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ABSTRACT 
 

  Hyperglycemia has been associated with chronic inflammation that contributed to complications 
in diabetic patients. High blood glucose levels induce proinflammatory mediators such as nitric oxide 
(NO),  TNF-α, IL-6, IL-1, IL-8 cytokines expression including intracellular reactive oxygen/nitrogen 
species in several cell types. Small red bean (Vignaangularis) is a high nutritious legume. It contains 
several nutrients and phenolic compounds exhibiting many health benefits including anti-inflammatory 
and antioxidant properties. Seed germination is used to improve desirable nutrients and bioactive 
compounds. During germinated process, the biological changing of seed occurs for growth that might 
affect nutrient quantity and functional properties. Due to its high nutrients and bioactive compounds, this 
study aims to determine anti-inflammatory and antioxidant activity of methanol extract from germinated 
small red bean on hyperglycemia condition in mouse macrophage cell line (RAW264.7 cells). 
RAW264.7 cells were culture in normal glucose condition (5.5 mM D-glucose), or high glucose condition 
(30 mM D-glucose) and co-treatment with germinated red bean extracts (0 or 24 h) at concentration 
62.5, 125 and 250 µg/ml for 48 h. The total phenolic contents in germinated red bean extracts at 0 and 
24 h were 12.62 ± 0.86 mg/g and 10.60 ± 1.55 mg/g dry weight, respectively. The results showed that 
high glucose activated RAW264.7 cells to secrete NO, TNF-α, and intracellular ROS compared with 
normal glucose condition. Co-treatment the germinated red bean extracts at 0 or 24 h significantly 
inhibited NO, TNF-α, and intracellular ROS producing by RAW264.7 cells without cytotoxicity. Extract 
from germinated red bean at 0 h exhibited a greater anti-inflammatory activity than extract from 24 h 
which correlated with their phenolic contents in the extract. These results suggested that phenolic 
compounds in germinated small red bean may contribute to decrease proinflammatory mediators 
related with diabetic complications.  However, the molecular mechanisms and animal study should be 
further explored. 
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บทคดัย่อ 

 

ภาวะน ้าตาลในเลอืดสงูเกีย่วขอ้งโดยตรงกบัการอกัเสบเรือ้รงั ทีน่ าไปสูก่ารเกดิภาวะแทรกซอ้นต่างๆ ใน
ผูป่้วยเบาหวาน  น ้าตาลกลูโคสในเลอืดสูงเป็นตวักระตุน้การแสดงออกของสารสื่อการอกัเสบหลายชนิด ไดแ้ก่ 
Nitric oxide (NO), TNF-α, IL-6, IL-1, IL-8 cytokines รวมถงึกระตุน้การเกดิอนุมลูอสิระในเซลลห์ลายชนิดถัว่
แดงเมด็เลก็เป็นธญัพชืที่มคีุณค่าทางโภชนาการสูง มสีารอาหารและสารพฤกษเคมหีลายชนิด โดยเฉพาะสาร
กลุ่มฟีนอลกิที่มคีุณสมบตัติ้านการอักเสบ และต้านอนุมูลอสิระ ปัจจุบนัไดน้ าการเพาะงอกของเมลด็พชืมาใช้
ปรบัปรุงคุณภาพของสารอาหาร เนื่องจากระหว่างกระบวนการงอกเมลด็พชืจะเกดิการเปลีย่นแปลงทางชวีเคมี
เพื่อใชใ้นการเจรญิเตบิโต ซึ่งอาจส่งผลต่อปรมิาณสารอาหารและคุณสมบตัใินเชงิสุขภาพ เนื่องจากถัว่แดงเมด็
เลก็เป็นแหล่งของสารอาหาร และ สารออกฤทธิช์วีภาพ ดงัทีก่ล่าวมาแลว้ การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษา
การยบัยัง้การอกัเสบและอนุมลูอสิระจากภาวะน ้าตาลกลูโคสสงูของสารสกดัจากถัว่แดงเมด็เลก็ในเซลลแ์มคโคร
ฟาจ RAW264.7 โดยเลี้ยง RAW264.7 cells ในภาวะน ้ าตาลกลูโคสปกติ (5.5 mM D-glucose) หรือภาวะ
น ้าตาลกลูโคสสูง (30 mM D-glucose) ร่วมกบัสารสกดัถัว่แดงเม็ดเล็กเพาะงอกที่ 0 หรอื 24 ชัว่โมง ที่ความ
เขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250  µg/ml เป็นเวลา 48 ชัว่โมงปรมิาณสารฟีนอลกิรวมของสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกที ่ 
0 และ 24 เท่ากบั 12.62 ± 0.86 mg/gDWและ 10.60 ± 1.55 mg/gDW ตามล าดบัผลการศกึษาพบว่าเซลล์แมค
โครฟาจ RAW264.7 ทีเ่ลีย้งในภาวะน ้าตาลกลโูคสสงู กระตุน้การผลติ NO, TNF-α และอนุมลูอสิระภายในเซลล์
สูงกว่ากลุ่มควบคุมที่เลี้ยงในภาวะน ้าตาลกลูโคสปกตอิย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิซลล์ที่เลี้ยงร่วมกบัสารสกัดถัว่
แดงเพาะงอกที่ 0 หรือ 24 ชัว่โมง ยับยัง้การเกิด NO, TNF-α และ ลดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ได้อย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิโดยไมม่คีวามเป็นพษิต่อเซลลเ์มือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคุม โดยสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกที ่
0 ชัว่โมงมปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การอกัเสบดีกว่าสารสกัดถัว่แดงเพาะงอกที่ 24 ชัว่โมง  ซึ่งสมัพนัธ์กบั
ปรมิาณฟีนอลกิรวมทีว่เิคราะหไ์ดใ้นสารสกดัดงักล่าว การศกึษาครัง้นี้แสดงใหเ้หน็วา่สารประกอบฟีนอลกิจากถัว่
แดงเมด็เลก็เพาะงอกอาจจะมสีว่นในการยบัยัง้การอกัเสบและ ตา้นอนุมลูอสิระจากภาวะน ้าตาลสงู ซึง่เป็นสาเหตุ
ของการเกดิภาวะแทรกซ้อนในผูป่้วยเบาหวาน อย่างไรกต็ามจ าเป็นตอ้งมกีารศกึษากลไกเชงิลกึ หรอืศกึษาใน
สตัวท์ดลองเพือ่ยนืยนัผลทีช่ดัเจนต่อไป 

 

ค าส าคญั: การอกัเสบเรือ้รงั ภาวะน ้าตาลในเลอืดสงู ถัว่แดงเพาะงอก 
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บทน า 

โรคเบาหวานเป็นโรคเรื้อรงัที่เป็นปัญหา
สุขภาพของประชากรทั ว่ โลก  ความชุ กของ
โรคเบาหวานในคนไทยที่มอีายุ 15 ปีขึน้ไปเท่ากบั
รอ้ยละ 6.9 หรอืประมาณ 3.69 ลา้นคนทัว่ประเทศ1 
ภาวะน ้ าตาลในเลือดสูงเกี่ยวข้องโดยตรงกับการ
อกัเสบเรื้อรงัในผูป่้วยเบาหวาน การศกึษาทางอณู
ชีววิทยา พบว่าระดับน ้ าตาลใน เลือดสูงเป็น

ตวักระตุ้นโปรตนี Nuclear factor-B (NF-B) ซึ่ง
ควบคุมการแสดงออกของยนีส์ที่เกี่ยวข้องกบัการ
อกัเสบหลายชนิด ได้แก่ cytokines, chemokines, 
adhesion molecules แ ล ะ  enzymes ต่ า ง ๆ 2 -4

สอดคล้องกบัการศกึษาทางคลนิิก ซึ่งพบว่าผู้ป่วย
เบาหวานจะมกีารแสดงออกของตวัชี้วดัการอกัเสบ 
เ ช่ น  acute-phase proteins (CRP), interlukin-6 

(IL-6), interlukin-1 (IL-1), interlukins-8 (IL-8), 

และ tumor necrosis factor-α (TNF-α) สูงกว่าคน
ที่มีระดับน ้ าตาลปกติอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ5-7

นอกจากนี้ภาวะน ้ าตาลในเลือดสูง ยังเป็นปัจจัย
ส าคัญที่ท าให้เกิดการเพิ่มของอนุมูลอิสระ (free 
radicals)เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะ oxidative stress 
ในผู้ป่วย8-9 การเพิม่ขึ้นของสารอกัเสบ และอนุมูล
อิสระเป็นระยะเวลานาน เป็นปัจจยัส าคัญที่ท าให้
ความรุนแรงของโรคมากขึ้นและน าไปสู่การเกิด
ภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ที่ส่งผลเสยีต่อคุณภาพชวีติ
ของผู้ป่วยเบาหวาน เช่น จอประสาทตาเสื่อม , 
ปลายประสาทอกัเสบ, โรคไต และโรคหลอดเลอืด
สมอง-หวัใจตบี เป็นตน้10-12 

ถั ่ว แ ด ง เม็ ด เล็ ก (Vignaangularis) เ ป็ น
ธญัพืชที่มีการบรโิภคกันแพร่หลาย มีโปรตีนและ
คุณค่าโภชนาการสูง รวมถึงมคีุณสมบตัิที่ดใีนเชิง
สุขภาพ เช่น ลดระดบัน ้ าตาลในเลือด ต้านอนุมูล
อิส ระ ลดการอัก เสบ  ยับยั ้งก ารแบ่ งตัวของ
เซลล์มะเร็ง เป็นต้น 13-17  จากการศึกษาที่ผ่านมา 
พบว่าถัว่แดงเมด็เลก็ เช่น ถัว่แดงอะซูก ิพบสารใน

กลุ่มฟีนอลิกสูงกว่าถัว่แดงเม็ดใหญ่หรือถัว่แดง
หลวง18  ถัว่แดงประกอบด้วยสารอาหารและสารฟี
นอลิกหลายชนิด  เช่น  hydroxycinnamic acids, 
quercetin, anthocyanin, catechin, eriodictyol, 
และ hesperitin glycosides เป็ นต้น 16, 19  ห ลาย
การศกึษาไดน้ าประโยชน์จากการเพาะงอกเมลด็
พชืมาใชใ้นการปรบัปรุงคุณภาพของสารอาหาร 
เนื่องจากระหว่างขบวนการงอกเมล็ดพืชจะมีการ
เปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีและเกิดการสังเคราะห์
สารอาหารต่ างๆภายใน เซลล์  เพื่ อ ใช้ ในการ
เจรญิเตบิโต และในขัน้ตอนนี้อาจมผีลต่อคุณสมบตัิ
เชงิสุขภาพและปรมิาณสารออกฤทธิช์วีภาพ รวมถงึ
สารประกอบฟีนอลิก ซึ่งมีคุณสมบัติยับยัง้การ
อกัเสบและตา้นอนุมลูอสิระ จากการศกึษาทีผ่่านมา
พบว่าปรมิาณฟีนอลกิรวมในถัว่เหลอืง ถัว่เขยีว 
และถัว่แดงเพาะงอกเพิม่ขึน้รอ้ยละ 17, 26 และ 
31 ตามล าดบั20 บางการศกึษาพบว่าสารฟีนอลิ
กรวมในถัว่แดงเพาะงอกเพิม่สูงสุดถงึรอ้ยละ 5021

นอกจากนี้การศกึษาคุณสมบตัิเชงิสุขภาพของถัว่
เขยีวเพาะงอก พบว่า สามารถยบัยัง้การเกดิไนตริ
กออกไซด์ในเซลล์ RAW264.7 รวมถึงช่วยลดการ
อกัเสบและอาการปวดในหนูที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร
arachidonic acidได ้22 

อยา่งไรกต็ามจากการทบทวนวรรณกรรมที่
ผ่านมายงัไม่มกีารศกึษาคุณสมบตัิของถัว่แดงเมด็
เล็กเพาะงอกต่อการออกฤทธิต์้านการอกัเสบและ
อนุมูลอสิระจากภาวะน ้าตาลสงู ซึ่งเป็นปัจจยัส าคญั
ที่ ส่ ง เส ริม ค วาม รุน แ รงขอ งโรค แล ะน า ไป สู่
ภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ในผู้ป่วยเบาหวาน ดังนัน้
ผู้วจิยัจงึสนใจศึกษาศกัยภาพของสารสกดัถัว่แดง
เมด็เล็กเพาะงอกต่อการยบัยัง้การอกัเสบและต้าน
อนุมูลอิสระในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ที่
เลีย้งในภาวะน ้าตาลกลูโคสสงู   ผลการศกึษาครัง้นี้
จะท าให้ได้องค์ความรู้ที่น าไปสู่แนวทางการใช้
ประโยชน์จากถัว่แดงเพาะงอก เพื่อป้องกนัหรอืลด

บทน า 
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ความเสีย่งในการเกดิภาวะแทรกซอ้นทีส่ง่ผลเสยีต่อ
คุณภาพชวีติในผูป่้วยเบาหวานไดต้่อไปในอนาคต 
อีกทัง้สามารถน าไปพฒันาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์
อาหารเพื่อสุขภาพ ซึ่งเป็นการเพิ่มมูลค่าใหว้ตัถุดบิ
ทางการเกษตรอกีทางหนึ่ง 
 

วิธีด าเนินการวิจยั 

1. การเตรียมตวัอย่างและการเพาะงอก 

 จดัซื้อตัวอย่างถัว่แดงเมล็ดเล็กสายพันธ์
อะซูก ิ(Vignaangularis) โดยวธิกีารสุม่ซื้อจากแหล่ง
ขาย 3  แหล่งในท้องตลาด (มูลนิธโิครงการหลวง, 

ห้างสรรพสินค้าท๊อป และห้างสรรพสินค้าเดอะ
มอลล์) น าตัวอย่างแต่ละแหล่งมารวมกันอย่างละ
เท่าๆกนั ท าการเพาะงอกโดย ล้างเมลด็ถัว่แดงให้
สะอาด แช่น ้ าทิ้งไว้เป็นเวลา 8 ชัว่โมง เมื่อครบ
ก าหนด ล้างน ้าสะอาด 1 ครัง้ ผึ่งให้พอแห้ง (เพาะ
งอก 0 ชัว่โมง-รปูที ่1) ท าการเพาะงอกถัว่แดงต่อใน
ภาชนะปิดทึบแสงที่อุณหภูมิห้อง (30+3ºC) เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง พรมน ้าให้ชุ่มทุกๆ 4 ชัว่โมง เมื่อ
ครบเวลาที่ก าหนด น าตัวอย่างมาล้างน ้ า 1 ครัง้ 
(เพาะงอก 24 ชัว่โมง-รูปที่ 2) จากนัน้น าตัวอย่าง
เขา้อบลมรอ้นที่อุณหภูม ิ55ºC จนกระทัง่แห้งสนิท 
ปัน่ให้ละเอียดเป็นเนื้อเดียวกัน ร่อนผ่านตะแกรง 
และเกบ็ในถุงอลมูเินียมฟรอยดท์ีอุ่ณหภมู ิ-20ºC 

 

  

รปูท่ี 1 ถัว่แดงเพาะงอก 0 ชัว่โมง รปูท่ี 2 ถัว่แดงเพาะงอก 24 ชัว่โมง 

 

2. การสกดัตวัอย่าง 

 สกัดถัว่แดงเพาะงอก 1 กรัมด้วย 10 ml 
80%methanolน าไป sonicate (Transsonic 460/H, 
Auckland) ทีค่วามถี ่35 kHzเป็นเวลา 15 นาท ีและ
น าไปปั ่น เหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge (Hermle 
Z323 K, Germany)ที่ความเรว็ 3,500 รอบต่อนาท ี
(1917 x g) เป็นเวลา 10 นาท ีแยกสารสกดัออก ท า
การสกดัซ ้าอกี 1 ครัง้ตามขัน้ตอนเดมิ น าสารสกดัที่
ได้รวมกัน ระเหยตัวท าละลายด้วย  evaporator 
จนกระทัง่เหลอืสารสกดัประมาณ 2 ml ดูดสารสกดั
ใส่ 1.5 ml tube น าไประเหยตัวท าละลายอีกครัง้
จนกระทัง่แห้งสนิทด้วยเครื่อง speed evaporator 

(miVac Series, UK) เป่าไล่อากาศออกด้วยก๊าซ
ไนโตรเจนปิดฝาให้สนิท  เก็บสารสกัดที่อุณหภูม ิ   
-20oC (125 mg/tube) ในการทดสอบคุณสมบตัติา้น
การอกัเสบและอนุมูลอิสระในเซลล์ ท าการละลาย
สารสกดักลบัด้วย 100 µl DMSO และเจอืจางด้วย
อาหารเลี้ยงเซลล์ให้ได้ความเข้มข้นสูงสุด 250 
µg/ml กรองดว้ย 0.2 µm sterile filter ก่อนน าไปท า
สอบกับเซลล์ โดยร้อยละของ DMSO ที่ใช้เลี้ยง
เซลลใ์นการทดลองเทา่กบั 0.2 

3. การวิเคราะหส์ารออกฤทธ์ิชีวภาพ 

วเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวม
ในสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกดว้ยวธิ ีFolin-Ciocalteu 

วิธีการวิจยั 
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ดัดแปลงจากการศึกษาของ Mustafa และคณะ 
(2010) และ Xu and Chang (2007) สกัดถัว่แดง
เพาะงอก1 กรัม ด้วย 20 ml 80% acetone เขย่า
ต่อเนื่องที่อุณหภูม ิ40 oC เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และ
ตัง้ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 1 ชัว่โมงกรองสารสกัด
ตัวอย่างด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 1 เก็บสารสกัด
ส่วนใสมาท าปฏกิรยิากบัสาร Folin-Ciocalteu และ
โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7.5 เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 760 นาโนเมตร เทยีบกบัสารมาตรฐาน gallic 
acid 23-24 

4. คุณสมบติัของสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกต่อ
การยบัยัง้การอกัเสบและอนุมูลอิสระในเซลล์
แมคโครฟาจ RAW 264.7 cells 

4.1 การเพาะเล้ียงเซลล ์ 

 เ พ า ะ เ ลี้ ย ง  Mouse macrophage 
RAW264.7 cells ระหว่าง passage no. 12-25 ใน
อาห าร เลี้ ย ง เซ ลล์  DMEM ที่ มี  10% FBS, 1% 
antibiotic เ ลี้ ย ง เ ซ ล ล์ ใ น ส ภ า ว ะ  5%
คาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูม ิ37oC และความชื้น
ร้ อ ย ล ะ  85-95 ใน ก า รท ด ล อ งท า ก า ร เลี้ ย ง 
RAW264.7 cells ที่ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  0.75X106 
cells/ml ใน 12 well-plates เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนัน้เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ และเลี้ยงเซลล์ต่อ
ในภาวะน ้ าตาลกลูโคสปกติ (5.5 mM D-glucose) 
หรือภาวะน ้ าตาลกลูโคสสูง (30 mM D-glucose) 
ร่วมกับให้สารสกัดถัว่แดงเพาะงอก0 และ 24 
ชัว่โมง ที่ความเขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250  µg/ml 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยใช้ 0.2% DMSO เป็น 
vehicle control  

4.2 การทดสอบผลของสารสกัดต่ออัตราการ

รอดชีวิตของเซลลใ์นภาวะน ้าตาลกลโูคสสงู 

 ทดสอบอตัราการรอดชวีติของเซลลด์ว้ยชุด
ทดสอบ WST-1 proliferation assay 

(05015944001, Roche, Switzerland) ซึง่เป็นการ
ทดสอบปรมิาณเซลลท์ีย่งัมชีวีติอยูโ่ดยอาศยั
หลกัการเปลีย่นแปลงสขีองสาร Tetrazolium salt 
ดว้ยปฏกิริยิาของเอนไซม ์ mitochondrial 
reductase ศกึษาโดยเลีย้ง RAW264.7 cells ใน 96 
well-plates ทีค่วามเขม้ขน้ 1X105 cells/ml ในภาวะ
น ้าตาลปกต ิ(5.5 mM D-glucose) หรอืภาวะน ้าตาล
สงู (30 mM D-glucose)รว่มกบัใหส้ารสกดัถัว่แดง
เพาะงอก 0 และ 24 ชัว่โมง ทีค่วามเขม้ขน้
สุทธ6ิ2.5, 125 และ 250  µg/ml เป็นเวลา 48 
ชัว่โมงใสส่าร WST-1 10 µl/wellและบม่ต่อในตูเ้ลีย้ง
เซลลเ์ป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมือ่ครบก าหนดวดัคา่การ
ดดูกลนืแสงที ่ 420/600 nm ดว้ยเครือ่ง Spectro- 
photometer microplate reader   

% เซลลท์ีม่ชีวีติค านวณจาก [(mean 
absorbance of the sample/mean absorbance of 
the reference) * 100] โดย reference คอืคา่ 
absorbance of the control-absorbance of the 
blank 

4.3 ศึกษาคุณสมบติัของสารสกดัต่อการยบัยัง้

การผลิตไนตริกออกไซด ์

ท าการศกึษาโดยเลีย้ง RAW264.7 cells ที่
ความเขม้ขน้ 0.75X106 cells/ml ใน 12 well-plates 
ตามวิธีการที่อธิบายข้างต้นเมื่อครบระยะเวลาที่
ก าหนด ท าการเกบ็น ้าเลีย้งเซลลม์าท าการวเิคราะห์
หาไนตรกิออกไซดโ์ดยใชป้ฏกิริยิา Griess reaction
ซึ่งเป็นการวดัทางอ้อมผ่านค่า nitrite โดยปฏกิริยิา
จะเกิดขึ้น เมื่อไนตริกออกไซด์ท าปฏิกิริยากับ
สารละลาย sulphanilamideได้เป็น diazonium salt 
จากนั ้นเกลือจะเกิดปฏิกิริยากับN-(1-Naphthyl) 
ethylenediamine ได้ เป็นสาร azo dry ซึ่ ง เป็นสี
ชมพอูมมว่ง ทดสอบโดยใชน้ ้าเลีย้งเซลล ์100 µl ใส่
สารสะลาย 1% sulphanilamide 50 µl บ่มในที่มืด
เ ป็ น เว ล า  5 น า ที  แ ล ะ ใ ส่ ส า ร ส ะ ล า ย 1% 
naphthylethylene diamide dihydrochloride in 5% 
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concentrated phosphoric acid 50 µl บ่มต่อในที่
มดืเป็นเวลา 5นาท ีจากนัน้น ามาวดัค่าการดูดกลนื
แ ส งที่ 530 nm ด้ ว ย เค รื่ อ ง Spectrophotometer 
microplate reader โดยใช้Sodium nitrite (NaNO2) 
เป็นสารละลายมาตรฐาน 

4.4 ศึกษาคณุสมบติัของสารสกดัต่อการยบัยัง้

การผลิต TNF-cytokines 

 ท าการศกึษาโดยเลีย้ง RAW264.7 cells ที่
ความเขม้ขน้ 0.75X106 cells/ml ใน 12 well-plates 
ตามวิธีการที่อธิบายข้างต้น เมื่อครบระยะเวลาที่
ก าหนด ท าการเกบ็น ้าเลีย้งเซลลม์าท าการวเิคราะห์

ห า  TNF- ด้ วย ชุ ด ท ดสอบ  ELISA assay kit 
(ab46105, abcam, UK) 

4.5 ศึกษาคุณสมบติัของสารสกดัต่อการยบัยัง้

อนุมลูอิสระในเซลล ์

 ท าการศึกษาโดยเลี้ยง RAW264.7 cells 
ตามวธิกีารทีอ่ธบิายขา้งตน้ใน 96 black well-plates 
เมื่อครบ 24 ชัว่โมงหลงัจากใส่สารสกดัแล้วท าการ

ล้างเซลล์ด้วย PBS 1 ครัง้ เติมสาร 5 µM 2, 7-
dichlorofluoresceindiacetate (DCFH-DA)(D6883, 

sigma, USA) เลี้ยงเซลล์ต่อเป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง
ออกด้วย PBS 2 ครัง้ จากนัน้วดัการเรอืงแสงด้วย 
Fluorescence microplate reader โ ด ย ใ ช ้
excitation wavelength ที่  485 nm และ emission 
wavelength ที ่530 nm  

5. การทดสอบทางสถิติ 

 ข้อมูลที่ได้รายงานเป็นค่าเฉลี่ย และ ค่า
เบีย่งเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) โดยแต่ละทดลอง
ท าอย่างน้อย 3 ซ ้าท าการวเิคราะห์แตกต่างกนัทาง
สถิติระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองโดยใช้
โปรแกรม SPSS การวิเคราะห์ข้อมูลที่มีการแจก
แจงแบบปกติใช้ one way ANOVA โดยทดสอบที่
ระดบัความเชือ่มัน่ที ่95% (p < 0.05) 

ผลการทดลอง 

1. ปริมาณสารฟีนอลิกรวมของสารสกดัถัว่แดง
เพาะงอก 

ปรมิาณสารฟีนอลกิในสารสกดัถัว่แดงเพาะ
งอกทีเ่วลา 0 และ 24 ชัว่โมง มคีวามแตกต่างอยา่ง
มนียัส าคญัทางสถติ ิโดยพบวา่ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง 
ปรมิาณสารฟีนอลกิมแีนวโน้มลดลงเมือ่เทยีบกบัที่
เวลา 0 ชัว่โมง (ตารางท่ี 1)

 

ตารางท่ี 1 ผลปรมิาณฟีนอลกิรวมในถัว่แดงเพาะงอกทีช่ว่งเวลาต่างๆ 

ตวัอย่าง 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณรวมฟีนอลิก(n=6) 

ต่อน ้าหนักตวัอย่างแห้ง (mg/gDW) 

ถัว่แดงเมด็เลก็เพาะงอก 0 12.62 ± 0.86a 

24 10.60 ± 1.55b 

 
2. ผลของสารสกัดถัว่แดงเพาะงอกต่ออัตรา

การรอดชีวิตของเซลล ์
ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดถัว่แดง

เพาะงอก 0 และ 24 ชัว่โมงที่ความเข้มข้น 62.5, 
125 แ ล ะ  250 µg/ml ด้ ว ย ชุ ด ท ด ส อ บ WST-1 

proliferation assay ผลการศึกษา พบว่าอตัราการ
รอดชีวิตของเซลล์ที่เลี้ยงในภาวะน ้ าตาลสูงและ
ไดร้บัสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกที ่0 ชัว่โมง (กราฟสี
ขาว) และ 24 ชัว่ โมง (กราฟสีด า ) ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบ
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กบักลุ่มควบคุมที่เลี้ยงในภาวะน ้าตาลกลูโคสปกต ิ
อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ แสดงเป็นค่าร้อยละ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (vehicle control) (รปู
ท่ี 3) 

3. ผลของสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกต่อการ
ยบัยัง้การผลิตไนตริกออกไซด ์

 RAW264.7 cells ทีเ่พาะเลีย้งในภาวะน ้าตาล
กลโูคสสงู มกีารผลติไนตรกิออกไซดเ์พิม่ขึน้อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคุมที่
เลีย้งในภาวะน ้าตาลกลโูคสปกต ิ สารสกดัถัว่แดง
เพาะงอก 0 ชัว่โมง ทีค่วามเขม้ขน้ 62.5, 125 และ 
250 µg/ml สามารถยบัยัง้การผลติไนตรกิออกไซด์
ไดอ้ยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิี ่ 42.30%, 76.46%, 
และ 90.70% ตามล าดบั (กราฟสขีาว) และสารสกดั
ถัว่แดงเพาะงอก 24 ชัว่โมงทีค่วามเขม้ขน้ 125 และ 
250 µg/ml สามารถยบัยัง้การผลติไนตรกิออกไซด์
ไดอ้ยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิี ่ 52.61% และ 
80.39% ตามล าดบั (กราฟสดี า)เมือ่เทยีบกบักลุม่
ควบคุมทีไ่มม่สีารสกดั (รปูท่ี 4) 

4. ผลของสารสกัดถัว่แดงเพาะงอกต่อการ

ยบัยัง้การผลิต  TNF-cytokines 
เมื่อท าการเพาะเลี้ยง RAW264.7 cells ใน

ภาวะน ้าตาลกลูโคสสูงส่งผลให้เซลล์ผลติไซโตไคน์ 
TNF-α เพิ่ ม ขึ้ น อ ย่ า ง มี นั ย ส า คัญ ท า ง ส ถิ ติ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเลี้ยงในภาวะน ้ าตาล
กลูโคสปกต ิสารสกดัถัว่แดงเพาะงอก 0 ชัว่โมง ที่
ความเขม้ขน้ 125 และ 250 µg/ml สามารถลดการ
ผลติไซโตไคน์ TNF-α ไดอ้ย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
ที่ 68.44% และ 81.99% ตามล าดับ (กราฟสีขาว) 
และสารสกัดถัว่แดงเพาะงอก 24 ชัว่โมง ที่ความ
เข้มข้น 250 µg/ml สามารถลดการผลิตไซโตไคน์ 
TNF-α ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 34.78 % 
(กราฟสดี า)  (รปูท่ี 5) 

 

       .

 
รปูท่ี 3 ผลของสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกต่ออตัราการรอดชีวิตของเซลล:์ เพาะเลีย้ง RAW264.7 cells ใน 

96 well-platesในภาวะน ้าตาลกลโูคสปกต ิ (5.5 mM D-glucose) หรอืภาวะน ้าตาลกลโูคสสงู (30 mM 
D-glucose) รว่มกบัใหส้ารสกดัถัว่แดงเพาะงอก 0 (กราฟสขีาว) หรอื24 ชัว่โมง(กราฟด า) ทีค่วาม
เขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250  µg/ml เป็นเวลา 48ชัว่โมงทดสอบความอตัราการรอดชวีติของเซลลด์ว้ย 
WST-1 proliferation assay วดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 420/600 nm. แสดงผลเป็นคา่เฉลีย่ 
mean  SD จากการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า 
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รปูท่ี 4 สารสกดัถัว่แดงเพาะงอกยบัยัง้การผลิตไนตริกออกไซด:์ เพาะเลีย้ง RAW264.7 cells ในภาวะ

น ้าตาลกลโูคสปกต ิ(5.5 mM D-glucose) หรอืภาวะน ้าตาลกลโูคสสงู (30 mM D-glucose) รว่มกบัให้
สารสกดัถัว่แดงเพาะงอก0 หรอื 24 ชัว่โมงทีค่วามเขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250  µg/ml เป็นเวลา 48
ชัว่โมงเกบ็น ้าเลีย้งเซลลม์าท าการวเิคราะหห์าไนตรกิออกไซดด์ว้ยปฏกิริยิา Griess reaction แสดงผล
เป็นคา่เฉลีย่ mean  SD จากการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า* p<0.05 

 

รปูท่ี 5 สารสกดัถัว่แดงเพาะงอกยบัยัง้การผลติ  TNF-cytokines :เพาะเลีย้ง RAW264.7 cells ในภาวะน ้าตาล
กลโูคสปกต ิ(5.5 mM D-glucose) หรอืภาวะน ้าตาลกลโูคสสงู (30 mM D-glucose) รว่มกบัใหส้ารสกดัถัว่
แดงเพาะงอก 0 หรอื 24 ชัว่โมง ทีค่วามเขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250  µg/ml เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้
ท าการเกบ็น ้าเลีย้งเซลลม์าวดัหาปรมิาณ TNF-α ดว้ยวธิกีาร ELISA แสดงผลเป็นคา่เฉลีย่ mean  SD 
จากการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า* p<0.05 

 

5. ผลของสารสกัดถัว่แดงเพาะงอกต่อการ
ยบัยัง้อนุมลูอิสระภายในเซลล ์

RAW264.7 cells ที่ เพ า ะ เลี้ ย ง ใน ภ าว ะ
น ้ าตาลกลูโคสสูง เกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์

เพิ่มขึ้นอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบ
กลุ่มควบคุมเลี้ยงในภาวะน ้าตาลกลูโคสปกติ สาร
สกดัถัว่แดงเพาะงอก 0 ชัว่โมงที่ความเขม้ข้น 125 
และ 250 µg/ml สามารถลดอนุมูลอิสระในเซลล์ได้
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อย่างมนีัยส าคญัทางสถิติที่ 18.08% และ 34.07% 
ตามล าดบั และสารสกดัถัว่แดงเพาะงอก 24 ชัว่โมง
ที่ความเขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250 µg/ml (กราฟสี

ขาว) สามารถลดอนุมูลอิสระในเซลล์ได้อย่างมี
นัยส าคญัทางสถติทิี่ 9.72%, 16.58% และ 31.60% 
ตามล าดบั(กราฟสดี า)  (รปูท่ี 6) 

  

 

รปูท่ี 6 สารสกดัถัว่แดงเพาะงอกลดอนุมลูอิสระภายในเซลล:์ เพาะเลีย้ง RAW264.7 cells ในภาวะน ้าตาล
กลโูคสปกต ิ(5.5 mM D-glucose) หรอืภาวะน ้าตาลกลโูคสสงู (30 mM D-glucose) รว่มกบัใหส้ารสกดั
ถัว่แดงเพาะงอก0 หรอื24 ชัว่โมง ทีค่วามเขม้ขน้ 62.5, 125 และ 250  µg/ml เป็นเวลา 24ชัว่โมง เตมิ
สาร 2, 7-dichlorofluoresceindiacetate (DCFH-DA)และวดัการเรอืงแสง แสดงผลเป็นคา่เฉลีย่ 
mean  SD จากการทดลองทัง้หมด 3ซ ้า * p<0.05 

 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

โรคเบาหวานเป็นโรคเรื้อรงัที่เป็นปัญหา
สุขภาพของประชากรทัว่โลก โดยมปีระชากรป่วย
เป็นโรคเบาหวานสงูถงึ 347 ลา้นคนและมแีนวโน้ม
เพิ่มขึ้นเป็นสองเท่าตัวในอีก 10 ปีข้างหน้า จาก
ขอ้มลูการส ารวจสุขภาพประชากรของประเทศไทย 
พบว่ามีประชากรกว่า  3.69 ล้านคนป่วยเป็น
โรคเบาหวาน โดยรอ้ยละ 31.2 ของผูป่้วยไม่ทราบ
ว่าตนเองเป็นโรคเบาหวาน และร้อยละ 37 ไม่
สามารถควบคุมระดบัน ้าตาลใหอ้ยูใ่นเกณฑป์กตไิด ้
1แนวทางการรักษาโรคเบาหวานนอกจากการ
ควบคุมระดบัน ้าตาลให้อยู่ในเกณฑ์ปกตแิลว้ การ
ป้ อ งกั น ห รือ ล ด ค ว าม รุ น แ ร งข อ งก าร เกิ ด

ภาวะแทรกซ้อนต่างๆ จากภาวะน ้าตาลในเลอืดสูง
ยงัคงมคีวามส าคญั 

ภ าวะน ้ าต าล ใน เลือ ด สู ง เรื้ อ รัง เป็ น
ตวักระตุน้การแสดงออกของยนีสท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการ

อั ก เ ส บ ห ล า ย ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  TNF-α, IL-6, 
cyclooxygenase-2 (COX-2) แ ล ะ Inducible nitric 
oxide synthase (iNOS) ผ่านการกระตุ้นโปรตีน

NF-B อีกทั ้งยังส่ งผลเสียต่ อกลไกอื่ นๆ  ใน
ร่างกาย เช่น กระตุ้นการเกิดอนุมูลอิสระภายใน
เ ซ ล ล์  ก ร ะ ตุ้ น  Protein kinase C, glucose 
autoxidation, แ ล ะ  ท า ใ ห้ เ กิ ด  advanced 
glycationend products (AGEs) เป็ น ต้น  ปั จจัย
เหล่านี้ส่งเสรมิความรุนแรงของโรคและน าไปสู่การ
เกดิภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ในผูป่้วยเบาหวาน10-12, 
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25เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ มีบทบาท
ส าคญัในกระบวนการอกัเสบ เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้น
จะผลติสารอกัเสบหลายชนิดซึ่งส่งเสรมิใหก้ารเกดิ
ภ าวะแท รกซ้ อนห รือ เพิ่ ม ความรุน แรงของ
โรคเบาหวาน ผลจากการศึกษานี้  พบว่าเซลล ์
RAW264.7 ทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งทีม่นี ้าตาลกลโูคส
สูง (30 mM) มีการหลัง่ตัวชี้วดัการอักเสบ ได้แก่ 

NO, TNF-αและอนุมูลอิสระภายในเซลล์สูงกว่า
เซลล์ที่เลี้ยงในอาหารที่มนี ้ าตาลกลูโคสปกติ (5.5 
mM) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับ
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าระดบัน ้ าตาลกลูโคสสูง
สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยนีส์ที่เกี่ยวขอ้ง
กบัการอกัเสบหลายชนิดใน RAW264.7 cells เช่น 

iNOS, TNF- α, IL-10, IL-12 ผ่ าน ก ารก ระ ตุ้ น

กลไกภายในเซลล์ ได้แก่ NF-B, VDR-PPAR, 
และ SIRT-126-27 

หลายการศกึษาใชป้ระโยชน์จากการ
เพ าะงอกมาเพิ ม่ ค ุณ ค ่าท างโภชนาการทั ง้
สารอาหารหลกั เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตนี และ
ไขมนั รวมทัง้สารออกฤทธิช์วีภาพอื่นๆทีม่ผีลต่อ
สุขภาพ รวมถงึสารประกอบฟีนอลกิ16,19  ผลจาก
การศกึษาในครัง้นี้ พบว่า ปรมิาณสารฟีนอลกิรวม
ในสารสกดัถัว่แดงเพาะงอกมแีนวโน้มลดลง โดย
ปริมาณสารฟีนอลิกรวมในสารสกัดถัว่แดงเพาะ
งอกที่  0 และ 24 ชัว่โมง เท่ากับ 12.62 ± 0.86 
mg/gDW และ 10.60 ± 1.55 mg/gDW ตามล าดบั 
สอดคล้องกบัการศึกษาที่ผ่านมาของ Monrserrat
และคณ ะ 2015 พบว่า ถั ว่แดงเพาะงอกจะมี
ปรมิาณสารฟีนอลกิรวมลดลงเมื่อเปรยีบเทยีบกบั
ถัว่ที่ไม่ผ่านการเพาะงอกโดยสารที่ลดลงได้แก่ 
flavan-3-ols และ anthocyanin แต่พบการเพิ่มขึ้น
ของสาร flavonones และ flavonols เล็กน้อยใน
ระหว่างกระบวนการงอก19ปรมิาณสารฟีนอลกิรวม
ที่ลดลงอาจเกดิจากการท างานของเอนไซม์โพลฟีี
นอลออกซเิดส (polyphenol oxidase) รวมถงึถูกชะ

ล้ างไป กับ น ้ าที่ ใช้ ใน ระห ว่ างก าร เพ าะงอก  
เช่นเดยีวกบับางการศกึษาที่พบว่า ปรมิาณฟีนอลิ
กรวมในถัว่เหลอืง และถัว่ลสิงเพาะงอกลดลง รอ้ย
ละ22 และ 57 ตามล าดับ28อย่างไรก็ตามผลที่ได้
ขดัแยง้กบับางการศกึษาที่พบว่าการเพาะงอกถัว่
แดงท าใหป้รมิาณสารประกอบฟีนอลกิรวมเพิม่
ส ูงขึน้  ซึ่งอาจเกิดจากสายพันธุ์ ระยะเวลาหรือ
สภาวะการเพาะงอกทีแ่ตกต่างกนั29 

TNF-α เป็น pro-inflammatory cytokines 
ทีผ่ลติจากเซลลเ์มด็เลอืดขาว มบีทบาทส าคญัในแง่
การกระตุน้การอกัเสบและสง่เสรมิความรุนแรงของ

โรค เนื่องจาก TNF-α เป็นตวักระตุ้นโปรตีน NF-

B ทีค่วบคุมการแสดงออกของยนีสท์ีเ่กีย่วขอ้งกบั
การอกัเสบอื่นๆ อกีหลายชนิด เช่น COX-2, iNOS, 
Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)และ
Vascular cell adhesion molecule 1(VCAM-1)

เป็นตน้30 นอกจากนี้ปรมิาณทีเ่พิม่ขึน้ของ TNF-
ในผูป่้วยเบาหวานมคีวามสมัพนัธ์กบัภาวะ insulin 
resistance การควบคุมขบวนการเมตาบอลซิมึของ
กลูโคสและ ไขมนั และสมัพันธ์กับการเกิดพยาธิ
สภาพของหลอดเลือดขนาดเล็ก ในตา 6, 31-32  

รายงานการใชย้าแกอ้กัเสบกลุม่ Nonsteroid พบวา่
สามารถป้องกันการเสื่อมของจอประสาทตาใน

สตัวท์ดลอง ผ่านการยบัยัง้กลไก NF-B และการ

TNF-33-34 ลดอาการชาจากภาวะปลายประสาท
อกัเสบในผู้ป่วยเบาหวาน35  นอกจากนี้การลดลง

ของ TNF- สามารถลดความเสื่อมของปลาย
ประสาทได้อีกด้วย 36ผลการศกึษาพบว่าสารสกดั
ถัว่แดงเพาะงอกที่ 0 ชัว่โมง สามารถลดระดับ 

TNF- จากเซลล์ที่ถู ก เหนี่ ยวน าด้วยสภาวะ
น ้ าตาลกลูโคสสูงได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่
ความเข้มข้น 125 และ 250 µg/ml ในขณะที่สาร
สกดัถัว่แดงเพาะงอกที ่24 ชัว่โมงสามารถลดระดบั 

TNF- ไดท้ีค่วามเขม้ขน้ 250 µg/mlเทา่นัน้ 
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ระดบัน ้าตาลสงูยงัเหนี่ยวน าใหเ้กดิอนุมลู
อสิระภายในเซลล ์ เชน่ superoxide anion, 
hydroxyl radical, singlet oxygen, nitric oxide, 
nitrogen dioxide, peroxynitrite ผา่นกลไกหลกัๆ 

เชน่ NF-B, Mitogen activated protein kinase 
(MAPK), advanced glycation end products 
(AGEs), Protein kinase C (PKC) และ NADH 
reductase25  นอกจากนี้ยงักระตุน้ใหเ้ซลลห์ลัง่สาร
บางชนิดทีส่ง่ผลต่อการเพิม่ปรมิาณอนุมลูอสิระ 
เชน่ angiotensin II, amylin/amyloid, triglyceride, 
และ homocysteine เป็นตน้37 การศกึษาทีผ่า่นมา
พบวา่เมด็เลอืดขาวจากผูป่้วยเบาหวานผลติอนุมลู
อสิระสงูกวา่เมด็เลอืดขาวจากคนทีม่รีะดบัน ้าตาล
ในเลอืดปกต ิ และเป็นปัจจยัน าไปสูภ่าวะแทรกซอ้น
ต่างๆ8-9 ผลการศกึษาพบวา่ สารสกดัถัว่แดงเพาะ
งอกที ่0 และ 24 ชัว่โมง สามารถยบัยัง้การผลติไน
ตรกิออกไซด ์ และอนุมลูอสิระภายในเซลลไ์ดอ้ยา่ง
มนียัส าคญัทางสถติ ิ โดยไมม่คีวามเป็นพษิต่อเซลล ์
โดยถัว่แดงเพาะงอกที ่ 0 ชัว่โมงมปีระสทิธภิาพใน
การยบัยัง้การผลติ     ไนตรกิออกไซดด์กีวา่ถัว่แดง
เพาะงอกที ่ 24 ชัว่โมง ซึง่สมัพนัธก์บัปรมิาณสารฟี
นอลกิรวมทีส่งูกวา่ โดยคุณสมบตัยิบัยัง้การอกัเสบ
และอนุมลูอสิระดงักลา่วน่าจะเกดิจากสารฟีนอลกิ
ในถัว่แดงเพาะงอก ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาที่
ผา่นมาพบวา่ สารฟีนอลกิในถัว่แดงและถัว่แดง
เพาะงอก ไดแ้ก่ qurcetin, catechinglucoside, 
proanthocyanidins ซึง่มคีุณสมบตัยิบัยัง้การ
อกัเสบ และอนุมลูอสิระ16 

 

สรปุผลการทดลอง 

การศกึษาครัง้นี้แสดงใหเ้หน็วา่สารสกดัถัว่
แดงเมด็เลก็เพาะงอกมคีุณสมบตัยิบัยัง้การผลติไน

ตริกออกไซด์ TNF- และอนุมูลอิสระจากเซลล์
แมคโครฟาจ RAW264.7 ที่เลี้ยงในภาวะน ้ าตาล
กลูโคสสูงโดยระยะเวลาการเพาะงอกถัว่แดงเม็ด

เลก็ที่นานขึน้ท าใหแ้นวโน้มของปรมิาณสารฟีนอลิ
กรวมและคุณสมบตัยิบัยัง้การอกัเสบในเซลล์ลดลง 
อย่างไรกต็ามอาจต้องมกีารศกึษาเพิม่เตมิถงึชนิด
และปริมาณของสารฟีนอกลิกที่เปลี่ยนแปลงไป
ระหว่างกระบวนการเพาะงอก รวมถงึการศกึษาใน
สตัวท์ดลองหรอืมนุษยเ์พือ่ยนืยนัผลทีช่ดัเจนและใช้
เป็นแนวทางส่งเสรมิการใช้สารพฤกษเคมจีากถัว่
แดงเมด็เลก็เพื่อลดการเกิดภาวะแทรกซ้อนต่างๆ 
ในผูป่้วยเบาหวานต่อไปในอนาคต 
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