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บทคัดย่อ
พืชตระกูล Allium (หอมหัวใหญ่และกระเทียม) เป็นพืชท่ีใช้ประกอบอาหารและเป็นพืชสมุนไพรทางการแพทย์ท่ีมีฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาหลายอย่าง ไซโคลอัลลิอินเป็นสารประกอบหลักในกลุ่มออร์แกโนซัลเฟอร์ที่พบในพืชตระกูล Allium ที่มีฤทธิ์ในการ

ช่วยลดระดบัไขมนัในเลอืดและลดความอ้วน แต่ยงัไม่มกีารศกึษาถงึกลไกการเกดิฤทธิด์งักล่าว เมือ่กระบวนการสลายไขมนัของ

เซลล์ไขมันมีบทบาทส�าคัญเกี่ยวข้องกับการควบคุมเมแทบอลิซึมของน�้าตาลและไขมัน และความผิดปกติของเมแทบอลิซึมของ

สารเหล่านี้ สามารถสร้างอนุมูลอิสระและน�ามาซึ่งภาวะไขมันในเลือดสูงและโรคเบาหวาน การศึกษาในหลอดทดลองครั้งนี้จึงมุ่ง

ศกึษาผลของสารไซโคลอลัลอินิต่อการสลายไขมนัในเซลล์ไขมนัของหนูขาวและฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ เซลล์ไขมนัของหนสูองกลุ่ม 

(กลุม่ทีไ่ด้รบัอาหารปกต ิ(normal pellet diet; NPD) และกลุ่มทีไ่ด้รบัอาหารไขมนัสงู (high fat diet; HFD)) ถกูทดสอบกบัไซโคล

อัลลิอินในสภาวะเซลล์ปกติ หรือในสภาวะที่เติม isoprenaline (0.1 µM; ISO-induced lipolysis) พบว่าที่สภาวะ ISO-induced 

lipolysis ในเซลล์ไขมันที่ได้จากหนูขาวกลุ่ม NPD ไซโคลอัลลิอินที่ 1, 10 และ 100 µM มีฤทธิ์ยับยั้งการสลายไขมันได้ โดยมี

ระดับความเข้มข้นของ FFAs เท่ากับ 581.47 ± 67.79, 575.3 ± 28.95 และ 555.77 ± 45.53 µM/mL PCV/h ตามล�าดับ ระดับ

การสลายไขมันมีค่าต�่ากว่ากลุ่มควบคุม (651.03 ± 31.98 µM/mL PCV/h) อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.05; n=5) อย่างไร

ก็ตามไซโคลอัลลิอินไม่มีผลต่อการสลายไขมันในเซลล์ไขมันที่ได้จากหนูขาวกลุ่ม HFD อีกทั้งไซโคลอัลลิอินไม่มีผลต่อการสลาย

ไขมันทีส่ภาวะปกตทิัง้ในเซลล์ไขมนัทีไ่ด้จากหนขูาวกลุม่ NPD และ HFD ในการทดสอบฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของไซโคลอัลลอิิน 

ทดสอบด้วยวิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay และ anti-autooxidation assay พบว่าไซโคลอัลลิอินมีฤทธิ์ต�่าใน

การเข้าจับอนุมูล DPPH ในการทดสอบ anti-autooxidation assay ที่เวลา 48 ชั่วโมงของการท�าปฏิกิริยา ไซโคลอัลลิอินที่ 10, 

30 และ 100 µM สามารถต้าน autooxidation ของกรดไขมัน linoleic ได้ แต่หลัง 72 ชั่วโมงของการท�าปฏิกิริยาพบฤทธิ์นี้เฉพาะ

ที่ความเข้มข้น 100 µM ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าไซโคลอัลลิอินสามารถยับยั้งการสลายไขมันในเซลล์ไขมันจากหนูขาวกลุ่ม NPD

ทีส่ภาวะ ISO-induced lipolysis และมฤีทธิต้์านลปิิดเปอร์ออกซเิดชัน่ ซึง่ผลนีอ้าจจะเกีย่วข้องกบัฤทธิล์ดระดบัไขมนัและน�า้ตาล

ในเลือดของไซโคลอัลลิอิน

ค�ำส�ำคัญ: ไซโคลอัลลิอิน การสลายไขมัน เซลล์ไขมันของหนูขาว ลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่น 
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Abstract
Allium species (garlic and onion) are edible plants that are also used as herbal medicines. These plants have been 

found to possess various pharmacological activities. Cycloalliin is one of the major organosulfur compounds found in 

Allium species. The hypolipidemic and anti-obesity effects of cycloalliin were reported previously. However, its actual 

mechanism of action has not been established. Adipocyte lipolysis plays an important role in the regulation of lipid 

and glucose metabolism.Abnormal conditions of these metabolism can produce reactive oxygen species and usually 

lead to hyperlipidemia and diabetes. The present study aimed to investigate the in vitro effects of cycloalliin on rat 

adipocyte lipolysis and antioxidant activity. Adipocyte suspensions of two groups of rat (normal pellet diet (NPD)-fed 

rat and high fat diet (HFD)-fed rat) were treated with cycloalliin in the absence (basal lipolysis) or the presence of 

isoprenaline (0.1 µM; ISO-induced lipolysis). Cycloalliin at concentrations of 1, 10 and 100 µM inhibited ISO-induced 

lipolysis in adipocytes derived from NPD-fed rats with free fatty acid concentrations of 581.47±67.79, 575.30±28.95 

and 555.77±45.53 µM/mL packed cell volume/h, respectively. These results showed significantly lower levels than the 

control (651.03+31.98 µM/mL packed cell volume/h) (p<0.05; n=5). However, no significant difference was found when 

cycloalliin was tested on adipocytes derived from HFD-fed rats. Cycloalliin did not produce a significant effect on basal 

lipolysis in adipocytes derived from both NPD-fed rats and HFD-fed rats. In terms of antioxidant activity of cycloalliin, 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay and anti-autooxidation assay were applied. Cycloalliin showed low  

capability on DPPH scavenging. In anti-autooxidation assay, 48 h incubation of cycloalliin at concentrations of 10, 30 

and 100 µM inhibited significantly autooxidation of linoleic acid, but after 72 h incubation, only at the 100 µM  

demonstrated this effect. In conclusion, cycloalliin significantly inhibits ISO-induced lipolysis in adipocytes derived from 

NPD-fed rats, and shows anti-lipid peroxidation activity. These may suggest that effects of cycloalliin could be related 

to hypolipidemia and hypoglycemia.

Keywords : cycloalliin, lipolysis, rat adipocyte, lipid peroxidation

บทน�ำ
White adipose tissue (WAT) ซ่ึงเป็นเน้ือเย่ือสีขาวภายใน

ประกอบด้วย white adipocytes สามารถพบได้ในบริเวณเยื่อ

บุช่องท้องและในอวัยวะภายใน มีบทบาทส�าคัญต่อ lipid 

metabolism, glucose metabolism และ endocrine functions 

(Avram et al., 2005) ส�าหรับ lipid metabolism นั้น WAT ซึ่ง

เป็นแหล่งพลังงานท่ีส�าคัญ การควบคุมเมแทบอลิซึมของไข

มันในเซลล์ไขมัน ได้แก่ FFAs uptake, lipogenesis และ 

lipolysis เมื่อรับประทานอาหารท่ีมีไขมันเข้าไปร่างกายจะมี

กระบวนการย่อยไขมันเหล่าน้ีในล�าไส้และดูดซึมเข้าสู่กระแส

เลือด ซึ่งร่างกายจะน�าไขมัน cholesterol และ triglyceride 

(TG) เข้าสู่กระแสเลอืด โดยอาศยัโปรตนี (lipoproteins) ในเลอืด 

ช่วยล�าเลียง ซึ่งแบ่งออกเป็น 4 ชนิด คือ very low density 

lipoproteins (VLDL), low density lipoproteins (LDL), high-

density lipoproteins (HDL) และ total cholesterol การก�าจัด 

LDL ออกจากกระแสเลือดผ่านทาง LDL receptor ร่างกายจะ

เก็บสะสมไขมันในรูป triglyceride (TG) ในเซลล์ไขมัน  

(adipocytes) โดยเฉพาะอย่างยิง่ที ่WAT เมือ่ร่างกายต้องการ

พลังงานจะเกิดกระบวนการสลายไขมัน (lipolysis) โดยอาศัย

เอนไซม์ hormone sensitive lipase (HSL) และปฏิกิริยา 

hydrolysis ได้เป็น free fatty acids (FFAs) และ glycerol 

(Zechner et al., 2009; Zimmermann et al., 2009) ซึ่งพบ

ว่าในคนท่ีมีภาวะอ้วนสามารถเกิดการเก็บสะสมไขมันในรูป 

TG ได้มากกว่าคนปกติ (Avram et al., 2005; Goossens, 

2008) อีกทั้งยังเกิด perilipin expression ลดลง จึงส่งผลให้

ร่างกายเกิดกระบวนการ lipolysis เพิ่มขึ้น (Wang et al., 

2003; Wang et al., 2011) น�าไปสู่ความผิดปกติของระดับไข

มันในเลือด (dyslipidemia) และเกิดภาวะ metabolic  

syndrome (Wajchenberg, 2000; Langin, 2006) ใน

กระบวนการ glucose metabolism เนื้อเยื่อไขมันท�างานร่วม

กนักบักล้ามเนือ้หวัใจและกล้ามเนือ้ลาย เพือ่ควบคมุ GLUT-4 

ที่ท�าหน้าที่ขนส่ง glucose จากกระแสเลือดไปเก็บสะสมไว้

ภายในเซลล์ซึ่ง glucose ถูกน�าไปใช้เป็นสารตั้งต้นใน

กระบวนการ de novo FFAs และ glycerol synthesis  

(lipogenesis) ผ่านทาง glycolytic pathway (Wajchenberg, 

2000) และกระบวนการ lipolysis ของ TG ใน adipocytes ที่
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เพิม่ขึน้จะท�าให้ระดบั FFAs ในกระแสเลือดเพิม่ขึน้ ซึง่มผีลต่อ

อัตราการสร้าง glucose จาก glycerol, lactate และ amino 

acids (gluconeogenesis) และมีผลต่อ hepatic clearance 

ของ insulin ซึ่งส่งผลให้ระดับน�้าตาลในเลือดเพิ่มขึ้น (hyper-

glycemia) ท�าให้เกิด insulin resistance ตามมาได้ (Goos-

sens, 2008) ขณะที ่endocrine function เซลล์ไขมนัเป็นแหล่ง

สร้างสารพวก peptides ที่มีความส�าคัญต่อ adipose tissue, 

endocrine, paracrine และ autocrine signals (Kim and 

Moustaid-Moussa, 2000; Poulos et al., 2010) ดังนั้น

กระบวนการ lipolysis จึงมีความส�าคัญอย่างมากต่อการ

ควบคุมระดับไขมันและน�้าตาลในร่างกาย

 อนมูุลอสิระ (free radicals) คอื อะตอม โมเลกลุ หรอื

สารประกอบที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยว (unpaired electron) ตั้งแต่ 

1 อเิลก็ตรอนขึน้ไปอยูใ่นวงออร์บทิลัวงนอกสดุ (outer orbital) 

ท�าให้ไม่เสถียรและเป็นสารที่สามารถเข้าท�าปฏิกิริยาได้อย่าง

ว่องไวกับอะตอมหรือโมเลกุลของสารอื่นๆ รวมถึงสารภายใน

ร่างกาย (macromolecule) เช่น โปรตีน ไขมัน และ DNA 

เป็นต้น ลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่น (lipid peroxidation) เป็น 

กระบวนการออกซเิดชัน่ของกรดไขมนัโดยอนมุลูอสิระ มักเกดิ

กบัไขมันชนดิไม่อิม่ตัวและสามารถเกดิขึน้ได้เองในบรรยากาศ 

(autooxidation) แบ่งขั้นตอนของปฏิกิริยาเป็น 3 ขั้นตอน คือ 

ขั้นเริ่มต้น (initiation) ขั้นถ่ายทอด (propagation) และขั้นสิ้น

สดุ (termination) กระบวนการนีส้ามารถเกดิเป็นกระบวนการ

ลกูโซ่หากไม่มีการหยดุปฏกิริยิา (Adly, 2010) ท�าให้เกดิอนมุลู

อิสระขึ้นได้อย่างมากมาย (oxidative stress) อนุมูลอิสระมี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคเบา

หวาน โรคระบบหัวใจและหลอดเลือด ภาวะหลอดเลือดแดง

แข็ง โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ เป็นต้น (Adly, 2010) ในภาวะ 

oxidative stress โดยเฉพาะเมื่อน�ามาซึ่งกระบวนการลิปิด

เปอร์ออกซิเดชั่น พบว่ามีความเกี่ยวข้องอย่างยิ่งกับภาวะไข

มันในเลอืดสงูและโรคเบาหวาน (Yang et al., 2008; Arora et 

al., 2013) 

 ในปัจจุบันการใช้สมุนไพรและอาหารสุขภาพจัด

เป็นการแพทย์ทางเลือกในการรักษาโรค รวมถึงป้องกันผล

แทรกซ้อนที่เกี่ยวข้องกับโรคทาง metabolic syndrome หอม

หัวใหญ่และกระเทียม (พืชตระกลู Allium) พืชสมนุไพรในครัว

เรือนที่นิยมน�ามาใช้ประกอบอาหาร มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่

หลากหลาย เช่น ลดระดบัไขมนัและน�า้ตาลในเลอืด (Ozougwu, 

2011; Zeng et al., 2017) ต้านออกซิเดชัน (Meriga et al., 

2012) และลดความอ้วน (Yoshinari et al., 2012) เป็นต้น  

ไซโคลอัลลิอินเป็นสารในกลุ่ม organosulfur ที่พบในหอมหัว

ใหญ่และกระเทียม (Ueda et al., 1994; Allison et al., 2006) 

มีฤทธิ์เพิ่มการสลายลิ่มเลือดในผู้ป่วย angina pectoris หรือ 

old myocardial infarction (Agarwal et al., 1977) ลดการหลัง่ 

apoB100 และลดระดับ TG ในเลือดของหนู (Yanagita et al., 

2003) ช่วยเหน่ียวน�าการท�างานของเอนไซม์ quinone reductase 

(Xiao and Parkin, 2002) ซึ่งจัดเป็นเอนไซม์ใน phase II 

metabolism ที่มีบทบาทในการช่วยก�าจัดของเสียออกจาก

ร่างกาย (detoxification) ช่วยให้สารต้านออกซิเดชันที่อยู่ใน

ร่างกายท�างานได้ดีขึ้น (Hedges and Lister, 2007)

 จากข้อมูลข้างต้นพบว่าไซโคลอัลลิอินมีผลต่อระดับ

ไขมันในร่างกาย แต่ในปัจจุบันไม่พบข้อมูลเกี่ยวกับกลไกการ

ออกฤทธิข์องสารนีท้ีมี่ผลต่อกระบวนการใดทีท่�าให้สามารถลด

ระดับไขมนัในเลอืด การศกึษานีจ้งึสนใจศกึษาฤทธิข์องไซโคล

อัลลิอินต่อการสลายไขมันในเซลล์ไขมันจากหนูขาว โดยแบ่ง

หนูเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ได้รับอาหารปกติ (normal pellet 

diet; NPD) และกลุม่ทีไ่ด้อาหารไขมนัสูง (high fat diet; HFD) 

โดยแต่ละกลุ่มจะแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 สภาวะ คือ ใน

สภาวะเซลล์ปกตแิละในสภาวะท่ีเซลล์ถกูเหนีย่วน�าให้เกดิการ

สลายไขมัน อีกท้ังในการศึกษาครั้งนี้ยังได้ทดสอบฤทธิ์ต้าน

อนมุลูอสิระและต้านลปิิดเปอร์ออกซเิดชัน่ (lipid peroxidation) 

โดยทดสอบในหลอดทดลอง (in vitro) ด้วย 2 วิธีการ คือ 1) 

การทดสอบความสามารถในการเข้าจับและยับย้ังอนุมูลอิสระ

ท่ีเสถียร DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 

scavenging capacity assay; DPPH radical scavenging 

assay) และ 2) การทดสอบความสามารถในการต้านปฏกิริยิา

ออกซิเดชันที่เกิดขึ้นเองของกรดไขมัน linoleic (anti-autoox-

idation assay of linoleic acid) ผลจากการศึกษานี้จะช่วย

อธิบายฤทธิ์ของไซโคลอัลลิอินท่ีมีผลต่อไขมัน และจะเป็น

ข้อมลูยนืยนัฤทธิท์างเภสชัวทิยาของสารนีท้ีส่ามารถน�ามาเป็น

ข้อมูลเบื้องต้นส�าหรับพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพหรือ

ประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ในทางคลินิกต่อไป 

วัสดุอุปกรณ์ และวิธีกำรศึกษำ
 สำรเคมี

 (1S,3R,5S)-5-methyl-1,4-thiazane-3-carboxylic 

acid 1-oxide (cycloalliin; C
6
H

11
NO

3
S; Wako chemical, 

Japan), isoprenaline (Sigma, USA), collagenase type II 

(Sigma, USA), non-esterified fatty acid assay kit (Wako 

chemical, Japan), bovine serum albumin; BSA (Sigma, 

USA), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH; C
18
H 

12
N

5
O

6
) 

(Sigma, USA), ascorbic acid (C
6
H

8
O

6
) (Carlo Erba Rea-

gent, Italy), linoleic free fatty acid (C
18
H

32
O

2
) (Sigma, 

USA), butylated hydroxytoluene (C
15
H

24
O) (Fluka, Swit-
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zerland), ammonium thiocyanate (NH
4
SCN) (Carlo Erba 

Reagent, Italy), ferrous chloride (FeCl
2
.4H

2
O) (Aldrich, 

USA) สารเคมีทัง้หมดทีใ่ช้ในการทดลองเป็นสารเคมมีาตรฐาน

จากบริษัท

วิธีกำรศึกษำ
 1.  กำรทดสอบฤทธิต่์อกำรสลำยไขมนั (Pulbutr 

et al., 2011; อธิกา จารโุชตกิมลและคณะ, 2556) รายละเอยีด

การเตรียมการและการทดสอบดังนี้

  สัตว์ทดลอง

  หนขูาวสายพันธุ ์Wistar เพศผู ้น�า้หนกั 150-200 

g จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัด

นครปฐม เลี้ยงในห้องเลี้ยงสัตว์ทดลองโดยมีระยะเวลาการให้

แสงสว่าง 12 ชั่วโมง (06.00 น.-18.00 น.) และมืด 12 ชั่วโมง 

(18.00 น.- 06.00 น.) ภายใต้ห้องควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น 

และเสียง วิธีการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับสัตว์ทดลองได้ผ่านการ

ยื่นขออนุมัติการท�างานวิจัยในสัตว์ทดลองจากคณะกรรมการ

จรยิธรรมการท�าวิจยัในสตัว์ทดลอง มหาวทิยาลยัมหาสารคาม 

ก่อนด�าเนินการทดลอง (หมายเลข 0016/2554) 

  หนูถูกแบ่งเป็น 2 กลุ่ม (กลุ่มละ 8 ตัว) คือกลุ่ม

เลี้ยงด้วยอาหารสัตว์ทดลองชนิดปกติ (normal pellet diet; 

NPD) ใช้อาหารสตัว์ทดลองชนดิฟันแทะสตูร 082 (ส�าหรบัหนู

ขาว; บริษัท C.P.ประเทศไทย) จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 

มหาวทิยาลยัมหดิล และกลุม่เลีย้งด้วยอาหารสัตว์ทดลองชนดิ

ที่มีไขมันสูง (high fat diet; HFD) ใช้สูตรอาหารสัตว์ทดลองที่

มีไขมันสูงตามการศึกษาของ อธิกา จารุโชติกมลและคณะ 

(2556) โดยในสัปดาห์แรกเลี้ยงหนูด้วยอาหารปกติเพื่อปรับ

สภาพหนูก่อน จากนั้นจึงเปลี่ยนเป็นอาหารส�าหรับแต่ละกลุ่ม

ทดลอง ซึ่งหนูจะได้รับอาหารและน�้าเพียงพอตามความ

ต้องการ (ad libitum) ท�าการชั่งน�้าหนักของหนูขาวเมื่อเริ่ม

ท�าการทดลอง และจดบันทึกข้อมูลน�้าหนักตัวของหนูขาว

แต่ละตวัทกุสปัดาห์หลังเริม่ท�าการทดลองนาน 3 สปัดาห์ (วนั

ที่ 28) เปรียบเทียบน�้าหนักของหนูกลุ่ม NPD และ HFD ที่

เวลาเลี้ยงต่างๆ

  กำรเตรียม adipocyte suspension 

  วันที่ 28 น�าหนูมาเพื่อเตรียม epididymal fat 

pads จากหนูขาวทั้งกลุ่ม NPD และ HFD โดยน�าหนูมาชั่งน�้า

หนักก่อนท�าการทดลอง จากน้ันท�าให้ตายอย่างสงบโดยการ

ดึงคอ น�าเอา epididymal fat pads บริเวณใกล้กับอัณฑะของ

หนูขาวจ�านวน 1 คู ่/ตัว มาชั่งน�้าหนัก (ค�านวณน�้าหนัก 

epididymal fat pads/น�า้หนกัตวัหนขูาว) เปรยีบเทยีบน�า้หนกั 

epididymal fat pads ของหนูกลุ่ม NPD และ HFD

ตดัแยกเอาเส้นเลอืดและ epididymal tissue ออก จากนัน้ล้าง

ด้วย Hanks/BSA buffer solution อีกครั้ง ท�าการตัด epididy-

mal fat pads ให้เป็นชิ้นเล็กๆ จนกว่าจะไม่มีเนื้อเยื่อชิ้นใหญ่

ปรากฏอยู่ เพื่อให้เนื้อเย่ือขนาดประมาณ 0.5-1 mm2 ย่อย

เนื้อเยื่อด้วย collagenase enzyme (type II) in Hanks/BSA 

buffer solution ความเข้มข้น 0.5 mg/ml ปริมาตร 10 ml โดย

เขย่าใน water bath ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 7-10 นาที จนได้

ส่วนผสมทีมี่ลกัษณะคล้ายน�า้นม น�าส่วนผสมท่ีได้มากรองด้วย

ผ้าก๊อซ 2-3 ชั้น เพื่อแยกเนื้อเยื่อที่มีชิ้นใหญ่ออกจากเซลล์ไข

มัน ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น 5 นาที และดูดเอาชั้นของ adipocytes 

ออกมาเติม Hanks/BSA buffer solution ปริมาตร 40 ml เพื่อ

ล้าง collagenase ออก และเตรียม adipocytes suspension 

ด้วย Hanks/BSA solution ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) 

  กำรทดสอบ adipocyte suspension กบัสำร

เพื่อศึกษำฤทธิ์ต่อกำรสลำยไขมัน

  น�าไซโคลอลัลอินิเติมลงใน adipocytes suspen-

sion (ที่ได้จากทั้งกลุ่ม NPD หรือ HFD) ปริมาตร 800 µl 

ทดสอบในสภาวะที่มีและไม่มี 0.1 µM isoprenaline (ISO) 

ปริมาตรของปฏิกิริยารวมสุทธิเท่ากับ 1,000 µl บ่มใน water 

bath ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 1 ชั่วโมง ท�าการเก็บ sample 

media ชั้นใสที่อยู่ส่วนล่างจากแต่ละหลอดทดลองไปใส่ใน

หลอดทดลองใหม่ และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือรอการ

วิเคราะห์หาระดับกรดไขมันอิสระต่อไป

  การวิเคราะห์หาระดับกรดไขมันอิสระ (Free 

fatty acids; FFAs) ใช้ non-esterified free fatty acid kit 

(Wako chemicals, Japan) และวัดการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยน

ไปโดยใช้ microplate reader ที่ความยาวคลื่น 550 nm การ

ค�านวณระดับ FFAs ในสารละลายตัวอย่าง โดยใช้สูตร :

FFAs concentration in sample (µM) = 

FFAs standard conc. (µM) x Sample absorbance

 Standard absorbance

 (ค่า FFAs concentration in sample ที่ค�านวณได้ 

จะน�ามาคูณกับ dilution factor และเทียบเป็น 1 ml ของ 

packed cell volume ซึ่งจะเป็นระดับ FFAs ที่แท้จริง (µM/ml 

packed cell volume/h)) 

 เปรยีบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุม่เมือ่ได้รับไซ

โคลอัลลิอินที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน

 2.  กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ

  2.1 DPPH assay (Pulbutr et al., 2014)

   น�าสารละลาย 63.4 µM DPPH 180 µL มา
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เตมิไซโคลอลัลอินิ 20 µL วดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

515 nm โดยใช้เครื่อง microplate reader ซึ่งค่าการดูดกลืน

แสงทีว่ดัได้จะแปรผนัตรงกบัปรมิาณสาร DPPH ทีย่งัคงเหลอื

อยู่ รายงานผลเป็นร้อยละความสามารถในการเข้าจับและ

ยับยั้งอนุมูลอิสระที่เสถียร DPPH (% inhibition of DPPH 

ค�านวณได้ตามสูตร#), ร้อยละความสามารถในการเข้าจับและ

ยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีเสถียร DPPH ได้สูงสุด (maximum re-

sponse; R
max

) และความเข้มข้นของสารที่สามารถเข้าจับและ

ยับยั้งอนุมูลอิสระที่เสถียร DPPH ได้ร้อยละ 50 (IC
50
) เปรียบ

เทียบผลที่ได้กับ ascorbic acid

  2.2 Anti-autooxidation assay (อธิกา จารุ

โชติกมลและคณะ, 2554) น�า 2.51 % linoleic acid 4.7 mL 

เติมไซโคลอัลลิอิน 50 µL จากน้ันน�ามา aliquot ใส่ใน mi-

crofuge tube ส�าหรับการทดสอบ 7 วัน โดยใส่ใน water bath 

ที่อุณหภูมิ 40° C และทุก 24 ชั่วโมงจะน�าสารละลายออกมา

เพื่อวัดระดับ lipid hydroperoxide (LOOH) ที่เกิดขึ้นโดยการ

ทดสอบ ferric thiocyanate โดยน�าสารละลายมา 50 µL เติม 

75% ethanol 2.35 mL, 30% ammonium thiocyanate 50 

µL, และ 20 mM ferrous chloride 50 µL จากนัน้ทิง้ไว้ 3 นาที 

น�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อน iron 

thiocyanate (FeSCN2+ complex) ด้วยเครื่อง spectropho-

tometer ที่ความยาวคลื่น 486 nm ค่าการดูดกลืนแสงจะ

แปรผันตรงกับปริมาณ LOOH ซึ่งเป็นprimary product จาก

กระบวนการลปิิดเปอร์ออกซเิดชัน่ทีเ่กดิขึน้ น�าค่าการดดูกลนื

แสงที่วัดได้มาค�านวณร้อยละการต้านการเกิด autooxidation 

(% inhibition of autooxidation) ตามสูตร# เปรียบเทียบความ

แตกต่างระหว่างกลุ่มเมื่อได้รับไซโคลอัลลิอินที่ความเข้มข้น

แตกต่างกัน และเปรียบเทียบผลกับ butylated hydroxytolu-

ene (BHT) 

# สูตรค�ำนวณ % inhibition = (A
Control

 - A
Sample

)×100

 A
Control

 (เมื่อ A
Control 

และ A
Sample

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ

กลุ่มควบคุม และสารละลายตัวอย่าง (cycloalliin หรือ สาร

มาตรฐาน) ตามล�าดับ)

สถิติที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ข้อมูล
 ข้อมลูน�าเสนอด้วยค่า mean ± S.D. และใช้โปรแกรม 

Graph Pad Prism ver. 6 ในการค�านวณหาค่า IC
50
 การเปรียบ

เทียบค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่ม ด�าเนินการดังต่อไปนี้ จะใช้สถิติ 

Independent-samples Student’s t-test ส�าหรับวิเคราะห์

ความแตกต่างระหว่างกลุ่ม NPD และ HFD ในเรื่องน�้าหนัก

ตัวของหนูขาว และน�้าหนักของ epididymal fat pads และจะ

ใช้สถิติ one-way ANOVA, LSD post-hoc test ส�าหรับ

วเิคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุม่เมือ่ได้รบัสารทดสอบแตก

ต่างกนั ในการทดสอบฤทธิข์องสารต่อการสลายไขมนั และการ

ทดสอบฤทธิ์ของสารในการต้านอนุมูลอิสระ 

ผลกำรศึกษำ
 1.  ผลกำรทดสอบฤทธิ์ต่อกำรสลำยไขมัน

  1.1 ผลของอาหารต่อน�้าหนักตัวของหนูขาว 

และน�า้หนกั epididymal fat pads หนขูาว 2 กลุม่ คอื กลุม่หนู

ทีไ่ด้รบัอาหารปกต ิ(NPD) และกลุม่หนูทีไ่ด้รบัอาหารไขมนัสงู 

(HFD) มีน�้าหนักตัวเฉลี่ยแรกรับ (วันที่ 0) เท่ากับ 137.50 + 

4.33 g และ 142.50 + 4.33 g ตามล�าดับ น�าหนูทั้งสองกลุ่ม

มาเลี้ยงเพื่อปรับสภาพ 1 สัปดาห์ก่อนท�าการทดลอง จากนั้น

ท�าการชั่งน�้าหนักของหนูในวันที่ 7 พบว่าน�้าหนักหนูขาวทั้ง

สองกลุ่มไม่แตกต่างกัน ตั้งแต่วันที่ 7 ได้เริ่มให้อาหารที่แตก

ต่างกัน พบว่าน�้าหนักหนูขาวเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเล้ียง

โดยในกลุ่ม NPD และกลุ่ม HFD มีน�้าหนักไม่แตกต่างกันทั้ง

ในสัปดาห์ที่ 2 และ 3 (วันที่ 14 และ 21) หลังจากที่เลี้ยงด้วย

อาหารแตกต่างกนั 3 สัปดาห์ (วนัที ่28) พบว่าน�า้หนกัหนขูาว

กลุ่ม NPD และ HFD เพิ่มขึ้น โดยมีน�้าหนักหนูกลุ่ม HFD 

(346.25 ± 17.28 g) มากกว่ากลุ่ม NPD (311.25 ± 20.27 g) 

(p<0.01) (ดัง Figure1) 

   เมื่อตัดแยก epididymal fat pads ของหนู

ออกมาและชั่งน�้าหนักพบว่า หนูกลุ่ม HFD มีน�้าหนักของ 

epididymal fat pads มากกว่ากลุ่ม NPD (p<0.01) ดัง Table 1

  1.2 ผลของไซโคลอลัลอินิต่อการสลายไขมนัใน

เซลล์ไขมันจากหนูขาว 

   โดยท�าการศกึษาในเซลล์ไขมนัจากหนขูาว 

2 กลุม่ คอื กลุม่ NPD และ HFD ทีส่ภาวะปกติ basal lipolysis 

และสภาวะ ISO-induced lipolysis ซึ่งผลการสลายตัวของไข

มันที่เกิดขึ้นจะแปรผันตรงกับระดับ FFAs ใน sample media 

นั้น
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Figure 1    Body weight of Normal Pellet Diet (NPD)-fed rats and High Fat Diet (HFD)-fed rats for 0, 7, 14, 
1, and 8 days. Each value represent the mean ± SD (n=8). # p<0.01, mean value was significantly different 
from NPD-fed group at the same period. 
  
Table 1 Epididymal fat pads weight of NPD-fed rats and HFD-fed rats at day 8                                                               

Group 
Weight of Epididymal fat pads (g) 

(mean ± S.D.; n=8) 
Weight Relative weight / 100 g body weight 

Normal Pellet Diet (NPD)-fed rats 4.0 ± 0.81 1.35 ± 0.6 
High Fat Diet (HFD)-fed rats 8.53 ± 1.5# .46 ± 0.39# 

  Each value represent the mean ± SD (n=8).   # p<0.01   mean value was significantly different from NPD-fed group   
 
 
1.2.1. ท่ีสภาวะ basal lipolysis (ดงั Figure ) 

กลุ่มควบคุม (ไม่มีไซโคลอลัลิอิน) หนูกลุ่ม 
NPD มีระดับ FFAs เท่ากับ 37.3 ± 47.08 μM/ml 
packed cell volume/h ไซโคลอลัลิอินที่ความเข้มข้น 
0.01 ถงึ 100 μM พบวา่มรีะดบั ไมม่คีวามแตกต่างทาง
สถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคุม  
กลุม่ควบคุมของหนูกลุม่ HFD มรีะดบั FFAs เทา่กบั 
330.8 ± 13.06 μM/ml packed cell volume/h  ซึง่
ระดบั FFAs น้ีไมแ่ตกต่างจากหนูกลุม่ NPD ทีส่ภาวะ
เดยีวกนั และเมื่อเตมิสารไซโคลอลัลอินิทีค่วามเขม้ขน้ 
0.01 ถงึ 100 μM พบวา่ระดบัของ FFAs ไมแ่ตกต่าง
จากกลุม่ควบคุม 
 
1.2.2. ท่ีสภาวะ isoprenaline (ISO)-induced 
lipolysis (ดงั Figure 3) 

 สําหรับเซลล์ไขมันของหนูกลุ่ม NPD นั ้น
พบวา่ 0.1 μM isoprenaline (ISO) สามารถกระตุน้การ
สลายไขมนัไดโ้ดยทําใหร้ะดบั FFAs (651.03 ± 31.98 
μM/ ml packed cell volume/ h)  เ พิ่ ม ขึ้ น อ ย่ า ง มี
นัยสําคญัทางสถิติ (p<0.01) เมื่อเปรยีบเทียบกบัหนู 
NPD ในสภาวะ basal lipolysis และเช่นกันกับเซลล์
ไขมันของหนูกลุ่ม HFD พบว่า Isoprenaline ทําให้
ร ะ ดับ  FFAs ( 587. 1 ± 93. 14 μM/ml packed cell 
volume/h) เพิม่ขึน้อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.01) 
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัหนู HFD ในสภาวะ basal lipolysis 
แต่ไม่แตกต่างจากหนูกลุ่ม NPD ในสภาวะ ISO-
induced lipolysis 

ในสภาวะ ISO-induced lipolysis เซลลไ์ขมนั
จากหนูกลุม่ NPD ไซโคลอลัลอินิที ่1, 10 และ 100 μM  
มรีะดบั FFAs (581.47 ± 67.79, 575.30 ± 8.95  และ 
555. 77 ± 45. 53 μM/ ml packed cell volume/ h  

Figure 1  Body weight of Normal Pellet Diet (NPD)-fed rats and High Fat Diet (HFD)-fed rats for 0, 7, 14, 21, and 

28 days. Each value represent the mean ± SD (n=8). # p<0.01, mean value was significantly different from 

NPD-fed group at the same period.

 

Table 1 Epididymal fat pads weight of NPD-fed rats and HFD-fed rats at day 28                

Group

Weight of Epididymal fat pads (g)

(mean ± S.D.; n=8)

Weight Relative weight / 100 g body weight

Normal Pellet Diet (NPD)-fed rats 4.20 ± 0.81 1.35 ± 0.26

High Fat Diet (HFD)-fed rats 8.53 ± 1.52# 2.46 ± 0.39#

 Each value represent the mean ± SD (n=8). # p<0.01 mean value was significantly different from NPD-fed group 

   1.2.1 ที่สภำวะ basal lipolysis (ดัง 

Figure 2)

     กลุ่มควบคุม (ไม่มีไซโคลอัลลิอิน) 

หนูกลุ่ม NPD มีระดับ FFAs เท่ากับ 327.23 ± 47.08 µM/ml 

packed cell volume/h ไซโคลอัลลิอินที่ความเข้มข้น 0.01 ถึง 

100 µM พบว่ามรีะดบั ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติเิมือ่เปรยีบ

เทียบกับกลุ่มควบคุม 

     กลุ่มควบคุมของหนูกลุ่ม HFD มี

ระดับ FFAs เท่ากับ 330.82 ± 13.06 µM/ml packed cell 

volume/h ซึ่งระดับ FFAs นี้ไม่แตกต่างจากหนูกลุ่ม NPD ที่

สภาวะเดียวกัน และเมื่อเติมสารไซโคลอัลลิอินที่ความเข้มข้น 

0.01 ถึง 100 µM พบว่าระดับของ FFAs ไม่แตกต่างจากกลุ่ม

ควบคุม

   1.2.2 ที่สภำวะ isoprenaline (ISO)-in-

duced lipolysis (ดัง Figure 3)

     ส�าหรบัเซลล์ไขมนัของหนกูลุม่ NPD 

นั้นพบว่า 0.1 µM isoprenaline (ISO) สามารถกระตุ้นการ

สลายไขมันได้โดยท�าให้ระดับ FFAs (651.03 ± 31.98 µM/ml 

packed cell volume/h) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

(p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับหนู NPD ในสภาวะ basal 

lipolysis และเช่นกันกับเซลล์ไขมันของหนูกลุ่ม HFD พบว่า 

Isoprenaline ท�าให้ระดับ FFAs (587.12 ± 93.14 µM/ml 

packed cell volume/h) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

(p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับหนู HFD ในสภาวะ basal 

lipolysis แต่ไม่แตกต่างจากหนูกลุ่ม NPD ในสภาวะ ISO-in-

duced lipolysis

     ในสภาวะ ISO-induced lipolysis 

เซลล์ไขมนัจากหนกูลุม่ NPD ไซโคลอลัลอินิที ่1, 10 และ 100 

µM มีระดับ FFAs (581.47 ± 67.79, 575.30 ± 28.95 และ 

555.77 ± 45.53 µM/ml packed cell volume/h ตามล�าดับ) 

ลดลงอย่างมนียัส�าคัญทางสถติ ิ(p<0.05) เมือ่เปรียบเทียบกบั

กลุม่ควบคมุ ในขณะทีห่นกูลุม่ HFD ไซโคลอลัลิอนิที ่0.01 ถงึ 

100 µM พบว่าระดับ FFAs ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
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Figure  2  Effect of cycloalliin on basal lipolysis in the adipocytes derived from (A) NPD-fed rats and (B) HFD-
fed rats. Each value represent the mean ± SD (n=5).  
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3    Effect of cycloalliin on ISO- induced lipolysis in the adipocytes derived from (A) NPD-fed rats and 
(B) HFD-fed rats. Each value represent the mean ± SD (n=5). * p<0.05, # p<0.01, mean value was significantly 
different from control group. 
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Figure  2  Effect of cycloalliin on basal lipolysis in the adipocytes derived from (A) NPD-fed rats and (B) HFD-
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Figure 3    Effect of cycloalliin on ISO- induced lipolysis in the adipocytes derived from (A) NPD-fed rats and 
(B) HFD-fed rats. Each value represent the mean ± SD (n=5). * p<0.05, # p<0.01, mean value was significantly 
different from control group. 
 
 

Figure 3  Effect of cycloalliin on ISO-induced lipolysis in the adipocytes derived from (A) NPD-fed rats and (B) HFD-

fed rats. Each value represent the mean ± SD (n=5). * p<0.05, # p<0.01, mean value was significantly 

different from control group.

Figure 4  Chemical structure of (A) cycloalliin and (B) ascorbic acid 
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Table 2 Percentage of radical scavenging activity (% inhibition), concentration to produce half of the maximum  

response (IC
50
),

 
maximum response (R

max
) of cycloalliin and ascorbic acid (Asc) determined by DPPH assay 

at different times of reaction period. 

Time (minute)a
% inhibition of DPPH : Asc (%)b

R
max

(%)b IC
50 

(µM)
0.1 µM 1 µM 10 µM 100 µM 1,000 µM

5 -6.48±0.88 -6.86±0.75 11.26±5.37 34.65±13.39 93.65±4.11 93.65±4.11 155.80

30 -8.29±1.08 -8.29±2.39 24.26±4.08 68.18±9.99 93.98±0.71 93.98±0.71 24.56

60 -8.77±1.54 -8.46±2.24 30.24±0.71 95.42±0.29 94.66±0.97 95.42±0.29 14.99

Time (minute)
a

% inhibition of DPPH : cycloalliin (%)b 
R

max
(%)b IC

50 
(µM) 

10 µM 30 µM 100 µM 300 µM 1,000 µM

5 -5.79±0.93 -4.97±0.26 -4.91±1.03 -4.97±1.16 -4.78±1.40 N/A N/A

30 -6.35±1.36 -5.45±1.20 -5.41±1.22 -4.28±1.59 -0.74±1.52 N/A N/A

60 -6.24±1.69 -3.47±1.33 -4.09±1.42 -1.11±1.50 5.20±2.17 N/A N/A
a reaction time b mean±SD (n=5)

  2.2 Anti-autooxidation assay (ดงั Table 3)

   การเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นของกรดไข

มันอิสระ linoleic แบบเกิดขึ้นเองเม่ือถูกท้ิงไว้ในบรรยากาศ 

พบว่ากรดไขมันอสิระ linoleic จะเกดิ autooxidation โดยมค่ีา

การดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้น (p<0.05) และที่เวลา 24, 48 และ 72 

ช่ัวโมงของการท�าปฏกิริยิา ค่าการดดูกลนืแสงมค่ีาไม่แตกต่าง

กนั (p>0.05) และภายหลงัจาก 72 ชัว่โมงของการท�าปฏิกริยิา

เป็นต้นไป การเกดิ autooxidation ของกรดไขมนัอสิระ linoleic 

มีแนวโน้มลดลง โดยท่ี 120 ชั่วโมงของการท�าปฏิกิริยามีค่า

การดูดกลืนแสงต�่ามาก คือ 0.05±0.003 ดังนั้นในการทดสอบ

นี้จึงท�าการทดสอบเพียง 5 วัน ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านลิปิด

เปอร์ออกซเิดชัน่ของสารมาตรฐาน BHT ที ่0.3 และ 3 µM พบ

ว่า BHT มีฤทธิ์ต้านการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นในรูปแบบ 

concentration-dependent manner และที่เวลา 24, 48 และ 

72 ชั่วโมงของการท�าปฏิกิริยา BHT มีฤทธิ์เพิ่มขึ้นตามระยะ

เวลาของการท�าปฏิกิริยาและตั้งแต่ที่เวลา 96 ชั่วโมงของการ

ท�าปฏิกิริยาฤทธิ์จะเริ่มคงท่ี ขณะที่ฤทธิ์ต้านลิปิดเปอร์ออกซิ

เดชัน่ของสารละลายไซโคลอลัลอินิพบว่าทีเ่วลา 24 ชัว่โมงของ

การท�าปฏิกริยิาไซโคลอลัลอินิออกฤทธ์ิได้ทีค่วามเข้มข้นตัง้แต่ 

10 ถึง 100 µM ที่เวลา 48 ชั่วโมงไซโคลอัลลิอินออกฤทธิ์ได้ที่

ความเข้มข้นต�่าลง คือ ตั้งแต่ 0.3 ถึง 100 µM แต่พบว่าฤทธิ์

ต้านการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นลดลงเม่ือเวลาผ่านไป (% 

inhibition ค่อยๆลดลง) เมื่อเปรียบเทียบไซโคลอัลลิอินกับ 

BHT ที่ 24 ชั่วโมงของการท�าปฏิกิริยาพบว่าไซโคลอัลลิอินที่ 

30 และ 100 µM ฤทธิ์ใกล้เคียงกับ BHT ที่ 3 µM (p>0.05) 

และที ่48 ชัว่โมงของการท�าปฏกิริยิาพบว่าไซโคลอลัลอินิที ่10 

และ 30 µM มฤีทธิใ์กล้เคยีงกบั BHT ที ่0.3 µM (p>0.05) และ

ฤทธิ์ของไซโคลอัลลิอินที่ 100 µM ใกล้เคียงกับ BHT ที่ 3 µM 

(p>0.05)

 2.  ผลกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ

  2.1 DPPH assay (ดัง Table 2)

   สารมาตรฐาน ascorbic acid ที่ 0.1 ถึง 

1,000 µM พบว่าสามารถเข้าจบัและยบัยัง้อนมุลูอสิระทีเ่สถยีร 

DPPH ได้อย่างรวดเรว็แบบ concentration-dependent man-

ner เกดิปฏกิริยิาได้ตัง้แต่ทีเ่วลาเริม่ต้นการทดสอบ ทีเ่วลา 60 

นาทีเร่ิมถึงช่วงการตอบสนองท่ีสภาวะคงท่ี (steady state) 

และเมือ่เวลาผ่านไปค่าการดดูกลืนแสงมกีารเปล่ียนแปลงน้อย

มาก ในขณะทีไ่ซโคลอลัลอินิพบว่าเกดิปฏกิริยิากบั DPPH ได้

ช้า และอตัราการเกดิปฏกิริยิาต�า่มาก ที ่10 ถงึ 1,000 µM พบ

ว่าทีเ่วลา 30 นาทียงัไม่สามารถท�าปฏิกริยิากบั DPPH ได้ และ

ที ่60 นาท ีไซโคลอลัลอินิ1,000 µM เร่ิมเข้าจบัและยบัยัง้อนมุลู

อิสระที่เสถียร DPPH ได้โดยมี %inhibition เพียง 5.20±2.17 

(p<0.01)
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Table 3 Percentage of anti-autooxidation activity (% inhibition) of cycloalliin and butylated hydroxytoluene (BHT)  

determined from oxidation products of linoleic acid free fatty acid at different time of incubation period. 

Time

(h) a

% inhibition of autooxidation (%)b

BHT (µM) Cycloalliin (µM) 

0.3 3.0 0.3 1.0 3.0 10.0 30.0 100.0

24
27.13

±8.28

47.69

±4.42

-9.52

±5.41

-19.52

±23.65

-19.65

±23.65

43.84

±26.30

51.42

±5.81

68.12

±16.38

48
44.75

±5.25

61.03

±3.39

14.57

±2.52

10.66

±4.88

20.92

±7.13

35.74

±7.93

44.44

±3.01

64.49

±11.60

72
59.57

±11.41

78.31

±6.49

6.09

±0.41

10.00

±4.99

19.37

±1.44

22.51

±3.01

30.47

±6.16

42.22

±11.14

96
49.85

±7.40

70.20

±4.29

-17.10

±8.13

1.19

±12.95

-21.85

±5.41

7.08

±28.04

-0.88

±19.20

3.41

±2.70

120
56.53

±18.75

83.65

±6.72

-24.72

±0.81

24.81

±2.02

-9.03

±16.27

36.00

±27.27

-5.58

±39.68

19.96

±5.65
a incubation period b mean±SD (n=3)

วิจำรณ์และสรุปผล 
ในการทดสอบผลต่อการสลายไขมันเม่ือพิจารณาน�้าหนักตัว

หนูขาวกลุ่ม NPD และ HFD ในวันที่ 7, 14 และ 21 พบว่าไม่

แตกต่างกัน ขณะท่ีในวันท่ี 28 น�้าหนักตัวหนูแตกต่างกัน 

(p<0.01) ซึ่งผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาของ Pulbutr 

และคณะ (2011) ความผันผวนของข้อมูลน�้าหนักนี้สามารถ

พบได้ในช่วงการเลี้ยงตั้งแต่ 2 - 4 สัปดาห์ (Srinivasan et al., 

2005) ทั้งนี้การที่หนูขาวกลุ่ม HFD มีน�้าหนักตัวมากกว่าหนู

กลุม่ NPD นัน้ เนือ่งจากอาหารไขมนัสงูมส่ีวนประกอบของไข

มันอิ่มตัว (lard) จึงท�าให้กลุ่มหนู HFD มีน�้าหนักตัวมากกว่า

หนู NPD (Srinivasan et al., 2005) และส�าหรับน�้าหนักของ 

epididymal fat pads ในผลการศึกษานี้พบว่ากลุ่ม HFD มีค่า

มากกว่ากลุ่ม NPD (p<0.01) สอดคล้องกับ Pulbutr และคณะ 

(2011)

 เพื่อพิจารณารูปแบบการทดสอบก่อนการพิจารณา

ผลการศึกษานั้น ผลการศึกษาครั้งนี้ในกลุ่มควบคุม เปรียบ

เทียบระหว่างกลุ่ม NPD และ HFD พบว่าการสลายไขมันของ

หนขูาวทัง้สองกลุม่ไม่มคีวามแตกต่างกนั (ทัง้ในสภาวะ basal 

lipolysis และ ISO-induced lipolysis) ซึง่สอดคล้องกบั Pulbutr 

และคณะ (2011) และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างสองสภาวะคือ 

basal lipolysis และ ISO-induced lipolysis พบว่า isoprena-

line สามารถเพิม่การสลายไขมนัในเซลล์ไขมนัได้ isoprenaline 

มีกลไกเป็น non-selective beta-adrenergic receptor agonist 

ส่งผลให้ระดบั cAMP ภายในเซลล์เพิม่ขึน้ เพิม่การท�างานของ

เอนไซม์ HSL ในการสลายไขมนั (Zechner et al., 2009; Zim-

mermann et al., 2009) ที่สภาวะ ISO-induced lipolysis มี

การสลายไขมนัในเซลล์ไขมนัจากหนขูาวสงูกว่าสภาวะ basal 

lipolysis (p<0.05) (ทั้งในหนูกลุ่ม NPD และ HFD) โดยหนู

กลุม่ NPD และ HFD ในสภาวะ ISO-induced lipolysis มรีะดบั 

FFAs เพิ่มขึ้นเป็นร้อยละ 198.95 และ 177.47 ของสภาวะ 

basal lipolysis ตามล�าดับ สอดคล้องกับ Pulbutr และคณะ 

(2011) และ Zhang และคณะ (2009) ที่ในสภาวะ ISO-in-

duced lipolysis ระดับ FFAs เพิ่มเป็นร้อยละ 191 และ 196 

ของสภาวะ basal lipolysis ตามล�าดับ

 เมือ่พจิารณาผลของไซโคลอลัลอินิต่อการสลายไขมัน 

พบว่าไซโคลอลัลิอนิทีค่วามเข้มข้น 1, 10 และ 100 µM มีฤทธิ์

ยบัยัง้การสลายไขมนัในเซลล์ไขมนัของหนกูลุม่ NPD ทีส่ภาวะ 

ISO-induced lipolysis (แต่ไม่มีผลต่อการสลายไขมันในเซลล์

ไขมนัจากหนกูลุม่เดียวกนัท่ีสภาวะ basal lipolysis อีกทัง้ไม่มี

ผลต่อการสลายไขมันของกลุ่ม HFD ในทั้งสองสภาวะ) ฤทธิ์

ในการยบัยัง้การสลายไขมนัทีค่วามเข้มข้น 1, 10 และ 100 µM 

ท�าให้ระดับการสลายไขมันลดลงเหลือร้อยละ 89.31, 88.37 

และ 85.37 ของกลุ่มควบคุม ตามล�าดับ จากองค์ความรู้ที่

ว่าการสลายไขมนัจะท�าให้ระดบั FFAs ในกระแสเลอืดเพิม่ขึน้ 

และ FFAs มีผลต่ออัตราการเกิด gluconeogenesis และมีผล

ต่อ hepatic clearance ของ insulin ซึ่งส่งผลให้ระดับน�้าตาล

ในเลือดเพิ่มขึ้น จนอาจเกิดภาวะ insulin resistance และ

พฒันาเป็นโรคเบาหวานได้ (Avram et al., 2005; Goossens, 

2008) insulin เป็นสารทีม่ีฤทธิย์ับยั้งการสลายไขมันได้โดยไป

กระตุ้นการท�างานของเอนไซม์ phosphodiesterase type 3B 
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(PDE3B) ส่งผลให้ cAMP ลดลง จึงลดการ hydrolyze TG 

ท�าให้ลดการปลดปล่อย FFAs จาก adipocytes (Zechner et 

al., 2009) อีกทั้ง Zhang และคณะ (2009) ศึกษาพบว่า met-

formin มกีลไกการลดระดบัน�า้ตาล โดยการยบัยัง้การสลายไข

มันของเซลล์ไขมันที่ได้รับ isoprenaline ได้เช่นกัน โดยท�าให้

การท�างานของ PKA และ MAPK1/3 ลดลง และส่งผลลดระดบั 

cAMP ไซโคลอลัลอินิเป็นสารประกอบออร์แกโนซลัเฟอร์ทีพ่บ

มากในผลกระเทียมและหอมหัวใหญ่ (Ueda et al., 1994; Al-

lison et al., 2006) แม้จะยงัไม่มรีายงานผลของไซโคลอลัลอินิ

ต่อการลดระดับน�้าตาลในเลือดโดยตรง แต่จากข้อมูลพบว่า

หอมหวัใหญ่และกระเทยีมมฤีทธิท์างเภสัชวทิยาทีส่ามารถลด

ระดับน�้าตาลและไขมันในเลือด และลดความอ้วนได้ (Ozoug-

wu et al., 2011; Yoshinari et al., 2012; Zeng et al., 2017) 

ประกอบกับสารประกอบในกลุ่มออร์แกโนซัลเฟอร์หลายชนิด

ในหอมหัวใหญ่และกระเทียม พบว่าสามารถลดระดับน�้าตาล

ในเลือด และบางการศึกษาพบฤทธิ์ลดระดับไขมันในเลือด 

(Sheela and Augusti, 1992; Kumari and Augusti;1994; 

Hsu et al., 2004) ข้อมูลที่กล่าวมาท�าให้เห็นความเป็นไปได้

ว่าสารไซโคลอลัลิอนิอาจมีบทบาทในการช่วยลดระดบัน�า้ตาล

ในเลือดและรักษาเบาหวานได้ โดยกลไกส่วนหนึ่งอาจ

เกี่ยวข้องกับการยับยั้งการสลายไขมัน และน่าสนใจศึกษาผล

ของสารน้ีต่อระดบั cAMP และ signaling pathway ทีเ่กีย่วข้อง

เพราะฤทธิบ์างอย่างอาจคล้ายกบัอนิซลูนิหรอื metformin รวม

ถึงควรศึกษาผลต่อระดับน�้าตาลในเลือดในสัตว์ทดลองต่อไป 

เมือ่ Lipid metabolism เกีย่วข้องกบัการสลายไขมนัท่ีสะสมใน

เซลล์ไขมันเป็นพลังงาน โดยอาศัยเอนไซม์ HSL ท�าให้ไขมัน 

TG เปลี่ยนเป็น FFAs และ glycerol ซึ่ง FFAs ในเลือดจะจับ

กับโปรตีนเพื่อน�าส่ง ไปที่อวัยวะต่างๆ ของร่างกาย FFAs จะ

เข้าสูเ่ซลล์และไมโตคอนเดรยีเพ่ือย่อยสลายให้ได้พลงังานด้วย

ปฏิกิริยา β-oxidation หากมีระดับ FFAs ในเลือดที่สูงแต่การ

เผาผลาญเป็นพลังงานไม่ทันจะท�าให้เกิดภาวะไขมันในเลือด

ผิดปกติได้ พบว่าในคนที่มีภาวะอ้วนมี perilipin expression 

ลดลง (perilipin เป็นโปรตีนที่ช่วยหุ้ม lipid droplets ป้องกัน 

HSL เปลี่ยน TG ให้เป็น FFAs) ส่งผลให้ร่างกายเกิด

กระบวนการ lipolysis เพิ่มขึ้นและมีระดับ FFAs เพิ่มขึ้น 

(Wang et al., 2003; Zechner et al., 2009; Zimmermann 

et al., 2009; Wang et al., 2011) ท�าให้ระดับไขมันในเลือด

ผดิปกต ิ(dyslipidemia) ซึง่เป็นปัจจยัเสีย่งทีส่�าคญัของการเกดิ

โรคหลอดเลือดและหัวใจ และ metabolic syndrome (Wa-

jchenberg, 2000; Langin, 2006) ยาไนอาซนิ (niacin) ซึง่เป็น

ยาลดระดับไขมันในเลือดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสลายไขมันใน

เซลล์ไขมันโดยยาจะจับกับ nicotinic receptor ในเซลล์ไขมัน 

ส่งผลท�าให้การท�างานของ adenylate cyclase ลดลง cAMP 

ลดลง ลดการท�างานของ HSL น�าไปสู่การยับยั้งการสลายไข

มัน และการลดระดับไขมัน TG, LDL-cholesterol, total cho-

lesterol ในเลอืด (Schandelmaier et al., 2007) ดงันัน้การลด

กระบวนการสลายไขมันจึงท�าให้ระดับไขมันในเลือดลดลงได้ 

การที่ผลการศึกษาในครั้งนี้ที่พบว่าไซโคลอัลลิอินสามารถ

ยบัยัง้กระบวนการสลายไขมนั ดังนัน้สารไซโคลอัลลิอนิอาจจะ

มฤีทธ์ิในการช่วยลดระดบัไขมนัในเลอืดได้เช่นกนั ประกอบกบั

ข้อมูลผลการศึกษาของ Yanagita และคณะ (2003) ที่พบ

ว่าการผสมไซโคลอัลลิอินในอาหารไขมันสูงให้หนูขาวรับ

ประทานนาน 2 สัปดาห์สามารถลด TG ในเลือดได้ โดยขนาด

ร้อยละ 0.1 และ 0.3 ของปริมาณอาหารทั้งหมด ท�าให้ระดับ 

TG ในเลือดลดลงถึงร้อยละ 39 และ 44 ของกลุ่มควบคุม ตาม

ล�าดับ อย่างไรก็ตามไซโคลอัลลิอินไม่มีผลต่อระดับไขมันชนิด

อื่นๆ อีกทั้งไม่มีผลต่อไขมันในตับ ไม่มีผลเปล่ียนแปลงการ

ท�างานของเอนไซม์ซึ่งใช้ในการสังเคราะห์ TG ท่ีตับ โดยได้

อภิปรายผลไว้ว่าการทีไ่ซโคลอลัลอินิสามารถลดระดับไขมนัใน

เลอืดได้นัน้ไม่เกีย่วข้องกบัการยับยัง้การสงัเคราะห์ TG ข้อมลู

ที่กล่าวมาท�าให้เห็นว่าไซโคลอัลลิอินน่าจะมีบทบาทต่อ lipid 

metabolism และมฤีทธิล์ดระดบัไขมนัในเลือดได้โดยเฉพาะใน

กลไกการยับยั้งการสลายไขมัน ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึง

กลไกการออกฤทธิ์นี้ เช่น ผลต่อ nicotinic receptor เป็นต้น 

 จากการศกึษาในครัง้นีท่ี้พบว่าไซโคลอัลลอิินมีผลยบัยัง้ 

การสลายไขมนัในเซลล์ไขมนัจากหนขูาว NPD ในสภาวะ ISO- 

induced lipolysis โดยไม่ปรากฏฤทธิ์กับเซลล์ไขมันจากหนู

กลุม่ HFD ในสภาวะเดยีวกนั อาจเป็นไปได้ว่าเซลล์ไขมนัจาก

หนูท้ังสองกลุ่มมีความแตกต่างของกลไกการออกฤทธิ์ จาก

การทบทวนวรรณกรรมพบว่าเซลล์ไขมันจากหนกูลุ่ม HFD ที่

สภาวะ epinephrine-induced lipolysis มีการสลายไขมันลด

ลงเมือ่เทียบกบักลุม่ NPD เนือ่งจากหนทูีไ่ด้รบัอาหารไขมนัสงู

จะท�าให้เกิดความบกพร่องของ adrenergic receptor signal-

ing และกดกระบวน การ phosphorylation ของ HSL ท�าให้

กระบวนการสลายไขมันเกิดได้ลดลง (Gaidhu et al., 2010) 

และจากการศึกษาของ Bost และคณะ (2005) พบว่าเซลล์ไข

มันส่วน WAT จากหนูกลุ่มที่ HFD นั้น ERK pathway (มี

บทบาทต่อการควบคมุการสลายไขมนั) สามารถถกูกระตุน้ได้

มากกว่ากลุ่มหนู NPD ส่งผลให้เซลล์ไขมันจากหนู HFD เกิด

การกระตุ้นกระบวนการสลายไขมันมมากขึ้น จากข้อมูลข้าง

ต้นการที่สารไซโคลอัลลิอินไม่สามารถออกฤทธิ์ในเซลล์ไขมัน

ของหนกูลุม่ HFD อาจเพราะกลไกการออกฤทธ์ิของไซโคลอัล

ลอินิมีความเกีย่วข้องกบั adrenergic receptor signaling และ

กระบวนการ phosphorylation ของ HSL หรือเกี่ยวกับ ERK 
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pathway ก็เป็นได้ เม่ือกลไกดังกล่าวถูกเปล่ียนแปลงไปจาก

ปกติในหนูกลุ ่ม HDL ดังน้ันฤทธิ์ของไซโคลอัลลิอินจึงไม่

สามารถท�างานได้ ควรศึกษากลไกนี้เพ่ิมเติมต่อไป อีกท้ังใน

ผลการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่าไซโคลอัลลิอินไม่พบฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการสลายไขมันในเซลล์ไขมันในสภาวะ basal lipolysis 

ของทั้งหนู NPD และ HFD สาเหตุอาจเป็นเพราะเซลล์ไขมัน

ที่สภาวะ ISO-induced lipolysis จะเพิ่มระดับการสลายไขมัน

และระดบั FFAs ท�าให้การแสดงออกของฤทธ์ิยบัยัง้การสลาย

ไขมันของไซโคลอัลลิอินปรากฏได้ชัดเจนมากกว่าท่ีสภาวะ 

basal lipolysis ที่เซลล์ไขมันไม่ได้รับการกระตุ้นการเพิ่มการ

สลายไขมัน  

 DPPH assay เป็นวิธีการทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดชนั 

ที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายเพราะสะดวกและท�าได้ง่าย วิธีนี้ใช้

พิจารณาความสามารถในการเข้าจับและยับยั้งอนุมูลอิสระที่

เสถยีร DPPH (scavenging capacity) ซึง่เป็นกลไกการท�างาน

แบบหนึง่ของสารต้านอนมุลูอสิระ (Valko et al., 2006) DPPH 

เป็นอนมูุลอสิระทีเ่สถยีรไม่ไวต่อการเกดิปฏกิริยิาเหมอืนอนมุลู

อิสระทั่วไปเพราะมีโครงสร้างที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยวท่ีถูกบดบัง

ด้วยวงแหวน (benzene ring) 3 วงท�าให้ยากต่อการเกิด

ปฏกิริยิา (Molyneux, 2004) สารต้านอนมุลูอสิระบางชนดิอาจ

ไม่สามารถท�าปฏิกิริยากับ DPPH ได้ หรือเกิดปฏิกิริยาได้ช้า

กว่าความเป็นจริง ทั้งนี้ขึ้นกับโครงสร้างทางเคมีของสาร 

(Brand-Williams et al., 1995) ascorbic acid เป็นสาร

มาตรฐานทีมี่ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระและเป็นสารทีม่ ีscavenging 

capacity ที่ดี (Valko et al., 2006) จากผลการศึกษาในครั้งนี้

พบว่า ascorbic acid 10 ถึง 1,000 µM สามารถเข้าจับและ

ยบัยัง้อนมูุลอสิระ DPPH ในรปูแบบขึน้กบัความเข้มข้นและถงึ 

steady state ภายใน 60 นาที มีค่า IC
50
 (30 นาที) เท่ากับ 

24.56 µM ซึ่งค่าใกล้เคียงกับการศึกษาของการศึกษาอื่นๆ ที่

มีค่า IC
50 

ประมาณ 25-29 µM (Hasan et al., 2009; Hassine 

et al., 2012) ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารไซโคลอัลลิอินพบ

ว่าที่ 1,000 µM สามารถเข้าจับและยับยั้งอนุมูลอิสระที่เสถียร 

DPPH ได้ที่เวลา 60 นาทีเป็นต้นไป และมีฤทธ์ิเพิ่มขึ้นเมื่อ

ระยะเวลาผ่านไป % inhibition ของไซโคลอลัลอินิ (ที ่60 นาท)ี 

มีค่าเพยีงร้อยละ 5.20±2.17 จากโครงสร้างของไซโคลอัลลอินิ

ที่มีวงแหวน 6 เหลี่ยม 1 วงและมีหมู่ carboxylic acid 1 หมู่ 

(Ichikawa et al., 2006) ซึ่งแตกต่างจาก ascorbic acid ที่มี

วงแหวน 5 เหลี่ยม 1 วงที่มีหมู่ hydroxyl ถึง 4 หมู่ (Valko et 

al., 2006) ดัง Figure 4 โดยปกติหมู่ hydroxyl เป็นหมู่ที่มี

ความสามารถในการให้อิเล็กตรอนกับสารอื่นได้ดี สารท่ีมี

จ�านวนหมู่ hydroxyl มากขึน้จะ scavenge กบั DPPH ได้ดีขึน้ 

(Brand-Williams et al.,1995) จากข้อมลูข้างต้นยงัไม่สามารถ

สรุปได้ว่าไซโคลอัลลิอินเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีฤทธิ์อ่อน 

(weak antioxidant) เนื่องจาก DPPH assay เป็นวิธีทดสอบ

ฤทธิ์ในกลไกที่เป็น radical scavenging เท่านั้น และจากการ

ศึกษาของ Xiao และ Parkin (2002) พบว่าไซโคลอัลลิอินมีผล

ต่อเอนไซม์ quinone reductase ซึ่งเอนไซม์นี้จัดเป็นเอนไซม์

ใน phase II metabolism ท่ีช่วยให้สารต้านอนุมูลอิสระใน

ร่างกายท�างานได้ดีขึ้น (Hedges and Lister, 2007) ดังนั้นไซ

โคลอัลลิอินยังอาจมีฤทธิ์อื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับการต้านอนุมูล

อิสระ

 ในการทดสอบ anti-autooxidation assay พบว่ากรด

ไขมันอิสระ linoleic เกิด autooxidation ได้และเมื่อทิ้งไว้ 24, 

48 และ 72 ชั่วโมงพบว่าระดับการเกิด autooxidation ใน 3 

ช่วงเวลาดังกล่าวอยู่ในระดับไม่ต่างกัน และที่ 96 ชั่วโมงพบ

ว่าการเกดิ autooxidation เริม่ลดลง ซึง่ผลเป็นไปในทางเดยีว

กับการศึกษาอื่นๆ ที่การเกิดออกซิเดชันของไขมันนั้นจะเพิ่ม

ขึน้ในช่วง 24 และ 48 ชัว่โมง (Ardestani and Yazdanparast, 

2007; Siddhuraju and Becker,2007) เนือ่งจากเมือ่เวลาผ่าน

ไป LOOH ที่เกิดขึ้นบางส่วนจะเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องไปเป็น 

secondary product ทีไ่ม่สามารถวัดได้ด้วยวิธ ีferric thiocyanate 

(Rahmat et al., 2003) BHT หรือ synthetic analog ของ

วิตามินอีใช้เป็นสารมาตรฐานเนื่องจากเป็นสารท่ีมีฤทธิ์ต้านลิ

ปิดเปอร์ออกซิเดชั่นที่ดี (Asgarpanah et al., 2011; Nugra-

heni et al., 2011) ผลการทดลองในครั้งนี้พบว่า BHT ที่ 0.3 

และ 3 µM มีฤทธิ์ต้านการเกิด autooxidation ในรูปแบบขึ้น

กับความเข้มข้น ความสามารถในการยับยั้งการเกิด autooxi-

dation เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาในช่วง 72 ชั่วโมงแรก ซ่ึง

สอดคล้องกับการศึกษาอื่นๆ (Asgarpanah et al., 2011; 

Nugraheni et al., 2011) ผลการทดสอบฤทธิ์ของไซโคลอัลลิ

อินพบว่าที่ความเข้มข้น 10 ถึง 100 µM มีฤทธิ์ต้านการเกิดลิ

ปิดเปอร์ออกซิเดชั่น ที่เวลา 24 ชั่วโมงไซโคลอัลลิอินมีค่า % 

inhibition ใกล้เคียงกับ BHT โดยมีฤทธ์ิน้อยกว่าประมาณ  

10-30 เท่า เมื่อเวลาผ่านไปพบว่าความสามารถในการต้าน

การเกิด autooxidation ของไซโคลอัลลิอินค่อยๆ ลดลง เมื่อ

ภาวะทีม่ไีขมนัและน�า้ตาลในเลอืดสงูเกีย่วข้องกบัการเกดิลปิิด

ออกซิเดชั่น (Yang et al.,2008 ; Arora et al., 2013) การที่

ไซโคลอัลลิอินมีฤทธิ์ต้านลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นได้ จึงอาจจะมี

ประโยชน์ในการช่วยป้องกันอันตรายจากภาวะดังกล่าวได้ 

 การศึกษาในครั้งนี้เป็นเพียงการทดสอบ in vitro ที่

พบว่าไซโคลอัลลิอินสามารถยับยั้งการสลายไขมันและมีฤทธ์ิ

ต้านลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่น ควรมีการศึกษาให้เข้าใจกลไกการ

ออกฤทธิใ์นการยบัยัง้การสลายไขมนั หรอืฤทธิล์ดระดบัไขมนั

และน�้าตาลในเลือด รวมถึงการศึกษาใน in vivo ในด้านฤทธิ์

และความเป็นพิษเพิ่มเติมต่อไป
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