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บทคัดย่อ 
  

การสะสมของสารอนุมูลอิสระซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันภายใน
เซลล์กล้ามเนื้อเป็นสาเหตุหนึ่งของการสูญเสียมวลกล้ามเนื้อ การช่วยฟื้นฟูกล้ามเนื้อท าได้โดยการเติม
สารต้านอนุมูลอิสระเพ่ือช่วยชะลอการสะสมของสารอนุมูลอิสระ โดยสารสกัดจากสาหร่ายอาร์โธรส
ไปร่า พลาเท็นซิส มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ จึงมีการด าเนินการวิจัย โดยเปรียบเทียบสารสกัดที่
ได้จากกระบวนการสกัด 3 วิธี คือ การแตกเซลล์ด้วยคลื่นเสียง (SC) การแช่เยือกแข็งละลาย (FT) 
และการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียม (ASE) แล้วจึงน ามาวิเคราะห์คุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH assay จากนั้นจึงศึกษาความเป็นพิษและประสิทธิภาพในการฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อหลังจาก
เหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด วัดปริมาณอนุมูลอิสระที่สะสมอยู่
ภายในเซลล์และการการแสดงออกของ SIRT1 ที่เป็นตัวบ่งชี้ถึงการฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อ  โดยผลการทดลอง
พบว่า สารสกัดทั้ง 3 ชนิดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 33.4%, 49.9%, และ 11.9% ตามล าดับ 
และมีค่า LD50 หรือความเข้มข้นสูงสุดที่เซลล์มีอัตราการรอด  50% เท่ากับ 750 µg/ml, 1,400 
µg/ml และ 800 µg/ml ตามล าดับ อีกทั้งยังพบว่า สารสกัดทั้ง 3 ชนิดมีฤทธิ์ในการฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อ
หลังจากเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน ซึ่งความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อได้
เท่ากับ 150 µg/ml, 75 µg/ml และ 125 µg/ml ตามล าดับ วัดปริมาณอนุมูลอิสระด้วย DCFH-Da 
ของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด ไม่มีฤทธิ์ในการลดอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วย DCFH-Da ซึ่งค่าที่ได้เทียบกับ
กลุ่มทรีท H2O2 เหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันไม่แตกต่างกันมีอย่างมีนัยส าคัญ ทางสถิติ วัด
ปริมาณการแสดงออกโปรตีน  SIRT1 ของสาร  SC ค่าสู งสูด  510.89%±210.6 และสาร  FT 
466.67%± 120.97 ที่ความเข้มข้น 150 µg/ml เทียบกับกลุ่มเซลล์ปกติ และการวัดปริมาณ ATP 
สาร SC มีค่า 0.202±0.43 µM ที่ความเข้มข้น 75 µg/ml และสาร FT 0.228 ±0.02 µM ที่ความ
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เข้มข้น 150 µg/ml  ซึ่งสารสกัดที่ได้จากวิธีการสกัดแบบแช่เยือกแข็งละลายมีศักยภาพในการ
น ามาใช้เป็นส่วนประกอบเพ่ือพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและช่วยชะลอ
การสูญเสียกล้ามเนื้อได้ 
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ABSTRACT 
  

A buildup of free radical, which can induce oxidative stress inside muscle 
cells, is one of the causes of muscle loss. Muscle recovery can be achieved by 
adding antioxidants to maintain low level of free radicals in which extracts of 
Arthrospira platensis have such antioxidant activity. This experiment was conducted 
to compare 3 algal extracts by using different extraction methods including 
sonication (SC), freeze thaw (FT) and ammonium sulphate precipitation (ASE). The 
extracts were examined by their antioxidant activity using DPPH assay, toxicity to 
muscle cells and recovery effect against H2O2 inducing oxidative stress in muscle 
cells. The results showed that antioxidant activity of the 3 extracts were 33.4%, 
49.9%, and 11.9%, respectively. LD50 or the highest concentration that exhibited the 
cell survival rate of 50% of the 3 extracts were 750 µg/ml, 1,400 µg/ml and 800 
µg/ml, respectively. It was also found that all 3 extracts had muscle recovery effect 
after oxidative stress induction. The lowest concentration of the 3 extracts that can 
achieve muscle recovery were 150 µg/ml, 75 µg/ml and 125 µg/ml, respectively. The 
free radical content was measured by DCFH-Da of the three extracts. No free radical-
reducing activity was found with DCFH-Da, where the values obtained compared with 
the H2O2 group were not statistically significant. The protein expression SIRT1 was 
510.89%±210.6 of SC and 466.67%± 120.97 of FT at a concentration of 150 µg/ml 
compared to the control group. And measurement of ATP, SC, 0.202 ± 0.43 µM at a 
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concentration of 75 µg/ml and FT 0.228 ± 0.02 µM at a concentration of 150 µg / ml. 
The extract from freeze thaw process showed a promising sign and can be used as 
an ingredient for dietary supplements to promote antioxidant activity and alleviation 
of muscle wasting. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

การท าวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโทในครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดีนั้น ผู้วิจัยต้องขอขอบพระคุณ
ดร.สราวุธ สัตยากวี และ ผศ.ดร.กฤษณ์ ตันตนะรัตน์อาจารย์ที่ปรึกษาที่ได้คอยให้ความช่วยเหลือ 
ค าแนะน า คอยชี้แนะในเรื่องต่างๆรวมถึงให้ค าปรึกษาตลอดการท าวิจัยในครั้งนี้ 

ขอขอบคุณ ผศ.ดร.อ านาจ เพชรรุ่งนภา อาจารย์ที่ปรึกษาร่วมวิทยานิพนธ์ ที่คอยให้ค าปรึกษา
และค าแนะน าในการท าวิจัย ขอขอบคุณ ผศ.ดร.สะการะ ตันโสภณ กรรมการสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์
และกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายใน และดร.สิทธิรักษ์ รอยตระกูล ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ที่ได้
สละเวลามาให้ค าแนะน าแนวทางการแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆของการท าวิทยานิพนธ์ในครั้งนี้  จนท าให้
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์ 

ขอขอบคุณ คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่เอ้ือเฟ้ือสถานที่ในการท าวิจัย
รวมทั้งเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณทุนเรียนดีของคณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ ขอบคุณ
สมาชิก CELEB และ APlab นางสาวนลินนิภา เวียงนาคผู้สอนเทคนิคการท าแลป และทุกคนที่คอย
ช่วยเหลือและให้ก าลังใจในการท าวิจัยในครั้งนี้ และขอบคุณเพ่ือนๆ พ่ีๆ บัณฑิตศึกษาภาควิชาชีวเคมีที่
คอยให้ค าแนะน าและอยู่เป็นเพื่อนร่วมทุกข์ร่วมสุขตลอดการท าวิจัยในครั้งนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ที่ให้การสนับสนุน เป็นทั้งแรงกายแรงใจในการศึกษาเล่า 
เรียน และบุคคลที่เป็นแรงก าลังใจแรงบันดาลใจที่เป็นส่วนส าคัญที่สุดที่ท าให้มีก าลังใจในการ

ท าวิจัยในครั้งนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี และสุดท้ายนี้ของขอบคุณตัวผู้วิจัยเองที่อดทนและตั้งใจใน
การศึกษาเล่าเรียนจนบรรลุถึงความส าเร็จ 

  
  

สิริลักษณ์  สันเสนาะ 
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บทที่ 1  
บทน า  

 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ในปัจจุบันพบการสูญเสียมวลของกล้ามเนื้อ และความแข็งแรงของกล้ามเนื้อสูงขึ้นใน

ผู้สูงอายุ ซึ่งภาวะนี้ถือเป็นกลุ่มอาการของผู้สูงอายุ (Geriatric Syndrome) ที่พบบ่อยถึง 1 ใน 3 ของ
ผู้สูงอายุทั่วไป ความแข็งแรงและมวลกล้ามเนื้อลดลงตามวัย เมื่ออายุเพ่ิมข้ึนนั้นส่งผลให้เกิดการลดลง
ของ anabolic hormones จึงท าให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีนในกล้ามเนื้อลดลง และหนึ่งในปัจจัยที่
มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงคือการสะสมของ ROS โดยพบว่าในเนื้อเยื่อ
ของคนที่อยู่ในวัยสูงอายุจะมีการสร้างอนุมูลอิสระมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด (Fulle et al., 2004)  
ส่งผลท าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ ROS สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดปฏิกิริยา
ลูกโซ่จนเกิดเป็นผลกระทบต่อเนื่องไม่ว่าจะเป็น Lipid peroxidation, Protein Oxidation หรือ 
DNA oxidation (Kondo et al., 1994) และยิ่งไปกว่านั้น ROS ยังเป็นต้นเหตุให้เกิดการสลายของ
กล้ามเนื้อผ่านการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ย่อยสลายโปรตีน จึงท าให้ผู้สูงวัยหลายคนจึงประสบ
กับปัญหาภาวะมวลกล้ามเนื้อน้อยที่อาจส่งผลต่อการใช้ชีวิตประจ าวัน โดยทั่วไปคนเราจะมีมวล
กล้ามเนื้อสูงที่สุด (Peak Muscle Mass) ที่ช่วงอายุ 30-40 ปี หลังจากอายุ 40 ปี มวลกล้ามเนื้อก็จะ
เริ่มลดลงร้อยละ 1-2 ต่อปี ในช่วงแรกอาจจะยังไม่เห็นถึงความเปลี่ยนแปลง แต่เมื่อมีอายุช่วง 50-60 
ปี ความแข็งแรงของกล้ามเนื้อก็จะลดลงด้วย ประมาณร้อยละ 1.5 ต่อปี และลดลงเร็วขึ้นตามอายุที่
เพ่ิมสูงขึ้น จนเริ่มมีผลกระทบต่อการใช้ชีวิตประจ าวันหลังอายุ 65 ปี ดังนั้นการรักษาฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อที่
เกิดจากการสะสมปริมาณอนุมูลอิสระในผู้สูงวัยจึงเป็นสิ่งที่ส าคัญ และในปัจจุบันก็มีผลิตภัณฑ์เพ่ือ
สุขภาพของผู้สูงอายุเป็นจ านวณมาก ซึ่งผู้วิจัยมีความสนใจศึกษาสารสกัดจากสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า 
พลาเท็นซิส 

สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส (Arthrospira platensis, A. platensis) หรือสาหร่าย
เกลียวทอง เป็นสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน (Cyanobacteria) มีลักษณะเป็นเกลียว สาหร่ายเกลียว
ทอง เกิดขึ้นตามธรรมชาติในทะเลสาบเขตร้อนและกึ่งเขตร้อนที่มีค่า pH สูง และมีความเข้มข้นของ
คาร์บอเนตและไบคาร์บอเนตสูง A. platensis พบในแอฟริกา เอเชียและอเมริกาใต้ สาหร่ายชนิดนี้มี
มูลค่าทางการค้าขนาดใหญ่ เป็นแหล่งอาหารที่มีปริมาณโปรตีนสูง มีช่วงระหว่าง 50-70% ของ
น ้าหนักแห้ง (Kissoudi et al., 2018).  ยิ่งไปกว่านั้นยังมีสัดส่วนของกรดอะมิโนจ าเป็น (ร่างกายสร้าง
ไม่ได้) ในปริมาณสูง มีกรดอะมิโนมากถึง 18 ชนิด มีวิตามินที่มีคุณค่าต่าง ๆ มากมาย และยังอุดมไป

ด้วยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอันโดดเด่นที่ช่วยในการส่งเสริมสุขภาพ ไม่ว่าจะเป็นกรดไขมัน γ-
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linolenic acid (GLA), สาร Antioxidant อย่าง β-carotene และ Phycocyanin หรือพอลิแซค
คาร์ไรด์ และสาร่ายเกลียวทอง ได้รับการยอมรับในวงการแพทย์ว่ามีคุณค่าทางโภชนาการที่ดี เป็น
แหล่งอาหารเพ่ือสุขภาพ เพ่ิมภูมิคุ้มกันและฟ้ืนฟูระบบการท างานของร่างกาย ส่งเสริมให้สุขภาพดีขึ้น 
ยังใช้ส าหรับการลดน ้าหนัก, โรคสมาธิสั้น (ADHD), เบาหวาน, ความเครียดความเหนื่อยล้าความวิตก
กังวลซึมเศร้า เป็นต้น การใช้ประโยชน์โดยมนุษย์ (Vonshak, 1997). สามารถท าเป็นผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร (Ciferri, 1983). น ามาใช้ในทางการแพทย์ส าหรับผู้ป่วยที่มีปัญหาในการเคี้ยวหรือกลืนอาหาร 
(Adiba et al.,2008). การรักษาโรคมะเร็งบางชนิด โรคภูมิแพ้ และโรคโลหิตจางเช่นเดียวกับตับเป็น
พิษและโรคหลอดเลือด (Asghari et al, 2016). ยังเป็นอาหารสัตว์ที่เพ่ิมให้สัตว์มีสุขภาพดี  

ไฟโคไซยานิน  (Phycocyanin : PC) เป็นสารประกอบประเภทโปรตีนที่ มี รงควัตถุ  
(Chromophore) เกาะอยู่บนโมเลกุล  มีคุณสมบัติเป็นสารที่มีสีฟ้า เรืองแสงได้ ละลายได้ดีในน ้า ถูก
น ามาประยุกต์ใช้ในด้านการแพทย์อย่างแพร่หลาย เช่น ฤทธิ์ต่อการสมานแผล การป้องกันการเกิดโรค
ตับจากสารพิษ  ป้องกันผิวหนังจาก Oxidative stress และการป้องกันเซลล์ประสาทจากภาวะสมอง
ขาดเลือด  เป็นต้น (Kuddus et al., 2012; Kannaujiya et al., 2016) และนอกจากนี้ยังมีการน าไป
พัฒนาเป็นอุตสาหกรรมอาหารเสริม อาหารบ ารุงร่างกายชนิดต่าง ๆ และยังมีการน ามาใช้เป็น
ส่วนประกอบในการผลิตอาหารสัตว์อีกด้วย ซึ่งปัจจุบัน Phycocyanin มีมูลค่าทางการค้าที่สูง 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีความบริสุทธิ์สูง เนื่องจากกระบวนการแยกและการท าให้บริสุทธิ์มีต้นทุนสูง 
ราคาของ  PC อยู่ที่ประมาณ 10-50 เหรียญสหรัฐต่อมิลลิกรัม (Kuddus  et al., 2012; Kannaujiya 
et al., 2016) การเพาะเลี้ยง A. platensis ในเชิงพานิชย์มีอย่างแพร่หลายเพ่ือจ าหน่ายเป็นอาหาร
เสริมจาก A. platensis จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการใช้ประโยชน์ของสาร
ออกฤทธิ์จากสาหร่าย A. platensis และจะช่วยเพิ่มมูลค่าของสาหร่าย A. platensis 

ดังนั้นผู้วิจัยสนใจที่จะท าการศึกษาสารสกัดจากสาหร่าย A. platensis ที่มีสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ เพ่ือช่วยในการลดปริมาณอนุมูลอิสระในเซลล์กล้ามเนื้อ ช่วยฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อให้แข็งแรงขึ้น 
และศึกษาผลของสารสกัดสาหร่าย A. platensis ต่อการแสดงออกของ SIRT1 โดยศึกษาจากการวัด
ปริมาณโปรตีน SIRT1 ซึ่งเป็นตัวบ่งบอกถึงเซลล์มีการฟ้ืนฟูโดยในเซลล์ปกติจะมีการแสดงออกอยู่แล้ว
ถ้าหากเซลล์เกิดความเสียหายจะมีการแสดงออกของโปรตีน SIRT1 ที่เพ่ิมขึ้นซึ่งมีการศึกษาก่อนหน้า
ของ คุณ Seo และคณะในการวัดปริมาณการท างานของ SIRT1 (Seo. et al., 2018).  สามารถช่วย
เพ่ิมจ านวนเซลล์ และการพัฒนาเซลล์กล้ามเนื้อ และมีความส าคัญในการรักษากล้ามเนื้อที่เสียหายได้ 
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จุดมุ่งหมายของการวิจัย 
เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์สารสกัดทั้ง 3 แบบ ของสาหร่าย Arthrospira platensis 
เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดสาหร่าย Arthrospira platensis ในการลดปริมาณอนุมูลอิสระใน

เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 
เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดสาหร่าย Arthrospira platensis ต่อการแสดงออกของ SIRT1 

 

ความส าคัญของการวิจัย 
เพ่ือสร้างเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมเพ่ือสุขภาพจากสารสกัดสาหร่าย  Arthrospira 

platensis ในการฟื้นฟูกล้ามเนื้อ และลดปริมาณอนุมูลอิสระในกล้ามเนื้อ 
 

ขอบเขตการวิจัย 
ศึกษาสาหร่าย  Arthrospira platensis TISTR 8217 เลี้ ยงในอาหารสูตร  Zarrouk’s 

medium วงจรแสง: ความมืด (12:12) ชั่วโมง และให้อากาศโดยใช้ปั๊มลม เลี้ยงเซลล์สาหร่ายเป็น
ระยะเวลา 25 วัน เพ่ือท าการสกัดสาร และท าการศึกษาในเซลล์ไลน์เซลล์กล้ามหนู L6 ที่ได้รับอนุมูล
อิสระ H2O2 เป็นการจ าลองสภาวะกล้ามที่มีการสะสมอนุมูลอิสระ ศึกษาการลดปริมาณอนุมูลอิสระ
ในเซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 ผ่าน pathway ของ SIRT1 

 

ข้อตกลงเบื้องต้น 
 สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส ได้รับการรับรองจาก FDA (Food and Drug 
Administration) ว่าไม่เป็นพิษต่อมนุษย์ และสามารถใช้เป็นอาหารเสริมในมนุษย์ได้อย่างถูก
กฎหมาย    
 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
 สารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส, เซลล์กล้ามเนื้อหนู, สารต้านอนุมูลอิสระ 
 

สมมุติฐานของการวิจัย 
 สารสกัดจากสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส มีฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
สามารถลดอนุมูลอิสระ และช่วยลดปริมาณอนุมูลอิสระหลังจากการเกิด Oxidative stress ในเซลล์
กล้ามเนื้อได ้
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ภาพ 1 ภาพรวมการด าเนินการศึกษา 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

1. ระบบกล้ามเนื้อ (Muscular system) 
1.1 กล้ามเนื้อ (Muscle) 
กล้ามเนื้อ (Muscle) เป็นเนื้อเยื่อที่หดตัวได้ในร่างกาย เปลี่ยนแปลงมาจากเมโซเดิร์ม 

(mesoderm) ของชั้นเนื้อเยื่อในตัวอ่อน และเป็นระบบหนึ่งของร่างกายที่ส าคัญต่อการเคลื่อนไหว
ทั้งหมดของร่างกาย  ซึ่งกล้ามเนื้อนั้นเป็นส่วนประกอบใหญ่ของร่างกายมนุษย์ และเป็นส่วนส าคัญ
ที่สุด กล้ามเนื้อในร่างกายทั้งหมดมีน ้าหนักประมาณ 2/5 ของน ้าหนักตัว ร่างกายแบ่งกล้ามเนื้อ
ออกเป็น 3 ชนิด คือ กล้ามเนื้อยึดกระดูกหรือกล้ามเนื้อลาย  (skeletal muscle or striated 
muscle), กล้ามเนื้ อเรียบ (smooth muscle) และกล้ามเนื้ อหั วใจ (cardiac muscle) โดยที่
กล้ามเนื้อลายนั้นถูกควบคุมอยู่ภายใต้อ านาจจิตใจหรือรีเฟล็กซ์ ส่วนกล้ามเนื้อเรียบและกล้ามเนื้ อ
หัวใจท างานนอกอ านาจจิตใจ โดยกล้ามเนื้อนั้นมีท าหน้าที่หดตัวเพ่ือให้เกิดแรงและท าให้เกิดการ
เคลื่อนที่ (motion) รวมถึงการเคลื่อนที่และการหดตัวของอวัยวะภายใน ซ่ึงกล้ามเนื้อจ านวนมากหด
ตัวได้นอกอ านาจจิตใจ และจ าเป็นต่อการด ารงชีวิต เช่น การบีบตัวของหัวใจ หรือการบีบรู ด 
(peristalsis) ท าให้เกิดการผลักดันอาหารเข้าไปภายในทางเดินอาหาร การหดตัวของกล้ามเนื้อที่อยู่
ใต้อ านาจจิตใจมีประโยชน์ในการเคลื่อนที่ของ ร่างกาย และสามารถควบคุมการหดตัวได้ เช่นการ
กลอกตา หรือการหดตัวของกล้ามเนื้อควอดริเซ็บ (quadriceps muscle) ที่ต้นขา 
 ใยกล้ามเนื้อ (muscle fiber) ที่อยู่ ใต้อ านาจจิตใจแบ่งกว้างๆ ได้ เป็น 2 ประเภทคือ 
กล้ามเนื้อ fast twitch และกล้ามเนื้อ slow twitch กล้ามเนื้อ slow twitch สามารถหดตัวได้เป็น
ระยะเวลานานแต่ให้แรงน้อย ในขณะที่กล้ามเนื้อ fast twitch สามารถหดตัวได้รวดเร็วและให้แรง
มากแต่ล้าได้ง่าย  
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ภาพ 2 ลักษณะชนิดของกล้ามเนื้อ (Types of muscle) 

ที่มา: http://www.6aming.com 

 

 กล้ามเนื้อลาย (Striated Muscle) เป็นกล้ามเนื้อที่พบมากที่สุดในร่างกายโดยจะยึดเกาะอยู่
กับกระดูกทั่วทุกส่วนของร่างกาย เช่น แขน ขา ล าตัว ใบหน้า ท าให้เราสามารถเคลื่อนไหวส่วนต่าง ๆ 
อาจเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า กล้ามเนื้อยึดกระดูกหรือกล้ามเนื้อโครงร่าง (Skeletal Muscle) เป็น
กล้ามเนื้อที่ท างานอยู่ภายใต้อ านาจจิตใจ กล้ามเนื้อลายประกอบด้วยเซลล์ลักษณะเป็นเส้นยาวจึง
เรียกว่า ใยกล้ามเนื้อ (Muscle fiber) ความยาวของใยกล้ามเนื้อจะเท่ากับมัดกล้ามเนื้อที่ใยกล้ามเนื้อ
นั้นเป็นองค์ประกอบอยู่ใยกล้ามเนื้อมีลายตามขวางและมีเยื่อหุ้มเซลล์เรียกว่า  ซาร์โคเลมมา 
(Sarcolemma) ซึ่งมีเนื้อเยื่อประสานหุ้มอีกชั้นหนึ่งเรียกว่า เอนโดไมเซียม (Endomysium) ใยของ
กลา้มเนือ้ลายมีนิวเคลียสหลายอนัอยู่ดา้นขา้งของเซลล์ เรียงตวักนัเป็นระยะตลอดแนวความยาว
ของเซลล ์แต่ละเซลลมี์ปลายประสาทมาเลีย้ง เพ่ือกระตุน้ให้เกิดการหดตัว ใยกล้ามเนือ้ลาย
ประกอบดว้ยเสน้ใยขนาดเล็กเรียกว่า ไมโอไฟบรลิ (Myofibril) แตล่ะไมโอไฟบรลิประกอบดว้ยฟิลา
เมนท ์(filament) ซึ่ง มี 2 ชนิด คือ  
 1.) ฟิลาเมนต์ชนิดหนา (Thick Filament) ประกอบด้วยโปรตีนซึ่ งเรียกว่า ไมโอซิน 
(Myosin) รวมตัวกันเป็นมัด โดยแต่ละมัดประกอบด้วยโมเลกุลของไมโอซินที่เกิดจากโปรตีน 2 สาย 
พันกันเป็นเกลียวตรงปลายสุดของแต่ละสายจะม้วนตัวเป็นก้อนกลมคล้ายตะขอ 
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 2.) ฟิลาเมนต์ชนิดบาง (Thin Filament) ประกอบด้วยโปรตีนซึ่งเรียกว่า แอกทิน (Actin) ที่
มีลักษณะเป็นก้อนกลม (Globular Actin Molecules) เรียงต่อกันเป็นสายยาวที่พันกันเป็นเกลียว 

 

ภาพ 3 ลักษณะของกล้ามเนื้อลาย (Striated Muscle muscle) 

ที่มา: http://www.6aming.com 

 

 

ภาพ 4 โครงสร้างของกล้ามเนื้อลาย (Striated Muscle muscle) 

ที่มา: http://www.6aming.com 

http://www.6aming.com/
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2.  การพัฒนาของระบบกล้ามเนื้อ (Development of the muscular system) 
 การเจริญของกล้ามเนื้อลาย เซลล์กล้ามเนื้อเจริญมาจาก mesoderm กล้ามเนื้อลาย เกือบ
ทั้งหมดร่างกายเจริญมาจาก myotome ของ somite และบางส่วนเจริญมาจาก bronchial arches 
ซึ่งเซลล์เริ่มต้นของเซลล์กล้ามเนื้อในระยะตัวอ่อน มีลักษณะเป็น mononucleated cell และรูป
กระสวย ที่มีการแบ่งตัวเรื่อย ๆ และต่อมา ส่วนต่าง ๆ ใน cytoplasm ของเซลล์จะเปลี่ยนไป มี 
myofibrillar protein ฟอร์มขึ้น หยุดการแบ่งตัวแบบ mitosis เซลล์นี้เรียกว่า “myoblast”  ต่อมา 
cytoplasm ของ myoblast ห ลายๆ เซลล์ จะมาเชื่ อมกัน  ได้ เป็ น  myotubule มี ลั กษ ณ ะ 
multinucleated และ nuclei เรียงตัวกันในลักษณะเป็นลูกไข่มี contractile filament ฟอร์มขึ้น 
คือ actin และ myosin เมื่อเซลล์เจริญขึ้น contractile filament จัดตัวกันเป็น banding (cross-
striated) และ nucleus ถูกเบียดไปอยู่ที่ขอบ กลายเป็น skeletal muscle fiber  ดังภาพที่ 6 
 

 

ภาพ 5 การพัฒนาของกล้ามเนื้อลาย 

ที่มา: http://www.6aming.com 
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ภาพ 6 การเจริญเติบโตของกล้ามเนื้อลาย 

ที่มา: https://basicmedicalkey.com/muscle-tissue-3/ 

 

3. การสูญเสียมวลของกล้ามเนื้อ 
การสูญเสียมวลของกล้ามเนื้อและมีความแข็งแรงของกล้ามเนื้อที่ลดลง  ซึ่งภาวะนี้ถือเป็น

กลุ่มอาการของผู้สูงอายุ (Geriatric Syndrome) ที่พบบ่อยถึง 1 ใน 3 ของผู้สูงอายุทั่วไป อาการของ
ผู้สูงอายุที่มีมวลกล้ามเนื้อน้อยการมีการลดลงของความแข็งแรงของ กล้ามเนื้อจึงถือว่าเป็นความผิด
ปกติของกล้ามเนื้อเริ่มแรกที่จะน า ไปสู่การเกิดภาวะกล้ามเนื้อพร่องได้ เกณฑ์ที่ใช้ในการวินิจฉัยภาวะ
กล้ามเนื้ อพร่องในเอเชียใช้ เกณฑ์ของ Asian Working Group for Sarcopenia (AWGS) โดย
ลักษณะส าคัญทางคลินิกของภาวะกล้ามเนื้อพร่อง ได้แก่ การลดลงของมวลกล้ามเนื้อ (Low muscle 
mass) ร่วมกับการลดลงของความแข็งแรงของกล้ามเนื้อ  (Muscle Strange) หรือการลดลงของ
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สมรรถภาพกาย (Physical performance) ความผิดปกติของกล้ามเนื้อส่งผลกระทบต่อผู้สูงอายุใน
หลายด้าน ได้แก่ ลุกนั่งล าบาก ทรงตัวไม่ดี หกล้มบ่อย ๆ น ้าหนักลดลงโดยไม่ตั้งใจ เพ่ิมความเสี่ยง
ของภาวะกระดูกหัก ภาวะเปราะบาง เหนื่อยง่ายจนจ ากัดความสามารถในการใช้ชีวิตประจ าวัน 
คุณภาพชีวิตลดลง อาจเกิดโรคซึมเศร้า เพ่ิมความเสี่ยงของการเสียชีวิตจากโรคแทรกซ้อนอ่ืน ๆ 
(Hirani V et al., 2015) เพราะความแข็งแรงและมวลกล้ามเนื้อฝ่อลงตามวัย ผู้สูงวัยหลายคนจึง
ประสบกับภาวะมวลกล้ามเนื้อน้อยที่อาจส่งผลต่อการใช้ชีวิตประจ าวันได้  โดยทั่วไปคนเราจะมีมวล
กล้ามเนื้อสูงที่สุด (Peak Muscle Mass) ที่ช่วงอายุ 30-40 ปี หลังจากอายุ 40 ปี มวลกล้ามเนื้อก็จะ
เริ่มลดลงร้อยละ 1-2 ต่อปี ในช่วงแรกอาจจะยังไม่เห็นถึงความเปลี่ยนแปลง แต่เมื่อหลังอายุ 50-60 
ปี ความแข็งแรงของกล้ามเนื้อก็จะลดลงด้วย และลดลงเร็วขึ้นตามอายุที่เพ่ิมขึ้น จนเริ่มมีผลกระทบ
ต่อการใช้ชีวิตประจ าวันหลังอายุ 65 ปี   
 กล้ามเนื้อถือเป็นอวัยวะที่มีขนาดใหญ่ที่สุดของร่างกาย (Preedy. et al, 2001) และการที่
เกิดการสูญเสียมวลกล้ามเนื้อและความแข็งแรงของกล้ามเนื้อนั้นมีความเกี่ยวข้องกับอายุ ดังภาพที่ 
10 ซึ่งเป็นกระบวนการหนึ่งของการเกิดความชราภาพที่หลีกเลี่ยงไม่ได้ หลังจากอายุ 50 ปีไปแล้วจะ
เกิดการลดลงของมวลกล้ามเนื้อในอัตรา 1-2 % ต่อปี (Haeling. et al, 2010) การสูญเสียมวล
กล้ามเนื้อและความแข็งแรงของกล้ามเนื้อที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะทางกายภาพซึ่งอาจน าไปสู่การ
มีคุณภาพชีวิตที่ย ่าแย่ในเรื่องของการเคลื่อนไหวและการขยับร่างกายนอกจากนี้อาจน าไปสู่การ
เสียชีวิตได้ (Santilli. et al, 2014) ซึ่งสาเหตุของการเกิดภาวะมวลกล้ามเนื้อลดลงมีหลายสาเหตุ เช่น 
ความบกพร่องในการท างานของระบบประสาทสั่งการ (motor neuron) (Brown. et al, 1972), 
ก า รล ด ล งข อ งแ อ น น าบ อ ลิ ก ฮ อ ร์ โม น  (anabolic hormones) เช่ น  growth hormone, 
testosterone และestrogen (Gendersen. et al, 1998), ไมโทรคอนเดียในเซลล์กล้ามเนื้อสูญเสีย
การท างาน (Matthew L. et al, 2012) รวมไปถึงการเกิดการสะสมของอนุมูลอิสระ (Reactive 
oxygen species: ROS) (Pansaras. et al, 1999) ซึ่งเมื่ออายุเพ่ิมขึ้นจะเกิดการผลิต ROS เพ่ิมขึ้นมี
ผลท าให้เกิดการสูญเสียการท างานของไมโทรคอนเดีย (mitochondria) ซึ่งส่งผลเสียต่อการท างาน
ของกล้ามเนื้อ (Miquel J. et al,1993 and Hunt. et al, 1998) 
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ภาพ 7การลดลงของมวลกล้ามเน้ือเมื่ออายุเพ่ิมมากขึ้น 

ที่มา: http://fightsarcopenia.com/lbm-loss 

 

Mitochondria เป็นออร์แกเนลล์ที่จ าเป็นซึ่งสร้างพลังงานส่วนใหญ่ที่ร่างกายมนุษย์ต้องการ 
ในรูปแบบของ adenosine triphosphate (ATP)  นอกจากนี้ไมโตคอนเดรียยังมีบทบาทในการ
ควบคุม reactive oxygen species (ROS) และการควบคุมการส่งสัญญาณภายในเซลล์ การตายของ
เซลล์และกระบวนการเมตาบอลิซึม ไมโตคอนเดรียยังมี DNA (mtDNA) ของตัวเองซึ่งเข้ารหัสโปรตีน
ต่างๆ และเกี่ยวข้องกับห่วงโซ่การขนส่งอิเล็กตรอนซึ่งเป็นเครื่องจักรที่ส าคัญส าหรับการผลิต ATP ซึ่ง
เป็นกระบวนการประสานงานที่ซับซ้อนที่เกี่ยวข้องทรานสคลิปชั่น  เป็นที่รับรู้ว่าโปรตีนที่ส าคัญคือ 

PGC-1α และ PGC-1β  

peroxisome-proliferator-activated receptor γ coactivator 1α (PGC-1α) เป็ นตั ว
ควบคุมหลักของ mitochondrial biogenesis นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่าการแสดงออกของยีน 

PGC-1α เกิดจากการออกก าลังกายและการกระตุ้นทางเคมีของ AMPK ในกล้ามเนื้อโครงร่าง ( 
Jäger et al., 2007 ) AMPK สามารถเพ่ิมระดับของ NAD + ซึ่งส่งผลให้ SIRT1 กระตุ้น SIRT1 

deacetylates PGC-1α ดังนั้นจึงส่งเสริมการสร้าง mitochondrial biogenesis และในอีกทางของ 

PGC-1α เกี่ยวข้องกับ MFN2 ในกลไกของการกระตุ้นการ mitochondrial biogenesis เกิดการ
รวมตัวกันของไมโตคอนเดรียล Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD +) และ form 
(NADH) เป็นตัวควบคุมที่ส าคัญของรีดอกซ์ภายในเซลล์ สภาวะสมดุลการเผาผลาญพลังงานและการ
ส่งสัญญาณจ านวนมาก pathway NAD + สามารถสังเคราะห์สร้างขึ้นโดยการแปลงของ NADH โดย
เอนไซม์เช่น NAD (P) H: quinone oxidoreductase 1 (NQO1) NAD + ยังท าหน้าที่เป็นร่วมกันใน
หลายด้าน NAD + ที่มีการน าไปใช้  เช่น  sirtuins (SIRT1-7), poly (ADPribose) พอลิ เมอเรส 
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(PARPs) และการสังเคราะห์ ADP-ribose แบบไซคลิก ซึ่งระดับเซลล์ NAD + จะมีการลดลงเมื่อมีโรค
ที่เก่ียวข้อง, มีความผิดปกติของยีนหรือมีอายุเพิ่มมากขึ้น  

SIRT1 ถือเป็นยีน "อายุยืน" ที่เกี่ยวข้องกับ deacetylation ของโปรตีนซึ่งเป็นลักษณะแรกที่
ส าคัญ ควบคุมช่วงชีวิตในสิ่งมีชีวิต และในยูคาริโอต (ลองโกและเคนเนดี, 2549) SIRT1 เกี่ยวข้องกับ
การยืดอายุขัยของเซลล์มนุษย์  (Michishita et al., 2005) เกี่ยวข้องกับ co-transcriptional / 

epigenetic และการเติบโตอย่างต่อเนื่อง รวมถึง PGC-1α เป็นศูนย์กลางตัวควบคุม Mitochondrial 
biogenesis SIRT1 มีอิทธิพลต่อกระบวนการมากมายที่ มีความส าคัญต่อการมีชีวิตของเซลล์ เช่นการ 
gene silencing หรือการกระตุ้น การตายของเซลล์ , ความต้านทานต่อความเครียด , ความชรา, 
สมดุลพลังงานและไขมัน และการเผาผลาญกลูโคส ยีน Sirtuins เป็นยีนหลักในการควบคุมความแก่
และป้องกันโรคภัย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง SIRT1ดังนั้น จึงมุ่งเน้นที่จะกระตุ้นการท างานของ SIRT1 โดย
มีการศึกษาก่อนหน้านี้  พบว่า Resveratrol (ที่มีอยู่ในไวน์แดง) สามารถกระตุ้น Sirt1 มีการวิจัย
เพ่ิมเติมและค้นพบว่า NAD+ มีความส าคัญในการควบคุมและกระตุ้น SIRT1 อีกทีหนึ่ง และ NAD+ 
นั้น จะลดจ านวนลงเหลือครึ่งหนึ่งเมื่ออายุเพิ่มขึ้น 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 8 Path way การควบคุมและกระตุ้น Sirt1 

ที่มา; https://doi.org/10.4068/cmj.2010.46.2.67 
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4.  Arthrospira platensis 
สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส (Arthrospira platensis, A. platensis) หรือสาหร่าย

เกลียวทอง เป็นสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน (Cyanobacteria) อยู่ในวงศ์  Oscillatoraceae และมี
ความสามารถในการสังเคราะห์แสง มีลักษณะเป็นเกลียว มีเซลล์หลายเซลล์ เป็นสาหร่ายขนาดเล็ก  
มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.1 mm มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว ดังภาพที่ 9 สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า 
พลาเท็นซิสเกิดขึ้นตามธรรมชาติในทะเลสาบเขตร้อนและกึ่งเขตร้อนที่มีค่า  pH สูงซึ่งมีค่าความเป็น
ด่างเท่ากับ 8.5-11.0  และมีความเข้มข้นของคาร์บอเนตและไบคาร์บอเนตสูง  Arthrospira 
platensis (Spirulina platensis) พบในแอฟริกา เอเชียและอเมริกาใต้  ขณะที่  Arthrospira 
maxima (Spirulina maxima) จ ากัดอยู่แต่เฉพาะในอเมริกา มีการใช้คาร์บอน และไนโตรเจนเป็น
สารอาหารหลักในการเจริญเติบโตซึ่งแหล่งคาร์บอนที่น ามาใช้อาจมาจากคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2) 
หรือจากโซเดียมไบคาร์บอนเน็ต (NaHCO3) ซึ่งในปัจจุบันนิยมเลี้ยงสาหร่ายโดยใช้สูตรอาหาร 
Zarrouk (Zarrouk, 1966) 
 

ตาราง 1 องค์ประกอบทางเคมีของสาหร่าย S. platensis และ S. maxima 

สาหร่าย 
ร้อยละของน า้หนักแห้ง (%) 

น า้ เถ้า ไขมัน เส้นใย คารโ์บไฮเด
รด 

โปรตนี 

S. 
platensis 

6-10 4-5 9-14 3-8 10-18 56-77 

S. maxima 4-7 6-9 4 1 8-13 60-71 

ท่ีมา: Ciferri et al., 1983 

 

สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า  พลาเท็นซิส  ได้ รับการรับรองจาก  FDA (Food and Drug 
Administration) ว่าไม่เป็นพิษต่อมนุษย์  และสามารถใช้เป็นอาหารเสริมในมนุษย์ได้อย่างถูก
กฎหมาย ซึ่งสาหร่ายชนิดนี้มีมูลค่าทางการค้าขนาดใหญ่ เป็นแหล่งอาหารที่มีปริมาณโปรตีนสูง มีช่วง
ระหว่าง 50-70% ของน ้าหนักแห้ง (Kissoudi et al., 2018). มีกรดอะมิโนมากถึง 18 ชนิด ซึ่งโปรตีน
มีปริมาณสูงกว่าเนื้อสัตว์ มีวิตามินที่มีคุณค่าต่าง ๆ มากมาย และยังอุดมไปด้วยสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพอันโดดเด่นที่ช่วยในการส่งเสริมสุขภาพ ไม่ว่าจะเป็นกรดไขมัน γ-linolenic acid (GLA)  
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(Sajilata, M.G., Singhal et al, 2008), สาร Antioxidant β-carotene (Wang et al, 2007) และ 
PC (Kumar et al, 2014)  นอกจากนี้ยังมีผนังเซลล์ที่นิ่ม อ่อนบาง จึงดูดซึมและย่อยง่ายกว่าสาหร่าย
สีเขียวแกมน ้าเงินชนิดอ่ืน ๆ และยังได้รับการยอมรับในวงการแพทย์ว่ามีคุณค่าทางโภชนาการที่ดี  
เป็นแหล่งอาหารเพื่อสุขภาพ เพ่ิมภูมิคุ้มกันและฟ้ืนฟูระบบการท างานของร่างกายส่งเสริมให้สุขภาพดี
ขึ้น สาหร่ายสีน ้าเงินแกมเขียวจะถูกใช้เป็นแหล่งที่มาของโปรตีน , วิตามิน B และเหล็ก ยังใช้ส าหรับ
การลดน ้าหนัก, โรคสมาธิสั้น-สมาธิสั้น (ADHD), เบาหวาน, ความเครียดความเหนื่อยล้าความวิตก
กังวลซึมเศร้าและโรค premenstrual (PMS) เป็นต้น ยังใช้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และยังมีใน
รูปแบบเม็ด เกล็ด และผง การใช้ประโยชน์โดยมนุษย์ (Vonshak, 1997). สามารถท าเป็นผลิตภัณฑ์
เสริมอาหาร (Ciferri, 1983).  
 สาหร่ายเกลียวทองเป็นที่รู้จักกันอย่างกว้างขวางว่าเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารในปัจจุบัน แต่
มีความหลากหลายของการใช้งานที่เป็นไปได้อ่ืน ๆ ส าหรับไซยาโนแบคทีเรียนี้ ตัวอย่างเช่น น ามาใช้
ในทางการแพทย์ส าหรับผู้ป่วยที่มีปัญหาในการเคี้ยวหรือกลืนอาห าร (Adiba et al., 2008). 
นอกจากนี้พบว่ามีแนวโน้มผลในการรักษาโรคมะเร็งบางชนิดโรคภูมิแพ้และโรคโลหิตจางเช่นเดียวกับ
ตับเป็นพิษและโรคหลอดเลือด (Asghari et al., 2016). นอกจากนี้ยังเป็นอาหารสัตว์ที่ท าให้สัตว์มี
สุขภาพดี 

 

ภาพ 9 Arthrospira platensis 

ที่มา; https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Arthrospira_platensis 
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ตาราง 2 คุณค่าทางโภชนาการของสาหร่าย S. platensis (ส่วนประกอบ 100 กรัมของ

น ้าหนักแห้ง) 

ส่วนประกอบ 100 กรัมของน ้าหนักแห้ง) 

Component Value Level 

Moisture content 6-7 g 

Protein 60-70 g 

Fatty acid 4-5 g 

Carbohydrate 15-18 g 

Chlorophyll 1-2 g 

Mixed carotenoid 350-450 mg 

Beta carotene 180-190 mg 

Phycocyanin 8-12 mg 

GLA 1-2 mg 

Calcium 400-600 mg 

Iron 50-100 mg 

Potassium 200-2000 mg 

Magnesium 200-300 mg 

Zinc 1.0-2.0 mg 

Vitamin A1 100-200 mg 
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Vitamin B1 1.5-4.0 mg 

Vitamin B2 3.0-5.0 mg 

Vitamin B6 0.5-0.7 mg 

Vitamin B12 0.05-2.0 mg 

Vitamin E 5.0-20 mg 

ท่ีมา: Choopani et al., 2016 

 

5. Phycocyanin 
Phycobiliproteins มีคุณสมบัติเป็นสารเรืองแสง และยังมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ 

สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยากับ reactive oxygen species ต่อต้านออกซิเจนได้  (ROS) เนื่องจาก
โครงสร้างทางเคมี และคุณสมบัติของคีเลตซึ่งช่วยลดความเครียดออกซิเดชัน (Roy et al., 2007; 
Rodriguez-Sanchez et al., 2012) โดยพบมากที่สุดคือไฟโคไบลิโปรตีน   (Phycobiliproteins) 
โดยมีปริมาณมากถึง 14-16% ของน ้าหนักแห้ง ซึ่งประกอบไปด้วย 3 ชนิดที่มีความแตกต่างกันด้าน
สมบัติของสเปกตรัมการดูดกลืนคลื่นแสง C-phycocyanin (C-PC:  610-620 nm), phycoerythrin 
(PE: 540-570 nm), และ allophycocyanin (APC: 650-655 นาโนเมตร) (Lee et al., 2017) ท า
ให้เกิดสีของรงควัตถุ โดยอัลโลไฟโคไซยานิน (Allophycocyanin: APC) มีสีฟ้าอมเขียว ไฟโคอิริทริน 
(Phycoerythrin: PE) มีรงควัตถุสีแดง  และซีไฟโคไซยานิน (C-Phycocyanin: CPC) ให้รงควัตถุสีฟ้า 
ซึ่งมีคุณสมบัติเรืองแสงได้ ละลายได้ดีในน ้า และมีมูลค่าสูง ซึ่งปัจจุบันถูกน ามาประยุกต์ใช้ในด้าน
การแพทย์อย่างแพร่หลาย (Kamble et al., 2013) โดยการจัดเรียงตัวของไฟโคไบลิโปรตีนทั้ง 3 
ชนิด บนโครงสร้างไฟโคไบลิโซมมีลักษณะดังภาพ 8 ซึ่งส าหรับสาหร่าย A. platensis พบเฉพาะไฟโค
ไซยานิน และอัลโลไฟโคไซยานิน (Padyana et al., 2001) 
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ภาพ 10 แบบจ าลองการจัดเรียงตัวของไฟโคบิลิโซม (a) แสดงการเช่ือมต่อระหว่างไฟโคบิ

ลิโซมกับเยื่อหุ้มไทลาคอยด์ และ (b) แสดงต าแหน่งการจัดเรียงตัวของ 3 องค์ประกอบ

หลักในไฟโคบิลิโซม 

ท่ีมา; Padyana et al., 2001 

 

ไฟโคไซยานิน  (Phycocyanin : PC) เป็นสารประกอบประเภทโปรตีนที่ มี รงควัตถุ  
(Chromophore) เกาะอยู่บนโมเลกุล ซึ่ งสามารถสกัดได้จาก Cyanobacteria เช่น Spirulina 
platensis ซึ่งถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในเชิงพาณิ ชย์ในด้านผลิตภัณฑ์เกี่ยวกับอาหาร และ
เครื่องส าอาง โดยไฟโคไซยานินเป็นสารที่มีสีฟ้าธรรมชาติ ซึ่งในปัจจุบันถูกน ามาประยุกต์ใช้อย่าง
แพร่หลาย ยกตัวอย่างเช่น ด้านการแพทย์ โดยน ามาประยุกต์ใช้ในด้านการออกฤทธิ์ต่อการสมานแผล 
การป้องกันโรคตับจากพิษ ป้องกันผิวหนังจาก Oxidative stress และการป้องกันเซลล์ประสาทจาก
ภาวะสมองขาดเลือด เป็นต้น เนื่องจากคุณสมบัติในการเรืองแสง (Fluorescence properties) จึง
ถูกน ามาใช้งานในด้านการวินิจฉัยโรคด้วยโมเลกุล และผลิตเป็นยารักษาโรคอีกหลายชนิด (Kissoudi 
et al., 2017) รวมถึงยังมีการพัฒนาไปเป็นอุตสาหกรรมประเภทอาหารเสริม อาหารบ ารุงร่างกาย
ชนิดต่าง ๆ และยังมีการน ามาใช้เป็นส่วนประกอบในการผลิตอาหารมนุษย์  และสัตว์อีกด้วย 
Phycocyanins มีมวลโมเลกุล 140-210 kDa การดูดกลืนแสงสูงสุดส าหรับ C-PC อยู่ระหว่าง 610 
ถึง 620 นาโนเมตรและ C-PC มักมีสีน ้ าเงินโคบอลต์สี เข้ม C-PC ใช้ไม่เพียง แต่เป็นส่วนผสม
สารอาหารและสีย้อมตามธรรมชาติส าหรับอาหารและเครื่องส าอาง  (Rossano et al., 2003; 
Roman et al., 2002)  แต่ยังใช้ในการวินิจฉัยการวิจัยทางชีวการแพทย์และการบ าบัดโรคเป็นไปได้  
ความบริสุทธิ์ของ C-PC โดยทั่วไปมีการประเมินโดยใช้อัตราส่วนการดูดกลืนแสงของ A 620 / A280 

(a) 

(b) 
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ในปัจจุบัน Phycocyanin มีมูลค่าทางการค้าสูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีความบริสุทธิ์สูง เนื่องจาก
กระบวนการแยกและการท าให้บริสุทธิ์มีต้นทุนสูง ราคาของ C-PC อยู่ที่ประมาณ 10-50 เหรียญ
สหรัฐต่อมิลลิกรัม และราคาเกรดอาหาร C-PC อยู่ที่ประมาณ 1-5 เหรียญสหรัฐต่อกรัม  (Kuddus  
et al., 2012 and Kannaujiya et al., 2016) ซึ่งความบริสุทธิ์ในช่วง 0.7 ถือว่าเป็นเกรดอาหาร ช่วง 
3.9 เป็นเกรดห้องปฎิบัติการ และมากกว่า 4.0 เป็นเกรดวิเคราะห์ ส าหรับการพัฒนาส าหรับการแยก 
และการท าให้บริสุทธิ์ของ C-PC สามารถท าได้ด้วยวิธีการหลายวิธีการ เช่น การหดตัวของความ
หนาแน่น การตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต วิธีโครมาโตกราฟี และการสกัดแบบสองขั้นตอนในน ้า 

 

 

ภาพ 11 Phycocyanin 

ที่มา; https://henchbiotech.en.made-in-china.com/ 

 

6. 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) อนุมูลอิสระที่มีความสามารถในการ 
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
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ของ free radical เสมอ (Lockwood. et al, 2007)ROS ถือเป็นสารอันตรายที่มีต้นเหตุมาจาก
ปัจจัยภายนอก เช่น รังสี UV หรือสารพิษต่าง ๆ ที่เข้าสู่ร่างกาย และปัจจัยภายในซึ่งก็คือ ความ
ผิดพลาดของกิจกรรมภายในเซลล์  โดยในกรณีของเซลล์กล้ามเนื้อ ROS เริ่มต้นจากการท างาน
ผิดพลาดของ ไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) หรือแหล่งก าเนิดพลังงานภายในเซลล์ท าให้เกิด 
Superoxide หนึ่งใน ROS ซึ่งหากไม่ได้รับการควบคุม ก็จะส่งผลลุกลามให้เกิด ROS ตัวอ่ืน ๆ ต่อไป 
(Steinbacher & Eckl, 2015) การสะสมของ ROS ในระดับต ่ามีผลดีก็คือ ช่วยกระตุ้นการสร้างเซลล์
กล้ามเนื้อ แต่ทว่าการออกก าลังอย่างหนักและเป็นเวลานานจะท าให้ระดับ ROS เพ่ิมสูงกว่าจุดที่
ร่ า งกายจะควบ คุ ม ได้  (Clanton et al., 1999; Powers & Jackson, 2008; Supinski, 1998) 
นอกจากนี้ ROS สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่จนเกิดเป็นผลกระทบต่อเนื่องไม่ว่าจะเป็น 
Lipid peroxidation, Protein Oxidation หรือ DNA oxidation (Kondo et al., 1994) และยิ่งไป
กว่านั้น ROS ยังเป็นต้นเหตุให้เกิดการสลายของกล้ามเนื้อผ่านการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ย่อย
สลายโปรตีน อย่างเช่น Calpain และเอนไซม์ Caspase-3 ซึ่งมีส่วนส าคัญในกระบวนการตายของ
เซลล์ (Apoptosis) (Du et al, 2004; Powers et al, 2007) 

ROS เกิดข้ึนได้จากหลายสาเหตุ ซึ่งสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 แหล่งที่แตกต่างกันดังนี้  

 1. ปัจจัยภายในร่างกาย (Endogenous Sources) ROS จะเกิดขึ้นจากกระบวนการต่าง ๆ
ของร่างกายผ่านกระบวนการสร้าง ATP โดย O2 จะเปลี่ยนไปเป็น H2O โดยปกติร่างกายของมนุษย์
จะต้องการ ATP วันละ 300 mol ซึ่งจะได้จากการใช้ O2 จ านวน 100 mol ซ่ึง ROS ที่ เกิดขึ้นนั้นจะ
ถูกเปลี่ยนให้กลายเป็นน ้าโดยผ่านเอนไซม์และบางขั้นตอนก็ผ่านปฏิกิริยาโดยไม่ใช้เอนไซม์  นอกจาก
การสร้างพลังงานแล้ว ในกลไกป้องกันตัวเองของร่างกายเมื่อสิ่งแปลกปลอม (pathogen) เข้าสู่
ร่างกายจะเกิดการสร้าง ROS ขึ้นมาได้ เช่นกัน โดยเรียกปรากฏการณ์นี้ว่า oxidative burst เมื่อ
เซลล์เม็ดเลือดขาวเช่น macrophage และ leukocyte ถูกกระตุ้น โดยสิ่งเร้าต่าง ๆ จะมีการสร้าง 
O2• -  ขึ้นผ่านทาง NADPH oxidase โมเลกุล O2• - ที่เกิดข้ึนจะเปลี่ยนต่อไปเป็น H2O2 และเกิด เป็น 
hypochlorite (HOCl) ในที่สุด (Nimse. and Pal., 2015)  
 2. ปัจจัยภายนอกร่างกาย (Exogenous Sources) ปัจจัยจากสิ่งแวดล้อมมีส่วนอย่างมากใน
การกระตุ้นให้เกิด ROS โดยเฉพาะอย่างยิ่งรังสีต่าง ๆ เช่น UV, X- ray, Gamma ray โดยรังสีเหล่านี้
จะกระตุ้นให้ น ้าเปลี่ยนไปเป็น hydroxyl radical หรือแม้แต่มลภาวะทางเคมีเช่น paraquat จะ
กระตุ้นให้เกิด peroxide หรือ ozone สารพวก quinones และ nitroaromatics ก็ท าให้เกิด 
superoxide ได ้(Nimse & Pal, 2015)  
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ตาราง 3 ตัวอย่างของ RS โดยแบ่งประเภทตามโมเลกุลท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยา oxidation 

และแบ่งย่อยโดยลักษณะของการ เป็น radical ของโมเลกุล 

 

 ที่มา: Lockwood B. et al, 2007 

 

7. L6 skeletal muscle cell 
L6 skeletal muscle cell ที่ใช้ในการทดลองได้มาจากหนูสายพันธุ์ Rattus norvegicus เป็น

เนื้อเยื่อชนิดกล้ามเนื้อลาย (skeletal muscle) ซึ่งมีลักษณะเป็นเซลล์ชนิด myoblast ดังภาพที่ 12 
โดยในการเพาะเลี้ยงจะท าการเหนี่ยวน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงให้เป็น myotube ที่มีลักษณะเป็น
เส้นใยและมีนิวเคลียสหลายนิวเคลียส ดังภาพที่ 13 และได้การรองรับความปลอดภัยทางชีวภาพตาม
หลักเกณฑ์ของ U.S. Public Health Service Guidelines 
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ภาพ 12 L6 myoblast cell 

ท่ีมา: https://www.atcc.org 

 

 

ภาพ 13 การ differentiation จากเซลล ์L6 myoblast cell เป็น myotube cell 

ท่ีมา: http://dev.biologists.org 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

1. การเลี้ยงเซลล์สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส 
อาหารเลี้ยงเซลล์สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส ในขวดขนาด 1 L โดยใช้สูตรอาหาร 

Zarrouk’s media ดังตารางที ่4 

ตาราง 4 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) 

โดยเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ที่ไม่มี NaHCO3 ซึ่งค านวณความเข้มข้นเริ่มต้นของสาหร่าย
ด้วยการวัดดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร (OD560) โดยให้มีค่าความหนาแน่นของ
เซลล์ (Optical density: OD) เริ่มต้น 0.3±0.50 โดยการค านวณหาน ้าหนักแห้ง (Dry biomass; g/l) 
[Biomass (g/L) = OD560 nm - 0.0527/1.4531] เมื่อครบก าหนด ท าการเก็บตัวอย่างสาหร่ายใช้
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ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) ด้วยกระดาษกรองที่มีรูขนาด 37 ไมโครเมตรเพ่ือเก็บเซลล์น าไป
สกัดขั้นต่อไป 

2. การสกัดสารจากสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส 
2.1 การแตกเซลล์ด้วยการแช่เยือกแข็งละลาย (Freeze thaw) 

ตัวอย่างเซลล์สาหร่ายในอาหารสูตร Zarrouk’s media ที่ไม่มี NaHCO3 น ามากรองโดยใช้

ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) และบ่มไว้ในน ้ากลั่นเย็นในสภาวะไร้แสง โดยน าไปแช่เยือกแข็งที่

อุณหภูมิ -20 ◦C เป็นเวลา 5 ชั่วโมง และละลายน ้าแข็งที่อุณหภูมิห้องนาน 16-18 ชั่วโมง จากนั้น

น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย ด้วยความเร็ว 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 25 ˚C เป็นเวลา 20 นาที แยกส่วน

สารละลาย และตะกอนสาหร่าย น าส่วนสารละลาย (Supernatant) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เครื่อง UV-Spectrophotometer โดยวัดที่ความยาวคลื่น  280, 465, 620, 652 และ 665 nm 

จากนัน้ค านวณปริมาณ Phycocyanin ทั้งหมด โดยใช้สูตร (Patel et al., 2005) ด้วยสมการ  

ปริมาณ Phycocyanin (mg/ml) = [A620 - 0.474 (A652)]/ 5.34   

ความบริสุทธิ์ = A620/A280 

2.2 การแตกเซลล์ด้วยการแช่เยือกแข็งละลาย (Freeze thaw) และการตกตะกอนด้วย 
Ammonium sulphate 
โดยน าส่วนของเหลวสีฟ้าที่ได้จากขั้นตอน 2.1 ที่ได้จากการสกัดด้วยการแช่เยือกแข็งละลาย 

เติม 10% Ammonium sulphate จากนั้นน าสารละลายที่ได้เก็บไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 

◦C และน าไปปั่นเหวี่ยงที่  5,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที แยกส่วนตะกอนคลอโรฟิลล์ออกส่วน
ของเหลวที่ได้ไปผ่านคอลัมน์  DEAD-Sephadex G-25 โดย คอลัมน์จะถูกปรับสมดุลก่อนด้วย
บัฟเฟอร์ Sodium phosphate buffer 0.005 mM (pH 7) และล้างด้วยบัฟเฟอร์เดียว จากนั้นน า
ส่วนสารละลายที่ได้หลังผ่านคอลัมน์ เติม 50% Ammonium sulphate (%Saturation) จากนั้นน า

สารละลายที่ได้เก็บไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 ◦C และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นท าการแยกส่วนสารละลาย และตะกอน น าส่วนตะกอนที่ได้ไปท าบริสุทธิ์ใน
ขั้นตอนต่อไป 

การท าบริสุทธิ์ผ่านคอลัมน์ DEAD-Sephadex G-25 ส่วนของเหลวตะกอนที่ได้ ไปผ่านคอลัมน์ 
DEAD-Sephadex G-25 คอลัมน์ ถูกปรับสมดุลก่อนด้วยบัฟเฟอร์ Sodium phosphate buffer 
0.005 M (pH 7) และล้างคอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์เดียวกันที่อัตราการไหล (อัตราการไหล 2 ml/นาที) 
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น าส่วนสารละลาย (Supernatant) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-Spectrophotometer 
โดยวัดที่ความยาวคลื่น 280, 465, 620, 652 และ 665 nm  

2.3 น ามาสกัดโดยใช้โซนิเคเตอร์ 
ตัวอย่างเซลล์สาหร่ายในอาหารสูตร Zarrouk’s media ที่ไม่มี NaHCO3 น ามากรองโดยใช้ปั๊ม

สุญญากาศน าเซลล์สาหร่ายท าการแตกเซลล์โดยใช้โซนิเคเตอร์บนน ้าแข็ง ที่แอมพลิจูด 60%, 5s/5s 
pulse 3 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วย ด้วยความเร็ว 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 25 ˚C เป็นเวลา 20 
นาที แยกส่วนสารละลาย และตะกอนสาหร่าย น าส่วนสารละลาย (Supernatant) ไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-Spectrophotometer โดยวัดที่ความยาวคลื่น 280, 465, 620, 652 
และ 665 nm จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้ท าการ Freeze dry ให้ได้เป็นสารสกัดเป็นผงที่แห้งเพ่ือน าไปใช้
ต่อไป 
3. ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DPPH Assay 

DPPH Assay วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน (antioxidant) ซึ่งใช้ 
reagent คือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl DPPH เป็น stable radical ในตัวท าละลายเมทา
นอล (methanol) สารละลายนี้มีสีม่วง ซึ่งดูดกลืนแสงได้ดีที่ความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร 
(nm) ด้วยเครื่อง UV-VIS spectrophotometer เพ่ือหาความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ด าเนินการทดสอบฤทธิ์การต้านสารอนุมูลอิสระด้วยการทดสอบ 
DPPH assay ในระดับหลอดทดลองของสารสกัดจากสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส ทั้ง 3 ชนิด 
ที่ความเข้มข้น 100, 500, 1,000, 1,500, 2,000 µg/ml โดยเริ่มจาก reagent คือ 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl DPPH เป็น stable radical ในตัวท าละลายเมทานอล (methanol) สารละลายนี้มี
สี ม่ ว ง  ซึ่ งดู ดกลื น แส งได้ ดี ที่ ค วามยาวคลื่ น  517  น าโน เมตร (nm) ด้ วย เครื่ อ ง  UV-VIS 
spectrophotometer เพ่ือหาความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
(Seo, Y. et al., 2013). โดยใช้อัตราส่วนสารละลาย DPPH 190 µl ต่อ 10 µl ตัวอย่าง ท าการบ่มที่
อุณหูมิห้อง 30 นาทีแล้วท าการวัดที่ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร (OD517) 
  %Radical Scavenging = [ (AB - AA) / AB] x100 

  เมื่อ AA = ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารตัวอย่างผสมกับ DPPH 

  AB = ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารละลาย DPPH 

4. ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการอยู่รอดและความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเนื้อ 
การเพาะเลี้ยงเซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 ท าการ seed cell 1000 cell/well 96 well plate ใน

อาหาร 10% FBS complete media (1X DMEM, 10% FBS, 1% Antibiotic) โดยเลี้ยงในสภาวะ



 25 

ที่เหมาะสม (5% CO2, อุณหภูมิ 37 °C) จนกระทั่งเซลล์เจริญเติบโตและมี %Confluent ประมาณ 
60-80% เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเพ่ือให้เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 differentiate เป็นเซลล์
กล้ามเนื้อโดยท าการเปลี่ยนอาหาร การลดปริมาณอาหารจาก 10% FBS complete media เป็น 
2% ท าการ differentiation โดยใช้ complete media ที่มี 2% FBS เพ่ือให้เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 
differentiate เป็นเซลล์กล้ามเนื้อ เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กล้ามเนื้อและมีความ
หนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 90-100% จะท าการ treat สารสกัด 3 แบบ สารสกัดที่ได้จากวิธีโซนิเคชั่น 
(SC), สารสกัดที่ได้จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze thaw (FT) และตกตะกอนด้วย Ammonium 
sulphate ท าบริสุทธิ์ผ่านคอลัมน์ DEAD-Sephadex G-25 (ASE)  ทดสอบที่ความเข้มข้นของสาร
สกัดที่ 25, 50, 75, 100, 125, 150, 250, 500, 750, 1000, 1250 และ 1500 ug/ml ดูอัตราการ
รอดชีวิตและความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี  Crystal violet assay เมื่อท าการ treat สารครบเป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท าการย้อมเซลล์ด้วยวิธี Crystal violet assay โดยการน าอาหารและสารที่
เติมลงไปออกและล้างเซลล์ด้วย PBS buffer และท าการเติมสาร Crystal violet 0.5% w/v 50 
ul/well ทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที และท าการล้างด้วยวิธี Crystal violet assay ออกด้วยการ rinse 
น าประปา เพ่ือล้างสี Crystal violet ส่วนที่ไม่ติดกับเซลล์ออกและท าให้แห้งโดยซับน ้าออก จากนั้น
ท าการเติม 100% DMSO 200 ul/well เป็นตัวท าละลาย Crystal violet ที่ย้อมติดเซลล์ และท า
การวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 590 นาโนเมตร 
5. ทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DCHF Da Assay 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 ท าการ seed cell 1000 cell/well 96 well plate 
การ treat สารสกัดทั้ง 3 แบบ ที่ความเข้มข้นของสารสกัดท่ี 25, 50, 75, 100, 125, 150, 250, 500, 
750, 1000, 1250 และ 1500 ug/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และบ่มด้วย 2 uM CM-H2DCFDA เป็น

เวลา 30 นาทีที่ 37◦C  หลังจากการแพร่กระจายไปยังเซลล์ DCFH-DA จะถูก deacetylated โดย 
esterase ของเซลล์ไปยังสารประกอบที่ไม่ใช่ฟลูออเรสเซนต์ซึ่งจะถูกออกซิไดซ์โดย ROS เป็น 2 ', 7' 
- dichlorofluorescein (DCF) DCF เป็นสารประกอบที่มีฟลูออเรสเซนต์สูงซึ่งสามารถตรวจจับได้
ด้วยการตรวจด้วยแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่ 495 nm / 529 nm  
6. ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการฟื้นฟูเซลล์หลังจากการเกิด oxidative stress ในเซลล์

กล้ามเนื้อ (%Recovery) 
ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์กล้ามเนื้อ L6 ท าการ seed cell 1000 cell/well 96 well plate ใน

อาหาร 10%FBS complete media จากนั้นเพ่ือให้เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 differentiate เป็นเซลล์
กล้ามเนื้อโดยท าการเปลี่ยนอาหาร การลดปริมาณอาหารจาก 10% FBS complete media เป็น 
2% FBS complete media เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กล้ามเนื้อและมีความ
หนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 90-100% จะท าการเปลี่ยนอาหารใหม่ เติม 2% FBS complete media 
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100 ul/well และเติม H2O2  1 mM 100 ul/well เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดท าการ
น าอาหารและ H2O2  ออก และล้างล้างเซลล์ด้วย PBS buffer จากนั้นท าการเติม 2% FBS 
complete media และtreat สารสกัดทั้ง3 แบบ สารสกัดที่ได้จากวิธีโซนิเคชั่น (SC), สารสกัดที่ได้
จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze thaw (FT) และตกตะกอนด้วย Ammonium sulphate ท า
บริสุทธิ์ผ่านคอลัมน์ DEAD-Sephadex G-25 (ASE) ที่ความเข้มข้น 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 
250, 500, 750, 1000, 1250 และ 1500 ug/ml ดูอัตราการรอดชีวิตและความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วย
วิธี Crystal violet assay เมื่อท าการ treat สารครบเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท าการย้อมเซลล์ด้วย
วิธี Crystal violet assay โดยการน าอาหารและสารที่เติมลงไปออกและล้างเซลล์ด้วย PBS buffer 
และท าการเติมสาร Crystal violet 50 ul/well ทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที และท าการล้างด้วยวิธี  
Crystal violet assay ออกด้วยการล้างด้วยน ้าประปา เพ่ือล้างสี Crystal violet ส่วนที่ไม่ติดกับ
เซลล์ออกและท าให้แห้งโดยซับน ้าออก หลังจากนั้นท าการเติม 100% DMSO 200 ul/well เป็นตัว
ท าละลาย Crystal violet ที่ย้อมติดเซลล์ และท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 590 นาโนเมตร 
7. ศึกษารูปร่างของเซลล์จากการได้รับสารสกัดต่อการฟื้นฟูเซลล์หลังจากการเกิด oxidative 

stress ในเซลล์กล้ามเนื้อ 
ท าการย้อมเซลล์ด้วยวิธี Crystal violet assay โดยการน าอาหารและสารที่เติมลงไปออก

และล้างเซลล์ด้วย PBS buffer และท าการเติมสาร Crystal violet 50 ul/well ทิ้งไว้เป็นเวลา 10 
นาที และท าการล้างด้วยวิธี Crystal violet assay ออกด้วยการล้างน าประปา เพ่ือล้างสี Crystal 
violet ส่วนที่ไม่ติดกับเซลล์ออกและท าให้แห้งโดยซับน ้าออกและท าการศึกษารูปร่างของเซลล์
กล้ามเนื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ความขยาย 4x, 10x และ 40x เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบกับ Control 
8. การวัดปริมาณโปรตีน SIRT 1 โดย SIRT 1 Assay kit 

SIRT1 Activity Assay Kit วัดปริมาณการท างานของโปรตีน SIRT 1 (Seo. et al., 2018). 
ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์กล้ามเนื้อ L6 ท าการ seed cell 10000 cell/well 6 well plate ในอาหาร 
10% FBS complete media จากนั้น เพ่ือให้ เซลล์กล้ามเนื้ อหนู  L6 differentiate เป็น เซลล์
กล้ามเนื้อโดยท าการเปลี่ยนอาหาร การลดปริมาณอาหารจาก 10% FBS complete media เป็น 
2% FBS complete media เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กล้ามเนื้อและมีความ
หนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 90-100% จะท าการเปลี่ยนอาหารใหม่ เติม 2% FBS complete media 
100 ul/well และเติม H2O2  1 mM 1000 ul/well เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดท า
การน าอาหารและ H2O2  ออก และล้างล้างเซลล์ด้วย PBS buffer จากนั้นท าการเติม 2% FBS 
complete media และtreat สารสกัดทั้ง3 แบบ สารสกัดที่ได้จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze 
thaw (FT) และสารสกัดที่ได้จากวิธีโซนิเคชั่น (SC) ที่ความเข้มข้น 0, 75, 100, 150, 250 และ500 
ug/ml ในการเก็บเซลล์โดยการใช้สาร trypsin trypsinite cell และขูดเซลล์ออกจากเพลตด้วย 



 27 

scraper และล้างเซลล์ด้วย PBS เย็น เก็บบนน ้าแข็ง และน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาทีที่ 4 ° C  
ล้างเป็นจ านวน2 รอบ และจากนั้นท าการเติม RIPA buffer 100 ไปเปตให้เซลล์แตก และ vortex 
จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาทีที่ 4 ° C  และ Supernatant ที่เป็นเซลล์ lysate ที่ -20° C 
ก่อนท าการทดสอบท าการวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดด้วยวิธี Bradford assay  จากนั้นเติม reaction 
mixture ที่มี Fluoro-Substrate peptide solution และวัด Deacetylase ขึ้นอยู่กับ การท างาน
ของNAD เป็นการทดสอบปริมาณการท างาน SIRT1และท าการเทียบกับสาร recombinant SIRT1
เป็น positive control   
9. การวัดปริมาณ ATP โดย ATP Assay kit 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์กล้ามเนื้อ L6 ท าการ seed cell 10000 cell/well 6 well plate ใน
อาหาร 10% FBS complete media จากนั้นเพ่ือให้เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 differentiate เป็นเซลล์
กล้ามเนื้อโดยท าการเปลี่ยนอาหาร การลดปริมาณอาหารจาก 10% FBS complete media เป็น 
2% FBS complete media เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กล้ามเนื้อและมีความ
หนาแน่นของเซลล์อยู่ที่ 90-100% จะท าการเปลี่ยนอาหารใหม่ เติม 2% FBS complete media 
100 ul/well และเติม H2O2  1 mM 1000 ul/well เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดท า
การน าอาหารและ H2O2  ออก และล้างล้างเซลล์ด้วย PBS buffer จากนั้นท าการเติม 2% FBS 
complete media และtreat สารสกัดทั้ง3 แบบ สารสกัดที่ได้จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze 
thaw (FT) และสารสกัดที่ได้จากวิธีโซนิเคชั่น (SC) ที่ความเข้มข้น 0, 75, 100, 150, 250 และ500 
ug/ml ในการเก็บเซลล์โดยการใช้สาร trypsin trypsinite cell และขูดเซลล์ออกจากเพลตด้วย 
scraper และน าไปนับจ านวนเซล์ด้วย Hematocytometer เริ่มจ านวนเซลล์ที่เท่ากันที่ 100,000 
เซลล์  และน าเซลล์ที่ได้จากการนับ 100,000 เซลล์ล้างเซลล์ด้วย PBS เย็น เก็บบนน ้าแข็ง และน าไป
ปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาทีที่ 4 ° C  ล้างเป็นจ านวน2 รอบ และจากนั้นท าการเติม RIPA buffer 
100 ไปเปตให้เซลล์แตก และ vortex จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาทีที่  4 ° C  และ 
Supernatant ที่เป็นเซลล์ lysate ที ่-20° C และท าการวัดด้วย ATP Assay kit 
10. วิธีวิเคราะห์ข้อมูล   

การทดลองทั้งหมดท าการทดลองตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n=3) และหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(±S.D) จากนั้นน าผลการทดลองมาวิเคราะห์ทางสถิติ  ด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 
(One-way ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p <0.05) 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
ตาราง 5  ผลผลิตสารสกัดที่ได้ร้อยละของน ้าหนักแห้ง (%) 

  

Extracts 
Phycocyanin 
(mg/A.platensis 
100 mg) 

Purity 
(620/280) 

%yield 

SC 2.53±1.5 0.90 91.73±5.1 

FT 3.28±1.1 1.04 95.90±4.2 

ASE 2.15±0.7 2.35 44.17±3.5 

 
ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสโดยวิธี DPPH 
assay 

จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด คือ สารสกัด SC, สารสกัด FT 
และสารสกัด ASE ด้วยการทดสอบ DPPH Assay พบว่า ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดของสาร
สกัดทั้ง 3 ชนิด เทียบเป็นเปอร์เซ็นต์ของการก าจัดอนุมูลอิสระ scavenging) เท่ากับ 33.4 ± 0.019 
% 49.9 ± 2.775%, และ 11.9 ±0.005% ตามล าดับ ที่ความเข้มข้นของสารสกัด 2,000 µg/ml จาก
ข้อมูลที่ได้สามารถสรุปได้ว่า สารสกัด FT มีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระได้สูงสุด ขณะที่สารสกัด 
ASE มีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระได้ต ่าสุด  
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ภาพ 14  เปอร์เซ็นต์ของการก าจัดอนุมูลอิสระ (% scavenging) ด้วยการทดสอบ DPPH assay 

ของสารสกัด SC ความเข้มข้น 100, 500, 1,000, 1,500, 2,000 µg/ml 
หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับความเข้มข้น 100 
µg/ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
  
 

ภาพ 15  เปอร์เซ็นต์ของการก าจัดอนุมูลอิสระ (% scavenging) ด้วยการทดสอบ DPPH assay 

ของสารสกัด FT ความเข้มข้น 100, 500, 1,000, 1,500, 2,000 µg/ml  

* 

* 

* 

* 

* 
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หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับความเข้มข้น 100 
µg/ml 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 16  เปอร์เซ็นต์ของการก าจัดอนุมูลอิสระ (% scavenging) ด้วยการทดสอบ DPPH assay 

ของสารสกัด ASE ความเข้มข้น 100, 500, 1,000, 1,500, 2,000 µg/ml  
หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับความเข้มข้น 100 
µg/ml 
 

 

การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสในเซลล์กล้ามเนื้อหนู 
จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัดทั้ง 3 ชนิดด้วยวิธี crystal 

violet assay พบว่า ความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัด SC, สารสกัด FT และสารสกัด ASE ที่ท าให้
เซลล์กล้ามเนื้อหนูมีอัตราการรอด 50% (LD50) เท่ากับ 750 µg/ml, 1,400 µg/ml และ 800 
µg/ml ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าสารสกัด FT มีความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเนื้อหนูน้อยที่สุด ขณะที่
สารสกัด SC มีความเป็นพิษสูงสุด 
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ภาพ 17  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์กล้ามเนื้อหนูในสารสกัด SC ความเข้มข้น 0 – 1,500 

µg/ml 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภาพ 18  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์กล้ามเนื้อหนูในสารสกัด FT ความเข้มข้น 0 -1,500 

µg/ml 

 

0

20

40

60

80

100

0 300 600 900 1200 1500

%
 C

el
l  

via
bil

ity

Concentration (µg/ml)

0

20

40

60

80

100

0 300 600 900 1200 1500

%
 C

el
l  

via
bil

ity

Concentration (µg/ml)



 32 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 19  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์กล้ามเนื้อหนูในสารสกัด ASE ความเข้มข้น 0 -1,500 

µg/ml 
 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสต่อการฟื้นฟูกล้ามเนื้อหนูที่ถูก
เหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน  

หลังจากเหนี่ยวน าเซลล์กล้ามหนูเนื้อให้เกิดความเครียดออกซิเดชันด้วย H2O2 แล้วจึงท าการ
ผสมสารสกัดทั้ง 3 ชนิดและท าการย้อมเซลล์ด้วย crystal violet assay เพ่ือศึกษาการฟ้ืนฟูเซลล์
ผ่านกล้องจุลทรรศน์ พบว่า ลักษณะของเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันมีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างเห็นได้ชัด โดยเซลล์กล้ามเนื้อหนูหดสั้นลงกว่าเดิมจนมีรูปร่างกลม และเมื่อผสมสาร
สกัดลงไปที่ความเข้มข้นต่างกัน จะสังเกตเห็นการฟ้ืนตัวของเซลล์กล้ามเนื้อหนูภายใน 24 hr 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารสกัดหลังจากเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน โดย
ความเข้มข้นของสารสกัด SC, สารสกัด FT และสารสกัด ASE ที่สามารถฟ้ืนฟูเซลล์ให้กลับมามีรูปร่าง
เสมือนปกติเท่ากับ 150 µg/ml, 75 µg/ml และ 125 µg/ml ตามล าดับ ซึ่งสรุปได้ว่าสารสกัด FT 
สามารถฟ้ืนฟูเซลล์กล้ามเนื้อได้ในปริมาณน้อยที่สุดเมื่อเที่ยบกับสารสกัดอีก 2 ชนิด  
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ภาพ 20  เซลล์กล้ามเนื้อหนูย้อมด้วย crystal violet ภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ความขยาย 40x 

ประกอบด้วย เซลล์ปกติ (A), เซลล์ที่ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน (B) และเซลล์ที่
ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันและได้รับสารสกัด SC ที่ความ 25 – 1,500 µg/ml 
(C) - (N) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control normal cell Control H
2
O

2
 25 µg/ml 50 µg/ml 

75 µg/ml 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 

250 µg/ml 500 µg/ml 750 µg/ml 1000 µg/ml 

1250 µg/ml 1500 µg/ml 

(B) (A) (C) (D) 

(F) (E) (G) (H) 

(J) (I) (K) (L) 

(N) (M) 
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ภาพ 21  เซลล์กล้ามเนื้อหนูย้อมด้วย crystal violet ภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ความขยาย 40x 

ประกอบด้วย เซลล์ปกติ (A),เซลล์ที่ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน (B) และเซลล์ที่
ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันและได้รับสารสกัด FT ที่ความ 25 – 1,500 µg/ml 
(C) - (N) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control normal cell Control H
2
O

2
 25 µg/ml 50 µg/ml 

75 µg/ml 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 

250 µg/ml 500 µg/ml 750 µg/ml 1000 µg/ml 

1250 µg/ml 1500 µg/ml 

(B) (C) (D) 

(F) (E) (G) (H) 

(J) (I) (K) (L) 

(N) (M) 

(A) 
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ภาพ 22  เซลล์กล้ามเนื้อหนูย้อมด้วย crystal violet ภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ความขยาย 40x 

ประกอบด้วย เซลล์ปกติ (A), เซลล์ที่ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน (B) และเซลล์ที่
ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันและได้รับสารสกัด ASE ที่ความ 25 – 1,500 µg/ml 
(C) - (N) 
 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DCHF Da Assay 
จากการศึกษาผู้วิจัยได้ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L6ทดสอบคุณสมบัติของสารสกัดทั้ง 3 แบบ 

ในการลดระดับการสะสม ROS ภายในเซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 โดยน าเซลล์ที่ differentiation ทดสอบ 
โดยการทดสอบจะแบ่งเป็น กลุ่มแรกคือกลุ่มควบคุม (normal cells) ซึ่งเลี้ยงในสภาวะปกติที่มี
อาหาร complete medium กลุ่มที่ 2 คือสภาวะที่ได้รับเฉพาะ 500 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
กลุ่มที่ 3 ทรีทสารสกัดทั้ง 3 แบบ สารสกัด SC, สารสกัด FT และสารสกัด ASE ที่ความเข้มข้นของ
สารสกัดที่ 25, 50, 75, 100, 125, 150, 250, 500, 750, 1000, 1250 และ 1500 ug/ml เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง และบ่มด้วย 2 uM CM-H2DCFDA เป็นเวลา 30 นาทีที่  37◦C จากนั้นจึงตรวจสอบ

Control normal cell Control H
2
O

2
 25 µg/ml 50 µg/ml 

75 µg/ml 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 

250 µg/ml 500 µg/ml 750 µg/ml 1000 µg/ml 

1250 µg/ml 1500 µg/ml 

(B) (A) (C) (D) 

(F) (E) (G) (H) 

(J) (I) (K) (L) 

(N) (M) 
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ปริมาณ ROS ในเซลล์ด้วยวิธี DCFH-DA assay ผลการทดลองพบว่า เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูล
อิสระโดยวิธี DCHF Da ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด SC, FT, ASE และ H2O2 กลุ่มสารสกัด SC 
มีค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอิสระ เท่ากับ 11.18%, 12.92%, 14.22%, 14.23%, 14.68%, 
13.95%, 14.04%, 15.89%, 15.40%, 14.99%, 13.68%, 11.77% ตามล าดับ  และ กลุ่ มทรีท 
H2O2 12.03% ซึ่งค่าที่ได้เทียบกับกลุ่มทรีท H2O2 ไม่มีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (#p<0.05) ดังแสดง
ในภาพ 23 กลุ่มสารสกัด FT มีค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอิสระ เท่ากับ 12.11%, 14.51%, 
13.95%, 13.34%, 14.22%, 14.17%, 14.33%, 14.90%, 15.11%, 15.55%ม 13.86% และ
11.95% ตามล าดับ และ กลุ่มทรีท H2O2 10.85% ซึ่งค่าที่ได้เทียบกับกลุ่มทรีท H2O2 ไม่มีอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (#p<0.05) ดังแสดงในภาพ 24  กลุ่มสารสกัด ASE มีค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัด
อนุมูลอิสระ เท่ากับ  6.20%, 7.02%, 7.89%, 7.25%, 7.21%, 8.32%, 6.87%, 6.74%, 6.38%, 
8.07%, 7.60%, และ 9.12% และกลุ่มทรีท H2O2 6.78% ซึ่งค่าที่ได้เทียบกับกลุ่มทรีท H2O2 ไม่มี
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (#p<0.05)  ดังแสดงในภาพ 25 
 
 

 
ภาพ 23  เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอิสระโดยวิธี DCHF Da ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด SC 

ความเข้มข้น 0 -1,500 µg/ml 
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ภาพ 24  เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอิสระโดยวิธี DCHF Da ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด FT 

ความเข้มข้น 0 -1,500 µg/ml 
 

 
ภาพ 25  เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอิสระโดยวิธี DCHF Da ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด PC 

ความเข้มข้น 0 -1,500 µg/ml 
 
 
ผลการวัดปริมาณโปรตีน SIRT 1 โดย SIRT 1 Assay kit 

จากการศึกษาผู้วิจัยได้ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L6 เพ่ือท าการทดสอบวัดปริมาณโปรตีน 
SIRT1 จากเซลล์กล้ามเนื้หนู L6 ที่ ท าการ seed cell 10000 cell/well 6 well plate ในอาหาร 
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10% FBS complete media จากนั้น เพ่ือให้ เซลล์กล้ามเนื้ อหนู  L6 differentiate เป็น เซลล์
กล้ามเนื้อโดยท าการเปลี่ยนอาหาร การลดปริมาณอาหารจาก 10% FBS complete media เป็น 
2% FBS complete media เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กล้ามเนื้อและมีความ
หนาแน่นของเซลล์อยู่ที่  90-100% และเติม H2O2  1 mM 1000 ul/well เป็นเวลา 3 ชั่วโมงเพ่ือ
เหนี่ยวน าให้เซลล์มีการสะสมอนุมูลอิสระเกิดความเสียหาย และทรีทสารสกัดทั้ง2 แบบ สารสกัดที่ได้
จากวิธีโซนิเคชั่น (SC) และสารสกัดที่ได้จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze thaw (FT) ที่ความ
เข้มข้น 0, 75, 100, 150, 250 และ500 ug/ml ซึ่งพบว่าปริมาณการแสดงออกของโปรตีน SIRT1 ใน
เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 หลังจากการทรีทสารสกัดเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ากลุ่มที่ท าการทรีท
สารสกัด SC มีปริมาณการแสดงออกเม่ือเทียบกับกลุ่มที่เป็นเซล์ปกติ (Normal cells) ความเข้มข้น 0 
ug/ml จะเทียบให้เป็น 100% ซึ่งมีการแสดงออกอยู่แล้ว และกลุ่มทรีท H2O2 272.00% ± 2.65 
พบว่ากลุ่มที่ท าการทรีทสารสกัด SC มีปริมาณโปรตีน SIRT1 อยู่ที่ 383.33% ± 136.5, 363.33% 
±101.2, 510.89% ±210.6, 456.07% ±125.6 และ 263.22% ±130.5 ตามล าดับ 

และกลุ่มที่ท าการทรีทสารสกัด FT มีปริมาณการแสดงออกเมื่อเทียบกับกลุ่มที่เป็นเซล์ปกติ 
(Normal cells) ความเข้มข้น 0 ug/ml จะเทียบให้เป็น 100% ซึ่งมีการแสดงออกอยู่แล้ว และกลุ่มท
รีท H2O2 272.00% ± 2.65 พบว่ากลุ่มที่ท าการทรีทสารสกัด FT มีปริมาณโปรตีน SIRT1 อยู่ที่  
440.00% ± 115.33 , 386.67% ± 86.22, 466.67% ± 120.97 , 583.33% ± 152.75 และ
316.67% ±156.31 ตามล าดับ 

 
ภาพ 26  เปอร์เซ็นต์การวัดปริมาณโปรตีน SIRT 1 ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด SC ความ

เข้มข้น 0 -500 µg/ml 
หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีทรีทด้วย H2O2 
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ภาพ 27  เปอร์เซ็นต์การวัดปริมาณโปรตีน SIRT 1 ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด FT ความ

เข้มข้น 0 -500 µg/ml 
หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีทรีทด้วย H2O2 

 

ผลการวัดปริมาณ ATP โดย ATP Assay kit 
จากการศึกษาผู้วิจัยได้ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L6 เพ่ือท าการทดสอบปริมาณ ATP จากเซลล์

กล้ามเนื้หนู  L6 โดยท าการ seed cell 10000 cell/well 6 well plate ในอาหาร 10% FBS 
complete media จากนั้นเพ่ือให้เซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 differentiate เป็นเซลล์กล้ามเนื้อโดยท า
การเปลี่ ยนอาหาร การลดปริมาณอาหารจาก  10% FBS complete media เป็น  2% FBS 
complete media เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กล้ามเนื้อและมีความหนาแน่นของ
เซลล์อยู่ที่ 90-100% และเติม H2O2  1 mM 1000 ul/well เป็นเวลา 3 ชั่วโมงเพ่ือเหนี่ยวน าให้
เซลล์มีการสะสมอนุมูลอิสระเกิดความเสียหาย และทรีทสารสกัดทั้ง2 แบบ สารสกัดที่ได้จากวิธีโซ
นิเคชั่น (SC) และสารสกัดที่ได้จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze thaw (FT) ที่ความเข้มข้น 0, 75, 
100, 150, 250 และ500 ug/ml ซึ่งพบว่าปริมาณ ATP ในเซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 หลังจากการทรีท
สารสกัดเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ากลุ่มที่เป็นเซล์ปกติ (Normal cells) กลุ่มทรีท H2O2 และ
กลุ่มที่ท าการทรีทสารสกัด SC มีปริมาณ ATP 0.170 ± 0.03, 0.121 ± 0.44, 0.202 ± 0.43, 0.201 
± 0.45, 0.191 ± 0.42, 0.173 ± 0.50 และ 0.171 ± 0.75 µM ตามล าดับ และกลุ่มที่เป็นเซล์ปกติ 
(Normal cells) กลุ่มทรีท H2O2 และกลุ่มที่ท าการทรีทสารสกัด FT มีปริมาณ ATP 0.170 ± 0.00, 
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0.129 ± 0.04, 0.177 ± 0.05, 0.207 ± 0.05, 0.228 ± 0.02, 0.185 ± 0.03 และ 0.129 ± 0.06 
µM ตามล าดับ 
 

 
ภาพ 28  เปอร์เซ็นต์การวัดปริมาณ ATP ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด SC ความเข้มข้น 0 -500 

µg/ml 
หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีทรีทด้วย H2O2 

 
 

ภาพ 29  เปอร์เซ็นต์การวัดปริมาณ ATP ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด FT ความเข้มข้น 0 -500 

µg/ml 
หมายเหตุ: *p<0.05 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีทรีทด้วย H2O2 
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บทที่ 5  
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 

อภิปรายผล 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสโดยวิธี DPPH 
assay 
 ในการศึกษานี้เป็นการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลา
เท็นซิสโดยวิธี DPPH assay จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด คือ สารสกัด 
SC, สารสกัด FT และสารสกัด ASE ด้วยการทดสอบ DPPH Assay พบว่า ฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระสูงสุดของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด เทียบเป็นเปอร์เซ็นต์ของการก าจัดอนุมูลอิสระ scavenging) 
เท่ากับ 33.4 ± 0.019 % 49.9 ± 2.775%, และ 11.9 ±0.005% ตามล าดับ ที่ความเข้มข้นของสาร
สกัด 2,000 µg/ml เมื่อท าการเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่เพ่ืมสูงขั้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อ เทียบกับกลุ่มควบคุม (*p<0.05) แสดงดังภาพ 14 จากข้อมูลที่ได้สามารถสรุป
ได้ว่า สารสกัด FT มีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระได้สูงสุด ขณะที่สารสกัด ASE มีฤทธิ์ในการต้าน
สารอนุมูลอิสระได้ต ่าสุด  

จากการศึกษาของคุณ Wan-Loy Chu และคณะทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสเป็นสารสกัดน ้าท าการเปรียบเทียบกับ vitamin C, vitamin E 
และ phycocyanin ที่ได้ทดสอบโดยวิธี DPPH assay ซึ่งสารสกัดน ้าจากสาหร่ายที่ได้มีเปอร์เซ็นต์
ของการก าจัดอนุมูลอิสระ (scavenging) เท่ากับ 40% ที่ความเข้มข้นที่ 400 µg/ml เมื่อเทียบการ
สารของเราที่ได้ท าการสกัดพบว่ามีเปอร์เซ็นต์ของการก าจัดอนุมูลอิสระ49.9 ± 2.775 ที่ความเข้มข้น 
2,000 µg/ml สาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสเป็นที่รู้จักกันดีว่ามีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ

ซึ่งเป็นผลมาจากโมเลกุลเช่น phycocyanin, β-carotene, tocopherol, γ-linolenic acid และ
สารประกอบฟีนอลิก 

ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการอยู่รอดและความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเนื้อหนู 
 ในการศึกษานี้เป็นการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการอยู่รอดและความเป็นพิษต่อเซลล์
กล้ามเนื้อหนู L6 ของสารสกัดจากสาหร่าย A. platensis สารสกัดทั้ง 3 แบบ สารสกัดที่ได้จากวิธีโซ
นิเคชั่น (SC), สารสกัดที่ได้จากการแช่เยือกแข็งละลาย Freeze thaw (FT) และตกตะกอนด้วย 
Ammonium sulphate ท าบริสุทธิ์ผ่านคอลัมน์ DEAD-Sephadex G-25 (ASE) ที่ความเข้มข้น 0-
1,500 µg/ml จากนั้นท าการตรวจสอบดูอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย Crystal violet assay ผล
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การทดลองพบว่า ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดทั้ง 3 แบบ นั้นมีความสัมพันธ์กับปริมาณที่ได้รับ 
โดยพบว่าสารสกัด SC ที่ความเข้มข้นสูงกว่า 750 µg/ml สารสกัด FT ที่ความเข้มข้นสูงกว่า 1,400  
µg/ml และ ASE ที่ความเข้มข้นสูงกว่า 800 µg/ml ส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลดลง
ครึ่งหนึ่ง (IC50) ปริมาณความเข้นข้นที่เพ่ิมขึ้นก็จะส่งผลต่ออัตราการรอดของเซลล์เพ่ิมขึ้นแสดงว่ามี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ เมื่อเปรียบเทียบการสกัดทั้ง 3 แบบ จะเห็นได้ว่าสารสกัด FT มีความเป็นพิษที่
ต ่าแม้มีความเข้มข้นที่สูง  

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสต่อการฟื้นฟูกล้ามเนื้อหนูที่ถูก
เหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน  
 การสะสมของROS ภายในร่างกาย โดยพบว่าในเนื้อเยื่อของผู้สูงอายุจะมีการสร้างและสะสม
อนุมูลอิสระมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งส่งผลท าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อ (Fulle et 
al., 2004) จากการศึกษาของคุณ Alessandra Bosutti และคณะ เซลล์ myoblasts C2C12 ที่ได้
จากกล้ามเนื้อโครงร่างของหนูเมาส์ และ myotubes การเปลี่ยนแปลงกล้ามเนื้อโครงร่างและการเผา
ผลาญออกซิเดชั่น โดยใช้ H2O2 500-100 µM เป็นต้นแบบของการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียด
ออกซิเดชันโดยพบว่าผลของ H2O2 เป็นระยะเวลา 24 ชม.มีผลการการแพร่ของเซลล์ (migration) 
ตามความเข้มข้นที่สูงขั้น ปิดกั้นการเคลื่อนที่ของเซลล์เกือบทั้งหมด และยังยังบล็อกการรวมตัวของ
เซลล์ดู จากที่ จ านวน myotubes ลดลง โดยคุณ  Alessandra Bosutti ท าการศึกษาในสาร 
resveratrol ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ช่วยลดความเครียดการเกิดออกซิเดชัน  (Bosutti., et al., 
2015). ซึ่งมีความสอดคล้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิสที่
สามารถช่วยลดความเครียดที่เกิดจากอนุมูลอิสระ  ในการศึกษาของผู้วิจัยได้เลือกใช้ความเข้มข้น 500 
µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ซึ่งจะเห็นถึงลักษณะและรูปร่างกลม ซึ่งบ่งบอกถึงความเสียหายของ
เซลล์ที่เกิดจาก H2O2  

การทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DCHF Da Assay 
 จากการศึกษาผู้วิจัยได้ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L6ทดสอบคุณสมบัติของสารสกัดทั้ง 3 แบบ 
ในการลดระดับการสะสม ROS ภายในเซลล์กล้ามเนื้อหนู L6 โดยน าเซลล์ที่ differentiation ทดสอบ 
โดยการทดสอบจะแบ่งเป็น กลุ่มแรกคือกลุ่มควบคุม (normal cells) ซึ่งเลี้ยงในสภาวะปกติที่มี
อาหาร complete medium กลุ่มที่ 2 คือสภาวะที่ได้รับเฉพาะ 500 µM H2O2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
กลุ่มที่ 3 ทรีทสารสกัดทั้ง 3 แบบ สารสกัด SC, สารสกัด FT และสารสกัด ASE ที่ความเข้มข้นของ
สารสกัดที่ 25, 50, 75, 100, 125, 150, 250, 500, 750, 1000, 1250 และ 1500 ug/ml เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง และบ่มด้วย 2 uM CM-H2DCFDA เป็นเวลา 30 นาทีที่ 37◦C เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูล
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อิสระโดยวิธี DCHF Da ในเซลล์กล้ามเนื้อหนูของสารสกัด SC, FT, ASE และ H2O2 ซึ่งการวัดปริมาณ
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DCFH-Da ของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด ไม่มีฤทธิ์ในการลดอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วย 
DCFH-Da ซึ่งค่าที่ได้ทั้ง 3 กลุ่มสารที่ทดสอบเทียบกับกลุ่มทรีท H2O2 ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ 
เทียบกับกลุ่มควบคุม (*p<0.05)  
 จากการศึกษา Kang-Sik Seo และคณะ ลดความเครียดออกซิเดชั่นด้วย KL1333 วัดระดับ 
ROS ในไฟโบรบลาสต์ MELAS ทั้งสาม มีระดับ ROS ต ่ากว่า WT ไฟโบรบลาสต์ และจากการศึกษา
ของ Liu และคณะ พบว่ากรดอะมิโนที่มีโครงสร้างเป็นอะโรมาติก ได้แก่ ไทโรซีน ทริปโตเฟน และฟี
นิลอะลานีน สามารถถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้กับอนุมูลอิสระเพ่ือก าจัด ROS ได้ (Liu et al., 2015) 
และในการศึกษาของ Pyne และคณะ ได้ท าการศึกษาองค์ประกอบของสาหร่าย A. platensis พบว่า 
A. platensis มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนอะโรมาติก ได้แก่ ทริปโตเฟน และฟีนิลอะลานีนสูง 
(Pyne PK, 2017) ดังนั้นจึงแสดงให้เห็นว่าคุณสมบัติในการลดการสะสมของ ROS แต่จากการศึกษา
ของผู้วิจัยซึ่งการวัดปริมาณอนุมูลอิสระด้วยวิธี DCFH-Da ของสารสกัดทั้ง 3 ชนิด ไม่มีฤทธิ์ในการลด
อนุมูลอิสระเมื่อท าการทดสอบด้วยวิธี DCFH-Da 
 
การวัดปริมาณโปรตีน SIRT 1 โดย SIRT 1 Assay kit 
 จากผลการศึกษาการแสดงออกถึงปริมาณของโปรตีน SIRT1 จะมีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้น
เมื่อมีการฟ้ืนฟูเซลล์จากคสามเสียหายซึ่งเป็นกลไกลอัตโนมัติของกลไกล  cell mechanism จาก
การศึกษาของสารสกัดจากสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส สารสกัด SC สารสกัด FT ในการฟื้นฟู
เซลล์กล้ามเนื้อหนูจากการเหนี่ยวน าให้เกิดการสะสมอนุมูลอิสระและเกิดความเสียหายของเซลล์
กล้ามเนื่อหนู L6 โดยพบว่าสารสกัด SC และ FT ส่งผลให้มีการแสดงออกของปริมาณโปรตีน SIRT1 
ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ถึงการที่เซลล์มีการฟื้นฟูเซลล์จากความเสียหาย 
 การแสดงออกของปริมาณโปรตีน SIRT1 H2O2  กับกลุ่มควบคุม (normal cells) ปริมาณ
การแสดงออกของกลุ่ม H2O2  มีการแสดงออกที่เพ่ิมสูงขั้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (normal cells) 
ซึ่งปริมาณการแสดงออกของกลุ่ม H2O2    อาจเกิดจากหลังการทรีท H2O2   มีระยะเวลา 24 ชั่วโมง
ก่อนท าการเก็บเซลล์ไปทดสอบระยะเวลาตรงนี้เซลล์อาจมีการซ่อมแซมตัวเองจากกาถูกท าให้เสียหาย
จึ่งมีการแสดงออกของโปรตีน SIRT1 ที่มากกว่ากลุ่มควบคุม (normal cells) ที่ไม่ได้รับความเสียหาย
ของเซลล์  
 การกระตุ้นทางเภสัชวิทยาของโปรตีนหลายชนิดช่วยให้เกิด mitochondrial biogenesis 
ตัวอย่างเช่นสารประกอบโพลีฟีนอลิกเช่นเรสเวอราทรอล ที่ฟ้ืนฟูฟังก์ชั่น mitochondrial ผ่านการ

ท างานของ SIRT1 ซึ่ งส่งผลให้ เกิดการกระตุ้นการท างาน PGC-1α การกระตุ้นการท างาน 
สารประกอบAMPK ยังส่งเสริมการท างานของไมโทคอนเดรียโดยการเพ่ิมขึ้นการแสดงออกของยีน
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เป้าหมาย PGC-1α ที่เกี่ยวข้องกับ mitochondrial biogenesis นอกจากนี้ปัจจัย transcription 
factor NF-E2 p45-related factor 2 (Nrf2) เป็ น เป้ าหมายส าหรับการฟ้ืน ฟู  mitochondrial 
function เนื่องจากควบคุมการตอบสนองของสารต้านอนุมูลอิสระ ควบคุมศักยภาพของเมมเบรนไม-
โท ค อน เด รี ย  ค วบ คุ ม ก ารออกซิ เด ชั่ น ขอ งก รด ไขมั น แล ะ  ก ารท า งาน ขอ ง oxidative 
phosphorylation (OXPHOS) 

ซึ่งจากการศึกษาของคุณ Kang-Sik Seo และคณะ ได้ท าการศึกษาการแสดงออกของ
ปริมาณ SIRT1 ของ KL1333 ในเซลล์ C2C12 myoblasts, L6 myoblasts เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
การท างาน SIRT1 ในเซลล์ทั้งสองเส้น การเปิดใช้งานของ SIRT1 โดย NAD + ภายในเซลล์ที่สูงขึ้นจะ
ควบคุมการท างาน ของตับ ไคเนส B1 ส่งผลให้มีการกระตุ้น AMPK และ การเปิดใช้งาน SIRT1 และ 
AMPK แบบคู่พร้อมกันจะเพ่ิมขึ้นการเผาผลาญภายในเซลล์ การแสดงออกของปริมาณโปรตีน SIRT1
ของการศึกษาของคุณ  Kang-Sik Seo และคณะ ท าการเทียบกลุ่มควบคุม C2C12 และ L6 
myoblasts และ ทรีทด้วย 1 and 2 µM KL1333 มีค่าการแสดงออกของปริมาณโปรตีน SIRT1 
กลุ่มควบคุมทั้ง C2C12 และ L6 100% กลุ่ม C2C12 และ L6 myoblasts ทรีทด้วย 1 and 2 µM 
KL1333 110% และ 120% ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าสารสกัด SC และ FT ที่ความเข้มข้น 75 µg/ml 
ส่งผลให้มีการแสดงออกของปริมาณโปรตีน SIRT1 383.33% ± 136.5 และ 440.00% ± 115.33 
ตามล าดับ 

การวัดปริมาณ ATP โดย ATP Assay kit 
 จากผลการศึกษาการวัดปริมาณ ATP จะมีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อมีการฟ้ืนฟูเซลล์จาก
ความเสียหายของเซลล์ จากการศึกษาของสารสกัดจากสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็นซิส สารสกัด 
SC สารสกัด FT ในการฟ้ืนฟูเซลล์กล้ามเนื้อหนูจากการเหนี่ยวน าให้เกิดการสะสมอนุมูลอิสระและเกิด
ความเสียหายของเซลล์กล้ามเนื่อหนู L6 โดยพบว่าสารสกัด SC ที่ความเข้มข้น 75 µg/ml ส่งผลให้มี
การแสดงออกของปริมาณ ATP อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ เทียบกับกลุ่มควบคุม H2O2 (*p<0.05) 
แสดงดังภาพ 28 พบว่าสารสกัด FT ที่ความเข้มข้น 75 µg/ml ส่งผลให้มีการแสดงออกของปริมาณ 
ATP อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ เทียบกับกลุ่มควบคุม H2O2 (*p<0.05) แสดงดังภาพ 29 เมื่อเซลล์
ได้รับสารสกัดจะส่งผลให้เซลล์เกิด cell proliferation การเพ่ิมจ านวนของเซลล์แสดงถึงมีการฟ้ืนฟู
เซลล์จากความเสียหายของเซลล์ เมื่อเซลล์เกิด cell proliferation ท าให้จ านวนของเซลล์เพ่ิมข้ึนและ
ท าให้มีไมโตคอนเดรียเพ่ิมขึ้น ตัวไมโตคอนเดรียจะสร้างพลังงานออกมาใช้ภายในเซลล์ ดังนั้นการวัด
ปริมาณ ATP ภายในเซลล์จึงมีปริมาณท่ีสูงขึ้นเมื่อท าการเทียบกับกลุ่มควบคุม ทรีทด้วย H2O2  
 ซึ่งจากการศึกษาของคุณ Kang-Sik Seo และคณะ ที่มีการศึกษาสาร KL1333 ต่อบทบาทใน
การสร้างเซลล์และหน้าที่ของไมโตคอนเดรีย เนื่องจากมีบทบาทในการสร้างเซลล์และหน้าที่ของไมโต
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คอนเดรียที่เกี่ยวข้องกับความสามารถในการออกซิเดชั่นฟอสโฟรีเลชัน (OXPHOS) และ ความเครียด

ออกซิเดชัน จากการสังเกต KL1333 เพ่ิมการท างาน PGC-1α และตรวจสอบพบว่า KL1333 
สามารถฟ้ืนฟูการผลิต ATP ในไฟโบรบลาสต์ของมนุษย์ที่ได้จากผู้ป่วย MELAS 
 
สรุปผลการวิจัย 

จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดทั้ง 3 ชนิดของสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลา
เท็นซิสด้วย DPPH assay สารสกัด FT มีเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดอนุมูลอิสระ (% scavenging) สูงสุด
ที่ 49.9% รองลงมาคือสารสกัด SC และสารสกัด ASE ที่ 33.4% และ 11.9% ตามล าดับ ที่ความ
เข้มข้น 2,000 µg/ml นอกจากนี้สารสกัด FT มีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัด
อีก 2 ชนิด โดยมีค่า LD50 หรือความเข้มข้นสูงสุดที่ท าให้เซลล์รอดชีวิตในอัตรา 50% เท่ากับ 1,400 
ug/ml ขณะที่ค่า LD50 ของสารสกัด SC และสารสกัด ASE มีค่าเท่ากับ 750 µg/ml และ 800 
µg/ml ตามล าดับ และเมื่อน าสารสกัดทั้ง 3 ชนิด มาทดสอบฤทธิ์ในการฟ้ืนฟูเซลล์กล้ามเนื้อหนู
หลังจากเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน ผลปรากฏว่าสารสกัดทั้ง 3 ชนิด มีฤทธิ์ในการฟ้ืนฟู
เซลล์กล้ามเนื้อหนู โดยใช้สารสกัด FT ในปริมาณน้อยที่สุดเท่ากับ 75 µg/ml เมื่อเทียบกับสารสกัด 
SC และสารสกัด ASE ทีต่้องใช้สูงถึง 150 µg/ml และ 125 µg/ml ตามล าดับ  

การเปลี่ยนแปลงกล้ามเนื้อโครงร่างและการเผาผลาญออกซิเดชั่น โดยใช้ H2O2 เป็นต้นแบบ
ของความเครียดออกซิเดชันโดยศึกษาสาร ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ช่วยลดความเครียดการเกิด
ออกซิเดชัน ซึ่งมีความสอดคล้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลาเท็น
ซิสที่ช่วยลดความเครียดที่เกิดจากอนุมูลอิสระส่วนหนึ่งอาจยัยยั้งความเครียดออกซิเดชั่นในส่วนของ 
path way SIRT1 และส่งผลให้ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน SIRT1 มีการแสดงออกที่เพ่ิมสูงขึ้น
เมื่ อ ได้ รับสารสกัดและยั งส่ งผลให้ เกิดการเพ่ิมหรือสร้างไมโตคอนเดรีย  (Mitochomdrial 
biogenesis) ส่งผลให้มีการสร้างพลังงานออกมาเพ่ิมขึ้น หมายถึงเซลล์กล้ามเนื้อมีการฟื้นฟูเมื่อได้รับ
สารสกัดหลังจากที่เซลล์ถูกท าลายเกิดเกิดความเสียหายของเซลล์ สารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า 
พลาเท็นซิสที่ได้จากการเลี้ยงด้วยอาหาร Zarblue และสกัดด้วยวิธี freeze thaw มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูงปริมาณผลผลิตที่สูง %yield อีกทั้งมีความเป็นพิษต่อเซลล์กล้ามเนื้อหนูต ่า และสามารถฟ้ืนฟู
เซลล์กล้ามเนื้อหนูจากการเหนี่ยวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันแม้ใช้ในปริมาณต ่า มีการ
แสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องในการฟ้ืนฟูเซลล์ SIRT1 สูง ซึ่งสารสกัดสาหร่ายอาร์โธรสไปร่า พลา
เท็นซิส สกัดด้วยวิธี freeze thaw มีศักยภาพในการน ามาศึกษาต่อเพ่ิมเติมของในการต่อต้านสาร
อนุมูลอิสระ และในเชิงลึกของกลไกลการแสดงออกการช่วยฟ้ืนฟูกล้ามเนื้อต่อไปในอนาคต 
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ภาพ 30  ภาพรวมของงานวิจัย 

 

ตาราง 6  สรุปภาพรวมของผลการทดลองของสารสกัด 

Extracts Antioxidant DCFH-Da SIRT1 
(At 150 µg/ml) 

ATP 

SC 33.4 ± 0.019 % - 510.89%±210.6 0.202 ± 0.43 µM  

FT 49.9 ± 2.775% - 466.67%± 120.97 0.228 ± 0.02 µM  

ASE 11.9 ±0.005% - - - 
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