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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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บทคดัยอ 

การตรวจสอบอาการสะทานหนาว (Chilling injury; CI) สามารถทําไดหลายวิธี เชน ประเมินและกําหนดดชันีอาการ
สะทานหนาว (Chilling injury index; CI index), วัดการร่ัวไหลของประจุ (Electrolyte leakage; EL) และวัดปริมาณมาลอน
ไดอัลดีไฮด (malondialdehyde; MDA content) น้ัน แตวิธีการเหลาน้ีจะสามารถตรวจพบ CI หลังจากผลิตผลแสดงอาการ
ผิดปกติ เชน ผิวยุบตัว (surface pitting), ฉํ่านํ้า (water soaking) และเปลือกหรือเน้ือเปล่ียนเปนสีนํ้าตาล (browning) เปนตน 
ทําใหไมสามารถปองกนัการเกิด CI กอนท่ีผลิตผลจะแสดงอาการดังกลาวได  สีอีแวนสบลู (Evans blue) สามารถผานเยื่อหุม
เซลลได เซลลท่ีตายแตเยื่อหุมเซลลไมเสียหายจะไมสามารถขับสีออกจากเซลลไดและถูกเก็บไวในเซลลน้ัน ดวยคุณสมบัติ
ดังกลาวจงึนิยมนํามาใชในการตรวจสอบความมีชวีิตของเซลล  การศึกษาในคร้ังน้ีจึงมุงเนนพัฒนาเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบ 
CI โดยใชสี Evans blue ท่ีสามารถตรวจสอบความเสียหายระดับเซลลเชงิปริมาณ ซึ่งอาจตรวจสอบการตายของเซลลไดกอนท่ี
ผลิตผลจะแสดงอาการ CI โดยนําผลแตงกวาไทยและผลมะเขือมวงมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4+1 oC แลวสุมตัวอยางทุกวัน นํา
ตัวอยางมาแบงเปนสองสวน สวนแรกนําไปประเมินคา CI index, วัดคา EL และ ปริมาณ MDA สวนท่ีสองนํามามาตัดใหมี
ขนาด 5x5 มิลลิเมตร ท่ีมคีวามหนาขนาดตางๆ แลวยอมดวยสี Evans blue ท่ีระดับความเขมขนตางๆ นาน 3 นาที จากน้ันนํา
เน้ือเยื่อไปสกัดสีและวัดคาการดดูกลืนแสง (optical density; OD) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แลวนําผลท่ีไดไป
เปรียบเทียบกับ CI index, EL และปริมาณ MDA เพ่ือหาความสัมพันธกับ CI ท่ีเกดิขึ้น  จากการทดลองพบวาคา OD ท่ีวดัไดมี
ความสัมพันธเชิงบวกกับ CI, EL และปริมาณ MDA  จึงมีความเปนไปไดในการใชเทคนิคน้ีตรวจสอบการตายของเซลลเชงิ
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คํานํา 
อาการสะทานหนาวคืออาการท่ีพืชแสดงออกมาเมื่อไดรับความเสียหายจากอุณหภูมติ่ําท่ีไมใชอุณหภูมิจุดเยือกแขง็ 

โดยมักเกิดในพืชท่ีมถีิ่นกาํเนิดในเขตรอนหรือเขตกึ่งรอน ซึง่อาการท่ีพืชแสดงออกจะทําใหพืชมีลักษณะภายนอกเปล่ียนแปลง
ไป เชน การเกิดสีนํ้าตาลบริเวณเปลือก การเกดิรอยบุม เปนตน (Lyons, 1965) ถึงแมวาอาการเหลาน้ีจะไมสงผลกระทบตอ
คุณภาพภายในของผลิตผล แตสงผลเสียตอราคาของผลผลิตทางการเกษตรเปนอยางมาก เน่ืองจากไมเปนท่ีนิยมของผูบริโภค 
ซึ่งเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบอาการสะทานหนาวของผักและผลไมมีมากมายหลายวิธี วิธีท่ีนิยมใชในงานวจิัยอยางแพรหลาย
ไดแก การวัดดัชนีการเกดิอาการสะทานหนาว (chilling injury index; CI)  การตรวจสอบความเสียหายของเยื่อหุมเซลลโดย
การวดัการร่ัวไหลของประจุ (electrolyte leakage; EL) ซึ่งหากเซลลเกิดความเสียหายมาก คา EL จะเพ่ิมสูงขึ้น และการวัด
ปริมาณสารมาลอนไดออลดีไฮด (malondialdehyde; MDA) ท่ีเปนผลผลิตจากกระบวนการลิพิดเพอรอกซเิดชั่น (lipid 
peroxidation) โดยปริมาณ MDA ท่ีเพ่ิมขึ้นแสดงถงึความเสียหายของเน้ือเยื่อ คาตางๆ ท่ีไดจากการวัดเหลาน้ีมกัสัมพันธกับ
ความรุนแรงของอาการ CI เชน ในผลแตงกวา (Mao et al., 2007), ผลอะโวคาโด (Pathirana et al., 2010) แตในผลิตผล
หลายชนิดคา EL และปริมาณ MDA ท่ีวัดไดมักไมสัมพันธกบัลักษณะผิดปกติท่ีปรากฏบนผลิตผลน้ัน เชน ในใบพืชสกุล
กะเพรา (ธิติมา, 2551), ผลมะเขือมวง (Analia et al., 2005) ดังน้ันการศึกษาในคร้ังน้ีจึงพัฒนาเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบ
ความมชีีวิตของเซลล (viability assay) ดวยสียอม Evans blue ท่ีมีคุณสมบัตใินการผานเขาสูเยือ่หุมเซลล โดยไมทําลายเซลล
ท่ียังมชีีวิต สวนเซลลท่ีตายแลวแตเยื่อหุมเซลลยงัไมเสียหายจะไมสามารถขับสียอมออกจากเซลลได เมื่อนําไปสกัดสี และวดัคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมขึ้นแสดงถงึจาํนวนเซลลท่ีเกิดความเสียหายหรือตาย 
(Baker and Mock,1994)  มาตรวจสอบความเสียหายระดับเซลลของผักบางชนิดในเชิงปริมาณ และนําขอมูลท่ีไดจากเทคนิค
ตางๆ ขางตนมาเปรียบเทียบกับคาตางๆ ท่ีวัดได หาความสัมพันธและความเปนไปไดในการใชเทคนิคน้ีตรวจสอบการตายของ
เซลลเชงิปริมาณในผลิตผล และสามารถตรวจสอบการตายของเซลลไดกอนท่ีผลิตผลจะแสดงอาการ CI  

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. ศึกษาดานเคมีกายภาพ 
นําตัวอยางผลแตงกวาไทย และมะเขือมวงเล็ก มาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4+1οC ความชื้นสัมพัทธรอยละ 85 นาน 0-5 

วัน แลวสุมตวัอยางจาํนวน 5 ซ้ําๆ ละ 3 ผล มาทุกวัน นํามาประเมินการเกดิอาการสะทานหนาวโดยใช CI index, วัดคา %EL 
ตามวิธีการของ Campos et al. (2003) และวัดปริมาณ MDA ตามวิธีการของ Guo et al. (2006) 
2. ตรวจสอบความเสียหายระดับเซลลเชิงปริมาณ 

นําตัวอยางผลแตงกวาไทยและมะเขือมวงมาตดัใหมีขนาด 5x5 มิลลิเมตร โดยมคีวามหนา 0.5, 1.0 และ 1.5 
เซนตเิมตร  แลวนําชิ้นเน้ือเยื่อมายอมดวยสารละลาย Evans blue ท่ีระดับความเขมขน 0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0% เปน
เวลา 3 นาที  ลางสีออกดวยนํ้ากล่ัน จากน้ันนําชิ้นเน้ือเยื่อมาตรวจสอบการติดสีภายใตกลองจุลทรรศน นําเน้ือเยื่อท่ีลางจน
สะอาดแลวไปสกัดสีท่ีอยูภายในเซลลโดยบดตัวอยางกับนํ้ากล่ันปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําสารสกัดไปปนเหวี่ยงท่ี 5,000g เปน
เวลา 5 นาที นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ตามวธิีการของ Baker and Mock 
(1994) เพ่ือหาปริมาณสีในเน้ือเยื่อ เปรียบเทียบคาท่ีไดกับคา CI index, คา EL และปริมาณ MDA เพ่ือหาความสัมพันธกับ CI 
ท่ีเกิดขึ้น   

 
ผล 

เมื่อนําผลแตงกวาไทยและผลมะเขือมวงท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4+1οC มาศึกษา พบวา เกิดการยุบตัวบริเวณเน้ือเยื่อ
ผิวเพียงเล็กนอยหลังจากเก็บรักษานาน 1 วันจากน้ันอาการจะรุนแรงขึ้นเมื่อมีการยุบตวัของเน้ือเยื่อผิวเพ่ิมมากขึ้น ซึง่ทําใหคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวเพ่ิมขึ้น (Figure 1A) สวนคาการร่ัวไหลของประจุน้ันมีการเพ่ิมขึ้นและลดลงไมสอดคลองกับลักษณะ
ผิดปกติจากอาการ CI คา %EL ของผลแตงกวาไทยสูงสุดในวันแรกและมีแนวโนมลดลงระหวางการเก็บรักษาและต่ําสุดในวันท่ี 
4 คา EL ผลมะเขือมวงมีแนวโนมลดลงเชนกัน โดยมคีา %EL สูงสุดในวันแรกและต่าํสุดเมื่อเก็บรักษานาน 3 วัน (Figure 1B) 
ปริมาณ MDA ของผลแตงกวาไทยและมะเขือมวงเพ่ิมขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาและมีปริมาณสูงสุดหลังจากเก็บรักษา
นาน 5 วัน (Figure 1C) 

เมื่อนําชิ้นเน้ือเยื่อของผลแตงกวาไทยและผลมะเขือมวงขนาด 5x5 มิลลิเมตรมาตดัใหมีความหนาขนาดตางๆ แลว
ยอมสีชิ้นเน้ือเยื่อดวยสี Evans blue ท่ีความเขมขนตางๆ นาน 3 นาที พบวาเน้ือเยื่อท่ีมีความหนา 0.5 เซนติเมตรน้ันสามารถ
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ดูดซับสียอมไดท้ังหมด เมื่อนําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนจะเห็นเซลลท่ีตายติดสียอมเปนสีฟา  แตเน้ือเยื่อท่ีมคีวามหนา 1, 
1.5 เซนตเิมตรน้ันมคีวามหนามากเกินไป ทําใหยอมไมติดเซลล เมื่อนําไปศกึษาภายใตกลองจลุทรรศนจะเห็นเซลลเปนสีใส 
สวนความเขมขนของสี Evans blue น้ัน ท่ี 0.5% มีความเขมขนต่ําเกินไป จึงยอมไมติดเซลล และท่ีความเขนขน 1-2% น้ัน
สามารถยอมตดิเซลลไดท้ังหมด แตท่ีความเขมขน 1.5, 2% น้ัน ในขั้นตอนการลางสีออกจากเน้ือเยื่อใชระยะเวลานานเกินไป 
จึงไมเลือกใชความเขมขนดังกลาว ดังน้ันขนาดของเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือมีความหนา 0.5 เซนตเิมตร และความเขมขน
ของสี Evans blue ท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 1%  เมื่อนําชิ้นเน้ือเยื่อดงักลาวไปสกัดสีและวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร เพ่ือหาปริมาณสีในเน้ือเยื่อ พบวาปริมาณสีในเน้ือเยือ่มีคาเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา คือ มีปริมาณสีนอย
ท่ีสุดเมื่อเก็บรักษานาน 0 วัน และมีปริมาณสีมากท่ีสุดเมื่อเก็บรักษานาน 5 วัน (Figure 1D) และเมื่อนําคา EL, ปริมาณ MDA 
และคา OD ท่ีไดไปหาความสัมพันธกับอาการสะทานหนาวท่ีเกดิขึ้น พบวาสัมประสิทธของคา OD มีความสัมพันธเชงิบวกกับ
อาการสะทานหนาวท่ีเกดิขึ้นมากท่ีสุด (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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วิจารณผล 
สี Evans blue ท่ีใชในการตรวจสอบความมีชวีิตของเซลลน้ัน มีคุณสมบัติพิเศษคือ สามารถผานเขาสูเยื่อหุมเซลลได

โดยไมทําลายเซลลท่ียงัมีชวีิต สวนเซลลท่ีตายแลวแตเยื่อหุมเซลลยังไมเสียหายจะไมสามารถขับสียอมออกจากเซลลได 
(Lindner et al., 1983) เมื่อนําสี Evans blue ไปยอมเน้ือเยื่อท่ีเกิดอาการสะทานหนาว จะเห็นเซลลเปนสีฟา เมื่อตองการวัด
การตายของเซลลในเชงิปริมาณจึงตองพัฒนาใหสามารถใชงานไดงายและสะดวกขึ้น เชน ขนาดของเน้ือเยื่อ ความเขมขนของสี
ยอม ระยะเวลาท่ีใชยอม เพ่ือใหประเมินการตายของเซลลไดอยางแมนยาํมากขึ้น ในการทดลองน้ีขนาดของเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดคือมีความหนา 0.5 เซนติเมตร และความเขมขนของสี Evans blue ท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 1% เมื่อใชระยะเวลาในการยอม
นาน 3 นาที  เมื่อนําไปหาความสัมพันธระหวางอาการสะทานหนาวท่ีเกิดขึ้นกับปริมาณสีท่ีสกดัไดจากเน้ือเยื่อผลแตงกวาไทย
และผลมะเขือมวงระหวางการเกบ็รักษาท่ีเกิดอาการสะทานหนาวไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
โดยอาศยัหลักการวาหากเซลลตายมากขึ้น จะติดสียอมมากขึ้น ทําใหมคีาการดดูกลืนแสงเพ่ิมขึน้ (Baker and Mock, 1994) 
ซึ่งในการทดลองน้ีปริมาณสีท่ีวัดไดมีคาเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา ซึง่มคีวามสัมพันธเชิงบวกกับคาดัชนีการเกิด
อาการสะทานหนาวมากกวาคา %EL และปริมาณ MDA เน่ืองจากการศึกษาน้ียังทําการทดลองในผลิตผลแคสองชนิด คือผล
แตงกวาไทยและผลมะเขือมวง ดงัน้ันยังตองมกีารพัฒนาเทคนิคและตรวจสอบในผลิตผลชนิดอ่ืนเพ่ิมเติม 

 
สรุป 

เน่ืองจากคา OD มีความสัมพันธเชิงบวกกับดัชนีการเกิดอาการสะทานหนาว จึงมคีวามเปนไปไดท่ีจะใชเทคนิคน้ีใน
การตรวจสอบการตายของเซลลจากอาการสะทานหนาวเชิงปริมาณในผลิตผลได 

 
คําขอบคุณ 

งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม ขอบคุณหองปฏิบัติการสรีรวิทยา
หลังการเก็บเกีย่ว ภาควิชาชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ท่ีเอ้ือเฟอสถานท่ีและอุปกรณในการทําวิจัย และ
ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกีย่วมหาวิทยาลัยเชียงใหม ท่ีสนับสนุนคาใชจายในการนําเสนอผลงานคร้ังน้ี 
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