของกล้ามเนื้อเรียบ (Smooth muscle) 

ที่มา: http://www.6aming.com สืบค้นเมื่อวันที่ 8/10/2561 
 

กล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiac muscle)   
กล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiac Muscle) เป็นกล้ามเนื้อที่ท างานนอกอ านาจจิตใจ พบที่หัวใจเพียง

แห่งเดียว กล้ามเนื้อหัวใจมีเซลล์เป็นเส้นใยยาว มีลายตามขวาง เซลล์เรียงตัวหลายทิศทาง และเซลล์
มีแขนงเชื่อมเซลล์อ่ืนเรียกว่า อินเตอร์คาเลทเตท ดิสค์ (intercalated disc) มีนิวเคลียสอยู่ตรงกลาง
เซลล์เป็นรูปไข่ ดังภาพ 3  เซลล์บางกลุ่มเปลี่ยนแปลงหน้าที่ไปเป็นเซลล์น าคลื่นประสาท (special 
conducting system) ซึ่งได้แก่ เอ-วี บันเดิล (A-V bundle) และเส้นใยเพอร์คินเจ (perkinje fiber) 
การท างานของกล้ามเนื้อหัวใจอยู่นอกอ านาจจิตใจและท างานได้เอง 
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ภาพ 3 ลักษณะของกล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiac muscle) 

ที่มา: http://www.6aming.com สืบค้นเมื่อวันที่ 8/10/2561 
 

กล้ามเนื้อลาย (Striated muscle) 
กล้ามเนื้อลาย (Striated Muscle) เป็นกล้ามเนื้อที่พบมากที่สุดในร่างกายโดยจะยึดเกาะอยู่กับ

กระดูกทั่วทุกส่วนของร่างกาย เช่น แขน ขา ล าตัว ใบหน้า ท าให้เราสามารถเคลื่อนไหวส่วนต่างๆ 
ดังกล่าวได้ จึงอาจเรียกกล้ามเนื้อลายอีกอย่างหนึ่งว่า กล้ามเนื้อยึดกระดูกหรือกล้ามเนื้อโครงร่าง 
(Skeletal Muscle) เป็นกล้ามเนื้อที่ท างานอยู่ภายใต้อ านาจจิตใจ กล้ามเนื้อลายประกอบด้วยเซลล์
ลักษณะเป็นเส้นยาวจึงเรียกว่า ใยกล้ามเนื้อ (muscle fiber) ดังภาพ 4  ความยาวของใยกล้ามเนื้อจะ
เท่ากับมัดกล้ามเนื้อที่ใยกล้ามเนื้อนั้นเป็นองค์ประกอบอยู่ใยกล้ามเนื้อมีลายตามขวางและมีเยื่อหุ้ม
เซลล์เรียกว่า ซาร์โคเลมมา (sarcolemma) ซึ่งมีเนื้อเยื่อประสานหุ้มอีกชั้นหนึ่งเรียกว่า เอนโดไม
เซียม (endomysium) ใยของกล้ามเนื้อลายมีนิวเคลียสหลายอันอยู่ด้านข้างของเซลล์ เรียงตัวกันเป็น
ระยะตลอดแนวความยาวของเซลล์ แต่ละเซลล์มีปลายประสาทมาเลี้ยง เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการหดตัว 
ใยกล้ามเนื้อลายประกอบด้วยเส้นใยขนาดเล็กเรียกว่า ไมโอไฟบริล (myofibril) แต่ละไมโอไฟบริล
ประกอบด้วยฟิลาเมนท์ (filament) ซึ่ง มี 2 ชนิด คือ  

1. ฟิลาเมนต์ชนิดหนา (Thick Filament) ประกอบด้วยโปรตีนซึ่งเรียกว่า ไมโอซิน (Myosin) 
รวมตัวกนัเป็นมัด โดยแต่ละมัดประกอบด้วยโมเลกุลของไมโอซินที่เกิดจากโปรตีน 2 สาย พัน
กันเป็นเกลียวตรงปลายสุดของแต่ละสายจะม้วนตัวเป็นก้อนกลมคล้ายตะขอ 

2. ฟิลาเมนต์ชนิดบาง (Thin Filament) ประกอบด้วยโปรตีนซึ่งเรียกว่า แอกทิน (Actin) ที่มี
ลักษณะเป็นก้อนกลม (Globula Actin Molecules) เรียงต่อกันเป็นสายยาวที่พันกันเป็น
เกลียว  
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ภาพ 4 ลักษณะของกล้ามเนื้อลาย (Striated Muscle muscle) 
ที่มา: http://www.6aming.com สืบค้นเมื่อวันที่ 8/10/2561 

 
การพัฒนาของระบบกล้ามเนื้อ (Development of the muscular system) 
 

การเจริญของกล้ามเนื้อลาย  
เซลล์กล้ามเนื้อเจริญมาจาก mesoderm กล้ามเนื้อลาย เกือบทั้งหมดร่างกายเจริญมาจาก 

myotome ของ somite และบางส่วนเจริญมาจาก bronchial arches ซึ่งเซลล์เริ่มต้นของเซลล์
กล้ามเนื้อในระยะตัวอ่อน มีลักษณะเป็น mononucleated cell และรูปกระสวย ที่มีการแบ่งตัว
เรื่อยๆและต่อมา ส่วนต่างๆใน cytoplasm ของเซลล์จะเปลี่ยนไป มี myofibrillar protein ฟอร์ม
ขึ้น หยุดการแบ่งตัวแบบ mitosis เซลล์นี้เรียกว่า “myoblast”  ต่อมา cytoplasm ของ myoblast 
หลายๆเซลล์จะมาเชื่อมกัน ได้เป็น myotubule มีลักษณะ multinucleated และ nuclei เรียงตัว
กันในลักษณะเป็นลูกไข่มี contractile filament ฟอร์มขึ้น คือ actin และ myosin เมื่อเซลล์เจริญ
ขึ้น contractile filament จัดตัวกันเป็น banding (cross-striated) และ nucleus ถูกเบียดไปอยู่ที่
ขอบ กลายเป็น skeletal musclefiber ดังภาพ 5 

http://www.6aming.com/


 10 

 
 

ภาพ 5 การเจริญเติบโตของกล้ามเนื้อลาย 
ที่มา: https://basicmedicalkey.com/muscle-tissue-3/ สืบค้นเมื่อวันที่ 8/10/2561 

 
กล้ามเนื้อที่เจริญจาก myotome ได้แก่ trunk muscle โดยเฉพาะ intercostals muscles 

และ muscles of the vertebral column ซึ่งยังคงมีลักษณะเป็นปล้องเหมือน somites กล้ามเนื้อ
ที่เจริญทาง dorsal และ ventral ของ vertebral column เรียกว่า epaxial และ hypaxial trunk 
muscles ตามล าดับ กล้ามเนื้อแขน ขา เชื่อว่ามาจาก mesenchyme ที่บริเวณนั้น ฟอร์มเป็น 
myoblast แล้วมารวมกันเรียกว่า blastemal 
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การเจริญของกล้ามเนื้อเรียบ 
กล้ ามเนื้ อ เรียบ เจริญจาก splanchnic mesoderm ซึ่ งบุ อยู่ รอบๆ hollow intestinal 

organs และมีลักษณะการก าเนิดเช่นเดียวกับกล้ามเนื้อลาย ปกติท่อทางเดินอาหาร ประกอบไปด้วย
กล้ามเนื้อ inner circular และ outer longitudinal มีหน้ าที่ ส าคัญ เกี่ยวกับ peristalsis ส่วน
กล้ามเนื้อในมดลูก กระเพาะปัสสาวะ เรียงตัวกันแบบ irregularly interlacing bands 

 
การเจริญของกล้ามเนื้อหัวใจ  
เจริญจาก splanchnic mesoderm ซึ่งต่อมาจะมี myofibril ใน cytoplasm มากมาย และ

ยังมีความสามารถในการแบ่งตัวต่อไปอีก และเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจไม่มีลักษณะ syncytium เหมือน
กล้ามเนื้อลาย แต่จะสร้าง intercalated disks เป็นตัวเชื่อมระหว่างเซลล์ ลักษณะการท างานแบบ 
involuntary  

 
อนุมูลอิสระ (Free radical)   

อนุมูลอิสระ (free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกุลที่มี unpaired electron อย่างน้อย 1 
electron เกิดขึ้นเมื่อพันธะระหว่างอะตอมแตกออกท าให้อนุมูลอิสระไม่เสถียรและไวต่อการ
เกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลข้างเคียงเพ่ือท าให้ตัวเองเสถียรขึ้น ผลที่ตามมาคือโมเลกุลข้างเคียงที่สูญเสีย
หรือรับอิเล็กตรอนแล้วเกิดเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ ซึ่งจะเข้าท าปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนต่อไปท าให้เกิด
เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่  (chain reaction) (Cornelli, 2009) อนุมูล อิสระที่มีความสามารถในการ 
oxidized สารชีวโมเลกุลในร่างกายเรียกว่า Reactive species (RS) ซึ่งส่วนใหญ่แล้วจะอยู่ในรูปของ 
reactive oxygen species (ROS) และยังพบในรูปของ reactive chlorine species (RCS) และ 
reactive nitrogen species (RNS) หรืออาจจะพบได้ ใน รูป ของ lipid radical หรือ  genetic 
radical นอกจากนี้ RS อาจจะอยู่ในสารประกอบ บางโมเลกุลที่อยู่ในรูป non-radical แต่ไวต่อการ
เกิดปฏิกิริยา oxidation เช่น H2O2 ก็จัดเป็น RS เช่นกัน ซึ่งแสดงให้เห็นว่า RS ไม่จ าเป็นต้องอยู่ในรูป
ของ free radical เสมอ(Lockwood, 2007) ดังตาราง 1 
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ตาราง 1 ตัวอย่างของ RS โดยแบ่งประเภทตามโมเลกุลที่ท าให้เกิดปฏิกิริยา oxidation และแบ่งย่อย
โดยลักษณะของการ เป็น radical ของโมเลก ที่มา: (Lockwood, 2007) 

 
ROS เกิดข้ึนได้จากหลายสาเหตุ ซึ่งสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 แหล่งที่แตกต่างกันดังนี้  

1. ปัจจัยภายในร่างกาย (Endogenous Sources)    ROS จะเกิดขึ้นจากกระบวนการต่างๆ
ของร่างกายผ่านกระบวนการสร้าง ATP โดย O2 จะเปลี่ยนไปเป็น H2O โดยปกติร่างกายของ
มนุษย์จะต้องการ ATP วันละ 300 mol ซึ่งจะได้จากการใช้ O2 จ านวน 100 mol ซึ่ง ROS 
ที่ เกิดขึ้นนั้นจะถูกเปลี่ยนให้กลายเป็นน้ าโดยผ่านเอนไซม์และบางขั้นตอนก็ผ่านปฏิกิริยาโดย
ไม่ใช้เอนไซม์ นอกจากการสร้างพลังงานแล้ว ในกลไกป้องกันตัวเองของร่างกายเมื่อสิ่ง
แปลกปลอม (pathogen) เข้าสู่ร่างกายจะเกิดการสร้าง ROS ขึ้นมาได้ เช่นกัน โดยเรียก
ปรากฏการณ์นี้ ว่ า oxidative burst เมื่อ เซลล์ เม็ดเลือดขาวเช่ น  macrophage และ 
leukocyte ถูกกระตุ้น โดยสิ่งเร้าต่างๆจะมีการสร้าง O2• - ขึ้นผ่านทาง NADPH oxidase 
โมเลกุล O2• -ที่เกิดขึ้นจะเปลี่ยนต่อไปเป็น H2O2 และเกิด เป็น hypochlorite (HOCl) ใน
ที่สุด (Nimse S.B, 2015)  

 
 
 



 13 

2. ปัจจัยภายนอกร่างกาย (Exogenous Sources) ปัจจัยจากสิ่งแวดล้อมมีส่วนอย่างมากในการ
กระตุ้นให้เกิด ROS โดยเฉพาะอย่างยิ่งรังสีต่างๆ เช่น UV, X- ray, Gamma ray โดยรังสี
เหล่านี้จะกระตุ้นให้น้ าเปลี่ยนไปเป็น hydroxyl radical หรือแม้แต่มลภาวะทางเคมีเช่น 
paraquat จ ะก ร ะตุ้ น ให้ เกิ ด  peroxide ห รื อ  ozone ส า ร าพ ว ก  quinones แ ล ะ 
nitroaromatics ก็ท าให้เกิด superoxide ได้ (Nimse S.B, 2015) 
 
หากร่างกายมีกระบวนการผลิต ROS มากเกินไป หรือการที่ร่างกายขาดสารต้านอนุมูลอิสระ

จะท าให้มีการ สะสมของ ROS มากขึ้นส่งผลให้เกิดภาวะ oxidative stress ขึ้นได้และเมื่อเกิดสภาวะ
นี้นานจะท าให้เกิดผลเสียต่อร่างกายท าให้มีความเสี่ยงต่อการถูกท าลายเนื้อเยื่อต่างๆ เยื่อหุ้มเซลล์ 
รวมถึง DNA ซึ่งจะน าไปสู่การเกิดโรคในระบบต่างๆและน าไปสู่ความเสื่อมของอวัยวะได้ เช่น โรคใน
ระบบหัวใจและหลอดเลือด โรคทางสมองและระบบประสาท เช่น Parkinson และ Alzheimer ผล
ต่อระบบต่อมไร้ท่อต่างๆ มะเร็ง รวมไปถึงมีผลต่อความยืดหยุ่นของผิวหนัง (H. Li, Horke, & 
Förstermann, 2013) นอกจากนี้ยัง พบว่า ROS มีผลท าให้เกิดการสูญเสียกล้ามเนื้อ ท าให้มวล
กล้ามเนื้อลดลง [(Miquel J,1993); (Hunt J, 1998)] 

 
ความชราของกล้ามเนื้อและภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลง (Muscle aging and Sarcopenia)  

ความชราภาพเป็นสิ่งที่หลีกเลี่ยงไม่ได้และเป็นความซับซ้อนในกระบวนการของสิ่งมีชีวิต 
ซึ่งเป็นลักษณะที่ขึ้นอยู่กับระยะเวลาการท างานของระบบส าคัญของร่างกายที่ท าให้ เกิดการ
เสื่อมสภาพทั้งทางกายภาพและฟังก์ชันทางชีวเคมีที่เป็นกระบวนการหลัก (Buonocore, Rucci, 
Vandoni, Negro, & Marzatico, 2011) จะสังเกตได้ว่าระหว่างที่อยู่ช่วงวัยสูงอายุจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงหลายอย่างที่เกิดขึ้น เช่น ความสารถในการใช้ออกซิเจนลดลงพร้อมกับการเกิดความพก
พร่องในการท างานของหลอดเลือดในหัวใจ , เกิดการปรับเปลี่ยนของระบบหายใจ, การเสื่อมสภาพ
ของระบบประสาท รวมไปถึงความเสื่อมสภาพของมวลกล้ามเนื้อซึ่งเกิดการเปลี่ยนแปลเชิงคุณภาพ
และเชิงปริมาณในเส้นใยกล้ามเนื้อโดยเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยกล้ามเนื้อจะลดลง (Mecocci et 
al., 1999)  

กล้ามเนื้อถือเป็นอวัยวะที่มีขนาดใหญ่ที่สุดของร่างกาย (Preedy et al., 2001) และการที่
เกิดการสูญเสียมวลกล้ามเนื้อและความแข็งแรงของกล้ามเนื้อนั้นมีความเกี่ยวข้องกับอายุ ดังภาพ 6 
ซึ่งคล้ายกับว่าเป็นกระบวนการหนึ่งของการเกิดความชราภาพที่หลีกเลี่ยงไม่ได้ หลังจากอายุ 50 ปีไป
แล้วจะเกิดการลดลงของมวลกล้ามเนื้อในอัตรา 1-2 % ต่อปี (von Haehling et al., 2010) โดย
สภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงหรือที่เรียกว่า Sarcopenia นั้นเป็นสภาวะที่มีลักษณะการสูญเสียมวล
กล้ามเนื้อและความแข็งแรงของกล้ามเนื้อที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะทางกายภาพซึ่งอาจน าไปสู่การ
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มีคุณภาพชีวิตที่ย่ าแย่ในเรื่องของการเคลื่อนไหวและการขยับร่างกายนอกจากนี้อาจน าไปสู่การ
เสียชีวิตได้ (Santilli et al., 2014) ซึ่งสาเหตุของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงมีหลายสาเหตุ เช่น 
ความบกพร่องในการท างานของระบบประสาทสั่งการ (motor neuron) (Brown, 1972) การลดลง
ของแอนนาบอลิกฮอร์โมน (anabolic hormones) เช่น growth hormone, testosterone และ 
estrogen (Gundersen, 1998) ไมโทรคอนเดียในเซลล์กล้ามเนื้อสูญเสียการท างาน (Matthew L. 
et al, 2012) รวมไปถึงการเกิดการสะสมของอนุมูลอิสระ (Reactive oxygen species : ROS) 
(Mecocci et al., 1999) เมื่ออายุ เพ่ิมขึ้นจะเกิดการผลิต ROS เพ่ิมขึ้นมีผลท าให้ เกิดการสูญ 
เสียการท างานของไมโทรคอนเดีย (mitochondria) ซึ่งส่งผลเสียต่อการท างานของกล้ามเนื้อ  
[(Miquel J,1993); (Hunt J, 1998)]    

 

 
ภาพ 6 การลดลงของมวลกล้ามเนื้อเมื่ออายุมากข้ึน 

ที่มา: http://fightsarcopenia.com/lbm-loss สืบค้นเมื่อวันที่ 8/10/2561 
 

การบ ารุงรักษาสรีรวิทยาของมวลกล้ามเนื้อโครงร่าง (skeletal muscle) ขึ้นอยู่กับความ
สมดุลระหว่าง anabolic และ catabolic factors ผลการลดลงของกล้ามเนื้อเกิดจากการลดลงของ
การสังเคราะห์โปรตีนกล้ามเนื้อและ/หรือการสลายตัวของโปรตีนกล้ามเนื้อที่เพ่ิมมากขึ้น มีหลักฐาน
มากมายที่พบว่ากระบวนการสังเคราะห์โปรตีนจะลดลงเมื่ออายุมาก (Ebner, Sliziuk, Scherbakov, 
& Sandek, 2015) การสังเคราะห์โปรตีนของ anabolic pathway ที่ส าคัญจะเกี่ยวข้องกับการ
กระตุ้นการท างานของ phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) และ serine threonine kinase 
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(Akt) โด ยผ่ าน กระบ วน การ เกิ ด  phosphorylation ซึ่ งก ระตุ้ น ให้  mammalian target of 
rapamycin (mTOR) เกิดการท างาน ส่งผลให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีนเพ่ิมมากขึ้น (Bodine et al., 
2001) สิ่ งกระตุ้นที่ ส าคัญที่สุดคือกลุ่มของ anabolic hormones ได้แก่  insulin, insulin-like 
growth factor 1 (IGF-1), testosterone รวมถึงการออกก าลังการร่วมด้วย (Sandri, 2008) โดย
ฮอร์โมน testosterone สามารถกระตุ้น myoblasts และ satellite cells (Bhasin et al., 2003) 
ส่วน IGF-1 ช่วยกระตุ้นกระบวนการ proliferation ของ satellite cell (Husmann, Soulet, 
Gautron, Martelly, & Barritault, 1996) และยับยั้งการย่อยสลายโปรตีน (Bowen, Schuler, & 
Adams, 2015) ซึ่งกลไกที่ได้กล่าวมาข้างต้นเหล่านี้ท าหน้าที่ในการซ่อมแซมเยื่อหุ้มเซลล์และรักษา
มวลกล้ามเนื้อที่จะลดลงเมื่อมีอายุมากข้ึน ซึ่งความแก่ชรานั้นส่งผลให้ physical activity, IGF-1 และ
ระดั บ ฮอร์ โมน  testosterone นั้ น ลดต่ าล ง ท า ให้ เกิ ด  insulin resistance, mitochondrial 
dysfunction ส่งผลท าให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีนในกล้ามเนื้อลดลง (Ali & Garcia, 2014)  

ดั งภ าพ  7 แสดงให้ เห็ น ว่ า  การที่  physical activity นั้ น ลดต่ าล ง จะส่ งผลท าให้ 
transcription factor Fox-O ไปกระตุ้นการท างานของกระบวนการ ubiquitin proteasome 
system (UPS) เกิดการสลายโปรตีนเพ่ิมขึ้น  ในขณะเดียวกันภาวะ aging ท าให้ ระดับของ 
myostatin สูงขึ้น ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการย่อยสลายโปรตีนผ่าน UPS และยังส่งผลไปยับยั้งการ
ท างานของ mTOR pathway ได้อีกด้วย นอกจากนี้การท างานของ IGF-1 และ testosterone ที่ลด
ต่ าลง ท าให้ไม่เกิดการกระตุ้นการท างานของ mTOR pathway ส่งผลให้มีการสังเคราะห์โปรตีนที่
ลดลง และยังพบว่า ความแก่ชรานั้นท าให้การท างานของไมโทคอนเดรียลดลงและมีการผลิต  
reactive oxygen species (ROS) ภายในเซลล์เพ่ิมมากขึ้น ส่งผลท าให้เกิดความเสียหายแก่โปรตีน
ได้ (M. J. Gomes et al., 2017)  

หนึ่งในปัจจัยที่มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลง (sarcopenia) คือ
การสะสมของ ROS โดยพบว่าเนื้อเยื่อทั้งหมดในร่างกายนั้นสามารถเกิด ROS ขึ้นได้และมักเกิดขึ้น
โดยผ่านกระบวนการลูกโซ่ขนส่งอิเล็กตรอน (electron transport chain) ในไมโทคอนเดรีย 
(mitochondria) เพ่ือสังเคราะห์พลังงานเพ่ือใช้ภายในเซลล์ ซึ่ง  ROS ที่ เกิดจากกระบวนการนี้
ส่วนมากจะอยู่ในรูปของ superoxide anion (O2•

-)  (Fulle et al., 2004) ดังภาพ 8 
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ภาพ 7 ผลของอายุใน signaling pathway ที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนและ 
การย่อยสลายโปรตีน ที่มา: (M. J. Gomes et al., 2017) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 8 กระบวนการ electron transport chain ในไมโทคอนเดรีย 
ที่มา: http://techsemut.comสืบค้นเมื่อวันที่ 13/10/2561 
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ในการเกิด ROS นั้นส่งผลท าให้เกิดสภาวะที่เรียกว่า oxidative stress ที่สามารถท าลายสาร
ชีวโมเลกุลต่างๆภายในเซลล์ เช่น ดีเอ็นเอ , โปรตีน, lipids เป็นต้น ซึ่งจะส่งผลให้ความเสียหายต่อ
เซลล์และเนื้อเยื่อตามมา การผลิต ROS จะเพ่ิมขึ้นอย่างมากในช่วงอายุที่เพ่ิมขึ้น โดยมีปัจจัยสอง
ประการคือ การท างานที่ เปลี่ยนแปลงไปของกระบวนการลูกโซ่ขนส่งอิเล็กตรอน (electron 
transport chain) และการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ เอนไซม์ superoxide Dismutase 
หรือ (SOD)  glutathione peroxidase และ catalase ภายในเซลล์นั้นมีปริมาณไม่เพียงพอ ปัจจุบัน
เป็นที่ยอมรับกันโดยทั่วไปว่าอนุมูลอิสระหรือ ROS มีบทบาทส าคัญในกระบวนการแก่ชราโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในเนื้อเยื่อของคนที่อยู่ในวัยสูงอายุจะมีการสร้างอนุมูลอิสระมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด เช่น 
กล้ามเนื้อโครงร่าง (skeletal muscle) ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่มีมากที่สุดของร่างกายและมีการใช้
ออกซิเจนในระดับสูงเมื่อเทียบกับเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ซึ่งส่งผลท าให้มีปริมาณของ ROS สูงขึ้นตามไปด้วย 
ท าให้ความสามารถในการเกิดออกซิเดชันในกล้ามเนื้อเพ่ิมขึ้น เป็นผลท าให้ประสิทธิภาพการท างาน
ของกล้ามเนื้อและมวลของกล้ามเนื้อนั้นลดลง และจะพบได้ว่าในกล้ามเนื้อของคนสูงอายุจะมีไขมัน
และ DNA ที่เกิดความเสียหายจากการเกิดออกซิเดชันเพิ่มมากข้ึนเช่นกัน (Fulle et al., 2004)  

 
การสลายตัวของกล้ามเนื้อ (Muscle degradation) 

การสลายตัวของกล้ามเนื้อ (muscle degradation) สามารถเกิดขึ้นได้ลักษณะของ Muscle 
atrophy ซึ่งเป็นการฝ่อของกล้ามเนื้อที่เกิดจากเซลล์กล้ามเนื้อสูญเสียโปรตีนภายในเซลล์ เกิดจาก
การลดลงของการสังเคราะห์โปรตีนและการเพ่ิมขึ้นของการย่อยสลายโปรตีน หรืออาจจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทั้งสองอย่างพร้อมกัน สามารถเกิดขึ้นในหลายรูปแบบ เช่น การใช้งานกล้ามเนื้อเป็น
เวลานาน ขาดการหล่อเลี้ยงจากระบบประสาท ความชรา และโรคมะเร็ง [(Attaix et al., 2005); 
(Herningtyas et al., 2008)] การสลายตัวของกล้ามเนื้อนี้จะท าให้มวลกล้ามเนื้อลดลง และเกิด
ความเมื่อยล้า ซึ่งอาจส่งผลต่อสุขภาพและระดับการด าเนินกิจกรรมทางกายภาพในชีวิตประจ า วัน  
[(Cohen et al., 2009); (Jackman & Kandarian, 2004)] โดยในการใช้กล้ามเนื้อโครงร่างเป็น
เวลานานท าให้เกิดการสูญเสีย myofibrillar protein เกิดความตึงเครียดของกล้ามเนื้อและสูญเสีย
ความสามารถในการเคลื่อนที ่(Lee K., 2008)  

การลดลงของ myofibrillar protein ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการยืดหดตัวของกล้ามเนื้อ 
จะถูกควบคุมโดยผ่านกระบวนการการย่อยสลายโปรตีนคือ autophagy/lysosomal pathway และ 
ubiquitin proteasome system (UPS) (Jagoe & Goldberg, 2001) เป็นที่รู้จักกันทั่วไปว่า UPS 
เป็นกระบวนการหลักที่เกี่ยวข้องกับการสลายตัวของโปรตีนกล้ามเนื้อที่หมดอายุการใช้งานแล้ว 
กระบวนการของการย่อยสลายโปรตีนผ่านทาง UPS ประกอบไปด้วยขั้นตอนสองขั้นตอนคือ 1) การ
ติดแท็กโปรตีนเป้าหมายด้วยโมเลกุลของ ubiquitin และ 2) การย่อยสลายโปรตีนเป้าหมายที่ติดแท็ก
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ด้วย proteasome 26S complex (Glickman & Ciechanover, 2002) และต้องมีส่วนประกอบ
ของเอนไซม์สามชนิดคือ E1 (ubiquitin activating enzyme),E2 (Ub-conjugating enzymes), 
และ E3 (ubiquitin protein ligase) ซึ่ง E3 เป็นเอนไซม์ที่มีต าแหน่งจดจ าต่อ substrate (Pickart 
CM, 2004) และมี การศึกษาพบว่ายีนสองยีนคือ  atrogin-1 (muscle atrophy F-box) และ 
muscle ring finger 1 (MuRF1) เป็นยีนที่เข้ารหัสส าหรับ E3 (Bodine et al., 2001) โดยจะมีการ
แสดงออกเฉพาะในกล้ามเนื้อหัวใจ (cardiac muscles) และกล้ามเนื้อโครงร่าง (skeletal muscles) 
และท าหน้าที่ในการควบคุมการสลายตัวของกล้ามเนื้อ (Cao et al., 2005) ข้อมูลเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่า
การแสดงออกของ atrogin-1 และ MuRF1 อาจเป็น maker ที่สามารถบ่งชี้ได้ว่ากล้ามเนื้อโครงร่าง
เกิดการสลายผ่านกระบวนการ UPS (Latres et al., 2005)  

การศึกษาต่อมาก็แสดงให้เห็นว่า การถอดรหัสของ atrogin-1 และ MuRF1 ถูกควบคุมโดย 
insulin-like growth factor 1 (IGF-1)/Akt ซึ่งการควบคุมนั้นจะขึ้นอยู่กับ signalling pathway 
[(Sandri et al., 2004); (Stitt et al., 2004)] นอกจากนี้แล้วแสดงให้เห็นว่า proinflammatory 

cytokine ได้ แ ก่  tumor necrosis factor α (TNFα) แ ล ะ  reactive oxygen species (ROS) 
สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ atrogin-1 และ MuRF1 ได้ [(Y. P. Li, Chen, Li, & Reid, 2003); 
(Y. P. Li et al., 2005)]  

จากการศึกษาเพ่ิมเติมพบว่า proinflammatory cytokine สามารถการกระตุ้น Atrophy 

signaling ในกระบวนการเกิดการสลายตัวของกล้ามเนื้อได้ โดยกลไกการกระตุ้นนั้น  TNF-α จะ

กระตุ้นการท างานของ NF-κB (nuclear factor κB) ซึ่งเป็น transcription factor ที่มีการกระตุ้น

ให้เกิดการสลายของกล้ามเนื้อ การกระตุ้น NF-κB ท าให้เกิดการควบคุมการถอดรหัสและเกิดการ
แสดงออกของ MuRF1 ได้ และในส่วนของการแสดงออกของ atrogin-1 นั้นจะถูกกระตุ้นด้วย 
proinflammatory cytokine ต่างๆ เช่น IL-6 และ IL-10 โดยกระตุ้นการท างานผ่าน MAPK p38  
อีกทั้ง ROS ยังสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนทั้งสองนี้ได้เช่นกัน และยังพบว่า Fox-O ซึ่งเป็น 
transcription factor นั้นกระตุ้นท าให้เกิดการแสดงออกของ atrogin-1 และ MuRF1 โดยผ่าน
กระบวนการ UPS ได้ด้วยเช่นกัน ดังนั้นจึงน าไปสู่การสลายโปรตีนและส่งผลท าให้เกิดการสลายของ
กล้ามเนื้อต่อไป (Man, Kemp, Moxham, & Polkey, 2009) ดังภาพ 9 
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ภาพ 9 Muscle atrophy pathways 
ที่มา: (Man et al., 2009) 

 
บทบาทของ Glucocorticoids ในการเกิดการสลายตัวของโปรตีนกล้ ามเนื้ อ  (Muscle 
degradation) 
 Glucocorticoids เป็นฮอร์โมนที่สร้างจากอะดรีนัลคอร์เทกซ์ของต่อมหมวกไต ฮอร์โมน
glucocorticoids ที่ส าคัญในร่างกายคน 3 ตัว คือ คอร์ติโซล (Cortisol) หรือ ไฮโดรคอร์ติโซล 
(Hydrocortisol) คอร์ติโซน (Cortisone) คอร์ติโคสเตอโรน (Corticosterone) ซึ่งมีหน้าที่ส าคัญใน
การควบคุมการเปลี่ยนแปลงสร้างเสริม และท าลายสารพวกโปรตีน ไขมัน คาร์โบฮัยเดรทในร่ างกาย 
เช่น ท าหน้าที่เพ่ิมระดับน ้าตาลในเลือดให้สูง เพ่ือให้เซลต่างๆ ในร่างกาย มีน้ าตาลไว้ใช้ให้เพียงพอกับ
ความต้องการและความจ าเป็นในยามที่ร่างกายต้องการ 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า glucocorticoids มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายโปรตีน
กล้ามเนื้อ ความเข้มข้นในระดับสูงของ glucocorticoids ส่งผลให้การแสดงออกของกล้ามเนื้อฝ่อ 
โดยโปรตีนกล้ามเนื้อเกิดการสลายเพ่ิมขึ้นผ่านกระบวนการท างานของ ubiquitin proteasome 
system (UPS) ท าให้สูญเสียมวลกล้ามเนื้อ [(Hasselgren et al., 2010); (Tiao et al., 1996)] จาก
การศึกษาของ Tiao ได้ให้หลักฐานเพ่ิมเติมว่า glucocorticoids นั้นมีบทบาทควบคุมการท างานของ
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กระบวนการ UPS ในระดับต่างๆ ได้แก่ ubiquitin, เอนไซม์ต่างๆในกระบวนการท างาน และ 26S 
proteasome (Tiao et al., 1996)  

ซึ่ งมีการศึกษามากมายได้ท าการเพาะเลี้ ยง myotubes cell ด้วยการทรีทร่วมกับ 
glucocorticoid เพ่ือน ามาเป็นแบบจ าลองของการสูญเสียกล้ามเนื้อในหลอดทดลอง ในการศึกษา
ส่วนใหญ่ L6 rat หรือ C2C12 mouse myotubes cells ถูกใช้เป็นโมเดลในการศึกษา โดยได้รับกา
รทรีทด้วย dexamethasone ซึ่งยาในกลุ่มของ glucocorticoid ส่งผลให้การย่อยสลายโปรตีน
กล้ามเนื้อและเกิดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ ubiquitin ligases E3 ได้แก่atrogin-1 และ 
MuRF1 เพ่ิมขึ้น [(Stitt et al., 2004); (Evenson, Fareed, Menconi, Mitchell, & Hasselgren, 
2005); (Latres et al., 2005); (Yang, Menconi, Wei, Petkova, & Hasselgren, 2005); 
(Marinovic, Zheng, Mitch, & Price, 2007)] ก า ร เป ลี่ ย น แ ป ล ง แ ล ะ  metabolism ข อ ง 
myotubes cell ที่เกิดจาก dexamethasone จะมีลักษณะคล้ายกับการเปลี่ยนแปลงที่พบได้ใน
กล้ามเนื้อฝ่อในสัตว์ทดลอง  (Tiao et al., 1996) และในผู้ป่วยที่มีภาวะกล้ามเนื้อฝ่อ [(Williams, 
Sun, Fischer, & Hasselgren, 1999); (Klaude et al., 2007)]  

การศึกษาก่อนหน้านี้ชี้ให้เห็นว่าการแสดงออกของ atrogin-1 และ MuRF1 ถูกควบคุมโดย
ปัจจัยการถอดรหัสของ Forkhead box (FOX) O (FOXO) ได้แก่ FOXO1, FOXO3a, FOXO4 และ 
FOXO6 ซึ่ง FOXO มีการแสดงออกในกล้ามเนื้อโครงร่างและเป็นที่รู้จักกันทั่วไปส าหรับบทบาทของ
FOXO ในภาวะกล้ามเนื้อลีบ โดยมี FOXO3a เป็นตัวควบคุมการท างานของกระบวนการ UPS และ
กระบวนการ autophagy ในการเกิดการฝ่อของกล้ามเนื้อ [(Glass, 2003); (Sandri et al., 2004)] 
ในการท างานของ UPS จะมี E3 ubiquitin ligases ที่ท าหน้าที่กระตุ้นการถ่ายโอน ubiquitin จาก
เอนไซม์ ubiquitin-conjugating (E2) ไปยังโปรตีนเป้าหมาย ซึ่ง FOXO3a มีบทบาทส าคัญส าหรับ
การถอดรหัสของ E3 ubiquitin ligases ได้แก่ยีน atrogin-1 และ MuRF-1 [(Bodine et al., 2001); 
(Jagoe, Redfern, Roberts, Gibson, & Goodship, 2002); (Sandri et al., 2004)] โดย MuRF-1 
มีหน้าที่ในการส่งเสริมการเสื่อมสภาพของโปรตีนโครงสร้างของกล้ามเนื้อ ได้แก่ myosin heavy 
chains, actin, myosin-binding protein C และ troponin I [(Clarke et al., 2007); (Cohen et 
al., 2009)] ส่ วน  Atrogin-1 มี หน้ าที่ ในการส่ ง เสริมการลดลงของ eukaryotic translation 
initiation factor 3 (eIF3) ซึ่งเป็น factor ในขั้นตอน translation ของโปรตีนในช่วงเริ่มต้น [(M. D. 
Gomes, Lecker, Jagoe, Navon, & Goldberg, 2001); (Lagirand-Cantaloube et al., 2008)]  

จากที่กล่าวมาข้างต้นที่ว่า glucocorticoids มีบทบาทส าคัญในการเกิดการสลายของโปรตีน
กล้ามเนื้อ ซึ่งจากการศึกษาของ Kang และคณะในปี 2017 ก็ได้แสดงให้เห็นว่า glucocorticoids 
ส่งเสริมการแสดงออกของยีน  atrogin-1 และ MuRF1 ผ่านการกระตุ้นการแสดงออกของ FOXO3a 
โดย glucocorticoids เข้าจับกับ glucocorticoids receptor (GR) ที่อยู่ภายใน cytosol จากนั้น 
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glucocorticoids complex เข้าสู่นิวเคลียสและท าการจับกับ promoter ของ FOXO3a ท าให้เกิด
การเพ่ิมการแสดงออกของ FOXO3a  ส่งผลให้เกิดการส่งเสริมการแสดงออกของยีน atrogin-1 และ 
MuRF1 ที่ เพ่ิมสูงขึ้น น าไปสู่การเกิดภาวะกล้ามเนื้อลีบ  (muscle atrophy) ดังภาพ 10 ดังนั้น 
FOXO3a อาจเป็นเป้าหมายส าหรับการรักษาโรคกล้ามเนื้อลีบ (Kang SH, 2017)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 10 Glucocorticoids กระตุ้นการเกิด Muscle atrophy 

ที่มา: (Kang SH, 2017) 
 

โปรตีนไฮโดรไลเสท (protein hydrolysate) 
โปรตีนไฮโดรไลเสท คือผลิตผลของโปรตีนที่ได้จากการไฮโดรไลซิสโปรตีนโดยวิธีการต่างๆ 

เช่น กระบวนการทางเคมี การใช้จุลินทรีย์ และการใช้เอนไซม์โปรตีเอส [(Korhone H, 2006); 
(Saadia S, 2015)] โดยโมเลกุลของโปรตีนจะถูกตัดพันธะให้มีขนาดเล็กลงเป็นเปปไทด์หรือกรดแอมิ
โนอิสระ ดังนั้น โปรตีนไฮโดรไลเสท จึงเป็นการผสมผสานระหว่างชนิด และความยาวของเปปไทด์ที่
แตกต่างกัน ง่ายต่อการดูดซึมในทางเดินอาหาร ซึ่งในปัจจุบันนี้โปรตีน ไฮโดรไลเสทจากสัตว์และพืช
เป็นที่น่าสนใจมาก ตัวอย่างเช่น เปปไทด์ที่ได้มาจากการย่อยของโปรตีน ในสัตว์ เช่น ปลาคอด (cod) 
(Girgih et al., 2015) ไข่  (Liu J, et al., 2015) ขาห มู ห มั ก เกลื อ  (Escudero, Mora, Fraser, 
Aristoy, & Toldrá, 2013) และเนื้ อเป็ด  (L. S. Wang, Huang, Chen, Huang, & Zhou, 2015) 
นอกจากนี้โปรตีนจากพืชก็เป็น แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระที่ดีเช่นกัน เช่น เปปไทด์จากวอลนัท 
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(Chen, Yang, Sun, Niu, & Liu, 2012) เมล็ ดถั่ ว  (López-Barrios, Gutiérrez-Uribe, & Serna-
Saldívar, 2014) และกลูเตนจากข้าวโพด (Zhang et al., 2012)  

 
วิธีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท (protein hydrolysate) 

กระบวนการทางเคมี (Chemical Hydrolysis Process) 
เป็นกระบวนการย่อยสลายทางเคมี โดยใช้สารละลายกรดหรือด่างในการตัดท าลายพันธะเปป

ไทด์ ซึ่งการใช้กรดหรือด่างที่สูงเกินไปนั้นท าให้กระบวนการทางเคมีไม่เป็นที่ยอมรับทางด้าน
นิเวศวิทยา นอกจากนี้ท าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีคุณภาพทางโภชนาการและประสิทธิภาพในการท างาน
ลดลง เนื่องจากการย่อยสลายที่ไม่จ าเพาะอาจท าให้ได้ผลิตภัณฑ์อ่ืนที่ไม่ต้องการในกระบวนการนี้  ซึ่ง
การย่อยสลายของกรดอาจท าให้เกิดการ oxidizes กรดอะมิโน cysteine และ methionine และยัง
ท าลายกรดอะมิโน serine และ threonine นอกจากนั้น การย่อยสลายของกรดอาจเปลี่ยน 
glutamine และ asparagine เป็น glutamate และ aspartate ตามล าดับ  (Bucci, 2000) การ
สังเคราะห์โปรตีนไฮโดรไลเสทที่เกิดจากการย่อยสลายทางเคมีไม่สามารถท าซ้ าได้ เนื่องจากการใช้
สารเคมีตัดท าลายพันธะเปปไทด์นั้นไม่จ าเพาะเจาะจง จึงความแปรปรวนของกระบวนการสูง ท าให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพในระดับสูง ปัญหาเหล่านี้จึงเป็นข้อจ ากัดของการใช้กระบวนการทาง
เคมีในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท 

 
การใช้จุลินทรีย์ในการผลิต (Microbial Fermentation) 
เป็นกระบวนการที่ใช้จุลินทรีย์ในการหมัก ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่าในระหว่างการเจริญเติบโตของ

เชื้อ เชื้อจะหลั่ง proteolytic enzymes ออกมาเพ่ือย่อยโปรตีนให้เป็นเปปไทด์ ดังนั้นจึงสามารถ
สร้าง bioactive peptides ในระหว่างการหมักได้ (Castellano et al, 2013) วิธีการหมักโดยใช้ที่มี
จุลินทรีย์ยังเป็นกระบวนการหนึ่งในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทในระดับอุตสาหกรรม ข้อดีของการใช้
จุลลิทรีย์คือโปรตีนจะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ที่ผลิตออกมาและสามารถ
น าเปปไทด์ไปท าบริสุทธิ์ต่อได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการย่อย อย่างไรก็ตามข้อเสียของกระบวนการ
ใช้จุลินทรีย์คือให้ผลผลิตในปริมาณท่ีต่ า  

 
กระบวนการทางเอนไซม์ (Enzymatic hydrolysis) 
  เป็นกระบวนการย่อยสลายโปรตีนโดยอาศัยเอนไซม์ในกลุ่มโปรตีเอส (Protease) ซึ่งเป็นวิธีที่
นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท (Kristinsson & Rasco, 2000) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการย่อยทางเคมี กระบวนการทางเอนไซม์เป็นวิธีการที่เหมาะสมและดีกว่า เนื่องจาก
สามารถควบคุมการย่อยสลายของเอนไซม์ได้ เหมาะสมกับอุตสาหกรรมอาหารและยา เนื่องจากการ
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ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ไม่มีตัวท าละลายอินทรีย์หรือสารเคมีที่เป็นพิษ (Kim et al., 2010) นอกจากนี้
เมื่อเทียบกับกระบวนการหมักโดยใช้จุลินทรีย์แล้ว กระบวนการย่อยของเอนไซม์สามารถผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่แตกต่างกันได้ เนื่องจากสามารถใช้กลุ่มของเอนไซม์โปรตีเอสและสัดส่ วนของเอนไซม์
ต่อสารตั้งต้นที่แตกต่างกันได้ ดังภาพ 12 

 

 
 

ภาพ 11 การตัดของเอนไซม์ที่แตกต่างกันและให้โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ต่างกัน 
 ที่มา: (M. Nasri, 2017) 

 

ประโยชน์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทและไบโอแอคทีปเปปไทด์ (Bioactive peptides)   
ปัจจุบันโปรตีนไฮโดรไลเสทถูกน ามาใช้ประโยชน์ เช่น เป็นส่วนผสมในอาหารท าให้ช่วยลด

การแพ้โปรตีนในอาหารลงได้ ใช้เพ่ือป้องกันหรือรักษาโรค ได้แก่ โรคความดันโลหิตสูง โรคอ้วน และ
โรคมะเร็ง นอกจากนี้ ยังมีคุณสมบัติทางชีววิทยาต่างๆ เช่น เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (Udenigwe & 
Aluko, 2012) คุณสมบัติต้านเชื้อจุลินทรีย์ (Salampessy, 2009) ลดความโลหิตสูง (He, Liu, & Ma, 
2013) ใช้เป็นยาต้านการแข็งตัวของเลือด (R. Nasri & Nasri, 2013) ลดระดับคอเลสเตอรอล 
[(Lassoued et al., 2014); (Udenigwe & Rouvinen-Watt, 2015)] ช่วยลดน้ าตาลในกระแสเลือด 
(R. Nasri et al., 2015) และต้านมะเร็งได้ (Xue et al., 2012) และมีการรายงานผลการวิจัยพบว่า 
bioactive peptides ซึ่งเป็นเปปไทด์สายสั้น ที่ถูกผลิตโดยกระบวนการย่อยสามารถถูกดูดซึมได้ที่
ล าไส้เล็กเข้าสู่กระแสเลือด ซึ่งจะช่วยส่งเสริมการท างานของระบบร่างกาย จัดอยู่ในกลุ่มของโปรตีน
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ไฮโดรไลเสท [(Sayari et al., 2016); (Q. Wang et al., 2016)] โดยปกติจะประกอบไปด้วยกรดอะมิ
โน 2-20 ตัวต่อ 1 โมเลกุล แต่ในบางกรณีอาจประกอบด้วยกรดอะมิโนมากกว่า 20 ตัวก็ได้ 
(Erdmann, Cheung, & Schröder, 2008) ขึ้นอยู่กับล าดับของกรดอะมิโน เปปไทด์เหล่านี้มีการ
ท างานที่แตกต่างกันไป เช่น จับกับแร่ธาตุ ต้านเชื้อจุลชีพ ต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น (Coscueta et 
al., 2016) ได้มีงานวิจัยออกมาว่า เปปไทด์ที่มีมวลโมเลกุลต่ าๆ (<10 kDa) มีประสิทธิภาพในด้านการ
ต้านอนุมูลอิสระและลดอาการแพ้ลงได้มากกว่าเปปไทด์ที่มีมวลโมเลกุลสูงๆ (García-Tejedor et al., 
2014) ; (Ruiz-Ruiz J, 2013)]  

 
 Arthrospira platensis 

A. platensis หรือสาหร่ายเกลียวทอง จัดอยู่ในกลุ่มสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน (Blue-green 
algae) เนื่องจากมีคลอโรฟิลล์ (Chlorophylls) ช่วยในการสังเคราะห์แสง หรืออาจเรียกได้อีกอย่าง
ว่าเป็นแบคทีเรียประเภทไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) เนื่องจากเป็นสิ่งมีชีวิตประเภทโปรคารี
โอท (Prokaryote) คือไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส (Nuclear membrane) มีเยื่อหุ้มเซลล์เป็นสารโพลีแซค
คาไรด์ (Polysaccharide) มีแวคคิวโอล (Vacuole) ขนาดใหญ่ ท าให้ลอยน้ าได้ ขนาดความยาว
ประมาณ 300-500 ไมโครเมตร  ความกว้างประมาณ 8 ไมโครเมตร มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ 
(Asexual reproduction) โดยการขาดออกเป็นท่อนๆ (Fragmentation) และท่อนที่ขาดนี้สามารถ
แบ่งเซลล์ใหม่ได้ ดังภาพ 13 

 

 
 

ภาพ 12 ลักษณะรูปร่างของสาหร่าย A. platensis 
(ที่มา: http://todoproductividad.blogspot.com สืบค้นเมื่อวันที่ 8/10/2561) 
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คุณสมบัติที่เด่นของสาหร่ายชนิดนี้ คือสามารถอาศัยอยู่ในแหล่งน้ าธรรมชาติที่มีความเป็น
ด่างสูง มีค่า pH 10±1 ซึ่งสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนเจริญอยู่ได้ค่อนข้างยาก  ในทางอุตสาหกรรมนั้นนิยมใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารและยา เพราะมีคุณค่าทางอาหารสูง อุดมไปด้วยโปรตีนสูงถึง 70% ของน้ าหนัก
เซลล์แห้ง อุดมไปด้วยคาร์โบไฮเดรต วิตามิน เกลือแร่ เบต้าแคโรทีน และกรดไขมันจ าเป็น (Pyne SK 
et al., 2016) ดังตาราง 2 และที่ส าคัญมีรายงานวิจัยแสดงให้เห็นว่า เปปไทด์ที่ได้จากกระบวนการ
ย่อยโปรตีนไฮโดรไลเสทของ A. platensis มีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ (antioxidant) สูง โดยมี 
% DPPH scavenging activity สูงถึง 81.44 ± 0.43 ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml ซึ่งมีฤทธิ์เทียบเท่า
กั บ  glutathione (82.63 ± 0.56%) และส าม ารถก าจั ด  superoxide anion hydroxyl free 
radical และเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ SOD ได ้(Yu et al., 2016)  
 
 ตาราง 2 องค์ประกอบของสาหร่าย A. platensis (Pyne PK, 2017)  

Amino acids g/100 g 

- Leucine 4.94 
- Valine 3.51 
- Isoleucine 3.20 
- Tryptophan 0.93 
- Methionine 1.15 
- Phenylalanine 2.78 
- Threonine 2.97 
- Lysine 3.02 

Vitamins mg 100 g-1 

- Carotene 140 
- Vitamin E 100 
- Thiamin B1 3.5 
- Riboflavin 4 
- Niacin 14 
- Vitamin B12 0.32 

 
- Folic acid 0.01 
- Biotin 0.005 



 26 

- Vitamin K 2.2 

Carbohydrates mg 100 g-1 

- Glucose 54.4 
- Rhamnose 22.3 
- Mannose 9.3 
- Xylose 7.0 
- Galactose 2.6 

Lipids g 100 g-1 

- Palmitic 2 
- Gamma linolenic (GLA) 1 
- Arachidic 0.048 
- Oleic 0.017 
- Myristic 0.041 

Minerals mg 100 g-1 

- Zinc 3 
- Sodium 900 
- Potassium 1400 
- Phosphorus 800 
- Manganese 5 
- Magnesium 400 
- Iron 100 
- Copper 1.2 
- Calcium 700 

Phytonutrients g/100 g-1 

- Cis beta-carotene 0.073 
- Trans beta-carotene 0.26 
- Phycocyanin  12 
- Chlorophyll-a 1 
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L6 skeletal muscle cell 
L6 skeletal muscle cell ที่ใช้ในการทดลองได้มาจากหนูสายพันธุ์ Rattus norvegicus  

เป็นเนื้อเยื่อชนิดกล้ามเนื้อลาย (skeletal muscle) ซึ่งมีลักษณะเป็นเซลล์ชนิด myoblast ดังภาพ 
14 โดยในการเพาะเลี้ยงจะท าการเหนี่ยวน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงให้เป็น myotube ที่มีลักษณะ
เป็นเส้นใยและมีนิวเคลียสหลายนิวเคลัยส ดังภาพ 15 และได้การรองรับความปลอดภัยทางชีวภาพ
ตามหลักเกณฑ์ของ U.S. Public Health Service Guidelines  

    

 
ภาพ 13 L6 myoblast cell 

ที่มา: https://www.atcc.org สืบค้นเมื่อวันที่ 13/10/2561 
 

 
  

ภาพ 14 การ differentiation จากเซลล์ L6 myoblast cell เป็น myotube cell 
 ที่มา: http://dev.biologists.org สืบค้นเมื่อวันที่ 16/10/2561  

 

http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/index.htm
http://dev.biologists.org/content/139/4/641
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
ชนิดของเซลล์ที่ใช้ในการวิจัย 
 เซลล์เพาะเลี้ยง L6 rat skeletal muscle cell (JCRB9081)  
 
เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

เครื่องมือ บริษัทที่ผลิต 
5%  CO2  incubator SANYO,  Japan 
Lamina  flow  hood FASTER,  BHA72 
Inverted  microscope OLYMPUS,  Janpan 
Neubauer  hemocytometer BOECO,  Germany 
T100TM  Thermal  Cycler Bio-Rad 
Refigerated  centrifuge Hettich 
Molecular  image  gel  documentation  system GE  healthcare,  Life  science 
Nanodrop Thermo  scientific,  USA 
Microplate  reader BIOTEK 
Electrophoresis  power  supply ADVANCE 
Agarose  gel  electrophoresis  apparatus ADVANCE 
Hotplate Stirrer Fisher Scientific, USA 
Vortex V-1 plus  Biosan, USA 
Mixer Uzusio VTx-3000L Laboratory & Medical supplies, 
Mini centrifuge  Cubee gene reach,  

 
วัสดุที่ใช้ในการวิจัย 

วัสดุ บริษัทที่ผลิต 
Centrifuge  tube  15  ml SPL  Life  Sciences,  Korea 
Centrifuge  tube  50  ml SPL  Life  Sciences,  Korea 
Tissue  culture  dish SPL  Life  Sciences,  Korea 
Cell  culture  flask  T25 SPL  Life  Sciences,  Korea 
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6-wells  plate  for  cell  culture SPL  Life  Sciences,  Korea 
96-wells  plate  for  cell  culture SPL  Life  Sciences,  Korea 
Microcentrifuge  tube  1.5  ml KIRGEN,  China 
0.2  ml  PCR  tube KIRGEN,  Chaina 
10  µl  tips KIRGEN,  China 
200  µl  tips KIRGEN,  China 
1000  µl  tips KIRGEN,  China 
Amicon ultra 0.5 ml Merck KGaA, Germany 
Multi chanal pipette 30-300 µl  Axygen, USA 
Pipette 0.5-10 µl Axygen, USA 
Pipette 2-20 µl Axygen, USA 
Pipette 20-200 µl Axygen, USA 
Pipette 100-1000 µl Axygen, USA 
Pipette 2-20 µl Topsciences 
Pipette 20-200 µl Topsciences 
Pipette 100-1000 µl Topsciences 
Pipette gun Topsciences 
Cylinder 25 ml Kartell, UK 
Cylinder 50 ml Kartell, UK 
Cylinder 100 ml Kartell, UK 
Cylinder 250 ml Kartell, UK 
Cylinder 500 ml Kartell, UK 
Cylinder 1000 ml Kartell, UK 
Duran 250 ml Shcott, USA 
Duran 500 ml Schott, USA 
Duran 1000 ml Schott, USA 
Hypodermic needle Nipro, Japan 
Disposable syringe Nipro, Japan  
Filter paper 47 mm Macherey-nagel, UK 
Syringe filter 25 mm/0.45 µm Pall corporation, USA 
Serological 10 ml SPL  Life  Sciences,  Korea 
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Black plate  SPL  Life  Sciences,  Korea 
Cryovial 1.8 ml SPL  Life  Sciences,  Korea 

 
สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

สารเคมี บริษัทที่ผลิต 

Cell  culture  
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Gibco, USA 
Fetal bovine serum Capricorn Scientific, Germany 
Penicillin-Steptomycin solution (100X) Capricorn Scientific, Germany 
Trypsin-EDTA Solution 0.5% (10X)  Caisson LABS, USA  
L-Glutamine (10X) Caisson LABS, USA 
Trypan  blue  stain  (0.4%) Bio Basic Canada Inc, Canada 
Phosphate Buffered Saline Bio Basic Canada Inc, Canada 
  
MTT reduction assay  
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Bio Basic Canada Inc, Canada 
Trypanblue  Bio Basic Canada Inc, Canada 
MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium  bromide) 

Thermo Scientific, USA 

  
Gene  expression  (RT-PCR)  
Econo®Tag plus green 2x master mix Lucigen, USA 
TGE buffer 25x solution Bio Basic Canada Inc, Canada 
Agarose A powder Bio Basic Canada Inc, Canada 
5xRT Master mix II Toyobo, Japan 
4xDN Master mix Toyobo, Japan 
100bp DNA ladder  GeneDirex, USA 
Novel juice GeneDirex, USA 
Ethanol RCI LAB-SCAN, Thailand 
Isopropanol  RCI LAB-SCAN, Thailand 
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Chloroform RCI LAB-SCAN, Thailand 
Nuclease-free water Thermo Scientific, USA 
RiboZal RNA extraction reagent VWR life science,  
Methyl alcohol  Tedia company,  
SOD1 primer  Bio Basic Canada Inc, Canada 
GPx1 primer Bio Basic Canada Inc, Canada 
CAT primer Bio Basic Canada Inc, Canada 
Atrogin-1 primer Bio Basic Canada Inc, Canada 
MuRF1 primer Gene wiz,  
  
Algae culture  
NaHCO3 Ajax finechem, 
NaNO3 LOBAL Chemie, India 
NaCl LOBAL Chemie, India 
K2HPO4 LOBAL Chemie, India 
K2SO4 LOBAL Chemie, India 
FeSO4•7H2O Ajax finechem, 
Na2EDTA•2H2O LOBAL Chemie, India 
CaCl2 Ajax finechem, 
MgCl2 Ajax finechem, 
H3BO3 Ajax finechem, 
MoO3      Ajax finechem, 
MnCl2 Ajax finechem, 
CuSO4•5H2O LOBAL Chemie, India 
ZnSO4•7H2O LOBAL Chemie, India 
NiSO4•6H2O Ajax finechem, 
Co(NO3)2•6H2O LOBAL Chemie, India 
Na2WO4•2H2O Chem-supply, 
NH4VO3 Merck KGaA, USA 
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Protein extraction and hydrolysis  
NaH2PO4 Fisher Scientific, USA 
Na2HPO4 Fisher Scientific, USA 
Bradford reagent Bio Basic Canada Inc, Canada 
Lowry’s reagent Bio Basic Canada Inc, Canada 
Protease from Bacillus licheniformis (Alcalase)  Sigma-Aldrich, USA 
  
Antioxidant activity  
ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid) 

Sigma-Aldrich, USA 

Hydrogen peroxide Merck KGaA, USA 
DCFH-DA (2’-7’dichlorofluorescin diacetate) Sigma-Aldrich, USA 
Dexamethasone Sigma-Aldrich, USA 

 
 

 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
การเพาะเลี้ยงสาหร่าย A. platensis  
ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่าย A. platensis ในสูตรอาหาร Zarrouk’s medium ที่มีความเข้มข้น

เกลือเท่ากับ 0.017 M NaCl โดยมีองค์ประกอบดังตาราง 3 จากนั้นเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 
สัปดาห์ จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรเพื่อดูการเจริญเติบโต 

 
ตาราง 3 องค์ประกอบในสูตรอาหาร Zarrouk’s medium (Greque de Morais, 2015)  

สาร กรัมต่อลิตร (g/L) 

NaNO3 2.50 g 
K2HPO4 0.50 g 
K2SO4 1.00 g 
MgSO4·7H2O 0.20 g 
NaCl 1.00 g 
CaCl2 0.04 g 
FeSO4·7H2O 0.01 g 
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Na2EDTA·2H2O 0.08 g 
สารละลาย A5 ( 1 มิลลิลิตรต่อลิตร) 
สารละลาย B6 ( 1 มิลลิลิตรต่อลิตร) 

 
หมายเหตุ: สารละลาย A5 (2.86 g H3BO3, 1.80 g MnCl2·4H2O, 0.22 g ZnSO4·7H2O, 0.08 g 
CuSO4·5H2O and 0.018 g MoO3) 
      สารละลาย B6 (0.023 g NH4VO3, 0.048 g NiSO4·7H2O. 0.018 g Na2WO4·2H2O 
and 0.044 g Co(NO3)2·6H2O)  
 

สกัดโปรตีนจากสาหร่าย A. platensis 
ท าการเก็บเซลล์สาหร่ายมาท าการตกตะกอนเซลล์โดย  vacuum pump  เติม 20 mM 

sodium phosphate buffer pH 7.8 ( 20 mM NaH2PO4, 20 mM Na2HPO4 ) ท าการ freeze 
เซลล์ที่ -20 ˚C เป็นระยะเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นท าการ thaw เซลล์ที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง แล้วปั่น
ตกตะกอนที่ 5000 rpm ที่อุณหภูมิ 25˚C เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนที่เป็น supernatant ไปท าการ
หาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay และน าโปรตีนที่ได้ไปท าการผลิตเป็นโปรตีน
ไฮโดรไลเสทในขั้นตอนต่อไป 

 
การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis 
น าโปรตีนมาท าการเติม 20 mM sodium phosphate buffer pH 7.8 (20 mM NaH2PO4, 

20 mM Na2HPO4) จากนั้นท าการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ alcalase ที่ความเข้มข้น 2% (w/v) 
น าไปบ่มไว้ที่ 50 ˚C เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง แล้วหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ที่ 95 ˚C เป็นเวลา 5 นาที 
ปั่นตกตะกอนที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนที่เป็น supernatant ไปท าการกรอง (cut-
off) ผ่าน amicon ultra centrifugal filters ขนาด 10  kDa  จากนั้นน าไปหาความเข้มข้นของ
โปรตีนด้วยวิธี Lawry’s method และน าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้ไปท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระและกระตุ้นการสร้างโปรตีนกล้ามเนื้อในข้ันตอนต่อไป 
 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ด้วย
วิธี ABTS assay 
ท าการเตรียมสารละลาย ABTS โดยน าไปปรับความเข้มข้นให้ได้ค่าดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.7 

nm จากนั้นน าโปรตีนไฮโดรไลเสทมาปรับความเข้มข้นให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ  10, 25, 50, 100, 
150, 200, 250, แ ล ะ  300 µg/ml ใส่ ล ง ใน  96 well plate ป ริ ม าต ร  50 µl/well แล้ ว เติ ม



 34 

สารละลาย ABTS ลงไป 150 µl/well ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 
นาที จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 nm และรายงานผลเป็น % ABTS free radical 
scavenging โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้ตัดด้วยเอนไซม์  
 

% ABTS free radical scavenging = 
ค่าเฉลี่ยค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม − กลุ่มทดสอบ

ค่าเฉลี่ยค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์กลุ่มควบคุม
 X 100 

 
การเพาะเลี้ยงและการ Differentiation ของ L6 Rat skeletal muscle cell  
ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L6 ใน complete media (1X DMEM, 10% FBS) โดยเลี้ยงในสภาวะ

ที่เหมาะสม (5% CO2, อุณหภูมิ 37 °C) จนกระทั่งเซลล์เจริญเติบโตและมี %Confluent ประมาณ 
60-80% จึงท าการ differentiation เซลล์โดยท าการ seed เซลล์ลงใน 24 well plate (5000 
cells/well) เพาะเลี้ยงใน complete media ที่มี 10% FBS เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท า
การเปลี่ยนอาหารโดยใช้ complete media ที่มี %2 FBS  เพาะเลี้ยงจนได้ %Confluent ประมาณ 
70-80% จากนั้นจึงน าเซลล์ที่ได้ไปใช้ในการทดลองข้ันตอนต่อไป 

 
การศึกษาฤทธิ์การก าจัดอนุมูลอิสระของ hydrogen peroxide (H2O2) ใน L6 Rat 
skeletal muscle cell  

1. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วย MTT assay  
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% 

มาท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 0-1,250 µg/ml บ่มทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นท าการเติมสารละลาย MTT ลงไปปริมาตร 10 µl/well บ่ม ไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 
°C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นท าการละลายผลึก formazan โดยการเติมสารละลาย DMSO ลงไป  
500 µl/well บ่มไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 5 นาที น าไปวัดค่า OD 570 nm จากนั้น
น าข้อมูลที่ได้ไปหา ค่า IC50   

2. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของ H2O2 ด้วย MTT assay  
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% 

มาท าการเติม H2O2 ที่ความเข้มข้น 0-1400 µM หลังจากนั้นท าการเติมสารละลาย MTT ลงไป
ปริมาตร 10 µl/well บ่ม ไว้ในตู้ 5 % CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นท าการ
ละลายผลึก formazan โดยการเติมสารละลาย DMSO ลงไป 500 µl/well บ่มไว้ในตู้  CO2 ที่
อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 5 นาที น าไปวัดค่า OD 570 nm จากนั้นน าข้อมูลที่ได้ไปหาค่า IC50 และ
น าความเข้มข้นที่ใกล้เคียงกับค่า IC50 ไปใช้ในการทดลองข้ันต่อไป 
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3. การทดสอบคุณสมบัติในป้องกันเซลล์จาก H2O2  ของโปรตีนไฮโดรไลเสทในเซลล์ L6 
Rat skeletal muscle  
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% 

มาท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่มไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นเติม H2O2 ที่ความเข้มข้น 800 µM บ่มไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง และตรวจสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลลืด้วยวิธ๊ MTT assay และดูลักษณะและรูปร่างของ
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะปกติ 

4. การทดสอบคุณสมบัติในการลดความเป็นพิษของ H2O2  ของโปรตีนไฮโดรไลเสทในเซลล์ 
L6 Rat skeletal muscle 
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% 

มาท าการเติม H2O2 ที่ความเข้มข้น 800 µM บ่มไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
จากนั้นเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ  บ่มไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา  
24 ชั่วโมง และตรวจสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลลืด้วยวิธ๊ MTT assay และดูลักษณะและรูปร่าง
ของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะปกติ 
 

การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการสะสมของอนุมูลอิสระ
ภายในเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ด้วยวิธี DCFH-DA assay  

1. การทดสอบแบบ Co-treatment 
 น าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation และมี % confluence ประมาณ 70-80% มา
ท าการศึกษา โดยในการทดสอบจะแบ่งเป็น 4 สภาวะดังนี้ สภาวะที่ 1 คือกลุ่มควบคุมซึ่งเลี้ยงใน
อาหาร completet medium สภาวะที่ 2 คือสภาวะกลุ่มที่ได้รับ H2O2 800 µM สภาวะที่ 3 กลุ่มที่
ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท 750 µg/ml ร่วมกับ H2O2 800 µM สภาวะที่ 4 คือกลุ่มที่ได้รับโปรตีน
ไฮโดรไลเสท 750 µg/ml เมื่อแบ่งกลุ่มและเติมสารตามที่กล่าวมาข้างต้นจึงท าการบ่มในสภาวะที่มี 
5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นท าการล้างเซลล์ด้วย 10X PBS แล้วท าการเติม
สารละลาย 2’-7’dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) ที่ความเข้มข้น 100 µM ลงไป บ่มใน
สภาวะที่มี 5% CO2 ที่มีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบฟลูออ
เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น Excitation 495 nm และ Emission 529 nm (Xie et al., 2017) 
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2. การทดสอบแบบ Protection  
 น าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation และมี % confluence ประมาณ 70-80% มา
ท าการศึกษา โดยในการทดสอบจะแบ่งเป็น 4 สภาวะดังนี้ สภาวะที่ 1 คือกลุ่มควบคุมซึ่งเลี้ยงใน
อาหาร completet medium สภาวะที่ 2 คือสภาวะกลุ่มที่ได้รับ H2O2 800 µM สภาวะที่ 3 กลุ่มที่
ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท 750 µg/ml ก่อน 24 ชั่วโมงแล้วจึงเติม H2O2 800 µM สภาวะที่ 4 คือกลุ่ม
ที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท 750 µg/ml เมื่อแบ่งกลุ่มและเติมสารตามที่กล่าวมาข้างต้นจึงท าการบ่ม
ในสภาวะที่มี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นท าการล้างเซลล์ด้วย 10X PBS 
แล้วท าการเติมสารละลาย 2’-7’dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) ที่ความเข้มข้น 100 
µM ลงไป บ่มในสภาวะที่มี 5% CO2 ที่มีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที ท าการวัดค่าการดูดกลืน
แสงแบบฟลูออเรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น Excitation 495 nm และ Emission 529 nm100 µM ลง
ไป บ่มในตู้ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง 
fluorescent ที่ความยาวคลื่น Excitation : 495 และ Emission : 529 (Wu et al., 2014)  
 

การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุน้การแสดงออกของยีนในระบบ
ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ L6 Rat skeletal muscle 
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% มา

ท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นบ่มไว้ในตู้  5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการเก็บเซลล์มาสกัด total RNA วัดความเข้มข้น หาค่าความบริสุทธิ์ แล้ว
น าไปเปลี่ยนเป็น cDNA ก่อนน าไปศึกษาการแสดงออกในระดับ mRNA ด้วยวิธี polymerase chain 
reaction (PCR) โดยใช้  primer ที่มีความจ าเพาะกับ mRNA ของ  Superoxide dismutase 1 
(SOD1), Glutathione peroxidase 1 (GPx1) และ Catalase (CAT) ดังตาราง 4  หลังจากนั้นน ามา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดย agarose gel electrophoresis 
 

การศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระใน
เซลล ์L6 Rat skeletal muscle ในสภาวะท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออซิเดชั่น 
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% มา

ท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่มไว้ในตู้  5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการที่เหนี่ยวน าให้เกิดความเครียด oxidation โดยการเติม H2O2  ที่ความ
เข้มข้น 150 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการเก็บเซลล์มาสกัด total RNA วัดความเข้มข้น หา
ค่าความบริสุทธิ์ แล้วน าไปเปลี่ยนเป็น cDNA ก่อนน าไปศึกษาการแสดงออกในระดับ mRNA ด้วยวิธี 
polymerase chain reaction (PCR) โ ด ย ใช้  primer ที่ มี ค ว า ม จ า เพ า ะ กั บ  mRNA ข อ ง  
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Superoxide dismutase 1 (SOD1), Glutathione peroxidase 1 (GPx1) และ Catalase (CAT) 
ดังตาราง 4 หลังจากนั้นน ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดย agarose gel electrophoresis 
 
ตาราง 4 แสดงล าดับไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน SOD1, GPx1 และ  CAT    

Genes  Primer  sequence  (5’->3’) 
PCR  
product 

Annealing  
temperature 

SOD1 F 5’-AATGTGTCCATTGAAGATCGTGTGA-3’ 118 bp 60 

 
R 5’-GCTTCCAGCATTTCCAGTCTTTGTA-3’ 

 
  

GPx1 F 5’AGTTCGGACATCAGGAGAATGGCA-3’ 125 bp 62 

 
R 5’-TCACCATTCACCTCGCACTTCTCA-3’ 

 
  

CAT F 5’-GCAGGAAGACTTGCACAGGA-3’ 133 bp 58 
  5’- ATGGGAAGGTTTCTGCCTCC-3’   

 
หมายเหตุ: F= Forward primer, R= Reverse primer 
 

การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการแสดงออกของยีน Muscle 
atrophy F-box (Atogin-1) และ Muscle ring finger 1 (MuRF1) ในเซลล์ L6 Rat 
skeletal muscle 
น าเซลล์ L6 ที่ได้หลังจากท าการ differentiation โดยมี %confluent ประมาณ 70-80% มา

ท าการศึกษา โดยท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 750 µg/ml บ่มไว้ในตู้ 5% CO2 ที่
อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation และมี % confluence 
ประมาณ 70 - 80% มาท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่มไว้ในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 
37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจ าลองการเกิดสภาวะ myscle wasting ด้วยการเติม 
Dexamethasone ที่ความเข้มข้น 1 µM บ่มไว้ในสภาวะที่มี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง น าเซลล์ที่ได้มาท าการสกัด total RNA จากนั้นท าการเก็บเซลล์มาสกัด total RNA วัดความ
เข้มข้นและความบริสุทธิ์ด้วย Nanodrop Spectrophotometer แล้วน าไปเปลี่ยนเป็น cDNA ด้วย
วิธี  reverse transcription ก่อนน าไปศึกษาการแสดงออกของยีน ในระดับ  mRNA ด้ วยวิธี 
polymerase chain reaction (PCR) โด ย ใช้  primers ที่ มี ค ว า ม จ า เพ า ะ กั บ  mRNA ข อ ง 
atrogin-1  และ  MuRF1  ดั งต าราง  5  หลั งจากนั้ น น าม าตรวจสอบด้ วยวิ ธี  agarose gel 
electrophoresis 
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ตาราง 5 แสดงล าดับไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน MuRF1 และ Atrogin-1 

Genes  Primer  sequence  (5’->3’) 
PCR  
product 

Annealing  
temperature 

MuRF1 F 5′-CGACTCCTGCCG AGTGACC-3’ 69 bp 55 

 
R 5′-GCGTCAAACTTGTGGCTAG-3′ 

  

Atrogin-1 F 5’-CCAGCTGGATTGGAAGAAGAT-3’ 101 bp 60 

 
R 5’-GAGATTGTGGCAGTGTTT-3’ 

  

 
หมายเหตุ: F= Forward primer, R= Reverse primer 
 

วิธีการสกัด RNA ของเซลล์ Rat L6 skeleton muscle cell (L6 cell) 
ท าการแตกเซลล์โดยการใส่ Ribozol™ RNA Extraction reagent (AMRESCO®) 200 µl ใน

เพลทชนิด 24 หลุมที่มีเซลล์กล้ามเนื้อเลี้ยงเป็นเวลา 5-6 วัน จากนั้นใช้ปิเปตดูดสารขึ้น-ลงจนเซลล์
หลุดออกจากเพลททั้งหมดและน ามาใส่หลอดทดลอง 1.5 ml จากนั้นผสมสารให้เข้ากันและบ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม 40 µl เพ่ือตกตะกอน DNA และบ่มที่
อุณหภูมิห้อง 2 นาที น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 12,000 x g 15 นาที ดูดส่วนใสใส่
หลอดทดลองใหม่และเติมสารละลายไอโซโพรพานอล 200 µl เพ่ือตกตะกอน RNA และบ่มที่
อุณหภูมิห้อง 10 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 12,000 x g 10 นาที จากนั้นดูดส่วนใส
ด้านบนออกทั้งหมดให้เหลือแต่ตะกอน RNA และท าการล้างตะกอนด้วย 75% Ethanol 600 µl ปั่น
เหวี่ยงที่ 7,500 x g 5 นาทีและน าส่วนใสออกทั้งหมด ทิ้งให้ตะกอนแห้ง จากนั้นละลายตะกอน RNA 
ด้วย Water RNase Free 25 µl น าไปวัดค่าความบริสุทธิ์ของสารสกัดที่ความยาวคลื่น 260/280 นา
โนเมตรและค่าการปนเปื้อนของเกลือที่ความยาวคลื่น 260/230 นาโนเมตร 

 
ขั้นตอนการเตรียม cDNA 
เตรียม cDNA จาก RNA ที่สกัดได้โดยใช้ชุด Kit “Revertra Ace® qPCR RT Master mix 

with gDNA Remover” ท าการเตรียมสาร 4X DN Master Mix (1 µl gDNA Remover solution 
และ 50 µl 4X RT Master Mix) จากนั้นท าการเตรียม DNase I reaction ดังนี้  4X DN Master 
Mix 2 µl, RNA template 500 ng และปรับปริมาตรด้วย Nuclease – free water ให้ได้ 8 µl ท า
การบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 5 นาที ต่อมาท าการเตรียม cDNA โดยการเติม 5X RT Master 
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Mix II2 µl และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 15 นาที, 50 ºC 5 นาที และ 98 ºC 5 นาที ตามล าดับ ท า
การวัดค่าความเข้มข้นของ DNA เพ่ือน าไปวัดค่าความบริสุทธิ์ของสารสกัดที่ความยาวคลื่น260/280 
นาโนเมตรและค่าการปนเปื้อนของเกลือที่ความยาวคลื่น 260/230 นาโนเมตร จากนั้นท าการเก็บ  
cDNA อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
Polymerase chain reaction (PCR) 

 น า cDNA มาท าเป็น DNA Template โดยจะดูการแสดงของยีนทั้งหมด 5 ยีน ได้แก่ SOD1, 
GPx1, CAT, Atrogin-1 และ MuRF1 โดยน ามาท าปฏิกิริยากับสารเคมีดังแสดงในตาราง  6-8 
ดังต่อไปนี้ 

ตาราง 6 PCR reaction ส าหรับ SOD1, GPX1, CAT, Artogin-1 

PCR component 1 Reaction (µl) 

2X master mix 6.25 
H2O 4.75 
Primer F (10 µM) 0.5  
Primer R (10 µM) 0.5 
DNA template (cDNA) 0.5 
Total 12.5 

 
ตาราง 7 PCR reaction ส าหรับ MuRF1 

PCR component 1 Reaction (µl) 

2X master mix 6.25 
H2O 3.75 
Primer F (10 µM) 1  
Primer R (10 µM) 1 
DNA template (cDNA) 0.5 
Total 12.5 
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ตาราง 8 PCR condition ส าหรับ SOD1, GPX1, CAT, Atrogin-1   และ MuRF1 

Conditions Guidelines 

Pre – Denaturation 94°C 5 min 

Denaturation 94°C 30 s 

Annealing Temp  
SOD1 : 60°C 
GPx1 : 62°C 
CAT : 58°C 
Atrogin-1 : 60°C 
MuRF1:55°C 
Time : 30 s 

Extension 94°C 30 s 

Number of Cycles 30 cycles 

Final Extension 94°C 7 min 

 

 

 ขั้นตอนต่อไปได้น า cDNA มาท า control โดยจะใช้ β-Actin เป็นตัว control ดังแสดงใน
ตาราง 9 -10 

 

ตาราง 9 PCR reaction ส าหรับ β-Actin 

PCR component 1 Reaction (µl) 

2X master mix 12.5 
H2O 11 
Primer F (10 µM) 0.25 
Primer R (10 µM) 0.25 
DNA template (cDNA) 1 
Total 25 
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ตาราง 10 PCR condition ส าหรับ β-Actin 

Conditions Guidelines 

Pre - Denaturation 95°C 2 min 
Denaturation 94°C 30 s 
Annealing 58°C 1 min 
Extension 94°C 1 min 
Number of Cycles 30 cycles 
Final Extension 94°C 5 min 

   
หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ภาพโดยใช้โปรแกรม Image J โดยน าผล PCR ที่ run gel 

electrophoresis มาท าการวิเคราะห์ภาพเพ่ือวัดค่าความแตกต่างของแต่ละแบนโดยใช้โปรแกรม 
Image J 
 

วิธีการวิเคระห์ข้อมูล 
ท าการวิ เคราะห์ข้อมูลที่ ได้ โดยใช้   student  T-TEST  และ  one  way  analysis  of  

variance  (ANOVA)  เพ่ือวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% โดย p<0.05 
ข้อมูลแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย  (mean)  ±  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (standard  error;  SE) (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 42 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Control 10 25 50 100 150 200 250 300

%
A

B
TS

 s
ca

rv
en

gi
n

g

Concentration of APH (µg/ml)

Non digest

Digest

บทที่ 4  
ผลการวิจัย 

 
ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุ มูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย Arthrospira 
platensis ด้วยวิธี ABTS assay 

ท าการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย   
A. platensis ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ alcalase โดยใช้ความเข้มข้นตั้งแต่ 10, 25, 50, 100, 
150, 200, 250, และ  300 µg/ml ด้ วยวิธี  ABTS และรายงานผลเป็ น  % ABTS free radical 
scavenging ผลการทดลองพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ที่ย่อยด้วยเอนไซม์ 
alcalase มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงเมื่อสังเกตุจากค่า  % ABTS free radical 
scavenging เปรียบเทียบกับโปรตีนจากสาหร่ายที่ไม่ได้ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ alcalase และยัง
พบว่าเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสทสูงขึ้น ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระก็เพ่ิมขึ้น
อย่างมีนัยยะส าคัญ โดยพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 100, 150, 200, 250 และ 300 
µg/ml มีค่า % ABTS free radical scavenging เท่ากับ 90.10±0.53, 90.10±0.86, 91.04 ±0.18, 
91.04 ±0.82 และ 91.31±0.23 ตามล าดับ ดังที่แสดงในภาพ 15 

ภาพ 15 กราฟแสดงผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
สาหร่าย A. platensis ด้วยวธิี ABTS (Mean±SD) 
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คุณสมบัติในการก าจัดอนุมูลอิสระ hydrogen peroxide (H2O2) ในเซลล์ L6 Rat skeletal 
muscle cell ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis 
 

ความเป็นพิษต่อเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ของ hydrogen peroxide (H2O2) 

(Unpublished data,  Sirikan Pongnan ) 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ของ H2O2 ท าโดยน าเซลล์ 

L6 ที่ผ่านการ differentiation  และมี % confluence 70 - 80% มาเติม H2O2 ที่ความเข้มข้น  

0-1400 µM บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ชั่วโมง จากนั้นท าการตรวจสอบดูอัตราการรอดชีวิตของ

เซลล์ด้วย MTT assay  และน าข้อมูลที่ได้ไปหาค่า IC50 ผลการทดลองแสดงดังภาพ 16 แสดงใหเ้ห็น

ถึงอตัราการรอดชีวิตหลงัจากไดร้บั H2O2 พบว่า ความเป็นพิษต่อเซลล์ของ H2O2 นั้นมีความสัมพันธ์

กับปริมาณที่ได้รับ โดยพบว่าท่ีความเขม้ขน้ 780 uM  H2O2 ส่งผลใหอ้ัตราการรอดชีวิตของเซลล์

ลดลง 50% ดงันัน้เราจงึใชค้วามเขม้ขน้ 800 uM ส าหรบัการศกึษาตอ่ไป 

 

 
 

ภาพ 16 การวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อได้รับ H2O2 เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

ด้วยวิธี MTT assay (Unpublished data form Sirikan Pongnan) 
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ความเป็นพิษต่อเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากจาสาหร่าย 
A. platensis 
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากจาก

สาหร่าย A. platensis ท าโดยน าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation  และมี % confluence  
70 - 80% มาเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 0 – 1,250 µg/ml บ่มทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้น
ท าการตรวจสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay  และน าข้อมูลที่ได้ไปหาค่า IC50 ผล
การทดลองแสดงดังภาพ 17 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์หลังจากได้รับกับโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ผลการทดลองพบว่า ความเป็นพิษต่อเซลล์ของโปรตีนไฮโดรไลเสท
นั้นมีความสัมพันธ์กับปริมาณที่ได้รับ โดยพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นสูงกว่า 750 µg/ml 
ส่งผลให้ อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(*p<0.05)  

 
 

 

 
ภาพ 17 การวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆเป็น

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยวิธี MTT assay (Mean±SD) 
หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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การทดสอบคุณสมบัติในป้องกันเซลล์จาก H2O2  ของโปรตีนไฮโดรไลเสทในเซลล์ L6 Rat 
skeletal muscle  

การทดลองนี้ท าการศึกษาความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการป้องกันเซลล์จาก 
H2O2 โดยน าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation และมี % confluence ประมาณ 70 - 80% มา
เติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ  บ่มไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม 800 µM H2O2 บ่มไว้  
3 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบดูอัตราการอดชีวิตของเซลล์และลักษณะและรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์  

ผลการทดลองในภาพ 18  แสดงให้เห็นถึงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการ
ป้องกันเซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันจากการเหนี่ยวน าของ H2O2 โดยพบว่า อัตราการรอดชีวิต
ของเซลล์ในกลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทก่อนที่จะได้รับ H2O2 เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่
ได้รับเฉพาะ H2O2  และเมื่อตรวจสอบดูลักษณะและรูปร่างของเซลล์ตามลักษณะที่ลูกศรชี้พบว่า 
เซลล์ในกลุ่มควบคุมที่เลี้ยงในอาหาร complete medium มีลักษณะเรียวยาวและรูปร่างคล้ายเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะของเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ 800 µM H2O2 
พบว่าเซลล์จะมีลักษณะและรูปร่างกลม ซึ่งบ่งบอกถึงความเสียหายของเซลล์ที่เกิดจาก H2O2 และเมื่อ
สังเกตุในกลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทก่อนที่จะได้รับ  H2O2 นั้น จะสามารถสังเกตเห็นเซลล์ที่มี
ลักษณะเรียวยาวและมีรูปร่างคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์  (fibroblast) ซึ่งคล้ายคลึงกับกลุ่มควบคุม 
และยังพบว่าปริมาณของเซลล์ที่มีรูปร่างคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) เพ่ิมสูงขึ้นตามความ
เข้มข้นของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่เพ่ิมสูงขึ้น ดังภาพ 19 การทดลองนี้จึงแสดงให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไล
เสทมีความสามารถในการป้องกันการเกิดความเสียหายต่อเซลล์จากการถูกเหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะ
เครียดออกซิเดชันได ้
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ภาพ 18 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ควมเข้มข้นต่างๆ  

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามด้วย H2O2  ความเข้มข้น 800 µM เป็นเวลา 3 ชั่วโมง (Mean±SD) 
หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  เมื่ อเทียบกับกลุ่ ม 

ควบคุม, #p<0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับ
กลุ่มท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพ 19 คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก  A. platensis ในการป้องกันการเกิดความเสียหาย
ต่อเซลล์จากการถูกเหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชัน รูป A คือลักษณะและรูปร่างของเซลล์
กลุ่มควบคุม รูป B คือเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ 800 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และรูป C-H คือเซลล์ที่
ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนได้รับ H2O2 ทีค่วามเขม้ขน้ 

800 µM เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
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กราฟแสดงคุณสมบัติของ APH ในการป้องกันเซลล์จาก H2O2   
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ภาพ 19 (ต่อ) 
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 การทดสอบคุณสมบัติในการลดความเป็นพิษ H2O2  ของโปรตีนไฮโดรไลเสทในเซลล์ L6 Rat 
skeletal muscle  

การทดลองนี้ท าการศึกษาความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการก าจัดและลดภาวะ
เครียดออกซิเดชั่นของ H2O2 โดยน าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation และมี % confluence 
ประมาณ 70 - 80% มาท าการเติม 800 µM H2O2 บ่มไว้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเติมโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆและบ่มไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบดูอัตราการอดชีวิตของ
เซลล์และดูลักษณะและรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

จากผลการทดลองในภาพ 20 แสดงใหเ้ห็นถึงความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทใน
การลดความเสียหายของ H2O2 เม่ือเซลลอ์ยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชัน  ผลการทดลองพบว่า 
อตัราการรอดชีวิตของเซลลก์ลุ่มท่ีไดร้บัโปรตีนไฮโดรไลเสทหลงัจากเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะเครียด
ออกซิเดชั่นดว้ย H2O2 นัน้ เพิ่มขึน้ท่ีความเขม้ขน้สงูกว่า 750 µg/ml อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือ
เทียบกับเซลลท่ี์ไดร้บัเฉพาะ H2O2 (#p<0.05) และเมื่อตรวจสอบดูลักษณะและรูปร่างของเซลล์ 

ตามลักษณะที่ลูกศรชี้พบว่า เซลลก์ลุม่ควบคมุท่ีเลีย้งในอาหาร complete medium มีลกัษณะเรียว
ยาวและรูปรา่งคลา้ยเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(fibroblast) เม่ือเปรียบเทียบกบัลกัษณะของเซลลท่ี์ไดร้บั 
800 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จะเห็นถึงลกัษณะและรูปร่างกลม ซึ่งบ่งบอกถึงความเสียหาย
ของเซลลท่ี์เกิดจาก H2O2 จากผลการทดลองนีจ้ะเห็นไดช้ดัว่าเซลลก์ลุ่มท่ีไดร้บัโปรตีนไฮโดรไลเสท
หลงัจากเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะเครียดออกซิเดชั่นดว้ย H2O2 นัน้ จะมีลกัษณะเรียวยาวและมีรูปรา่ง
คล้ายเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ซึ่งคล้ายคลึงกับกลุ่มควบคุม และยังพบว่าปริมาณของ
เซลลท่ี์มีรูปร่างคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) เพิ่มสูงขึน้ตามความเข้มข้นของโปรตีน
ไฮโดรไลเสทท่ีเพิ่มสูงขึน้  ดังภาพ 21 การศึกษานี ้จึงแสดงให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไดเสทมี
ความสามารถในการลดความเสียหายและฟ้ืนฟเูซลลท่ี์ไดร้บัความเสียหายจากการถกูเหน่ียวน าให้
เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชนัดว้ย H2O2 ได ้
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ภาพ 20 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ที่ได้รับ H2O2  ความเข้มข้น 800 µM เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ตาม

ด้วยโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ควมเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (Mean±SD) 
หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  เมื่ อเทียบกับกลุ่ ม 

ควบคุม, #p<0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับ
กลุ่มท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 21 คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก  A. platensis ในการลดความเสียหายและฟ้ืนฟูเซลล์

จากการถูกเหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย H2O2 รูป A คือลักษณะและรูปร่างของ
เซลล์กลุ่ม control รูป B คือเซลล์ที่ได้รับ 800 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และรูป C-H คือเซลล์ที่
ได้รับ H2O2 ความเข้มข้น 800 µM เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ควม

เข้มข้นต่างๆเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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กราฟแสดงคุณสมบัติของ APH ในการลดความเป็นพิษ H2O2  ภายในเซลล์  
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ภาพ 21 (ต่อ) 
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คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A. platensis ในการลดระดับการสะสมอนุมูลอิสระภายใน
เซลล ์L6 Rat skeletal muscle ด้วยวิธี DCFH-DA assay  

การทดสอบแบบ CO-treatment  
ทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการสะสม ROS ภายในเซลล์ L6 Rat 

skeletal muscle โดยน าเซลล์ที่ผ่านการ differentiation มาท าการทดสอบ โดยการทดสอบจะแบ่ง
เซลล์เป็น 4 กลุ่ม กลุ่มแรกคือกลุ่มควบคุมซึ่งเลี้ยงในสภาวะปกติที่มีอาหาร complete medium 
กลุ่มที ่2 คือสภาวะที่ได้รับเฉพาะ 800 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง กลุ่มที่ 3 คือเซลล์ที่ได้รับโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 750 µg/ml ร่วมกับ 800 µM H2O2  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง กลุ่มที่ 4 คือ
เซลล์ที่ได้รับเฉพาะโปรตีนไฮโดรไลเสท 750 µg/ml เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  จากนั้นจึงตรวจสอบแริมาณ 
ROS ในเซลล์ด้วยวิธี  DCFH-DA assay ผลการทดลองพบว่าในเซลล์ที่ได้รับทั้ง APH และ H2O2  มีค่า 
fluoresecent intensity เท่ากับ 29882.89 ±1608.61 ซ่ึงต่ ากวา่ค่าท่ีตรวจวดัได้ในเซลล์กลุ่มท่ีได้รับ
เฉพาะ H2O2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (56534.33  ±11972.94) (#p<0.05) ดังแสดงในภาพ 22 ซึ่ง

แสดงให้เห็นว่าการใส่โปรตีนไฮโดรไลเสทไปพร้อมกับ H2O2 สามารถลดการสะสม ROS ในเซลล์ L6 
ได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 22 แสดงระดับการสะสม ROS ภายในเซลล์ L6 ได้รับ 800 µM H2O2, 750 µg/ml APH หรือ
ทั้ง 800 µM H2O2 และ 750 µg/ml APH เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และท าการเติม 100 µM DCFH-DA 

เป็นเวลา 30 นาที ที ่37 ºC ในที่มืด ความเข้มของฟลูออเรสเซนซ์ภายในเซลล์ของเซลล์ L6  
ถูกวัดโดย Microplate  reader (Mean±SD) 

หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  เมื่ อเทียบกับกลุ่ ม 
ควบคุม, #p<0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับ
กลุ่มท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

M
ae

n
 f

lu
o

re
sc

e
n

t 
in

te
n

si
ty

# # 

* 

750 µg/ml APH               -               -              +              + 

800 µM H2O2                  -                +              +               - 



 52 

การทดสอบแบบ Protection  
ทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการสะสม ROS ภายในเซลล์ L6 Rat 

skeletal muscle โดยน าเซลล์ที่ผ่านการ differentiation มาท าการทดสอบ โดยการทดสอบจะแบ่ง
เซลล์เป็น 4 กลุ่ม กลุ่มแรกคือกลุ่มควบคุมซึ่งเลี้ยงในสภาวะปกติที่มีอาหาร complete medium 
กลุ่มที ่2 คือสภาวะที่ได้รับเฉพาะ 800 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง กลุ่มที่ 3 คือเซลล์ที่ได้รับโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 750 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามด้วย 800 µM H2O2  เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง กลุ่มที ่4 คือเซลล์ที่ได้รับเฉพาะโปรตีนไฮโดรไลเสท 750 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้น
จึงตรวจสอบแริมาณ ROS ในเซลล์ด้วยวิธี  DCFH-DA assay ผลการทดลองพบว่าในเซลล์ที่ได้รับทั้ง 
APH และ  H2O2  มีค่ า fluoresecent intensity เท่ ากับ  22721.61  ±3647.52 ซึ่ งต่ ากว่าค่ าที่
ตรวจวัดได้ในเซลล์กลุ่มที่ได้รับเฉพาะ H2O2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (56534.33  ±11972.94) 
(#p<0.05)  ดังแสดงในภาพ 23 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใส่โปรตีนไฮโดรไลเสทลงไปก่อนแล้วตามด้วย 
H2O2 สามารถลดการสะสม ROS ในเซลล์ L6 ได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 23แสดงระดับการสร้าง ROS ภายในเซลล์ L6 เมื่อได้รับ800 µM H2O2 และ 750 µg/ml APH 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หรือทั้ง 750 µg/ml APH เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามด้วย 800 µM H2O2 เป็นเวลา 
3 ชั่วโมง และท าการเติม 100 µM DCFH-DA เป็นเวลา 30 นาท ีที ่37ºC ในที่มืความเข้มของฟลูออ

เรสเซนซ์ภายในเซลล์ของเซลล์ L6 ถูกวัดโดย Microplate  reader (Mean±SD) 
หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  เมื่ อเทียบกับกลุ่ ม 

ควบคุม, #p<0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับ
กลุ่มท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 
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คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A.platensis ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบ
ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ L6 Rat skeletal muscle  

ทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้าน
อนุมูลอิสระได้แก่ SOD1, GPx1 และ CAT ในเซลล์ L6 Rat skeletal muscle โดยการน าเซลล์ที่
ผ่านการ differentiation มาเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นบ่มไว้ 24 ชั่วโมงจึง
เก็บเซลล์มาสกัด total RNA และน าไปศึกษาการแสดงออกของยีนด้วย RT-PCR และวัดการ
แสดงออกด้วยวิธีแบบ semi-quantitative ผลการทดลองพบว่า การแสดงออกของยีน SOD1 ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพ 24A) ในการแสดงออกของยีน 
GPx1 นั้นพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ค่าความเข้มข้นที่  0-1000 µg/ml การแสดงออกของยีนมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆและสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (*p<0.05) และจึงค่อยๆ
ลดลงที่ความเข้มข้น 1,250 µg/ml (ภาพ 24B) และการแสดงออกของยีน CAT พบว่า ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับควบคุม (ภาพ 24C) 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 24 การศึกษาการแสดงออกของยีน SOD1 (A) GPx1 (B) และ CAT (C)  ในเซลล์ L6 Rat 
skeletal muscle ที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ที่ความเข้มข้นต่างๆ  

เป็นระยะเวลา  24 ชั่วโมงด้วยวิธี semi-quantitative RT-PCR  (Mean±SD) 
หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่ม 
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ภาพ 24 (ต่อ) 

 
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระใน
เซลล์ L6 Rat skeletal muscle ในสภาวะท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่น 

ศึกษาความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน  SOD1, 
GPx1 และ CAT เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นเซลล์  L6 Rat skeletal muscle 
โดยการน าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation มาท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น
ต่างๆ จากนั้นบ่มไว้ 24 ชั่วโมง แล้วจึงเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นด้วยการเติม H2O2 ที่
ความเข้มข้น 150 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมงจึงเก็บเซลล์มาสกัด total RNA และน าไปศึกษาการ
แสดงออกของยีนด้วย RT-PCR และวัดการแสดงออกด้วยวิธีแบบ semi-quantitative ผลการทดลอง
พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน SOD1, GPx1 และ CAT ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับ 
control ดังภาพ 25 แสดงให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทไม่มีฤทธิ์ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน  
SOD1 GPx1 และ CAT เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้อยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชั่น 
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ภาพ 25 การศึกษาการแสดงออกของยีน SOD1 (A) GPx1 (B) และ CAT (C)  ในเซลล์ L6 Rat 
skeletal muscle ที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึงเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นโดยการเติม H2O2 ที่
ความเข้มข้น 150 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยวิธ ีsemi-quantitative RT-PCR (Mean±SD) 
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การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการแสดงออกของยีน Muscle 
atrophy F-box (Atogin-1) และ Muscle ring finger 1 (MuRF1) ในเซลล์ L6 Rat skeletal 
muscle 

ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการแสดงออกของยีน  atrogin-1 
และ MuRF1 โดยน าเซลล์ L6 ที่ผ่านการ differentiation มาท าการเติมโปรตีนไฮโดรไลเสทความ
เข้มข้น 750 µg/ml บ่มทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติม Dexamethasone ที่ความเข้มข้น 1 µM 
บ่มทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง น าเซลล์ที่ได้มาท าการสกัด total RNA แล้วน าไปศึกษาการแสดงออกของยีนด้วย
เทคนิค semi-quantitative RT-PCR ผลการทดลองพบว่าระดับการแสดงออกของยีน atrogin-1 
และ MuRF1 ในเซลล์  L6 ที่ ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทก่อนได้รับ dexamethasone นั้นมีการ
แสดงออกที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ ได้รับเฉพาะ dexamethasone 
(#p<0.05) ดังภาพ 26 ดังนั้นจากการศึกษานี้ จึงบ่งชี้ได้ว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทมีคุณสมบัติในการลด
ระดับการแสดงออกของยีน  atrogin-1 และ MuRF1 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสลายตัวของ
กล้ามเนื้อได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 26 แสดงการแสดงออกของยีน MuRF1 (A) และ Atrogin-1 (B) ของเซลล์ L6 เมื่อได้รับ 1µM 
Dex, 750 µg/ml APH เป็นเวลา 24 ชั่วโมง รวมทั้งได้รับ 750 µg/ml APH เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ตามด้วย 1 µM Dex เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยวิธี semi-quantitative RT-PCR  (Mean±SD) 

หมายเหตุ: *p<0.05 แสดงความแตกต่างอย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  เมื่ อเทียบกับกลุ่ ม 
ควบคุม, #p<0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับ
กลุ่มท่ีได้รับเฉพาะ dexamethasone 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

อภิปรายผล 
จากสถิติพบว่า โครงสร้างประชากรโลกในปัจจุบันมีประชากรผู้สูงอายุเพ่ิมมากขึ้น เมื่ออายุ

เพ่ิมขึ้นจะเกิดความเสื่อมของร่างกายตามมาและท าให้เกิดความเจ็บป่วยต่างๆ ภาวะมวลกล้ามเนื้อ
ลดลง (sarcopenia) เป็นกลุ่มอาการที่พบมากในผู้สูงอายุ (geriatric syndrome) (Promklang D., 
2018) สาเหตุของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงในผู้สูงอายุนั้นมีสาเหตุหลายประการ เช่น การ
สลายโปรตีนกล้ามเนื้อที่ เพ่ิมขึ้น (Ali & Garcia, 2014) ความบกพร่องในการท างานของระบบ
ป ร ะ ส าท สั่ ง ก า ร  (motor neuron) (Brown, 1972) ก า ร ล ด ล งข อ ง  anabolic hormones 
(Gundersen, 1998) รวมถึงการสูญเสียการท างานของไมโทรคอนเดรียในเซลล์กล้ามเนื้อ (Johnson 
et al., 2013) นอกจากนี้หนึ่งในปัจจัยที่มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงคือ
การสะสมของ ROS ภายในร่างกาย โดยพบว่าในเนื้อเยื่อของคนที่อยู่ในวัยสูงอายุจะมีการสร้างและ
สะสมอนุมูลอิสระมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด ซึ่ง ROS ในปริมาณที่สูงจะส่งผลท าให้เกิดความเสียหายต่อ
เซลล์และเนื้อเยื่อ (Fulle et al., 2004) จากข้อมูลที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าการการสลายโปรตีน
กล้ามเนื้อที่เพ่ิมขึ้นและการเกิดอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุที่ส าคัญของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงใน
ผู้สูงอายุ ดังนั้นการชะลอการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อและการป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระจึงเป็นสิ่ง
ส าคัญในการป้องกันและลดการสูญเสียมวลกล้ามเนื้อในผู้สูงอายุ  โดยในงานวิจัยนี้มีจุดประสงค์ที่จะ
ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและปกป้องเซลล์ของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย  
A. platensis โดยใช้เซลล์กล้ามเนื้อหนู (L6 Rat skeletal muscle cell) เป็นโมเดลในการศึกษา ซึ่ง 
A. platensis เป็ น ส าห ร่ า ย สี เขี ย ว แ ก ม น้ า เงิน ที่ ได้ รั บ ก า ร รั บ รอ งจ าก  Food and Drug 
Administration (FDA) ว่ามีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค อุดมไปด้วยโปรตีนสูงถึง 70% ของน้ าหนัก
เซลล์แห้ง และที่ส าคัญมีรายงานวิจัยแสดงให้เห็นว่า เปปไทด์ที่ได้จากกระบวนการย่อยโปรตีน
ไฮโดรไลเสทของ A. platensis สามารถดูดซึมเข้าสู่ร่างกายได้ดีกว่าโปรตีนจากสัตว์ เช่น เวย์โปรตีน 
และยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านมะเร็ง (Zhang B & Zhang X, 2013) และที่ส าคัญมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งอนุมูลอิสระ (antioxidant) สูง โดยมี % DPPH scavenging activity สูงถึง 81.44 ± 0.43 
ที่ความเข้มข้น  100 µg/ml ซึ่ งมีฤทธิ์ เทียบเท่ากับ glutathione (82.63 ± 0.56%) (Yu et al., 
2016)  
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การ Differentiation ของ L6 Rat skeletal muscle cell 
 จากการศึกษาผู้วิจัยได้ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L6 ที่อยู่ในระยะ myoblast ใน complete 
medium ที่มี 10% FBS จากนั้นผู้วิจัยได้ท าการ differentiation จากระยะ myoblast สู่ระยะ 
myotube โดยการลดความเข้มข้นของ FBS เป็น 2% ซึ่งการ differentiation ของเซลล์กล้ามเนื้อ
จากระยะ myoblast สู่ระยะ myotube นั้น การศึกษาก่อนหน้านี้ของ Jame และคณะได้อธิบายไว้
ว่า มักจะถูกควบคุมโดยองค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยง หรือถูกควบคุมด้วย mitogens ซึ่งเป็น
โมเลกุลของเปปไทด์หรือโปรตีนขนาดเล็กที่ท าหน้าที่ในการกระตุ้นการแบ่งตัวและการพัฒนาของ
เซลล์กล้ามเนื้อ โดยพบว่า insulin-like growth factors (IGFs) ซึ่งเป็นเปปไทด์ฮอร์โมนในกลุ่มของ 
mitogens ท าหน้าทีเ่ป็นตัวกระตุ้นการ differentiation ของ myoblast cell โดยผ่านการกระตุ้นให้
เกิดการแสดงออกของ myogenin gene ซึ่งเป็น  transcription factors ที่มีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการพัฒนา ซ่อมแซม และสร้างกล้ามเนื้อโครงร่าง โดยพบว่า IGFs นั้นมีการแสดงออกได้ใน
สภาวะการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี growth factors ซึ่งก็พบว่าเซลล์กล้ามเนื้อในระยะ myoblast เมื่อ
ท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีความเข้มข้นของซีรั่มที่ต่ า จะส่งผลท าให้เกิดการกระตุ้นการ
แสดงออกของ IGF-II ทั้ ง ใน ระดั บ  mRNA และโป รตี น  ส่ งผลท าให้ เกิ ดการกระตุ้ น การ 
differentiation ของเซลล์กล้ามเนื้อ (Florini et al., 1991) 
 
ความเป็นพิษต่อเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากจาสาหร่าย  
A. platensis 

 ในการศึกษานี้เป็นการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ L6 Rat skeletal muscle ของโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากจากสาหร่าย A. platensis ที่ความเข้มข้น 0-1,250 µg/ml จากนั้นท าการ
ตรวจสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay ผลการทดลองพบว่า ความเป็นพิษต่อเซลล์
ของโปรตีนไฮโดรไลเสทนั้นมีความสัมพันธ์กับปริมาณที่ได้รับ โดยพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความ
เข้มข้นสูงกว่า 750 µg/ml ส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม (*p<0.05) แสดงดังภาพ 17 โดยจากการศึกษาคุณสมบัติในการก าจัดอนุมูล
อิสระ hydrogen peroxide (H2O2) ในเซลล์ L6 ของโปรตีนไฮโดรไลเสทนั้นพบว่า โปรตีนไฮโดรไล
เสทที่ความเข้มข้น 750 µg/ml ขึ้นไปนั้นมีความสามารถในการป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน า
ให้อยู่ในสภาวะสภาวะเครียดออกซิเดชันได้ โดยสังเกตได้จากลักษณะรูปร่างของเซลล์และอัตราการ
รอดชีวิตที่เพ่ิมสูงขึ้น ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เลือกใช้โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 750 µg/ml ใน
การศึกษาในครั้งนี้ แต่อย่างไรก็ตาม ผลการทดสอบความเป็นพิษของโปรตีนไฮโดรไลเสทนั้นไม่
สอดคล้องกับผลของการทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ดังนั้นต้องมีข้อควร
ระวังในการน าไปประยุกต์ใช้ในอนาคต 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ด้วยวิธี 
ABTS  

ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้ท าการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A. platensis โดยการย่อยด้วย
เอนไซม์ alcalase ที่ 2% (w/w) แล้วน าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้ไปทดสอบคุณสมบัติการต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี  ABTS โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ตัดด้วยเอนไซม์  ผลการทดลองพบว่า ค่า 
% ABTS free radical scavenging ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ที่ย่อยด้วย
เอนไซม์ alcalase มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระสูงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้ตัดด้วย
เอนไซม์ และพบว่าที่ความเข้มข้น 100, 150, 200, 250 และ 300 µg/ml ของโปรตีนไฮโดรไลเสทมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่า  % ABTS free radical scavenging เท่ากับ 
90.10±0.53, 90.10±0.86, 91.04± 0.18, 91.04± 0.82  และ 91.31±0.23 ตามล าดับ ดังภาพ 15 
ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Yu และคณะ เมื่อปี ค.ศ. 2017 ที่พบว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ ผลิตจากสาหร่าย A. platensis มีฤทธิ์ ต้ านอนุมูล อิสระสูง โดยมี  %  DPPH 
scavenging activity สู งถึ ง 81.44 ± 0.43 ที่ ความเข้มข้น  100 µg/m (Yu et al., 2016) เมื่ อ
พิจารณาร่วมกับการศึกษานี้จึงชี้ให้เห็นว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย A. platensis มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทั้งใน ABTS และ DPPH  

แต่อย่างไรก็ตาม จะเห็นได้ว่าโปรตีนกลุ่มที่ไม่ได้ย่อยด้วยเอนไซม์นั้นมีการแสดงคุณสมบัติใน
การต้านอนุมูลอิสระเช่นกัน และพบว่าโปรตีนที่ความเข้มข้น 300 µg/ml นั้นมีคุณสมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระเทียบเท่ากับกลุ่มที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ดังภาพ 15  จากการศึกษาก่อนหน้านี้ของ 
Pyne และคณะ ได้ท าการศึกษาองค์ประกอบของสาหร่าย  A. platensis พบว่า A. platensis มีองค์
ข อ ง  phycocyyanin ใน ป ริ ม าณ สู ง  (Pyne PK, 2017) แ ล ะ มี ก า ร ศึ ก ษ าม าก ม าย พ บ ว่ า 

phycocyyanin มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระสูง [(ZHAN‐PING ZHOU 2005); (Hua-Lian 
Wu, 2016); (Iamtham, 2019)] ดังนั้นจึงเป็นผลที่ท าให้โปรตีนที่ไม่ได้ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์นั้นมี
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระได้เช่นกัน  

 
คุณสมบัติในการก าจัดอนุมูลอิสระ hydrogen peroxide (H2O2) ในเซลล์ L6 Rat skeletal 
muscle cell ของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis 

หนึ่งในปัจจัยที่มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงคือการสะสมของ 
ROS ภายในร่างกาย โดยพบว่าในเนื้อเยื่อของผู้สูงอายุจะมีการสร้างและสะสมอนุมูลอิสระมากขึ้น
อย่างเห็นได้ชัด ซึ่งส่งผลท าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อ (Fulle et al., 2004) ดังนั้น 
ผู้วิจัยจึงได้ท าการการศึกษาคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทใน L6 Rat 
skeletal muscle ในส่วนแรกคือการทดสอบความสามารถในการป้องกันเซลล์จากสภาวะเครียด
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ออกซิเดชัน ผลการทดลองพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถปกป้องเซลล์จากสภาวะเครียด
ออกซิเดชันที่เกิดจาก H2O2 ได้ โดยสามารถสังเกตได้จากลักษณะและรูปร่างของเซลล์ในสภาวะที่มี
โปรตีนไฮโดรไลเสทซึ่งคล้ายคลึงกับกลุ่มควบคุมที่เลี้ยงในสภาวะปกติ ดังภาพ 18 และเมื่อน ามา
ทดสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay พบว่า เซลล์ที่ได้โปรตีนไฮโดรไลเสทอัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 ดังภาพ 19 
  ในการศึกษาส่วนที่สองคือการทดสอบฤทธิ์ในการก าจัดพิษและฟ้ืนฟูเซลล์เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้
อยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชัน ผลการทดลองพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถก าจัดพิษและฟ้ืนฟู
เซลล์จากสภาวะเครียดออกซิเดชันที่เกิดจาก H2O2 ได้ โดยสามารถสังเกตได้จากลักษณะและรูปร่าง
ของเซลล์ในสภาวะที่มีโปรตีนไฮโดรไลเสทซึ่งคล้ายคลึงกับกลุ่มควบคุม ดังภาพ 20 และยังพบอีกว่า
เมื่อน ามาทดสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay พบว่า เซลล์ที่ได้โปรตีนไฮโดรไล
เสทที่ความเข้มข้นสูงกว่า 750 µg/ml มีอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบ
กับเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ H2O2 (*p<0.05) ดังภาพ 21 จากผลการศึกษาทั้งสองการทดลอง สามารถสรุป
ได้ว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผลิตจากสาหร่าย A. platensis มีคุณสมบัติในการป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์ที่
เกิดความเสียหายจากสภาวะเครียดออกซิเดชันได้  
 
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A. platensis ในการลดระดับการสะสมอนุมูลอิสระภายใน
เซลล ์L6 Rat skeletal muscle ด้วยวิธี DCFH-DA assay  

จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทมีคุณสมบัติในการป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์
จากสภาวะเครียดออกซิเดชั่นได้ ดังนั้นในการศึกษานี้ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน
ไฮโดรไลเสทในการลดระดับการสะสม ROS เพ่ือดูความสามารถของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการก าจัด
พิษ H2O2 ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ โดยผู้วิจัยได้ท าการศึกษาการลดการสะสมของ ROS ทั้งในแบบ 
co-treatment และ protection ด้วยวิธี DCFH-DA assay ในส่วนแรกจะเป็นการทดสอบแบบ  
co-treatment โดยผู้วิจัยได้ท าการแบ่งกลุ่มทดสอบออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มที่ได้รับ
เฉพาะ H2O2 (1 µM)  กลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml) ร่วมกับ H2O2 (1 µM) และกลุ่ม
ที่ได้รับเฉพาะโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml)  ผลการศึกษาพบว่า การสะสม ROS ในเซลล์ของ
กลุ่มท่ีได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทร่วมกับ H2O2 (1 µM) นั้นมีค่า fluorescent intensity  ต่ ากว่ากลุ่มที่
ได้รับเฉพาะ H2O2 (1 µM) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (#p<0.05) โดยกลุ่มที่ได้รับการทดสอบแบบ  
ฝco-treatment มีค่า fluorescent intensity เท่ากับ 29882.89± 1608.61 เมื่อเทียบกับการได้รับ
เฉพาะ H2O2 (1 µM) ซึ่งมีค่า fluorescent intensity เท่ากับ 56534.33 ± 11972.94 ดังภาพ 22  

ในการทดสอบแบบ protection ผู้วิจัยได้แบ่งกลุ่มการทดสอบออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม
ควบคุม กลุ่มที่ได้รับเฉพาะ H2O2 (1 µM) กลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml) ตามด้วย 
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H2O2 (1 µM) และกลุ่มที่ได้รับเฉพาะโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml)  ผลการศึกษาพบว่า การ
สะสม ROS ในเซลล์ของกลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml) ตามด้วย H2O2 (1 µM) นั้นมี
ค่า fluorescent intensity ที่ต่ ากว่ากลุ่มที่ได้รับเฉพาะ H2O2  (1 µM) อย่างมีนัยส าคัญทางสตถติ 
(#p<0.05) โดยกลุ่มที่ ได้รับการทดสอบแบบ protection มีค่า fluorescent intensity เท่ากับ 
22721.61 ± 3647.52 เมื่อเทียบกับการได้รับเฉพาะ H2O2 (1 µM) ซึ่งมีค่า fluorescent intensity 
เท่ากับ 56534.33 ± 11972.94 ดังภาพ 23 

จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถลดการสะสมของ ROS ที่เกิดขึ้น
ภายในเซลล์ทั้งในแบบ co-treatment และ protection ได ้จากการศึกษาของ Liu และคณะ พบว่า
กรดอะมิโนที่มีโครงสร้างเป็นอะโรมาติก ได้แก่ ไทโรซีน ทริปโตเฟน และฟีนิลอะลานีน สามารถ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้กับอนุมูลอิสระเพ่ือก าจัด ROS ได้ (Liu et al., 2015) และในการศึกษาของ 
Pyne และคณะ ได้ท าการศึกษาองค์ประกอบของสาหร่าย A. platensis พบว่า A. platensis มี
องค์ประกอบของกรดอะมิโนอะโรมาติก ได้แก่ ทริปโตเฟน และฟีนิลอะลานีนสูง (Pyne PK, 2017) 
ดังนั้นจึงแสดงให้เห็นว่าคุณสมบัติของโปรตีนไฮโรไลเสทในการลดการสะสมของ ROS ที่เกิดข้ึนภายใน
เซลล์ L6 นั้นอาจเป็นผลมาจากกรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติก จากการศึกษาสรุปได้ว่าโปรตีนไฮโดรไล
เสทมีประสิทธิภาพในลดการสะสมและก าจัด ROS ภายในเซลล์ได้ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ
ผลการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้เกิด
สภาวะเครียดออกซิเดชั่นดังที่ได้ท าการศึกษาก่อนหน้านี้ 

 
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก A.platensis ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบ
ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ L6 Rat skeletal muscle 

เป็นที่ทราบกันว่า ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์นั้น จะถูกก าจัดโดยผ่านการเอนไซม์ภายใน
ร่างกาย ที่เรียกว่า antioxidant enzymes ประกอบไปด้วยเอนไซม์หลักที่ส าคัญได้แก่ superoxide 
dismutases (SOD), catalases และ glutathione peroxidases (GPx)  ซึ่งแต่ละเอนไซม์มีโมเลกุล
เป้าหมายที่ต่างกันไป โดย SOD นั้นจะแบ่งออกเป็นสาม isoforms ได้แก่ SOD1 (CuZn-SOD) พบ
การแสดงออกที่ ไซโทพลาสซึม  นิวเคลียส  (Weydert & Cullen, 2010)  และไมโตคอนเดรีย 

[(Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001); (Sturtz, Diekert, Jensen, Lill, & Culotta, 2001)] 
SOD2 (Mn-SOD) พบการแสดงออกที่ไมโตรคอนเดรีย และ SOD3 (Extracellular-SOD) จะมีการ
แสดงออกภายนอกเซลล์ในเนื้อเยื่อต่างๆ โดย SOD เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยาการ
สลายตัวของ superoxide (O2

•-) ให้เปลี่ยนเป็น hydrogen peroxide H2O2 และออกซิเจน (O2) มี
การศึกษามากมายพบว่า SOD1 และ SOD2 มีบทบาทในการป้องกันการเกิด ROS [(Fridovich, 
1995); (Bannister, Bannister, & Rotilio, 1987); (Fridovich, 1997)] ส่วน GPx นั้นสามารถแบ่ง
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ตาม isoforms ตามต าแหน่งต่างๆที่พบได้แก่ GPx1 ถูกระบุว่าพบได้ในไซโตซอล นิวเคลียส และไมโต
คอนเดรีย GPx2 พบในไซโตซอลและนิวเคลียส GPx3 เป็นโปรตีนที่หลั่งออกมาซึ่งพบได้ในไซโตซอล 
ในขณะที่ GPx4 มีอยู่ในนิวเคลียส ไซโทซอล ไมโตคอนเดรีย และบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (Margis, 
Dunand, Teixeira, & Margis-Pinheiro, 2008) และอีกสองตัวคือ GPx5 และ GPx6 ซึ่ง GPx5 นั้น
หลั่งออกมาในหลอดน้ าอสุจิ  และGPx6 นั้นพบได้ในเยื่อบุผิวรับกลิ่น  (Ghyselinck, Jimenez, 
Lefrançois, & Dufaure, 1990) GPx เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของ H2O2 ให้
กลายเป็นน้ า (H2O)  และในส่วนของ catalases นั้นพบว่าส่วนใหญ่มีการแสดงออกที่อยู่ในออร์
แกเนลล์ขนาดเล็กหรือที่เรียกว่า เพอรอกซิโซม (Peroxisome)  โดยท าหหน้าที่เป็นเอนไซม์ที่ใช้เร่ง
ปฏิกิริยาการสลายตัวของ H2O2 ให้กลายเป็นน้ า (H2O) และได้เป็นโมเลกุลของ O2 ด้วย (Weydert & 
Cullen, 2010) 

จากข้อมูลข้างต้นจะเห็นได้ว่า SOD และ GPx นั้นมีหลาย isoforms ด้วยกัน ในการศึกษานี้ 
ผู้วิจัยได้ท าการเลือก SOD1 และ GPx1 มาเป็นตัวแทนในการศึกษาการแสดงออกของยีนในกลุ่มแอน
ติออกซิแดน เนื่องจาก SOD1 และ GPx1 นั้นเป็น isoforms ที่พบการแสดงออกในไมโตคอนเดรีย  
ซึ่งสาเหตุของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงนั้น สาเหตุหนึ่งก็คือ เกิดจากไมโตคอนเดียในเซลล์
กล้ามเนื้อสูญเสียการท างาน (Matthew L. et al, 2012) และพบว่าเมื่ออายุเพ่ิมขึ้นจะเกิดการผลิต 
ROS เพ่ิมขึ้น จึงมีผลท าให้เกิดการสูญเสียการท างานของไมโตคอนเดีย ส่งผลเสียต่อการท างานของ
กล้ามเนื้อ [(Miquel J,1993); (Hunt J, 1998)] ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เลือก iosoforms ของ SOD1 และ 
GPx1 เพ่ือตัวแทนในการศึกษาการแสดงออกของยีน SOD และ GPx ในการศึกษานี้  

จากการศึกษาก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis มี
คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ L6 ได้ ดังนั้นในการศึกษานี้ผู้วิจัยได้ท าการศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ 
SOD1, GPx1 และ CAT ในเซลล์ L6 ที่สภาวะปกติ โดยผู้วิจัยแบบกลุ่มการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลทเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ จากการศึกษาพบว่า 
โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้น 0 - 500 µg/ml สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน SOD1 ได้ 
โดยมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยและค่อยๆลดลงที่ความเข้มข้น 1,250 µg/ml เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ดังภาพ 24A ส่วนในการแสดงออกของยีน GPx1 พบว่าค่าความเข้มข้นที่ 0-1000 µg/ml มีแนวโน้ม
การแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และค่อยๆลดลงที่ความเข้มข้น 1,250 
µg/ml ดังภาพ 24B และในการแสดงออกของยีน CAT พบว่าที่ความเข้มข้น 0-1000  µg/ml มี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยเมื่อเทียบกับควบคุม และค่อยๆลดลงที่ความเข้มข้น 1,250 µg/ml เช่นกัน 
ดังภาพ 24C 
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จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทมีความสามารถในการกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน GPx1 แต่ไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน SOD1 และ CAT ในเซลล์ได้ โดย
การศึกษาของ Nimse ได้อธิบายไว้ว่า GPx1 เป็นเอนไซม์ในระบบต้านอนุมูลอิสระ โดยบทบาทหน้าที่
ในการช่วยเร่งปฏิกิริยา reduction ของ H2O2 ซึ่งจะท าการเปลี่ยน H2O2 ให้กลายเป็นน้ า (H2O) 
(Nimse S.B, 2015) และในการศึกษาของ Barbieri และ Sestili พบว่า การท างานของไมโตรคอนเด
รียเป็นแหล่งส าคัญที่ท าให้เกิดการผลิต ROS ในเซลล์กล้ามเนื้อโครงร่าง การเพ่ิมขึ้นของ ROS เกิดขึ้น
ได้ในกิจกรรมการยืดหดตัวของกล้ามเนื้อ ส่งผลให้ในสภาวะปกติของเซลล์ L6 นั้นมีการผลิต ROS 
เกิดข้ึน (Barbieri E และ Sestili P, 2012)  

ดังนั้นสามารถสรุปได้ว่า  ในสภาวะปกติเซลล์มีการผลิต ROS จากการท างานของไมโตรคอน
เดรียและการยืดหดตัวของกล้ามเนื้อ เมื่อเซลล์ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทจึงส่งผลท าให้เกิดการกระตุ้น
การท างานของเอนไซม์ในระบบต้านอนุมูลอิสระโดยเฉพาะ GPx1 เพ่ือมาลดปริมาณของ ROS ที่
เกิดข้ึนภายในเซลล์ แต่อย่างไรก็ตาม จะเห็นได้ว่า CAT นั้นไม่มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึ้น ผลการทดลอง
นี้อาจจะเนื่องมาจาก CAT และ GPx นั้นท างานใน path way เดียวกัน เมื่อมีการแสดงออกของ GPx 
เข้าไปก าจัด ros ดังนั้น CAT จึงไม่มีการแสดงออก 
 
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระใน
เซลล์ L6 Rat skeletal muscle ในสภาวะท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่น 

การศึกษานี้เป็นการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีน SOD1, GPx1 และ CAT เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นในเซลล์ L6 โดยผู้วิจัยได้
ท า ก า รแ บ่ ง ก ลุ่ ม ท ด ส อ บ ออ ก เป็ น  3 ก ลุ่ ม  ได้ แ ก่  ก ลุ่ ม ค วบ คุ ม  ก ลุ่ ม ที่ ได้ รั บ เฉ พ าะ  
H2O2 (150 µM)  และกลุ่มที่ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความเข้มข้นต่างๆ ตามด้วย H2O2 (150 µM) 
จากการศึกษาพบว่า ระดับการแสดงออกของยีน SOD1, GPx1 และ CAT ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
เทียบกับกลุ่มที่ได้รับเฉพาะ H2O2(150 µM)  (#p<0.05) ดังภาพ 25A-C จึงแสดงให้เห็นว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทไม่มีความสามารถในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน SOD1, GPx1 และ CAT ภายใน
เซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่น  

แต่อย่างไรก็ตามแม้ว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทจะไม่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ที่กระตุ้นให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่น แต่จากผลการศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการสะสมอนุมูลอิสระภายในเซลล์ L6 ด้วยวิธี 
DCFH-DA assay ก่อนหน้านี้ได้แสดงให้เห็นว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทมีความสามารถในการก าจัดและ
ลดระดับการสะสมของ ROS ภายในเซลล์ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า การที่ยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระไม่มี
การแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นเมื่อกระตุ้นให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นนั้น อาจเป็นผลจากการที่โปรตีน
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ไฮโดรไลเสทไปมีบทบาทหน้าที่ในการก าจัด ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ จึงส่งผลให้เอนไซม์นระบบ
ต้านอนุมูลอิสระโดยเฉพาะ GPx1 นั้นไม่เกิดการท างาน ท าให้ยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระไม่มีการ
แสดงออกเม่ือเซลล์อยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชั่น 

จากการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการต้านอนุมูลอิสระจะเห็นได้ว่า โปรตีน
ไฮโดรไลเสทมีความสามารถในการลดอนุมูลอิสระในรูปแบบของ ABTS ได้ และเมื่อท าการศึกษา
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์กล้ามเนื้อก็พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทนั้นมีคุณสมบัติใน
การป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์จากสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นได้ ต่อมาผู้วิจัยได้
ท าการศึกษาคุณสมบัตินการลดการสะสมของ ROS ภายในเซลล์ก็แสดงให้เห็นว่า โปรตีนไฮโดรไลเสท
นั้นสามารถลดระดับและก าจัด ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์กล้ามเนื้อได้ ในการศึกษาคุณสมบัติในการ
กระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระ ผลการศึกษาก็พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทมี
คุณสมบัติในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน GPx1 ซึ่งเป็นเอนไซม์ในระบบต้านอนุมูลอิสระภายใน
เซลล์ที่อยู่ในสภาวะปกติได้ แต่ไม่มีความสามารถในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้าน
อนุมูลอิสระโดยเฉพาะ GPx1 ภายในเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะเครียดออกซิเดชั่น ซึ่งเป็นผล
มาจากการที่โปรตีนไฮโดรไลเสทนั้นมีคุณสมบัติในการลดระดับและก าจัด ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์  
ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสทจึงมีบทบาทในการก าจัด ROS มากกว่าการไปกระตุ้นการแสดงออกของยีน
ในระบบต้านอนุมูลอิสระเมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชั่น  

 
การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการแสดงออกของยีน Muscle 
atrophy F-box (Atogin-1) และ Muscle ring finger 1 (MuRF1) ในเซลล์ L6 Rat skeletal 
muscle 

จากที่ได้กลาวข้างต้น จะเห็นได้ว่าการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อที่เพ่ิมขึ้นก็เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่
พบมากในการเกิดโรค sacopenia ในผู้สูงอายุ (Ali & Garcia, 2014) โดยกระบวนการ UPS เป็น 
กระบวนการหลักที่เกี่ยวข้องกับการสลายตัวของโปรตีนกล้ามเนื้อที่หมดอายุการใช้งานแล้ว จาก
การศึกษาพบว่ากระบวนการ UPS (Bodine et al., 2001) มียีนสองยีนคือ atrogin-1 และ MuRF1 
เป็นยีนที่ เข้ารหัสส าหรับ  E3 (ubiquitin protein ligase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีต าแหน่งจดจ าต่อ 
substrate ในกระบวนการสลายโปรตีนผ่าน UPS โดยจะมีการแสดงออกในกล้ามเนื้อโครงร่าง 
(skeletal muscles) และท าหน้าที่ในการควบคุมการสลายตัวของกล้ามเนื้อ (Cao et al., 2005) จึง
ชี้ให้ เห็นว่าการแสดงออกของ atrogin-1 และ MuRF1 อาจใช้เป็น maker ที่สามารถบ่งชี้ได้ว่า
กล้ามเนื้อโครงร่างเกิดการสลายผ่านกระบวนการ UPS (Latres et al., 2005) และในการศึกษาส่วน
ใหญ่ L6 rat หรือ C2C12 mouse myotubes cells ถูกใช้เป็นโมเดลในการศึกษา โดยได้รับการท
รีทด้วย dexamethasone ซึ่ งยาในกลุ่มของ glucocorticoid ส่งผลให้การย่อยสลายโปรตีน
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กล้ามเนื้อและเกิดการแสดงออกของยีน atrogin-1 และ MuRF1 เพ่ิมขึ้น[(Stitt et al., 2004); 
(Evenson et al., 2005); (Latres et al., 2005); (Yang et al., 2005); (Marinovic et al., 2007)]  
ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ท าการการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดระดับการแสดงออกของ
ยีน atrogin-1 และ MuRF1 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อ โดยผู้วิจัยได้แบ่งกลุ่ม
การทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มที่ได้รับเฉพาะ dexamethasone (1 µM) กลุ่มที่
ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml) ตามด้วย dexamethasone (1 µM) และกลุ่มที่ได้รับเฉพาะ
โปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml) 

 
จากการศึกษาพบว่า ระดับการแสดงออกของยีน atrogin-1และ MuRF1 ในเซลล์ของกลุ่มที่

ได้รับโปรตีนไฮโดรไลเสท (750 µg/ml) ตามด้วย dexamethasone (1 µM) มีการแสดงออกของยีน 
atrogin-1และ MuRF1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (#p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับเฉพาะ 
Dexamethasone (1 µM)  ดังถาพ 26A-B ดังนั้นจากการศึกษานี้ จึงบ่งชี้ได้ว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทมี
คุณสมบัติในการลดระดับการแสดงออกของยีน atrogin-1 และ MuRF1 ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่ใน
กระบวนการสลายตัวของกล้ามเนื้อได้ โดยศึกษาก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่า glucocorticoids ส่งเสริม
ให้เกิดความผิดปกติของไมโตคอนเดรียในกล้ามเนื้อโครงร่าง (Mitsui et al., 2002) ยิ่งไปกว่านั้น
พบว่า glucocorticoid ที่มีการสังเคราะห์ขึ้น หรือ dexamethasone สามารถกระตุ้นให้เกิดการ
ผลิต ROS ภายในกล้ามเนื้อโครงร่าง ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์กล้ามเนื้อ [(Oshima, Kuroda, 
Kunishige, Matsumoto, & Mitsui, 2004); (Orzechowski et al., 2002); (Orzechowski et al., 
2003)]  ซึ่ง ROS ที่เกิดขึ้นนั้นสามารถกระตุ้นให้เกิดการย่อยสลายโปรตีนกล้ามเนื้อผ่านกระบวนการ 
UPS โดย ROS ส่งผลให้เกิดการเพ่ิมการส่งสัญญาณ FOXO3a ไปกระตุ้นการแสดงออกของยีน 
atrogin-1 และ MuRF1 ในกล้ามเนื้อโครงร่าง จึงท าให้เกิดการย่อยสลายโปรตีนกล้ามเนื้อ [(Marone, 
Falduto, Essig, & Hickson, 1994); (Orzechowski et al., 2003)] 

จากผลการศึกษานี้จึงบ่งชี้ได้ว่า การที่โปรตีนไฮโดรไลเสทมีความสามารถในการลดระดับการ
แสดงออกของยีน atrogin-1และ MuRF1 ในเซลล์เมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วย dexamethasone อาจจะ
เนื่องมาจากการที่โปรตีนไฮโดรไลเสทมีคุณสมบัติในการก าจัด ROS ที่เกิดขึ้นผ่านการกระตุ้นด้วย 
dexamethasone จึงส่งผลท าให้ไม่เกิดการกระตุ้นการย่อยสลายโปรตีนกล้ามเนื้อผ่านกระบวนการ 
UPS  
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สรุปผลงานวิจัย 
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาฤทธิ์ของโปรตีนไฮดดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis ในการต้าน

อนุมูลอิสระและป้องกันเซลล์กล้ามเนื้อ โดยท าการเพาะเลี้ยงสาหร่าย จากนั้นท าการสกัดโปรตีนและ
ท าการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลส น าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้มาท า
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay ผลการศึกษาพบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความ
เข้มข้น 100 µg / ml มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงถึง 90.10 ± 0.53% จากนั้นศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระภายในเซลล์ L6 พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์จากความเสียหายที่
เกิดจาก H2O2 ได้ ต่อมาผู้วิจัยได้ท าการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการลดการสะสม
ของ ROS ภายในเซลล์ทั้งในรูปแบบของ co-treatment และ protection ด้วยวิธี DCFH-DA assay 
พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถลดการสะสม ROS ในเซลล์ได้ โดยพบว่าการทดสอบทั้งในรูปแบบ
ของ co-treatment และ protection นั้นมีค่า fluorescence intensity ต่ ากว่าการได้รับเฉพาะ 
H2O2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (#p<0.05) ในการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสทในการ
กระตุ้นการแสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระพบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถกระตุ้นการแสดงออก
ของยีนต้านอนุมูลอิสระในสภาวะปกติได้โดยเฉพาะยีน GPx1 ที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (*p<0.05) แต่ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียด
ออกซิเดชั่นด้วยH2O2 พบว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้าน
อนุมูลอิสระได้ ซึ่งเป็นผลมาจากการที่โปรตีนไฮโดรไลเสทนั้นมีคุณสมบัติในการลดระดับและก าจัด 
ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์  ดังนั้นโปรตีนไฮโดรไลเสทจึงมีบทบาทในการก าจัด ROS มากกว่าการไป
กระตุ้นการแสดงออกของยีนในระบบต้านอนุมูลอิสระเมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชั่น และใน
ส่วนสุดท้ายผู้วิจัยท าการศึกษาคุณสมบัติการลดการแสดงออกของยีน atrogin-1 และ MuRF1 ซึ่ง
เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสลายโปรตีนกล้ามเนื้อในกระบวนการ UPS จากการศึกษาพบว่าโปรตีน
ไฮโดรไลเสทสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน atrogin-1 และ MuRF1 ในเซลล์ได้อย่างมีนีย
ส าคัญทางสถิติ (#p<0.05)  จึงส่งผลท าให้เกิดการย่อยสลายโปรตีนกล้ามเนื้อผ่านกระบวนการ UPS 
ลดลง 

จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่า โปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สามารถป้องกันและฟ้ืนฟูเซลล์ที่เกิดความเสียหายจากสภาวะเครียดออกซิเดชั่น
และสามารถลดการสะสม ROS ภายในเซลล์กล้ามเนื้อได้ นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติในการกระตุ้นการ
แสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระ อีกทั้งยังมีคุณสมบัติในการลดการแสดงออกของยีน atrogin-1 
และ MuRF1 ที่ท าหน้าหน้าในกระบวนการย่อยสลายโปรตีนกล้ามเนื้อได้ ผลที่ได้จากงานวิจัยนี้เป็น
ประโยชน์ส าหรับการพัฒนาโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาหร่าย A. platensis เป็นผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารเพื่อป้องกันภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงต่อไป 
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ภาพ 27 Flow chart แสดงสรุปผลการวิจัย 
 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 28 ภาพรวมของงานวิจัย 
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การเตรียมสารเคมี 
 
งานเพาะเลี้ยงสาหร่าย 
 องค์ประกอบในสูตรอาหาร Zarrouk’s medium 

สาร กรัมต่อลิตร (g/L) 

NaNO3 2.50 g 
K2HPO4 0.50 g 
K2SO4 1.00 g 
MgSO4·7H2O 0.20 g 
NaCl 1.00 g 
CaCl2 0.04 g 
FeSO4·7H2O 0.01 g 
Na2EDTA·2H2O 0.08 g 
สารละลาย A5 ( 1 มิลลิลิตรต่อลิตร) 
สารละลาย B6 ( 1 มิลลิลิตรต่อลิตร) 

 
หมายเหตุ: สารละลาย A5 (2.86 g H3BO3, 1.80 g MnCl2·4H2O, 0.22 g ZnSO4·7H2O, 0.08 g 
CuSO4·5H2O and 0.018 g MoO3) 
      สารละลาย B6 (0.023 g NH4VO3, 0.048 g NiSO4·7H2O. 0.018 g Na2WO4·2H2O 
and 0.044 g Co(NO3)2·6H2O)  
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งาน Protein extraction 
เตรียม stocking solution ของ 200 mMSodium phosphate buffer 
 200 mM NaH2PO4       2.4 g/ 100 ml 
 200 mM Na2HPO4      2.8 g/ 100 ml 
 น าสารละลายทั้งสองมาผสมกันในอัตราส่วน 200 mM NaH2PO4 8.5 + 200 mM 
Na2HPO4 91.5 ml (pH 7.8) 
 เจือจางท่ีความเข้มข้น 20 mMSodium phosphate buffer เพ่ือใช้เป็น working solution 
   
งาน  Cell culture 
 Minimal essential Medium (MEM) completed media 
     MEM 100 ml 
     Fetal bovine serum 10 ml 
     Antibiotic 1 ml 
    
 Freezing media 
     Completed media 7 ml 
     20% Fetal bovine serum 2 ml 
     10% DMSO 1 ml 
    
 5 mg/ml MTT 
     MTT 5 mg 
     PBS 1 ml 
     ละลายให้เข้ากันแล้วกรองผ่านตัวกรองขนาด  0.2  µm  เก็บไว้ที่  4 °C 

 
 1 mM Dexamethasone 

     Dexamethasone                                               3.9                 mg 
 
 
 
 
 

    Sterilized water                                                 10                  ml 
     ละลายให้เข้ากันแล้วกรองผ่านตัวกรองขนาด  0.2  µm  เก็บไว้ที่  -20 °C 
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งาน DNA 
 2% Agarose gel 
     Agarose    2 g 
     1X TAE buffer 100 ml 
DCHF-DA assay 
 1 M DCFH-DA (1 ml)      0.53           mg 
 ละลายด้วย 100% DMSO           1           ml 
 เตรียมเป็น working solution ใหม่ทุกครั้ง 
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