
วิธีดำเนินการวิจัย

สัตว์ทดลอง

หนูขาว (Wistar rat) อายุ 7-สัปดาห์-เพศผู้ 105 ตัวและเพศเมีย 105 ตัว จากศูนย์สัตว์ 

ทดลองแห่งชาตํ วิทยาเขตศาลายา มหาวิทยาสัยมหดล หนูท้ังหมดนำมาพักไว้ในห้องสัตว์ทดลอง 

ที่มีการควบคุมอุณหภูมิ 25+1 ๐C รวามชื้นสัมพัทธ์ 60 % เพื่อให้คุ้นเคยกับลภาวะแวดล้อม 

(acclimatization) โรงเลี้ยงเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ณ.กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณ- 

สุข หนูทั้งหมดได้รับอาหารเม็ดสูตรมาตรฐานจากบริษัท CP จำกัด (ประเทศไทย) และให้น้ําแบบ 

ad libitum

สารเคมี

ส ารส ก ัด รางจ ืด โด ยโด ยน ํ้าส ก ัด ได ้ร ับ อ น ุเค ราะห ์จากส ถาบ ัน ว ิจ ัยส ม ุน ไพ ร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ NaCI, KCI จากบริษัท Sigma Chemical จำกัด (ประเทศอเมริกา)

วิธีทำการทดลอง

1. การเตรียมสารสจัดรางจีดโดยใช้น้ําสกัด

ผงแห้งของรางจืด 300 กรัม

1. เตม'นา 3 ลิตร

บทท ี่ 3



36

กาก

เติมน้ํา 3 ลิตร

ต้ม 2 ช่ัวโมง

กรอง
น

กาก

ต้ม 2 ช่ัวโมง

กรอง

ir

1
น้ําสกัดคร้ังท่ี 1

น้ําลกัดคร้ังท่ี 2

ท่ีง
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น้ําลกัดคร้ังท่ี 1 และ 2

▼
ระเหยโดยใช้เคร่ืองระเหยท่ีอุณภูมิ 60°c

ผงลารสกัดรางจืดซ่ึงสกัดด้วยน้ํา เก็บท่ีอุณภูมิ -  2 0°c

ได้สารสกัด 25.47 % ของผงแห้งของรางจืด

2.การทดสอบผลเฉียบพลันของสารสกัดรางจีดที่มีผลต่อม้ามของหนู

วัตถุประสงค์'ของการสืกษ'าน้ีเพ่ือประเมินและสืบด้นผลเฉียบพลัน'ของสารสกัดราง'จืดทมี 

ผลต่อเซลล์ม้ามของหนูโดยเปรียบเทืยบกราฟ FTIR กับจุลพยาธิวัทยาและชีวเคมีของเลือด
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การออกแบบการทดลอง

หนูพันธ์ wistar (อายุ 7 สัปดาห์) เพศผู้ 60 ตัว และเพศเมีย 60 ตัว

ให้ปรับตัวเป็นเวลา 1 สัปดาห์

▼

แบ่งหนูเพศผู้ 10 ตัวต่อกลุ่ม และเพศเมีย 10 ตัวต่อกลุ่ม

กลุ่มควบคุม •ร •+ «ร *สารสกดรางจด สารสกดรางจด สารสกัดรางจด สารสกัดรางจด สารสกัดรางจด
น้ํากล่ัน 200มก./กก. 1,000มก./กก. 2,000มก./กก. 4,000มก./กก. 8,000มก./กก.
ทางปาก ทางปาก ทางปาก ทางปาก ทางปาก ทางปาก

t
เก็บเลือดและม้ามหสังจากได้รับยาแล้ว 24 ช่ัวโมง

วิเคราะห์น้ําหนักม้าม น้ําหนักม้าม/น้ําหนักตัว

FTIR spectra จุลพยาธิวิทยา ชีวเคมีคลินิกของเลือด
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ภายหลังได้รับการปรับตัว แบ่งหนูเพศผู้ 60 ตัว และเพศเมีย 60 ตัว แบ่งเป็น 6 กลุ่ม ในแต่ 

ละเพศ กลุ่มควบคุมให้นํ้ากลั่นโดยทางปาก กลุ่มที่ให้ลารสกัด 5 กลุ่มของแดละเพศให้สารลกัด 

รางจืดที่ 200 1 1000, 2000, 4000 และ 8000 มีลลืกรัมต่อนํ้าหนักหนู 1 กิโลกรัม ทางการรับ 

ประทาน แต่ละกลุ่มทำการฆ่าโดย diethyl ether จากนนทำการเก็บม้าม ช่ังนํ้าหนัก ทำการเตรียม 

เชลล์ม้ามสำหรับกัด FTIR Spectrum และนำไปทำจุลพยาธิกิทยา เก็บเลอดจากเลันเลือด inferior 

vena cava เพ่ือทำการตรวจกัดชีวเคมีคลินักในเลือด

3. การทดสอบผลการได้รับสารแบบก๋ึงเร้ือรังของสารสกัดรางจืดท่ีมีผลต่อม้ามของหนู

วัตถุประสงค์ของการสืกษาน้ีเพ่ือประเมินและสิบค้นผลอย่างก่ึงเร้ือรังของสารสกัดรางจืดท่ี 

มีผลต่อเซลล์ม้ามของหนูโดยเปรียบเทํยบกราฟ FTIR กับจุลพยาธิกิทยาและชีวเคมีของเลือด

หนพัูนธ์ Waster (อายุ 7 ลัปดาห์) เพศผู้ 45-ตัว และเพศเมีย 45 ตัว

ให้ปรับตัวเป็นเวลา า ลัปดาห์

แบ่งหนูเพศผู้ 9 ตัวต่อกลุ่ม และเพศเมีย 9 ตัวต่อกลุ่ม

ไโ
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เก็บเลอดและม้ามหลังจากได้รับยาแล้ว 24 ช่ัวโมง 

ir

วิเคราะห์นาหนักม้าม น้ําหนักม้าม/น้ําหนักตัว

FTIR spectra จุลพยาธิวิทยา ช้วเคมิคลืนักของเลือด

ภายหลังให้หนูปรับตัว แบ่งหนูเพศผู้ 45 ตัว และเพศเมย 45 ตัว แบ่งเป็น 6 กลุ่ม ในแต่ละ 

เพศ กลุ่มควบคุมให้น้ํากล่ันโดยทางปาก กลุ่มท่ีให้สารสกัด 5 กลุ่มของแต่ละเพศให้สารสกัดรางจืด 

ท่ี 20 1 200, 1000, 2000 และ 4000 มก. /กก. ทางปาก แต่ละกลุ่มทำการฆ่าโดย Diethyl ether 

จากนั้นทำการเก็บม้าม ชั่งนํ้าหนัก ทำการเตรียมเชลล์ม้ามสำหรับวัด FTIR Spectrum และนำไป 

ทำจุลพยาธิวิทยา เก็บเลือดไปทำการตรวจวัดซวเคมิคลืนักในเลือด

ขนตอนการตัดแยกเซลล์ม้าม(Suramana et al-, 2001)

ตัวอย่างเชลล์ม้ามถูกตัดแยกจากชิ้นเนื้อม้ามโดยการขูดโดยใช้ Spatula จากช้นม้ามของ 

หนูแต่ละตัว และใส่ในหลอดทดลองแต่ละหลอดต่อตัว ทีบรรจุนำเกลือ 0.9% และเก็บทีอุณหภูมิ

-2 0  °c เพ่ือใช้ต่อไป
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การเตรียมเชลล์ม้าม (Suramana ๙ a/.,2001)

สารแขวนตะกอนเชลล์ม้ามถูกละลายที่อุณภูมิห้องและเขย่าด้วย Vortex เปินเวลา 1 นาที 

เพอให้กระจายตัวอีกครั้ง จากนั้นปันที่ความเร็ว 3,600 รอบ/นาที ท่ีอุณภูมิ 4°c เป็นเวลา 15 นาที 

จากนั้นเทนั้าส่วนบนออก จากนั้นเติมนํ้าเกลือ 0.9%ลงไป 1.0มล. ทำการเขย่าอีกครั้ง จากน้ันก็ 

ไปวงหลอด Microcentrifuge (ปริมาตร 1.5มล.)จากนั้นปันที่ความเร็ว 6,000รอบ/นาที เป็นเวลา 

10 นาทีรินนั้าส่วนบนออก สุดท้ายจะได้เซลล์ม้ามเก็บไว้ต่อไป

เชลล์ม้าม

▼

ละลายท่ีอุณหภูมิห้อง

▼
เขย่าให้กระจายตัวอีกครังด้วย Vortex 1 นาที

▼

ปันท่ีความเร็ว 3,600 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°c เป็นเวลา 15 นาที

▼
รินส่วนของน้ัาส่วนบนออก
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ทำให้กระจายอีกครั้งโดยเตํมน้ําเกลือความเข้มข้น 0.9% ลงไป 1.0 มล.

▼

ถ่ายเชลล์ม้ามสู่ Microcentrifuge tube (ปรัมาตร 1.5มล.)

▼
ป่นท่ีความเร็ว 6,000 รอบ/นาท เป็นเวลา 10 นาทํ

ท้ิงส่วนท่ีเป็นน้ําด้านบนออกโดยการ'ริน

▼

เซลล์ม้าม

การวิเคราะห์ FTIR (Suramana et al., 2001)

นำเซลล์ม้ามบน Sample holder เป่าด้วยลมเย็นจากเครื่องเป่าผม จากนันนำ Sample 

holder ไปวัดด้วย เครื่อง Nicolet Protégé 460 Fourier-transform infrared spectrometer โดย 

DTGS KBr detector แต่ละ spectrum แสดงความถี่ที่เปลี่ยนแปลง, อัตราส่วนในการดูดซับชื่งจะ 

ทำการทดสอบเหมือนกันทิ้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีได้รับสาร จากนันทุก parameter จะถูก 

คำนวณโดยโปรแกรมของ Prof. Patrie TT Wong (มหาลัยออตตาว่า ประเทศแคนาดา)



เซลลม าม

Y
ปัายลงบน Sample holder

Y

เป้า Sample holder ด้วยลมเย็นจากเคร่ืองเป้าผมจนแห้ง

Y
นำ Sample holder ลงในเคร่ือง FTIR เพึ่อวํเคราะห์ FTIR

อุปกรณ์

1. Nicolet Protégé 460 Fourier Transform Infrared Spectroscopy

2. Hitachi high speed refrigerated centrifuge

3. Refrigerated centrifuge

4. Freezer with -70°c

5. Freezer with -20°c

6. Automatic pipette

7. Eppendol tubes
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8. 50 โก! plastic centrifuge tubes

9. Pasteur pipette

สารเคมี

ช่ังน้ําหนัก NaCI จำนวน 9.0 g ละลายในน้ํา า ลิตร 

ขนตอนการตรวจสอบจุลพยาธิของม้าม

การเตรียมจุลพยาธิวิทยาของม้าม เตรียมโดยสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุขโดยม้ช่ันตอนการเตรียมดังน้ี

นำม้ามแซ่ใน 10% neutral buffed fomalin จากนั้นทำการด้งนื้าออกจากเนื้อเยื่อโดย นำ 

เนื้อเยื่อแซ่ใน alcohol 70% เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นแซ่ใน 95% เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 2 คร้ัง จาก 

นั้นแซ่ใน alcohol 100% เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 2 คร้ัง จากนั้นทำการ cleaning โดยแซ่ใน Xylene 

เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 2 คร้ัง จากนั้นแซ่ใน paraffin เหลว เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 2 คร้ัง จากนั้นนำม้ามฝัง 

ใน paraffin เหลว ทำให้เป็น block จากนั้นดัดเนื้อเป็นขนาด 5 ไมโครเมตร แล้วนำไปย้อมด้วยลิ 

Hematoxylin และ Eosin จากนั้นทำการวิเคราะห์จุลพยาธิวิทยาของม้ามโดยนักล้ตวพยาธิวิทยา

คณะสัตวแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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ขั้นตอนการเตรียมเลือด

ทำการเจาะเลือดจากเสันเลือด Inferior vena cava ใส่ในหลอดทดลองทึ่ม EDTA. ในสัด 

ส่วน 1.5มีลลืกรัม./เลือด 1 มีลลืลืตร. จำนวน 2 หลอด จากนั้นนำหลอดทึ่1 ปันด้วยความเร็ว 

1500 รอบ/นาทํ เป็นเวลา 5 นาทํ ทำการเก็บนั้าส่วนบนซึ่งเป็น Plasma นำ Plasma ไปทำการ 

ทดลอบค่าทางซีวเคม นำหลอดท่ึ2 ไปทำการนับ White blood cell

การวัด Bilirubin, AST, ALT

การวัดBilirubin, AST, ALT ทำการวัดโดยใช้เครื่อง automate ด้วย Hitachi ร่น912โดย 

วิธ Colorimetric assay, วิธ uv test, ตามลำดับ

ปัญหาทางจรียธรรม

ขั้นตอนการวัจัยในสัตว์ทดลองผ่านคณะกรรมการจริยธรรมของการวัจัยในสัตว์ทดลอง 

คณะเภสัซศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวัทยาสัย

การวิเคราะห์ทางสถิติ

ผลการทดลองแสดงด้วยค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานลำหรับ wavenumber (cm1), 

สัดส่วนการดูดซับ, นํ้าหนักม้ามต่อนํ้าหนักตัวหนู, ค่าปริมาณ bilirubin, ค่าปริมาณ AST, ค่า 

ปริมาณ ALT โดยใช ้ AN OVA test Dunnett multiple range test (Maines et al., 1999) ค่า p- 

value น้อยกว่า 0.05 แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
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