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บทคดัยอ่ 
รังนกถือเป็นวัตถุดิบท่ีสร้างมูลค่ามากมายในการส่งออกของประเทศ และรังนกต้มหรือตุ๋นมี

การบริโภคตามความเช่ือมายาวนานว่ามีส่วนช่วยเสริมสร้างสุขภาพท่ีดีต่อร่างกาย จึงเป็นท่ีมาของ
การศึกษานี้ การนำรังนกท่ีผ่านขบวนการสกัดด้วยวิธีไฮโดรไลเซตด้วยน้ำเพ่ือให้ได้โมเลกุลโปรตีนท่ีมี
ขนาดเล็ก และให้สารสำคัญในกลุ่มไซอะลิกแอซิด จะช่วยเพ่ิมคุณค่าและประโยขน์ต่อการบริโภคท่ี
มากข้ึน โดยการศึกษานี้ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต มีค่า IC50 ของ
สารสกัดรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตอยู่ท่ี 2,602 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และศึกษาฤทธ์ิการต้านการ
อักเสบโดยดูการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของเซลล์มาโครฟาจ (RAW264.7) เม่ือบ่มด้วยสาร LPS ความ
เข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า รังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตความเข้มข้น 10, 20 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ของเซลล์มาโครฟาจ (RAW264.7) ได้
อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.01; Mann-Whitney U test) เม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างท่ีไม่ได้รับสารสกัด
ดังกล่าว และท่ีความเข้มข้นของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตท่ี 10, 20, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร มีค่า
การยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ 15.3, 28.0, 52.3 ไมโครโมลาร์ ตามลำดับ และมีแนวโน้มของการยับยั้ง
การสร้างไนตริกออกไซด์ท่ีสูงข้ึนแปรไปตามขนาดของความเข้มข้นของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต 

คำสำคญั: รังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต, ไซอะลิแอซดิ, ไนตริกออกไซด์, การต้านการอกัเสบ,                               

             ทดสอบความเป็นพิษ 
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Abstract 
Bird’s nest is considered a raw material that creates a lot of value in the 

country's exports. Boiled or stewed bird's nests have long been consumed according 
to the belief that they help promote good health for the body. Therefore, it is the 
origin of this study. Using bird's nest that has been extracted using a hydrolysate 
method with water to obtain small protein molecules and provides important 
substances in the sialic acid group It will add value and benefit to increased 
consumption. This study tested the toxicity of bird's nest protein hydrolysate extract. 
The IC50 value of bird's nest protein hydrolysate extract was 2,602. micrograms per 
milliliter. We study the anti-inflammatory effect by inhibition of nitric oxide of 
macrophage cells (RAW264.7) when incubated with LPS at a concentration of 0.1 
micrograms per milliliter. It was found that bird's nest protein hydrolysate at 
concentrations of 10, 20, and 100 micrograms per milliliter could inhibit the 
production of nitric oxide by macrophage cells (RAW264.7) as significantly (p<0.01; 
Mann-Whitney U test) compared to samples that did not receive the extract. where 
the concentration of bird's nest protein hydrolysate was 10, 20, 100 micrograms per 
milliliter. The nitric oxide inhibition values were 15.3, 28.0, 52.3 micromolar, 
respectively, and the trend of inhibiting nitric oxide production increased depending 
on the concentration of bird's nest protein hydrolysate. 

Keywords: Bird’s Nest Protein Hydrolysate, Sialic Acid, Nitric Oxide, Anti-Inflammatory, 
MTT Assay 

บทนำ/หลกัการและเหตผุล (Introduction) 
Edible bird’s nest (EBN) รังนกได้จากสารคัดหล่ังจากต่อมน้ำลาย (salivary glands) 

ของนกอีแอ่น หรือ นกแอ่นกินรังที่สามารถนำมาบริโภคได้ มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Collocalia 
germani หรื อ  Aerodramus fuciphagus หรื อ  Collocalia fuciphaga (Kong et al., 2022) 
เนื่องจากรังนกมีโภชนการทางอาหารท่ีดี รังนกจึงถูกนำมาใช้เพ่ือการบริโภคในตำรับอาหารและยา
ของราชวงศ์ช้ันสูงมาตั้งแต่สมัยโบราณ ปัจจุบันรังนกกินได้ มีข้อพิสูจน์ทางวิทยาศาสตร์สมัยใหม่ 
เปิดเผยถึงกลไกการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาต่าง ๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้าน
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การอักเสบ ฤทธิ์ต้านไข้หวัดใหญ่ และประสิทธิภาพการปรับสีผิว รวมไปถึงฤทธ์ิการสมานแผล 
และการปรับปรุงเพ่ิมจำนวนของสเต็มเซลล์ (Acharya & Satheesh, 2023) 

อย่างไรก็ตามรังนักกินได้ ส่วนใหญ่จะแปรรูปด้วยวิธีการต้มหรือเคี่ยวในน้ำก่อนการบริโภค 
แต่โปรตีนบางกลุ่มยังคงไม่ละลายน้ำได้อย่างสมบูรณ์ ซึ่งการสกัดรังนกด้วยการต้มจึงได้ปริมาณ
โปรตีน 5-12% (Daud et al., 2021) และโปรตีนท่ีสกัดด้วยวิธีการต้มจะยังคงเป็นโปรตีนโมเลกุล
ขนาดใหญ่ ขนาดโมเลกุลมากกว่า 100 กิโลดาลตัน  (Marcone, 2005; Zhang et al., 2012)  
จะมีกรด N-Acetylneuraminic (NANA) คิดเป็นประมาณ 10% ของน้ำหนักแห้งรวมของรังนก
กินได้ (Hou et al., 2013) แต่ NANA ส่วนใหญ่อยู่ในแบบฟอร์มคอนจูเกต มีความสามารถใน 
การดูดซึมต่ำ จึงได้มีการศึกษาพัฒนาวิธีการสกัดรังนกกินได้ โดยศึกษาการย่อยรังนกกินได้ใน
ระบบทางเดินอาหารจำลอง หลังจาก 48 ชั่วโมงของการย่อย รังนกกินได้ ด้วยของเหลวใน
กระเพาะอาหารจำลอง ในสภาพแวดล้อมท่ีเป็นกรด NANA ได้รับการปลดปล่อยอย่างเต็มท่ี เป็น
รูปแบบอิสระ และโปรตีนมีขนาดที่เล็กลง โดยมีการเปรียบเทียบคุณสมบัติของรังนกท่ีผ่านการ
ย่อยแล้ว กับผ่านการสกัดด้วยน้ำ พบว่า รังนกท่ีย่อยแล้วจะแสดงการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
และยับยั้งขบวนการสังเคราะห์เม็ดสี B16 melanogenesis ได้ดีกว่า นอกจากนี้ รังนกท่ีย่อยแล้ว
ยังมีการสร้างกระดูกท่ีแข็งแกร่งข้ึน (Wong et al., 2018) จึงเป็นท่ีมาของการพัฒนาผลิตภัณฑ์
สุขภาพรังนกสกัดด้วยวิธีการย่อยด้วยเอนไซม์แบบไฮโดรไลเซต ซึ่งวิธีนี้สามารถให้คุณค่าทาง
โภชนาการท่ีดีกว่ารังนกพร้อมดื่มท่ัว ๆ ไป ซึ่งสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์สริมอาหาร 
เครื่องดื่ม และผลิตภัณฑ์รังนกแปรรูปได้ต่อไป 

วตัถุประสงคข์องงานวจิยั 
เพ่ือศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต (Edible Bird’s nest Protein 

hydrolysate ด้วยวิธี MTT assay และ เพ่ือศึกษาผลของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตต่อฤทธ์ิการยับยั้ง
ไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ (RAW264.7) 

ขอบเขตการศกึษา 
ศึกษาฤทธ์ิของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต (Edible Bird’s nest Protein hydrolysate) ต่อ

การอยู่รอดของเซลล์แมคโครฟาจ (RAW264.7) ด้วยวิธี MTT assay และศึกษาฤทธ์ิการยับยั้ง 
ไนตริกออกไซด์ด้วยวิธี Griess assay 

ระเบยีบวธิวีจิยั (Research Methodology) 
1. การเตรียมรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต (Edible Bird’s Nest Protein Hydrolysate) จาก 

วัตถุดิบรังนกนางแอ่น Collocalia germani มาจากภาคใต้ โดยตรวจเช็คปริมาณไซอาลิก แอซิก และ
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ทำการแปรรูปรังนกด้วยวิธีการย่อยโดยใช้เอนไซม์โปรติเอส และคัดแยกโมเลกุลโดยผ่านข้ันตอน 
Microfiltration และ Ultrafiltration เพ่ือคัดแยกโมเลกุลในช่วง 8000 ดาลตัน และผ่านการทำแห้ง
ด้วยเครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอย ออกมาเป็นผงรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต โดยกำหนดค่ามาตรฐาน ของ
ปริมาณ Sialic acid ไม่ต่ำกว่า 1.8%  

2. การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตและความเป็นพิษต่อเซลล์ของรังนกไฮโดรไลเซต 
ด้วยวิธี MTT Assay โดยใช้เซลล์มาโครฟาจ (RAW 264.7) 
 2.1เตรียมสารสกัดรังนกไฮโดรไลเซตความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในน้ำ
กล่ันท่ีปราศจากเช้ือและกรองผ่านหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 2.2 เล้ียงเซลล์ RAW 264.7 ในถาดหลุมขนาด 96 หลุม หลุมละ 50,000 เซลล์ ในอาหารเล้ียง
เซลล์ 100 ไมโครลิตร แล้วนำไปบ่มในตู้อบเพาะเล้ียงเซลล์ท่ี มีความช้ืนและปริมาณแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นบ่มเซลล์กับ
รังนกไฮโดรไลเซตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ท่ีเตรียมในอาหารท่ีไม่มี FBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง โดยหลุมท่ีเป็นกลุ่ม control และ blank จะเปล่ียนจากรังนกไฮโดรไลเซทเป็นอาหาร
เล้ียงเซลล์ท่ีไม่มี FBS ในปริมาณเท่ากัน เม่ือครบเวลาเติมสารละลาย 3, [4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 
5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย PBS (pH 
7.4) หลุมละ 20 ไมโครลิตร นำไปบ่มในตู้อบเพาะเล้ียงเซลล์ เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา ดูด
สารละลายในหลุมออกให้หมด และเติม DMSO หลุมละ 100 ไมโครลิตร เขย่าถาดหลุมจนผลึก 
formazan ละลายเข้ากัน และวัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ด้วยเครื่อง microplate reader ท่ีความยาว
คล่ืน 590 นาโนเมตร คำนวณร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (% cell viability)  

3. การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของสารสกัดรังนกไฮโดรไลเซต (Griess assay) 
 3.1 เตรียมสารสกัดรังนกไฮโดรไลเซตความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในน้ำกล่ันท่ี
ปราศจากเช้ือและกรองผ่านหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เล้ียงเซลล์ RAW 264.7 ในถาดหลุมขนาด 96 
หลุม หลุมละ 50,000 เซลล์ ในอาหารเล้ียงเซลล์ 100 ไมโครลิตร แล้วนำไปบ่มในตู้อบเพาะเล้ียงเซลล์
ท่ีมีความช้ืนและปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
คืน จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์ในแต่ละหลุมออก และใส่สารสกัดรังนกไฮโดรไลเซตซึ่งละลายอยู่
ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีไม่ผสม FBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุมให้ได้ความเข้มข้น 1, 10, 20, 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนหลุมท่ีไม่ใส่สารสกัดรังนกไฮโดรไลเซต จะใส่อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีไม่ผสม FBS 
ปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นบ่มถาดหลุมในตู้อบเพาะเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เม่ือ
ครบเวลาบ่ม เติม LPS ซึ่งละลายอยู่ในอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ให้ได้ความเข้มข้น 
0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนหลุมท่ีไม่ใส่ LPS ให้ใส่อาหารเล้ียงเซลล์ปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
จากนั้นบ่มเซลล์ต่อเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาดูดสารละลายในแต่ละหลุมปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
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ใส่ในถาดหลุมขนาด 96 หลุม ถาดใหม่ตามลำดับเหมือนกับถาดเดิม เติม Griess reagent ลงไปทุกหลุม 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร เขย่าผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าไมโครเพลตเป็นเวลา 3 นาที และวัดค่า
การดูดกลืนแสง ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิรยิาไมโครเพลทท่ีความยาวคล่ืน 545 นาโนเมตร จากนั้นคำนวณ
ความเข้มข้นของไนตริกออกไซด์โดยเทียบกับแผนภูมิมาตรฐานแสดงความเข้มข้นและค่าการดูดกลืน
แสงของโซเดียมไนไตรท์ 

4. สถิติท่ีใช้ในการวิเคราะห์ MTT Assay เก็บข้อมูลแต่ละตัวอย่างโดยการทดลอง 3 ซ้ำ  
หาค่า IC 50 และ หาปริมาณความเข้มข้นท่ีเหมาะสมต่อการศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งไนตริกออกไซด์ การ
วิเคราะห์ฤทธ์ิการยับยั้งไนตริกออกไซด์ ใช้หลักการประเมินสถิติ Mann-Whitney U test โดยใช้
โปรแกรมประเมิน SPSS 

ผลวจิยั 
1. การศึกษาความเป็นพิษของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต ต่อเซลล์เพาะเล้ียงมาโครฟาจ 

(RAW264.7) ด้วยวิธี MTT assay เพ่ือหาความเข้มข้นของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตท่ีจะไม่ทำให้เกิด
ความเป็นพิษต่อเซลล์ เพ่ือนำไปใช้ในการทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการสร้าง NO  

ผลการศึกษาพบว่า ท่ีความเข้มข้น 0.1, 1, 5, 10, 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรโดยมี
ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 100.0, 97.1, 100.0, 98.8, 96.4, 86.2 ตามลำดับ โดยผู้ทดสอบ
เลือกความเข้มข้นท่ีอยู่ในช่วง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร เพ่ือศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์(NO) พิจารณาจากความเข้มข้นท่ียับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์ไม่ต่ำกว่า 75% และค่า IC50 ของสารสกัดรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตอยู่ท่ี 
2,602 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ภาพที ่1 ความเข้มข้นของรงันกไฮโดรไลเซตและรอ้ยละการมีชีวิตของเซลล์ 

 
2. การศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต  
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ผลการศึกษาตัวอย่างท่ีบ่มด้วย LPS ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า รังนก
โปรตีนไฮโดรไลเซตความเข้มข้น 10, 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยับยั้งการสร้างไน
ตริกออกไซด์ของเซลล์มาโครฟาจ (RAW264.7) ได้อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.01; Mann-Whitney U 
test) เม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างท่ีไม่ได้รับสารสกัดดังกล่าว โดยท่ีความเข้มข้นของรังนกโปรตีน
ไฮโดรไลเซตท่ี 10, 20, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร มีค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ 15.3, 28.0, 52.3 
ไมโครโมลาร์ ตามลำดับ และมีแนวโน้มของการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ท่ีสูงข้ึนแปรไปตาม
ขนาดของความเข้มข้นของรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซต จากการทดลองจึงสรุปได้ว่า รังนกโปรตีน
ไฮโดรไลเซตมีผลต่อการยับยั้งไนตริกออกไซด์ซึ่งอาจจะมีผลต่อการลดการอักเสบของร่างกายได้ 

 
ภาพที ่2 ปริมาณไนตริกออกไซด์และร้อยละการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์โดยเซลล์ RAW 264.7 

เม่ือได้รับสาร lipopolysaccharide (LPS) ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อ มิลลิลิตร 
ร่วมกับสารสกัดรังนกไฮโดรไลเซตความเข้มข้นต่างๆจากกราฟแท่ง a ไม่มีความแตกต่าง 
b,c และ d ท่ีความเข้มข้นของรังนกสกัดตั้งแต่ 10,20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญท่ี (p<0.01; Mann-Whitney U test) 

อภปิรายผลการทดลอง และขอ้เสนอแนะ 
การทดลองฤทธ์ิการต้านการอักเสบของสารสกัดรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตต่อเซลล์มาโครฟาจ 

(RAW264.7) โดยเหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบด้วยสารกลุ่ม Lipopolysaccharide ให้เกิดปริมาณ 
ไนตริกออกไซด์เพ่ิมข้ึน ซึ่งไนตริกออกไซด์จัดเป็นสารส่ืออักเสบ และอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์  
จึงสามารถช่วยยืนยันประสิทธิภาพการต้านการอักเสบของสารสกัดรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซ ตได้

 a  a 
  b 

 d 

 d 
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เบ้ืองต้น และผลการทดลองมีการสอดคล้อง ไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษารังนกกินได้ท่ีผ่านการ

ย่อยแล้วในประเทศมาเลเซีย พบว่ารังนกท่ีผ่านการย่อยแล้วสามารถยับยั้ง TNF-α และ NO ด้วยค่า
การยับยั้งสูงสุดท่ี 58% และ 63% ในเซลล์มาโครฟาจเช่นกัน (Vimala et al., 2012) และ EBN ท่ี
ย่อยด้วยเอนไซม์ แสดงผลต้านการอักเสบในเซลล์ HaCaT keratinocytes โดยระดับไซโตไคน์ท่ีทำให้
เกิดการอักเสบในผิวหนังหนูลดลงอย่างเห็นได้ชัดเม่ือได้รับการรักษาด้วย EBN (Lai et al., 2022) ซึ่ง
ควรมีการศึกษาผลการออกฤทธ์ิของสารสกัดสกัดรังนกโปรตีนไฮโดรไลเซตต่อไป  

การทดลองนี้เป็นการศึกษาการอักเสบเบ้ืองตน้ ซึ่งหากจะดูให้มากข้ึนต้องศึกษาการยับยั้งสาร
ส่ืออักเสบท่ีมากข้ึน นอกจากไนตริกออกไซด์ เช่น ศึกษาเพ่ิมเติมในการยับยั้งสารส่ืออักเสบในกลุ่ม 
พรอสตาแกลนดิน และ กลุ่มไซโตไคน์ เพ่ิมเติม เพ่ือช้ีชัดการยับยั้งการอักเสบท่ีกว้างมากข้ึน และ
สามารถต่อยอดศึกษาในเซลล์ทดลองผิวหนังมนุษย์เพ่ือดูฤทธ์ิการตอบสนองต่อการสังเคราะห์ปริมาณ
คอลลาเจน เพ่ือตอบโจทย์ การทำผลิตภัณฑ์รังนกท่ีสามารถนำไปประยุกต์ ใช้ในผลิตภัณฑ์
เครื่องสำอาง และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารต่อไป 
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