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บทคัดย่อ 
Oxidative stress เป็นภาวะท่ีเกิดจากความไม่สมดุลระหว่างอนุมูลอิสระและสาร

ต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ เป็นสาเหตุของการเกิดโรคเรื้อรังท่ีสำคัญหลายชนิด ข้าว
เหนียวแดง (Oryza sativa L.) เป็นพันธุ์ข้าวมีสีท่ีปลูกและบริโภคกันอย่างแพร่หลายใน 
ประเทศไทย การศึกษาก่อนหน้าพบว่าสารสกัดจากรำข้าวเหนียวแดง (Red rice bran 
extract; RRBE) ประกอบไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด การวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์
เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสาร RRBE ต่อภาวะ oxidative stress ในเซลล์ทดลอง ผลการศึกษา
พบว่าสาร RRBE เพิ่มอัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับ HuH-7 ท่ีเกิดภาวะ oxidative 
stress จากการเติมสาร H2O2 นอกจากนั้นยังลดการสร้างสารอนุมูลอิสระ ROS ใน
ขณะเดียวกันก็เพิ่มการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione ภายในเซลล์ ผลการทดลอง
ท้ังหมดบ่งช้ีว่าสาร RRBE ออกฤทธิ์ช่วยให้เซลล์ต่อต้านภาวะ oxidative stress และเป็น
ข้อมูลเบ้ืองต้นเพื่อพัฒนาให้เป็นยาหรืออาหารเสริมท่ีมีส่วนในการรักษาโรคได้ 
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Abstract 
 Oxidative stress is an imbalance event between free radical 
accumulation and antioxidant levels within the cells. It is the major cause of 
several chronic diseases. Red sticky rice is the pigmented rice, which being 
commonly cultivated and consumed in Thailand. Our previous study 
demonstrated that an extract from red sticky rice bran (RRBE) contains 
plenty of antioxidant substances. Thus, this research aimed to investigate the 
effect of RRBE against oxidative stress within the cells. The results showed 
that RRBE increased the cell survival rate of HuH-7 cells upon insulted with 
oxidative stress inducer, H2O2. Moreover, RRBE decreased the ROS 
production while increased glutathione production within the cells. 
Altogether, our results demonstrated the effect of RRBE against cellular 
oxidative stress proven its potential use as antioxidant supplement. 
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บทนำ 
โรคเรื้อรังท่ีไม่ติดต่อ (Non-communicable diseases; NCDs) เป็นปัญหาทาง

สาธารณสุขท่ีสำคัญในปัจจุบัน โรคเหล่านี้ไม่เพียงแต่เป็นสาเหตุของการเสียชีวิต แต่ยังส่งผล
กระทบโดยรวมต่อเศรษฐกิจ สังคม และทรัพยากรมนุษย์ของประเทศ โรค NCDs ท่ีพบมาก
ในประเทศไทย ได้แก่ โรคอ้วน โรคเบาหวาน โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคมะเร็ง และโรคสมอง
เส่ือมอัลไซเมอร์ เป็นต้น [1] ผู้ป่วยโรคเหล่านี้จะมีอาการเรื้อรัง บางชนิดรักษาไม่หาย และ
ต้องเข้าโรงพยาบาล เพื่อรับยาเป็นประจำ ส่งผลโดยตรงต่อคุณภาพชีวิตของผู้ป่วย อีกท้ังยัง
อาจก่อให้เกิดการอาการท่ีไม่พึงประสงค์ หรือการด้ือยาท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพของการ
รักษา [2]  

พยาธิสภาพหลักของโรคกลุ่ม NCDs เกิดจากความผิดปกติของเซลล์ในการต่อต้าน
อนุมูลอิสระ (free radical) ได้แก่ reactive oxygen species (ROS) ซึ่งประกอบไปด้วย 
superoxide radicals (O2 •−), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radicals (•OH), 
และ singlet oxygen (1O2) ท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน, การทำลายเช้ือ
จุลชีพ, สารแปลกปลอม หรือสารพิษภายในเซลล์ หากเซลล์มีการผลิต ROS ปริมาณมาก
ผิดปกติ จะทำให้สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ท่ีมีอยู่ ไม่สามารถกำจัด ROS ออก
จากเซลล์ได้ ROS ถือว่าเป็นสารท่ีเป็นพิษและมีความไวสูง สามารถทำปฏิกิริยากับสาร    
ชีวโมเลกุลต่าง ๆ ภายในเซลล์ ส่งผลทำให้องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ เช่นเยื่อหุ้มเซลล์, 
ออร์แกเนลล์, สารพันธุกรรม DNA, กระบวนการเมตาบอลิซึม, การส่งสัญญาณผ่านในเซลล์ 
และการดำรงของสมดุลร่างกาย (homeostasis) ถูกทำลาย และเซลล์ในร่างกายทำงาน
ผิดปกติ จนเกิดพยาธิสภาพกับเนื้อเยื่อและอวัยวะต่าง ๆ [3] [4] ในทำนองเดียวกันหาก
เซลล์มีการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ในปริมาณน้อยผิดปกติก็จะทำให้เกิด
ภาวะไม่สมดุลนี้ได้ สารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายมนุษย์ท่ีสำคัญ คือ สารกลูตาไธโอน 
(glutathione) ซึ่งถูกสังเคราะห์ได้จากกรดอะมิโนไกลซีน (glycine), ซิสเทอีน (cysteine) 
และกลูตามิก แอซิด (glutamic acid) กลูตาไธโอนท่ีอยู่ในรูปแบบรีดิวซ์ จะหักล้างฤทธิ์ของ 
ROS โดยใช้หมู่ไธโอลเป็นตัวรับอิเล็กตรอนจาก ROS ซึ่งกระบวนการนี้ส่วนมากเกิดขึ้นใน
ตับ ทำให้ตับเป็นอวัยวะสำคัญในการกำจัด ROS หากตับถูกทำลายจะทำให้เส่ียงต่อการเป็น
โรคท่ีเกิดจาก oxidative stress สูง นอกจากนั้นกลูตาไธโอนยังทำหน้าท่ีในการกำจัด
สารพิษอื่น ๆ ในร่างกายโดยผ่านวิถี cytochrome p450 pathway ซึ่งเป็นกระบวนสำคัญ
ท่ีเกิดขึ้นในตับเช่นเดียวกัน [5] 

ปัจจุบันมีการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในแง่การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร
สกัดจากธรรมชาติหลายชนิด พบว่าสามารถประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคท่ีเกิดจาก 
oxidative stress ได้ ซึ่งมีข้อดีในแง่ความไม่เป็นพิษต่อร่างกาย ลดอาการข้างเคียง และ
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ป้องกันการด้ือต่อยาแผนปัจจุบัน รวมไปถึงความสะดวกต่อการผลิต การเข้าถึงความ
ประหยัดค่าใช้จ่ายในการรักษา ซึ่งส่งผลโดยตรงในการเพิ่มคุณภาพชีวิตของผู้ป่วย และ
ก่อให้เกิดแนวความคิดในการรับประทานอาหารให้เป็นยาในปัจจุบัน [6] [7]  

ข้าวเจ้า ข้าวเหนียว และข้าวมีสี (Oryza sativa L.) เป็นธัญพืชท่ีมีการปลูกและ
บริโภคเป็นหลักท่ัวท้ังประเทศไทย ในปัจจุบันข้าวมีสี (pigmented rice) เช่นข้าวแดง     
ข้าวดำ ข้าวน้ำตาล ข้าวม่วง ถูกนิยมนำมาบริโภคอย่างกว้างขวางด้วยเหตุผลทางโภชน
ศาสตร์ท่ีบ่งช้ีว่า ข้าวมีสีประกอบไปด้วยน้ำตาลท่ีน้อยกว่า แต่ประกอบไปด้วยสารต้านอนุมูล
อิสระ, ใยอาหาร, และสารอาหารท่ีมีคุณค่าสูงโดยเฉพาะในส่วนรำข้าว (rice bran) มากกว่า
ข้าวขาวท่ัวไป ทำให้ออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลากหลาย เช่น ลดระดับไขมันในเลือด ,     
เพิ่ม glucose uptake, ต้านภาวะ insulin resistance, ลดกระบวนการ adipogenesis 
และต้านการอักเสบ ดังนั้นจึงมีประโยชน์ในการป้องกันและต่อต้านโรคหลอดเลือดหัวใจ, 
โรคความดันสูง, โรคอ้วน, และโรคเบาหวาน  [8] ข้าวเหนียวแดง (Oryza sativa L.)       
เป็นข้าวเหนียวท่ีปลูกและบริโภคในหลายจังหวัดในประเทศไทย เช่นจังหวัดพะเยา การ
ทดลองก่อนหน้าพบว่า สารสกัดจากรำข้าวเหนียวแดง (red sticky rice bran extract; 
RRBE) ประกอบไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด ในปริมาณสูง [9] ดังนั้นจึงมีความ
เป็นไปได้ท่ีจะประยุกต์ใช้สาร RRBE ให้เป็นอาหารเสริมท่ีมีส่วนในการป้องกันและรักษาโรค
ท่ีเกิดขึ้นจากภาวะ oxidative stress ได้  

สมมุติฐานของการวิจัยนี้คือ สาร RRBE สามารถลดภาวะ oxidative stress ซึ่งทำ
การทดลองโดยใช้เซลล์มะเร็งตับ HuH-7 บ่มกับสาร RRBE เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจาก
นั้นจึงบ่มเซลล์ร่วมกับสาร H2O2 เพื่อกระตุ้นให้เซลล์เกิดภาวะ oxidative stress หลังจาก
นั้น ผลของสาร RRBE ต่อภาวะ oxidative stress ถูกศึกษาโดยวัดอัตราการอยู่รอดของ
เซลล์, ปริมาณสารอนุมูลอิสระ ROS และ ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione  ผลท่ี
ได้จากการศึกษานี้จะเป็นข้อมูลทางวิทยาศาสตร์บ่งช้ีฤทธิ์ต้านภาวะ oxidative stress ของ
สาร RRBE สามารถนำไปต่อยอดการพัฒนาสารสกัดจากรำข้าวเหนียวแดงสำหรับป้องกัน
และรักษาโรคท่ีเกิดขึ้นจากภาวะ oxidative stress อีกท้ังยังเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับ
ผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรในท้องถิ่นเช่นเดียวกัน 

 
วัสดุและวิธีการ 
 1. สารสกัดจากรำข้าวเหนียวแดง (RRBE) และสารอื่น ๆ 
 สารสกัดจากรำข้าวเหนียวแดง (RRBE) ด้วย 50% ethanol ได้รับอนุเคราะห์จาก 
อ.ดร.ณรงค์ศักด์ิ มั่นคง ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 
รายละเอียดขั้นตอนการเก็บตัวอย่างข้าวเหนียวแดงและวิธีการสกัดสารแสดงใน
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เอกสารอ้างอิง [9] N-acetyle-cysteine (NAC) (Cat.No.1C 57/49, Temmler Pharma 
GmbH, Germany) ใช้เป็นสาร positive control ในการทดลอง เนื่องจากเป็น known 
antioxidant ท่ีมีการศึกษาคุณสมบัติมาแล้ว [10] สาร RRBE ถูกละลายใน 100% DMSO, 
สาร NAC ถูกละลายใน sterile distilled water และทำให้ปลอดเช้ือโดยการกรองผ่านเมม
เบรนท่ีมีรูขนาด 0.45 µM หลังจากนั้นจึงเก็บในตู้แช่เย็น -20°C ในภาวะปราศจากแสง 
30% v/v (970 mM) hydrogen peroxide (H2O2) (ศิริบัญชา, ประเทศไทย) ใช้เป็นสาร
กระตุ้นการเกิด oxidative stress เก็บในตู้เย็น 4°C ในภาวะปราศจากแสง 
 2. เซลล์เพาะเล้ียง HuH-7 (JCRB0403, Japanese Collection of Research 
Biosources Cell Bank) 
 เป็น adherent cell ชนิด hepatocellular carcinoma ของมนุษย์ ได้รับความ
อนุเคราะห์จาก รศ.ดร.นพ.ถาวรชัย ล้ิมจินดาพร หน่วยอณูเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์   
ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ทำการเพาะเล้ียงเซลล์ในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Thermo Fisher Scientific, USA) ซึ่ง
เติม 10%  heat inactivated fetal bovine serum, 1% (v/v) penicillin (100 U/mL) 
และ streptomycin (100 mg/ml) เพาะเล้ียงในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 
37°C, 5% CO2, และความช้ืนอยู่ระหว่าง 80-90% เซลล์จะถูกเล้ียงและขยายด้วยวิธี  
trypsinization มาตรฐาน และนับเซลล์ด้วยการย้อมสี trypan blue ก่อนทำการทดลอง 
 3. การทดสอบอัตราการอยู่รอดของเซลล์ 
 เล้ียง HuH-7 cells ในถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 96 well plate เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง
ก่อนการทดลอง หลังจากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกและเติมอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ท่ีมี
ส่วนผสมของสาร RRBE หรือ NAC ท่ีมีความเข้มขัน 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml โดยมี 1% 
v/v DMSO เป็นตัวทำละลายควบคุมการทดลอง เซลล์จะถูกเล้ียงต่ออีกเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
หลังจากนั้นอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีสารสกัดจะถูกดูดออก และเติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี 10 
mM H2O2 ปริมาตรสุทธิ 100 ul/well และเล้ียงต่ออีกเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง หลังจากนั้นอัตรา
การอยู่รอดของเซลล์จะถูกทดสอบด้วย PrestoBlue™ Cell Viability Reagent (Cat.No. 
A13261, Thermo Fisher Scientific, USA) โดยเติมสาร PrestoBlue™ ลงในถาดเล้ียง
เซลล์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นจึงวัดค่า fluorescent intensity 
ท่ี 560Ex/590Em nm โดยใช้เครื่อง Varioskan™ LUX multimode microplate reader 
(Thermo Fisher Scientific, USA) โดยค่าท่ีได้จากเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ คิดเป็นอัตรา
รอดของเซลล์ 100% และใช้เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีได้รับสารต่าง ๆ  
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 4. การวัดปริมาณสารอนุมูลอิสระ ROS ภายในเซลล์ 
 เล้ียง HuH-7 cells ในถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 96 well plate และทำการทดลอง
ดังท่ีกล่าวไว้ หลังจากนั้น ปริมาณสารอนุมูลอิสระ ROS ภายในเซลล์จะถูกทดสอบด้วย 
CellROX™ Green Reagent (Cat.No. C10444, Thermo Fisher Scientific, USA) โดย
เติมน้ำยา 5 mM CellROX Green หลุมละ 2 µl และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 
นาที หลังจากนั้น จึงวัดค่า fluorescent intensity ท่ี  485Ex/520Em nm โดยใช้เครื่อง 
multimode microplate reader ค่าท่ีได้จากเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ คิดเป็นปริมาณสาร
อนุมูลอิสระ ROS ภายในเซลล์ 100% และใช้เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีได้รับสารต่าง ๆ 
 5. การวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione ภายในเซลล์ 
 เล้ียง HuH-7 cells ในถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 96 well plate และทำการทดลอง
ดังท่ีกล่าวไว้ หลังจากนั้น ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione ภายในเซลล์จะถูก
ทดสอบโดยเติมน้ำยา GSH-Glo™ (Promega, USA) 50 µl ต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที เติมน้ำยาตรวจวัด luciferin 100 µl ต่อหลุม บ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
30 นาที หลังจากนั้นจึงวัดค่าการเปล่งแสง luminescence โดยใช้เครื่อง multimode 
microplate reader ค่าท่ีได้จากเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ คิดเป็นปริมาณสารต้านอนุมูล
อิสระ glutathione ภายในเซลล์ 100% และใช้เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีได้รับสารต่าง ๆ 
 7. การรวบรวมผลและการวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 การทดลองทุกการทดลองถูกทำซ้ำอย่างน้อย 3 ครั้งโดยเป็นอิสระต่อกัน (three-
independent experiments) และในแต่ละครั้งของการทดลองจะมีการทำซ้ำอย่างน้อย 3 
ตัวอย่าง (triplicate) ค่าท่ีได้จะเป็นค่าเฉล่ีย (mean) ของการทดลองแต่ละครั้ง สถิติท่ีใช้ใน
การวิเคราะห์ผลคือ one-way ANOVA โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลอง 
(เซลล์ท่ีได้รับสารต่าง ๆ) และกลุ่มควบคุม (เซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ) และมีค่านัยสำคัญทาง
สถิติ p < 0.05 โดยใช้โปรแกรม Graphpad Prism 5 
 
ผลการศึกษา 
 1. การทดสอบความเป็นพิษของสาร RRBE และ NAC ต่อ HuH-7 cells 
 ความเข้มข้นของสาร RRBE และ NAC ท่ีใช้ในการทดลอง ได้ถูกทดสอบว่าไม่เป็น
พิษต่อเซลล์ นั่นคือทำให้อัตราการอยู่รอดของเซลล์มากกว่า 80% พบว่าสาร RRBE ความ
เข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml ทำให้เซลล์มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 112.7 ± 3.20%, 
132.3 ± 9.30% และ 134.10 ± 6.83% ตามลำดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการอยู่รอดของเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ (ภาพท่ี 1) 
เช่นเดียวกันกับสาร NAC ซึ่งเป็น known antioxidant ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 
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µg/ml ทำให้ เซลล์มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 100.9 ± 1.31%, 109.1 ± 3.15% และ 
102.7 ± 1.59% ตามลำดับ (ภาพท่ี 1) ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับอัตราการอยู่รอดของเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 1 อัตราการอยู่รอดของ HuH-7 cells ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ และ HuH-7 cells ท่ี
ได้รับสาร RRBE และ NAC ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
 2. การทดสอบผลของสาร H2O2 ท่ีทำให้เกิดภาวะ oxidative stress และลดอัตรา
การอยู่รอดของ HuH-7 cells 
 สาร H2O2  ความเข้มข้น 2.5, 5 และ 10 mM เมือบ่มกับเซลล์เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง 
ทำให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตลดลงเหลือ 94.37 ± 0.81%, 90.91 ± 0.43% และ 66.66 
± 0.89% ตามลำดับ (ภาพท่ี 2) ดังนั้นสาร H2O2 ความเข้มข้น 10 mM จึงถูกเลือกใช้ใน
การทดลองถัดไป เนื่องจากทำให้อัตราอยู่รอดของเซลล์ลดลงเหลือน้อยท่ีสุดอย่างมี
นัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 



Advanced Science Journal, Vol. 23 No. 1, January - June 2023 

วารสารก้าวทันโลกวิทยาศาสตร์ ปีที่ 23 ฉบับที่ 1 มกราคม - มิถุนายน 2566  R111 

 

50

60

70

80

90

100

110

C
e
ll
 v

ia
b

il
it

y

(p
e
rc

e
n

ta
g

e
 o

f 
c
o

n
tr

o
l)

Media

H2O2 (mM)

+

-

-

2.5

-

5

-

10

✱

✱

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 อัตราการอยู่รอดของ HuH-7 cells ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ และ HuH-7 cells ท่ี
ได้รับสาร H2O2 ความเข้มข้น 2.5, 5 และ 10 mM เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง (* แทนความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p < 0.05 โดยใช้สถิติ one-way ANOVA)  
 
 3. สาร RRBE เพิ่มอัตราการอยู่รอดของเซลล์ HuH-7 cells ท่ีเกิดภาวะ oxidative 
stress  
 ผลการทดลองพบว่าสาร RRBE ท่ีความเข้มข้น 1 µg/ml เป็นเพียงสภาวะเดียวท่ี 
สามารถเพิ่มอัตราการอยู่รอดของ HuH-7 cells ท่ีเกิดภาวะ oxidative stress จากการเติม
สาร H2O2 ได้ โดยลักษณะรูปร่างของเซลล์เปล่ียนแปลงจากเซลล์ตายท่ีมีขนาดเล็ก ไม่วาว 
ขอบไม่เรียบ และมีรูปร่างกลมหลุดออกจากถาดเล้ียงเซลล์ กลับมาเป็น  adherent cells 
ปกติ ท่ีเกาะกับถาดเล้ียงเซลล์ มีการแผ่ และขอบเซลล์ชัดเจน (ภาพท่ี 3A) ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลปฏิกิริยาจาก PrestoBlue™ Cell Viability Reagent แปลผลอัตราการอยู่รอดของ
เซลล์ จาก 25.52 ± 1.77% ในกลุ่มควบคุม (1% v/v DMSO) เพิ่มขึ้นเป็น 51.09 ± 
6.41% ในกลุ่มท่ีได้รับ RRBE ท่ีความเข้มข้น 1 ug/ml (ภาพท่ี 3B) ในการทดลองนี้ NAC 
ซึ่งเป็นสาร known antioxidant ไม่มีผลต่ออัตราการอยู่รอดของ HuH-7 cells ท่ีเกิดภาวะ 
oxidative stress (ภาพท่ี 3A และ 3B) 
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ภาพที่ 3A รูปร่างของ HuH-7 cells ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ และ HuH-7 cells ท่ีได้รับสาร 
RRBE และ NAC ความเข้มข้น  0.01, 0.1 และ 1 µg/ml ก่อนจะถูกกระ ตุ้น ให้ เกิ ด 
oxidative stress โดยการเติมสาร H2O2 ความเข้มข้น 10 mM ถ่ายรูปเซลล์โดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิด inverted microscope (Primo Star Carl Zeiss) กำลังขยาย 100 เท่า 
scale bar = 20 micrometer 
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ภาพที่ 3B ปฏิกิริยาจาก PrestoBlue™ Cell Viability Reagent และอัตราการอยู่รอด
ของ HuH-7 cells ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ และ HuH-7 cells ท่ีได้รับสาร RRBE และ NAC 
ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml ก่อนจะถูกกระตุ้นให้เกิด oxidative stress โดยการ
เติมสาร H2O2 ความเข้มข้น 10 mM (* แทนความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p < 
0.05 โดยใช้สถิติ one-way ANOVA) 
  
 4. สาร RRBE ลดปริมาณสารอนุมูลอิสระ ROS ภายใน HuH-7 cells ท่ีเกิดภาวะ 
oxidative stress 
 สาร H2O2 ความเข้มข้น 10 mM กระตุ้นให้ HuH-7 cell สร้าง ROS เพิ่มขึ้นจาก 
100% เป็น 118.9 ± 5.06% (ภาพท่ี 4) ในขณะท่ี สาร RRBE ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 
1 µg/ml ลดการสร้าง ROS ภายในเซลล์เหลือ 100.70 ± 9.28% , 101.00 ± 10.04% 
และ 104.70 ± 4.70% ตามลำดับ (ภาพท่ี 4) เช่นเดียวกัน NAC ซึ่งเป็นสาร known 
antioxidant ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml ลดการสร้าง ROS ภายในเซลล์เหลือ 
99.99 ± 3.65%, 101.89 ± 1.33% และ 102.32 ± 3.27% ตามลำดับ ดังภาพท่ี 4 
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ภาพที่ 4 ปริมาณสารอนุมูลอิสระ ROS ภายใน HuH-7 cells ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ และ 
เซลล์ HuH-7 cells ท่ีได้รับสาร RRBE และ NAC ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml 
ก่อนจะถูกกระตุ้นให้เกิด oxidative stress โดยการเติมสาร H2O2 ความเข้มข้น 10 mM (* 
แทนความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p < 0.05 โดยใช้สถิติ one-way ANOVA) 
 
 5. สาร RRBE เพิ่มปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione ภายใน HuH-7 
cells ท่ีเกิดภาวะ oxidative stress 
 สาร H2O2 ความเข้มข้น  10 mM กระตุ้นให้  HuH-7 cell สร้าง glutathione 
เพิ่มขึ้นจาก 100% เป็น 378.60 ± 16.57% (ภาพท่ี 5) ในขณะท่ี สาร RRBE ความเข้มข้น 
0.01, 0.1 และ 1 µg/ml เพิ่มการสร้าง glutathione ภายในเซลล์ขึ้น 442.50 ± 20.45%, 
486.90 ± 20.37% และ 521.40 ± 18.13% ตามลำดับ (ภาพท่ี 5) ในการทดลองนี้ NAC 
ซึ่งเป็นสาร known antioxidant ไม่มีผลต่อปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione 
ภายใน HuH-7 cells ท่ีเกิดภาวะ oxidative stress  ดังภาพท่ี 5 
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ภาพที่ 5 ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione ภายใน HuH-7 cells ท่ีไม่ได้รับสารใด 
ๆ และ HuH-7 cells ท่ีได้รับสาร RRBE และ NAC ความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 1 µg/ml 
ก่อนจะถูกกระตุ้นให้เกิด oxidative stress โดยการเติมสาร H2O2 ความเข้มข้น 10 mM (* 
แทนความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p < 0.05 โดยใช้สถิติ one-way ANOVA) 
 
วิจารณ์ 
 ตัวอย่างข้าวเหนียวแดง และสาร RBBE ท่ีสกัดด้วยเอทานอล เป็นตัวอย่างและสาร
เดียวกับการทดลองก่อนหน้า [9] โดยมีการพิสูจน์และจำแนกอนุกรมวิธานในห้องปฏิบัติการ
ศูนย์เมล็ดพันธุ์ข้าวพะเยา จังหวัดพะเยา ซึ่งข้าวเหนียวแดงจัดอยู่ในวงศ์ Oryza สกุล 
Sativa เช่นเดียวกับข้าวขาว ชนิดข้าวเจ้าและข้าวเหนียวท่ัวไป [11]  

การศึกษาเพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านเบาหวานระหว่าง
พันธุ์ข้าวมีสีหลายชนิดพบว่าข้าวแดงออกฤทธิ์ได้ดีท่ีสุด [11] สอดคล้องกับผลการศึกษาก่อน
หน้าของกลุ่มวิจัยซึ่งพบว่าสาร RRBE ประกอบไปด้วยสารออกฤทธิ์ที่สำคัญได้แก่ phenolic 
ปริมาณ 51.9 ± 1.73 mg GAE/g, flavonoid ปริมาณ 22.94 ± 2.62 mg Catechin/g 
และ proanthocyanidins ปริมาณ 6.52 ± 0.90 mg Catechin/g (9) ซึ่งสารเหล่านี้มี
ประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ลดการสร้างสารอนูมูลอิสระ ROS และเพิ่มการสร้าง 
glutathione ในเซลล์ [12]  
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 จากผลการศึกษาพบว่าสาร RRBE ความเข้มข้น 0.01 และ 0.1 µg/ml สามารถลด
ปริมาณสารอนูมูลอิสระ ROS และเพิ่มปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione (ภาพท่ี 4 
และ 5) แต่ไม่เพิ่มอัตราการอยู่รอดของเซลล์ท่ีถูกทำให้เกิดภาวะ oxidative stress (ภาพท่ี 
3) ท้ังนี้อาจเป็นความเข้มข้นยังไม่เพียงพอท่ีจะปรับเปล่ียนระดับ ROS และ glutathione 
ในเซลล์ให้กลับมาสู่ภาวะสมดุลได้ นอกจากนั้นยังต้องศึกษาผลของ RRBE ต่อ โมเลกุลอื่น ๆ 
เช่นระดับของ malondialdehyde ซึ่งเป็นตัวบ่งช้ีการเกิด lipid peroxidase หรือ ระดับ
ของเอนไซม์ super oxide dismutase ซึ่งเป็น antioxidant enzyme ท่ีสำคัญอีกชนิด
หนึ่ง เพื่ออธิบายกลไกการออกฤทธิ์เพิ่มเติม เป็นท่ีน่าสนใจว่าสาร RRBE ความเข้มข้น 1 
µg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นสูงสุดท่ีใช้ในการทดลอง เพิ่มอัตราการอยู่รอดของเซลล์ (ภาพท่ี 
3) ประกอบกับความเข้มข้นนี้ไม่ส่งผลเป็นพิษต่อเซลล์ (ภาพท่ี 1) ดังนั้นสาร RRBE ความ
เข้มข้น 1 µg/ml จึงเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมและใช้ในการทดลองต่อไป 

สาร NAC ซึ่งเป็น known antioxidant ท่ีความเข้มข้นสูงสุด 1 µg/ml ลดปริมาณ
สารอนูมูลอิสระ ROS แต่ไม่ถเพิ่มปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione จึงส่งผลให้ไม่
สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ได้ ดังนั้นควรเพิ่มความเข้มข้นของ NAC ให้มากขึ้น 
หรือเพิ่มสารอื่นเช่น vitamin C, vitamin E และ coenzyme Q ซึ่งสามารถออกฤทธิ์เป็น 
positive control ท่ีเหมาะสมในการแปลผลการทดลอง 
 การศึกษานี้สอดคล้องกับผลการศึกษาของกลุ่มวิจัยก่อนหน้าท่ีพบว่า RRBE ไม่เป็น
พิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ, RAW 246.7 cells และยับยั้งกระบวนการ phosphorylation 
ต่อโปรตีน STING ส่งผลลดการอักเสบท่ีเกิดจากกระตุ้นด้วยสาร DMXAA แสดงให้เห็นด้วย
การลดลงของการแสดงออกของยีนไซโตไคน์หลายชนิด ได้แก่ IFN-α, IFN-γ, Mx1 , 
CXCL10, IRF3, IRF5, IRF7 และท่ีสำคัญคือ NO ซึ่งเป็นสารอนุมูลอิสระชนิดหนึ่งในเซลล์ 
[9] นอกจากนั้นแล้ว สาร RRBE ยังได้ถูกนำไปศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในหนูทดลองท่ีมี
ภาวะอ้วน พบว่า สาร RRBE ไม่เป็นพิษและไม่ส่งผลข้างเคียงใด ๆ ต่อหนู และออกฤทธิ์ลด
น้ำตาลในเลือดได้โดยต้านภาวะ insulin resistance ผ่านทางการกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีน INSR, IRS1, IRS2 และ GLUT4 [13] ในทำนองเดียวกันก็สามารถต้านกระบวนการ 
adipogenesis และ inflammation โดยลดการแสดงออกของ NF-κB p65 ซึ่ ง เป็น 
transcription factor ท่ีสำคัญในการสร้างไซโตไคน์หลายชนิดโดยเฉพาะชนิดท่ีทำให้เกิด
กระบวนการอักเสบได้แก่ MCP-1, TNF-α และ iNOS ซึ่ง iNOS เป็นเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง
การสร้างอนุมูลอิสระ NO เช่นกัน [14]  
 มีการรายงานว่า สารสกัดจากรำข้าวมีสีชนิดต่าง ๆ สามารถกระตุ้นการส่งสัญญาณ
ภายในเซลล์ ได้แก่ Sirt1, NF-κB, Nrf-2 และ HO-1 pathways (15-18) ซึ่ง pathway 
ท้ังหมดนี้เกี่ยวข้องกับกระบวนการอยู่รอดของเซลล์ โดยลดปริมาณอนุมูลอิสระ ROS และ
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เพิ่มปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione ผ่านการควบคุม transcription factor ท่ี
เกี่ยวข้องการกับการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้อง ดังนั้นกลไกการออกฤทธิ์ของสาร RRBE 
โดยผ่าน pathway เหล่านี้จึงควรมีการศึกษาต่อไป 
      การศึกษานี้เป็นการศึกษาท่ีให้ข้อมูลทางวิทยาศาสตร์เบื้องต้น ต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม
หากต้องการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ส่งเสริมสุขภาพเพื่อการจำหน่าย เช่น ทำการทดลองใน
สัตว์ทดลอง และทำการทดลองในกลุ่มผู้ป่วยเพื่อยืนยันผล อีกท้ังยังต้องยังต้องคำนึงถึง
ต้นทุนการผลิต, ราคา, ตลาด, กลุ่มลูกค้า ตลอดจนปัจจัยอื่น ๆ ท่ีมีผลต่อความคุ้มทุน 
  
สรุป 

สาร RRBE มีฤทธิ์ต้านภาวะ oxidative stress ในเซลล์มะเร็งตับ Huh-7 เพิ่มอัตรา
การอยู่รอดของเซลล์ โดยลดปริมาณสารอนุมูล ROS และเพิ่มปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 
glutathione ภายในเซลล์ ท่ีสุด สอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้าของกลุ่มวิจัยท่ีพบว่า
สาร RRBE ประกอบไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด การศึกษานี้ให้ข้อมูลทาง
วิทยาศาสตร์เบื้องต้น สนับสนุนการต่อยอดพัฒนาสารสกัดจากรำข้าวเหนียวแดงให้
กลายเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีมีส่วนในการรักษาโรค 
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