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เมลานินเป็นเม็ดสีที่สร้างมาจากเมลาโนไซต์ผ่านกระบวนการเมลาโนเจนนิสิส  โดยมี
เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นกุญแจส าคัญเร่งปฏิกิริยาของกระบวนการ หากมีการท างานของเอนไซม์ชนิดนี้
มากเกินไปจะส่งผลให้เกิดความผิดปกติทางผิวหนัง (hyperpigmentation) ปัจจุบันทางเวชส าอางใช้
วิตามินซี อาร์บูติน และ กรดโคจิก ฯลฯ มาเป็นองค์ประกอบผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางเพ่ือยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสหรือลดสารอนุมูลอิสระในการลดการสร้างเม็ดสีเมลานิน แต่อย่างไรก็ตา
มสารกลุ่มดังกล่าวหากใช้ในระยะยาวและเกิดสะสมในปริมาณมาก อาจท าให้เกิดผลข้างเคียงต่อเซลล์
ผิวหนังได้ ดังนั้นปัจจุบันมีการใช้สารสกัดจากธรรมชาติเช่นกลุ่มเปปไทด์เพ่ื อลดการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสจึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่อาจส่งผลข้างเคียงต่อเซลล์ผิวหนังที่น้อยกว่า ในการศึกษานี้
ผู้วิจัยสนใจในการศึกษาการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสท (PH) ด้วยเอนไซม์โปรติเอสเพ่ือให้ได้เปปไทด์ที่
มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa จากดอกเห็ดต่อการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและต้านอนุมูลอิสระ 
โดยการทดลองแบ่งตัวอย่างเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ เห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (FHm) เห็ดหอม
สดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp) เห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) และเห็ดเป่าฮ้ือสดที่
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FPp) สารสกัดทั้งหมดถูกย่อยเป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามาตรวจสอบขนาด 
Tricine (SDS-PAGE) และวัดระดับการย่อยสลาย (%DH) พบว่าเปปไทด์มีขนาดเล็กกว่า 6.5 kDa 
โดยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยโดยใช้มิกส์เอนไซม์มีค่าระดับการย่อยสลายสูงกว่าการ
ใช้เอนไซม์เปปซินเพียงชนิดเดียว (DHm 87% และ FHm 86%) ทั้งยังพบว่า DHm มีปริมาณ
สารประกอบฟินอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดอ่ืน  (IC50 DPPH 1.260 
และ ABTS 0.605 µg/µL) ในขณะที่ FPp มีสารประกอบฟินอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ า แต่มี
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงที่สุด (IC50 Tyrosinase inhibition 0.071 µg/µL) ซึ่งไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติเมื่อเทียบกับ 1.5 µg/µL ของ RHAKF (IC50 0.690 µg/µL) และ 0.1 µg/µL ของกรดโคจิก 
(IC50 0.047 µg/µL) ตามล าดับ และ FPp มีกลไกการยับยั้งชนิดไม่แข่งขัน หรือ (noncompetitive) 

 



 ง 

โดยผลสรุปได้ว่าการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพเหมาะส าหรับการยับยั้งเอนไซม์ไท
โรซิเนส ในขณะที่การย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์อาจช่วยเรื่องต้านอนุมูลอิสระได้  ทั้งยังพบว่าสารสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดสดทั้ง FHm, FHp และ FPp มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อทดสอบ
ด้วยวิธี MTT ในทางตรงข้ามเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
HaCaT ที่ระดับความเข้มข้น 1 mg/mL เป็นต้นไป ผลวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโน (LC-MS) พบ
ล าดับเปปไทด์ที่สนใจ 5 สาย ได้แก่ (1) PATVSIPGV, (2) LTLEEGESVG และ (3) LGERTLDEI เป็น
ล าดับที่มีความน่าสนใจต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส  ในขณะที่ (4) SVTPATIPPY และ (5) 
VGGLPGGG เป็นล าดับที่มีความน่าสนใจต่อการศึกษาฤทธิ์ต้ านอนุมูล อิสระ  (Free-radical 
scavenging  0.4042 และ 0.5230 ตามล าดับ) ผลการจ าลองการจับกันผ่านเทคนิค Molecular 
docking พบว่ าการจั บกั น ของเอน ไซม์ ไท โรซิ เน สและลิ แกนด์  IPGV (PATVSIPGV), TLEE 
(LTLEEGESVG) และ LGER (LGERTLDEI) มีค่าพลังงานจากการจับกันของสาร (binding energy) 
เท่ากับ 59.92, 79.07 และ 75.39 ตามล าดับ และจับด้วยพันธะไฮโดรเจนเป็นหลัก ซึ่งชี้ให้เห็นว่า 
TLEE มีการจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดีที่สุด ผู้วิจัยคาดว่าเปปไทด์เหล่านี้ที่ส่งเสริมการออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสในเซลล์ได้ดีเช่นกัน  และผลการทดลองการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดโดยใช้ ITS region สามารถจ าแนกสายพันธุ์ดอกเห็ด โดยระบุความ
เหมือน (identity) ชนิดของเห็ดหอม (L. edodes) ได้คล้ายคลึงกับสายพันธุ์ CC7 (MK940837) 
มากกว่าร้อยละ 99 ในขณะที่ความเหมือน (identity) ชนิดของเห็ดเป่าฮ้ือ (P. cystidiosus) ได้
ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ  P. cystidosus isolate XH004 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947478.1), P. cystidosus isolate XH006 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947480.1), P. cystidosus isolate XH008 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947482.1), P. cystidosus var. formosensis CBS 100129 (NR103594.1), P. cystidosus 
สาย พั น ธุ์  S396 clone B 18S ribosomal RNA gene (DQ882573.1), CGMCC 3.7470 small 
subunit ribosomal RNA gene (KX787086.1) และ Blao clone B 18S ribosomal RNA gene 
(DQ882571.1) มากกว่าร้อยละ 94 ตามล าดับ 
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ABSTRACT 

  
Melanin is a pigment which is produced from the melanocyte cells by the 

process called melanogenesis. Tyrosinase is a key enzyme in the melanin production, 
and its over activity leads to dermatological disorders (hyperpigmentation). Generally, 
a depigmenting agent may consist of ascorbic acid, arbutin and kojic acid, and many 
others that are used in cosmetic products to reduce free radicals and melanin 
synthesis. These substances when used for a long period of time may accumulate in 
large quantities in the skin, which can result in cytotoxic damage to the melanocyte 
cells. A discovery of new depigmentation compounds from natural products such as 
peptides, are able to inhibit tyrosinase activity which may help to reduce the side 
effects on the skin cells. In this study, the protein hydrolysate (PH) was prepared 
from fruiting body of Horm (Lentinus edodes) and the Paohue (Pleurotus cystidiosus) 
mushrooms. These samples were divided into 4 groups based on enzymatic digestion 
to obtain peptides that were smaller than 3 kDa in each of the groups: (1) fresh L. 
edodes hydrolyzed with a mixed enzymes (FHm), (2) fresh L. edodes hydrolyzed only 
with pepsin (FHp), (3) dried L. edodes hydrolyzed with a mixed enzymes (DHm), (4) 
Fresh P. cystidiosus hydrolyzed only with pepsin (FPp). After the hydrolysis reaction 
was performed for 24 h, the protein hydrolysates were partially purified using 
ultrafiltration of MwCO at 10 and 3 kDa. The protein hydrolysates showed molecular 
weight size of less than 6.5 kDa by Tricine–SDS PAGE. The degree of hydrolysis was 
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determined by using the TNBS method, while the protein hydrolysates that used the 
mixed enzymes, showed a higher degree of hydrolysis (%DH) than only using the 
pepsin (87% DHm and 86% FHm). From the total phenolic compound content assay, 
DHm also had the highest content of phenolic compounds and antioxidant activity 
compared to the other protein hydrolysates (IC50 DPPH 1.260 µg/µL and ABTS 0.605 
µg/µL). Interestingly, the FPp contained less phenolic compounds and lower free 
radical antioxidant activity, but had the highest tyrosinase inhibitory activity (IC50: 
0.071 µg/µL) and its inhibitory ability showed no statistical difference when 
compared to RHAKF (IC50: 0.690 µg/µL) and kojic acid (IC50: 0.047 µg/µL), respectively. 
The inhibitory kinetics of FPp was a non-competitive inhibition. This should be 
concluded that pepsin hydrolysis of the mushroom proteins was effective for 
inhibiting tyrosinase, while the mixed enzymes may help with antioxidant activity. 
The cytotoxicity of protein hydrolysate was performed using the MTT assay. It was 
also found that the protein hydrolysate prepared from FHm, FHp and FPp fresh 
mushrooms that have nontoxic to normal human keratinocyte cells (HaCaT cell), 
while the DHm from a dried mushroom was toxic to HaCaT cells at concentrations of 
more than 1 mg/mL. Amino acid sequencing by LC-MS technic analysis revealed 5 
interesting peptide sequences, which were, (1) PATVSIPGV, (2) LTLEEGESVG and (3) 
LGERTLDEI that are of interest in the study of tyrosinase inhibition, and (4) 
SVTPATIPPY and (5) VGGLPGGG were also of interest in the study of antioxidant 
activity (free-radical scavenging of 0.4042 and 0.5230, respectively). The Molecular 
docking simulation results showed that the binding of the protein tyrosinase and the 
ligands were, IPGV (PATVSIPGV), TLEE (LTLEEGESVG) and LGER (LGERTLDEI) which had 
binding energy values of 59.92, 79.07 and 75.39, respectively.  This showed that the 
TLEE ligand had the highest binding capability to the active site of tyrosinase. The 
researchers assumed that these peptides also promoted the intracellular tyrosinase 
inhibitory effect. To precisely identify the mushroom strains, DNA barcoding based on 
the Internal transcribed spacer (ITS) region was performed. The sequence identities of 
shiitake (L. edodes) were higher than 99% which was similar to the L. edodes strain 
CC7 (MK940837), while the sequence identities of abalone (P. cystidiosus) were 
similar to the P. cystidosus isolate XH004 small subunit ribosomal RNA gene 
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(MW947478.1), P. cystidosus isolate XH006 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947480.1), P. cystidosus isolate XH008 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947482.1), P. cystidosus var. formosensis CBS 100129 (NR103594.1), P. cystidosus 
stain S396 clone B 18S ribosomal RNA gene (DQ882573.1), CGMCC 3.7470 small 
subunit ribosomal RNA gene (KX787086.1), and Blao clone B 18S ribosomal RNA gene 
(DQ882571.1) were higher than 94%, respectively. 

 
 

 

 



 ซ 

ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

งานวิจัยครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ด้วยความอนุเคราะห์จากผู้มีพระคุณทุกท่าน ผู้วิจัย
ขอขอบพระคุณผศ.ดร.จงรักษ์ อรรถรัฐ ประธานที่ปรึกษางานวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาโท ที่ได้กรุณา
สนับสนุน และช่วยเหลือในการวางแผนงานวิจัยในครั้งนี้ ตลอดจนแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้มีความ
สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ยิ่งไปกว่านั้นต้องขอขอบพระคุณรศ .ดร.เกียรติทวี ชูวงศ์โกมล รองศาสตราจารย์ 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และผศ.ดร.เนตรนภิส วรรณิสสร อาจารย์
ประจ าภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ให้เกียรติมาเป็นประธาน
กรรมการสอบป้องกันวิทยานิพนธ์และกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิระดับปริญญาโท ตลอดจนกรุณาให้
ค าแนะน า ปรึกษาและปรับปรุงแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ ด้วยความเอาใจใส่อย่างดียิ่ง ผู้วิจัยได้ตระหนักถึง
ความตั้งใจจริงและความทุ่มเทของทุกๆ ท่าน จึงขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่นี ้

ขอขอบพระคุณความอนุเคราะห์ในผลการทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์จาก รศ.ดร. วรศักดิ์ 
แก้วก่อง อาจารย์ประจ าภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์  มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ปัญหาและท่ีมาของปัญหา (Statement of the Problem) 
 ปัญหาผิวหนังกระ ฝ้า จุดด่างด า ล้วนเกิดจากการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินที่มากเกินไป
ก่อให้เกิดความผิดปกติของเม็ดสีเรียกว่า ภาวะ “Hyperpigmentation” หมายถึง ภาวะที่มีการ
สะสมของเมลานินผิดปกติ ส่งผลให้ผิวหนังมีสีเข้มขึ้นหรือด าคล้ าขึ้น เป็นลักษณะการแสดงออกทาง
ผิ วหนั งทั่ ว ไป  เช่น  ฝ้ า  กระ  จุดด่ างด า  เป็ นต้ น  โดยมี กระบวนการสั ง เคราะห์ เมลามิ น 
(Melanogenesis) ในผิวหนังเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส  (Tyrosinase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่
ก าหนดอัตราการควบคุมการผลิตเมลานินเป็นปัจจัยหลัก ทั้งนี้หากเอนไซม์ไทโรซิเนสมีการผลิตหรือ
ท างานที่มากเกินไปส่งผลให้เกิดภาวะ Hyperpigmentation ดังกล่าวได้ ดังนั้นในปัจจุบันได้รับความ
นิยมจากการน ากรดโคจิก อาร์บูติน และวิตามินซีมาใช้เป็นส่วนประกอบในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ แต่หากใช้ในปริมาณที่สูงหรือถูกสะสมในร่างกายเป็น
เวลานาน อาจส่งผลข้างเคียงต่อผิวหนังได้ ปัจจุบันสารสกัดเปปไทด์เป็นหนึ่งในสารสกัดจากธรรมชาติ
ที่ได้รับความนิยมและมีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัยต่อเซลล์ผิวหนังมากกว่าสารเคมีสังเคราะห์ 
การวิจัยสถิติทางการตลาดเปิดเผยว่าตลาดการสังเคราะห์เปปไทด์เครื่องส าอางในช่วงคาดการณ์ 
(2565-2575) จะมี Compound Annual Growth Rate อัตราเติบโตเพ่ิมขึ้นที่ 5.6% ของตลาดทั่ว
โลก ซึ่งนีจะแสดงให้เห็นถึงการพัฒนาเปปไทด์สังเคราะห์ใหม่ที่น่าสนใจและมีแนวโน้มการเติบโตสูงขึ้น 
 ส่วนฟรุตติ้งบอดี (fruiting body) หรือดอกเห็ดหอมและดอกเห็ดเป่าฮ้ืออุดมไปด้วยแหล่ง
โปรตีนและกรดอะมิโนที่มีคุณประโยชน์ต่างๆ มีสรรพคุณทางยาและรักษาโรคหลากหลาย เหมาะแก่
การน ามาผลิตเป็นเปปไทด์ซึ่งผ่านกระบวนการย่อยเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์โปรติเอส ทั้งนี้
มีรายงานว่าเปปไทด์ที่มีโมเลกุลขนาดเล็กจะมีส่วนช่วยในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ดูดซึม และมีความ
คงตัวของสารสกัดท่ีดีมากยิ่งขึ้น  
 โมเลกุลาร์ด็อกกิง (Molecular docking) เป็นการศึกษากลศาสตร์เชิงโมเลกุลโดยศึกษา
ลักษณะการจับกันหรืออันตรกิริยาระหว่างอะตอมของ 2 โมเลกุลหรือมากกว่า เช่นตัวรับ หรือลิแกนด์ 
เช่น เอนไซม์กับตัวยับยั้งเป็นต้น ปัจจุบันมีการน า molecular docking มาใช้ในการศึกษาสารชีวเคมี
พวกโปรตีนอย่างกว้างขวาง เนื่องจากสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการออกแบบยาหรือลิแกนด์ได้ 
การศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกกิง ต้องใช้โปรแกรมแสดงผลเป็น 3 มิติเพ่ือให้เข้าใจอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นได้
ชัดเจน ดังนั้นงานวิจัยส่วนใหญ่มีเป้าหมายในการศึกษาการเข้าจับของตัวยา หรือลิแกนด์ในบริเวณเร่ง
ปฏิกิริยาและบริเวณยึดจับกันของโปรตีนหรือตัวรับ เพ่ือค้นหาโครงสร้างที่เหมาะสมที่สุดที่ท าให้เกิด
ยับยั้งหรือลดการท างานลง  
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 จากปัญหาและข้อมูลทั้งหมดจึงน ามาสู่วัตถุประสงค์ของงานวิจัยเพ่ือศึกษาผลโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมและเห็ดเป่าฮ้ือต่อการออกฤทธิ์การยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนสและ
ศึกษาโมเลกุลาร์ด็อกกิง เพ่ือค้นหาแรงกระท าระหว่างโมเลกุลกับเอนไซม์เป้าหมาย โดยผู้วิจัยคาดว่า
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทดังกล่าวจะสามารถต่อยอดและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวในอนาคต
ต่อไป  
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 

1.  เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดหอมและเห็ดเป่าฮ้ือต่อการ
ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในหลอดทดลอง  
 2.  เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดหอมและเห็ดเป่าฮ้ือเปรียบเทียบกับ เปปไทด์สังเคราะห์และสาร
มาตรฐาน เช่น กรดโคจิก 
 3.  เพ่ือทดสอบความเป็นพิษของผลของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อเซลล์เคอราติโนไซต์
ในผิวหนัง (เซลล์ HaCaT)  
 4.  เพ่ือศึกษาลักษณะโครงสร้างและค านวณการเกิดอันตรกิริยา และพลังงานการยึดจับ
ระหว่างตัวยับยั้งจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อบริเวณการจับเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยเทคนิคโมเล
กุลาร์ด็อกกิง (Molecular docking) 

 
ความส าคัญของการวิจัย (Significance) 

1. ท าให้ทราบโครงสร้างการเกิดอันตรกิริยาและทราบค่าการกระจายตัวของพลังงานการ
จับ (Binding energy) ระหว่างตัวยับยั้งจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อบริเวณการจับของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส 

2. เพ่ือเป็นแนวทางในการออกแบบตัวยับยั้งหรือพัฒนาสารสกัดใหม่ให้มีประสิทธิภาพใน
การออกฤทธิ์และเป็นพิษกับเซลล์ผิวหนังน้อยกว่าตัวยับยั้งที่มีอยู่เดิม 

3. เห็ดหอมและเห็ดเป่าฮ้ืออุดมไปด้วยแหล่งโปรตีนและคุณประโยชน์ต่างๆ เหมาะแก่การ
น ามาผลิตเป็นโปรตีนไฮโดรไลเสทเพ่ือพัฒนาและต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องส าอาง  อีกทั้งเพ่ือเป็น
การเพ่ิมมูลค่าของเห็ดทางเศรษฐกิจต่อไปได้ 

 
ขอบเขตงานวิจัย (Limitation) 

1. เตรียมสารสกัดโปรตีนจากดอกเห็ดภายใต้สภาวะการใช้เอนไซม์โปรติเอสเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง คัดแยกสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทให้มีขนาดเล็กกว่า 6.5 กิโลดาลตัน 
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2. ศึกษาระดับการย่อยสลายของโปรตีนด้วยวิธี  TNBS (Trinitrobenzene- sulfonic 
acid)  

3. แยกวิเคราะห์โปรตีนเพ่ือศึกษาดูรูปแบบการแสดงออกของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 
(Protein profile) ด้วยเทคนิค Tricine SDS-PAGE  

4. ศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดกระดุม 
(Agaricus bisporous) การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS และ DPPH และการหา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

5. วิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยเทคนิค Liquid 
Chromatography - Mass Spectrometry (LC-MS) 

6. ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อเซลล์ HaCaT โดยวิธี MTT 
7. ศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ (Enzyme kinetics) หรือกลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโร

ซิเนสของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 
8. ศึกษาลักษณะโครงสร้างและค านวณการเกิดอันตรกิริยา และพลังงานการยึดจับ 

ระหว่างตัวยับยั้งจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทต่อบริเวณการจับของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยเทคนิค 
Molecular docking 

9. ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดเพ่ือระบุความจ าเพาะจากบริเวณ 
Internal Transcribed Spacer (ITS) และวิเคราะห์ผ่าน Phylogenetic tree  
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ข้อตกลงเบื้องต้น (Assumption) 
 สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้ ตลอดจนพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต้องปลอดภัยจากสาร
ปนเปื้อนและสารต้องห้ามที่ใช้เป็นส่วนประกอบในเครื่องส าอาง อันได้แก่ สารปรอท สารไฮโดรควิ
โนน สเตียรอยด์ เป็นต้น 
 
นิยามศัพท์เฉพาะ (Definition of Terms) 
(ภาษาไทย) การสังเคราะห์เมลานิน, การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส, การต้านอนุมูลอิสระ, โปรตีน
  ไฮโดรไล เสท/เปปไทด์, เห็ดหอม, เห็ดเป่าฮ้ือ 
(ภาษาอังกฤษ) Melanogenesis, Tyrosinase inhibition, Antioxidant activity,   
  Peptide/Protein hydrolysate, Lentinus edodes, Pleurotus cystidosus 
 
สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 
 1.  สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสมี
คุณสมบัติและประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้และใกล้เคียงกับสารมาตรฐานกรดโคจิก 
 2.  สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดจะมีความปลอดภัยต่อเซลล์ผิวหนัง  

3.  สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดสามารถพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางหรือ
กลุ่มบ ารุงผิวในอนาคตต่อไปได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

https://www.barascientific.com/article/DNA/dna_4.php
https://www.barascientific.com/article/DNA/dna_4.php
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (Related Literature) 

 
1. เมลานิน (Melanin)  
 สารเมลานิน (Melanin) หรือเม็ดสีที่สร้างมาจากเมลาโนไซต์ (Melanocyte) เป็นเซลล์ที่
เจริญมาจากเซลล์ระบบประสาท (neural crest) ในระยะเอ็มบริโอของมนุษย์ แทรกตัวอยู่ในชั้นหนัง
ก าพร้าส่วน stratum basal โดยเซลล์เมลาโนไซต์หนึ่งเซลล์จะแตกแขนงเป็นร่างแหเล็กๆ ลักษณะยื่น
ไซโตพลาสซึม  (dendritic cell) ไปเกาะติดกับเซลล์ตัว อ่ืนในชั้นหนังก าพร้า  (Keratinocyte) 
(Kumpol Aiempanakit, 2015)  
 เมลาโนไซต์จะสร้างสารเมลานินบรรจุในแคปซูลเรียกว่า เมลาโนโซม (Melanosome) เมื่อ
สังเคราะห์ส าเร็จจะถูกส่งไปตามร่างแหเข้าสู่เซลล์ผิวหนัง สารเมลานินเป็นตัวท าให้เกิดสีของเนื้อเยื่อ
ต่างๆ เช่น สีผิว สีผม สีม่านตาโดยหน้าที่หลักของเมลานิน คือ มีส่วนช่วยในการดักจับอนุมูลอิสระ
และป้องกันผิวหนังจากรังสีอัลตราไวโอเลต เปรียบเสมือนแผ่นกรองแสงที่คอยดูดซับรังสีที่แทรกซึม
ผ่านเข้ามาในชั้นผิวหนัง เมลานินจะเปลี่ยนให้รังสีพลังงานสูงกลายเป็นความร้อนที่ไม่อันตรายต่อ
ผิวหนัง ซึ่งจะช่วยยับยั้งไม่ให้รังสีดังกล่าวทะลุผ่านไปยังชั้นหนังแท้ได้  
 สารเมลานินสามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด (แสดงดังภาพ 1)  
 1.  ฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) เป็นเซลล์สีเหลืองหรือแดง เพราะมีเมลานินน้อย  
 2.  ยูเมลานิน (Eumelanin) เป็นเซลล์เม็ดสีเข้ม เพราะมีเมลานินบรรจุอยู่ในแคปซูลมาก 
(Muhammad & Duangporn, 2016)  
 

 

ภาพ 1 ลักษณะของสารเมลานิน  (Pheomelanin ; A) และ (Eumelanin ; B) 
ที่มา: (Muhammad & Duangporn., 2016) 
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ฟีโอเมลาโนโซม (Pheomelanosome)  
เซลล์สีเหลืองหรือแดง มีขนาดเล็ก (0.5-0.3 ไมโครเมตร) มีรูปร่างกลม เกาะตัวเป็นกลุ่ม

ตั้งแต่ 2-10 ถุง มีการสลายตัวที่เร็ว มีไนโตรเจน และซัลเฟอร์เป็นส่วนประกอบ และมีรงควัตถุ “สี
ขาว” สีที่แสดงออกมาจึงเป็นสีโทนสว่าง ฟีโอเมลาโนโซมประกอบด้วยสารหลักอย่างแคโรทีนอยด์ 
(Carotenoid) ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักในสีโทนส้มแดง มีจ ากัดและเห็นชัดได้ใน เส้นผม ขน หรือ
บริเวณผิวหนัง เป็นต้น (JS Inno Tech Co.,Ltd, 2017)  

ยูเมลาโนโซม (Eumelanosome)  
เซลล์เม็ดสีเข้ม มีขนาดใหญ่ (0.5-0.8 ไมโครเมตร) รูปร่างเป็นวงรี ถุงหุ้มดังกล่าวจะกระจาย

ตัวอยู่อย่างเดี่ยวๆ มีการสลายตัวที่ช้า มีรงควัตถุ “สีน้ าตาล-ด า” โครงสร้างเมทริกซ์ประกอบด้วย 
filaments/lamellae (Livia-Elena Sima, 2009) โดยทั่วไปของเมลานินประเภทนี้จะกระจายอย่าง
แพร่หลายทั่วเนื้อเยื่อต่าง ๆ สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและสัตว์อ่ืน ๆ อาทิเช่น เส้นผมสีด า ขนนก มะเร็ง
ชนิดเมลาโนมา และน้ าหมึกสีด าของปลาหมึก อย่างไรก็ตามหากปริมาณของเมลานินมีมากจะผลิตสีที่
เข้ม หรือหากปริมาณเมลานินมีน้อยจะแสดงผลในสีที่อ่อนลง (JS Inno Tech Co.,Ltd, 2017) 
 
2. เมลานินกับสีผิว 

สีผิวของมนุษย์จ าแนกได้ 6 ระดับ (Fitzpatrick phototype) คือ ระดับที่ I ถึง IV ตาม
ปริมาณของเม็ดสีผิวเมลานินที่เพ่ิมมากขึ้นและระดับที่ลดลงของการยอมให้แดดไหม้ได้ ซึ่งสีผิว
ประเภทที่ 6 จะเป็นประเภทที่สีเข้มที่สุดแต่ยอมให้แดดไหม้ได้ในระดับที่น้อยที่สุด (สาระสุขภาพ , 
ม.ป.ป.) (แสดงตาราง 1) 

 
ตารางท่ี 1 แสดงชนิดของสีผิว Fitzpatrick phototype 

Phototype สีผิวเมื่อไม่สัมผัสแสงแดด  การตอบสนองเมื่อสัมผัสแสงแดด 

I ขาว ผิวไหม้แดดบ่อยครั้ง ไม่พบผิวสีเข้ม 
II ขาว ผิวไหม้แดดบ่อยครั้ง ผิวสีเข้มบางครั้ง 
III ขาว เหลือง ผิวไหม้แดดบางครั้ง ผิวสีเข้มบางครั้ง 
IV เหลือง น้ าตาล ผิวไหม้แดดบางครั้ง ผิวสีเข้มบ่อยครั้ง 
V น้ าตาล ด า ผิวไหม้แดดน้อยมาก ผิวสีเข้มถึงด า 
VI ด า ไม่พบผิวไหม้แดด ผิวสีเข้มถึงด า 

ที่มา: (Kumpol Aiempanakit, 2015) 
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โดยปกติทั่วไปสีผิวจะเรียบสม่ าเสมอกันทั่วไปในแต่ละบริเวณของร่างกาย แต่อาจจะเกิดสี
ผิวที่ไม่สม่ าเสมอได้ ซึ่งเป็นได้ทั้งสีผิวจางลงหรือเข้มขึ้น เมื่อมีความผิดปกติของการสร้างเม็ดสีเมลานิน
เกิดขึ้นนับว่าเป็นปัญหาในวงการแพทย์และเครื่องส าอางเป็นอย่างมาก การที่ผิวหนังสร้างเม็ดสีผิวที่
มากเกินไปส่งผลให้มีสีผิวที่คล้ าเกินระดับปกติ หรือเรียกว่าภาวะ hyperpigmentation ส่งผลให้เกิด
อาการ กระ ฝ้า จุดด่างด า ผิวหนังอักเสบ  

สาเหตุเกิดได้ทั้งปัจจัยภายใน เช่น พันธุกรรม ฮอร์โมน และการถูกท าลายจากสารอนุมูล
อิสระหรือปัจจัยภายนอก เช่น ยา และรังสียูวี (Ultraviolet : UVR หรือ UV) เป็นต้น ปัจจัยเหล่านี้
ล้วนแต่มีส่วนกระตุ้นให้ผิวหนังมีการผลิตเม็ดสีเมลานินที่มากข้ึน  

จากการศึกษาพบว่า 90% ของปัญหาผิวหนังนั้นเป็นผลมาจากปัจจัยหลักคือรังสียูวี (รวี
โรจน์ จันทร์หอม, 2551) ซึ่งเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดการสร้างสารอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะอนุมูล
อิสระที่มีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบหรือที่ เรียกว่า  Reactive oxygen species (ROS) ซึ่งได้แก่ 
hydroxyl radical (•OH), superoxide anion (O2

-), lipid peroxyl radical (LOO•) แ ล ะ  nitric 
oxide radical (NO•) เป็นต้น (อรอนงค์ รักสวนจิก, 2559) ส่งผลให้เซลล์ถูกท าลายหรือสามารถไป
เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ รังสียูวีมีผลต่อการสร้างเมลานิน 2 วิธี 

(1)  รังสียูวีจะกระตุ้นเซลล์เมลาโนไซต์โดยตรง มีผลให้เอนไซม์ไทโรซิเนสภายในเมลาโนโซม
ถูกกระตุ้นเปลี่ยนสารตั้งต้นให้เป็นเม็ดสีเมลานิน และเคลื่อนย้ายเม็ดสีเมลานินจากเมลาโนไซต์มาที่
เซลล์ผิวหนังชั้นบน ยิ่งจ านวนเม็ดสีเมลานินมากยิ่งท าให้มีสีผิวเข้มขึ้น (แสดงดังภาพ 2) 

(2)  รังสียูวีจะไปกระตุ้นเซลล์เคราติโนไซต์ก่อให้เกิดการควบคุมการส่งสัญญาณแบบพารา
ไครน์ (paracrine regulation process) ท าให้เซลล์เคราติโนไซต์หลั่งสารหลายชนิดออกมา ได้แก่ 
Prostaglandin E2 (PGE2) , ฮอร์ โมน เมล าโน ไซต์  สติ มู เลติ ง  (α-melanocyte stimulating 
hormone; α-MSH) ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่หลั่งมาจากต่อมใต้สมองส่วนกลางสร้างมาจากเซลล์เมลาโนไซต์ 
ฮอร์โมนชนิดนี้จะไปกระตุ้นการสร้างเมลานินผ่าน cyclic AMP (cAMP) ซึ่งไปกระตุ้นให้โปรตีนไคเนส
เอ (proteinkinase A) เร่งปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชัน มีผลท าให้ยีน microphthalmia-associated 
transcription factor (MITF gene) ซึ่งเป็นหน่วยพันธุกรรมที่ควบคุมเซลล์เมลาโนไซต์ให้ท างาน ท า
ให้มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนเซลล์ สร้างเมลานิน และควบคุมวงจรชีวิตของเซลล์ รวมถึงควบคุมการ
จ าลองแบบดีเอ็นเอของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างเมลานิน ได้แก่ ไทโรซิเนส , TRP-1 
และ TRP-2 เป็นต้น (แสดงดังภาพ 3)  ในอีกทางหนึ่งเซลล์เมลาโนไซต์จะตอบสนองต่อกระบวนการ
อักเสบที่ผิวหนัง กระตุ้นการหลั่งไซโตไคน์ interluekin-1 มีผลกระตุ้น MSH receptor ท าให้มีการ
สร้างเมลานินมากขึ้น เช่นเดียวกันฮอร์โมนแอดรีโนคอร์ติ โคทรอพิก (Adrenocorticotropic 
hormone; ACTH) ยังมีผลไปกระตุ้นไนตริกออกไซด์ซึ่งจะไปเร่งการท างานของ α-MSH ได้อีกด้วย 
(D’Mello et al., 2016; Slominski et al., 2012)  
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ภาพ 2 กระบวนการสร้างเม็ดสีกระตุ้นเซลล์เมลาโนไซต์โดยตรง 
ที่มา: (https://www.eucerin.co.th/about-skin/indications/) 

 

 
ภาพ 3 กระบวนการสร้างเม็ดสีโดยกระตุ้นเคราติโนไซต์ 

ที่มา: (ประไพพิศ อินเสน, 2561) 
 



 9 

การถูกสัมผัสจากรังสียูวีส่งผลให้ผิวหนังเกิดผลภายในระยะสั้นๆ  ได้แก่ ผิวหนังไหม้จาก
แสงแดดหรือผิวหนังมีสีคล้ าลง หรือหากส่งผลภายในระยะยาว ก็จะท าให้เกิดผิวหนังเสื่อมหรือท าให้
ผิวหนังแก่เร็ว เช่น ท าให้เกิดริ้วรอยย่น ผิวหนังก าพร้าบางลง เส้นเลือดขยาย เกิดรอยฝ้าและตกกระ 
เป็นต้น (นพ.สิริ เชี่ยวชาญวิทย, ม.ป.ป.) ซึ่งสาเหตุจากผิวที่ไม่ได้รับการปกป้อง ท าให้เม็ดสีผิวสะสม
มากในบริเวณนั้น เกิดผื่นสีน้ าตาลเป็นรอยคล้ าหรือบางรายอาจเป็นปื้นสีด าเป็นบริเวณกว้างเรียกว่า
ภาวะสีผิวด า (Kumpol Aiempanakit, 2015)   

รังสียูวี ประกอบด้วยด้วยกลุ่มคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าหลายความยาวคลื่นด้วยกัน ขณะที่
แสงอาทิตย์เดินทางผ่านเข้ามาสู่ชั้นบรรยากาศของโลก ความยาวคลื่นบางช่วงจะถูกดูดซับหรือไม่ก็
สะท้อนกลับไป   รังสีที่เหลือก็จะผ่านลงมาสู่พ้ืนผิวโลก ส่งผลเสียให้เกิดปัญหาผิวหนังต่างๆ (Barami 
Laboratories, 2015) ซึ่งรังสียูวีสามารถแบ่งออกเป็น 3 โซน ได้แก่ UVC (ช่วงคลื่นระหว่าง 200-280 
nm), UVB (ช่วงคลื่นระหว่าง 290-320 nm) และ UVA (ช่วงคลื่นระหว่าง 320-400 nm) ซึ่งแสงที่มี
ความยาวคลื่นยาวจะทะลุทะลวงเข้าไปในผิวหนังได้ดีกว่าแสงที่มีความยาวคลื่นสั้น ประมาณร้อยละ 
90 ของรังสีชนิดต่างๆ จะถูกดูดซึมในบริเวณลูกศร (นพ.สิริ เชี่ยวชาญวิทย, ม.ป.ป.) (แสดงดังภาพ 4) 

 

 
ภาพ 4 ภาพแสดงการทะลุทะลวงของรังสีที่มีความยาวคลื่นต่างๆ เข้าไปในผิวหนัง 

ที่มา: (รวีโรจน์ จันทร์หอม, 2551) 
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 รังสี UVC 

เป็นรังสีที่มีความยาวคลื่นอยู่ระหว่าง 200-280 nm ซึ่งเป็นช่วงความยาวคลื่นที่สั้นที่สุด จึง
มีพลังงานมากที่สุดด้วย   รังสี UVC เกือบทั้งหมดนี้จะถูกกรองที่ชั้นโอโซนในบรรยากาศของโลก มัก
มาไม่ถึงผิวโลกยกเว้นบริเวณยอดเขาสูง และถึงแม้จะมีปริมาณเพียงเล็กน้อย ก็สามารถท าให้เกิดผื่น
แดงและท าให้สีผิวเปลี่ยนเป็นสีแทนได้ (Barami Laboratories, 2015) 

รังสี UVB 

มีความยาวคลื่นอยู่ ระหว่าง 290-320 nm ถูกดูดซึมโดยโอโซนในชั้นบรรยากาศ 
Troposphere ซึ่งเป็นช่วงความยาวคลื่นที่สามารถทะลุผ่านผิวหนังได้ดีและเป็นตัวการส าคัญที่ท าให้
เกิดอันตรายต่อผิวหนังทั้งในระยะเฉียบพลันและเรื้อรัง ท าให้เกิดผื่นแดงและไหม้เกรียมได้ เพราะมัน
สามารถทะลุผ่านผิวหนังชั้นสเตรตัมคอร์เนียม (Stratum corneum) และอีพิเดอมีส (Epidermis) ได้ 
รังสีนี้ จะท าให้ เกิดผลเสียต่อผิวหนั งใน ทันที  เช่น  ผิวไหม้ เกรียม ผื่ นแดงเป็นต้น  (Barami 
Laboratories, 2015) 

รังสี UVA 

มีช่วงความยาวคลื่นอยู่ที่ 320-400 nm รังสีช่วงนี้จะมีพลังงานต่ าสุด จะถูกดูดซึมในชั้น
เดียวกับ UVB เหลือผ่านมายังผิวโลกประมาณ 6.3% แต่มีอ านาจทะลุทะลวงผ่านชั้นผิวหนังได้ลึก
ที่สุด (รวีโรจน์ จันทร์หอม , 2551) และมีผลกระทบเป็นวงกว้างต่อโครงสร้างชั้นผิวหนัง รังสีนี้ใน
ปริมาณน้อยก็สามารถทะลุผ่านชั้นหนังแท้ (Dermis) ได้ ซึ่งจะไปกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้
มาก และเมลานินนี้จะไปปกป้องผิวจากการถูกท าลายอีก (Barami Laboratories, 2015) 

ปัจจัยรองลงมาเกิดจาก กรรมพันธุ์ อายุ หรือความเครียดก็เป็นอีกสาเหตุหนึ่งทั้งร่างกาย
และจิตใจส่งผลให้สมองสั่งการกระตุ้นเซลล์ให้ผลิตเม็ดสีเพ่ิมขึ้นได้โดยตรง หรือแม้กระทั่งเกิดจาก
ฮอร์โมนเพศชนิดเอสโตรเจน (Estrogen) และโปรเจสเตอโรน (Progesterone) มีผลท าให้เกิดฝ้า
โดยเฉพาะสตรีที่รับประทานยาคุมก าเนิดหรือสตรีที่ตั้งครรภ์ นอกจากการแพ้ยาแล้ว การแพ้
เครื่องส าอางเป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดฝ้าหรือผิวหนังอักเสบได้ ยาบางชนิดมีผลไวต่อแสงท าให้
หน้าบางลง (DEWellness, 2016) ปัจจัยเหล่านี้ล้วนเป็นสาเหตุที่ท าให้เม็ดสีผิวมากขึ้นจนก่อให้เกิด
ผลที่ตามมาส่งผลให้เกิดภาวะดังกล่าวได้เป็นต้น  

 
3. กระบวนการชีวสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน (Melanogenesis) 
 กระบวนการสังเคราะห์เมลานินในผิวหนังเริ่มจากสารตั้งต้นที่มีในร่างกายซึ่งเป็นกรดอะมิโน
ไทโรซีน (tyrosine) ในร่างกายถูกเปลี่ยนให้เป็น dihydroxyphenylalanine (3,4-dihydroxyphe 
nylalnine; L-DOPA) ด้วยเอนไซม์ tyrosinase ซึ่งขั้นตอนแรกนี้จะเป็นขั้นตอนก าหนดปฏิกิริยา 
(Muhammad & Duangporn, 2016) เรียกปฏิกิริยา Monophenolase เนื่องจากขั้นตอนหลังจาก
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นี้จะเป็นปฏิกิริยาออกซิเดชัน สามารถเกิดขึ้นได้เองในสภาวะ  pH ของร่างกายสมดุล กล่าวคือ 
หลังจากที่ tyrosine ถูกเปลี่ยนให้เป็น L-DOPA แล้ว เรียกปฏิกิริยา Diphenolase จากนั้น L-DOPA 
จะถูกเปลี่ยน แปลงต่อไปเป็น DOPAquinone (3,4-dihydroxyphe nylalanine quinone) ซึ่งเป็น
สารตัวกลางในการสังเคราะห์ Eumelanin หรือ Pheomelanin หากกรณีที่ร่างกายอยู่ในสภาวะขาด
สารประกอบที่มี sulfur (thiol compound) DOPAquinone จะถูกเปลี่ยนต่อเป็น DOPAchrome 
ด้วยกระบวนการ auto-oxidation หรือ เรียกว่าการ เกิด  cyclization และมีเอนไซม์  TRP-2 
(tyrosinase-related protein 2) หรือ DOPAchrome  tautomerase กระตุ้นให้ DOPAchrome 
เกิดการ  tautomerize ขึ้นต่อได้ เป็น  5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid (DHICA) เรียก
ปฏิกิริยา Tautomerization ได้เป็นเม็ดสีด า ในบางครั้งกลุ่มของกรดคาร์บอกซีลิกอาจจะไม่หลุด
ออกไปในขั้นตอนของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน จะอาศัยเอนไซม์  TYRP-1 (DHICA oxidase) ใน
การเปลี่ ยน  DHICA ไป เป็ น โม โน เมอร์ รูปแบบใหม่ที่ มี ชื่ อว่า  Indole-5,6-hydroquinone-2-
carboxylic acid ไปสร้าง eumelanin เม็ดสีน้ าตาลต่อไป แต่ในสภาวะที่ร่างกายมี cysteine หรือ 
glutathione ท าให้ DOPAquinone จะเข้าไปรวมตัวกับสารดังกล่าวกลายเป็น  cysteinyl DOPA 
ห รื อ  glutathione DOPA แ ล ะ เป ลี่ ย น ต่ อ เป็ น  alanylhydroxyl benzothiazine ห รื อ  1,4-
benzothiazinyl alanine เ พ่ื อ น า ไป สั ง เค ร า ะ ห์  Pheomelanin เม็ ด สี เห ลื อ ง แ ด งต่ อ ไป 
(Muhammad & Duangporn, 2016) (แสดงดังภาพ 5)  
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ภาพ 5 กระบวนการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน (Melanogenesis) 
ที่มา : (Ito S and Wakamatsu K., 2008) 

 
ฟังไจบางกลุ่มจะสังเคราะห์เมลานิน โดยหน้าที่ของเมลานินในฟังไจ เช่น ป้องกันแสงแดด , 

สะสมพลังงาน, การปรับอุณหภูมิ, ป้องกันการคายน้ าและต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น (แสดงดังภาพ 7)  
(Cordero RJ, Casadevall A., 2017) เอนไซม์โดยธรรมชาติท าหน้าที่ได้ทั้ง 2 ทาง คือ สังเคราะห์เม
ลานิน เมื่อมีกลุ่มจ านวนสารตั้งต้นที่เป็นองค์ประกอบในพืชหรือฟังไจเป็นจ านวนมาก เกิดการเร่ง
ปฏิกิริยา oxidation เกิดเป็น polymer ท าหน้าที่เฉพาะ เช่น เมลานินในฟังไจท าหน้าที่แสดงออกสี
ในปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลของพืชและฟังไจ และอีกหนึ่งหน้าที่ของเอนไซม์คือ การย่อยสลายเม
ลานินเพ่ือให้เกิดสมดุลในธรรมชาติ เมื่อย่อยสลายจะเกิดการสังเคราะห์ใหม่ขึ้นเป็นวัฏจักร (Borges 
CR et al., 2001) การศึกษาโครงสร้างของรีคอมบิแนนท์ของเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ได้จากเห็ด 
Agaricus bisporus ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับเอนไซม์ไทโรซิเนสของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมสูง (Chang, 
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2009) มีการศึกษาก่อนหน้าพบว่ากลุ่มของฟังไจมีการสังเคราะห์ขึ้นภายในถุงเซลล์คล้ายกับ 
melanosomes ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและสามารถเคลื่อนที่ไปยังผนังเซลล์ได้ (Eisenman HC et 
al., 2012)  

 

 
 

ภาพ 6 ลักษณะโครงสร้างการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ไทโรซิเนสในมนุษย์ (hTyr) 
และ Isoenzymes Ab PPO3 และ Ab PPO4 ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของเอนไซม์ไทโร
ซิเนสในเห็ด (mTyr) 

ที่มา: (Mann, T et al., 2018)) 
 
 งานวิจัยปี  2018 ศึกษาการจับที่ เป็นไปได้ของ Thiamidol กับ hTyr วิเคราะห์ผ่าน 
molecular docking เมื่อก าหนดสีแดงคือฮิสทิดีนที่จับ Cu และสีน้ าเงินคือสารตกค้างที่อาจมี
ปฏิกิริยากับ Thiamidol ผลระบุว่าเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mTyr) มีล าดับกรดอะมิโนในบริเวณ
ของต าแหน่งที่ออกฤทธิ์ซึ่งแตกต่างจาก hTyr อย่างมีนัยส าคัญ (Mann, T et al., 2018) จากที่กล่าว
มาข้างต้นว่าการสังเคราะห์เมลานินโดยเอนไซม์ไทโรซิเนสในฟังไจและในมนุษย์มีความคล้ายคลึงกัน 
(Williamson PR et al., 1998) ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีเลือกใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากกลุ่มฟังไจในเห็ดเป็น
ตัวอย่างในการศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีบทบาทส าคัญในการสังเคราะห์เมลานิน 
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ภาพ 7 หน้าที่ของเมลานินในฟังไจ 
ที่มา : (Cordero RJ, Casadevall A., 2017) 

 
4. เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) 

เอนไซม์ไทโรซิเนส (EC 1.14.18.1; L-tyrosine,L-dopa:oxygen oxidoreductase) เป็น
เอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) ของสารประกอบฟีนอล เป็นโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 
60-70 kDa (ป ระไพ พิศ  อิน เสน , 2561)  มี ค่ า pH ที่ เหมาะสมส าหรับการท างานคื อ  6.8 
(R. Halaban, 2022 & H.S. Raper, 1928 & H.S. Mason, 1965) บ ท บ า ท ม า ก ที่ สุ ด ใน ก า ร
สังเคราะห์เม็ดสีเมลานินและเป็นเอนไซม์ที่ก าหนดอัตราการท างานส าหรับการควบคุมการผลิตเมลา
นิน ท าหน้าที่เปลี่ยนไทโรซีนไปเป็นสาร intermediate (DOPA, DOPAquinone, DOPAchrome, 
DHI) (Muhammad & Duangporn, 2016) (แสดงดังภาพ 8) 
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ภาพ 8 ตัวอย่างปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
ที่มา: (สาวิตรี ตาสุติน, 2549) 

 
 โดยทั่วไปเอนไซม์ไทโรซิเนสจะพบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด โดยเฉพาะในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
ภายในโครงสร้างจะประกอบไปด้วย copper 2 อะตอม (Cu2+) ที่บริเวณเร่งปฏิกิริยาและท าหน้าที่
เป็นปัจจัยร่วม (cofactor) ของเอนไซม์ ได้แก่ copper A binding site และ copper B binding 
site ซึ่งแต่ละไอออนของคอปเปอร์จะถูกจับไว้ด้วยแขนงข้าง (side chain) ของกรดอะมิโนฮีสทิดีน 
(His) ต าแหน่งที่ 61, 85, 94, 259, 263 และ 296  ซึ่งมีท าหน้าที่ร่วมกับออกซิเจนเพื่อเร่งให้ปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของ phenol และ catechol ไปเป็น ortho-quinones ที่ dioxygen บริเวณเร่งปฏิกิริยา
เกิดได้เร็วขึ้น (Zaidi K.U. et al, 2014)  (แสดงดังภาพ 9)  
 
 
 
 

 

 

 

ภาพ 9 โครงสร้างและบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ที่มา: (Zaidi K.U. et al., 2014) 

 
 ดังนั้นการป้องกันไม่ให้เกิดการสร้างเมลานินได้ วิธีหนึ่งก็คือ การยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสโดยแย่งจับกับโลหะ Cu2+ ซึ่งโลหะ Cu2+ จะใช้ต าแหน่งที่ว่างอยู่อีกหนึ่งต าแหน่งไป
จับกับ L-Dopa ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์ไทโรซิเนสเพ่ือย่อยสลายและเกิดเป็นเมลานินได้ ดังนั้น
หากมีสารที่สามารถจับกับโลหะ Cu2+ ได้ดีกว่า L-Dopa ก็จะท าให้โลหะ Cu2+ ของเอนไซม์ไทโรซิเนส
ไม่สามารถไปจับกับ L-Dopa หรือจับได้ไม่ดี จึงท าให้ไม่สามารถเกิดการย่อยสลายที่ได้และท าให้เกิด
การสร้างเมลานินได้ลดลง (สุชาดา จันทร์พรหมมา, 2554) 
 
5. สารที่มีคุณสมบัติยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

สารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เป็นได้ทั้งสารสังเคราะห์และสารที่พบในธรรมชาติซึ่งอาจเป็น
สารในกลุ่มโพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ ไกลโคไซด์ เทอร์ปีน สเตอรอยด์ กรดคาร์บอกซิลิก กรดไขมัน คู
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มาริน สติลบีน ไบไพเพอริดีน ไอโซคูมาริน รวมถึงสารต้านอนุมูลอิสระที่อยู่ในรูปวิตามินซีและวิตามิน
อี เป็นต้น ในทางชีวเคมี สารเหล่านี้มีกลไกการยับยั้งที่ต่างกัน ขึ้นอยู่กับลักษณะโครงสร้างของสาร
ยับยั้งชนิดนั้น และยังอาจยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสทั้งชนิด monophenolase และ/
หรือ diphenolase จึงท าให้สารเหล่านี้ถูกน ามาใช้เป็นสารช่วยให้ผิวขาวในผลิตภัณฑ์เครื่องส าอาง
และผลิตภัณฑ์สุขภาพหลายรูปแบบ ตัวอย่างสารที่ท าให้ผิวกระจ่างใสเป็นที่รู้จักและเป็นที่นิยม 
(Sarkar, Chugh & Garg, 2016) อาทิ เช่น  

1. อาร์บู ติน  (Arbutin) หรือชื่ อทางวิทยาศาสตร์  hydroquinone-beta-D-gluco-
pyranoside ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของไฮโดรควิโนนในรูปของ glycosylated สกัดแยกได้จากพืช หลายๆ 
ชนิด ได้แก่ แครนเบอร์รี บลูเบอร์รี ข้าวสาลี และลูกแพร์ เป็นต้น อาร์บูตินบริสุทธิ์จากปฏิกิริยาเคมี
ระหว่างสาร 2 ตัว คือ Acetobromoglucose กับ Hydroquinone ในสภาวะที่ เป็นด่าง (อภัย 
ราษฎรวิจิตร, 2012) เป็นสารที่ออกฤทธิ์ลอกเซลล์ผิวหนัง (keratolytinocyte) จัดเป็นสารท าให้ผิว
ขาวชนิดหนึ่ง โดยมีฤทธิ์ลอกผิวหนังสีคล้ าชั้นนอกสุดออกไป (สาระสุขภาพ, ม.ป.ป.) และมีฤทธิ์ยับยั้ง
กระบวนการสร้างเม็ดสีโดยไปจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนสสามารถยับยั้งได้ทั้งขั้นตอนปฏิกิริยาการเติม
หมู่ไฮดรอกซีให้ไทโรซีนและปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ L-DOPA เป็นการยับยั้งเอนไซม์เป็นแบบแข่งขัน
และผันกลับได้ กล่าวคือสารนั้นมีโครงสร้างที่เข้าจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนสตรงบริเวณเร่งปฏิกิริยาทั้ง 
copper A binding site และ copper B binding site เนื่องจากมีโครงสร้างคล้ายกับไทโรซีนซึ่งเป็น
สารตั้งต้นของปฏิกิริยา (Maeda. K & Fukuda. M, 1996) (แสดงดังภาพ 10-11) แต่ข้อเสียของอาร์
บูตินคือ หากใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส าอางในความเข้มข้นปริมาณที่มากเกินอาจส่งผลกระทบในการ
ใช้ระยะยาวเสี่ยงต่อการเกิดรอยด าจากการอักเสบ อีกทั้งมีราคาแพง เพ่ิมต้นทุนในการผลิต และไม่
เสถียรเพราะเป็นสารที่ละลายได้ในน้ า (Patcharapa, 2016) 

 

 
 

ภาพ 10 โครงสร้างที่มีลักษณะหมู่ฟังก์ชันคล้ายกัน 
ที่มา: (Sapkota K et al., 2010) 
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ภาพ 11 กระบวนการยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินโดยสารอาร์บูติน 
ที่มา: (Glico nutrition Co.,Ltd., 2019) 

 
2.  กรดโคจิก (Kojic acid)  

 

 
 

ภาพ 12 โครงสร้างของกรดโคจิก 
ที่มา: (Michelle, 2014) 

 
เป็นเมแทบอไลต์พบได้ในธรรมชาติหรือที่ได้จากเชื้อรากลุ่ม Aspergillus oryzae มีชื่อ

สามัญว่าโคจิญี่ปุ่น กรดโคจิกสามารถยับยั้งการเปลี่ยนสีของผลไม้ไม่ให้ เปลี่ยนเป็นสี น้ าตาล 
(Oxidative browning) หรือท าให้เนื้อของอาหารทะเลคงมีสีแดงอมชมพูได้ทนนาน (อภัย ราษฎร
วิจิตร, 2018) ด้วยคุณสมบัติที่คอยยับยั้งและป้องกันการรวมตัวของเม็ดสีทั้งพืชและในสัตว์ กรดโคจิก
จึงถูกน าไปใช้ในการรักษาฝ้า กระ และยังมีงานวิจัยที่พัฒนาโครงสร้างของโคจิกเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ
การผ่านผิวหนังและออกฤทธิ์ในการรักษาความผิดปกติทางผิวหนังได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Kim et 
al., 2002; Ebanks, Wickett & Boissy, 2009) เป็นการยับยั้งเอนไซม์เป็นแบบแข่งขันและผันกลับ
ได้ โดยกรดโคจิกจะไปจับกับไอออนของ copper A และ copper B ในโมเลกุลเอนไซม์ไทโรซิเนสที่บ
ริ เวณ เร่ งปฏิ กิ ริ ยาผ่ านกลุ่ ม  5-hydroxyl และ  4-carbonyl (Cabanes, 1994) ขัดขวางการ
เกิดปฏิกิริยา tautomerization ในการเปลี่ยน Dopa-chrome ไปเป็น DHICA ของกระบวนการ
สังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน (Ebanks J.P. et al, 2009) (แสดงดังภาพ 13)  ผลิตภัณฑ์กรดโคจิกที่มี

https://labmuffin.com/author/lmuffin/
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ความเข้มข้น 1–2% จะไม่ก่อให้เกิดอาการระคายเคืองต่อผิวหนังของผู้บริโภค อย่างไรก็ตามมี
ข้อก าหนดให้ผลิตภัณฑ์ของกรดโคจิกต้องมีความเข้มข้นไม่เกิน 4% (อภัย ราษฎรวิจิตร, 2018) หาก
ใช้ในปริมาณที่มากหรือสะสมอย่างต่อเนื่องอาจเป็นอันตรายเมื่อสูดดมกลืนกินและหากถูกดูดซึมผ่าน
ผิวหนัง สภาพผิวอาจมีลักษณะเป็นผื่นแดงหรือกระแทกคันมีอาการปวดแผลพุพองและแห้งเป็นขนาด
หย่อมๆ ได้  

 

 
 

ภาพ 13 กระบวนการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานินโดยกรดโคจิก 

 
3.  วิตามินซี (Vitamin C) ชื่อวิทยาศาสตร์คือ Ascorbic acid  
 

 
 

ภาพ 14 โครงสร้างของวิตามินซี 
ที่มา: (Michelle, 2014) 

 

https://labmuffin.com/author/lmuffin/
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ซึ่งมีสมบัติเป็นกรดอ่อนๆ สามารถพบได้ในธรรมชาติจากผลไม้และผักใบเขียว วิตามินซีเป็น
วิตามินที่สามารถละลายได้ในน้ า เมื่อรับประทานและถูกร่างกายดูดซึมไปใช้แล้วสามารถถูกขับออกได้
ทางปัสสาวะในรูปของกรดออกซาลิค (oxalic acid) นอกจากนี้วิตามินซียังถูกท าลายได้ง่ายโดย
แสงอาทิตย์ ประโยชน์ของวิตามินซีคือเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ลดการอักเสบจากการยับยั้งการ
ท างานของสารไซโตไคน์บางชนิด มีฤทธิ์ฟอกสีผิวและมีความสามารถในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสท าให้สีของเมลานินจางลง (Zhai and Maibach, 2001) กลไกการท างานของ
วิตามินซีจะขัดขวางการสังเคราะห์ DOPA quinone ไปเป็น DHICA โดยจะเปลี่ยนจาก DOPA 
quinone กลับไปเป็น L-DOPA ซึ่งเป็นปฏิกิริยาย้อนกลับของกระบวนการ oxidation (Michelle, 
2014) โดยเข้าไปจับกับโมเลกุลของทองแดงที่บริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ จึงท าให้เอนไซม์ไม่
สามารถท างานได้ ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน (Saghaie L. et al, 2013)  

การศึกษาวิจัยพบว่าวิตามินซีที่อยู่ในรูปแบบของ  Magnesium ascorbyl phosphate 
(MAP) เป็นโมเลกุลที่มีความคงตัวมากและสามารถถูกดูดซึมเข้าสู่ชั้นผิวหนังได้ดี และยังมีอนุพันธ์ของ
วิตามินซีอีกหลายรูปแบบ เช่น  Ascorbyl-6-palmitate, Disodium isostearyl 2-0 L-ascorbyl 
phosphate (VCP-IS-Na) และ Ascorbic acid sulfate ที่สามารถซึมเข้าสู่ผิวได้ดีเช่นกัน โดยปกติ
วิตามินซีมักพบในความเข้มข้น 5-10% (Michelle, 2014) แต่หากเมื่อได้รับในปริมาณมากหรือสะสม
อย่างต่อเนื่อง จะส่งผลกระทบต่อผิวหนังโดยมีฤทธิ์เป็น Pro-oxidant ท าให้เกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งจะ
ส่งผลกระทบต่อร่างกายได้ (Saghaie L. et al., 2013) 
 

4. เปปไทด์ (Peptide)  
คือสายพอลิเมอร์ของกรดอะมิโนที่มาเชื่อมต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ ซึ่งกรดอะมิโนทุกชนิด 

(ยกเว้น glycine ที่มีหมู่ R เป็นไฮโดรเจน) มีอยู่สองรูปแบบคือแบบแอล และแบบดี (L form และ
แบบ D form) (แสดงดังภาพ 15) เปปไทด์ปลายด้านที่มีหมู่อะมิโนเป็นอิสระเรียกว่าปลายเอ็น (N-
terminal) ส่วนปลายที่มีหมู่คาร์บอกซิลเป็นอิสระเรียกว่าปลายซี (C-terminal) การเรียกชื่อเปปไทด์
จะเรียกตามล าดับกรดอะมิโนจากปลาย N (N-terminal) ไปหาปลาย C (C-terminal)  (แสดงดัง
ภาพ 16-17) เปปไทด์นั้นเป็นส่วนผสมจากธรรมชาติ เป็นอนุพันธุ์หน่วยย่อยที่เล็กที่สุดของโปรตีน ซึ่ง
มีขนาดเล็กกว่าโปรตีน ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนหลากหลายชนิด กรดอะมิโนนั้นเป็นตัวสร้างโปรตีน 
และโปรตีนเองนั้นก็เป็นส่วนประกอบส าคัญในการสร้างผิว ปัจจุบันเปปไทด์ได้มีการพัฒนาให้ได้
ผลลัพธ์ที่ดีขึ้นมาก จากการรายงานพบว่าการทาครีมที่มีสารเปปไทด์เป็นส่วนประกอบจะสามารถ
แทรกซึมผิวได้ลึกและดีกว่าสารออกฤทธิ์เดิมๆ ด้วยคุณสมบัตินี้จึงมีการน าเปปไทด์หลายชนิดมาใช้ใน
ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว เช่น ช่วยยับยั้งการหดตัวของกล้ามเนื้อ ท าให้ริ้วรอยลดน้อยลง และเข้าไปช่วย

https://labmuffin.com/author/lmuffin/
https://labmuffin.com/author/lmuffin/
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สร้างฟ้ืนฟูคอลลาเจน ท าให้ผิวตึงกระชับเรียบเนียน อีกทั้งยังช่วยท าให้หน้าขาวใส เป็นต้น (สารพัน
ความรู้เกี่ยวกับการดูแลสุขภาพและความงาม, 2554)  
 

 
 

ภาพ 15 Stereo isomer ของกรดอะมิโน (ยกเว้น glycine) มี 2 ชนิด ได้แก่ L-form และ D-form 
ที่มา: (https://www.siamchemi.com/) 

 

 
 

ภาพ 16 โครงสร้างเปปไทด์ประกอบด้วยปลายเอ็น (N-terminal) และปลายซี (C-terminal) 
ที่มา: (Kiddle Encyclopedia, 2019) 

 

 
 

ภาพ 17 เปปไทด์ซึ่งเกิดจากกรดอะมิโนเชื่อมต่อกันเป็นสายด้วยพันธะเพปไทด์ 
ที่มา: (http://119.46.166.126/self_all/selfaccess10/m4/biology4_2/lesson2/content1.php) 

 
 สารยับยั้งไทโรซิ เนสหลายชนิด เช่น ไฮโดรควิโนน  (Heilgemeir, G. P.& Balda, B. 
R.1981), กรดโคจิก(Mishima, Y et al., 1988), กรดอะเซลาอิก (Breathnach, A. C et al., 1989 
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& Verallo-Rowell, V. M et al., 1989), ฟีนอลที่อุดมด้วยอิเล็กตรอน (Jimbow, K. 1991) และอาร์
บูติน ได้รับการทดสอบในเภสัชภัณฑ์และเครื่องส าอางส าหรับความสามารถในการป้องกันการผลิตเม
ลานิน ในขณะเดียวกันการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและกิจกรรม (Structure-
activity relationship “SAR”) ได้รับการกล่าวถึงอย่างกว้างขวาง (แสดงดังตาราง 2) ระบุว่าไฮโดร
ควิโนนเป็นหนึ่งในส่วนผสมมากที่สุดในบรรดาสารท าให้ผิวขาวทั่วไป แต่สารไฮโดรควิโนนท าให้เกิด
การระคายเคืองต่อผิวหนัง (Parvez, S. et al. 2006) และคิดว่าเป็นสารก่อกลายพันธุ์ต่อเซลล์ของ
สัตว์ เลี้ ยงลูกด้วยนม (Curto, E. V. et al. 1999) และเป็น พิษต่อเซลล์ เมลาโนไซต์  (Felipe 
Jimenez&Ph.D., 2009)  สิ่งนี้น าไปสู่การใช้กรดโคจิกและอาร์บูตินเป็นตัวแทนทางเลือก แต่สาร
เหล่านี้มีประสิทธิภาพต่ าในร่างกาย นอกจากนี้เนื่องจากผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์ ความคงตัวของ
สูตรต่ า และการซึมผ่านผิวหนังที่ ไม่ดีและการใช้งานที่มีจ ากัด (Hermanns, J. F et al., 2000) 
เจ้าหน้าที่ญี่ปุ่นยังกระตุ้นให้ห้ามใช้กรดโคจิกในการรักษาผิวหนังเนื่องจากเป็นสารก่อมะเร็ง (Fuyuno, 
I et al., 2004) อย่างไรก็ตามกระบวนท าให้เกิดสีผิวจางลงด้วยสารดังกล่าวข้างต้นทั้งอาร์บูติน กรดโค
จิกหรือวิตามินซีหากใช้ในความเข้าข้นที่สูงและติดต่อเป็นระยะเวลานาน อาจมีผลข้างเคียงที่ไม่พึง
ประสงค์หรือเป็นพิษต่อผิวหนังได้ เช่น ผลิตภัณฑ์ท าให้ผิวขาวมักใช้สารเคมีที่มีฤทธิ์รบกวน
กระบวนการสร้างเมลานิน ได้แก่ สารประกอบของปรอท (mercury compounds) ไฮโดรควิโนน 
(hydroquinone) ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ tyrosinase ในกระบวนการสร้างเมลานิน (สาระสุขภาพ , 
ม.ป.ป.) เว้นแต่สารสกัดจากเปปไทด์เนื่องจากเป็นสารสกัดจากโปรตีนที่ได้จากธรรมชาติและมีความ
เป็ น พิษต่อ เซลล์ผิ วหนั งที่ น้ อยกว่ าสารเคมีดั งกล่ าว  (Felipe Jimenez&Ph.D., 2009) ทั้ งนี้
สารประกอบของปรอทจัดเป็นสารอันตรายที่ท าให้เกิดอาการแพ้ ผื่นแดง ผิวบาง และเกิดรอยด าบน
ใบหน้า และอาจท าให้เกิดการสะสมพิษของปรอท ถูกดูดซึมเข้าสู่กระแส โลหิต ท าให้ตับและไต
อักเสบ เกิดโรคโลหิตจาง ทางเดินปัสสาวะอักเสบได้ (ฝ่ายเภสัชกรรม คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล, ม.ป.ป) (แสดงดังภาพ 18) 
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ตารางท่ี 2 ค่า IC50 ของสารประกอบในเครื่องส าอางและผลิตภัณฑ์ในธรรมชาติที่รู้จัก  

สารประกอบใน
เครื่องส าอาง 

โครงสร้าง 2 มิติ IC50 (µM) อ้างอิง 

 
Hydroquinone 
(ไฮโดรควิโนน) 

 

 
25.88 

(Marrero-Ponce, 
Y. et al., 2007) 

 
Kojic acid 
(กรดโคจิก) 

 

 
40.69 

(Hsiao, N. W. et 
al., 2014) 

 
Arbutin 

(อาร์บูติน) 
 

 
368.93 

(Hsiao, N. W. et 
al., 2014) 

 
Azelaic acid 

(กรดอะเซลาอิก) 
 

 >368.93 
(Sima, V. H. et 

al., 2011) 

ที่มา: (Chen, W. C et al., 2015) 
     

             
ภาพ 18 อาการข้างเคียงจากการใช้ครีมท่ีมีส่วนผสมของปรอท ผิวมีลักษณะเป็นรอยด่างขาวและฝ้า 

ที่มา: (ฝ่ายเภสัชกรรม คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล, ม.ป.ป) 



 23 

งานวิจัย (Felipe Jimenez&Ph.D., 2009) ได้ศึกษาสารสกัดโอลิโกเปไทด์ Decapeptide-
12 (Lumixyl) (สารกลุ่มโปรตีนที่มีกรดอะมิโนเรียงต่อกัน 12 ตัว) ในการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสี
ของภาวะความผิดปกติเมื่อเทียบกับสารไฮโดรควิโนน  (HQ) ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดโอลิโกเปป
ไทด์มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ได้ดีกว่าที่ความเข้มข้นต่างๆ (แสดงดังภาพ 19) อีกทั้งยัง
แสดงให้เห็นว่า ณ ความเข้นข้น 10 µM ที่เท่ากัน สารสกัดโอลิโกเปปไทด์และสารไฮโดรควิโนนมี
ความสามารถในการลดระดับเมลานินภายในเซลล์เมลาโนไซต์ของมนุษย์ได้ 40% และ 7% ตามล าดับ 
และเมื่อน าไปทดสอบหาความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังพบว่า ณ ความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้น สารไฮโดรควิ
โนนมีผลเป็นพิษต่อเซลล์เพ่ิมข้ึนเช่นกันเมื่อเทียบกับสารสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ (แสดงดังภาพ 20)   

 
 

 
 

ภาพ 19 แสดงการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosine; A และ L-DOPA; B) สีฟ้าแทนด้วยสารไฮโดร
ควิโนน (HQ) และสีน้ าเงินแทนด้วยสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ (Lumixyl) ในระดับความเข้มข้น
ที่ต่างกัน 

ที่มา: (Felipe Jimenez&Ph.D., 2009) 

 

  (A) Tyrosine (substrate)                   (B) L-DOPA (substrate)  
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ภาพ 20 (A) แสดงการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน/เซลล์เมลาโนไซต์จากสารไฮโดรควิโนน 

(HQ) และสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ (Lumixyl) ที่ความเข้มข้น 10 µM (B) แสดงผลการ
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง 

ที่มา: (Felipe Jimenez&Ph.D., 2009) 
 

 จากงานวิจัยในปี 2016 ได้มีการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์)จากร าข้าว ได้แก่ เปป
ไทด์ชนิด CT1 (HGGEGGRPY), CT2 (LQPSHY) และ CT3 (HPTSEVY) มาใช้ในการศึกษาการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mTyr) เทียบกับการท างานของอัลบูติน จากผลการทดลองพบว่า เปปไทด์
ชนิด CT2 มีการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีที่สุดและไปในทิศทางเดียวกับอัลบูติน (แสดงดังภาพ 
21) อีกทั้งจากการวิเคราะห์ปริมาณเมลานิน (Melanin contents) พบว่าเปปไทด์ CT1และ CT3 
เพ่ิมการผลิตเมลานินในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา B16 ของหนู ในขณะที่เปปไทด์ CT2 ยับยั้งการ
ผลิตเมลานินได้สูงกว่าร้อยละ 50 ที่ 500 µM และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับสารมาตรฐานอาร์บูติน 
(แสดงดังภาพ 22A) จากนั้นน ามาทดลองกับเซลล์เมลาโนมา และน าไปวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์
โดยวิธี MTT assay เพ่ือหาความเป็นพิษต่อเซลล์ ผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นเดียวกันของ 
CT2 มีอัตราการอยู่รอดของเซลล์สูงที่สุด ในขณะที่อัลบูตินมีอัตราการรอดชีวิตต่ าสุด  หมายความว่ า
อาร์บูตินมีผลเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อเทียบกับสารสารสกัดเปปไทด์ (แสดงดังภาพ 22B) (Ochiai A et 
al., 2016) 

 

    (A)                  (B) 
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ภาพ 21 การยับยั้งของเปปไทด์แต่ละชนิดต่อปฏิกิริยาโมโนฟีโนเลสของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ที่มา: (Ochiai A et al., 2016) 

 
 

ภาพ 22 ผลของเปปไทด์แต่ละชนิดต่อปริมาณเมลานินและความมีชีวิตของเซลล์มะเร็งผิวหนังชนิดเม
ลาโนมา B16 ของหนู (A) ปริมาณเมลานินสัมพัทธ์ 3 วันหลังการรักษาด้วยเปปไทด์ (B) 
ความมีชีวิตของเซลล์ 3 วันหลังการบ าบัดด้วยเปปไทด์เมื่อตรวจวิเคราะห์โดยใช้วิธี MTT 

 

ที่มา: (Ochiai A et al., 2016) 
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 ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติได้ถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง 
เนื่องจากมีผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์น้อยกว่าและมีความปลอดภัยสูง  จากข้อมูลทั้งหมดชี้ให้เห็นว่า
สารสกัดเปปไทด์มีประสิทธิภาพและความปลอดภัยต่อเซลล์ผิวหนังมากกว่าสารเคมีสังเคราะห์ จึงมี
ความจ าเป็นอย่างมากในการพัฒนาสารยับยั้งไทโรซิเนสใหม่จากแหล่งต่างๆ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ผู้วิจัย
จึงมีวัตถุประสงค์ในการค้นคว้าและศึกษาหาเปปไทด์มาใช้แทนสารเคมีดังกล่าว ซึ่งเปปไทด์อาจเตรียม
ได้จากกระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท เป็นต้น 

 

6.  การประเมินประสิทธิภาพและความปลอดภัยโดยใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยง 
 ในปัจจุบันมีงานศึกษาวิจัยที่เกี่ยวข้องกับผิวหนังมากมาย ไม่ว่าจะเป็นทางด้านพยาธิก าเนิด
และการรักษาโรค รวมไปถึงการทดสอบฤทธิ์ของยาหรือสารสกัดสมุนไพร เนื่องจากว่าผลิตภัณฑ์ที่จะ
น ามาใช้กับผิวหนังต้องได้รับการทดสอบพิษต่อผิวหนัง เพ่ือป้องกันการเกิดโรค รวมไปถึงการเกิด
อาการแพ้ต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นกับผิวหนังและเพ่ือรับรองว่าผลิตภัณฑ์นั้นมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค
ก่อนที่จะมีการผลิตออกสู่ท้องตลาด ซึ่งนวัตกรรมเหล่านี้ล้วนมีมูลค่าอย่างมหาศาลต่อเศรษฐกิจใน
ระดับประเทศหรือระดับโลก (Khwandow et al., 2017) 
 เซลล์ผิวหนังมนุษย์ชนิดเคอราติโนไซต์ (Keratinocyte) เป็นทางเลือกหนึ่งในปัจจุบันที่มี
น ามาใช้ในการศึกษาวิจัยด้านผิวหนังในลักษณะ in vitro ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นที่จะต่อยอดงานวิจัย ใน
สัตว์ทดลองและในมนุษย์ ตามล าดับ ปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้เซลล์ผิวหนังมนุษย์ร่วมกับเซลล์อ่ืนๆ 
ที่เป็นองค์ประกอบของผิวหนัง เช่น เซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ที่ท าหน้าที่สร้างเมทริกซ์
ภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix) และคอลลาเจน ซึ่งจะรวมตัวกันเป็นกรอบโครงสร้างของ
เนื้อเยื่อในสัตว์และมนุษย์ซึ่งเป็นการสร้างผิวหนังเลียนแบบผิวหนังของมนุษย์เพ่ือใช้ในงานวิจัยขั้นต้น
ก่อนที่จะน าไปศึกษาวิจัยต่อไปในขั้นคลินิก ซึ่งโมเดลนี้ได้รับการยอมรับและถูกน ามาใช้มากขึ้นใน
ปัจจุบัน เนื่องจากมีความใกล้เคียงกับผิวหนังจริงของมนุษย์ซึ่งดีกว่าการใช้ผิวหนังของสัตว์ทดลอง  
นอกจากนี้ การใช้โมเดลผิวหนังของมนุษย์ยังเป็นทางเลือกหนึ่งของนักวิจัยที่จะช่วยลดปริมาณการใช้
สัตว์ทดลองโดยไม่จ าเป็น หรือให้ผลการทดลองที่ไม่ตรงเป้าหมายและเพ่ือหลีกเลี่ยงข้อจ ากัดทางด้าน
จริยธรรม ซึ่งเป็นการตอบสนองต่อนโยบายลดการทดสอบสารเคมีในสัตว์ทดลอง  (3R’s: Reduce, 
Refine, Replace) ของประเทศในสหภาพยุโรป  (Khwandow et al., 2017) จึงได้มีการพัฒนา
วิธีการทดสอบความเป็นพิษของผิวหนัง โดยใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยงทดแทนการทดสอบโดยใช้
สัตว์ทดลอง โดยการประเมินความเป็นพิษต่อผิวหนังจะพิจารณาจากความสามารถของสารทดสอบใน
การลดจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต (Cell viability) และเซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยงในการทดสอบ ชนิดของเซลล์
เพาะเลี้ยงที่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการทดสอบนั้นได้มีการน าเซลล์ผิวหนังมาเพ่ือพัฒนา ได้แก่ 
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เซลล์เคอราติโนไซต์ (Keratinocyte cell) ซึ่งเป็นเซลล์ผิวหนังที่อยู่ในชั้นหนังก าพร้า เป็นต้น (สกล
เทพ ศรีรักษ์, 2553) (แสดงดังภาพ 23)   
 

                     
ภาพ 23 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แสดงโครงสร้างที่ประกอบไปด้วยเซลล์ keratinocyte 

ที่มา: (จารุภา วิโยชน,์ 2560) 
 

 งานวิจัยชิ้นนี้ได้ท าทดสอบความเป็นพิษต่อผิวหนังของเซลล์คีราติโนไซต์  (keratinocyte) 
โดยใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเลี้ยงในรูปแบบ cell line ในการทดสอบแทนการใช้สัตว์ทดลอง โดยมุ่งหวัง
ว่าจะเป็นส่วนหนึ่งในการประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลส าคัญในการเลือก
ความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการพัฒนาสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทหรือสารสกัดเปปไทด์ที่ดีในอนาคต 
 
7. การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท 

โปรตีนไฮโดรไลเสท คือผลิตผลของโปรตีนที่ได้จากกระบวนการย่อยหรือไฮโดรไลซิสโปรตีน 
โดยโมเลกุลของโปรตีนจะถูกตัดพันธะให้มีขนาดเล็กลงเป็นเปปไทด์มีขนาดโมเลกุลแตกต่างกัน หรือ
กรดอะมิโนอิสระ (พิมพ์เพ็ญ และนิธิยา, 2546) การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถผลิตได้จากแหล่ง
โปรตีนที่หลากหลาย เช่น ปลา นม ไข่ พืช เป็นต้น  กระบวนการผลิตสามารถท าได้โดยการใช้สารเคมี 
กรด ด่าง หรือเอนไซม์โปรติเอส ในสภาวะเหมาะสม การปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนจะช่วย
เพ่ิมความหลากหลายในการน าโปรตีนไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ ซึ่งการปรับปรุงเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างจะส่งผลต่อสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของโปรตีน โดยท าให้เปปไทด์มีน้ าหนักโมเลกุล
ต่ าและมีขั้วเพิ่มขึ้น ช่วยเพิ่มความสามารถในการละลายได้ดี  (ทิพย์วลี และศศิธร, 2562)  

ปัจจัยหลายประการที่ควรค านึงถึงการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท ได้แก่  ชนิดและขนาด
โมเลกุลของโปรตีนที่เป็นสารตั้งต้น ชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้ง

Keratinocytes  
 

stratum corneum 
stratum granulosum  

 
 

stratum spinosum  
 
 
 

stratum basal  
 
 
 
  
 

Epidermis 
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ต้น ระยะเวลา ค่า pH ของเอนไซม์ และอุณหภูมิ เป็นต้น ซึ่งการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมของการ
ย่อยให้เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ สามารถส่งผลต่อสมบัติการ
ท างานของโปรตีนในด้านต่างๆ และมีความเหมาะสมในด้านการเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(Vanga, S. K., Singh, A. and Raghavan, V.,2017) การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยทั่วไป กระท า
ได้ 3 วิธี ได้แก่ 

1. การเกิดโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยธรรมชาติ อาศัยกระบวนการย่อยสลายตัวเองด้วย
เอนไซม์โปรติเอส ที่มีอยู่ตามธรรมชาติในกล้ามเนื้อและเครื่องในสัตว์เช่น เปปซิน ทริปซิน ไคโมทริ
ปซิน เป็นต้น ซึ่งวิธีการย่อยสลายนี้ค่อนข้างซับซ้อนเนื่องจากเอนไซม์โปรติเอสที่มีอยู่มีอยู่มากมาย
หลายชนิด แต่ละชนิดมีหน้าที่การท างานที่แตกต่างกันท าให้ไม่สามารถที่ควบคุมการย่อยสลายของ
โปรตีนและใช้เวลาการย่อยสลายที่ยาวนาน 

2. การย่อยสลายด้วยสารเคมี การย่อยสลายโปรตีนด้วยสารเคมีเป็นการใช้กรดหรือด่างใน
การท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้น ในการตัดสายเปปไทด์ให้สั้นลง เป็นวิธีที่มีราคาถูก สามารถย่อยสลาย
โปรตีนได้รวดเร็วและให้กลิ่นรสที่ดี นิยมน ามาใช้ในการผลิตสารเพิ่มรสชาติและเป็นส่วนผสมในอาหาร 
การย่อยสลายด้วยสารเคมีแบ่งเป็น 3 วิธี ได้แก่ 

2.1. การย่อยสลายด้วยกรด การย่อยสลายโปรตีนด้วยกรด (Acid hydrolysis) โดย
ใช้กรดอนินทรีย์ ได้แก่ กรดซัลฟิวริก หรือกรดไฮโดรคลอริก เป็นต้น การใช้กรดซัลฟิวริกย่อยสลาย
โปรตีนจะท าให้โปรตีนมีกลิ่นไม่ดีและเมื่อท าให้เป็นกลางจะเกิดตะกอนของเกลือแคลเซียมซัลเฟต  
ทั้งนี้เพราะไอออนซัลเฟตถูก แยกออกโดยการเติมแคลเซียมออกไซด์ ซึ่งจะท าปฏิกิริยา ให้แคลเซียม
ซัลเฟต ดังนั้นตะกอนจะดูดซับกรดอะมิโนหรือสารประกอบอ่ืนๆ ที่ได้จากการย่อยโปรตีน ส่วนการ
ย่อยสลายโปรตีนด้วยกรดไฮโดรคลอริกนั้นจะท าให้เกิดเกลือโซเดียมคลอไรด์หรือโพแทสเซียมคลอไรด์ 
ในอุตสาหกรรมจึงนิยมใช้กรดไฮโดรคลอริกในการย่อยสลายโปรตีน (Hill, 1965) เนื่องจากเกลือที่
เกิดขึ้นเป็นเกลือที่ใช้ในอาหารทั่วไปจึงส่งผลเสียต่อผลิตภัณฑ์น้อย กระบวนการนี้เป็นวิธีที่ได้รับการ
นิยมมากกว่าการย่อยด้วยด่าง สามารถท าได้ง่าย ค่าใช้จ่ายต่ า และประหยัดเวลา แต่ข้อด้อยคือท าให้
สูญเสียกรดอะมิโนทริปโตเฟน และอาจท าให้กรดอะมิโนซิสเตอีน, เซอรีน และเมทไธโอนีนถูกท าลาย
ด้วย (Olcott&Fraenkel, 1974) นอกจากนี้การย่อยสลายด้วยกรดท าให้วิตามินส่วนใหญ่ถูกท าลาย
ท าให้ผลิตภัณฑ์ทีได้มีรสชาติและคุณสมบัติเชิงหน้าที่เปลี่ยนไป (Peterson, 1974) การย่อยสลายด้วย
กรดท าให้พันธะเปปไทด์ทีมีกรดอะมิโนแอสพาร์ติกอยู่ทางด้านปลายสายจะถูกย่อยสลายได้เร็วกว่า
พันธะเปปไทด์อ่ืนๆ ประมาณ 100 เท่า (Shih, 1992)  

2.2. การย่อยสลายด้วยด่าง การย่อยสลายโปรตีนด้วยด่าง (Alkali hydrolysis) โดย
ใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ แบเรียมไฮดรอกไซด์ และโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ พบว่าการย่อยสลายด้วย
ด่างท าให้กรดอะมิโนทริปโตเฟนถูกท าลายน้อยกว่าการใช้กรด  ส่งผลกระทบต่อคุณภาพทางด้าน   
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โภชนาท าให้เกิดกลิ่นรสไม่ดี และเกิดปฏิกิริยารีซีไมเซชัน (racemization) จะมีการดึงไฮโดรเจนจาก
แอลฟาคาร์บอนของกรดอะมิโนหรือกรดอะมิโนบางชนิด ซึ่งเกิดการเปลี่ยนรูปของกรดอะมิโน L-
form ไปเป็น D-form ที่ร่างกายไม่สามารถดูดซึมไปใช้ประโยชน์ได้ และยังท า ให้กรดอะมิโนอาร์จีนีน 
ทรีโอนีน และซีสเตอีนถูกท าลาย ทั้งนี้ปฏิกิริยาที่เกิดจากการย่อยสลายด้วยสารละลายด่างเกิดเร็วกว่า
ย่อยสลายดายสารละลายกรด (Shih, 1992) 

2.3. การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ การย่อยสลายด้วยเอนไซม์เป็นการใช้เอนไซม์โปรติ
เอสท าปฏิกิริยาจ าเพาะต่อพันธะเปปไทด์ของโปรตีน กระบวนการนี้เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด 
มีความจ าเพาะต่อสารตั้งต้นสูง ท าในสภาวะที่ไม่รุนแรง และสามารถควบคุมระดับอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาการย่อยได้ดีกวาการย่อยสลายตัวเอง (Kristinsson&Barbara, 2000) วิธีนี้อัตราการย่อย
สลายค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับการใช้กรดและด่าง เนื่องจากเอนไซม์มีความจ าเพาะเจาะจงในการเข้า
ตัดพันธะเปปไทด์สูงกว่า ซึ่งให้ปริมาณเปปไทด์สูงสุด โดยการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายโปรตีน ด้วย
น้ า เรียกปฏิกิริยานี้ว่า ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) (Adler-Nissen, 1986) 

ปัจจัยหลายประการที่ควรค านึงถึงการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท ได้แก่ ชนิดและขนาดโมเลกุล
ของโปรตีนที่เป็นสารตั้งต้น ชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 
ระยะเวลา ค่า pH ของเอนไซม์ และอุณหภูมิ เป็นต้น ซึ่งการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมของการย่อย
ให้เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ  สามารถส่งผลต่อสมบัติการ
ท างานของโปรตีนในด้านต่างๆ และมีความเหมาะสมในด้านการเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(Vanga, S. K., Singh, A. and Raghavan, V.,2017)  

นอกจากนี้เปปไทด์ที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสท มีความหลากหลายในการออกฤทธิ์ต่างๆ 
การใช้ระบบอัลตราฟิลเตรชั่น (ultrafiltration) จะสามารถช่วยให้ได้กลุ่มของเปปไทด์ที่ต้องการนั้น
แคบลง เช่น ได้ขนาดโมเลกุลที่ต้องการและมีฤทธิ์เฉพาะที่ต้องการ ซึ่งมักจะขึ้นอยู่กับแหล่งโปรตีนที่ใช้
เริ่มต้น อีกทั้งการย่อยสลายโปรตีนควรค านึงถึงระดับของการย่อยสลาย (Degree of hydrolysis) ซึ่ง
เป็นพารามิ เตอร์ที่ส าคัญส าหรับการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีสมบัติตามที่ต้องการและมี
ประสิทธิภาพในการน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป (ทิพย์วลี และศศิธร, 2562) 
 
8. คุณสมบัติของเอนไซม์โปรติเอส 

โปรติเอสเป็นเอนไซม์ที่ย่อยสลายพันธะเปปไทด์ของโปรตีนให้เป็นกรดอะมิโนและโอลิ
โกเปปไทด์ต่างๆ ซึ่งโปรติเอสผลิตได้จากพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ โดยในระยะแรกๆ นั้นศึกษาการผลิต
โปรติเอสในพืชและสัตว์เป็นส่วนใหญ่ ยกตัวอย่างเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตได้จากพืช เช่น ปาเปน โบรมิ
เลน ผลิตได้จากสัตว์ เช่น เปปซิน ผลิตได้จากจุลินทรีย์ เช่น แอลคาเลส และผลิตได้จากแบคทีเรีย 
เช่น นิวเทรส เป็นต้น มีการจัดแบ่งชนิดของโปรติเอสไว้หลายวิธี เช่น แบ่งตามจุดก าเนิดได้เป็น 3 
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ชนิดคือ จากพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ หรือแบ่งตามลักษณะการตัดบนสายโพลีเปปไทด์ได้เป็น 2 ชนิด
คือเอกโซเปปทีเดสและเอนโดเปปทีเดส หรือถ้าแบ่งตามลักษณะบริเวณเร่งของเอนไซม์สามารถแบ่ง
ได้เป็น 4 ชนิด ได้แก่ Metalloproteinase, Acid proteinase, Cystein proteinase และ Serine 
proteinase ตามล าดับ (Saiprajong, R. 2009) 

ประโยชน์ของเอนไซม์โปรติเอส  
โปรติเอสส่วนใหญ่ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมซักล้างและอุตสาหกรรมอาหาร  เมื่อ

เทคโนโลยีมีการพัฒนามากขึ้น และมีความต้องการในการใช้เอนไซม์เพ่ิมขึ้น ท าให้มีการน าเอนไซม์โป
รติเอสมาพัฒนา และน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอ่ืนมากขึ้น อุตสาหกรรมที่มักมีการน าโปรติเอสไปใช้
ได้แก่ อุตสาหกรรมซักล้าง (detergents) โดยโปรติเอสเป็นหนึ่งในส่วนผสมของสารซักฟอก ซึ่ง
น ามาใช้ในการย่อยสลายโปรตีนที่เป็นสิ่งสกปรก อุตสาหกรรมฟอกหนัง (leather industry) เป็นอีก
อุตสาหกรรมหนึ่งที่ใช้โปรติเอส โดยปกติใช้สารเคมีเช่น โซเดียมซัลไฟต์ในการฟอกหนังและก าจัดขน 
แต่การใช้สารเคมีก่อให้เกิดปัญหามลพิษ โปรติเอสจึงถูกเลือกมาใช้ทดแทนสารเคมีเพ่ือลดปัญหาทาง
สิ่งแวดล้อม อีกทั้งการใช้โปรติเอสในกระบวนการอุตสาหกรรมทอผ้า อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ 
อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมถ่ายรูป เป็นต้น (Helle, O. and Boyce, 1990) 

อุตสาหกรรมอาหารหลายกลุ่มมีการใช้โปรติเอส  เช่น อุตสาหกรรมผลิตเบียร์ (beer 
industry)อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์นม (dairy industry) ใช้โปรติเอสในการผลิตเนยแข็งช่วยในการ
ตกตะกอนของนม ในอุตสาหกรรมขนมอบ (baking industry) ในกระบวนการผลิตแป้งสาลีมีโปรตีน
ที่เรียกว่า กลูเต็น (gluten) จะมีการใช้โปรติเอสผสมลงไปช่วยในการย่อยโปรตีน และลดเวลาในการ
ผสม ท าให้ขนมอบมีปริมาตรเพ่ิมขึ้น  ตลอดจนใช้โปรติเอสในกระบวนผลิตผลิตภัณฑ์จากถั่ว 
ผลิตภัณฑ์ยา โดยพัฒนาประสิทธิภาพของยาต้านจุลินทรีย์และใช้ร่วมกับสารปฏิชีวนะในการรั กษา
บาดแผล (Suryanarayana, Saraswathi and Dwarakanath, 1998) 

 
9. ชนิดเอนไซม์โปรติเอสที่เกี่ยวข้องในงานวิจัย 

มิกส์เอนไซม์ หรือซุปเปอร์เอนไซม์ (Super Enzymes) 
มิกส์เอนไซม์ เป็นเอนไซม์ช่วยย่อยไขมัน คาร์โบไฮเดรต และโปรตีน แก้อาการอาหารไม่

ย่อย ลดอาการของทางเดินอาหาร เช่น อาการที่เกิดจากกรดไหลย้อนกลับ (GERD) ท าให้รู้สึกปวด 
แสบร้อนในบริเวณหน้าอก ลดน้ าตาลในเลือดและโรคเบาหวาน 

หน้าที่ของเอนไซม์ในร่างกาย ได้แก่ ย่อยอาหาร , น าส่งสารอาหารไปเลี้ยงเซลล์ , สลาย
สารพิษ, ท าให้เลือดบริสุทธิ์ ท าให้ระบบภูมิคุ้มกันแข็งแรง, สร้างโปรตีนในกล้ามเนื้อ, ช่วยให้กล้ามเนื้อ
หดตัว ก าจัดคาร์บอนไดออกไซด์จากปอด และลดความเครียดของตับอ่อน และอวัยวะอ่ืนๆ 

ส่วนประกอบส าคัญในมิกส์เอนไซม์ ได้แก่ 
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1.1 Pancreatin  
เอนไซม์เพนครีเอตินท างานได้ดีที่ pH 7.0 อุณหภูมิ 50 °C ประกอบไปด้วยเอนไซม์ 

Amylase, Lipase, Trypsin เป็นต้น ปกติเอนไซม์เหล่านี้พบที่ตับอ่อน มีหน้าที่ย่อยสาร อาหารที่เรา
รับประทานเข้าไปเช่น แป้ง ไขมัน และโปรตีน เมื่อสารอาหารแตกออกเป็นโมเลกุลขนาดเล็ก จะถูก
ดูดซึมผ่านผนังล าไส้เล็กสู่กระแสเลือดแล้วส่งไปทั่วร่างกาย ภายในเพนครีเอทินมีฤทธิ์เอนไซม์ต่างๆ 
อาทิ เช่น 

- Pancreatic protease : เอนไซม์โปรติเอส ย่อยอาหารกลุ่มโปรตีน เช่น เอนไซม์ทริปซิน 
- Pancreatic amylase : เอนไซม์อะไมเลส ย่อยคาร์โบไฮเดรตหรือแป้งที่เป็นเป็นเด็กซ์ตริน
และได้ น้ าตาลมอลโตสบางส่วน  
- Pancreatic lipase : เอนไซม์ไลเปส ย่อยไขมันโดยอาศัยเกลือน้ าดี (bile salt) เป็นตัวอีมัลซิ
ไฟด์ (emulsified) ไขมันจะถูกย่อยได้กรดไขมันและกลีเซอรอล 

 
1.2 Bromelain (EC 3.4.22.32) 
เอนไซม์โบรมิเลนเป็นเอนไซม์ที่พบในเนื้อเยื่อพืชตระกูล Bromeliaceae เช่น สับปะรด 

(Ananas comosus Merr.) ซึ่งพบในส่วนล าต้น เปลือก แกน ใบ และผล จัดเป็นโปรตีนพวกมี
คุณสมบัติเป็นเบส (basic protein) สามารถละลายน้ าได้ ไม่ละลายในแอลกอฮอล์ อะซีโตน มีน้ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 30,000 ดาลตัน มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาและมีความจ าเพาะในการย่อย
สลายพันธะเปปไทด์ที่มีปฏิกิริยาสารตั้งต้นเป็นกลุ่มไทออล (thiol group) หรืออะมิโนที่มีลักษณะ
โครงสร้างแบบอะโรมาติก (aromatic amino acid) เช่น ไทโรซีน ไลซีน ไกลซีน และฟีนิลอะลานีน 
โดยสภาวะที่เหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์นั้นจะมี pH เท่ากับ 6-8 และอุณหภูมิที่เหมาะสม
ประมาณ 63-65 °C (กัลยา และคณะ, 2520) เอนไซม์โบรมีเลนนี้สามารถท าลายด้วยความร้อนที่มี
อุณหภูมิสูงกว่า 70 °C และถูกยับยั้งปฏิกิริยาด้วยสารโลหะหนัก เช่น สารพวกปรอท (mercurials) 
และสามารถกระตุ้นการท างานด้วยกรดอะมิโนซิสเตอีนและเมอร์แคปโตเอทธานอล  

 
ต าแหน่ง cleavage site ของเอนไซม์โบรมีเลน (แสดงดังภาพ 24) 
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ภาพ 24 ต าแหน่ง cleavage site ของเอนไซม์โบรมีเลน 

(เม่ือ Xaa: กรดอะมิโนทั่วไป และ ↓: จุดตัดพันธะเปปไทด์) 
ที่มา: (https://www.sigmaaldrich.com/life-science/biochemicals) 

 
เอนไซม์โบรมีเลนจะเข้าตัดหรือไฮโดรไลซ์พันธะเปปไทด์ที่อยู่ด้านในของสายพอลิเพปไทด์

บริเวณปลาย C-terminal โดยมีความเฉพาะเจาะจงกับพันธะเพปไทด์ที่มีกลุ่มคาร์บอนีล (carbonyl 
group) หรืออะมิโนที่มีลักษณะโครงสร้างแบบอะโรมาติก ซึ่งจะเข้าตัดระหว่างกลุ่มอะมิโนชนิด
ไฮโดรโฟบิค (Hydrophobic) หรือกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติไม่ละลายน้ า เช่น อะลานีน (Alanine, 
Ala), ไลซีน (Lysine, Lys), และไทโรซีน (Tyrosine, Tyr)  

 
1.3 Pepsin (EC 3.4.23.1) 
เอนไซม์เปปซินจัดเป็นเอนไซม์กลุ่ม Aspartic proteinase เป็นสมาชิกของตระกูล 

Peptidase A1 ซึ่งเป็นโปรติเอสที่ย่อยได้ดีในน้ าย่อยของสัตว์มีกระดูกสันหลัง ถูกผลิตโดยสิ่งมีชีวิต
ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทั้งหมด น้ าหนักโมเลกุล 34,620 ดาลตัน ท างานได้ดีในสภาวะค่า pH 2 และ
อุณหภูมิที่ 37 °C ถูกสร้างขึ้นในรูปเปปซิโนเจนไม่สามารถท างานได้ โดยผนังชั้นในสุดของกระเพาะ
อาหารหลั่งกรดไฮโดรคลอลิกออกมาท าให้มีสภาพเป็นกรดเพ่ือแลกเปลี่ยนเปปซิโนเจนเป็นเอนไซม์เป
ปซินเพ่ือท าหน้าที่ย่อยสารอาหารประเภทโปรตีน ให้มีขนาดเล็กลงก่อนส่งไปย่อยต่อที่ล าไส้เล็ก 
เอนไซม์เปปซินสามารถเกิดปฏิกิริยาจ าเพาะได้ดีกับกรดอะมิโนที่มีโครงสร้างแบบอะโรมาติก 
(aromatics) เช่น ฟีนิลอะลานีน, ลิวซีน, ทริปโตเฟนและไทโรซีน  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นหนึ่งในเอนไซม์นี้ที่ส าคัญ มีความเกี่ยวข้องในการย่อยอาหาร
ในกระเพาะอาหารของสิ่งมีชีวิต อีกทั้งยังมีประโยชน์ในวงการแพทย์ สารส่วนใหญ่นิยมใช้เป็นยาหรือ
อาหารเสริม 
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ต าแหน่ง cleavage site ของเอนไซม์เปปซิน (แสดงดังภาพ 25) 

 
 

ภาพ 25 ต าแหน่ง cleavage site ของเอนไซม์เปปซิน 

(เม่ือ Xaa: กรดอะมิโนทั่วไป และ ↓: จุดตัดพันธะเปปไทด์) 
ที่มา: (https://www.sigmaaldrich.com/life-science/biochemicals) 

 
เอนไซม์เปปซินจะเข้าตัดหรือไฮโดรไลซ์พันธะเปปไทด์ที่อยู่ด้านในของสายพอลิเพปไทด์

บริเวณปลาย C-terminal โดยมีความเฉพาะเจาะจงกับพันธะเพปไทด์ ที่ เกิดจากกรดแอมิโน
ประเภทอะโรมาติกหรือเป็นกรดอะมิโนชนิดที่ เป็นกรด คือมีหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) 2 หมู่ 
(dicarboxylic acid) อยู่ในโมเลกุล เช่น กรด กลูตามิก และกรดแอสพาร์ทิก ซึ่งจะเข้าตัดระหว่าง
กลุ่มอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิค (Hydrophobic) หรือกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติไม่ละลายน้ า เช่น อะ
ลานีน  (Alanine, Ala), วาลีน  (Valine, Val), ทริป โต เฟน (Tryptophan, Trp) และ ไท โรซีน 
(Tyrosine, Tyr) ทั้งนี้จะได้รับการยกเว้นในสภาวะปกติที่กรดอะมิโนลิวซีน (Leucine, Leu) และฟี
นิลอะลานีน  (Phenylalanine, Phe) เชื่ อมกัน  ณ  ต าแหน่ ง  P1 และ P1’ ดั งกล่ าว  ซึ่ งหาก
นอกเหนือจากต าแหน่งนั้นแล้ว กรดอะมิโนทั่วไปจะถูกเชื่อมกันตามปกติ 

 
1.4 Papain (EC 3.4.22.2) 
เอนไซม์ปาเปนจากยางมะละกอ เป็นเอนไซม์ที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องส าอางและ

การท าให้เนื้อนุ่ม เอนไซม์ปาเปนมักตัดพันธะเปปไทด์ในส่วนที่เกี่ยวข้องกับกรดอะมิโนชนิดเบส  
ค่า pH ที่เหมาะสมส าหรับกิจกรรมของเอนไซม์ปาเปนนั้นแตกต่างกันไปตามลักษณะ

และความเข้มข้นของสารตั้งต้น ช่วง pH ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 5.0-7.0 หากใช้สารตั้งต้นเป็นเจลาติน 
จะมีค่า pH ที่เหมาะสมคือ pH 5.0 หากใช้เคซิน (casein) และฮีโมโกลบิน (hemoglobin) เป็นสาร
ตั้งต้นจะมี pH ที่เหมาะสมคือ pH 7.0 เอนไซม์ปาเปนมีเสถียรภาพ สูงสุดในช่วง pH 5.0-9.0 และที่
อุณหภูมิ 60-70 °C และเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์กลุ่มโปรตีเอสอ่ืนๆ เอนไซม์ปาเปนมีความเสถียร
ในอุณหภูมิที่สูงกว่าซึ่งสามารถมีกิจกรรมได้ในช่วงอุณหภูมิ 10-90 °C หากอุณหภูมิสูงกว่า 90 °C เป็น
การหยุดการท างานของเอนไซม์ไม่ว่าจะใช้วิธีการแช่เยือกแข็งหรือให้ความร้อนสามารถยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ได้ (Whitehurst & Van Oort, 2009) 
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ต าแหน่ง cleavage site ของเอนไซม์ปาเปน (แสดงดังภาพ 26) 

 
 

ภาพ 26 ต าแหน่ง cleavage site ของเอนไซม์ปาเปน 

(เม่ือ Xaa: กรดอะมิโนทั่วไป และ ↓: จุดตัดพันธะเปปไทด์) 
ที่มา: (https://www.sigmaaldrich.com/life-science/biochemicals) 

 
เอนไซม์ปาเปนจะเข้าตัดพันธะเปปไทด์ระหว่างต าแหน่งที่เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ ที่ไม่ใช่

วาลีน (Valine, Val) ณ ต าแหน่งที่ P1’ โดยตัดแยกออกกับต าแหน่งกรดอะมิโนที่เป็นประจุบวกที่เป็น
อาร์จินีน (Arginine, Arg) หรือไลซีน (Lysine, Lys) ณ ต าแหน่งที่ P1 ซึ่งหน้าต าแหน่งของกรดอะมิโน
ทั้งสองชนิด (P1) ต้องเชื่อมอยู่กับต าแหน่งที่ P2 ซึ่งเป็นกรดอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิค (Hydrophobic) 
หรือกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติไม่ละลายน้ า ทั้งนี้จะได้รับการยกเว้นในสภาวะปกติที่กรดอะมิโนลิวซีน 
(Leucine, Leu) และฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine, Phe) เชื่อมกัน นอกเหนือจากต าแหน่ง
ดังกล่าวแล้วจะเชื่อมอยู่กับกรดอะมิโนทั่วไปตามปกติ 

 
1.5   Cellulase (E.C.3.2.1.91) 
เอกโซกลูคาเนส หรือ เอกโซ-1,4-กลูคาเนส หรือเอกโซบีต้า-1,4-กลูแคนกลูโคไฮโดรเนส 

หรือเอกโซบีต้า-1,4-เซลโลไบโอไฮโดรเนส หรือเซลลูเลส (cellulase) พบว่ามักท าหน้าที่ร่วมกับ
เอนไซม์เอนโดกลูคาเนส เป็นเอนไซม์ที่ย่อยสลายเซลลูโลส พืช หอยบางชนิด ได้แก่ Helic pomatia 
และจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ ฟังไจ และแอคติโนไมซีส สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ 
ปัจจุบันมีการใช้เอนไซม์นี้ในทางอุตสาหกรรมเพ่ือใช้ผลิตสารที่เป็นประโยชน์ดังที่กล่าวข้างต้น และ
ศึกษาในจุลินทรีย์อย่างกว้างขวาง เนื่องจากการย่อยสลายเซลลูโลสอาศัยการท างานขอเอนไซม์เซลลู
เลสจากปลายด้านที่ไม่มีน้ าตาลรีดิวซ์ (non-reducing) เร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ์โมเลกุลของ
เซลลูโลสที่พันธะ บีตา-1, 4-ไกลโคไซด์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ าตาลเซลโลไบโอส ซึ่งเป็นไดแซ็กคาไรด์ที่
ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 2 หน่วย หรืออาจเรียกว่า cellulolytic enzyme นอกจากนี้ยังพบว่า
สามารถย่อยสลายเซลลูโลสที่จัดตัวอย่างเป็นระเบียบ (microcrystalline cellulose) ได้ โดยอาศัย
การท างานร่วมกับเอนโดกลูคาเนสอีกด้วย  
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จะเห็นได้ว่าเอนไซม์โปรตีเอสมีประโยชน์มากมาย แต่ต้องมีการศึกษาวิธีการผลิต การ
ควบคุมปัจจัยการผลิต และศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรตีเอส เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการปรับปรุง
วิธีการผลิต เพ่ือให้ได้เปปไทด์ที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive peptide) ได้จริงในอุตสาหกรรม 
เนื่องจากสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ต้องขึ้นอยู่กับความจ าเพาะของเอนไซม์ที่ใช้และ
แหล่งโปรตีนนั้นๆ ทั้งนี้ การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทสามารถผลิตได้จากแหล่งโปรตีนที่หลากหลาย 
อาทิเช่น ไข่ นม ไก่ ถั่ว ปลา ข้าว และเห็ด เป็นต้น 

 
10. ชนิดของเห็ดที่น ามาศึกษา 

10.1 เห็ดหอม 
 เห็ดหอมเป็นที่ยอมรับกันมาตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันว่าเห็ดหอมเป็นได้ทั้งอาหารและยา

รักษาโรค เห็ดหอมอุดมไปด้วยสารอาหารแร่ธาตุที่หลากหลาย รสชาติดี มีโปรตีนสูง ซึ่งมีคุณค่าทาง
โภชนาการมากเพียงพอที่จะใช้ทดแทนโปรตีนจากเนื้อสัตว์ได้ 

 ปัจจุบันการเพาะปลูกและบริโภคเห็ดในประเทศไทยได้รับความนิยมมากข้ึน เนื่องจากเห็ดมี
ราคาถูก หาได้ง่าย และมีคุณประโยชน์สูง โดยเฉพาะสรรพคุณทางยา ดังนั้นเห็ดหอมจึงมีศักยภาพใน
การน ามาศึกษา พัฒนาและต่อยอดงานวิจัยเพ่ือใช้เป็นยารักษาโรค หรือผลิตภัณฑ์เสริมอาหารต่อไป
ได้ในอนาคต 

 

 
ภาพ 27 เห็ดหอม (Lentinula edodes) 

ที่มา: (https://thummanoondotcom.wordpress.com/2014/02/02/) 
 

ชื่อวิทยาศาสตร์: Lentinula edodes  
ชื่อไทย: เห็ดหอม 
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ชื่อสามัญ: Shiitake   
ชื่ออ่ืน:  ญี่ปุ่นเรียกว่า ไชอิตาเกะ เกาหลีเรียกว่า โบโกะ จีนเรียกว่า เฮียโกะ อังกฤษ
 เรียกว่าเห็ดด า 
อาณาจักร/วงศ์: ฟังไจ/Marasmiaceae 
ถิ่นก าเนิด: ประเทศจีน ญี่ปุ่น อินโดนีเซีย และไต้หวัน 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์:   บริเวณหมวกเห็ดจะมีลักษณะกลม ตรงผิวของหมวกเห็ดจะมีสีน้ าตาล
อ่อนจนถึงสีน้ าตาลเข้ม หรือน้ าตาลอมแดง โดยมีขนท่ีรวมกันเป็นลักษณะเกล็ดสีขาวหยาบๆ กระจาย
บริเวณขอบหมวกเห็ด ส่วนบริเวณครีบเมื่ออ่อนจะเป็นแผ่นสีขาวบางๆ แต่เมื่อแก่จะเปลี่ยนเป็นสีเข้ม
ทันที เนื้อหมวกแน่น มีลักษณะเว้ากลางเล็กน้อย มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 6-10 เซนติเมตร มีก้านดอก
และโคนก้านดอกสีน้ าตาลอ่อนๆ หรือขาว ขนาดประมาณ 1-1.5 x 5-6 เซนติเมตร ส่วนเนื้อของ
เห็ดหอมจะนุ่ม และมีกลิ่นหอมอันเป็นเอกลักษณ์ที่เฉพาะตัวของเห็ดหอม (เห็ดชูไทย, ม.ป.ป. & 
Herbs botany, 2014) 
แร่ธาตุและวิตามินที่ส าคัญ (ยอดยิ่ง, 2554) :  

1. เซเลเนียม (Se) เป็นธาตุที่มีฤทธิ์ต้านการเกิดอนุมูลอิสระจึงลดความเสี่ยงในการเกิด
โรคมะเร็งและโรคต่างๆ ในผู้สูงอายุเช่นโรคหัวใจและหลอดเลือด เป็นต้น 

2. โพแทสเซียม (K) เป็นธาตุที่จ าเป็นต่อการควบคุมจังหวะการเต้นของหัวใจความสมดุล
ของน้ าในร่างกายการทางานของกล้ามเนื้อและระบบประสาทต่างๆ เนื่องจากเห็ดมีปริมาณ
โพแทสเซียมสูง แต่ปริมาณโซเดียมต่ าจึงช่วยลดความดันโลหิตได้ดี  

3. เหล็ก (Fe) เป็นส่วนประกอบที่ส าคัญในเม็ดเลือดแดงและเอนไซม์ต่างๆ ในร่างกาย 
หากร่างกายขาดเหล็กจะท าให้ T-cell มีจ านวนลดลงและความสามารถของ Neutrophil ในการ
ท าลายเชื้อโรคลดลงด้วย ดังนั้นหากร่างกายขาดเหล็กอาจท าให้มีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อได้มากข้ึน  

4. ทองแดง (Cu) เป็นส่วนประกอบของเอนไซม์หลายชนิดในร่างกายที่ท าหน้าที่ผลิต
พลังงานให้แก่ร่างกายมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเสริมสร้างความยืดหยุ่นให้แก่ผิวหนัง ช่วยสร้างสีผิวให้
คล้ าขึ้นเพ่ือปกป้องอันตรายจากแสงแดดมีส่วนในการสร้างสีด าและสีผม เป็นต้น  

5. วิตามินบีรวม เป็นวิตามินที่พบได้มากในเห็ดช่วยบ ารุงผิวพรรณและการมองเห็นช่วย
ควบคุมการท างานของระบบย่อยอาหารและระบบประสาท เป็นต้น 

สารเคมีและสรรพคุณส าคัญท่ีพบในเห็ดหอม: (ยอดยิ่ง, 2554) 
1. Eritadenine และ AC-2P มีประสิทธิภาพท าให้ไตท าลายคอเลสเตอรอลและไขมัน

ในเลือด 
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2. Lentinan (β1,3 และ 1,6 glucan) เป็น Polysaccharide กระตุ้นภูมิคุ้มกันและ
ต่อต้านการติดเชื้อ ช่วยชะลอการแพร่กระจายและการเจริญเติบโดของเซลล์มะเร็ง  (Chihara, G. et 
al., 1970) 

3. Ergosterol ยับยั้ งการเจริญ เติบ โตของเซลล์มะเร็ง เมื่ อได้รับแสงอาทิตย์จะ
เปลี่ยนเป็นวิตามิน D ป้องกันกระดูกพรุน 

4. AHCC (Active hexose correlated compound) เป็นสารที่มี α-glucose มาก 
เป็นสารกระตุ้นการต้านเชื้อของร่างกายทั้งไวรัสและแบคทีเรีย  

5. Heterogalactan ลดการเจ็บปวดของอวัยวะภายในและลดการอักเสบของเนื้อเยื่อ 
(Carbonero, E.R. and et al., 2008) 

6. Phenolic compound ก า จั ด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ไ ด้ แ ก่  Cinnamic acid, p-
Hydroxybenzoic acid, Protocatechuic acid, Gallic acid, Catechin และ Quercetin เป็นต้น 

7. Exo-polymer ลดน้ าตาลในเลือดในผู้ป่วยเบาหวาน เพ่ิมอินซูลิน ลดคอเลสเตอรอล
และไตรกลีเซอไรด์ (Yang, B.K et al., 2002) 

8. Lentinula edodes mycelium (LEM) Protein bound polysaccharide รักษา
ตับอัก เสบเรื้อรังจากไวรัส B และ C ช่วยกระตุ้นการสร้าง macrophage และ Interleukin-1 ยับยั้ง
การเจริญ HIV  

9. Lenthionine เป็นสารที่ให้กลิ่นหอม (Odoriferous)  
10. Lentin เป็นโปรตีนแยกได้จากดอกเห็ดหอม ยับยั้งการเจริญของไมซีเลียมเชื้อรา

 หลายชนิด 
11. β-glucan, Homo-glucan, Hetero-glucan ต้านเนื้องอก ต้านแบคทีเรีย รา ไวรัส

และปรสิต กระตุ้นภูมิคุ้มกัน ลดระดับคอเลสเตอรอลและกลูโคสในเลือด เป็นต้น 
องค์ประกอบทางเคมีและคุณค่าทางอาหาร:  

นักโภชนาการวิเคราะห์ว่าเห็ดหอมประกอบด้วยกรดอะมิโน 18 ชนิด เอนไซม์มากกว่า 30 
ชนิด วิตามินบี วิตามินเอและวิตามินดี เป็นต้น หากพิจารณาถึงคุณค่าทางอาหารของเห็ดหอมสด
จ านวน 100 กรัม จะให้พลังงาน 387 กิโลแคลอรี ที่ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 67.5 กรัม โปรตีน 
17.5 กรัม ไขมัน 8.0 กรัม เส้นใย 8.0 กรัม วิตามินบี1 1.8 มิลลิกรัม วิตามินบี2 4.9 มิลลิกรัม ไนอะ
ซิน 4.9 มิลลิกรัม แคลเซียม 98 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 476 มิลลิกรัม และเหล็ก 8.5 มิลลิกรัม ส าหรับ
คุณค่าทางอาหารของเห็ดหอมแห้งจ านวน 100 กรัม ให้พลังงาน 375 กิโลแคลอรี ประกอบด้วย
คาร์โบไฮเดรต 82. 3 กรัม โปรตีน 10.3 กรัม ไขมัน 1.9 กรัม เส้นใย 6.5 กรัม วิตามินบี1 0.4 
มิลลิกรัม วิตามินบี2 0.9 มิลลิกรัม ไนอะซิน 11.9 มิลลิกรัม แคลเซียม 12 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 171 
มิลลิกรัม และเหล็ก 4 มิลลิกรัม ทั้งนี้เห็ดหอมมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าเห็ดแชมปิญอง(เห็ดกระดุม) ถึง 
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2 เท่า และอุดมด้วยแร่ธาตุและวิตามินที่มีประโยชน์ต่อร่างกายมากมายหลายชนิด  (ชุติมา และสน
ทยา, 2552) 

เห็ดหอมประกอบด้วยโปรตีนสูงถึง 23% แต่มีปริมาณไขมันต่ าเพียงไม่เกิน 2% ซึ่งใน
จ านวนนี้มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัว oleic acid และ linoleic acid ประมาณ 72-77% ของประมาณไขมัน
ทังหมด ซึ่งเป็นกรดไขมันที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย อุดมด้วยกรดอะมิโนที่ส าคัญทั้ง 9 ชนิด ประมาณ 
39% ได้แก่ ลิวซีน ไอโซลิวซีน วาลีน ทริปโตแฟน ไลซีน ทรีโอนีน ฟีนิลอลานีน เมทไทโอนีน และฮีส
ทิดีน และวิตามินที่พบในเห็ดหอมได้แก่ วิตามิน บี 1 (thiamine) วิตามิน บี 2 (riboflavin) ไนอะซิน 
(niacin) และวิตามิน ซี (ascorbic acid) (ชุติมา และสนทยา, 2552) 

งานวิจัยปี 2015 ได้รายงานว่าเห็ดหอมแบบแห้งและแบบผงอุดมไปด้วยปริมาณโปรตีนถึง 
4.7 และ 12.8 % ตามล าดับ แต่มีปริมาณไขมันต่ าเพียงไม่เกิน 2% (Valverde, M. E et al., 2015) 
 จากงานวิจัยปี 2017 และ 2019 มีรายงานว่าดอกเห็ดหอมอุดมไปด้วยโปรตีน (26% ของ
น้ าหนักแห้ง), ไขมัน, รวมถึงกรดไขมัน (ส่วนใหญ่เป็นกรดไลโนเลนิก), คาร์โบไฮเดรต, ergosterols 
และแร่ธาตุ; วิตามิน B1, B2 และ C (Himanshi และคณะ., 2017; Badalyan และคณะ., 2019) 
  งานวิจัยปี 2010 ของคุณ Yaovadee และคณะ ได้วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณโปรตีนใน
เห็ดที่กินได้บางชนิดในประเทศไทย ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีพบโปรตีนในเห็ดเป่าฮ้ือ 
(Pleurotus ostreatus) และเห็ดหอม (Lentinus edodes) แตกต่างกันระหว่าง 19.59 ก./100 ก. 
และ 24.68 ก./100 ก. ตามล าดับ และยังพบไขมันต่ าในเห็ดเป่าฮ้ือ (0.62 ก./100 ก.) และใน
เห็ดหอม (1.42 ก./ 100 ก.) ซึ่งลักษณะโปรตีนสูงแต่ไขมันต่ าเหล่านี้สอดคล้องกับงานก่อนหน้า 
(Aletor, 1995; Longvah and Deosthale, 1998; Diez and Alvarez, 2001) อีกทั้งองค์ประกอบ
ของกรดอะมิโนของเห็ดเหล่านี้แสดงดังตาราง 3 ผลการตรวจกรดอะมิโนพบว่าโปรตีนมีปริมาณ
กรดอะมิโนจ าเป็นส่วนใหญ่มีประโยชน์ทางโภชนาการ ดังนั้นจากการตรวจสอบค่าทางชีววิทยาใน
ร่างกาย พบว่าคุณภาพโปรตีนของ L. edodes นั้นดีที่สุดเมื่อเทียบกับเห็ดชนิดอื่น  
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ตารางท่ี 3 องค์ประกอบกรดอะมิโนที่จ าเป็นของเห็ดและเคซีนตามมาตรฐาน FAO/WHO 

Essential amino  
acid 
                    Sample 

Amino acid mg/gm of protein 
FAO/WHO1 

1972 
Nang 
Rom 

Kra 
Dang 

Pao 
Heo 

Hoom Casein 

Isoleucine 38 36 36 37 41 40 
Leucine 7 59 56 53 97 70 
Lysine 40 38 38 41 71 55 
Methionine+Cystine 55 4 50 60 44 35 
Phenylalanine+Tyrosine 58 58 59 54 101 60 
Threonine 49 43 48 50 44 40 
Tryptophan 7*(70) 6*(60) 7*(70) 6*(60) - 10 
Valine 53 58 66 48 53 50 

1 Source : Food composition table for use in East Asia (FAO, 1972). 
* ( ) Chemical score = 

amino acid content in diet

amino acid content in FAO/ WHO Standard 
 ×  100 

ที่มา: (Y. Cuptapun et al., 2010) 
 

 จากปี 2018 และ 2019 รายงานว่าโปรตีนจากดอกเห็ดหอมมีกรดอะมิโน 18 ตัวซึ่งเป็น
ส่วนหนึ่งของสูตรโภชนาการที่สมดุล ซึ่งมักประกอบด้วยกรดอะมิโนจ าเป็น: ไลซีน , ทรีโอนีน, วาลีน, 
ทริปโตเฟน, ไทโรซีน เป็นต้น นอกจากโปรตีนแล้ว ฟังไจยังสามารถสังเคราะห์ไขมันและส่วนประกอบ
ของไขมันที่มีฤทธิ์สูงได้ในปริมาณที่ค่อนข้างมาก ประกอบด้วยโมโนและไตรกลีเซอไรด์ สเตอรอล 
และฟอสโฟลิปิด (Muszynska, B และคณะ., 2018; Wen Li และคณะ., 2019) 

งานวิจัยปี 2020 ได้ท าการศึกษาองค์ประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีนของ Lentinus 
edodes สายพันธุ์ 2541 และพบว่าโปรตีนประกอบด้วยกลูตามิกสูงถึง 17% ซึ่งเป็นกรดอะมิโนไม่
จ าเป็น และยังมีกรดอะมิโนที่จ าเป็น (47%)  ในบรรดากรดอะมิโนที่จ าเป็นที่เด่นๆ คือ ลิวซีน ไลซีน 
วาลีน และไทโรซีน (Mustafin K.G et al., 2020) 
 งานวิจัยปี 2554 ของคุณจันทร์สุดา จริยวัฒนวิจิตร และคณะกล่าวถึงคุณลักษณะและ
องค์ประกอบด้านรสชาติที่ส าคัญในเห็ดหอมสดที่ปลูกในพ้ืนที่ภาคเหนือของประเทศไทย โดยท าการ
วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่มีผลต่อรสชาติของเห็ดหอมสดหลังการเก็บเกี่ยว  ที่เก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 10 °C เป็นเวลา 0, 4 และ 8 วัน พบว่าในเห็ดหอมสดมีปริมาณกรดกลูตามิกมากกว่ากรดอะ
มิโนอิสระชนิดอ่ืน (แสดงดังตาราง 4) โดยมีปริมาณ 470, 509 และ 1,008 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม
น้ าหนักแห้ง ในอาหาร กรดอะมิโนอิสระที่พบรองลงมาคือ เซอรีน และอาร์จินีน ซึ่งมีประมาณ 361, 
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327, 395 และ 222, 234 , 241 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง เมื่อเก็บรักษาไว้ 0, 4 และ 8 วัน 
ตามล าดับ กรดกลูตามิกเป็นกรดอะมิโนอิสระที่ท าให้เกิดรสอูมามิ  หรือรสกลมกล่อม หรือรสอร่อย 
(MSG-like) โดยเซอรีนและอาร์จินีนเป็นกรดอะมิโนอิสระซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ท าให้เกิดรสหวาน 
(จันทร์สุดา จริยวัฒนวิจิตร, 2554)    
 
ตารางท่ี 4 ปริมาณกรดอะมิโนในเห็ดหอม (Lentinula edodes)  

Amino acid 
Content a (mg/100g dry wt.) 

Day 0 Day 4 Day 8 

L-Alanine 170 ± 28 bc 147 ± 18 b 152 ± 16 b 
L-Arginine 222 ± 32 bc 234 ± 26 bc 241 ± 34 bc 
L-Aspartic acid 220 ± 24 bc 240 ± 29 bc 306 ± 37 bc 
L-Glutamic acid 470 ± 51 509 ± 55 c 1,008 ± 67 d 
Glycine 183 ± 18 bc 201 ± 27 bc 228 ± 26 bc 
L-Histidinec 138 ± 17 b 134 ± 19 b 154 ± 23 b 
L-Isoleucinec 211 ± 22 bc 149 ± 21 b 152 ± 19 b 
L-Leucinec 191 ± 15 bc 204 ± 25 bc 200 ± 35 b 
L-Lysinec 215 ± 24 bc 168 ± 19 b 179 ± 24 b 
L-Methioninec 155 ± 16 b 123 ± 16 b 131 ± 17 b 
L-Phenylalaninec 179 ± 18 b 157 ± 26 b 153 ± 21 b 
L-Serine 361 ± 26 c 327 ± 22 c 395 ± 31 c 
L-Threoninec 202 ± 25 bc 221 ± 26 bc 237 ± 26 bc 
L-Tryptophanc 126 ± 18 b 98 ± 19 a 96 ± 25 a 
L-Tyrosinec 67 ± 12 a 61 ± 18 a nd 
L-Valine nd nd nd 

Total 3,110 ± 207 2,973 ± 221 3,632 ± 356 
a Each value is expressed as mean ± SD. (n=9). Means with different letters within a 
row are significantly different (P<0.05). 
b nd, not detected , c Essential amino acids.  
ที่มา: (จันทร์สุดา จริยวัฒนวิจิตร, 2554)    
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มีการรายงานว่าสารจ าพวก flavonoids, lignans, และ phenolic acids พบมากในเห็ด
ทั่ ว ไป  เช่ น  epicatechin gallate, epigallocatechin, caffeic acid, ferulic acid, quercetin, 
rutin และ avobenzone เป็นต้น ซึ่งเป็นหนึ่งในสารประกอบฟินอลิกที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ป้องกันหรือลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น และได้รับการรายงานว่าสามารถลดปริมาณเมลานินและ
แสดงการยับยั้งไทโรซิเนสซึ่งอาจมีผลต่อการชะลอการสร้างเม็ดสีได้ (Taofiq et al., 2016)  

จากงานวิจัย (Yoon et al., 2011) ได้ท าการตรวจหาความเข้มข้นสารประกอบฟีนอลิก
และศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดต่างๆ จากดอก
เห็ดหอม ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดจากดอกเห็ดหอมด้วยอะซีโทน เมทาโนล และน้ าร้อนที่ความ
เข้มข้น 0.125-1.0 มก./มล. มีค่าการยับยั้งของเอนไซม์ไทโรซิเนสอยู่ระหว่างร้อยละ 11.94-54.22, 
15.12-54.61 และ 3.09-47.32 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามสารมาตรฐานวิตามินซีและกรดโคจิกแสดง
ฤทธิ์การยับยั้งไทโรซิเนสที่สูงซึ่งมีค่าร้อยละ 75.12-92.74 และ 91.23-99.00 ตามล าดับ (แสดงดัง
ภาพ 28) ผลการศึกษาชี้ให้เห็นว่าสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดจากดอกเห็ดหอมมีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้น 

 

 
 

ภาพ 28 ฤทธิ์ยับยั้งไทโรซิเนสของสารสกัดจากผลของเห็ดหอมที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ที่มา: (Yoon et al., 2011) 

 
อีกทั้งจากงานวิจัยปี 2016 (Boonsong et al., 2016) ได้ท าการสกัดหาปริมาณฟีนอลิก

และฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และศึกษาคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของเห็ดที่รับประทานได้ 5 ตัวอย่าง 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452316X16300114#!
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ได้แก่ Lentinus edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus eous, Pleurotus sajor-caju และ 
Auricularia auriculard โดยใช้วิธีสกัดสามชนิดที่แตกต่างกัน ได้แก่ น้ า, 50% (v/v) ethanol และ 
diethyl ether ผลพบว่า 50% (v/v) ethanol จากสารสกัดเห็ดหอมมีปริมาณฟีนอลิกและฟลาโว
นอยด์ทั้งหมดที่สูงกว่าตัวอย่างสารสกัดจากเห็ดชนิดอ่ืนๆ และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วย
วิ ธี  DPPH radical-scavenging activity ที่ แ ร งที่ สุ ด  (6 4 .3 4% ) เมื่ อ เที ย บ กั บ  butylated 
hydroxyanisole (BHA) ที่ 500 mg/mL (แสดงดังภาพ 29) ดังนั้นสารสกัดจากเห็ดหอมแห้งจึง
สามารถใช้เป็นแหล่งต่อต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติหรือใช้เป็นส่วนผสมในอุตสาหกรรมได้ 

 

 
 
ภาพ 29 ฤทธิ์ก าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเห็ดที่กินได้ห้าชนิดโดยใช้: (A) น้ า; (B) 50% (v/v) 

ethanol; (C) diethyl ether;  เมื่อเทียบกับ butylated hydroxyanisole (BHA) และ 

α-tocopherol ทดสอบด้วยวิธี DPPH radical-scavenging activity 
ที่มา: (Boonsong et al., 2016) 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452316X16300114#!
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 และงานวิจัยปี 2016 ได้รายงานว่าสารสกัดเอทานอลิกของดอกเห็ด L. edodes (8.94 
mg/g) ได้รับการวิเคราะห์ในแง่ของฤทธิ์ต้านการอักเสบต่อต้านไทโรซิเนสสารต้านอนุมูลอิสระและ
ต้านเชื้อแบคทีเรีย พบว่าในสารสกัดเห็ดหอมและในสูตรเวชส าอางประกอบด้วย ประกอบด้วยกรดฟี
นอลิก  ได้ แก่  Cinnamic acid, p-Hydroxybenzoic acid และ  Protocatechuic acid เป็ นต้ น 
(Oludemi Taofiq et al., 2016) (แสดงดังภาพ 35) 
 

10.2 เห็ดเป่าฮื้อ 
เห็ดเป่าฮ้ือเป็นเห็ดชนิดหนึ่งในสกุล Pleurotus หรือเห็ดหอยโข่งทะเล มีถิ่นก าเนิดมาจาก

ประเทศจีนและไต้หวัน เป็นเห็ดตระกูลเดียวกับเห็ดนางฟ้าและนางรม การแพร่กระจายของเห็ด
เป๋าฮ้ืออยู่ในแถบร้อนของโลกทางด้านเอเชีย ได้แก่ จีน ไต้หวัน  ภูฐาน ลาว พม่า และ ไทย ส่วนใน
สหรัฐอเมริกาพบในแถบตะวันออกและตะวันออกเฉียงใต้ นอกจากนี้ยังพบเห็ดชนิดนี้กระจายอยู่ใน
แถบแอฟริกาใต้ด้วย ในสภาพธรรมชาติพบตามตอไม้ผุหรือตามโคนต้นไม้ที่มีใบกว้างโดยทั่วไป เห็ด
เป่าฮ้ือเป็นเห็ดที่มีรสชาติอร่อยจึงท าให้เห็ดชนิดนี้เป็นที่สนใจของนักเพาะเห็ดทั่วไป  อีกทั้งยังมี
สรรพคุณทางยาด้านการต่อต้านแบคทีเรียพวกกรัมบวก และป้องกันโรคมะเร็ง และยังสามารถป้องกัน
โรคหวัดช่วยการไหลเวียนของเลือด และโรคกระเพาะได้ แต่เห็ดเป่าฮ้ือเป็นเห็ดที่เพาะยาก ราคาสูง 
และมีการเพาะเชิงการค้ากันน้อยเมื่อเทียบกับเห็ดตระกูลเดียวกันอย่างเห็ดนางฟ้าเห็ดนางรม ดังนั้น
เห็ดเป่าฮ้ือจึงมีงานวิจัยและถูกน ามาศึกษาค่อนข้างน้อย ผู้วิจัยจึงสนใจเห็ดชนิดนี้เพ่ือน ามาศึกษาต่อ
ยอดงานวิจัยและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือสามารถเพ่ิมมูลค่าต่อไปได้ในอนาคต 
 

 
ภาพ 30 เห็ดเป่าฮ้ือ (Pleurotus cystidiosus) 

ที่มา: (https://sites.google.com/site/hedchoothai/-hed/) 
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ชื่อวิทยาศาสตร์: Pleurotus cystidiosus 
ชื่อไทย: เห็ดเป่าฮื้อ 
ชื่อสามัญ: Abalone mushroom 
ชื่ออ่ืน: เห็ดหอยโข่งทะเล, Pleurotus ostreatus (FR.) Guel, Pleurotus cystidiosus 
 O.K.  Miller, Maple oyster mushroom, Miller’s oyster mushroom, 
 Chen and  Cheng 
อาณาจักร/วงศ์: ฟังไจ/Animalia 
ถิ่นก าเนิด: ประเทศจีน และไต้หวัน 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์:   เห็ดเป่าฮ้ือเป็นเห็ดที่ผลิตดอกเห็ดซึ่งมีหมวกดอก (cap) คล้ายกับหมวก
ดอกของเห็ดนางรม โดยทั่วไปหมวกดอกมีลักษณะแบนและเว้าลงตรงกลางเกิดเป็นแอ่งเล็กน้อย 
ขนาดความกว้างของ หมวกดอก คือ 5-15 เซนติเมตร ผิวของหมวกดอกแห้ง ไม่เปียกเป็นเมือก สีครีม
ถึงขาวนวล ครีบดอก (gill) กว้าง ครีบดอกมีสีขาวถึงสีครีม ก้านดอก (stalk) ใหญ่และหนา อวบแน่น 
ปกติก้านดอกมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 1-3 เซนติเมตร ยาว 5-8 เซนติเมตร ดอกเห็ดบางดอกมีก้านดอกสั้น
มาก ก้านดอกไม่ติดตรงกลางดอก แต่จะติดที่บริเวณขอบของหมวกดอกด้านใดด้านหนึ่ง เส้นใยเป็น
ระบบ monomitic เซลล์ของครีบดอก ซึ่งต่อมาพัฒนาเป็นสปอร์ และพัฒนาเป็นเส้นใย (hypha) ที่มี
สภาพเป็น dikaryotic แล้วพัฒนาเป็นกลุ่มเส้นใย (mycelium)  
คุณค่าทางโภชนาการ (เห็ดชูไทย, ม.ป.ป. & Herbs botany, 2014) 
 เห็ดเป่าฮื้อ 100 กรัมนั้นจะให้พลังงาน 34 กิโลแคลอรี, โปรตีน 1.6 กรัม, ไขมัน 0.4 กรัม, 
คาร์โบไฮเดรต 1.0 กรัม, ธาตุแคลเซียม 3 มิลลิกรัม, ธาตุฟอสฟอรัส 78 มิลลิกรัม, ธาตุเหล็ก 1.1 
มิลลิกรัม,วิตามินบี3 2.8 มิลลิกรัม, วิตามินซี 11 มิลลิกรัม 

สารเคมีและสรรพคุณส าคัญ: (Jaworska G. et al., 2015 & El-Enshasy et al., 2018) 
1. วิตามินดี (Vitamin D) เป็นสารที่โดดเด่นที่สุดที่มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ 
2. Ergosterol ยับยั้ งการเจริญ เติบโตของเซลล์มะเร็ง เมื่อได้รับแสงอาทิตย์จะ

เปลี่ยนเป็นวิตามิน D ป้องกันกระดูกพรุน 
3. Phenolic compound ได้ แ ก่  Cinnamic acid, p-Hydroxybenzoic acid, p-

Coumaric acid, Benzoic acids, Gallic acid, Vanillic acid, Salicylic acid และ Veratric acid 
เป็นต้น 

4. Beta-Carotene และ Lycopene เป็นสารที่โดดเด่นที่สุดที่มีคุณสมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระที่ดี สามารถปกป้องรังสีอัลตร้าไวโอเลต ป้องกันพืชจากปฏิกิริยาออกซิเดชันอันเนื่องจาก
แสงและป้องกันการท าลายเซลล์จากอนุมูลอิสระได้  
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5. Ascorbic acid สารประกอบเหล่านี้มีฤทธิ์ในการก าจัด superoxide, hydrogen 
peroxide, peroxylradicals, hydroxyl radical แ ล ะ  hypochlorite ยั บ ยั้ ง ก า ร เกิ ด  lipid 
peroxidation 

6. Tocopherols หรือ วิตามินอี (Vitamin E) เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีบทบาท
ส าคัญในขั้นตอนต่างๆ ของการก่อมะเร็งผ่านการมีส่วนช่วยในการสร้างภูมิคุ้มกันการซ่อมแซมเมม
เบรนและ DNA และลดความเสียหายของ DNA oxidation และวิตามินอีที่ฤทธิ์ทางชีวภาพมากที่สุด
เนื่องจากมีบทบาทส าคัญในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

7. Exopolysaccharides (EPS) เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที่ประกอบด้วยโพลีแซคคาไรด์
เป็นส่วนใหญ่ เป็นสารทางชีวภาพสร้างโดยจุลินทรีย์ ยีสต์และแบคทีเรีย บทบาทของ EPS ว่าเป็นการ
ยึดติดกับพ้ืนผิวการตรึงเอนไซม์ภายนอกเซลล์การป้องกันการคายน้ าของเส้นใยและการกักเก็บ
สารอาหารเสริม 

8. β-glucan, Homo-glucan, Hetero-glucan ต้านเนื้องอก ต้านแบคทีเรีย รา 
ไวรัสและปรสิต กระตุ้นภูมิคุ้มกัน ลดระดับคอเลสเตอรอลและกลูโคสในเลือด เป็นต้น 

 
 งานวิจัยปี 2021 (Galappaththi MCA et al., 2021) รายงานว่าเห็ดสกุล Pleurotus มี
คุณสมบัติเฉพาะตัวที่มีกลิ่นหอม ซึ่งอุดมไปด้วยคาร์โบไฮเดรต โปรตีน วิตามิน แร่ธาตุ และใยอาหาร 
(Naraian et al. 2016) จากการศึกษาพบสารต่างๆ เช่น เลคติน กลูแคน ไกลโคเปปไทด์ เบต้า-ดี-กลู
แคน (เยื่อหุ้มปอด) โพลีแซคคาไรด์ และโลวาสแตติน โดยทั่วไปแล้วสารประกอบเหล่านี้ท าหน้าที่เป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน สารต้านเนื้องอก ยาปฏิชีวนะ สารต้านไวรัส สารต้านการ
อักเสบ และยาต้านคอเลสเตอรอล (Cohen et al. 2002) ปริมาณสารอาหารของเห็ดแตกต่างกันไป
ตามส่วนประกอบของสารตั้ งต้น  (Patrabansh & Madan 1997) อุดมไปด้วยโปรตีน ไขมัน 
คาร์โบไฮเดรต ไฟเบอร์ โดยพบว่า P. cystidiosus มีโปรตีนร้อยละ 15.4  (Yang et al., 2001) และ 
18 (Khan & Tania 2012) ของน้ าหนักแห้งของเห็ด และยังประกอบด้วยกรดอะมิโนที่จ าเป็นและไม่
จ าเป็น (แสดงดังตาราง 5) 
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ตารางท่ี 5 องค์ประกอบของกรดอะมิโนในเห็ดสกุล Pleurotus  

“–” Result(s) not found 
ที่มา: (Galappaththi MCA et al., 2021)  
 

งานวิจัยก่อนหน้าปี 2016 (Banjongsinsiri, P et al., 2016) วิเคราะห์องค์ประกอบของ
กรดอะมิ โนของ MPHs จากเห็ดนางรม  Oyster mushroom (OMPH), เห็ ดเป่ า ฮ้ือ Abalone 
mushroom (AMPH) และเห็ดหอม Shiitake mushroom (SHMPH) (แสดงดังตาราง 6) ปริมาณ
กรดอะมิโนทั้งหมดในเห็ดนางรม OMPH (341-384 มก./100 มล.) สูงที่สุดเมื่อเทียบกับ AMPH 
(119–157 มก./100 มล.) และเห็ดหอม SHMPH (80-110 มก./100 มล.) ผลจากการไฮโดรไลซิส
ด้วยเอนไซม์ การตกตะกอน และการแยกส่วนที่ไม่ละลายน้ า โปรตีนไฮโดรไลเสทที่ได้รับอาจมี
องค์ประกอบของกรดอะมิโนที่ต่างกันตามระยะเวลาย่อยสลาย ในแง่ของกรดอะมิโนแต่ละตัว กรดอะ
มิโนที่มีมากที่สุดที่พบใน MPH คือ กลูตามิก (Glu) (20–40%) ผลลัพธ์นี้สอดคล้องกับรายงาน 

Amino 
acid 

mg/g dry weight 
P.  

sajorcaju 
P. 

ostreatus 
P. 

citrinopieatus 
P. 

eryngii 
P. 

cystidiosus 
  

 

P. florida P. tuber-
regium 

Ala  
 

11.24 28.6 - 8.92 3.94 4.5-5.4 – 
Arg - 27.6 - - ND 0.1-1.0 - 
Asp 20.12 31.4 - 19.55 0.05 0.3 - 
Cys - 3.8 - - - 11.6-23.8 - 
Glu 15.56 53.3 - 18.48 1.16 - - 
Gly 9.37 17.1 - 7.48 0.14 2.6-2.9 - 
His - 12.4 - 2.50 ND 0.2-21.7 - 
Iso 11.20 16.2 0.580-0.722 7.27 0.23 2.8-27.9 21.1 
Leu 14.61 25.7 0.535-0.625 10.77 ND 4.3-13.7 28.4 
Lys 5.75 22.9 - 7.31 0.32 - 27.4 
Met 2.72 3.8 0.321-0.500 - ND 7.6 4.8 
Phe 9.24 15.2 0.598-0.695 7.16 0.28 3.6-28.9 21.9 
Pro 7.91 15.2 - 5.86 - 6.0 - 
Ser 7.65 18.1 - 5.96 0.51 - - 
Thr 8.95 17.1 0.800-0.875 6.78 0.42 - 31.4 
Tyr 5.96 13.3 - 4.88 0.05 2.2-22.5 4.2 
Val 10.04 21.0 0.930-1.035 7.40 0.09 13.0-47.3 33.4 



 47 

(Chirinang, P. & Intarapichet, K. 2009) สามารถอธิบายได้ว่ากลูตาเมต ถูกแยกออกเป็นกรดกลูตา
มิกในระหว่างการไฮโดรไลซิส (Aaslyng et al., 1998)  
 
ตารางท่ี 6 องค์ประกอบกรดอะมิโนของโปรตีนจากเห็ดไฮโดรไลเสท (MPH) 

 
 Note : ND is none detected 
 ที่มา: (Banjongsinsiri, P et al., 2016) 
  
 งานวิจัยปี 2009 ได้ศึกษาองค์ประกอบของกรดอะมิโนและคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของ
เห็ด 2 สายพันธุ์  ได้แก่  Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) และ Pleurotus sajor-caju (P. 
sajor-caju) โดยพบว่า P. ostreatus มีสารต้านอนุมูลอิสระมากกว่า P. sajor-caju ซึ่ง EC50 ของ
สารสกัด P. ostreatus และ P. sajor-caju มีค่าเท่ากับ 11.56 และ 13.38 มก./มล. ตามล าดับ ทั้งนี้
เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเห็ดแห้ง P. ostreatus และ P. sajor-caju ทั้งสองชนิดพบว่า
อุดมด้วยโปรตีนร้อยละ 20.82 และ 21.30 ตามล าดับ โดยพบว่ามีปริมาณกรดอะมิโนกลูตามิกสูงที่สุด 
และรองมาคือกรดแอสปาร์ติก และอาร์จินีน ตามล าดับ (Chirinang, P., & Intarapichet, K 2009) 
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 งานวิจัยปี 2021 คณะวิจัยได้ท าการวิเคราะห์โปรตีนและความสามารถในฤทธิ์ต้านไวรัส 
การต้านเนื้องอก และสารต้านอนุมูลอิสระในหลอดทดลองของสารสกัดจากเห็ดที่กินได้ทั้งสองชนิด 
ได้แก่  Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) และ Lentinula edodes (L. edodes) พบว่าการ
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, ABTS และการทดสอบ ORAC ของสารสกัดทั้งสองแสดงฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระที่มีศักยภาพ โดย P. ostreatus ออกฤทธิ์ได้ดีกว่า L. edodes ซึ่งมีค่า IC50 ที่ต่ ากว่า โดย
พบว่าโมเลกุลฟีนอลและฟลาโวนอยด์ที่พบใน P. ostreatus ได้แก่ Catechin, Kampeferol และ 
Apigenin และใน L. edodes ได้แก่ Catechin และ Quercetin (แสดงดังภาพ 31) อีกทั้งยังพบ 
Ascorbic acid, Nicoinic acid, Nicotinamide และ Pyridoxine ทั้ ง ใน  P. ostreatus และ L. 
edodes ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ตรวจสอบสารสกัดโดยท าการวิเคราะห์โปรตีโอมโดยใช้การวิเคราะห์ LC-Triple 
TOF-MS ส าหรับ P. ostreatus มีการระบุโปรตีนทั้งหมด 753 ตัว และใน  L. edodes ตรวจพบ
โปรตีนทั้งหมด 432 ตัว โดยโปรตีนที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ Rab GDP dissociation inhibitor, 
superoxide dismutase, thioredoxin reductase, serine proteinase แ ล ะ  lectin ซึ่ ง  P. 
ostreatus ยังแสดงโปรตีนที่ประกอบด้วย ostreolysin และ pleurotolysin ในขณะที่ L. edodes 
จะแสดงโปรตีนที่ latcripin และ valosin ซึ่งโปรตีนเหล่านี้มีส่วนช่วยในการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งและ
ต้านอนุมูลอิสระได้ นอกจากนี้จากการวิเคราะห์กรดอะมิโนก็ยังพบว่ากรดกลูตามิกเป็นกรดอะมิโนที่มี
มากที่สุดในสารสกัดจากเห็ดทั้งสองชนิดเช่นกัน (Shaza M. Elhusseiny et al., 2021) 
 

 

A 
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ภาพ 31 HPLC chromatogram (λ 280nm) elution profile (A) pure phenolic and 

flavonoids standards mixture (B) สารสกัดเห็ด P. ostreatus และ (C) L. edodes 
ที่มา: (Shaza M. Elhusseiny et al., 2021) 

 
 งานวิจัยปี 2010 ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของดอก
เห็ด Pleurotus ostreatus ที่สกัดด้วยอะซีโตน เมทานอล และน้ าร้อน  ผลพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดจาก P. ostreatus เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้น ซึ่งสารสกัดอะซีโตนมีประสิทธิภาพ
มากกว่าสารสกัดอ่ืนๆ ในการก าจัดอนุมูล DPPH•+ ในขณะที่สารสกัดด้วยเมทานอลมีความสามารถใน
การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีสุด แต่สารสกัดด้วยอะซีโตนและน้ าร้อนมีฤทธิ์ปานกลาง  นอกจากนี้

B 

C 
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ยังวิเคราะห์ปริมาณกรดฟีนอลและฟลาโวนอยด์ด้วย สารสกดัเมทานอลแสดงฤทธิ์ยับยั้ง β-carotene-
linoleic acid ที่แรงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดอ่ืนๆ ทั้งนี้การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโร
ซิเนสอาจขึ้นอยู่กับกลุ่มไฮดรอกซิลบนสารประกอบฟีนอลของสารสกัดจากเห็ด ซึ่งอาจสร้างพันธะ
ไฮโดรเจนกับไซต์ของเอนไซม์ ซึ่งท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง สารยับยั้งไทโรซิเนสบางตัวท าหน้าที่
ผ่านกลุ่มไฮดรอกซิลที่จับกับไทโรซิเนสแอคทีฟไซต์ ส่งผลให้เกิดการขัดขวาง สเตอริกหรือโครงสร้างที่
เปลี่ยนแปลง (Baek HS et al., 2008, Kim YJ et al., 2008) อย่างไรก็ตาม P. ostreatus อาจมี
ศักยภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติได้ (Alam, N  e al., 2010) 
  งานวิจัยปี 2016 ตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่อต้านไทโรซิเนสและพิษต่อเซลล์ของสาร
สกัดจากเห็ดตระกูล oyster โดยเห็ดตระกูล oyster เป็น 1 ใน  10 ของแหล่งที่ อุดมไปด้วย 
ergosterol ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของวิตามิน D2 ซึ่ง Ergosterol ในเห็ดสามารถเปลี่ยนเป็นวิตามิน D2 
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการขาดวิตามินดี มีความสัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการเกิดโรคที่เพ่ิมขึ้น อีก
ทั้งการขาดวิตามินดีท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ช่วยเร่งความชราและโรคที่เกี่ยวข้องกับอายุได้
อีกด้วย ตลอดจนมีรายงานว่าเห็ดตระกูล oyster มีฤทธิ์ยับยั้งไทโรซิเนสร่วมด้วย (Nuhu et al., 
2010; Riani et al., 2012) สารสกัดเห็ดตระกูล oyster แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเชิงบวกโดย
การท าให้สีม่วงของสารละลาย DPPH จางลงเป็นสีเหลืองได้ (แสดงดังภาพ 32) ความเข้มข้นของ
วิตามิน D2 ของสารสกัดเห็ดที่ฉายรังสีและไม่ฉายมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากเห็ดทั้งสองชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
อีกทั้งสารสกัดเห็ดตระกูล oyster ทั้งสองชนิดไม่มีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์คีราติโนไซต์ (HaCaT) แต่
ในทางกลับกันสามารถยับยั้งการเติบโตของเซลล์เมลาโนมา Murine (B16F10) ได้ (แสดงดังภาพ 
33-34) (N. Banlangsawan et al., 2016) 
 

 
ภาพ 32 ความสามารถในการก าจัดอนุมูล DPPH, ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโร

ซิเนสของสารสกัดเห็ดตระกูล oyster 
ที่มา: (N. Banlangsawan et al., 2016) 
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ภาพ 33 Morphology ของเซลล์คีราติโนไซต์  (A, C, E) และเซลล์มะเร็งเมลาโนมาของหนู (B, D, 
 F) เมื่อก าหนดให้ (A, B) คือหลังจากการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมงใน DMEM; (C, D ) บ่ม
 ด้วยสารสกัดท่ีฉายรังสี UV-B และ (E, F) บ่มด้วยสารสกัดที่ไม่ฉายรังสี 

ที่มา: (N. Banlangsawan et al., 2016) 
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ภาพ 34 ความมีชีวิตของเซลล์ (%) ของเคอราติโนไซต์ของมนุษย์ (A) และเซลล์มะเร็งเมลาโนมาของ
หนู (B) หลังการรักษาด้วยสารสกัดท่ีไม่ฉายรังสีและฉายรังสี 

 ที่มา: (N. Banlangsawan et al., 2016) 
 
  และงานวิจัยปี 2016 ได้รายงานว่าสารสกัดเอทานอลิกของดอกเห็ด P. ostreatus แห้งมี
ปริมาณ ergosterol (78.20 mg/g) สูงกว่า A. bisporus (44.79 mg/g) และ L. edodes (8.94 
mg/g) การศึกษานี้ได้เสนอการพัฒนาศักยภาพเวชส าอางของ P. ostreatus เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
โดยในงานปัจจุบันศักยภาพเวชส าอางของสารสกัดเอทานอลิกที่ เตรียมจาก  A. bisporus, P. 
ostreatus และ L. edodes ได้รับการวิเคราะห์ในแง่ของฤทธิ์ต้านการอักเสบต่อต้านไทโรซิเนสสาร
ต้านอนุมูลอิสระและต้านเชื้อแบคทีเรีย  สารสกัดมีลักษณะเฉพาะในแง่ของกรดฟีนอลิกและ
องค์ประกอบของ ergosterol และที่ถูกน ามาใช้อยู่ในครีม/เครื่องส าอาง (Oludemi Taofiq et al., 
2016) (แสดงดังภาพ 35) 
 

 
 
ภาพ 35 แสดงปริมาณกรดฟีนอลและเออร์โกสเตอรอลในสารสกัดเอทานอลจากเห็ดและในสูตรเวช

ส าอาง (Table1) และแสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส และสารต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดจากเห็ดเอทานอลและสูตรเวชส าอาง (Table2) 

ที่มา: (Oludemi Taofiq et al., 2016) 
 
11. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
  ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่มุ่งเนนการเพ่ิมผลผลิตทั้งทางด้านคุณภาพและ
ปริมาณ แต่ปัญหาส าคัญอย่างหนึ่งที่พบ คือ เรื่องการตรวจสอบสายพันธุ โดยทั่วไปจะอาศัยความรู
ทางด้านสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา แต่เนื่องจากลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของ
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สิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่จะเปลี่ยนแปลงไปตามปจจัยสิ่งแวดล้อม สงผลใหการจ าแนกสายพันธุ์เกิดการ
ผิดพลาด เพราะสิ่งมีชีวิตทุกชนิดจะมีสารพันธุกรรมพ้ืนฐานที่เหมือนกัน มีนิวคลีโอไทด์เหมือนกัน 
หรือมีดีเอ็นเอที่เหมือนกัน แต่การจัดเรียงตัวที่ต่างกันของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละสิ่งมีชีวิต ท าให้เกิด
ความหลากหลายของรหัสพันธุกรรมจนกลายมาเป็นความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
ดังนั้นหากต้องการเปรียบเทียบพันธุกรรมของเห็ดในระบบเดียวกัน จึงจ าเป็นต้องใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
หรือยีนมาตรฐานมาตรวจสอบจึงเป็นที่มาของการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด (สุวิชา และคณะ, 2551) 
  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเทคนิคทางพันธุศาสตรระดับโมเลกุล
ประกอบดวยหลายเทคนิคที่อาศัยหลักการพ้ืนฐานของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) (Ersek et al., 1994; Hegedus and Khachatourians, 1996) การศึกษา
ความแตกตางของดีเอ็นเอบริเวณ Internal Transcribed Spacers (ITSs) ของ ribosomal DNA 
(rDNA) มักนิยมใชกันโดยทั่วไปเนื่องจากเป็นบริเวณท่ีถูกอนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด (Hao et al., 
2010) และมีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงกวาดีเอ็นเอในบริเวณอ่ืนๆ ของ rDNA จึงมักถูกใช้เป็น
บาร์โค้ดสากลเพ่ือระบุสายพันธุ์ของเห็ดที่เป็นยาและเห็ดที่กินได้ (สุวิชา และคณะ, 2551) 

Internal transcribed spacer region (ITS) คือบริเวณล าดับเบสที่เรียกว่า noncoding 
sequence โดยมีอยู่ 2 ชนิด คือ ITS1 ตั้งอยู่ระหว่างยีน 18S และ 5.8S และ ITS2 ตั้งอยู่ระหว่าง 
5.8S และ large subunit (Baldwin et. al., 1995) (แสดงดังภาพ 36) ซึ่งเป็นล าดับเบสที่สามารถ
น ามาศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างชนิดของพืชได้ มักนิยมใช้กันโดยทั่วไปในการศึกษา
เพ่ือจ าแนกหรือบ่งชี้ชนิดของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากเป็นบริเวณที่ถูกอนุรักษ์ไว้ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด และ
มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงกว่าดีเอ็นเอใน บริเวณอ่ืนๆ ของ rDNA ท าให้สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างสายพันธุ์หรือภายในสายพันธุ์เดียวกันได้ (ณัฐชา และคณะ, 2562) 

 

 
ภาพ 36 โครงสร้างของบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) 

(ท่ีมา: Shen, Y et al., 1998) 
 

 ยกตัวอย่างงานวิจัยปี  2014 (Praphrute R., Charerntantanakul W., 2014)  ได้ ใช้
เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลเพ่ือวิเคราะห์เปรียบเทียบสารพันธุกรรม เพ่ือช่วยในการระบุชนิดของเห็ด
พิษ เห็ดจ านวน 7 ตัวอย่าง ได้แก่ เห็ดไข่ตายฮาก เห็ดไข่หงส์ เห็ดเบื่อที่ลักษณะคล้ายเห็ดหล่ม เห็ด



 54 

แดงน้ าหมาก เห็ดกระโดงตีนต่ า เห็ดหัวกรวดครีบเขียว และเห็ดเบื่อลักษณะคล้ายเห็ดหอม น ามาสกัด
ดีเอ็นเอแล้วเพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ ITS5/ITS4 แล้ววิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ribosomal 
DNA บริเวณ  internal transcribed spacer (ITS) โดยเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลี โอไทด์ ใน
ฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST พบว่าตัวอย่างเห็ดทั้ง 7 ตัวอย่างนั้นมีล าดับนิวคลีโอไทด์
เ ห มื อ น  A. pseudoporphyria (93%), S. sinnamariense (89%), Russula sp. (91%), R. 
emetica (95%), C. nothorachodes (92%), C. molybdites (99%) และ A. subsaharianus 
(96%) ตามล าดับ เมื่อน าไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จ าเพาะต่อเห็ดแต่ละชนิดมาทดสอบความจ าเพาะ
ด้วยการตรวจติดตามสัญญาณแสงฟลูออเรสเซ็นต์ด้วย SYBR Green I พบว่าไพรเมอร์มีความจ าเพาะ 
(specificity) สามารถแยกเห็ดแต่ละชนิดออกจากกันได้ 
 อีกทั้งจากงานวิจัยของคุณหนึ่ง เตียอ ารุง และสุรีลักษณ์ รอดทอง ปี 2543 จากการเก็บ
ตัวอย่างเห็ดป่าที่บริโภคได้ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือทั้งหมด พบว่าสามารถจ าแนกได้ทั้งสิ้น 9 จีนัส 
ไ ด้ แ ก  Russula, Boletus, Suillus, Lactarius, Termitomyces, Amanita, Camtharellus, 
Tricholoma และ Astraeus พบว่าในกลุ่มจีนัส Russula และ Boletus มีความหลากหลายในระดับ 
species สูงที่สุด โดยวิเคราะห์ยืนในบริเวณที่ ITS โดยใช้ primer ITS 4-5 ในการเพ่ิมจ านวนชุดของ
ยีนดังกล่าวโดย restriction enzyme 4 ชนิดได้แก่ Alu1, Hinf1, Mbo1 และ Taq1 จากนั้นน ามา
สร้าง phylogenetic tree โดยพบว่าเห็ดในกลุ่มจีนัส Russula ทั้งหมดมีความแตกต่างกันในระดับ 
DNA ทั้งสิ้น 23 แบบ จากตัวอย่างที่เก็บมาศึกษาทั้งหมด 24 ตัวอย่าง ในขณะที่เห็ดในกลุ่มจีนัส 
Boletus มีความแตกต่างในระดับ DNA ทั้งสิ้น 16 แบบ จากตัวอย่างที่เก็บมาศึกษา 17 ตัวอย่าง 
ความเกี่ยวเนื่องทางพันธุกรรมในระดับ DNA ของเห็ดในกลุ่มจีนัส Russula สามารถแบ่งได้เป็น 3 
กลุ่มใหญ่ซึ่งในแต่ละกลุ่มไม่แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะของสีดอกเห็ดกับลักษณะ
ของ ITS-RFLP และพบว่าบางกลุ่มมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับเห็ดในกลุ่ม Lactarius 
มากกว่ากลุ่ม Russula ด้วยกันเอง ในขณะที่เห็ดในกลุ่มจีนัส Boletus พบว่าสามารถแบ่งจ านวนกลุ่ม
ได้เช่นเดียวกับ Russula และไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะสีดอกของเห็ดกับลักษณะของ ITS-
RFLP ด้วยเช่นเดียวกัน จากการศึกษาครั้งนี้กล่าวได้ว่ายังคงมีความเสี่ยงที่จะน าเห็ดมีลักษณะสัณฐาน
ปรากฏภายนอกคล้ายคลึงกันมาใช้ และอาจส่งผลต่อความคลาดเคลื่อนของผลการทดลองต่อไปได้  
 เป้าหมายของการศึกษาครั้งนี้คือเพ่ือจะรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูลต่างๆ เพ่ือระบุความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดที่บริโภคได้ ทั้งเห็ดที่เป็นยาและเห็ดที่กินได้ ซึ่งจะเป็นพ้ืนฐานของ
การศึกษาและวิจัยโดยใช้เทคโนโลยีต่างๆ เพ่ือการประยุกต์ใช้เฉพาะทางต่อไป 
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12. ระเบียบวิธีการค านวณทางเคมีควอนตัมหรือเคมีคอมพิวเตอร์ 
จากรายงานของ บุญเดช เบิกฟ้า (2560) ได้อธิบายไว้ว่า เคมีเชิงคอมพิวเตอร์ คือการศึกษา

เชิงทางทฤษฎีใน การค านวณโครงสร้าง และสมบัติต่างๆ เช่น สมบัติทางโมเลกุล อธิบายกลไกต่างๆ
ของปฏิกิริยาเคมีในระดับโมเลกุล โดยใช้อุปกรณ์ทางคอมพิวเตอร์ที่มีสมรรถนะสูงในการค านวณ 
รวมทั้งการวิเคราะห์กลไกการเป็นไปของปฏิกิริยาต่างๆ ซึ่งในปัจจุบันนี้มีงานวิจัยอีกมากที่มีการน า
ศาสตร์การค านวณเคมีทางคอมพิวเตอร์มาใช้ อีกท้ังมีการประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมต่างๆ ได้อีกมาก 
ทั้งการพัฒนาตัวเร่งปฏิกิริยาทางปิโตรเคมี และการออกแบบตัวยา เป็นต้น เนื่องจากสมบัติทางเคมีที่
ค านวณได้นั้นจะขึ้นกับโครงสร้าง 3 มิติที่สามารถมองเห็นได้ง่าย และชัดเจนขึ้นผ่านโปรแกรมทาง
คอมพิวเตอร์ หรือเรียกว่าแบบจ าลองโมเลกุล (Molecular Modeling) 

1.  แนวทางในการศึกษาเคมีเชิงคอมพิวเตอร์ ตามหลักการนั้นมีอยู่ 2 แนวทาง ซึ่งผลการ
ค านวณที่ได้จะใช้อธิบายสมบัติต่างๆ เช่น ใช้ค านวณหาพลังงาน  และสมบัติของโครงสร้างโมเลกุล 
หรือหาโครงสร้างที่เสถียร หรือค านวณความถี่จากการสั่นของอนุภาคที่เกิดขึ้นภายในโมเลกุล 
แนวทางท้ัง 2 นั้นได้แก่ (บุญเดช เบิกฟ้า, 2560)  

1.1.  การค านวณด้วยกลศาสตร์โมเลกุล (Molecular Mechanics, MM) ใช้หลักการ
ทางฟิสิกส์ ในการค าควณเพ่ือท านายโครงสร้าง และสมบัติต่างๆ ของโมเลกุล  

1.2.  การค านวณด้วย Electronic Structure Methods ใช้หลักการทางกลศาสตร์
ควอนตัม (Quantum mechanics, QM) ในการค านวณหาพลังงานและสมบัติต่างๆ ของโมเลกุล 
จากการแก้สมการชเรอดิงเงอร์ (Schrödinger Equation)  

2.  การออกแบบโมเลกุล (Molecular Design) การศึกษาการเข้ายึดจับกันของโมเลกุล 
และศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลยา หรือลิแกนด์ (Ligand) กับ ต าแหน่งปฏิกิริยาหรือบริเวณ 
Binding Site ของตัวรับ (Receptor) หรือโมเลกุลเป้าหมาย เช่น โปรตีน เอนไซม์ และดีเอ็นเอ เป็น
ต้น อีกทั้งยังสามารถศึกษาโครงสร้างเกี่ยวกับการออกฤทธิ์ และความสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุลยา หรือ
ลิแกนด์แบบ 3 มิติ (3D Quantitative Structure Activity Relationships ) โดยมีทั้งการเข้าจับกัน
ของโปรตีน-โปรตีน Protein-Protein Docking และ Protein-Ligand Docking ซึ่งการศึกษาทั้งหมด
นี้จะเป็นการออกแบบสารโมเลกุลใหม่ เช่น ยารักษา (Drug Design) ให้มีคุณสมบัติหรือฤทธิ์การรักษา
ตามต้องการ โดยอาศัยเทคนิคโมเลกุลาร์ด็อกกิง (Molecular Docking) (Morris & Lim-Wilby, 
2008)  

3.  โมเลกุลาร์ด็อกกิง (Molecular Docking) การเทียบท่าของโมเลกุล หรือการจ าลองการ
จับกันเป็นวิธีการที่จ าลองขึ้นด้วยคอมพิวเตอร์เพ่ือท านาย โครงสร้างของตัวรับกับลิแกนด์เชิงซ้อนที่
เป็นสับสเตรต (substrate) หรือตัวยับยั้ง (inhibitor) ตัวอย่างเช่น การศึกษาการจับกันของตัวยาซึ่ง
เป็นตัวยับยั้งกับเอนไซม์ และวัตถุประสงค์ของการท า Protein-Ligand Molecular Docking นั้น 
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เพ่ือคาดการการจับกันในรูปแบบ 3 มิติ ระหว่างโปรตีนกับลิแกนด์ที่เป็นสารหรือยาที่เราสนใจจะ
ศึกษา ซึ่งได้มาจากการสกัดพืชสมุนไพร หรือแหล่งธรรมชาติเป็นต้น 

การจ าลองการจับกันนั้นจะท าการสุ่มหาโครงสร้างที่เหมาะสมที่สุดจากการค านวณค่าระดับ
พลังงานที่สารจับกัน และจัดอันดับของค่าพลังงานจากการจับกันของสาร โดยใช้ Scoring Function 
เป็นดัชนีการให้คะแนน สิ่งที่ควรระวังในการท า คือ การตั้งค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในโปรแกรม สูตร
โครงสร้างของสารหรือลิแกนด์เริ่มต้นทั้งแบบ 2 และ 3 มิติ การหาค่า พลังงานต่ าสุดในการจับกันของ
สาร (algorithm) และวิเคราะห์ผลโดยการคัดเลือกโครงสร้างที่ ได้จากการจ าลองการจับกันที่
เหมาะสมเนื่องจากการคัดเลือกโครงสร้างที่เหมาะสมจะส่งให้ได้ผลลัพธ์ที่ดี (Morris & Lim-Wilby, 
2008) โดยภาพรวมของการศึกษาด้วยกระบวนการจ าลองการจับกันของโมเลกุล (แสดงดังภาพ 37) 

 

 
 

ภาพ 37 แสดงภาพรวมกระบวนการจ าลองการจับกันของโมเลกุล 
ที่มา : (Gupta, Sharma, & Kumara, 2018) 

 

4.  กระบวนการการจับกัน (Docking Algorithms) โดยทั่วไปแล้วกระบวนการนี้จะท านาย
รูปแบบโครงสร้างในทิศทางต่างๆ ของลิแกนด์บริเวณ binding site จุดส าคัญในการพัฒนา Docking 
Algorithms คือความถูกต้องของการจ าลองการการจับกัน ฟังก์ชั่นที่ใช้กันมากที่สุดคือ Gold, Flex, 
Dock และ Autodock เป็นต้น (Gupta et al., 2018)  

5.  การให้คะแนนการจ าลองการจับกัน (Scoring function) การให้คะแนนการจ าลองการ
จับ ขณะที่กระบวนการจ าลองการจับกันของโมเลกุลด าเนินไป การจับกันของโปรตีนกับลิแกนด์จะ
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เกิดขึ้นเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของพลังงานอิสระของกิบส์ (Gibbs’ free energy, ∆G) ในระบบมีค่า
ติดลบ เมื่อระบบอยู่ในสภาวะสมดุลที่ความดัน และอุณหภูมิคงที่ การสิ้นสุดของการจับกัน  หรือการ
เกิดสารประกอบระหว่างโปรตีนกับลิแกนด์นั้นจะขึ้นอยู่กับขนาดค่าลบของ ∆G หรือค่า binding 
energy ที่ต่ าของสารประกอบเชิงซ้อนโปรตีนกับลิแกนด์แสดงถึงความเสถียรของโปรตีนกับลิแกนด์ที่
มีความคงตัวสูงในท่าการจับนั้นๆ  

  

ในปี 2017 คณะวิจัยของคุณซาแมนและมูฮัมมัด ได้ศึกษาการโมเลกุลาร์ดอกก้ิงของอนุพันธ์ 
Carvacrol เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (PDB ID: 2Y9X); การสังเคราะห์กลไกจลนศาสตร์
และการศึกษาการเชื่อมต่อโมเลกุล กิจกรรมยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของเอนไซม์สังเคราะห์พบว่าหนึ่ง
ในอนุพันธ์ 6c มี IC50 0.0167 µM น้อยกว่ากรดโคจิกมาตรฐาน (IC50 16.69 µM) และอนุพันธ์ 4c 
และ 6b ยังแสดงกิจกรรมยับยั้งไทโรซิเนสที่ดี (IC50 6.7 µM) และ (IC50 6.5 µM) ตามล าดับ การท า
โมเลกุลาร์ดอกกิ้งของงานวิจัยนี้ถูกวิเคราะห์ผ่านใช้โปรแกรม Autodock 4.2 โดยศึกษาโครงสร้าง
อนุพันธ์ Carvacrol  พบว่า 2-hydroxy group of cinnamic acid ในอนุพันธ์ 6c มีค่าพลังงานยึด
จับ (Binding energy) เท่ากับ -7.90 kcal/mol ซึ่งให้ค่าต่ าที่สุด และปฏิสัมพันธ์กับกรดอะมิโน 
HIS85 ของโปรตีนเป้าหมาย มีค่าพันธะไฮโดรเจน (bonding distance) 2.07 และ 2.12 Å อีกท้ังเอส
เทอร์คาร์บอนิลออกซิเจนในสารประกอบเดียวกันมีปฏิสัมพันธ์กับ HIS284 และ GLU256 เท่ากับ 
2.10 และ2.97 Å ตามล าดับ ซึ่งมีรายงานว่ากรดอะมิโนเหล่านี้พบในบริเวณที่มี active binding site 
และมีความส าคัญต่อกระบวนการ downstream signaling pathways ดังนั้นอนุพันธ์ 6c จาก 
Carvacrol สามารถพัฒนาการออกแบบเป็นตัวแทนเครื่องส าอางใหม่ต่อไปได้ (Ashraf et al., 2017)  
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ภาพ 38 แบบจ าลองการจับกันระหว่างโมเลกุลของไทโรซิเนสและลิแกนด์ระหว่าง 4c 6b และ 6c 
ที่มา : (Ashraf et al., 2017) 

 
Denga และคณะในปี 2020 ได้ศึกษาบทบาทการดูแลผิวของเปปไทด์ที่เตรียมจากโปรตีน

เมล็ดพันธุ์มะตูมจีน:  การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน , การยับยั้งไทโรซิเนส (PDB ID: 2Y9X) และ
การศึกษาการจับกันระดับโมเลกุลผ่าน Molecular Docking พบเพนทะเปปไทด์จากเมล็ดมะตูมจีน 
2 ส า ย  ไ ด้ แ ก่  ASN-TYR-ARG-ARG-GLU (NYRRE) แ ล ะ  ARG-HIS-ALA-LYS-PHE (RHAKF) 
ตามล าดับ อีกทั้งได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของโครงสร้างและกลไกลการยึดจับกับสารตั้งต้นของ
เอนไซม์ จากการวิเคราะห์ LibDockScore แสดงค่ามุมการหมุนลิแกนด์ซึ่งแทนด้วยเปปไทด์ NYRRE 
และ RHAKF ที่จับกับโปรตีนภายใน receptor ของเอนไซม์ (site receptor cavities) มีค่า 215.3 
และ 202.7 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า NYRRE มีปฏิสัมพันธ์กับไทโรซิเนส อย่างแน่นหนากว่า แต่มี
ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ที่ลดลงเมื่อเทียบกับ RHAKF เนื่องจากภายในสายล าดับเปปไทด์ RHAKF 
ประกอบด้วยกรดอะมิโน ALA และ PHE ซ่ึงเป็นกลุ่ม hydrophobic และกรดอะมิโน ARG และ HIS 
ที่มีความส าคัญต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจน เพ่ิมความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระที่ดี อีกทั้งกรดอะมิโน HIS และ LYS มีฤทธิ์ในการจับโลหะคอปเปอร์ได้ดี ทั้งยัง
พบ docking site ของเปปไทด์ RHAKF ที่เชื่อมกับเอนไซม์ไทโรซิเนสมากกว่าสาย NYRRE ได้ถึง 6 
พันธะ (แสดงดังภาพ 39) 
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ภาพ 39 แบบจ าลองการจับกันระหว่างโมเลกุลของไทโรซิเนสและลิแกนด์ (A) แบบจ าลอง 3 มิต ิของ 
 NYRRE (B) ภาพ 2 มิติของปฏิสัมพันธ์ระหว่าง NYRRE กับเอนไซม์ ไทโรซิ เนส (C) 
แบบจ าลอง 3 มิติของ RHAKF (D) ภาพ 2 มิติของปฏิสัมพันธ์ระหว่าง RHAKF กับ
 เอนไซม์ไทโรซิเนส 

ที่มา : (Denga et al., 2020) 
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ภาพ 40 แบบจ าลอง 2 มิติ แสดงการจับกันระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์ไทโรซิเนสและลิแกนด์ (A) 
 การจับบริเวณ Active site BC3 ของสาย RHAKF (B) การจับบริเวณ Active site BC7 
 ของสาย RHAKF (C) การ จับบริเวณ Active site AC8 ของสาย RHAKF (D) การจับบริเวณ 
 Active site BC3 ของสาย NYRRE 

ที่มา : (Denga et al., 2020) 
 

ทั้งนี้จากผลการวิเคราะห์ Molecular Docking ยังแสดงให้เห็นว่าสาย RHAKF สามารถเข้า
จับกับ His ที่บริเวณ Active site ได้ถึง 3 ต าแหน่ง (แสดงดังภาพ 40A-C) ในขณะที่ NYRRE จับได้
เพียง 1 ต าแหน่ง (แสดงดังภาพ 40D) ดังนั้นการน าเปปไทด์ที่สนใจเข้าไปในบริเวณเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสจะสามารถขัดขวางการเข้าถึงของสารตั้งต้นที่บริเวณ active site หรือการเข้าจับ
กับโลหะคอปเปอร์ได้ดีกว่า ส่งผลต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ (Denga et al., 2020) 

 
 งานวิจัยปี 2019 ค้นพบเพนตะเปปไทด์ ECGYF (EF-5) ชนิดใหม่ที่ยับยั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนสประกอบด้วย Glu-Cys-Gly-Tyr-Phe ที่มีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ และผลของการ
ยับยั้งไทโรซิเนสพบว่าความสามารถของ EF-5 ในการยับยั้งการผลิตเมลานินที่เร่งปฏิกิริยาโดยไทโร
ซิเนสสามารถยับยั้งได้อย่างมีนัยส าคัญ และสามารถยับยั้งได้เกือบทั้งหมดที่ความเข้มข้น 6.2 mM ซึ่ง

B 

D C 

A 
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ออกฤทธิ์ยับยั้งสูงกว่าเมื่อเทียบกับอาร์บูตินและกลูตาไธโอน (IC50: 0.46 mM, 5.73 mM และ1.18 
mM ตามล าดับ) การศึกษาการเชื่อมต่อระดับโมเลกุลได้เผยปฏิสัมพันธ์ระหว่างเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(PDB ID: 2Y9X) และเปปไทด์ EF-5 แบบจ าลองอันตรกิริยามีพลังงานจับ −2.15 kcal mol−1 พบว่ามี
ปฏิกิริยาผ่านพันธะไฮโดรเจนกับ TYR65, ASP260, HIS263 และ MET280 ซึ่งจะเห็นว่าถูกก าหนด
โดยพันธะไฮโดรเจนและอันตรกิริยาที่ไม่ชอบน้ าเป็นหลัก (แสดงดังภาพ 41) ตลอดจน EF-5 ยังมี
ความสามารถในการก าจัดทั้งอนุมูลไฮดรอกซิลและซูเปอร์ออกไซด์และพบว่าไม่เป็นพิษต่อเซลล์เมื่อ
ทดสอบด้วยวิธี MTT ดังนั้นคุณลักษณะเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าเปปไทด์ EF-5 อาจใช้เป็นทางเลือกตัวยับยั้ง
ไทโรซิเนสที่ปลอดภัยและมีประสิทธิภาพได้ (Shen, Z et al., 2019) 
 

 
 

ภาพ 41 ปฏิสัมพันธ์ EF-5 กับเอนไซม์ไทโรซิเนส (A) แบบจ าลอง 3 มิต ิ(B) แบบจ าลอง 2 มิต ิ
ที่มา : (Shen, Z et al., 2019) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย (Research Method) 

 
ในการด าเนินการวิจัยครั้งนี้เพ่ือศึกษาผลโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์)จากดอกเห็ดหอม

และดอกเห็ดเป่าฮ้ือต่อการออกฤทธิ์การยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
และศึกษากลศาสตร์การจ าลองจับกันเชิงโมเลกุล (Molecular docking) เพ่ือค้นหาแรงกระท า
ระหว่างโมเลกุลกับเอนไซม์เป้าหมายนั้น ผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์)ดังกล่าว
จะสามารถออกฤทธิ์เพ่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ดีขึ้น ทั้งนี้ผู้วิจัยมีการด าเนินการวิจัยโดยมี
ขั้นตอนดังนี้  
 
1. กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา  

 ตัวอย่าง 1. ผงดอกเห็ดหอมอบแห้ง (Lentinus edodes) จากฟาร์ม จ.ล าปาง 
  2. ดอกเห็ดหอมสด (Lentinus edodes) จากฟาร์ม จ.เชียงใหม่ 
  3. ดอกเห็ดเป่าฮ้ือสด (Pleurotus cystidiosus) จากฟาร์ม จ.พิษณุโลก 
 

2. เครื่องมือ วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
 เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณ์ 

1. 5% CO2 Incubator (Shel lab, USA) 
2. 96 well-plates 
3. Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Merck KGaA) 
4. Analytical balance  
5. Autoclave 
6. Autopipette  
7. Beaker 
8. Centrifuge tube (15 และ 50 ml) 
9. Duran-Laboratory glass bottles (50, 100, 250, 500 และ 1000 ml) 
10. Dialysis tube SnakeSkin 10000 MWCO (Thermo scientific, USA) 
11. Erlenmeyer flask 
12. Forceps 
13. Freeze dryer 
14. Gel electrophoresis  
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15. Glass rod  
16. Glove-powder free 
17. GOLD 2022.2.0 (Molecular Docking) 
18. Graduated Cylinde (50, 100, 250, 500 และ 1000 ml) 
19. Hot air oven 
20. Image J software 
21. Incubate shaker 
22. Inverted microscope (Olympus, USA) 
23. Laminar flow hood (NuAire, Inc., USA) 
24. Magnetic Stir Bar  
25. MALDI-TOF Mass Spectrometer (MALDI-TOF / MS) 
26. Microcentrifuge tube 1.5 ml  
27. Micropipette tips 
28. Microplate reader 
29. Molecular image Gel documentation system (GE Healthcare Sciences, 

USA) 
30. Mortar 
31. Overhead stirrer 
32. Parafilm  
33. Pasteur pipette  
34. PCR Thermal Cycler  
35. pH meter 
36. Rack 
37. Refrigerated centrifuge (Andreas Hettich mbH & Co.KG, Germany) 
38. Spatula chemistry 
39. Spin down  
40. SPSS Statistics 23 program (ANOVA) 
41. Stirring hotplate  
42. Syringe-driven Filter (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
43. Ultracentrifuge and centrifuge adapter 
44. Volumetric flask (100, 250, 1000 ml)  
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45. Vortex mixer 
46. Water bath (Memmert, USA) 
47. Weighing papers  
สารเคมี 
1. 2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS; 

C18H18N4O6S4) 
2. 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid solution (TNBS) 
3. 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Tris-base) 
4. 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
5. Acetonitrile 
6. Agarose  
7. Albumin from bovine serum, Cohn V fraction (BSA) 
8. Ammonium sulfate  
9. Boric acid 
10. Copper sulfate 
11. Di (phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl) iminoazanium (DPPH; C18H12N5O6) 
12. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
13. Dipotassium hydrogenphosphate (K2HPO4) 
14. Ethanol 
15. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; C10H16N2O8) 
16. Fetal bovine serum (FBS) 
17. Folin – Ciocalteu’s phenol reagent (FCR) 
18. Gallic acid 
19. Hydrochloric acid 
20. Kojic acid 
21. L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) 
22. OneMarkB (GeneDireX, Inc) 
23. OnePCR Plus (GeneDireX, Inc) (Taq DNA Polymerase, PCR buffer, dNTP, 

gel loading dyes, enhancer และ fluorescence dye) 
24. PCR Clean-up and Gel extraction Kit (PureDirecx, Taiwan) 
25. Pepsin (Thorne research®) 
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26. Phosphate-buffered saline (PBS) 
27. Plant genomic DNA Kit (Tiangen Biotech Co.) 
28. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
29. Potassium persulfate (K2S2O8)   
30. Potassium phosphate 
31. RHAKF ล าดับเปปไทด์สังเคราะห์จากบทความ (Denga et al., 2020) 
32. Sodium carbonate 
33. Sodium chloride 
34. Sodium dodecyl sulfate (SDS; NaC12H25SO4) 
35. Sodium hydroxide 
36. Sodium phosphate 
37. Sodium potassium tartrate 
38. Super enzymes (Now Foods®, 395 S. Glen Ellyn Rd. Now food.com) 

(Pancreatin, Bromelain, Pepsin, Papain และ Cellulase) 
39. Trolox 
40. Tyrosinase (EC 1.14.18.1) ในเห็ดกระดุม Agaricus bisporus 

 

3. วิธีด าเนินการ 
3.1  การสกัดโปรตีน 
 3.1.1  การสกัดโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดแห้ง  

 น าตัวอย่างจากผงเห็ดหอมแห้งผสมในน้ ากลั่น อัตราส่วน 1:10 (w/v) สกัดโปรตีนด้วย 
1 M NaOH ปรับ pH 10 น าไปปั่นด้วยเครื่อง overhead ความเร็ว 1000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 g เป็นเวลา 20 นาที และเก็บส่วนใสมาปรับ pH เป็น 4.2 
ด้วย 1 M HCl จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงและเก็บตะกอน ล้างตะกอนด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง (ความเร็ว 
9000 g เป็นเวลา 20 นาที) และน าตะกอนมาปรับ pH เป็น 7 ด้วย 1 M NaOH ก่อนท าแห้งแบบแช่
แข็งภายใต้ภาวะสูญญากาศ (Freeze dry) 

3.1.2  การสกัดโปรตีนจากตัวอย่างเห็ดสด 
 น าตัวอย่างจากส่วน fresh fruiting body ของเห็ดหอมและเป่าฮ้ือมาสับชิ้นเล็กๆ 

และน ามาปั่นโฮโมจีไนซ์ใน 0.15 M NaCl แช่เย็น (อัตราส่วน 1 g fruiting body : 2 ml 0.15 M 
NaCl) หลังจากปั่นโฮโมจีไนซ์เสร็จน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 20  นาทีที่ 4 °C 
และเก็บส่วนของสารละลายข้างบน มาตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ที่
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ความเข้มข้นอ่ิมตัว 60% แล้วบ่มสารสกัดโปรตีนไว้ที่ 4 °C บนถาดน้ าแข็ง 1.30 ชั่วโมง จากนั้นน าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 20  นาที 4 °C อีกครั้ง และเทส่วนสารละลายชั้นบนทิ้ง
เพ่ือเอาตะกอนโปรตีนมาละลายกลับด้วยน้ ากลั่น น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 20  
นาที 4 °C อีกครั้ง และเก็บส่วนใสทั้งหมด สุดท้ายก าจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกจากสารละลาย
โปรตีนด้วยวิธีไดอะไลซิสด้วยน้ าในการดึงเกลือออกจากสารละลายโปรตีน ก่อนท าแห้งแบบแช่แข็ง
ภายใต้ภาวะสูญญากาศ (Freeze dry) 

3.1.3  การสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์โปรติเอส  
 การเตรียมสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท (PH) หลังผ่านกระบวนการ Freeze dry ให้
ท าการชั่งผงโปรตีนจากเห็ดมาละลายในบัฟเฟอร์ 10:1 (w/v) มิกส์เอนไซม์: 5 mM Potassium 
phosphate (pH 6.8) และเอนไซม์ เปปซิน : 50 mM Sodium acetate (pH 3.7) จากนั้ น เติม
เอนไซม์โปรติเอสในอัตราส่วน 5% เอนไซม์/สารตั้งต้น (100 กรัม ตัวอย่างโปรตีน: 5 กรัม เอนไซม์) 
โดยท าในสภาวะต่างกัน (ดังตารางที่ 7) จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่ 95°C จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงเพ่ือ
เก็บส่วนใสที่ความเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 45 นาที ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 
 

ตารางท่ี 7 สรุปสภาวะการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอส 

ประเภท
ตัวอย่าง
ดอกเห็ด 

ตัวอย่าง ชื่อย่อ วิธีการสกัด 
เอนไซม์ 
โปรติเอส 

pH อุณหภูมิ เวลา 

สด 
(F) 

เห็ดหอม 
(H) 

FHp 
แอมโมเนียม

ซัลเฟต 
เปปซิน 3.7 37 °C 

24 
ชั่วโมง 

เห็ดหอม 
(H) 

FHm 
แอมโมเนียม

ซัลเฟต 
มิกส์

เอนไซม์ 
6.8 40 °C 

24 
ชั่วโมง 

เห็ดเป่าฮื้อ
(P) 

FPp 
แอมโมเนียม

ซัลเฟต 
เปปซิน 3.7 37 °C 

24 
ชั่วโมง 

อบแห้ง 
(D) 

เห็ดหอม 
(H) 

DHm กรด-เบส 
มิกส์

เอนไซม์ 
6.8 40 °C 24 ชั่วโมง 

หมายเหตุ ในเล่มนี้ใช้ชื่อย่อตัวอย่างส าหรับการเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเสท 4 ตัวอย่าง 
- FHp แทนเห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซนิ   - FHm แทนเห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ 
- DHm แทนเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์   - FPp แทนเห็ดเป่าฮื้อสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 
 



 68 

3.1.4  การคัดแยกเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กกว่า 3 กิโลดาลตัน  
ส่วนใสที่ได้จาก 3.1.3 ถูกน ามากรองแบบหยาบผ่าน Amicon Ultra Centrifugal 

Filter ขนาด 10 kDa cut-off จากนั้นน าส่วนใสที่ผ่านการกรองไปแยกโปรตีนให้เป็นเปปไทด์ที่มี
ขนาดที่น้อยกว่า 3 kDa ผ่าน Amicon Ultra Centrifugal Filter ขนาด 3 kDa cut-off (ความเร็ว 
5000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 40 นาที) ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง จากนั้นน าสารสกัดท่ีมี
ขนาดเล็กกว่า 3 kDa มาท าแห้งแบบแช่แข็งภายใต้ภาวะสูญญากาศ (Freeze dry)  

เมื่อตัวอย่างแห้งเป็นผงจากการ Freeze dry ให้น ามาละลายกลับ ด้วยน้ ากลั่น 1:1 
(w/v) และน ามาค านวณหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry โดยใช้สารละลายโปรตีน Bovine serum 
albumin (BSA) ในช่วง 10-50 ไมโครกรัม เป็นโปรตีนเปรียบเทียบ (reference) และน าไปวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร ค่าที่ได้น ามาค านวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม) จากสมการ
กราฟมาตรฐาน 

 
3.2 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ร ะ ดั บ ก า ร ย่ อ ย ส ล า ย ข อ ง โ ป ร ตี น ด้ ว ย วิ ธี  TNBS 

(Trinitrobenzenesulphonic acid) (Adler-Nissen, et al. 1979) 
การวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนด้วยวิธี TNBS ดัดแปลงวิธีจาก (Adler-

Nissen, et al., 1979) เริ่มจากเตรียมตัวอย่างหรือ  สารละลายมาตรฐานใน  0.2 M Sodium 
phosphate buffer (pH 8.2) เติม  0.05% TNBS reagent ลงใน 96 well plate ท าในสภาวะ
อุณหภูมิคงที่ 50 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ภายใต้ความมืด จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย 1 N HCl และตั้ง
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร ค านวณหา
ระดับการย่อยสลายของโปรตีน (Degree of hydrolysis; DH) 

 
จากสูตร  DH (%) = ( AN1 / Npd ) × 100 

 

เมือ่ AN1 : ความเข้มข้นของโปรตีนหลังการย่อยสลายหาได้จากกราฟมาตรฐาน (mM)  
 Npd  แทนด้วย  ค่าคงตัวหรือปริมาณไนโตรเจนของพันธะเปปไทด์ในสารตั้งต้นโปรตีน 
 (มก./ก.) 
 ***ค่า Npd เห็ดหอม : 4.4736 (มก./ก.) และเห็ดเป่าฮ้ือ : 4.2475 (มก./ก.)*** 
       (ค่า Npd ได้รับการวิเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี) 
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3.3  การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส  
  ถูกดัดแปลงวิธีจาก (Zaidi, K. U et al., 2012 และ Cui, H. X et al., 2018) น าสาร

สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้สารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทจากเห็ดหอมสดและเห็ดหอมแห้งที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL และสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.05 ถึง 0.5 µg/µL เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน
คือ kojic acid 0.1 µg/µL และเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF 1.5 µg/µL ตามล าดับ โดยทั้งสารสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสทและสารมาตรฐานจะถูกเติมด้วยสารตั้งต้น 5 mM L-DOPA ปริมาตร 120 
ไมโครลิตรและผสมกับ 5 mM Potassium phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 70 ไมโครลิตร 
ตัวอย่างถูกทดสอบใน commercial mushroom tyrosinase EC 1.14.18.1 (0.25 U/µL) จากนั้น
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที ก่อนน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโน
เมตร ซึ่งค่าจะถูกน ามาค านวณหา %Inhibition tyrosinase ต่อไป 
จากสูตร  Tyrosinase inhibition (%) = [(OD475control − OD475sample) / OD475control)] × 100 

 
3.4  การวิเคราะห์คุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

3.4.1  การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH ถูกดัดแปลงวิธีจาก (Kriengsak T, 
Unaro jB & Kevin C. 2006) โดยเริ่มจากเติมตัวอย่างหลุมละ 20 ไมโครลิตร ของสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทระหว่างความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 0.5 
µg/µL Trolox และเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF 1.5 µg/µL ตามล าดับ จากนั้นเติม 0.1 mM DPPH 
solution หลุมละ 200 ไมโครลิตร และบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เวลา 30 นาที น าไปวัดค่าดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ซ่ึงค่าท่ีได้จะน ามาค านวณหา %DPPH scavenging effect  

จากสูตร DPPH scavenging effect (%) = [(OD517blank - OD517sample) / OD517blank] × 100 
 

3.4.2  การศึกษาหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  
การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  ABTS ถูกดัดแปลงวิธีจาก (Memarpoor-

Yazdi M et al., 2012) โดยเริ่มจากเติมตัวอย่างหลุมละ 20 ไมโครลิตรของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทระหว่างความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 0.5 µg/µL 
Trolox และเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF 1.5 µg/µL ตามล าดับ จากนั้นเติมสารผสม 2.45 mM 
Potassium persulfate ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ 7 mM ABTS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ
บ่มตั้งทั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นา
โนเมตร ซึ่งค่าที่ได้จะน ามาค านวณหา % ABTS scavenging effect 
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จากสูตร  ABTS scavenging effect (%) = [(OD734blank – OD734sample) / OD734blank] × 100 
 

3.5  การศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมด (Total phenolic 
compound) โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu  

  การศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมด (Total phenolic compound) 
ถูกอ้างอิงจาก (Sim KS et. al., 2010 และ Hatami, T et. al., 2014) 

  โดยเริ่มจากน าตัวอย่างสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งหมดที่ความเข้มข้นโปรตีน 
0.125-0.5 µg/µL ละลายด้วยน ากลั่น จากนั้นเติมตัวอย่างหลุมละ 20 ไมโครลิตรและสารละลาย 1:4 
(v/v) Folin – ciocalteu reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี
แล้วเติม 10% sodium carbonate ปริมาตร 75 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง ก่อนน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร น าค่าที่ได้มาค านวณหาปริมาณ
สารประกอบฟินอลิกทั้งหมดจากกราฟมาตรฐาน (Standard curve) ซึ่งค่าที่ได้จะน ามาค านวณเทียบ
จากกราฟมาตรฐาน  Gallic acid ความเข้มข้น  0, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 µg/mL เป็น
สารละลายมาตรฐาน (Standard solution)  

 
3.6  การวิเคราะห์ศึกษาดูรูปแบบการแสดงออกของโปรตีน ด้วยวิธี Tricine (SDS-

PAGE) ถูกอ้างอิงและดัดแปลงวิธีจาก (Biji T. Kurien and R. Hal Scofield et al., 2012)  
น าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งหมดที่มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa ที่ผ่านการย่อยด้วย

เอนไซม์ต่างชนิดกัน ปริมาณโปรตีน 200 ไมโครกรัม มาวิเคราะห์ศึกษาองค์ประกอบและดูรูปแบบ
การแสดงออกของโปรตีนเทียบกับสารสกัดหยาบ ด้วยเทคนิค Tricine Gel electrophoresis (15% 
SDS-PAGE) ผ่านความต่างศักย์ 120 โวลต์ โดยใช้เวลา 2-3 ชั่วโมง ภายหลังจากการแยกโปรตีน 
ต าแหน่งของแถบโปรตีนที่ถูกแยกออกจากกันจะน ามาย้อมด้วยสี Silver staining และวิเคราะห์ด้วย
ด้วยโปรแกรม ImageJ Software  

 

3.7  การวิเคราะห์ล าดับเปปไทด์โดยเทคนิค Mass spectrum  
   การส่งตรวจวิเคราะห์ได้รับความอนุเคราะห์จากดร. สิทธิรักษ์ รอยตระกูล ส านักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  
   ผู้วิจัยเลือกตัดแถบโปรตีนที่ต้องการออกจากเจล (จากขั้นตอน 3.6) โดยผู้วิจัยเลือก
โปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีขนาดต่ ากว่า 6.5 kDa และตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาด 1-2 มิลลิเมตร น าไปส่ง
ตรวจวิเคราะห์ โดยน าไปท าบริสุทธิ์เบื้องต้นด้วย Ziptip แล้ววัดความเข้มข้นของเปปไทด์ด้วยเทคนิค
ของ Lowry (1951) โดยใช้โปรตีน BSA เป็นโปรตีนมาตรฐานหลังจากนั้นน าเปปไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์
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ด้วยเครื่อง Liquid Chromatography – Mass Spectrometer (LC-MS) แล้วหามวลโมเลกุลและ
กรดอะมิโนภายในสายล าดับเปปไทด์ด้วยโปรแกรม Maxquant version 2.1.3.0 (Tyanova et al., 
2015) ใช้ฐานข้อมูลโปรตีน Uniprot ของ Pleurotus และ Lentinus  
 

3.8  การศึกษาการจ าลองการจับกัน 3 มิติด้วยโปรแกรม Molecular Docking 
   ท าการศึกษาโครงสร้างอนุพันธ์และการจ าลองการจับกันแบบ 3 มิติระดับโมเลกุล เพ่ือ

แสดงการเกิด interactions และอันตรกิริยาที่จับกับบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสกับสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์) โดยเลือกล าดับเปปไทด์จากสารสกัดเห็ดหอมสด (FHp) และเห็ด
เป่ า ฮ้ือ (FPp) ที่ ถูกย่อยด้วยเอนไซม์  เปปซิน (PATVSIPGV, LTLEEGESVG และ LGERTLDEI) 
และเปปไทด์สังเคราะห์ (RHAKF) น ามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม GOLD 2022.2.0 (ได้รับความ
อนุ เค ราะห์ จ าก  รศ .ด ร . เกี ย รติ ท วี  ชู ว งศ์ โกม ล  ภ าควิ ช าชี ว เคมี  ค ณ ะวิท ย าศ าสต ร์ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) และโครงสร้างผลึกของเอนไซม์ไทโรซิเนส (PDB ID: 2Y9X) ได้มาจาก 
RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org /structure/2Y9X)  

 
3.9  การศึกษาจลนศาสตร์การยังยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Enzyme Kinetic)  

   ศึกษาจลนศาสตร์การยับยั้ ง เอน ไซม์  โดยใช้หลั กของไลน์ วิ เวอร์และเบริก 
(Lineweaver and Burk doublereciprocal plot) (Lineweaver and Burk, 1934) ซึ่งจะท าการ
วัดอัตราเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยา [Vo] ที่มีตัวยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทและเปรียบเทียบกับกลไกการยับยั้งของสาร kojic acid และเปปไทด์
สังเคราะห์ RHAKF โดยแปรผันกับความเข้มข้นสารตั้งต้น L-DOPA [S] ที่ความเข้มข้น 0.65, 1.25, 
2.5, 5 และ 10 mM ในสภาวะที่มีความเข้มข้นโปรตีนของสกัด ได้แก่ DHm (0, 0.09, 0.125 และ 
0.5 mg/mL) FHm (0, 0.25, 0.5 และ  1 mg/mL) FHp (0, 0.125, 0.25 และ 0.375 mg/mL) 
FPp (0, 0.25, 0.375 และ 0.5 mg/mL) kojic acid (0, 0.034, 0.069, 0.138 และ  0.275 mM) 
และเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF (0, 0.1875 และ 0.375 mg/mL) ท าการทดลองในลักษณะเดียวกับ
การวิเคราะห์ฤทธิ์ของสารสกัดต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (ข้อ 3.3) จากนั้นติดตามจลนศาสตร์
ของการเกิดปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร เป็นเวลาทุกๆ 10 นาที และท าการวิเคราะห์ผล
ด้วยโปรแกรม Microsoft excel เพ่ือรายงานค่าทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์และวิเคราะห์ชนิดของ
กลไกการยับยั้ง ได้แก่ การยับยั้งแบบ competitive inhibition แบบ non-competitive inhibition 
และแบบ uncompetitive inhibition 
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 3.10  การทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดเปปไทด์ 
  การทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ได้รับความอนุเคราะห์ในการทดลองจาก รศ.ดร. 
วรศักดิ์ แก้วก่อง อาจารย์ประจ าภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

3.10.1  การเพาะเลี้ยงเซลล์ HaCaT 
 ท าการเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์ในผิวหนัง (HaCaT) ด้วยอาหาร DMEM ที่มี 10% 
Fetal bovine serum (FBS) และ  1%  Anti-Anti (100U/mL) บ่มในตู้บ่มเซลล์ภายใต้สภาวะ
อุณหภูมิคงที่ 37 °C และคาร์บอนไดออกไซด ์5% 

3.10.2  การทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ ด้วยเทคนิค MTT assay 
  เลี้ยงเซลล์บนจานเพาะเลี้ยง 96 หลุมที่ 2 ,000 เซลล์/หลุม และบ่มเป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ท าการทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์  HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ความ
เข้มข้น 0.1, 0.5, 1 และ 2 mg/mL และบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเติมสารละลาย 10 µL MTT 
(3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (5 มก./มล. ใน PBS) บ่ม
ทิ้งไว้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง จากนั้นละลายผลึกด้วย 100 µL ของ DMSO 
บ่มทิ้งไว้ 10 นาที และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ซึ่งค่าท่ีได้จะน ามา
ค านวณหา %Cell viability 

จากสูตร Cell viability (%) = [(ODcontrol - ODtreated) / (ODcontrol)] x 100 
 

3.11  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช้ DNA barcode และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree 

 3.11.1 การสกัดและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 น าตัวอย่างเห็ดแห้งและเห็ดสดมาการสกัด DNA โดยน าดอกเห็ดมาบดในโกร่งแช่
เย็นจนเป็นผงละเอียด เติมไนโตรเจนเหลวระหว่างบดเป็นระยะๆ  ชั่งน้ าหนักตัวอย่างละ 100 
มิลลิกรัม จากนั้นด าเนินการตามคู่มือการใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ  Plant genomic DNA Kit (Tiangen 
Biotech Co.) และวัดความเข้มข้นของ DNA ที่ 260 นาโนเมตร  

  3.11.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS และการท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR  
 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นด้วยวิธี PCR เตรียมสารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา PCR ใน
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 25 ไมโครลิตร ของ 1x One PCRTM plus (Taq DNA 
Polymerase, PCR buffer, dNTP, gel loading dyes,enhancer และ fluorescence dye) ไพร
เมอร์ ITS5-Forward (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) และ ITS4- Reverse (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ไพรเมอร์ละ 1 ไมโครลิตร, DNA template 50 และ 100 นาโน
กรัม และเติมน้ า deionized ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อให้ครบ 50 ไมโครลิตร ตั้งค่าโปรแกรมเครื่องเพ่ิม
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ปริมาณดีเอ็นเอเป็น Pre denaturation 94°C นาน 5 นาท ีจ านวน 1 รอบ denaturation 94°C 
นาน 30 วินาที annealing 50°C นาน 1 นาท ีและ extension 72°C นาน 2 นาที จ านวน 30 รอบ 
และ final extension 72°C นาน 5 นาท ี
 น าผลิตภัณฑ์ PCR ปริมาตร 10 ไมโครลิตรมาแยกดูขนาดแถบดีเอ็นเอในแผ่นอะกา
โรสเจล (agarose gel) ความเข้มข้น 1% ด้วยกระแสไฟฟ้า 120 โวลท์ นาน 45 นาที โดยเทียบขนาด
แถบดีเอ็นเอของตัวอย่างกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA Marker) ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ 
PCR และบันทึกภาพ 
  3.11.3 ก าร วิ เค ราะห์ ล า ดั บ นิ วค ลี โอ ไท ด์ บ ริ เวณ  ITS แ ล ะ วิ เค ราะห์ 
Phylogenetic tree 
 น า DNA fragment จาก agarose gel ปริมาณ 300 มิลลิกรัม มาท าบริสุทธิ์ด้วยชุด
สกั ด  PCR Clean-Up & Gel Extraction Kit (PureDireX) จากนั้ น จั ดส่ งผลิ ตภัณ ฑ์  DNA ไป
วิเคราะห์ล าดับเบส น าข้อมูลล าดับเบสที่ได้มาตรวจสอบด้วยวิธีการ Sequencing จาก 3730 XL 
Sequencer, Applied Biosystems จากนั้นน าข้อมูลล าดับเบสมาท าการ Blast กับเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลของ NCBI และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของเห็ด หรือ Phylogenetic tree 
ด้วย MEGA software V.11 

 
3.12 วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล   

 การวิเคราะห์สถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS Statistics 23 จากการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางเดียว Analysis of Variance (ANOVA) เพ่ือทดสอบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติระหว่างกลุ่มตัวอย่างและกลุ่มควบคุมเชิงบวก (p<0.05) ข้อมูลรายงานเป็นค่าเฉลี่ย ±SD ส าหรับ
การวิเคราะห ์เมื่อวิเคราะห์จากการท าซ้ า 3 ครั้ง  
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย (Research Results) 

 
4.1  ผลการหาปริมาณโปรตีน  

เมื่อน าสารสกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮไดรไลเสท (PH) ที่มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa 
จากดอกเห็ดที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ต่างชนิดกันมาหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี  Lowry โดยใช้สารละลาย
โปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ในช่วง 10-50 ไมโครกรัม เป็น โปรตีนเปรียบเทียบ 
(reference) และน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร ค่าที่ได้น ามาค านวณหาความเข้มข้น
โปรตีน (µg/µL) และปริมาณโปรตีนทั้งหมด (g) (แสดงดังตาราง 8) 
 

ตารางท่ี 8 ผลการวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry และแสดงค่า Yield(%) 

ประเภท
ตัวอย่าง

ดอก
เห็ด 

ตัวอย่าง 
เอนไซม์ 
โปรติเอส 

ความเข้มขน้โปรตีน 
(µg/µl) 

น้ าหนักสารสกัด 

สารสกัด
หยาบ 

(ไม่ย่อย) 

เล็กกว่า 
3 kDa 

ปริมาณ 
ต้ังต้น (g) 

ปริมาณ
สุดท้าย (g) 

Yield 
(%) 

สด 

เห็ดหอม เปปซิน 2.0 ± 0.10 3.4 ± 0.02 2860 0.5 0.017 

เห็ดหอม 
มิกส์

เอนไซม์ 
2.0 ± 0.10 5.7 ± 0.10 2018 0.3 0.015 

เห็ดเป่าฮ้ือ เปปซิน 4.1 ± 0.08 6.6 ± 0.02 2500 0.3 0.012 

อบแห้ง เห็ดหอม 
มิกส์

เอนไซม์ 
8.0 ± 0.06 13.3 ± 0.03 200 0.1 0.059 

ข้อมูลทั้งหมดรายงานเป็นค่าเฉลี่ย± SD (n = 3)  
  

 จากตารางผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท (PH) ที่มีขนาดเล็ก
กว่า 3 kDa พบว่ามีความเข้มข้นของโปรตีนมากกว่าเมื่อเทียบกับสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย เมื่อ
ค านวณหาปริมาณน้ าหนักแห้งหลัง Freeze dry หรือปริมาณสุดท้ายของกระบวนการสกัด (กรัม ) 
เทียบกับปริมาณตั้งต้น (กรัม) พบว่าเห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp) เห็ดหอมสดที่ย่อย
ด้วยมิกส์เอนไซม์ (FHm) เห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) และเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ย่อยด้วย
เอนไซม์เปปซิน (FPp) มีปริมาณสารสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 0.017, 0.015, 0.012 และ 0.059 กรัม 
ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นว่าหากเทียบในปริมาณเริ่มต้น 100 กรัมปริมาณสุดท้ายของสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งจะให้ปริมาณโปรตีนสูงกว่าเห็ดสด 
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 4.2  ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ร ะ ดั บ ก า ร ย่ อ ย ส ล า ย ข อ ง โ ป ร ตี น ด้ ว ย วิ ธี  TNBS 
(Trinitrobenzenesulphonic acid) 

 การศึกษาหาระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสท หรือ Degree of 
hydrolysis (%DH) ด้วยวิธี TNBS โดยน าค่าที่ได้จะถูกน ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์ของระดับการย่อย
สลาย (แสดงดังภาพ 42-44) 
 
1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 

 

 
 

ภาพ 42 แผนภูมิแท่งแสดงระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยวิธี TNBS ระหว่างสาร
สกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 
(FHp) และมิกส์เอนไซม์ (FHm) ขนาด <3 kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 µg/µL ตามล าดับ 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3), ตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) 

 

 จากผลการทดลองระดับการย่อยสลายของตัวอย่างเห็ดหอมสด พบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 
2 µg/µL ของสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย (Crude extract) มีค่าเท่ากับร้อยละ 28 ในขณะที่เมื่อ
น าไปผ่านการย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์และเอนไซม์เปปซินเป็นเวลา 24 ชั่วโมง สารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสท (<3 kDa) ทั้ง FHm และ FHp มีค่าระดับของการย่อยสลายสูงขึ้น เท่ากับร้อยละ 86 และ 48 
ตามล าดับ  
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2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 

 

 
 

ภาพ 43 แผนภูมิแท่งแสดงระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยวิธี TNBS ระหว่างสาร
สกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ 
(DHm) ขนาด <3 kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 µg/µLตามล าดับ 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3), ตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) 
 
 จากผลการทดลองระดับการย่อยสลายของตัวอย่างเห็ดหอมแห้ง พบว่าที่ความเข้มข้น
โปรตีน 2 µg/µL ของสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย (Crude extract)  มีค่าเท่ากับร้อยละ 31 
ในขณะที่เมื่อน าไปผ่านการย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 
DHm (<3 kDa) มีค่าระดับของการย่อยสลายสูงขึ้นเท่ากับร้อยละ 87 ซึ่งมีค่าแตกต่างกันทางสถิติ 
(p<0.05) 
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3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 
 

 
 

ภาพ 44 แผนภูมิแท่งแสดงระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยวิธี TNBS ระหว่างสาสกัด
หยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FPp) 
ขนาด <3 kDa ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 µg/µL ตามล าดับ 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3), ตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) 
 

 จากผลการทดลองระดับการย่อยสลายของตัวอย่างเห็ดเป่าฮ้ือสด พบว่าที่ความเข้มข้น
โปรตีน 2 µg/µL ของสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย (Crude extract) มีค่าเท่ากับร้อยละ 23 
ในขณะที่เมื่อน าไปผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินเป็นเวลา 24 ชั่วโมง สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 
FPp (<3 kDa) มีค่าระดับของการย่อยสลายสูงขึ้นเท่ากับร้อยละ 68 ซึ่งมีค่าแตกต่างกันทางสถิติ 
(p<0.05) 
 
 

ตารางท่ี 9 แสดงค่าระดับการย่อยสลายของสารสกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท 
 FHm FHp DHm FPp 

Crude  <3 kDa Crude <3 kDa Crude <3 kDa Crude <3 kDa 

%DH 28 86 28 48 31 87 23 68 
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 จากผลการทดลองระดับการย่อยสลายของตัวอย่างทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าหลังจากผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสมีระดับการย่อยสลายได้เป็นกรดอะมิโนเพ่ิมสูงขึ้นซึ่งมีค่าแตกต่างกันทาง
สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย แสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยโดยใช้มิกส์เอนไซม์มีค่าระดับการย่อยสลายสูงกว่าการใช้เอนไซม์เปปซิน
เพียงชนิดเดียว ดังนั้นการเลือกเอนไซม์โปรติเอสจึงเป็นหนึ่งปัจจัยที่ควรค านึงถึง ทั้งนี้ผู้วิจั ยคาดว่า
หากปฏิกิริยาไม่ได้มีการหยุดลง การเลือกใช้เวลา หรือปริมาณของเอนไซม์ที่มากขึ้นอาจท าให้มีการ
ย่อยสลายของโปรตีนและ/หรือเปปไทด์ด าเนินต่อไปได้ 
 

4.3  การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
เมื่อน าค่าดูดกลืนแสงของเอนไซม์ไทโรซิเนส จาก Commercial tyrosinase ในเห็ดที่

ถูกยับยั้งด้วยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งหมด จากผลการทดลองการศึกษา ณ เวลาที่ 20 นาที 
โดยค่าที่ได้น ามาค านวณ %Inhibition (แสดงดังภาพ 45-50) 

 

1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 

 

 
 

ภาพ 45 แสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp) และมิกส์เอนไซม์ (FHm) ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, 
และ 1.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และกรดโคจิกตามล าดับ และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกัน
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อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 

 
 

ภาพ 46 การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดหอมสดใน 96 well-plate 

 
ผลการทดลองในภาพที่ 45 แสดงความเข้มข้นของโปรตีนตั้งแต่ 0.1 ถึง 1.5 µg/µL ของ

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท โดยจากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอม
สดทั้ง FHm และ FHp มีการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน 
โดยที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถลดการท างานของ L-DOPA oxidase ได้ร้อย
ละ 13 ถึง 27 และ 30 ถึง 84 ตามล าดับ โดยพบว่า FHm มีค่าการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ต่ ากว่า 
FHp โดยที่ความเข้มข้น 1.5 µg/µL ของ FHm และ  FHp พบว่ามีค่าการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันทาง
สถิติ (p<0.05) และ IC50 ของ FHp เท่ากับ 0.285 µg/µL ในขณะที่ FHm ไม่สามารถหา IC50 ได้ 
(แสดงดังตาราง 10) อย่างไรก็ตามตั้งแต่ความเข้มข้น 0.5 ถึง 1.5 µg/µL ของ FHp พบว่ามีค่าไม่
แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับ 0.1 µg/µL ของกรดโคจิก (IC50 0.047 µg/µL) และ 1.5 
µg/µL ของ RHAKF (IC50 0.690 µg/µL) ผลจึงชี้ให้เห็นว่าเอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพในการย่อย
โปรตีนซึ่งส่งผลต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ใกล้เคียงกับสารมาตรฐานกรดโคจิกและเปปไทด์
สังเคราะห์ RHAKF ซึ่งมีฤทธิ์การยับยั้งที่สูงกว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ 

 
2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 
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ภาพ 47 แสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งที่
ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, และ 1.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และกรดโคจิกตามล าดับ และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างความเข้มข้นที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 
(p<0.05) 
 

 
 

ภาพ 48 การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดหอมแห้งใน 96 well-plate 

 

ผลการทดลองในภาพที่ 47 แสดงความเข้มข้นของโปรตีนตั้งแต่ 0.1 ถึง 1.5 µg/µL ของ
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดหอมแห้ง โดยจากกราฟแสดงให้เห็นว่า DHm มีการออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 
µg/µL สามารถลดการท างานของ L-DOPA oxidase ได้ร้อยละ 9 ถึง 34 ตามล าดับ ซึ่งพบว่าความ
เข้มข้น 0.5 ถึง 1.5 µg/µL ของ DHm มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) อย่างไรก็ตาม DHm ไม่
สามารถหา IC50 ได้ (แสดงดังตาราง 10) และเมื่อเทียบกับ 0.1 µg/µL ของกรดโคจิก (IC50 0.047 
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µg/µL) และ 1.5 µg/µL ของ RHAKF (IC50 0.690 µg/µL) พบว่าแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) ซึ่ง
มีค่าการยับยั้งสูงถึงร้อยละ 83 และ 81 ตามล าดับ ผลจึงชี้ให้เห็นว่าเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์
เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนซึ่งส่งผลต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ต่ ากว่าสาร
มาตรฐานกรดโคจิกและเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF ดังกล่าว 

 
3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 

 

 
 

ภาพ 49 แสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือสดที่
ย่อยด้วย เอนไซม์เปปซิน (FPp) ความเข้มข้นโปรตีน 0.05, 0.1, 0.25, และ 0.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และกรดโคจิกตามล าดับ และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างความเข้มข้นที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 
(p<0.05) 
 

 
 

ภาพ 50 การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดเป่าฮื้อใน 96 well-plate 
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 ผลการทดลองในภาพที่ 49 แสดงความเข้มข้นของโปรตีนตั้งแต่ 0.05 ถึง 0.5 µg/µL ของ
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากดอกเห็ดเป่าฮ้ือ โดยจากกราฟแสดงให้เห็นว่า  FPp มีการออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.05 ถึง 0.5 
µg/µL สามารถลดการท างานของ L-DOPA oxidase ได้ถึงร้อยละ 41 ถึง 80 ตามล าดับ (IC50 0.071 
µg/µL) ซึ่งพบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.25 ถึง 0.5 µg/µL ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกับ 1.5 µg/µL ของ RHAKF และ 0.1 µg/µL ของกรดโคจิก ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 81 (IC50 
0.690 µg/µL) และ  79 (IC50 0.047 µg/µL) ตามล าดับ  ผลจึ งชี้ ให้ เห็ นว่ า เอน ไซม์ เปปซินมี
ประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนซึ่งส่งผลต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน
กรดโคจิกและเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF 

 
4.4  การวิเคราะห์คุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

 4.4.1 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
เมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดเล็กกว่า 3 kDa ความเข้มข้นต่างๆ มาทดสอบฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ซึ่งค่าดูดกลืนแสงที่ได้น ามา
ค านวณหาฤทธิ์ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+  หรือ %Antioxidant Index (AI)  (แสดงดังภาพ 
51-53) 
 

1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 
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ภาพ 51 แสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+ จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp) และมิกส์เอนไซม์ (FHm) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, 
และ 1.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และ Trolox และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มท่ี ร ะ ดั บ ค ว า ม เชื่ อ มั่ น ร้ อ ย ล ะ  95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 
 จากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยมิกส์
เอนไซม์ (FHm) และเอนไซม์เปปซิน (FHp) มีการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เพ่ิมขึ้นตามความ
เข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH•+ 
ได้ร้อยละ 7 ถึง 18 และ 8 ถึง 29 ตามล าดับ โดยพบว่า 1.5 µg/µL FHp มีค่าต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า 
FHm ซึ่งแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05)  ชี้ให้เห็นว่าเอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีน
ส่งผลต่อความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH•+  ได้สูงกว่ามิกส์เอนไซม์ แต่อย่างไรก็ตามสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททั้ง FHm และ FHp ยังคงมีค่าน้อยกว่า 50% หรือแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) หากเมื่อเทียบกับ Trolox ซึ่งมีค่าต้านอนุมูลอิสระเท่ากับร้อยละ 89 
 
2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 
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ภาพ 52 แสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+ จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้ง
ทีย่่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, และ 1.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และ Trolox และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มท่ี ร ะ ดั บ ค ว า ม เชื่ อ มั่ น ร้ อ ย ล ะ  95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 
  จากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์
เอนไซม์ (DHm) มีการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH•+ ได้ร้อยละ 13 ถึง 56 
ตามล าดับ อย่างไรก็ตามสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท DHm ยังคงมีค่าต้านอนุมูลอิสระน้อยกว่าหรือ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) หากเมื่อเทียบกับ Trolox ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 89 
 
3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 

 

 
 

ภาพ 53 แสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+ จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮื้อที่
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FPp) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, และ 1.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และ Trolox และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี
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นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 
 จากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์   
เปปซิน (FPp) มีการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH•+ ได้ร้อยละ 8 ถึง 17 ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตามสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท FPp ยังคงมีค่าต้านอนุมูลอิสระน้อยกว่าหรือแตกต่างอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) หากเมือ่เทียบกับ Trolox ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 89 

 
4.4.2  การศึกษาหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  
โปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดเล็กกว่า 3 kDa (PH) ความเข้มข้นต่างๆ มาทดสอบฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ซึ่งค่าดูดกลืนแสงที่ได้น ามาค านวณหา
ฤทธิ์ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ หรือ %Antioxidant Index (AI)  (แสดงดังภาพ 54-56) 

 
1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 
 

 
 
ภาพ 54 แสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่

ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp) และมิกส์เอนไซม์ (FHm) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 
1, และ 1.5 µg/µL  
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หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และ Trolox และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มท่ี ร ะ ดั บ ค ว า ม เชื่ อ มั่ น ร้ อ ย ล ะ  95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 
 จากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดทั้งที่ย่อยด้วยมิกส์
เอนไซม์และเอนไซม์เปปซิน (FHm และ FHp) มีการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS เพ่ิมขึ้นตามความ
เข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+  
ได้ร้อยละ 0 ถึง 90 และ 4 ถึง 41 ตามล าดับ โดยพบว่า 1.5 µg/µL ของ FHm มีค่าต้านอนุมูลอิสระ
สูงกว่า FHp ซึ่งแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05)  ชี้ให้เห็นว่ามิกส์เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการย่อย
โปรตีนส่งผลต่อความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH•+  ได้สูงกว่าเอนไซม์เปปซิน แต่อย่างไรก็
ตาม ที่ความเข้มข้นโปรตีน 1 และ 1.5 µg/µL ของ FHm มีค่าต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(p>0.05) เมื่อเทียบกับ Trolox ซึ่งมีค่าต้านอนุมูลอิสระเท่ากับร้อยละ 86, 90 และ 91 ตามล าดับ 
 

2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 
 

 
 
ภาพ 55 แสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้ง

ที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, และ 1.5 µg/µL  

a*#

b*#

c# c#

0

20

40

60

80

100

DHm RHAKF 1.5 µg/µL Trolox 0.5 µg/µL

Dried L. edodes .

An
tio

xid
an

t b
y 

AB
TS

 a
ss

ay
 (%

)

0.1

0.5

1

1.5

 

Conc.  
(µg/µL) 

NS 

Dried L. edodes 



 87 

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และ Trolox และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 
 จากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์
เอนไซม์ (DHm) มีการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+  ได้ร้อยละ 0 ถึง 90 ตามล าดับ 
โดยพบว่า 1 และ 1.5 µg/µL ของ DHm มีค่าต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) เมื่อ
เทียบกับ Trolox ซึ่งมีค่าต้านอนุมูลอิสระเท่ากับร้อยละ 86, 90 และ 91 ตามล าดับ 
 
3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 

 

 
 
ภาพ 56 แสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ จากสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮื้อสด

ทีย่่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0.1, 0.5, 1, และ 1.5 µg/µL  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); #,* แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ RHAKF และ Trolox และตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มท่ี ร ะ ดั บ ค ว า ม เชื่ อ มั่ น ร้ อ ย ล ะ  95 
(p<0.05); NS: ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
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 จากกราฟแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์
เปปซิน (FPp) มีการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 0.1 ถึง 1.5 µg/µL สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ได้ร้อยละ 4 ถึง 32 ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตามสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท FPp ยังคงมีค่าต้านอนุมูลอิสระน้อยกว่าหรือแตกต่างอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) หากเมื่อเทียบกับ Trolox ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 91 
 จากข้อมูลทั้งหมดสามารถแสดงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนสของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททุกชนิดรายงานเป็นค่า IC50 หรือความเข้มข้นที่สามารถ
ยับยั้งได้ 50% และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลาย
มาตรฐาน Trolox เรียกว่า TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; µmol Trolox/g 
smaple) ซ่ึงค่านี้แสดงถึงความเข้มข้นของ Trolox ที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระต่อสารที่ทดสอบ 
1 กรัม (แสดงดังตาราง 10) 
 
ตารางท่ี 10 แสดงค่า TEAC และค่า IC50 ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทและสารมาตรฐาน 

 TEAC (µmol Trolox/g samples) IC50 (µg/µL) 
ตัวอย่าง DPPH  ABTS  DPPH  ABTS  Tyr 

FHp 103.28 ± 7.25 134.07 ± 13.67 nd nd 0.285 

FHm 63.02 ± 5.31 292.70 ± 4.79 nd 0.555 nd 

FPp 59.96 ± 6.01 102.37 ± 11.20 nd nd 0.071 

DHm 198.63 ± 11.06 291.46 ± 4.42 1.260 0.605 nd 

Trolox nd nd 0.065 0.059 nd 

Kojic acid nd nd nd nd 0.047 

RHAKF 36.14 ±1.82 55.64 ± 0.99 nd nd 0.69 

ข้อมูลทั้งหมดรายงานเป็นค่าเฉลี่ย± SD (n = 3)  
Tyr, Tyrosinase inhibition; Nd, not detected. 
 

4.5 ก า รศึ กษ าห าป ริ ม าณ สารป ระกอ บ ฟิ น อ ลิ ก ทั้ งห ม ด  (Total phenolic 
compound)  

จากการน าโปรตีนไฮโดรไลเสทขนาดเล็กกว่า 3 กิโลดาลตัน (PH) ความเข้มข้นต่างๆ 
มาวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu ที่ความยาวคลื่น 765 นาโน
เมตร ซึ่งค่าดูดกลืนแสงที่ได้น ามาค านวณเทียบจากสมการกราฟมาตรฐานที่มี  Gallic acid ความ
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เข้มข้น 0, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 (µg/mL) เป็นสารละลายมาตรฐาน และน ามาค านวณหา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด แสดงในรูปของ (µg/mL)  (แสดงดังตาราง 11) 

 
ตารางท่ี 11 ปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมด (µg/mL) ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท  

ความเข้มข้นโปรตีน 
(µg/mL) 

ปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมด (µg/mL) 
FHm FHp DHm FPp 

100 13 ± 0.02 12 ± 0.03 7 ± 0.02 4 ± 0.02 
500 25 ± 0.02 20 ± 0.01 24 ± 0.02 16 ± 0.02 

1,000 42 ± 0.04 30 ± 0.01 54 ± 0.02 33 ± 0.03 
1,500 55 ± 0.02 41 ± 0.01 77 ± 0.03 51 ± 0.04 

ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 
 
 จากตารางแสดงให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทมีปริมาณสารประกอบฟินอลิก
เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของโปรตีน โดยพบว่าสารสกัดจากเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ 
(DHm) มีปริมาณสารประกอบฟินอลิกสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดโปรตีนไฮโดไลเสททั้งหมด ทั้งนี้
สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยโดยมิกส์เอนไซม์ไม่ว่าจะเห็ดแห้งหรือเห็ดสดต่างก็มี
ประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนส่งผลต่อสารประกอบฟินอลิก (77±0.03 และ 55±0.02) ที่สูงกว่าการ
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (41±0.01และ 51±0.04) ตามล าดับ 
 

4.6 การวิเคราะห์ศึกษาดูรูปแบบการแสดงออกของโปรตีน ด้วยวิธี Tricine (SDS-
PAGE)  
 จากผลการศึกษาดูรูปแบบการแสดงออกของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท ผ่านวิธี 
Tricine SDS-PAGE และถูกน าไปย้อมด้วยสี Silver staining (แสดงดังภาพ 57-62) 
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1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 

 

 

ภาพ 57 รูปแบบการแสดงออกของสารสกัดหยาบเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งท่ี
ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) ด้วยวิธี Tricine (15% SDS-PAGE) 

 
เมื่อ   แถว M  :    โปรตีนมาตรฐาน  
 แถว Dialysis :    โปรตีนหลัง Dialysis (สารสกัดหยาบ)  
 แถว Cr  :   โปรตีนไฮโดรไลเสท DHm 
 แถว 10  :    โปรตีนไฮโดรไลเสท DHm ขนาด <10 kDa  
 แถว 3  :    โปรตีนไฮโดรไลเสท DHm ขนาด <3 kDa 
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ภาพ 58 ผลการวิเคราะห์ด้วยด้วยโปรแกรม ImageJ Software analyzed 

 
จากผลการทดลองเมื่อก าหนดให้แถว Dialysis คือ สารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย และ

แถว Cr-3 คือโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมแห้งที่ผ่านการย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์และถูกท าให้มี
ขนาดเล็กกว่า 10 และ 3 kDa ตามล าดับ ผลชี้ให้เห็นว่าสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อยจะมีขนาด
โปรตีน 6.5-52 kDa และหลังจากผ่านการย่อยจะสังเกตเห็นถึงการหายไปของโปรตีนขนาดใหญ่ ให้
เหลือเป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็กลง อีกท้ังโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ถูกท าให้มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa สามารถ
พบได้ในช่วงที่ต่ ากว่า 6.5 kDa เมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐานหรือ Marker จากแถวที่ 1 

 
 
 
 

Dialysis 

Crude protein hydrolysate 

Marker protein 

< 10 kDa 

< 3 kDa 
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2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 

 

 

ภาพ 59 รูปแบบการแสดงออกของสารสกัดหยาบเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่ย่อย
ด้วย (A) มิกส์เอนไซม์ (FHm) และ (B) เอนไซม์เปปซิน (FHp) ด้วยวิธี Tricine (15%SDS-
PAGE) 

 

เมื่อ   แถว M  :    โปรตีนมาตรฐาน  
 แถว Dialysis :    โปรตีนหลัง Dialysis (สารสกัดหยาบ)  
 แถว Cr  :   โปรตีนไฮโดรไลเสท FHm และ FHp  
 แถว 10  :    โปรตีนไฮโดรไลเสท FHm และ FHp ขนาด <10 kDa  
 แถว 3  :    โปรตีนไฮโดรไลเสท FHm และ FHp ขนาด <3 kDa 
 

(A) (B) 
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ภาพ 60 ผลการวิเคราะห์ด้วยด้วยโปรแกรม ImageJ Software analyzed จากเห็ดหอมสดเมื่อย่อย

ด้วยมิกส์เอนไซม์ (A) และเอนไซม์เปปซิน (B) 

 
จากผลการทดลองเมื่อก าหนดให้แถว Dialysis คือ สารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย และ

แถว Cr-3 คือโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดที่ผ่านการย่อยและถูกท าให้มีขนาดเล็กกว่า 10 และ 
3 kDa เมื่อย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (A) และเอนไซม์เปปซิน (B) ตามล าดับ ผลชี้ให้เห็นว่าสารสกัด
หยาบที่ไม่ผ่านการย่อยจะมีขนาดโปรตีน 6.5-52 kDa และหลังจากผ่านการย่อยจะสังเกตเห็นถึงการ
หายไปของโปรตีนขนาดใหญ่ ให้เหลือเป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็กลง อีกท้ังโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ถูกท าให้
มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa สามารถพบได้ในช่วงที่ต่ ากว่า 6.5 kDa เมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐานหรือ 
Marker จากแถวที ่1 

 
 
 
 
 
 

 

Crude protein hydrolysate 

Dialysis 

(B) 

< 3 kDa 

< 10 kDa 

Marker protein 

 

(A) 
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3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 

 

ภาพ 61 รูปแบบการแสดงออกของสารสกัดหยาบเทียบกับโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือสดที่
ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FPp) ด้วยวิธี Tricine (15% SDS-PAGE) 

 
เมื่อ   แถว M  :    โปรตีนมาตรฐาน  
 แถว Dialysis :    โปรตีนหลัง Dialysis (สารสกัดหยาบ)  
 แถว Cr  :   โปรตีนไฮโดรไลเสท FHp 
 แถว 10  :    โปรตีนไฮโดรไลเสท FHp ขนาด <10 kDa  
 แถว 3  :    โปรตีนไฮโดรไลเสท FHp ขนาด <3 kDa 
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ภาพ 62 ผลการวิเคราะห์ด้วยด้วยโปรแกรม ImageJ Software analyzed 

 
จากผลการทดลองเมื่อก าหนดให้แถว Dialysis คือ สารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย และ

แถว Cr-3 คือโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินและถูกท าให้มี
ขนาดเล็กกว่า 10 และ 3 kDa ตามล าดับ ผลชี้ให้เห็นว่าสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อยจะมีขนาด
โปรตีน 6.5-52 kDa และหลังจากผ่านการย่อยจะพบโปรตีนที่มีขนาดเล็กกว่า 6.5 kDa และแถว 10-
3 kDa พบการหายไปของโปรตีนขนาดใหญ่ ให้เหลือเป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็กลง ทั้งนี้โปรตีนไฮโดรไล
เสทที่ถูกท าให้มีขนาดเล็กกว่า 3 kDa สามารถพบได้ในช่วงที่ต่ ากว่า 6.5 kDa เมื่อเทียบกับโปรตีน
มาตรฐานหรือ Marker จากแถวที ่1 
 

4.7  การวิเคราะห์ล าดับเปปไทด์โดยเทคนิค Mass spectrum  
 โดยผู้วิจัยเลือกโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีขนาดต่ ากว่า 6.5 kDa (จากผลการทดลอง 4.6)
โดยเลือกตัดแถบโปรตีนที่ต้องการออกจากเจลขนาด 1-2 มิลลิเมตร น าไปส่งตรวจวิเคราะห์ โดยน าไป
ท าบริสุทธิ์เบื้องต้นด้วย Ziptip แล้ววัดความเข้มข้นของเปปไทด์ด้วยเทคนิคของ Lowry (1951) โดย

Dialysis 

Crude protein hydrolysate 

Marker protein 

 

< 10 kDa 

< 3 kDa 
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ใช้โปรตีน BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน หลังจากนั้นน าเปปไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Liquid 
Chromatography – Mass Spectrometer (LC-MS) แล้วหามวลโมเลกุลและกรดอะมิโนภายใน
สายล าดับเปปไทด์ด้วยโปรแกรม Maxquant version 2.1.3.0 (Tyanova et al., 2015) โดยใช้
ฐานข้อมูลโปรตีน Uniprot ของ Pleurotus และ Lentinus  
 จากนั้ นทุ กล าดับที่ ได้ภ ายหลั งจากการวิ เคราะห์  น ามาหาค่ า Free-radical 
scavenging (FRS) จากฐานข้อมูล AnOxPePred เพ่ือท านายคุณสมบัติของเปปไทด์ต่อการออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ (แสดงดังตาราง 12-15) 
 จากผลวิเคราะห์ ผู้วิจัยได้คัดเลือกล าดับเปปไทด์เหลือเพียง 5 สาย เพื่อน ามาศึกษาต่อ 
(แสดงดังตาราง 16) โดยก าหนดให้เป็นเปปไทด์ล าดับที่ 1-2 จากตัวอย่าง FPp, เปปไทด์ล าดับที่ 3 
จากตัวอย่าง FHp, เปปไทด์ล าดับที่ 4 จากตัวอย่าง FHm และเปปไทด์ล าดับที่ 5 จากตัวอย่าง DHm 
ตามล าดับ 
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 เปปไทด์ทุกสาย เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเพ่ือหาล าดับ sequence ผู้วิจัยจึงมี
ความสนใจแยกเปปไทด์เหล่านี้มาศึกษาต่อ (แสดงดังตาราง 16) โดยก าหนดให้เป็นเปปไทด์ล าดับที่ 
1-2 จากตัวอย่าง FPp, เปปไทด์ล าดับที่ 3 จากตัวอย่าง FHp, เปปไทด์ล าดับที่ 4 จากตัวอย่าง FHm 
และเปปไทด์ล าดับที่ 5 จากตัวอย่าง DHm ตามล าดับ 
 
ตารางท่ี 16 ล าดับเปปไทด์ที่ผ่านการย่อยโดยเอนไซม์โปรติเอส 
ตัวอย่าง หมายเลข Leading razor ช่ือโปรตีน (หน้าที่) ล าดับกรดอะมิโน ขนาด (Da) 

FPp 
1 A0A2K9YND2 Laccase, EC 1.10.3.2 PATVSIPGV 839.4753 
2 A0A067N6F1 Uncharacterized protein LTLEEGESVG 1032.4875 

FHp 3 A0A1Q3EJJ9 Uncharacterized protein LGERTLDEI 1044.5451 

FHm 4 A0A1Q3E365 Uncharacterized protein SVTPATIPPY 1044.5492 

DHm 5 A0A5C2T306 
Glycoside hydrolase 
family 16 protein 

VGGLPGGG 612.3231 

 

 จากการวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่าเปปไทด์ล าดับที่ 1 PATVSIPGV 
(Pro-Ala-Thr-Val-Ser-Iie-Pro-Gly-Val) จากตัวอย่าง FPp มี score ความเหมือน 88.734 เทียบกับ 
Pleurotus ostreatus (Oyster mushroom) (White-rot fungus) ชื่ อ โ ป ร ตี น  Laccase 
(benzenediol: oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) ซึ่งมีหน้าที่การจับกับไอออนทองแดงและ 
hydroquinone: oxygen oxidoreductase activity โดยทองแดงเหล่านี้เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของสารตั้งต้นต่างๆ ด้วยการลดโมเลกุลออกซิเจนไปเป็นน้ า  
 เป ป ไท ด์ ล า ดั บ ที่  4 SVTPATIPPY (Ser-Val-Thr-Pro-Ala-Thr-Iie-Pro-Pro-Tyr) จ าก
ตัวอย่าง FHm เป็น Uncharacterized protein หรือยังไม่มีรายงานระบุอย่างชัดเจน และเปปไทด์
ล าดับที่ 5 VGGLPGGG (Val-Gly-Gly-Leu-Pro-Gly-Gly-Gly) จากตัวอย่าง DHm มี score ความ
เห มื อ น เพี ย ง  1.1281 เที ย บ กั บ  Lentinus tigrinus ALCF2SS1-7 มี ชื่ อ โป รตี น  Glycoside 
hydrolase family 16 protein (GH16) เป็นสมาชิกของกลุ่ม 16 ตัว ตระกูลไกลโคไซด์ไฮโดรเลส 
ประกอบด้วยตระกูลไกลโคซิเดสและทรานส์ไกลโคซิเดส ที่มีขนาดใหญ่และมีความหลากหลายทาง
อนุกรมวิธาน เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายหรือการเปลี่ยนแปลงของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผนังเซลล์ในมวล
ชีวภาพในทะเลและบนบก ส่วนใหญ่กระจายอยู่ทั่วไปตามโดเมนของสิ่งมีชีวิต รวมถึงแบคทีเรีย เชื้อรา 
พืช  และสัตว์ (แมลงบนบกและสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเล) (Viborg, A. H et al., 2019) ซ่ึงเปป
ไทด์ทั้งสองสายผู้วิจัยพบว่าจากล าดับเปปไทด์มีค่า  Free-radical scavenging (FRS) สูงที่สุดเมื่อ
เทียบกับล าดับอ่ืน ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.4042 และ 0.5230 ตามล าดับ จึงมีความน่าสนใจต่อการศึกษา
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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 เป ป ไท ด์ ล า ดั บ ที่  2 LTLEEGESVG (Leu-Thr-Leu-Glu-Glu-Gly-Glu-Ser-Val-Gly) 
แ ล ะ เ ป ป ไ ท ด์ ล า ดั บ ที่  3 LGERTLDEI ( Lue-Gly-Glu-Arg-Thr-Leu-Asp-Glu-Iie)  เ ป็ น 
Uncharacterized protein หรือยังไม่มีรายงานระบุอย่างชัดเจน แต่ผู้วิจัยพบว่าจากล าดับเปปไทด์
ประกอบไปด้วยกรดกลูตามิก (Glu) ภายในสาย ซึ่งจากผลการวิเคราะห์มีความสอดคล้องกับงานวิจัย
ในปี 2022 ที่ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก
แมงกะพรุน (Lobonema smithii) โดยเขาพบว่ากรดอะมิโนของ JFFH ที่ประกอบด้วย Gly, Ala, 
Glx (Gln + Glu), Alx (Asn + Asp) และ Pro เป็นกรดอะมิโนที่มีมากที่สุดใน JFFH ซึ่งคิดเป็น
ประมาณ 18, 14, 13, 9 และ 9% ขององค์ประกอบกรดอะมิโนทั้งหมดตามล าดับ โดยเฉพาะกรดอะ
มิโน Asn + Asp และ  Gln + Glu พบมากถึง 5.00 และ 6.96 กรัมของกรดอะมิโน/100 กรัมของ
ตัวอย่าง อีกทั้งกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ า เช่น Ala, Tyr, Val, Met, Cys, Ile, Phe, Trp, Leu และ Pro 
ประกอบด้วย 43% ของ JFFH ซึ่งมีความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น การต้านอนุมูลอิสระ 
ดังนั้นจากผลการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและสารต้านอนุมูลอิสระของ JFFH อาจเกี่ยวข้องกับปริมาณ
กรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) ทั้งนี้ยังพบว่ากรดอะมิโน Ser ที่พบในเปปไทด์ล าดับที่ 1, 2 
และ 4 อาจเกี่ยวข้องกับกลุ่มไทออลในการก าจัดไอออนทองแดงซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งไทโร
ซิเนสได้เช่นกัน (Upata, M et al., 2022) 
 จากงานวิจัยปีค.ศ. 2009 การศึกษากรดอะมิโนและคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของเห็ด
นางรม Pleurotus ostreatus และ Pleurotus sajor-caju เมื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนพบว่า
เห็ดทั้งสองชนิดมีปริมาณกรด กลูตามิกสูงที่สุด (Glu) และรองมาคือกรดแอสปาร์ติก (Asp) และอาร์
จินีน (Arg) ตามล าดับ ซึ่งกรดอะมิโนเหล่านี้อาจบอกถึงความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ 
(Chirinang, P., & Intarapichet, K 2009) 
 จากงานวิจัยปี ค .ศ . 2020 เปปไทด์ที่ ได้จากเห็ดที่ กิน ได้ : Hericium erinaceus ต่อ
ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระและกระตุ้นการตายของเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดในมนุษย์ ยังให้
ผลพบว่าในบรรดากรดอะมิโนใน H. erinaceus พบกลูตามิก (Glu) เป็นที่แพร่หลายมากที่สุด 
รองลงมาคือไลซีน (Lys) และแอสปาร์ติก (Asp) ซึ่งบอกถึงความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
และยังพบกรดอะมิ โนบางชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ ง Phe, Tyr, Cys และ Met สามารถเพ่ิม
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์ได้ค่อนข้างเฉพาะ ทั้งนี้อะโรมาติกอะมิโนแอซิดที่มี
หมู่ข้างมาก เช่น Trp ของกลุ่มอินโดลิก หรือ His ของกลุ่มอิมิดาโซล สามารถเพ่ิมความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์ผ่านการให้ไฮโดรเจนได้ให้กับอนุมูลที่ขาดอิเล็กตรอน นอกจากนี้กลุ่ม 
-SH ยังแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง เนื่องจากสามารถท าปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิสระได้ 
(Sangtitanu, T et al., 2020) 
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 อย่างไรก็ตามเปปไทด์ล าดับที่ 4 SVTPATIPPY ผู้วิจัยพบว่าภายในล าดับเปปไทด์ประกอบไป
ด้วยโพร ลีน (P) เซอรีน (S) และไทโรซีน (Y) สอดคล้องกับล าดับเปปไทด์ LQPSHY จากงานวิจัยในปี
ค.ศ. 2016 ซึ่งพบภายในสายเช่นเดียวกัน นอกจากนี้ยังพบ  Ser หรือ Pro หรือ Tyr ที่สอดคล้อง
กับเปปไทด์ในล าดับที่ 1, 2 และ 5 เช่นเดียวกัน ผลจากงานวิจัยนี้ได้มีการสกัดเปปไทด์จากร าข้าว 
ได้แก่ชนิด CT1 CT2 CT3  มาใช้ในการศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเทียบกับการท างานของ 
arbutin จากผลการทดลองพบว่า เปปไทด์ชนิด CT2 (Leu−Gln−Pro−Ser−His−Tyr) มีการยับยั้ง
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีที่สุด (Ochiai, A et al., 2016) และยังสอดคล้องกับงานวิจัยปีค.ศ. 2019 
รายงานการยับยั้งไทโรซิเนสและกลไกของ Leucrocin I และเปปไทด์ดัดแปลงใหม่สองชนิด คือ 
Tyrosinase Inhibitor Leucrocin I (TILI); TILI-1 (NGVQPKC) และ TILI-2 (CNGVQPK) เพ่ือศึกษา
ประสิทธิภาพและกลไกของเปปไทด์เปรียบเทียบกับ Leucrocin I (NGVQPKY) แสดงให้เห็นว่าเปป
ไทด์เหล่านี้ประกอบด้วย Gly (G), Val (V), Pro (P) และ Tyr (Y) มีอยู่ภายในสาย ซึ่งสอดคล้อง
กับเปปไทด์ล าดับที่ 1-5 ที่พบภายในสายเช่นเดียวกัน ซึ่งมีความเป็นไปว่ากรดอะมิโนเหล่านี้ได้ในการ
ส่งเสริมฤทธิ์การยับยั้งไทโรซิเนส และผลการวิจัยพบว่า TILI-2 สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้
สูงสุด ตามด้วย TILI-1 และ Leucrocin I ผลลัพธ์เหล่านี้ชี้ว่าการเปลี่ยนแปลงในไทโรซีนของ 
Leucrocin I เป็นซิสเตอีนสามารถเพ่ิมการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ และซิสเตอีนที่ปลาย N ของ 
TILI-2 แสดงการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงกว่าซีสเตอีนที่ปลาย C ของ TILI-1 ดังนั้นต าแหน่งและ
โครงสร้างของล าดับกรดอะมิโนถือมีบทบาทในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ (Joompang, A et al., 
2020) 
 อีกทั้งงานวิจัยปีค.ศ. 2020 ที่ศึกษาหน้าที่การดูแลผิวของเปปไทด์ที่ถูกเตรียมจากโปรตีน
เมล็ดมะตูมจีน พบว่าเปปไทด์สาย  RHAKF มี Ala (A) และ Arg (R) เป็นองค์ประกอบสอดคล้อง
กับเปปไทด์ล าดับที่ 1, 3, และ 4 ที่พบกรดอะมิโนภายในสายตามล าดับ และผลการทดลอง RHAKF มี 
chelating activity IC50 เท่ากับ 0.93 mg/mL จากผลการวิเคราะห์ล าดับเปปไทด์รายงานว่า Ala 
และ Phe เป็นกลุ่ม hydrophobic อยู่ได้ทั้ง N-terminal และ C-terminal มีความส าคัญต่อฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ โดยเพิ่มความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์ และยังให้ความสามารถใน
การจับกับข้ามผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ อีกทั้ง Lys, Arg และ His มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูลอิสระได้เช่นกัน
เนื่องจากมีความสามารถในการบริจาคไฮโดรเจน และ Lys ยังมีฤทธิ์ในการจับโลหะได้ ยิ่งไปกว่านั้นวง
แหวน imidazole ของ His ที่อยู่ในสายก าจัดอนุมูลอิสระและคีเลตด้วยโลหะได้ (Yejun Deng et 
al., 2020) 
 จากข้อมูลที่กล่าวมาทั้งหมดจะเห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งหมด 5 ล าดับ ได้แก่ 
(1)PATVSIPGV, (2)LTLEEGESVG, (3)LGERTLDEI, (4)SVTPATIPPY, และ (5)VGGLPGGG คาดว่า
ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เช่น กลูตามิก (E), 



 111 

โพรลีน (P), ไกลซีน (G), ลิวซีน (L), ไทโรซีน (Y), วาลีน (V) และอะลานีน (A) เป็นต้น ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการทดลองการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่พบว่าสารสกัดที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน
ประกอบด้วยกลูตามิก (E) ภายในสายจึงมีผลต่อการออกฤทธิ์ที่ดีที่สุด  
 ทั้งนี้กรดอะมิโนที่มีความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น เมทไทโอนีน (M), ฮีส
ทิดีน (H), ซีสเตอีน (C), ไอโซลิวซีน (I), ฟ ีนิลอะลานีน (F), ทริปโตแฟน (W), อาร์จินีน (R), ไลซีน (K) 
อีกทั้งจากการรายงานของคุณ Mendis, Rajapaksea, Byunb, & Kima (2005) Ranathunga et 
al., (2005) และ Wattanasiritham L et al., (2016) กล่าวว่าเปปไทด์ที่ประกอบด้วยโพรลีน (P), 
ไกลซีน (G), อะลานีน (A), วาลีน (V) และลิวซีน (L) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่แข็งแกร่งที่สุด ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการทดลองที่พบกรดอะมิโนเหล่านี้อยู่ในภายสาย และยังชี้ให้เห็นว่ากรดอะมิโนโพ
รลีน (P), ไกลซีน (G), ลิวซีน (L), ฟีนิลอะลานีน (F), วาลีน (V), อะลานีน (A), ไลซีน (K) เหล่านี้คาด
ว่ามีความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งสามารถออกฤทธิ์ได้ทั้งการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและ
ต้านอนุมูลอิสระได้เป็นต้น 
 อย่างไรก็ตามผลการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH มีค่าต่ ากว่าวิธี ABTS เนื่องจากการ
ทดลอง DPPH เป็น stable radical ท าปฏิกิริยาในตัวท าละลายเมทานอล ขณะที่ ABTS ท าปฏิกิริยา
ในตัวท าละลายที่เป็นน้ า ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าด้วยสารละลายตัวกลางที่ต่างกัน ส่งผลต่อค่าปริมาณการต้าน
อนุมูลอิสระที่ได้ไม่เป็นไปตามกัน โดยฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH อาจเกิดได้จากสารกลุ่ม 
hydrophobic ในขณะที่ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS อาจเกิดได้จาก hydrophilic เป็นต้น  
 
ตารางท่ี 17 สรุปกรดอะมิโนตามกลุ่มฤทธิ์ชีวภาพต่อการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ตัวอย่าง ล าดับเปปไทด์ กรดอะมิโน 
ฤทธิ์ยับยั้ง 
ไทโรซิเนส 

กรดอะมิโน 
ไม่ชอบน้ า 

กรดอะมิโน 
ชอบน้ า 

Positive 
peptide 

RHAKF Arg-His-Ala-Lys-Phe R,A,F A,F R,H,K 

FPp 

PATVSIPGV 
Pro-Ala-Thr-Aal-Ser-Iie-

Pro-Gly-Val 
P,A,T,V,S,P,V P,A,V,I,P,G,V T,S 

LTLEEGESVG 
Leu-Thr-Leu-Glu-Glu-
Gly-Glu-Ser-Val-Gly 

L,T,L,E,E,E, 
S,V 

L,L,G,V,G T,E,E,E,S 

FHp LGERTLDEI 
Lue-gly-glu-arg-thr-leu-

asp-glu-iie 
L,E,R,T,L,D,E L,G,L,I E,R,T,D,E 
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ตารางท่ี 18 สรุปการแยกกรดอะมิโนออกตามกลุ่มฤทธิ์ชีวภาพต่อการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

ตัวอย่าง ล าดับเปปไทด์ กรดอะมิโน 
ฤทธิ์ต้าน 

อนุมูลอิสระ 
กรดอะมิโน 
ไม่ชอบน้ า 

กรดอะมิโน
ชอบน้ า 

FRS 

FHm SVTPATIPPY 
Ser-Val-Thr-Pro-Ala-
Thr-Iie-Pro-Pro-Tyr 

S,V,P,A,I,P,
P,Y 

V,P,A,I,P,P,Y S,T,T 0.4042 

DHm VGGLPGGG 
Val-Gly-Gly-Leu-Pro-

Gly-Gly-Gly 

V,G,G,L,P,G
,G,G 

V,G,G,L,P,G,
G,G 

- 0.5230 

 
4.8  การศึกษาการจ าลองการจับกัน 3 มิติด้วยโปรแกรม Molecular Dockings 

 ท าการศึกษาโครงสร้างอนุพันธ์และการจ าลองการจับกันแบบ 3 มิติระดับโมเลกุล เพ่ือ
แสดงการ interactions และอันตรกิริยาที่จับกับบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสกับสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์) โดยเลือกล าดับเปปไทด์จากสารสกัดที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 
(PATVSIPGV, LTLEEGESVG และ LGERTLDEI) และเปปไทด์สังเคราะห์ (RHAKF) น ามาวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม GOLD 2022.2.0 

 
ล าดับเปปไทด์ RHAKF 
การเทียบโครงสร้างของโมเลกุล หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

และลิแกนด์ RHAKF (RHAKF, RHA, HAK, AKF, RHAK และ HAKF) แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness 
score ของ RHAKF  มีค่าเท่ากับ 75.24 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกันของสาร (binding energy) ที่
ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ tyrosinase มี interaction 5 ชนิดที่
พบจากการจ าลอง ได้แก่ Carbon hydrogen bond, Van der Waals, Attractive charge, Pi-
lone pair และ Pi-Pi stacked ผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่า
ลิแกนด์ RHAKF จับกับ GLU322, HIS29, VAL283 และ GLY281 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจนและ
จับกับ HIS61 และ HIS263 ด้วย Hydrophobic (Pi-Pi Stacked) (แสดงดังภาพ 63 และตาราง 
19)  

 



 113 

 
                                       

 
 

ภาพ 63 การศึกษา Molecular docking หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 
(A) ภาพ 3D ของการ interactions ระหว่าง RHAKF (B) แบบจ าลองการจับกันแบบ 2D 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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ตารางท่ี 19 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ RHAKF และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ล าดับเปปไทด์ 
Peptide 
residues 

RHAKF-tyrosinase Interaction type/bond length 

RHAKF 

R 

Arg:N14 - 
GLU322:OE1 

Conventional Hydrogen Bon 
Electrostatic/5.45 

Arg:H27 - 
GLU322:OE1 

Hydrogen Bond/2.43 

H 

His2 - HIS61 Hydrophobic (Pi-Pi Stacked)/4.15 
His2 - HIS263 Hydrophobic (Pi-Pi Stacked)/4.96 

His:N40 - HIS296:HE1 Hydrogen Bond/2.26 

His:O34 - VAL283:HA Hydrogen Bond/2.54 

A - - 

K Lys:H67 - GLY281:O Hydrogen Bond/1.94 

F - - 

 
ล าดับเปปไทด์ PATVSIPGV  
การเทียบโครงสร้างของโมเลกุล หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

และลิแกนด์ PATVSIPGV (PATVSIPGV, PAT, ATV, TVS, VSI, SIP, IPG, PGV, PATV, ATVS, TVSI, 
VSIP, SIPG และ IPGV) แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ IPGV  มีเท่ากับ 59.92 ซึ่งมีค่า
พลังงานจากการจับกันของสาร (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับกับ 
active site ของ tyrosinase มี interaction 7 ชนิดที่พบจากการจ าลอง ได้แก่ Carbon hydrogen 
bond, Van der Waals, Conventional hydrogen bond, Pi-lone pair, Pi-Alkyl, Alkyl แ ล ะ 
Metal-acceptor จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ 
IPGV จับกับ  ARG268, GLY281, ASN260, HIS263, HIS85 และ ASN260 ด้วยปฏิกิริยาพันธะ
ไฮโดรเจนและจับกับ HIS263 ด้วย Hydrophobic (Pi-Alky) (แสดงดังภาพ 64 และตาราง 20)  
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ภาพ 64 การศึกษา Molecular docking หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 
(A) ภาพ 3D ของการ interactions ระหว่าง IPGV (B) แบบจ าลองการจับกันแบบ 2D 

 
 
 
 

(A) 

(B) 
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ตารางท่ี 20 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ IPGV และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ล าดับเปปไทด์ 
Peptide 
residues 

IPGV-tyrosinase Interaction type/bond length 

IPGV 

I 

ILe:O2 - 
ARG268:HH11 

Conventional Hydrogen 
Bond/2.67 

ILe:O2 - 
ARG268:HH12 

Conventional Hydrogen 
Bond/2.73 

ILe:H25 - GLY281:O Conventional Hydrogen 
Bond/2.74 

ILe:C13 - VAL283 Alkyl/4.89 
P Pro2 - VAL248 Alkyl/4.57 

G 
Gly:H44 - 
ASN260:OD1 

Conventional Hydrogen 
Bond/2.12 

Gly:O43 - HIS85 Pi-Lone Pair/2.94 

V 

Val:O50 - HIS263:NE2 Conventional Hydrogen 
Bond/2.49 

Val:H65 - HIS85:NE2 Conventional Hydrogen 
Bond/1.65 

Val:H45 - 
ASN260:OD1 

Carbon Hydrogen Bond/3.05 

Val:O50 - CU401:CU Metal-Acceptor/1.77 
Val:C51 - ALA286 Hydrophobic (Alkyl)/4.40 
Val:C51 - VAL283 Hydrophobic (Alkyl)/4.52 
Val:C51 - HIS263 Hydrophobic (Pi-Alkyl)/3.18 

 

ล าดับเปปไทด์ LTLEEGESVG  
การเทียบโครงสร้างของโมเลกุล หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

และลิแกนด์  LTLEEGESVG (LTLEEGESVG, LTL, TLE, LEE, EEG, EGE, GES, ESV, SVG, LTLE, 
TLEE, LEEG, EEGE, EGES, GESV และ ESVG) แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ TLEE  มี
เท่ากับ 79.07 ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกันของสาร (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูก
คาดการณ์ว่าจะจับกับ active site ของ tyrosinase มี interaction 4 ชนิดที่พบจากการจ าลอง 
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ไ ด้ แ ก่  Carbon hydrogen bond, Van der Waals, Conventional hydrogen bond แ ล ะ 
Metal-acceptor จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ 
TLEE จับกับ ARG268, HIS85, ASN260 และ HIS61ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน (แสดงดังภาพ 
65 และตาราง 21)  

 

 
 

             
 

ภาพ 65 การศึกษา Molecular docking หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 
(A) ภาพ3D ของการ interactions ระหว่าง TLEE (B) แบบจ าลองการจับกันแบบ 2D 

(A) 

(B) 
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ตารางท่ี 21 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ TLEE และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ล าดับเปปไทด์ Peptide 
residues 

TLEE-tyrosinase Interaction type/bond 
length 

TLEE 

T 
Thr:O10 - 

ARG268:HH11 
Conventional Hydrogen 
Bond/2.24 

L - - 
E3 - - 

E4 

Glu3:H64 - 
ASN260:OD1 

Conventional Hydrogen 
Bond/2.25 

Glu3:O62 - HIS85:NE2 Conventional Hydrogen 
Bond/2.52 

Glu3:O62 - HIS61:HE1 Carbon Hydrogen Bond/2.33 
Glu3:O63 - CU400:CU Metal-Acceptor/2.48 
Glu3:O6 - CU401:CU Metal-Acceptor/2.07 

 
ล าดับเปปไทด์ LGERTLDEI   
การเทียบโครงสร้างของโมเลกุล หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

แ ล ะลิ แ ก น ด์  LGERTLDEI (LGERTLDEI, LGE, GER, ERT, RTL, TLD, LDE, DEI, LGER, GERT, 
ERTL, RTLD, TLDE และ LDEI) แสดงให้เห็นว่า GOLD fitness score ของ LGER  มีเท่ากับ 75.39 
ซึ่งมีค่าพลังงานจากการจับกันของสาร (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยถูกคาดการณ์ว่าจะจับ
กับ  active site ของ tyrosinase มี  interaction 7 ชนิดที่พบจากการจ าลอง ได้แก่  Carbon 
hydrogen bond, Van der Waals, Conventional hydrogen bond, Metal-acceptor, Pi-
cation, Pi-donor hydrogen bond และ Pi-lone pair จากผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็น
ปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ LGER จับกับ HIS259, ASN260, GLU256, HIS263, 
HIS296, GLY281 และ PHE264 ด้วยปฏิกริิยาพันธะไฮโดรเจน (แสดงดังภาพ 66 และตาราง 22)  
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ภาพ 66 การศึกษา Molecular docking หรือการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

(A) ภาพ 3D ของการ interactions ระหว่าง LGER (B) แบบจ าลองการจับกันแบบ 2D 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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ตารางท่ี 22 แสดงการ interactions ระหว่างลิแกนด์ LGER และเอนไซม์ไทโรซิเนส (2Y9X) 

ล าดับเปปไทด์ Peptide 
residues 

LGER-tyrosinase Interaction type/bond length 

LGER 

L - - 

G 

Gly:O29 - HIS259:HD1  Conventional Hydrogen Bond/2.71 

Gly:O29 - HIS259:HE1  Carbon Hydrogen Bond/1.99 

Gly:O29 - ASN260:HA  Carbon Hydrogen Bond/2.91 

Gly:H31 - ASN260:OD1 Carbon Hydrogen Bond/2.14 

Gly:H32 - GLU256:OE2 Carbon Hydrogen Bond/2.78 

Gly:N72 - PHE264 Pi-Cation/2.87 

E 

Glu:O40 - HIS259:NE2 Conventional Hydrogen Bond/2.64 

Glu:O40 - HIS263:NE2 Conventional Hydrogen Bond/2.25 

Glu:O40 - HIS296:NE2 Conventional Hydrogen Bond/2.72 

Glu:O41 - HIS296:HE1 Carbon Hydrogen Bond/2.61 

Glu:O41 - CU400:CU Metal-Acceptor/1.89 

Glu:O40 - CU401:CU  Metal-Acceptor/1.01 

Glu:O36 - HIS263 Pi-Lone Pair/2.83 

R 

Arg:H73 - ASN260:O Conventional Hydrogen Bond/2.04 

Arg:O51 - GLY281:HA2 Carbon Hydrogen Bond/2.34 

Arg:O51 - PHE264 Pi-Donor Hydrogen Bond/2.99 

 
4.9 การศึกษาจลนศาสตร์การยังยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (Enzyme Kinetic)  

 เมื่อน าเส้นจลนศาสตร์ของปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ความยาวคลื่น 475 นาโน
เมตร โดยใช้ตัวยับยั้งความเข้มข้นต่างๆ พบว่าส าหรับปฏิกิริยาของ diphenolase activity ที่ได้จาก
แต่ละปฏิกิริยามาวิเคราะห์พร้อมทั้งค านวณอัตราเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยา [Vo] และน ามาพล็อตกราฟ
ความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [S] ท าให้สามารถค านวณหาค่าคงที่ทางจลนศาสตร์ของ
ปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสและวิเคราะห์ชนิดของกลไกการยับยั้งได้ตามล าดับ (แสดงดังภาพ 67-72)  
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ตารางท่ี 23 แสดงอัตราเร็วเริ่มต้น (Vo) ของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีการแปรผันกับความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (L-Dopa) และตัวยับยั้ง kojic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ (mM) 

สารตั้งต้น 
(L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริ่มต้น (Vo) (∆A475 / min) 
ความเข้มข้นของตัวยับยั้ง kojic acid (mM) 

0.000 0.034 0.069 0.138 
0.65 0.0132 0.0025 0.0014 0.0009 
1.25 0.0144 0.0029 0.0015 0.0010 
2.5 0.0159 0.0040 0.0023 0.0016 
5 0.0161 0.0063 0.0034 0.0020 
10 0.0165 0.0062 0.0045 0.0031 

 
 

  
 
ภาพ 67 จลนศาสตร์การยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของตัวยับยั้ ง

kojic acid (a) กราฟแสดงจลนศาสตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation 
curve) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้น (Vo) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [L-
Dopa] ที่มีการแปรผันตามความเข้มข้นของตัวยับยั้ง (b) Double reciprocal plot  ตาม
สมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) เมื่อจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax 
และ จุดตัดแกน X คือ -1/Km  
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ตารางท่ี 24 แสดงอัตราเร็วเริ่มต้น (Vo) ของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีการแปรผันกับความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (L-Dopa) และตัวยับยั้ง RHAKF ที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/mL) 

สารตั้งต้น  
(L-Dopa)  

(mM) 

ความเร็วเริ่มต้น (Vo) (∆A475 / min) 
ความเข้มข้นของตัวยับยั้ง RHAKF (mg/mL) 

0.000 0.1875 0.375 
0.65 0.0124 0.0083 0.0054 
1.25 0.0156 0.0102 0.0064 
2.5 0.0177 0.0118 0.0077 
5 0.0195 0.0138 0.0092 
10 0.0213 0.0153 0.0108 

 
 

   
 
ภาพ 68 จลนศาสตร์การยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของตัวยับยั้ ง

RHAKF (a) กราฟแสดงจลนศาสตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้น (Vo) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [L-Dopa] ที่
มีการแปรผันตามความเข้มข้นของตัวยับยั้ง (b) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วี
เวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) เมื่อจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax และ จุดตัดแกน 
X คือ -1/Km  
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ตารางท่ี 25 แสดงอัตราเร็วเริ่มต้น (Vo) ของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีการแปรผันกับความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (L-Dopa) และตัวยับยั้ง DHm ที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/mL) 

สารตั้งต้น  
(L-Dopa)  

(mM) 

ความเร็วเริ่มต้น (Vo) (∆A475 / min) 
ความเข้มข้นของตัวยับยั้ง DHm (mg/mL) 

0.000 0.09 0.125 0.5 
0.65 0.0047 0.0040 0.0035 0.0024 
1.25 0.0054 0.0047 0.0042 0.0036 
2.5 0.0057 0.0053 0.0049 0.0042 
5 0.0059 0.0056 0.0053 0.0050 
10 0.0062 0.0060 0.0058 0.0056 

 
 

   
 
ภาพ 69 จลนศาสตร์การยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของตัวยับยั้ ง 

DHm (a) กราฟแสดงจลนศาสตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้น (Vo) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [L-Dopa] 
ที่มีการแปรผันตามความเข้มข้นของตัวยับยั้ง (b) Double reciprocal plot ตามสมการ
ไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) เมื่อจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax และ 
จุดตัดแกน X คือ -1/Km  
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ตารางท่ี 26 แสดงอัตราเร็วเริ่มต้น (Vo) ของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีการแปรผันกับความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (L-Dopa) และตัวยับยั้ง FHm ที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/mL) 

สารตั้งต้น  
(L-Dopa)  

(mM) 

ความเร็วเริ่มต้น (Vo) (∆A475 / min) 
ความเข้มข้นของตัวยับยั้ง FHm (mg/mL) 

0.000 0.25 0.5 1 
0.65 0.0046 0.0030 0.0010 0.0005 
1.25 0.0055 0.0037 0.0016 0.0009 
2.5 0.0060 0.0050 0.0029 0.0017 

5 0.0068 0.0060 0.0038 0.0023 
10 0.0075 0.0072 0.0048 0.0032 

 
 

   
  
ภาพ 70 จลนศาสตร์การยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของตัวยับยั้ ง

FHm (a) กราฟแสดงจลนศาสตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้น (Vo) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [L-Dopa] 
ที่มีการแปรผันตามความเข้มข้นของตัวยับยั้ง (b) Double reciprocal plot ตามสมการ
ไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) เมื่อจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax และ 
จุดตัดแกน X คือ -1/Km  
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ตารางท่ี 27 แสดงอัตราเร็วเริ่มต้น (Vo) ของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีการแปรผันกับความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (L-Dopa) และตัวยับยั้ง FHp ที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/mL) 

สารตั้งต้น  
(L-Dopa)  

(mM) 

ความเร็วเริ่มต้น (Vo) (∆A475 / min) 
ความเข้มข้นของตัวยับยั้ง FHp (mg/mL) 

0.000 0.125 0.25 0.375 
0.65 0.0046 0.0030 0.0010 0.0005 
1.25 0.0055 0.0037 0.0016 0.0009 
2.5 0.0060 0.0050 0.0029 0.0017 

5 0.0068 0.0060 0.0038 0.0023 
10 0.0075 0.0072 0.0048 0.0032 

 
 

  
 
ภาพ 71 จลนศาสตร์การยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของตัวยับยั้ ง 

FHp (a) กราฟแสดงจลนศาสตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้น (Vo) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [L-Dopa] 
ที่มีการแปรผันตามความเข้มข้นของตัวยับยั้ง (b) Double reciprocal plot ตามสมการ
ไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) เมื่อจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax และ 
จุดตัดแกน X คือ -1/Km  
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ตารางท่ี 28 แสดงอัตราเร็วเริ่มต้น (Vo) ของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีการแปรผันกับความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (L-Dopa) และตัวยับยั้ง FPp ที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/mL) 

สารตั้งต้น  
(L-Dopa)  

(mM) 

ความเร็วเริ่มต้น (Vo) (∆A475 / min) 
ความเข้มข้นของตัวยับยั้ง FPp (mg/mL) 

0.000 0.25 0.375 0.5 
0.65 0.0034 0.0009 0.0006 0.0003 
1.25 0.0045 0.0015 0.0008 0.0004 
2.5 0.0059 0.0020 0.0012 0.0007 

5 0.0074 0.0026 0.0018 0.0010 
10 0.0088 0.0035 0.0024 0.0013 

 
 

   
 
ภาพ 72 จลนศาสตร์การยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยความเข้มข้นต่างๆ ของตัวยับยั้ ง

FPp (a) กราฟแสดงจลนศาสตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้น (Vo) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น [L-Dopa] 
ที่มีการแปรผันตามความเข้มข้นของตัวยับยั้ง (b) Double reciprocal plot ตามสมการ
ไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) เมื่อจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax และ
จุดตัดแกน X คือ -1/Km  
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ตารางท่ี 29 สรุปการวิเคราะห์ชนิดของกลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

ตัวยับยั้ง 
ชนิดของกลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

Vmax Km ชนิดการยับย้ัง 

Kojic acid ลดลง เพ่ิมข้ึน 
การยับยั้งแบบผสม 

(competitive/noncompetitive) 

RHAKF ลดลง เพ่ิมข้ึน 
การยับยั้งแบบผสม 

(competitive/noncompetitive) 

DHm คงท่ี เพ่ิมข้ึน 
การยับยั้งแบบแข่งขัน 

competitive 

FHm ลดลง เพ่ิมข้ึน 
การยับยั้งแบบผสม 

(competitive/noncompetitive) 

FHp ลดลง เพ่ิมข้ึน 
การยับยั้งแบบผสม 

(competitive/noncompetitive) 

FPp ลดลง คงท่ี 
การยับยั้งแบบไม่แข่งขัน 

noncompetitive 

 
  พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของ DHm พบว่าเป็นชนิดการยับยั้ง
แบบแข่งขัน หรือ competitive inhibition (ภาพที่ 69 และตารางที่ 25) เมื่อหาจุดตัดแกน Y คือ 
1/Vmax และ จุดตัดแกน X คือ -1/Km พบว่ามีค่า Vmax คงที่และ Km เพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นกลไกการ
ยับยั้งชนิด competitive inhibition โดยตัวยับยั้งจะรบกวนการเข้าจับของสารตั้งต้น L-Dopa บน
ต าแหน่งจับของเอนไซม์เป็นเหตุให้ค่า Km เพ่ิมสูงขึ้นโดยไม่มีผลกระทบต่อค่า Vmax 
 พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของ FPp พบว่าเป็นชนิดการยับยั้ง
แบบไม่แข่งขัน หรือ noncompetitive inhibition (ภาพที่ 72 และตารางที่ 28) เมื่อหาจุดตัดแกน 
Y คือ 1/Vmax และ จุดตัดแกน X คือ -1/Km พบว่ามีค่า Vmax ลดลงและ Km คงท่ี ซึ่งลักษณะของ
การยับยั้งชนิด non-competitive inhibitor ตัวยับยั้งและสารตั้งต้น L-Dopa จะสามารถเข้าจับกับ
เอนไซม์ได้ตลอดเวลาโดยจับคนละต าแหน่งกัน เมื่อตัวยับยั้งและสารตั้งต้นเข้าจับกับเอนไซม์แล้วจะ
เกิดเป็น enzyme-substrate-inhibitor complex (ESI) ซึ่งไม่สามารถเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ต่อไปได้แต่
สามารถผันกลับไปเป็นสารเชิงซ้อน enzyme-substrate complex (ES) หรือ enzyme inhibitor 
complex (EI) ได้ จึงเป็นเหตุให้ค่า Vmax ลดลง แต่ไม่มีผลต่อค่า Km 
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 พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Kojic acid, RHAKF, FHm และ 
FHp แสดงให้เห็นว่าเป็นการยับยั้งแบบผสม (mixed inhibition) ชนิดแบบแข่งขัน/ไม่แข่งขัน 
(competitive/noncompetitive)  เมื่อหาจุดตัดแกน Y คือ 1/Vmax และจุดตัดแกน X คือ -1/Km 
พบว่ามีค่า Vmax ลดลงและ Km เพ่ิมขึ้น ตามความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นของตัวยับยั้ง ซึ่งการยับยั้งแบบ
ผสมนี้ ตัวยับยั้งจะสามารถจับกับทั้งสารเชิงซ้อน enzyme-substrate complex (ES) และเอนไซม์
อิสระ (E) แต่เมื่อภายหลังจากท่ีตัวยับยั้งเข้าจับแล้ว มีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ท าให้ 
affinity ของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้นที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งอาจจะท าให้สารเชิงซ้อน enzyme-substrate 
complex (ES) จับกับสารตั้งต้นได้มากขึ้นหรือลดลงจากเดิม ส่งผลให้ค่า Vmax  และ Km อาจคงที่
หรือมีการเปลี่ยนแปลงได้ 

 

4.10  การทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดเปปไทด์ 
 เมื่อท าการทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทจากเห็ดหอมแห้ง เห็ดหอมสด และเห็ดเป่าฮ้ือที่ย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสต่างกัน  หลังท าการ
ทดสอบด้วยสารสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ ผลการทดลองเกิดการเปลี่ยนสีของ  MTT หลังบ่มนาน 3 
ชั่วโมง เมื่อน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร พบว่ามีค่าอัตราการรอดชีวิตของเซลล์คิดเป็น
ร้อยละ (แสดงดังตาราง 30-32 และภาพ 73-75) 
 
1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 

 
ตารางท่ี 30 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอม

แห้งหลังท าการทดสอบด้วยสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารสกัด 
(µg/mL) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ี 
540 นาโนเมตร 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 
(%Cell viability) 

0 0.401 ± 0.004 100.00 ± 0.00 
100 0.536 ± 0.015 133.54 ± 2.69 
500 0.390 ± 0.018 97.07 ± 3.64 
1000 0.174 ± 0.027 43.24 ± 6.64 
2000 0.087 ± 0.001 21.68 ± 0.20 

ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 
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ภาพ 73 กราฟแสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก

เห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ หลังทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); ตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 (p<0.05) 
 
 จากผลการทดลองอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1 และ 2 
mg/mL มี อัต ราการรอดชี วิ ต เท่ ากั บ ร้ อยละ  133.54±2.69, 97.07±3.64, 43.24±6.64 และ 
21.68±0.20 ตามล าดับ โดยพบว่าตั้งแต่ความเข้มข้น 1 และ 2 mg/mL มีอัตราการรอดชีวิตต่ ากว่า
กลุ่มควบคุม ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไล
เสทนี้ท าให้การเจริญของเซลล์ HaCaT ต่ าลงหรือมีความเป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT ที่ระดับความ
เข้มข้น 1 mg/mL เป็นต้นไป  
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2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 

 
ตารางท่ี 31 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอม

สดหลังท าการทดสอบด้วยสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

สารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสท 

ความเข้มข้น 
ของสารสกัด 
(µg/mL) 

ค่าดูดกลืนแสง
ที ่540 นาโน

เมตร 

เปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิต 

(%Cell viability) 

FHm 

0 0.434 ± 0.004 100.00 ± 0.91 
100 0.481 ± 0.022 110.87 ± 4.96 
500 0.463 ± 0.022 106.67 ± 4.99 
1000 0.452 ± 0.003 104.24 ± 0.69 
2000 0.412 ± 0.009 94.93 ± 2.08 

FHp 

0 0.434 ± 0.004 100.00 ± 0.91 
100 0.482 ± 0.028 111.07 ± 6.47 
500 0.464 ± 0.019 106.87 ± 4.46 
1000 0.467 ± 0.019 107.66 ± 4.44 
2000 0.422 ± 0.018 97.32 ± 4.09 

ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 
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ภาพ 74 กราฟแสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์  HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์และเอนไซม์เปปซินตามล าดับ หลังทดสอบที่ความเข้มข้น
ต่างๆ  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); ตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) 
 
 จากผลการทดลอง อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (FHm) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1 และ 
2 mg/mL มีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับร้อยละ  110.87±4.96, 106.67±4.99, 104.24±0.69 และ 
94.93±2.08 ตามล าดับ และสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FHp)  มีอัตรา
ก ารรอดชี วิ ต เท่ ากั บ ร้ อ ยล ะ  111.07±6.47, 106.87±4.46, 107.66±4.44 และ  97.32±4.09 
ตามล าดับ โดยพบว่าทั้ง FHm และ FHp มีอัตราการรอดชีวิตในระดับที่ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม ซึ่ง
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แสดงว่าสารสกัด
โปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดนี้ไม่มีผลต่อการเจริญของเซลล์ HaCaT หรือไม่มีมีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ HaCaT  
 
3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 

 
ตารางท่ี 32 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่าฮ้ือ

สดหลังท าการทดสอบด้วยสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารสกัด 
(µg/mL) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ี 
540 นาโนเมตร 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 
(%Cell viability) 

0 0.344 ± 0.020 100 ± 2.03 
100 0.339 ± 0.023 98.52± 1.95 
500 0.354 ± 0.023 102.89 ± 2.45 
1000 0.335 ± 0.015 97.54 ± 6.53 
2000 0.342 ± 0.030 99.33± 3.07 

ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n=3) 
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ภาพ 75 กราฟแสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่า
ฮ้ือที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน หลังทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ  

หมายเหตุ ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±SD (n=3); ตัวอักษรแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นระหว่างกลุ่มที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 (p<0.05) 
 
 จากผลการทดลอง อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดเป่าฮ้ือที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FPp) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1 และ 
2 mg/mL มี อัตราการรอดชีวิตเท่ ากับร้อยละ  98.52±1.95, 102.89±2.45, 97.54±6.53 และ 
99.33±3.07 ตามล าดับ โดยพบว่า FPp มีอัตราการรอดชีวิตในระดับที่ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) แสดงว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดเป่า
ฮ้ือไม่มีผลต่อการเจริญของเซลล์ HaCaT หรือไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT  
 

4.11  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช้ DNA barcodes และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree 
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1. ตัวอย่าง: เห็ดหอมแห้ง 

 
 

ภาพ 76 แสดง ITS4-5 PCR-product ของเห็ดหอมแห้ง (L. edodes) เมื่อ Lane M; DNA size 
markers, Lane1; 50 ug, Lane2; 100 ug and Lane3; Nagative control 

 

 จากผลการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดโดยใช้ ITS 

region (Internal transcribed spacer) gene ด้วยไพรเมอร์ ITS5-Forward และ ITS4-Reverse 

พบว่าตัวอย่างมีการแสดงแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว และมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ  750-800 คู่เบส 

(แสดงดังภาพ 76)  

 การวิ เคราะห์หาล าดับนิวคลี โอไทด์ของ  rDNA บริ เวณ  ITS และผลการวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree จากการท า DNA barcodes และผล
การเปรียบเทียบความเหมือน (identity) กับฐานข้อมูลใน GenBank พบว่าชนิดของเห็ดหอม (L. 
edodes) ได้คล้ายคลึงกับ L. edodes สายพันธุ์ CC7 (MK940837.1) มากกว่าร้อยละ 99 (แสดงดัง
ภาพที่ 77) 
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ภาพ 77 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree จาก DNA 
barcodes และผลการเปรียบเทียบความเหมือนล าดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดหอม(แห้ง) กับ
ฐานข้อมูลใน GenBank 

 

2. ตัวอย่าง: เห็ดหอมสด 

 
 

ภาพ 78 แสดง ITS4-5 PCR-product ของเห็ดหอมสด (L. edodes) เมื่อ Lane M; DNA size 
markers, Lane1; 50 ug, Lane2; 100 ug and Lane3; Nagative control 

 จากผลการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดโดยใช้ ITS 

region (Internal transcribed spacer) gene ด้วยไพรเมอร์ ITS5-Forward และ ITS4-Reverse 
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พบว่าตัวอย่างมีการแสดงแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว และมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ  750-800 คู่เบส 

(แสดงดังภาพ 78)  

 การวิ เคราะห์หาล าดับนิวคลี โอไทด์ของ  rDNA บริ เวณ  ITS และผลการวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree จากการท า DNA barcodes และผล
การเปรียบเทียบความเหมือน (identity) กับฐานข้อมูลใน GenBank พบว่าเห็ดหอมสด (L. edodes) 
ได้คล้ายคลึงกับ L. edodes gene ส าหรับ 18S rRNA (AB286066.1), L. edodes voucher JFRL 
112 (MN622790.1), L. edodes ส าย พั น ธุ์  VM353 (MW021136.1) , VM267 (MW021135.1) , 
CC7 (MK940837.1) , DMRO51 (MK603496.1) , DMRO331 (MK603504.1)  แ ล ะ  DMRO297 
(MK603499.1) มากกว่าร้อยละ 99 (แสดงดังภาพ 79) 
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ภาพ 79 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree จาก DNA 
barcodes และผลการเปรียบเทียบความเหมือนล าดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดหอม(สด) กับ
ฐานข้อมูลใน GenBank  

 

3. ตัวอย่าง: เห็ดเป่าฮื้อ 
 

 
 

ภาพ 80 แสดง ITS4-5 PCR-product ของเห็ดเป่าฮ้ือ (P. cystidiosus) เมื่อ Lane M; DNA size 
markers, Lane1; 50 ug, Lane2; 100 ug and Lane3; Nagative control 

  
 จากผลการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดโดยใช้ ITS 
region (Internal transcribed spacer) gene ด้วยไพรเมอร์ ITS5-Forward และ ITS4-Reverse 
พบว่าตัวอย่างมีการแสดงแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว และมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ  600-750 คู่เบส 
(แสดงดังภาพ 80)  
 การวิ เคราะห์หาล าดับนิวคลี โอไทด์ของ  rDNA บริ เวณ  ITS และผลการวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree จากการท า DNA barcodes และผล
การเปรียบเทียบความเหมือน (identity) กับฐานข้อมูลใน GenBank พบว่าเห็ดเป่าฮ้ือสด (P. 
cystidiosus) ได้คล้ายคลึงกับ  P. cystidosus isolate XH004 small subunit ribosomal RNA 
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gene (MW947478.1), P. cystidosus isolate XH006 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947480.1), P. cystidosus isolate XH008 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947482.1), P. cystidosus var. formosensis CBS 100129 (NR103594.1), P. cystidosus 
สาย พั น ธุ์  S396 clone B 18S ribosomal RNA gene (DQ882573.1), CGMCC 3.7470 small 
subunit ribosomal RNA gene (KX787086.1) และ Blao clone B 18S ribosomal RNA gene 
(DQ882571.1) มากกว่าร้อยละ 94  (แสดงดังภาพ 81) 

 
 
ภาพ 81 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์โดยเทคนิค Phylogenetic tree จาก DNA 

barcodes และผลการเปรียบเทียบความเหมือนล าดับนิวคลีโอไทด์ของเห็ดเป่าฮ้ือ(สด) กับ
ฐานข้อมูลใน GenBank  
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บทที่ 5 
สรุปผล 

 
อภิปรายผลการศึกษา  
 ปัจจุบันเห็ดมีการบริโภคกันอย่างแพร่หลายในหลายประเทศทั่วโลก และปริมาณที่บริโภค
เพ่ิมขึ้นอย่ างมากเนื่ องจากรสชาติที่ ดี  หาซื้ อได้ ง่าย เป็นอาหารที่ มีประโยชน์ คุณ ค่าทาง
โภชนาการ เนื่องจากมีแคลอรี โซเดียม ไขมัน และคอเลสเตอรอลต่ า ในขณะที่มีแคลเซียม 
คาร์โบไฮเดรต ไฟเบอร์ วิตามินสูง และอุดมด้วยโปรตีน เปปไทด์ที่มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่
จ าเป็นหลายชนิด (Mattila, P et al., 2000) เห็ดเป็นหนึ่งในแหล่งธรรมชาติที่ส าคัญท่ีสุดของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีคุณสมบัติในการรักษามากมายและมักใช้ในยาแผนโบราณของจีนมานานหลาย
ศตวรรษ อุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ สารต้านเนื้องอก สารต้านไวรัส สารต้านจุล
ชีพ และสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (Zaidman, B.Z et al., 2005; Ooi, V.E et al., 2000; Wasser, S.P 
et al., 1999) อีกทั้งจากข้อมูลของกระทรวงเกษตรของสหรัฐอเมริกา (https://fdc.nal.usda.gov/) 
พบว่าเห็ดอุดมไปด้วยโปรตีนโดยมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าพืชชนิดอ่ืนๆ (Zhou, J et al., 2020) 
นอกจากนี้ เห็ดยังมีกรดอะมิโนที่จ าเป็นบางชนิดซึ่งมักมีอยู่ในโปรตีนจากสัตว์ สามารถบริโภคแทน
เนื้อสัตว์ได้ (Gonzalez et al. 2020) จึงชี้ให้เห็นว่าเห็ดเป็นวัตถุดิบพ้ืนฐานที่เหมาะส าหรับการผลิต
เปปไทด์ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ปัจจุบันเห็ดที่บริโภคได้มีหลายชนิดโดยเฉพาะเห็ดหอมอุดมไปด้วย
สารอาหารแร่ธาตุที่หลากหลาย มีโปรตีนสูง ซึ่งมีคุณค่าทางโภชนาการมากเพียงพอที่จะใช้ทดแทน
โปรตีนจากเนื้อสัตว์ได้ ปัจจุบันการเพาะปลูกและบริโภคเห็ดในประเทศไทยได้รับความนิยมมากขึ้น 
จากงานวิจัยปี 2015 ได้รายงานว่าเห็ดหอมแบบแห้งและแบบผงอุดมไปด้วยปริมาณโปรตีนถึง 4.7 
และ 12.8 % ตามล าดับ แต่มีปริมาณไขมันต่ าเพียงไม่เกิน 2% (Valverde, M. E et al., 2015) และ
จากงานวิจัยปี 2017 และ 2019 มีรายงานว่าดอกเห็ดหอมอุดมไปด้วยโปรตีน (26% ของน้ าหนัก
แห้ง), ไขมัน, รวมถึงกรดไขมัน (ส่วนใหญ่เป็นกรดไลโนเลนิก), คาร์โบไฮเดรต, ergosterols และแร่
ธาตุ; วิตามิน B1, B2 และ C (Himanshi et al, 2017; Badalyan et al., 2019) นอกจากเห็ดหอม
ในการศึกษานี้ยังสนใจดอกเห็ดเป่าฮ้ือซึ่งเป็นเห็ดในสกุล Pleurotus เป็นเห็ดตระกูลเดียวกับเห็ด
นางฟ้าและนางรม การแพร่กระจายของเห็ดเป๋าฮ้ืออยู่ในแถบร้อนของโลกทางด้านเอเชีย ได้แก่ จีน 
ไต้หวัน ภูฐาน ลาว พม่า และ ไทย เห็ดเป่าฮ้ือมีสรรพคุณทางยาด้านการต่อต้านแบคทีเรียพวกกรัม
บวก และป้องกันโรคมะเร็ง และยังสามารถป้องกันโรคหวัดช่วยการไหลเวียนของเลือด และโรค
กระเพาะได้ แต่เห็ดเป่าฮ้ือเป็นเห็ดที่เพาะยาก และมีการเพาะเชิงการค้ากันน้อยเมื่อเทียบกับเห็ด
ตระกูลเดียวกันอย่างเห็ดนางฟ้าเห็ดนางรม ดังนั้นเห็ดเป่าฮ้ือจึงมีงานวิจัยและถูกน ามาศึกษาค่อนข้าง
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น้อย ผู้วิจัยจึงสนใจเห็ดทั้งสองชนิดนี้เพ่ือน ามาศึกษาต่อยอดงานวิจัยและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือ
สามารถเพ่ิมมูลค่าและการผลิตต่อไปได้ในอนาคต  
 เปปไทด์ เป็นองค์ประกอบย่อยของโปรตีนในธรรมชาติ ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน
หลากหลายชนิด เป็นสายพอลิเมอร์ของกรดอะมิโนที่มาเชื่อมต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ เปปไทด์มี
คุณสมบัติสามารถออกฤทธิ์ทางสรีรวิทยาหรือออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Chakrabarti, S et al., 2018) 
ปัจจุบันเปปไทด์ได้มีการพัฒนาให้ได้ผลลัพธ์ที่ดีขึ้นมาก จากการรายงานพบว่าการทาครีมที่มีสารเปป
ไทด์เป็นส่วนประกอบจะสามารถแทรกซึมผิวได้ลึกและดีกว่าสารออกฤทธิ์เดิมๆ  ด้วยคุณสมบัตินี้จึงมี
การน าเปปไทด์หลายชนิดมาใช้ในผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว เช่น ช่วยยับยั้งการหดตัวของกล้ามเนื้อ ท าให้ริ้ว
รอยลดน้อยลง และเข้าไปช่วยสร้างฟ้ืนฟูคอลลาเจน ท าให้ผิวตึงกระชับเรียบเนียน อีกท้ังยังช่วยท าให้
หน้าขาวใส เป็นต้น (สารพันความรู้เกี่ยวกับการดูแลสุขภาพและความงาม , 2554) อย่างไรก็ตาม
ข้อเสียของเปปไทด์โมเลกุลขนาดใหญ่หรือมีประจุสูงมักมีปัญหาในการผ่านเยื่อหุ้มเซลล์และเข้าสู่เมลา
โนโซมเพ่ือจับกับเอนไซม์เป้าหมาย ดังนั้นตัวรับบนพื้นผิวของเยื่อหุ้มพลาสมาของเมลาโนไซต์ควรเป็น
เป้าหมายให้กับกลุ่มเซลล์ผ่านไม่ได้ (กรดอะมิโน เปปไทด์ และแอนะล็อก) สามารถเข้าถึงได้มากขึ้น  
(Davenport, A. P et al., 2020)  

งานวิจัยปี 2022 ได้น าเสนอความก้าวหน้าล่าสุดในการบ าบัดด้วยแสงซูปราโมเลคูลาร์โฟโต
ไดนามิก หรือ Photodynamic Therapy: PDT (พลังงานแสงบ าบัด) ซึ่งเป็นการใช้เปปไทด์เป็นสาร
เร่งปฏิกิริยาของแสงที่ใช้เป็นวิธีการรักษามะเร็ง โดยใช้เปปไทด์ส าหรับการน าส่งตามเป้าหมายและ
การรักษาต่อต้านเนื้องอก โดยแสดงให้เห็นว่าการที่เปปไทด์จับกับ PDT อาจเพ่ิมความสามารถในการ
เลือกส่งของสารไวแสงไปยังบริเวณที่เกิดรอยโรคได้ (Yijie Li et al., 2022) ทั้งนี้การพัฒนาคุณสมบัติ
ทางชีวภาพของ  Melanocyte-stimulating hormone (MSH) ที่ จับอยู่ กับ  octapeptide เป็น
วิธีการรักษามะเร็ งผิ วหนั งชนิด Lentigo Maligna Melanoma (LMM) โดยการรวมกันของ
สารไวแสงเข้ากับลิแกนด์เปปไทด์ (NAP-amide) ผ่านการจับกับ melanocortin-1 (MCR1) ด้วยการ
ประยุกต์ใช้ปริมาณแสง LED (ซึ่งมีความสามารถในการเจาะลึกลงไปในผิวหนัง) ได้รับการพัฒนา
เพ่ือให้เกิดความเป็นพิษเฉพาะต่อเซลล์เป้าหมายได้ โดยแสดงให้เห็นว่าการก าจัดเซลล์มะเร็งอย่างจ า
เจาะจงโดยการบ าบัดด้วย PDT เป็นวิธีการรักษาที่สร้างความเสียหายต่อเซลล์เคราติโนไซต์ได้น้อย
ที่สุด และมีประสิทธิผลในการควบคุมการสร้างเม็ดสีผิวได้เช่นกัน (Bigliardi, P.L., 2017) 

นอกจากนี้ MSH เป็นลิแกนด์ของตัวรับ MCR1 โดย octapeptide ที่จับกับ MSH ที่มี 
DOTA (DOTA เป็นคีเลเตอร์ส าหรับการก าหนดเป้าหมายของนิวไคลด์รังสีของมะเร็งผิวหนัง) แสดงให้
เห็นว่า MSH-octapeptide conjugates สามารถจับกับ MC1R ที่แสดงออกอย่างสูงในเซลล์เมลาโน

ไซต์และเซลล์มะเร็งผิวหนังได้จ าเพาะ (Siegrist, W., 1991 & Siegrist, W., 1989) โดยปกติ α-MSH 
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กระตุ้นการสร้างเม็ดสีในเซลล์เมลาโนไซต์และเซลล์เมลาโนมา กระบวนการนี้พบว่าเมลานินถูกหยุด
การสร้างเมื่อได้รับการรักษาด้วย MSH-octapeptide conjugates (Eberle, A. N. 1988) 

ในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการสร้างเม็ดสีหรือเมลานินได้ค้นพบสารเตตระเปปไทด์  พบว่า
ล าดับที่ออกฤทธิ์คาดว่าจะเป็น R-(F/L)-(C/W)-(G/R)-NH2 ในบรรดาเตตระเปปไทด์แต่ละชนิด 
RFWG-NH2, RLWG-NH2 และ FRWG-NH2 แสดงฤทธิ์ต้านการสร้างเม็ดสีที่สูง อีกทั้งไตรเปปไทด์ 
FWG-NH2, LWG-NH2 และ RWG-NH2 มีฤทธิ์มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ RFW-NH2, RFG-NH2, 
RLG-NH2 หรือ RLW-NH2 ซึ่งบ่งชี้ว่าปลาย C ของ WG-NH2 มีความส าคัญต่อฤทธิ์ต้านการเจริญของ
ยีน ตลอดจนไดเปปไทด์ WG-NH2 และโมโนเปปไทด์ Gly-NH2 (ไกลซินาไมด์) ยังคงมีฤทธิ์ต้านการ
สร้างเม็ดสีได้ ผลชี้ว่าเปปไทด์แอนติเมลาโนเจนเหล่านี้มีล าดับกรดอะมิโนคล้ายกับส่วนหนึ่งของ α-
MSH (Ac-SYSMEHFRWGKPV-NH2) ดังนั้นจึงคิดว่าเปปไทด์เหล่านี้สามารถก าหนดเป้าหมาย MC1R 
ซึ่งมีฤทธิ์ต่อการยับยั้งการสร้างเม็ดสีได้ (Slominski, A et al., 2019) นอกจากนี้การค้นพบและการ
พัฒนาทางคลินิกของยาจากเปปไทด์ เปปไทด์จ านวนมากมักจับกับตัวรับและต้องอาศัยการส่ง
สัญญาณ โดยผ่านตัวสื่อสัญญาณเพ่ือกระตุ้นต่อการตอบสนองของเซลล์เป้าหมาย เปปไทด์อาจกระตุ้น
ผ่าน G-proteins หรือ G protein-coupled receptors (GPCRs) เป็นสื่อกลางในกระบวนการส่ง
สัญญาณที่หลากหลายและมีเป้าหมายโดยถือเป็นการรักษาทางคลินิก ลิแกนด์ส าหรับ GPCRs ส่วน
ใหญ่เป็นโมเลกุลขนาดเล็ก คือเปปไทด์ (ประกอบด้วยกรดอะมิโน 50 ชนิดหรือน้อยกว่า) ซึ่งบ่งชี้ว่า
โมเลกุลประเภทนี้อาจมีประโยชน์ทางการรักษา ปัจจุบันการปรับเปลี่ยนล าดับเปปไทด์ของลิแกนด์
ส าหรับ GPCRs (peptide-binding) มีประโยชน์ เพ่ือพัฒนาปฏิกิริยาและคุณสมบัติยาให้ดีขึ้น 
(Davenport, A. P et al., 2020) แต่อย่างไรก็ตามปฏิกิริยาระหว่างยาและร่างกาย (Drug-Body 
Interactions) ยังคงเป็นความรู้เพ่ิมเติมทางด้านเภสัชพลศาสตร์และเภสัชจลนศาสตรที่ต้องศึกษาเชิง
ลึกต่อไป 

เห็ดเป็นแหล่งโปรตีนและเปปไทด์ที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพตามธรรมชาติที่ส าคัญ  เปปไทด์ที่
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเห็ดมีคุณค่าทางโภชนาการสูงเนื่องจากกรดอะมิโนที่จ าเป็นและยังส่งผลดีต่อ
สุขภาพของมนุษย์หรือมีส่วนเกี่ยวข้องในการลด/ป้องกันโรคต่างๆ มีรายงานว่ามี mushroom 
bioactive peptides (MBAPs) ที่ได้จากเห็ดเพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้น มีบทบาท/การท างานที่ออกฤทธิ์
ทางชีวภาพต่างๆ ยกตัวอย่าง เช่น เปปไทด์ลดความดันโลหิตที่มีประโยชน์ในการรักษาโรคความดัน
โลหิตสูงเนื่องจากความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ Angiotensin-I-Converting Enzyme (ACE) 
ถูกค้นพบในโปรตีน/เปปไทด์ในอาหาร และรู้จักกันในชื่อ ACE inhibitory peptides (Oh, J.-Y et 
al., 2020; Aluko, R.E et al., 2015) เปปไทด์ต้านจุลชีพ (AMPs) และเป็นยาปฏิชีวนะ (Reddy, K.V  
et al., 2004; R.M. Epand, 2016) เปปไทด์ต้านมะเร็ง (ACPs) (Bhutia, S.K et al., 2008) ความ
ผิดปกติของลิ่มเลือด ซึ่งรวมถึงลิ่มเลือดด าลึกและลิ่มเลือดอุดตันในปอด สามารถรักษาได้ด้วยเปปไทด์ 
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(Cheng, S et al., 2019) นอกจากนี้ เปปไทด์หลายชนิดยังเป็นสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ 
(Sun, J et al., 2004; Zhao, Y et al., 2020) เป็นต้น แต่จากข้อมูลในปัจจุบันชี้ให้เห็นว่าสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพจากเห็ดยังไม่พบบทบาทชัดเจนในด้านการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสหรือการยับยั้งเม็ด
สีเมลานินจึงเป็นที่น่ามาของวัตถุประสงค์การศึกษาในงานวิจัยนี้ นอกจากนี้ เปปไทด์ที่เตรียมจาก
โปรตีนไฮโดรไลเสทแสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนขนาดใหญ่ที่ไม่
ผ่านการเตรียมใดๆ (Udenigwe & Aluko, 2012) โปรตีนไฮโดรไลเสทคือผลิตผลของโปรตีนที่ได้จาก
การไฮโดรไลซิสโปรตีนโดยโมเลกุลของโปรตีนจะถูกตัดพันธะให้มีขนาดเล็กลงเป็นเปปไทด์มีขนาด
โมเลกุลแตกต่างกัน หรือกรดอะมิโนอิสระ (พิมพ์เพ็ญ และนิธิยา, 2546) การไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์
เป็นหนึ่งในวิธีการย่อยโปรตีนที่รวดเร็ว ปลอดภัย ง่าย ราคาไม่แพง และควบคุมได้ซึ่งผลิตเปปไทด์สาย
สั้นและกรดอะมิโนอิสระ (Zarei et al., 2014) การควบคุมสภาวะไฮโดรไลซิส เช่น เวลา ค่า pH 
อุณหภูมิ และความเข้มข้นของเอนไซม์มีอิทธิพลต่อการท างานของเอนไซม์ ส่งผลต่อระดับของ
ไฮโดรไลซิส (DH) (Hall and Ahmad, 1992) 

ในการศึกษางานวิจัยครั้งนี้ได้ผลิตสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทโดยใช้เอนไซม์เปปซินและ
มิกส์เอนไซม์ในการย่อยโปรตีน และมีการควบคุมสภาวะแตกต่างกันไปตามความเหมาะสมของ
เอนไซม์โปรติเอส แต่ละชนิด (แสดงดังตาราง 7) และจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณ
สุดท้ายของกระบวนการสกัด (กรัม) เทียบกับปริมาณตั้งต้น (กรัม) พบว่า FHp, FHm, FPp และ 
DHm มีปริมาณสารสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 0.017, 0.015, 0.012 และ 0.059 กรัม ตามล าดับ ซึ่งจะ
เห็นว่าหากเทียบในปริมาณเริ่มต้น 100 กรัม ปริมาณสุดท้ายของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจาก
เห็ดหอมแห้ง (DHm) จะให้ปริมาณโปรตีนสูงกว่าเห็ดสด และจากผลการวิเคราะห์ระดับการย่อย
สลายของโปรตีนด้วยวิธี Trinitrobenzenesulphonic acid หรือ TNBS method พบว่าที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 2 µg/µL ระหว่างสารสกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท จากผลการทดลอง
ระดับการย่อยสลายของตัวอย่างทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าสารสกัดทุกชนิดหลังจากผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์โปรติเอสมีระดับการย่อยสลายได้เป็นกรดอะมิโนเพ่ิมสูงขึ้นซึ่งมีค่าแตกต่างกันทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย ยกเว้น FHp ที่พบว่าไม่แตกต่างกัน อีกท้ังผลชี้ให้เห็น
ว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ผ่านการย่อยโดยใช้มิกส์เอนไซม์มีค่าระดับการย่อยสลายสูงกว่าการใช้
เอนไซม์เปปซินเพียงชนิดเดียว ดังนั้นการเลือกเอนไซม์โปรติเอสจึงเป็นหนึ่งปัจจัยที่ควรค านึงถึง 

ผลของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอมสดและเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เป
ปซินให้ผลที่แตกต่างจากงานวิจัย (Adoui et al., 2013) โดยพบว่าเคซีนไฮโดรไลเสท (5 กรัม/100 
มล.) ที่เตรียมด้วยเอนไซม์เปปซินจากหมู ที่เวลา 24 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน แต่มีระดับการย่อยสลาย DH 
เท่ากับ 8.41% เท่านั้น การสังเกตนี้ยืนยันว่าภายใต้การใช้เอนไซม์เดียวกันแต่แหล่งโปรตีนต่างกัน 
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อาจท าให้การย่อยสลายของโปรตีนจะเกิดขึ้นต่างกัน ซึ่งจากผลการทดลองของผู้วิจัยในการศึกษานี้
แหล่งโปรตีนจากเห็ดจะเกิดการย่อยได้สูงกว่า 
 งานวิจัยในปี 2017 (M.A.. Corrons et al., 2017) กล่าวว่าระยะเวลามีผลต่อการย่อย
สลายของโปรตีนเคซีน กล่าวคือเมื่อใช้เวลามากขึ้น ระดับการย่อยสลายก็สูงขึ้นเช่นเดียวกัน และงาน
ปี 2559 ระบุผลการวิเคราะห์หา %Degree of hydrolysis เมื่อเพ่ิมเวลาในการไฮโดรไลซิส %DH ที่
ได้ยิ่งเพ่ิมมากขึ้นตามเช่นกัน (อรอนงค์ รักสวนจิก และคณะ, 2559) ใกล้เคียงกับงานวิจัยปี 2016 
แสดงระดับการย่อยสลายของ Oyster mushroom (OMPH), Abalone mushroom (AMPH) และ 
Shiitake mushroom (SHMPH) ที่มีการเพ่ิมขึ้นอย่างแตกต่างที่มีนัยส าคัญของอัตราการไฮโดรไลซิส
ในช่วง 0-12 ชั่วโมงแรก และยังคงอัตราคงที่ตั้งแต่ 12-24 ชั่วโมง (Banjongsinsiri, P et al., 2016) 
ทั้งนี้เป็นไปได้ว่าเวลาที่นานขึ้นอาจท าให้การจับของเอนไซม์และซับสเตรตมากขึ้น ปริมาณพันธะเปป
ไทด์ที่ไฮโดรไลซ์จะยิ่งหลุดออกไป (Palupiet al., 2010) ผลแสดงแนวโน้มของ %DH ของ OMPH จะ
สูงที่สุดตลอดกระบวนการไฮโดรไลซิส เปรียบเทียบกับของ AMPH และ SHMPH พบว่า %DH สูงสุด
ของ OMPH, AMPH และ SHMPH คือ 46.54%, 38.15% และ 25.75% ซึ่งเกิดขึ้นที่ 18, 18 และ 
24 ชั่วโมง ตามล าดับ สรุปคือเมื่อเพ่ิมเวลาในการไฮโดรไลซิส %DH ที่ได้ยิ่งเพ่ิมมากขึ้นตามเช่นกัน 
(Banjongsinsiri, P et al., 2016) ทั้งนี้ผู้วิจัยคาดว่าหากปฏิกิริยาไม่ได้มีการหยุดลง เวลาที่มากขึ้น 
อาจท าให้มีการย่อยสลายของโปรตีนและ/หรือเปปไทด์ด าเนินต่อไปได้ อย่างไรก็ตามผู้วิจัยคาดว่า
ปัจจัยหลายประการที่ควรค านึงถึงการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท ได้แก่ วิธีการสกัด ชนิดและขนาด
โมเลกุลของโปรตีนที่เป็นสารตั้งต้น ชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้ง
ต้น อุณหภูมิ ค่า pH และระยะเวลา เป็นต้น ซึ่งการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมของการย่อยให้
เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ สามารถส่งผลต่อสมบัติการท างาน
ของโปรตีนในด้านต่างๆ และมีความเหมาะสมในด้านการเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Vanga, S. K., 
Singh, A. and Raghavan, V.,2017)  

ตลอดจนสายเปปไทด์ที่เกิดขึ้นโดยการย่อย เมื่อน าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีขนาดเล็กกว่า 3 
kDa มาตรวจสอบคุณสมบัติและขนาดของเส้นเปปไทด์ด้วยเทคนิค Tricine SDS-PAGE วิเคราะห์ผล
ด้วยโปรแกรม ImageJ Software analyzed ผลวิจัยพบว่าเปปไทด์ที่ได้มีขนาดเล็กกว่า 6.5 kDa เมื่อ
เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ซึ่งสังเกตเห็นถึงการหายไปของโปรตีนขนาดใหญ่ ให้เหลือเป็นโปรตีนหรือ
เปปไทด์ที่มีขนาดเล็กลงเมื่อเทียบกับสารสกัดหยาบที่ไม่ผ่านการย่อย ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยในปี 
2017 (M.A.. Corrons et al., 2017) เช่นเดียวกัน โดยพบว่าสารสกัดโปรตีนเคซีนหลังการถูกย่อย
และน าไปผ่าน ultrafiltration ขนาด 3 kDa cut-off ผลชี้ให้เห็นว่าเคซีนที่ไม่ผ่านการย่อยจะมีขนาด
โปรตีนในช่วง 14-45 kDa และหลังจากการย่อยเป็นเวลา 10 นาทีแรกเป็นต้นไป จะสังเกตเห็นถึงการ
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หายไปของโปรตีนเคซีนจากที่มีขนาดใหญ่ให้เป็นเปปไทด์เคซีนที่มีขนาดเล็กลง หรือพบได้ในช่วงขนาด
ที่น้อยกว่า 20 kDa เมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
 กลไกการสร้างเม็ดสีเมลานินในชั้นผิวหนังที่เป็นสาเหตุของสีผิวที่หมองคล้ า จุดด่างด า และ
ไทโรซิเนสเป็นเอนไซม์ที่จ ากัดอัตราการผลิตเมลานิน  ซึ่งกลไกดังกล่าวหากยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ก็จะลดการสร้างเม็ดสีเมลานินได้เช่นกัน ดังนั้นการป้องกันไม่ให้เกิดการสร้างเม
ลานินได้ วิธีหนึ่งก็คือ การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยแย่งจับกับโลหะ Cu ซึ่งโลหะ 
Cu จะใช้ต าแหน่งที่ว่างอยู่อีกหนึ่งต าแหน่งไปจับกับ L-Dopa ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์ไทโรซิเนส
เพ่ือย่อยสลายและเกิดเป็นเมลานินได้ ดังนั้นหากมีสารที่สามารถจับกับโลหะ Cu ได้ดีกว่า L-Dopa ก็
จะท าให้โลหะ Cu ของเอนไซม์ไทโรซิเนสไม่สามารถไปจับกับ L-Dopa หรือจับได้ไม่ดี จึงท าให้ไม่
สามารถเกิดการย่อยสลายและท าให้เกิดการสร้างเมลานินได้ลดลง (สุชาดา จันทร์พรหมมา, 2554)  
 ฟังไจบางกลุ่มจะมีการสังเคราะห์เมลานิน เพ่ือท าหน้าที่ต่างๆของเมลานินในฟังไจ เช่น 
ป้องกันแสงแดด สะสมพลังงาน การปรับอุณหภูมิ ป้องกันการคายน้ าและต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น 
(Cordero RJ, Casadevall A., 2017) มีการรายงานว่าการสังเคราะห์เมลานินโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส
ในฟังไจและในมนุษย์มีความคล้ายคลึงกัน (Williamson PR et al., 1998) ในปัจจุบันสารประกอบ
ส่วนใหญ่ได้รับการทดสอบโดยใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสที่แยกได้จากเห็ด  Agaricus bisporus (mTyr) 
(Espin et al., 2000; Garcia-Molina et al., 2005) ซึ่งเป็นเอนไซม์ไทโรซิเนสแอคทีฟเพียงชนิด
เดียวที่มีจ าหน่ายในท้องตลาดและเป็นส่วนผสมของไอโซเอนไซม์ ไทโรซิเนสหลายชนิด โดยการเร่ง
ปฏิกิริยาและความจ าเพาะของสารตั้งต้นของ mTyr นั้นแตกต่างจากเอนไซม์ไทโรซิเนสของสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมอย่างมีนัยส าคัญ (Hearing et al., 1980) ในทางตรงกันข้ามเอนไซม์ไทโรซิเนสของมนุษย์ 
(hTyr) มีข้อมูลด้านจลนพลศาสตร์หรือโครงสร้างน้อยมาก อาจเพราะปริมาณ hTyr ที่ได้รับมีปริมาณ
ไม่ เพียงพอจากแหล่งธรรมชาติหรือมีการแสดงออกที่แตกต่างกัน  (Olivares et al., 2002 ; 
Schweikardt et al., 2007; Tripathi et al., 1992; Wendt, 2006) และเมื่อไม่นานนี้ hTyr หลาย
กลุ่มได้พัฒนาระบบการแสดงออกที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น  (Cordes et al., 2013; Fogal et al., 
2015; Lai et al., 2016) แต่ข้อมูลโครงสร้างสามมิติของ hTyr หรือข้อมูลจลนศาสตร์ของสารยับยั้ง 
hTyr ยังคงหายไป ทั้งนี้งานวิจัยปี  2018 ได้ศึกษาการจับที่ เป็นไปได้ของ Thiamidol กับ hTyr 
วิเคราะห์ผ่าน molecular docking ผลระบุว่าเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mTyr) มีล าดับกรดอะมิโน
ในบริเวณของต าแหน่งที่ออกฤทธิ์ซึ่งแตกต่างจากเอนไซม์ไทโรซิเนสในมนุษย์ (hTyr) อย่างมีนัยส าคัญ 
(แสดงดังภาพ 6) นอกจากนี้ยังได้กล่าวว่าสารยับยั้งมีศักยภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจาก
มนุษย์และเห็ดมีความขัดแย้งกัน กล่าวคือ Thiamidol ที่ระบุใหม่ (Beiersdorf AG, Hamburg, 
Germany) (isobutylamido thiazolyl resorcinol) มีค่าการยับยั้งไทโรซิเนสในมนุษย์ IC50 เท่ากับ 
1.1 (mmol/L) ในทางตรงกันข้าม สามารถยับยั้ งไทโรซิ เนสของเห็ดได้ เพียงเล็กน้อยเท่านั้น 
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(IC50 เท่ากับ108 µmol/L) (Mann, T et al., 2018) ดังนั้นจากผลงานวิจัยที่ผ่านมาจึงชี้ให้เห็นว่า
การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในกลุ่มของเห็ดอาจไม่เพียงพอ ผู้วิจัยอาจจ าเป็นต้องทดสอบ
กลุ่มเอนไซม์จากมนุษย์และทดสอบการสังเคราะห์เมลานินในเซลล์เมลาโนไซต์เพ่ิมเติมในอนาคต 

จากผลการทดลองการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทในการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mTyr) เบื้องต้นในระดับหลอดทดลอง ซึ่งเป็นตัวกลางท าให้เกิดการสร้าง
เม็ดสีเมลานินโดยวัดการเกิดสีของ dopaquinone โดยความเข้มของสีที่ลดลงจะแปรผันโดยตรงกับ
ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ ผลพบว่าที่ความเข้มข้นเดียวกัน คือ 0.1 และ 0.5 µg/µL ของสารสกัด 
พบว่า FPp จากเห็ดเป่าฮ้ือที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินมีฤทธิ์สูงที่สุดเมื่อเทียบสารสกัดอ่ืน (IC50 0.071 
µg/µL) และยังชี้ให้เห็นอีกด้วยว่าที่ความเข้มข้น 0.25-0.5 µg/µL ของ FPp และ 0.5-1.5 µg/µL 
ของ FHp พบว่ามีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ 0.1 µg/µL ของกรดโคจิก (IC50 0.047 
µg/µL) และ 1.5 µg/µL ของ RHAKF (IC50 0.690 µg/µL) ผลจึงชี้ ให้ เห็นว่าเอนไซม์ เปปซินมี
ประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนซึ่งส่งผลต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน
กรดโคจิกและเปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF ตามล าดับ และเอนไซม์เปป ซินยังมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงกว่าหากเมื่อเทียบกับการใช้มิกส์เอนไซม์ อย่างไรก็ตามสารสกัดโปรตีน
ไฮโดรไลเสทที่ออกฤทธิ์ได้ต่ า อาจมีการเข้าจับ Cu2+ ในโมเลกุลบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโร
ซิเนส ส่งผลให้โครงสร้างบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูญเสียการท างานไป ท าให้ลดการ
สร้างเม็ดสี เมลานินลง มีผลให้ผิวกระจ่างใสขึ้น  ซึ่ งผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาของ 
(Nakchum& Kim, 2016) ; (Schurink et al., 2007) และ (Zhuang et al., 2009) หรือสารสกัด
โปรตีนที่ได้จากการทดลองยังไม่ถูกน ามาท าให้บริสุทธิ์ 

ทั้งนี้ผู้วิจัยคาดว่าการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง  (in vitro) 
ควรสัมพันธ์กับการทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยง (in vivo) หรือการวัดปริมาณเมลานิน (Melanin 
content) เพ่ือความถูกต้องและน่าเชื่อถือของผลงานวิจัยมากขึ้น ยกตัวอย่างเช่น งานวิจัยปี 2009 
(Felipe Jimenez&Ph.D., 2009) ได้ศึกษาสารสกัดโอลิโกเปปไทด์  Decapeptide-12 (Lumixyl) 
(สารกลุ่มโปรตีนที่มีกรดอะมิโนเรียงต่อกัน 12 ตัว) ในการยับยั้งการสังเคราะห์เม็ดสีของภาวะความ
ผิดปกติเมื่อเทียบกับสารไฮโดรควิโนน (HQ) ผลการศึกษาในหลอดทดลองพบว่าสารสกัดโอลิโกเปป
ไทด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ดได้ดีกว่าสารไฮโดรควิโนน (แสดง
ดังภาพ 19-20) อีกทั้งยังแสดงให้เห็นว่าความสามารถในการลดระดับเมลานินภายในเซลล์เมลาโน
ไซต์ของมนุษย์นั้น ณ ความเข้นข้น 10 µM ที่เท่ากัน สารสกัดโอลิโกเปปไทด์และสารไฮโดรควิโนน
สามารถลดระดับเมลานิได้ 40% และ 7% ตามล าดับ 
 อย่างไรก็ตามเรื่องของการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในมนุษย์และเห็ดบางส่วนยังคงเป็นข้อ
สันนิษฐานซึ่งอาจมีผลขึ้นอยู่กับสารตั้งต้น L-tyrosine หรือ L-dopa เนื่องจากอาจมีบริเวณเร่ง
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ปฏิกิริยาสองแห่งที่แตกต่างกัน กล่าวคือในมนุษย์จะสามารถเกิดได้ทั้งปฏิกิริยา Monophenolase 
(L-tyrosine) และ Diphenolase (L-dopa) ในขณะที่เอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ดจะสามารถเกิดเพียง
ปฏิกิริยา Diphenolase (L-dopa) เท่านั้น อีกท้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ได้จากเห็ดมีอยู่ในไซโตพลาสซึม
ซึ่งแตกต่างจากไทโรซิเนสของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่อยู่บนเยื่อหุ้มของเมลานิน (Lai X, 2017 & Kus 
NJ, 2018) ดังนั้นผลของสารยับยั้งไทโรซิเนสภายในและภายนอกเซลล์เมลาโนไซต์อาจแตกต่างกัน 
 งานวิจัยก่อนหน้าในปี 2016 ได้มีการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์)จากร าข้าว ได้แก่ 
เปปไทด์ชนิด CT1 (HGGEGGRPY), CT2 (LQPSHY) และ CT3 (HPTSEVY) มาใช้ในการศึกษาการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (mTyr) เทียบกับการท างานของอัลบูติน ทดสอบทั้งสองปฏิกิริยาทั้ง 
Monophenolase (L-tyrosine) และ Diphenolase (L-dopa) จากผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยา 
Monophenolase ที่มี L-tyrosine เป็นสารตั้งต้น เปปไทด์ชนิด CT2 มีการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเน
สได้ดีที่สุดและไปในทิศทางเดียวกับอัลบูติน ในขณะที่ปฏิกิริยา  Diphenolase เปปไทด์ที่แยกได้
ทั้งหมดไม่สามารถหา IC50 ของการยับยั้งได้ หรือความเข้มข้นที่ยับยั้งต่อปฏิกิริยา Diphenolase อาจ
ต้องสูงกว่าความเข้มข้นที่ต้านปฏิกิริยา Monophenolase เป็นต้น ทั้งนี้จากการวิเคราะห์ปริมาณเม
ลานิน พบว่าเปปไทด์ CT1และ CT3 เพ่ิมการผลิตเมลานินในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา B16 ของ
หนู  ในขณะที่ เปปไทด์ CT2 ยับยั้ งการผลิตเมลานินได้สูงกว่าร้อยละ 50 ที่  500 µM และมี
ประสิทธิภาพเทียบเท่ากับสารมาตรฐานอาร์บูติน (Ochiai A et al., 2016) 
 และงานวิจัยปี 2009 (Abu Ubeid et al., 2009) ได้ศึกษาการสังเคราะห์ oligopeptide 
ทั้งหมด 7 ชนิดจากแหล่งฐานข้อมูล (Internal library) ที่ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ทั้งเห็ดและ
มนุษย์ และไม่แสดงพิษต่อเซลล์เมลาโนไซต์ของมนุษย์ โดยเขาระบุล าดับการยับยั้งที่ออกฤทธิ์สูง 2 
ล าดับคือ P3 (RADSRADC) และ P4 (YRSRKYSSWY) ที่มีความยาวกรดอะมิโน 8 และ 10 ตัว 
ตามล าดับ การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ดขึ้นอยู่กับขนาดเปปไทด์ซึ่งมีค่า IC50 ที่ 123 และ 40 
µM ตามล าดับ นอกจากนี้ยังตรวจสอบการยับยั้งของ P3 และ P4 ที่สัมพันธ์กับไฮโดรควิโนน (HQ) 
กับเอนไซม์ไทโรซิเนสของมนุษย์โดยใช้สารตั้งต้นต่างกันคือ สารตั้งต้นแรก L-dopa และสารตั้งต้นที่
สอง L-tyrosine โดยมี L-dopa เป็นปัจจัยร่วม ผลการทดลองพบว่าโอลิโกเปปไทด์ P3 มีศักยภาพ
การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงกว่า P4 ของสารตั้งต้น L-dopa  ในทางกลับกัน เมื่อใช้ L-tyrosine 
เป็นสารตั้งต้น ผลชี้ว่า P4 แสดงการยับยั้งที่สูงกว่า P3 ซึ่งข้อมูลเหล่านี้มีสมมติฐานว่าเอนไซม์ไทโร
ซิเนสอาจมีไซต์เร่งปฏิกิริยาสองแห่งที่แตกต่างกันส าหรับ L-dopa และ L-tyrosine (Olivares et al., 
2001) 
 มีการรายงานว่าสารจ าพวก flavonoids, lignans, และ phenolic acids พบมากในเห็ด
ทั่ ว ไป  เช่ น  epicatechin gallate, epigallocatechin, caffeic acid, ferulic acid, quercetin, 
rutin และ avobenzone เป็นต้น ซึ่งเป็นหนึ่งในสารประกอบฟินอลิกที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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ป้องกันหรือลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น และได้รับการรายงานว่าสามารถลดปริมาณเมลานินและ
แสดงการยับยั้งไทโรซิเนสซึ่งอาจมีผลต่อการชะลอการสร้างเม็ดสีได้ (Taofiq et al., 2016) โมเลกุลฟี
นอลและฟลาโวนอยด์ที่ พบ ใน  P. ostreatus ได้ แก่  p-Coumaric acid, Kampeferol และ 
Apigenin แ ล ะ ใน  L. edodes ได้ แ ก่  Protocatechuic acid แ ล ะ  Quercetin อี ก ทั้ ง ยั งพ บ 
Catechin, Cinnamic acid, p-Hydroxybenzoic acid, Gallic acid, Ascorbic acid, Nicoinic 
acid, Nicotinamide แ ล ะ  Pyridoxine ทั้ ง ใ น  P. ostreatus แ ล ะ  L. edodes (Shaza M. 
Elhusseiny et al., 2021 & M.J. Alves et al., 2013) ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใน
ครั้งนี้เลือกการทดสอบคุณสมบัติในการเป็นตัวขจัดอนุมูลอิสระ (Free radical scavenger) ด้วยวิธี 
DPPH และ ABTS ซึ่งเป็นวิธีที่ท าได้ง่ายสะดวกและรวดเร็ว เนื่องจาก DPPH•+ และ ABTS•+ เป็น
อนุมูลอิสระที่ค่อนข้างเสถียร โดยเป็นการวัดความสามารถของสารทดสอบในการก าจัดอนุมูลอิสระ 
โดยวิธีให้ไฮโดรเจนอะตอมซึ่งเป็นวิธีเบื้องต้นที่นิยมใช้ในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ โดยทั่วไป
ส่วนการทดสอบฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ เป็นวิธีที่ใช้ทดสอบฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล
อิสระชนิดเปอร์ออกซี เนื่องจาก ABTS•+ เป็นอนุมูลอิสระที่สลายตัวให้อนุมูลเปอร์ออกซี ส่วนวิธี 
DPPH เป็นการวัดความสามารถของสารในการรีดิวซ์ DPPH•+ ไปเป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว มีสีม่วง
อยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้ว ไม่ต้องท าปฏิกิริยาเพ่ือให้เกิดอนุมูลเหมือนกับกรณีอนุมูล ABTS•+ (ดวงพร 
อมรเลิศพิศาล และคณะ, 2551; บุหรัน พันธุ์สวรรค์, 2556) เมื่อวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟิ
นอลิกและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่าไม่สัมพันธ์กัน สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท DHm, FHm, 
FPp และ FHp มีสารประกอบฟินอลิกสูงในขณะที่ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสต่ าตามล าดับ ซึ่งผู้วิจัย
คาดว่าผลของการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสนั้นอาจมีผลมาจากโปรตีนหรือเปปไทด์ที่ได้จากสารสกัด
โดยตรงมากกว่ากลุ่มสารประกอบฟีนอลิกดังกล่าว  
 ในขณะเดียวกันพบปริมาณสารประกอบฟินอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ที่
สอดคล้องกัน และยังพบว่า DHm ยังเป็นสารสกัดที่พบปริมาณสารประกอบฟินอลิกและมีปริมาณ
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+  และ ABTS•+ สูงที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดอ่ืน (IC50 ABTS: 0.605 µg/µL 
และ IC50 DPPH: 1.260 µg/µL)  โดยชี้ ให้ เห็นว่าสารสกัดที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์จะให้ปริมาณ
สารประกอบฟินอลิกและปริมาณต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าการใช้เอนไซม์เปปซิน  ซึ่งอาจเกิดจาก
สารประกอบฟีนอลิกดังกล่าวที่พบได้ในเห็ด สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่พบว่าสารสกัดเห็ดหอมมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสามารถมีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์พอลิฟีนอ
ลออกซิ เดส  (PPO) ซึ่ งเป็น เอนไซม์ เร่งปฏิกิริยาออกซิ เดชั่น ในการเกิดปฏิกิริยาสีน้ าตาลได้ 
(Praphatsorn Santhi et al., 2016) นอกจากมีสารประกอบประเภทฟินอลิกที่ท าหน้าที่ออกฤทธิ์
ต้านสารอนุมูลอิสระได้แล้ว ก็ยังมีสารประกอบประเภทอ่ืนๆ เช่น กลุ่มโทโคฟีรอล กลุ่มสารไม่ชอบน้ า 
(Hydrophobic) กลุ่มสารชอบน้ า (Hydrophilic) และกลุ่มโพลีเซคคาไรด์ที่ออกฤทธิ์ได้อีกด้วย (Li et 
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al., 2010) ทั้งนี้งานวิจัยปี 2016 (Wattanasiritham L et al., 2016) พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่
มีไลซีนหรืออาร์จินีน (กรดอะมิโนกลุ่ม Hydrophilic) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนประจุบวกที่ปลายสายจะมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง เพราะตรงต าแหน่งหมู่ข้างของกรดอะมิโนมีความสามารถในการให้โปรตอน
หรืออิเล็กตรอนแก่โมเลกุลของอนุมูลอิสระ จึงท าให้โมเลกุลดังกล่าวกลับมาอยู่ในสภาวะเสถียรไม่เป็น
อนุมูลอิสระอีก (Sarmadi & Ismail, 2010) 

อีกทั้งผลที่ได้จากการทดสอบความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+ และ 
ABTS•+ ในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าสารสกัดทั้งหมดมีค่าปริมาณการต้านอนุมูลอิสระไม่ใกล้เคียงกัน ผล
พบค่าต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเป็นไปในทิศทางเดียวกัน 
ในขณะที่ไม่สัมพันธ์กับวิธี DPPH สอดคล้องงานปี 2023 (Rumpf, J et al., 2023) อีกทั้งผลการต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH มีค่าต่ ากว่าวิธี ABTS เนื่องจากการทดลอง DPPH เป็น stable radical ท า
ปฏิกิริยาในตัวท าละลายเมทานอล ขณะที่การทดลอง ABTS ท าปฏิกิริยาในตัวท าละลายที่เป็นน้ า ซึ่ง
ผู้วิจัยคาดว่าด้วยสารละลายตัวกลางที่ต่างกัน ส่งผลต่อค่าปริมาณการต้านอนุมูลอิสระที่ได้ไม่เป็นไป
ตามกัน โดยฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH อาจเกิดได้จากสารกลุ่ม hydrophobic ในขณะที่
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS อาจเกิดได้จาก hydrophilic เป็นต้น จึงอาจสรุปได้ว่าสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่เตรียมได้ ประกอบด้วยสารกลุ่ม hydrophilic เป็นส่วนใหญ่ เนื่องจากใน
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างผู้วิจัยได้ใช้น้ ากลั่นเป็นตัวท าละลายจึงอาจมีผลท าให้ตัวอย่างละลายได้ดีใน
น้ าซึ่งจ าเพาะกับวิธีการวัดด้วยวิธี ABTS มากกว่า ข้อสังเกตที่แตกต่างกันเหล่านี้อาจเป็นเพราะ
องค์ประกอบของกรดอะมิโนและความสามารถในการละลายของเปปไทด์ (Netto and Galeazzi, 
1998) จากผลการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ผลการต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ไม่สอดคล้องกัน เนื่องจากเอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงกว่าหาก
เมื่อเทียบกับการใช้มิกส์เอนไซม์ ในขณะที่มิกส์เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระและมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงกว่าหากเมื่อเทียบกับการใช้เอนไซม์เปปซิน ซึ่งความจ าเพาะของ
เอนไซม์แต่ละชนิดส่งผลต่อการย่อยโปรตีนที่ได้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่างกัน และโดยผลสรุปผู้วิจัย
คาดว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทมีฤทธิ์ช่วยต้านอนุมูลอิสระได้ แต่ไม่สามารถเทียบเท่า Trolox 
หากแต่ต้องท าการก าจัดสีของสารสกัดและเพ่ิมความเข้มข้นสูงขึ้น เพ่ือให้มีประสิทธิภาพใกล้เคียงสาร
มาตรฐานดังกล่าว ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากสาร
สกัดรกแพะของ (อรอนงค์ รักสวนจิก และคณะ, 2559)  และสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า (Alam, 
N  e al., 2010) ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของดอกเห็ด 
Pleurotus ostreatus ที่สกัดด้วยอะซีโตน เมทานอล และน้ าร้อน ผลพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดจาก P. ostreatus เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นที่สูงขึ้น ซึ่งสารสกัดอะซีโตนมีประสิทธิภาพ
มากกว่าสารสกัดอ่ืนๆ ในการก าจัดอนุมูล DPPH•+  ในขณะที่สารสกัดด้วยเมทานอลมีความสามารถ
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ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีสุด แต่สารสกัดด้วยอะซีโตนและน้ าร้อนมีฤทธิ์ปานกลาง อย่างไรก็
ตาม P. ostreatus อาจมีศักยภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติได้ นอกจากนี้เรื่อง
ของขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนหรือเปปไทด์ อาจมีผลต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกต่างกัน โดย
งานวิจัยปี 2022 ได้ระบุว่าโปรตีนไฮโดรไลเสทที่มีขนาด 1-3 kDa ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเน
สได้ดีที่สุด ซึ่งมีค่า IC50 8.95 mg/mL ในขณะที่  <1 kDa ออกฤทธิ์ได้ดีที่สุดด้วยวีธี ABTS (IC50 0.89 
mg/mL) และ 3-10 kDa ออกฤทธิ์ได้ดีที่สุดด้วยวีธี DPPH  (IC50 0.85 mg/mL) (Upata, M et al., 
2022) ผลลัพธ์เหล่านี้สอดคล้องกับคุณ Mongkonkamthorn ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเปปไทด์ที่มี <1 kDa 
จากเลือดปลาทูน่าและเนื้อสีเข้มมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงที่สุด (Mongkonkamthorn et al., 
2020& Mongkonkamthorn et al., 2021) และคุณ Zhuang มีรายงานว่าแมงกะพรุนไฮโดรไลเสท 
(1–3 kDa) 5 mg/mL มีผลยับยั้งไทโรซิเนสที่สูงกว่า 50% รวมทั้งมีฤทธิ์คีเลต Cu2+ ที่สูง (Zhuang, 
Y et al., 2009) ตลอดจนคุณ Prakot ยังรายงานถึงสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากโปรตีนไฮโดรไล
เสทของบาบิโลนโดยตรวจพบว่ามีขนาด <5 kDa มีค่า IC50 ที่  0.075 g/mL (Prakot, P et al., 
2015) ผลลัพธ์เหล่านี้แสดงให้เห็นว่าขนาดของโปรตีนมีผลต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ 

ผลิตภัณฑ์ที่จะน ามาใช้กับผิวหนังต้องได้รับการทดสอบพิษต่อผิวหนัง  เพ่ือป้องกันการเกิด
โรค  รวมไปถึงการเกิดอาการแพ้ต่างๆ  ที่อาจเกิดขึ้นกับผิวหนั ง  (Khwandow et al., 2017) 
จ าเป็นต้องมีการวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งในการ
ประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์เพ่ือใช้เป็นข้อมูลส าคัญในการเลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อ
การพัฒนาสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทหรือสารสกัดเปปไทด์ที่ดีในอนาคต ในการทดลองนี้เลือกเซลล์ 
HaCaT ซึ่งเป็นเซลล์คีราติโนไซต์ปกติเนื่องจากงานวิจัยของ Cooper และคณะในปี 2014 พบว่า
เซลล์คีราติโนไซต์ปกติมีความคงทนต่อ UV น้อยกว่าเซลล์เมลาโนไซต์ หากสารสกัดที่ใช้ไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์คีราติโนไซต์อาจไม่มีผลต่อเซลล์เมลาโนไซต์ปกติเช่นกัน (Cooper, K et al., 2014) จาก
ผลการทดลองพบว่าอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ HaCaT ต่อสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดสด
ทั้ง FHm, FHp และ FPp มีอัตราการรอดชีวิตในระดับที่ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม  ซึ่งไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดสดนี้ไม่มีผลต่อการ
เจริญของเซลล์หรือไม่มีมีความเป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT ในทางตรงข้ามเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์
เอนไซม์ (DHm) ท าให้การเจริญของเซลล์ HaCaT ต่ าลงหรือมีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ระดับความ
เข้มข้น 1 mg/mL เป็นต้นไป สอดคล้องงานวิจัยปี 2016 ตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร
สกัดจากตระกูลเห็ด oyster โดยพบว่าสารสกัดที่ฉายรังสีและไม่ฉายทั้งสองชนิด ไม่มีฤทธิ์เป็นพิษต่อ
เซลล์คีราติโนไซต์ (HaCaT) แต่ในทางกลับกันสามารถยับยั้งการเติบโตของเซลล์เมลาโนมา Murine 
(B16F10) ได้ (แสดงดังภาพ 34) (N. Banlangsawan et al., 2016) งานวิจัยในปี 2016 ได้มีการ
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์) จากร าข้าวทดลองกับเซลล์เมลาโนมาและน าไปวัดอัตราการอยู่รอด
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ของเซลล์โดยวิธี MTT assay เพ่ือหาความเป็นพิษต่อเซลล์ ผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้น
เดียวกันของ CT2 มีอัตราการอยู่รอดของเซลล์สูงที่สุด ในขณะที่อัลบูตินมีอัตราการรอดชีวิตต่ าสุด 
หมายความว่าอาร์บูตินมีผลเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อเทียบกับสารสารสกัดเปปไทด์ (แสดงดังภาพ 21) 
(Ochiai A et al., 2016) และงานวิจัยปี  2009 ได้ศึกษาสารสกัดโอลิโกเปไทด์  Decapeptide-
12 (Lumixyl) น าไปทดสอบหาความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง พบว่าร้อยละของเซลล์ตายเพ่ิมขึ้นตาม
ระดับความเข้มข้นของสารทั้งสองชนิด แต่สารไฮโดรควิโนนมีร้อยละการตายของเซลล์สูงกว่าเมื่อ
เทียบกับสารสกัดโอลิโกเปปไทด์ (Felipe Jimenez&Ph.D., 2009) จากข้อมูลทั้งหมดชี้ให้เห็นว่าสาร
สกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท (เปปไทด์)มีประสิทธิภาพและความปลอดภัยต่อเซลล์ผิวหนังมากกว่าสารเคมี
สังเคราะห์ สามารถรับรองว่าผลิตภัณฑ์นี้มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคก่อนที่จะมีการผลิตออกสู่
ท้องตลาดได ้
 จากการน าแถบโปรตีนขนาดเล็กกว่า 6.5 kDa มาส่งตรวจวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโน 
(LC-MS) พบล าดับเปปไทด์ที่สนใจ 5 สาย (แสดงดังตาราง 16) โดยการคัดเลือกเปปไทด์นี้เนื่องจาก
การวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่าเปปไทด์ล าดับที่ 1 PATVSIPGV (Pro-Ala-Thr-Val-
Ser-Iie-Pro-Gly-Val) จากตัวอย่าง FPp มีความเหมือนมากกว่า 90% กับ Pleurotus ostreatus 
(Oyster mushroom) (White-rot fungus) ชื่ อ โ ป ร ตี น  Laccase (benzenediol: oxygen 
oxidoreductase, EC 1.10.3.2) ซึ่ งมีหน้ าที่ การจับกับ ไอออนทองแดงและ hydroquinone: 
oxygen oxidoreductase activity โดยทองแดงเหล่านี้เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารตั้งต้นต่างๆ 
และเปปไทด์ล าดับที่ 2 LTLEEGESVG (Leu-Thr-Leu-Glu-Glu-Gly-Glu-Ser-Val-Gly) จากตัวอย่าง 
FPp และเปปไทด์ล าดับที่ 3 LGERTLDEI (Lue-Gly-Glu-Arg-Thr-Leu-Asp-Glu-Iie) จากตัวอย่าง 
FHp เป็น Uncharacterized protein หรือยังไม่มีรายงานระบุอย่างชัดเจน  แต่ผู้วิจัยพบว่าจาก
ล าดับเปปไทด์ประกอบไปด้วยกรดกลูตามิก (Glu) ภายในสาย สอดคล้องกับงานวิจัยในปี 2022 ที่
ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและสารต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเสทจากแมงกะพรุน 
(Lobonema smithii) โดยเขาพบว่ากรดอะมิโนของ JFFH ที่ประกอบด้วย Gly, Ala, Glx (Gln + 
Glu), Alx (Asn + Asp) และ Pro เป็นกรดอะมิโนที่มีมากที่สุดใน JFFH ซึ่งคิดเป็นประมาณ 18, 14, 
13, 9 และ 9% ขององค์ประกอบกรดอะมิโนทั้งหมดตามล าดับ โดยเฉพาะกรดอะมิโน Asn + Asp 
และ  Gln + Glu พบมากถึง 5.00 และ 6.96 กรัมของกรดอะมิโน/100 กรัมของตัวอย่าง (Upata, M 
et al., 2022) อีกทั้งจากงานวิจัยปี 2009 การศึกษากรดอะมิโนและคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของ
เห็ดนางรม Pleurotus ostreatus และ Pleurotus sajor-caju เมื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน
พบว่าเห็ดทั้งสองชนิดมีปริมาณกรดอะมิโนกลูตามิก สูงที่สุด (Glu) และรองมาคือกรดแอสปาร์ติก 
(Asp) และอาร์จินีน (Arg) ตามล าดับ ซึ่งกรดอะมิโนเหล่านี้อาจบอกถึงความส าคัญต่อการออกฤทธิ์
ทางชีวภาพได้ (Chirinang, P., & Intarapichet, K 2009) 
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 งานวิจัยปี 2019 ค้นพบสารยับยั้งไทโรซิเนสชนิดใหม่ ซึ่งเป็นเพนตะเปปไทด์ ECGYF (EF-
5) ที่มีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ และผลของการยับยั้งไทโรซิเนสพบว่าความสามารถของ 
EF-5 ในการยับยั้งการผลิตเมลานินที่เร่งปฏิกิริยาโดยไทโรซิเนสสามารถยับยั้งได้อย่างมีนัยส าคัญ  ซึ่ง
ออกฤทธิ์ยับยั้งสูงกว่าเมื่อเทียบกับอาร์บูตินและกลูตาไธโอน (IC50: 0.46 mM, 5.73 mM และ 1.18 
mM ตามล าดับ) อีกทั้งเปปไทด์ ECGYF (0.5 ถึง 1 mM) ลดปริมาณเมลานินในเซลล์มะเร็งผิวหนัง
ชนิด A375 ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าเมื่อเทียบกับอาร์บูตินหรือกลูตาไธโอนโดยไม่แสดงความ
เป็นพิษต่อเซลล์ (Shen, Z et al., 2019) และงานวิจัยปี 2018 เปรียบเทียบการยับยั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนสของโปรตีนจากร าข้าวไฮโดรไลเสท ได้แก่ อัลบูมิน โกลบูลิน กลูเตลิน และโพรลามิน และพบว่า
อัลบูมินแสดงฤทธิ์การยับยั้งที่สูงกว่าเมื่อเทียบกับโปรตีนอ่ืนๆ ในบรรดาเปปไทด์จากร าข้าว พบว่า
ล าดับเปปไทด์  SSEYYGGEGSSSEQGYYGEG แสดงฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงสุด (IC50: 1.31 
mg/mL) เปปไทด์นี้ยังแสดงฤทธิ์คีเลตคอปเปอร์ (IC50: 0.62 mg/mL) ซึ่งแรงกว่า EDTA (IC50: 1.06 
mg/mL) (Kubglomsong, S et al., 2018) โดยจะเห็นว่าภายในสายเปปไทด์เหล่านี้พบกรดอะมิโน 
กลูตามิก (E) ซึ่งสอดคล้องกับเปปไทด์ล าดับที่ 2 และ 3 จากตัวอย่าง FPp และ FHp ที่ย่อยด้วย
เอนไซม์เปป ซิน บ่งชี้ว่าเปปไทด์เหล่านี้อาจใช้เป็นตัวยับยั้งไทโรซิเนสที่มีศักยภาพในเครื่องส าอางหรือ
เพ่ือรักษาความผิดปกติของผิวหนังได้ (Shen, Z et al., 2019) และงานวิจัยปี 2020 วิเคราะห์เปป
ไทด์ที่ได้จากเห็ดที่กินได้: Hericium erinaceus ต่อความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระและกระตุ้น
การตายของเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดในมนุษย์ ยังให้ผลพบว่าในบรรดากรดอะมิโนใน H. erinaceus 
พบกลูตามิก (Glu) เป็นที่แพร่หลายมากที่สุด รองลงมาคือไลซีน (Lys) และแอสปาร์ติก (Asp) ซึ่งบอก
ถึงความส าคัญต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และยังพบกรดอะมิโนบางชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Phe, 
Tyr, Cys และ Met สามารถเพ่ิมความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์ได้ค่อนข้างเฉพาะ 
ทั้งนี้กรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติก เช่น กลุ่มอินโดลิกของกรดอะมิโนทริปโตเฟน (Trp) หรือ กลุ่มอิมิดา
โซลของกรดอะมิโนฮีสทีดีน (His) เพ่ิมความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์ผ่านการให้
ไฮโดรเจนได้ให้กับอนุมูลที่ขาดอิเล็กตรอน นอกจากนี้กลุ่ม -SH ของกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cys) ยัง
แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง เนื่องจากสามารถท าปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิสระได้ (Sangtitanu, T 
et al., 2020) 
 เปปไทด์ล าดับที่ 4 SVTPATIPPY (Ser-Val-Thr-Pro-Ala-Thr-Iie-Pro-Pro-Tyr) จากตัวอย่าง 
FHm เป็น Uncharacterized protein หรือยังไม่มีรายงานระบุอย่างชัดเจน และเปปไทด์ล าดับที่ 5 
VGGLPGGG (Val-Gly-Gly-Leu-Pro-Gly-Gly-Gly) จากตัวอย่าง DHm มีความเหมือนกับ Lentinus 
tigrinus ALCF2SS1-7 มีชื่อโปรตีน Glycoside hydrolase family 16 protein ซึ่งเปปไทด์ทั้งสอง
สายผู้วิจัยพบว่ามีค่า Free-radical scavenging (FRS) สูงที่สุดเมื่อเทียบกับล าดับอ่ืน เปปไทด์ทั้งสอง
สายนี้จึงมีความน่าสนใจต่อการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจให้เปปไทด์ล าดับที่ 1-3 
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จากตัวอย่าง FPp และ FHp เป็นล าดับที่มีความน่าสนใจต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ในขณะที่
เปปไทด์ล าดับที่ 4-5 จากตัวอย่าง FHm และ DHm เป็นล าดับที่มีความน่าสนใจต่อการศึกษาฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ ตามล าดับ  
 อย่างไรก็ตาม ผู้วิจัยได้ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH และ ABTS เบื้องต้น จากล าดับเปปไทด์สังเคราะห์ VGGLPGGG จากตัวอย่าง DHm และ 
PATVSIPGV, LTLEEGESVG จากตัวอย่าง FPp ผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 1.5 
µg/µL สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 82, 82 และ 76 และยังสามารถต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH•+  เท่ากับร้อยละ 7, 9 และ 9 และ ABTS•+ เท่ากับร้อยละ 14, 15 และ 16 ตามล าดับ 
(ภาคผนวก ง.) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเปปไทด์เหล่านี้อาจเป็นเปปไทด์ชนิดใหม่ที่น่าสนใจและมี
ประสิทธิภาพต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ 

การออกแบบโมเลกุล (Molecular Docking) คือการศึกษาการเข้ายึดจับกันของโมเลกุล
และศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลตัวยับยั้งหรือลิแกนด์ (Ligand) กับต าแหน่งปฏิกิริยาหรือบริเวณ 
Binding Site ของตัวรับ (Receptor) หรือโมเลกุลเป้าหมายของเอนไซม์ไทโรซิเนส อีกทั้งยังสามารถ
ศึกษาโครงสร้างเกี่ยวกับการออกฤทธิ์และความสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุลลิแกนด์แบบ 3 มิติ (3D 
Quantitative Structure Activity Relationships) โดยมีทั้ งการเข้าจับกันของโปรตีน -โปรตีน 
Protein-Protein Docking และ Protein-Ligand Docking (Morris & Lim-Wilby, 2008) ผลการ
จ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและลิแกนด์ IPGV (PATVSIPGV) และ TLEE (LTLEEGESVG) 
จากตัวอย่าง FPp มีเท่ากับ 59.92 และ 79.07 ตามล าดับ ซึ่ง TLEE มีค่าพลังงานจากการจับกันของ
สาร (binding energy) ที่ดีกว่า IPGV ผลนี้สอดคล้องกับการทดสอบในหลอดทดลองซึ่งคาดว่าจะเป็น
หนึ่งในล าดับที่สามารถช่วยส่งเสริมการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีเช่นกัน โดย IPGV จับกับ 
active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนสมี  interaction 7 ชนิดที่พบจากการจ าลอง ได้แก่  Carbon 
hydrogen bond, Van der Waals, Conventional hydrogen bond, Pi-lone pair, Pi-Alkyl, 
Alkyl และ Metal-acceptor ในขณะที่ TLEE มี interaction 4 ชนิดที่พบจากการจ าลอง ได้แก่ 
Carbon hydrogen bond, Van der Waals, Conventional hydrogen bond แ ล ะ  Metal-
acceptor แต่อาจให้การจับที่แข็งแรงกว่า (แสดงดังภาพ 64B-65B) ทั้งยังเห็นว่า GLU3 ของสาย 
TLEE สามารถจับกับ Cu ได้ถึง 2 อะตอมด้วยพันธะ Metal-Acceptor ซึ่งอะตอมของ TLEE ท าการ
จับอย่างใกล้ชิดกับไอออนของทองแดงในบริเวณที่ท างานของไทโรซิเนส หมายความว่า TLEE อาจท า
หน้าที่เป็นคีเลเตอร์จับกับทองแดงเพ่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ทั้งนี้องค์ประกอบของ
กรดอะมิโนในเห็ดตระกูล Pleurotus พบว่าโปรตีนประกอบด้วยกลูตามิก (Glu) สูงที่สุด (Chirinang, 
P., & Intarapichet, K 2009) และงานวิจัยปี 2020 และ 2022 รายงานว่ากลูตามิกมีความส าคัญต่อ
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น การต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งเอนไซม์เอนไซม์ไทโรซิเนส เป็นต้น และ
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ผลนี้เป็นไปในทิศทางเดียวจากผลการทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของผู้วิจัยที่พบว่าสารสกัด 
FPp ออกฤทธิ์ได้ดีที่สุด และสอดคล้องการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน ตลอดจนการศึกษา Docking ที่
พบว่าสารสกัดที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินจะประกอบด้วยกลูตามิก (E) ภายในสายจึงมีผลต่อการ
ออกฤทธิ์ที่ดีที่สุด ทั้งนี้จากผลการวิเคราะห์ยังพบ GLU3 มีปฏิสัมพันธ์กับกรดอะมิโน HIS85 และ 
HIS61 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่ถูกจับกับไอออนของคอปเปอร์ที่บริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
สอดคล้องกับปี 2017 คณะวิจัยของคุณซาแมนและมูฮัมมัด ได้ศึกษาการจับกันของโมเลกุลหรือโมเล
กุลาร์ดอกกิ้งของอนุพันธ์ Carvacrol เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ด (2Y9X) พบว่า 2-
hydroxy group of cinnamic acid ในอนุพันธ์ 4c และ 6c และมีปฏิสัมพันธ์กับกรดอะมิโน His85 
ของโปรตีนเป้าหมายเช่นเดียวกัน ซึ่งมีรายงานว่ากรดอะมิโนนี้พบในบริเวณที่มี active binding site 
และมีความส าคัญต่อกระบวนการ downstream signaling pathways ดังนั้นอนุพันธ์ 4c และ 6c 
จาก Carvacrol สามารถพัฒนาการออกแบบเป็นตัวแทนเครื่องส าอางใหม่ต่อไปได้  (Ashraf et al., 
2017) อีกทั้งการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนสและลิแกนด์  RHAKF แสดงค่าพลังงานจาก
การจับกันของสาร (binding energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยมี interaction 5 ชนิดที่พบจากการจ าลอง 
ได้แก่ Carbon hydrogen bond, Van der Waals, Attractive charge, Pi-lone pair และ Pi-Pi 
stacked (แสดงดังภาพ 63B) ผลจะเห็นว่าพันธะไฮโดรเจนเป็นปฏิสัมพันธ์หลัก โดยแสดงให้เห็นว่า
จับด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน 4 กรดอะมิโน ได้แก่ GLU322, HIS29, VAL283 และ GLY281 ซึ่ง
แตกต่างจากกงานวิจัย Denga และคณะในปี 2020 พบว่า docking site ภายในสายล าดับเปปไทด์ 
RHAKF เชื่อมกับเอนไซม์ไทโรซิเนส 6 พันธะ ได้แก่ Carbon hydrogen bond, Van der Waals, 
Conventional hydrogen bond, Pi-Alkyl, Pi-cation และ Unfavorable Donor-Donor (แสดง
ดังภาพ 39D) โดยแสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ RHAKF จับด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจน 12 กรดอะมิโน 
ได้แก่  ASP336, GLN74, GLN351, GLU340, HIS76, THR324, TYR343, GLU97, ILE96, LEU59 
และ TYR62 อีกทั้งสาย RHAKF จับกับ HIS85 ที่บริเวณ Active site ได้ถึง 3 ต าแหน่ง (AC8, BC3, 
BC7) ดังนั้นการมีเปปไทด์เข้าไปในบริเวณส าคัญที่ใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาศูนย์กลางของเอนไซม์ไทโรซิเนสนี้
จะสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยขัดขวางการเข้าถึงของสารตั้งต้นไปยังพ้ืนที่ใช้
งานของไอออนทองแดง (Denga et al., 2020) ตลอดจนการจ าลองการจับกันของเอนไซม์ไทโรซิเนส
และลิแกนด์ LGER (LGERTLDEI) จากตัวอย่าง FHp มีค่าพลังงานจากการจับกันของสาร (binding 
energy) ที่ดีที่สุดในกลุ่ม โดยมี interaction จับกับ active site ของเอนไซม์ไทโรซิเนส 7 ชนิด ได้แก่ 
Carbon hydrogen bond, Van der Waals, Conventional hydrogen bond, Metal-
acceptor, Pi-cation, Pi-donor hydrogen bond และ Pi-lone pair (แสดงดังภาพ 66B) โดย
แสดงให้เห็นว่าลิแกนด์ LGER จับกับ HIS259, ASN260, GLU256, HIS263, HIS296, GLY281 และ 
PHE264 ด้วยปฏิกิริยาพันธะไฮโดรเจนเป็นหลัก ทั้งยังเห็นว่า GLU สามารถจับกับ Cu ได้ถึง 2 
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อะตอมด้วยพันธะ Metal-Acceptor และ GLU สามารถจับกับ HIS259, HIS263 และ HIS296 ด้วย
พันธะไฮโดรเจน ซึ่งมีอยู่ในต าแหน่งเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไทโรซิเนส ตามรายงานของคุณ Biswas 
และคณะปี 2017 ระบุว่าสารรีดิวซ์ที่จับกับพันธะไฮโดรเจนมีบทบาทส าคัญต่อความสัมพันธ์ในการจับ
ซึ่งอาจเป็นเหตุผลที่ท าให้ เอนไซม์ไทโรซิเนสถูกยับยั้ง (Biswas et al., 2017) ทั้ งนี้ ในปี  2017 
คณะวิจัยของคุณซาแมนและมูฮัมมัด มีรายงานว่าเอสเทอร์คาร์บอนิลออกซิเจนในสารประกอบมี
ปฏิสัมพันธ์กับ HIS284 และ GLU256 ตามล าดับ ซึ่งกรดอะมิโนเหล่านี้พบในบริเวณที่มี active 
binding site และมีความส าคัญต่อกระบวนการ downstream signaling pathways (Ashraf et 
al., 2017) สอดคล้องกับงานของผู้วิจัยที่พบว่า LGER มีปฏิสัมพันธ์กับ GLU256 เช่นเดียวกัน  

งานวิจัยก่อนหน้านี้ (Shen et al., 2019) ได้ศึกษาการวิเคราะห์ระดับโมเลกุลระหว่างเปป
ไทด์ ECGYF (EF-5) ที่ประกอบด้วย Glu-Cys-Gly-Tyr-Phe พบว่ามีปฏิกิริยากับเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(2Y9X) ผ่านพันธะไฮโดรเจนที่ TYR65, ASP260, HIS263 และ MET280 ระหว่างอะตอมออกซิเจน
ของหมู่คาร์บอนิลใน MET280 และอะตอมของไฮโดรเจนของหมู่ฟีนอลไฮดรอกซิลในไทโรซีน (Tyr) 
บนสายเปปไทด์ EF-5 เมื่ออะตอมออกซิเจนของไทโรซีน สร้างพันธะกับอะตอมไฮโดรเจนของ 
HIS263 จะส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (HIS263 ที่ตกค้างจะจับกับไอออนทองแดง
โดยตรง) จึงไปยับยั้งการสร้างเมลานินได้ ทั้งนี้วงแหวนเบนซีนของไทโรซีนบนสายเปปไทด์ EF-5 ผ่าน
การท าอันตรกิ ริยาที่ ไม่ ชอบน้ า  (hydrophobic) กับ  PHE264 และ PRO284 ซึ่ งอาจปิ ดกั้ น 
hydrophobic pocket ของเอนไซม์ไทโรซิเนส ส่งผลให้ความสามารถในการไม่ชอบน้ าลดลง (Mu Y, 
Li L, Hu SQ., 2013) ทั้งนี้ยังพบไกลซีน (Gly) บนสายเปปไทด์ EF-5 ซึ่งมีปฏิสัมพันธ์กับ ASN260 
สอดคล้องกับงานผู้วิจัยที่พบ HIS263 และ ASN260 เชื่อมกับลิแกนด์ RHAKF, IPGV, TLEE และ 
LGER เช่นเดียวกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งลิแกนด์ LGER และ IPGV ที่พบว่ามีไกลซีน (Gly) บนสายจับ
อยู่กับ ASN260 ซึ่งอาจส่งผลให้ความสามารถในการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนสลดลงได้  

อย่างไรก็ตามผู้วิจัยได้วิเคราะห์การท านาย Molecular Docking ผ่านแบบจ าลองเอนไซม์
ไทโรซิเนส จากเห็ด (PDB ID: 2Y9X) ซึ่งผลการท านายอาจให้ความแตกต่างกับแบบจ าลองเอนไซม์ไท
โรซิเนสจากมนุษย์ ยกตัวอย่างงานวิจัยปี 2015 ได้ระบุถึงความแตกต่างที่ส าคัญระหว่างแบบจ าลอง
เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ดและมนุษย์ คือปฏิสัมพันธ์ที่ ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) และพันธะ
ไฮโดรเจน (hydrogen-bonding) ที่เกิดจากสารตกค้างของบริเวณเร่งปฏิกิริยา H244, E256 และ 
F264 ของเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ดไม่พบในสารตกค้างของบริเวณเร่งปฏิกิริยาเกี่ยวข้อง P505, S515 
และ I523 ของเอนไซม์ไทโรซิเนสในมนุษย์ โดยสารสกัด bis(4-hydroxybenzyl)sulfide (T1) แยกได้
จากพืชสมุนไพรจีน Gastrodia elata สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ดอย่างมี
นัยส าคัญ แต่ไม่มีประสิทธิภาพสูงต่อการลดการผลิตเมลานินของเซลล์เมลาโนไซต์ของมนุษย์ ซึ่งบ่งชี้
ว่าสารสกัด T1 อาจมีความเฉพาะเจาะจงต่อเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ดมากกว่าเอนไซม์ไทโรซิเนสของ
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มนุษย์อย่างแตกต่าง แต่เป็นที่น่าสนใจเมื่อน ามาทดลอง in vivo โดยใช้ปลาม้าลายกลับพบว่าสารสกัด 
T1 สามารถลดระดับเมลานินได้ดีกว่าอาร์บูตินและกรดโคจิก (Chen, W. C  et al., 2015) 
 การศึกษาจลนศาสตร์การยับยั้งของเอนไซม์โดยสังเกตด้วยปฏิกิริยาการยับยั้งกิจกรรม
จ าเพาะของ o-diphenolase ผลการศึกษาเผยให้เห็นว่ากลไกการยับยั้งของ FPp เป็นการยับยั้งแบบ
ไม่แข่งขัน (noncompetitive) ตัวยับยั้งและสารตั้งต้นจะสามารถเข้าจับกับเอนไซม์ได้ตลอดเวลาโดย
จับคนละต าแหน่งกัน โดยเข้าจับได้ทั้งสารเชิงซ้อนเอนไซม์-สารตั้งต้น (ES complex) และเอนไซม์
อิสระ (E) หรือกล่าวอีกอย่างหนึ่งว่าตัวยับยั้งชนิดนี้สามารถเข้าจับกับเอนไซม์ได้โดยไม่สนใจว่ามีสาร
ตั้งต้นจับอยู่กับเอนไซม์หรือไม่ นอกจากนี้ตัวยับยั้งจะไม่รบกวนการจับของสารตั้งต้นที่บริเวณเร่ง แต่
จะท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไป ท าให้ catalytic group ของเอนไซม์ไม่สามารถท างานได้
ตามปกติ จึงเปลี่ยนสารตั้งต้นให้เป็นผลิตภัณฑ์ได้น้อยลงหรือเปลี่ยนไม่ได้เลย จึงเป็นเหตุให้ค่า Vmax 
ลดลง แต่ไม่มีผลต่อค่า Km  
 งาน วิ จั ย ก่ อนห น้ าปี  2017 ได้ ต รวจสอบฤท ธิ์ ต้ าน การสร้ า ง เม็ ดสี ผิ วของ  3,8-
dihydroxyquinoline (jineol) ที่แยกจาก Scolopendra subspinipes mutilans สามารถยับยั้ง
การผลิตและออกซิเดชันของเมลานินในเซลล์ Melan-a และสามารถยับยั้งกิจกรรมไทโรซิเนสของเห็ด 
โดยมี IC50 เท่ากับ 39.46 ± 0.01 µM และ 50.35 ± 0.05 µM  ส าหรับสารตั้งต้น L-tyrosine และ 
L-DOPA ตามล าดับ ในขณะที่อาร์บูตินมี IC50 เท่ากับ 296.63 ± 0.01 อีกทั้งยังแสดงผลของยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ ไทโรซิ เนสของเห็ดอย่างมีนัยส าคัญผ่ านการยับยั้ งแบบไม่แข่งขัน 
(noncompetitive) (M.B. Alam et al., 2017) และงานวิจัยปี  2019 พบสาร Caffeine ต่อการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ถูกท าให้บริสุทธิ์จากละอองเรณูของดอกเคมีเลีย แสดงฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไท
โรซิเนสของเห็ดอย่างเข้มข้นด้วยค่า IC50 18.5 ± 2.31 µg/mL ผ่านการยับยั้งชนิดไม่แข่งขัน 
(noncompetitive) การจ าลองการจับกันของโมเลกุลแสดงให้เห็นว่า Caffeine จับกับเอนไซม์ไทโร
ซิเนสผ่าน LYS379, LYS376, ASP357, GLU356, THR308, GLN307, ASP312 และ TRP358 โดย
มีการเปลี่ยนต าแหน่งการจับของ L-tyrosine และโครงสร้างวงแหวนที่อยู่ติดกับศูนย์กลางที่ใช้งาน
โดยจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนส ผลการทดลองพบว่า Caffeine มีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโร
ซิเนสในเซลล์และแสดงการสร้างเมลานินของเซลล์มะเร็งผิวหนังชนิด B16F10 นั้นสัมพันธ์กับความ
เข้มข้นที่ใช้ ซึ่งผลลัพธ์เหล่านี้ชี้ให้เห็นว่า Caffeine เป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มีศักยภาพในการ
พัฒนาเป็นอุตสาหกรรมเครื่องส าอางและยา หรือเป็นสารป้องกันการเกิดสีน้ าตาลในอนาคตได้ 
(Y. Yang, X et al., 2019) 
  ในขณะที่การยับยั้งของ Kojic acid, RHAKF, FHm และ FHp สามารถเข้าจับได้กับทั้ง
เอนไซม์อิสระ (E) หรือ ES complex ได้เช่นเดียวกัน แต่เมื่อภายหลังจากที่ตัวยับยั้งเข้าจับแล้ว มีผล
ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ท าให้ affinity ของเอนไซม์ต่อซับสเตรตเปลี่ยนแปลงไป ซึ่ง
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อาจจะท าให้สารเชิงซ้อนเอนไซม์-ตัวยับยั้ง (EI complex) จับกับซับสเตรตได้มากขึ้นหรือลดลงจาก
เดิม ดังนั้นจึงเรียกตัวยับยั้งนี้ใหม่เป็น mixed type inhibitor เป็นการยับยั้งแบบผสมชนิดแบบ
แข่งขัน/ไม่แข่งขัน (competitive/noncompetitive) การยับยั้งแบบผสมนี้ตัวยับยั้งจะสามารถจับ
กับเอนไซม์ที่ ต าแหน่ งเดียวกับซับสเตรต  ส่งผลให้ค่า Vmax  และ Km อาจคงที่หรือมีการ
เปลี่ยนแปลงได้นอกจากนี้งานวิจัยยังได้ใช้เปปไทด์สังเคราะห์ RHAKF, และกรดโคจิกเป็นชุดการ
ทดลองควบคุมผลบวก ซึ่งได้ผลสอดคล้องกับ คุณ Yan-Mei Chen ปี 2019 และคุณ Wei wang ป ี
2022 พบการวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์ของกรดโคจิกเป็นการยับยั้งเป็นการยับยั้งแบบผสม  (mixed 
inhibition) เช่นเดียวกัน  
 ตลอดจนการยับยั้งแบบแข่งขัน (competitive inhibition) ที่พบในกรณีของ DHm อาจ
สันนิษฐานได้ว่าการยับยั้งลักษณะนี้ตัวยับยั้งมีหมู่ฟังก์ชันบางต าแหน่งคล้ายกับซับสเตรต (S) จึง
สามารถแย่งเข้าจับกับบริเวณเร่ง (active site) บนเอนไซม์ได้ การยับยั้งแบบแข่งขันนี้สามารถผัน
กลับได้ (reversible) เพราะว่าตัวยับยั้งและสารตั้งต้นพยายามแข่งขันแย่งกันเข้าจับกับบริเวณเร่งของ
เอนไซม์ หากตัวใดมีความเข้มข้นมากกว่า ก็จะเข้าจับได้ดีกว่า และการยับยั้งแบบนี้เป็นการบยั้งแบบ
ย้อนกลับได้ โดยการก าจัดตัวยับยั้งออกไปจากสารละลาย หรือโดยการเพิ่มความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
สารตั้งต้นที่มีความเข้มข้นสูงกว่าจะเข้าแย่งจับที่บริเวณเร่งท าให้ตัวยับยังหลุดออกไปจากบริเวณเร่ ง 
กลไกการยับยั้งชนิด competitive inhibition ตัวยับยั้งจะรบกวนการเข้าจับของซับสเตรตบน
ต าแหน่งจับของเอนไซม์ เป็นเหตุให้ค่า Km เพ่ิมสูงขึ้น โดยไม่ผลกระทบต่อค่า Vmax 
 การใช้ยีนมาตรฐาน ITS region (Internal transcribed spacer) ที่ ถูกใช้เป็นบาร์โค้ด
สากลเพื่อระบุสายพันธุ์ของเห็ดที่เป็นยาและกินได้ นิวเคลียร์ไรโบโซมอลไอทีเอส (nrITS) คือ ส่วนหนึ่ง
ของ nucleolar organizer region (NOR) เป็นบริเวณซ้ าๆ ของ rDNA ซึ่งเป็นส่วนที่อยู่ระหว่าง 
ribosomal RNAs (rRNA) gene เป็นส่วนที่ไม่มีหน้าที่ แต่เป็นส่วนที่สามารถน ามาใช้แยกความ
แตกต่างระหว่างสายพันธุ์ได้ (Hao et al., 2010) นิยมใช้เป็นไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ในนิวเคลียสในกลุ่มฟังไจ โดย ITS คือนิวเคลียร์ไรโบโซมมอลที่จะถูก translation ออกมาเป็น main 
function ในเห็ดทุกชนิดต้องมี เช่น เป็นโปรตีนที่พบในดอกเห็ด (Yan et al.,2016) ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของ rDNA บริเวณ ITS ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อเห็ดแต่ละชนิด เนื่องจาก ITS เป็น
บริเวณที่มีความผันแปรทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง จึงเหมาะที่น ามาใช้ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการ
แยกความแตกต่างในระดับสปีชีส์  (Bruns et al., 1992; White et al., 1990; Turenne et al., 
2000) ยกตัวอย่างการใช้ในส่วนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอมาจัดจ าแนกเห็ด  สกุล Phellinus (Fischer 
and Binder 2004, Jeong et al., 2005) เ ช่ น  Phellinus igniarius, Phellinus torulosus 
(Tomsovsky et al., 2007) Phellinus linteus, Phellinus baumii (Park et al., 2013) 
Xylariales (Walter et al., 2011) Pleurotus cystidiosus (Georgios et al., 2004) Pleurotus 
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eryngii (Ro et al., 2007) เป็นต้น ในการทดลองนี้ ใช้ ITS4-5 ที่จ าเพาะต่อยีนบริเวณระหว่าง 
small-large nuclear rDNA และ 5.8 rDNA สามารเพ่ิมปริมาณ DNA ได้จ าเพาะกว่า ยกตัวอย่าง
งานวิจัยที่ส าหรับระบุสายพันธุ์ Lepista หรือกลุ่มเชื้อราที่ก่อตัวเป็นเห็ด (Tricholomataceae, 
Basidiomycota) จากประเทศจีน โดยใช้ primer ITS4-5 เป็นหลัก (Wang S et al., 2019) 
 จากผลการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์เครื่องหมายดี เอ็นเอแบบบาร์โค้ดโดยใช้ 
ITS region (Internal transcribed spacer) gene ด้ ว ย ไพ ร เม อ ร์  ITS5-Forward แ ล ะ  ITS4-
Reverse พบว่าตัวอย่างจากเห็ดหอมแห้ง เห็ดหอมสด และเห็ดเป่าฮ้ือสด มีการแสดงออกของแถบดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 600-800 คู่เบส สอดคล้องกับงานวิจัยในปี 2020 ของคุณ Toshinungla Ao 
และคณะ โดยใช้ ไพร์เมอร์ ITS4 และ ITS5 เพ่ือระบุลักษณะในเห็ดหอมและเห็ดป่าชนิดอ่ืนๆ ที่
รับประทานได้ของนาคาแลนด์ ประเทศอินเดีย โดยพบการแสดงออกของแถบดีเอ็นเอที่ขนาด
ประมาณ 500 และ 800 คู่เบส และงานวิจัยในปี พ.ศ. 2543 ของคุณเตีย อ ารุง พบการแสดงออก
ของแถบดีเอ็นเอของเห็ดในกลุ่มจีนัส Boletus ที่ขนาดประมาณ 550-800 คู่เบสเช่นเดียวกัน ในการ
สร้างต้นไม้วิวัฒนาการโดยใช้พ้ืนฐานของ sequence similarity และ Phylogenetic analysis โดย
ข้อมูลล าดับเบสเมื่อท าการ Blast เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI พบว่าบริเวณ ITS4 สามารถ
ระบุความเหมือน (identity) ชนิดของเห็ดหอม (L. edodes) ได้คล้ายคลึงกับสายพันธุ์  CC7 
(MK940837) มากกว่าร้อยละ 99 ทั้งชนิดดอกเห็ดแห้งและสด (แสดงดังภาพ 77, 79) ในขณะที่ผล
การเปรียบเทียบความเหมือน (identity) ของล าดับนิวคลีโอไทด์เห็ดเป่าฮ้ือ (P. cystidiosus) ได้
ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ  P. cystidosus isolate XH004 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947478.1), P. cystidosus isolate XH006 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947480.1), P. cystidosus isolate XH008 small subunit ribosomal RNA gene 
(MW947482.1), P. cystidosus var. formosensis CBS 100129 (NR103594.1), P. cystidosus 
สาย พั น ธุ์  S396 clone B 18S ribosomal RNA gene (DQ882573.1), CGMCC 3.7470 small 
subunit ribosomal RNA gene (KX787086.1) และ Blao clone B 18S ribosomal RNA gene 
(DQ882571.1) มากกว่าร้อยละ 94 ตามล าดับ (แสดงดังภาพ 81) ดังนั้น ITS สามารถจ าแนกเห็ดได้
อย่างถูกต้องและสอดคล้องกับระบบอนุกรมวิธานของเห็ดและยังสามารถแยกเห็ดแต่ละชนิดออกจาก
กันได้อย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่าจ าเป็นต้องศึกษาดีเอ็นเอ ควบคู่กับลักษณะทางสัณฐานวิทยา การ
มองด้วยตาเปล่า เช่น รูปร่าง กลิ่น และสี อาจไม่เพียงพอต่อการจ าแนกให้ถูกต้อง เนื่องจากความผัน
แปรของลักษณะภูมิศาสตร์จะมีผลต่อลักษณะสัณฐานวิทยา และดีเอ็นเอ ซึ่งจะเป็นเครื่องหมาย
บาร์โค้ดของเห็ดในแต่ละท้องถิ่นต่อไป 
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สรุปผลการวิจัย 
จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท (PH) จากเห็ดหอมสดที่

ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (FHm) และเอนไซม์เปปซิน (FHp) เห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) 
และเห็ดเป่าฮ้ือสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน (FPp) สารสกัดทั้งหมดถูกย่อยเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถูก
ตรวจสอบขนาด Tricine (SDS-PAGE) และวัดระดับการย่อยสลาย (%DH) พบว่าเปปไทด์มีขนาดเล็ก
กว่า 6.5 kDa โดยสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่ย่อยโดยใช้มิกส์เอนไซม์มีค่าระดับการย่อยสลายสูง
กว่าการใช้เอนไซม์เปปซินเพียงชนิดเดียว (DHm 87%, FHm 86%, FHp 48% และ FPp 68%)   

สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท FPp มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงที่สุด (IC50 0.071 
µg/µL) เที ยบกับ เปปไทด์สั งเคราะห์  RHAKF (IC50 0.69 µg/µL) และ kojic acid (IC50 0.047 
µg/µL) อีกทั้ง FPp มีพฤติกรรมทางจลนศาสตร์พบว่าเป็นชนิดการยับยั้งแบบไม่แข่งขันหรือ 
(noncompetitive) ในขณะที่สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท DHm พบปริมาณสารประกอบฟินอลิก
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดอ่ืน (IC50 โดยวิธี DPPH 1.260 µg/µL และวิธี 
ABTS 0.605 µg/µL) จากผลการทดลองเห็นได้ว่าความจ าเพาะของเอนไซม์แต่ละชนิดและสารตั้งต้น
โปรตีนในเห็ดแต่ละชนิดส่งผลต่อการย่อยโปรตีนที่ได้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่างกัน โดยผลสรุปได้ว่า
เอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพเหมาะส าหรับการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ในขณะที่มิกส์เอนไซม์อาจ
ช่วยเรื่องต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า ทั้งยังพบว่าเมื่อทดสอบด้วยวิธี MTT สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท
จากเห็ดสดทั้ง FHm, FHp และ FPp มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ปกติ (HaCaT) หรือไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ ในทางตรงข้ามเห็ดหอมแห้งที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ (DHm) มีอัตรารอดของเซลล์ต่ าลงหรือมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ระดับความเข้มข้น 1 mg/mL เป็นต้นไป  

ผลวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนพบล าดับเปปไทด์ที่สนใจ 5 สาย ได้แก่ เปปไทด์ล าดับที่ 1 
PATVSIPGV และเปปไทด์ล าดับที่  2 LTLEEGESVG จากตัวอย่าง FPp และเปปไทด์ล าดับที่  3 
LGERTLDEI จากตัวอย่าง FHp เป็นล าดับที่มีความน่าสนใจต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึ่งเปป
ไทด์ทั้ง 3 สายแสดงการจ าลองการจับกันผ่านเทคนิค Molecular docking พบว่าการจับกันของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสและลิแกนด์ TLEE (LTLEEGESVG) มีการจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีที่สุด 
ในขณะที่เปปไทด์ล าดับที่ 4 SVTPATIPPY จากตัวอย่าง FHm และเปปไทด์ล าดับที่ 5 VGGLPGGG 
จากตัวอย่าง DHm เป็นล าดับที่มีความน่าสนใจต่อการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งผลลัพธ์เหล่านี้
ชี้ให้เห็นว่าสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทมีประสิทธิภาพยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสและต้านอนุมูลอิสระได้ 
และสามารถพัฒนาให้เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีศักยภาพเป็นเครื่องส าอางและยาได้ในอนาคต 

และผลการทดลองการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดโดย
ใช้ ITS region สามารถจ าแนกสายพันธุ์ดอกเห็ดหอมเละเห็ดเป่าฮ้ือ โดยระบุความเหมือน (identity) 
ชนิดของเห็ดหอม (L. edodes) ได้คล้ายคลึงกับสายพันธุ์ CC7 (MK940837) มากกว่าร้อยละ 99 
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ในขณะที่ความเหมือน (identity) ชนิดของเห็ดเป่าฮ้ือสด (P. cystidiosus) ได้คล้ายคลึงกับ P. 
cystidosus isolate XH004 small subunit ribosomal RNA gene (MW947478.1), P. 
cystidosus isolate XH006 small subunit ribosomal RNA gene (MW947480.1), P. 
cystidosus isolate XH008 small subunit ribosomal RNA gene (MW947482.1), P. 
cystidosus var. formosensis CBS 100129 (NR103594.1), P. cystidosus ส า ย พั น ธุ์  S396 
clone B 18S ribosomal RNA gene (DQ882573.1), CGMCC 3.7470 small subunit 
ribosomal RNA gene (KX787086.1) แ ล ะ  Blao clone B 18S ribosomal RNA gene 
(DQ882571.1) มากกว่าร้อยละ 94  ตามล าดับ  

 

   
 

ภาพ 82 แผนภาพสรุปผลงานวิจัย 
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ข้อเสนอแนะ  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท (PH) จากดอกเห็ดหอมและ
เห็ดเป่าฮ้ือที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ไทโรซิเนสในเห็ดระดับหลอดทดลอง  พบว่ามี
ข้อเสนอแนะดังนี้  

1. สารสกัดเปปไทด์ที่ เตรียมได้จากผงเห็ดหอมมีกลิ่นค่อนข้างแรง  ดังนั้นจึงควร
ท าการศึกษาคุณสมบัติทางเคมี รวมถึงวิธีการก าจัดกลิ่นของสารสกัด  

2. ศึกษาความคงตัวทางชีวภาพและความเสถียรของสารสกัด เป็นต้น  
3. ศึกษาการเพ่ิมระดับความเข้มข้นของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทในการทดสอบเพื่อให้มี

ประสิทธิภาพที่สูงขึ้น  
4. ศึกษาการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในเซลล์เพาะเลี้ยง (in vivo) หรือการ

ลดระดับปริมาณเมลานิน (Melanin content) 
5. วิเคราะห์ เทคนิค Molecular docking โดยใช้ เอนไซม์ ไทโรซิ เนสจากมนุษย์ เป็น

แบบจ าลอง 
6. น าล าดับเปปไทด์ที่สนใจมาสังเคราะห์และศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ และศึกษาจลนศาสตร์เทียบกับสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทอีกครั้ง 
7. วิเคราะห์หาชนิดและปริมาณของกรดอะมิโน (amino composition) ในแหล่งเห็ดที่

น ามาใช้เพื่อเป็นแหล่งข้อมูลให้กับนักวิชาการท่ัวไป  
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ภาคผนวก ก. 

ลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทที่เตรียมได้ 
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ภาพผนวกที่ ก1 ลักษณะทางกายภาพของดอกเห็ดหอมแห้งจากจังหวัดล าปาง 

 
 

 
ภาคผนวกที่ ก2 ลักษณะทางกายภาพของดอกเห็ดหอมสดจากจังหวัดพิษณุโลก 
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ภาคผนวกที่ ก3 ลักษณะทางกายภาพของดอกเห็ดเป่าฮื้อสดจากจังหวัดพิษณุโลก 

 

  
ภาคผนวกที่ ก4 สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทหลังย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอส 

 
- LP: เห็ดหอมแห้งท่ีย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์      - Hm: เห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยมิกส์เอนไซม์ 
- HP: เห็ดหอมสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน    - PH3: เห็ดเป่าฮื้อสดที่ย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน 

 

(Hp) (PH3) (Hm) (LP) 
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ตารางภาคผนวกที่ ก5 ลักษณะของโปรตีนไฮโดรไลเสทที่เตรียมได้ 

ชนิดของเห็ด 
เอนไซม์

โปร ติเอส 
ผงโปรตีนไฮโดรไลเสท ลักษณะทางกายภาพ 

เห็ดหอมแห้ง 
(DHm) 

มิกส์
เอนไซม ์

 

- ไม่ละลายน้ า,ตกตะกอน 
- ละลายน้ าแล้วเป็นสีน้ าตาล

ขุ่น 
- มีกลิ่นค่อนข้างเหม็น 
- ผงมีสีน้ าตาลเหลือง 

- เป็นผงก้อนๆ จับกลุ่ม 
- มีความชื้นเหนียว 

เห็ดหอมสด 
(FHm) 

มิกส์
เอนไซม ์

 

 
- ไม่ละลายน้ า,ตกตะกอน 

- ละลายน้ าแล้วเป็นสีครีมขุ่น 
- ผงมีสีครมีขาว 

- เป็นผงก้อนๆ ปุยๆ ลักษณะ
ผงเหมือนผลึก (คล้ายผงชูรส) 

เห็ดหอมสด 
(FHp) 

เปปซิน 

 

 
- ไม่ละลายน้ า,ตกตะกอน 

- ละลายน้ าแล้วเป็นสีน้ าตาล
ขุ่น 

- ผงมีสีน้ าตาลเข้ม 
- เป็นผงก้อนๆ จับกลุ่ม 

- มีความชื้นเหนียว 

เห็ดเป่าฮื้อ
สด 

(FPp) 
เปปซิน 

 

 
- ไม่ละลายน้ า,ตกตะกอน 

- ผงมีสีน้ าตาลครมี 
- เป็นผงร่วน 

- แห้ง ไม่ช้ืน ไม่เหนียว 
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ภาคผนวก ข. 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
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1. การเตรียมกราฟมาตรฐานวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry  
วิธีการ  
1. เตรียมสารละลายโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 10 mg/mL เป็น

สารมาตรฐาน 
2. ปิเปตลง 96 well plate ทั้งหมด 5 หลุม (ท า3ซ้ า) โดยก าหนดให้  

หลุมที่1 น้ ากลั่น ปริมาตร 5 µL    หลุมที่4 เป็น BSA 10 mg/mL ปริมาตร 3 µL 
หลุมที่2 เป็น BSA 10 mg/mL ปริมาตร 1 µL หลุมที่5 เป็น BSA 10 mg/mL ปริมาตร 4 µL  
หลุมที่3 เป็น BSA 10 mg/mL ปริมาตร 2 µL   

3. เติม Solution A+B ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 200 µL ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 15 นาที 
4. เติม 1

1⁄  (v/v) Folin-ciocalteu reagent ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 20 µL  
5. ต้ังทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 30 นาท ี
6. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 nm 
7. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

โปรตีนช่วง 10-50 µg กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 nm  
 

 
 

ภาคผนวกที่ ข1 กราฟมาตรฐานวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
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2. การเตรียมกราฟมาตรฐานวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 
 วิธีการ 
1. เตรียมสารละลาย Gallic acid ความเข้มข้น 0, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 (µg/mL) 

เป็นสารละลายมาตรฐาน (Standard solution) 
2. ปิเปตลง 96 well plate ทั้งหมด 6 หลุม ปริมาตรหลุมละ 20 µL (ท า3ซ้ า) โดยก าหนดให้  

หลุมที่1 น้ ากลั่น      หลุมที่4 Gallic acid ความเข้มข้น 25 µg/mL 
หลุมที่2 Gallic acid ความเข้มข้น 6.25 µg/mL หลุมที่5 Gallic acid ความเข้มข้น 50 µg/mL 
หลุมที่3 Gallic acid ความเข้มข้น 12.5 µg/mL หลุมที่6 Gallic acid ความเข้มข้น 100 µg/mL 

3. เติม ¼ (V/V) folin-ciocalteu ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µL ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 5 นาท ี
4. เตมิ 10% Na2CO3 ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 75 µL ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง 
5. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm 
6. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของ Gallic acid (µg/mL) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm  
 

 
 

ภาคผนวกที่ ข2 กราฟมาตรฐาน Gallic acid หาสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด วิธี Folin-Ciocalteu 
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3. การเตรียมกราฟมาตรฐานวัดปริมาณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
 วิธีการ 
1. Trolox ความเข้มข้น 0, 0.0005, 0.001, 0.002, 0.004 และ 0.008 (µmoL) เป็นสารละลาย

มาตรฐาน (Standard solution) 
2. ปิเปตลง 96 well plate ทั้งหมด 8 หลุม ปริมาตรหลุมละ 20 µL (ท า3ซ้ า) โดยก าหนดให้  

หลุมที่1 น้ ากลั่น     หลุมที่4 Trolox ความเข้มข้น 0.002 (µmoL) 
หลุมที่2 Trolox ความเข้มข้น 0.0005 (µmoL) หลุมที่5 Trolox ความเข้มข้น 0.004 (µmoL) 
หลุมที่3 Trolox ความเข้มข้น 0.001 (µmoL) หลุมที่6 Trolox ความเข้มข้น 0.0005 (µmoL) 

3. เติม 2.45 mM Potassium persulfate ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 µL 
4. เติม 7mM ABTS ปริมาตร 100 µL ทุกหลุม ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เวลา 30 นาที 
5. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm 
6. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

ของ Trolox (µmoL) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm  
 

  
 

ภาคผนวกที่ ข3 กราฟมาตรฐาน %Antioxidant Index (%AI) ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
วิธี ABTS 
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4. การเตรียมกราฟมาตรฐานวัดปริมาณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
 วิธีการ 
3. Trolox ความเข้มข้น 0, 0.0005, 0.001, 0.002, 0.004 และ 0.008 (µmoL) เป็นสารละลาย

มาตรฐาน (Standard solution) 
4. ปิเปตลง 96 well plate ทั้งหมด 8 หลุม ปริมาตรหลุมละ 20 µL (ท า3ซ้ า) โดยก าหนดให้  
หลุมที่1 Methanol     หลุมที่4 Trolox ความเข้มข้น 0.002 (µmoL) 
หลุมที่2 Trolox ความเข้มข้น 0.0005 (µmoL)  หลุมที่5 Trolox ความเข้มข้น 0.004 (µmoL) 
หลุมที่3 Trolox ความเข้มข้น 0.001 (µmoL)  หลุมที่6 Trolox ความเข้มข้น 0.0005 (µmoL) 

5. เติม 0.1 mM DPPH solution ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 200 µL  
6. ไว้อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เวลา 30 นาท ี
7. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm 
8. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

ของ Trolox (µmoL) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm  
 

 
 

ภาคผนวกที ่ข4 กราฟมาตรฐาน %Antioxidant Index (%AI) ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
วิธี DPPH 
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5. การเตรียมกราฟมาตรฐานวัดระดับการย่อยสลายด้วยวิธี TNBS 
 วิธีการ 
1. L-Leucine ความเข้มข้น 0, 0.2,0. 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 , 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, และ 2.0 mM 

เป็นสารละลายมาตรฐาน (Standard solution) ในตัวท าละลาย 1% SDS 
2. ปิเปตสารมาตรฐานลง 96 well plate ทั้งหมด 11 หลุม ปริมาตรหลุมละ 10 µL (ท า3ซ้ า) 

โดยก าหนดให้  
หลุมที่1 1% SDS     หลุมที่7 L-Leucine ความเข้มข้น 1.2 mM 
หลุมที่2 L-Leucine ความเข้มข้น 0.2 mM   หลุมที่8 L-Leucine ความเข้มข้น 1.4 mM 
หลุมที่3 L-Leucine ความเข้มข้น 0.4 mM   หลุมที่9 L-Leucine ความเข้มข้น 1.6 mM 
หลุมที่4 L-Leucine ความเข้มข้น 0.6 mM   หลุมที่10 L-Leucine ความเข้มข้น 1.8 mM 
หลุมที่5 L-Leucine ความเข้มข้น 0.8 mM   หลุมที่11 L-Leucine ความเข้มข้น 2.0 mM 
หลุมที่6 L-Leucine ความเข้มข้น 1.0 mM 

3. เติม 0.2125 M Sodium phosphate buffer (pH8.2) ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 80 µL  
4. เติม 0.05% TNBS reagent 80 µL 

9. ตั้งทิ้งไว้ที่ 50° C ในที่มืด เวลา 1 ชั่วโมง 
10. เติม 1 N HCl 160 µL 
11. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เวลา 30 นาที 
12. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 nm 
13. น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

ของ L-Leucine (mM) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 nm  
 

 
ภาคผนวกที่ ข5 กราฟมาตรฐาน L-Leucine วัดระดับการย่อยสลายด้วยวิธี TNBS 

y = 0.4473x
R² = 0.9983

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

0 0.5 1 1.5 2

ค่า
ดูด

กล
ืนแ

สง
ที่ค

วา
มย

าว
คล

ื่น 
34

0 
nm

ความเข้มข้น L-leucine (mM)



 194 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค. 

ค่า GOLD fitness score แต่ละลิแกนด์ 
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ตารางภาคผนวกที่ ค1 ค่า GOLD fitness score ของเปปไทด์ RHAKF แต่ละลิแกนด์ 

Fitness S(hb_ext) S(vdw_ext) S(hb_int) S(int) intcor RMS(heavy) time Ligand name 
67.49 0.02 49.87 0.00 -1.11 -10.11 7.748 767 HAKF 
59.06 14.25 39.55 0.00 -9.57 -9.27 3.577 576 RHA 
67.95 10.47 42.90 0.00 -1.51 -11.39 9.945 521 RHAK 
75.24 2.16 54.83 0.00 -2.31 -22.60 5.536 665 RHAKF 
64.01 5.84 44.09 0.00 -2.46 -10.56 7.511 288 AKF 
62.26 6.24 42.91 0.00 -2.99 -7.51 7.622 146 HAK 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค2 ค่า GOLD fitness score ของเปปไทด์ LTLEEGESVG แต่ละลิแกนด์ 
Fitness S(hb_ext) S(vdw_ext) S(hb_int) S(int) intcor RMS(heavy) time Ligand name 

65.51 18.09 37.25 0.00 -3.79 -6.89 6.855 403 EEG 
74.54 22.82 38.42 0.00 -1.11 -12.75 3.257 652 EEGE 
76.77 25.20 39.16 0.00 -2.27 -7.13 8.059 371 EGE 
74.52 25.24 36.57 0.00 -0.99 -11.74 6.841 606 EGES 
66.09 20.38 34.93 0.00 -2.31 -8.92 4.989 542 ESV 
71.09 22.66 38.25 0.00 -4.17 -11.49 4.588 372 ESVG 
63.33 17.01 33.90 0.00 -0.30 -6.26 5.700 133 GES 
69.32 27.01 34.46 0.00 -5.07 -10.78 4.701 298 GESV 
77.16 26.03 38.51 0.00 -1.82 -11.60 7.769 291 LEE 
71.61 15.66 41.98 0.00 -1.77 -13.62 9.947 356 LEEG 
56.06 5.40 38.44 0.00 -2.20 -15.48 4.757 322 LTL 
73.49 24.83 36.03 0.00 -0.88 -19.19 8.276 484 LTLE 
50.86 6.84 35.65 0.00 -4.99 -56.98 10.841 1001 LTLEEGESVG 
61.35 18.40 35.03 0.00 -5.21 -8.96 6.926 123 SVG 
72.65 25.59 35.59 0.00 -1.89 -12.78 5.753 290 TLE 
79.07 25.27 44.26 0.00 -7.06 -16.77 8.955 440 TLEE 
63.46 6.00 44.82 0.00 -4.16 -18.57 9.398 928 LTLEE 
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ตารางภาคผนวกที่ ค3 ค่า GOLD fitnefss score ของเปปไทด์ PATVSIPGV แต่ละลิแกนด์ 
Fitness S(hb_ext) S(vdw_ext) S(hb_int) S(int) intcor RMS(heavy) time Ligand name 

53.12 0.47 41.09 0.00 -3.85 -29.50 10.878 442 PATVSIPGV 
48.79 1.97 34.31 0.00 -0.35 -8.01 10.260 151 PATV 
51.13 0.78 38.10 0.00 -2.04 -3.75 3.747 89 PAT 
59.92 6.26 39.44 0.00 -0.57 -7.33 7.191 145 IPGV 
54.92 15.34 32.99 0.00 -5.77 -4.07 6.236 36 IPG 
59.77 19.65 30.75 0.00 -2.16 -13.39 7.563 81 ATVS 
50.91 0.56 38.47 0.00 -2.55 -8.27 4.662 115 ATV 
52.05 0.79 40.93 0.00 -5.02 -10.93 4.089 191 VSIP 
57.49 4.68 39.46 0.00 -1.45 -10.80 7.115 145 VSI 
58.36 6.30 39.75 0.00 -2.59 -14.83 10.253 209 TVSI 
56.33 17.45 30.71 0.00 -3.35 -10.49 7.621 127 TVS 
58.70 13.07 33.97 0.00 -1.07 -7.49 5.988 40 SIPG 
46.93 0.57 35.64 0.00 -2.65 -5.65 2.623 114 SIP 
51.97 1.06 37.85 0.00 -1.14 -2.21 3.452 82 SIPG 
54.74 3.26 39.96 0.00 -3.47 -12.64 4.309 870 SIPGV 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค4 ค่า GOLD fitness score ของเปปไทด์ LGERTLDEI แต่ละลิแกนด์ 
Fitness S(hb_ext) S(vdw_ext) S(hb_int) S(int) intcor RMS(heavy) time Ligand name 

64.43 7.97 47.86 0.00 -9.35 -19.38 4.267 518 RTLD 
64.80 21.59 33.23 0.00 -2.47 -9.69 5.956 285 TLD 
68.02 26.97 34.95 0.00 -7.01 -13.68 3.120 346 ERT 
64.35 0.67 54.22 0.00 -10.87 -17.22 7.571 557 ERTL 
65.47 14.00 41.96 0.00 -6.23 -9.87 8.127 284 GER 
64.11 28.77 30.25 0.00 -6.26 -13.37 6.568 408 GERT 
72.39 25.34 34.48 0.00 -0.36 -10.06 6.543 290 LDE 
60.05 5.55 42.65 0.00 -4.13 -14.51 4.358 490 LDEI 
73.48 24.91 39.66 0.00 -5.96 -7.53 8.533 237 LGE 
75.39 14.45 48.34 0.00 -5.53 -15.07 8.050 446 LGER 
26.80 1.04 26.11 0.00 - 10.14 -64.54 11.811 1201 LGERTLDEI 
57.91 13.76 36.43 0.00 -5.94 -15.98 3.623 384 RTL 

 



 197 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ง. 

ผลเพิ่มเติม: แสดงฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธิ์ต้านอนมูลอิสระของเปปไทด์

สังเคราะห์ใหม่ 
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ภาคผนวกที่ ง1 แสดงร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของเปปไทด์สังเคราะห์ใหม่ 
หมายเหตุ DHm หมายถึง โปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดหอมแห้งด้วยมิกส์เอนไซม ์

FPp หมายถึง โปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดเป่าฮื้อสดด้วยเอนไซม์เปปซิน  

 

 

ภาคผนวกที่ ง2 แสดงร้อยละการต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์สังเคราะห์ใหม่ 
หมายเหตุ DHm หมายถึง โปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดหอมแห้งด้วยมิกส์เอนไซม ์

FPp หมายถึง โปรตีนไฮโดรไลเสทเห็ดเป่าฮื้อสดด้วยเอนไซม์เปปซิน  
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ภาคผนวก จ. 

ผลงานวิจัยก่อนหน้า ในปี 2562 
วิทยานิพนธ์ระดับปริญญาตรีเสนอหลักสูตรชีวเคมีและชีววิทยาโมเลกุล  

เรื่อง ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเห็ดหอม 
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1. การวิเคราะห์ระดับการย่อยสลายของโปรตีนด้วยวิธี Trinitrobenzenesulphonic 
acid (TNBS method) 
การศึกษาหาระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสท หรือ Degree of hydrolysis 

(DH%) ด้วย วิธ ีTNBS โดยน าค่าที่ได้จะถูกน ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์ของระดับการย่อยสลาย  
 

 
ภาคผนวกที่ จ1 แผนภูมิแท่งแสดงระดับการย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยวิธี TNBS 

หมายเหตุ HP หมายถึง เห็ดหอมโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์ปาเปน, 
HS หมายถึง เห็ดหอมโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยมิกส์เอนไซม์  

 
จากผลการทดลอง ผลจากกราฟแสดงความไม่สอดคล้องกันระหว่างระดับของการไฮโดรไล

เสทของเอนไซม์ปาเปนต่อระยะเวลาการย่อยโปรตีน ซึ่งผลชี้ให้เห็นว่าการย่อยโปรตีนไฮโดรไลเสท
ด้วยเอนไซม์ปาเปนที่ 18 ชั่วโมง มีระดับของไฮโดรไลเสทสูงที่สุด คือร้อยละ 88 ในขณะที่ระดับการ
ย่อยสลายของโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยมิกส์เอนไซม์มีการเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลา ซึ่งมิกส์เอนไซม์ที่ 24 
ชั่วโมง มีระดับของไฮโดรไลเสทสูงที่สุด คือร้อยละ 74 ตามล าดับ   
 
2.  การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (เบื้องต้น) 

เมื่อน าค่าดูดกลืนแสงของเอนไซม์ไทโรซิเนส จาก Commercial tyrosinase ในเห็ดกระดุม 
ที่ถูกยับยั้งด้วยสารสกัดหยาบและสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสททั้งหมด จากผลการทดลองการศึกษา 
ณ เวลาที่ 20 นาที โดยค่าที่ได้น ามาค านวณ %Inhibition  
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ภาคผนวกที่ จ2 แสดงร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท  

0.1 µg/µL 
หมายเหตุ HP หมายถึง เห็ดหอมโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์ปาเปน, 

HS หมายถึง เห็ดหอมโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยมิกส์เอนไซม์  

 
 จากผลการทดลองข้างต้นจึงสรุปได้สารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์)ย่อยด้วยเอนไซม์
ปาเปนที่ 18 ชั่วโมง และมิกส์เอนไซม์ที่ 24 ชั่วโมง มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงที่สุดเมื่อเทียบ
กับสารสกัดทั้งหมด ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 54 และ 51 ตามล าดับ ด้วยประสิทธิภาพการออกฤทธิ์นี้ 
โปรตีนไฮโดรไลเสท(เปปไทด์)ดังกล่าว จึงถูกน ามาท าให้บริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้เทคนิคโครมาโต
กราฟฟีคุณสมบัติแลกเปลี่ยนประจุลบ (Anion exchange chromatography)  ชนิดคอลัมน์  DEAE-
Sephacel ต่อไป 
 
3.  ผลการศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยสารสกัดเปปไทด์บริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีสมบัติแลกเปลี่ยนประจุลบ (Anion exchange chromatography) 
(DEAE-Sephacel) 
 3.1 การศึกษาการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยสารสกัดเปปไทด์บริสุทธิ์บางส่วน 

เปปไทด์ส่วนที่ถูกชะออกจากคอลัมน์ภายใต้จุดสูงสุดของการชะนั้น จะถูกแยกเก็บเป็น 
Fractions เพ่ือน ามาใช้การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
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ภาคผนวกที่ จ3; ผลการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของโปรตีนไฮโดรไลเสทบริสุทธิ์บางส่วน (Fraction)  

จากเอนไซม์เปปซินที่ 18 ชั่วโมง และมิกส์เอนไซม์ที่ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ 
 

 จากผลการทดลองพบว่าเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยเอนไซม์ปาเปนที่ 18 
ชั่วโมง ส่วนที่จับและถูกชะออกจากคอลัมน์ (Elution) หรือ fraction ที่ 79 มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนสได้ร้อยละ 29 ในขณะที่เปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยมิกส์เอนไซม์ที่ 24 ชั่วโมง มี
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ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ได้ร้อยละ 43 และ 37 ทั้งในส่วนที่ไม่จับกับคอลัมน์ (Flow thorugh) 
และส่วนที่จับกับคอลัมน์ (Elution) ได้แก่ fraction ที่ 12 และ 44 ตามล าดับ 
 จากผลการทดลองทั้งหมดจึงชี้ให้เห็นว่าเปปไทด์ของสารสกัดโปรตีนไฮโดรไลเสทย่อยด้วย
มิกส์เอนไซม์มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงกว่าเอนไซม์ปาเปน ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้น าเปปไทด์ชนิด
ดังกล่าว fraction ที่ 8-14 และ 42-46 มาทดสอบหาปริมาณโปรตีนของสารสกัดเปปไทด์ทีเหมาะสม
ต่อฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสต่อไป 
 
 3.2 การศึกษาประสิทธิภาพปริมาณโปรตีนของสารสกัดเปปไทด์บริสุทธิ์บางส่วนต่อการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 จากผลการทดสอบปริมาณโปรตีนของสารสกัดเปปไทด์ทีแ่ตกต่างกัน พบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณ
โปรตีนสูงขึ้น สารสกัดส่วนที่จับกับคอลัมน์ (Elution) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่สูงขึ้น 
ในขณะที่สารสกัดส่วนที่ไม่จับกับคอลัมน์ (Flow through) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ลด
ลง โดยชี้ให้เห็นว่าส่วน Flow through สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 15.9 และส่วน 
Elution ยับยั้งได้ร้อยละ 17.4 โดยมีการออกฤทธิ์การท างานได้สูงสุดที่ปริมาณโปรตีน 0.05 และ 0.2 
µg ตามล าดับ 
 

 
ภาคผนวกที่ จ4 แผนภูมิแท่งแสดงปริมาณโปรตีนของสารสกัดเปปไทด์ต่อฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโร

ซิเนส 
หมายเหตุ HS24 หมายถึง เหด็หอมโปรตีนไฮโดรไลเสทด้วยมิกส์เอนไซม์ที่ 24 ช่ัวโมง 
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 แต่อย่างไรก็ตามสารประกอบฟินอลิกและสารประกอบกลุ่มอ่ืนที่ไม่จับกับคอลัมน์ DEAE 
สามารถถูกชะออกมาจากคอลัมน์ในส่วน Flow through ส่งผลให้มีฤทธิ์ช่วยส่งเสริมการยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสและต้านอนุมูลอิสระได้ จึงต้องท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระหลังขั้นตอนการ
ท าบริสุทธิ์บางส่วนอีกครั้ง โดยการทดลองนี้เลือกวิธี DPPH เป็นตัวทดสอบ  

 
3.3    ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

 

 
ภาคผนวกที่ จ5  แผนภูมิแท่งเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH•+ ในเปปไทด์ 

จากมิกส์เอนไซม์ท่ี 24 ชั่วโมง ความเข้มข้น 0.1 µg/µL ในส่วน Flow through และ Elution 
 

จากกราฟผลการทดลองพบว่าเปปไทด์ที่ย่อยด้วยเอนไซม์มิกส์ที่ 24 ชั่วโมง ในส่วนที่ไม่จับ
กับคอลัมน์ (Flow through) และส่วนที่จับกับคอลัมน์ (elution) ได้แก่ fraction ที่ 8-12 และ 42-
46  มีปริมาณต้านอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับร้อยละ 57 และ 29 ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าส่วนที่
ไม่จับกับคอลัมน์ (Flow through) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทีสู่งกว่า 
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