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บทคัดย่อ:  
วัตถุประสงค์: งานวิจัยนี้ศึกษาผลของสารสกัดจากมังคุดต่ออนุมูลอิสระและการเคลื่อนที่ของเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียม

วัสดุและวิธีการ: งานวิจัยนี้ศึกษาในเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียม โดยทดสอบความเข้มข้นของสารสกัดมังคุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์

ด้วยการนับจำ�นวนเซลล์ที่ย้อมไม่ติดสี trypan blue ทดสอบผลของสารสกัดมังคุดต่ออนุมูลอิสระจากภาวะพร่องออกซิเจน 

และการเคลื่อนที่ของเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย vascular endothelium growth factor (VEGF) ด้วย 2’, 7’ 

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากกองทุนวิจัย มหาวิทยาลัยนเรศวร ประจำ�ปี พ.ศ. 2558 โครงการเลขที่ R2558C173

รับต้นฉบับวันที่ 7 ตุลาคม 2559  รับลงตีพิมพ์วันที่ 14 กุมภาพันธ์ 2560
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dichlorodihydrofluorescein (DCF-DA) และ scrape/wound ตามลำ�ดบั ศกึษากลไกของสารสกดัมงัคดุตอ่ VEGF ดว้ย western 

blot และวิเคราะห์ความแตกต่างของข้อมูลด้วยสถิติ ANOVA

ผลการศึกษา: สารสกัดมังคุดความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้นสารสกัดมังคุด

ความเขม้ขน้นีใ้ชศ้กึษาในการทดลอง ซึง่พบวา่สารสกดัมงัคดุความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร ยบัยัง้อนมุลูอสิระภายในเซลล์

เรตินาเอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วยภาวะพร่องออกซิเจนอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ และสารสกัดมังคุดความเข้มข้น 25, 50 และ 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย VEGF เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ VEGF 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ VEGF กระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมผ่านการเติมฟอสเฟตให้กับ vascular endothelium 

growth factor receptor 2 (VEGFR2) ซึ่งการออกฤทธิ์ของสารสกัดมังคุดไม่ผ่านการเติมฟอสเฟตให้กับ VEGFR2

สรุป: สารสกัดมังคุดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียม

คำ�สำ�คัญ: การเคลื่อนที่ของเซลล์, เซลล์เรตินาเอนโดธีเลียม, สารสกัดมังคุด
 
Abstract:
Objective: This study aimed to determine the effect of mangosteen extract on hypoxia induced reactive oxygen species 
production and vascular endothelial growth factor (VEGF) induced retinal endothelial cell migration.
Material and Method: This research studied bovine retinal endothelial cells. The non-toxic concentration of mangosteen 
extract of water soluble part was verified using trypan blue staining. The effects of mangosteen extract on hypoxia 
induced reactive oxygen species production and retinal endothelial cells migration were determined using 2’, 7’ 
dichlorodihydrofluorescein diacetate and scrape/wound assay, respectively. The mechanism of mangosteen 
extract on retinal endothelial cell migration was determined using western blotting. The analysis of variance was 
used to determine the differences among group means.
Results: The concentrations of mangosteen extract at 25, 50 and 100 mg/ml were non-toxic and these concen-
trations were used in further experiments. Mangosteen extract at a dose of 100 mg/ml significantly attenuated hypoxia 
induced reactive oxygen species formation. At all doses, mangosteen extract also significantly inhibited retinal 
endothelial cell migration. However, the mechanism of mangosteen extract on VEGF signaling did not affect the 

phosphorylation of VEGF receptor 2 (VEGFR2).
Conclusion: Mangosteen extract has anti-oxidant and anti-migration effects.

Keywords: mangosteen extract, migration, retinal endothelial cell 

บทนำ�
	 การสร้างหลอดเลือดเรตินาใหม่จากหลอดเลือดเดิม 

(retinal neovascularization) เปน็สาเหตทุีส่ำ�คญัของการสญูเสยี

การมองเหน็ เนือ่งจากหลอดเลอืดทีส่รา้งขึน้ใหมน่ีเ้ปราะแตกงา่ย 

และยอมให้สารน้ำ�ผ่านได้เพิ่มขึ้น (increased permeability) 

ทำ�ให้จอประสาทตาบวม ในที่สุดจอประสาทตาหลุดลอกได้1,2 

การสร้างหลอดเลือดเรตินาใหม่จากหลอดเลือดเดิมเกิดจาก

จอประสาทตาขาดเลือด ทำ�ให้เซลล์อยู่ในภาวะพร่องออกซิเจน 

(hypoxia) มกีารกระตุน้ HIF-1α ทำ�ใหเ้กดิการสรา้ง growth factor 

ซึ่ง growth factor ที่สำ�คัญ คือ vascular endothelial growth 
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factor (VEGF) เป็นสารที่สำ�คัญที่เกี่ยวข้องในกระบวนการ

สรา้งหลอดเลอืดใหม ่(angiogenesis)3 เมือ่ VEGF จบักบัตวัรบั 

คอื vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) 

จะเกดิ dimerization ของ VEGFR2 แลว้เกดิ autophosphory-

lation และมีการส่งสัญญาณภายในเซลล์เพื่อให้เกิดการสร้าง

หลอดเลือดใหม่4 ซึ่งกระบวนการนี้ประกอบด้วยขั้นตอน

ที่สำ�คัญ คือ เซลล์เอนโดธีเลียมเพิ่มจำ�นวน (proliferation) และ

การเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมไปยังบริเวณที่ขาดเลือด 

(migration) ในที่สุดเกิดการสร้างเป็นหลอดเลือดใหม่ (tube 

formation) ซึ่งการเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมเป็นหนึ่ง

ในกระบวนการที่สำ�คัญของการสร้างหลอดเลือดใหม่5 

	 อนุมูลอิสระของออกซิเจน (reactive oxygen species; 

ROS) คอื โมเลกลุหรอือะตอมของออกซเิจนทีม่อีเิลคตรอนอสิระ 

เชน่ hydroxyl radical, superoxide, hydrogen peroxide เปน็ตน้ 

เกดิจากการใชอ้อกซเิจนในกระบวนการเมตาบอลซิมึตา่งๆ ของ

เซลล์ นอกจากนี้ภาวะต่างๆ เช่น ภาวะขาดเลือด (ischemia) 

และภาวะพรอ่งออกซเิจน (hypoxia) จะกระตุน้การเกดิ ROS จาก

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 

(NADPH oxidases; NOX), xanthine oxido-reductase, 

uncoupled eNOS และไมโตคอนเดรยี6 ซึง่ ROS ทีเ่พิม่ขึน้มผีล

ต่อกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่7,8 ดังนั้นสารที่มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระอาจจะสามารถยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใหม่ได้

	 สารสกดัจากมงัคดุ (Garcinia mangostana Linn) เปน็สาร 

polyphenol ซึ่งสารสกัดที่ได้จากมังคุดมีมากกว่า 50 สาร9 และ

มีรายงานว่าสารสกัดมังคุดมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ10-12 และต้าน

อนุมูลอิสระ13-15 ปริ่มเฉนียน มุ่งการดี และคณะ16 สกัดสาร

จากเปลือกมังคุด คือ แอลฟาแมงโกสทีน และสารสกัดมังคุด

ที่มีน้ำ�เป็นตัวทำ�ละลาย และได้ทดสอบความบริสุทธิ์ของ

สารสกัดมังคุดที่มีน้ำ�เป็นตัวทำ�ละลาย พบว่าสารสกัดมังคุดนี้มี

แอลฟาแมงโกสทีนน้อยกว่าร้อยละ 2 นอกจากนี้ได้ศึกษาฤทธิ์

ของสารทั้งสองชนิดในการต้านอนุมูลอิสระและความเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็ง พบว่าสารทั้งสองชนิดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ที่สูง โดยที่แอลฟาแมงโกสทีนมีพิษต่อเซลล์มากกว่า ในการ

ศึกษาก่อนหน้าของคณะผู้วิจัยพบว่าแอลฟาแมงโกสทีนมีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมและยับยั้งการเพิ่ม

จำ�นวนของเซลล์เอนโดธีเลียม (proliferation) การเคลื่อนที่ของ

เซลลเ์อนโดธเีลยีม (migration) และการสรา้งหลอดเลอืด (tube 

formation) โดยยับยั้งการเติมฟอสเฟตให้กับ VEGFR217 

อย่างไรก็ตามขัน้ตอนทีส่ำ�คญัของกระบวนการสรา้งหลอดเลอืด

ใหม่ คือ การเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียม ประกอบกับ

ยังไม่เคยมีการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดมังคุดต่อการเคลื่อนที่

ของเซลล์เอนโดธีเลียมมาก่อน ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์

เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากมังคุดต่ออนุมูลอิสระและ

การเคลื่อนที่ของเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย 

VEGF ผ่าน phosphorylation ของ VEGFR2

วัสดุและวิธีการ
	 สารเคม ีM199 medium, fetal bovine serum (FBS) และ 

penicillin และ streptomycin ซื้อของบริษัท Gibco-Invitrogen 

(Grand Island, NY, USA) 2’, 7’ dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (DCF-DA) ซือ้ของบรษิทั Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA) recombinant human VEGF165 (VEGF) ซื้อของ

บริษัท R&D systems (Minneapolis, MN, USA) 

	 1. สารสกัดมังคุด

		  เปลือกมังคุดที่ล้างสะอาด ถูกหั่นและทำ�ให้แห้งที่

อุณหภูมิห้อง จากนั้นเปลือกมังคุดแห้ง 1 กิโลรัม ถูกบดด้วย

เครือ่งปัน่และสกดัดว้ยเมทานอล 5 ลติร ทีอ่ณุหภมูหิอ้ง จากนัน้

นำ�มากรองและทำ�ให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary 

evaporator) แล้วนำ�สารสกัดหยาบมาสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท 

และน้ำ� สารสกดัดว้ยเอทลิอะซเิตท และสารสกดัดว้ยน้ำ�ถกูนำ�มา

วิเคราะห์ด้วย thin layer chromatography และ high perfor-

mance liquid chromatography18 สารสกัดด้วยน้ำ�ที่มีแอลฟา

แมงโกสทีนน้อยกว่าร้อยละ 2 นำ�มาศึกษาในงานวิจัยนี้ โดย

สารสกัดมังคุดเก็บที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ และละลายในน้ำ�กลั่น

ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บที่ -80 ๐ซ 

	 2. เซลล์เรตินาเอนโดธีเลียม

		  Bovine retinal endothelial cells เลี้ยงใน M199 

ประกอบด้วย 10% FBS 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร penicillin และ 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร streptomycin และเพาะเลี้ยงที่ 

37 ๐ซ ในการศึกษานี้ใช้เซลล์ passages 5-8
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	 3.	ทดสอบขนาดของสารสกัดมังคุดท่ีไม่เป็นพิษต่อ

เซลล์

		  เซลลเ์พาะเลีย้งใน 6-well plate ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล์
ปกติ เมื่อเซลล์เจริญได้ร้อยละ 70 ของพื้นที่ (70% confluence) 
อาหารเลี้ยงเซลล์ถูกเปลี่ยนเป็น M199 ประกอบด้วย 0.1% 
bovine serum albumin (BSA) 100 ยนูติตอ่มลิลลิติร penicillin 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร streptomycin เป็นเวลา 1 คืน 
หลังจากนั้นเซลล์ได้รับ vehicle หรือสารสกัดมังคุดขนาด 25, 
50, 100, 200 และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เซลล์ถูกแยกและย้อมด้วย 0.25% trypan blue ซึ่งเซลล์
ที่ตายจะย้อมติดสี trypan blue ดังนั้นนับจำ�นวนเซลล์ที่ไม่ติด 
trypan blue ดว้ย hemocytometer เพือ่นบัจำ�นวนเซลลท์ีม่ชีวีติ
	 4.	ทดสอบฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระของสารสกดัมงัคดุ

ในเซลลท์ีถ่กูกระตุน้ดว้ยภาวะพรอ่งออกซเิจน ดว้ย DCF-

DA

		  เซลล์เพาะเลี้ยงใน 24-well plate เมื่อเซลล์เจริญได้
ร้อยละ 70 ของพื้นที่ อาหารเลี้ยงเซลล์เปลี่ยนเป็น M199 
ประกอบด้วย 0.1% BSA 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร penicillin และ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร streptomycin เป็นเวลา 1 คืน และ
เซลล์ได้รับ vehicle หรือสารสกัดมังคุดขนาด 25, 50 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเซลล์ถูก
เพาะเลี้ยงที่ระดับความเข้มข้นออกซิเจนร้อยละ 1 หรือร้อยละ 
21 อณุหภมู ิ37 ๐ซ เปน็เวลา 8 ชัว่โมง แลว้บม่ดว้ย 25 ไมโครโมล 
DCF-DA เป็นเวลา 15 นาที ที่ระดับความเข้มข้นออกซิเจน
ร้อยละ 21 อุณหภูมิ 37 ๐ซ วัดความเข้มของการเรืองแสงด้วย 
microplate reader ที่ excitation/emission 504/529 nm
	 5.	ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดมังคุดในการยับยั้ง

การเคลือ่นทีข่องเซลลเ์อนโดธเีลยีมทีถ่กูระตุน้ดว้ย VEGF 

ด้วยวิธี scrape/wound

		  เซลล์เพาะเลี้ยงใน 6-well plate เมื่อเซลล์เจริญได้
ร้อยละ 70 ของพื้นที่ อาหารเลี้ยงเซลล์ถูกเปลี่ยนเป็น M199 
ประกอบด้วย 0.1% BSA 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร penicillin และ 
100 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร streptomycin เปน็เวลา 1 คนื เซลล์
ถูกครูดด้วย sterile micropipette tip ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
เซลล์ได้รับ vehicle หรือสารสกัดมังคุดขนาด 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็เวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้เซลลไ์ดร้บั 
VEGF 20 นาโนกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็เวลา 24 ชัว่โมง ถา่ยภาพ

กอ่นและหลงัไดร้บัสารสกดัดว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์แลว้คำ�นวณหา

รอ้ยละการเคลือ่นของเซลล ์(percentage of invaded area) จาก

สูตร

ร้อยละการเคลื่อนของเซลล์=

   พื้นที่ที่ไม่มีเซลล์ ณ จุดเริ่มต้น (T0)-พื้นที่ที่ไม่มีเซลล์ ณ 24 ชั่วโมง (T24)
x100

	                 พื้นที่ที่ไม่มีเซลล์ ณ จุดเริ่มต้น (T0)

	 6. ทดสอบกลไกของสารสกดัมงัคดุตอ่ VEGF ดว้ย 

western blot

		  เซลล์ได้รับและไม่ได้รับสารสกัดมังคุดเป็นเวลา 30 
นาที และได้รับ VEGF 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 
5 นาท ีโปรตนีถกูแยกดว้ย RIPA buffer ทีม่ ีprotease inhibitor, 
cocktail inhibitor และ phenyl methyl sulfonyl fluoride 
(PMSF) โปรตีน 20 ไมโครกรัม ถูกแยกด้วย 8% SDS-PAGE 
และ transfer สู่ PVDF membrane หลังจากนั้น membrane 
ถูก block ด้วย 5% non-fat dry milk in TBST เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง แล้วล้างด้วย TBST 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที membrane 
ถูกบ่มด้วย primary antibody ต่อ phospho-VEGFR2 (p-
VEGFR2) และ β-tubulin ใน 2% BSA in TBST ที่ 4 ๐ซ 
เป็นเวลา 1 คืน หลังจากนั้น membrane ถูกบ่มด้วย horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibody ใน 2% 
BSA in TBST ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
TBST 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาท ีแถบโปรตนี (protein band) ตรวจดว้ย 
chemiluminescence และความเข้มของโปรตีน (protein band 
intensity) ที่ต้องการถูกวิเคราะห์ด้วย Image J software
	 7.	การวิเคราะห์ข้อมูล

		  ข้อมูลแสดงเป็น mean±SEM ใช้สถิติ one way-
analysis of variance (ANOVA) ในการทดสอบความแตกต่าง
ของข้อมูล และใช้ Tukey Post Hoc test ในการวิเคราะห์
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองโดยกำ�หนดค่านัยสำ�คัญ
ที่ p-value<0.050 ถือว่ามีนัยสำ�คัญทางสถิติ

ผลการศึกษา
	 1. ขนาดของสารสกัดมังคุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์

		  เพื่อหาขนาดของสารสกัดมังคุดที่ไม่ทำ�ลายเซลล์
โดยย้อมเซลล์ด้วย trypan blue พบว่าเมื่อเซลล์ได้รับสารสกัด
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มงัคดุขนาด 25, 50, 100, 200 และ 400 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร 
มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ร้อยละ 98.03±4.01, 95.49±
2.35, 97.51±7.85, 64.86±12.45 และ 10.87±1.45 ตามลำ�ดบั 
ซึ่งสารสกัดมังคุดขนาด 200 และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ลดจำ�นวนเซลล์รอดชีวิตอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p-value<
0.050) ดงันัน้สารสกดัมงัคดุขนาด 25, 50 และ 100 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร ถูกนำ�มาศึกษาในการทดลองต่อไป (รูปที่ 1)

สารสกัดมังคุดความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในภาวะพร่องออกซิเจนมีการเกิดอนุมูลอิสระเท่ากับ 
584.83±28.42, 486.67±6.91 และ 426.17±12.43 ตามลำ�ดบั 
และเซลล์ที่ได้รับ catalase ในภาวะพร่องออกซิเจนมีการเกิด
อนุมูลอิสระเท่ากับ 452.67±14.19 ดังนั้นสารสกัดมังคุดขนาด 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระภายใน
เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยภาวะพร่องออกซิเจนอย่างมีนัยสำ�คัญ
ทางสถิติ (p-value<0.001) เช่นเดียวกับกลุ่มที่ได้รับ catalase 
(p-value<0.010) (รูปที่ 2)
	 3. สารสกดัมงัคดุลดการเคลือ่นทีข่องเซลลเ์อนโด-

ธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย VEGF

		  การเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมเป็นขั้นตอนหนึ่ง
ที่สำ�คัญในการสร้างหลอดเลือดใหม่ ซึ่งการศึกษานี้ทดสอบ
ฤทธิ์ของสารสกัดมังคุดในการเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียม
ที่กระตุ้นด้วย VEGF ด้วยวิธี scrape/wound เมื่อครบ 24 
ชั่วโมง พบว่าเซลล์ที่ได้รับ vehicle มีการเคลื่อนที่ของเซลล์
คิดเป็นร้อยละ 72.14±1.81 เซลล์ที่ได้รับ VEGF กระตุ้นการ
เคลื่อนที่ของเซลล์คิดเป็นร้อยละ 83.41±2.87 ในขณะที่เซลล์ที่
ได้รับ VEGF ร่วมกับ vehicle กระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์
คิดเป็นร้อยละ 80.95±2.00 ส่วนเซลล์ที่ได้รับสารสกัดมังคุด
ขนาด 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับ VEGF 
มีการเคลื่อนที่ของเซลล์คิดเป็นร้อยละ 68.56±0.53, 65.44±
0.71 และ 46.76±1.18 ตามลำ�ดับ ดังนั้นสารสกัดมังคุดขนาด 
25, 50 และ 100 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร ยบัยัง้การเคลือ่นทีข่อง
เซลล์เอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย VEGF เมื่อเทียบกับกลุ่มที่
ไดร้บั VEGF อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(p-value<0.001) (รปูที ่3)
	 4.	สารสกัดมังคุดออกฤทธิ์โดยไม่ผ่าน VEGFR2 

phosphorylation

		  เมือ่ VEGF จับกบั VEGFR2 เกดิ autophosphory-
lation เพื่อมีการส่งสัญญาณภายในเซลล์ให้เกิดการเคลื่อนที่
ของเซลล์เอนโดธีเลียม เพื่อทดสอบกลไกของสารสกัดมังคุด
ผา่น p-VEGFR2 เซลลไ์ดร้บั vehicle หรอืไดร้บัสารสกดัมงัคดุ
ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 
30 นาที หลังจากนั้นได้รับ VEGF 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
เปน็เวลา 5 นาท ีพบวา่ VEGF กระตุน้ p-VEGFR2 8.49±2.21 
เทา่ เมือ่เทยีบกบัเซลลท์ีไ่มไ่ดร้บั VEGF อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ
(p-value<0.050) และเซลล์ที่ได้รับสารสกัดมังคุดความเข้มข้น 
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     สารสกัดมังคุด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

รูปที่ 1	 แสดงผลของสารสกัดมังคุดต่อเซลล์รอดชีวิต เซลล์

	 เรตินาเอนโดธีเลียมถูกบ่มด้วยสารสกัดมังคุดขนาด

	 ต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และย้อมเซลล์ด้วย trypan 

	 blue นบัจำ�นวนเซลลท์ีไ่มต่ดิสเีพือ่ประเมนิอตัราเซลล์

	 รอดชีวิต 

n=3, *p-value<0.050, ***p-value<0.001 vs control

	 2. สารสกดัมงัคดุตา้นอนมุลูอสิระทีถ่กูกระตุน้ดว้ย

ภาวะพร่องออกซิเจน

		  การศึกษานี้พบว่าเซลล์ในภาวะออกซิเจนปกติ (21% 
O2) มีการสร้างอนุมูลอิสระเท่ากับ 366.00±20.87ในขณะที่
ภาวะพรอ่งออกซเิจน (1% O2) มกีารกระตุน้การเกดิอนมุลูอสิระ
เท่ากับ 582.33±17.38 แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 
(p-value<0.001) เมือ่เทยีบกบัเซลลใ์นภาวะออกซเิจนปกต ิและ
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รูปที่ 2	 แสดงผลของสารสกัดมังคุดต่อระดับอนุมูลอิสระภายในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยภาวะพร่องออกซิเจนด้วย DCF-DA 

	 เซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมได้รับสารสกัดมังคุดหรือ vehicle หรือ catalase และบ่มที่ระดับความเข้มข้นออกซิเจน

	 ร้อยละ 1 หรือร้อยละ 21 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง ทดสอบระดับอนุมูลอิสระภายในเซลล์ด้วย DCF-DA วัดความเข้มของ

	 การเรืองแสงด้วย microplate reader ที่ excitation/emission 504/529 nm 

n=3, ##p-value<0.010, ###p-value<0.001 vs vehicle-normoxia, **p-value<0.010, ***p-value<0.001 vs vehicle-hypoxia

25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับ VEGF มกีาร

กระตุน้ p-VEGFR2 เทา่กบั 8.11±1.96, 7.74±2.00 และ 7.71±

1.33 ตามลำ�ดับ จากข้อมูลดังกล่าวพบว่าสารสกัดมังคุด

ไมส่ามารถยบัยัง้การกระตุน้ p-VEGFR2 ดว้ย VEGF (รปูที ่4)

วิจารณ์
	 ก ารศึ กษานี้ พบว่ า ส ารสกั ดมั ง คุ ดมี ฤทธิ์ ยั บยั้ ง

สารอนุมูลอิสระภายในเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมเมื่อถูก

กระตุ้นด้วยภาวะพร่องออกซิเจน และลดการเคลื่อนที่ของ

เซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมเมื่อถูกกระตุ้นด้วย VEGF ซึ่ง 

VEGF กระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมผ่านการ

เติมฟอสเฟตให้กับ VEGFR2 ซึ่งการออกฤทธิ์ของสารสกัด

มังคุดไม่ผ่านการเติมฟอสเฟตให้กับ VEGFR2

	 สารอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะอนุมูลอิสระของออกซิเจน 

มีบทบาทสำ�คัญในการสร้างหลอดเลือดใหม่ ภาวะต่างๆ เช่น 

ภาวะขาดเลอืด และภาวะพรอ่งออกซเิจน เพิม่การสรา้ง ROS ซึง่ 

ROS กระตุน้ VEGF, VEGFR และ downstream signaling8,19-20 

นอกจากนีภ้าวะขาดเลอืด/ภาวะพรอ่งออกซเิจนกระตุน้ HIF-1α 

ส่งผลให้การสร้าง VEGF เพิ่มขึ้น VEGF จับกับตัวรับจำ�เพาะ

คือ VEGFR2 และเกิด dimerization และ autophospho-

rylation ทำ�ให้โปรตีนที่มี Src homology 2 (SH2) เข้ามาจับ 

และมีการส่งต่อสัญญาณ ผ่าน Mitogen activated protein 

kinase (MAPK) คือ JNK, p38 และ ERK1/2 และ PI3K/

Akt สุดท้ายทำ�ให้เซลล์เอนโดธีเลียมเกิด proliferation21,22, 

migration23 และ tube formation24-26
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Control ME 50ME 25VehicleVEGF ME 100

VEGF

รูปที่ 3	 แสดงผลของสารสกัดมังคุดต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย VEGF (ก) เซลล์เรตินา

	 เอนโดธเีลยีมถกูครดูและไดร้บั VEGF รว่มกบัไดร้บัหรอืไมไ่ดร้บัสารสกดัมงัคดุ เปรยีบเทยีบภาพถา่ยกอ่นและหลงัไดร้บั

	 สารสกัด 24 ชั่วโมง (ข) วิเคราะห์การเคลื่อนของเซลล์ด้วย Image J software 

n=3, #p-value<0.050, ##p-value<0.010 vs control, **p-value<0.010, ***p-value<0.010 vs VEGF, ++p-value<0.010, +++p-value<0.001 vs vehicle+VEGF
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รูปที่ 4 แสดงผลของสารสกัดมังคุดต่อการส่งสัญญาณของ VEGF ในการกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์ เซลล์เรตินา

	 เอนโดธเีลยีมไดร้บัสารสกดัมงัคดุหรอื vehicle และบม่ดว้ย VEGF เปน็เวลา 5 นาท ีแยกแถบโปรตนี phosphorylation of 

	 VEGFR2 ด้วย SDS-PAGE 

Control ME 50ME 25VEGF ME 100

VEGF
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n=3, *p-value<0.050 vs control

	 สารสกัดมังคุดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ14 โดยการให้
ไฮโดรเจนอะตอมหรอือเิลคตรอนเพือ่กำ�จดัอนมุลูอสิระ (radical 
scavenging)13,27,28 การคีเลทไอออนของโลหะ (metal ions 
chelating)13 การรีดิวซ์ (reducing activity)13,29 และการกำ�จัด
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (lipid oxidation productions 
scavenging)13,30 การศึกษานี้พบว่าสารสกัดมังคุดลด ROS 
ในเซลล์เรตินาเอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วยภาวะพร่อง
ออกซิเจน นอกจากนี้สารสกัดมังคุดยังต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ 

neuroblastoma15,18 ปริ่มเฉนียน มุ่งการดี และคณะ16 ศึกษา
เปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของแอลฟาแมงโกสทีนและ
สารสกัดมังคุด พบว่าแอลฟาแมงโกสทีนและสารสกัดมังคุด
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Tjahjani 
และคณะ31 นอกจากนี้ในการศึกษาก่อนหน้าของคณะผู้วิจัย
พบว่าแอลฟาแมงโกสทีนมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์เรตินา
เอนโดธีเลียมเช่นกัน17 วิชิต สุธรรมารักษ์ และคณะ32 ศึกษา

ความปลอดภัยและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของเม็ดเลือดแดง
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ในอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีที่รับประทานสารสกัดมังคุด

เป็นเวลา 24 สัปดาห์ พบว่าเม็ดเลือดแดงของอาสาสมัครที่

รับประทานสารสกัดมังคุดมีความสามารถในการต้านอนุมูล

อสิระเพิม่ขึน้เมือ่รบัประทานสารสกดัมงัคดุอยา่งนอ้ย 12 สปัดาห์

	 ROS เป็นตัวกลางที่สำ�คัญในการเกิด proliferation, 

migration และ tube formation มีรายงานว่าสารสกัดมังคุด

มผีลยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมข่อง vasa vasorum โดยลด 

H2O2, HIF-1α, NF-κB และ iNOS ในหนูที่ได้รับอาหาร

ไขมันสูง33 นอกจากนี้แอลฟาแมงโกสทีนยับยั้งการเกิด proli-

feration, migration และ tube formation ของเซลลเ์อนโดธเีลยีม

ของหลอดเลือดขนาดใหญ่ คือ human umbilical vein endo-

thelial cells34 และหลอดเลือดขนาดเล็ก คือ BRECs17 โดย

การยับยั้ง phosphorylation ของ VEGFR2 ซึ่งการศึกษานี้

พบว่าสารสกัดมังคุดสามารถยับยั้งการเกิด migration ได้

โดยไม่ผ่านการ phosphorylation ของ VEGFR2 แสดงว่า

สารสกัดมังคุดที่มีแอลฟาแมงโกสทีนน้อยกว่าร้อยละ 2 และ

แอลฟาแมงโกสทีนสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์เรตินา

เอนโดธีเลียมซึ่งเป็นขั้นตอนที่สำ�คัญในกระบวนการสร้าง

หลอดเลือดใหม่ของหลอดเลือดเลี้ยงจอประสาทตาโดยมี

กลไกการออกฤทธิ์ที่ต่างกัน นอกจากนี้มีรายงานว่าแอลฟา

แมงโกสทีนยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนัง ผ่าน 

matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) และ NF-κB 35 

และ MMP-936 อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ต้องศึกษาเพิ่มเติม

ถึงฤทธิ์และกลไกของสารสกัดมังคุดต่อการเกิด proliferation 

และ tube formation รวมถึงต้องศึกษาในสัตว์ทดลองร่วมด้วย

สรุป
	 สารสกัดมังคุดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้ง

การเคลื่อนที่ของเซลล์เอนโดธีเลียมที่ถูกกระตุ้นด้วย 

VEGF ได้ โดยไม่ผ่าน phosphorylation ของ VEGFR2
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