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Abstract 

There are several methods to detect chilling injury (CI) such as evaluation by using a chilling injury index 
(CI index), measurement of electrolyte leakage (EL) and malondialdehyde (MDA content). However, those 
methods can detect CI after the symptoms occur such as surface pitting, water soaking and peel or flesh 
browning. Therefore, CI symptoms could not be prevented. Evans blue dye can pass through cell membrane but 
the dead cells with intact membrane cannot exclude dye which remains inside them. This dye has been used as a 
viability test. This study aimed to develop the technique that can detect CI by Evans blue dye. The technique may 
be able to quantitatively determine cell damage before the CI occurs. Thai cucumber fruits and eggplant fruits 
were stored at 4+1 oC. Each sample was divided into two groups. The first was evaluated CI index, determined 
the EL and MDA content. The second was cut to 5x5 mm with various thicknesses then dyed with different 
concentrations of Evans blue solution for 3 min. Stained tissues were extracted and the optical density (OD) of 
supernatants were measured at 600 nm. The relationship between OD values, CI index, EL, MDA content and the 
appearance of CI symptoms were determined. The results showed that the OD of the solution extracted from 
stained tissue was positively related to the CI index, EL and MDA content of the all chilling injured produce. There 
was a possibility to using this technique to quantitatively detect cell death prior to the occurrence of CI. 
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บทคดัยอ 

การตรวจสอบอาการสะทานหนาว (Chilling injury; CI) สามารถทําไดหลายวิธี เชน ประเมินและกําหนดดชันีอาการ
สะทานหนาว (Chilling injury index; CI index), วัดการร่ัวไหลของประจุ (Electrolyte leakage; EL) และวัดปริมาณมาลอน
ไดอัลดีไฮด (malondialdehyde; MDA content) น้ัน แตวิธีการเหลาน้ีจะสามารถตรวจพบ CI หลังจากผลิตผลแสดงอาการ
ผิดปกติ เชน ผิวยุบตัว (surface pitting), ฉํ่านํ้า (water soaking) และเปลือกหรือเน้ือเปล่ียนเปนสีนํ้าตาล (browning) เปนตน 
ทําใหไมสามารถปองกนัการเกิด CI กอนท่ีผลิตผลจะแสดงอาการดังกลาวได  สีอีแวนสบลู (Evans blue) สามารถผานเยื่อหุม
เซลลได เซลลท่ีตายแตเยื่อหุมเซลลไมเสียหายจะไมสามารถขับสีออกจากเซลลไดและถูกเก็บไวในเซลลน้ัน ดวยคุณสมบัติ
ดังกลาวจงึนิยมนํามาใชในการตรวจสอบความมีชวีิตของเซลล  การศึกษาในคร้ังน้ีจึงมุงเนนพัฒนาเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบ 
CI โดยใชสี Evans blue ท่ีสามารถตรวจสอบความเสียหายระดับเซลลเชงิปริมาณ ซึ่งอาจตรวจสอบการตายของเซลลไดกอนท่ี
ผลิตผลจะแสดงอาการ CI โดยนําผลแตงกวาไทยและผลมะเขือมวงมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4+1 oC แลวสุมตัวอยางทุกวัน นํา
ตัวอยางมาแบงเปนสองสวน สวนแรกนําไปประเมินคา CI index, วัดคา EL และ ปริมาณ MDA สวนท่ีสองนํามามาตัดใหมี
ขนาด 5x5 มิลลิเมตร ท่ีมคีวามหนาขนาดตางๆ แลวยอมดวยสี Evans blue ท่ีระดับความเขมขนตางๆ นาน 3 นาที จากน้ันนํา
เน้ือเยื่อไปสกัดสีและวัดคาการดดูกลืนแสง (optical density; OD) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แลวนําผลท่ีไดไป
เปรียบเทียบกับ CI index, EL และปริมาณ MDA เพ่ือหาความสัมพันธกับ CI ท่ีเกดิขึ้น  จากการทดลองพบวาคา OD ท่ีวดัไดมี
ความสัมพันธเชิงบวกกับ CI, EL และปริมาณ MDA  จึงมีความเปนไปไดในการใชเทคนิคน้ีตรวจสอบการตายของเซลลเชงิ
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คํานํา 
อาการสะทานหนาวคืออาการท่ีพืชแสดงออกมาเมื่อไดรับความเสียหายจากอุณหภูมติ่ําท่ีไมใชอุณหภูมิจุดเยือกแขง็ 

โดยมักเกิดในพืชท่ีมถีิ่นกาํเนิดในเขตรอนหรือเขตกึ่งรอน ซึง่อาการท่ีพืชแสดงออกจะทําใหพืชมีลักษณะภายนอกเปล่ียนแปลง
ไป เชน การเกิดสีนํ้าตาลบริเวณเปลือก การเกดิรอยบุม เปนตน (Lyons, 1965) ถึงแมวาอาการเหลาน้ีจะไมสงผลกระทบตอ
คุณภาพภายในของผลิตผล แตสงผลเสียตอราคาของผลผลิตทางการเกษตรเปนอยางมาก เน่ืองจากไมเปนท่ีนิยมของผูบริโภค 
ซึ่งเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบอาการสะทานหนาวของผักและผลไมมีมากมายหลายวิธี วิธีท่ีนิยมใชในงานวจิัยอยางแพรหลาย
ไดแก การวัดดัชนีการเกดิอาการสะทานหนาว (chilling injury index; CI)  การตรวจสอบความเสียหายของเยื่อหุมเซลลโดย
การวดัการร่ัวไหลของประจุ (electrolyte leakage; EL) ซึ่งหากเซลลเกิดความเสียหายมาก คา EL จะเพ่ิมสูงขึ้น และการวัด
ปริมาณสารมาลอนไดออลดีไฮด (malondialdehyde; MDA) ท่ีเปนผลผลิตจากกระบวนการลิพิดเพอรอกซเิดชั่น (lipid 
peroxidation) โดยปริมาณ MDA ท่ีเพ่ิมขึ้นแสดงถงึความเสียหายของเน้ือเยื่อ คาตางๆ ท่ีไดจากการวัดเหลาน้ีมกัสัมพันธกับ
ความรุนแรงของอาการ CI เชน ในผลแตงกวา (Mao et al., 2007), ผลอะโวคาโด (Pathirana et al., 2010) แตในผลิตผล
หลายชนิดคา EL และปริมาณ MDA ท่ีวัดไดมักไมสัมพันธกบัลักษณะผิดปกติท่ีปรากฏบนผลิตผลน้ัน เชน ในใบพืชสกุล
กะเพรา (ธิติมา, 2551), ผลมะเขือมวง (Analia et al., 2005) ดังน้ันการศึกษาในคร้ังน้ีจึงพัฒนาเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบ
ความมชีีวิตของเซลล (viability assay) ดวยสียอม Evans blue ท่ีมีคุณสมบัตใินการผานเขาสูเยือ่หุมเซลล โดยไมทําลายเซลล
ท่ียังมชีีวิต สวนเซลลท่ีตายแลวแตเยื่อหุมเซลลยงัไมเสียหายจะไมสามารถขับสียอมออกจากเซลลได เมื่อนําไปสกัดสี และวดัคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมขึ้นแสดงถงึจาํนวนเซลลท่ีเกิดความเสียหายหรือตาย 
(Baker and Mock,1994)  มาตรวจสอบความเสียหายระดับเซลลของผักบางชนิดในเชิงปริมาณ และนําขอมูลท่ีไดจากเทคนิค
ตางๆ ขางตนมาเปรียบเทียบกับคาตางๆ ท่ีวัดได หาความสัมพันธและความเปนไปไดในการใชเทคนิคน้ีตรวจสอบการตายของ
เซลลเชงิปริมาณในผลิตผล และสามารถตรวจสอบการตายของเซลลไดกอนท่ีผลิตผลจะแสดงอาการ CI  

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. ศึกษาดานเคมีกายภาพ 
นําตัวอยางผลแตงกวาไทย และมะเขือมวงเล็ก มาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4+1οC ความชื้นสัมพัทธรอยละ 85 นาน 0-5 

วัน แลวสุมตวัอยางจาํนวน 5 ซ้ําๆ ละ 3 ผล มาทุกวัน นํามาประเมินการเกดิอาการสะทานหนาวโดยใช CI index, วัดคา %EL 
ตามวิธีการของ Campos et al. (2003) และวัดปริมาณ MDA ตามวิธีการของ Guo et al. (2006) 
2. ตรวจสอบความเสียหายระดับเซลลเชิงปริมาณ 

นําตัวอยางผลแตงกวาไทยและมะเขือมวงมาตดัใหมีขนาด 5x5 มิลลิเมตร โดยมคีวามหนา 0.5, 1.0 และ 1.5 
เซนตเิมตร  แลวนําชิ้นเน้ือเยื่อมายอมดวยสารละลาย Evans blue ท่ีระดับความเขมขน 0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0% เปน
เวลา 3 นาที  ลางสีออกดวยนํ้ากล่ัน จากน้ันนําชิ้นเน้ือเยื่อมาตรวจสอบการติดสีภายใตกลองจุลทรรศน นําเน้ือเยื่อท่ีลางจน
สะอาดแลวไปสกัดสีท่ีอยูภายในเซลลโดยบดตัวอยางกับนํ้ากล่ันปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําสารสกัดไปปนเหวี่ยงท่ี 5,000g เปน
เวลา 5 นาที นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ตามวธิีการของ Baker and Mock 
(1994) เพ่ือหาปริมาณสีในเน้ือเยื่อ เปรียบเทียบคาท่ีไดกับคา CI index, คา EL และปริมาณ MDA เพ่ือหาความสัมพันธกับ CI 
ท่ีเกิดขึ้น   

 
ผล 

เมื่อนําผลแตงกวาไทยและผลมะเขือมวงท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4+1οC มาศึกษา พบวา เกิดการยุบตัวบริเวณเน้ือเยื่อ
ผิวเพียงเล็กนอยหลังจากเก็บรักษานาน 1 วันจากน้ันอาการจะรุนแรงขึ้นเมื่อมีการยุบตวัของเน้ือเยื่อผิวเพ่ิมมากขึ้น ซึง่ทําใหคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวเพ่ิมขึ้น (Figure 1A) สวนคาการร่ัวไหลของประจุน้ันมีการเพ่ิมขึ้นและลดลงไมสอดคลองกับลักษณะ
ผิดปกติจากอาการ CI คา %EL ของผลแตงกวาไทยสูงสุดในวันแรกและมีแนวโนมลดลงระหวางการเก็บรักษาและต่ําสุดในวันท่ี 
4 คา EL ผลมะเขือมวงมีแนวโนมลดลงเชนกัน โดยมคีา %EL สูงสุดในวันแรกและต่าํสุดเมื่อเก็บรักษานาน 3 วัน (Figure 1B) 
ปริมาณ MDA ของผลแตงกวาไทยและมะเขือมวงเพ่ิมขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาและมีปริมาณสูงสุดหลังจากเก็บรักษา
นาน 5 วัน (Figure 1C) 

เมื่อนําชิ้นเน้ือเยื่อของผลแตงกวาไทยและผลมะเขือมวงขนาด 5x5 มิลลิเมตรมาตดัใหมีความหนาขนาดตางๆ แลว
ยอมสีชิ้นเน้ือเยื่อดวยสี Evans blue ท่ีความเขมขนตางๆ นาน 3 นาที พบวาเน้ือเยื่อท่ีมีความหนา 0.5 เซนติเมตรน้ันสามารถ
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ดูดซับสียอมไดท้ังหมด เมื่อนําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนจะเห็นเซลลท่ีตายติดสียอมเปนสีฟา  แตเน้ือเยื่อท่ีมคีวามหนา 1, 
1.5 เซนตเิมตรน้ันมคีวามหนามากเกินไป ทําใหยอมไมติดเซลล เมื่อนําไปศกึษาภายใตกลองจลุทรรศนจะเห็นเซลลเปนสีใส 
สวนความเขมขนของสี Evans blue น้ัน ท่ี 0.5% มีความเขมขนต่ําเกินไป จึงยอมไมติดเซลล และท่ีความเขนขน 1-2% น้ัน
สามารถยอมตดิเซลลไดท้ังหมด แตท่ีความเขมขน 1.5, 2% น้ัน ในขั้นตอนการลางสีออกจากเน้ือเยื่อใชระยะเวลานานเกินไป 
จึงไมเลือกใชความเขมขนดังกลาว ดังน้ันขนาดของเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือมีความหนา 0.5 เซนตเิมตร และความเขมขน
ของสี Evans blue ท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 1%  เมื่อนําชิ้นเน้ือเยื่อดงักลาวไปสกัดสีและวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร เพ่ือหาปริมาณสีในเน้ือเยื่อ พบวาปริมาณสีในเน้ือเยือ่มีคาเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา คือ มีปริมาณสีนอย
ท่ีสุดเมื่อเก็บรักษานาน 0 วัน และมีปริมาณสีมากท่ีสุดเมื่อเก็บรักษานาน 5 วัน (Figure 1D) และเมื่อนําคา EL, ปริมาณ MDA 
และคา OD ท่ีไดไปหาความสัมพันธกับอาการสะทานหนาวท่ีเกดิขึ้น พบวาสัมประสิทธของคา OD มีความสัมพันธเชงิบวกกับ
อาการสะทานหนาวท่ีเกดิขึ้นมากท่ีสุด (Figure 2A, B) 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 1  Chilling injury index (A) Electrolyte leakage (B), MDA content (C) and OD600 (D) of Thai cucumber fruits  

and eggplant fruits during storage at 4+1°C 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Relationship between Chilling injury index, Electrolyte leakage, MDA content and OD600 of Thai 
cucumber fruits (A) and eggplant fruits (B) during storage at 4+1°C 
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วิจารณผล 
สี Evans blue ท่ีใชในการตรวจสอบความมีชวีิตของเซลลน้ัน มีคุณสมบัติพิเศษคือ สามารถผานเขาสูเยื่อหุมเซลลได

โดยไมทําลายเซลลท่ียงัมีชวีิต สวนเซลลท่ีตายแลวแตเยื่อหุมเซลลยังไมเสียหายจะไมสามารถขับสียอมออกจากเซลลได 
(Lindner et al., 1983) เมื่อนําสี Evans blue ไปยอมเน้ือเยื่อท่ีเกิดอาการสะทานหนาว จะเห็นเซลลเปนสีฟา เมื่อตองการวัด
การตายของเซลลในเชงิปริมาณจึงตองพัฒนาใหสามารถใชงานไดงายและสะดวกขึ้น เชน ขนาดของเน้ือเยื่อ ความเขมขนของสี
ยอม ระยะเวลาท่ีใชยอม เพ่ือใหประเมินการตายของเซลลไดอยางแมนยาํมากขึ้น ในการทดลองน้ีขนาดของเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดคือมีความหนา 0.5 เซนติเมตร และความเขมขนของสี Evans blue ท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 1% เมื่อใชระยะเวลาในการยอม
นาน 3 นาที  เมื่อนําไปหาความสัมพันธระหวางอาการสะทานหนาวท่ีเกิดขึ้นกับปริมาณสีท่ีสกดัไดจากเน้ือเยื่อผลแตงกวาไทย
และผลมะเขือมวงระหวางการเกบ็รักษาท่ีเกิดอาการสะทานหนาวไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
โดยอาศยัหลักการวาหากเซลลตายมากขึ้น จะติดสียอมมากขึ้น ทําใหมคีาการดดูกลืนแสงเพ่ิมขึน้ (Baker and Mock, 1994) 
ซึ่งในการทดลองน้ีปริมาณสีท่ีวัดไดมีคาเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา ซึง่มคีวามสัมพันธเชิงบวกกับคาดัชนีการเกิด
อาการสะทานหนาวมากกวาคา %EL และปริมาณ MDA เน่ืองจากการศึกษาน้ียังทําการทดลองในผลิตผลแคสองชนิด คือผล
แตงกวาไทยและผลมะเขือมวง ดงัน้ันยังตองมกีารพัฒนาเทคนิคและตรวจสอบในผลิตผลชนิดอ่ืนเพ่ิมเติม 

 
สรุป 

เน่ืองจากคา OD มีความสัมพันธเชิงบวกกับดัชนีการเกิดอาการสะทานหนาว จึงมคีวามเปนไปไดท่ีจะใชเทคนิคน้ีใน
การตรวจสอบการตายของเซลลจากอาการสะทานหนาวเชิงปริมาณในผลิตผลได 

 
คําขอบคุณ 

งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม ขอบคุณหองปฏิบัติการสรีรวิทยา
หลังการเก็บเกีย่ว ภาควิชาชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ท่ีเอ้ือเฟอสถานท่ีและอุปกรณในการทําวิจัย และ
ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกีย่วมหาวิทยาลัยเชียงใหม ท่ีสนับสนุนคาใชจายในการนําเสนอผลงานคร้ังน้ี 
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