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บทคัดย่อ:
	 การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�ในรูปข้าวดิบ ข้าวหุง และข้าวหมัก นั้น
ไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์แต่จะแสดงฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์หลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท ในการศึกษานี้เมื่อเติมสารสกัด
ข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�ในรูปข้าวดิบ ข้าวหุง และข้าวหมัก 0.8 1.2 และ 1.6 มิลลิกรัมต่อจานเลี้ยงเชื้อ 
พร้อมสารสกัดซุปไก่ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทด้วยการทดสอบเอมส์ โดยใช้เชื้อ Salmonella typhimurium 
สายพันธุ์ TA98 และ TA100 พบว่าการเติมสารสกัดข้าวดิบและข้าวหุงเสริมฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์มากขึ้น แต่
สารสกดัขา้วหมกัของขา้วทัง้สองชนดิกลบัสามารถลดฤทธิก์อ่กลายพนัธุข์องสารกอ่กลายพนัธุท์ีเ่กดิขึน้จากสารสกดั
ซปุไกท่ำ�ปฏกิริยิากบัไนไตรทได ้อาจเนือ่งมาจากการหมกัขา้วทำ�ใหเ้กดิสารประกอบบางชนดิหรอืเกดิเปลีย่นแปลง
สารบางชนิดที่ส่งผลลดการก่อกลายพันธุ์ได้  อย่างไรก็ตาม ดัชนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นจริง (actual mutagenicity 
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index; actual MI) จากสารผสมของสารสกัดซุปไก่และสารสกัดข้าวหลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทน้อยกว่าดัชนี
กลายพันธุ์ที่คาดว่าจะเกิดขึ้น (expected MI) ซึ่งได้จากผลรวมของค่า MI ของสารสกัดซุปไก่หลังทำ�ปฏิกิริยากับ
ไนไตรทและของสารสกดัขา้วหลงัทำ�ปฏกิริยิากบัไนไตรทในเชือ้ทัง้  2  สายพนัธุ ์ยกเวน้สารสกดัขา้วเหนยีวดำ�หงุปรมิาณ 
0.8 มลิลกิรมัตอ่จานเลีย้งเชือ้ ทีแ่สดงคา่ actual MI สงูกวา่ expected MI แตเ่มือ่คำ�นวณเปน็ percent modification 
แล้วถือว่าไม่มีฤทธิ์แต่อย่างใด อาจเนื่องจากสารประกอบบางชนิดในสารสกัดจากข้าวสามารถลดการเกิดปฏิกิริยา 
nitrosation หรือจับกับสารก่อกลายพันธุ์และ/หรืออนุมูลอิสระที่เกิดระหว่างการก่อกลายพันธุ์ หรือมีผลเปลี่ยนแปลง
คณุสมบตับิางอยา่งของแบคทเีรยี อยา่งไรกต็ามควรหลกีเลีย่งการบรโิภคขา้วสองชนดินีร้ว่มกบัอาหารทีม่สีารไนไตรท 

คำ�สำ�คัญ: การทดสอบเอมส์, ข้าวหอมนิล, ข้าวเหนียวดำ�, ฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์, ไนไตรท 

Abstract:
	 The previous study indicated that the extracts of three form of Hom Nil rice (Oryza sativa) 
and black glutinous rice (Oryza sativa var. glutinosa); raw, cooked and fermented were not mutagenic. 
But after nitrite treatment, these rice extracts exhibited their mutagenicity. In this study, extracts of 
raw, cooked and fermented Hom Nil rice and black glutinous rice was explored using Ames test 
on Salmonella typhimurium TA98 and TA100. Rice extracts was added to nitrite-treated chicken 
extract at levels of 0.8, 1.2 and 1.6 mg/plate. Addition of raw and cooked rice extracts enhanced the 
mutagenicity of nitrite-treated chicken extracts. However, extracts of both types of fermented rice 
inhibited mutagenic activity of mutagen occurred during nitrite-treated chicken extracts according to 
fermentation might increase some active compounds or change some certain compounds that resulting 
in reduced the mutagenicity of nitrite-treated chicken extracts.  Nevertheless, the actual mutagenicity 
index (MI) of the mixture of sodium nitrite treated chicken extract in the presence of each rice extract 
was rather less than that of the expected MI that obtained from summation of individual MI obtained 
from sodium nitrite treated chicken extract and each sodium nitrite treated rice extract on both strains.  
Only the mixture of chicken extract and cooked black glutinous rice extract at the amount 0.8 mg/
plate yielded actual MI greater than expected from summation of individual MI on S. typhimurium 
TA98. However, the cooked black glutinous rice extract showed the negligible effect. The effects of 
these rice extracts might be due to the presence of some antimutagen components that might reduce 
nitrosation reaction, and/or scavenge mutagen and/or free radicals that occur during mutagenesis, 
and/or changing some bacterial properties. The results from this study suggest that consumers should 
avoid the consumption of the black glutinous rice and Hom Nil rice with nitrite-containing food. 

Keywords: Ames test, black glutinous rice, Hom Nil rice, mutagenicity, nitrite 



Songkla Med J Vol. 32 No. 3 May-Jun 2014                                                           141

Effect of Hom Nil Rice and Black Glutinous Rice Using Ames Test Sadabpod K, et al.

บทนำ�
	 ข้อมูลจำ�นวนการเสียชีวิตและอัตราการเสียชีวิต
จำ�แนกตามสาเหตกุารเสยีชวีติ และเพศ ทัว่ราชอาณาจกัร 
พ.ศ. 2547-2554 โดยสำ�นักสถิติพยากรณ์ สำ�นักงาน
สถิติแห่งชาติ ระบุว่าในประเทศไทยมีผู้เสียชีวิตจากโรค
มะเร็งเป็นอันดับ 1 มากกว่าโรคอื่นที่เคยเป็นปัญหา
ทางสาธารณสุขในอดีต เช่น โรคติดเชื้อ โรคขาด
สารอาหาร โรคหัวใจและหลอดเลือด หรืออุบัติเหตุ ซึ่ง
จำ�นวนผู้ป่วยนอก จำ�นวนผู้ป่วยใน จำ�นวนการเสียชีวิต
และอัตราการเสียชีวิต ที่มีสาเหตุมาจากโรคมะเร็งนั้น
มีแนวโน้มเพ่ิมสูงข้ึนในแต่ละปีท้ังในเพศชายและเพศหญิง1 

	 จากการศึกษาทางระบาดวิทยาในหลายประเทศ
พบว่าสารอาหารบางชนิดมีความสัมพันธ์โดยตรงกับ
การเกดิหรอืยบัยัง้มะเรง็บางชนดิ2 อาหารทีป่ระกอบดว้ย
สารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพจึงมีบทบาทสำ�คัญต่อการ
ป้องกันหรือลดความเสี่ยงของโรคต่างๆ เช่น โรค
หลอดเลือดหัวใจ โรคอัลไซเมอร์ และโรคมะเร็ง เป็นต้น 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารพฤกษเคมี (phytochemical) 
ที่มีบทบาทสำ�คัญในร่างกาย เช่น มีส่วนช่วยในการ
ทำ�งานของเอนไซม์กำ�จัดสารพิษ การกำ�จัดอนุมูลอิสระ 
การกระตุน้ระบบภมูคิุม้กนัของรา่งกาย และการแสดงออก
ของยีนในขั้นตอนต่างๆ เป็นต้น3 
	 แอนโทไซยานิน (anthocyanins) คือ รงควัตถุ
ที่ละลายน้ำ�ได้ จัดอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 
โดยจะให้สีที่ต่างกันขึ้นกับสภาวะและโครงสร้างของสาร 
โดยคุณสมบัติและปริมาณของ anthocyanins ที่พบ
ในพืชนั้นแตกต่างกันขึ้นกับปัจจัยต่างๆ เช่น ชนิดหรือ
สายพันธุ์ของพืช สภาวะที่พืชเจริญเติบโต เช่น แสงและ
อุณหภูมิ ระยะเวลาและสภาพในการเก็บรักษาหลังการ
เก็บเกี่ยว โดยสาร anthocyanins จะเกิดการสลายตัว
จากปจัจยัตา่งๆ เชน่ สภาวะดา่ง อณุหภมูสิงูและเอนไซม์
บางชนิด (เช่น glucosidase)4 สาร anthocyanins จะ
ถกูดดูซมึในสว่นลำ�ไสใ้นระดบัต่ำ�และมปีรมิาณออกมากบั
อุจจาระน้อยมาก เนื่องจากเมื่อผ่านเข้าสู่ลำ�ไส้แล้วจะถูก
ไฮโดรไลซ์โดยเอนไซม์จากลำ�ไส้และแบคทีเรียในลำ�ไส้5  
anthocyanins  พบไดใ้นสว่นตา่งๆ ของพชืชัน้สงูโดยเฉพาะ

ส่วนดอกและผลที่มีสีม่วงและสีแดง เช่น ดอกผักบุ้ง ผล
องุน่แดง และผลเบอรร์ีช่นดิตา่งๆ  มกีารนำ�ไปใชเ้ปน็สาร
แตง่สอีาหารทดแทนการใชส้ารแตง่สสีงัเคราะห ์หรอืนำ�มา
รับประทานเพื่อหวังผลทางสุขภาพต่างๆ ซึ่งคุณสมบัติ
ที่สำ�คัญที่สุดของสาร anthocyanins คือ การเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงจึงอาจมีส่วนสำ�คัญ
เกีย่วกบัโรคตา่งๆ ทีเ่กดิขึน้จากอนมุลูอสิระได ้โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งการช่วยยับยั้งการเกิดมะเร็งชนิดต่างๆ ได้โดย
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติ5 ดังนั้นการเลือกบริโภคอาหาร
ที่มี anthocyanins จึงอาจช่วยลดการเกิดโรคต่างๆ ได้  
เชน่ สารสกดัสจีากขา้วโพดมว่งมฤีทธิย์บัยัง้การเกดิมะเรง็
ลำ�ไส้ใหญ่ในหนูตัวผู้ที่ได้รับ 2-amino-1-methyl-
6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) และ 1,2-
dimethylhydrazine6 และมีฤทธิ์ต้านการก่อกลายพันธุ์
ที่เกิดจากสาร 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido
[4,3-b]indole (Trp-P-1)7 การศึกษาในหนู mice 
ทีถ่กูเลีย้งดว้ยถัว่ดำ�ซึง่ม ีanthocyanins เปน็สว่นประกอบ
ในเปลอืกของเมลด็ พบว่า ดเีอน็เอ (deoxyribonucleic 
acid; DNA) จะถูกทำ�ลายจาก cyclophosphamide 
ต่ำ�กว่าหนูกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับถั่วดำ�8  
	 สำ�หรับข้าวที่เป็นอาหารหลักของประชากรไทย
ในบางสายพนัธุซ์ึง่มสีดีำ� สมีว่งดำ� และสแีดงนัน้ กจ็ดัเปน็
แหลง่ของ anthocyanins เชน่เดยีวกนั เชน่ ขา้วหอมนลิ 
ข้าวเหนียวดำ� ข้าวสังข์หยด และข้าวหอมแดง เป็นต้น 
โดยมีการศึกษาชนิดของสาร anthocyanins ที่พบได้ใน
ข้าวสีแดงและสีม่วงดำ� ได้แก่ สีม่วงเข้มจาก cyanidin-
3-glucoside สีชมพูอ่อนจาก peonidin-3-glucoside 
และสีน้ำ�ตาลจาก procyanidin ผสมกัน อาจพบสาร 
pelargonidin-3,5-diglucoside และ malvidin อยูด่ว้ย 
ซึ่งสารดังกล่าวทั้งหมดนี้เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ9-11 
โดยมีการศึกษาเกี่ยวกับประโยชน์ต่อสุขภาพของ 
anthocyanins ในข้าวต่างๆ เช่น สารสกัดจากข้าวสีดำ�
มฤีทธิต์า้นอนมุลูอสิระโดยปอ้งกนัการทำ�ลาย DNA และ
ลดการเกิด LDL-cholesterol ในการทดลองแบบ  
in vitro12 สามารถยบัยัง้การแพรก่ระจายและการเคลือ่นที่
ของ SKHep-1 cells รวมทัง้ทำ�ใหก้ารทำ�งานของ matrix 
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metalloproteinase (MMP)-9 และ urokinase-type 
plasminogen activator (u-PA) ลดลง นอกจากนี้
ยงัยบัยัง้การจบัคูข่องสาย DNA และกระบวนการ nuclear 
translocation ของเซลล ์AP-1 และลดการแพรก่ระจาย
ของเซลลม์ะเรง็อกีหลายตวั ไดแ้ก ่SCC-4, Huh-7 และ 
HeLa ในการทดลองแบบ in vivo13 
	 ข้าวเจ้าหอมนิล เกิดจากข้าวนิลซึ่งเป็นข้าวเจ้า
สีดำ�ที่มีเมล็ดใสสีม่วงเข้มที่ได้จากการคัดพันธุ์กลายของ
ข้าวเหนียวดำ�ต้นเตี้ยจากประเทศจีนผสมพันธุ์กับข้าว
หอมมะลิโดยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ข้าวกล้อง
ของข้าวเจ้าหอมนิลหุงสุก จะนุ่ม มีกลิ่นหอมแบบ
ข้าวเหนียวดำ�และข้าวหอม เหนียวนุ่ม เมล็ดยาว และ
มโีภชนาการและฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระสงูเมือ่เปรยีบเทยีบ
กบัขา้วขาว และมปีรมิาณสารตา้นอนมุลูอสิระสงูประมาณ 
293 ไมโครโมลต่อกรัม14 ส่วนข้าวเหนียวดำ�หรือข้าวก่ำ� 
มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Oryza glutinosa L. เป็นข้าวมีสี
ของไทยที่รู้จักมานาน โดยข้าวมีสีม่วงจนถึงดำ�และ
ให้คุณค่าทางโภชนาการมากกว่าข้าวเหนียว15  
	 สารก่อกลายพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษานี้ คือ ซุปไก่
สกัดทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท การต้มเนื้อไก่เป็นเวลานาน
ติดต่อกันหลายชั่วโมง จะทำ�ให้เกิดสารก่อกลายพันธุ์
ในกลุ่ม heterocyclic amines (HCAs)16-18 ซึ่งมี
การศึกษาโดยวิธีเอมส์พบว่าซุปไก่สกัดไม่มีฤทธิ์ก่อ
กลายพันธุ์โดยตรง แต่เมื่อทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท
ในสภาวะกรด (pH 3.0-3.5) พบวา่มฤีทธิก์อ่กลายพนัธุ์
ตอ่เชือ้แบคทเีรยี Salmonella typhimurium ทัง้สายพนัธุ ์
TA98 และ TA100 แบบ frameshift และ base-pair 
substitution ตามลำ�ดับ ทั้งนี้อาจเกิดจากปฏิกิริยา 
nitrosation ทำ�ให้เกิดสารก่อกลายพันธุ์โดยตรง เช่น 
สารประกอบไนโตรโซ (nitroso compound)19 
	 ในการศกึษานีจ้ะทำ�การประเมินและเปรยีบเทยีบ
ฤทธิข์องสารสกดัจากขา้วหอมนลิและขา้วเหนยีวดำ�ในรปู
ข้าวสาร ข้าวหุงสุก และข้าวหมัก ในการยับยั้งการเกิด
สารกอ่กลายพนัธุจ์ากซปุไกส่กดัทีท่ำ�ปฏกิริยิากบัไนไตรท
โดยวิธีทดสอบเอมส์ โดยข้อมูลที่จะได้จากการวิจัยนี้
สามารถนำ�ไปใชเ้ปน็ขอ้มลูอา้งองิเพือ่สง่เสรมิใหป้ระชาชน
หันมาบริโภคข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�ต่อไป

วัสดุและวิธีการ
	 1. 	สารเคมีและเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้
	 	 สารกอ่กลายพนัธุ ์1-Aminopyrene (1-AP) 
จาก Aldrich สารเคมีจาก Merck คือ methanol, 
L-Histidine monohydrochloride, sodium chloride, 
hydrochloric acid, magnesium sulfate heptahydrate,
citric acid monohydrate, potassium chloride, 
di-sodium hydrogen phosphate และ Bacto agar 
สารเคมีจาก Sigma คือ D-Biotin และ ammonium 
sulfamate สารเคมีจาก Fluka คือ D(+)-Glucose 
monohydrate, sodium ammonium hydrogen phos-
phate tetrahydrate สารเคมีจาก BDH Chemical คือ 
sodium nitrite สว่น Oxoid nutrient broth No.2 จาก 
Oxoid  
 	 2. การเตรียมตัวอย่างอาหาร
	 	 2.1.	การเตรียมตัวอย่างสารสกัดซุปไก่
	 	 	 นำ �ซุ ป ไก่ สกั ดที่ มี จำ �หน่ ายในห้ า ง
สรรพสินค้ามาทำ�ให้เข้มข้นขึ้นด้วยเครื่องกลั่นระเหยสาร
แบบหมุน (rotary evaporator) ที่ 45 องศาเซลเซียส 
จากนั้นทำ�ให้แห้งโดยใช้เครื่องทำ�แห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
(freeze drier) แล้วจึงนำ�มาบดเป็นผงละเอียด นำ�มา
ละลายด้วยน้ำ�ที่ความเข้มข้น 0.486 กรัมต่อมิลลิลิตร 
แล้วทำ�ให้ปราศจากเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อโรค (auto-
clave) ก่อนนำ�มาใช้
	 	 2.2.	การเตรียมตัวอย่างอาหาร
	 	 	 ข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�มาจาก
ห้างสรรพสินค้าในกรุงเทพฯ ข้าวดิบเตรียมโดยนำ�ข้าว
มาล้างด้วยน้ำ�ประปา ข้าวสุกเตรียมโดยใช้หม้อหุงข้าว
ไฟฟ้าหุงด้วยน้ำ�กลั่นอัตราส่วน 2 ลิตรต่อข้าวดิบ 
1 กิโลกรัม และข้าวหมักเตรียมโดยใช้ลูกแป้งสำ�หรับทำ�
ขา้วหมาก 1 ชิน้ตอ่ขา้วดบิ 1 กโิลกรมั นำ�มาหมกักบัขา้ว
หุงสุกแล้ว ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 48 ชั่วโมง จากนั้น
ตัวอย่างข้าวทั้งหมดจะถูกอบที่ 40 องศาเซลเซียส ด้วย
ตูอ้บลมรอ้น (hot air oven) จนแหง้แลว้นำ�มาบดใหเ้ปน็
ผงดว้ยเครือ่งปัน่ผสมอาหาร ตวัอยา่งขา้วแตล่ะชนดิจะถกู
สกัด 3 ครั้ง ครั้งละ 24 ชั่วโมง ด้วย acid alcohol 
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(0.1 N acetic acid ใน ethanol ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 70) 
1.5 ลิตรต่อผงข้าว 1 กิโลกรัม สารสกัดที่ได้มาระเหย
โดยใช้เครื่อง rotary evaporator แล้วทำ�ให้แห้งโดยใช้
เครือ่ง freeze drier สารสกดัขา้วทีไ่ดจ้ะเกบ็ในขวดปอ้งกนั
แสงที่อุณหภูมิต่ำ�กว่า 5 องศาเซลเซียส ก่อนนำ�มาใช้  
	 3. การศึกษาฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์
	 	 3.1.	การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์สำ�หรับ
ทำ�การศึกษา
	 	 	 นำ�เชือ้ 10 ไมโครลติร S. typhimurium 
TA98 และ TA100 มาเลี้ยงในอาหาร oxiod nutrient 
broth No. 2 (12 มิลลิลิตร) แล้วบ่มในเครื่องเขย่า
พรอ้มระบบควบคมุอณุหภมู ิ(orbital shaking incubator) 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 100 รอบ
ต่อนาที นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางเชื้อลง 8 เท่า 
ด้วย sodium chloride ความเข้มข้นร้อยละ 0.9 เพื่อ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 
ให้มีค่าอยู่ในช่วง 0.3-0.4 
	 	 3.2.	ฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดข้าว
	 	 	 เติมสารละลายสารสกัดข้าว 50 75 
หรือ 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง ปรับปริมาตร
เป็น 300 ไมโครลิตร เติม 0.2 N hydrochloric acid 
550 ไมโครลิตร และ 2 M sodium nitrite 250 
ไมโครลิตร ตามลำ�ดับ หลังจากนั้นนำ�สารที่เตรียมได้
ไป incubate บน orbital shaking water bath ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง แล้วหยุด
ปฏิกิริยาด้วยการแช่ในนํ้าแข็งนาน 1 นาที และทำ�การ
เติม 2 M ammonium sulfamate 250 ไมโครลิตร 
ลงในหลอดและนำ�ไปแชใ่นนํา้แขง็อกี 10 นาท ีหลงัจากนัน้
จึงทำ�ขั้นตอน pre-incubation โดยนำ�หลอดทดลอง
ใหม่มาเติม sodium phosphate-potassium chloride 
buffer pH 7.4 500 ไมโครลิตร และสารละลายที่ได้
จากการทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทข้างต้นจำ�นวน 100 
ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติม 100 ไมโครลิตร ของเชื้อ S. 
typhimurium TA98 หรือ TA100 ที่เตรียมไว้แล้ว 
incubate บน orbital shaking water bath ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซยีส นาน 20 นาท ีเตมิ top agar (ทีผ่สม 

histidine และ biotin แล้ว) ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ลงไป 
จากนั้นนำ�ไปเทบนจานเลี้ยงเชื้อ แล้วนำ�จานเลี้ยงเชื้อไป 
incubate ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 48 ชัว่โมง 
เมื่อครบกำ�หนดเวลาจึงนับจำ�นวนโคโลนีที่เจริญขึ้น แล้ว
นำ�จำ�นวนโคโลนีที่ได้มาคำ�นวณหาดัชนีการกลายพันธุ์ 
(mutagenicity index; MI) เพือ่ดจูำ�นวนโคโลนกีลายพนัธุ์
ที่เกิดขึ้น โดยคำ�นวณจากจำ�นวนโคโลนีเฉลี่ยที่ได้จาก
การทดสอบสารสกัดข้าวหลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท 
3 ซํ้า หารด้วยจำ�นวนโคโลนีเฉลี่ยที่ได้จาก negative 
control (ใชน้้ำ�ปราศจากเชือ้) ทีท่ำ�การทดลอง 3 ซํา้ โดย
ค่า MI ที่มีค่ามากกว่า 2 และเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้น
ที่ทดสอบหมายถึงสารนั้นมีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์
	 4.	การศึกษาการต้านการเกิดสารก่อกลายพันธ์ุ
ของสารสกัดซุปไก่หลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท
	 	 เติมสารสกัดข้าวความเข้มข้น 216 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 50 75 หรือ 100 ไมโครลิตร 
ลงในหลอดทดลองจากนัน้ปรบัปรมิาตรดว้ยน้ำ�ปราศจาก
เชื้อจนครบ 100 ไมโครลิตร แล้วจึงเติมสารละลาย
สารสกัดซุปไก่ 200 ไมโครลิตร 0.2 N hydrochloric 
acid 740 ไมโครลิตร และ 2 M sodium nitrite 250 
ไมโครลิตร ตามลำ�ดับ ก่อนนำ�ไป incubate บน orbital 
shaking water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 4 ชั่วโมง เมื่อครบกำ�หนด หยุดปฏิกิริยาด้วยการ
แช่ในนํ้าแข็งนาน 1 นาที แล้วเติม 2 M ammonium 
sulfamate 250 ไมโครลิตร ลงในทั้งสองหลอด และแช่
ในนํ้าแข็งอีก 10 นาที ก่อนทำ�ขั้นตอน pre-incubation 
เช่นเดียวกับข้างต้น แล้วจึงนับจำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์
ที่เกิดขึ้น นำ�ไปคำ�นวณค่า MI (actual MI) และ
ทำ�การเปรียบเทียบกับค่า MI ที่คาดว่าจะเกิดขึ้น 
(expected MI) ซึ่งได้จากค่า MI ของสารสกัดซุปไก่
หลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทบวกกับค่า MI ของสารสกัด
ข้าวหลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท นำ�ค่าที่ได้ไปคำ�นวณ
เป็น percent modification จากสูตร: percent 
modification = [(expected MI - actual MI) x 100]/ 
expected MI ซึ่งแสดงถึงการปรับเปลี่ยนฤทธิ์ก่อ
กลายพนัธุข์องสารสกดัซปุไกห่ลงัทำ�ปฏกิริยิากบัไนไตรท 
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หาก percent modification เป็นบวกแสดงว่ามีฤทธิ์
ลดการเกิดสารก่อกลายพันธุ์ได้ ถ้าค่าเป็นลบแสดงว่า
มีฤทธิ์เสริมการเกิดสารก่อกลายพันธุ์ โดยแบ่งเป็นระดับ
ต่างๆ คือ ร้อยละ 0-20 ไม่มีฤทธิ์ ร้อยละ 20-40  
มีฤทธิ์อ่อน ร้อยละ 40-60 มีฤทธิ์ปานกลาง และ 
มากกว่าร้อยละ 60 มีฤทธิ์สูง20

 
ผลการศึกษา
	 1. ฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดข้าว
	 	 สารสกัดข้าวแต่ละชนิดในปริมาณ 0.8 1.2 
และ 1.6 มิลลิกรัมต่อจานเลี้ยงเชื้อ หลังจากทำ�ปฏิกิริยา
กบัไนไตรทแลว้มฤีทธิก์อ่กลายพนัธุต์อ่ S. typhimurium 
TA98 และ TA100 โดยได้จำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์
มากกวา่ 2 เทา่ของจำ�นวนโคโลนเีฉลีย่ทีไ่ดจ้าก negative 
control (ไม่ได้แสดงข้อมูล) และ mutagenicity index 
ที่ได้นั้นแสดงดังตารางที่ 1 และ 2 
	 2.	ผลของสารสกัดข้าวในการต้านการเกิด
สารกอ่กลายพนัธุข์องสารสกดัซปุไกท่ี่ทำ�ปฏกิิริยากบั
ไนไตรท
	 	 เมื่อเติมสารสกัดข้าวในปริมาณ 0.8 1.2 และ 
1.6 มิลลิกรัมต่อจานเลี้ยงเชื้อ ร่วมกับสารสกัดซุปไก่
ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทพบว่าสารสกัดข้าวหมักของ
ข้าวทั้งสองชนิดทำ�ให้เกิดจำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ 
ที่น้อยกว่าสารสกัดซุปไก่ที่ทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท
ในเชื้อ S. typhimurium สายพันธุ์ TA98 และ TA100 
แตเ่มือ่เตมิสารสกดัของขา้วดบิและขา้วหงุของขา้วทัง้สอง
ชนดิพบวา่ทำ�ใหเ้กดิจำ�นวนโคโลนกีลายพนัธุท์ีเ่พิม่สงูขึน้
กว่าสารสกัดซุปไก่ที่ทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท และทำ�ให้
ค่า MI เพิ่มสูงขึ้นทั้งในเชื้อ S. typhimurium สายพันธุ์ 
TA98 และ TA100 (ไมไ่ดแ้สดงขอ้มลู) แตอ่ยา่งไรกต็าม
เมื่อเปรียบเทียบดัชนีกลายพันธุ์ที่คาดว่าจะเกิดขึ้น 
(expected MI) ทีไ่ดจ้ากผลรวมของคา่ MI ของสารสกดั
ซุปไก่หลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทและของสารสกัดข้าว
หลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทกับดัชนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้น
จริง (actual MI) จากสารผสมของสารสกัดซุปไก่และ
สารสกดัขา้วหลงัทำ�ปฏกิริยิากบัไนไตรทพบวา่มคีา่ต่ำ�กวา่
ที่คำ�นวณได้ในเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ์ ยกเว้นสารสกัด

ขา้วเหนยีวดำ�หงุทีป่รมิาณ 0.8 มลิลกิรมัตอ่จานเลีย้งเชือ้ 
ที่แสดงค่า actual MI ที่สูงกว่า expected MI แต่
เมื่อนำ�มาคำ�นวณเป็น percent modification แล้ว
ถือว่าไม่มีฤทธิ์แต่อย่างใด ดังนั้นการเติมสารสกัดข้าว
ในสารสกัดซุปไก่ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทเป็นเวลา 
4 ชั่วโมง จึงช่วยลดการก่อกลายพันธุ์ของทั้งสารสกัด
ซุปไก่และสารสกัดข้าวได้ ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2

วิจารณ์
	 สารสกัดซุปไก่และสารสกัดข้าวหอมนิลและ
ข้าวเหนียวดำ�ในรูปข้าวดิบ ข้าวหุง และข้าวหมัก นั้น
แสดงฤทธิก์อ่กลายพนัธุต์อ่ S. typhimurium ทัง้สายพนัธุ ์
TA98 และ TA100 หลังจากทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท
ทีส่ภาวะกรดในระบบทีไ่มม่เีอนไซมก์ระตุน้ อาจเน่ืองจาก
สารสกัดข้าวมีสารประกอบบางชนิดเกิดเป็น nitrosated 
products ที่สามารถทำ�ให้เกิดการก่อกลายพันธุ์แบบ 
frameshift (TA98) และแบบ base-pair substitution 
(TA100) ดังในการศึกษาของ กมลา สดับพจน์ และ
คณะ21 ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้พบว่าการเติมสารสกัดข้าว
ลงไปพร้อมสารสกัดซุปไก่ก่อนการทำ�ปฏิกิริยากับ
ไนไตรทที่สภาวะกรดนั้นมีเพียงสารสกัดจากข้าวหมัก
ของข้าวทั้งสองชนิดที่มีฤทธิ์ลดการก่อกลายพันธุ์ได้
ซึ่งอาจจะเนื่องมาจากสารบางชนิดในข้าวหมักสามารถ
ยับยั้งปฏิกิริยา nitrosation ได้ หรือการหมักอาจช่วย
เพิ่มปริมาณสารในกลุ่ม aglycone ที่มีฤทธิ์ต้าน
การก่อกลายพันธุ์ขึ้นได้22,23 ส่วนการเติมสารสกัด
จากข้าวดิบและข้าวหุงของข้าวทั้งสองชนิดลงไปพร้อม
สารสกัดซุปไก่ก่อนการทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทนั้น
ไม่ได้ทำ�ให้จำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์น้อยกว่าการไม่เติม
สารสกดัขา้ว แตพ่บวา่ฤทธิท์ีค่วรจะเสรมิการกอ่กลายพนัธุ์
กนัของสารสกดัขา้วและสารสกดัซปุไกเ่มือ่ทำ�ปฏกิริยิากบั
ไนไตรททีส่ภาวะกรดนัน้กลบัลดลงเมือ่มกีารเตมิสารสกดั
ข้าวก่อนการทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท เห็นได้จากการที่
ค่า actual MI มีค่าน้อยกว่า expected MI ซึ่งอาจ
จะเนื่องมาจากสารสกัดข้าวที่เติมลงไปนั้นสามารถทำ�
ปฏิกิริยากับไนไตรทได้แต่ให้ผลก่อการกลายพันธุ์ที่
น้อยกว่าต่อเชื้อ S. typhimurium ทั้ง 2 สายพันธุ์ 
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ตารางที่ 1	 การเปรียบเทียบ expected MI ของสารสกัดซุปไก่และสารสกัดข้าว กับ actual MI จากสารผสม
	 ของสารสกัดซุปไก่และสารสกัดข้าวหลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทของเชื้อ Salmonella typhimurium 
	 สายพันธุ์ TA98 ที่สภาวะกรดในระบบที่ไม่มีเอนไซม์กระตุ้น*
	 	 	 	 	  

สารสกัดข้าว

ปริมาณ
สารสกัด
ข้าว 

(มิลลิกรัม
ต่อจาน

เลี้ยงเชื้อ)

Mutagenicity index**

A
สารสกัดซุปไก่
ทำ�ปฏิกิริยากับ
ไนไตรท***

B
สารสกัดข้าว
ทำ�ปฏิกิริยากับ

ไนไตรท

ผลรวมของ 
A และ B
(Expected 

MI)

Actual MI
Percent 

modification

	 ข้าวหอมนิลดิบ	 0.8	 9.60	 8.98	 18.58	 12.27	 51.47

	 	 1.2	 9.60	 10.01	 19.61	 14.93	 31.32

	 	 1.6	 9.60	 10.10	 19.70	 15.67	 25.74

	 ข้าวหอมนิลหุง	 0.8	 4.83	 7.17	 12.00	 6.53	 83.88

	 	 1.2	 4.83	 8.13	 12.96	 7.67	 69.09

	 	 1.6	 4.83	 9.07	 13.90	 8.22	 69.09

	 ข้าวหอมนิลหมัก	 0.8	 8.24	 1.61	 9.85	 7.38	 33.43

	 	 1.2	 8.24	 1.85	 1.09	 7.62	 32.41

	 	 1.6	 8.24	 1.96	 10.20	 7.71	 32.20

	 ข้าวเหนียวดำ�ดิบ	 0.8	 9.40	 5.67	 15.07	 10.93	 37.84

	 	 1.2	 9.40	 7.38	 16.78	 11.53	 45.49

	 	 1.6	 9.40	 7.58	 16.98	 16.87	 0.67

	 ข้าวเหนียวดำ�หุง	 0.8	 7.83	 3.40	 11.23	 11.61	 -3.25

	 	 1.2	 7.83	 6.88	 14.71	 13.22	 11.28

	 	 1.6	 7.83	 7.23	 15.06	 13.61	 10.67

	 ข้าวเหนียวดำ�หมัก	 0.8	 8.06	 1.97	 10.03	 7.44	 34.67

	 	 1.2	 8.06	 3.10	 11.16	 7.50	 48.74

	 	 1.6	 8.06	 3.33	 11.39	 8.50	 33.95

  *เมื่อใช้สารก่อกลายพันธุ์มาตรฐาน 1-aminopyrene (0.075 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 10 ไมโครลิตร ทำ�ปฏิกิริยากับ sodium nitrite 

	 ได้จำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้น 2103±95 โคโลนีต่อจานเลี้ยงเชื้อ 

 **Mutagenicity index (MI) คำ�นวณจากค่าเฉลี่ยของจำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นต่อจานเลี้ยงเชื้อหารด้วยค่าเฉลี่ยจำ�นวน

   โคโลนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ โดยค่าเฉลี่ยได้มาจากการทดลอง 2 ครั้ง ครั้งละ 3 จานเลี้ยงเชื้อ (N=6)

***ค่า MI สารสกัดซุปไก่ต่อเชื้อ S. typhimurium TA98 ในหลอดทดลองที่ไม่มีสารสกัดจากข้าว
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ตารางที่ 2	 การเปรียบเทียบ expected MI ของสารสกัดซุปไก่และสารสกัดข้าว กับ actual MI จากสารผสม
	 ของสารสกัดซุปไก่และสารสกัดข้าวหลังทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทของเชื้อ Salmonella typhimurium 
	 สายพันธุ์ TA100 ที่สภาวะกรดในระบบที่ไม่มีเอนไซม์กระตุ้น*
	 	 	 	 	  

สารสกัดข้าว

ปริมาณ
สารสกัด
ข้าว 

(มิลลิกรัม
ต่อจาน

เลี้ยงเชื้อ)

Mutagenicity index**

A
สารสกัดซุปไก่
ทำ�ปฏิกิริยากับ
ไนไตรท***

B
สารสกัดข้าว
ทำ�ปฏิกิริยากับ

ไนไตรท

ผลรวมของ 
A และ B
(Expected 

MI)

Actual MI
Percent 

modification

	 ข้าวหอมนิลดิบ	 0.8	 5.44	 5.86	 11.30	 7.75	 45.77

	 	 1.2	 5.44	 6.00	 11.44	 8.33	 37.30

	 	 1.6	 5.44	 6.33	 11.77	 8.64	 36.15

	 ข้าวหอมนิลหุง	 0.8	 8.53	 5.70	 14.23	 10.44	 36.32

	 	 1.2	 8.53	 5.73	 14.26	 10.52	 35.55

	 	 1.6	 8.53	 5.76	 14.29	 10.80	 32.29

	 ข้าวหอมนิลหมัก	 0.8	 7.96	 1.25	 9.21	 6.56	 40.27

	 	 1.2	 7.96	 1.44	 9.40	 6.73	 39.56

	 	 1.6	 7.96	 1.68	 9.64	 7.14	 34.90

	 ข้าวเหนียวดำ�ดิบ	 0.8	 4.17	 2.89	 7.06	 5.05	 39.81

	 	 1.2	 4.17	 3.37	 7.54	 5.93	 27.18

	 	 1.6	 4.17	 3.63	 7.80	 6.65	 17.33

	 ข้าวเหนียวดำ�หุง	 0.8	 6.33	 2.99	 9.32	 8.08	 15.37

	 	 1.2	 6.33	 4.27	 10.60	 8.60	 23.24

	 	 1.6	 6.33	 4.49	 10.82	 8.65	 25.14

	 ข้าวเหนียวดำ�หมัก	 0.8	 5.02	 1.70	 6.72	 4.44	 51.29

	 	 1.2	 5.02	 2.00	 7.02	 4.46	 57.28

	 	 1.6	 5.02	 2.48	 7.50	 4.91	 52.87

  *เมื่อใช้สารก่อกลายพันธุ์มาตรฐาน 1-aminopyrene (0.075 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 20 ไมโครลิตร ทำ�ปฏิกิริยากับ sodium nitrite 

	 ได้จำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้น 884±64 โคโลนีต่อจานเลี้ยงเชื้อ 

 **Mutagenicity index (MI) คำ�นวณจากค่าเฉลี่ยของจำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นต่อจานเลี้ยงเชื้อหารด้วยค่าเฉลี่ยจำ�นวน

	 โคโลนีกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ โดยค่าเฉลี่ยได้มาจากการทดลอง 2 ครั้ง ครั้งละ 3 จานเลี้ยงเชื้อ (N=6)

***ค่า MI สารสกัดซุปไก่ต่อเชื้อ S. typhimurium TA100 ในหลอดทดลองที่ไม่มีสารสกัดจากข้าว
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	 สารสกัดข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�อาจมีสาร
กลุม่ polyphenols อยูม่าก รวมทัง้มฤีทธิต์า้นอนมุลูอสิระ
ทีส่งูมาก21 จงึอาจไปจบัหรอืทำ�ปฏกิริยิากบัสารบางชนดิที่
เกดิขึน้ในกระบวนการ nitrosation ของสารกอ่กลายพนัธุ ์
มีการศึกษาพบว่ากระบวนการ nitrosate reaction อาจ
ถูกยับยั้งได้จากสารประกอบต่างๆ ในอาหาร เช่น สารที่
สกัดจากผลไม้ ผัก สารประกอบฟีนอลิค  และรวมไปถึง
พฤกษเคมตีา่งๆ24,25 มผีลการวจิยัทีร่ะบวุา่สารตา้นอนมุลู
อสิระบางชนดิ (เชน่ flavonoids) และกรดอะมโินบางชนดิ 
(เชน่ L-tryptophan) สามารถยบัยัง้การเกดิ heterocyclic 
amine ภายใต้สภาวะต่างๆ ได้26-30 นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาถึงสารที่มีผลยับยั้งการเกิดสาร nitro-
compounds เช่น polyphenols สามารถยับยั้งการเกิด 
nitroso-proline ในการทดสอบการเกดิปฏกิริยิา nitro-
sation ในกระเพาะอาหารแบบ in vivo31 สารประกอบ
ที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระสามารถยับยั้ง
การเกิด N-nitrosamine ได้ โดยขึ้นกับสภาวะของ
การเกิดปฏิกิริยาและโครงสร้างของสาร32,33 โดยการ
ทำ�หน้าที่เป็น nitrite scavengers จึงไปแข่งกับสาร 
amine และ amide ในการจับกับสารพวกไนไตรทที่
จะมาทำ�ปฏิกิริยาแทน24 อย่างไรก็ตามอาจมีกลไกลที่
เป็นไปได้อีกคือการแย่งจับของสารก่อกลายพันธุ์เอง
จากการที่สาร nitro-compounds ของสารสกัดซุปไก่
ในการศึกษานี้ต้องผ่านการเปลี่ยนโดยกระบวนการ
ทางเมตาบอลิกภายในเซลล์แบคทีเรียเพื่อที่จะออกฤทธิ์
ก่อกลายพันธุ์ต่อ DNA ของเชื้อ และการเติมสารสกัด
ข้าวซึ่งก็สามารถทำ�ปฏิกิริยากับ sodium nitrite แล้ว
ถูกเปลี่ยนไปเป็นสาร nitro-compounds ได้เช่น
เดียวกัน อาจเข้าไปแย่งกันจับกับเอนไซม์ภายในเซลล์
ของแบคทีเรียในช่วงการกระตุ้นให้ออกฤทธิ์ โดยอาจมี 
affinity ต่อเอนไซม์ภายในเซลล์ของแบคทีเรียมากกว่า 
แต่มี efficacy ต่อการจับกับ DNA ที่น้อยกว่า ทั้งนี้ 
Ferguson และคณะ34 ได้ทำ�การเสนอกลไกที่สารต้าน
การกลายพนัธุใ์นอาหารสามารถปอ้งกนัการกลายพนัธุไ์ด ้
โดยสารฟีนอลิคสามารถยับยั้งกระบวนการ nitrosation 
และ polyphenols รวมทั้ง anthocyanins ที่พบมาก

ในข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�  แสดงฤทธิ์กีดกันหรือ 
แย่งจับกับสารก่อกลายพันธุ์ได้
	 Anthocyanins เป็นสาร flavonoids ที่พบใน
ข้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�  โดยมีการศึกษาของ 
Hagiwara และคณะ35 พบว่า anthocyanins อาจช่วย
ป้องกันการเกิดโรคมะเร็งลำ�ไส้ใหญ่ท่ีเกิดจากการเหน่ียวนำ�
ของสาร heterocyclic amines บางชนิดได้ นอกจากนี้
ก็มีการศึกษาที่แสดงถึงฤทธิ์ในการเป็นสาร antitoxic 
และ anti-carcinogenic เช่น กระตุ้นการทำ�งานของ
เอนไซม์ phase II detoxification และเป็นตัวจับกับ 
reactive oxygen species (ROS) ลดการเกดิออกซเิดชนั
ของสารทีจ่ะไปจบักบั DNA จงึไปยบัยัง้การกอ่กลายพนัธุ์
โดยสารพิษจากสิ่งแวดล้อมและสารก่อมะเร็ง กระตุ้น
การเกิด cell apoptosis และต้านการอักเสบ เป็นต้น36 

ยิ่งไปกว่านั้น anthocyanins ยังช่วยลด oxidative 
stress ที่เกิดจาก nitric oxide จึงช่วยลดการเกิดโรค
ทางหลอดเลือดหัวใจและโรคที่เกี่ยวกับการอักเสบได้37

	 จากการศึกษานี้เป็นเพียงการทดสอบฤทธิ์ของ
สารสกัดข้าวโดยใช้สารก่อกลายพันธุ์คือสารสกัดซุปไก่
ทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรท ในขณะที่ผลของการเติม
สารสกัดจากข้าวลงไปหลังจาก 1-AP ทำ�ปฏิกิริยา
กับไนไตรทแล้วพบว่ามีฤทธิ์ต้านการก่อกลายพันธุ์ของ 
1-AP ที่ทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทได้ค่อนข้างดี21 จึงควร
ทำ�การศกึษาเพิม่เตมิถงึฤทธิใ์นการตา้นการกอ่กลายพนัธุ์
ของสารสกัดข้าวโดยใช้การทดลองด้วยระบบต่างๆ และ
ใช้สารก่อกลายพันธุ์ที่แตกต่างกัน รวมถึงกลไกที่เกิดขึ้น
และสารสำ�คัญที่พบในสารสกัดข้าวทั้ง 6 ตัวอย่าง ต่อไป

สรุป
	ข ้าวหอมนิลและข้าวเหนียวดำ�ในรูปข้าวดิบ 
ข้าวหุง และข้าวหมัก สามารถช่วยลดฤทธ์ิก่อกลายพันธ์ุ
ของสารสกัดซุปไก่ได้เม่ือผสมสารสกัดข้าวกับสารสกัด
ซุปไก่ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับไนไตรทที่สภาวะกรดในระบบ
ที่ไม่มีเอนไซม์กระตุ้น ดังนนการรบประทานข้าว
หอมนิลและข้าวเหนียวดำ�พร้อมกับอาหารที่อาจ
ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์อาจช่วยลดความเสี่ยง
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ในการเกิดการกลายพันธุ์ได้ แต่อย่างไรก็ตาม
ควรหลีกเลี่ยงการรบัประทานขา้วสองชนิดนีร้ว่มกบั
อาหารที่มีสารไนไตรท
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